外周血活性氧作为标记物评估慢性阻塞性肺疾病中肺组织的氧化应激程度
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目的：氧化应激是慢性阻塞性肺疾病（COPD）的主要特征，本研究的目的在于评估COPD患者外周血单个核细胞和肺组织中活性氧的水平，并探讨外周血单个核细胞活性氧水平替代肺组织中活性氧水平的可能性。
方法：共有138名吸烟慢阻肺患者，125名吸烟健康者，和135名非吸烟的健康对照者；其中有32名参与者同时检测了肺组织和外周血单个核细胞中的活性氧水平。采用流式细胞术检测了外周血单个核细胞中的活性氧水平，ELISA检测肺组织中的活性氧水平。
结果：无论是在肺组织中还是外周血单个核细胞中的活性氧水平，吸烟健康组中都明显高于不吸烟者，吸烟慢阻肺患者也都明显高于吸烟健康者。活性氧水平在肺组织中和外周血单个核细胞呈正相关(r=0.74)，表明了外周血单个核细胞可以作为替代物来评估局部肺组织氧化应激的水平。同时在外周血单核细胞中活性氧水平与一秒用力肺活量占预计值的百分比负相关(r=-0.47)，与吸烟年包数正相关(r=0.48)。
结论：在吸烟慢阻肺患者中观察到局部和全身的氧化应激水平，与健康吸烟者和健康非吸烟者相比都明显升高。外周血单个核细胞中活性氧水平可作为一个潜在的生物标记物，来评估氧化损伤的程度和慢阻肺疾病的严重程度。
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慢性阻塞性肺疾病是一种常见的慢性呼吸系统疾病，其主要特征为气流受限引起的慢性咳嗽、咳痰、呼吸困难。长久以来，吸烟被认为是慢阻肺发生和发展的主要危险因素，占发病原因的80-90%左右。香烟烟雾中包含超过4700化学物质，其中很多都是高浓度的自由基和其它氧化物[1]。
氧化应激引起的活性氧水平增加，被认为是慢阻肺主要的病理生理学机制。慢阻肺中氧化应激主要来源于香烟烟雾。事实上，每吸烟雾中大概含有105 氧化物，被认为是与慢阻肺中肺组织的氧化损伤有关。同时，炎症细胞，包括白细胞和巨噬细胞可以被香烟活化和聚集，引起细胞内活性氧和活性氮的成分增加，这进一步增加了吸烟者中的氧化和抗氧化失衡。活性氧以多种途径参与慢阻肺的发病机制，包括直接造成肺组织损伤的氧化蛋白质，DNA和脂质。而且，全身的氧化应激可能会造成肌肉功能紊乱、系统炎症和器官衰竭[2]。
尽管多种生物标记物已被用于定量检测健康吸烟者和慢阻肺患者的氧化应激水平，仅有一小部分可以直接反映肺组织局部氧化应激的水平。本研究旨在直接测量健康吸烟者和慢阻肺患者肺组织活性氧水平。由于肺组织的获取是侵袭性的，比较困难。我们同时还检测了外周血单核细胞中的活性氧水平，以评估其是否可能代替肺组织来评估局部肺组织的氧化应激程度。

材料和方法
一、研究对象
共检测了398名，年龄在40-75岁之间。包括三组人群，其中138名吸烟慢阻肺患者，125名吸烟健康对照，135名健康非吸烟者。慢阻肺患者纳入标准为根据全球慢阻肺倡议，支气管扩张剂后FEV1/FVC < 70%。健康吸烟者和吸烟慢阻肺患者，都有至少20年包的吸烟史，而非吸烟的健康对照为从未吸烟的人群。排除标准为，有其它显著炎性疾病或呼吸系统疾病，4周内有慢阻肺急性发作史的患者。
一共收集了32个肺组织，其中包括12名吸烟慢阻肺患者，10名吸烟健康对照，10名非吸烟健康对照。这32个人除了提供了10ml静脉血，还同时提供了肺组织，而其它参与者只提供了静脉血。在这32个人中，肺组织是从肺孤立结节需要外科手术，同时术后病检排除肺癌的病人中获取。本研究由华中科技大学同济医学院附属同济医院伦理委员会批准，所有参与者都签署了知情同意书。
二、酶联免疫吸附法（ELISA）检测肺组织中活性氧浓度
肺组织1g切下来以后快速置于液氮中保存，溶解后，样本保持在2-8摄氏度，之后加入磷酸盐缓冲液，并使用研磨器研磨。研磨好的混合物置于3000转/分钟离心20分钟后收集上清液，检测前储存在-80摄氏度中。上清液使用ELISA试剂盒IBI (German) 按照产品说明进行操作。
三、外周血单个核细胞分离提取
从每位参与者收集约10ml外周血于肝素试管中。外周血单核细胞采用Ficoll-Hypaque密度梯度离心法进行分离。主要的过程如下：静脉血移除血浆后，加入HES-TBD 550和磷酸盐缓冲液，室温下沉淀25分钟。随后上清液被小心的移至Ficoll-Hypaque分离液上，离心1800转/每分钟，25分钟。第二层外周血单核细胞层被收集起来，用磷酸盐缓冲液洗涤两次，重悬至1×107/ml细胞密度。
四、流式细胞术检测外周血单个核细胞中活性氧（ROS）的水平
在10 μmol/L 70-dichlorofluorescein中培养外周血单个核细胞，37摄氏度，30分钟。使用磷酸盐缓冲液洗涤后，在480nm波长和525nm波长下检测，此方法详见参考文献Trachootham等的方法[3]。DCF测量使用中卫荧光强度，外周血单核细胞中未加DCF作为阴性对照，所有实验一式三份。
五、统计分析
所有的统计均使用GraphPad Prism 5.0进行分析，数据以均数加减标准差表示。不同组间的差异在适当的时候使用Mann–Whitney U- 检验，T检验，卡方检验。Pearson相关分析在连续性变量中进行。所有的统计检验使用双侧，P值小于0.05被认为是有统计学差异。

结果
一、一般资料
表1显示人口基线资料，三组根据性别年龄进行匹配。吸烟慢阻肺和健康吸烟者之间吸烟指数无统计学差异。吸烟慢阻肺患者肺功能表现出气流受限，而其它两组对照肺功能正常。
二、吸烟健康者和慢阻肺患者肺组织内氧化应激水平
采用ELISA检测了肺组织内ROS的水平。吸烟健康者高于非吸烟健康对照(3.65 ± 0.27 ng/ml vs. 2.79 ± 0.67 ng/ml, p < 0.001)，同时，吸烟慢阻肺患者中活性氧水平较吸烟健康者明显升高(4.36 ± 0.38 vs. 3.65 ± 0.27 ng/ml, p < 0.0001)（见图1）。
三、外周血单个核细胞中的氧化应激水平
    除了体细胞，外周血单个核细胞经常用于生物标记物的检测，因为其容易获取和处理。在所有参与者中，都使用流式检测了外周血单个核细胞中的活性氧水平。与肺组织中的发现相同，两组吸烟人群活性氧水平明显升高。同时，吸烟慢阻肺患者中明显高于吸烟健康对照(9308 ± 3751 vs. 6778 ± 2427, p < 0.0001) (图2)。
四、外周血单个核细胞氧化应激水平反映肺组织氧化应激水平
由于肺组织和外周血单个核细胞活性氧呈现出相似的变化趋势，我们进一步在32名既提供了肺组织又提供了静脉血的人群中进行了相关分析。结果显示明显的正相关(r = 0.74, P < 0.0001; 图3)，提示外周血单个核细胞活性氧水平可以反应出肺组织中的活性氧水平。
五、外周血单个核细胞活性氧水平可作为生物标记物评估慢阻肺氧化应激
我们将外周血单个核细胞中的活性氧水平与肺功能和吸烟指数进行了相关分析。结果显示，在吸烟慢阻肺患者中，活性氧水平与一秒用力肺活量占预计值百分比（FEV1%pre）呈显著负相关(r = -0.47, P < 0.0001，图4)。同时我们发现，在吸烟健康者和吸烟慢阻肺患者中，活性氧水平与吸烟指数呈明显正相关(r = 0.48, P < 0.0001，图4)。然而没有发现活性氧水平与年龄的相关性。

讨论
本研究的目的是氧化应激在吸烟导致COPD中的作用。我们发现，根据活性氧来评估氧化应激的程度，其水平在吸烟健康者和吸烟慢阻肺患者中明显升高。更重要的是，活性氧与吸烟指数和肺功能均相关。因此，外周血单个核细胞中活性氧水平的检测可能作为替代物来评估肺组织中的氧化损伤。
    活性氧是一群小分子化合物包含自由基，过氧化物和氧离子，是由一系列氧代谢物产生。同时可导致环境中氧化和抗氧化失衡。增加的活性氧水平可以通过蛋白水解活性，炎性介质表达，信号通路和蛋白修饰改变作用引起细胞损伤[3、4]。活性氧被证明参与了许多疾病，包括肺纤维化，肺动脉高压，肿瘤，哮喘和慢阻肺的发病病理生理过程。在呼吸系统中，活性氧可以是外源性的吸入毒性化合物如吸烟、空气污染和职业粉尘导致。也由内源性的炎症细胞产生[5]。
吸烟是直接外源性活性氧和是慢阻肺的主要病因。表皮细胞和各种炎症细胞，包括肺泡巨噬细胞和中性粒细胞都可产生内源性活性氧。以前的研究大多集中在非直接的标记物，如呼吸冷凝物或者痰液[6、7]。与此不同的是，此研究中，我们直接检测活性氧在肺组织中的水平，发现吸烟是重要的活性氧来源。而且我们发现吸烟慢阻肺患者活性氧水平较吸烟健康者明显升高，甚至当吸烟指数一样的时候。造成这种现象的可能原因有活性氧不仅仅是由增加的氧化物产生，也与慢阻肺中抗氧化能力减弱有关。最近研究发现，慢阻肺患者肺泡局部细胞中活性氧水平明显下降[8]。在前人的研究和我们的发现基础上，我们推论活性氧可能参与慢阻肺的发病病理生理过程。
目前有许多方法检测活性氧水平，近年来，流式细胞术被广泛运用于细胞内活性氧水平的检测，包括地中海贫血，甲状腺功能减退和慢性粒细胞性白血病[9]。这些研究的结果都表明流式细胞术是简单且敏感的方法，用于细胞内活性氧的检测。然而这个方法尚未被用于吸烟慢阻肺患者中活性氧的检测。在此研究中，我们使用流式细胞术检测外周血单个核细胞中活性氧的水平，与肺组织中的发现类似，吸烟慢阻肺患者活性氧水平明显高于吸烟健康者和非吸烟健康者。
由于细胞和肺组织较难获取，同时活性氧的生存周期较短，其它替代材料被用于慢阻肺氧化应激状态的评估，包括呼吸冷凝气体，血清，血浆和痰液[10、11]。呼吸冷凝物中H2O2水平被广泛用于气道氧化应激程度的评估。其它氧化应激的标记物包括8-isoprostane, PH 和 丙二醛均作为非直接氧化应激标记物进行检测[12]。因此，简单可靠的生物标记物来评估慢阻肺氧化应激水平已经成为研究的热点领域。
在吸烟和慢阻肺患者中，低水平的谷胱甘肽、维生素C和高水平的过氧化氢、丙二醛可表明系统的氧化和抗氧化失衡[13、14]。尽管香烟烟雾中的活性氧仅有一点点通过细胞膜进行扩散或者进入循环，近年来研究发现吸烟内的脂质复合物可以进入细胞和循环，从而导致线粒体内活性氧的产生[4]。我们的研究结果表明，细胞内活性氧在循环中产生，与肺组织内的活性氧阳性相关，因此可能作为生物标记物反应出慢阻肺患者局部和全身的氧化应激水平。
吸烟慢阻肺患者的疾病严重程度可由肺功能检测进行评估。我们的结果显示外周血单核细胞中活性氧水平与FEV1%显著负相关。同时，我们也观察到活性氧与吸烟指数明显正相关。这些结果共同表明外周血单个核细胞中活性氧水平可作为重要的生物标记物来反映慢阻肺中的氧化应激水平和疾病的严重程度。
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表1：COPD患者、健康吸烟者和健康非吸烟者的一般资料 
	
	健康非吸烟者
	健康吸烟者
	COPD 

	N
	135
	125
	138

	年龄 (岁)
	65.8 ± 9.4
	66.7 ± 10.8
	65.4± 12.1

	性别(男/女)
	104/31
	102/23
	112/26

	吸烟指数（年包）
	0
	44.2 ± 31.3
	43.3± 29.9

	BMI (kg/m2)
	23.17 ± 2.99
	22.75 ± 3.09
	22.82 ± 3.15

	FEV1/FVC
	87.8 ± 7.6
	88.6 ± 8.4
	55.9 ± 6.1*

	FEV1% pred
	104.3 ± 11.4
	102.2 ± 10.5
	59.3 ± 6.2*


[bookmark: OLE_LINK73][bookmark: OLE_LINK74] * P < 0.05 










[bookmark: OLE_LINK1]图 1：肺组织中的ROS水平。SC：吸烟COPD患者（12例）， HS ：健康吸烟者（10例）和HN：健康非吸烟者（10例）。吸烟COPD患者和健康吸烟者肺组织ROS水平均明显的高于健康非吸烟者，同时吸烟COPD患者肺组织ROS水平高于健康吸烟者。**** P<0.0001， *** P<0.001。 
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图2. 外周血单核细胞ROS水平。吸烟COPD患者（138例）， HS：健康吸烟者（125例）和健康非吸烟者（135例）。吸烟COPD患者和健康吸烟者肺组织ROS水平均明显的高于健康非吸烟者，同时吸烟COPD患者肺组织ROS水平高于健康吸烟者。**** P<0.0001.
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图3:肺组织与外周血单核细胞ROS水平的相关性分析（r = 0.74, P < 0.0001）。













图4：吸烟指数与ROS水平之间的相关性；FEV1占预计至百分比（FEV1%pre）与ROS水平之间的向关系。
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