
哮喘是由多种细胞及细胞组分参与的慢性气

道炎症，常伴有气道高反应性，高浓度 IgE，导致反

复发作的喘息、气促、胸闷和（或）咳嗽等症状。其

中肥大细胞通过浸润及膜上与特异性 IgE结合的

IgE高亲和力受体（FcεRI）交联而活化，随后分泌多

PDE4D在哮喘患儿和哮喘模型的表达差异
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［摘 要］ 目的：筛选哮喘相关候选基因，并在人群和动物水平验证。方法：从高通量基因表达数据库（gene expression omni⁃
bus，GEO）搜索哮喘痰相关基因芯片数据，利用GEO 2R筛选表达差异基因，并参考全基因关联分析（genome⁃wide association
study，GWAS）筛选哮喘相关基因，收集哮喘患儿及同期健康儿童痰标本，构建小鼠哮喘模型、大鼠肥大细胞株（RBL⁃2H3）哮喘

模型，应用RT⁃PCR进行验证。结果：共纳入2套哮喘痰基因芯片数据，选出有交集的差异表达基因190个，结合GWAS最终筛

选出哮喘相关基因磷酸二酯酶4D（PDE4D）。进一步验证PDE4D在哮喘患儿痰样本中表达上调（P < 0.05），但在哮喘小鼠模型

整个肺组织中表达下调（P < 0.05），而在致敏的RBL⁃2H3细胞中表达上调（P < 0.05）。结论：PDE4D在人群、哮喘小鼠及肥大

细胞中存在差异表达，可能作为肥大细胞参与哮喘发展的研究靶点。
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Expression differences of PDE4D in asthmatic children and asthmatic models
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［Abstract］ Objective：This study aims to screen for asthma⁃related candidate genes and validate at the population and animal levels
to explore the pathogenesis of asthma. Methods：The asthma⁃related sputum chip was searched from Gene Expression Omnibus（GEO），
the differentially expressed genes were screened by GEO 2R，and the asthma⁃related genes were screened by reference to the whole
gene association analysis（GWAS）. Asthmatic children and healthy children’s sputum specimens werecolle cted. Mouse asthma model
construct and rat mast cell strain（RBL⁃2H3）asthma model were constructed，and real⁃time fluorescence quantitative polymerase chain
reaction（RT⁃PCR）was used for differential expression verification. Results：Two sets of asthmatic gene chip data were included，and
190 differentially expressed genes with crossovers were selected. GWAS was used to finally screen out the asthma ⁃ related gene
PDE4D. It was further verified that the expression of PDE4D was increased in the sputum samples of asthmatic children（P < 0.05），

and decreased in the whole lung tissue of the asthma mouse model（P < 0.05），but up⁃regulated in the sensitized RBL⁃2H3 cells（P <
0.05）. Conclusion：PDE4D is differentially expressed in human，asthmatic mice and mast cells，which may serve as a research target
for mast cells to participate in the development of asthma.
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种介质，参与过敏性哮喘的气道炎症及重塑。全球目

前约有3亿人患有哮喘，每年导致25万人死亡［1］，目

前针对哮喘的治疗方法并不令人满意，可用于预防

哮喘的方法并不理想，因此进一步研究哮喘的发病

机制，对未来的哮喘治疗至关重要。

高通量基因表达数据库（gene expression omni⁃
bus，GEO）是一个国际公共数据库，接收高通量基因

表达和其他功能基因组数据集，包括检查基因组甲

基化，染色质结构和基因组⁃蛋白质相互作用数据。

该数据库不仅支持数据访问，还提供多种数据分析

工具［2］。利用基因芯片技术和生物信息学分析技术

在分子水平进行数据挖掘，为研究疾病分子机制提

供依据［3-4］。全基因组关联研究（genome⁃wide associ⁃
ation studies，GWAS）是指在全基因组层面上，开展

多中心、大样本、反复验证的基因与疾病的关联研

究，是通过对大规模的群体DNA样本进行全基因组

高密度遗传标记分型，将基因多态性与特定的表型

联系起来。目前已有大型的国际哮喘GWAS协作，

且已筛选了一些特定种群共有遗传风险因子［5］。

本研究基于GEO芯片数据库中哮喘痰基因芯

片数据及已有哮喘相关GWAS数据，对哮喘患者痰

中差异基因进行筛选及验证。

1 材料和方法

1.1 材料

大鼠肥大细胞株RBL⁃2H3（上海生命科学研究

院细胞资源中心），哮喘患儿及非哮喘儿童痰样本

（南京医科大学附属儿童医院），BALB/c小鼠（南京

医科大学动物实验中心），DMEM 高糖培养基和胎

牛血清（Gibco 公司，美国），TRIzol 试剂（Thermo⁃
Fisher公司，美国），逆转录试剂盒和 SYBR Green 预

混液（Vazyme 公司，中国），抗 DNP IgE、DNP⁃HSA
（Sigma公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 GEO芯片数据差异表达基因筛选

登陆 GEO（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gds）下

载哮喘芯片数据。数据集入选条件：①数据集来自

全基因组RNA表达芯片；②样品为人类哮喘和正常

对照痰样。在GEO利用GEO 2R 进行芯片数据分

析，获得差异表达基因。

1.2.2 痰样本采集

用雾化蒸汽吸入法采集哮喘患儿及同期健康

儿童痰样本，分为哮喘组和对照组。首先，测定受

试者第1秒用力呼气量（FEV1）和肺活量（VC），以确

定气道受限程度，吸入β2受体激动剂，以预防诱导

过程中产生支气管收缩。20 min后再测定FEV1，若
FEV1下降大于预计值的 20％或受试者出现了不

适，应立即停止；反之，可继续吸入高渗性氯化钠溶液

（3％~5％），并让受试者清理鼻涕、漱口后留取痰液。

1.2.3 卵清蛋白（optical variable attenuator，OVA）哮

喘小鼠模型构建

BALB/c 小鼠 20 只，6~8 周，体重 18~22 g。随

机分为对照组10只和OVA组10只。用雾化机对小鼠

进行雾化，雾化颗粒的平均直径约为4 μm。对照组

在第0天及第14天腹腔注射200 μL PBS，从第25天
开始雾化吸入4 mL PBS，雾化每次30 min，连续4 d，
1次/d。OVA组在第0天及第14天腹腔注射200 μL
OVA致敏液，从第 25天开始雾化吸入 PBS配置的

1% OVA溶液4 mL，雾化每次30 min，连续4 d，1次/d。
1.2.4 肺泡灌洗及取肺组织

在最后1次雾化吸入24 h内对所有小鼠进行麻

醉，行肺泡灌洗，肺泡灌洗液（BALF）细胞计数，取肺

组织制备病理切片，观察光镜下支气管及肺组织的

病理变化。小鼠腹腔注射水合氯醛麻醉，充分暴露

并游离气管，通过穿刺针缓慢注入气管内800 μL灭

菌生理盐水，反复抽吸 3 次，共能获得约 600 μL
BALF，4 ℃保存。充分暴露肺组织，分离双肺，左

肺置于 4%多聚甲醛溶液，用于制备病理切片。右

肺-80 ℃冻存用于后续基因表达相关实验。BALF中

细胞总数及嗜酸性粒细胞计数：BALF以1 200 r/min
离心10 min，弃上清，用500 μL PBS重悬细胞沉淀，

取100 μL在细胞计数台测定细胞总数，取细胞悬液

进行涂片，风干后用无水乙醇固定。

1.2.5 肺组织脱水包埋及切片染色

肺组织在 4%多聚甲醛中固定 24 h后，梯度脱

水及浸蜡。取出组织块，置于石蜡包埋盒中，迅速

放入冷水中，待石蜡完全凝固后取出以完成包埋。

吸干蜡块的表面液体，将蜡块固定在切片机上进行

切片，全部切完后将载玻片置于 37 ℃孵箱内烘干。

HE染色并封片，在光镜下观察制备好的染色石蜡

切片，随机选择视野进行图片采集，主要观察支气

管及肺组织周围炎症细胞的浸润情况。

1.2.6 细胞培养及致敏

大鼠肥大细胞株（RBL⁃2H3）培养于含10% FBS
的EMEM完全培养液中，置于37 ℃ 5% CO2培养箱，

接种于 6孔板中，分为 2组，即对照组、IgE介导组。

IgE介导组予500 ng/mL抗DNP IgE致敏过夜，对照组

不予处理；第2天吸去培养基，台氏缓冲液洗涤2次
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后，IgE介导组予 1 000 ng/mL的DNP⁃HSA在 37 ℃
5%CO2中激发6 h后收集细胞，对照组不予激发。

1.2.7 组织、细胞总RNA提取及RT⁃PCR反应

组织取 50 mg左右研磨成粉或收细胞，加 1 mL
TRIzol，冰上裂解5 min，加200 μL 氯仿，震荡混匀后

静置5 min，4 ℃下12 000 r/min离心15 min，收集上清

液至新离心管中，加500 μL异丙醇，室温静置10 min，
4 ℃下 12 000 r/min离心 10 min，去上清后用 1 mL
75%乙醇清洗沉淀，4 ℃下7 500 r/min 离心5 min，吸
去上清，室温下风干后用 20 μL无核酶水稀释。用

超微量分光光度计检测RNA浓度，以 500 ng/μL逆

转。SYBR Green RT⁃PCR反应体系检测基因表达水

平。所用引物种类及其序列见表1。相对表达量采

用2 -ΔΔCT 法计算。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 5软件对相关实验数据进

行统计学分析。采用单因素方差分析方法对多组

实验数据进行统计学差异显著性分析，采用Dun⁃
nett’s t检验法对其中的组间两两数据进行统计学

下差异比较分析。计量资料用均数±标准差（x ± s）

表示，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 芯片数据分析及差异基因筛选

经检索，共有 2 套哮喘基因芯片纳入分析

（GSE76262：哮喘痰样本 118例、健康对照痰样本

21例；GSE56396：哮喘痰样本100例、健康对照痰样

本12例）。利用GEO 2R 对芯片数据进行芯片信号

值预处理，筛选差异表达基因。差异基因的条件为

P ≤ 0.01。2套哮喘基因芯片共得差异表达基因191
个，其中仅磷酸二酯酶4D（PDE4D）为哮喘及相关表

型GWAS易感基因［6］（图1）。

2.2 在人痰标本验证PDE4D的差异表达

收取临床哮喘患儿及同期健康儿童痰标本，进

行RT⁃PCR验证，结果与芯片分析结果一致（图 2），

与健康对照组相比，PDE4D在哮喘组痰标本中有明

显高表达趋势。

2.3 在动物组织验证PDE4D的差异表达

BALB/c小鼠经过2次OVA致敏后，在之后的雾

化过程中会出现抓耳挠腮现象。在最后 1次OVA
雾化后 24 h 内进行双侧肺泡灌洗及取肺组织。

BALF中细胞计数显示OVA致敏组与对照组相比，

细胞总数及嗜酸性粒细胞总数的绝对值有明显上

升，嗜酸性粒细胞占细胞总数的含量百分比也较对

照组上调（图 3A）。OVA组与对照组的病理结果显

示，OVA组的肺组织及支气管周围炎性细胞如嗜酸

性粒细胞浸润，较对照组明显增多（图3B）。在哮喘

表1 引物种类及其序列

Table 1 Primer types and their sequences
种属

人

小鼠

大鼠

人

小鼠

大鼠

序列（5′→3′）
TCCTACGCGGTGGAGACC
TCAAAACGCCTGAGTCCCTG
TGAGTAACAGTTGCAGCGAGA
CGAGATAGGGCTCCATTCCAC
GCACCATGGAGAGGAACACT
CTTCGCAAGTCCGTTTGCTC
AAGCCTGCCGGTGACTAAC
GTTAAAAGCAGCCCTGGTGAC
GGGTCCCAGCTTAGGTTCATC
AATCCGTTCACACCGACCTT
AGTGCCAGCCTCGTCTCATA
TGAACTTGCCGTGGGTAGAG

基因

PDE4D

GAPDH

位置

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

GSE56396GSE76262

GWAS

65

26

5292 190 369

1
1

GSE76262差异表达基因（蓝色），GSE56396差异表达基因（红

色），哮喘及相关表型GWAS易感基因（绿色）。

图1 基因芯片数据分析

Figure 1 Analysis of gene chip data

图2 RT⁃PCR验证PDE4D在哮喘患儿痰标本中的表达

Figure 2 The expression of PDE4D in two groups of spu⁃
tum samples verified by RT⁃PCR
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造模小鼠的肺组织中，嗜酸性粒细胞及中性粒细胞

浸润明显增多，而BALF中的细胞总数及嗜酸性粒

细胞绝对值明显升高，证明哮喘小鼠模型造模成

功。而与对照组相比，OVA组小鼠整个肺组织中

PDE4D的表达明显降低（图4），提示可能在OVA小

鼠肺组织中某些细胞的PDE4D呈低表达趋势。

2.4 PDE4D在肥大细胞中的差异表达

肥大细胞在哮喘的发生发展中发挥着重要作

用，为了研究PDE4D是否在致敏肥大细胞中有差异

表达。将RBL⁃2H3细胞致敏后，检测PDE4D的表达

量，发现在致敏的RBL⁃2H3细胞中PDE4D表达量显

著上调（图5）。这提示肥大细胞PDE4D差异表达可

能在哮喘的发展中发挥作用。

3 讨 论

哮喘是一种异质性临床综合症，由基因与环境因

素综合作用引起［7］。基于目前的研究报道，许多环境

因素与哮喘相关，包括环境过度清洁［8］（卫生假说［9］）、

暴露于室内［10］、烟草烟雾［11］、以及饮食因素［12-13］等。

但遗传因素占哮喘总风险的 40%~60％［14-15］，GWAS
研究已经确定了多个哮喘风险基因座，这表明在哮

喘的发病机制中不是由单个基因，而是由多个基因

共同参与的。

2007年进行了哮喘的第一次GWAS研究，鉴定

17q21中的 ORMDL3基因是儿童哮喘发病风险因

子［16］。后续有相关研究发现ORMDL3启动子区域

多态性调节ORMDL3转录，从而调控TH2型细胞因

子水平［17］。气道平滑肌中ORMDL3表达增加可诱

导气道平滑肌增殖和收缩增强，从而导致哮喘患者

气道高反应性增加［18］。一项对欧洲 10 365例哮喘

受试者和16 110例对照受试者进行的大规模GWAS
研究确定了哮喘的易感基因位点，包括 IL1RL1/
IL18R1、HLA⁃DQ、IL33、SMAD3、ORMDL3、GSDMB
和 IL2RB。其中HLA⁃DQ与哮喘及血清总 IgE浓度

有显著相关性［19］。在一项哮喘小鼠模型实验中显

示HLA⁃DQ可以促进BALF嗜酸性粒细胞增多，肺

部炎症，及气道高反应性［20］。Th2相关疾病模型中

IL⁃33是 IL1RL1的配体，IL⁃33通过扩增TH2型细胞，

促进肥大细胞介导的过敏性炎症［21］。

在对422例非西班牙裔白人哮喘儿童受试者进

行全基因组关联分析中已将PDE4D鉴定为哮喘易

感基因［22］。相关临床研究，通过对英国哮喘家族群

分析确定PDE4D多态性对哮喘中临床相关终点的

贡献［23］。PDE4D在控制气道平滑肌收缩中起关键

图4 RT⁃PCR验证PDE4D在哮喘小鼠模型的表达

Figure 4 The expression of PDE4D in mouse model of
asthma by RT⁃PCR
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图 5 RT⁃PCR检测 PDE4D在RBL⁃2H3致敏组及对照组

表达

Figure 5 PDE4D expression in RBL⁃2H3 sensitized group
and control group detected by RT⁃PCR
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A：与对照组比较，*P < 0.01，**P < 0.001（n=8）；B：OVA组肺组织

及支气管周围炎性细胞浸润较对照组明显增多（HE，×200）。
图3 构建哮喘小鼠模型

Figure 3 Construction of a mouse model for asthma
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作用［24-27］，在PDE4D敲基因小鼠中毒蕈碱胆碱能气

道反应缺失。磷酸二酯酶（phosphodiesterase，PDE）
通过降解环核苷酸（cAMP）作为该途径的关键调节

剂。 PDE 分为 11 个亚家族，可降解细胞溶质

cAMP。已发现在人气管平滑肌细胞（ASM）中，

PDE4D是参与cAMP降解的主要PDE亚型。本研究

通过分析 2套GEO哮喘痰基因表达芯片数据，其中

共有的差异表达基因有191个，其中仅PDE4D为已

有哮喘及相关表型GWAS候选位点。进一步收取

临床哮喘患儿的痰标本，采用 OVA 致敏 SPF 级

BALB/c小鼠，用RT⁃PCR技术检测在哮喘患儿的痰

标本、哮喘及对照小鼠整个肺脏中PDE4D的表达变

化，和前期芯片分析结果相符，哮喘患儿痰样本中

PDE4D呈明显高表达趋势；但在哮喘小鼠模型的整

个肺组织中PDE4D呈明显低表达趋势；而与对照组

相比，在致敏的RBL⁃2H3肥大细胞中，PDE4D明显

高表达。

综上所述，现有哮喘GWAS中已将PDE4D鉴定

为哮喘易感基因，且现有相关研究已验证PDE4D在

小鼠哮喘模型支气管平滑肌中高表达。本研究对2
套GEO哮喘痰基因表达芯片数据分析结果显示哮

喘组PDE4D的表达上调且在收取的人群痰样本中

得到验证，但在哮喘小鼠模型的整个肺组织中

PDE4D的表达下调。正常人痰液有少量柱状上皮

细胞及中性粒细胞，哮喘患者痰液中嗜酸性粒细胞

增多。因此提出，哮喘病例中PDE4D在上皮细胞及

嗜酸性粒细胞中高表达，在其他部分肺脏细胞中低

表达，而在致敏的肥大细胞中 PDE4D明显表达上

调，提示PDE4D是否通过影响肥大细胞而参与哮喘

的发展。
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