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  摘 要:目的 探讨TIM4蛋白水平在糖尿病足患者外周血中的变化及临床意义。方法 以2016年1月

至2019年6月于该院就诊的单纯糖尿病(对照组,160例)和糖尿病合并糖尿病足(观察组,160例)患者为研究

对象。根据 Wagner评分标准,将观察组患者按病情严重程度分为0~1级(50例)、2~3级(54例)、4~5级(56
例);依据是否合并感染分为糖尿病足感染组(65例)和糖尿病足非感染组(95例)。采用流式细胞仪检测各组

外周血单核细胞TIM4蛋白阳性率;酶联免疫吸附试验法检测TIM4蛋白及降钙素原(PCT)水平,免疫散射法

检测C反应蛋白(CRP)水平,分别比较各组外周血TIM4蛋白、PCT、CRP的差异,受试者工作特征(ROC)曲线

评价外周血TIM4蛋白对糖尿病足患者病情严重程度的预测价值。
 

结果 与对照组比较,观察组外周血TIM4
蛋白阳性率和TIM4蛋白水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.001);不同 Wagner分级组间外周血TIM4
蛋白水平比较,差异有统计学意义(P<0.001)。其中4~5级患者外周血TIM4蛋白水平最高,2~3级次之,

0~1级最低。糖尿病足感染组外周血TIM4蛋白、PCT及CRP水平明显高于糖尿病足非感染组,差异有统计

学意义(P<0.001)。糖尿病足患者外周血TIM4蛋白水平与 Wagner分级、PCT及CRP水平呈显著正相关

(r=0.784,P=<0.001;r=0.601,P=0.005;r=0.568,P=0.008)。ROC曲线分析显示,外周血TIM4蛋白

的曲线下面积为0.875(95%CI 为0.814~0.936),其最佳工作点为2.70
 

ng/mL,此时预测糖尿病足患者病情

严重程度的灵敏度和特异度分别为77.97%和87.04%,均明显优于PCT和CRP。结论 外周血TIM4蛋白

水平与糖尿病足患者的发生、发展密切相关,对于糖尿病足患者病情严重程度的预测具有一定的应用价值。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

change
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

TIM4
 

protein
 

in
 

peripheral
 

blood
 

in
 

diabetic
 

foot.Methods The
 

patients
 

with
 

diabetes
 

mellitus
 

(control
 

group,160
 

cases)
 

and
 

diabetes
 

mellitus
 

with
 

diabetic
 

foot
 

(observation
 

group,160
 

cases)
 

were
 

enrolled
 

in
 

Fuling
 

Central
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

City
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

June
 

2019.According
 

to
 

the
 

Wagner
 

score,the
 

patients
 

in
 

observation
 

group
 

were
 

divid-
ed

 

into
 

0-1
 

grade
 

(50
 

cases),2-3
 

grade
 

(54
 

cases),4-5
 

grade
 

(56
 

cases).According
 

to
 

whether
 

complicated
 

with
 

infection,patients
 

in
 

observation
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

diabetic
 

foot
 

with
 

infection
 

group
 

(65
 

cases)
 

and
 

diabetic
 

foot
 

without
 

infection
 

group
 

(95
 

cases).The
 

positive
 

rate
 

of
 

TIM4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

levels
 

of
 

TIM4
 

and
 

procalcitonin
 

(PCT)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

en-
zyme-linked

 

immunosorbent
 

assay.The
 

level
 

of
 

C-reactive
 

protein
 

(CRP)
 

was
 

detected
 

by
 

immunoturbidime-
try.The

 

differences
 

of
 

TIM4,PCT
 

and
 

CRP
 

level
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

different
 

groups
 

were
 

compared.The
 

predictive
 

value
 

of
 

TIM4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

for
 

the
 

severity
 

of
 

diabetic
 

foot
 

was
 

evaluated
 

by
 

receiver
 

operat-
ing

 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results Compared
 

with
 

those
 

in
 

control
 

group,the
 

positive
 

rate
 

and
 

level
 

of
 

TIM4
 

protein
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

in
 

observation
 

group
 

significantly
 

increased,with
 

statistically
 

sig-
nificant

 

difference
 

(P<0.001).TIM4
 

protein
 

levels
 

of
 

peripheral
 

blood
 

in
 

different
 

Wagner
 

classification
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groups
 

showed
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.001).Among
 

them,the
 

level
 

of
 

TIM4
 

in
 

4-5
 

grade
 

group
 

was
 

the
 

highest,followed
 

by
 

the
 

2-3
 

grade
 

group,and
 

which
 

in
 

the
 

0-1
 

grade
 

group
 

was
 

the
 

lowest.
The

 

levels
 

of
 

TIM4
 

protein,PCT
 

and
 

CRP
 

in
 

peripheral
 

blood
 

in
 

diabetic
 

foot
 

with
 

infection
 

group
 

were
 

signif-
icantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

diabetic
 

foot
 

without
 

infection
 

group
 

(P<0.001).There
 

were
 

significant
 

positive
 

correlations
 

between
 

TIM4
 

protein
 

level
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

Wagner
 

grade,PCT,CRP
 

level
 

in
 

diabetic
 

foot
 

patients
 

(r=0.784,P<0.001,r=0.601,P=0.005,r=0.568,P=0.008).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

curve
 

of
 

the
 

TIM4
 

level
 

was
 

0.875
 

(95%CI:0.814-0.936),and
 

optimal
 

operating
 

point
  

was
 

2.70
 

ng/mL,the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

in
 

predicting
 

the
 

severity
 

of
 

diabetic
 

foot
 

were
 

77.97%
 

and
 

87.04%,which
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

PCT
 

and
 

CRP.Conclusion The
 

level
 

of
 

TIM4
 

in
 

peripheral
 

blood
 

closely
 

relates
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

patients
 

with
 

diabetic
 

foot,and
 

there
 

is
 

certain
 

ap-
plication

 

value
 

for
 

predicting
 

the
 

severity
 

of
 

diabetic
 

foot.
Key
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protein

  糖尿病足是临床常见的糖尿病并发症,是糖尿病

患者致残及死亡的重要原因之一[1]。明确糖尿病足

发病机制,对病情进行准确评估与治疗是提高该病治

疗效果的关键。近年来,已有研究表明,糖尿病足的

发病与自身免疫功能紊乱、炎性反应的激活密切相

关,其中Th细胞异常分化在糖尿病足的发生、发展过

程中扮演了重要角色[2]。TIM4蛋白作为一个免疫调

节因子,参与了机体Th细胞分化及功能的调节,与糖

尿病、过敏性哮喘等疾病的发生、发展关系密切[3-4]。
已有研究证实,糖尿病患者体内TIM4蛋白水平明显

升高,并且随着病情的进展而变化,在糖尿病的临床

诊断及预后评估中发挥重要作用[5]。然而,TIM4蛋

白水平与糖尿病足的关系如何目前尚未阐明。本研

究通过观察糖尿病足患者外周血TIM4蛋白水平变

化,评估其与疾病发生、发展的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2019年6月于

本院内分泌科就诊的糖尿病合并糖尿病足患者160
例作为观察组,其中男82例,女78例;年龄41~82
岁,中位年龄58岁。所有患者均符合糖尿病和糖尿

病足诊断与治疗标准[6]。排除标准:合并恶性肿瘤;
非糖尿病引起的足部相关溃疡;合并其他部位感染;
存在其他自身免疫性疾病和免疫缺陷;存在严重肝、
肾功能不全。选取同期160例未合并糖尿病足的单

纯2型糖尿病患者为对照组,其中男80例,女80例,
年龄39~81岁,中位年龄57岁。依据 Wagner分级

法[7],将糖尿病足患者按病情严重程度进行分级,分
别为0~1级(50例)、2~3级(54例)、4~5级(56
例);依据是否合并感染,分为糖尿病足感染组(65例)
和糖尿病足非感染组(95例)。观察组与对照组、观察

组各亚组间在性别构成比、年龄等方面比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。所有研究对象自愿参与本研

究,并签署知情同意书,本研究获得本院医学伦理委

员会的批准后进行。

1.2 仪器与试剂 流式细胞仪购自美国 Becton
 

Dickinson公 司,多 功 能 酶 标 仪 购 自 美 国 Thermo
 

Fisher公司。细胞裂解液购自美国 GE公司,TIM4
蛋白、CD14单克隆抗体购自美国Invitrogen公司;降
钙素原(PCT)酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒购

自南京建成生物工程研究所。

1.3 外周血单核细胞TIM4蛋白阳性率检测 抽取

所有研究对象外周血标本3
 

mL,经肝素抗凝后,提取

单核细胞,振荡混匀后加入CD14单克隆抗体10
 

μL,
室温避光孵育30

 

min后,加入1
 

mL破膜液,静置离

心后(1
 

000×g,5
 

min,室温),吸去上清液,加入

TIM4蛋白单克隆抗体5
 

μL,振荡混匀后,采用流式

细胞仪进行检测,记录TIM4蛋白阳性率。

1.4 外周血 TIM4蛋白及相关炎症因子水平的检

测 抽取各组外周血标本4
 

mL,离心后收集上清液,
采用ELISA法检测TIM4蛋白水平,具体操作参照

试剂盒说明书。炎症因子PCT和C反应蛋白(CRP)
水平的检测分别采用ELISA法和免疫散射比浊法。

1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理与统计分析。计量资料以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方

差分析,多组间中的两两比较采用SNK-q 检验。采

用Spearman相关法分析外周血 TIM4蛋白水平与

Wagner分级的相关性,采 用 Pearson相 关 法 分 析

TIM4蛋 白 水 平 与 PCT 及 CRP 的 相 关 性。采 用

Graphpad软件进行受试者工作特征(ROC)曲线分

析,计算外周血TIM4蛋白水平的ROC曲线下面积

(AUC)、最佳工作点(OOP)、灵敏度、特异度,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组与观察组外周血TIM4蛋白比较 与对

照组比较,观察组外周血 TIM4蛋白阳性率、水平明

显升高,差异有统计学意义(P<0.001),见表1。

2.2 不同 Wagner分级患者外周血TIM4蛋白及相
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关炎症因子水平比较 不同 Wagner分级患者外周血

TIM4蛋白水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
其中4~5级患者外周血TIM4蛋白水平最高,2~3
级次之,0~1级最低。4~5级患者外周血PCT和

CRP水平明显高于2~3级和0~1级患者,而2~3
级与0~1级患者比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见表2。

表1  对照组与观察组外周血TIM4蛋白比较(x±s)

组别 n
TIM4蛋白阳性率

(%)
TIM4蛋白水平

(ng/mL)

对照组 160 3.5±1.4 0.6±0.3

观察组 160 9.2±1.0 2.7±0.7

t 41.910 30.182

P <0.001 <0.001

表2  不同 Wagner分级患者外周血TIM4蛋白及相关炎症

   因子水平比较(x±s)

Wagner分级 n
TIM4蛋白

(ng/mL)
PCT
(ng/mL)

CRP
(mg/L)

0~1级 50
  

1.9±0.6 0.28±0.11 15.0±3.2

2~3级 54 2.7±0.5*
 

0.33±0.15
   

16.1±4.1

4~5级 56 3.3±0.7*# 1.21±0.20*# 34.1±4.0*#

F 70.440 587.200 432.700

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与0~1级患者比较,*P<0.05;与2~3级患者比较,#P<

0.05。

2.3 糖尿病足感染组与糖尿病足非感染组间TIM4
蛋白及相关炎症因子水平比较 糖尿病足感染组外

周血TIM4蛋白、PCT及CRP水平明显高于糖尿病

足非感染组,差异有统计学意义(P<0.05),见表3。
表3  糖尿病足感染组与糖尿病足非感染组外周血TIM4

   蛋白及相关炎症因子水平比较(x±s)

组别 n
TIM4蛋白

(ng/mL)
PCT
(ng/mL)

CRP
(mg/L)

糖尿病足非感染组 95 2.4±0.5 0.30±0.18 16.4±4.5

糖尿病足感染组 65 3.0±0.4 0.88±0.31 27.2±6.0

t 8.070 14.940 13.000

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 相关分析 观察组患者外周血TIM4蛋白水平

与 Wagner分级、PCT 及 CRP水平呈显著正相关

(r=0.784,P=<0.001;r=0.601,P=0.005;r=
0.568,P=0.008)。
2.5 ROC曲线分析 外周血 TIM4蛋白水平预测

糖尿病足患者病情严重程度的ROC曲线结果显示,
外周血 TIM4蛋白水平的 AUC为0.875(95%CI:

0.814~0.936),其 OOP为2.70
 

ng/mL,提示按此

OOP对糖尿病足患者病情严重程度进行预测,其灵

敏度和特异度分别为77.97%和87.04%,均明显优

于PCT和CRP,见图1及表4。

图1  各指标预测糖尿病足患者病情严重程度的ROC曲线

表4  各指标预测糖尿病足患者病情严重程度的性能

指标 AUC(95%CI) P* OOP
灵敏度

(%)
特异度

(%)

TIM4蛋白 0.875(0.814~0.936) 0.009 2.70
 

ng/mL 77.97 87.04

PCT 0.745
 

(0.610~0.880) 0.012 0.62
 

ng/mL 66.67 80.49

CRP 0.730(0.620~0.840) 0.016 23.84
 

mg/L 69.77 65.00

  注:*与AUC=0.5比较。

3 讨  论

随着人口老龄化进程的加快,糖尿病及其并发症

的发生率正呈现逐年升高趋势[8]。有研究显示,约
50%医院截肢手术与糖尿病有关,同时,有25%的糖

尿病患者会出现足部病变[9]。早期评估糖尿病足病

情严重程度,并针对靶点进行干预,对于降低患者致

残率,提高患者生活质量具有重要的临床意义。目

前,对于糖尿病足病情严重程度,临床常采用 Wagner
分级法进行评估,但该方法往往存在一定的滞后性,
无法进行预测[10]。传统的炎性反应指标,如 CRP、
PCT等,对于糖尿病足病情严重程度的评估有一定的

参考价值,但特异度偏低[11-12]。因此,寻找特异性指

标准确预测糖尿病足患者病情严重程度是临床研究

的重点。
已有研究表明,糖尿病是一种慢性炎症性疾病,

机体免疫功能异常是其重要原因[13]。在糖尿病患者

及动物模型中,均可发现炎性反应指标如白细胞介素

(IL)-1β、NLRP3炎症小体、CRP等升高,并且其水平

与患者血糖控制情况密切相关[14-15]。TIM4蛋白作为

磷脂酰丝氨酸受体,通过促进巨噬细胞活化、迁移,以
及促进Th细胞分化,达到调节机体免疫功能的作

用[16]。在器官缺血再灌注损伤、过敏性哮喘及糖尿病

等疾病中,机体 TIM4蛋白水平可明显升高,参与疾

病的发生、发展过程[3,17-18]。外周血TIM4蛋白是否

参与了糖尿病足的发病,同时与病情严重程度相关性

如何,目前尚不清楚。本研究结果显示,与对照组比
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较,观察组外周血TIM4蛋白阳性率和TIM4蛋白水

平明显升高,表明糖尿病足的发生可能与TIM4蛋白

水平增加关系密切。进一步根据糖尿病足患者病情

严重程度进行分组,其结果显示,糖尿病足患者外周

血TIM4蛋白水平随着病情严重程度的增加而明显

升高。在糖尿病患者及动物模型中,单核细胞分泌的

IL-1β明显上调,可进一步促进下游炎性反应和氧化

应激通路的激活,诱导胰岛素抵抗和胰岛β细胞的凋

亡,而TIM4蛋白是诱导上述单核细胞活化的重要因

子[19]。另外有研究显示,TIM4蛋白可通过负反馈机

制抑制单核巨噬细胞的进一步活化,参与调节免疫内

环境的稳定[20]。本研究进一步绘制ROC曲线,分析

外周血TIM4蛋白对糖尿病足患者病情严重程度的

预测价值,其结果显示,AUC较大,预测价值较高。
4 结  论

外周血TIM4蛋白可能与糖尿病足患者的发病

及病情严重程度密切相关,但有关TIM4蛋白在其中

的免疫调节机制还有待进一步研究。检测外周血

TIM4蛋白可能成为糖尿病足诊断及病情严重程度评

估的有效指标。
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