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[摘要]目的:探讨肺炎支原体肺炎(MPP)患儿血浆中可溶性 B7鄄H1( sB7鄄H1)的表达水平及其与各细胞因子的关系及临床意

义。 方法:选取 2015 年在苏州大学附属儿童医院呼吸科住院治疗的 MPP 患儿 87 例,并选取同期外科择期手术的 31 例患儿作

为对照组。 采用酶联免疫吸附试验(ELISA)分别检测 MPP 患儿血浆中 sB7鄄H1、IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、IL鄄36琢 及 GM鄄CSF 的表达水

平。 结果:MPP 组的 sB7鄄H1 水平为(1 045依356郾 50)pg / mL,高于对照组的(294郾 16依218郾 33)pg / mL,且经治疗后 sB7鄄H1 水平下

降(P<0郾 01)。 MPP 患儿 sB7鄄H1 水平与 IL鄄36琢 呈正相关,而与 IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、GM鄄CSF 无显著相关性。 结论:sB7鄄H1 在 MPP
患儿具有高表达,可能在过度免疫反应中起一定的作用。
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Expression and Clinical Significance of Plasma Soluble B7鄄H1 and Cytokines in Children with Mycoplasma
Pneumoniae Pneumonia

Guo Suyu, Zhu Canhong, Zhang Xinxing, Gu Wenjing, Ji Wei, Yan Yongdong, Du Peipei, Chen Zhengrong
(Children爷 s Hospital of Soochow University, Jiangsu Soochow摇 215003, China)

[Abstract]Objective: To probe into the expression level and clinical significance of plasma soluble B7鄄H1 ( sB7鄄H1 ) and its
correlation with various cytokines in children with Mycoplasma pneumoniae pneumonia (MPP)郾 Methods: Totally 87 children admitted
into the pneumology department of Children爷 s Hospital of Soochow University in 2015 were extracted as the MPP group, while 31
children with elective surgery in the same period were selected as the control group郾 The expression levels of sB7鄄H1, IFN鄄酌, IL鄄4, IL鄄17,
IL鄄36琢 and GM鄄CSF in plasma of children with MPP were detected by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA)郾 Results: The
sB7鄄H1 level of MPP group was (1郯 045依356郾 50) pg / mL, higher than that of control group (294郾 16依218郾 33) pg / mL, and the sB7鄄H1
level decreased after treatment (P<0郾 001) 郾 The sB7鄄H1 level was positively correlated with IL鄄36琢 in children with MPP, yet not
significantly correlated with IFN鄄酌, IL鄄4, IL鄄17 and GM鄄CSF郾 Conclusion: sB7鄄H1 has high expression in children with MPP and may
play a role in excessive immune inflammation郾
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摇 摇 肺炎支原体(Mycoplasma pneumoniae,MP)是介于细

菌和病毒之间的一类病原微生物,可引起上、下呼吸道

感染,10% ~ 40% 的儿童社区获得性肺炎是由 MP 引起

的,也是导致毛细支气管炎、哮喘仅次于病毒的第二常

见病原体[1]。 支原体肺炎流行情况随季节、性别、年龄、
地区的不同而有很大差异。 肺炎支原体肺炎(Mycoplasma
pneumoniae pneumonia,MPP)发病机制目前尚不明确,多
数研究认为与细胞免疫介导的过度免疫反应有关。 已

有报道显示,MP 感染的患儿,急性期血清中可检测到某

些异常表达的细胞因子,导致机体免疫功能紊乱,激发

过度免疫反应,不仅引起肺内炎症,也可引起全身多系

统多器官的损伤,甚至遗留严重的后遗症[2]。 CD4+T 细

胞的活化是免疫应答的关键,但必须由抗原呈递细胞

(APC)提供的第二协同刺激信号才能完全激活,此信号

可以促进炎症反应的发展及进行免疫调节。 其中,共刺

激分子 B7 超家族在递呈协同刺激信号中发挥重要作

用[3]。 B7鄄H1 为 B7 超家族的成员,在调节 T 细胞的活

化及耐受中起重要作用[4]。 但在 MP 感染后引起的过度

免疫反应中,共刺激分子及细胞因子所起作用尚不明

确,且目前共刺激分子和有关细胞因子对 MPP 病情判

断方面的报道相对较少。

1摇 资料和方法

1郾 1摇 一般资料

选取 2015 年在苏州大学附属儿童医院呼吸科住院

治疗并确诊为 MPP 的 87 例患儿,所有患儿均采集住院

后 24 h 内的外周血作为急性期组,其中 63 例患儿采集

出院前 24 h 内的外周血作为恢复期组。 选取同期在苏
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州大学附属儿童医院外科择期手术(腹股沟斜疝)住院

的患儿 31 例作为对照组,近 4 周内均无感染性疾病史且

未使用过任何药物,无家族及个人过敏性疾病及其他变

态反应性疾病史。 MPP 组所有入选病例均符合 MP 感

染标准:以鼻咽抽吸物 ( NPA) 中 MP鄄DNA > 1郾 0 伊 104

copies / mL 或血清 MP鄄IgM >1郾 1 判断为 MP 感染。 本研

究得到苏州大学附属儿童医院伦理委员会批准同意,患
儿家属同意抽血检查并签署知情同意书。

87 例 MPP 患儿,男 40 例,女 47 例,年龄(52依4)月;
31 例对照组患儿,男 16 例,女 15 例,年龄(45依3)月。 两

组患儿年龄、性别比较差异无统计学意义(P 均>0郾 05)。

1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 标本采集 摇 外周血标本的采集:MPP 患儿入院

后 24 h 内及出院前 24 h 内,外科择期手术患儿术前,分
别抽取静脉血 2 ~ 3 mL,置于无菌 EDTA 抗凝管中,4 益、
2 500 r / min 离心 5 min,分离上层血浆,-80 益保存。 鼻

咽分泌物标本的采集:患儿在入院 24 h 内采用无菌负压

吸痰法采集鼻咽分泌物。 将塑料吸痰管经患儿鼻腔插入

7 ~8 cm 咽部以下,诱导吸取 1 ~ 2 mL 鼻咽分泌物移入装

有无菌生理盐水的试管中,振荡混匀后 30 min 内送检。
1郾 2郾 2摇 实时荧光定量 PCR 法检测鼻咽分泌物中 MP鄄DNA
摇 鼻咽分泌物标本振荡、离心,去上清液,加入裂解液提

取 DNA,进行 PCR 扩增,引物及探针购自广州达安基因

股份有限公司。 探针结合序列位于上游引物与下游引

物之间。 在特异性杂交荧光探针的 5忆端结合荧光发光

基团(FAM),在 3忆端结合荧光吸收基团(TAMRA)。 将

样品(标本和质控品)上清液 2 滋L 或直接加入阳性定量

参考品于反应管中, 12 000 r / min 离心 300 s,放入

Icycleriq 荧光定量 PCR 仪样品槽 (美国 BIO鄄RAD 公

司)。 PCR 反应条件:93 益预变性 2 min;93 益变性 45 s,
55 益退火 60 s,10 个循环;93 益 变性 30 s,55 益退火

45 s,30 个循环。 荧光采集点设置为 55 益退火 45 s 阶

段。 荧光定量 PCR 的结果以 Ct 值显示,结果判定:(1)
Ct 值<38郾 0 为阳性;(2)Ct 值 38郾 0 ~ 38郾 9 需复测;(3)Ct
值逸39郾 0 为阴性。
1郾 2郾 3摇 半定量法检测血清 MP鄄IgM摇 患儿入院当天采

集非抗凝静脉血 1 ~ 2 mL,离心,取血清 10 滋L 加入抗原

包被的微孔板中。 室温(18 ~ 25 益)孵化 30 min 后加入

100 滋L 过氧化物酶标记的抗人 IgM 抗体,室温孵育

30 min 后加入 100 滋L 色原 / 底物液避光温育 15 min,加
入 100 滋L 终止液至每一微孔。 酶标仪 450 nm 波长处测

吸光度 D 值,计算样本 D 值与标准品 D 值的比值,判定

MP鄄IgM 结果:<0郾 8 为阴性,0郾 8 ~ 1郾 1 为可疑,>1郾 1 为阳

性;第 1 次 MP鄄IgM 检测为可疑者,1 ~ 2 周后复查,如增

高 1郾 5 倍或以上也可诊断为 MP 急性感染。
1郾 2郾 4摇 检测患儿血浆 sB7鄄H1、IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、IL鄄36琢、
GM鄄CSF 水平摇 在入院时(急性期)和出院时(恢复期)

分别从患儿血浆样本中检测 sB7鄄H1 和细胞因子水平。
将样本立即离心并在-80 益下保存以用于随后的测定。
通过酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测所有细胞因子。
用 ELISA 试剂盒(B&D 公司,美国)进行 sB7鄄H1、IFN鄄酌、
IL鄄4、IL鄄17、IL鄄36琢、GM鄄CSF 测定。

1郾 3摇 治疗

MPP 患儿急性期均给予阿奇霉素(希舒美,辉瑞制

药有限公司)10 mg / kg 口服,每日 1 次,连用 5 d,同时给

予止咳化痰药物对症处理。 治疗后患儿临床症状(热程、
气促、吸气三凹征等)较急性期明显好转。 治疗中有 3 例

出现腹痛,2 例出现恶心,给予相应治疗后症状即消失。

1郾 4摇 统计学方法

应用 SPSS 21郾 0 软件。 计数资料以率表示,采用 字2

检验,计量资料以 軃x依s 表示,采用 t 检验,P<0郾 05 为差异有

统计学意义。 相关性分析采用 Pearson 直线相关分析。

2摇 结果

2郾 1摇 MPP 患儿血浆 sB7鄄H1、IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、IL鄄36琢、
GM鄄CSF 表达水平变化

MPP 急性期患儿血浆中 sB7鄄H1、IL鄄36琢、GM鄄CSF 水

平高于恢复期及对照组(P 均<0郾 05),恢复期与对照组

比较差异无统计学意义(P>0郾 05);MPP 急性期及恢复

期患儿血浆中 IFN鄄酌、IL鄄17 水平均高于对照组(P 均<
0郾 05),急性期和恢复期比较差异无统计学意义 (P >
0郾 05);MPP 急性期患儿血浆 IL鄄4 水平低于恢复期及对

照组(P<0郾 05)。 见表 1、图 1。

表 1摇 MPP 患儿血浆 sB7鄄H1、IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、摇
IL鄄36琢、GM鄄CSF水平比较摇 pg / mL

指标 急性期(87 例) 恢复期(63 例) 对照组(31 例) t P
sB7鄄H1 1 045依356郾 50 200郾 10依265郾 99* 294郾 16依218郾 33* 115郾 378 <0郾 01
IFN鄄酌 2 931郾 44依1 173郾 15 2 606郾 75依1 161郾 91 2 015郾 60依849郾 25*# 16郾 038 <0郾 01
IL鄄4 614郾 08依201郾 59 644郾 65依128郾 92* 685郾 38依127郾 93* 4郾 221 <0郾 05
IL鄄17 351郾 10依78郾 86 327郾 04依100郾 10 298郾 63依46郾 14*# 8郾 751 <0郾 05
IL鄄36琢 345郾 29依86郾 86 303郾 07依56郾 32* 288郾 51依62郾 01* 8郾 44 <0郾 05
GM鄄CSF 10 309依5 053郾 88 8 018郾 94依3 892郾 30* 6 226郾 57依3 328郾 28* 23郾 606 <0郾 01

摇 注:*与急性期比较,P<0郾 05;#与恢复期组比较,P<0郾 05

2郾 2摇 MPP 患儿急性期血浆 sB7鄄H1 与 IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、
IL鄄36琢、GM鄄CSF 表达水平的相关性分析

MPP 患儿急性期血浆中 sB7鄄H1 与 IL鄄36琢 呈正相关

(P<0郾 05),而与 IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、GM鄄CSF 的表达水平

无显著相关性(P>0郾 05)。 见图 2。

3摇 讨论

MPP 是一种炎症性疾病,其发病率有逐年升高的趋

势,但 MP 的致病机制及如何发展成 MPP 仍不完全清

楚[5]。 可能机制为:MP 通过与宿主的细胞表面受体结

合,产生细胞毒素,对宿主造成直接损害;MP 可能通过
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受损的细胞表面进入血液引起支原体血症;MP 侵入宿

主后,通过诱发一系列的免疫反应,引起机体免疫功能

的紊乱,导致细胞因子过度表达,引起免疫损伤。 其中

免疫反应尤其是炎性细胞因子在发病中起着重要作用。
在固有免疫方面,MP 侵入宿主后,可通过与固有免疫细

胞(中性粒细胞、巨噬细胞等)表面的 Toll 受体结合,活
化后释放多种酶,引起机体过度炎症反应,导致肺部损

伤[6]。 在细胞免疫方面,MPP 中存在着 Th1 / Th2、CD4 /
CD8 比例的失衡,且病情越严重,比例失衡越明显,进而

说明细胞免疫在免疫损伤中发挥一定作用[7]。 在体液

免疫方面,MP 感染后可刺激机体产生特异性抗 MP 抗

体,形成免疫复合物,导致宿主免疫功能损害,抗体水平

越高,免疫损害越严重。 且人体内多器官存在与 MP 抗

原部分相同的抗原结构,易引起交叉免疫,导致多种肺

外并发症的产生[8]。 此外,MP 表面抗原易突变、机体免

疫清除能力有限,导致患儿反复感染支原体及长期携

带。 MP 侵入人体导致多种促炎症细胞因子分泌,引起

机体的过度免疫反应,在肺炎形成过程中发挥重要作

用。 本研究旨在探讨过度免疫反应中共刺激因子及细

胞因子在 MPP 中的可能作用机制。

图 1摇 MPP患儿血浆 sB7鄄H1、IFN鄄酌、IL鄄4、IL鄄17、IL鄄36琢、GM鄄CSF水平比较

图 2摇 MPP患儿血浆 sB7鄄H1 水平与 IFN鄄酌、IL鄄17、IL鄄36琢、TGF鄄茁、GM鄄CSF的相关性

摇 摇 本研究通过对 MPP 患儿急性期与恢复期血浆固有

免疫、Th1、Th2 及 Th17 型细胞因子及协同共刺激分子

sB7鄄H1 的测定,了解各型细胞因子及 sB7鄄H1 在 MPP 患

儿体内免疫失衡中的作用。 结果显示,MPP 患儿血浆中

sB7鄄H1、IL鄄36琢、GM鄄CSF 水平显著高于健康儿童; IL鄄4
在 MPP 患儿血浆中急性期显著降低;sB7鄄H1 在 MPP 患

儿急性期明显升高,经治疗后明显降低,与 IL鄄36琢 水平

呈正相关。 提示 sB7鄄H1 可能通过调节固有免疫,从而

参与了 MPP 的发生发展。
B7鄄H1 是共刺激分子 B7 家族的成员,是 T 细胞的

辅助性刺激因子。 B7鄄H1 存在 mB7鄄H1、sB7鄄H1 两种表

达形式,人外周血中的 sB7鄄H1 为角质形成细胞、支气管

上皮细胞、单核鄄巨噬细胞和 T 淋巴细胞的 mB7鄄H1 在金

属蛋白酶剪切作用下脱落形成。 研究认为 sB7鄄H1 不仅

对 T 细胞介导的免疫应答起重要的调节作用,在固有免

疫反应中也有一定作用[9鄄10]。 这与本课题研究结果一
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致,即 sB7鄄H1 可以调控机体内 IL鄄36琢 的分泌,诱导

CD4+T 分泌多种细胞因子[11],在免疫炎症反应中发挥重

要作用,且与 T 细胞免疫反应特别是与 CD8+T 细胞的活

化有关。 近两年本课题组研究显示,MPP 患儿血浆中

sB7鄄H3 水平较健康儿童有所升高,且在 MPP 炎性损害

中起作用[12]。 sB7鄄H1 与 sB7鄄H3 属于同一家族,由此猜

测 sB7鄄H1 在 MPP 炎症反应中也起到一定作用。 其他相

关研究显示,sB7鄄H1 在被感染的细胞上呈现高表达,使
T 淋巴细胞功能减退,清除被感染细胞的能力减弱,而阻

断 PD鄄1 / PD鄄L1 信号通路可以恢复 T 细胞的免疫功

能[13鄄14]。 研究小鼠的移植瘤模型发现,随着 PD鄄L1 蛋白

在小鼠体内表达量增高,其体内的肿瘤特异性 T 细胞凋

亡也随之增加[13]。 这些研究均表明 sB7鄄H1 参与成人

及儿童疾病的免疫调节,但 sB7鄄H1 在 MP 感染后的机

体免疫损伤以及与 MPP 发生、进展是否有关联目前尚

不明确。
IL鄄36 是 IL鄄1 家族新成员,是新发现的促炎细胞因

子,可由单核细胞、T 淋巴细胞、角质细胞等多种细胞产

生,与人体 DC 细胞上的 IL鄄36R 结合,通过激活 MAPK
和 NF鄄资B 信号传导途径,产生大量炎症介质,在固有免

疫中发挥重要作用,参与慢性炎症和自身免疫性疾病的

病理发生过程。 固有免疫是人体的第一道免疫防线,相
关文献报道,在机体感染胞内菌,IL鄄36 与 IL鄄36R 结合,
激活信号转导途径,诱导玉型免疫应答发生[15]。 值得注

意的是,有文献报道 IL鄄36R 在人类 T 细胞中不表达[16],
这说明了 IL鄄36 在固有免疫调节中具有重要作用。 研究

发现,感染铜绿假单胞菌或者鼻病毒感染后的支气管上

皮细胞,会增加胞内的 IL鄄36琢 和 IL鄄36酌 mRNA 的表

达[17鄄18],表明 IL鄄36 在感染性疾病的发生发展中起到有

一定作用。 本研究发现,在 MPP 中 sB7鄄H1 与 IL鄄36琢 表

达增加,且两者有相关性,可推测 sB7鄄H1 在炎症反应中

有一定作用。
综上所述,MPP 患儿急性期血浆中 sB7鄄H1、IL鄄36琢、

GM鄄CSF 均呈高表达,经抗 MP 感染及感染后炎症反应

治疗后均有所降低;而 IL鄄4 则相反,在急性期较健康儿

童降低,经过治疗后有所升高。 sB7鄄H1 可能在 MPP 中

起重要作用,特别是可能促进机体内 IL鄄36琢 的释放。 以

此推测 sB7鄄H1 可能通过调节固有免疫,参与 MP 感染后

免疫反应,从而导致了 MPP 的发生发展。
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