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  摘 要:目的 探讨老年慢性阻塞性肺疾病(COPD)急性加重期患者血清同源异形盒基因1(Six1)、微小

RNA-448-5p(miR-448-5p)表达水平及其临床意义。方法 将2021年3月到2022年3月本院住院部收治的老

年COPD急性加重期患者110例(COPD急性加重组)、COPD稳定期患者60例(COPD稳定组)纳入研究。另

外,选取同期于该院体检的健康者60例作为对照组。收集受试者基本资料。COPD急性加重期患者血清

Six1、miR-448-5p水平与临床指标间的相关性采用Pearson法分析;多因素Logistic回归分析影响COPD患者

急性加重的可能因素;miR-448-5p、Six1表达与生存资料采用Kaplan-Meier生存曲线进行分析;多因素Cox回

归分析影响COPD急性加重患者预后的因素。结果 COPD急性加重组、稳定组及对照组Six1水平依次降低

(P<0.05),miR-448-5p水平依次显著升高(P<0.05);相关性分析显示,COPD急性加重期患者血清 miR-
448-5p、Six1水平均与氧分压(PaO2)、第1秒用力呼气容积与用力肺活量的比值(FEV1/FVC)、第1秒用力呼

气容积占预计值百分比(FEV1%pred)、年龄、二氧化碳分压(PaCO2)呈显著相关(P<0.05);多因素Logistic
回归分析显示,miR-448-5p、年龄、Six1是COPD发生急性加重的影响因素(P<0.05);死亡组 miR-448-5p水

平显著低于存活组,Six1水平显著高于存活组(P<0.05);Kaplan-Meier结果显示 miR-448-5p高表达患者30
 

d生存率(80.00%)高于miR-582-5p低表达患者(56.36%),Six1高表达患者30
 

d生存率(47.27%)低于Six1
低表达患者(89.09%);miR-448-5p、Six1是COPD急性加重患者死亡的影响因素(P<0.05)。结论 miR-
448-5p水平在老年COPD急性加重期患者血清中显著下调、Six1在老年COPD急性加重期患者血清中显著上

调,检测血清miR-448-5p、Six1的表达有利于对老年COPD患者病情的评估。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

homeobox
 

gene
 

1
 

(Six1)
 

and
 

microR-
NA-448-5p

 

(miR-448-5p)
 

in
 

elderly
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD)
 

and
 

their
 

clinical
 

significance.Methods From
 

March
 

2021
 

to
 

March
 

2022,110
 

elderly
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD,60
 

patients
 

with
 

stable
 

COPD
 

and
 

60
 

healthy
 

physical
 

examination
 

patients
 

were
 

admitted
 

to
 

the
 

inpatient
 

department
 

of
 

our
 

hospital.Basic
 

data
 

of
 

subjects
 

were
 

collected.The
 

correlation
 

be-
tween

 

serum
 

Six1
 

and
 

miR-448-5p
 

levels
 

and
 

clinical
 

indexes
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD
 

was
 

analyzed
 

by
 

Pearson
 

method.Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

of
 

possible
 

factors
 

affecting
 

COPD
 

pa-
tients

 

with
 

acute
 

exacerbation;The
 

expression
 

and
 

survival
 

data
 

of
 

miR-448-5p
 

and
 

Six1
 

were
 

analyzed
 

using
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve.Multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

of
 

factors
 

affecting
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD.Results Six1
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

miR-448-5p
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05)
 

among
 

COPD
 

acute
 

plus
 

recombinant,stable
 

and
 

control
 

groups.Correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

serum
 

miR-448-5p
 

and
 

Six1
 

levels
 

were
 

significantly
 

correlated
 

with
 

PaO2,FEV1/FVC,
FEV1%Pred,age

 

and
 

PaCO2 in
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD
 

(P<0.05).Multiple
 

Logistic
 

re-
gression

 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-448-5p,age
 

and
 

Six1
 

were
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

COPD
 

exacerbation
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(P<0.05).The
 

level
 

of
 

miR-448-5p
 

in
 

death
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

survival
 

group,and
 

the
 

level
 

of
 

Six1
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

survival
 

group
 

(P<0.05).Kaplan-Meier
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

30
 

d
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

miR-448-5p
 

expression
 

(80.00%)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

low
 

miR-582-5p
 

expression
 

(56.36%),and
 

the
 

30
 

d
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

Mir-448-5p
 

expression
 

(47.27%)
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

Six1
 

expression
 

(89.09%).miR-448-5p
 

and
 

Six1
 

were
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

death
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD
 

(P <0.05).
Conclusion The

 

level
 

of
 

miR-448-5p
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

elderly
 

patients
 

with
 

a-
cute

 

exacerbation
 

of
 

COPD,and
 

Six1
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

elderly
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

COPD.The
 

detection
 

of
 

serum
 

miR-448-5p
 

and
 

Six1
 

expression
 

is
 

beneficial
 

to
 

the
 

prognosis
 

of
 

elderly
 

patients
 

with
 

COPD
 

evaluate.
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)具有高患病率和死亡

率。世界卫生组织预测COPD全球死亡率和残疾率

未来十年内将持续增加[1]。COPD急性加重主要症

状为呼吸困难加剧,是导致不良结果的关键因素[2]。
平均而言,一名COPD患者每年发生1.5次急性加

重[3]。COPD的恶化会降低肺功能和生活质量,并伴

随着疾病相关负担的提高和高住院死亡率[4-5],其在

老年人群中更加严重。因此寻找能够预测或评估老

年COPD急性加重期的新型分子标志物十分重要。
microRNA(miRNA)作为非编码RNA,具有抑制翻

译或促进 mRNA 降解的功能,是强大的基因调节

剂[6]。miRNA参与了许多细胞活动,在炎症和感染

性疾病等多种疾病中被用作重要的生物标志物和治

疗靶点[7]。YANG等[8]采用实时荧光定量PCR法测

定miR-448-5p的表达,发现其在哮喘小鼠肺组织及

支气管上皮细胞中均明显降低。Six1属于同源盒基

因家族,在正常成人组织中表达很低[9],在恶性肿瘤

如肺癌[10]、肺部疾病如肺纤维化[11]中均发挥作用。
研究证明Six1在哮喘患儿的支气管肺泡中表达显著

增加[12]。以上研究表明Six1在肺部疾病的发病机制

中发挥一定作用,然而关于其在COPD中的作用目前

尚需进一步探讨。本研究分析了miR-448-5p、Six1在

老年COPD急性加重期患者血清中的表达水平及其

与COPD稳定期患者及健康对照者的差异,确定二者

的临床意义,以期为COPD的治疗及病情早期发现提

供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 2021年3月至2022年3月本院住

院部收治的老年COPD急性加重期患者110例为研

究对象(COPD急性加重组)。纳入标准:(1)结合胸

部CT、X射线、肺功能检测及COPD急性加重期[13]

和;(2)临床资料完整;(3)依从性好可以配合治疗及

研究;(4)患者本人及家属均知情同意;(5)需机械通

气>48h。排除标准:(1)恶性肿瘤者;(2)其他如社区

获得性肺炎、急性呼吸窘迫综合征等肺部疾病及免疫

缺陷者;(3)肝肾功能严重损伤不全者。另选同期于

本院就诊的COPD稳定期患者60例作为COPD稳定

组及健康体检者60例作为对照组。稳定期患者纳入

标准:经稳定期诊断标准[14]确诊为COPD稳定期,其
余同急性加重患者标准;对照组纳入标准:无COPD
等肺功能、呼吸系统疾病,其余同前。本研究经医院

伦理委员会批准同意。
1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR法检测血清中 miR-448-
5p表达水平 COPD患者于入院24

 

h内抽取空腹静

脉血5
 

mL(对照组体检当日抽取),3
 

000
 

r/min置于

低速离心机离心20
 

min,取上清液,分为两份,于-80
 

℃冰箱保存,待测。取其中一份依据Trizol试剂(上
海文韧生物科技有限公司)所述操作步骤提取血清总

RNA,并测定总RNA水平及纯度,依逆转录试剂盒

(上海翌圣生物科技股份有限公司)说明逆转录合成

cDNA,采用ABI
 

7500型qPCR仪(美国ABI公司)检
测血清中 miR-448-5p和Six1相对表达水平,miR-
448-5p以U6为内参引物经设计软件设计后由上海

生工生物工程有限公司合成,引物序列见表1。反应

条件:95
 

℃,3
 

min;95
 

℃,30
 

s;59
 

℃,30
 

s;72
 

℃,40
 

s;38个循环;72
 

℃,5
 

min,各样品重复3次以减小实

验误差,反应结束后进行数据收集,并对Ct值进行分

析,2-ΔΔCt法(Ct为循环阈值)计算目的基因 miR-448-
5p的相对表达量。

表1  qPCR引物序列

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

miR-448-5p TGCATATGTAGGATGTCCCATGT TGTCGTGGAGTCGGCAATTG

U6 GACAGATTCGGTCTGTGGCAC GATTACCCGTCGGCCATCGATC
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1.2.2 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清Six1表

达 取另一份血清样本采用ELISA法检测血清Six1
表达(严格遵照试剂盒说明进行所有操作),试剂盒来

自上海梵态生物科技有限公司。
1.2.3 临床资料收集 收集受试者性别、年龄、
BMI、吸烟史、饮酒史、高血压糖尿病史、睡眠呼吸暂

停综合征等基本资料。各组于入院当日检测用力肺

活量(FVC)、白细胞计数(WBC)、第1秒用力呼气容

积(FEV1),动脉血氧分压(PaO2)、二氧化碳分压

(PaCO2),计算第1秒用力呼气容积与用力肺活量的

比值(FEV1/FVC)、第1秒用力呼气容积占预计值百

分比(FEV1%pred)。所有检测均由同一专业医师用

同一台肺功能仪完成。
1.2.4 临床结局追踪 COPD急性加重患者均追踪

临床结局,统计患者发病后30
 

d内的死亡情况,根据

临床结局分为死亡组和存活组。23例死于院内,12
例死于院外,75例存活。
1.3 统计学处理 采用SPSS

 

25.0软件包进行数据

处理,计数资料以n(%)表示,采用χ2 检验进行组间

比较;计量资料数据如血清中 miR-448-5p、Six1表达

水平等均符合状态分布方差齐,以x±s表示,两组间

比较采用t检验,多组间比较进行单因素方差分析,
组间多重比较采用SNK-q 检验(方差齐);COPD急

性加重期患者血清中miR-448-5p、Six1表达水平与临

床指标间的相关性采用Pearson法分析;多因素Lo-
gistic回归分析 COPD患者急性加重的影响因素;
miR-448-5p、Six1表达与生存资料采用Kaplan-Meier
生存曲线进行分析。P<0.05表示差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 COPD急性加重组、COPD稳定组及对照组临

床资料、血清miR-448-5p、Six1水平比较 3组性别、
年龄、BMI、吸烟史、饮酒史、高血压糖尿病史、睡眠呼

吸暂停综合征等方面比较差异无统计学意义(P<
0.05),提示3组具有可比性;COPD急性加重组、稳
定组及对照组间 WBC、PaCO2、Six1依次显著降低

(P<0.05),PaO2、FEV1/FVC、FEV1%pred及 miR-
448-5p依次显著升高(P<0.05),见表2。

表2  各组临床资料比较[x±s或n(%)]

指标 COPD急性加重组(n=110) COPD稳定组(n=60) 对照组(n=60) χ2/t/F P

性别(男) 57(51.82) 32(53.33) 31(51.67) 0.044 0.978

年龄(岁) 78.47±7.91 78.69±6.99 79.56±9.27 0.364 0.696

BMI(kg/m2) 23.42±2.35 22.95±2.17 22.98±2.43 1.101 0.334

吸烟史 32(29.09) 16(26.67) 17(28.33) 0.113 0.945

饮酒史 43(39.09) 22(36.67) 23(38.33) 0.097 0.953

高血压 52(47.27) 26(43.33) 25(41.67) 0.562 0.755

糖尿病 53(48.18) 27(45.00) 24(40.00) 1.051 0.591

睡眠呼吸暂停综合征 11(10.00) 5(8.33) 4(6.67) 0.557 0.757

WBC 10.35±2.25#* 7.96±2.34# 5.33±1.05 120.190 <0.001

PaO2(mmHg) 62.49±21.16#* 76.28±24.40# 94.33±28.42 34.199 <0.001

PaCO2(mmHg) 63.47±17.56#* 41.22±11.87# 30.45±9.13 114.633 <0.001

FEV1/FVC(%) 51.06±10.51#* 59.06±15.93# 81.37±24.04 66.844 <0.001

FEV1%pred(%) 48.53±13.97#* 65.08±21.15# 96.64±28.32 136.462 <0.001

miR-448-5p 0.46±0.11#* 0.78±0.13# 1.04±0.16 404.883 <0.001

Six1 4.86±0.64#* 2.34±0.51# 1.86±0.28 780.045 <0.001

  注:与对照组相比,#P<0.05;与COPD稳定组相比,*P<0.05。

2.2 COPD急性加重期患者血清 miR-448-5p、Six1
水平与临床指标间的相关性 相关性分析显示,
COPD急 性 加 重 期 患 者 血 清 miR-448-5p 水 平 与

PaO2、FEV1/FVC及FEV1%pred呈显著正相关(r=
0.373、0.598、0.546),与年龄、PaCO2 呈显著负相关

(r=-0.354、-0.446,P<0.05);血清Six1水平与

PaO2、FEV1/FVC及FEV1%pred呈显著负相关(r=
-0.392、-0.504、-0.371),与年龄、PaCO2 呈显著

正相关(r=0.425、0.463,P<0.05);血清 miR-448-

5p与Six1之间呈显著负相关(P<0.05)。见表3。
2.3 影响COPD患者急性加重的多因素Logistic回

归分析 如表4所示,以COPD患者是否发生急性加

重为因变量,赋值1=是,0=否。再以表2单因素分

析结果中差异有统计学意义及临床意 义 的 年 龄、
PaO2、PaCO2、FEV1/FVC、FEV1%pred、miR-448-5p
及Six1(纳入具体值)为自变量,进行多因素logistic
回归分析,变量之间已排除共线性的影响。结果显

示:miR-448-5p、年龄、Six1是COPD发生急性加重的
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影响因素(P<0.05)。
2.4 死亡组和存活组血清 miR-448-5p、Six1水平比

较 死亡组 miR-448-5p水平显著低于存活组,Six1
水平显著高于存活组(P<0.05),见表5。
2.5 miR-448-5p、Six1表达与COPD急性加重患者

30
 

d总生存率的关系 采用 Kaplan-Meier法分析

COPD急性加重患者miR-448-5p、Six1表达与患者预

后的关系,结果显示 miR-448-5p高表达患者30
 

d生

存率80.00%(44/55)高于 miR-582-5p低表达患者

56.36%(31/55),差异有统计学意义(Log-rank
 

χ2=
10.036,P=0.002);COPD急性加重患者Six1高表

达患者30
 

d生存率(26/55,47.27%)低于Six1低表

达患者(49/55,89.09%),差异有统计学意义(Log-
rank

 

χ2=25.954,P<0.001)。见图1。

表3  COPD急性加重期血清 miR-448-5p、Six1水平

   与临床指标间的相关性

指标
miR-448-5p

r P

Six1

r P

WBC -0.037 >0.05 0.006 >0.05

年龄 -0.354 <0.05 0.425 <0.05

PaO2 0.373 <0.05 -0.392 <0.05

PaCO2 -0.446 <0.05 0.463 <0.05

FEV1/FVC 0.598 <0.05 -0.504 <0.05

FEV1%pred 0.546 <0.05 -0.371 <0.05

Six1 -0.408 <0.05 - -

  注:-表示该项无数据。

表4  影响COPD患者急性加重的多因素Logistic回归分析

影响因素 β SE Wald
 

χ2 P OR 95%CI

年龄 0.710 0.251 8.002 0.005 2.034 1.244~3.327

PaO2 0.568 0.332 2.929 0.087 1.765 0.921~3.383

PaCO2 0.573 0.312 3.376 0.066 1.774 0.962~3.270

FEV1/FVC 0.611 0.412 2.202 0.138 1.843 0.822~4.133

FEV1%pred 0.639 0.354 3.261 0.071 1.895 0.947~3.793

miR-448-5p 0.578 0.231 6.262 0.010 0.561 0.357~0.882

Six1 0.861 0.306 7.913 0.005 2.365 1.298~4.308

表5  死亡组和存活组血清 miR-448-5p、Six1水平

   比较(x±s)

组别 n miR-448-5p Six1

死亡组 35 0.35±0.09 5.31±0.78

存活组 75 0.51±0.16 4.65±0.63

t 5.514 4.736

P <0.001 <0.001

2.6 影响COPD急性加重患者预后的多因素Cox回

归分析 以COPD急性加重患者是否死亡为因变量,
赋值1=是,0=否。再以miR-448-5p及Six1(纳入具

体值)为自变量,进行多因素Cox回归分析,变量之间

已排除共线性的影响。结果显示:miR-448-5p、Six1
是COPD急性加重患者死亡的影响因素(P<0.05),
见表6。

图1  miR-448-5p(A)、Six1(B)表达与COPD急性加重患者30
 

d总生存率的关系
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表6  影响COPD急性加重患者预后的多因素Cox回归分析

影响因素 β SE Wald
 

χ2 P OR 95%CI

miR-448-5p 0.578 0.231 6.262 0.010 0.561 0.357~0.882

Six1 0.861 0.306 7.913 0.005 2.365 1.298~4.308

3 讨  论

  COPD是严重危害成年人尤其是老年人身体健

康的多种炎症细胞介导的慢性气道炎症性疾病,多种

炎症细胞、促炎因子(如白细胞介素-1、6及肿瘤坏死

因子-α等)等构建了极其复杂的炎症调控网络并参与

其发生发展过程。COPD所引发的慢性炎症临床表

现有肺通气不足、肺微血管结构损坏、肺动脉高压等,
这些因素可能造成急性加重期患者的肺通气/血流比

失调,使其出现呼吸衰竭[15-16]。病毒和细菌感染是

COPD急性加重期的最重要诱因[17]。临床上不同分

期的COPD患者会给予不同的治疗方案,而目前临床

诊断COPD患者急性加重期主要依据患者基本症状,
极易出现误判而延误最佳治疗时机。故而寻找能够

有效评估COPD患者病情严重程度的生物标志物具

有重要意义。
近年来越来越多的研究发现与COPD急性加重

相关的 miRNA,如王美华等[18]证明血清 miR-146a
在COPD急性加重期患者中水平升高,且与患者炎症

反应程度及肺功能和病情密切相关。李云霞等[19]通

过肺功能检测及血气分析等手段,确定 miR-155在

COPD急性加重期患者血清中高表达,证明其可以导

致肺损伤,对COPD产生负面效应尤其是针对COPD
急性加重期患者。miR-448-5p与肺部疾病如哮喘关

系密切,研究证明 miR-448-5p/VEGFA轴通过调节

FAS/FAS-L信号通路保护心肌细胞免于缺氧[20]。
临床资料比较发现,COPD急性加重组、稳定组及对

照组间 WBC、PaCO2 依次显著降低,PaO2、FEV1/
FVC及FEV1%pred依次显著升高,此外本研究还发

现COPD急性加重组、COPD 稳定组、对照组血清

miR-448-5p表达水平依次升高,与前人研究结果一

致,推测 miR-448-5p可以通过影响肺功能来影响

COPD患者病情严重程度,为验证推测,进行了相关

性分析,结果显示,COPD急性加重期患者血清 miR-
448-5p水平与PaO2、FEV1/FVC及FEV1%pred呈

显著 正 相 关(r=0.233、0.598、0.546),与 年 龄、
PaCO2 呈显著负相关(r=-0.354、-0.446);这提示

低水平血清 miR-448-5p可能与易导致呼吸衰竭的阻

塞性气流受限、全身炎症反应加剧、肺泡血气交换异

常等相关,且年龄越大病情越严重,但具体机制仍需

进一步研究。
研究表明Six1水平在哮喘血清样品中上调,并由

人支气管上皮细胞中的 TGF-β1诱导,此外,Six1缺

失可能会改善 TGF-β1诱导的上皮间质细胞转化

(EMT),这些数据表明Six1可能成为哮喘治疗的潜

在靶点[21]。本研究表明COPD急性加重组、COPD
稳定组、对照组血清升Six1表达水平依次降低,相关

性分析结果显示,血清Six1水平与PaO2、FEV1/FVC
及FEV1%pred呈负相关(r=-0.292、-0.504、
-0.371,P<0.05),与年龄、PaCO2 呈显著正相关

(r=0.425、0.463),网站预测 miR-448-5p与Six1可

能存在靶向关系,且研究表明 miR-448-5p通过靶向

Six1在哮喘中抑制 TGF-β1诱导的EMT和肺纤维

化[8],这与本研究中血清 miR-448-5p与Six1水平呈

负相关的结果一致,且死亡组 miR-448-5p水平低于

存活组,Six1水平高于存活组,提示二者可能通过靶

向作用关系共同参与并调节COPD急性加重期患者

呼吸及炎症反应和肺功能异常等过程。且多因素Lo-
gistic回归分析显示 miR-448-5p、Six1是COPD患者

发生急性加重的影响因素,Kaplan-Meier结果显示

miR-448-5p高表达患者30
 

d生存率高于miR-582-5p
低表达患者,Six1高表达患者30

 

d生存率低于Six1
低表达患者,miR-448-5p、Six1是COPD急性加重患

者死亡的影响因素(P<0.05),佐证了上述观点。
综上所述,miR-448-5p水平在老年COPD急性

加重期患者血清中显著下调、Six1在老年COPD急性

加重期患者血清中显著上调,检测血清 miR-448-5p、
Six1的表达有利于对老年COPD患者病情的评估。
但本研究缺乏miR-448-5p、Six1血清水平动态检测且

样本量有限,二者参与COPD急性加重的具体机制仍

需进一步研究探讨,本研究主要观察老年患者血清

miR-448-5p与Six1的差异,关于非老年的研究后续

将进一步跟进研究。
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