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  摘 要:目的 探讨外周血单个核细胞核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3(NLRP3)的表达与脓毒症

急性肾损伤发生及进展的相关性。方法 选取2016年2月至2020年1月重庆市綦江区人民医院收治的普通

脓毒症患者为普通脓毒症组(55例)及脓毒症急性肾损伤患者为脓毒症急性肾损伤组(154例),另选取同期体

检健康者50例为对照组。采用qRT-PCR检测各组单个核细胞中 NLRP3、半胱氨酸蛋白酶-1(Caspase-1)的

mRNA相对表达水平;采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测相关炎性因子[白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)]水平,分别比较各组上述指标的差异。结果 脓毒症急性肾损伤组NLRP3
 

mRNA、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β及TNF-α水平较对照组和普通脓毒症组明显升高(P<0.05)。脓毒症急性肾损伤不同分期组间

上述指标及肌酐(Cr)水平比较,Ⅲ期组最高,Ⅱ期组次之,Ⅰ期组最低(P<0.05);死亡组上述指标明显高于存

活组(P<0.05)。脓毒症急性肾损伤患者NLRP3
 

mRNA相对表达水平分别与Caspase-1
 

mRNA、IL-1β、TNF-
α及Cr水平呈正相关(r=0.802、0.720、0.621、0.633,P<0.05)。受试者工作特征(ROC)曲线分析显示,NL-
RP3

 

mRNA相对表达水平区分脓毒症急性肾损伤组存活和死亡的曲线下面积(AUC)明显大于Cr、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β和TNF-α(P<0.05)。结论 NLRP3参与了脓毒症急性肾损伤的发生、发展过程,对于脓毒症

急性肾损伤患者预后的评估,具有一定的应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

nucleotide-binding
 

oligomer-
ic

 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

(NLRP3)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

and
 

the
 

occurrence
 

and
 

pro-
gression

 

sepsis
 

patients
 

with
 

acute
 

lung
 

injury.Methods The
 

general
 

sepsis
 

patients
 

(55
 

cases)
 

and
 

sepsis
 

pa-
tients

 

with
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(154
 

cases)
 

admitted
 

in
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Qijiang
 

District
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study,and
 

healthy
 

subjects
 

(50
 

cases)
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

of
 

NLRP3
 

and
 

Caspase-1
 

in
 

mononuclear
 

cells
 

were
 

measured
 

by
 

qRT-PCR.The
 

levels
 

of
 

related
 

inflammatory
 

factors
 

interleukin-1β
 

(IL-1β),tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α)
 

were
 

detected
 

by
 

en-
zyme

 

linked
 

immuno
 

sorbent
 

assay
 

(ELISA).The
 

differences
 

of
 

the
 

above
 

indicators
 

were
 

compared.Results 
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

general
 

sepsis
 

group,the
 

levels
 

of
 

NLRP3
 

mRNA,Caspase-1
 

mR-
NA,IL-1β

 

and
 

TNF-α
 

in
 

sepsis
 

patients
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
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levels
 

of
 

the
 

above
 

indicators
 

and
 

creatinine
 

(Cr)
 

in
 

different
 

stages
 

of
 

sepsis
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury
 

were
 

compared,the
 

stage
 

Ⅲ
 

group
 

was
 

the
 

highest,the
 

stage
 

Ⅱ
 

group
 

was
 

the
 

second,and
 

the
 

stage
 

Ⅰ
 

group
 

was
 

the
 

lowest
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

the
 

above
 

indicators
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

death
 

group
 

than
 

the
 

survival
 

group
 

(P<0.05).The
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

significant
 

positive
 

correlation
 

a-
mong

 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

NLRP3
 

mRNA
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

Caspase-1
 

mRNA,IL-1β,TNF-α
 

and
 

Cr
 

levels
 

(r=0.802,0.720,0.621,0.633,P<0.05).ROC
 

curves
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

the
 

NLRP3
 

mRNA
 

in
 

distinguishing
 

surviving
 

and
 

non-surviving
 

in
 

sepsis
 

patients
 

with
 

acute
 

kid-
ney

 

injury
 

was
 

significantly
 

greater
 

than
 

those
 

of
 

Cr,Caspase-1
 

mRNA,IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

(P<0.05).Conclu-
sion NLTP3

 

is
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

sepsis
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury,which
 

has
 

im-
portant

 

clinical
 

value
 

for
 

predicting
 

the
 

prognosis
 

of
 

sepsis
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury.
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injury; nucleotide-binding
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  目前,随着生物医学研究的不断深入,脓毒症的

发病机制已得到初步明确。但脓毒症的病死率仍居

高不下,脓毒症作为一类急性炎症性疾病,可通过激

活炎性通路,导致重要脏器损伤。有研究显示,肾脏

是脓毒症引起损伤的首要脏器,肾损伤发病急且进展

快,是导致脓毒症患者死亡的重要原因之一[1]。以往

相关研究运用缺血-再灌注损伤来解释脓毒症急性肾

损伤的发生机制,但随着近年来相关研究的深入,发
现感染后机体炎性反应的激活与放大导致的肾小管

细胞损伤及过度凋亡是脓毒症急性肾损伤发生与进

展的重要机制[2]。核苷酸结合寡聚化结构域样受体

蛋白3(NLRP3)炎性小体及下游信号通路的激活是

机体炎性反应持续及放大的重要原因之一,该信号通

路与炎症性疾病的发生及进展密切相关[3]。本研究

通过观察脓毒症急性肾损伤患者外周血单个核细胞

(PBMCs)中NLRP3表达水平,分析其与疾病发生及

进展的相关性。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年2月至2020年1月重

庆市綦江区人民医院收治的脓毒症急性肾损伤患者

154例作为脓毒症急性肾损伤组,普通脓毒症患者55
例作为普通脓毒症组。脓毒症急性肾损伤组中男79
例,女75例;年龄41~82岁,中位年龄60.5岁。普

通脓毒症组中男29例,女26例;年龄42~81岁,中
位年龄61.2岁。纳入标准:诊断脓毒症及脓毒症急

性肾损伤患者均需满足脓毒症国际共识指南[4];脓毒

症急性肾损伤患者还需满足脓毒症急性肾损伤诊断

标准[5]。排除标准:既往已存在肾功能不全的患者;
合并自身免疫系统疾病的患者;合并恶性肿瘤的患

者;近期有服用免疫抑制剂的患者。此外,选取同期

门诊体检健康者50例为对照组。依据急性肾损伤诊

断标准,包括血清肌酐(Cr)水平和尿量,将脓毒症急

性肾损伤组分为Ⅰ期组(51例)、Ⅱ期组(52例)和Ⅲ

期组(51例)。根据患者临床结局,分为存活组(124
例)和死亡组(30例)。各组间及亚组间一般临床资料

(包括性别、年龄等)比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。本研究获得了重庆市綦江区人

民医院伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 一般资料 患者入院24
 

h内收集一般临床资

料,如性别、年龄、脓毒症感染病因(包括重症肺炎、腹
腔感染、胆道感染、外科创伤及其他)等,检测患者肝

功能、肾功能、血常规等指标,收集患者24
 

h尿量。

1.2.2 分离外周血PBMCs 抽取静脉血2
 

mL,置
入乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管,随后加入等体积淋

巴细胞分离液,经混匀后离心,分离得到PBMCs。

1.2.3 PBMCs中 NLRP3和 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶-1
(Caspase-1)

 

mRNA 相对表达水平的检测 采 用

qRT-PCR检测各组单个核细胞中NLRP3、Caspase-1
的mRNA相对表达水平,具体步骤如下。在各组

PBMCs试管中加入1
 

mL
 

Trizol,经反复高速离心后

提取总RNA,测定RNA含量。RNA反转录按反转

录试剂盒(美国赛默飞公司)说明书进行。NLRP3上

游引物为5'-CAT
 

GAG
 

TGC
 

TGC
 

TTC
 

GAC
 

AT-
3';下游引物为5'-GCT

 

TCA
 

GTC
 

CCA
 

CAC
 

AGA-
3';Caspase-1上游引物为5'-ATC

 

GCT
 

TTC
 

TGC
 

TCT
 

TCC
 

AC-3';下 游 引 物 为5'-TCC
 

TCC
 

ACA
 

TCA
 

CAG
 

GAA
 

CA-3'。内参GAPDH 上游引物为

5'-AGA
 

CAG
 

CCG
 

CAT
 

CTT
 

CTT
 

GT-3';下游引物

为5'-CTT
 

GCC
 

GTG
 

GGT
 

AGA
 

GTC
 

AT-3'。将反

转录产物进行PCR反应,依据荧光定量PCR试剂盒

说明书(美国赛默飞公司)建立25.0
 

μL反应体系,包
括经焦碳酸二乙酯处理的水17.5

 

μL、10×Taq缓冲

液2.5
 

μL、氯化镁2.0
 

μL、脱氧核糖核苷三磷酸混合

物0.5
 

μL、上下游引物各0.5
 

μL、Tap酶0.5
 

μL。扩

增条件[6]:95
 

℃预变性120
 

s,95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退
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火30
 

s,70
 

℃延伸30
 

s,共40个循环。以ΔΔCt来计

算mRNA相对表达水平。

1.2.4 外周血炎性因子水平的检测 采用酶联免疫

吸附试验(ELISA)检测各组外周血白细胞介素-1β
(IL-1β)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平,具体操作见

试剂盒说明书(上海信帆生物公司)。简要步骤如下:
取各组空腹静脉血4

 

mL,经1
 

500
 

r/min离心5
 

min
后收集上清液;设置空白孔、标准孔及待测样品孔,空
白孔仅加入显色液和终止液,标准孔加入不同水平标

准品稀释液,而待测样品孔加入上清稀释液;经室温

孵育、洗涤后,加入抗体工作液(100微升/孔)、显色液

(100微升/孔)、终止液(50微升/孔),最后测定各组

吸光度(A)450 值。

1.3 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据处

理及统计分析。判断数据是否符合正态分布,呈正态

分布的计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检

验,多组间比较采用单因素方差分析。相关性分析采

用 Pearson相关分析。通过绘制受试者工作特征

(ROC)曲线计算相关参数,如曲线下面积(AUC)、最

佳截断值、灵敏度及特异度。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 对照组、普通脓毒症组及脓毒症急性肾损伤组

各指标比较 普通脓毒症组和脓毒症急性肾损伤组

外周血 NLRP3
 

mRNA、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β及

TNF-α水平均明显高于对照组(P<0.05);与对照组

和普通脓毒症组比较,脓毒症急性肾损伤组上述指标

明显升高(P<0.05),见表1。

2.2 脓毒症不同感染病因患者之间各指标比较 脓

毒症不同感染病因患者之间外周血NLRP3
 

mRNA、

Caspase-1
 

mRNA、IL-1β及TNF-α水平比较,差异无

统计学意义(P>0.05),见表2。

2.3 脓毒症急性肾损伤不同分期组间各指标比较 
根据脓毒症急性肾损伤病情严重程度,不同分期组间

外 周 血 NLRP3
 

mRNA、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β、

TNF-α及 Cr水 平 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。其中,Ⅲ期组上述指标水平最高,Ⅱ期组次

之,Ⅰ期组最低(P<0.05),见表3。

表1  对照组、普通脓毒症组及脓毒症急性肾损伤组各指标比较(x±s)

组别 n NLRP3
 

mRNA Caspase-1
 

mRNA IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL)

对照组 50 0.98±0.12 1.01±0.20 22.10±4.15 12.30±4.21

普通脓毒症组 55 1.75±0.41a 1.80±0.31a 38.20±4.60a 23.90±5.10a

脓毒症急性肾损伤组 154 2.64±0.40ab 2.55±0.33ab 48.71±6.42ab 38.70±7.40ab

F 426.300 513.500 423.200 352.300

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与普通脓毒症组比较,bP<0.05。

表2  不同病因脓毒症患者组间各指标比较(x±s)

病因 n NLRP3
 

mRNA Caspase-1
 

mRNA IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL)

重症肺炎 58 2.30±0.52 2.28±0.39 42.64±6.14 31.36±7.80
腹腔感染 40 2.34±0.60 2.31±0.42 40.62±8.30 33.20±8.12
胆道感染 35 2.41±0.58 2.35±0.45 44.71±7.12 30.43±8.60
外科创伤 30 2.42±0.76 2.37±0.47 43.80±6.63 32.81±9.20
其他 46 2.23±0.64 2.40±0.49 41.30±8.60 33.51±8.63
F 0.659 0.564 1.966 0.996
P 0.622 0.689 0.101 0.411

表3  脓毒症急性肾损伤不同分期组间各指标比较(x±s)

组别 n NLRP3
 

mRNA Caspase-1
 

mRNA IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL) Cr(μmol/L)

Ⅰ期组 51 2.26±0.20 2.19±0.16 39.82±5.20 30.12±5.52 135.18±35.80

Ⅱ期组 52 2.55±0.18a 2.45±0.20a
 

45.29±4.12a 35.78±5.14a 208.26±27.62a

Ⅲ期组 51 2.92±0.19ab 2.78±0.14ab 51.54±5.02ab 42.13±6.26ab 245.13±29.51ab

F 154.400 156.600 76.150 57.550 164.700

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与Ⅰ期比较,aP<0.05;与Ⅱ期比较,bP<0.05。
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2.4 脓毒症急性肾损伤不同预后组间各指标水平比

较 与脓毒症急性肾损伤存活组患者NLRP3
 

mRNA、
Caspase-1

 

mRNA、IL-1β、TNF-α及Cr水平比较,死亡

组患者上述指标明显升高(P<0.05),见表4。

表4  脓毒症急性肾损伤不同预后组间各指标水平比较(x±s)

组别 n NLRP3
 

mRNA Caspase-1
 

mRNA IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL) Cr(μmol/L)

存活组 124 2.40±0.38 2.37±0.29 43.45±5.84 36.32±5.26 175.19±28.50

死亡组 30 2.84±0.45a 2.75±0.35a
 

52.51±6.13a 44.15±5.67a
 

233.27±35.13a

  注:与存活组比较,aP<0.05。

2.5 相关性分析 相关性分析显示,脓毒症急性肾

损伤患者NLRP3
 

mRNA水平与Caspase-1
 

mRNA、

IL-1β、TNF-α及Cr水平呈正相关(r=0.802、0.720、
0.621、0.633,P<0.05)。
2.6 NLRP3

 

mRNA水平区分脓毒症是否并发肾损

伤及评估脓毒症急性肾损伤组预后的ROC曲线分析

 以NLRP3
 

mRNA相对表达水平区分脓毒症并发

肾损伤与未并发肾损伤的 AUC为0.787(95%CI:
0.703~0.872),最佳截断值为2.31,其灵敏度和特异

度分别为74.51%和74.55%,其 AUC稍大于Cr、

Caspase-1
 

mRNA、IL-1β和TNF-α,但差异无统计学

意义(P>0.05);以NLRP3
 

mRNA相对表达水平区

分脓毒症急性肾损伤组存活和死亡的AUC为0.872
(95%CI:0.790~0.954),最佳截断值为2.65,其灵

敏度和特异度分别为85.00%和75.55%,其AUC明

显大于Cr、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β、TNF-α,差异有

统计学意义(P<0.05),见图1。

  注:A为区分脓毒症并发肾损伤与未并发肾损伤的ROC曲线;B
为区分脓毒症急性肾损伤组存活和死亡的ROC曲线。

图1  NLRP3
 

mRNA水平区分脓毒症是否并发肾损伤及

评估脓毒症急性肾损伤组预后的ROC曲线分析

3 讨  论

急性肾损伤是脓毒症最严重的并发症之一,主要

表现为肾功能进行性衰退,是预测脓毒症患者死亡的

独立危险因素[7]。目前,随着相关临床研究的持续深

入,已有研究者对常规指标如血清Cr及急性生理与

慢性健康状况评分(APACHEⅡ)等在脓毒症急性肾

损伤病情评估中的作用进行了相关研究,但上述指标

灵敏度或特异度不高[8-9]。针对脓毒症急性肾损伤,
如何通过有效的指标来评估其病情及预后,是临床面

临的重大难题。
目前,脓毒症急性肾损伤的发病机制仍不明确,

肾缺血再灌注损伤、氧化应激、内皮功能障碍及微小

RNA等均可能参与了其发病过程[10-13]。随着近年来

相关研究的深入,研究者发现,炎性反应的激活与放

大是脓毒症发生及进展的重要因素,抑制炎性反应是

脓毒症临床治疗的重要手段[14]。免疫炎性小体的激

活是促进下游炎症级联反应的启动因子之一,在免疫

炎性小体分类中,NLRP3是重要成员之一,参与了天

然免疫系统的构建[15]。有研究者发现,NLRP3在细

胞及 动 物 实 验 中 可 激 活 下 游 Caspase-1/IL-1β及

TNF-α通路,是促进炎性反应的重要信号通路之一,
抑制 NLRP3的激活,可抑制炎性反应的靶点[16]。

NLRP3可表达于人体外周血PBMCs,通过检测PB-
MCs中NLRP3相对表达水平,可反映机体炎性反应

强度。相关研究显示,在急性胰腺炎患者中,PBMCs
中NLRP3

 

mRNA相对表达水平明显升高,其与患者

病情严重程度及预后呈一定的相关性[17]。同样作为

炎症性疾病之一,脓毒症急性肾损伤患者外周血PB-
MCs中NLRP3及下游信号通路水平如何,目前尚不

明确。本研究结果显示,脓毒症急性肾损伤患者NL-
RP3及下游炎性信号通路呈明显激活状态,主要表现

为外周血PBMCs中NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相对

表达水平明显升高。进一步检测相关炎性细胞因子

水平,外周血IL-1β和 TNF-α水平也明显升高,与

NLRP3和Caspase-1变化趋势一致。NLRP3炎性信

号通路的激活,是脓毒症急性肾损伤病情进展的重要

因素,通过检测不同严重程度患者 NLRP3及下游相
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关指标水平,结果提示随着患者病情进展,上述指标

水平均进行性升高。相关动物实验研究已表明,NL-
RP3的激活与急性肾损伤的作用机制与激活下游炎

性通路,促进肾小管细胞发生凋亡或焦亡,破坏蛋白

酶-抗蛋白酶平衡,降解细胞外基质有关[18-20]。既往

发现的脓毒症急性肾损伤预后评估的相关指标如血

清Cr、尿蛋白等,特异度相对偏低,本研究ROC曲线

分析显示,NLRP3
 

mRNA对脓毒症急性肾损伤预后

的评估价值较高,其 AUC大于血清 Cr、Caspase-1
 

mRNA、IL-1β、TNF-α指标。
综上所述,NLRP3下游信号通路的激活与脓毒

症急性肾损伤的发生及病情进展密切相关,外周血

PBMCs中NLRP3
 

mRNA相对表达水平不仅可作为

患者预后的评估指标,还可能成为未来该类疾病治疗

的靶点。但由于该研究入选患者样本量偏少,下一步

需要扩大样本量,采取多中心联合的方式加以验证。
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