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活动期肺结核患者痰液miR-144/451的检测及其意义*
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3.贵阳市公共卫生救治中心感染科)

【摘要】 目的 检测肺结核患者痰液中微小RNA-144(miR-144)、微小RNA-451(miR-451)表达水平,探讨二者与肺结

核患者痰液中结核杆菌分泌蛋白(TBAg)含量的关系及临床意义。 方法 选取2019年1月-2021年1月本院收治的

88例活动期肺结核患者为研究对象(肺结核组),另外选取90例健康体检者为对照组。采用实时荧光定量PCR法检测

痰液中的miR-144、miR-451水平;采用酶联免疫吸附法(ELISA)测定血清中白细胞介素6(IL-6)、肿瘤坏死因子α(TNF-
α)、干扰素γ(IFN-γ)水平;采用受试者工作特征(ROC)曲线评价检测痰液 miR-144、miR-451水平预测活动期肺结核的

价值。 结果 与对照组相比,肺结核组患者痰液中 miR-144水平[(3.05±0.86)
 

vs
 

(1.02±0.30)]升高(P<0.01,

miR-451水平[(0.45±0.16)
 

vs
 

(1.01±0.21)]降低(P<0.01),血清中IFN-γ[(39.24±10.18)
 

vs
 

(11.08±3.89)]pg/

ml、TNF-α[(27.09±7.69)
 

vs
 

(5.11±1.13)]pg/ml、IL-6[(23.08±6.07)
 

vs
 

(3.17±1.03)]pg/ml水平升高(P<
0.01)。与TBAg阴性患者相比,TBAg阳性患者痰液中 miR-144水平[(3.48±0.88)

 

vs
 

(2.78±0.67)]较高(P<
0.01),miR-451水平[(0.39±0.12)vs

 

(0.55±0.14)]较低(P<0.01)。ROC曲线显示,检测痰液 miR-144和 miR-451
水平联合预测活动期肺结核的AUC为0.914,敏感度和特异性分别为88.60%和86.70%。 结论 活动期肺结核患者

痰液中 miR-144表达上调,miR-451表达下调,miR-144和 miR-451联合检测可提高对活动期肺结核的预测价值。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

microRNA-144
 

(miR-144)
 

and
 

microRNA-451
 

(miR-451)
 

in
 

the
 

sputum
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

patients,and
 

to
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

two
 

and
 

mycobacterium
 

tuber-
culosis

 

secreted
 

protein
 

(TBAg)
 

in
 

sputum
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

patients
 

and
 

its
 

clinical
 

significance. Methods A
 

total
 

of
 

88
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

admitted
 

to
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects
 

(tuberculosis
 

group),and
 

another
 

90
 

healthy
 

patients
 

who
 

had
 

undergone
 

physical
 

exami-
nation

 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

levels
 

of
 

miR-144
 

and
 

miR-451
 

in
 

sputum,enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

6
 

(IL-6),tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α)
 

and
 

interferon
 

γ
 

(IFN-γ)
 

in
 

serum;the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

value
 

of
 

sputum
 

miR-144
 

and
 

miR-451
 

levels
 

in
 

predicting
 

active
 

pul-
monary

 

tuberculosis. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

miR-144
 

[(3.05
 

0.86)
 

vs
 

(1.02
 

0.30)]
 

in
 

the
 

sputum
 

of
 

the
 

tuberculosis
 

group
 

increased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

miR-451
 

[(0.45
 

0.16)
 

vs
 

(1.01
 

0.21)]
 

in
 

the
 

sputum
 

of
 

the
 

tuberculosis
 

group
 

decreased
 

(P<0.05);and
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

[(39.24±10.18)
 

vs
 

(11.08±3.89)]pg/

ml,TNF-α
 

[(27.09±7.69)
 

vs
 

(5.11±1.13)]pg/ml
 

and
 

IL-6
 

[(23.08±6.07)
 

vs
 

(3.17±1.03)]pg/ml
 

in
 

the
 

serum
 

in-
creased

 

(P<0.05),compared
 

with
 

TBAg-negative
 

patients,TBAg-positive
 

patients
 

had
 

a
 

higher
 

level
 

of
 

miR-144
 

[(3.48
±0.88)

 

vs
 

(2.78±0.67)]
 

in
 

the
 

sputum
 

(P<0.05)
 

and
 

a
 

lower
 

level
 

of
 

miR-451[(0.39±0.12)
 

vs
 

(0.55±0.14)]
 

(P
<0.05);the

 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

AUC
 

of
 

miR-144
 

combined
 

with
 

miR-451
 

in
 

sputum
 

to
 

predict
 

active
 

tuberculo-
sis

 

was
 

0.926,and
 

its
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

98.90%
 

and
 

72.20%,respectively. Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-144
 

in
 

the
 

sputum
 

of
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

are
 

up-regulated,the
 

expression
 

levels
 

of
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miR-451
 

in
 

the
 

sputum
 

of
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

are
 

down-regulated.
 

The
 

combined
 

detection
 

of
 

miR-144
 

and
 

miR-451
 

can
 

improve
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis.
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value

  肺结核是一种常见的传染性呼吸系统疾病,以持

续低热、咳嗽、咳血为主要临床症状,在全世界范围内

发病率居高不下。据报道,2015年全球约有1
 

040万

例新发肺结核患者和140万例因肺结核死亡患者[1]。
尽管目前对肺结核的认识已经取得巨大的进步,但是

对活动期肺结核的及早准确诊断仍然较为困难。近年

研究证实,微小RNA(microRNAs,miRNAs)是活动

期肺结核的敏感诊断指标。miRNAs在调节机体先天

性和适应性免疫中起关键作用。微小RNA-144/451
(microRNA-144/451,miR-144/451)参与呼吸系统疾

病病理进程[2]。

Lv等[3]报道,治疗前肺结核患者痰液中 miR-144
水平显著高于健康者,治疗后肺结核患者痰液中 miR-
144水平显著低于治疗前患者。另有研究显示,miR-
144过表达可降低巨噬细胞活力,抑制白细胞介素6
(interleukin-6,IL-6)、肿瘤坏死因子α(tumor

 

necrosis
 

factor
 

α,TNF-α)的表达[4]。微小RNA-451(microR-
NA-451,miR-451)与炎症性疾病也密切相关。Chung
等[5]报道,miR-451能够调节肺中趋化因子CCL17诱

导的过敏性反应,并促进巨噬细胞活化,可通过影响变

应原介导的巨噬细胞表型调节变应性炎症反应。本研

究拟检测活动期肺结核患者痰液中的 miR-144和

miR-451表达水平,并分析其临床意义,为肺结核的早

期诊断提供参考依据。

对象与方法

1 受试对象

选取2019年1月-2021年1月本院收治的88例

活动期肺结核患者为研究对象(肺结核组),其中男50
例,女38例;年龄27~48岁,平均(35.84±6.91)岁。
另选取90例在本院就诊的其他肺部疾病患者为对照

组,其中支气管炎46例,支气管扩张13例,支气管哮

喘31例;男49例,女41例;年龄25~52岁,平均

(37.08±6.97)岁。肺结核组、对照组患者性别、年龄

构成差异无统计学意义(均P>0.05)。
纳入标准:(1)活动期肺结核诊断标准:符合《肺结

核诊断标准(WS288-2017)》,且痰检测结核杆菌呈阳

性[6];(2)年龄>18岁;(3)同意参加本次实验,遵守实

验安排。排除标准:(1)糖尿病、甲状腺功能亢进、长期

接受糖皮质激素治疗的患者;(2)合并心脏、肝脏、肾脏

疾病患者;(3)使用免疫抑制剂患者;(4)合并恶性肿瘤

患者。

本研究经医院伦理委员会批准。所有受试者及家

属均知情同意,并签署知情同意协议书。

2 主要试剂与仪器

TRIzol试剂(货号:15596-026)购于武汉科昊佳

生物科技有限公司;SYBR
 

Green
 

Quantitative
 

RT-
qPCR

 

Kit(货号:QR0100)和PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit(货号:RR047A)购于日本Takara公司;干扰素γ
(interferon-γ,IFN-γ)ELISA 试 剂 盒 (货 号:GD-
S0033-B)和TNF-α

 

ELISA试剂盒(货号:GD-S0122-
B)购于上海古朵生物科技有限公司;IL-6

 

ELISA试剂

盒(货号:SEKH-0013)购于北京索莱宝科技有限公

司;结核杆菌抗原检测试剂盒(货号:140806)购于济南

杏恩生物科技有限公司。CFX96
 

qRT-PCR仪为德国

Bio-Rad公司产品。

3 方法

3.1 标本采集

3.1.1 痰液采集 受试者咳痰前先用复方氯已啶漱

口液漱口,采用雾化吸入高渗盐水诱导排痰,留取痰液

不少于2
 

ml,将痰液收集到无菌培养盒内,显微镜下

观察鳞状上皮细胞≤10个认为痰液合格。将合格的

痰标本加入痰液4倍体积的0.1%二硫苏糖醇,37
 

℃
温浴15

 

min,再加入痰液4倍体积的磷酸盐缓冲液

(0.2
 

mol/L,pH
 

7.4)稀释,2
 

500
 

r/min(离心半径12
 

cm)离心10
 

min,收集上清液保存于-80
 

℃冰箱中待

测。

3.1.2 血液标本采集 抽取受试者清晨空腹取静脉

血3~4
 

ml,离心,取血清保存于-80
 

℃冰箱待测。

3.2 痰液中的miR-144、miR-45水平检测 从-80
 

℃
冰箱中取出痰液标本,在超净工作台上自然解冻,Tr-
izol法提取标本中的总RNA,反转录得到cDNA。采

用实时荧光定量PCR仪对 miR-144、miR-451及内参

U6进行扩增反应。引物由上海生工合成,引物序列

见表1。反应体系(20
 

μl):5×SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Mix
 

4
 

μl,上、下游引物各2
 

μl,cDNA模板2
 

μl,ROX
 

Reference
 

Dye
 

0.4
 

μl,ddH2O
 

9.6
 

μl。反应条件:95
 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,共30个循

环。痰 液 中 的 miR-144、miR-451 相 对 表 达 量 用

2-△△CT 法计算。

3.3 血清IFN-γ、TNF-α、IL-6检测 采用酶联免疫

吸附法测定血清中的IFN-γ、TNF-α、IL-6。按试剂盒

说明书操作。

3.4 痰液中结核杆菌分泌蛋白(TBAg)检测 将痰
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液标本从冰箱取出,解冻。将痰液样品放入萃取管中,
用振荡器将痰液分解打碎(2

 

min),然后放入37
 

℃水

浴箱中(1
 

h),再倒入离心管中离心(2
 

500
 

r/min,5
 

min),吸取上清液3~4滴,滴入TBAg测试纸卡样品

槽中,按照结核杆菌抗原检测试剂盒(购自上海西格生

物科技有限公司)说明书方法进行检测,15
 

min内判

定结果。TBAg≤5
 

ng/ml为阴性;TBAg>5
 

ng/ml
为阳性。

表
 

1
 

 qRT-PCR引物序列
Table

 

1 qRT-PCR
 

primer
 

sequence
基因
Gene

正向引物5'-3'
Forward

 

primer5'-3'
反向引物5'-3'

Reverse
 

primer5'-3'

miR-144 TACTGGGAAGTGGACACTA CTTGACCATGTGCCATFC
miR-451 CACCTATCGTGGTGAAGTT GAATGCACTGCACAATATT
U6 GCACCGTCAAGGCTGAGAAC TGGTGAAGACGCCAGTGGA

3.5 统计学分析 采用软件SPSS
 

25.0进行统计学

分析。计数资料用例数或百分率(%)表示,采用χ2 检

验;计量资料以平均值±标准差(x±s)表示,两组间

比较采用独立样本t检验。检测痰液 miR-144、miR-
451预测活动期肺结核的价值采用受试者工作特征

(receiver
 

operating
 

characteristic,ROC)曲线评价。P
<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 两组患者痰液miR-144、miR-451相对表达量比较

与对照组相比,肺结核组痰液中 miR-144相对表

达量升高(P<0.01,miR-451相对表达量降低(P<
0.01(表2)。

表
 

2 肺结核组、对照组痰液中 miR-144、miR-451相对表达量比较
Table

 

2 Comparison
 

of
 

miR-144
 

and
 

miR-451
 

levels
 

in
 

sputum
of

 

pulmonary
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

control
 

group
组别
Group

例数
n

miR-144/U6
(x±s)

miR-451/U6
(x±s)

肺结核组 88 3.05±0.86 0.45±0.16
对照组 90 1.02±0.30 1.01±0.21
t值 - 16.317 19.980
P 值 - <0.01 <0.01

2 两组患者血清中IFN-γ、TNF-α、IL-6水平比较

与对照组相比,肺结核组血清中IFN-γ、TNF-α、

IL-6水平均显著升高(均P<0.01(表3)。

表
 

3 肺结核组、对照组血清中IFN-γ、TNF-α、IL-6水平比较
Table

 

3 Comparison
 

of
 

serum
 

levels
 

of
 

IFN-γ,TNF-α
 

and
 

IL-6
in

 

pulmonary
 

of
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

control
 

group(x±s)

组别
Group

例数
n

IFN-γ
(x±s,pg/ml)

TNF-α
(x±S,pg/ml)

IL-6
(x±s,pg/ml)

肺结核组 88 39.24±10.18 27.09±7.69 23.08±6.07
对照组 90 11.08±3.89 5.11±1.13 3.17±1.03
t值 - 24.480 26.823 30.671
P 值 - <0.01 <0.01 <0.01

3 活动期肺结核患者痰液中 miR-144、miR-451相对

表达量与TBAg含量的关系

与TBAg阴性患者相比,TBAg阳性患者痰液中

miR-144相对表达量较高(P<0.05,miR-451表达量

较低(P<0.05(表4)。

表
 

4 活动期肺结核患者痰液中 miR-144、miR-451相对表达量
与TBAg含量的关系

Table
 

4 The
 

relationship
 

between
 

miR-144,miR-451
 

and
 

TBAg
content

 

in
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
组别
Group

例数
Case miR-144/U6(x±s) miR-451/U6(x±s)

TBAg阳性 56 3.48±0.88 0.39±0.12
TBAg阴性 32 2.78±0.67 0.55±0.14

t值 - 3.897 5.660
P 值 - <0.01 <0.01

4 检测痰液中 miR-144、miR-451相对表达量对活动

期肺结核的预测价值

ROC曲线(图1)显示,检测痰液中 miR-144相对

表达量预测活动期肺结核的曲线下面积(area
 

under
 

curve,AUC)为0.886(95%CI:0.837~0.936),截断

值为 1.59,敏 感 度、特 异 性 分 别 为 84.10% 和

85.60%;检测痰液中 miR-451相对表达量预测活动

期肺结核的AUC为0.802(95%CI:0.739~0.864),
截断值为0.65,敏感度、特异性分别为80.00%和

64.80%;两 者 联 合 预 测 活 动 期 肺 结 核 的 AUC 为

0.914(95%CI:0.872~0.955),敏感度、特异性分别为

88.60%的86.70%。

图
 

1 检测痰液 miR-144、miR-451预测活动期肺结核的ROC曲线

Fig.1 The
 

ROC
 

curve
 

of
 

miR-144
 

and
 

miR-451
 

levels
 

in
 

sputum
predicting

 

active
 

tuberculosis

讨 论

肺结核是由结核分枝杆菌引起的传染性疾病[7],
但其早期多无典型临床症状,传统的肺结核诊断方法
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是结核杆菌快速培养法和痰涂片法,但快速培养法繁

琐且费时,痰涂片法检测准确率较低,二者均存在局限

性。miRNA具有高度稳定的特点,在临床中已被广

泛应用于感染性疾病的预测。
肺结核属于免疫相关疾病,免疫反应与肺结核发

病的病理过程密切相关。miRNA对免疫细胞分化及

信号转导、免疫应答等生理过程都能进行调控[8]。近

期研究发现,miRNA在机体感染结核分枝杆菌后主

要通过调控细胞免疫应答参与肺结核的病理过程[9]。
结核分枝杆菌感染后 miRNA作用的具体机制可能

为:(1)调节巨噬细胞参与免疫应答;(2)抑制巨噬细胞

凋亡;(3)诱导T细胞参与免疫应答[10]。miR-144位

于人11号染色体上,miR-451位于人17号染色体上,

miR-144和miR-451为双顺反子 miRNA。miR-144/

451是红细胞发育中的重要调节因子。miR-144/451
基因簇具有相同的转录调控启动子。研究发现 miR-
144在肺腺癌组织中呈低表达,miR-144过表达可抑

制肺腺癌细胞的增殖和侵袭[11]。张立营等[12]报道活

动期肺结核患者血浆中的mir-144水平显著高于健康

体检者。有研究显示结核分枝杆菌感染Ⅱ型肺泡上皮

细胞后可激活细胞中NK-κB信号通路,并促进细胞分

泌促炎因子[13]。Zhou等[4]在体外实验中发现 miR-
144-5p过表达显著抑制NK-κB信号通路。本研究中

肺结核 组 痰 液 miR-144水 平 显 著 高 于 对 照 组,且

TBAg阳性患者痰液中miR-144水平显著高于TBAg
阴性患者,提示miR-144可能参与活动期肺结核疾病

发生、发展。进一步研究发现痰液中 miR-144水平预

测活动期肺结核的AUC为0.886,其敏感度、特异性

分别为84.10%、85.60%,提示痰液中 miR-144对评

估活动期肺结核有一定的价值。Uchida等研究发

现[14],miR-451在肺鳞状细胞癌组织中呈低表达,

miR-451过表达可通过抑制细胞侵袭。Sun等研究发

现[15],miR-451在炎性疼痛小鼠的骨髓小胶质细胞中

呈低表达,且研究发现 miR-451过表达可抑制炎性细

胞因子(如TNF-α、IL-6)释放。本研究发现肺结核组

痰液中miR-451水平明显低于对照组,TBAg阳性患

者痰液中miR-451水平显著低于TBAg阴性患者,提
示miR-451可能影响活动期肺结核疾病的发生、发
展。ROC曲线分析显示,检测痰液miR-451水平预测

活动期肺结核的AUC为0.802,敏感度、特异性分别

为80.00%和64.80%,表明检测痰液中miR-451水平

可能有助于预估活动期肺结核的发生。
结核分枝杆菌感染机体后机体会发生相应的免疫

反应,分泌细胞因子并促进肺结核病情进程。IFN-γ、

TNF-α、IL-6是机体产生的促炎因子,与活动期肺结核

病情进程关系密切。有研究显示,活动期肺结核患者

血浆中TNF-α、IL-6水平显著高于体检健康者[12]。本

研究显示肺结核患者血清中TNF-α、IL-6、IFN-γ水平

显著高于其他肺部疾病患者,提示结核分枝杆菌会激

活活动期肺结核患者机体免疫反应,促使促炎细胞因

子水平升高。ROC曲线分析显示,检测 miR-144和

miR-451联合预测活动期肺结核的AUC为0.914,敏
感度、特异性分别为88.60%和86.70%,二者联合预

测的敏感度高于二者单独预测的敏感度,提示同时检

测miR-144和 miR-451可提高对活动期肺结核发生

的预测价值。
综上所述,miR-144在活动期肺结核患者痰液中

高表达,miR-451在活动期肺结核患者痰液中低表达,
同时检测 miR-144和 miR-451对活动期肺结核有较

高的预测价值,但miR-144、miR-451与活动期肺结核

病情发展的机制还需深入研究。
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主,是鼻腔黏膜损伤以及炎症发生主要原因[14]。
抗生素作为一种次级代谢产物,能够有效影响病

原菌的生理结构,抑制细胞增殖。随着抗菌素在临床

中的不规范使用,对人类健康的影响日益严重。张雪

等研究发现,革兰阳性菌敏感性较高的抗生素为万古

霉素、左氧氟沙星、利奈唑胺、替加环素,革兰阴性菌敏

感性较高的抗生素为头孢吡肟、头孢他啶、美罗培

南[15]。本研究结果显示,金黄色葡萄球菌和表皮葡萄

球菌为主的革兰阳性菌,对青霉素、β-内酰胺类、大环

内酯类耐药率较高,对新糖肽抗生素、唑烷酮类抗生素

敏感性较高。四环素类及氯霉素类抗生素耐药性高于

喹诺酮类抗生素。革兰阴性菌对氨苄西林、头孢唑啉、
头孢呋辛的耐药性较高,对亚胺培南、阿米卡星的敏感

性为100%。对其他抗生素呈现不同程度的耐药性。

CRS病因学包括多个方面,当抗生素及糖皮质激素治

疗效果不明显时,可以考虑配合手术进行综合治疗。
我国地域辽阔,不同地区人群的CRS的患病率及

细菌培养阳性率差异化明显。随着我国医疗水平的快

速发展,抗生素频繁使用,致使细菌易产生耐药性。因

此,积极提倡将CRS鼻腔分泌物行常规培养及药敏分

析,可以为临床使用抗生素提供有力依据,可以结合患

者具体情况,制定个性化精准治疗方案。
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