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  摘 要:目的 探讨肺炎支原体肺炎(MMP)伴喘息患儿血清核转录因子-κB(NF-κB)、高迁移率族蛋白B1
(HMGB1)表达水平与炎性细胞因子的相关性及其诊断价值。方法 选取2018年1月至2019年10月该院收

治的 MMP患儿90例,分为 MMP伴喘息组38例,MMP不伴喘息组52例,另选取同期体检健康儿童40例作

为健康对照组,应用荧光定量PCR检测各组血清NF-κB、HMGB1表达水平,应用酶联免疫吸附试验法检测各

组血清白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平,并进行Pearson相关分析,
利用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清NF-κB、HMGB1表达对 MMP伴喘息的诊断价值。结果 MMP伴

喘息组与 MMP不伴喘息组患儿血清NF-κB、HMGB1表达水平与IL-1β、IL-6和TNF-α水平均高于健康对照

组,差异有统计学意义(P<0.05);MMP伴喘息组患儿血清NF-κB、HMGB1表达水平与IL-1β、IL-6和TNF-α
水平均高于 MMP不伴喘息组,差异有统计学意义(P<0.05)。MMP伴喘息患儿血清NF-κB表达水平与血清

IL-1β、IL-6及TNF-α水平呈正相关,血清HMGB1表达水平与血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平呈正相关。血清

NF-κB的最佳 临 界 值 为4.78,ROC曲 线 下 面 积 (AUC)为0.863(95%CI:0.752~0.895),其 灵 敏 度 为

88.28%,特异度为87.38%;血清HMGB1的最佳临界值为3.67,AUC为0.815(95%CI:0.746~0.895),其灵

敏度为84.74%,特异度为80.43%,诊断价值均优于血清IL-1β、IL-6及TNF-α。结论 NF-κB、HMGB1、IL-
1β、IL-6及TNF-α可能共同参与了 MMP伴喘息的病理发展过程,血清NF-κB、HMGB1表达对 MMP伴喘息

患儿具有较好的诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

nuclear
 

factor-kappa
 

B
 

(NF-
κB)and

 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1(HMGB1)in
 

serum
 

and
 

inflammatory
 

cytokines
 

in
 

children
 

with
 

myco-
plasma

 

pneumoniae
 

pneumonia
 

(MMP)
 

and
 

wheezing
 

and
 

its
 

diagnostic
 

value.Methods Totally
 

90
 

children
 

with
 

MMP
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

October
 

2019
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

selected,which
 

were
 

divided
 

into
 

MMP
 

with
 

wheezing
 

group
 

(38
 

cases),MMP
 

without
 

wheezing
 

group
 

(52
 

cases),40
 

healthy
 

children
 

in
 

the
 

same
 

pe-
riod

 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

and
 

HMGB1
 

expression
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detec-
ted

 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,and
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin-1β
 

(IL-1β),interleukin-6
 

(IL-6)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,and
 

the
 

Pearson
 

correlation
 

analysis
 

were
 

use
 

to
 

analyze
 

their
 

relevance.The
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

and
 

HMGB1
 

in
 

serum
 

were
 

analyzed
 

by
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

to
 

diagnose
 

MMP
 

with
 

wheezing.Results The
 

levels
 

of
 

serum
 

NF-κB,HMGB1,IL-1β,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

MMP
 

with
 

wheezing
 

group
 

and
 

MMP
 

without
 

wheezing
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant

·455· 国际检验医学杂志2021年3月第42卷第5期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2021,Vol.42,No.5

* 基金项目:河北省2017年度医学科学研究重点课题计划项目(20171517)。

  作者简介:谢菲,女,副主任医师,主要从事小儿呼吸系统疾病研究。

  本文引用格式:谢菲,陈瑞东,赵洁,等.MMP伴喘息患儿血清NF-κB、HMGB1表达与炎性细胞因子水平的相关性及其诊断价值[J].国际

检验医学杂志,2021,42(5):554-558.



(P<0.05).The
 

serum
 

levels
 

of
 

NF-κB,HMGB1,IL-1β,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

MMP
 

with
 

wheezing
 

group
 

than
 

in
 

MMP
 

without
 

wheezing
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

expression
 

of
 

NF-κB
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6
 

and
 

TNF-α.The
 

ex-
pression

 

of
 

HMGB1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1
 

β,IL-6
 

and
 

TNF-α.The
 

best
 

critical
 

value
 

of
 

serum
 

NF-κB
 

was
 

4.78,the
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve(AUC)
 

was
 

0.863
 

(95%CI:0.752—0.895),the
 

sen-
sitivity

 

was
 

88.28%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

87.38%.The
 

best
 

critical
 

value
 

of
 

serum
 

HMGB1
 

was
 

3.67,the
 

AUC
 

was
 

0.815(95%CI:0.746—0.895),the
 

sensitivity
 

was
 

84.74%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

80.43%,the
 

di-
agnostic

 

value
 

of
 

serum
 

NF-κB
 

and
 

HMGB1
 

for
 

MMP
 

with
 

wheezing
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

serum
 

IL-1β,IL-
6

 

and
 

TNF-α.Conclusion NF-κB,HMGB1,IL-1
 

β,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

pathological
 

devel-
opment

 

of
 

MMP
 

with
 

wheezing
 

by
 

affecting
 

the
 

inflammatory
 

response,the
 

serum
 

NF-κB
 

and
 

HMGB1
 

ex-
pression

 

have
 

a
 

good
 

diagnostic
 

value
 

for
 

MMP
 

with
 

wheezing.
Key

 

words:mycoplasma
 

pneumoniae
 

pneumonia; nuclear
 

factor-kappa
 

B; high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1; inflammatory
 

cytokines; diagnostic
 

value

  肺炎支原体肺炎(MMP)是儿童常见的呼吸系统

感染性疾病,近年来发病率呈升高趋势[1]。MMP不

仅引起咳嗽、咳痰等症状,部分儿童可出现喘息症状,
严重影响儿童健康和生活质量,目前对于 MMP伴喘

息的发病机制仍未完全明确,相关研究表明,气道炎

性反应和免疫紊乱可能是造成喘息发作的重要基

础[2]。核转录因子-κB(NF-κB)参与多种炎症性疾病

的发生与发展,其相关通路的激活在机体抗感染性疾

病中发挥重要作用,与机体抗 MMP有密切关系[3]。
高迁移率族蛋白B1(HMGB1)是近年来新发现的一

种炎 症 介 质,在 MMP发 生 和 发 展 中 起 到 重 要 作

用[4]。NF-κB和 HMGB1及其相关炎性因子可能与

MMP伴喘息的发生密切相关。本研究分析血清NF-
κB、HMGB1表达水平与 MMP伴喘息患儿炎性细胞

因子的关系及其诊断价值,旨在初步探究 NF-κB、
HMGB1对 MMP伴喘息的可能作用机制及两者的诊

断价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年1月至2019年10月本

院收治的 MMP患儿90例,纳入标准:(1)所有患儿

均符合 MMP的诊断标准[5]。①患儿发热,表现为弛

张热或不规则热,咳嗽重;②双肺呼吸音粗、干啰音或

湿罗音;③胸片可见大叶性肺炎、间质性肺炎、支气管

肺炎或肺门淋巴结肿大;④血 MMP-IgG 或 MMP-
IgM≥1∶160。(2)患儿年龄1~8岁,入院时病程<2
周。(3)入院前6个月内未服用抗感染及影响免疫功

能的药物。(4)患儿家属对研究知情同意且签署知情

同意协议。排除标准:(1)有支气管哮喘、慢性呼吸系

统疾病的患儿。(2)患有先天性免疫疾病的患儿。

(3)合并其他部位感染和炎症的患儿。(4)不能完成

研究的患儿。根据是否伴有喘息分为 MMP伴喘息

组38例和MMP不伴喘息组52例。另选取同期健康

儿童40例作为健康对照组,纳入标准:(1)年龄1~9
岁;(2)家属对研究知情同意,能完成研究。本研究经

医 院 伦 理 委 员 会 批 准,伦 理 审 批 号 [(伦 审)
H20171109]。
1.2 研究方法

 

1.2.1 标本采集 所有患儿于入院当日采集外周静

脉血5
 

mL,健康对照组儿童采集外周静脉血5
 

mL,
均用两个试管分装,静置后经4

 

000
 

r/min离心5
 

min,离心半径12
 

cm,分离血清用于荧光定量PCR和

酶联免疫吸附试验法检测。
1.2.2 荧光定量PCR检测NF-κB、HMGB1表达水

平 取一试管血清,应用Trizol-氯仿-异丙醇-乙醇法

提取血清中总RNA,并按照试剂盒操作步骤逆转录

合成cDNA,试剂盒购自上海吉凯基因化学技术有限

公司。利用Primer
 

5软件设计目的基因和内参引物,
内参采用3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH),以上引物

由上海吉凯基因化学技术有限公司设计完成,引物序

列见表1。应用荧光定量PCR检测各组血清NF-κB、
HMGB1表达水平,仪器为瑞士 Roche公司生产的

Cobas
 

480荧光定量PCR仪,反应条件:95
 

℃,3
 

min;
95

 

℃,30
 

s;60
 

℃,35
 

s,共40个循环,经过40个循环

扩增后收集荧光信号,根据目的因子、内参 GAPDH
的循环阈值(Ct),使用2-ΔΔCt 法计算相对表达量:
ΔCt=Ct(目的因子)-Ct(GAPDH);ΔΔCt=ΔCt-
ΔCt(对照样本),每个样本设计3个复孔,取3个复孔

的平均值作为相对表达量。

表1  荧光定量PCR引物序列

检测分子 上游引物序列(5'-3') 下游引物序列(5'-3')

NF-κB GTG
 

GGC
 

ACA
 

AGT
 

CGT
 

TTA
 

TGA  CTG
 

GAG
 

CCG
 

GTA
 

GGG
 

AAG
HMGB1 CAG

 

CCT
 

CTT
 

CTC
 

CTT
 

CCT
 

GAG  GGA
 

GAC
 

CTG
 

CCA
 

GAT
 

AGA
GAPDH GGT

 

GAA
 

GGT
 

CGG
 

AGT
 

CAA
 

CG  CAA
 

AGT
 

TGT
 

GGA
 

TGA
 

CCG
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1.2.3 酶联免疫吸附试验法检测炎性细胞因子水

平 取另一试管血清,采用酶联免疫吸附试验法测定

血清白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)和肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)水平,试剂盒为上海酶联生物

技术有限公司生产,严格按照试剂盒操作进行。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析,计数资料以[n(%)]表示,采用χ2 检验。计

量资料经检验均符合正态分布,方差齐性,以x±s表

示,多组数据比较采用单因素方差分析,两组数据比

较采用独立样本t 检验,进一步组间两两比较采用

LSD-t检验,并应用Pearson相关分析各数据的相关

性,应用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清 NF-
κB、HMGB1及炎性细胞因子对 MMP伴喘息的诊断

价值。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组儿童基线资料比较 90例 MMP患儿中,
MMP伴喘息组患儿38例,男性21例、女性17例,平
均(5.38±2.04)岁,平均病程(5.92±2.12)d;MMP
不伴喘息组患儿52例,男性29例、女性23例,平均

(5.42±2.11)岁,平均病程(5.34±2.15)d
 

;健康对照

组,男性22例、女性18例,平均(5.32±2.27)岁,各
组性别、年龄比较差异无统计学意义(P>0.05);

MMP伴喘息组与 MMP不伴喘息组性别、年龄、病程

比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。
2.2 各组血清 NF-κB及 HMGB1表达水平比较 
MMP伴喘息组、MMP不伴喘息组患儿血清 NF-κB
及HMGB1表达水平高于健康对照组,MMP伴喘息

组患儿血清 NF-κB及 HMGB1表达水平高于 MMP
不伴喘息组,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2  各组血清NF-κB及 HMGB1表达水平比较(x±s)

组别 n NF-κB HMGB1

MMP伴喘息组 38 5.12±1.23*# 4.32±0.84*#

MMP不伴喘息组 52 3.85±0.47* 2.83±0.53*

健康对照组
 

40 1.02±0.34 1.05±0.43

F 7.376 5.537

P <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与 MMP不伴喘息组比较,
#P<0.05。

2.3 各组血清IL-1β、IL-6及 TNF-α水平比较 
MMP伴喘息组、MMP不伴喘息组患儿血清IL-1β、
IL-6及TNF-α水平高于健康对照组,MMP伴喘息组

患儿血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平高于 MMP不伴

喘息组,差异有统计学意义(P<0.05),见表3。

表3  各组血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n IL-1β IL-6 TNF-α

MMP伴喘息组 38 23.73±4.33*# 28.44±7.44*# 54.15±12.04*#

MMP不伴喘息组 52 15.80±3.47* 12.45±2.54* 28.52±3.74*

健康对照组
 

40 10.43±2.54 3.78±1.03 13.54±3.33

F 21.234 29.853 42.651

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与 MMP不伴喘息组比较,#P<0.05。

2.4 MMP伴喘息患儿血清NF-κB及 HMGB1表达

水平与血清IL-1β、IL-6及 TNF-α水平的相关性分

析 经Pearson相关分析结果显示,MMP伴喘息患

儿血清NF-κB表达水平与血清IL-1β、IL-6及TNF-α
水平呈正相关(P<0.001),血清 HMGB1表达水平

与血清IL-1β、IL-6及 TNF-α水 平 呈 正 相 关(P<
0.001),见表4。
表4  MMP伴喘息患儿血清NF-κB及 HMGB1表达水平

  与血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平的相关性分析

相关指标
NF-κB

r P

HMGB1

r P

IL-1β 0.428 <0.001 0.421 <0.001

IL-6 0.583 <0.001 0.426 <0.001

TNF-α 0.627 <0.001 0.573 <0.001

2.5 血清NF-κB、HMGB1、IL-1β、IL-6及TNF-α水

平对 MMP伴喘息患儿诊断的ROC曲线分析 绘制

ROC曲线分析血清 NF-κB、HMGB1、IL-1β、IL-6及

TNF-α对 MMP伴喘息的诊断价值,结果显示血清

NF-κB最佳临界值为4.78,其灵敏度为88.28%,特
异度为87.38%,ROC曲线下面积(AUC)

 

为0.863,
95%CI为0.752~0.895;血清 HMGB1最佳临界值

为3.67,其灵敏度为84.74%,特异度为80.43%,
AUC为0.815,95%CI 为0.746~0.895;血清IL-1β
最佳临界值为19.53

 

ng/mL,其灵敏度为70.24%,特
异度为64.55%,AUC为0.685,95%CI 为0.621~
0.732;血清IL-6最佳临界值为16.24

 

ng/mL,其灵敏

度为73.47%,特异度为66.89%,AUC为0.703,
95%CI为0.637~0.754;血清TNF-α最佳临界值为

42.87
 

ng/mL,其 灵 敏 度 为 65.54%,特 异 度 为

58.23%,AUC为0.635,95%CI为0.596~0.685,血
清NF-κB、HMGB1对 MMP伴喘息的诊断价值优于

血清IL-1β、IL-6及TNF-α,见图1。
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图1  血清NF-κB、HMGB1、IL-1β、IL-6及TNF-α水平

对 MMP伴喘息患儿诊断的ROC曲线分析

3 讨  论
 

  MMP是一种好发于学龄前儿童的呼吸系统感染

性疾病,近年来发病率居高不下,有报道显示,在冬春

季等 高 发 季 节,MMP 占 儿 童 下 呼 吸 道 感 染 的

30%[6]。与普通肺炎不同,MMP可引起胸腔积液、坏
死性肺炎、肺不张等,另外约有25%的 MMP患儿可

出现血液系统、心血管系统并发症[7-8]。尤其是部分

患儿可发生喘息,严重影响患儿的生活质量。目前对

于 MMP患儿发生喘息的机制仍未完全明确,研究表

明其机制可能与以下几方面有关:(1)肺炎支原体直

接造成呼吸道上皮损伤,增加呼吸道的反应性[9];(2)
肺炎支原体细胞膜中含有丰富的脂质相关蛋白,进入

体内后促进炎性因子的释放,引起喘息[10];(3)肺炎支

原体感染后激活体内免疫细胞,导致机体免疫功能失

调,诱导IgE产生[11]。
NF-κB是一类可以参与多种炎症性疾病的发生

与发展的蛋白质,主要存在于细胞核内,正常情况下

仅少量分泌入血液,当机体发生炎性反应时,可以刺

激细胞核合成NF-κB,并释放入血[12]。有研究表明,
NF-κB可以选择性结合B细胞κ轻链增强子,进而调

节机体多个信号通路[13]。另外当机体发生炎性反应

时,NF-κB可以与TNF受体相关因子1结合,引起机

体TNF-α水平升高,NF-κB还可以通过与白细胞表

面Toll样受体结合,导致IL-6、IL-8等炎性细胞因子

表达 升 高,引 起 级 联 反 应,促 进 炎 症 的 发 生[14-16]。
HMGB1主要存在于细胞核当中,是一种广泛分布的

非组蛋白[17],XUE
 

等[18]发现,HMGB1是一种重要

的晚期致炎因子,其生成受多种炎性细胞因子的调

控,当 HMGB1释放到细胞外,可激活 HMGB1/NF-
κB通路,从而引发炎性反应。刘丽芬[19]报道指出,
HMGB1、TNF-α、C-反应蛋白在支气管哮喘急性发作

中起重要作用。
本研究采用荧光定量PCR检测 MMP伴喘息、

MMP不伴喘息和健康儿童血清中NF-κB及HMGB1
表达水平,结果显示,MMP伴喘息组患儿血清NF-κB

及HMGB1表达水平高于 MMP不伴喘息组和健康

对照组,提示在 MMP喘息发生中NF-κB及 HMGB1
起重要作用。分析原因可能为 MMP伴喘息患儿存

在呼吸道高反应性、免疫功能失调及呼吸道的慢性炎

症,这部分患儿感染肺炎支原体后,诱发机体产生

NF-κB,并调节机体多个信号通路,引起级联反应,促
进炎症的发生[20];MMP伴喘息患儿 HMGB1也大量

释放到细胞外,引发炎性反应[21]。进一步观察发现,
MMP伴喘息组患儿血清IL-1β、IL-6及TNF-α水平

高于 MMP不伴喘息组和健康对照组儿童,提示IL-
1β、IL-6及TNF-α促进 MMP喘息的发生。IL-1β主

要由单核细胞、内皮细胞和成纤维细胞产生,具有诱

发机体免疫应答、刺激T细胞活化、促进B细胞分泌

抗体的作用[22]。IL-6则具有活化T细胞、刺激细胞

因子产生、增强自然杀伤细胞功能的作用[23]。当机体

发生免疫功能失调时,可以出现IL-1β、IL-6水平升

高。TNF-α是 机 体 重 要 的 炎 性 细 胞 因 子,适 当 的

TNF-α可以对机体起到保护作用,但当TNF-α产生

过多时可以促进炎症细胞的募集和B淋巴细胞增殖,
导致机体免疫应答增强[24]。笔者推测,MMP伴喘息

患儿存在免疫功能失调和炎性反应,因此血清IL-1β、
IL-6及TNF-α水平升高。

经Pearson相关分析显示,MMP伴喘息患儿血

清NF-κB与IL-1β、IL-6及TNF-α水平呈正相关,血
清HMGB1与IL-1β、IL-6及 TNF-α水平呈正相关,
说明各指标可能参与了 MMP伴喘息的发展过程,与
陈敏等[25]报道结果相符,推测当 MMP患儿发生喘息

后HMGB1可促进机体产生IL-1β、IL-6及TNF-α,进
而促进疾病发展。本研究还分析了血清 NF-κB及

HMGB1对 MMP伴喘息患儿的诊断价值,结果显示

血清NF-κB诊断 MMP伴喘息的灵敏度为88.28%,
特异度为87.38%,血清 HMGB1诊断 MMP伴喘息

的灵敏度为84.74%,特异度为80.43%,血清 NF-
κB、HMGB1对 MMP伴喘息的诊断价值优于血清

IL-1β、IL-6及TNF-α,提示对疑似 MMP患儿进行血

清NF-κB及 HMGB1检测可以为 MMP伴喘息的诊

断提供辅助依据。
综上 所 述,MMP 伴 喘 息 患 儿 血 清 NF-κB、

HMGB1表达水平、IL-1β、IL-6及TNF-α水平异常升

高,患儿血清NF-κB、HMGB1与IL-1β、IL-6及TNF-
α呈正相关。血清 NF-κB、HMGB1的检测对 MMP
伴喘息具有较好的诊断价值。由于本研究开展时间

尚短,收集的病例样本量较少,因此未进一步对不同

病情程度的患儿进行分组且未对入组患儿进行随访,
以探究血清NF-κB、HMGB1与病情严重程度及预后

的关系,后续研究将扩大样本量并增加随访以期获取

更加全面的结论。
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