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  摘 要:目的 探究慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者血清微小RNA-124-3p(miR-124-3p)、Toll样受体4
(TLR4)的表达情况及临床意义。方法 选取该院收治的77例COPD患者,并将COPD患者分为稳定期32例

(稳定期组)和慢性阻塞性肺疾病急性加重期(AECOPD)45例(AECOPD组),另选取同期在该院体检的健康者

42例作为对照组,以及该院收治的单纯呼吸道感染者38例作为感染组。qRT-PCR法检测血清 miR-124-3p相

对表达水平,酶联免疫吸附试验法检测血清TLR4水平,收集各组一般资料及肺功能指标。采用Pearson法分

析COPD患者血清miR-124-3p、TLR4与肺功能指标的相关性。统计AECOPD组出院后1年内预后情况,使

用受试者工作特征曲线分析血清miR-124-3p、TLR4水平对AECOPD组出院后1年内预后不良的预测价值。
结果 感染组、稳定期组、AECOPD组血清 miR-124-3p相对表达水平低于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。稳定期组、AECOPD组第1秒用力呼气容积(FEV1)、用力肺活量(FVC)及FEV1/FVC均低于对照

组、感染组,差异有统计学意义(P<0.05)。AECOPD组血清 miR-124-3p相对表达水平与FEV1、FVC及

FEV1/FVC呈正相关(P<0.05),血清TLR4水平与FEV1、FVC及FEV1/FVC呈负相关(P<0.05)。预后

不良者血清miR-124-3p相对表达水平低于预后良好者,血清TLR4水平高于预后良好者,差异有统计学意义

(P<0.05)。二者联合检测预测 AECOPD组预后不良的曲线下面积为0.854,灵敏度为85.0%,特异度为

76.0%。结论 COPD患者血清miR-124-3p呈低表达,TLR4水平呈高表达,二者水平与COPD患者疾病严

重程度及肺功能有关,并可预测AECOPD患者预后情况。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

serum
 

microRNA-124-3p(miR-
124-3p)

 

and
 

Toll-like
 

receptor
 

4(TLR4)
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease(COPD).
Methods Seventy-seven

 

COPD
 

patients
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

32
 

cases
 

of
 

stable
 

phase(stable
 

phase
 

group)
 

and
 

45
 

cases
 

of
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
(AECOPD

 

group),and
 

forty-two
 

healthy
 

patients
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

38
 

patients
 

with
 

simple
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

infection
 

group.qRT-PCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

miR-124-3p
 

relative
 

expression
 

level,enzyme-linked
 

immunoassay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

TLR4
 

level,and
 

the
 

general
 

data
 

and
 

lung
 

func-
tion

 

indicators
 

of
 

each
 

group
 

were
 

collected.Pearson
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

ser-
um

 

miR-124-3p,TLR4
 

and
 

lung
 

function
 

indicators
 

in
 

COPD
 

patients.The
 

adverse
 

prognosis
 

of
 

AECOPD
 

pa-
tients

 

within
 

1
 

year
 

after
 

discharge
 

from
 

the
 

hospital
 

was
 

counted,the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

serum
 

miR-124-3p
 

and
 

TLR4
 

levels
 

for
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

AE-
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COPD
 

patients
 

within
 

1
 

year
 

after
 

discharge.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-124-3p
 

in
 

in-
fection

 

group,stable
 

group
 

and
 

AECOPD
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).Forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

the
 

first
 

second(FEV1),forced
 

vital
 

capacity
(FVC)

 

and
 

FEV1/FVC
 

in
 

stable
 

group
 

and
 

AECOPD
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

and
 

infec-
tion

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-124-3p
 

in
 

AECOPD
 

group
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

FEV1,FVC
 

and
 

FEV1/FVC(P<0.05),and
 

the
 

serum
 

TLR4
 

level
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

FEV1,FVC
 

and
 

FEV1/FVC(P<0.05).The
 

relative
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

miR-124-3p
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

poor
 

prognosis
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

good
 

prognosis,and
 

the
 

serum
 

TLR4
 

level
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

good
 

prognosis,with
 

statistical
 

significance(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

two
 

indicators
 

to
 

pre-
dict

 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

AECOPD
 

group
 

was
 

0.854,the
 

sensitivity
 

was
 

85.0%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

76.0%.Conclusion The
 

serum
 

miR-124-3p
 

expression
 

in
 

COPD
 

patients
 

is
 

low,and
 

the
 

TLR4
 

level
 

is
 

high.
The

 

levels
 

of
 

both
 

are
 

related
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

COPD
 

patient's
 

disease
 

and
 

lung
 

function,and
 

can
 

predict
 

the
 

prognosis
 

of
 

AECOPD
 

patients.
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)的特征是持续性气流

阻塞,COPD是全世界发病率和病死率最高的疾病之

一,在全球疾病经济负担中排名第5[1-2]。诱发COPD
的因素较多,如呼吸道感染、吸烟、空气污染等,但其

发病机制尚不清晰。慢性阻塞性肺疾病急性加重期

(AECOPD)患者出现病情恶化,如呼吸困难、痰量增

加和痰脓胀等症状,AECOPD患者症状发作频率增

加,肺功能加速下降,生活质量严重受损,同时病死率

也明显增加[3]。临床上目前尚无治愈COPD的方法,
但可通过多种疗法缓解患者症状、减轻并发症发生风

险,提高患者生活质量[4]。研究发现,持续性异常炎

性反 应 可 促 进 COPD 的 疾 病 进 展[5]。微 小 RNA
(miRNA)是非编码内源性小RNA,可通调节靶基因

的表达调控生物体中多种基本生命过程。miRNA-
124-3p(miR-124-3p)是一种炎症相关 miRNA,在多

种炎症疾病中发挥重要作用,但其是否参与COPD的

炎症过程尚不清楚[6]。Toll样受体4(TLR4)是天然

免疫受体,可通过TLR4/核因子活化B细胞κ轻链增

强子(NF-κB)信号通路影响多种炎症因子的表达,参

与COPD 患 者 的 固 有 免 疫 反 应[7]。本 研 究 观 察

COPD患者血清 miR-124-3p、TLR4水平变化,并分

析其与患者肺功能、预后的关系,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2018年3月至2019年12
月收治的77例COPD患者作为研究对象,纳入标准:
(1)均符合《慢性阻塞性肺疾病诊治指南(2013年修订

版)》[8];(2)年龄40~75岁;(3)临床资料完整。排除

标准:(1)妊娠期、哺乳期女性;(2)合并其他肺部疾

病;(3)合并恶性肿瘤;(4)合并免疫系统疾病。根据

文献[8]将COPD患者分为稳定期32例(稳定期组)
和AECOPD患者45例(AECOPD组)。选取本院收

治的单纯呼吸道感染者38例作为感染组。另选取同

期在本院体检的健康者42例作为对照组,4组年龄、
体重指数及性别比例比较,差异无统计学意义(P>
0.05),稳定期组病程与 AECOPD组比较,差异无统

计学意义(P>0.05),具有可比性,见表1。本研究已

通过医院伦理委员会批准。

表1  4组一般资料比较

组别 n 年龄(x±s,岁) 性别(男/女,n/n) 体重指数(x±s,kg/m2) 病程(x±s,年)

对照组 42 56.34±8.65 25/17 23.46±2.85 -

感染组 38 58.62±9.27 21/17 23.71±3.16 -

稳定期组 32 59.72±9.51 16/16 23.81±3.04 10.36±1.25

AECOPD组 45 60.38±10.06 28/17 24.10±3.12 10.74±1.42

F/χ2/t 1.489 1.292 0.328 1.247

P 0.220 0.731 0.805 0.216

  注:-表示无数据。
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1.2 方法

1.2.1 样本采集及保存 采集COPD患者入院后第

2日清晨空腹肘静脉血5
 

mL,对照组于体检当天、感
染组于就诊当日采集空腹肘静脉血5

 

mL,3
 

500
 

r/

min离心10
 

min,收集上层血清保存于-20
 

℃冰箱中

待测。

1.2.2 qRT-PCR法检测血清 miR-124-3p相对表达

水平 取出血清样本,采用RNA提取试剂盒[货号:

DP419,天根生化科技(北京)有限公司]提取样本中的

总RNA,检测其纯度、完整度,将满足要求的RNA逆

转录为cDNA,根据逆转录试剂盒(货号:205313,德
国QIAGEN公司)说明操作,以所得cDNA为模板进

行qRT-PCR法,采用2-ΔΔCt法计算 miR-124-3p相对

表达水平。miR-124-3p及内 参 U6的 引 物 序 列 见

表2。

表2  miR-124-3p及内参U6的引物序列

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

miR-124-3p GGGTATTGAGGAAGGTGTT CAGTGCGTGTCGTGGAGT

U6 GAGCCACAGCGTAACG CTAGCACATAGTACAGG

1.2.3 血清TLR4水平检测 取出血清样本,采用

酶联免疫吸附试验法检测血清TLR4水平,严格按照

试剂盒说明书操作。

1.2.4 一般指标检测 记录各组受试对象的年龄、
性别、体重指数等资料。采用肺功能仪检测用力肺活

量(FVC)、第1秒用力呼气容 积(FEV1),并 计 算

FEV1/FVC。

1.3 随访 AECOPD组患者出院后进行为期1年

的随访,统计其预后情况。预后不良:AECOPD组患

者病情进展,再入院或死亡;预后良好:AECOPD组

患者病情得到有效控制。

1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS25.0处理数

据。计量资料以x±s描述,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,进一步

两两比较采用LSD-t检验;计数资料以[n(%)]描述,
行χ2 检验。采用Pearson法分析COPD患者血清

miR-124-3p、TLR4与肺功能的相关性。使用受试者

工作特征曲线(ROC曲线)分析血清 miR-124-3p、

TLR4水平对AECOPD组患者出院后1年内预后不

良的预测价值。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 4组血清 miR-124-3p、TLR4水平比较 感染

组、稳定期组、AECOPD组血清 miR-124-3p相对表

达水平低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
稳定期组、AECOPD组血清 miR-124-3p相对表达水

平低于感染组,血清TLR4水平高于对照组,差异均

有统计学意义(P<0.05);AECOPD 组血清 miR-
124-3p相对表达水平低于稳定期组,AECOPD组血

清TLR4水平高于稳定期组及感染组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见表3。

2.2 4组肺功能指标水平比较 感染组FEV1/FVC
低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);感染组

FEV1、FVC与对照组比较差异无统计学意义(P>
0.05);稳定期组、AECOPD组FEV1、FVC及FEV1/

FVC均低于对照组、感染组,差异有统计学意义(P<
0.05);AECOPD组FEV1、FVC及FEV1/FVC均低

于稳定期组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表3  4组血清 miR-124-3p、TLR4水平比较(x±s)

组别 n miR-124-3p TLR4(ng/mL)

对照组 42 1.02±0.07 2.61±0.83

感染组 38 0.91±0.17* 2.94±0.76

稳定期组 32 0.83±0.18*# 3.25±0.87*

AECOPD组 45 0.58±0.12*#& 3.74±0.92*#&

F 90.929 13.823

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与感染组比较,#P<0.05;与稳定

期组比较,&P<0.05。

表4  4组肺功能指标水平比较(x±s)

组别 n FEV1(L) FVC(L)
FEV1/FVC
(%)

对照组 42 2.55±0.24 2.68±0.61 86.36±8.02

感染组 38 2.37±0.36 2.36±0.58 77.49±8.63*

稳定期组 32 1.69±0.35*# 1.91±0.64*# 54.72±9.41*#

AECOPD组 45 1.08±0.31*#& 1.47±0.44*#& 37.65±9.22*#&

F 194.133 37.232 265.809

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与感染组比较,#P<0.05;与稳定

期组比较,&P<0.05。

2.3 AECOPD组血清 miR-124-3p、TLR4水平与肺

功能指标的相关性分析 AECOPD组血清 miR-124-
3p相对表达水平与FEV1、FVC及FEV1/FVC呈正

相关(P<0.05),血清 TLR4水平与FEV1、FVC及

FEV1/FVC呈负相关(P<0.05),血清 miR-124-3p
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与TLR4呈负相关(P<0.05)。见表5。
表5  AECOPD组血清 miR-124-3p、TLR4水平

   与肺功能指标的相关性分析

项目
miR-124-3p

r P

TLR4

r P

FEV1 0.437 0.002 -0.386 0.004

FVC 0.461 <0.001 -0.415 0.001

FEV1/FVC 0.483 <0.001 -0.447 <0.001

miR-124-3p - - -0.514 <0.001

  注:-表示无数据。

2.4 AECOPD组不同预后患者血清 miR-124-3p、

TLR4水平比较 AECOPD组随访1年后,预后不良

者共20例,预后良好者25例。预后不良者血清miR-
124-3p相对表达水平低于预后良好者,血清TLR4水

平高于预后良好者,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表6。

表6  AECOPD组不同预后患者血清 miR-124-3p、

   TLR4水平比较(x±s)

项目 n miR-124-3p TLR4(ng/mL)

预后不良 20 0.48±0.11 4.13±0.75

预后良好 25 0.65±0.14 3.46±0.81

t 4.440 2.848

P <0.001 0.007

2.5 血清miR-124-3p、TLR4水平对AECOPD组预

后不良的预测价值 血清 miR-124-3p、TLR4水平预

测AECOPD组预后不良的曲线下面积分别为0.822、

0.707,截断值分别为0.55、3.36
 

ng/mL,灵敏度分别

为85.0%、90.0%,特异度分别为80.0%、52.0%;二
者联合检测预测AECOPD组预后不良的曲线下面积

为0.854,灵敏度为85.0%,特异度为76.0%。见

图1。

图1  血清 miR-124-3p、TLR4水平预测AECOPD组

预后不良的ROC曲线

3 讨  论

  COPD现已被公认为是一种异质性疾病,这种临

床异质性由生物学异质性体现,研究生物标志物可能

有助于开发针对COPD的新疗法,并有助于提出更为

有效的治疗决策[9]。COPD患者存在持续性的慢性

炎症及进行性气流受限,这是造成气道和肺部结构永

久改变的原因[10]。其中气道炎性反应是COPD发病

过程的关键因素之一,因此本研究通过探讨炎症相关

因子miR-124-3p、TLR4在COPD患者血清中的表达

及意义,期 望 寻 找 到 特 异 性 生 物 标 志 物,为 提 高

COPD患者临床疗效提供帮助。
越来越多的研究表明,miR-124-3p在多种人类癌

症中起抑癌作用,包括乳腺癌、胰腺导管腺癌、肝细胞

癌和膀胱癌等,miR-124-3p可抑制癌细胞增殖和转移

并促进细胞凋亡[11]。此外,越来越多的证据表 明

miR-124-3p在炎症中起着重要的调节作用。研究发

现,通过脂多糖(LPS)诱导RAW264.7巨噬细胞模拟

肝缺血/再灌注损伤的炎症状态,此时上调 miR-124-
3p相对表达水平可抑制炎性反应,改善肝损伤[12]。
另有研究显示,miR-124-3p模拟物能有效抑制LPS
诱导的白细胞介素-1β和肿瘤坏死因子分泌及巨噬细

胞mRNA表达,miR-124-3p高表达能够减弱严重社

区获得性肺炎患者的炎性反应,可能是通过抑制p38
丝裂原活化蛋白激酶和 NF-κB信号通路而发挥作

用[13]。本研究结果显示,血清 miR-124-3p相对表达

水平由高到低分别为对照组、感染组、稳定期组、AE-
COPD组,差异有统计学意义(P<0.05),且AECO-
PD组血清 miR-124-3p相对表达水平与肺功能指标

呈正相关,提示 miR-124-3p可能参与COPD患者的

疾病进展。

TLR4是参与脂质识别的膜相关受体,其主要配

体是LPS/内毒素,革兰阴性细菌细胞壁的主要成分。

TLR4可诱导促炎性细胞因子释放,TLR4信号传导

途径涉及多种调节炎性反应的关键转录因子,包括

NF-κB,信号转导子和转录激活因子转录因子家族

(STAT1)、激活蛋白1(AP1)等[14]。TLR4在COPD
炎症过程的免疫调节中起重要作用,参与局部和全身

炎症、病情发展及对 T辅助免疫反应的调节,TLR4
信号通路的过度激活可能促进COPD的进展[15]。赵

静等[16]研究发现,COPD 患者外周血及肺组织中

TLR4呈高表达,且随着病情加重而增加,与肺功能指

标呈负相关。本研究中,感染组血清TLR4水平高于

对照组,FEV1及FVC低于对照组,但差异均无统计

学意义(P>0.05),FEV1/FVC显著低于对照组,感
染组肺功能有所下降,TLR4水平无特异性变化;稳定

期组、AECOPD组患者血清TLR4水平高于对照组,

AECOPD组血清 TLR4水平高于稳定期组及感染

组,且 AECOPD 患 者 血 清 TLR4 水 平 与 FEV1、

FVC、FEV1/FVC呈负相关,与文献[16]报道结果一
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致,提示TLR4在AECOPD患者中特异性表达,其可

能通过调节COPD患者的炎症过程参与COPD的疾

病进展。

SU等[17]通过双荧光素酶实验发现 miR-124-3p
对TLR4有靶向调控作用。在病毒性肺炎小鼠中过

表达 miR-124-3p可降低 TLR4及 NF
 

κB
 

p65的表

达,miR-124-3p可能通过靶向 TLR4阻断 NF
 

κB通

路抑制炎性反应[6]。本研究中,AECOPD患者血清

miR-124-3p与TLR4呈负相关,二者共同作用参与

COPD的发生发展。本研究还发现,AECOPD组预

后不良者血清 miR-124-3p水平低于预后良好者,血
清TLR4水平高于预后良好者,血清 miR-124-3p、

TLR4水平预测AECOPD组预后不良的曲线下面积

分别为0.822、0.707,二者均对AECOPD患者预后有

一定的预测价值,但二者联合检测预测价值更高,提
示检测miR-124-3p、TLR4水平可预估患者预后,对
于所预测的预后不良患者尽早采取治疗,或可改善患

者预后,提高患者生活质量。
综上所述,COPD患者血清 miR-124-3p呈低表

达,TLR4水平呈高表达,二者水平与COPD患者疾

病严重程度及肺功能有关,并可预测 AECOPD患者

预后 情 况。但 本 研 究 中 样 本 量 较 少,miR-124-3p、

TLR4对AECOPD患者预后的预测能否广泛应用于

临床中仍需大样本数据支持。
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