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  摘 要:目的 探讨脓毒症患儿血清miR-150表达水平与疾病严重程度、炎性反应和预后的关系。方法 
选取2016年1月至2018年12月该院收治的137例脓毒症患儿作为脓毒症组,同期收治的非脓毒症住院患儿

87例作为对照组。检测两组患儿血清miR-150表达水平,采用Pearson相关性分析探讨 miR-150表达水平与

疾病严重程度和炎性反应的相关性,采用Logistic回归分析脓毒症患儿不良预后的影响因素。结果 脓毒症组

血清miR-150表达水平低于对照组(P<0.05)。低水平miR-150组序贯器官衰竭评估(SOFA)评分、急性生理

与慢性健康状况评分系统Ⅱ(APACHEⅡ)评分以及降钙素原、C反应蛋白水平均高于高水平 miR-150组,且

miR-150表达水平与APACHE
 

Ⅱ评分、SOFA评分、降钙素原和C反应蛋白水平呈负相关(P<0.05)。A-
PACHE

 

Ⅱ评分升高,高水平的乳酸、血肌酐、降钙素原、C反应蛋白,以及低水平的血清清蛋白和血清 miR-150
均是脓毒症患儿28

 

d死亡的危险因素(P<0.05)。结论 脓毒症患儿血清 miR-150表达水平降低,能够反映

疾病的严重程度和炎症水平,预测患儿的死亡风险,可作为协助评估脓毒症患儿病情和预后的血清学指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

association
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-150
 

in
 

the
 

periph-
eral

 

blood
 

of
 

septic
 

children
 

and
 

disease
 

severity,inflammatory
 

reaction
 

and
 

outcome.Methods A
 

total
 

of
 

137
 

children
 

with
 

sepsis
 

admitted
 

to
 

a
 

hospital
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

sepsis
 

group,and
 

87
 

children
 

without
 

sepsis
 

hospitalized
 

in
 

a
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-150
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

children.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-150
 

expression
 

level
 

and
 

disease
 

severity
 

and
 

inflammatory
 

response.Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

with
 

sepsis.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-150
 

in
 

sepsis
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

sequential
 

organ
 

failure
 

assessment(SOFA)score,acute
 

physiology
 

and
 

chronic
 

health
 

evaluation
 

scoring
 

system
 

Ⅱ(APACHE
 

Ⅱ)score,procalcitonin
 

and
 

C-reactive
 

protein
 

in
 

low-level
 

miR-
150

 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

high-level
 

miR-150
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-150
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

APACHE
 

Ⅱ
 

score,SOFA
 

score,procalcitonin
 

and
 

C-reactive
 

protein
 

(P<0.05).APACHE
 

Ⅱ
 

score
 

increased,high
 

level
 

of
 

lactate,serum
 

creatinine,procalcitonin,C-reactive
 

protein,low
 

level
 

of
 

serum
 

al-
bumin

 

and
 

serum
 

miR-150
 

were
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

28
 

day
 

death
 

in
 

children
 

with
 

sepsis
 

(P<0.05).Conclusion
 The

 

expression
 

level
 

of
 

miR-150
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

children
 

with
 

sepsis
 

is
 

low,which
 

can
 

reflect
 

dis-
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ease
 

severity
 

and
 

inflammatory
 

reaction,predict
 

the
 

risk
 

of
 

death,and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

a
 

serological
 

index
 

to
 

e-
valuate

 

the
 

disease
 

condition
 

for
 

children
 

with
 

sepsis.
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  脓毒症是由感染引起宿主反应失调的全身炎症

反应综合征,失控时可进一步进展至脓毒性休克、多
器官功能障碍综合征,可影响患儿的临床预后[1]。住

院患儿由于机体脏器功能发育不全,抵抗感染和减轻

炎性反应的能力下降,持续的全身炎性反应可加重患

儿的原发疾病病情,容易进展至脓毒症休克和多器官

功能障碍,增加住院患儿病死率及延长住院时间,导
致临床预后不良[2]。目前脓毒症的诊断主要依赖于

生命体征的变化及血清炎症因子和血气分析检查,通
过以上方式早期评估脓毒症患儿的疾病严重程度和

炎性反应,可尽早避免疾病进展至多器官功能障碍,
降低患儿病死率。微小RNA(miRNA)

 

是新近发现

的一类在转录后水平上对基因的表达进行调控的非

编码RNA,参与炎症、肾脏疾病、心血管疾病、肿瘤等

多种疾病调节过程,因此近年来逐渐被认识并广泛深

入研究[3]。在脓毒症患儿中,多种 miRNA参与疾病

的发生、发展 及 调 控 过 程,例 如 miR-125b[4]、miR-
146[5]、MIR223[6]等。然而,目前 miR-150在脓毒症

患者尤其是患儿中的表达情况尚不明确,其与疾病的

严重程度、炎性反应及死亡风险等关系值得更加深入

地探讨。因此,本研究拟探讨血清 miR-150在脓毒症

患儿的表达情况,分析血清 miR-150表达水平与疾病

严重程度、炎性反应及28
 

d病死率的关系,以期寻找

评价脓毒症患儿疾病病情和临床预后的血清学指标。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2018年12月本

院收治的脓毒症患儿137例作为脓毒症组。入选标

准:(1)年龄3~<14岁,男女不限。(2)脓毒症的诊

断参照相关标准[7],有明确证据表明患儿存在感染或

高度怀疑感染并伴发以下征象。①呼吸频率≥22次/

min,意识改变,收缩压≤100
 

mm
 

Hg和(或)平均动

脉压<70
 

mm
 

Hg;②动脉氧分压<300
 

mm
 

Hg和

(或)氧体积分数<40
 

kPa;③胆红素≥33
 

μmol/L;④
尿量<500

 

mL/d。(3)研究对象监护人同意参与并签

署知情同意书。排除标准:(1)合并恶性实体肿瘤或

者血液系统肿瘤;(2)近3个月接受免疫抑制剂治疗;
(3)合并自身免疫性疾病如系统性红斑狼疮、类风湿

关节炎;(4)交流沟通障碍或伴有精神疾病。脓毒症

组男性79例、女性58例,平均年龄为(11.52±1.91)
岁。另选取同期本院收治的非脓毒症住院患儿87例

作为对照组,其中男性51例、女性36例,平均年龄为

(11.43±1.15)岁。两组年龄、性别比例比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。本研究已获本院伦理委员会

批准进行。

1.2 血清 miR-150检测 两组患儿清晨空腹状态采

集肘静脉血共5
 

mL,以3
 

000
 

r/min转速且离心直径

为80
 

cm 的条件下,离心10
 

min,取上层血清保存

于-80
 

℃冰箱中备用。采用RNA提取纯化试剂盒

(购自北京天根生化科技有限公司)完成血清总RNA
的提取,采用实时荧光定量PCR技术检测入组患儿

miR-150表达水平。以U6为内参对照,反应温度94
 

℃
 

2
 

min进行1个循环,94
 

℃
 

40
 

s、60
 

℃
 

40
 

s、72
 

℃
 

1
 

min内完成35个循环,最后72
 

℃
 

5
 

min完成1个

循环,通过2-ΔΔCt 法分析其相对表达水平。miR-150
的上游引物为5'-GGA

 

ACA
 

GCA
 

GGT
 

CTG
 

GT-3',
下游引物为5'-CCA

 

CAG
 

ACA
 

TGG
 

GCA
 

GG-3'。

U6上游引物:5'-CTC
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3',
下 游 引 物:5'-AAC

 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3'。

1.3 资料收集与检测方法 收集患儿的基线资料,
包括年龄、性别、格拉斯哥昏迷(GCS)评分[8]、基线急

性生理功能和慢性健康状况评分系统Ⅱ(APACHE
 

Ⅱ)评分[9]、序贯器官衰竭评分(SOFA)评分[10]、基线

血肌酐、基线预估的肾小球滤过率(eGFR)、血红蛋

白、血小板、乳酸、尿酸、降钙素原、血清清蛋白、C反

应蛋白,同时随访患儿从确诊脓毒症起始的28
 

d是否

发生死亡。GCS评分由睁眼反应、语言反应和肢体运

动
 

3部分组成,总得分为三者之和,总分为0~30分,
分数越高则昏迷程度越严重。血常规使用广州迈瑞

公司BC5000全自动血细胞分析仪进行检测,血清清

蛋白、尿酸和血肌酐采用美国贝克曼公 司 型 号 为

Beckmancoulter的 LX20仪器检测,乳酸采用德国

Senslab公司型号为Lactata-scout的便携式乳酸盐分

析仪检测,降钙素原采用德国Berthold公司生产的型

号BLA250的检测仪器检测,C反应蛋白采用 Rche
公司出产的 MODULARP型号

 

P800全自动生化分

析仪 检 测,eGFR 按 慢 性 肾 脏 病 流 行 病 协 作 研 究

(CKD-EPI)公式计算[11]。

1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS22.0进行数

据分析,计数资料采用例数(百分比)进行表示,两组

间的比较采用χ2 检验。符合正态分布的计量资料以

x±s形式表示,两组间比较采用独立样本的t检验。
脓毒症患儿血清 miR-150表达水平与疾病严重程度

和炎性反应的相关性采用Pearson相关性分析。采用
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单因素和多因素Logistic回归分析影响脓毒症患儿

死亡的危险因素。α=0.05为检验水准,P<0.05表

示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组患儿临床基线资料比较 与对照组比较,
脓毒症组 APACHE

 

Ⅱ评分、GCS评分、SOFA评分

及血肌酐、乳酸、降钙素原、C反应蛋白水平较高,eG-
FR、血清清蛋白和血清 miR-150表达水平较低,差异

均有统计学意义(P<0.05)。两组其余临床指标包括

年龄、性别、血红蛋白、血小板计数、尿酸水平比较,差
异无统计学意义(P>0.05),见表1。

2.2 脓毒症患儿 miR-150表达水平与疾病严重程

度、炎性反应相关性分析 根据脓毒症患儿 miR-150
表达水平的平 均 值 作 为 界 限,分 为 低 miR-150组

(miR-150<0.20)64例和高 miR-150组(miR-150≥
0.20)73例,比较两组患儿疾病严重程度指标(A-
PACHE

 

Ⅱ评分、GCS评分、SOFA评分)和炎性指标

(降钙素原和C反应蛋白)水平差异。低水平 miR-
150组的APACHE

 

Ⅱ评分、SOFA评分、降钙素原和

C反应蛋白水平均高于高水平 miR-150组,差异均有

统计学意义(P<0.05),而两组GCS评分比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。见表2。采用Pearson相

关性分析脓毒症患儿血清 miR-150表达水平与 A-
PACHE

 

Ⅱ评分、GCS评分、SOFA评分、降钙素原和

C反应蛋白之间的相关性,结果显示 miR-150表达水

平与APACHE
 

Ⅱ评分、SOFA评分、降钙素原和C
反应蛋白呈负相关(P<0.05)。见表3。

表1  两组患儿临床基线资料比较

基线资料 脓毒症组(n=137) 对照组(n=87) t/χ2 P

年龄
 

(x±s,岁) 11.52±1.91 11.43±1.15 0.218 0.827

男性[n(%)] 79(57.7) 51(58.6) 0.020 0.888

APACHE
 

Ⅱ评分(x±s,分) 17.62±3.11 15.23±2.91 5.789 <0.001

GCS评分(x±s,分) 19.72±4.81 17.61±3.52 3.527 0.001

SOFA评分(x±s,分) 6.20±1.82 5.51±1.33 3.143 0.002

血肌酐(x±s,μmol/L) 98.51±12.62 84.30±17.13 7.139 <0.001

eGFR(x±s,mL/min/1.73
 

m2) 76.40±11.23 79.81±13.42 -2.050 0.042

血红蛋白(x±s,g/L) 139.52±25.41 138.60±22.71 0.269 0.788

血小板计数(x±s,×109/L) 168.93±31.52 171.14±27.41 -0.535 0.593

血清清蛋白(x±s,g/L) 21.90±7.31 25.84±9.02 -3.555 <0.001

尿酸(x±s,μmol/L) 345.71±39.92 343.60±42.43
 

0.375 0.708

乳酸(x±s,mmol/L) 2.62±0.41 0.44±0.12
 

50.275 <0.001

降钙素原(x±s,ng/mL) 3.83±0.40 1.90±0.32
 

38.020 <0.001

C反应蛋白(x±s,mg/L) 21.82±13.41 4.10±1.23
 

12.279 <0.001

血清miR-150(x±s) 0.20±0.04 1.21±0.19 -60.226 <0.001

表2  低 miR-150组和高 miR-150组各指标水平比较(x±s)

项目 低miR-150组(n=64) 高miR-150组(n=73) t P

APACHE
 

Ⅱ评分(分) 23.32±2.91 12.73±3.14 20.378 <0.001

GCS评分(分) 20.21±3.50 19.30±2.32 1.813
 

0.072

SOFA评分(分) 7.91±2.15 4.70±2.81 7.428 <0.001

降钙素原(ng/mL) 4.79±0.51 3.05±0.42 21.891 <0.001

C反应蛋白(mg/L)
 

24.72±11.23
 

19.21±12.91 2.647
 

0.009

2.3 脓毒症患儿28
 

d死亡危险因素分析 建立Lo-
gistic回归模型,以137例脓毒症患儿的基线资料为

样本,以发生脓毒症后28
 

d是否死亡作为因变量,连
续变量按照两组总均值进行分段,转化为两分类变

量,以提高统计效率使回归结果清晰。137例脓毒症

患儿中死亡51例(死亡组),存活86例(生存组)。其

中与生存组相比,死亡组APACHE
 

Ⅱ评分、SOFA评

分及血肌酐、降钙素原、C反应蛋白、乳酸水平较高,
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eGFR、血清清蛋白和血清 miR-150表达水平较低

(P<0.05)。选取单因素Logistic回归分析中具有统

计学意义的变量纳入多因素Logistic回归分析,回归

过程采用“进入法”以进行自变量的选择和剔除,设定

α剔除=0.10,α入选=0.05,连续变量按照两组总均值进

行分段,回归结果:共有APACHE
 

Ⅱ评分、乳酸、血肌

酐、血清清蛋白、降钙素原、C反应蛋白和血清 miR-
150被保留入回归方程。APACHE

 

Ⅱ评分升高,高
水平的乳酸、血肌酐、降钙素原、C反应蛋白,以及低

水平血清清蛋白和血清 miR-150均是脓毒症患儿28
 

d死亡的危险因素(OR>1,P<0.05)。见表4、5。
表3  miR-150与疾病严重程度、炎性反应的

   相关性分析

项目 r P

APACHE
 

Ⅱ评分 -0.289 <0.001

GCS评分 -0.585 0.517

SOFA评分 -0.398 0.023
 

降钙素原 -0.149 0.005

C反应蛋白 -0.274 0.031

表4  脓毒症患儿死亡组和生存组临床资料比较

基线资料 死亡组(n=51) 生存组(n=86) t/χ2 P

年龄(x±s,岁) 11.79±1.46 11.21±1.35 1.589 0.114

男性(n) 31 48 0.005 0.994

APACHE
 

Ⅱ评分(x±s,分) 18.91±3.58 16.17±1.58 6.168 <0.001

GCS评分(x±s,分) 20.15±3.46 19.96±3.78 0.293 0.770

SOFA评分(x±s,分) 7.13±1.31 6.28±1.42 3.484 0.001

血肌酐(x±s,μmol/L) 102.45±11.32 91.26±13.41 4.995 <0.001

eGFR(x±s,mL/min/1.73
 

m2) 71.49±11.68 78.52±12.43 -3.272 0.001

血红蛋白(x±s,g/L) 140.42±13.45 139.87±12.86 0.238 0.812

血小板计数(x±s,×109/L) 169.45±29.38 170.24±26.91 -0.160 0.873

血清清蛋白(x±s,g/L) 20.98±5.26 23.54±6.18 -2.473 0.015

尿酸(x±s,μmol/L) 346.60±34.72 344.85±32.61 0.296 0.767

乳酸(x±s,mmol/L) 3.64±0.84 2.41±0.37 11.805 <0.001

降钙素原(x±s,ng/mL) 4.02±0.86 2.38±0.62 12.918 <0.001

C反应蛋白(x±s,mg/L) 23.68±5.33 20.71±2.65 4.347 <0.001

血清miR-150(x±s) 0.11±0.03 0.45±0.02 -79.525 <0.001

表5  脓毒症患儿28
 

d死亡的多因素logistic回归分析

变量 B SE(β) Wald
 

χ2 P OR
95%CI

下限 上限

APACHE
 

Ⅱ评分≥18.5分 0.237 0.148 3.139 0.024 1.794 1.472 2.031

血肌酐≥102.3
 

μmol/L 0.361 0.095 8.317 0.018 2.715 2.277 2.825

乳酸≥2.6
 

mmol/L 0.156 0.453 9.034 0.003 1.854 1.514 1.929

降钙素原≥4.1
 

ng/mL 0.253 0.314 6.983 0.019 1.987 1.254 2.395

C反应蛋白≥23.9
 

mg/L 0.147 0.286 4.367 0.023 1.769 1.145 2.583

血清清蛋白≤20.9
 

g/L 0.412 0.034 9.924 <0.001 1.659 1.591 1.894

miR-150≤0.18 0.218 0.225 16.062 <0.001 2.537 2.143 2.938

3 讨  论

  脓毒症是指由感染因素引起的全身炎症反应综

合征,严重者可导致全身多器官功能障碍,是严重创

伤、烧伤、休克、感染和外科大手术等常见的并发症。
脓毒症和脓毒症休克是住院患儿死亡的主要原因,全

世界 范 围 内 数 百 万 人 死 于 脓 毒 症,病 死 率 高 达

25%[12]。脓毒症涉及全身炎性反应、免疫功能缺陷、
基因遗传易感性等多种不同机制,且脓毒症患儿的病

理生理与成人存在较大差异,其诊断、治疗和病情评

估具有其特殊性[13],准确评估脓毒症患儿的疾病严重
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程度和炎性反应能尽早预判患儿的临床预后,采取积

极的治疗措施可改善脓毒症患儿的临床结局。

miRNA是在真核生物中发现的一类内源性的具

有调控功能的非编码RNA,在细胞内具有多种重要

的调节作用。miRNA在脓毒症患儿的炎性反应和免

疫调控方面发挥着重要作用[14-15]。细胞膜表面识别

细菌组分的固有免疫相关的模式识别受体———Toll
样受体,诱导产生miRNA,进而介导炎症介质的释放

和信号传导。miR-150是一个由大约22nt组成的单

链非编码小分子RNA,具有组织表达的特异性,参与

免疫调节过程。既往在健康者和脓毒症患儿的全基

因组 miRNA芯片分析提示,miR-150在脓毒症患儿

中具有较高的差异性表达[16]。此外,miR-150与炎性

反应中的炎症介质如白细胞介素-18(IL-18)、白细胞

介素-10(IL-10)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的编码基

因序列具有一定的互补关系,因此可能参与脓毒症炎

症因子和炎性反应的调控[17]。本研究结果发现,脓毒

症组miRNA-150表达水平明显低于对照组,且 miR-
150低水平组的APACHE

 

Ⅱ评分和SOFA评分高于

miR-150高水平组,降钙素原和C反应蛋白的水平也

高于miR-150高水平组。既往相关研究也表明,脓毒

症患儿血浆中miR-150的表达较正常组减少,且其表

达水平与SOFA评分相关,可用于评价脓毒症患儿的

疾病严重程度[16]。在心血管疾病领域也表明,急性心

力衰 竭 患 儿 miR-150 表 达 水 平 明 显 低 于 健 康 人

群[18]。miR-150对于疾病的调节,主要是通过特异性

结合靶位基因,负性调控目的基因的表达,进而导致

疾病进程发生变化。
此外,本研究还发现,miR-150表达水平与 A-

PACHE
 

Ⅱ评分、SOFA评分、降钙素原和C反应蛋

白水平呈负相关。miR-150表达水平越低,疾病的严

重程度越高,炎性反应越严重。miR-150对脓毒症患

儿炎性反应的调控,主要基于 miR-150能够在转录后

水平调节基因的表达,调节Toll样受体信号通路的起

始、终止和反应强度,而Toll样受体作为模式识别受

体,能够通过多种途径激活相关信号激酶,引起炎症

介质的表达和释放,参与炎性反应和免疫调节过

程[17]。此外,miR-150与IL-18、IL-10和TNF-α的编

码基因序列具有一定的互补关系,能够负性调控脓毒

症患儿IL-18、IL-10和TNF-α水平[18]。IL-18、IL-10
和TNF-α作为脓毒症患儿中参与炎性反应重要的炎

症介质,直接反映脓毒症患儿的炎症水平[17]。
本研究还发现,APACHE

 

Ⅱ评分升高,高水平的

乳酸、血肌酐、降钙素原、C反应蛋白,以及低水平血

清清蛋白和血清miR-150均是脓毒症患儿28
 

d死亡

的危险因素。APACHE
 

Ⅱ评分作为危重症医学重要

的评分系统,能够反映疾病的严重程度,预测患儿的

死亡风险。高水平的乳酸同样可以用于预测脓毒症

患儿的死亡[19]。血肌酐水平升高则反映机体排泄代

谢产物的能力下降,进而影响患儿的临床预后。低血

清清蛋白患儿合成免疫球蛋白的能力下降,降低机体

的免疫能力,从而增加脓毒症患儿的死亡风险。炎症

水平较高的患者由于感染容易累及多脏器功能衰竭,
增加临床死亡风险。miR-150表达水平不但反映机

体炎性反应状态,而且在一定程度上能作为判断疾病

严重程度及预后的指标。miR-150表达水平越低,提
示脓毒症患儿的疾病严重程度越高,相应的死亡风险

也越高。
本研究发现血清 miR-150表达水平能够评估脓

毒症患儿的疾病严重程度和炎性反应,对于预测28
 

d
病死率具有一定的临床应用价值。但本研究为单中

心小样本研究,需要进一步扩大样本量提高研究的循

证证据力度;此外,本研究未能动态监测血清 miR-
150表达水平变化,其表达水平是否能够评估疾病转

归过程仍然需要更多的研究证据。
综上所述,脓毒症患儿血清 miR-150表达水平低

下,且能够反映疾病的严重程度和炎症水平,预测患

儿的死亡风险,可以作为协助评估脓毒症患儿病情的

血清学指标。
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