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婴幼儿血清维生素D水平与毛细支气管炎严重程度关系及其
对肺泡上皮细胞功能的影响

唐慧雅 1，葛许华 2，李 灼 2，赵 婧 1，刘 勇 2*
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［摘 要］ 目的：探讨婴幼儿维生素D（vitamin D，VitD）缺乏与毛细支气管炎发病及其严重性的相关性，并通过体外细胞实验，

探讨VitD水平与肺泡上皮细胞的应答关系。方法：选取南京医科大学附属江宁医院2016年1月—2017年12月确诊毛细支气

管炎患儿为观察组 80例，按标准给予严重度评分，另选取 40例健康婴儿为对照组，分别检测两组血清 25⁃羟基维生素D［25⁃
（OH）D］水平，探讨其与毛细支气管炎严重度评分之间的相关性，并检测两组患儿血清组胺、肿瘤坏死因子（tumor necrosis fac⁃
tor，TNF）⁃α水平，探讨其与体内VitD水平的关系。体外培养人肺泡上皮细胞A549，分A、B、C 3组，A组作为对照组始终原培养

液培养，B、C组细胞予以呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus，RSV）感染24 h，C组同时予以骨化三醇处理，24 h后比较3组
培养液上清中组胺、TNF⁃α水平及3组细胞VitD受体（vitamin D receptor，VDR）、25⁃（OH）D ⁃1α羟化酶（CYP27B1）mRNA表达的

差异。结果：观察组患儿体内25⁃（OH）D水平明显低于对照组（P＜0.001），毛细支气管炎严重度评分与其体内25⁃（OH）D水平呈

负相关（R2=0.539 8）。观察组患儿血清组胺（P＜0.01）、TNF⁃α（P＜0.05）水平较对照组明显升高。RSV感染体外培养的细胞

后，B组培养液上清中组胺、TNF⁃α水平明显上升（P均＜0.001），C组细胞VDR、CYP27B1 mRNA表达明显上升（P均＜0.001）。

结论：提高婴幼儿体内VitD水平可降低婴幼儿毛细支气管炎发病及减轻其严重程度，可能与高VitD水平抑制Ⅱ型肺泡上皮细

胞释放炎症介质及促进VitD活化及利用能力有关。

［关键词］ 毛细支气管炎；维生素D；肺上皮细胞；组胺；VDR；CYP27B1
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Relationship between serum vitamin D Levels and severity of bronchiolitis in infants and
their effects on the function of A549 cells
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1Department of Pediatrics，Jiangning Hospital Affiliated to NMU，Nanjing 211100；2Department of Emergency/

Department of Intensive Care Unit，the Affiliated Children’s Hospital of NMU，Nanjing 210008，China

［Abstract］ Objective：To investigate the association between vitamin D（VitD）deficiency and the incidence and severity of
bronchiolitis in infants and young children，and the relationship between VitD level and response of alveolar epithelial cells in vitro.
Methods：A total of 80 children with bronchiolitis diagnosed during the period from January 2016 to December 2017 in Jiangning
Hospital Affiliated to NMU were selected. Severity scores were given according to the standard. Forty healthy infants were selected as
the control group. The level of 25⁃（OH）D was explored in relation to the severity score of bronchiolitis，and the levels of histamine and
TNF⁃α in the two groups of children were examined to investigate the relationship between the level of VitD and in vivo VitD levels.
Human alveolar epithelial cells A549 were cultured in groups A，B，and C. Group A served as the control group and were cultured in
the original culture medium. Group B/C were infected with respiratory syncytial virus（RSV）for 24 hours. Group C was treated with
calcitriol at the same time for 24 h. The levels of histamine and TNF⁃α in the culture supernatant and the differences of VitD receptor
（VDR）and CYP27B1 mRNA expression in the cells of three groups were measured separately after 24 h. Results：The 25⁃（OH）D
level in the bronchiolitis group was significantly lower than that in the healthy control group（P < 0.001）. The severity score of
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毛细支气管炎是一种在婴幼儿中以咳嗽、喘

憋、气促及三凹征为特点的较为常见的下呼吸道感

染性疾病，发生在2岁以下小儿，尤以1~6个月内婴

儿多见。毛细支气管炎可由多种病原感染所致，其

中最常见的是呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial
virus，RSV）；此外，副流感病毒、腺病毒、流感病毒及

近年来感染率不断上升的支原体等，均可引起毛细

支气管炎［1-2］。2岁前，约90%的婴幼儿感染RSV，但

仅有10%的患儿可发展至严重下呼吸道感染［3］。关

于RSV导致婴幼儿严重下呼吸道感染的原因有很

多研究，但其主要原因目前尚无定论。

维生素Ｄ（vitamin D，VitD）在体内主要具有调

节机体钙、磷代谢平衡的作用，此外还参与机体免

疫系统的调节和分化［2］。对于婴幼儿，VitD缺乏不

仅使儿童易患佝偻病，还与毛细支气管炎、肺炎、

肺结核、支气管哮喘等下呼吸道疾病密切相关。

因 25⁃羟基维生素D［25⁃（OH）D］含量在血中浓度最

高，半衰期最长，故常通过其含量测定来反映体内

VitD状况［4］。但是关于婴幼儿体内 25⁃（OH）D水平

与毛细支气管炎及其严重程度的具体联系及相关

机制，目前尚缺乏系统性的研究。

本研究发现VitD缺乏与婴幼儿毛细支气管炎

发病及其严重性有关，并通过体外细胞实验，探讨

VitD水平与人Ⅱ型肺泡上皮细胞A549在RSV感染

后的应答关系，为婴幼儿毛细支气管炎的防治提供

新方向。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究纳入南京医科大学附属江宁医院2016年
1月—2017年 12月 80例 3个月~2周岁的毛细支气

管炎、且病程≤5 d（出现咳嗽或发热症状）的患儿作

为观察组，剔除了早产（孕周<37周）、低出生体重、

中重度营养不良，有慢性肺疾病、先天性心脏病、免

疫功能缺陷、重症感染性疾病、化疗期肿瘤等病

例。根据中华医学会儿科学分会呼吸学组《2014年
关于毛细支气管炎的诊断、治疗、预防专家共识》［1］，

记录患儿以下临床症状：喂养量、呼吸频率、胸壁吸

气性三凹征、鼻翼扇动或呻吟、血氧饱和度、精神状

况等。将毛细支气管炎病情按照症状的严重程度

进行轻、中、重度分级，并按照轻度症状每项得1分，

中度症状每项得2分，重度症状每项得3分，相加后

计总分，按照得分1~6分、7~12分、13~18分成轻度、

中度、重度 3组。本研究中 26例为重度组，31例为

中度组，其余 23例为轻度组。另外选取 40例正常

婴儿作为对照组，分别检测各组血清 25⁃（OH）D 水

平。两组患儿在月龄、性别等基线资料方面差异无

统计学意义，有可比性（P > 0.05，表1）。

1.2 方法

1.2.1 ELISA检测方法

病例诊断后次日晨空腹（空腹时间≥4 h）抽取

静脉血 2 mL，室温 3 000 r/min离心 5 min取血清。

根据ELISA试剂盒说明书进行操作，测定血清 25⁃
（OH）D水平及血清、细胞培养液上清中组胺及肿瘤

坏死因子（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）水平。

1.2.2 细胞培养与处理

人肺泡上皮细胞A549（受赠于南京医科大学附

属儿童医院呼吸科刘峰教授），以 1×104个/cm2密度

接种于6孔板，培养基为RPMI1640+10% FBS+1%青

霉素/链霉素（P/S），置入 37 ℃、5% CO2培养箱中培

bronchiolitis was negatively correlated with the 25⁃（OH）D level in vivo（R2=0.5398）. The levels of serum histamine（P < 0.01）and TNF
⁃α（P < 0.05）in the bronchiolitis group were significantly higher than those in the control group. After RSV infected cells in vitro，the
levels of histamine and TNF⁃α in the culture supernatant of group B increased significantly（both P < 0.001）. The expression of VDR
and CYP27B1 mRNA in group C increased significantly（both P < 0.001）. Conclusion：Increasing the VitD level in infants and young
children can reduce the incidence and severity of bronchiolitis，which may be related to inhibiting inflammatory mediators released by
type Ⅱ alveolar epithelial cells and promoting VitD activation and utilization.
［Key words］ bronchiolitis；vitamin D；alveolar epithelial cells；histamine；VDR；CYP27B1

［Acta Univ Med Nanjing，2019，39（03）：387⁃392］

表1 两组一般资料

Table 1 General information of two groups
项目

男性（%）

月龄（月）

身高（cm）
体重（kg）

对照组（n=80）
56

15.3 ± 8.70
81.2 ± 11.0
11.5 ± 5.70

观察组（n=40）
61

16.2 ± 9.10
79.8 ± 10.5
10.9 ± 5.10
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Y=-0.321 8X+14.66
R2=0.539 8

A B C

A：与对照组相比，观察组患儿体内25⁃（OH）D水平显著降低；B：中、重度毛细支气管炎患儿体内的25⁃（OH）D水平与轻度组比，显著下降；

C：毛细支气管炎的严重度与血清25⁃（OH）D水平呈负相关。两组比较，*P＜0.001。
图1 VitD水平与毛细支气管炎发病及严重度的相关性

Figure 1 Correlation between infantile VitD levels and the incidence and severity of bronchiolitis

养。细胞密度达60%时，移除培养液，PBS 冲洗2遍，

给予RPMI1640 + 1%（P/S）无血清饥饿培养6 h后，A
组为对照组继续原完全培养基培养，2 mL/孔；B、C
组相同体积完全培养基中按照感染复数（multipli⁃
city of infection，MOI）=1加入RSV病毒株感染细胞，

C组培养液中同时加入 10 nmol/L骨化三醇（Sigma⁃
Aldrich公司，美国），24 h后收集每孔中的培养液，

再以PBS冲洗细胞 2遍，予 1 mL/孔 0.05% Trypsin +
EDTA消化3 min后，2 mL上述完全培养基中和，吹打

收集细胞，常温下1 200 r/min 离心5 min，收集细胞。

1.2.3 实时荧光定量⁃PCR 法检测 VitD 受体（vita⁃
min D receptor，VDR）、25 ⁃（OH）D ⁃ 1α羟化酶（CYP
27B1）mRNA的表达

用TRIzol（Invitrogen公司，美国）一步法提取总

RNA，测定D（260 nm）/D（280 nm）为1.8~2.0，定量后

取总 RNA，予 SuperScript Ⅲ First ⁃ Strand Synthesis
System（Invitrogen公司，美国）进行逆转录反应合成

cDNA，反应体系 10 μL。取 cDNA 为底物，用 SYBR
Green（ABI 公司，美国）进行实时荧光定量 ⁃PCR
（qRT⁃PCR）扩增，取GAPDH为内参，反应体系12 μL，
循环 40 次，数据采用 2-ΔΔCt法进行分析。其中引物

设计如下：GAPDH上游 5′⁃ TGTTGCCATCAATGAC⁃
CCCTT⁃3′，下游 5′⁃CTCCACGACGTACTCAGCG⁃3′；
VDR 上游 5′⁃GGCTTTCACTTCAATGCTATG⁃3′，下
游 5′ ⁃TGCTTCGCCTGAAGAAGCC⁃ 3′；CYP27B1 上

游：5′⁃GAAGTGCTAAGACTGTACCCTGT⁃3′，下游

5′⁃CCTTGAAGTGGCATAGTGACAC⁃3′。
1.3 统计学方法

采用Graphpad Prism7.0软件分析本研究数据及

图表绘制，计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，两

组间比较行独立样本 t 检验；3 组间两两比较行

Tukey多重比较 one⁃way ANOVA检验；以线性回归

（linear regression）行双变量相关分析，P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 VitD水平与毛细支气管炎发病及严重度相关

对照组血清 25⁃（OH）D为（30.98 ± 14.37）ng/mL，
观察组为（16.50 ± 11.08）ng/mL，两组间差异有统计

学意义（P＜0.001，图1A）。进一步将观察组分成轻

度、中度、重度3组，3组间血清25⁃（OH）D水平分别为

（27.80 ± 11.11）ng/mL、（12.58 ± 6.32）ng/mL、（9.01 ±
3.86）ng/mL，与轻度组比较，中、重度组血清 25 ⁃
（OH）D水平明显下降，差异有统计学意义（P均＜

0.001）；中、重度组间相比，差异无统计学意义（P=
0.071，图 1B）。将观察组患儿的严重度评分与血清

25⁃（OH）D水平进行相关性分析，发现两者呈负相

关，相关度R2=0.539 8（图1C）。
2.2 毛细支气管炎患儿血清中炎症介质水平升高

对部分观察组患儿血清中组胺、TNF⁃α进行检

测，观察组血清组胺（16.67 ± 5.72）ng/mL明显高于

对照组（10.39 ± 4.09）ng/mL，两组差异有统计学意义

（P＜0.01）；观察组血清TNF⁃α（216.30 ± 56.27）ng/mL
明显高于对照组（173.40 ± 42.63）ng/mL，两组差异

有统计学意义（P＜0.05）。
2.3 骨化三醇抑制 A549 细胞 RSV 感染后组胺、

TNF⁃α分泌

ELISA检测A549细胞培养液上清组胺及TNF⁃α
水平，3组间进行比较。A组组胺（9.71 ± 1.91）ng/mL，
B组（34.21 ± 4.19）ng/mL，C组（14.04 ± 3.60）ng/mL，
B组与A组、C组比较，组胺水平均明显升高，差异有

统计学意义（P＜0.001，图2A），C组与A组比较，组胺

水平明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05，图
2A）。A组TNF⁃α（45.18 ± 12.73）pg/mL，B组（270.60
± 63.05）pg/mL，C组（91.0 ± 20.34）pg/mL，B组与 A
组、C组比较，TNF⁃α水平明显升高，差异有统计学
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意义（P＜0.001，图 2B），C组与A组比较，TNF⁃α水

平升高，但差异无统计学意义（P=0.058，图2B）。

2.4 骨化三醇促进A549细胞RSV感染后VDR和

CYP27B1 mRNA表达

相对于内参GAPDH，B组、C组VDR mRNA相

对表达水平分别为0.74 ± 0.12、2.20 ± 0.23，C组与A
组、B组比较，VDR mRNA表达水平明显升高，差异

有统计学意义（P均＜0.001，图 3A），B组与A组比

较，VDR表达差异无统计学意义（P=0.17，图 3A）。

相对于内参GAPDH，B组、C组CYP27B1 mRNA相对

表达水平分别为1.30 ± 0.10、1.77 ± 0.20，C组与A组、

B组比较，CYP27B1表达水平明显升高，差异有统计

学意义（P＜0.05，图 3B），B组与A组比较，CYP27B1
表达差异无统计学意义（P=0.08，图3B）。
3 讨 论

毛细支气管炎是2岁以下儿童的常见下呼吸道

感染性疾病，主要是由RSV感染所致。美国调查发

现，RSV所致的婴幼儿严重下呼吸道感染，每年导

致约 125 000例住院治疗，250例死亡［5］。我国目前

尚无类似的研究报道。发生严重毛细支气管炎的

危险因素包括：早产、低出生体重、年龄小于 12周

龄、有慢性肺疾病、囊性纤维化、先天性气道畸形、

吞咽功能不协调、左向右分流型先心病、神经肌肉

疾病、免疫功能低下、Downs综合征等具有先天性疾

病或出生缺陷的因素［1，6］，对于无明确既往病史、发

育正常的健康儿童，发生严重毛细支气管的主要因

素尚不明确。

VitD属于类固醇物质，是一种脂溶性维生素。

皮肤中7脱氢胆固醇在紫外线作用下可转化为胆钙

化醇（VitD3），经肝脏 25⁃羟化酶作用后形成 25⁃
（OH）D，再由肾脏 1α⁃羟化酶（CYP27B1）代谢转化

为 1，25⁃（OH）2D［7］。近年来，很多证据表明VitD不

仅在其经典的稳定体内钙磷代谢方面发挥功能，而

且在对感染性疾病的免疫调节过程中也起重要作

用。动物实验证明，VitD缺乏加重哮喘大鼠气道炎

症病变程度［8］。在1个涉及2 399例重症监护病房患

者的多中心观察性研究中发现，VitD不足和缺乏组的

总体病死率明显升高，而且血清VitD水平降低与血

培养阳性率升高之间存在显著相关性［9］。另一项研

究显示，纳入的 483例哮喘儿童中 68.1％的哮喘儿

童存在VitD缺乏，血清VitD水平较健康儿童显著降

低，并据此提出VitD缺乏可作为儿童哮喘发病的重

要因素［10］。哮喘儿童每日补充500 U VitD可降低因

呼吸道感染导致哮喘加重的风险［11］。另有研究报

道，母孕期适当补充VitD，可降低儿童出生后的哮

喘发生率［12］。综上认为提升儿童体内VitD水平可
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图 3 骨化三醇提高 A549 细胞 RSV 感染后 VDR 和

CYP27B1 mRNA表达

Figure 3 Calcitriol treatment increases VDR and
CYP27B1mRNAexpression ofA549 cells after
RSV infection

A：3组组胺水平比较；B：3组TNF⁃α水平比较。两组比较，*P＜

0.05，**P＜0.001。
图2 骨化三醇抑制A549细胞RSV感染后组胺、TNF⁃α分泌

Figure 2 Calcitriol treatment inhibits the secretion of his⁃
tamine and TNF⁃α after RSV infection in A549
cells
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能对降低儿童下呼吸道感染以及由此引起的喘息

性疾病有益。

美国儿科学会［13］和美国内分泌学会［14］认为，

血清 25⁃（OH）D水平≥30 ng/mL定义为正常浓度，

20~30 ng/mL 为 VitD 不足，<20 ng/mL 为 VitD 缺

乏，<10 ng/mL则为极度缺乏。本研究纳入的 40例

健康对照组儿童，血清25⁃（OH）D水平与金春华等［15］

的调查结果相似。本研究显示毛细支气管炎儿童

血清 25⁃（OH）D水平明显降低，且通过相关性分析

发现，随着血清25⁃（OH）D水平降低，患儿毛细支气

管炎的严重程度呈现加重趋势。但在中等及重度毛

细支气管炎组间，VitD水平无明显差异。由此证明，

婴幼儿体内VitD水平与毛细支气管炎的发病相关，

并与所患毛细支气管炎的严重程度密切相关。

呼吸道上皮细胞作为一种物理屏障，能够防御

有害吸入物和病原微生物，且在气道炎症性疾病的

发生机制中也起到关键作用。已有研究显示，RSV
感染可以显著增加气道上皮细胞的炎症介质释放，

并显著增强其功能［16］，上皮细胞活化与哮喘发生密

切相关［17］。因此，上皮细胞可能在RSV感染并导致

患儿严重喘息状态、甚至在后来导致哮喘的过程中

发挥了重要作用。组胺和TNF⁃α是呼吸道上皮细胞

参与上述过程并发挥作用的重要介质。本研究与

对照组比较，观察组患儿血清组胺及TNF⁃α水平明

显升高，提示肺上皮细胞及其释放的组胺及TNF⁃α
与毛细支气管炎的发生及加重相关。已有研究发现，

在VitD缺乏的环境中，肺上皮细胞可以自动活化，释

放大量TNF⁃α等物质［18］。本研究中正常培养的A549
细胞饥饿6 h后，予以10 nmol/L骨化三醇处理，提高

A549细胞所处环境中的VitD水平，结果发现，相对

于未经处理的对照组，细胞培养上清液中，组胺和

TNF⁃α水平明显降低，表明VitD可以通过抑制组胺和

TNF⁃α，显著降低A549细胞活化，这也可能是血清

VitD水平较高的儿童毛细支气管炎患病率较低、且即

便发病严重程度也明显偏低的原因之一。

VDR是介导VitD发挥生物效应的核内生物大

分子，人体许多组织中如胸腺、骨髓、B细胞、T细胞

和肺泡细胞等，都存在不同数量的VDR，VitD的活

化形式1，25⁃（OH）⁃VD3 与VDR 结合产生生物学功

能，主要是介导VitD的细胞作用。在动物实验中，

Liu 等［18］分别给予卵清蛋白联合霍乱毒素致敏的小

鼠VitD缺乏和补充的饲料，喂养1周发现，缺乏VitD
饮食小鼠，VDR 基因表达明显降低，补充VitD喂养

的小鼠，其VDR基因表达明显上调。本研究也发

现，对于体外培养的A549细胞，给予骨化三醇刺激

后，其VDR基因表达明显上升。提示高VitD水平可

以上调VDR基因表达，从而进一步增强VitD的作

用，发挥生物功能。

VitD 的代谢过程中需要多种羟化酶，其中

CYP27B1是关键酶之一。25 ⁃（OH）D 需通过 CYP
27B1转化为1，25⁃（OH）D发挥活性作用。肾脏是产

生CYP27B1的主要来源，其他如肺、皮肤、乳腺等的

上皮组织及免疫细胞也表达CYP27B1［19］。动物实

验中，给予高钙饮食后，肾脏CYP27B1表达下调［20］；

不同于肾脏的是，肾外组织的CYP27B1表达恰恰相

反，当加入25⁃（OH）D后，巨噬细胞VDR和CYP27B1
的表达增加［21］。本研究发现，体外培养的A549细胞

予以骨化三醇刺激后，收集细胞行 qRT⁃PCR检测，

显示CYP27B1表达明显上调。由此表明，高VitD水

平可能上调CYP27B1 的表达水平，促进 25⁃（OH）D
转化为其活性形式 1，25⁃（OH）D，提高了VitD在体

内包括免疫调节作用的生物活性。

综上所述，VitD在婴幼儿的生长发育过程中，

除了经典的调节钙磷代谢作用之外，还在免疫调节

方面发挥着重要影响。本研究发现，VitD缺乏的婴

幼儿毛细支气管炎的患病水平明显升高，且严重程

度随着VitD水平降低而增加，两者呈现负相关。毛

细支气管炎患儿血清组胺、TNF⁃α水平明显升高，提

示感染后肺上皮细胞活化可能，且与患儿体内的

VitD水平有关。体外实验证明，提高A549细胞培养

液中的VitD水平，可以明显降低RSV感染后组胺及

TNF⁃α的释放，促进A549细胞VDR以及 CYP27B1
的表达，促进VitD的活化与利用，这也可能是提高

婴幼儿体内VitD水平可以降低毛细支气管炎的发

病，并减轻其严重程度的原因之一。
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