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活动性肺结核患者血清miR-708、miR-99a水平及临床意义*
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  摘 要:目的 探讨活动性肺结核(APTB)患者血清微小核糖核酸-708(miR-708)、微小核糖核酸-99a
(miR-99a)水平及临床意义。方法 选取2020年6月至2021年6月该院收治的APTB患者94例作为APTB
组,另选取同期于该院体检中心进行体检的健康志愿者94例作为对照组。根据APTB患者病情严重程度分为

轻度组、中度组、重度组。根据预后结果分为预后不良组、预后良好组。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测

血清miR-708、miR-99a的相对表达量。采用Spearman相关分析miR-708、miR-99a水平与疾病严重程度的关

系。绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析血清miR-708、miR-99a单独及联合检测对APTB预后的评估价值。
结果 APTB组血清miR-708、miR-99a水平均低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。重度组纳入31
例,中度组纳入30例,轻度组纳入33例。轻度组血清 miR-708、miR-99a水平均高于中度组与重度组,且中度

组血清miR-708、miR-99a水平均高于重度组,差异均有统计学意义(P<0.05)。Spearman相关分析结果显

示,miR-708、miR-99a水平与疾病严重程度均呈负相关(rs=-0.687,P<0.05;rs=-0.523,P<0.05)。预后

良好组纳入60例,预后不良组纳入34例。预后不良组血清miR-708、miR-99a水平均明显低于预后良好组,差

异均有统计学意义(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,血清 miR-708对 APTB预后评估的曲线下面积

(AUC)为0.883,血清miR-99a对APTB预后评估的AUC为0.909,二者联合检测的AUC为0.957,与 miR-
708、miR-99a单独检测比较,二者联合检测的AUC更大(Z=6.601、10.832,P<0.001)。结论 APTB患者

血清miR-708、miR-99a水平降低,二者与APTB患者病情严重程度及预后有关,可以作为APTB预后评估的

辅助生物学标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

levels
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

serum
 

microRNA-708
 

(miR-708)
 

and
 

microRNA-99a
 

(miR-99a)
 

in
 

patients
 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

(APTB).Methods A
 

total
 

of
 

94
 

APTB
 

patients
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2020
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

APTB
 

group,and
 

94
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

the
 

physical
 

examination
 

center
 

of
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

APTB,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

severe
 

group.According
 

to
 

the
 

prognosis
 

results,the
 

pa-
tients

 

were
 

divided
 

into
 

poor
 

prognosis
 

group
 

and
 

good
 

prognosis
 

group.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

ser-
um

 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
Spearman

 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

serum
 

miR-708,miR-99a
 

alone
 

and
 

combined
 

detection
 

in
 

evaluating
 

the
 

prognosis
 

of
 

APTB.Results The
 

se-
rum

 

levels
 

of
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

in
 

the
 

APTB
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Thirty-one
 

patients
 

were
 

included
 

in
 

the
 

severe
 

group,

thirty
 

patients
 

in
 

the
 

moderate
 

group,and
 

thirty-three
 

patients
 

in
 

the
 

mild
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-708
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and
 

miR-99a
 

in
 

the
 

mild
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

moderate
 

group
 

and
 

the
 

severe
 

group,and
 

the
 

se-
rum

 

levels
 

of
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

in
 

the
 

moderate
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

severe
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Spearman
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

levels
 

of
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease
 

(rs=—0.687,P<0.05,

rs=—0.523,P<0.05).There
 

were
 

60
 

patients
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group
 

and
 

34
 

patients
 

in
 

the
 

poor
 

prog-
nosis

 

group.The
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

in
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

serum
 

miR-708
 

for
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

APTB
 

was
 

0.883,the
 

AUC
 

of
 

serum
 

miR-99a
 

for
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

APTB
 

was
 

0.909,and
 

the
 

AUC
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

the
 

two
 

was
 

0.957.Compared
 

with
 

miR-708
 

and
 

miR-99a
 

alone,the
 

AUC
 

of
 

the
 

com-
bined

 

detection
 

of
 

the
 

two
 

was
 

greater
 

(Z=6.601,10.832,P<0.001).Conclusion The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-
708

 

and
 

miR-99a
 

are
 

decreased
 

in
 

APTB
 

patients,which
 

are
 

related
 

to
 

the
 

severity
 

and
 

prognosis
 

of
 

APTB
 

pa-
tients,and

 

can
 

be
 

used
 

as
 

auxiliary
 

biomarkers
 

for
 

the
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

APTB.
Key
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pulmonary
 

tuberculosis; microRNA-708; microRNA-99a; prognosis

  活动性肺结核(APTB)是全球最常见的传染病之

一,巨噬细胞是宿主对抗结核病的主要防御机制参与

者[1]。在感染者无法控制初始肺部感染或免疫系统

减弱的情况下,结核分枝杆菌可能导致肺结核或肺外

结核[2]。但只有10%的感染者表现出APTB,这表明

宿主免疫防御和遗传因素在防止结核分枝杆菌感染

中具有重要作用[3]。APTB有一定传染性,严重威胁

患者的生命健康[4]。APTB的发病机制较复杂,目前

研究认为 APTB的发生与免疫系统功能失调相关。
因此,寻找与APTB相关的观测指标对于患者病情及

预后评估有重要价值。微小核糖核酸(miRNA)是小

的非编码RNA,其在转录、RNA加工和翻译过程中

调节靶基因表达,进而在细胞免疫中发挥重要作

用[5]。有研究表明,一些 miRNA与调节巨噬细胞对

细菌病原体的免疫反应有关,miR-708参与调节多种

生理过程,在APTB患者血清中miR-708高表达能够

诱导单核巨噬细胞的凋亡,从而减少肺部炎症及结核

分枝杆菌的扩散过程[6]。miR-708在类风湿关节炎

患者滑膜组织中呈低表达,能够抑制细胞的增殖及诱

导细胞凋亡[7]。miR-99a作为多种癌症中众所周知的

肿瘤抑制因子,已被证明可影响巨噬细胞的 M1表型

极化,并参与脂肪组织炎症调节[8]。miR-99a水平在

急性呼吸窘迫综合征患者血清中下调,其能够预测急

性呼吸窘迫综合征的发生[9]。但目前有关 miR-708、

miR-99a在APTB患者预后方面的研究较少见。基

于此,本研究探讨了 miR-708、miR-99a在 APTB患

者血清中的变化情况,旨在为 APTB诊治提供理论

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年6月至2021年6月本

院收治的APTB患者94例作为APTB组,其中男52

例,女42例;年龄54~71岁,平均(62.10±6.42)岁;
平均体质量指数(BMI)为(22.10±2.30)kg/m2;有饮

酒史20例;有吸烟史40例。另选取同期于本院体检

中心进行体检的健康志愿者94例作为对照组,其中

男54例,女40例,年龄55~70岁,平均(62.11±
6.30)岁;平均BMI为(22.13±2.28)kg/m2;有饮酒

史18例;有吸烟史42例。两组性别、年龄、BMI、饮酒

史、吸烟史等一般资料比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),具有可比性。根据 APTB患者严重程

度[10],将 APTB组分为轻度组(肺部病灶数量<3
个),中度组(肺部病灶数量3~<5个),重度组(肺部

病灶数量为5~6个)。纳入标准:(1)APTB患者符

合《肺结核诊断和治疗指南》[11]中有关APTB的诊断

标准;(2)经过胸部CT检查确诊为APTB;(3)初次患

病。排除标准:(1)合并其他慢性疾病的患者;(2)合
并其他部位结核疾病的患者;(3)精神异常无法进行

正常交流的患者;(4)伴恶性肿瘤患者;(5)合并免疫

性疾病的患者;(6)其他呼吸性疾病的患者。所有研

究对象及其亲属均知情同意本研究并签署知情同意

书。本研究通过本院医学伦理委员会审核批准(院字

2020-0416)。

1.2 方法

1.2.1 血液标本采集 收集所有APTB患者入院次

日清晨和健康志愿者体检当天空腹静脉血5
 

mL,以

4
 

000
 

r/m的速度离心15
 

min,离心半径为10
 

cm,取
上清液,置于—80

 

℃冰箱中保存待用。

1.2.2 实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测

血清miR-708、miR-99a的相对表达量 取血清样本,
加入1

 

mL
 

Trizol试剂(美国Invitrogen公司)提取总

RNA,使用反转录试剂盒(含gDNA去除,诺唯赞生

物科技有限公司)反转录为cDNA,采用qRT-PCR对
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miR-708、miR-99a进行扩增,使用2×Hieff
 

Robust
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

(翌圣生物科技股份有限公司)进行

qRT-PCR。20
 

μL反应体系:cDNA
 

1
 

μL,上下引物

(10
 

pmol/μL)各1
 

μL,2×Hieff


 

Robust
 

PCR
 

Mas-
ter

 

Mix
 

10
 

μL,ddH2O
 

7μL。反应条件为:95
 

℃
 

10
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,58
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,45个循环。所有

操作均严格按照试剂盒说明书进行。所有引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成,引物序列见表

1。采 用 2-ΔΔCt 法 分 析 miR-708、miR-99a的 表 达

水平。

表1  引物序列

基因 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

miR-708 GGCGCGCAAGGAGCTTACAATC GTGCAGGGTCCGAGGTAT

miR-99a TGGAGTTGGGGGTTTCTGTA TTCAGTGCACAGGTTCAAGC

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

1.2.3 预后 经过2个月强化治疗以及4个月巩固

治疗后,对患者进行门诊复诊,进行痰涂片检测,痰涂

片为阳性且APTB症状未好转即为预后不良组;痰涂

片为阴性且APTB症状消失即为预后良好组。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理与统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,两组间比较采用独立样本t检验,多组间

比较采用单因素方差分析,多组间进一步两两比较采

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。采用Spearman相关分析 miR-
708、miR-99a水平与疾病严重程度的关系。绘制受试

者工作特征(ROC)曲线分析血清 miR-708、miR-99a
单独及联合检测对APTB预后的评估价值,检验水准

取α=0.05。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 APTB组、对照组血清 miR-708、miR-99a水平

比较 APTB组血清 miR-708、miR-99a水平均低于

对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  APTB组、对照组 miR-708、miR-99a水平比较(x±s)

组别 n miR-708 miR-99a

APTB组 94 0.89±0.12 0.86±0.12

对照组 94 1.01±0.11 1.04±0.11

t -7.147 -10.720

P <0.001 <0.001

2.2 轻度组、中度组、重度组血清 miR-708、miR-99a
水平比较 重度组纳入31例,中度组纳入30例,轻
度组纳入33例。轻度组血清 miR-708、miR-99a水平

均高于中度组和重度组,且中度组血清 miR-708、

miR-99a水平均高于重度组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表3。

2.3 miR-708、miR-99a水平与疾病严重程度的相关

性 Spearman相关性分析结果显示,miR-708、miR-
99a水平与疾病严重程度均呈负相关(rs=—0.687,

P<0.05;rs=—0.523,P<0.05)。
表3  轻度组、中度组、重度组血清 miR-708、

   miR-99a水平比较(x±s)

组别 n miR-708 miR-99a

轻度组 33 0.95±0.10 0.94±0.11

中度组 30 0.88±0.14* 0.85±0.12*

重度组 31 0.83±0.12*# 0.78±0.13*#

F 8.031 14.304

P 0.001 <0.001

  注:与轻度组比较,*P<0.05;与中度组比较,#P<0.05。

2.4 预后良好组与预后不良组血清 miR-708、miR-
99a水平比较 预后良好组纳入60例,预后不良组纳

入34例。预后不良组血清 miR-708、miR-99a水平均

明显低于预后良好组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表4。

表4  不同预后患者血清 miR-708、miR-99a
   水平比较(x±s)

组别 n miR-708 miR-99a

预后良好组 60 0.98±0.10 0.95±0.11

预后不良组 34 0.74±0.15 0.70±0.14

t 9.290 9.576

P <0.001 <0.001

2.5 血 清 miR-708、miR-99a单 独 及 联 合 检 测 对

APTB预后的评估价值 以APTB预后是否良好为

状态变量(1=预后不良,0=预后良好),以 miR-708、

miR-99a水平为检验变量进行ROC曲线分析,结果

显示,血清miR-708对APTB预后评估的曲线下面积

(AUC)为 0.883,灵 敏 度 为 84.30%,特 异 度 为

91.70%,血清 miR-99a对 APTB预后评估的 AUC
为0.909,灵敏度为85.30%,特异度为88.30%;二者

联合检测的AUC为0.957,灵敏度为94.10%,特异

度为88.30%,与 miR-708、miR-99a单独检测比较,
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二者联合检测的AUC更大(Z=6.601、10.832,P< 0.001)。见表5。

表5  血清 miR-708、miR-99a单独及联合检测对APTB预后的评估价值

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

miR-708 0.883(0.840~0.928) 0.868 84.30 91.70 0.760 <0.05

miR-99a 0.909(0.850~0.969) 0.815 85.30 88.30 0.736 <0.05

miR-708+miR-99a 0.957(0.917~0.998) - 94.10 88.30 0.824 <0.05

  注:—表示无数据。

3 讨  论

APTB属于迟发型免疫性疾病,机体内结核分枝

杆菌感染能够特异性地激活免疫细胞,产生大量炎症

因子[12]。由于APTB病灶处于活动期,能够使机体

释放大量的结核分枝杆菌,病毒活性较强,有严重传

染性,且威胁APTB患者的生命健康[13]。因此,寻找

与APTB有关的无创生物学指标,对于患者病情及预

后评估有重要的价值。

miR-708是一种与免疫性疾病有关的因子[14]。

miR-708能够通过靶向核胞浆转运蛋白α-4(KPNA4)
调节炎症因子表达,从而影响巨噬细胞的生成[15]。

miR-708可通过靶向调控IkB激酶β(IKKβ)通路,强
烈抑制炎症反应[16]。本研究结果显示,APTB组血清

miR-708水平低于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。miR-708参与 APTB的发生过程,推测其可

能通过影响炎症反应从而参加APTB的发生,与既往

研究结果类似[16]。轻度组血清 miR-708水平高于中

度组,且中度组血清 miR-708水平高于重度组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。Spearman相关性分析

结果显示,miR-708水平与疾病严重程度呈负相关

(rs=—0.687,P<0.05),提示 miR-708水平能够反

映APTB患者的病情严重程度,进一步表明其水平变

化可以监测 APTB的发展过程。预后不良组血清

miR-708水平均明显低于预后良好组,差异有统计学

意义(P<0.05)。提示 miR-708能够反映 APTB患

者的预后状况,有望成为评估APTB患者预后状况的

生物学标志物。miR-708还被证明可靶向核因子κ-B
激酶亚基β的NF-κB激活剂抑制剂,该抑制剂与典型

的肿瘤坏死因子α(TNF-α)信号传导密切相关,此外,

miR-708还通过靶向TNF-α和IL-6的锌指E-box结

合同源盒1上调来减少酒精诱导的肝脏炎症[17]。

MiR-99a是一种与癌症、局灶性脑缺血再灌注损

伤等疾病相关的miRNA,可干扰细胞增殖、凋亡和炎

症过程[8]。有研究表明细菌脂多糖,一种广为人知的

促炎性细胞因子,抑制miR-99a的表达[18]。已被证明

miR-99a可以抑制巨噬细胞的
 

M1
 

表型极化,并参与

脂肪组织炎症和胰岛素敏感性的调节,尽管 miR-99a
在自身免疫性疾病中的潜在作用尚不清楚,但 miR-

99a在自身免疫性疾病类风湿性关节炎和系统性红斑

狼疮的炎症性病变中表达降低[19]。miR-99a在体外

促进调节性T淋巴细胞分化[20]。本研究结果显示,

APTB组血清miR-99a水平低于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05)。表明 miR-99a参与 APTB的发

展进程,有可能是由于其影响炎症反应 进 而 参 与

APTB的发生,与既往研究结果基本一致[18]。轻度组

血清miR-99a水平高于中度组,且中度组血清 miR-
99a水平高于重度组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。Spearman相关分析结果显示,miR-99a水平

与疾病 严 重 程 度 均 呈 负 相 关(rs=—0.523,P<
0.05)。进一步提示miR-99a能够成为监控APTB病

情严重程度的生物学指标。预后不良组血清miR-99a
水平明显低于预后良好组,差异有统计学意义(P<
0.05)。表明miR-99a影响 APTB患者预后,其能够

成为预后相关的标志物。
本研究进一步通过 ROC曲线分析结果显示,

miR-708、miR-99a联合对APTB预后评估的AUC显

著高于二者单独检测,表明联合检测更有利于提高

APTB的预后评估效能,二者可作为APTB预后评估

的辅助生物标志物且联合检测能弥补单一指标的

不足。
综上所述,APTB患者血清中 miR-708、miR-99a

水平降低,二者与APTB患者病情严重程度以及预后

状况有关,可以作为 APTB预后评估的生物学标志

物,有较高的预测价值。但本次研究的样本量有限,
后期将扩大样本量深入探究APTB的有关机制。
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