
在支气管哮喘的慢性气道炎症过程中，T淋巴

细胞的作用日益受到重视。哮喘气道内浸润的T细

胞主要是分化的CC趋化因子 7（C⁃C chemokine re⁃
ceptor type 7，CCR7）效应记忆 T 细胞［1］（effector
memory T cells，TEM）。TEM细胞可通过释放Th2细胞

因子如白介素（interleukin，IL）⁃4和 IL⁃5参与哮喘气

道的病理生理过程［2- 4］，针对 TEM 细胞而不影响

CCR7+的初始T细胞和中央记忆型T细胞（TCM）的药

物有可能对TEM细胞介导的疾病如支气管哮喘起治

疗作用，同时能避免引起免疫抑制。

Kv1.3通道是TEM细胞活化的主要钾离子通道，

其表达水平增高能促进T淋巴细胞活化和增殖，并

刺激T淋巴细胞释放细胞因子［5-6］。推测哮喘患者

Kv1.3通道在哮喘患者外周血T淋巴细胞中的表达及对Th2细
胞因子的影响
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［摘 要］ 目的：检测Kv1.3钾通道在哮喘患者外周血T淋巴细胞中的表达水平，研究Kv1.3钾通道阻滞剂对哮喘患者外周血

T淋巴细胞增殖及产生Th2细胞因子的影响，从而探讨Kv1.3钾通道阻滞剂应用于治疗哮喘患者慢性气道炎症的可能。方法：

分离哮喘患者及健康对照者的外周血T淋巴细胞，检测T细胞中Kv1.3钾通道的mRNA及蛋白水平，并检测Kv1.3钾通道抑制

剂 ShK对T细胞增殖及产生Th2细胞因子的作用。结果：哮喘患者外周血T淋巴细胞的Kv1.3水平较健康对照者明显增高，

Kv1.3钾通道抑制剂ShK能明显抑制T淋巴细胞的增殖及产生Th2细胞因子的能力。结论：Kv1.3可能是哮喘患者T细胞参与

气道炎症的形成及发展的重要蛋白。选择性阻断Kv1.3钾通道可能成为哮喘未来治疗的方向之一。
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Expression and function of Kv1.3 channel in peripheral blood T lymphocytes of asthma
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［Abstract］ Objective：To detect the expression and function of Kv1.3 channel in peripheral blood T lymphocytes of asthma patients，
to study the effect of Kv1.3 channel blockers on the proliferation of T lymphocytes and the production of Th2 cytokines in peripheral
blood of asthmatic patients，and to explore the possibility of Kv1.3 channel blockers in treating chronic airway inflammation in patients
with asthma. Methods：T lymphocytes were isolated from peripheral blood of asthma patients and healthy controls. Then，we detected the
mRNA levels of Kv1.3 in T cells. We detected the effect of Kv1.3 channel inhibitors ShK on T cell proliferation and the production of
Th2 cytokines. Results：The Kv1.3 level of peripheral blood T lymphocytes in patients with asthma was significantly higher than that of
healthy controls. ShK significantly inhibited the proliferation and Th2 cytokines production ability of T lymphocytes. Conclusion：Kv1.3
may play important roles in inflammation in asthma. Selective blocking of Kv1.3 channels may be one of the future treatments of asthma.
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的慢性气道炎症可能与外周血 T淋巴细胞过表达

Kv1.3通道有关。本研究拟通过检测稳定期哮喘患

者外周血 T 细胞活化时 Kv1.3 通道的表达，分析

Kv1.3通道在哮喘患者 T细胞活化中的作用，探讨

Kv1.3通道作为哮喘免疫治疗靶点的可能性。

1 对象和方法

1.1 对象

2016 年 1—6 月在本院首次就诊的哮喘患者

50例，肺功能检测第1 s用力呼气量（FEV1）>60%预

计值，半年内未使用静脉或口服糖皮质激素，未使

用免疫抑制剂。选择体检中心健康对照者50例，两

组在年龄，性别上匹配。本研究获得了本院伦理委

员会的批准，并获得入选者的知情同意。

哮喘组排除标准：排除慢性阻塞性肺病、支气

管扩张、肺结核、支气管肺癌等其他呼吸系统疾病，

肺栓塞、肺动脉高压、肺间质性疾病和肺癌；依从性

差；妊娠或哺乳期女性；近期有丧失行为能力的精

神疾病病史；2周内有证据表明有呼吸道感染或相

关症状（评估应延迟）。

胎牛血清（杭州四季青公司），TRIzol（Invitrogen
公司，美国），反转录试剂盒（TaKaRa公司，大连），

Kv1.3通道的特异性阻断剂 stiehodaetyla向日葵神经

毒 素 （stichodactyla helianthus neurotoxin，ShK）
（Bechem公司，美国）。CCK⁃8试剂盒（上海碧云天公

司）。β⁃actin上游引物：5′⁃GGAGATTACTGCCCTG⁃
GCTCCTA⁃3′，下游引物：5′⁃GACTCATCGTACTCCT⁃
GCTTGCTG⁃3′；Kv1.3 上游引物：5′⁃GGAAGCTCC⁃
GGGAACAAGTG⁃3′，下游引物 5′⁃TGCCAGCCCATG⁃
GATTCTC ⁃ 3′；IL ⁃ 4 上游引物：5′ ⁃ CTGACGGCA⁃
CAGAGCTATTGA⁃3′，下游引物：5′⁃TATGCGAAG⁃
CACCTTGGAAGC⁃3′；IL⁃5 上游引物：5′ ⁃GAGCA⁃
CAGTGGTGAAAGAGACCTT⁃3′，下游引物：5′⁃AT⁃
GACAGGTTTTGGAATAGCATTT⁃3′（上海赛百盛公

司合成）。

1.2 方法

1.2.1 分离人外周血T淋巴细胞

无菌采集外周静脉血 5 mL，枸橼酸钠抗凝，Fi⁃
coll（北京索莱宝科技）密度梯度离心法分离外周血

单个核细胞，之后应用免疫磁珠阴性分选法分离出T
淋巴细胞，以含10%胎牛血清的RPMI1640完全培养

液调整细胞浓度至 1 ×106个/mL，接种于培养瓶。

1.2.2 CCK⁃8法测Kv1.3对T淋巴细胞增殖的影响

将100 mL细胞悬液接种于96孔培养板中，设空

白孔，将细胞分为对照组、OVA（Sigma公司，美国）组

和ShK组。对照组仅加CD3单抗（eBiosicence公司，

美国）；OVA组加CD3和OVA（终浓度为100 μg/mL）；
ShK组除加 CD3单抗外，还加入 OVA和不同浓度

Kv1.3抑制剂ShK。37 ℃培养72 h后，向每孔中加入

10 mL的CCK⁃8溶液，37 ℃ 4 h，在酶标仪上于450 nm
处测定吸光度值。

1.2.3 Kv1.3对哮喘患者外周血T淋巴细胞生成的

IL⁃4和 IL⁃5影响

将 100 mL 细胞悬液接种于 24 孔培养板中，

CD3单抗处理后，分为对照组、OVA组和 ShK组。

OVA组仅加 OVA（终浓度为 100 μg/mL）。ShK组

除加 OVA 外，还加入不同浓度 ShK。5 h 后提取

mRNA。

1.2.4 实时定量PCR测Kv1.3、IL⁃4和 IL⁃5的表达

按TRIzol说明书操作步骤提取细胞RNA，用紫

外分光光度计分别测定样品浓度，反转录的反应条

件为 37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，保存 cDNA待做 Real⁃
time PCR用。Real⁃time PCR反应体系的反应条件

为：95 ℃ 10 s 1个循环；95 ℃ 5 s，60 ℃ 31 s，40个循

环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s。PCR完成后产

物行 2％琼脂糖凝胶电泳。结果分析使用相对的

ΔCT表示：ΔCT处理组=CT处理组-CT内参处理组，ΔCT

对照组=CT对照组-CT内参对照组，ΔΔCT=ΔCT处理

组-ΔCT对照组，差别倍数= 2-ΔΔCT 。

1.3 统计学方法

同一刺激和干预时间的样本重复 3次，结果以

均数±标准差（x ± s）表示，采用 SPSS11.5 统计学软

件，使用单因素方差分析和 LSD 法进行数据统计，

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 哮喘患者较健康者外周血T淋巴细胞Kv1.3的

mRNA表达明显增高

提取哮喘患者及健康者外周血 T淋巴细胞的

mRNA，检测Kv1.3的水平。哮喘组与健康组对比，

Kv1.3的mRNA表达较对照组增高了228%（图1）。
2.2 哮喘患者较健康者外周血T淋巴细胞Kv1.3的

蛋白表达明显增高

Western blot结果显示，哮喘患者较健康者外周

血T淋巴细胞Kv1.3的蛋白表达明显增高，哮喘组的

Kv1.3/GAPDH 灰度比值为 2.75 ± 0.29，对照组的

Kv1.3/GAPDH灰度比值为 6.32 ± 0.67，差异有统计

学意义（图2）。
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2.3 Kv1.3阻滞剂 ShK对哮喘患者外周血T淋巴细

胞增殖的影响

与对照组相比，OVA组的吸光度值明显增高，

低、中、高浓度的 ShK组吸光度值分别较OVA组减

少30.0%、47.7%及59.2%（图3）。

2.4 Kv1.3阻滞剂 ShK抑制哮喘患者外周血T淋巴

细胞产生 IL⁃4和 IL⁃5
哮喘患者外周血淋巴细胞在OVA的刺激下，分

泌 IL⁃4和 IL⁃5的水平明显增高，ShK能浓度依赖性

地抑制OVA引起的 IL⁃4和 IL⁃5分泌（图4）。

3 讨 论

T淋巴细胞在哮喘气道炎症的形成过程中起重

要作用，研究表明哮喘患者气道壁浸润的T淋巴细

胞活化后，可通过细胞增殖分化及分泌Th2细胞因

子参与哮喘气道炎症，而这种气道炎症是导致患者

气道高反应性及最终气道重塑的病理基础。

根据T细胞活化状态，可分为 3种T细胞亚型：

初始T细胞、TCM细胞和TEM细胞。T细胞表面表达的

两种主要的钾通道是Kv1.3和 IKCal，这些通道提供

必要的钾外流来平衡钙离子的内流［7］。静息状态

下，两种钾通道表达水平低。在受到抗原的刺激

后，TEM过表达Kv1.3［8］。而 TCM和CCR7+的初始 T细

胞活化后则过表达 IKCal［9］。这种钾通道表达的不

同导致初始T细胞/TCM 和TEM对选择性阻断Kv1.3和
IKCal的反应不同。

T淋巴细胞的功能活动与其细胞膜上离子通道

的电活动密切相关。Kv1.3钾通道是TEM持续活化的

与对照组相比，*P＜0.05（n=50）。

图2 哮喘患者外周血T淋巴细胞Kv1.3的蛋白表达

Figure 2 Kv1.3 protein expression of peripheral blood T
lymphocytes in asthmatic patients

73 kDa

36 kDa

对照组 哮喘组

Kv1
.3/G

AP
DH

灰
度

比
值

对照组 哮喘组

*

A

B

Kv1.3

GAPDH

7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

Kv1
.3R

NA
水

平

对照组 哮喘组

*

与对照组比较，*P＜0.05（n=50）。
图1 哮喘患者外周血T淋巴细胞Kv1.3的mRNA表达

Figure 1 Kv1.3 mRNA expression of peripheral blood T
lymphocytes in asthmatic patients

与对照组比较，*P < 0.05，与OVA组相比，#P < 0.05（n=50）。
图3 Kv1.3阻滞剂ShK对哮喘患者外周血T淋巴细胞增殖

的影响

Figure 3 Effects of Kv1.3 blocker ShK on peripheral blood
T lymphocyte proliferation in asthmatic patients
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图4 Kv1.3抑制剂ShK对哮喘患者外周血T淋巴细胞产生

Th2细胞因子的影响

Figure 4 Effects of Kv1.3 inhibitor ShK on the production
of Th2 cytokines in peripheral blood T lympho⁃
cytes of asthmatic patients
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关键，在其激活、迁移、增殖及细胞因子分泌中起重

要作用。本研究发现哮喘患者外周血T淋巴细胞表

达Kv1.3量较健康者明显增加，提示哮喘患者外周

血T淋巴细胞具有较强的增殖功能及较强的分泌细

胞因子的作用。这种T淋巴细胞功能的增强都有可

能促进哮喘患者气道炎症的形成。同时研究还发

现Kv1.3抑制剂对哮喘稳定期患者抗原引起的T淋

巴细胞增殖功能有明显抑制作用，提示阻断Kv1.3
可能减轻哮喘患者气道内的T细胞浸润状况。

既往研究发现，阻断Kv1.3能抑制哮喘动物模型

的气道高反应性、气道炎症及 Th2细胞因子［10- 11］。

Th2细胞因子 IL⁃4和 IL⁃5在哮喘患者气道炎症中起

重要作用。IL⁃4和 IL⁃5基因敲除动物气道反应性及

气道炎症均明显减轻［12-13］。为了进一步研究Kv1.3
对 IL⁃4和 IL⁃5的影响，以哮喘患者外周血T淋巴细

胞为研究对象，发现Kv1.3抑制剂能剂量依赖性地

抑制抗原引起的哮喘患者 T细胞 IL⁃4和 IL⁃5的分

泌。提示阻断Kv1.3可能改变哮喘患者的Th2细胞

因子过多的状况，从而有潜在的减轻哮喘患者慢性

气道炎症的作用。

目前的研究发现，钙离子拮抗剂、大环内酯类、

非甾体类抗炎药、他汀类药物均具有抑制Kv1.3钾

通道的作用［14-17］。鉴于Kv1.3钾通道在调节T细胞

功能中的重要作用，这些潜在的Kv1.3钾通道阻滞

剂有可能对抑制哮喘的慢性气道炎症有效，可能成

为未来治疗哮喘的新方向。
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