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微小 RNA调控脓毒症患者外周血免疫因子表达及其机制研究 *
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摘要目的：探讨脓毒血症患者血清外周白细胞中的微小 RNA(miRNA)表达水平的变化及其在脓毒症患者中的表达意义以及免疫

调控的关系。方法：采用流式细胞仪检测外周血 CD4+CD25+Treg细胞表达，采用实时定量 PCR(RT-PCR)方法检测 110例脓毒症患

者以及 100例正常对照外周血白细胞中 miRNA以及 Foxp3 mRNA表达量，酶联免疫吸附法测定 TNF-琢和 IL-10浓度，序贯器官

衰竭估计(SOFA)评分系统评价脓毒症患者的严重程度。对 miRNA与白细胞总数、TNF-琢、IL-10和 SOFA评分之间的相关性进行

分析。结果：实验组 miRNA表达水平较对照组显著降低（P<0.01），WBC、IL-10水平显著升高（P<0.01）。实验组 miRNA表达水平

以及 SOFA评分、血清 TNF-琢和 IL-10之间呈负相关关系（r值分别为 -0.512、-0.623、-0.432，P<0.05）；与WBC无显著相关性（r=0.

215,P>0.05）。脓毒症患者外周血 Treg表达率和 Foxp3mRNA均显著高于对照组（P<0.01）；随病情严重而升高，轻、中、重度实验组

间两两比较差异均有统计学意义（P<0.01）。死亡均在重度脓毒症患者中，死亡组 Treg、Foxp3 mRNA及 IL-10均显著高于存活组

（P<0.01）；miRNA低于存活组（P<0.01）。结论：脓毒症患者外周血的 miRNA表达量显著降低，表达水平在一定程度上可以反应机

体的炎症反应情况，同时还可以判断疾病的严重度，且 miRNA参与对 Treg细胞增殖的调节，在脓毒症免疫失衡机制中发挥一定

的作用。
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Clinical Significance of Small RNA Expression in Peripheral Blood of
Patients with Sepsis and Its Influence on Immune Regulation Mechanism*

To observe the clinical significance of Small RNA expression in peripheral blood of patients with sepsis and

its influence on immune regulation mechanism. 110 cases of sepsis patients were selected as study group and another 100

healthy cases were as controls. Flow cytometry instrument was used to detect peripheral blood CD4 + CD25 + Treg cells expression,

real-time quantitative PCR (RT-PCR) was used to detect miRNA and Foxp3 mRNA expression in the peripheral blood, enzyme-linked

immunosorbent was to detect concentration of TNF-琢 and IL-10, and sequential organ failure estimation (SOFA) score system was used

to evaluate the severity of the patients with sepsis. The correlation of miRNA with total number of white blood cells, the TNF-琢, IL-10

and SOFA score were analyzed. The expression level of miRNA in study group was lower than that of the control group (P<0.

01), and the level of WBC and IL-10 was significantly increased (P<0.01). miRNA expression and SOFA score, serum TNF-琢 in patients

with sepsis had a negative correlation with IL-10 (r = -0.512 -0.623, -0.432, P<0.05); there was no significant correlation with the WBC

(r=0.215, P>0.05). Treg expression rate and Foxp3mRNA in peripheral blood of patients with sepsis were significantly higher than that of

healthy controls (P<0.01) and increased along with the severity of disease, and there was statistical significance in comparison between

slight, moderate and severe sepsis (P<0.01). Death patients appeared in the patients with severe sepsis, Treg, Foxp3 mRNA and IL-10

levels in death patients were significantly higher than survival patients (P<0.01); miRNA in death patients was lower than that of survival

patients (P<0.01). MiRNA expression is decreased significantly in peripheral blood of patients with sepsis, miRNA level

can not only reflect the state of inflammatory response of the body, and to a certain extent, can be used as index to judge the severity of

disease and prognosis, miRNA is also involved in regulation of Treg cells proliferation, and play a role in sepsis immune mechanism.
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Group Case miRNA TNF-琢 (pg/mL) IL-10 (pg/mL) WBC (× 109/L)

Study group 55 1.05± 0.29 154.13± 6.39 127.94± 5.28 11.18± 1.23

Control group 55 1.85± 0.12 45.28± 4.98 37.38± 4.28 6.78± 1.82

t 29.34 3.02 33.13 2.88

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

表 1两组患者 miRNA，WBC，TNF-琢及 IL-10水平变化情况比较

Table 1 Comparison of changes of miRNA, WBC, TNF-琢 and IL-10 between two groups

TNF-琢 (pg/mL) IL-10 (pg/mL) WBC (× 109/L) SOFA

r -0.623 -0.432 0.215 -0.512

P P<0.05 P<0.05 P>0.05 P<0.05

表 2 miRNA与 TNF-琢和 IL-10及WBC线性关系表

Table 2 Linear relation of MiRNA and TNF- alpha and IL-10 and WBC

前言

脓毒血症是由于各类的致病微生物在体内存积导致机体

出现炎性状态的一种全身炎症性反应综合征(SIRS)，若没有进

行及时处理则会出现多器官功能衰竭，危及生命，影响预后[1，2]。

微小 RNA(miRNA)是近些年来科学家最新发现的一种起到转

录后调节作用的基因，与靶基因 mRBA结合可调节其他基因

及蛋白的 mRNA表达，并且广泛参与体内的炎症、器官移植、

肿瘤等疾病的发生过程[3]。研究发现，miRNA可能从基因水平

参与了脓毒血症的发病，可以用于脓毒血症严重程度的判断[4]。

我们对 miRNA在脓毒症患者外周血中表达的临床意义及免疫

调控机制作进行了相关研究，现汇报如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取 2010年 4月至 2014年 11 月我院重症监护室(ICU)

收治的脓毒症患者 110例为实验组，其诊断均依据美国胸科医

师学会 /危重病医学会(ACCP/SCCM)在 1992年所提出的关于

脓毒症的相关诊断标准，根据急性生理学以及慢性健康状况评

分系统(APACHE II)，其中轻度 35例，中度 42例，重度 33例；

男 78例，女 32例；年龄 21～ 77岁，平均(53.4± 15.6)岁。同时选

取门诊健康体检者 100例为对照组，其中男 32例，女 18例；年

龄 24-71岁，平均(53.4± 4.2)岁。两组性别、年龄等基本资料差

异无统计学意义（P>0.05)，具有可比性。
1.2 研究方法

患者在确诊后 2 h内抽取静脉血 6 mL，应用肝素抗凝。2

mL 用于流式细胞仪检测分析，2 mL 用于检测 miRNA 和
Foxp3 mRNA表达水平，2 mL用于细胞因子检测。应用流式细

胞仪方法检测 CD4+CD25+Treg细胞，在荧光定量 PCR仪上进

行 RT-PCR方法检测 miRNA和 Foxp3 mRNA表达水平：采用
ELISA检测血浆中 TNF-琢 及 IL-10含量，根据说明书进行操

作。SOFA评分特点在于：寻找一个客观而简单的方法并能以

连续的形式描述单个器官的功能障碍或衰竭，同时能评价从轻

微的功能障碍到重度衰竭的程度，能在临床研究中反复计量单

个或全体器官功能障碍的发生发展，由此确定描述器官功能障

碍或衰竭的特征。故本实验采用国际通用 SOFA评分，应用
SOFA评分表，对患者以连续的形式进行单个器官功能进行评

价[5]。

1.3 统计学处理

应用 SPSS19.0统计软件进行分析处理，计量资料以（x ±
s）表示，采用 t检验，计数资料用相对数表示，采用 X2检验。检

验标准为 0.05，P<0.05时差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脓毒症患者病情分析
110例脓毒症患者中出现 32例肺部感染，17例腹膜炎例，

3 例胆道感染，11 例细菌性心内膜炎。病死率为 11.82 %

（13/110）；SOFA评分 3-20分，平均（9.3± 3.2）分。
2.2 外周血 miRNA、WBC、血清 TNF-琢、IL-10水平

实验组 miRNA表达水平较正常对照组显著降低，差异具

有统计学意义（P<0.01）；实验组 WBC、TNF-琢和 IL-10水平较

正常对照组显著升高，差异具有统计学意义（P<0.01）。见表 1。

2.3 脓毒症患者WBC、TNF-琢、IL-10及 SOFA评分的关系

脓毒症患者 miRNA表达量与血清 TNF-琢、IL-10和 SOFA
评分之间呈负相关关系(r值分别为 -0.623、-0.432、-0.512，P<0.

05)；与WBC无显著相关性(P>0.05)。

2.4 外周血 Treg表达率和 Foxp3mRNA水平

脓毒症患者外周血 Treg表达率和 Foxp3 mRNA均显著高

于健康对照组 (P<0.01)；且随疾病严重度的升高而逐渐升高，

轻、中、重度实验组间两两比较差异均有统计学意义(P<0.01)。
2.5 死亡患者及存活患者外周血 Treg，miRNA，Foxp3 mRNA

以及 IL-10表达

死亡患者均出现在重度脓毒症患者中，死亡组 Treg、Foxp3

mRNA及 IL-10均显著高于存活组，差异具有统计学意义（P<0.
01）；与死亡组比较，生存组 miRNA值较高，差异具有统计学意

义（P<0.01）。见表 3。

3 讨论
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表 4死亡患者以及存活患者的外周血 Treg表达以及 miRNA、Foxp3 mRNA表达以及 IL-10表达

Table 4 Expressions of Treg, miRNA, Foxp3 mRNA and IL-10 of peripheral blood in death and survival patients

Disease stages Case Treg Foxp3 mRNA

Slight 33 2.62± 0.78c 0.14± 0.03c

Moderate 42 2.88± 0.89a,c 0.19± 0.01a,c

Severe 35 3.01± 1.21a,b,c 0.22± 0.02a,b,c

Control group 100 1.28± 0.14 0.04± 0.01

表 3不同病情严重度脓毒症患者的外周血 Treg表达率以及 Foxp3表达水平

Table 3 Treg expression rate and Foxp3 expression level of peripheral blood in different illness severity of sepsis patients

Note: compared with slight group, aP<0.05; compared with moderate group, bP<0.05; compared with control group cP<0.05

Group Case Treg (%) miRNA Foxp3 mRNA IL-10

Survival group 88 2.88± 1.04 0.95± 0.17 0.18± 0.03 51.77± 5.74

Death group 22 3.44± 0.54 0.42± 0.05 0.23± 0.06 65.29± 13.86

t 3.44 2.71 3.97 3.84

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

脓毒症是一类由于病原微生物感染所导致的的 SIRS，其

发生机制是机体促炎以及抗炎机制的失衡所导致的。既往研究

指出，miRNA 在转录后对于机体的炎症信号通路水平可以起

到调控作用而调控失衡的炎症反应[6-8]。

IL-10是一种主要的抗炎因子，高水平的 IL-10及肿瘤坏

死因子 -琢(TNF-琢)是脓毒血症患者死亡的独立危险因素[9，10]。研

究表明，脓毒症患者的 IL-10水平可以反映免疫及疾病危重程

度[11]。脓毒症患者早期体内升高的 miRNA对感染有益，从而促

进机体促炎细胞因子、特异性抗体以及效应性 T细胞的形成，

但过度激活将导致促炎因子的大量释放，引起免疫细胞的过度

活化，同时 miRNA 可以作用于 Treg细胞，参与免疫抑制[12-14]。

随疾病进展，miRNA调节 Treg的增殖能力加强，抗炎反应呈

现失控性增强，抗炎反应占据优势，发生免疫麻痹，将导致休克

甚至死亡[15-17]。本研究结果显示，脓毒症患者外周血 Treg、Foxp3

表达水平明显高于正常对照组（P<0.05）。结果说明，脓毒症发

生后机体发生了强烈的炎性反应，但促炎反应过强则会使其破

坏性增强。提示我们，Treg和 IL-10的代偿性升高可以起到对

抗炎症反应的效果，对机体起到一定的保护作用。此外，死亡组

miRNA水平明显低于存活组（P<0.05）。结果说明，miRNA表达
水平与患者预后有一定关系，表达水平越低表示预后越差。进

一步分析发现，Treg、Foxp3及 IL-10表达水平随病情加重而升

高（P<0.05）。结果表明，miRNA与 Treg过表达影响着脓毒症的

发生及发展。

SOFA可以更加方便地收集数据，动态监测疾病的进展，
SOFA评分有助于描述患者的器官功能不全甚至衰竭的整个
过程。研究指出最高 SOFA评分与病情呈正相关，其对于病情

的评价有着很好的预后价值 [18-20]。本研究发现，脓毒症患者

miRNA 的表达量与 SOFA 评分之间呈负相关关系（P<0.05）。

结果说明，miRNA表达水平与疾病严重程度有关，miRNA 水

平越低，患者病情越重。我们还发现，患者 miRNA表达水平与
TNF-琢和 IL-10呈负相关，且与WBC无关（P>0.05）。说明其表

达可以反应机体的炎症水平，与 WBC无关则可以避免由于抗

生素的使用WBC降低而对疾病诊断产生的影响。提示我们，

脓毒症患者外周血中 miRNA表达量显著降低，并且与外周血

白细胞总数无关。

综上所述，miRNA水平不仅可以反映机体炎症反应状态，

而且在一定程度上可以评判疾病的预后及严重程度。同时，

miRNA参与调节 Treg细胞增殖，在脓毒症免疫失衡机制中发

挥一定的作用。miRNA可能成为脓毒症治疗的一个新靶点。
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