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哮喘患者血浆 ＡＤＭＡ与 ＭＴＰ、ＡＴＰ、ＳＤＨ及细胞色素
氧化酶活性的相关性


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（宜兴市肿瘤医院 检验科，江苏 宜兴　２１４２００）

［摘　要］目的：分析哮喘急性发作患者血浆二甲基精氨酸（ＡＤＭＡ）水平与线粒体膜电位（ＭＴＰ）、腺苷三磷酸
（ＡＴＰ）、琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）及细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）活性的相关性。方法：选取哮喘急性发作患者３０例为
哮喘组，同期正常体检者３０例为对照组，取两组被捡者清晨空腹静脉血，分离血浆和中间层（含血小板），采用高
效液相法检测两组受检者的血浆ＡＤＭＡ水平，生物发光法测定两组的ＡＴＰ含量；检测血小板ＭＴＰ、ＡＴＰ及ＳＤＨ，
分析哮喘组患者血浆ＡＤＭＡ水平与血小板线粒体ＭＴＰ、ＡＴＰ含量、ＳＤＨ及ＣＯＸ活性的相关性。结果：哮喘组血
浆ＡＤＭＡ水平较对照组下降，ＭＴＰ、ＡＴＰ、ＣＯＸ及ＳＤＨ较对照组下降（Ｐ＜００５）；哮喘组一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活
性、一氧化氮（ＮＯ）含量变化与对照组比较，ＮＯ生成明显减少、ＮＯＳ活性明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；哮喘组血浆ＡＤＭＡ浓度与反映血小板线粒体功能的４个指标（ＭＴＰ、ＡＴＰ、ＳＤＨ、ＣＯＸ）均呈负相关。结论：
哮喘急性发作患者线粒体功能障碍与血浆内源性 ＡＤＭＡ浓度升高，其机制为 ＡＤＭＡ导致线粒体功能障碍可能
与减少ＮＯ生成，增加氧化应激。

［关键词］哮喘持续状态；二甲基精氨酸；线粒体膜电位；腺苷三磷酸；细胞色素氧化酶
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　　支气管哮喘（简称哮喘）属于一种异质性的疾
病，其病理特征是慢性气道炎症。炎性介质会导致

炎性细胞聚集以及活化，临床表现为不同程度的气

道高反应性、气道阻塞、过量的黏液分泌以及免疫

球蛋白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）水平升高［１－２］，哮

喘的发病率以及病死率逐渐上升［３－５］。哮喘患者

无论是急性发作期还是缓解期，都会出现机体活性

氧增加以及氧化或抗氧化失去平衡，氧化应激反应

会对哮喘的发生发展起到直接的促进效果［７－９］。

线粒体功能障碍会诱发活性氧增加、引发哮喘发病

或加重［１０－１１］；二甲基精氨酸（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ，ＡＤ
ＭＡ）是一种内源性的一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）抑制剂，可以与左旋 －精氨酸（Ｌ
Ａｒｇ）及 ＮＯＳ结合，从而使一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）生成量变少［１２］，从而干预体内氧化应激水平。

本研究分析哮喘急性发作患者血浆 ＡＤＭＡ水平与
线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎ
ｔｉａｌ，ＭＴＰ）、腺苷三磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ
ａｃｉｄ，ＡＴＰ）、琥珀酸脱氢酶（ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＳＤＨ）及细胞色素氧化酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅ，
ＣＯＸ）活性的相关性。

１　资料与方法

１１　一般资料
选取２０１７年１月～２０１８年２月哮喘急性发作

患者 ３０例作为哮喘组，男 １７例、女 １３例，平均
（３１５２±３０９）岁；其中１２例为病情轻度组、１８例
为病情中度组，病程１周 ～４０年；８例有激素应用
史。另选取正常体检人群３０例作为对照组，男１９
例、女１１例，平均（３１９９±３２３）岁。哮喘急性发
作患者入选标准：符合中华医学会呼吸病学分会发

布的《支气管哮喘防治指南》中的支气管哮喘急性

发作期诊断标准［３］。哮喘急性发作患者排除标

准：（１）支气管哮喘缓解期患者，（２）支气管哮喘病
情严重度Ⅳ级患者，（３）上呼吸道以及气管、支气

管内肿瘤，心源性哮喘或其他能够导致哮喘的器质

性疾病患者，（４）已经进行其他有关治疗，可能对
本研究的效应指标观测造成影响的患者，（５）合并
有心、肝、肾以及造血系统等危及生命的原发性疾

病及精神病患者，（６）不能配合系统治疗、对疗效
无法判断 或者资料不全对疗效和安全性造成影响

的患者。

１２　方法
１２１　分组　哮喘急性发作患者３０例为哮喘组，
同期正常体检者３０例为对照组，两组患者性别、年
龄和体质量比较差异无统计学意义，具有可比性。

见表１。

表１　两组受试者一般资料比较（ｎ＝３０）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｒａｌｄａｔａｉｎ

ｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

组别
性别比例

（男／女）
年龄（岁） 体质量（ｋｇ）

对照组 １４／１６ ６２０８±８４５ ６６４３±９３６
哮喘组 １６／１４ ６１０３±６６２ ６５８２±８５４
χ２／ｔ　 ０５２３ １１３６ １２０９
Ｐ　 　 ０４８２ ０４３７ ０４２０

１２２　血浆 ＡＤＭＡ水平　两组患者入院后次日
晨起空腹采集外周血５０ｍＬ。将ｌｍＬ血浆添加５
磺基杨酸沉淀蛋白，离心后取出１０μＬ血浆样本添
加１００μＬ／ｍｉｎ为流速，通过柱处理后采取 ＭＳ
２０１０高效液相质谱仪测定ＡＤＭＡ含量。
１２３　血小板线粒体 ＡＴＰ水平　两组患者入院
后次日晨起空腹采集外周血５０ｍＬ。将５ｍＬ血浆
在４℃的条件下进行１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５～１０ｍｉｎ，
取中间层，在避光条件下取闪烁杯将其标记成标准

管和测定管，并添加１００μＬ荧光素酶 ＡＴＰ检测工
作液，使用裂解液将 ＡＴＰ标准溶液稀释成不同浓
度，将其快速混匀，间隔至少２ｓ后，采用液闪仪和
酶标仪检测各标准管单位时间转化底物数（ＣＰＭ）
和相对光单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ，ＲＬＵ）值，绘制标
准曲线，用考马斯亮兰试剂盒检测蛋白含量。
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１２４　血小板 ＭＴＰ　取０１μｍｏｌ／Ｌ罗丹明１２３
添加反应介质，反应介质包含 ７ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、
１５０ｎｍｏｌ／Ｌ蔗糖、３０ｍｍｏｌ／ＬＫＯＨＨＥＰＥＳ、５ｍｍｏｌ／
ＬＫ２ＨＰ０４，ｐＨ为７０～８０，在３７℃条件下用荧光
分光光度计测定血小板线粒体荧光值。

１２５　血小板线粒体ＣＯＸ　取１０μＬ的线粒体悬
液，添加到具有亚铁细胞色素 Ｃ的反应底物中，在
５５０ｎｍ处测定亚铁细胞色素Ｃ吸光度值。
１２６　线粒体ＳＤＨ的活性　将１００μＬ线粒体悬
液放置到清洗完毕的比色皿，添加反应底物以及辅

助因子等试剂，５ｓ时在６００ｎｍ处测定吸光度ＯＤ１
值，１ｍｉｎ后对吸光度 ＯＤ２值进行测定，计算线粒
体悬液中琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）的活性。
１２７　ＮＯ含量测定　抽取血浆５ｍＬ，在在３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，测定管取血浆的上清０５ｍＬ，标
准管取１０μｍｏｌ／Ｌ的标准应用液０１ｍＬ与双蒸水
０４ｍＬ进行混合，充分旋涡混匀３０ｓ，在室温的条件
下静置４０ｍｉｎ后，３５００～５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，抽
取上清 ０８ｍＬ添加显色剂 ０６ｍＬ，进行混合摇
匀，在室温条件下静置１０ｍｉｎ，使用蒸馏水进行调
零，采取分光光度计在５５０ｎｍ处对每管的光密度
值进行测定。

１２８　ＮＯＳ活性测定　测定管放置１０％的血浆
５ｍＬ，空白管放置双蒸水 ５０μＬ，每管添加底物
２００μＬ缓冲液、１０μＬ促进剂及１００μＬ显色剂，混
合均匀后放置在３７℃水浴准确反应１５ｍｉｎ，取出
后添加１００μＬ透明剂和２ｍＬ终止液，混合均匀
后，采用分光光度计在５３０ｎｍ处测定光密度值。
１３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２００统计软件（美国 ＩＢＭ公司）进
行分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，各
组数据采用 ｔ检验；计数资料用百分率（％）表示，
采用χ２分析，相关性分析使用皮尔逊相关分析 Ｐ
＜００５代表差异有统计学意义。

２　结果

２１　血浆ＡＤＭＡ浓度
哮喘组患者血浆ＡＤＭＡ浓度为（１５３±０６１）

ｍｍｏｌ／Ｌ，较对照组（３２７±０９５）ｍｍｏｌ／Ｌ降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２２　线粒体功能

哮喘组患者线粒体ＭＴＰ、ＡＴＰ、ＣＯＸ及ＳＤＨ变
化与对照组比较均降低，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）。见表２。

表２　哮喘组患者与对照组线粒体ＭＴＰ、
ＡＴＰ、ＣＯＸ及ＳＤＨ（ｘ±ｓ，μｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｂ．２　ＭＴＰ，ＡＴＰ，ＣＯＸａｎｄＳＤＨｏｆａｓｔｈｍａ
ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

指标 ＭＴＰ ＡＴＰ ＣＯＸ ＳＤＨ
对照组 ２９５８±５３７ ８９３±４５９ ２９９±００７３５１±００９
哮喘组 １１４６±２７５ ３２６±０９９ １５３±００５１７２±００４
　ｔ ９５３５ １１３０５ １１３０５ １３０２５
　Ｐ ０００５ ０００２ ０００２ ０００１

２３　ＮＯＳ活性、ＮＯ含量
哮喘组患者ＮＯＳ活性、ＮＯ含量变化与对照组

比较，ＮＯ生成明显减少，ＮＯＳ活性明显降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　哮喘组患者与对照组血浆ＮＯＳ活性、
ＮＯ含量变化（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　ＰｌａｓｍａＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＮＯｌｅｖｅｌｓｏｆ
ａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

指标
血浆

ＮＯＳ ＮＯ
对照组 ５８１±０２５ １７３９±２９４
哮喘组 ２３７±０１１ ６０５±１２２
　ｔ ５６３２ １５３２７
　Ｐ ０００９ ０

２４　相关性
对哮喘组患者血浆 ＡＤＭＡ浓度与线粒体

ＳＤＨ、ＣＯＸ、ＭＴＰ及ＡＴＰ含量进行线性相关分析表
明，哮喘组血浆ＡＤＭＡ浓度与反映线粒体功能的４
个指标（ＳＤＨ、ＣＯＸ、ＭＴＰ、ＡＴＰ）均呈负相关，ＡＤ
ＭＡ与线粒体ＳＤＨ的ｒ＝－０６１、Ｐ＝０００１，ＡＤＭＡ
与线粒体ＣＯＸ的 ｒ＝－０６９、Ｐ＝００００，ＡＤＭＡ与
线粒体ＭＴＰ的ｒ＝－０６５、Ｐ＝００００，ＡＤＭＡ与线
粒体 ＡＴＰ含量的 ｒ＝－０４１、Ｐ＝００３９；皮尔逊相
关系数均具有统计学意义（Ｐ＜００５）。

３　讨论

支气管哮喘属于一类气道结构上发生的病变，

而不仅仅是气道功能出现的紊乱，类气道结构发生

的紊乱。哮喘的发病机制为支气管平滑肌痉挛，不

同严重程度或者不同病期的哮喘患者多有气道炎

症的存在［１３－１４］。哮喘慢性气道炎症学说的成立给

支气管哮喘的治疗造成了完全的改变，从对解痊平
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喘进行控制从而转变为对气道炎症进行控制的抗

炎治疗［１５］。哮喘急性发作的主要特征是喘息、气

急、咳嗽以及胸闷等，其主要特征是患者的呼吸发

生困难，呼气流量突然变弱，该症状主要因为长期

接触变应原等刺激物或者治疗手段不合适等所引

发［１６］。哮喘患者无论是急性发作期或者是缓解期

都具有机体活性氧变多以及氧化／抗氧化失去平
衡，氧化应激反应对哮喘的发生发展具有明显的促

进效果。细胞代谢和免疫功能在疾病的发生发展

的机制中发挥关键作用［１７］。不对称 ＡＤＭＡ属于
内源性的 ＮＯＳ抑制剂，其可与 ＮＯＳ结合，从而降
低ＮＯ的生成［１８］。本研究对哮喘急性发作患者与

对照组不对称 ＡＤＭＡ浓度变化进行比较，哮喘急
性发作患者血浆ＡＤＭＡ浓度明显降低。本研究推
测不对称ＡＤＭＡ可引发过氧亚硝基阴离子明显变
多，进而引发线粒体功能出现障碍，进而产生的过

量的活性氧进而导致氧化应激，从而对哮喘发病造

成影响。在哮喘的发病机制中，线粒体功能出现障

碍发挥关键作用，在哮喘患者的气道中线粒体功能

多出现障碍，且其与小鼠变多的过敏性气道炎症具

有相关性［１９］。哮喘大鼠的气道上皮细胞凋亡上

调，气道上皮细胞基质胶原沉积变多，线粒体的数

量增多，但线粒体的结构紊乱，多形成板层体和线

粒体空泡［１９］。本研究发现，哮喘急性发作病人气

道粘膜的线粒体ＳＤＨ和细胞色素Ｃ氧化酶的活性
变弱；而且线粒体 ＭＴＰ变低，ＡＴＰ生成明显减少。
该结果说明哮喘急性发作病人线粒体功能出现障

碍。此外，相关性分析表明不对称 ＡＤＭＡ浓度与
线粒体ＳＤＨ、细胞色素 Ｃ氧化酶、线粒体 ＭＴＰ以
及ＡＴＰ含量均呈负相关。外源性 ＮＯＳ抑制剂 Ｌ
ＮＡＭＥ能够导致大鼠肝细胞线粒体 ＭＴＰ下降，而
ＮＯ供体ＳＮＡＰ则能够缓解大鼠肝细胞线粒体ＭＴＰ
的变弱。这说明内源性 ＡＤＭＡ的提升与哮喘急性
发作病人线粒体功能障碍可能具有直接关系。不

对称 ＡＤＭＡ能够提升氧化应激的产生。不对称
ＡＤＭＡ还能够对 ＮＯＳ产生抑制从而发生氧化应
激，不对称 ＡＤＭＡ能够使 ＮＯＳ解偶联。其使 ＮＯ
的合成前体 Ｌ精氨酸与 ＮＯＳ之间电子传递脱偶
联，使Ｏ２变成唯一的受电子体，从而导致超氧阴离
子产生变多，氧化应激明显变强。此外，其降低

ＮＯ的合成［２０］。本研究发现，哮喘患者气道粘膜

ＮＯＳ活性以及ＮＯ含量都出现明显降低，说明 ＡＤ
ＭＡ导致细胞中 ＮＯＳ解偶联，ＮＯ合成变少，细胞
内还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｒｅｄｕｃｅｄ

ｆｏｒｍｏｆｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＮＡＤＰＨ）消耗变少。

综上所述，哮喘急性发作病人线粒体功能障碍

与血浆内源性 ＡＤＭＡ浓度升高密切相关。ＡＤＭＡ
导致线粒体功能障碍可能与减少ＮＯ生成，增加氧
化应激，抑制线粒体生物合成有关。
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３１１

　１期 李茂林等　哮喘患者血浆ＡＤＭＡ与ＭＴＰ、ＡＴＰ、ＳＤＨ及细胞色素氧化酶活性的相关性


