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摘要 目的：探讨白介素（IL）-35对哮喘患者外周血单个核细胞糖皮质激素抵抗的作用及机制。方法：选择 2017年 8月至 2018年

11月于徐州医科大学附属医院和滨海县人民医院确诊的哮喘患者 54例，其中 20例为激素抵抗型患者（SR组），34例为激素敏感

型患者（SS组）。采用 Luminex200液相芯片法检测哮喘患者外周血 IL-35的水平；体外分离培养两组患者外周血单个核细胞：通

过检测细胞培养上清 IL-6的水平确定地塞米松（DEX）对单个核细胞的半抑制浓度及最大抑制率；流式细胞术检测单个核细胞内

磷酸化 -P38丝裂原活化蛋白激酶（p-p38 MAPK）平均荧光强度及表达 p-p38 MAPK单个核细胞率。结果：SR组患者外周血 IL-35

水平显著低于 SS组（P<0.05）；与 SS组比较，SR组DEX半抑制浓度显著升高而最大抑制率显著降低，且单个核细胞内 p-p38MAPK

平均荧光强度显著升高（P<0.05）；哮喘患者外周血清 IL-35水平与 DEX半抑制浓度和外周血单个核细胞内 p-p38 MAPK荧光强度

呈负相关 (r=-0.351, r=-0.352，P<0.001)，与最大抑制率呈正相关 (r=0.450, P<0.001)；SS组：与 IL-35+脂多糖（LPS）组比较，

IL-35+DEX+LPS组表达 p-p38 MAPK单个核细胞率显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）；SR组：IL-35+DEX+LPS组表达 p-p38

MAPK单个核细胞率无显著变化，差异无统计学意义（P>0.05）。结论：IL-35能够减轻哮喘患者糖皮质激素抵抗，其机制可能是
通过抑制单个核细胞内 p-p38 MAPK的表达。
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Effect and Mechanism Research of Interleukin-35 on Glucocorticoid
Resistance of Peripheral Blood Mononuclear Cells in Patients with Asthma*

To explore the effect and mechanism of interleukin (IL) -35 on glucocorticoid resistance of peripheral blood

mononuclear cells in patients with asthma. 54 asthma patients who were diagnosed in Affiliated Hospital of Xuzhou Medical

University and Binhai People's Hospital from August 2017 to November 2018 were selected, including 20 patients with hormone resistant

type (SR group), 34 patients with hormone sensitive type (SS group). The level of IL-35 in peripheral blood of asthmatic patients was de-

tected by Luminex 200 liquid chip method. Peripheral blood mononuclear cells were isolated and cultured in vitro from two groups of pa-

tients: The semi inhibitory concentration and maximum inhibitory rate of dexamethasone (DEX) on mononuclear cells were determined

by detecting the level of IL-6 in cell culture supernatant. The average fluorescence intensity of phosphorylated-p38 mitogen activated pro-

tein kinase (p-p38 MAPK) and the percentage of mononuclear cells expressing p-p38 MAPK were detected by flow cytometry.

The level of IL-35 in serum of SR group was significantly lower than that of the SS group (P<0.05). Compared with SS group, the opti-
mal semi-inhibitory concentration of DEX was significantly increased while the maximum inhibitory rate was significantly decreased,

and the average fluorescence intensity of p-p38 MAPK in mononuclear cells was significantly increased of SR group (P<0.05). The level
of IL-35 in peripheral serum of asthma patients was negatively correlated with the semi inhibitory concentration of DEX and the fluores-

cence intensity of p-p38 MAPK in peripheral blood mononuclear cells (r=-0.351, r=-0.352, P<0.001), positively correlated with the maxi-
mal inhibition rate (r=0.450, P<0.001). SS group: compared with IL-35+lipopolysaccharide (LPS) group, the expression of p-p38 MAPK

in IL-35 + DEX + LPS group was significantly decreased, the difference was statistically significant (P<0.05). SR group: There was no

significant difference in the rate of mononuclear cells expressing p-p38 MAPK in the IL-35+DEX+LPS group (P>0.05).
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IL-35 can reduce glucocorticoid resistance in asthma patients, the mechanism may be through inhibiting the expression of p-p38 MAPK

in mononuclear cells.

Interleukin-35; Asthma; Mononuclear cells; Glucocorticoid

前言

糖皮质激素是目前临床治疗支气管哮喘最有效的药物，大

部分患者通过糖皮质激素治疗能够有效地改善肺功能及临床

症状，但仍有部分患者对糖皮质激素类药物敏感性低，治疗无

效，称之为激素抵抗型哮喘[1-3]，给临床治疗带来了一定的困难。

研究表明，单个核细胞的活化与激素抵抗型哮喘的发生密切相

关，与激素敏感型患者比较，激素抵抗型哮喘患者外周血单个

核细胞高度活化[4-6]。因此，抑制外周血单个核细胞的活化可能

是治疗哮喘的新途径。白介素（IL）-35是一种新型的抗炎因子，

在哮喘的发病机制中发挥着重要的作用[7]。在哮喘的动物模型

中，IL-35能够抑制支气管肺泡灌洗液中促炎因子及促炎细胞

的产生[8,9]，但是 IL-35对哮喘患者外周血单个核细胞糖皮质激

素抵抗的作用尚缺乏研究。本研究检测哮喘患者外周血 IL-35

的水平，并通过体外实验分析 IL-35对哮喘患者外周血单个核

细胞糖皮质激素抵抗的作用及可能的作用机制。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择 2017年 8月至 2018年 11月于徐州医科大学附属医

院和滨海县人民医院确诊的哮喘患者 54例，其中 20例为激素

抵抗型患者（SR组），34例为激素敏感型患者（SS组）。纳入标

准：所有患者的诊断均符合《支气管哮喘防治指南》[10]，其中激

素抵抗型哮喘定义为基础第一秒用力呼气量（FEV1）占预

计值的比率在 70%以下，口服泼尼松≧40 mg/d治疗 2周后，

FEV1较改善前小于 15%。排除标准：合并感染性疾病、心脏性

疾病、严重肝肾功能不全、恶性肿瘤、免疫治疗以及吸烟患者。

本研究经医院伦理委员会批准（批准号 2017/05），所有患者签

署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 所有患者于清晨空腹采集外周静脉血 20mL，

其中 5 mL置于肝素钠抗凝管 1500 rpm离心 10 min，分离血

清，储存于 -80℃备用。5 mL置于肝素钠抗凝管 24 h内流式细

胞术检测单个核细胞内磷酸化 -P38 丝裂原活化蛋白激酶

（p-p38 MAPK）的表达。余下 10 mL用于单个核细胞分离培养。

1.2.2 试剂 细胞因子 IL-35购自美国 Bio-rad公司；Ficoll淋

巴细胞分离液购自北京索莱宝有限公司；抗 CD-14单克隆抗

体购自美国赛默飞公司；抗 p-p38-MAPK单克隆抗体购自美国

BD公司；地塞米松（DEX）、胎牛血清及脂多糖（LPS）购自美国

Sigma公司；RPMI 1640培养液购自美国 Gibco公司。

1.2.3 外周血单个核细胞分离培养 采用密度梯度离心法分

离外周血单个核细胞。将 10 mL全血转入 50 mL离心管，加入

等量的 PBS溶液混匀稀释。取两支 15 mL离心管，加入 5 mL

Ficoll淋巴细胞分离液，然后将稀释的血液轻轻的按 1:2加入

Ficoll液的上层，避免两种溶液混合，2000 rpm离心 20 min。单

个核细胞所在细胞层为白色云雾状，吸至干净离心管中 PBS

清洗 2次，加入 RPMI1640完全培养液（含有 10%的胎牛血清）

重悬细胞，流式细胞术检测单个核细胞表面标志 CD14，纯度达

80~85%。

1.2.4 细胞因子水平检测 采用 Luminex200 检测外周血清

IL-35和培养上清中 IL-6的水平，操作严格按照试剂盒说明书

进行，实验重复两次，取平均值。

1.2.5 DEX半抑制浓度及 IL-6抑制率的测定 将 1.2.3分离

的外周血单个核细胞以 1× 104/mL密度接种于 96孔板，实验

分为 SS组和 SR组，每孔加入不同浓度的 DEX共培养 1 h，加

入 1 ng/mL LPS 于 37℃共刺激 24 h 后收集上清液，Lu-

minex200检测上清中 IL-6的水平。使用 SPSS22.0计算 IL-6抑

制率 Emax（%）及 DEX半数抑制浓度，以 log(DEX-IC50)表示。

1.2.6 流式细胞术检测外周血单个核细胞内 p-p38 MAPK平均

荧光强度 将 100 滋L肝素抗凝血加入 PE-标记的抗 CD14

单克隆抗体，室温孵育 20 min后，根据说明书分别对细胞进行

固定及渗透。最后加入 FITC-标记的抗 -p-p38 MAPK单克隆

抗体室温孵育 20 min后，流式细胞术检测 p-p38 MAPK表达

水平。

1.2.7 流式细胞术检测表达 p-p38 MAPK单个核细胞的数量

将 1.2.3 分离的外周血单个核细胞以 1× 105/mL接种于 6 孔

板，实验分为五组：对照组、LPS组、IL-35+LPS组、DEX+LPS

组、IL-35+DEX+LPS组，加入 LPS和 /或 IL-35和 /或 DEX共

培养后，收集细胞，流式细胞术检测表达 p-p38 MAPK单个核

细胞的数量。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 7.0软件对数据进行统计学分析，计

量资料采用均数± 标准差表示，组间比较采用 students' t检验

或单因素方差分析。偏态分布资料采用中位数（第 25百分位

数～第 75百分位数）[M(P25～P75)]表示，采用 Mann-Whitney

U检验。相关性分析采用 Spearman分析。P<0.05为差异有统计
学意义。

2 结果

2.1 两组患者一般资料比较

两组患者性别、年龄、体质量指数（BMI）比较差异均无统

计学意义 (P>0.05)，具有可比性。FEV1、口服泼尼松治疗后

FEV1改善率，两组比较有显著性差异（P<0.05），见表 1。

2.2 两组患者外周血 IL-35水平比较

与 SS 组 [1.63 (1.17~1.93)ng/mL] 比较，SR 组 [1.32

(0.91~1.95)ng/ml]患者外周血 IL-35水平显著降低，差异有统计

学意义（Z=246.300，P=0.019）。
2.3 DEX 对单个核细胞 IL-6 的最大抑制率 (Emax) 及 log
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图 1 IL-35协同 DEX对两组患者外周血单个核细胞半抑制浓度及最大抑制率的影响

Fig.1 Effects of IL-35 cooperate with DEX on the semi-inhibitory concentration and maximum inhibitory rate of peripheral blood mononuclear cells in

two groups of patients

Note: A: Effects of IL-35 cooperate with DEX on the semi-inhibitory concentration of peripheral blood mononuclear cells in SS group; B: Effect of IL-35

cooperate with DEX on the semi-inhibitory concentration of peripheral blood mononuclear cells in SR group; C: Effect of IL-35 cooperate with DEX on

the maximum inhibitory rate of peripheral blood mononuclear cells in SS group; D: Effect of IL-35 cooperate with DEX on the maximum inhibitory rate

of peripheral blood mononuclear cells in SR group.

(DEX-IC50)比较

与 SS组比较，SR组 DEX半抑制浓度 log(DEX-IC50)显著

升高 [-8.1 (-7.7~-8.2) vs -7.1 (-6.5~-7.5)]，差异有统计学意义

（Z=142.615，P=0.039），IL-6的最大抑制率 Emax (%) 显著降低

[60.3%(51.3%~67.1%) vs 40.6%(37.2%~41.8%)]，差异有统计学

意义（Z=137.068，P<0.001）。

表 1 两组患者一般资料比较

Table 1 Comparison of general datas between the two groups

Groups Age(year) Gender(Male/Female) BMI(kg/m2) FEV1(%)

FEV1 improvement

after oral prednisone

treatment(%)

SR group(n=20) 37.4± 6.2 10/10 27.4± 2.3 62.5± 5.7 2.5± 0.9

SS group(n=34) 38.6± 6.4 17/17 27.1± 2.4 73.1± 6.3 25.6± 8.2

t/x2 1.275 0.345 1.240 13.878 18.927

P 0.219 0.588 0.233 0.000 0.000

2.4 所有患者外周血 IL-35水平与 DEX半抑制浓度及最大抑

制率的相关性分析

哮喘患者外周血清 IL-35水平与 DEX半抑制浓度呈负相

关(r=-0.351, P<0.001)，与最大抑制率呈正相关(r=0.450, P<0.
001)。

2.5 两组患者外周血单个核细胞 p-p38MAPK平均荧光强度比较

与 SS组比较，SR组单个核细胞内 p-p38 MAPK平均荧光

强度显著升高[2.7(1.8~4.0) vs 12.7(10.4~15.1)]，差异有统计学

意义（Z=173.533，P=0.003）。
2.6 所有患者外周血单个核细胞 p-p38 MAPK平均荧光强度与

IL-35水平、DEX半抑制浓度、最大抑制率相关性分析

外周血单个核细胞 p-p38 MAPK 平均荧光强度与血清

IL-35水平呈负相关(r=-0.352, P<0.001)；与半抑制浓度呈正相
关(r=0.594, P<0.001)；与最大抑制率呈负相关 (r=-0.631, P<0.
001)。

2.7 IL-35协同 DEX对两组患者外周血单个核细胞半抑制浓

度和最大抑制率的影响

与对照组比较，IL-35+ DEX组两组患者外周血单个核细

胞半抑制浓度降低，而最大抑制率显著升高，差异有统计学意

义（P<0.001），见图 1。

2.8 两组患者外周血表达 p-p38MAPK单个核细胞百分率的比较

SS组：与 LPS组比较，IL-35+LPS组表达 p-p38 MAPK单

个核细胞百分率显著降低（P<0.05），与 IL-35+LPS组比较，

IL-35+DEX+LPS组患者表达 p-p38 MAPK单个核细胞百分率

降低，差异有统计学意义（P<0.05），而 SR组无显著变化，差异

无统计学意义（P>0.05），见图 2。

3 讨论

哮喘是全球最常见的慢性呼吸道疾病之一，在过去的十年

发病率有所上升[11-13]。糖皮质激素是治疗哮喘的一线抗炎药物，

在哮喘控制及缓解治疗中起重要的作用，但是临床上仍存在部

分激素抵抗型患者，对糖皮质激素治疗效果不理想，严重影响

患者的生存率及生活质量[14-16]。激素抵抗型哮喘的发病机制复

杂，其中免疫机制是其主要发病机制之一。研究表明，单核细胞

及巨噬细胞的活化与激素抵抗型哮喘的发生密切相关，在哮喘

的动物模型中巨噬细胞诱导的气道炎症与激素抵抗型哮喘的

气道炎症及气道高反应性密切相关[17-19]，此外，单核细胞参与了

炎症的放大反应，一方面促进炎症因子的产生；另一方面加速

辅助性 T细胞 2（Th2）介导的免疫应答，促进其分化为巨噬细

胞和树突状细胞[20-22]。
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图 2 两组患者外周血表达 p-p38 MAPK的单个核细胞百分率比较

Fig.2 Comparison of percentage of mononuclear cells expressing p-p38

MAPK in peripheral blood between the two groups

IL-35是由 IL 12琢和 EBI3组成的新型抗炎因子，在哮喘

的动物模型中，IL-35逆转 IL-17依赖的气道高反应性，同时抑

制气道炎症的严重程度[23,24]。本研究结果表明，SR患者外周血

IL-35水平显著低于 SS患者，与此一致的是杨振朋[25]等研究表

明儿童哮喘患者外周血 IL-35的水平显著降低，且与疾病的严

重程度密切相关。与激素敏感型哮喘相比，激素抵抗型哮喘患

者体内抗炎因子以及免疫调节细胞显著降低，这与 Th1 和

Th17细胞介导的免疫应答以及单核细胞和中性粒细胞介导的

气道炎症密切相关 [26]。此外，本研究还表明哮喘患者外周血

IL-35的水平与糖皮质激素的半抑制浓度呈明显的负相关，与

最大抑制率呈明显的正相关。体外实验证实，IL-35改善了哮喘

患者外周血单个核细胞对糖皮质激素的敏感性，即低剂量的

糖皮质激素达到治疗效果。贾晨虹[27]等表明 VitaminD能显著

增加哮喘患者外周血单个核细胞对糖皮质激素的敏感性。

VitaminD和 IL-35都是抗炎因子，存在于健康人及哮喘患者体

内。因此，研究表明抗炎因子或细胞因子与糖皮质激素联合使

用能协同抑制哮喘患者外周血单个核细胞的活化。

p38 MAPK是将信号从细胞表面传导到细胞核内部的重

要传递者，其在促炎因子、应激刺激等的作用下，被磷酸化而激

活，进入细胞核内或转移至其他部位，从而调节细胞免疫、炎症

反应及细胞凋亡等[28]。研究表明，其在调节糖皮质激素敏感性

方面起着重要的作用，与激素抵抗的发生密切相关[29]。本次研

究结果显示，与 SS组相比，SR组患者外周血单个核细胞 p-p38

MAPK平均荧光强度显著增强，且与 IL-35水平呈负相关，与

DEX半抑制浓度呈正相关，与最大抑制率呈负相关。与此一致

的是，梁丽等[30]通过 LPS刺激不同严重程度哮喘患者的肺泡巨

噬细胞，结果显示糖皮质激素的反应性与 p38 MAPK活化程度

相关，且哮喘患者肺叶巨噬细胞中 p-p38 MAPK的表达与哮喘

的严重程度呈正相关。此外，IL-35能显著抑制脂多糖诱导的哮

喘患者外周血单个核细胞 p-p38 MAPK的表达，而对于激素敏

感型哮喘患者 IL-35联合糖皮质激素抑制作用更明显。

综上所述，本研究发现哮喘患者外周血 IL-35水平显著降

低，且激素抵抗型哮喘患者降低更明显；外周血 IL-35水平与

糖皮质激素半抑制浓度呈负相关，与外周血单个核细胞内

p-p38 MAPK荧光强度呈负相关。体外实验表明，IL-35显著增

强哮喘患者外周血单个核细胞对糖皮质激素的敏感性，其机制

可能是通过抑制单个细胞内 p-p38 MAPK的表达。结果表明，

IL-35在哮喘的发病中发挥着重要的作用，IL-35联合糖皮质激

素可能是治疗哮喘的新途径。
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