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摘要　目的：通过对“上火”人群中细胞因子激活素Ａ（ＡｃｔｉｖｉｎＡ）及Ｅ选择素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）血清含量的测定以及外周血单个
核细胞基因表达水平检测，探讨激活素Ａ及Ｅ选择素在“上火”人群发病机制的影响和作用。方法：采集临床患者血液样
本并提取血清及外周血单个核细胞。应用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定血清中激活素Ａ及Ｅ选择素的含量，应用ＲＴ
ＰＣＲ法检测激活素Ａ及Ｅ选择素的基因表达水平。结果：“上火”患者血清中ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的水平以及外周血单个
核细胞ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ基因表达水平高于正常平和质人群；观察组外周血中 ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的基因表达水平高于
阴虚“上火”人群。结论：“上火”是一种局部的炎性反应，机体内环境在多种因素的作用下激活素 Ａ水平升高，影响炎性
反应介质的作用或者本身作为一种炎性反应介质活化血管内皮细胞刺激Ｅ选择素的分泌与合成，诱导炎性反应，这是“上
火”机制之一。
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　　“上火”是指人体阴阳失衡，表现为目赤、口疮、
口腔溃疡、牙龈肿痛、咽痛、口干、尿赤、便干等一系

列热象的疾病［１］。课题组前期大规模流行病学调查

发现，引起“上火”的因素主要有情志、饮食、药物

等［２］。“上火”常见实热“上火”与阴虚“上火”２种
证型［３］。课题组前期利用细胞因子芯片检测６例阴
虚“上火”患者“上火”前后血清细胞因子的变化，结

果发现下调的细胞因子有１０种，上调的细胞因子有
２３种，其中发现细胞因子 ＡｃｔｉｖｉｎＡ和 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ明
显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），提示细胞因
子在“上火”的发病过程中发挥作用。本研究拟在

上述基础上，进一步从细胞分子生物学角度探讨

ＡｃｔｉｖｉｎＡ和 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ对２种不同类型上火患者的
影响。

１　资料与方法
１１　一般资料　选取浙江中医药大学第一附属医
院招募的临床志愿者４８例，随机分为实热组、阴虚
组、对照组，每组１６例，其中男２１例，女２７例，平均
年龄为３８８３岁。分别采集促凝管及抗凝管血液，
促凝管提取血清，抗凝管提取单核细胞，３组间年龄及
性别比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
１２　诊断标准　实热“上火”和阴虚“上火”诊断标
准需符合“上火”诊断标准外还应符合自身证候标

准，具体如下：实热“上火”诊断标准：１个主症 ＋舌
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象或脉象（主症：眼眵或痰、发热或恶热、目赤、面红、

牙龈肿痛、大便秘结；舌脉：舌红苔黄燥、脉数有力）；

阴虚“上火”诊断标准：１个主症 ＋舌象或脉象（主
症：手足心热、两颧潮红、午后潮热；舌脉：舌红苔少

或无或剥、脉细数）；２）平和质健康人群（作为正常
对照组），符合《中医体质分类及判定》中平和质的

判定标准；３）患者年龄在１８～６０岁之间；并且无心
脑肝肾等重要脏器疾病者；４）自愿参加本试验并同
意签署知情同意者。

表１　临床样本情况本

组别
性别（例）

男 女
年龄（岁）

实热组（ｎ＝１６） ７ ９ ３８３８±１１４８
阴虚组（ｎ＝１６） ５ １１ ４０８８±１１５６
对照组（ｎ＝１６） ９ ７ ３３２５±６５２

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

１３　纳入标准　１）符合入选标准的实热、阴虚“上
火”人群，具体标准如下：采用专家咨询法，经过多轮

专家咨询，确定“上火”的诊断标准：１个主症（头面
部症状）或２个次症（至少１个头面部症状）。其中
主症为：牙龈肿痛、咽喉肿痛、口臭、口腔溃疡、鼻疮

疖、热疮、口苦、目赤干涩；次症为：口角糜烂、目眵增

多、口渴、舌痛、鼻衄、鼻腔干燥、大便干结、心烦、小

便黄、多食易饥、五心烦热、痔疮发作、潮热。

１４　排除标准　１）不符合纳入标准者；２）合并各系
统靶器官严重病变、肿瘤、精神障碍等疾病的患者；

３）怀孕及哺乳期妇女；４）研究过程中认为有不适宜
入选情况者。

１５　试剂与仪器　ＡｃｔｉｖｉｎＡ、ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ试剂盒均购
自武汉博士德生物工程有限公司，多功能酶标仪购

自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）、Ｒｎａｓｅ抑
制剂、ｍＲＮＡ、ＭＭＬＶ逆转录酶购于日本 ＴＡＫＡＲＡ
公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｂｉｏｒａｄ
Ｔ１００梯度 ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ）、微量
核酸测量仪（３３００ＰｒｏＡｍｅｒｓｈａｍｕｌｔｒｏｓｐｅｃ）。
１６　检测指标与方法
１６１　酶联免疫吸附法检测 ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的
含量　促凝管取血后立即混匀，室温静置４５ｍｉｎ后
离心取血清。按说明书将不同浓度标准品及稀释好

的样品加入酶标板后封板，加入生物素抗体、ＴＭＢ
显色液、终止液等试剂，用酶标仪在４５０ｎｍ测定ＯＤ
值。绘制标准曲线。

１６２　ＲＴＰＣＲ实验检测 ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的基
因表达量　引物设计：根据Ｐｒｉｍｅｒ５０引物设计软件

设计，由上海生物工程有限公司合成，各引物序列见

表２。

表２　引物序列

ｃＤＮＡ 引物 引物序列

ａｃｔｉｖｉｎＡ 上游引物 ５′ＴＧＧＴＡＴＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧ３′
下游引物 ５′ＧＣＴＧＧＡＣＡＡＴＧＡＣＡＡＣＡＡＣ３′

Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ 上游引物 ５′ＧＡＡＧＧＡＴＧＧＡＣＧＣＴＣＡＡＴＧ３′
下游引物 ５′ＣＴＧＧＣＡＴＡＧＴＡＧＧＣＡＡＧＡＡＧ３′

ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５′ＣＴＧＣＣＡＡＣＧＴＧＴＣＡＧＴ３′
下游引物 ５′ＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧＣＣＡ３′

　　提取外周血单个核细胞后，再提取 ＲＮＡ并进行
逆转录成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增的目的基因为 ａｃｔｉｖｉｎＡ、
Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ，以ＧＡＰＤＨ为内参。反应条件为：９５℃ ３
ｍｉｎ预变性，然后按９５℃３０ｓｅｃ，５５℃３０ｓｅｃ，７２℃
１ｍｉｎ，反应４５个循环，最后７２℃ １０ｍｉｎ延伸。
１７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件对数
据进行统计学分析，实验数据用均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示。多组间比较采用方差分析法，方差齐性时
组间两两比较采用ＬＳＤｔ法，方差不齐时采 Ｋｒｕｓｋａｌ
ｗａｌｌｉｓＨ检验。均采用双侧检验，以Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　血清 ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ含量在上火人群中的
表达　上火组 ａｃｔｉｖｉｎＡ血清含量与对照组比较，阴
虚组血清含量有一定程度降低，但差异无统计学意

义（Ｐ＞００５）；实热组显著升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；与阴虚组比较，实热组血清含量也显著
上升，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。上火组 Ｅｓｅ
ｌｅｃｔｉｎ血清含量与对照组比较，阴虚组有一定程度升
高，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；实热组血清含
量显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与阴虚
组比较，实热组血清含量升高，但差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。见表３。

表３　各组血清ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ含量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ａｃｔｉｖｉｎＡ Ｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

阴虚组（ｎ＝１６） ４４７５０±５１５７△ ９９７０５９±１１９４７８
实热组（ｎ＝１６） ７１９８５±２６０６２ １１１１６０３±１０２２２３

对照组（ｎ＝１６） ５０６５４±９６２４ ８９１０１０±１５７９５４

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与实热组比较，△Ｐ＜００５

２２　外周血 ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ基因水平在上火人
群中的表达　上火组 ａｃｔｉｖｉｎＡ的表达水平与对照组
比较，实热组表达水平升高，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），阴虚组表达有一定程度降低，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）；与阴虚组比较，实热组表达水平
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显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表４。
上火组Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的表达水平与对照组比较，实热组
表达水平显著升高（Ｐ＝００１３）；阴虚组表达水平升
高不明显，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）与阴虚组
比较，实热组显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表５。

图１　各组血清ａｃｔｉｖｉｎＡ含量
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与实热组比较，Ｐ＜
００５

图２　各组Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ血清含量

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

表４　各组ａｃｔｉｖｉｎＡ基因表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ａｃｔｉｖｉｎＡ△ｃｔ ＧＡＰＤＨ△ｃｔ ２－△△ｃｔ

实热组（ｎ＝１６）４７４６±２８９８ ２０６３３±３５２３３０３５８±３３４５７

阴虚组（ｎ＝１６）８７３１±３２７３ １７３２８±２４１７ ２３０３±２８２６△

对照组（ｎ＝１６）８１３６±３４７１ １７３６９±１５０８ ５００８±６６５９

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与实热组比较，△Ｐ＜００５

表５　各组Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ基因表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ△ｃｔ ＧＡＰＤＨ△ｃｔ ２－△△ｃｔ

实热组（ｎ＝１６）１０８６１±１７３６２０６３３±３５２３１５１８６±１６６３４

阴虚组（ｎ＝１６）１５５２８±３１２６１７３２８±２４１７ １７８８±２２６７△

对照组（ｎ＝１６）１４８３６±１３６４１７３６９±１５０８ １３６８±０９７４

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与实热组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
３１　中医对“上火”的认识　中医对“上火”的认识
历史悠久，明·陈嘉谟所撰《本草蒙荃》：“若研末鸡

清调稠，可敷上火疮取效”其中“上火疮”的叙述是

课题组目前发现最早的有关“上火”的文献记载。

“上火”一般分为“实火”和“虚火”２大类［４５］。实热

“上火”多由于外邪内侵、过食辛辣等刺激，造成脏

腑功能失调引起。阴虚“上火”多因内伤劳损所致，

如久病精气耗损、劳伤过度，阴血虚损而生内热，内

热进而化虚火。《景岳全书·卷十五杂证谟·论火

证》指出“凡察火证，必须察其虚实”，认为分清火证

虚实之因是诊断的首要任务。《景岳全书·卷三传

忠录·命门余义》：“实热之火其来暴，而必有感触

之故；虚热之火其来徐，而必有积损之因，此虚火实

火之大有不同也”。因此，分清虚实对“上火”的辨

证与治疗都具有重要意义。

图３　各组ａｃｔｉｖｉｎＡ、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ基因表达水平

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与阴虚组比较，△Ｐ＜００５

３２　“上火”与炎性反应之间的关系　一般情况下
“上火”是一种局部的炎性反应，人体受到环境、饮

食、心理、感染等诸多因素刺激作用下，机体分泌炎

性反应介质，使局部组织产生炎性反应而表现出“上

火”的各种临床表现。如“上火”患者常有反复发作

的口腔溃疡，溃疡的发生与炎性反应密切相关。有

研究发现与正常人比较复发性口腔溃疡患者外周血

中促炎介质明显升高［６］，抑炎介质水平则明显下降，

调节性 Ｔ细胞数量减少，机体自身免疫耐受能力降
低。此外牙龈炎在“上火”人群中常有发生，作为牙

周病的一种重要类型，也与炎性反应关系紧密。牙

周病防治的关键在于控制菌斑，而在炎性反应急性

期抗菌药物的应用不容忽视。可见“上火”患者的

一些临床表现是由于抗炎与抑炎的平衡被破坏，过

度免疫反应导致组织的破坏而引起的。

３３　激活素Ａ、Ｅ选择素与“上火”的关系　细胞因
子参与介导和调节固有免疫及适应性免疫应答、调

节细胞生长分化、参与炎性反应发生和创伤愈合等，

其表达异常可使机体免疫调节紊乱产生疾病，许多

难治性疾病都与机体细胞因子功能紊乱有关［７８］。

前期“上火”的免疫调节通路变化研究中，利用基因

芯片技术对造模后的大鼠血清细胞因子进行检测，

发现２７个细胞因子２倍上调，１个细胞因子显著下
调。而对６例“上火”患者血清进行芯片分析，下调
的细胞因子有１０种，发现上调的细胞因子有２３种，
其中激活素Ａ和 Ｅ选择素升高明显。可见“上火”
的发生与细胞因子功能紊乱密切相关。激活素 Ａ
（ＡｃｔｉｖｉｎＡ）又称免疫抑制因子 Ｐ，属于转化生长因
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子β（ＴＧＦβ）超家族成员［９］。在骨髓、脾脏、肝脏、

血管内皮细胞、单核细胞、巨噬细胞等多种组织中均

有发现，具有多种生物学作用。如参与初期胚胎形

成，诱导造血干细胞增殖和分化、抑制活化巨噬细胞

活性等［１０］。此外激活素Ａ还对组织修复，炎性反应
恢复和组织再生、分化有着重要的调节作用［１１１２］。

有研究［１３］发现激活素 Ａ在体内外均能刺激小鼠腹
腔巨噬细胞ＩＬ１β及 ＩＬ６分泌，还能增强小鼠腹腔
巨噬细胞吞噬和吞饮功能。多项实验均显示炎性反

应、机体急性期反应与激活素 Ａ有关［１４１５］。可见在

机体急性反应期或炎性反应早期，激活素 Ａ参与早
期天然免疫应答的调节过程，通过影响炎性反应介

质的作用而调节机体的免疫功能，进而影响机体的

生理平衡。

Ｅ选择素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）属于选择素家族，是一类异
亲型结合、Ｃａ２＋依赖的Ｉ型单链跨膜糖蛋白细胞黏附
分子［１６］。有研究［１７］发现选择素的主要作用是在炎性

反应发生时介导白细胞与血管内皮细胞的识别及起

始黏附，参与白细胞越过血管进入炎区组织。还有研

究［１８］证实在感染及炎性反应发生的过程中，Ｅ选择素
通过与其相应的配体相结合后介导白细胞与血管壁

接触，使白细胞在血管壁上缓慢滚动，即而启动一系

列反应，最终导致白细胞在炎性反应区内集中。

激活素Ａ和 Ｅ选择素作为２种重要的细胞因
子，在维持机体正常免疫功能和生理平衡举足轻重

的作用。有研究［１９］发现 ＴＧＦβ能够影响细胞黏附
分子的表达是显著延长心脏移植存活时间的作用机

制之一。并且炎性反应组织释放的白细胞介素、肿

瘤坏死因子及转化生长因子β（ＴＧＦβ）等细胞因子
可活化血管内皮细胞上的 Ｅ选择素，促进其合成分
泌而发挥作用。从ＴＧＦβ与细胞黏附分子在炎性反
应中的相互作用，可见作为ＴＧＦβ超家族中的重要成
员激活素可在一定条件下影响炎性反应介质的作用

或者本身作为一种炎性反应介质活化血管内皮细胞

刺激Ｅ选择素的分泌与合成，进而共同影响机体生理
平衡，产生“上火”这类局部炎性反应。故本研究在前

期基因芯片技术研究的基础上筛选出激活素Ａ和Ｅ
选择素作为研究对象，进一步探讨２者在“上火”疾病
发生发展中的作用，以及２者的相互作用关系。本次
研究的结果也说明激活素Ａ和Ｅ选择素在诱导“上
火”局部炎性反应中起到了一定作用。

综上所述，“上火”患者血清中激活素 Ａ和 Ｅ选
择素的水平均较正常人群有所升高，同时外周血单

核细胞中激活素 Ａ和 Ｅ选择素的基因表达水平也

较正常人群有所升高。说明机体内环境在多种因素

的作用下激活素Ａ水平升高，影响炎性反应介质的
作用或者本身作为一种炎性反应介质活化血管内皮

细胞刺激Ｅ选择素的分泌与合成，诱导炎性反应影
响机体生理平衡，从而引发“上火”。
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