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  摘 要:目的 探讨血清微小RNA-182(miR-182)、肺表面活性蛋白D(SP-D)水平与脓毒症患者预后的关

系。方法 选取该院收治的脓毒症患者120例为脓毒症组,脓毒症组患者又根据28
 

d时的预后情况分为死亡

组26例,存活组94例。另选取非脓毒症引起的全身炎症反应综合征(SIRS)患者120例为SIRS组及健康体检

者120例为对照组。采用实时荧光定量PCR检测受试者 miR-182水平,采用酶联免疫吸附试验检测受试者

SP-D水平。结果 与对照组比较,SIRS组、脓毒症组血清miR-182、SP-D水平均明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与SIRS组比较,脓毒症组血清 miR-182、SP-D水平均明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
死亡组急性生理与慢性健康状况Ⅱ(APACHE

 

Ⅱ)评分、血清降钙素原(PCT)、miR-182、SP-D水平均明显高于

存活组,差异有统计学意义(P<0.05)。脓毒症患者血清miR-182、SP-D、PCT水平与APACHE
 

Ⅱ评分均呈正

相关(P<0.05)。miR-182低表达组的28
 

d累积生存率明显高于miR-182高表达组,SP-D低表达组的28
 

d累

积生存率明显高于SP-D高表达组,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-182、SP-D、APACHEⅡ评分、PCT水

平升高是脓毒症患者死亡的独立危险因素(P<0.05)。结论 血清 miR-182、SP-D水平升高是脓毒症患者死

亡的独立危险因素,可为患者预后评估提供参考。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

microRNA-182
 

(miR-
182),pulmonary

 

surfactant
 

protein
 

D
 

(SP-D)
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

sepsis.Methods A
 

total
 

of
 

120
 

patients
 

with
 

sepsis
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

sepsis
 

group.According
 

to
 

the
 

prognosis
 

at
 

28
 

day,the
 

patients
 

in
 

sepsis
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

death
 

group
 

(26
 

cases)
 

and
 

survival
 

group
 

(94
 

cases).In
 

addition,
120

 

patients
 

with
 

systemic
 

inflammatory
 

response
 

syndrome
 

(SIRS)
 

not
 

caused
 

by
 

sepsis
 

were
 

selected
 

as
 

SIRS
 

group
 

and
 

120
 

healthy
 

people
 

took
 

physical
 

examination
 

as
 

control
 

group.Real-time
 

fluorescent
 

quantita-
tive

 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

miR-182
 

in
 

subjects,and
 

the
 

level
 

of
 

SP-D
 

in
 

subjects
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Results Compared
 

with
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-182
 

and
 

SP-D
 

in
 

SIRS
 

group
 

and
 

sepsis
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

SIRS
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-182
 

and
 

SP-D
 

in
 

sepsis
 

group
 

were
 

sig-
nificantly

 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

acute
 

physiology
 

and
 

chro-
nic

 

health
 

evaluationⅡ(APACHE
 

Ⅱ)
 

score,serum
 

procalcitonin
 

(PCT),miR-182
 

and
 

SP-D
 

levels
 

in
 

death
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

survival
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Serum
 

miR-182,SP-D,PCT
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

A-
PACHE

 

Ⅱ
 

score
 

(P<0.05).The
 

28
 

day
 

cumulative
 

survival
 

rate
 

of
 

miR-182
 

low
 

expression
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

of
 

miR-182
 

high
 

expression
 

group,and
 

the
 

28
 

day
 

cumulative
 

survival
 

rate
 

of
 

SP-D
 

low
 

expression
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

SP-D
 

high
 

expression
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
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statistically
 

significant
 

(P<0.05).MiR-182,SP-D,APACHEⅡ
 

score
 

and
 

PCT
 

level
 

increased
 

were
 

the
 

inde-
pendent

 

risk
 

factors
 

of
 

death
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis
 

(P<0.05).Conclusion The
 

increase
 

of
 

serum
 

miR-182
 

and
 

SP-D
 

levels
 

are
 

independent
 

risk
 

factors
 

of
 

death
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis,which
 

can
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

patients.
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  脓毒症是严重感染、创伤、休克、大手术后常见的

并发症及患者死亡原因之一,是由各种致病微生物感

染引起的全身炎症反应综合征(SIRS),可进一步导致

多器官功能衰竭,其中肺是最易发生感染的器官[1-2]。
近年来,脓毒症发病率及病死率呈逐年上升趋势,已
对人类健康造成严重威胁。既往研究多以白细胞计

数及其分类、C反应蛋白等指标来评估脓毒症患者的

预后,但上述指标特异度较低[3-4]。因此,积极探索与

脓毒症预后有关的分子生物学指标,制订完善的预后

评价系统,将有利于防止脓毒症患者病情恶化并改善

其预后。微小RNA(miRNA)是一类高度保守的内源

性非编码核苷酸,在细胞生长、发育、分化中发挥重要

的调节作用[5]。miRNA-182是miRNA家族的一员,
定位于人7号染色体(7p32.2),与肿瘤发生发展、炎
性反应有关[6]。肺表面活性蛋白D(SP-D)属于C型

凝集素超家族成员,参与病原体的清除及免疫反应﹑

炎性反应和过敏反应的调节,与肺部疾病有关[7]。目

前,有关血清 miR-182、SP-D在脓毒症患者中的表达

情况及与预后关系的研究较少,本研究对此进行了相

关探讨,以期为临床诊治工作提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年6月至2020年5月本院

创伤ICU收治的脓毒症患者120例作为脓毒症组,其
中男59例,女61例;年龄40~83岁,平均(62.18±
10.52)岁。根据脓毒症患者28

 

d时的预后情况又将

其分为死亡组26例,存活组94例。另选取同期非脓

毒症引起的SIRS患者120例作为SIRS组,其中男

60例,女60例;年龄40~83岁,平均(62.55±10.19)
岁。选取同期健康体检者120例作为对照组,其中男

63例,女57例;年龄41~83岁,平均(62.27±10.26)
岁。脓毒症组、SIRS组与对照组性别、年龄等基线资

料比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比

性。纳入标准:(1)脓毒症组患者均符合脓毒症相关

诊断标准[8],即存在感染、序贯器官衰竭评分(SO-
FA)[9]≥2分;(2)SIRS组患者符合SIRS相关诊断标

准[10],即体温>38
 

℃或<36
 

℃,心率>90次/分,呼
吸频率>20次/分或二氧化碳分压(PaCO2)<4.6

 

kPa,白细胞计数>12×109/L或<4×109/L;(3)临
床资料完整者。排除标准:(1)近期使用免疫抑制剂

治疗的患者;(2)不愿意配合本研究的患者。本研究

获得本院医学伦理委员会批准后实施,所有受试对象

及其家属均签署知情同意书。
1.2 仪 器 与 试 剂  SP-D 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)试剂盒(货号SEA480Hu-1)购自上海恒斐

生物科技有限公司;Trizol试剂(货号 MN562J2)、反
转录试剂盒(货号J6547M)、SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq荧

光定量PCR试剂盒(货号N5643MJ)购自美国Sigma
公司;miR-182及内参 U6引物由生工生物工程(上
海)有 限 公 司 合 成;荧 光 定 量 PCR 分 析 仪(型 号

QuantGene
 

9600)购自杭州博日科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 资料收集 收集脓毒症组患者的临床资料,
包括性别、年龄、感染部位、降钙素原(PCT)水平。采

用急性生理与慢性健康状况Ⅱ(APACHE
 

Ⅱ)评分对

脓毒症组患者入院时疾病严重程度进行评分,以急性

生理评分、年龄评分、慢性健康评分3项指标为评分

依据,最高分为71分,分数越高,病情越严重[11]。
1.3.2 标本采集 收集所有患者入院后24

 

h内及体

检者体检当日空腹肘静脉血5
 

mL,静置25~30
 

min,
室温条件下以4

 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液,
于-80

 

℃冰箱中保存,备用。
1.3.3 血清SP-D水平检测 从-80

 

℃冰箱中取出

血清标本,解冻,采用ELISA检测血清SP-D水平,操
作均严格按照试剂盒说明书进行。
1.3.4 血清 miR-182水平检测 从-80

 

℃冰箱中

取出血清标本,按照试剂盒说明书提取总RNA,参照

反转录试剂盒说明书将RNA反转录为cDNA。参照

荧光定量PCR试剂盒说明书进行实时荧光定量PCR
反应,所用引物序列见表1。反 应 体 系 为20

 

μL:
SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

10
 

μL,cDNA
 

1
 

μL,H2O
 

8
 

μL,上下游引物各0.5
 

μL。反应步骤:95
 

℃预处理

20
 

s,95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,共40个循环。
以U6作为内参基因,采用2-ΔΔCt法计算血清 miR-182
相对表达水平。

表1  引物序列

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

miR-182 TGACAAAGGCAGGAGGTA ATCTCTGGGTGCTGGTGAAGG

U6 AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC GGGGTCATTGATGGCAACAATA
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1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据分

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,两两比

较采用LSD-t检验;计数资料以例数或百分率表示,
组间比较采用χ2 检验;采用Pearson相关进行相关性

分析;采用Kaplan-Meier生存曲线进行生存分析;采
用多因素Logistic回归进行危险因素分析。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 对照组、SIRS组、脓毒症组血清 miR-182、SP-D
水平比较 与对照组比较,SIRS组、脓毒症组血清

miR-182、SP-D水平均明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与SIRS组比较,脓毒症组血清miR-182、
SP-D水 平 均 明 显 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。见表2。
2.2 存活组与死亡组临床资料比较 存活组与死亡

组性别、年龄、感染部位比较,差异无统计学意义(P>

0.05);死亡组APACHE
 

Ⅱ评分、血清PCT水平均明

显高于存活组,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表3。
2.3 存活组与死亡组血清 miR-182、SP-D水平比

较 与存活组比较,死亡组血清miR-182、SP-D水平均

明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表2  对照组、SIRS组、脓毒症组血清 miR-182、SP-D

   水平比较(x±s)

组别 n miR-182 SP-D(ng/mL)

对照组 120 1.01±0.23 98.31±39.96

SIRS组 120 2.15±0.70* 125.53±45.10*

脓毒症组 120 3.96±1.28*# 172.53±56.21*#

F 365.237 74.740

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与SIRS组比较,#P<0.05。

表3  存活组与死亡组临床资料比较

组别 n
男/女

(n/n)
年龄

(x±s,岁)

感染部位(n)

肺部 腹腔 泌尿系统 颅内

APACHE
 

Ⅱ评分

(x±s,分)
PCT

(x±s,μg/L)

存活组 94 44/50 62.33±10.68 28 38 22 6 12.18±3.86 3.50±1.15
死亡组 26 15/11 62.03±10.36 3 0 5 18 17.35±5.19 6.72±2.21

t/χ2 0.579 0.298 31.083 8.756 10.083

P 0.447 0.766 0.066 <0.001 <0.001

表4  存活组与死亡组血清 miR-182、SP-D水平

   比较(x±s)

组别 n miR-182 SP-D(ng/mL)

存活组 94 3.61±1.20 155.68±53.27

死亡组 26 4.23±1.26 189.37±59.16

t 2.307 2.786

P 0.023 0.006

2.4 脓毒症患者血清 miR-182、SP-D、PCT水平与

APACHE
 

Ⅱ评分的相关性分析 Pearson相关分析

结果显示,脓毒症患者血清miR-182、SP-D、PCT水平

与APACHE
 

Ⅱ评分均呈正相关(r=0.623、0.597、
0.433,P<0.05)。见表5。

表5  血清 miR-182、SP-D、PCT水平与APACHE
 

Ⅱ
   评分的相关性

指标
APACHE

 

Ⅱ评分

r P

miR-182 0.623 0.006

SP-D 0.597 0.010

PCT 0.433 0.001

2.5 血清miR-182、SP-D水平与脓毒症患者28
 

d短

期生存率的关系 根据 miR-182、SP-D 水平均值

(3.96、172.53
 

ng/mL)将脓毒症患者分为 miR-182
高表达组(58例)与 miR-182低表达组(62例),SP-D
高表达组(60例)与SP-D低表达组(60例)。miR-182
高表达组与SP-D高表达组的28

 

d累积生存率分别

为65.52%(38/58)、70.00%(42/60);miR-182低表

达组与SP-D低表达组的28
 

d累积生存率分别为

90.32%(56/62)、86.67%(52/60)。miR-182低表达

组的28
 

d累积生存率明显高于miR-182高表达组,差
异有统计学意义(χ2=11.742,P=0.001);SP-D低表

达组的28
 

d累积生存率明显高于SP-D高表达组,差
异有统计学意义(χ2=5.447,P=0.020)。Kaplan-
Meier生存曲线见图1、2。

图1  miR-182高、低表达组患者的Kaplan-
Meier生存曲线
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2.6 脓毒症患者死亡的危险因素分析 以脓毒症患

者是否 死 亡 为 因 变 量,以 血 清 miR-182、SP-D、A-
PACHEⅡ评分、PCT水平为自变量进行多因素Lo-

gistic回归分析,结果显示,miR-182、SP-D、APACHE
Ⅱ评分、PCT水平升高是脓毒症患者死亡的独立危险

因素(P<0.05)。见表6。

表6  脓毒症患者死亡的危险因素分析

自变量 β SE Wald P OR 95%CI

miR-182 0.282 0.092 9.457 0.002 1.326 1.108~1.589

SP-D 0.191 0.079 5.872 0.015 3.211 2.037~8.414

APACHEⅡ评分 0.169 0.077 4.859 0.027 1.185 1.019~1.378

PCT 1.302 0.102 63.030 <0.001 3.678 3.012~4.492

图2  SP-D高、低表达组患者的Kaplan-
Meier生存曲线

3 讨  论

脓毒症作为一种SIRS,由感染引起,是ICU常见

的危重症,极易引发多器官功能衰竭,若不及时诊断、
治疗,其病死率可高达80%[12]。因此,积极探寻分子

生物学指标,及早评估脓毒症预后并及时采取相应措

施,对降低脓毒症患者的死亡风险,改善患者预后有

重大意义。
miRNA是一类非编码短链RNA,长度为18~25

个核苷酸,可以调节细胞早期发育,参与组织细胞分

化与成熟,调控基因表达[13]。研究证实,miRNA可

通过影响多种靶基因的表达及生物合成来调控炎性

反应的发生[14]。miR-182的表达水平受基因转录和

miRNA加工等调控,与免疫炎性反应关系密切。既

往研究显示,脓毒症大鼠血清 miR-182水平明显高于

健康大鼠[15]。也有研究发现,与健康对照者比较,早
期脓毒症患者血清miR-182水平明显升高,可作为早

期脓毒症的诊断标志物[16]。本研究结果显示,脓毒症

组血清miR-182水平明显高于对照组和SIRS组,死
亡组血清 miR-182水平明显高于存活组,提示血清

miR-182高表达可能与脓毒症的发生、发展及预后关

系密切,原因可能是脓毒症发生、发展过程中存在着

明显的免疫功能紊乱,Toll样受体(TLR)信号通路是

发挥抗炎及修复作用的重要调节通路,涉及多种炎症

因子,而miR-182是TLR信号通路的调控因子,其与

白细胞介素-1β、肿瘤坏死因子-α等炎症因子的产生

有关[17]。SP-D属于肺表面活性物质,能降低肺表面

张力,维持肺泡腔内肺表面活性物质磷脂的正常结构

及功能,促进免疫系统对病原菌的清除,进一步抑制

炎症因子的释放及淋巴细胞的增生[18]。当肺部受到

感染后,肺血管内皮细胞抗凝血酶-2的完整性受损,
肺血管通透性增加,促使肺泡中的SP-D向血管内渗

透,进入血液循环,使血清中SP-D水平升高[19]。因

此,血清SP-D水平变化可用于判断脓毒症患者病情

变化及指导临床治疗。周江等[20]研究发现,与健康对

照组比较,脓毒症组血清 SP-D 水平明显升高,且
SP-D水平对脓毒症所致靶器官损伤的病情评估有一

定指导意义。本研究结果显示,脓毒症组血清SP-D
水平明显高于SIRS组及对照组,死亡组血清SP-D水

平明显高于存活组,提示血清SP-D高表达可能与脓

毒症发生、发展及预后关系密切,原因可能是脓毒症

患者极易出现肺损伤,使肺血管通透性增加,促使肺

泡中的SP-D向血管内渗透,进入血液循环,从而使血

清SP-D水平异常升高。APACHEⅡ评分是根据患

者年龄和既往健康状况对生命体征进行的评分,能够

反映疾病严重程度[21]。PCT与细菌感染有关,对炎

性反应有较高的敏感性及特异性[22]。本研究中,死亡

组APACHE
 

Ⅱ评分、PCT水平明显高于存活组,提
示APACHE

 

Ⅱ评分及PCT水平与脓毒症患者的预

后有关。Pearson相关分析结果显示,死亡组血清

miR-182、SP-D、PCT水平与 APACHE
 

Ⅱ评分均呈

正相关,提示miR-182、SP-D、PCT也可用于反映脓毒

症患者的病情严重程度。
对脓毒症患者28

 

d短期预后进行评价,对死亡的

高危患者进行甄别,并早期给予适当干预,能够减缓

或逆转病情恶化、减少病死率。宋中海等[23]研究显

示,血清PCT、中性粒细胞CD64百分比等指标联合

应用可评价脓毒症患者28
 

d病情转归情况,对于制订

最佳治疗方案,改善患者预后有重要意义。本研究

中,miR-182低表达组28
 

d累积生存率明显高于

miR-182高表达组,SP-D低表达组28
 

d累积生存率

明显高于SP-D高表达组;且进一步分析发现,miR-
182、SP-D、APACHEⅡ评分、PCT水平升高均是脓毒

症患者死亡的独立危险因素。说明监测血清 miR-
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182、SP-D、PCT水平并及时进行APACHEⅡ评分对

临床评估脓毒症患者的预后有重要意义,APACHEⅡ
评分、miR-182、SP-D、PCT水平升高的脓毒症患者短

期死亡风险较大,对该部分患者在治疗中应予以重点

关注。
综上所述,脓毒症患者血清 miR-182、SP-D水平

异常升高,是患者死亡的独立危险因素,可为脓毒症

患者临床预后评估提供一定参考。
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