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  摘 要:目的 探讨哮喘患儿外泌体中微小RNA(miR)-7b水平及与肺功能的关系,并分析 miR-7b在评

估患者病情中的临床价值。方法 选择2016-2021年该院收治的101例哮喘患儿为研究对象,并根据病情分

为急性发作期组(40例)和临床缓解期组(61例),选择同期101例体检健康儿童为对照组。比较3组血清外泌

体miR-7b、白细胞介素(IL)-4、IL-6、γ干扰素(IFN-γ)、免疫球蛋白E(IgE)、用力肺活量(FVC)、第一秒用力呼

气量(FEV1)、FEV1/FVC水平。采用相关法分析哮喘患儿miR-7b水平与IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE、FVC、FEV1、

FEV1/FVC水平的相关性。比较治疗后哮喘患儿各指标水平变化情况。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析

miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平在患儿病情评估中的临床价值。结果 相较于对照组,急性发作期组及临

床缓解期组miR-7b、IL-4、IL-6、IgE水平更高(P<0.05),而IFN-γ、FVC、FEV1、FEV1/FVC水平更低(P<
0.05);且相较于临床缓解期组,急性发作期组患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、IgE水平更高(P<0.05),而IFN-γ、

FVC、FEV1、FEV1/FVC水平更低(P<0.05)。相关性分析结果显示,哮喘患儿 miR-7b水平与IL-4、IL-6、IgE
水平呈正相关(r=0.345、0.392、0.496,P<0.05),而与IFN-γ、FVC、FEV1、FEV1/FVC水平呈负相关(r=
-0.383、-0.416、-0.452、-0.392,P<0.05)。治疗后,哮喘患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、IgE水平有所下降,而

IFN-γ水平有所上升,差异均有统计学意义(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平

评估患者病情的 曲 线 下 面 积 (AUC)均<0.80,而 miR-7b及 联 合 检 测 评 估 患 者 病 情 的 AUC均>0.80。
结论 哮喘患儿血清外泌体miR-7b水平显著上升,并与患儿炎性反应及肺功能密切相关。miR-7b水平在辅

助评估哮喘患儿病情中具有一定临床价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

level
 

of
 

microRNA(miR-7b)
 

in
 

exosomes
 

and
 

lung
 

function
 

in
 

children
 

with
 

asthma,and
 

to
 

analyze
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

miR-7b
 

in
 

assessing
 

the
 

patient's
 

condition.Methods A
 

total
 

of
 

101
 

children
 

with
 

asthma
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

2016
 

to
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects,and
 

were
 

divided
 

into
 

acute
 

attack
 

group(40
 

cases)
 

and
 

clinical
 

remission
 

group(61
 

cases)
 

according
 

to
 

their
 

conditions.During
 

the
 

same
 

period,101
 

healthy
 

children
 

were
 

se-
lected

 

as
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

serum
 

exosomal
 

miR-7b,interleukin-4(IL-4),interleukin-6(IL-6),inter-
feron

 

gamma(IFN-γ),immunoglobulin
 

E(IgE),forced
 

vital
 

capacity(FVC),forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

one
 

second(FEV1)
 

and
 

FEV1/FVC
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

compared.The
 

correlation
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

level
 

of
 

miR-7b
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-6,IFN-γ,IgE,FVC,FEV1,and
 

FEV1/FVC
 

in
 

children
 

with
 

asthma.The
 

changes
 

of
 

each
 

index
 

level
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

after
 

treatment
 

were
 

compared.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analysis
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

miR-
7b,IL-4,IL-6,IFN-γ,and

 

IgE
 

levels
 

in
 

evaluating
 

the
 

condition
 

of
 

children.Results 
 

Compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,the
 

levels
 

of
 

miR-7b,IL-4,IL-6,and
 

IgE
 

in
 

the
 

acute
 

attack
 

group
 

and
 

the
 

clinical
 

remission
 

group
 

were
 

higher(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ,FVC,FEV1 and
 

FEV1/FVC
 

were
 

lower(P<0.05),and
 

·7332·国际检验医学杂志2022年10月第43卷第19期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,October
 

2022,Vol.43,No.19

* 基金项目:内蒙古自治区科技计划项目(JH20180086)。

  作者简介:张艳萍,女,副主任医师,主要从事儿童呼吸系统及过敏性疾病方面的研究。



compared
 

with
 

the
 

clinical
 

remission
 

group,the
 

acute
 

attack
 

group
 

had
 

higher
 

levels
 

of
 

miR-7b,IL-4,IL-6
 

and
 

IgE(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ,FVC,FEV1,FEV1/FVC
 

were
 

lower(P<0.05).The
 

results
 

of
 

cor-
relation

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

level
 

of
 

miR-7b
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-6,and
 

IgE(r=0.345,0.392,0.496,P<0.05),but
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ,FVC,FEV1,and
 

FEV1/FVC(r=-0.383,-0.416,-0.452,-0.392,P<0.05).After
 

treatment,the
 

levels
 

of
 

miR-7b,IL-4,IL-6,and
 

IgE
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

decreased,while
 

the
 

level
 

of
 

IFN-γ
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

results
 

of
 

the
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

un-
der

 

the
 

curve(AUC)
 

of
 

the
 

patient's
 

condition
 

assessed
 

by
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-6,IFN-γ
 

and
 

IgE
 

alone
 

were
 

all
 

<0.80,while
 

the
 

AUC
 

of
 

the
 

patient's
 

condition
 

assessed
 

by
 

miR-7b
 

and
 

combined
 

detection
 

were
 

all
 

grea-
ter

 

than
 

0.80.Conclusion The
 

level
 

of
 

serum
 

exosomal
 

miR-7b
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

increases
 

significant-
ly,and

 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

children's
 

inflammatory
 

response
 

and
 

lung
 

function.The
 

level
 

of
 

miR-7b
 

has
 

certain
 

clinical
 

value
 

in
 

assisting
 

the
 

assessment
 

of
 

the
 

condition
 

of
 

children
 

with
 

asthma.
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  哮喘是由肥大细胞、嗜酸性粒细胞、T淋巴细胞

等多种炎性细胞参与的一类非特异性炎症,主要临床

特征为可逆性气道阻塞、气道高反应性及气道炎

症[1]。患者临床表现为反复咳嗽、气急、胸闷、喘息

等,严重威胁患者生命健康[2-3]。流行病学资料显示,
哮喘高发于儿童,且随着社会发展,儿童发病率呈逐

年上升趋势[4-6]。目前,哮喘的总体控制率并不佳,探
讨有效的生物标志物用于评估病情十分必要。微小

RNA(miRNA)
 

是一类内源性非编码小RNA
 

分子,
主要通过抑制翻译或降解靶标信使RNA反应等过程

从而调节机体基因表达。miRNA在细胞增殖、凋亡、
分化等过程中发挥着重要作用[7-8]。研究证实,miR-
NA可参与气道变应性炎症的发病过程,在哮喘患儿

支气管肺泡灌洗液中多种 miRNA 呈异常表达[9]。

miR-7b是近年来引发关注的热点miRNA之一,其在

炎性反应过程中发挥着关键作用,但关于哮喘患儿

miR-7b表达的临床意义报道尚少。血清外泌体是一

类直径为30~200
 

nm的脂质双层膜结构微小囊泡,
在炎性反应、免疫监视等过程中起着重要作用,研究

发现,血清外泌体存在丰富的特异性 miRNA,且稳定

性好[10]。基于此,本研究探讨了哮喘患儿外泌体中

miR-7b水平及与肺功能的关系,并分析 miR-7b在评

估患者病情中的临床价值,旨在为哮喘患儿的临床治

疗提供相关依据。

1 资料与方法

1.1 
 

一般资料 选择2016-2021年本院收治的

101例哮喘患儿为研究对象。哮喘诊断及分期参考

《儿童支气管哮喘诊断与防治指南》[11]。根据患儿病

情,将101例患儿分为急性发作期组(40例)和临床缓

解期组(61例),选择同期101例体检健康儿童为对照

组。所有研究对象监护人知情且同意。本研究通过

本院伦理委员会批准。哮喘患儿纳入标准:(1)年龄

为6~12岁;(2)初次患病;(3)临床资料完整。哮喘

患儿排除标准:(1)合并其他呼吸系统疾病;(2)合并

心、肝、肾等其他器官组织疾病者;(3)有过敏性疾病

史或哮喘家族史者;(4)近3个月内服用糖皮质激素

等可能影响实验结局者。对照组纳入标准:(1)年龄

为6~12岁;(2)近1个月内体检健康。

1.2 方法

1.2.1 外泌体提取 所有研究对象均于入组时空腹

抽取静脉血5
 

mL,采用体液外泌体提取试剂盒(北京

鼎国生物科技有限公司)提取血清外泌体:室温下静

置静脉血30
 

min,随后以2
 

000×g离心10
 

min,取上

层血清,经过0.22
 

μm过滤器过滤后,将500
 

μL血清

与5
 

mL磷酸缓冲盐溶液(PBS)混匀,以100
 

000×g
离心 70

 

min,弃 上 清 液 后 用 PBS 洗 涤 重 悬,以

100
 

000×g离心70
 

min后加入100
 

μL
 

PBS重悬外

泌体。
1.2.2 RT-PCR检测 采用RNA提取试剂盒(美国

Abcam公司)提取外泌体RNA,并根据逆转录试剂盒

(美国Abcam公司)进行逆转录反应,根据SYBR
 

RT-
PCR试剂盒(中国杭州博日科技有限公司)说明书进

行RT-PCR(TC100
 

PCR仪,美国Bio-Rad公司)实
验。反应体系为:95

 

℃
 

预变性
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,循环35
 

次。采用2-ΔΔCt
 

法来测定各组 miR-7b
相对表达量,内参为 U6,每个样本重复3次,取平均

值。引物由中国北京鼎国生物科技有限公司合成,序
列见表1。

表1  引物序列

引物 序列

miR-7b上游 5'-AACCCGUAGAUCUUGGAUCCUG-3'

miR-7b下游 5'-CAACAUCAUCUACGGUUUGGGU-3'

U6上游 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

U6下游 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
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1.2.3 酶联免疫吸附试验(ELISA) 所有研究对象

均于入组时空腹抽取静脉血5
 

mL,分离血清后采用

ELISA(Hamilton
 

microlab
 

star
 

多功能酶标仪,瑞士

Hamilton公司)检测白细胞介素(IL)-4、IL-6、γ干扰

素(IFN-γ)、免疫球蛋白E(IgE)水平,试剂盒购于上

海碧云天生物科技有限公司。

1.2.4 肺功能检测 所有研究对象均于入组时采用

德国耶格 MasterScreen
 

IOS肺功能检测仪检测肺功

能,包 括 第 一 秒 用 力 呼 气 量(FEV1)、用 力 肺 活 量

(FVC)、FEV1/FVC。

1.3 观察指标 主要指标:(1)比较急性发作期组、
临床缓解期组及对照组血清外泌体 miR-7b、FVC、

FEV1、FEV1/FVC水平;(2)分析哮喘患儿miR-7b水

平与 FVC、FEV1、FEV1/FVC 的 相 关 性;(3)分 析

miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平在患儿病情评估

中的临床价值。次要指标:(1)比较急性发作期组、临
床缓解期组及对照组血清IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水

平;(2)比较治疗前后哮喘患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、

IFN-γ、IgE水平;(3)分析哮喘患儿 miR-7b水平与

IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平的相关性。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据分析。采用Shapiro-Wilk检验对计量资料进行正

态性检验,呈正态分布的计量资料以x±s表示,多组

间计量资料比较采用方差分析;组间两两比较,若方

差 齐 性,采 用 LSD-t 检 验,若 方 差 不 齐,采 用

Dunnett-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。采用受试者工者特征(ROC)曲线进行诊断效

能评价。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 外泌体鉴定结果 通过透射电子显微镜可观察

到血清外泌体呈圆形或椭圆形,见图1。

图1  透射电子显微镜下外泌体(标尺=100
 

nm)

2.2 3组一般资料比较 3组在年龄、性别构成及体

质量等一般资料上差异无统计学意义(P>0.05),见
表2。

表2  3组一般资料比较(n或x±s)

组别 n
性别

男 女
年龄(岁) 体质量(kg)

急性发作期组 40 24 16 8.3±2.1 23.56±5.14

临床缓解期组 61 39 22 8.6±2.7 23.24±4.53

对照组 101 75 36 8.3±3.3 23.20±4.82

χ2/t 0.792 0.225 0.084

P 0.673 0.799 0.919

2.3 3组miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平比较 
相较于对照组,急性发作期组及临床缓解期组 miR-
7b、IL-4、IL-6、IgE水平更高,而IFN-γ水平更低,差
异均有统计学意义(P<0.05);与临床缓解期组比较,
急性发作期组患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、IgE水平有所

上升,而IFN-γ水平有所下降,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表3。

表3  3组 miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平比较(x±s)

组别 n miR-7b IL-4(ng/L) IL-6(ng/L) IFN-γ(ng/L) IgE(IU/mL)

急性发作期组 40 3.44±0.28ab 187.26±22.32ab 49.72±8.21ab 44.93±5.47ab 297.19±68.99ab

临床缓解期组 61 3.09±0.33a 109.59±14.21a 36.49±7.05a 56.39±4.51a 203.94±51.85a

对照组 101 1.42±0.17 71.11±10.14 11.92±2.35 71.38±6.38 30.52±4.61

F 1
 

340.440 922.640 792.742 345.625 696.835

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与临床缓解期组比较,bP<0.05。

2.4 3组肺功能水平比较 相较于对照组,急性发作

期组及临床缓解期组FVC、FEV1、FEV1/FVC水平

更低(P<0.05);与临床缓解期组比较,急性发作期组

患儿FVC、FEV1、FEV1/FVC有所下降(P<0.05),
见表4。

2.5 哮喘患儿miR-7b水平与IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE
及肺功能的相关性 相关性分析结果显示,哮喘患儿

miR-7b水平与IL-4、IL-6、IgE水平呈正相关(r=
0.345、0.392、0.496,P<0.05),而与IFN-γ、FVC、

FEV1、FEV1/FVC呈负相关(r=-0.383、-0.416、
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-0.452、-0.392,P<0.05),见表5。

2.6 治疗前后哮喘患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、

IgE水平变化情况 治疗后,哮喘患儿 miR-7b、IL-4、

IL-6、IgE水平有所下降,而IFN-γ水平有所上升,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表6。

2.7 ROC 曲 线 分 析 结 果 IL-4的 曲 线 下 面 积

(AUC)为0.67,截断值为186.33
 

ng/L;IL-6的AUC
为0.73,截断值为45.24

 

ng/L;INF-γ的 AUC为

0.77,截断值为48.37
 

ng/L;IgE的AUC为0.76,截
断值为261.78

 

IU/mL;miR-7b的 AUC为0.89,截
断值为3.42;联合检测的 AUC最大,为0.92。见

表7。
表4  3组肺功能水平比较(x±s)

组别 n FEV1(%) FVC(%)
FEV1/FVC

(%)

急性发作期组 40 64.54±5.67
 ab79.42±6.13

 ab81.32±4.68
 ab

临床缓解期组 61 80.18±6.79a 86.16±7.89a 93.17±3.43a

对照组 10194.94±7.67 94.22±4.51 101.22±3.34

F 282.160 95.048 431.107

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与临床缓解期组比较,bP<0.05。

表5  哮喘患儿 miR-7b水平与IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE及肺功能水平的相关性

项目 IgE IL-4 IL-6 IFN-γ FEV1 FVC FEV1/FVC

r 0.496 0.345 0.392 -0.383 -0.452 -0.416 -0.392

P 0.022 0.031 0.025 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表6  治疗前后哮喘患儿 miR-7b、IL-4、IL-6、IFN-γ、IgE水平变化情况(x±s)

时间 miR-7b IL-4(ng/L) IL-6(ng/L) IFN-γ(ng/L) IgE(IU/mL)

治疗前 3.24±0.67 154.96±22.87 41.27±8.84 51.33±7.62 251.94±77.06

治疗后 2.14±0.47 96.21±13.05 26.05±5.52 64.73±6.21 89.22±13.45

t 13.508 22.423 14.677 13.701 20.905

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表7  ROC曲线分析结果

指标 截断值 AUC 95%CI 灵敏度 特异度

IL-4 186.33
 

ng/L 0.67 0.62~0.75 0.65 0.74

IL-6 45.24
 

ng/L 0.73 0.67~0.84 0.71 0.77

IFN-γ 48.37
 

ng/L 0.77 0.72~0.85 0.78 0.82

IgE 261.78
 

IU/mL 0.76 0.71~0.82 0.72 0.84

miR-7b 3.42 0.89 0.76~0.94 0.88 0.85

联合检测 - 0.92 0.79~0.96 0.89 0.86

  注:-表示该项无数据。

3 讨  论

  哮喘是我国常见的儿童慢性疾病之一,随着环境

污染问题日益严重,我国哮喘患儿发病率快速上升,
及时诊断及评估患儿病情十分重要[12-14]。目前,关于

哮喘的发病机制尚不明确,有学者认为,辅助性T淋

巴细胞(Th)1/Th2失衡在哮喘发生、发展过程中起着

关键作用[1]。哮喘患儿免疫功能下降、外源性致敏原

被抗原递呈细胞吞噬并促进T细胞的激活,导致大量

炎性因子的释放,进而促使气道平滑肌收缩、气道壁

细胞分泌物增多,最终引发临床症状[15]。此外,免疫

功能下降还可促进Th2细胞活化,进而激活免疫细胞

聚集,吞噬炎性细胞,同时释放大量炎性因子。本研

究结果显示,相较于健康儿童,临床缓解期及急性发

作期哮喘患儿IL-4、IL-6、IgE水平均有所上升,而
IFN-γ水平有所下降,且急性发作期患儿IL-4、IL-6、
IgE水平显著高于临床缓解期患儿,而IFN-γ水平显

著低于临床缓解期患儿,且通过治疗后各指标水平均

有所改善。这与既往研究结果较为一致,说明哮喘患

儿存在炎性因子水平异常,且病情越严重患儿炎性因

子表达异常程度也有所增加。
miRNAs是一类长度为17~25个核苷酸的非编

码RNA,其不能编码蛋白质,主要作用机制为通过与

靶基因的3'非翻译区相结合从而对靶基因的表达进

行负反馈。近年来,随着研究的深入,已有大量研究

证实miRNA在多种疾病的发生、发展过程中发挥着

关键作用[16-17]。研究报道,miR-125b在哮喘患儿中

呈异常表达,并与患儿病情严重程度密切相关,提示

miRNA 可作为诊断及鉴别哮喘的生物标 志 物 之

一[18]。miR-7b是近年来研究较为广泛的 miRNA之

一,在生物进化过程中高度保守,并高表达于血液系

统。有研究发现,miR-7b可通过促进或抑制炎性因

子的表达进而参与肺部炎性反应损伤及修复过程,因
此推测 miR-7b可能参与哮喘的发病过程[19]。血清

外泌体可由免疫细胞、癌细胞等多种细胞分泌,包含

蛋白质、核酸、脂质等成分。研究表明,外周血中的核

酸序列容易受到外源物、核酶等物质的影响,导致
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RNA难以稳定存在于外周血中,而相较于外周血,外
泌体的核酸序列具有较高的稳定性,且不易受到外界

物质的干扰,已被医学研究者认为是诊断疾病的理想

生物标志物之一[20]。本研究结果显示,相较于健康儿

童,哮喘患儿血清外泌体miR-7b水平显著上升,且急

性发作期患儿 miR-7b水平显著高于临床缓解期患

儿,而通过治疗后哮喘患儿 miR-7b表达水平有所下

降,这提示哮喘患儿存在 miR-7b异常。肺功能指标

FVC、FEV1、FEV1/FVC是评价哮喘严重程度及疗效

的指标之一,研究发现,哮喘患儿存在FVC、FEV1、
FEV1/FVC异常。而相关性分析结果显示,哮喘患儿

miR-7b水平与IL-4、IL-6、IgE水平呈正相关,而与

IFN-γ、FVC、FEV1、FEV1/FVC水平呈负相关。这

也进一步说明miR-7b与哮喘患儿肺功能及炎性反应

密切相关。
本研究进一步采用ROC曲线分析相关指标在患

者病情评估中的临床价值,结果显示,IL-4、IL-6、IFN-
γ、IgE水平单独评估患者病情的 AUC均<0.80,且
灵敏度及特异度不高。而miR-7b及联合检测评估患

者病情的AUC均>0.80,且均具有较高的灵敏度及

特异度,提示具有一定的临床价值。
但本研究也存在一定不足,如样本来源于单中

心,导致样本量较小,可能导致结果出现一定偏倚。
因此,仍需后续研究进一步加以探讨。

综上所述,哮喘患儿血清外泌体 miR-7b水平显

著上升,并与患儿炎性反应及肺功能密切相关。miR-
7b水平在辅助评估哮喘患儿病情中具有一定的临床

价值。
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