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[摘要] 目的:探讨 11茁鄄羟基类固醇脱氢酶(11茁鄄HSD)与促炎性细胞因子在川崎病(KD)发生、发展中的变化及意义。 方法:应
用 Real鄄time PCR 检测 KD 患儿急性期及治疗后外周血单核细胞内 11茁鄄HSD mRNA 的表达,应用免疫印迹方法检测 11茁鄄HSD 蛋

白的表达;应用酶联免疫吸附试验检测血浆 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平。 结果:病例组患儿治疗前外周血单核细胞内 11茁鄄HSD1 mRNA
表达水平及 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平分别为 7郾 13 依0郾 79、(43郾 40 依5郾 20) pg / mL、(68郾 30 依6郾 26) pg / mL,较正常对照组 1郾 00 依0郾 07、
(24郾 30依2郾 26) pg / mL、(30郾 04 依2郾 86) pg / mL 明显升高(P<0郾 01),而治疗后结果分别为 3郾 43 依0郾 52、(27郾 30 依2郾 50) pg / mL、
(38郾 30依3郾 50)pg / mL,均较治疗前明显下降(P<0郾 01);治疗前 11茁鄄HSD2 mRNA 表达水平为 0郾 32依0郾 05,明显低于正常对照组

1郾 00依0郾 06(P<0郾 01),治疗后水平为 0郾 82依0郾 04, 较治疗前明显升高(P<0郾 01)。 免疫印迹检测 11茁鄄HSD 蛋白表达水平的结果

分析与 11茁鄄HSD mRNA 表达水平结果分析一致。 结论:KD 急性期 11茁鄄HSD、促炎性细胞因子在调节 KD 炎症反应中发挥着重

要作用。
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[Abstract ] Objective: To investigate the changes and significance of 11茁鄄hydroxysteroid dehydrogenase ( 11茁鄄HSD ) and
proinflammatory cytokines in the occurrence and development of Kawasaki disease (KD). Methods: Real鄄time PCR was performed to
detect the mRNA expressions of 11茁鄄HSD in peripheral blood monocytes in acute phase and after treatment. Western blot was performed
to detect the protein expressions of 11茁鄄HSD. ELISA was performed to detect the levels of IL鄄6 and IL鄄17 in plasma. Results: The
expression levels of 11茁鄄HSD1 mRNA, IL鄄17A and IL鄄6 in acute phase were 7. 13依0. 79, (43. 40依5. 20) pg / mL, (68. 30依6. 26) pg / mL,
significantly higher than the normal levels 1 . 00 依 0. 07, (24. 30 依 2. 26 ) pg / mL, (30. 04 依 2. 86 ) pg / mL ( P< 0. 01 ) , after
treatment the levels were 3 . 43依0. 52, (27. 30依2. 50) pg / mL, (38. 30依3. 50) pg / mL, which were significantly reduced than
before (P<0. 05). The expression level of 11茁鄄HSD2 mRNA was 0. 32依0. 05 before treatment, lower than the normal group (P<0. 01),
while significantly increased after treatment than before (P<0. 01). The results of Western blot were consistent with those of Real鄄time
PCR. Conclusion: 11茁鄄HSD and the level of proinflammatory cytokines in acute phase of KD are important factors in regulating
inflammatory responses.
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摇 摇 川崎病(Kawasaki disease,KD)是主要发生于 5 岁以

下儿童的系统性血管炎。 KD 病因不明,静脉用丙种球

蛋白( intravenous immunoglobulin,IVIG)冲击治疗是 KD
公认的标准治疗方案,但仍有约 5% KD 患儿治疗后并

发冠状动脉病变,且 8% ~ 38% 的患儿初次应用 IVIG 便

出现抵抗[1]。 近年来,多项临床研究显示,糖皮质激素

(glucocorticoid,GC)联合 IVIG 治疗 KD 在减轻患儿发

热、缩短住院时间、改善冠状动脉损害程度上具有积极

的作用[2鄄6]。 GC 广泛用于多种免疫性血管炎的治疗,可
能通过对炎症因子的调控发挥重要的抗炎作用。 GC 在

体内主要与糖皮质激素受体 ( glucocorticoid receptor,
GR)结合发挥生理作用,而 GC 与受体结合的量除与

体内 GC 浓度、皮质激素结合蛋白有关外, 11鄄茁 羟基

类固醇脱氢酶 ( 11鄄beta hydroxysteroid dehydrogenase,
11茁鄄HSD)作为 GC 的代谢酶,在调节糖皮质激素的作

用上发挥着重要作用。 本文通过检测 KD 患儿外周血

白细胞内 11茁鄄HSD mRNA 及 11茁鄄HSD 蛋白的表达水

平,并检测血浆 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平,研究 11茁鄄HSD 与

促炎性细胞因子的关系,探讨 GC 在 KD 发病中的抗炎

机制。
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1摇 资料和方法

1郾 1摇 一般资料

1郾 1郾 1摇 纳入标准摇 所有患儿符合第七届国际 KD 论坛

修定的第 5 版 KD 诊断标准[1],病程臆10 d,未接受非甾

体类抗炎药及 IVIG 治疗,且发热第 1 天被指定为发病

第 1 天。
1郾 1郾 2摇 排除标准 摇 同时合并先天性心脏病、糖尿病或

其他炎性、免疫性疾病者。
1郾 1郾 3摇 分组摇 选取 2013 年 8 月至 2014 年 5 月在我院

住院治疗的 KD 患儿 30 例为病例组,其中男 22 例,女
8 例;年龄 5 个月 ~ 6 岁,平均 1郾 6 岁;根据有无冠状动

脉损害将病例组分成两个亚组,其中冠状动脉正常

(coronary artery normal,CAN) 组 16 例,冠状动脉扩张

(coronary artery lesion,CAL)组 14 例。 所有患儿均于病

程 7 ~ 10 d 接受 IVIG 冲击治疗,每次 2 g / kg。 选取同期

健康同龄儿童 30 例为对照组。 病例组和对照组儿童年

龄和性别比较差异无统计学意义。 本研究经本院伦理

委员会审查批准。 所有患儿父母均签署知情同意书。

1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 标本采集 摇 病例组患儿于入院次日及治疗后

5 ~ 7 d 空腹采集外周静脉血 4 mL,用乙二胺四乙酸

(EDTA)抗凝,分层液密度梯度离心法常规分离单核细

胞,然后将其分成 2 份各 1 mL,分别用于提取 mRNA 和

蛋白。 对照组仅采血 1 次,方法同上。
1郾 2郾 2摇 检测方法摇 实时荧光定量 PCR(real鄄time PCR):
Trizol 处理分离的单核细胞,试剂购自中国大连 TaKaRa
公司,按 TaKaRa 说明书方法,提取 mRNA 反转录,对
cDNA 定量后,进行 Real鄄time PCR 检测,以 actin 作为内

参。 蛋白质印迹法检测:常规方法提取单核细胞蛋白,
将所有病例组的蛋白混合后,以 BCA 进行定量,然后行

免疫印迹检测。 抗 11茁鄄HSD1、11茁鄄HSD2、GR琢 单克隆

抗体购自 Trask Lane、Danvers、MA,USA。 二抗购自广州

中杉公司。 内参用 GAPDH。 应用酶联免疫吸附试验检

测血浆 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平。

1郾 3摇 统计学方法

应用 SPSS16郾 0 统计软件,组间比较采用 t 检验,P<
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结果

2郾 1 摇 治 疗 前 两 组 患 儿 11茁鄄HSD1 mRNA、 11茁鄄HSD2
mRNA、IL鄄17A、IL鄄6 水平比较

结果见表 1。 病例组 11茁鄄HSD1 mRNA 水平较对照

组明显升高(P<0郾 01),11茁鄄HSD2 mRNA 水平较对照组

明显降低(P<0郾 01),IL鄄17A 和 IL鄄6 水平均较对照组明

显升高(P<0郾 01)。

表 1摇 治疗前两组患儿 11茁鄄HSD1 mRNA、

11茁鄄HSD2 mRNA、IL鄄17A、IL鄄6 水平比较

组别 例数 11茁鄄HSD1 mRNA 11茁鄄HSD2 mRNA IL鄄17A / (pg / mL) IL鄄6 / (pg / mL)

病例组 30 7郾 13依0郾 79 0郾 32依0郾 05 43郾 40依5郾 20 68郾 30依6郾 26

对照组 30 1郾 00依0郾 07 1郾 00依0郾 06 24郾 30依2郾 26 30郾 04依2郾 86

t 3郾 076 2郾 918 2郾 989 3郾 512

P <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01

2郾 2摇 治疗前 CAL 组与 CAN 组患儿 11茁鄄HSD1 mRNA、11茁鄄
HSD2 mRNA、IL鄄17A、IL鄄6 水平比较

结果见表 2。 CAL 组 11茁鄄HSD1 mRNA 水平较 CAN
组明显升高(P<0郾 01);CAL 组 11茁鄄HSD2 mRNA 水平较

CAN 组明显降低(P<0郾 01)。 CAL 组血浆 IL鄄17A 和 IL鄄6
水平较 CAN 组明显升高(P<0郾 01)。

表 2摇 CAL组与 CAN组患儿 11茁鄄HSD1 mRNA、

11茁鄄HSD2 mRNA、IL鄄17A、IL鄄6 水平比较

组别 例数 11茁鄄HSD1 mRNA 11茁鄄HSD2 mRNA IL鄄17A / (pg / mL) IL鄄6 / (pg / mL)

CAL 组 14 8郾 76依1郾 59 0郾 28 依0郾 08 69郾 8依7郾 59 93郾 6依7郾 24

CAN 组 16 5郾 98依1郾 31 0郾 50依 0郾 12 38郾 6依4郾 61 59郾 8依8郾 71

t 4郾 002 3郾 784 3郾 211 3郾 592

P <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01

2郾 3摇 病例组治疗前后 11茁鄄HSD1 mRNA、11茁鄄HSD2 mRNA、
IL鄄17A 和 IL鄄6 水平比较

结果见表 3。 治疗后,11茁鄄HSD1 mRNA 水平较治疗

前明显下降(P<0郾 01),11茁鄄HSD2 mRNA 水平较治疗前

明显升高(P<0郾 01)。 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平均呈下降趋势

(P<0郾 01)。

表 3摇 病例组治疗前后 11茁鄄HSD1 mRNA、

11茁鄄HSD2 mRNA、IL鄄17A、 IL鄄6 水平比较

组别 例数 11茁鄄HSD1mRNA 11茁鄄HSD2mRNA IL鄄17A / (pg / mL) IL鄄6 / (pg / mL)

治疗前 30 7郾 13依0郾 79 0郾 32依0郾 05 43郾 40依5郾 20 68郾 30依6郾 26

治疗后 30 3郾 43依0郾 52 0郾 82依0郾 04 27郾 30依2郾 50 38郾 30依3郾 50

t 2郾 861 3郾 339 2郾 922 3郾 459

P <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01

2郾 4摇 病 例 组 治 疗 前 后 11茁鄄HSD1 mRNA, 11茁鄄HSD2
mRNA 蛋白表达变化

免疫印迹分析结果与 Real鄄time PCR 一致,病例组

治疗后 11茁鄄HSD1 mRNA 蛋白表达显著下调,11茁鄄HSD2
mRNA 蛋白表达明显上调。 见图 1、图 2。

摇
图 1摇 治疗前、后 11茁鄄HSD1摇 图 2摇 治疗前、后 11茁鄄HSD2

mRNA蛋白表达印迹图摇 摇 mRNA蛋白表达印迹图
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3摇 讨论

11茁鄄HSD 是受体前调节 GC 作用的关键酶,主要分

为两种亚型,11茁鄄HSD1 和 11茁鄄HSD2。 一般认为,11茁鄄
HSD1 能增强细胞内糖皮质激素的浓度和活性,诱导

11茁鄄HSD1 表达,增强糖皮质激素对血管内皮细胞炎性

损伤的保护,11茁鄄HSD2 的作用则相反[7鄄8]。 Sano S 等[9]

研究发现,KD 患儿入院时和首剂 IVIG 治疗前血清中氢

化可的松和可的松的水平均显著高于疾病恢复期,提示

KD 患儿体内 11茁鄄HSD1 活性上调,但这种上调呈时间

依赖性降低,由于肾上腺分泌减少和 / 或 11茁鄄HSD 活性

降低,导致内源性皮质醇水平下降,如果早期给予外源

性 GC,则可以发挥抗炎作用[9]。 本研究结果证实,在
KD 患儿急性期,11茁鄄HSD1 mRNA 水平较对照组明显升

高,同时 11茁鄄HSD2 mRNA 水平较对照组明显降低;治疗

后 11茁鄄HSD1 mRNA 水平较治疗前明显降低,而 11茁鄄
HSD2 mRNA 水平较治疗前明显升高,与 Sano S 等[9] 研

究结果一致。 提示 11茁鄄HSD 活性的变化是川崎病急性

期调节炎症反应的重要因素。
本次研究结果表明,川崎病患儿急性期外周血单核

细胞内 11茁鄄HSD1 mRNA 水平及其蛋白表达较正常组明

显升高,11茁鄄HSD2 mRNA 水平及其蛋白表达较正常组

明显降低(P<0郾 01),与本课题组前期研究[10] KD 患儿

急性期,外周血 茁鄄HSD1 及 茁鄄HSD2 水平变化一致,再次

证实了 KD 患儿急性期 11茁鄄HSD 的活性发生了明显变

化,11茁鄄HSD1 活性增强,同时 11茁鄄HSD2 活性减弱;特别

是 CAL 组与 CAN 组比较有显著差异,提示 11茁鄄HSD 的

活性变化可能是川崎病发病及冠状动脉损害机制中的

重要环节。 IVIG 治疗后 11茁鄄HSD1 mRNA 水平明显降

低,而 11茁鄄HSD2 mRNA 水平升高,可能与 IVIG 抑制机

体免疫反应及细胞因子活性有关。 因此,适时给予外源

性糖皮质激素可能会有效地抑制严重炎症反应,减轻冠

状动脉损害。
IL鄄6 是由活化的 T 细胞、B 细胞及巨噬细胞等合成

的炎性细胞因子,具有多种生物效应。 IL鄄17 是 Th17 细

胞产生的重要细胞因子,可使中性粒细胞和单核细胞在

血管壁募集,促进炎症反应,介导血管壁组织的渗透和

损伤。 研究提示,细胞因子及心血管损伤可通过激活

11茁鄄HSD1,从而增强氢化可的松的活性[11]。 本研究结

果证实,KD 患儿急性期血浆 IL鄄17A 和 IL鄄6 水平明显升

高,治疗后水平下降与 11茁鄄HSD1 mRNA 表达呈一致性,
与 11茁鄄HSD2 mRNA 表达变化相反,与上述研究结果一

致。 此结果表明,在 KD 的炎症反应中,细胞因子与

11茁鄄HSD 的变化密切相关,可能是调节 11茁鄄HSD 活性

的重要环节。 IVIG 治疗后 11茁鄄HSD1 mRNA 水平降低,
可能与其抑制细胞因子活性、减轻对 11茁鄄HSD1 mRNA

的激活有关,是机体自身调节炎症反应的表现。
本研究提示,内源性糖皮质激素变化是川崎病炎症

反应的重要因素,适时给予外源性糖皮质激素可能会有

效地抑制严重炎症反应,减轻冠状动脉病变。
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