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MicroRNA-21之表現與兒童氣喘發生之相關 

摘要： 

IL-12 是促進細胞免疫的免疫調節細胞因子，可影響 IL-4 與 IL-5 的表現；而

IL-4 已被證實相關於第二型輔助 T 淋巴球 (Th2細胞) 的分化，並且可增加循環

中 IgE和嗜伊紅性白血球的量；IL-5 則是相關於嗜伊紅性白血球的分化、活化以

及維持。重要的是，IL-12p35可能是 miRNA-21的標的基因，miRNA-21的增加

表現可能貢獻於減低的 IL-12；然而，miRNA-21 的表現和氣喘發生之間的關聯

並未被探討。我們設計一個以醫院為基礎的病例對照研究來評估 miRNA-21表現

與兒童氣喘發生之相關，總計 31名氣喘病例以及 31名健康對照被納入本研究進

行分析。研究對象的個人特徵資料，是經由面對面的問卷訪視所收集。血清 IL-12

之測定，是使用酵素連結免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent assay) 分

析；miRNA-21的表現則是以聚合酶鏈鎖反應 (polymerase chain reaction) 加以測

定。我們的結果顯示，miRNA-21低度表現的兒童相較於 miRNA-21高度表現的

兒童，具有顯著較高之氣喘發生危險 (matched relative risk = 3.29, 95% confidence 

interval = 1.04-10.38)；並且氣喘兒童的 miRNA-21表現量是負向相關於其循環中

之 IL-12 濃度 (r = -0.47, P = 0.008)。因此，miRNA-21在兒童氣喘發展中可能扮

演調控的角色。 

 

前言： 

在兒童族群中，氣喘是種常見的慢性疾病；許多流行病學的研究也指出，氣

喘的盛行率在已開發及開發中國家中有增加的趨勢 [1-3]。氣喘的特徵為呼吸道

阻塞 (airway obstruction)、呼吸道過度反應 (airway hyperresponsiveness) 與發



炎、以及重塑 (remodeling) [4]。而環境因子的改變，包括生活習慣、飲食、空

氣污染、過敏原暴露，以及病毒性的呼吸道感染，很可能對於氣喘發展扮演重要

的角色 [5-7]。然而，兒童是較成人容易產生氣喘，這是源於基因及環境因素的

共同作用 [8, 9]。因此，瞭解氣喘的決定因子，將有助於發展出預防氣喘發生的

策略。  

Th1和 Th2細胞是主要的 CD4+ T 輔助細胞 (CD4+ T helper cell) 亞型，各自

分泌獨特的細胞激素 (cytokines)，並且相互調節不同種類的免疫反應 [10, 11]。

Th1細胞分泌細胞間白素 (interleukin [IL])-2、干擾素 (interferon [IFN])-γ、以及

腫瘤壞死因子 (tumor necrosis factor [TNF])-β；而 Th2細胞製造 IL-4、IL-5、IL-6、

IL-10 及 IL-13。如果免疫反應趨向以 Th2 的表現來對抗環境中無害的抗原，則

可能發生如氣喘的過敏性疾病。Th2細胞激素控制具有發炎性氣喘反應的主要成

分，包括免疫球蛋白 E (immunoglobulin [Ig] E) 同質型轉換 (isotype switching)、

黏液的製造，以及嗜伊紅性白血球 (eosinophils) 的聚集與活化，在複雜的細胞

發育過程中，誘導訊號會促使細胞產生分化 [12, 13]。許多研究亦顯示許多因子

可以控制 CD4+ T 輔助細胞的分化，但是對於 Th1/Th2細胞分泌的機制仍然尚未

被充分地釐清。 

IL-12 是促進細胞免疫的免疫調節細胞因子，由 p35與 p40兩個次單位組成；

經由活化的巨噬細胞 (macrophages)、嗜中性白血球 (neutrophils)、以及樹突細胞 

(dendritic cells) 所產生 [14, 15]。先前研究發現 IL-12可促使及維持Th1反應 [16, 

17]，剔除 IL-12p40基因後的小鼠也會產生支氣管纖維化的增加 [18]。IL-12 可

抑制 IL-4 與 IL-5 的表現 [19]，而 IL-4 已被證實相關於 Th2的分化，並且可增加

循環中 IgE和嗜伊紅性白血球的量 [20, 21]；IL-5 則被指出相關於嗜伊紅性白血



球的分化、活化以及維持 [22]。因此，IL-12 可能調節個體呼吸道之過度反應，

並且抑制肺部的嗜伊紅性白血球增加與周邊支氣管纖維化 [23, 24]。 

MicroRNA (miRNA)-21是體內細胞中高度表現的miRNA，它也已經被報告

相關於人類的癌症 [25] 與心肌梗塞 [26] 的發生。有趣的是，miRNA-21被發現

高度表現於過敏性呼吸道發炎小鼠 (IL-13基因轉殖) 肺部的單核細胞及巨噬細

胞中 [27]；而miRNA-21被IL-13所誘導的表現是相依於IL-13 Rα1路徑，但是過

敏原所引發的miRNA-21表現則大大地獨立於IL-13 Rα1路徑外。重要的是，

IL-12p35則可能是miRNA-21的標的基因，因為miRNA-21可透過結合於3’-未轉譯

區 (untranslated region) 而減少約40%的IL-12p35表現 [27]；這些結果更建議著

在氣喘的發展中，miRNA-21的增加表現可能貢獻於減低的IL-12，而IL-12則是由

巨噬細胞、嗜中性白血球與樹突細胞所衍生之重要的細胞激素 [14, 15]，並且可

促使及維持Th1反應 [16, 17]。除了調控IL-12的表現外，miRNA-21也被顯示可調

節基質金屬蛋白酶抑制劑 (matrix metalloprotease inhibitor) RECK的濃度 [28]。

然而，miRNA-21的表現與兒童氣喘發生之相關，目前仍是不清楚。 

因此，我們設計一個以醫院為基礎的病例對照研究，來評估miRNA-21表現

與兒童氣喘發生之相關。 

 

材料與方法： 

病例確認與對照選擇 

本研究經由中山醫學大學倫理委員會的認可後執行。年齡介於三至十二歲的

研究對象，是從位於中台灣的中山醫學大學附設醫院所選取，此醫院對於來自所

有社會經濟階級的病患皆具有可近性。病例是從中山醫學大學附設醫院小兒科門



診選取，經由小兒科醫生確認，並且是符合美國胸腔協會 (American Thoracic 

Society) 所制定的可逆性呼吸道疾病標準 (如支氣管氣喘) [29]。此外，兒童先前

不具氣喘的診斷、沒有如哮喘和咳嗽等氣喘症狀者，在研究中被定義為對照。本

研究之病例與對照之配對比例為 1：1，健康對照是以病例之年齡 (± 5歲) 與性

別所配對。總計，31名氣喘病例及 31名健康對照在此被納入本研究進行分析；

所有的對象都必須獲取其個人疾病史與同意書。 

 

問卷訪視 

研究對象的個人特徵資料，在獲取所有參與者的家長同意書後，經由面對面

的問卷訪視所收集。問卷所涵蓋的問題，包括人口學特質、父母親教育程度、生

活型態如與兒童共同生活之家戶成員抽菸狀態、室內其它污染狀態如燒香、潮濕

度、是否飼養寵物、孩童的臥房是否有蟑螂以及一等親氣喘家族史。研究對象的

家戶成員抽菸狀態包括每天抽菸支數及抽菸年數；兒童的室內二手菸暴露量是以

每天平均暴露的香菸支數計算，亦即父母親於兒童在家時抽菸支數的總和。住家

的潮濕程度在最近一年內符合以下條件之一者即定義為潮濕：可以看見家戶內部

表面具有黴菌滋生、家戶內積水、或漏水。氣喘家族病史則是以受測者之一等親

家族具有氣喘來加以定義。 

 

過敏原、血清 IgE與嗜伊紅性白血球測試 

如同 Lee等人 [30] 原先所建議，過敏原測試是針對台灣常見的過敏原，包

括家中灰塵 (House Dust)、美洲蟑螂 (American Cockroach)、以及家塵蹣 (Mite, 

Housedust Dermatophagoides farinae [D.F.] 與 Housedust Dermatophagoides 

pteronyssinus [D.P.])，進行皮膚測試或多重抗原同時測試  (Multiple Antigen 



Simultaneous Test [MAST])。如果最大的紅斑直徑超過 3 mm時，陽性皮膚測試

則被考慮存在。血清 IgE 濃度則是利用是螢光酵素免疫法 (AutoCAP System; 

Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Sweden) 測量，周邊血液中嗜伊紅性白血球的

計數則是以自動血液細胞記數器測量。 

  

IL-12之測定 

血清 IL-12 之測定， 是使用酵素連結免 疫吸附分析  (enzyme-linked 

immunosorbent assay [ELISA]；Metra Biosystem，CA，USA) 方法來偵測。以20 µl

的血清樣本，加入事先黏附抗體的酵素免疫分析盤孔內，然後在37℃下培養二小

時。清洗掉後，再加入100 µl的受質於37℃下培養30分鐘，即可產生顏色。以450 

nm波長在ELISA reader中偵測每個樣本的吸光值，並與標準樣本所得的吸光值作

比對後，來決定樣本中IL-12的濃度。 

 

RNA 之萃取與 miRNA-21之測定 

從血液樣本抽離出的buffy coat置於微量離心管中，加入1 ml TRIzol試劑後，

靜置冰上20分鐘；再加入200 µl DZPC-氯仿混合均勻。於4oC下離心12000 rpm 15

分鐘後，將上清液移置新的微量離心管；再加入500 µl之99% isopropanol，混合

均勻後置於-20oC下10分鐘。再於4oC下離心12000 rpm 15分鐘後，移去上清液，

並且加入1 ml 75%之RNA-ethanol混合均勻。於4oC下離心12000 rpm 15分鐘，移

去上清液；待RNA沉澱物乾燥後，加入無RNase之去離子水將沉澱物溶解。以分

光光度計A260/A280比例判斷RNA萃取之品質好壞，一般最佳為1.8。 

TaqMan microRNA Assays (Applied Biosystems，CA，USA) 被應用來定量



miRNA-21；首先進行反轉錄，取5 µl待測之miRNA加入0.15 µl dNTP、1.0 µl 

RTase、1.5 µl 10x RT buffer、0.19 µl RNase inhibitor、3 µl 5x RT-primer以及4.16 µl 

Nuclease free H2O。於以下條件下進行反應：16oC 30分鐘、42oC 30分鐘、85oC 5

分鐘；反應完後補上5 µl Nuclease free H2O，以進行後續聚合酶鏈鎖反應 

(polymerase chian reaction [PCR]) 的步驟。取5 µl反轉錄後的cDNA，加入1 µl 20x 

primers (並以RNU48為內部對照)、10 µl 2x Master Mix及4 µl Nuclease free H2O置

於96孔盤中並進行三重複。PCR循環條件為：95 oC 15分鐘、95oC 15秒、60 oC 1

分鐘，共40回合；所有的即時PCR反應數據將以∆∆CT (cycle threshold) 法計算。 

 

統計分析 

miRNA-21的表現量數值進行 log 轉換來符合常態分佈，並且依據健康對照

之表現量中位數區分為高度與低度表現。miRNA-21表現、父母親教育程度、二

手菸暴露狀況、燒香、室內潮濕程度、是否飼養寵物、孩童的臥房是否有蟑螂、

氣喘家族史以及過敏原測試等對於兒童氣喘發生的配對相對危險性 (Matched 

realtive risk [RRm]) 與相對應的 95%信賴區間 (95% confidence interval [C.I.]) 是

以條件式對數迴歸模式 (conditional logistic regression model) 加以評估。此外，

以 Spearman’s序位相關來評估研究對象之 miRNA-21 表現量與其循環中之

IL-12、IgE和嗜伊紅性白血球濃度之相關性。所有的 P值皆以雙尾檢定來呈現。 

 

結果： 

總計，62名兒童 (31名病例與 31名健康對照) 參與本研究，其年齡範圍從

三至十二歲 (平均 5.9歲)。研究對象之基本特徵及各種環境因子對於氣喘發生之



配對後相對危險性，被呈現於表一。反向相關在家中燒香與兒童氣喘發生間被發

現 (RRm = 0.04；95% C.I. = 0.01-0.16)。64.5%之研究對象的父母其教育程度達大

學以上，雖然父母的教育程度為高中以下 (RRm = 1.31；95% C.I. = 0.47-3.67) 之

兒童相較於父母的教育程度為大學以上之兒童，具有較高的氣喘發生危險性；但

是結果並未達到統計顯著性。兒童具有氣喘家族史相較於無氣喘家族史，也有較

高的氣喘發生危險性 (RRm = 2.18；95% C.I. = 0.51-9.44)；而父母親具有抽菸習

慣的兒童相較父母親沒有抽菸習慣的兒童，也呈現較高的氣喘發生危險 (RRm = 

1.55；95% C.I. = 0.33-7.35)，但是以上皆未達到統計顯著性。相較於過敏原測試

為陰性者，兒童過敏原測試陽性有較高的氣喘發生危險性 (RRm = 1.65；95% C.I. 

= 0.62-4.45)，但仍未達統計上顯著。此外，二手菸暴露、家中有從事紡織類工作、

飼養寵物、家中潮濕程度及寢室有無蟑螂，在病例與對照組間的分佈也並未呈現

統計顯著差異。 

氣喘兒童與配對之健康對照其 miRNA-21與 IL-12 的相對表現量，被呈現於

圖一。氣喘兒童相較於健康對照，有較低的 miRNA-21相對表現量，但未達到統

計上的顯著差異 (P = 0.56)；此外，我們觀察到氣喘兒童相較於健康對照具有顯

著較高之 IL-12 表現量 (P < 0.0001)。隨後，我們分別在氣喘兒童與配對健康對

照分組中分析 miRNA-21與循環中 IL-12、IgE 以及嗜伊紅性白血球濃度之相關。

氣喘兒童之 miRNA-21與循環中 IgE (r = 0.14, P = 0.48；未呈現於圖中) 與嗜伊

紅性白血球 (r = 0.04, P = 0.85；未呈現於圖中) 濃度，但未呈現統計顯著相關；

而健康對照之 miRNA-21與 IL-12 之表現量也未呈現統計顯著相關 (r = -0.041，

P = 0.86；未呈現於圖中)。有趣的是，氣喘兒童其 mir-21與 IL-12 表現則呈現統

計顯著的負相關 (r = -0.47，P = 0.008；圖二)。 



進一步地，我們以多變項條件式對數迴歸分析 mir-21 相對表現與兒童氣喘

發生危險之配對相對危險性，結果呈現於表二。以健康對照其 mir-21 相對表現

量之中位數來區分 mir-21 高度與低度表現，在調整家中燒香之效應後，mir-21

低度表現之兒童相較於 mir-21 高度表現之兒童，具有顯著較高的氣喘發生之危

險 (RRm = 3.29；95% C.I. = 1.04-10.38)。 

 

討論： 

在個體的適應性免疫系統中，當遇到抗原時，T 輔助細胞經由 T 細胞接受器 

(T-cell receptor) 的辨識 [31]，而產生一個平衡的免疫反應；未分化 (naive) 的

CD4+ T 輔助細胞受到不同細胞激素影響，會分化成 Th1和 Th2兩種亞型 [32]。

特別的是，在一些過敏性氣喘病患的支氣管切片 (bronchial biopsies) 或是支氣管

肺泡沖洗液中，可觀察到 Th2 細胞和其細胞激素具有增加的趨勢，並且與氣喘

的嚴重度成正比 [33, 34]。 

MiRNA 是一段長約 20-22 個核苷酸，可由生物體內自行合成的核醣核酸

RNA 序列，並不轉碼任何蛋白，結構上是一段長髮夾型的單股 RNA 分子，在演

化上相當穩定 [35]。MiRNA 可經由類似 RNA 干擾 (RNA interference [RNAi]) 

的機制將 RNA 降解，也可以透過阻擋蛋白質轉譯而抑制基因表現。miRNA 可

以由 RNA 聚合酶 II (RNA polymerase II) 或 RNA 聚合酶 III 所合成，而這些

miRNA 經轉錄會生成 pre miRNA precursor，隨後經 RNase III Dorsha及雙股結合

蛋白 Pasha處理後形成 70個核苷酸的 pre miRNA；離開細胞核後，再被 RNase III 

Dicer 處理形成 miRNA。此時，miRNA 可與 miRISC形成複合物，以影響基因

作用。人體內，超過三分之一的基因表現受到 miRNA 所調控 [36]；miRNA 會



鍵結在目標 mRNA 的 3’端非編碼區，導致傳訊核醣核酸 (messenger RNA 

[mRNA]) 降解與抑制 mRNA的轉譯功能 [37]。因此，研究已經建議 miRNA 與

調節細胞的分化、細胞週期、凋亡、和免疫功能具有有關 [35]。 

MiRNA-21 是體內細胞中高度表現的 miRNA，它也已經被報告相關於人類

的癌症 [25] 與心肌梗塞 [26] 的發生。進一步地，miRNA-21 也被發現高度表

現於過敏性呼吸道發炎小鼠 (IL-13 基因轉殖) 肺部的單核細胞及巨噬細胞中，

透過結合於 3’-未轉譯區而減少 IL-12p35表現 [27]。IL-12 是促進細胞免疫的免

疫調節細胞因子，可經由抑制 IL-4 與 IL-5 的表現而促使及維持 Th1反應 [16, 17, 

19]。重要的是，IL-12p35可能是 miRNA-21的標的基因；因此在氣喘的發展中，

miRNA-21 的增加表現可能貢獻於減低的 IL-12；有趣的是，我們的結果也顯示

氣喘兒童其 miRNA-21表現與 IL-12 濃度呈現顯著負向相關。這項結果也暗示著

miRNA-21可能經由結合 3’-未轉譯區而減少 IL-12 表現；因此，miRNA-21在氣

喘發展中可能扮演著一個調控的角色。此外，Th1與 Th2的細胞激素相互調控具

有發炎性氣喘反應的主要成分，如 IgE以及嗜伊紅性白血球等 [20, 21]。然而，

本研究並未觀察到研究對象其miRNA-21表現相關於循環中 IgE以及嗜伊紅性白

血球濃度。這可能是由於本研究納入之氣喘兒童無法細分正處於發病期或穩定

期，並且樣本數過少而減低我們於統計上偵測 miRNA-21表現與循環中 IgE以及

嗜伊紅性白血球濃度的相關之檢定力。 

在調整干擾變項的效應後，我們也觀察到 miRNA-21 低度表現之兒童相較

於高度表現之兒童具有顯著較高的氣喘發生之危險，這是與 Lu 等人 [27] 的研

究一致。但是 miRNA-21 在人體中可能有不同的調控表現，並且本次研究受限

於較少的樣本數，可能有選樣偏差的情形；進一步地要證實 miRNA-21 表現與 



IL-12 在氣喘發展中之效應，還需日後增加更多的樣本數來釐清。 

氣喘為多因子 (multifactorial) 影響的疾病，許多危險因子會導致氣喘發生

或惡化，包括暴露於過敏原 [38, 39]。過敏原試驗已常被用來檢驗是否個體具有

異位性疾病 [30, 31]，在我們的研究中，台灣常見的過敏原 [30]，包括家中的灰

塵、家塵蟎與美洲蟑螂則被用來加以評估。過敏原是氣喘發生的重要危險因子

之ㄧ [38-40]，在我們的研究中，54.8%的氣喘兒童呈現具有至少一種過敏原的

致敏反應；過敏性呼吸道的發炎反應可能是藉由第二型 T 輔助細胞 (Th2) 產生

的細胞激素所造成，並形成氣喘 [41]；然而，過敏原暴露在我們的研究中並未

呈現出對於兒童氣喘發生的明顯作用，可能是樣本數較少所導致。其他被認為

與氣喘相關之環境危險因子，如家中燒香行為等變項，發現有較低的氣喘發生

相對危險性。在本研究中，這些指標是倚賴自我報告，因此是主觀的，可能造

成暴露的錯誤分組並且減弱被觀察的相關。最後，也必須考量到在我們研究中

較少的樣本數，限制了統計檢定力而造成危險的低估。 

目前並未有研究評估個體中 miRNA-21 表現與氣喘發展之相關，而我們的

結果建議著 miRNA-21 的高度表現對於氣喘發展具有負向的作用。未來的研究

可針對 miRNA-21 基因與其標的相關基因在氣喘發展的機制路徑上的角色，進

一步地加以探討。 
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表一：兒童氣喘病例及配對對照之基本特徵與環境因子的配對相對危險性 

變項 病例  對照a    配對之相對危險性 
 n = 31  n = 31  RRm    95% C.I. 
性別      

男生 13 (41.9%)   13 (41.9%)  1.23 0.38-3.98 
女生 18 (58.1%)   18 (58.1%)  1.00  

父母教育程度       
高中以下  12 (38.7%)    10 (32.3%)  1.31 0.47-3.67 
大學以上 19 (61.3%)    21 (67.7%)   1.00  

氣喘家族史       
有   6 (19.4%)  3 (9.7%)  2.18 0.51-9.44 
無 25 (80.6%)  28 (90.3%)  1.00  

父母親抽菸狀況       
有   5 (16.1%)  3 (9.7%)  1.55 0.33-7.35 
不在家中抽菸   8 (25.8%)  11 (35.5%)  0.70 0.23-2.11 
無 18 (58.1%)  17 (54.8%)  1.00  

二手菸暴露狀況       
有   5 (16.1%)  3 (9.7%)  1.77 0.39-7.96 
無  26 (83.9%)  28 (90.3%)  1.00  

家中燒香       
有   4 (12.9%)  25 (80.6%)  0.04 0.01-0.16* 
無  27 (87.1%)  6 (19.4%)  1.00  

在家中從事紡織類工作       
有   2 (6.5%)     4 (12.9%)  0.48 0.08-2.74 
無 29 (93.5%)    27 (87.1%)  1.00  

飼養寵物       
有   2 (6.5%)     5 (16.1%)  0.35 0.06-1.93 
無 29 (93.5%)  26 (83.9%)  1.00  

家中潮溼狀況       
有   7 (22.6%)  8 (25.8%)  0.84 0.27-2.67 
無 24 (77.4%)  23 (74.2%)  1.00  

寢室有無蟑螂       
有  19 (61.3%)  14 (45.2%)  1.89 0.70-5.10 
無  12 (38.7%)  17 (54.8%)  1.00  

過敏原測試       
陽性 17 (54.8%)  13 (41.9%)  1.65 0.62-4.45 
陰性 14 (45.2%)   18 (58.1%)  1.00  

a健康對照是以病例之性別及年齡所配對。 

*P < 0.01。 
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圖一(A) 氣喘組與對照組之 mir-21相對表現量；(B) 氣喘組與對照組之 IL-12 相

對表現量 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

圖二 兒童氣喘病例組中 mir-21與 IL-12 表現之相關 

 

 

 



表二：mir-21相對表現與兒童氣喘發生危險之配對相對危險性 

變項 病例  對照a  配對之相對危險性  調整後之 

       配對相對危險性 b 

 n = 31  n = 31  RRm 95% C.I.  RRm 95% C.I. 

Mir-21 相對表現 c          

高 8 (25.8%)  16 (51.6%)  1.00  1.00  

低 23 (74.2%)  15 (48.4%)  1.81 (0.70-4.75)  3.29 (1.04-10.38) * 

a健康對照是以病例之性別及年齡所配對。 

b資料以多變項條件式對數迴歸模式計算，並且調整家中燒香的效應。 

c以對照組兒童其 mir-21相對表現的中位數區分為高與低度表現。 

*P = 0.04。 

 


