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支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能变化
及其与氧化应激的相关性研究

刘慧芳，李风森，姜敏，田戈

【摘要】　目的　探讨支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能变化及其与氧化应激的相关性。方法　选取

2016 年 4 月—2017 年 5 月新疆维吾尔自治区中医医院呼吸科门诊及住院的支气管哮喘急性发作期患者 122 例作为哮

喘组，另选取同期体检健康者 44 例作为对照组。比较两组受试者血小板线粒体膜电位、三磷腺苷（ATP）、细胞色素

C 氧化酶（COX）活性及血清 8- 异前列腺素（8-iso）、硫代巴比妥酸反应物（TBARS）、过氧化脂质（LPO）水平；

支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能指标与氧化应激指标的相关性分析采用 Pearson 相关分析。结果　哮喘

组患者血小板线粒体膜电位、ATP 及 COX 活性低于对照组（P<0.05）。哮喘组患者血清 8-iso、TBARS、LPO 水平高

于对照组（P<0.05）。Pearson 相关分析结果显示，支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体膜电位与血清 LPO 水平

呈负相关（r=-0.198，P<0.05），血小板线粒体 ATP 与血清 8-iso、TBARS 水平呈负相关（r 值分别为 -0.193、-0.203，

P<0.05），血小板线粒体 COX 活性与血清 8-iso、LPO 水平呈负相关（r 值均为 -0.423，P<0.05）。结论　支气管哮

喘急性发作期患者存在血小板线粒体功能损伤，主要表现为呼吸链抑制，且血小板线粒体功能损伤与氧化应激有关，

这对探究支气管哮喘的发病机制具有一定参考价值。
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【Abstract】　Objective　To investigate the platelet mitochondrial functional change and its correlation with 
oxidative stress in patients with acute attack of bronchial asthma. Methods　From April 2016 to May 2017 in the Department 
of Respiratory Medicine，the  Traditional Chinese Medicine Hostital of Xinjiang Uygur Autonomous Region，a total of 122 
outpatients and inpatients with acute attack of bronchial asthma were selected as case group，meanwhile a total of 44 healthy 
volunteers admitted to this hospital for physical examination were selected as control group. Membrane potential，ATP and 
cytochrome C oxidase（COX）activity of platelet mitochondria，serum levels of 8-isoprostane（8-iso），thiobarbituric acid 
reactive substance（TBARS）and lipid peroxidase（LPO）were compared between the two groups；Pearson correlation analysis 
was used to analyze the correlations of index of platelet mitochondrial function with index of oxidative stress in patients with 
acute attack of bronchial asthma. Results　Membrane potential，ATP and COX activity of platelet mitochondria in case group 
were statistically significantly lower than those in control group（P<0.05）. Serum levels of 8-iso，TBARS and LPO in case 
group were statistically significantly higher than those in control group（P<0.05）. Pearson correlation analysis results showed 
that，membrane potential of platelet mitochondria was negatively correlated with serum LPO level in patients with acute attack 
of bronchial asthma（r=-0.198，P<0.05），ATP of platelet mitochondria was negatively correlated with serum levels of 8-iso

基金项目：新疆维吾尔自治区自然科学基金青年项目（2017D01C175）；新疆维吾尔自治区研究生教育创新计划科研创新项目

（XJGRI2016089）；新疆医科大学研究生创新创业项目（CXCY068）
830000 新疆乌鲁木齐市，新疆维吾尔自治区中医医院

通信作者：李风森，E-mail：fengsen602@qq.com



·49·实用心脑肺血管病杂志2018年6月第26卷第6期 　　投稿网址：http：//www.syxnf.net

（r=-0.193）and TBARS（r=-0.203），respectively（P<0.05），COX activity of platelet mitochondria was negatively 
correlated with serum 8-iso （r=-0.423）and LPO （r=-0.423）level，respectively（P<0.05）. Conclusion　Platelet 
mitochondrial function is damaged in patients with acute attack of bronchial asthma，mainly performed as respiratory chain 
inhibition，meanwhile platelet mitochondrial functional is closely correlated with oxidative stress，which is a valuable reference 
for study on pathogenesis of bronchial asthma.

【Key words】　Bronchial asthma；Mitochondria；Blood platelets；Oxidative stress 

支气管哮喘是一种以气道慢性炎症为主要特征的异

质性疾病，主要发病特点为不同程度气道通气受限、气

道高反应、黏液分泌增多等，主要发病机制为活性氧蓄

积及氧化应激［1-2］。活性氧包括外源性活性氧和内源性

活性氧，其中外源性活性氧主要包括吸烟﹑工业污染及

汽车尾气排放所含的氧化性气体、臭氧、超微颗粒等；

而内源性活性氧主要由线粒体呼吸作用产生。动物实验

结果显示，支气管哮喘大鼠气道组织中存在结构破坏的

线粒体，表现为线粒体嵴减少或消失，板层体和线粒体

空泡形成［3］。笔者所在课题组推测支气管哮喘患者线

粒体改变可能是全身性的，而血小板取材非常方便，故

观察血小板线粒体变化具有一定可行性。本研究旨在探

讨支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能变化及

其与氧化应激的相关性，现报道如下。

1　对象与方法

1.1　研究对象　选取 2016 年 4 月—2017 年 5 月新疆维

吾尔自治区中医医院呼吸科门诊及住院的支气管哮喘急

性发作期患者 122 例作为哮喘组，均符合中华医学会呼

吸病学分会哮喘学组制定的《支气管哮喘防治指南（2016
年版）》［4］中的支气管哮喘急性发作期诊断标准；另

选取同期新疆维吾尔自治区中医医院体检中心体检健康

者 44 例作为对照组。两组受试者性别、年龄及体质指

数（BMI）比较，差异无统计学意义（P>0.05，见表 1），

具有可比性。所有受试者对本研究知情同意。

表 1　两组受试者一般资料比较
Table 1　Comparison of general information between the two groups

组别 例数 性别
（男 / 女）

年龄
（x±s，岁）

BMI（x±s，
kg/m2）

对照组 44 15/29 48.3±10.5 24.85±2.01

哮喘组 122 41/81 47.7±10.9 25.33±4.51

χ2（t）值 0.003a 0.653 0.716

P 值 0.954 0.515 0.220

注：a 为 χ2 值；BMI= 体质指数

1.2　排除标准　（1）年龄 <18 周岁或 >65 周岁者；（2）

妊娠期或哺乳期妇女；（3）合并肺结核、肺纤维化及

呼吸衰竭者；（4）合并恶性肿瘤、免疫系统疾病、血

液系统疾病、内分泌系统疾病者；（5）合并精神病或

精神异常者。

1.3　主要试剂与仪器  

1.3.1　主要试剂　JC-1 购自美国 Sigma 公司，血小板

线粒体提取试剂盒（GMS10062.2VA）购自上海杰美基

因医药科技有限公司，三磷腺苷（ATP）检测试剂盒

（MAK190）购自 Sigma 公司，细胞色素 C 氧化酶（COX）

活性检测试剂盒（CYTOCOX1）购自 Sigma 公司，人 8-
异前列腺素（8-iso）酶联免疫分析试剂盒购自北京安

迪华泰科技有限公司，人硫代巴比妥酸反应物（TBARS）

酶联免疫分析试剂盒购自北京安迪华泰科技有限公司，

人过氧化脂质（LPO）检测试剂盒购自南京建成生物科

技有限公司，电镜专用的 5% 戊二醛固定液购自北京雷

根生物技术有限公司，0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（PBS）

购自 Sigma 公司。

1.3.2　主要仪器　酶标仪及分光光度计 Thermo1500 购

自美国 Thermo 公司，热恒温培养箱（KD-8D）购自上

海精宏实验设备有限公司，常温离心机（Thermo Sorvall 
ST16） 购 自 美 国 Thermo 公 司， 流 式 细 胞 仪（Guava 
easyCyte 8HT）购自德国 Merck 公司，低温离心机（Thermo 
LEGEND MICRO21）购自美国 Thermo 公司，高速冷冻

离心机（Thermo BIOFUGE STRATOS）购自美国 Thermo
公司。

1.4　检测方法

1.4.1　标本采集　留取体检健康者及支气管哮喘急性加

重期患者停用吸入性糖皮质激素后静脉血 18 ml，置于

乙二胺四乙酸（EDTA）管中备用。

1.4.2　血小板线粒体功能指标

1.4.2.1　标本处理　从 EDTA 管中取 1 ml 全血置于 2 ml 
EP 管中，4 ℃于 2 h 内分离血小板，检测膜电位；另取

1 ml 全血置于 2 ml EP 管中，4 ℃于 2 h 内分离血小板

并置于 -80 ℃环境下保存，检测 ATP；另取 10 ml 全血，

4 ℃于 2 h 内分离血小板并置于 -80 ℃环境下保存，检

测 COX 活性。

1.4.2.2　分离血小板　全血在 4 ℃环境下，2 000 r/min
离心 15 min，得到的上清即为富含血小板的血清，抽

取上清至于另一 1.5 ml EP 管中；4 ℃、2 000 r/min 离

心 15 min，弃上清；加入 1 ml PBS 混悬，4 ℃、2 000 r/
min 离心 15 min 后弃上清，此步骤重复两次，得到的沉

淀即为血小板。

1.4.2.3　 膜 电 位　 采 用 二 甲 基 亚 砜（DMSO） 溶 解

JC-1，充分混匀浓度为 1 μg/μl 作为储备液，并采用
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PBS 稀释至浓度为 2.5 ng/μl 的工作液，注意避光。流

式管中加 JC-1 工作液 2 μl、血小板混悬液 200 μl、
PBS 800 μl 混匀，37 ℃孵育 20 min 后上流式细胞仪。

观察细胞数 5 000 个，FL1 通道激发波长 488 nm，散发

波长 530 nm，获得黄色荧光，代表膜电位正常细胞；

FL2 通道激发波长 488 nm，散发波长 575 nm，获得绿

色荧光，代表膜电位损伤细胞。采用 GUAVA 软件分析

黄色荧光和黄色荧光比例即为膜电位。

1.4.2.4　ATP　采用 ATP 检测试剂盒检测线粒体 ATP，

严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.4.2.5　COX 活性　采用 COX 活性检测试剂盒检测线

粒体 COX 活性，严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.4.2.6　血小板超微结构　经差速离心法分离得到血小

板沉淀，加入 2.5% 戊二醛固定液 1 ml 进行固定，立即

送电镜室行树脂浸透、包埋，超薄切片，染色，采用透

射电镜观察血小板超微结构。

1.4.3　氧化应激指标　从 EDTA 管中取余下全血约 6 ml，
3 500 r/min 离心 15 min，分装于 EP 管中，-80 ℃环境

下保存，分别采用人 8-iso 酶联免疫分析试剂盒、人

TBARS 酶联免疫分析试剂盒、人 LPO 检测试剂盒检测

血清 8-iso、TBARS、LPO 水平，均严格按照试剂盒说

明书进行操作。

1.5　统计学方法　应用 SPSS 17.0 统计学软件进行数据

处理，符合正态分布的计量资料以（x±s）表示，采用

两独立样本 t 检验；不符合正态分布的计量资料以 M
（QR）表示，采用秩和检验；计数资料分析采用 χ2 检验；

支气管哮喘急性期患者血小板线粒体功能指标与氧化应

激指标的相关性分析采用 Pearson 相关分析。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　线粒体功能指标　哮喘组患者血小板线粒体膜电

位、ATP 及 COX 活性低于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05，见表 1）。两组受试者血小板线粒体膜电位

流式细胞图见图 1。

2.2　血小板超微结构　透射电镜下，哮喘组患者血小

板中可见细胞内管状结构增生，空泡形成增多，细胞基

质密度变小，有形细胞器数量减少，线粒体结构不清晰

（见图 2）；对照组受试者血小板中可见细胞内有形结

构基本正常，未见空泡增多，细胞器清晰可见（见图 3）。

2.3　氧化应激指标　哮喘组患者血清 8-iso、TBARS、

LPO 水平高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05，

见表 2）。

2.4　相关性分析　Pearson 相关分析结果显示，支气管

哮喘急性期患者血小板线粒体膜电位与血清 LPO 水平

呈负相关，血小板线粒体 ATP 与血清 8-iso 、TBARS
水平呈负相关，血小板线粒体 COX 活性与血清 8-iso 水

平呈负相关（P<0.05，见表 3）。

表 1　两组受试者血小板线粒体膜电位、ATP、COX 活性比较
Table 1　Comparison of membrane potential，ATP and COX activity of 
platelet mitochondria between the two groups

组别 例数
膜电位

（x±s）
ATP〔M（QR），

nmol/μl〕
COX 活性

（x±s，U/ml）
对照组 44 1.686±0.998 0.04（0.05） 1.673±1.437
哮喘组 122 0.676±0.268 0.08（0.11） 0.914±0.281

t（Z）值 -6.405 -3.911a -3.321
P 值 <0.05 <0.05 <0.05

注：ATP= 三磷腺苷，COX= 细胞色素 C 氧化酶；a 为 Z 值

图 1　两组受试者血小板线粒体膜电位流式细胞图
Figure 1　Flow cytometry results for membrane potential of platelet 
mitochondria in the two groups

注：A 为放大 15 000 倍，B 为放大 30 000 倍

图 2　哮喘组患者血小板超微结构图
Figure 2　Ultrastructural diagram of platelet in case group

图 2A 图 2B 图 3A 图 3B

 注：A 为放大 15 000 倍，B 为放大 30 000 倍

图 3　对照组受试者血小板超微结构图
Figure 3　Ultrastructural diagram of platelet in control group
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表 2　两组患者血清 8-iso、TBARS、LPO 水平比较（x±s）

Table 2　Comparison of serum levels of 8-iso，TBARS and LPO between 
the two groups

组别 例数 8-iso（ng/L） TBARS（ng/L） LPO（nmol/L）

对照组 44 235.89±174.26 2 188.87±233.81 8.79±4.97
哮喘组 122 518.57±440.96 2 950.73±449.47 14.92±5.14

t 值 5.873 4.638 6.837
P 值 <0.05 <0.05 <0.05
注：8-iso=8- 异前列腺素，TBARS= 硫代巴比妥酸反应物，LPO=

过氧化脂质

表 3　支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能指标与氧化应激
指标的相关性分析
Table 3　Correlation analysis on correlations of index of platelet 
mitochondrial function with index of oxidative stress in patients with acute 
attack of bronchial asthma

血小板线粒
体功能指标

8-iso（ng/L） TBARS（ng/L） LPO（nmol/L） 
r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值

膜电位 -0.100 0.273 0.020 0.805 -0.198 0.029
ATP -0.193 0.033 -0.203 0.025 -0.064 0.484

COX 活性 -0.423 <0.001 -0.050 0.584 -0.423 <0.001

3　讨论

肺部解剖学组织结构特殊，可同时受到内源性活性

氧和外源活性氧的威胁。外源性活性氧可导致气道功能

损伤，诱发哮喘等呼吸系统疾病，但当疾病及病理状态

形成后，即使阻断外源性活性氧的来源（如戒烟）也无

法停止活性氧的持续存在及其对组织的氧化损伤［3，5］，

故猜测此时持续存在的威胁可能是由内源性活性氧引

起，而线粒体呼吸作用是内源性活性氧的最主要来源。

线粒体是一种独立细胞器，是氨基酸、糖、脂肪等

营养物质进行氧化并释放能量的场所，其主要功能是氧

化磷酸化、合成 ATP、提供直接能量，并参与钙离子信

号传导、影响能量代谢和细胞凋亡，是自由基产生的主

要来源，机体 95% 的活性氧来源于细胞线粒体［6-7］。

线粒体功能异常主要由于线粒体数量减少、膜破坏、呼

吸链抑制、酶活性降低、线粒体 DNA（mtDNA）损伤

等引起能量代谢障碍、活性氧产生，进而导致一系列损

伤。生理情况下，蛋白质、脂肪、糖等物质在细胞质中

降解后可进入线粒体，经三羧酸循环产生的氢离子会进

入线粒体内膜，在电子传递链（呼吸链）COX 作用下，

与氧分子结合并进行氧化还原反应生成水和 ATP；但当

线粒体受损、功能障碍时，COX 活性降低、呼吸链抑制，

1 个或 2 个电子转移而导致氧化磷酸化过程异常，氧化

还原反应不完全而引起超氧阴离子等活性氧自由基过度

产生，造成活性氧蓄积及 ATP 合成减少，进而促发炎

性反应［8］。既往研究结果显示，线粒体功能障碍可能

参与气道上皮损伤及哮喘的发生［9-13］。

任何外源性或内源性病理因素均会导致呼吸链内

COX 活性降低，呼吸链抑制后氧化磷酸化反应和氧代

谢异常，ATP 释放减少及活性氧、自由基释放增加等。

COX 活性可反映线粒体呼吸链功能。膜电位是指细胞

膜内外电位差，当 ATP 释放减少时细胞膜内外离子浓

度发生改变，进而导致膜电位下降。此外，线粒体功能

还与线粒体数量有关。本研究结果显示，哮喘组患者血

小板线粒体膜电位、ATP 及 COX 活性低于对照组；且

哮喘组患者血小板内线粒体等细胞器数量减少，细胞基

质密度变小，空泡形成增多，提示支气管哮喘急性发作

期患者血小板线粒体功能损伤，主要表现为呼吸链抑制，

且呼吸链抑制可导致内源性活性氧增加，进而引发支气

管哮喘。

8-iso 是氧化应激的重要生物标志物。TBARS 则涵

盖了大部分氧化损伤产生的全酮类物质，故被作为衡量

氧化应激的有效指标。LPO 是体内细胞膜结构中的多

介不饱和脂肪酸受到氧自由基作用生成的脂质过氧化产

物。本研究结果显示，哮喘组患者血清 8-iso、TBARS、

LPO 水平高于对照组，与既往研究结果相一致［1-2］，提

示哮喘患者存在氧化应激。为了进一步探究线粒体功能

损伤引起哮喘的可能机制，本研究进一步行相关性分

析，结果显示，支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒

体膜电位水平与血清 LPO 水平呈负相关，血小板线粒

体 ATP 与血清 8-iso、TBARS 水平呈负相关，血小板线

粒体 COX 活性与血清 8-iso、LPO 水平呈负相关，提示

支气管哮喘急性发作期患者血小板线粒体功能损伤与氧

化应激有关。

综上所述，支气管哮喘急性发作期患者存在血小板

线粒体功能损伤，主要表现为呼吸链抑制，且血小板线

粒体功能损伤与氧化应激有关，对探究支气管哮喘的发

病机制具有一定参考价值。但本研究样本量较小，且尚

不能明确血小板线粒体功能损伤与氧化应激的因果关

系；此外，线粒体抗氧化剂可能为支气管哮喘的治疗提

供新的思路，均有待进一步研究探讨。
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