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肺炎支原体肺炎患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体表达
与病情及预后的关系研究 *
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摘要 目的：分析肺炎支原体肺炎患儿外周血单个核细胞（PBMC）中 Toll样受体 4（TLR4）、核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白

3（NLRP3）炎性小体与病情及预后的关系。方法：选取 2022年 6月 ~2023年 6月南京市江宁医院收治的 100例肺炎原体感染肺

炎患儿。根据病情严重程度分为轻症组（n=59例）和重症组（n=41例）。实时荧光定量（RT-PCR）检测患儿入组当日外周血 PBMC

中 TLR4、NF-资B和 NLRP3炎性小体 mRNA水平。Spearman相关性分析 TLR4、NF-资B和 NLRP3炎性小体 mRNA水平与病情严

重程度关系。随访患儿 6个月内的预后情况，采用受试者操作特征曲线评估 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平对患儿

预后预测价值。结果：轻症组 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平均低于重症组（P<0.05）。TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体
mRNA水平与疾病严重程度均呈正相关（r=0.652，r=0.553，r=0.617，P<0.05）。经随访预后良好患儿 72例，预后不良患儿 28例；预

后不良患儿入组当日外周血 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平高于预后良好患儿（P<0.05）。TLR4、NF-资B、
NLRP3炎性小体 mRNA水平评估肺炎支原体感染患儿预后的曲线下面积（AUC）分别为 0.698、0.707、0.712，P均 <0.05，联合检

测的 AUC为 0.853。结论：肺炎支原体感染患儿 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体与病情严重程度呈正相关，且对预后有较高的预
测价值。
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Relationship between TLR4, NF-资B and NLRP3 Inflammasomes
in PBMC and Disease Severity, Prognosis of Children with Mycoplasma

Pneumoniae Pneumonia*

To analyze the relationship between Toll-like receptor 4 (TLR4) and nucleotide-binding oligomerization

domain-like receptors family pyrin domain containing 3 (NLRP3) inflammasomes in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and

disease severity, prognosis of children with Mycoplasma pneumoniae pneumonia (MPP). A total of 100 children with MPP ad-

mitted to the Nanjing Jiangning Hospital were enrolled as observation objects between June 2022 and June 2023. According to disease

severity, they were divided into mild group (n=59) and severe group (n=41). The mRNA levels of TLR4, nuclear factor-kappa B (NF-资B)
and NLRP3 in PBMC were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR) on enrollment day, and

their relationship with disease severity was analyzed by Spearman analysis. The prognosis of children was followed up within 6 months.

The prognostic value of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes was evaluated by receiver operating characteristic (ROC) curves.

The mRNA levels of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes in mild group were lower than those in severe group (P<0.05).
The mRNA levels of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes were positively correlated with disease severity (r=0.652, r=0.553, r=0.

617, P<0.05). According to the follow-up, there were 72 cases with good prognosis and 28 cases with poor prognosis. The mRNA levels

of TLR4, NF-资B andNLRP3 inflammasomes in PBMC in children with poor prognosis were higher than those with good prognosis(P<0.05).
The area under the curve (AUC) values of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes for evaluating prognosis of MPP children were

0.698, 0.707 and 0.712, respectively(P<0.05). AUC of combined detection was 0.853. TLR4, NF-资B and NLRP3 inflamma-

somes are positively correlated with disease severity in MPP children, which all have high predictive value for prognosis.
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前言

肺炎支原体是一种原核非活性微生物，其细胞体积介于细

菌与病毒之间，侵入呼吸道上皮细胞后可粘附在宿主细胞表

面，破坏细胞膜，进而引发肺炎支原体肺炎[1]。儿童是肺炎支原

体感染高发群体，约有 1/3的呼吸道感染均由肺炎支原体感染

所致[2]。该病病程绵长，临床多主张采用抗感染治疗此类患者，

感染严重或治疗不及时可能会导致肺不张的发生，甚至累及其

他系统，导致多器官障碍[3,4]。Toll样受体 4（toll-like receptor 4,

TLR4）属模式识别受体，通过细胞外富含亮氨酸的重复结构识

别来自 G-细菌细胞壁的脂多糖（Lipopolysaccharides, LPS）并

与之结合，在 LPS跨膜信号转导中起重要作用[5]。既往研究显

示[6]，肺炎支原体感染后可能通过 TLR4信号通路诱导肺部炎

症反应并加重肺损伤。核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3

（nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors family

pyrin domain containing 3, NLRP3）炎性小体和核转录因子 -资B
（nuclear factor-kappa B, NF-资B）信号通路是诱发炎症反应的重
要通路[7]。有研究表明[8]，NLRP3可识别肺炎支原体入侵，触发

机体固有免疫应答，诱发炎症反应，从而参与肺炎支原体肺炎

的病情发展。本研究旨在分析肺炎支原体肺炎患儿TLR4、NF-资B、
NLRP3炎性小体水平与病情及其对患者预后的诊断价值，为

提高肺炎支原体肺炎患儿临床疗效提供科学依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2022 年 6 月 ~2023 年 6 月南京市江宁医院收治的

106例肺炎支原体感染肺炎患者。根据病情严重程度，将患儿

分为轻症组（n=59例）和重症组（n=41例）。纳入标准：符合儿童

肺炎支原体肺炎诊断标准[9]；患儿存在明显心动过速、气促、发

绀等症状；入组前 3个月未出现其他感染；患儿临床资料完整。

排除标准：合并其他呼吸系统疾病患儿；病程 2周以上者；合并

凝血功能异常、免疫功能低下患儿；合并精神疾病患儿。轻症

组、重症组患儿一般资料纳入 SPSS 25.0软件进行统计学分析

无显著差异（P>0.05），满足对照试验要求，见表 1。本研究已获

得南京市江宁医院医学伦理委员会批准通过并实施。

表 1 两组患儿临床资料结果对比[例（%），(x± s)]
Table 1 Comparison of clinical data between the two groups [n(%), (x± s)]

Indexes Mild group(n=59) Severe group(n=41) t/x2 P

Gender

Male 33(55.93) 22(53.66) 0.051 0.822

Female 26(44.07) 19(46.34)

Age (year) 7.47± 2.88 7.74± 2.63 0.478 0.634

Courses of disease (d) 8.83± 2.13 9.04± 2.05 0.492 0.624

Anemia 1(1.69) 1(2.44) 0.068 0.794

Tachycardia 22(37.29) 18(43.90) 0.441 0.507

1.2 检测外周血单个核细胞（periph-eral blood mononuclear cell,

PBMC）中 TLR4、NF-资B和 NLRP3炎性小体 mRNA水平

采集所有患儿入组当天空腹静脉血 5 mL，离心分离取上

清液，利用密度梯度离心法分离 PBMC。用 Trizol法（上海双达

生物技术有限公司）提取 PBMC细胞的总 RNA，紫外分光光度

计法测定 RNA浓度，并逆转录获得 cDNA。置于实时荧光定量

（real-time polymerase chain reaction, RT-PCR）仪中进行测定，

设置反应条件。引物序列如下：NLRP3 上游：5'-CATGAGT

GCTGCTTCGACAT-3'， 下 游 ：5'-GCTTCAGTCCCACACA-

GA-3'；TLR4 上游：5'- TTGAGCAGGTCTAGGGTGATTGAAC

-3'，下游：5'- GAATFAAGTCCCGCTTATGAAGACA-3'；NF-资B
上游：5'- GGAGAAGCGCAAGAGAACTGA-3'，下游：5'- CG-

TAGGGAATGGCCGTCTTT-3'； 内 参 GAPDH 上 游 ：5'-A-

GACAGCCGCATCTTCTTGT-3'，下游：5'-CTTGCCGTGGGT-

AGAGTCAT-3'。采用 2-△ △ CT法对统计 TLR4、NLRP3炎性小体、

NF-资B mRNA相对表达量。

1.3 治疗方法

两组肺炎支原体肺炎患儿均进行电子支气管镜肺泡灌洗

术治疗。患儿术前禁食禁水，完成心电图、肝肾功能检查以及麻

醉评估。术前由麻醉医生对患儿进行雾化吸入局麻，麻醉完成

后对患儿实施灌洗术，肺部灌洗通过肺部活检口注入少量

37℃的生理盐水，然后通过负压吸引回收液体，即得到肺部灌

洗液，重复以上注入生理盐水及负压回收的步骤数次后，肺部

灌洗手术就完成了。

1.4 预后分析

所有患者出院后均进行为期 6个月的随访，以门诊复查方

式对患者进行随访，每 3个月一次随访至随访结束。观察临床

症状、体征、CT检查结果。将检查结果恢复正常者纳入预后良

好组，其余纳入预后不良组[10]。

1.5 观察指标
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（1）比较轻症组和重症组患儿 PBMC 中 TLR4、NF-资B、
NLRP3炎性小体 mRNA水平。（2）分析患儿 PBMC中 TLR4、

NF-资B、NLRP炎性小体mRNA水平与疾病严重程度关系。（3）比

较预后良好和预后不良患儿 PBMC 中 TLR4、NF-资B、NLRP3
炎性小体 mRNA水平。（4）ROC评估外周血 PBMC中 TLR4、

NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA 水平对肺炎支原体肺炎患儿

预后预测价值。

1.6 统计学处理

使用 SPSS 25.0工具进行统计分析，计量资料（x± s）行两
样本独立 t检验分析两组间差异；计数资料 [例（%）]使用 x2检
验分析两组组间差异。相关性分析采用 Spearman等级相关分

析 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平与疾病严重程

度的关系。采用受试者操作特征曲线（receiver operating char

acteristic curve, ROC）评估外周血 PBMC 中 TLR4、NF-资B、
NLRP3炎性小体对肺炎支原体肺炎患儿预后预测价值。检验

水准为 琢=0.05。

2 结果

2.1 轻症组和重症组患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性
小体 mRNA水平比较

轻症组患儿 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体水平均低于重
症组（P<0.05）。见表 2。

表 2 比较轻症组和重症组患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平（x± s）
Table 2 Comparison on mRNA levels of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes in PBMC between mild group and severe group (x± s)

Indexes Mild group (n=59) Severe group(n=41) t P

TLR4 1.33± 0.22 1.64± 0.38 5.152 <0.001

NLRP3 1.42± 0.24 1.61± 0.33 3.334 0.001

NF-资B 1.21± 0.19 1.36± 0.28 3.194 0.002

2.2 患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3 炎性小体 mRNA 水

平与疾病严重程度关系分析

Spearman相关性结果显示，TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小

体 mRNA水平与疾病严重程度均呈正相关（r=0.652，r=0.553，

r=0.617，P<0.05）。见表 3。

表 3 患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平与疾病严重程度关系分析

Table 3 Analysis on the relationship between mRNA levels of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes in PBMC and disease severity

Indexes
Disease severity

r P

TLR4 0.652 0.004

NF-资B 0.617 0.002

NLRP3 0.553 0.003

2.3 预后良好和预后不良患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3
炎性小体 mRNA水平比较

本研究预后良好患儿 72例，预后不良患儿 28例。预后不

良患儿 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA 水平明显高于

预后良好患儿（P<0.05）。见表 4。

表 4 比较预后良好和预后不良患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP炎性小体 mRNA水平（x± s）
Table 4 Comparison on mRNA levels of TLR4, NF-资B and NLRP3 inflammasomes in PBMC between children with good prognosis

and those with poor prognosis (x± s)

Indexes Good prognosis(n=72) Poor prognosis(n=28) t P

TLR4 1.39± 0.16 1.61± 0.25 5.223 <0.001

NF-资B 1.18± 0.19 1.51± 0.29 6.672 <0.001

NLRP3 1.38± 0.21 1.79± 0.33 7.396 <0.001

2.4 外周血 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体评估肺炎
支原体感染患儿预后的价值

ROC曲线分析显示，TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mR-

NA水平评估患儿预后的曲线下面积（area under curve, AUC）

分别为 0.698、0.707、0.712，P均 <0.05，此时截断值分别为。以

TLR4、NF-资B、NLRP3 炎性小体 mRNA 水平截断值作为临界

点，采用并联的方式进行联合检测评估患儿预后价值，其 ROC

曲线 AUC为 0.853，敏感度为 92.86%，特异度为 77.78%，联合

检测 AUC及敏感度均高于各指标单独检测。见图 1和表 5。

3 讨论

肺炎支原体是引起儿童社区获得性肺炎发生最常见的表
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图 1 外周血 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP炎性小体水平评估肺炎支
原体感染患儿预后的价值

Fig. 1 Evaluation value of peripheral blood TLR4, NF-资B and NLRP

inflammasomes in prognosis of children with mycoplasma pneumoniae

infection

病原体之一。近年来儿童肺炎支原体肺炎的发病率呈上升趋

势，该病除了会造成患儿呼吸系统病变，还可能诱发多系统、多

脏器损伤，严重甚至危及生命[11,12]。临床多使用大环内酯类抗生

素治疗此类患儿，大部分患儿预后良好，但仍有部分病例治疗

反应不佳，病情持续进展，严重者甚至导致死亡[13]。因此，早期

筛查重症肺炎支原体肺炎患儿对控制病情提供指导意义。

本研究分析发现，轻症组患儿 TLR4、NF-资B、NLRP3炎性
小体 mRNA水平均低于重症组。TLRs是机体中先天免疫的重

要识别受体，可有效识别大部分病毒抗原，存在于多种免疫细

胞中，是承接先天免疫及后天免疫的重要桥梁[14]。研究显示，当

TLR4和配体结合并被激活后，可通过募集MyD88进行信号传

导，促使中性粒细胞聚集、局势细胞活化、产生特异性抗体，以

低于入侵的病原体[15]。TLR4在肺炎支原体感染中可以诱导机

体对肺炎支原体产生适当的免疫反应，并可诱导肺炎支原体相

关并发症[16]。研究显示[17]，肺炎支原体感染可通过 TLR信号通

路加重对机体的免疫损伤。NF-资B是促进炎症介质转录的重要
调节因子，以二聚体形式存在于细胞浆中，与其抑制蛋白（in-

hibitor kappa B, I资B）结合而呈非活性状态，在机体炎症反应与

表 5 外周血 PBMC中 TLR4、NF-资B、NLRP炎性小体 mRNA水平评估肺炎支原体感染患儿预后的价值

Table 5 Evaluation value of peripheral blood TLR4, NF-资B and NLRP inflammasomes in prognosis of children with mycoplasma pneumoniae infection

Indexes AUC 95% CI Sensitivity(%) Specificity(%) Cut-off values P

TLR4 0.698 0.598~0.786 57.14 83.33 1.577 <0.05

NF-资B 0.707 0.608~0.794 67.86 79.17 1.441 <0.05

NLRP3 0.712 0.613~0.798 57.14 81.94 1.648 <0.05

Combined detection 0.853 0.768~0.916 92.86 77.78 - <0.05

免疫调节中发挥关键作用 [18,19]。有研究显示 [20]，TLR4可通过

MyD88依赖途径进行信号传递，使 NF-资B活化，引起炎症介质
释放，进而导致气道黏膜免疫损伤。炎性小体是细胞内的蛋白

复合体，主要存在于固有免疫细胞中。NLRP3炎性小体与肺炎

支原体等多种病原体引起的呼吸系统感染有关，NLRP3炎性

小体激活的方式可以由外源性微生物及其毒素和内源性危险

信号激活[21,22]。Segovia等人[23]初次证实了 NLRP3是肺炎支原

体感染过程中炎症和先天免疫细胞反应的重要调节因子。相关

性结果显示，TLR4、NLRP3炎性小体水平与疾病严重程度均呈

正相关。本研究结果说明，患儿感染肺炎支原体病原菌可促进

TLR4、NLRP3炎性小体表达，且与病情严重程度密切相关。

本研究中，与预后良好患儿相比，预后不良患儿 TLR4、

NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平明显升高。经 ROC曲线

分析结果显示，TLR4、NF-资B、NLRP3炎性小体 mRNA水平评

估患儿预后的 AUC 分别为 0.698、0.707、0.712，联合检测的

AUC为 0.853。既往研究显示[24]，NLRP3炎症小体通路可能参

与肺炎支原体肺炎发病过程，且与病情严重程度密切相关。本

研究结果说明，TLR4、NF-资B和 NLRP3炎性小体 mRNA水平

评估肺炎支原体感染患儿预后具有一定价值，联合检测预测价

值优于单一项预测价值。

综上所述，肺炎支原体感染患儿 PBMC中 TLR4、NF-资B、
NLRP3 炎性小体 mRNA水平明显升高，且 TLR4、NF-资B 和

NLRP3炎性小体 mRNA水平均与疾病严重程度及预后密切相

关，早期检测 TLR4、NF-资B和 NLRP3炎性小体 mRNA水平变

化情况对于临床筛选重症支原体肺炎患儿、诊疗及预后评估具

有至关重要的意义。
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