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细菌感染 / 定植诱导慢性阻塞性肺疾病患者痰 β- 防御素 2 表达 *
胡瑞成 谭双香 戴爱国 王 宁 甘桂香 姜迪譞

（湖南省老年医院 - 湖南省老年医学研究所 湖南 长沙 410016）

摘要 目的：初步探讨下呼吸道细菌感染 / 定植对慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者痰 β- 防御素 2（BD-2）表达水平的影响。方法：36
例戒烟 COPD 患者和 30 名不吸烟 / 戒烟对照人员纳入研究。在 COPD 患者的急性加重期和稳定期分别采集自然痰进行普通细

菌培养（简称痰培养），并行细胞分类计数和 BD-2 浓度测定；采集对照人员诱导痰行细胞分类计数和 BD-2 浓度测定以资对照。结
果：COPD 患者急性加重期和稳定期痰培养阳性比例分别为 30/36 和 14/36。COPD 患者痰细胞总数和中性粒细胞比例、淋巴细胞

比例高于对照组而巨噬细胞比例低于对照组；痰菌阳性和痰菌阴性的急性加重期 COPD 患者痰细胞总数、巨噬细胞比例、中性粒

细胞比例分别为（6.0±0.9）×106/g、（23.6±3.9）%、（66.0±5.9）%和（3.1±0.5）×106/g、（34.3±4.3）%、（55.7±4.4）% ，痰菌阳性和

痰菌阴性的稳定期 COPD 患者痰细胞总数、巨噬细胞比例、中性粒细胞比例、淋巴细胞比例分别为 （4.4±0.8）×106/g、（28.6±
6.4）%、（64.0±7.2）%和（3.0±0.5）×106/g、（41.4±5.7）%、（45.4±5.1）%。COPD 患者稳定期痰 BD-2 浓度[(211±98)ng/L] 低于急

性加重期[(300±83)ng/L] 而高于对照组[(127±41)ng/L]；痰菌阳性稳定期 COPD 患者痰 BD-2 浓度高于对照组而与急性加重期无

统计学差异；痰菌阴性稳定期 COPD 患者痰 BD-2 浓度低于急性加重期而与对照组无统计学差异。结论：下呼吸道细菌感染 / 定

植是 COPD 患者痰 BD-2 表达升高的重要诱导因素,也是 COPD 患者急性加重发作的重要原因。
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Expression of β-defensin 2 in Sputum of Chronic Obstructive Pulmonary
Disease Patients Induced by Bacterial Infection/Colonization*
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ABSTRACT Objective: To preliminary investigate the effect of lower respiratory tract bacterial infection / colonization on sputum
β-defensin 2 (BD-2) expressions in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients. Methods: Thirty-six COPD patients and 30
control subjects have been enrolled for the study, the subjects staff were either never-smoker or ex-smoker. Natural sputum were
collected from COPD patients in both exacerbation and stable phases, and submitted for ordinary bacterial culture (referred to as sputum
culture), differential cell count, and BD-2 concentration measurement. As control, induced sputum were collected from control subjects,
and presented for differential cell count as well as BD-2 concentration measurement. Results: The positive result proportion of sputum
culture were 30/36 for exacerbation phase and 14/36 for stable phase. As regard to differential sputum cell count, compared with control,
the sputum of COPD patients account for increased total cell amount, increased neutrophils proportion, increased lymphocyte proportion,
and decreased macrophages proportion. The items of sputum total cells count, macrophages percentage, neutrophils percentage were (6.0
± 0.9)× 106 g-1, (23.6± 3.9) %, (66.0± 5.9) % , respectively, for sputum-positive acute exacerbation COPD patients, and (3.1±
0.5)× 106 g-1, (34.3± 4.3) %, ( 55.7± 4.4) % for sputum- negative acute exacerbation COPD patients, while, (4.4 ± 0.8)× 106 g-1,
(28.6± 6.4) %, (64.0± 7.2) % for sputum-positive stable COPD patients, nevertheless,（3.0±0.5）×106 g-1, (41.4±5.7) %, (45.4±5.1)
% for sputum-negative stable COPD patients. The sputum BD-2 concentration of stable COPD patients [(211 ± 98) ng L-1] were lower
than acute exacerbation [(300± 83) ng L-1], whereas, higher than control subjects [(127± 41) ng L-1]. The sputum BD-2 concentration
of stable sputum-positive COPD patients was not statistic different from exacerbation, and was higher than control. The sputum BD-2
concentration of stable sputum-negative COPD patients was lower than exacerbation, and was not statistic different from control.
Conclusion: Lower respiratory tract bacterial infection / colonization induce the sputum BD-2 expression in COPD patients, which are
important risk factors for acute exacerbation of COPD.
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前言
慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease，
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COPD）是一种以气流受限为特征的慢性气道炎症性疾病，病程

分为稳定期和急性加重期。COPD 急性加重（acute exacerbation
of COPD，AECOPD）是加速病程进展和导致患者住院、死亡的

主要原因，而下呼吸道感染是引起 AECOPD 的最常见原因[1,2]。
β- 防御素 2（beta defensin 2, BD-2）是一种具有广谱抗微生物活

性的阳离子肽，是呼吸系统重要的先天性免疫物质，而且参与

呼吸系统获得性免疫功能调节和气道炎症反应，在感染性和炎

症性呼吸系统疾病的发生、发展过程中扮演着重要角色[3-5]。既

往关于 COPD 患者痰 BD-2 表达水平的研究报道相对比较少

见，而且结果存在较大差异。作者通过检测急性加重期和稳定

期 COPD 患者痰 BD-2 表达水平，结合痰细菌培养结果，对

COPD 患者痰 BD-2 表达水平与细菌感染之间的关系进行了初

步探讨。

1 对象与方法

1.1 研究对象

本研究符合湖南省老年医院医学伦理学委员会制定的人

体实验标准并获得该委员会的批准，并征得所有研究对象的知

情同意。研究对象包括 36 例 COPD 患者和 30 名对照组人员。
COPD 患者均来源于 2007 年 12 月至 2008 年 3 月期间因为

COPD 急性加重来湖南省老年医院呼吸内科住院治疗的患者，

病例入选标准为：（1）既往吸烟超过 20 年，吸烟指数大于 20 包

年，戒烟 2 年时间以上；（2）根据《慢性阻塞性肺疾病诊治指南

（2007 年修订版）》[6]确诊为 COPD；（3）排除支气管哮喘、支气

管扩张、肺结核纤维化病变、肺囊性纤维化等能够引起气流受

限的其他疾病；（4）排除肺炎、肺结核、支气管扩张、肺癌等能够

引起咳嗽、咳痰、发热的其他疾病；（5）排除慢性肺源性心脏病

以外的心血管疾病；（6）排除其他慢性疾病。36 例 COPD 患者

中男性 23 例，女性 13 例，年龄为(64±8)岁，COPD 严重程度分

级Ⅲ级 28 例、Ⅳ级 8 例。对照组人员来源于我院同期体检对

象，入选标准为：（1）无吸烟史或戒烟 2 年时间以上；（2）无呼吸

系统慢性疾病病史；（3）经肺功能检查排除 COPD；（4）经胸片

/CT 检查排除肺部疾病；（5） 收集痰液标本前 2 个月内无呼吸

道感染病史；（6）6 个月内未使用肾上腺糖皮质激素及免疫调

节药物；（7）排除心血管系统疾病和其他慢性疾病。30 名对照

人员中男性 21 例，女性 9 例，年龄为(66±7)岁。两组患者的年

龄（成组 t 检验）和性别结构（X2 检验）无统计学差异（P>0.05）。
1.2 研究方法

1.2.1 COPD 治疗方案 依据《慢性阻塞性肺疾病诊治指南

（2007 年修订版）》[6]制订 COPD 治疗方案。急性加重期的治疗

原则为：持续低流量吸氧 + 抗感染治疗 + 支气管扩张剂 + 糖皮

质激素 + 化痰药物 + 维持水电解质平衡。稳定期的疗原则为：

支气管扩张剂 + 糖皮质激素 + 化痰药物 + 家庭氧疗 （部分病

人）。
1.2.2 痰标本采集 采取自然咳嗽法收集 COPD 患者急性加重

期和稳定期痰液标本，采集痰标本前让患者用清水漱口，然后

用力咳痰约 6 ml 分装于多个无菌容器中进行后续处理。COPD
患者急性加重期痰标本在患者入院未使用抗菌药物之前收集，

稳定期痰标本在患者病情稳定 1 个月时收集。按照中华医学会

呼吸病学分会哮喘学组规定的标准[7]采用高渗盐水诱导法收集

对照组人员痰标本，诱痰前 10 min 让患者吸入沙丁胺醇 400
μg，清水漱口、擤鼻，3%高渗盐水超声雾化吸入 15 min，用力咳

痰至多个无菌容器中进行后续处理。
1.2.3 痰标本筛选与处理 痰标本直接涂片显微镜检查，按照每

低倍视野叟25 个白细胞和燮10 个鳞状上皮细胞的标准筛选出

合格的痰标本。从 COPD 患者合格痰标本中取约 1.0 g，经灭菌

生理盐水洗涤 2 次后进行普通细菌培养（简称痰培养）。其余合

格痰标本（含 COPD 患者和对照人员标本）予以称重, 加入 4 倍

体积的 0.1 %二硫苏糖醇(DDT)充分混合, 37℃水浴 10 min, 网

筛过滤, 2000 r.min-1 离心 10 min 沉淀细胞, 沉渣涂片 HE 染色

进行细胞分类计数（每例标本计数 500 个细胞），上清液 -80℃
冰箱保存，用于检测 BD-2 浓度。
1.2.4 BD-2 浓 度 测 定 采 用 ELISA 试 剂 盒 （美 国 Phoenix
biotech 公司）测定痰液上清液中的 BD-2 浓度，严格按照说明

书的操作程序进行操作，以酶标分析仪（Bio-Tek.instrument.Inc.
, Universal Microplate Reader ELX800） 在 450 nm 波长下读取

吸光度值，根据标准曲线计算 BD-2 浓度。
1.3 统计学处理

研究采用成组设计与自身前后配对相结合的方法。计量资

料以均数±标准差（ x±S）表示；成组设计资料两样本均数比

较采用成组设计 t 检验；配对设计资料两样本均数比较采用配

对设计 t 检验。计数资料比较采用 X2 检验。P<0.05 为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 痰细菌培养结果

COPD 患者急性加重期痰培养结果为：无菌生长 6 例、霉
菌 3 例、肺炎链球菌 5 例、金黄色葡萄球菌 4 例、卡他莫拉菌 5
例、肺炎克雷伯杆菌 4 例、阴沟肠杆菌 2 例、铜率绿假单胞菌 7
例。COPD 患者稳定期痰培养结果为：无菌生长 22 例、霉菌 3
例、金黄色葡萄球菌 2 例、阴沟肠杆菌 2 例、铜绿假单胞菌 7
例，所有阳性结果菌株均与急性加重期痰培养结果一致。为便

于进行统计分析和描述，根据痰培养结果将 COPD 患者分为

COPD-/- 组（急性加重期和稳定期痰培养结果均为阴性，6 例）、
COPD+/+ 组 （急性加重期和稳定期痰培养结果均为阳性，14
例）和 COPD+/- 组（急性加重期痰培养结果为阳性而稳定期痰

培养结果为阴性，16 例）。
2.2 痰细胞分类计数结果

COPD 患者急性加重期、稳定期和对照组痰细胞分类计数

结果比较见表 1。统计分析结果显示：COPD 患者稳定期痰细胞

总数和中性粒细胞比例、淋巴细胞比例高于对照组，而巨噬细

胞比例低于对照组；COPD 患者急性加重期痰细胞总数和中性

粒细胞比例高于稳定期，而巨噬细胞比例低于稳定期；差异具

有统计学意义（P<0.05）。
根据痰细菌培养结果进一步进行统计分析，结果显示：痰

菌阳性和痰菌阴性 AECOPD 患者痰细胞总数、巨噬细胞比例、
中性粒细胞比例分别为 (6.0±0.9)×106 g-1、(23.6±3.9) %、
(66.0±5.9) %和 (3.1±0.5)×106 g-1、(34.3±4.3) %、(55.7±4.4)
%，三项指标均具有显著性差异(P<0.05)；痰菌阳性和痰菌阴性

稳定期 COPD 患者痰细胞总数、巨噬细胞比例、中性粒细胞比
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Note: AECOPD group represents acute exacerbation phase of COPD;Stable COPD group represent stable phase of COPD;

★P＜0.05, AECOPD group and Stable COPD group compared with Control group；

▲P＜0.05, AECOPD group compared with Stable COPD group.

表 1 COPD 患者和对照组痰细胞分类计数结果比较

Table 1 Sputum differential cell count results comparison for COPD patients and control subjects
AECOPD

(n=36)

Stable COPD

(n=36)

Control

(n=30)

Total cellular score (106 g-1) 5.5±1.4★▲ 3.5±0.9★ 2.1±0.4

Macrophages percentage (%) 25.4±5.6★▲ 36.4±8.6★ 45.1±7.7

Neutrophils percentage (%) 64.3±6.9★▲ 52.7±10.9★ 37.3±6.1

Lymphocytes percentage (%) 2.1±0.7 2.3±0.7★ 1.8±0.6

Eosinophils percentage (%) 1.0±0.5 0.9±0.6 0.8±0.5

例、淋巴细胞比例分别为 (4.4±0.8)×106 g-1、(28.6±6.4) %、
(64.0±7.2) %和 (3.0±0.5)×106 g-1、(41.4±5.7) %、(45.4±5.1)
% ，三项指标亦均具有显著性差异(P<0.05)。
2.3 痰 BD-2 浓度测定结果

稳定期 COPD 患者痰 BD-2 浓度为(211±98) ng L-1，高于

对照组[(127±41) ng L-1]而低于急性加重期[(300±83) ng L-1]，
三组之间两两比较差异均具有统计学意义(P<0.05)。

COPD-/- 组、COPD+/- 组和 COPD+/+ 组患者痰 BD-2 浓度

比较见表 2。统计分析结果显示：COPD+/+ 组患者稳定期痰

BD-2 浓度与急性加重期无统计学差异(P>0.05)，而且显著高于

对照组 (317±65 VS 127±41，P<0.05)；COPD-/- 组和 COPD+/-
组患者稳定期痰 BD-2 浓度低于急性加重期(P<0.05)，而且与对

照组无统计学差异 (135±40 VS 127±41，P=0.66；147±35 VS
127±41，P=0.10)。

表 2 COPD 患者急性加重期与稳定期痰 BD-2 浓度比较

Table 2 Sputum BD-2 concentrations comparison for acute exacerbation phase and stable phases of COPD patients

Note: AE represents acute exacerbation;COPD patients were grouped by the results of sputum bacterial culture in acute

exacerbation/stable phases, the + represent positive result and the - represent negative result;

★P＜0.05, COPD+/+ group and COPD+/- group compared with COPD-/- group；

▲P＜0.05, COPD+/+ group compared with COPD+/- group.

3 讨 论

COPD 患者的自然病程表现为稳定期和急性加重期交替

出现，随着病情进展，急性加重发作越来越频繁，导致患者肺功

能加速下降，最终致残、致死。下呼吸道细菌感染是导致 AE-
COPD 的最常见原因，而且，重度和极重度 COPD 患者急性加

重期痰细菌培养阳性率明显高于轻度和中度 COPD 患者[1,8]。对

于重度和极重度 COPD 患者，除新入侵细菌引起感染以外，细

菌定植也是引起 AECOPD 频繁发作的重要原因[9,10]。本研究结

果显示重度和极重度 COPD 患者稳定期痰培养细菌培养阳性

率约为 30%，急性加重期痰细菌培养阳性率约为 80%，与以往

的研究[19-12]结果一致，再次说明细菌感染是导致 AECOPD 的最

主要原因。
本研究结果显示，COPD 患者急性加重期痰中炎症细胞总

数和中性粒细胞比例高于稳定期，而稳定期高于对照人群；结

果还显示，COPD 患者无论在稳定期还是在急性加重期，痰细

菌培养阳性的患者痰中炎症细胞总数和中性粒细胞比例都高

于痰细菌培养阴性的患者；结果说明，COPD 患者中性粒细胞

气道炎症持续存在，而细菌感染是导致气道炎症加重的重要原

因。
呼吸系统直接与外界相通，通过呼吸运动进入呼吸道的空

气中含有大量的细菌和病毒等病原微生物，为了及时清除和杀

灭进入呼吸道的病原微生物，呼吸系统需要形成了一套完善的

免疫防御体系，而防御素就是其中的重要组成部分。防御素是

一类广泛存在于动植物的富含半胱氨酸的阳离子抗微生物肽，

根据表达调节机制不同，可以分为诱导性表达和固定表达两大

类。人 BD-2 是人体中第一个被发现的可诱导性表达的防御

素，主要表达于皮肤和黏膜组织，在健康皮肤和正常黏膜的基

础表达很低，在各种病原微生物感染和前炎细胞因子等诱导因

素的作用下其表达水平迅速升高[13,14]。研究表明，BD-2 是呼吸

系统免疫防御体系的重要组成部分，在呼吸系统先天免疫和获

得性免疫中都发挥着重要的作用[3,14]。由于 BD-2 是一种强效的

细胞趋化物质，对树突状细胞、记忆 T 淋巴细胞、肥大细胞、中
性粒细胞具有趋化作用，因此可能在一定程度上加重了呼吸系

统疾病的炎症反应[4]。
BD-2 在 COPD 中的表达变化及作用机制目前仍不清楚。

Groups n
AE phase

(ng.L-1)

Stable phase

(ng.L-1)
P

COPD-/- 6 239±102 135±40 <0.05

COPD+/- 16 296±67 147±35 <0.05

COPD+/+ 14 331±81★ 317±65★▲ 0.68
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熊盛道等[15]和王卓等[16]分别对 AECOPD 患者、COPD 稳定期患

者和健康人诱导痰 BD- 2 水平进行了检测，前者的实验结果显

示 BD- 2 表达水平由高到低依次为正常人、COPD 稳定期患

者、COPD 急性加重期患者，而后者的研究结果显示三组之间

BD- 2 表达水平无显著性差异，作者认为以上两项研究结果不

一致的主要原因是研究设计中吸烟和感染两个因素相互影响

所致。
为了探索 BD-2 在 COPD 中的作用，作者从吸烟和感染两

个因素的角度分别研究了 COPD 患者的 BD-2 表达变化规律。
作者通过对吸烟 COPD 患者、非 COPD 吸烟者、不吸烟者痰和

肺组织中的 BD-2 浓度进行检测发现：吸烟导致痰液和肺组织

BD-2 水平升高，肺组织 BD-2 表达状况可能与吸烟个体的

COPD 易感性相关[17]。本研究通过对戒烟 COPD 患者和不吸烟

对照人员的痰 BD-2 浓度进行检测发现：（1） 重度和极重度

COPD 患者，在急性加重期痰细菌培养阳性率高达 80%，痰

BD-2 表达水平显著高于对照组；（2）AECOPD 患者病情稳定

后，其痰 BD-2 浓度与痰细菌培养结果密切相关，培养结果为

阳性者痰 BD-2 浓度与急性加重期无显著性差异，培养结果为

阴性者痰 BD-2 浓度与对照组无显著性差异。本研究的结果说

明：对于不吸烟的 COPD 患者而言，痰 BD-2 表达水平是否升

高主要取决于是否存在下呼吸道细菌感染 / 定植，下呼吸道细

菌感染 / 定植诱导痰 BD-2 表达升高。
动物实验证实香烟烟雾对气道和肺组织的 BD-2 表达水

平具有诱导作用[18,19]，作者的前期临床病例研究证实吸烟导致

痰液和肺组织 BD-2 水平升高[17]，本研究的结果说明下呼吸道

细菌感染 / 定植是诱导重度和极重度 COPD 患者痰 BD-2 表达

升高的重要原因，而临床流行病学研究发现 BD-2 基因高拷贝

吸烟者发生 COPD 的风险较低拷贝者增加[20]，因此，作者推测：

吸烟和下呼吸道细菌感染作为两个独立的诱因，可能通过上调

BD-2 表达加重气道炎症反应，从而促进 COPD 的发生发展。
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元和神经末梢，置换出 DA，使 DA 大量外流到突触间隙，通过

作用 DA 受体，导致神经毒性的发生[7]。本实验从 TH 活性以及

DA 含量的水平，证实了 MA 对 DA 神经系统的损伤，并且此

损伤在脑区内长期存在，各实验组 TH 与 DA 的含量均有不同

程度的降低，且以 d7 组降低最为明显，这与王雪[8]的报道一致,
说明 MA 中毒，可导致 DA 神经系统毒性损伤，表现为 TH 活

性降低，DA 含量下降。根据 MA 的毒药理学作用并结合本实

验五个脑区的 TH 阳性神经细胞、神经纤维以及 DA 递质含量

变化的实验结果，推测上述脑区在脑内有可能形成一“神经网

络结构”与 MA 的中毒 / 依赖作用直接相关，即 MA 中枢神经

系统毒性作用的多靶点神经网络结构，此神经网络结构可能借

助 DA 能神经系统或 DA 神经递质等进而诱发 MA 中毒的神

经元、神经纤维的病理形态学改变。
MA 虽不能直接对神经元产生兴奋性毒性作用，但是 MA

可 以 通 过 促 使 DA 的 异 常 释 放 而 增 加 EAAs 浓 度 ， 这 在

Faleiro、Mora[9，10]等研究中得到了证实。Mora 等[10]研究表明，给

予大鼠 MA 能剂量依赖性的增加细胞外 Glu 和天门冬氨酸的

浓度，上述作用能被 D1-4 受体阻断剂氟哌啶醇所阻断，进一步

肯定了 DA 在 MA 诱导神经元的兴奋性毒性中的至关重要的

作用。这也说明 MA 对神经元的兴奋性毒性作用需要 DA 的异

常释放来诱导发生，即 DA 是 MA 引起 EAAs 的神经毒性作用

的前体或媒介。另外，DA 神经细胞的兴奋性活动亦可由 EAAs
介导增强。因此，DA 与 EAAs 二者共同演绎、协调完成 MA 的

中枢神经毒性作用。
总之，MA 中毒的诸多损伤机制中，MA 对多巴胺能神经

系统的损伤是最为主要的，而其他损伤机制的提出与假设大多

建立在多巴胺能神经系统损伤的基础之上。因此，应将 MA 损

伤的重要靶点结构 - 多巴胺能神经系统作为 MA 毒性研究的

基础和出发点。
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