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  摘 要:目的 通过对病毒性肺炎患者血清标本中的趋化因子和细胞因子进行综合分析,以寻找与疾病进

展有关的候选生物标志物。方法 对2019年5月至2020年3月入院的120例年龄≥18岁的病毒性肺炎患者

进行回顾性队列研究,分为轻/中度组和重度/危重组。收集入院时的血清标本,采用酶联免疫吸附试验检测血

清λ3干扰素(IFN-λ3)、白细胞介素6(IL-6)、干扰素诱导蛋白10(IP-10)、CX3C型趋化因子配体17(CCL17)和

单核细胞趋化蛋白1(MCP-1)水平。比较两组各项血清细胞因子和趋化因子水平。采用二元Logistic回归和

受试者工作特征(ROC)曲线分析血清细胞因子和趋化因子与病毒性肺炎进展为重度/危重的关系。结果 重

度/危重组入院时血清CCL17水平低于轻/中度组,而入院时血清IFN-λ3、IL-6、IP-10和 MCP-1水平高于轻/
中度组,差异有统计学意义(P<0.05)。二元Logistic回归分析发现,入院时血清IL-6和 MCP-1水平升高是

疾病进展的独立预测因子(P<0.05)。经ROC分析,入院时血清IL-6、MCP-1联合肺炎严重指数(PSI)评分预

测病毒性肺炎进展为重度/危重的曲线下面积大于PSI评分单独预测的 AUC(Z=-3.795,P=0.037)。
结论 IL-6、MCP-1可能是用于区分轻/中度和重度/危重病毒性肺炎患者的有效标志物。
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Abstract:Objective A

 

comprehensive
 

analysis
 

of
 

chemokines
 

and
 

cytokines
 

in
 

serum
 

samples
 

from
 

pa-
tients

 

with
 

viral
 

pneumonia
 

was
 

conducted
 

to
 

identify
 

candidate
 

biomarkers
 

associated
 

with
 

disease
 

progres-
sion.Methods A

 

retrospective
 

cohort
 

study
 

was
 

conducted
 

among
 

120
 

patients
 

with
 

respiratory
 

virus
 

infec-
tion

 

who
 

were
 

hospitalized
 

from
 

May
 

2019
 

to
 

March
 

2020
 

and
 

divided
 

into
 

mild/moderate
 

group
 

and
 

severe/

critical
 

group.Serum
 

samples
 

were
 

collected
 

at
 

admission.Serum
 

levels
 

of
 

λ3-interferon
 

(IFN-λ3),interleukin
 

6
 

(IL-6),interferon-induced
 

protein
 

10
 

(IP-10),CX3C
 

chemokine
 

ligand
 

17
 

(CCL17)
 

and
 

monocyte
 

chemoat-
tractant

 

protein
 

1
 

(MCP-1)
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

levels
 

of
 

serum
 

chemkines
 

and
 

cytokines
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared.Binary
 

Logistic
 

regression
 

and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationships
 

between
 

serum
 

cytokines,chemokines
 

and
 

the
 

risk
 

of
 

severe/critical
 

viral
 

pneumonia.Results The
 

serum
 

levels
 

of
 

CCL17
 

in
 

severe/critical
 

group
 

at
 

ad-
mission

 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

mild/moderate
 

group,while
 

serum
 

levels
 

of
 

IFN-λ3,IL-6,IP-10
 

and
 

MCP-1
 

at
 

admission
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

mild/moderate
 

group
 

(P<0.05).Binary
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

serum
 

IL-6
 

and
 

MCP-1
 

increased
 

at
 

admission
 

were
 

independent
 

predictors
 

of
 

disease
 

progression
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

predicted
 

by
 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

IL-6,MCP-1
 

at
 

admission
 

and
 

pneumonia
 

severity
 

index
 

(PSI)
 

score
 

for
 

the
 

severe/critical
 

patients
 

was
 

better
 

than
 

that
 

predicted
 

by
 

PSI
 

score
 

alone
 

(Z=-3.795,P=0.037).Conclusion IL-6
 

and
 

MCP-1
 

might
 

be
 

useful
 

prognostic
 

markers
 

for
 

differentiating
 

mild/moderate
 

from
 

severe/critical
 

patients.
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  在我国,社区获得性肺炎(CAP)是社区人群发病

和死亡的一个重要原因[1]。随着一些高效诊断技术

的出现,例如聚合酶链反应(PCR)[2],使人们更加深

刻地认识到呼吸道病毒在各个年龄阶段的CAP人群

中的作用,例如流感/副流感病毒、腺病毒、冠状病毒、
呼吸道合胞病毒、偏肺病毒和博卡病毒[3]。临床上常

用的抗病毒药物奥司他韦、扎那米韦、金刚烷胺、利巴

韦林被证实对多数患者有效,但是仍有部分患者会进

展为重症肺炎,最终因急性呼吸窘迫综合征(ARDS)、
败血症和/或多器官衰竭等死亡[4-5]。在发病早期准

确筛查出高危患者是很困难的[6],对不良预后的影响

因素认识不充分也是影响病毒性肺炎患者治疗结局

的主要原因之一。本研究连续收集了120例病毒性

肺炎成人患者的血液标本,通过对细胞因子和趋化因

子谱进行综合分析,以确定能够准确预测重度/危重

病毒性肺炎的标志物。

1 资料与方法
 

1.1 一般资料 对2019年5月至2020年3月湖北

省武汉市第七医院收治的120例病毒性肺炎患者进

行回顾性队列研究。纳入标准:符合《内科学》第七版

中肺炎的诊断标准[7],且是在医院或长期护理机构以

外感染的肺炎;年龄均≥18岁;发病后48
 

h内入院,
入院后立即采集血清标本进行病原体检测,血清病毒

特异性IgM阳性,且无其他病原体感染的临床及实验

室证据,在此基础上进一步采用呼吸道病毒多重PCR
技术对患者的呼吸道标本进行病毒检测,并证实为呼

吸道病毒感染。排除标准:合并其他类型感染性疾病

者;结核病患者;严重免疫抑制患者,例如人类免疫缺

陷病毒感染患者、接受实体器官或骨髓移植患者。本

研究经湖北省武汉市第七医院医学伦理委员会审核

通过。

1.2 方法

1.2.1 分组 根据《2014
 

NICE临床指南:成人社区

和医院获得性肺炎诊断和管理》[8],将患者分为轻度、
中度、重度、危重4个级别,分别为18、42、43、17例。
轻度:缺乏呼吸道症状,无肺部影像学表现,脉搏血氧

饱和度(SpO2)≥96%。中度:轻度呼吸道症状,有肺

炎的影像学证据,以及93%<SpO2<96%。重度:

SpO2≤93%,需要氧气支持。危重:ARDS,需要心肺

机或体外膜肺氧合(ECMO)辅助支持。为方便统计,
将120例患者分为轻/中度组、重度/危重组,每组

60例。

1.2.2 收集基线资料 收集患者合并症史,以及入

院时实验室检查结果、肺炎严重指数(PSI)评分等

资料。

1.2.3 呼吸道病毒检测 收集患者入院时的血液标

本,采用Viral
 

Gene-spinTM
 

Viral
 

DNA/RNA提取试

剂盒(韩国iNtRON
 

Biotechnology公司)从300
 

μL
血液标本中提取核酸。采用cDNA合成预混试剂(韩
国Seegene公司)和9700型GeneAmp

 

PCR热循环仪

(美国Applied
 

Biomaterials公司)合成cDNA。每例

患者均做了血培养。如果患者有排痰,则进行痰培

养。采用植绒棉签采集鼻咽部标本,采用Anyplex
 

Ⅱ
 

RV13检测试剂盒(韩国Seegene公司)进行RV13检

测,包括腺病毒(A~F)、流感病毒A型和B型、呼吸

道合胞病毒A型和B型、副流感病毒1~3、鼻病毒、
偏肺病毒、冠状病毒229E、冠状病毒OC43和博卡病

毒。所有检测均严格按照试剂盒说明书进行,并保证

质控在控。本研究所用多重PCR试剂盒的灵敏度和

特异度分别为95.2%和98.6%。

1.2.4 趋化因子和细胞因子检测 在入院时收集血

液标本,采用酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒检测

血清λ3干扰素(IFN-λ3)、白细胞介素6(IL-6)、干扰

素诱导蛋白10(IP-10)、CX3C型趋化因子配体17
(CCL17)和单核细胞趋化蛋白1(MCP-1)水平。试剂

盒购自武汉默沙克生物科技有限公司。

1.3 PSI评分 对所有患者进行PSI评分。PSI是

公认的用于预测肺炎进展的重要指标之一,具有良好

的评估能力[9-10]。它由4类20个变量组成,包括人口

统计学、查体结果、实验室和影像学检查结果等。评

分越高,患者死亡风险越高。

1.4 统计学处理 采用 GraphPad
 

Prismv8.0和

SPSS25.0软件进行数据处理及统计分析。呈正态分

布、方差齐的计量资料以x±s表示,组间比较采用t
检验;呈非正态分布的计量资料以M(P25,P75)表示,
组间比较采用 Mann-Whitney

 

U 检验;计数资料以例

数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验。在单变量

分析的基础上进行二元Logistic回归分析。通过受

试者工作特征(ROC)曲线分析各项指标预测重度/危

重病毒性肺炎的效能。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 两组患者基线资料比较 轻/中度组与重度/危

重组入院时清蛋白(ALB)、乳酸脱氢酶(LDH)、C反

应蛋白(CRP)、中性粒细胞百分比、有高血压病史患

者比例、PSI评 分 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。轻/中度组与重度/危重组入院时SpO2、天门

冬氨 酸 氨 基 转 移 酶 (AST)、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(ALT)、肌酐、病原学检测结果,以及年龄、性别、峰值

体温等基线资料比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
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所有患者在感染早期阶段均接受常规抗病毒药物和

抗菌药物治疗,注意维持水、电解质、酸碱平衡。随着

疾病进展,部分患者接受糖皮质激素、中成药等治疗,

并视情况给予吸氧和营养支持,但两组接受各项治疗

方式比例比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见

表1。

表1  两组患者基线资料比较[M(P25,P75)或n(%)或x±s]

组别 n 年龄(岁) 男 峰值体温(℃) 心率(bpm) 呼吸频率(次/分) SpO2(%) PSI评分(分)

轻/中度组 60 46.5(41.0,55.8) 39(65.0) 37.62±1.00 82.27±16.63 17.80±2.14 96.00±2.19 101.77±31.22

重度/危重组 60 59.5(48.0,72.3) 45(75.0) 37.92±0.81 83.80±9.24 18.35±5.64 95.42±1.61 129.44±31.71

Z/χ2/t —1.835 1.429 1.806 0.623 0.706 1.653 4.816

P 0.115 0.232 0.074 0.535 0.481 0.101 <0.001

组别 n WBC(×109/L) 中性粒细胞百分比(%)淋巴细胞百分比(%) PLT(×109/L) HIV+ HBV+

轻/中度组 60 5.13±1.92 64.38±15.00 26.00±12.44 20.19±4.76 4(6.67) 3(5.00)

重度/危重组 60 6.02±3.34 82.65±10.60 21.32±19.57 18.83±8.97 0(0.00) 5(8.33)

U/χ2/t 1.789 7.705 1.563 1.037 — 0.536

P 0.076 <0.001 0.121 0.302 0.119 0.464

组别 n 慢性肾脏疾病 高血压病史 糖尿病史 血脂异常 吸烟史 慢性阻塞性肺疾病

轻/中度组 60 0(0.00) 12(20.00) 8(13.33) 12(20.00) 13(21.67) 0(0.00)

重度/危重组 60 2(3.33) 35(58.33) 15(25.00) 15(25.00) 17(28.33) 4(6.67)

Z/χ2/t — 18.491 2.636 0.430 0.711 —

P 0.496 <0.001 0.105 0.512 0.399 0.119

组别 n

病原学检测结果

流感病毒

A型/B型
鼻病毒

呼吸道合胞病

毒A型/B型
偏肺病毒 副流感病毒 冠状病毒 博卡病毒 腺病毒

轻/中度组 60 25(41.67) 13(21.67) 7(11.67) 5(8.33) 2(3.33) 6(10.00) 2(3.33) 0(0.00)

重度/危重组 60 18(30.00) 14(23.33) 10(16.67) 8(13.33) 7(11.67) 0(0.00) 2(3.33) 1(1.67)

Z/χ2/t 12.179

P 0.095

组别 n ALB(g/dL) AST(U/L) ALT(U/L) LDH(U/L) 肌酐(mg/dL) CRP(mg/dL)

轻/中度组 60 4.26±0.37 29.44±16.52 32.87±9.34 194.74±97.23 0.92±0.21 13.62(8.91,27.80)

重度/危重组 60 3.24±0.65 34.17±23.53 41.20±14.51 420.87±92.40 1.24±1.42 40.35(17.95,108.24)

Z/χ2/t 10.561 1.274 1.210 6.707 1.727 —21.071

P <0.001 0.205 0.229 <0.001 0.087 <0.001

组别 n 冠脉搭桥手术 心律失常
ACE抑制剂和/或血管

紧张素Ⅱ受体阻滞剂 β受体拮抗剂 抗病毒

轻/中度组 60 0(0.00) 8(13.33) 12(20.00) 0(0.00) 60(100.00)

重度/危重组 60 5(8.33) 6(10.00) 5(8.33) 5(8.33) 60(100.00)

Z/χ2/t — 0.324 3.358 — —

P 0.057 0.570 0.067 0.057 —

组别 n 抗菌药物 糖皮质激素 中成药 营养支持 吸氧

轻/中度组 60 60(100.00) 43(71.67) 28(46.67) 7(11.67) 6(10.00)

重度/危重组 60 60(100.00) 48(80.00) 24(40.00) 9(15.00) 11(18.33)

Z/χ2/t — 1.137 0.543 0.289 1.713

P — 0.286 0.461 0.591 0.191

  注:WBC为白细胞计数;PLT为血小板计数;HIV+为人类免疫缺陷病毒阳性;HBV+为乙型肝炎病毒阳性;—为无数据。
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2.2 两组入院时血清趋化因子及细胞因子比较 重

度/危重组与轻/中度组入院时血清CCL17、IFN-λ3、

IL-6、IP-10和 MCP-1水平比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表2。

2.3 二元Logistic回归分析与疾病进展风险有关的

影响因素 以是否发生疾病进展作为因变量(赋值:
轻/中度=0,重度/危重=1),校正表1中差异有统计

学意义的混杂因素后,二元Logistic回归分析结果显

示,只有入院时血清LDH、CRP、IL-6和 MCP-1水平

升高是进展为重度/危重病毒性肺炎的独立预测因子

(P<0.05)。见表3。

2.4 IL-6和 MCP-1及PSI评分预测进展为重度/危

重病毒性肺炎的ROC曲线分析 ROC曲线分析结

果显示,病毒性肺炎患者入院时血清IL-6、MCP-1及

PSI评分预测进展为重度/危重病毒性肺炎的临界值

分 别 为 73.3
 

pg/mL[AUC 为 0.871(95%CI:
0.813~0.930),P<0.001]、146.0

 

pg/mL[AUC为

0.885(95%CI:0.832~0.938),P<0.001]、97分

[AUC 为 0.719(95%CI:0.628~0.810),P <
0.001]。此外,入院时血清IL-6、MCP-1联合PSI评

分预测病毒性肺炎患者进展为重度/危重病毒性肺炎

的 AUC 为 0.914(95%CI:0.867~0.962,P <
0.001),明显大于 PSI评分的 AUC(Z=—3.795,
P=0.037)。见图1。

表2  两组入院时血清趋化因子及细胞因子比较[M(P25,P75),pg/mL]

组别 n CCL17 IFN-λ3 IL-6 IP-10 MCP-1

轻/中度组 60 246.85(126.97,513.45) 5.65(4.12,9.95) 53.20(21.15,117.32) 237.90(159.52,503.73) 40.93(23.32,84.56)

重度/危重组 60 43.00(22.82,67.85) 22.78(12.86,49.55) 168.87(67.33,433.51) 830.76(431.28,1360.85) 147.00(85.64,348.95)

Z 8.097 —13.554 —18.605 —6.891 —17.514

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表3  二元Logistic回归分析与疾病进展风险有关的影响因素

变量
多因素模型1

OR(95%CI) P

多因素模型2

OR(95%CI) P

多因素模型3

OR(95%CI) P

ALB 0.978(0.456~1.079) 0.231 0.930(0.671~1.110) 0.172 0.997(0.915~1.007) 0.085

LDH 2.215(1.319~5.004) 0.001 1.795(1.042~14.623)<0.001 2.079(1.244~5.137) 0.002

CRP 1.182(1.009~1.437) <0.001 1.226(1.10~1.571) <0.001 1.019(1.004~1.098) <0.001

中性粒细胞百分比 1.071(0.874~1.236) 0.571 1.034(1.001~1.175) 0.033 1.092(1.007~1.273) 0.017

CCL17 0.825(0.643~1.007) 0.091 — — — —

IFN-λ3 — — 1.057(0.843~1.426) 0.179 — —

IL-6 — — — — 2.719(1.147~5.014) 0.001

IP-10 — — — — — —

MCP-1 — — — — — —

变量
多因素模型4

OR(95%CI) P

多因素模型5

OR(95%CI) P

ALB 1.071(0.735~1.261) 0.401 0.928(0.741~1.009) 0.103

LDH 1.650(1.147~2.354) 0.001 1.982(1.403~3.775) <0.001

CRP 1.226(1.071~1.729) 0.001 1.216(1.101~1.489) <0.001

中性粒细胞百分比 1.080(1.019~1.334) 0.002 1.063(1.008~1.335) 0.010

CCL17 — — — —

IFN-λ3 — — — —

IL-6 — — — —

IP-10 1.014(0.997~1.033) 0.065 — —

MCP-1 — — 1.775(1.240~3.417) <0.001

  注:—为无数据。
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  注:A为入院时血清IL-6、MCP-1及PSI评分单独检测预测重度/危重病毒性肺炎的ROC曲线;B为入院时血清IL-6、MCP-1联合PSI评分预

测重度/危重病毒性肺炎的ROC曲线。

图1  入院时血清IL-6和 MCP-1及PSI评分预测重度/危重病毒性肺炎的ROC曲线

3 讨  论

  多数病毒性肺炎患者有轻度或中度症状,并可在

几周内恢复,但仍有部分患者会出现重度或危重症

状[2]。重度/危重症进展的预测标志物是分诊的必要

条件。既往研究结果显示 ALB、LDH、CRP、中性粒

细胞百分比水平与重症肺炎的发生相关,而且高血压

患者也明显更容易发生疾病进展[9]。
 

虽然上述临床指

标为了解病毒性肺炎临床结局提供了重要信息,但这

些指标作为预测标志物对结局预测的准确性和精确

度较低,而且易受患者个体差异或其他合并症的

影响。
 

在本研究中,所有入组患者在确诊时采集了血清

标本用作趋化因子及细胞因子的筛查,最终确定

CCL17、IFN-λ3、IL-6、IP-10和 MCP-1这5种因子水

平有变化。经多因素分析发现,只有IL-6和 MCP-1
水平升高为进展为重度/危重症病毒性肺炎的独立预

测因子,因此IL-6和 MCP-1有可能成为主要的分诊

标志物,但是由于本研究标本量有限,也不能排除其

他因子对于高危患者的筛选作用。

IL-6、IFN-λ3、MCP-1、CCL17、IP-10等都是与炎

症有关的细胞因子或趋化因子[10]。例如 ZHANG
等[11]报告证实慢性血栓栓塞性肺部高压患者的肺内

皮细胞培养基中含有高水平的IL-6、IL-1β、MCP-1。
而这种情况可由各种传染性或非传染性疾病引发,并
导致多个器官受损。由免疫系统识别的病原体感染,
包括两种类型的反应,即识别病原体相关分子模式的

先天性免疫反应和抗原特异性的适应性免疫反应。
在这两种反应中,都有免疫系统的活化细胞参与,它
们在建立细胞因子的环境中起着关键作用。然而,过
度释放的细胞因子会导致急性严重的系统性炎症反

应,称为细胞因子风暴。多项研究表明,细胞因子风

暴与 组 织 损 伤 直 接 相 关,对 严 重 肺 疾 病 的 预 后

不利[12-13]。

MCP-1是一种趋化因子,能吸引单核细胞和嗜碱

性粒细胞,但不能吸引中性粒细胞或嗜酸性粒细胞。

它在以单核细胞浸润为主的炎症疾病的发病机制中

发挥着重要作用,如牛皮癣[14]、类风湿关节炎[15]和动

脉粥样硬化[16]。一些研究报道,MCP-1可能在动脉

粥样硬化斑块形成过程中诱导单核细胞进入动脉壁,
而且在静脉血栓形成患者的血液中也普遍检测到高

水平的MCP-1[16-17]。除此以外,IL-6也在病毒感染或

化学损伤后的肺修复反应中发挥重要作用。例如在

人类上皮细胞中,SARS冠状病毒与甲型流感病毒和

人类副流感病毒2型相比,更能够诱导IL-6分泌[17]。
事实上,IL-6是一种内源性热原,主要产生于急性和

慢性炎症反应部位,引起自身免疫性疾病患者或感染

者体温升高。然后IL-6被分泌到血清中,通过与膜锚

定IL-6受体(IL-6R)结合,并与GP130受体形成复合

物后,可诱导包括基质细胞和上皮细胞在内的许多非

免疫细胞发生明显的炎症反应[18]。本研究结果显示,
重度/危重患者血清 MCP-1和IL-6水平均在感染早

期就出现急剧升高现象,说明特异性免疫反应发生在

重度/危重患者感染的早期阶段,而这两种因子是急

性期反应强有力的诱因,当血清IL-6和 MCP-1水平

超过一定水平时,它可以被视为重度/危重病毒性肺

炎进展的警报标志物。然而需要强调的是IL-6和

MCP-1作为典型的炎症因子,易受到其他感染/非感

染性疾病、患者个体性差异、饮食/运动状况等多方面

的影响,因此对于感染鉴别的特异性有限,若要用于

临床诊断,仍然需要结合其他特异性指标。本研究结

果显示,IL-6和 MCP-1作为评估病情的辅助性指标,
对于临床决策有一定的指导意义。

此外,IP-10是干扰素-γ(IFN-γ)作用下多种细胞

(包括单核细胞、内皮细胞和成纤维细胞)分泌的小分

子蛋白。POPE等[19]证实促进内皮愈合可以防止动

脉血栓形成,而IP-10可以抑制内皮愈合。在分泌过

程中,IP-10可被切割成一个相对分子质量为8.7×
103 的生物活性蛋白,可作为T细胞、自然杀伤(NK)
细胞、单核/巨噬细胞和树突状细胞的趋化剂。而IP-
10基因属于IFN-λ3的一个干扰素刺激基因。IFN-λ3
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是免疫细胞针对病原体释放的初始分子,近年来,在
重症新型冠状病毒肺炎(COVID-19)患者的支气管肺

泡灌洗液(BALF)中发现了IFN-λ3的高表达[20]。

CCL17被认为是特应性皮炎进展和哮喘的可靠生物

标志物。既往报告显示,CCL17通过CCR4受体诱导

调节性T细胞,而CCR4缺陷小鼠更易发生肺部炎

症[21]。此外COVID-19患者肺 Treg细胞功能障碍

可诱 发 重 度/危 重 肺 炎[22]。因 此,IP-10、IFN-λ3、

CCL-17可能也是发展为重度/危重病毒性肺炎的关

键因子[23]。但是可能由于标本量较少,存在较大的个

体差异性等原因,本研究并未得出这几种因子与病毒

性肺炎进展的独立关系。
综上所述,IL-6、MCP-1与成人病毒性肺炎重度/

危重进展有关,有可能在患者出现严重症状前为筛查

高危患者提供一定的参考信息。
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