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  摘 要:目的 探讨老年慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者血清表面活性蛋白D
 

(SP-D)及趋化因子配体13
(CXCL13)水平、长链非编码RNA浆细胞瘤转化迁移基因1(lncRNA

 

PVT1)表达,以及三者与肺功能的相关

性。方法 选择2019年3月至2021年5月湖北省武汉市优抚医院收治的300例老年COPD患者为研究对

象,其中135例急性加重期患者纳入急性加重期组,165例稳定期患者纳入稳定期组,另选择65例体检健康者

作为对照组。采用比色夹心酶联免疫吸附试验检测受试者血清SP-D、CXCL13水平,采用实时荧光定量聚合酶

链反应检测lncRNA
 

PVT1表达,FGC-A肺功能测试仪检测肺功能指标,分析SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1
与肺功能指标的相关性。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析SP-D、CXCL13、lncRNA

 

PVT1鉴别COPD急

性加重期和稳定期的效能。结果 急性加重期组、稳定期组血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达高

于对照组,第1秒用力呼气容积(FEV1)、FEV1 与用力肺活量(FVC)比值(FEV1/FVC)、FEV1 占预计值百分数

(FEV1%pred)低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。COPD患者血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达均与FEV1、FEV1/FVC、FEV1%pred呈负相关(P<0.05)。SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1鉴别

COPD急性加重期和稳定期的曲线下面积(AUC)分别为0.707、0.671、0.696,联合3项指标后AUC达0.878,
大于SP-D、CXCL13、lncRNA

 

PVT1单独检测的 AUC(Z=5.922、6.741、6.470,P<0.05)。结论 老 年

COPD患者血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达均升高,且与COPD急性加重及肺功能下降有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationships
 

between
 

serum
 

levels
 

of
 

surface
 

active
 

protein
 

D
 

(SP-D),chemokine
 

ligand
 

13
 

(CXCL13),the
 

expression
 

of
 

long
 

chain-non-coding
 

RNA
 

plasmocytoma
 

ribocy-
toma

 

transferable
 

migration
 

gene
 

1
 

(lncRNA
 

PVT1)
 

and
 

lung
 

function
 

indexes
 

in
 

elderly
 

patients
 

with
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD).Methods A
 

total
 

of
 

300
 

elderly
 

COPD
 

patients
 

admitted
 

to
 

Wuhan
 

Youfu
 

Hospital
 

from
 

March
 

2019
 

to
 

May
 

2021
 

were
 

selected,including
 

135
 

patients
 

in
 

acute
 

exacerbation
 

stage
 

(acute
 

exacerbation
 

stage
 

group),165
 

patients
 

in
 

stable
 

stage
 

group
 

(stable
 

stage
 

group),and
 

65
 

physical
 

ex-
amination

 

volunteers
 

as
 

control
 

group.Serum
 

levels
 

of
 

SP-D
 

and
 

CXCL13
 

were
 

detected
 

by
 

colorimetric
 

sand-
wich

 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,lncRNA
 

PVT1
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,and
 

FGC-A
 

pulmonary
 

function
 

tester
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

lung
 

func-
tion

 

indexes.The
 

correlations
 

between
 

SP-D,CXCL13,lncRNA
 

PVT1
 

and
 

lung
 

function
 

indexes
 

were
 

ana-
lyzed.Receiver

 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

SP-D,CXCL13
 

and
 

ln-
cRNA

 

PVT1
 

in
 

differentiating
 

COPD
 

acute
 

exacerbation
 

from
 

stable
 

stage.Results The
 

serum
 

levels
 

of
 

SP-
D,CXCL13

 

and
 

lncRNA
 

PVT1
 

expression
 

in
 

acute
 

exacerbation
 

stage
 

group
 

and
 

stable
 

stage
 

group
 

were
 

high-
er

 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,while
 

forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

1
 

second
 

(FEV1),ratio
 

of
 

FEV1 to
 

forced
 

vi-
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tal
 

capacity
 

(FEV1/FVC)
 

and
 

percentage
 

of
 

FEV1 to
 

predicted
 

value
 

(FEV1%pred)
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).Serum
 

levels
 

of
 

SP-D,CXCL13
 

and
 

lncRNA
 

PVT1
 

expression
 

correlated
 

negatively
 

with
 

FEV1,FEV1/FVC
 

and
 

FEV1%pred
 

in
 

COPD
 

patients
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

SP-D,CXCL13,lncRNA
 

PVT1
 

in
 

differentiating
 

COPD
 

acute
 

exacerbation
 

from
 

stable
 

stage
 

were
 

0.707,
0.671,0.696

 

respectively,the
 

AUC
 

of
 

combining
 

the
 

three
 

indexes
 

was
 

0.878,which
 

was
 

grater
 

than
 

SP-D,
CXCL13

 

and
 

lncRNA
 

PVT1
 

alone
 

(Z=5.922,6.741,6.470,P<0.05).Conclusion The
 

serum
 

levels
 

of
 

SP-
D,CXCL13

 

and
 

lncRNA
 

PVT1
 

expression
 

in
 

elderly
 

COPD
 

patients
 

increase,which
 

associate
 

with
 

COPD
 

a-
cute

 

exacerbation
 

and
 

decreased
 

lung
 

function.
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transferable
 

migration
 

gene
 

1

  慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种慢性、进行性

气道炎症性疾病,好发于老年人,以持续性呼吸道症

状和进行性气流阻塞为特征,严重影响患者肺通气功

能[1]。全球每年因COPD死亡的人数已经超过
 

300
万,尽管临床上在预防治疗COPD急性加重期方面取

得了一定成就,但仍不能抑制疾病进展[2]。因此,寻
找老年COPD相关生物学指标对改善患者预后十分

重要。表面活性蛋白D(SP-D)是一种与肺先天免疫

相关的钙依赖性凝集素,以多种方式介导病原体的清

除,在肺宿主防御中发挥重要作用,被认为是诊断肺

损伤的生物标志物[3]。趋化因子配体13(CXCL13)
是B细胞趋化因子,可调节B细胞聚集至炎症病灶,
在自身免疫性疾病中CXCL13合成增加,并且与疾病

进展相关[4]。长链非编码RNA浆细胞瘤转化迁移基

因1(lncRNA
 

PVT1)是一种与肿瘤相关的lncRNA,
参与肺癌细胞增殖分化及侵袭转移过程[5]。本研究

拟探讨老年COPD患者血清中SP-D、CXCL13及ln-
cRNA

 

PVT1表达特点,并分析以上指标与肺功能的

相关性,旨在为临床诊疗提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年3月至2021年5月湖

北省武汉市优抚医院收治的300例老年COPD患者

为研究对象。(1)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)》诊断标准[6];②年

龄≥65岁;③入组前未接受过抗感染治疗。(2)排除

标准:①合并肺组织良、恶性肿瘤及其他部位恶性肿

瘤;②合并肺结核、哮喘、肺源性心脏病、感染性肺炎;
③合并自身免疫性疾病。其中急性加重期患者135
例(急性加重期组),稳定期患者165例(稳定期组),
急性加重期患者均符合《慢性阻塞性肺疾病急性加重

(AECOPD)诊治中国专家共识(2017年更新版)》[7]

相关诊断标准。另选择同期在湖北省武汉市优抚医

院进行体检的65例健康者纳入对照组,均排除呼吸

系统疾病、感染及免疫性疾病。所有研究对象自愿参

与本研究,并签署知情同意书。本研究获得湖北省武

汉市优抚医院医学伦理委员会批准。
1.2 血清标本采集及检测 采集所有研究对象清晨

空腹静脉血3
 

mL,注入干燥试管,室温下静置30~60
 

min,凝固后取上层液离心(参数:半径10
 

cm,转速

3
 

000
 

r/min,时间15
 

min),取血清于—70
 

℃冰箱保

存待检。采用Varioskan
 

LUX
 

多功能酶标仪(美国赛

默飞公司,比色夹心酶联免疫吸附试验)检测血清SP-
D、CXCL13水平,试剂盒购自美国R&D公司。取血

清标本,加入TRIzolTM
 

plus
 

RNA净化试剂盒(美国

Invitrogen公司)提取总
 

RNA,采用 M-MLV反转录

酶(美国Promega公司)将
 

RNA反转录为cDNA,采
用Step

 

One
 

PlusTM
 

实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

(qRT-PCR)系统(美国赛默飞 Applied
 

Biosystems)
进行 qRT-PCR 分 析,采 用2—ΔΔCt 法 计 算lncRNA

 

PVT1相对表达水平,lncRNA
 

PVT1引物序列:正向

引物为5'-TGAGAACTGTCCTTACGTGACC-3',反
向引 物 为 5'-AGAGACACCAAGACTGGCTCT-3'。

β-actin(内参)正向引物为5'-TGTCCACCTTCCAG-
CAGATGT-3';反 向 引 物 为 5'-GCTCAGTAA-
CAGTCCGCCTAGA-3'。反 应 体 系:DNA 模 板 2

 

μL,正、反向引物各1
 

μL,Premix
 

Ex
 

Taq
 

DNA
 

聚合

酶25
 

μL,加RNase-Free
 

ddH2O
 

21
 

μL。反应条件:
 

95
 

℃预变性3
 

min,
 

98
 

℃变性2
 

s,67
 

℃退火15
 

s,72
 

℃延伸20
 

s,循环30次。
1.3 肺功能指标检测 COPD患者入组当日、健康

者体检当日,采用FGC-A肺功能测试仪(安徽电子科

学研究所)检测第1秒用力呼气容积(FEV1)、FEV1
与用力肺活量(FVC)比值(FEV1/FVC)、FEV1 占预

计值百分数(FEV1%pred)。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理及统计学分析。呈正态分布、方差齐的计量资

料以x±s表示,多组间比较采用方差分析,多组间中

的两两比较采用SNK-q 检验;计数资料以例数或百

分率表示,组间比较采用χ2 检验;SP-D、CXCL13水

平及lncRNA
 

PVT1表达与肺功能指标的相关关系采

用Pearson相关分析;采用受试者工作特征(ROC)曲
线分析SP-D、CXCL13、lncRNA

 

PVT1鉴别 COPD
急性加重期和稳定期的效能。以P<0.05为差异有

统计学意义。
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2 结  果

2.1 3组基线资料、肺功能指标比较 3组年龄、性
别比较,差异无统计学意义(P>0.05)。急性加重期

组、稳定期组合并基础疾病比例、吸烟史比例高于对

照组,FEV1、FEV1/FVC、FEV1%pred低于对照组,
差异 有 统 计 学 意 义(P <0.05)。急 性 加 重 期 组

FEV1 、FEV1/FVC、
 

FEV1%pred低于稳定期组,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 3组血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1
表达比较 急性加重期组血清SP-D、CXCL13水平及

lncRNA
 

PVT1表达均高于稳定期组和对照组,稳定

期组血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达

高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。

2.3 SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达与

肺功能指标的相关分析 COPD患者血清SP-D、CX-
CL13水平及lncRNA

 

PVT1表达均与FEV1、FEV1/

FVC、FEV1%pred呈负相关(P<0.05)。见表3。

2.4 SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1鉴别COPD急

性加重期和稳定期的效能 SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1鉴别COPD急性加重期和稳定期的曲线下面

积(AUC)分别为0.707、0.671、0.696。SP-D、CX-
CL13、lncRNA

 

PVT1联合检测鉴别COPD急性加重

期和稳定期的 AUC为0.878,大于SP-D、CXCL13、

lncRNA
 

PVT1单独检测的AUC(Z=5.922、6.741、
6.470,P<0.05),见表4和图1。

 

表1  3组基线资料、肺功能指标比较[x±s或n(%)]

组别 n 年龄(岁)
性别

男 女
吸烟史

急性加重期组 135 69.02±3.56 80(59.26) 55(40.74) 73(54.07)*

稳定期组 165 72.86±6.72 97(58.79) 68(41.21) 98(59.39)*

对照组 65 70.71±5.15 39(60.00) 26(40.00) 20(30.77)

F/χ2 0.031 0.029 15.578

P 0.970 0.986 <0.001

组别 n
基础疾病

糖尿病 高血压 高脂血症
FEV1(L) FEV1/FVC(%) FEV1%pred(%)

急性加重期组 135 62(45.93)* 73(54.07)* 54(40.00)* 43.65±4.41*# 56.80±5.79*# 58.24±6.35*#

稳定期组 165 80(48.48)* 89(53.94)* 62(37.58)* 55.02±6.72* 64.28±5.17* 67.01±7.06*

对照组 65 13(20.00) 15(23.08) 10(15.38) 77.35±8.95 79.26±7.02 76.01±8.43

F/χ2 16.536 20.454 13.005 595.947 333.056 146.446

P <0.001 <0.001 0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与稳定期组比较,#P<0.05。

表2  3组血清SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达比较(x±s)

组别 n SP-D(ng/mL) CXCL13(pg/mL) lncRNA
 

PVT1

急性加重期组 135 121.05±23.97*# 29.77±6.84*# 1.75±0.36*#

稳定期组 165 105.35±16.38* 22.43±5.13* 0.86±0.20*

对照组 65 90.23±13.65 18.35±3.69 0.35±0.11

F 60.729 109.206 755.508

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05,与稳定期组比较,#P<0.05。

表3  SP-D、CXCL13水平及lncRNA
 

PVT1表达与肺功能指标的相关分析

指标
SP-D

r P

CXCL13

r P

lncRNA
 

PVT1

r P

FEV1 —0.432 <0.001 —0.385  0.002 —0.395 0.001

FEV1/FVC —0.509 <0.001 —0.438 <0.001 —0.340 0.009

FEV1%pred —0.527 <0.001 —0.411 <0.001 —0.377 0.005
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表4  SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1鉴别COPD急性加重期和稳定期的效能

指标 AUC(95%CI) P 截断值 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数

SP-D 0.707(0.652~0.758) <0.001 113.26
 

ng/mL 69.63 70.30 0.399
 

3

CXCL13 0.671(0.615~0.724) <0.001 25.31
 

pg/mL 70.37 67.88 0.382
 

5

lncRNA
 

PVT1 0.696(0.640~0.747) <0.001 1.32 71.85 70.91 0.427
 

6

联合检测 0.878(0.835~0.912) <0.001 — 89.63 89.70 0.793
 

3

  注:—表示无数据。

图1  SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1鉴别COPD急性

加重期和稳定期的ROC曲线

3 讨  论

COPD
 

是全球第三大死亡原因,吸烟、空气污染、
职业暴露是COPD发病的高危因素[8]。老年人由于

机体功能衰退,免疫力和抵抗力减弱,加之共病的影

响,更容易发生COPD,持续的慢性炎症反应、渐进性

气流受限导致气道狭窄,黏液阻塞,肺实质破坏和肺

弹性丧失,影响肺通气功能。随着COPD症状加重和

恶化,肺功能逐渐降低,严重影响患者的生活质量[9]。
 

SP-D是一种上皮细胞衍生的免疫调节剂,主要

由肺泡Ⅱ型上皮细胞和下呼吸道Clara细胞分泌,具
有免疫调节、抗菌、参与肺初始免疫应答等作用,在维

持肺表面活性剂稳态、肺先天免疫中发挥重要作

用[10-12]。本研究发现急性加重期组血清SP-D水平高

于稳定期组和对照组,表明SP-D与COPD发病及急

性发作均有关,检测血清SP-D水平可反映COPD病

情变化。相关分析结果显示,SP-D与FEV1、FEV1/

FVC、FEV1%pred呈负相关,说明SP-D水平越高,肺
功能损伤越严重,SP-D水平升高可能原因为响应肺

组织局部炎症刺激,肺组织损伤越严重,肺泡表面合

成SP-D越多。L􀆕PEZ-CANO等[13]报道SP-D水平

在肥胖2型糖尿病肺损伤患者血清中升高,且与

FEV1 呈负相关。YAMAKAWA
 

等[14]研究结果显

示,血清
 

SP-D
 

水平升高是系统性硬化症和混合性结

缔组织病并发间质性肺疾病的潜在预测因子,与肺活

量下降有关。分析SP-D参与COPD的机制为转化生

长因子β可诱导SP-D水平升高,且可调节肺泡上皮

细胞及免疫细胞,在炎症环境中转化生长因子β增加
 

SP-D表达,从而参与宿主免疫防御[15]。
CXCL13是一种B淋巴细胞趋化因子,由滤泡树

突细胞和巨噬细胞在次级淋巴器官中产生,CXC
 

趋化

因子受体5是 CXCL13的受体,CXCL13通过激活

CXC
 

趋化因子受体5调节B细胞和 T细胞亚群归

巢,在免疫反应调节中发挥重要作用[16]。本研究发现

血清CXCL13水平在COPD患者中也明显升高,且在

急性加重期更高,说明CXCL13可促使COPD发病和

病情加重。本研究中相关分析结果显示,CXCL13水

平与肺功能指标呈负相关,提示CXCL13水平升高可

诱导肺功能下降。ALTURAIKI等[17]研究结果显示

CXCL13水平在呼吸道合胞病毒感染小鼠模型中升

高,并促使气道淋巴细胞聚集。XUE等[18]报道血清

CXCL13水平升高与间质性肺疾病的严重程度显著

相关,是间质性肺炎诊断的标志物。分析CXCL13参

与COPD的可能机制为三级淋巴器官(也称异位淋巴

样组织)在COPD
 

进展中起关键作用,T滤泡辅助样

细胞表面CXCL13在树突状细胞诱导下表达增加,并
促使异位淋巴样组织产生[19],异位淋巴样组织可促使

肺组织病理纤维化、肺功能恶化[20]。
lncRNA

 

PVT1是原癌基因
 

N-myc的下游基因,
在包括肺癌在内的多种恶性肿瘤中表达上调,并与肿

瘤预后密切相关[21]。已知lncRNA
 

PVT1参与哮喘

发病,lncRNA
 

PVT1通过负向调控 miR-15a-5p或海

绵miR-29c-3p,激活磷脂酰肌醇3-激酶-蛋白激酶-B-
哺乳动物雷帕霉素靶分子信号传导,促使CD4+T

 

细

胞向辅助性T细胞2分化,从而诱导气道炎症反应发

生,促进气道平滑肌细胞增殖和气道重塑[22]。本研究

发现lncRNA
 

PVT1与COPD也存在密切关系,ln-
cRNA

 

PVT1高表达与肺功能下降有关,分析可能的

原因为 miR-146a是lncRNA
 

PVT1的靶点,也是公

认的慢性气道呼吸系统疾病的抗炎介 质,可 抑 制

COPD肿瘤坏死因子-α、白细胞介素(IL)-1β、IL-6、
IL-8、白三烯B4 等致炎介质表达,发挥保护作用[23],
miR-146a是lncRNA

 

PVT1的 下 游 靶 标,lncRNA
 

PVT1通过负向调控 miR-146a诱导炎症反应,参与

COPD发病过程[24]。
综上所述,老年COPD患者血清SP-D、CXCL13
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水平及lncRNA
 

PVT1表达均升高,高水平SP-D、
CXCL13,高表达lncRNA

 

PVT1与COPD急性加重

及肺功能下降均有关。本研究不足之处为尚未分析

SP-D、CXCL13、lncRNA
 

PVT1与老年COPD患者临

床治疗结局的关系,待进一步追踪临床治疗结局加以

证实。
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