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【摘 要】目的 研究支气管哮喘患者呼出气冷凝液（EBC）中白三烯B4（LTB4）和肿瘤坏死因子（TNF-α）水平及其临床意义。方法 收集42例哮喘患者急性发作期和缓解期以及40例正常对照组的EBC，检测其中LTB4 和TNF-α水平，同时检测患者的第一秒呼气容量（FEV1）、最大呼气流速（PEF）、动脉血二氧化碳分压（PaCO2）、动脉血氧分压（PaO2）、血IgE及血嗜酸性粒细胞计数。结果 ①哮喘患者急性发作期LTB4为36.71±15.23ng/L，缓解期为26.65±12.71ng/L，正常对照组为13.82±7.80ng/L，两两相较，差异有显著性，P均＜0.05；②哮喘患者急性发作期TNF-α为16.07±7.60ng/L，缓解期为9.72±4.36ng/L，正常对照组为4.88±3.31ng/L，两两相较，差异有显著性，P均＜0.05；③哮喘患者急性发作期EBC中LTB4 和TNF-α水平与血清IgE水平呈正相关，LTB4水平与PEF、FEV1占预计值的百分比呈负相关。结论EBC中LTB4 和TNF-α水平可作为评价哮喘急性发作、判断病情严重程度和观察疗效的重要指标。
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【Abstract】Objective To Study the changes and clinic significances of leukotrieneB4（LTB4） and tumor necrosis factor-α（TNF-α）in exhaled breath condensate（EBC） of asthma. Methods EBC of 42 cases in acute episode asthma，42 cases of period of remission and 40 normal persons were collected. The concentrations of LTB4 and TNF-α in EBC were assayed. Forced expiratory volume in one second (FEV1) and peak expiratory flow(PEF) of patients were observed at the same time, PaCO2, PaO2 ,Serum IgE and eosinophil count were also assayed. Results ①The concentration of EBC-LTB4 in patients with acute asthma was 36.71±15.23ng/L, and that in remission of asthma was 26.65±12.71ng/L and that in normal controls was 13.82±7.80ng/L，P＜0.05. ②The concentration of EBC-TNF-α in patients with acute asthma was 16.07±7.60ng/L, and that in remission of asthma was 9.72±4.36ng/L and that in normal controls was 4.88±3.31ng/L，P＜0.05.③The LTB4 and TNF-α levels of EBC  were positively correlated with serum IgE in patients with asthma. The concentration of LTB4 in EBC had negative relationship with the FEV1 and PEF. Conclusions The concentrations of LTB4 and TNF-α in EBC can be used to evaluate the acute attack of asthma, judge the severity of the disease and observe the therapeutic effect.
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支气管哮喘是由肥大细胞、嗜酸性粒细胞和T淋巴细胞等多种炎性细胞参与的气道慢性炎症[1]。哮喘发作时活化的炎症细胞会释放炎性介质，包括前列腺素(PG)、白三烯B4(LTB4)、一氧化氮(NO)、肿瘤坏死因子（TNF- α）等，可引起肺组织损伤[2]。不论急性发作期还是缓解期都不同程度存在气道炎症，随疾病严重度而异。因此，监测呼出气冷凝液（EBC）中的炎症指标有助于观察哮喘的病情变化。通过对支气管哮喘患者呼出气中炎症因子的检测，可以发现其变化规律以及正常人群水平，为进一步诊治支气管哮喘提供依据。 

1  对象与方法
1.1  对象：选择2014年1月至2015年10月我科门诊及住院支气管哮喘病人42例。入选条件：年龄16～70岁，哮喘诊断标准及病情分期参照2008年中华医学会呼吸病分会哮喘防治指南[3]，排除标准：其它慢性心肺疾病；实验前4周有呼吸道感染；实验前4周使用糖皮质激素、茶碱、抗氧化药物；不合作及不能完成者。同期选择40例健康体检者作对照组。两组年龄、性别和吸烟情况均无统计学差异。（其临床特点见表1）
表1     哮喘组与对照组临床特点的比较 
	组别
	例数
	年龄（岁）
	男：女
	吸烟比例（不吸烟：吸烟）
	FEV1（Pred%）
	PEF（L/min）

	哮喘组
	42
	51.6±12.7
	31：11
	23：19
	62.71±26.70
	128.05±56.26

	对照组
	40
	50.1±10.9
	30：10
	24：16
	82.32±20.08
	316.36±68.89

	P值
	
	＞0.05
	＞0.05
	＞0.05
	＜0.05
	＜0.01


1.2  方法
1.2.1  检测指标：哮喘组急性发作期（入院24h内）测其呼出气中炎症因子LTB4、TNF-α，患者经治疗好转后出院前（缓解期）再次检测，同时检测血清IgE、血常规、动脉血气、肺功能等指标。
1.2.2  EBC的收集和保存：采用德国JAEGER公司生产的呼出气冷凝液收集器（HAAK EK20 EcoScreen）收集EBC。先将收集器预冷20分钟，常规带鼻夹，通过咬口器平静呼吸20分钟。收集呼出气的冷凝物，融化后用移液吸管移至收藏管内再放入-70℃低温冰箱保存待测[4]。受试者检查前一周内未做支气管镜检查、肺泡灌洗等有创性检查[5]。
1.2.3 检测方法：LTB4和TNF-α检测采用双抗体夹心ABC－ELISA法测定，相应的测试盒购自Cayman Chemical Company。
1.3  统计学方法：采用SPSS13.0统计软件包进行统计分析。计量资料行正态分布检验，符合正态分布资料以均数±标准差 (
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±s)描述，哮喘不同分期及正常对照组间两两比较用SNK-q检验，计数资料采用χ2检验。两变量间关系采用直线回归与相关分析。P＜0.05，差异有统计学意义。
2  结 果
2.1  不同疾病期哮喘患者和正常对照组EBC中LTB4和TNF-α的比较（见表2）
表2  哮喘患者与对照组EBC中LTB4和TNF-α的比较（
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±ｓ）
	组别
	例数
	LTB4（ng/L）
	TNF-α（ng/L）

	哮喘急性发作期
	42
	36.71±15.23*#
	16.07±7.60*#

	哮喘缓解期
	42
	26.65±12.71★
	9.72±4.36★

	正常对照组
	40
	13.82±7.80
	4.88±3.31


备注：* 哮喘急性发作期与缓解期比较，#哮喘急性发作期与正常对照组比较，
★缓解期患者与正常对照组比较，P均＜0.05。
2.2  支气管哮喘患者急性发作期和缓解期血气分析指标、肺功能、血IgE和血嗜酸性粒细胞计数的比较（见表3）
表3   哮喘患者急性发作期和缓解期血气分析指标、肺功能、血IgE和
血嗜酸性粒细胞计数的比较（
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±ｓ）
	组别
	例数
	FEV1（Pred%）
	PEF

（L/min）
	PaO2/FiO2

（mmHg）
	PaCO2（mmHg）
	血IgE（IU/ml）
	血嗜酸性粒细胞(109/ L)

	
	
	
	
	
	
	
	

	急性发作期
	42
	65.71±

21.39
	102.05±

41.32
	286.30±

78.70
	48.69±

15.70
	408.69±

115.70
	0.23±

0.16

	缓解期
	42
	77.42±

19.70
	129.30±

47.68
	350.57±

86.49
	45.74±

13.06
	250.70±

103.06
	0.15±

0.11

	P值
	
	＜0.01
	＜0.01
	＜0.01
	＞0.05
	＜0.01
	＜0.05


2.3  支气管哮喘患者急性发作期血气分析、肺功能和血嗜酸性粒细胞计数与LTB4 和TNF-α浓度之间的关系（见表4）
表4   支气管哮喘患者血气分析、肺功能
和血嗜酸性粒细胞计数与LTB4 和TNF-α浓度之间的关系
	项目
	LTB4（ng/L）
	TNF-α（ng/L）

	
	r值
	P值
	r值
	P值

	FEV1（Pred%）
	－0.490
	＜0.05
	－0.155
	＞0.05

	PEF（L/min）
	－0.428
	＜0.05
	－0.210
	＞0.05

	PaO2/FiO2（mmHg）
	－0.208
	＞0.05
	－0.221
	＞0.05

	PaCO2（mmHg）
	0.103
	＞0.05
	－0.092
	＞0.05

	血IgE（IU/ml）
	0.672
	＜0.05
	0.553
	＜0.05

	血嗜酸性粒细胞 (109/ L)
	0.216
	＞0.05
	0.189
	＞0.05


3 讨  论
支气管哮喘主要的病理生理改变是慢性气道炎症，它决定了气道阻塞和气道高反应性的程度[6]。因此监测气道炎症对评估气道炎症程度、治疗效果和预测病情加剧均有帮助[7]。EBC检测相对于传统的监测气道炎症的方法，具有简单、无创、可以反复进行而没有副作用的优点[8,9]。EBC含有大量的炎症介质，包括白细胞介素-2（IL-2）、TNF- α、LTB4、PG、NO等[10,11]，这些标记物与不同的肺部疾病有关并且随着治疗发生改变，可以监测病情变化，指导临床治疗。
我们研究发现，哮喘急性发作期LTB4 和TNF-α浓度均比缓解期和正常人显著增高，经治疗后缓解期患者明显下降，与发作期患者相比差异有统计学意义，缓解期LTB4 和TNF-α浓度仍高于正常对照组。
哮喘急性发作期LTB4浓度较缓解期和正常对照组明显升高，这是因为：白三烯是支气管哮喘发作中重要的炎症介质，LTB4作为白三烯家族的成员之一，是强有力的中性粒细胞趋化因子和活化因子。是炎症进程、免疫应答以及宿主防御系统的关键介质[12]，可刺激趋化反应，细胞脱颗粒，溶酶体释放和活化态氧产生等。在过敏性反应发生前，炎症部位组织内的LTB4浓度增高，诱发炎症细胞趋向炎症区组织，使白细胞通过黏附分子的作用黏附于血管内皮细胞，引起血管通透性增高，血浆渗出引起水肿。
本研究显示哮喘急性发作期TNF-α水平较缓解期和正常对照组明显升高，其机制可能如下：TNF-α被认为是主要的前炎症细胞因子之一。有研究表明TNF-α在哮喘发病机制中的气道炎症、气道高反应性和气道重塑等方面起着重要作用。TNF-α可增加血管内皮细胞黏附分子的表达，促进炎症细胞向肺组织迁移，介导细胞因子释放，引起上皮细胞损伤，刺激黏液细胞增生。TNF-α可以直接作用于气道平滑肌细胞，使气道平滑肌细胞收缩功能失调．从而引起气道高反应性。在TNF-α的刺激下，呼吸道上皮表达IL-8，最终反复引起呼吸道慢性炎症和肺组织损伤[13]。
本研究同时显示，哮喘缓解期LTB4 和TNF-α水平较正常对照组高。这是因为由于缓解期患者通过控制感染等诱发因素，炎症介质释放较急性发作期减少，但哮喘是一个反复长期的炎症过程，血管内皮细胞受损持续时间较长且严重，内皮细胞修复需要相当长的时间，且功能难以完全恢复。哮喘缓解期LTB4 和TNF-α合成分泌仍然高于正常水平。
哮喘是Ⅰ型变态反应性疾病，参与反应的抗体IgE是参与哮喘变态反应的主要抗体，哮喘及变反应性疾病者多数IgE升高[14]。本研究结果显示急性发作期的哮喘患者血清IgE水平显著高于缓解期(P＜0．05)，提示哮喘患者血清IgE水平与喘急性发作有密切关系，反映机体的免疫状态。同时急性发作期哮喘患者EBC中LTB4 和TNF-α水平与血清IgE水平呈正相关，表明LTB4、TNF-α与IgE共同参与了哮喘患者呼吸道炎症过程。
本研究也发现，哮喘患者缓解期血气分析、肺功能、血IgE和血嗜酸性粒细胞计数均较急性发作期明显改善；LTB4水平与肺功能PEF、FEV1占预计值的百分比呈负相关，说明LTB4水平与哮喘的严重程度密切相关，哮喘病情越重，LTB4生成越多。因此，检测患者EBC中的LTB4浓度变化不仅可以评估气道炎症状态，也能反映哮喘发作期的病情严重程度。
综上所述，EBC的收集简单、无创、无副作用且可反复进行[15,16]，EBC中LTB4 和TNF-α水平的测定对于进一步掌握支气管哮喘患者的病理生理有重要意义，同时也是观察疗效和预后的一种方法，EBC中LTB4 和TNF-α浓度的改变可作为评价哮喘急性发作、判断病情严重程度和观察疗效的重要指标。
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