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·论著·

脓毒症患者外周血淋巴细胞中微小 RNA-126
表达量与细胞凋亡及预后的相关性分析
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【摘要】 目的  分析脓毒症患者外周血淋巴细胞中微小 RNA-126（miR-126）的表达与凋亡及预后的关

系，探讨其可能的潜在调控机制。方法  选择 2019 年 1 月至 12 月在蚌埠医学院第一附属医院重症监护病房

（ICU）住院治疗的 30 例一般感染患者和 20 例脓毒症患者。取外周血分离淋巴细胞，用反转录 - 聚合酶链反

应（RT-PCR）检测 miR-126 和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）的表达量，同时测定肝肾功能等

实验室指标，并计算序贯器官衰竭评分（SOFA）和急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ（APACHE Ⅱ），观察 28 d 

预后。用 Pearson 法分析 miR-126 与 caspase-3、APACHEⅡ评分的相关性；用受试者工作特征曲线（ROC）分

析 miR-126 对预后的预测价值；同时根据 miR-126 预测预后的最佳截断值将患者分为两组，绘制患者 28 d 

Kaplan-Meier 生存曲线。结果  与一般感染组比较，脓毒症组患者外周血淋巴细胞中 miR-126 表达量显著降

低〔miR-126 mRNA（2-ΔCt）：1.239±0.134 比 1.599±0.110，P＜0.01〕，caspase-3 表达量和 APACHE Ⅱ评分明显

升高 〔caspase-3 mRNA（2-ΔCt）：1.172±0.132比0.901±0.143，APACHEⅡ（分）：19.75±3.74比12.63±3.94，均P＜
0.01〕。Pearson 相关分析显示，感染患者淋巴细胞中miR-126表达量与 caspase-3 表达量（r＝-0.678，P＜0.001）、

APACHE Ⅱ评分（r＝-0.581，P＜0.001）均呈显著负相关。ROC 曲线分析显示，外周血淋巴细胞 miR-126 表达

量预测患者预后的 ROC 曲线下面积（AUC）为 0.823（P＜0.001），最佳截断值为 1.395 时，敏感度为 75.0%，特

异度为 71.4%，阳性预测值为 81.1%，阴性预测值为 63.6%，阳性似然比为 2.622，阴性似然比为 0.350。此外，以

miR-126 最佳截断值分为高 miR-126 组（miR-126＞1.395，31 例）和低 miR-126 组（miR-126≤1.395，19 例），

Kaplan-Meier 生存曲线分析显示，高 miR-126 组 28 d 累积生存率高于低 miR-126 组（Log-Rank：χ2＝11.702， 

P＝0.001）。结论  脓毒症患者外周血淋巴细胞中 miR-126 可能通过促进淋巴细胞凋亡增加来影响免疫状态，

其表达量高低能够反映脓毒症患者严重程度及预后。
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【Abstract】 Objective  To  analyze  the  relationship  between  the  expression  of  microRNA-126  (miR-126)  in 
peripheral blood lymphocytes with apoptosis and prognosis in patients with sepsis, and to explore its potential regulatory 
mechanism.  Methods  Thirty patients with general infection and 20 patients with sepsis admitted to the department 
of intensive care unit (ICU) of the First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College from January to December 2019 
were enrolled. Peripheral blood was taken to separate lymphocytes, and the expressions of miR-126 and caspase-3 were 
detected by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). At the same time, the liver and kidney function 
and other laboratory indexes were measured, and the sequential organ failure assessment (SOFA) and acute physiology 
and  chronic  health  evaluation Ⅱ  (APACHEⅡ)  scores were  calculated.  The  28-day  prognosis was  observed.  Pearson 
method was  used  to  analyze  the  correlation  between miR-126  and  caspase-3, APACHEⅡ  score. Receiver  operating 
characteristic (ROC) curve was used to analyze the predictive value of miR-126 on prognosis; at the same time, according 
to the best cut-off value of miR-126 in predicting prognosis, the patients were divided into two groups, and the 28-day  
Kaplan-Meier  survival  curve  was  drawn.  Results  The  expression  of  miR-126  in  peripheral  blood  lymphocytes  of 
patients with  sepsis was  lower  than  that  of  patients with  general  infection  [miR-126 mRNA  (2-ΔCt):  1.239±0.134  vs. 
1.599±0.110, P < 0.01], while the expression of caspase-3 and APACHEⅡ score were significantly increased [caspase-3 
mRNA  (2-ΔCt):  1.172±0.132  vs.  0.901±0.143, APACHEⅡ: 19.75±3.74  vs.  12.63±3.94,  both P  <  0.01].  Pearson 
correlation analysis showed that  the expression of miR-126 was negatively correlated with the expression of caspase-3 
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  免疫功能紊乱在脓毒症中贯穿始末，在脓毒症

发展中起着关键的作用［1］。免疫细胞凋亡已被证

实是脓毒症免疫功能紊乱的重要机制之一，能够影

响脓毒症预后［2］。近年来，随着上述基础理论的提

出，脓毒症免疫调理方面的治疗或干预措施越来越

多。虽然脓毒症免疫调节治疗达到了一定预期效果，

但我们认识到脓毒症免疫应答是一个较为复杂的网

络系统，不能简单地用增强或减弱免疫反应来调节

脓毒症免疫状态，改善脓毒症结局。随着基因组学

在脓毒症中研究增多，发现多种微小 RNA（miRNA）

在脓毒症中出现明显差异性表达［3］，其中一部分

miRNA 参与了脓毒症免疫细胞的调控，对免疫状态

调节起到关键作用。

  有学者发现，miR-126 基因敲除小鼠体内 CD4+  

T 细胞功能显著增强，并且能够使 T 细胞向辅助性

T 细胞 1（Th1）细胞亚群分化［4］，说明 miR-126 能够

调控 T 淋巴细胞。miR-126 是否通过脓毒症淋巴细

胞凋亡途径进行调控目前仍不清楚。基于上述假

设，本研究通过检测脓毒症患者淋巴细胞 miR-126、

凋亡相关蛋白天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3

（caspase-3）的表达，分析 miR-126 与凋亡的关系，并

进一步探讨 miR-126 对脓毒症患者预后等的影响。

1 资料和方法 

1.1  病例纳入及排除标准：选择2019年1月至12月 

在本院重症监护病房（ICU）住院治疗的一般感染患

者和脓毒症患者。

1.1.1  纳入标准：脓毒症符合 Sepsis-3 诊断标准［5］，

即感染 + 序贯器官衰竭评分（SOFA）＞2 分。

1.1.2  排除标准：① 年龄＞75 岁或＜18 岁；② 血

液系统疾病；③ 风湿免疫性疾病；④ 肿瘤。

1.2  伦理学：本研究符合医学伦理学标准，并通过

医院伦理委员会批准（审批号：BYYFY-2018KY08）， 

患者或家属知情本研究并签署知情同意书。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  一般指标：入组后记录患者年龄、性别、感染

部位；留取外周血，其中15 mL送检血生化、血常规等

指标，另外 10 mL 外周血分离淋巴细胞用于 miR-126 

检测；计算 SOFA 评分和急性生理学与慢性健康状

况评分Ⅱ（APACHEⅡ）；观察或随访 28 d 预后。

1.3.2  反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测淋巴

细胞 miR-126、caspase-3 表达

1.3.2.1  外周血淋巴细胞分离：取外周血加于淋巴

细胞分离液之上，使用水平转子离心机 500×g 离心

20 min；离心后收集白色淋巴细胞层，与生理盐水混

匀后 500×g 离心 10 min，弃上清液，留取管底细胞；

重复混匀离心 2 次即得淋巴细胞。

1.3.2.2  RT-PCR 检测：引物序列由江苏凯基生物

科技有限公司设计，安徽通用生物有限公司合成。

miR-126 正义链：5'-TGGCGACGGGACATTATTAC- 

TTT-3'，反义链：5'-ACGGCGCATTATTACTCACGG-3'； 

caspase-3 正义链：5'-TTTGAGATGTGTTGCCGT- 

GCG-3'，反义链：5'-GTAACCCCTGCTTAATCGTCA-3'。 

使用 RNA 提取试剂盒提取淋巴细胞总 RNA，采用

分光光度计测定 RNA 浓度，荧光定量 PCR 测定

miR-126 和 caspase-3 的表达量，循环数法（2-ΔCt）分

析处理数据。

1.4  统计学方法：使用 SPSS 24.0 软件对所有数据

进行分析。计量资料均符合正态分布，以均数 ± 标

准差（x±s）表示，两组间比较采用 t 检验；计数资

料采用χ2 检验。相关性采用 Pearson 相关分析。

(r = -0.678, P < 0.001) and APACHEⅡ score (r = -0.581, P < 0.001). ROC curve analysis showed that the area under 
the ROC curve  (AUC)  for predicting  the prognosis by miR-126 expression  in peripheral blood  lymphocytes was 0.823 
(P < 0.001). When the best cut-off value was 1.395, the sensitivity was 75.0%, the specificity was 71.4%, the positive 
predictive value was 81.1%,  the negative predictive value was 63.6%,  the positive  likelihood ratio was 2.622, and  the 
negative  likelihood  ratio  0.350.  In  addition,  the  patients  were  divided  into  high  miR-126  group  (miR-126  >  1.395,  
n = 31) and low miR-126 group (miR-126 ≤ 1.395, n = 19) according to  the best cut-off value of miR-126. Kaplan-
Meier  survival  curve  analysis  showed  that  the  28-day  cumulative  survival  rate  of  high  miR-126  group  was  higher 
than  that  of  low miR-126  group  (Log-Rank: χ2  =  11.702, P  =  0.001).  Conclusion  miR-126  in  peripheral  blood 
lymphocytes of patients with sepsis may affect immune status by promoting apoptosis of lymphocytes, and its expression 
level can reflect the severity and prognosis of sepsis.

【Key words】  MicroRNA-126;  Lymphocyte;  Sepsis;  Caspase-3;  Prognosis
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表 1 脓毒症患者与一般感染患者基线资料比较

组别
例数

（例）

年龄

（岁，x±s）
性别（例） 感染部位〔例（%）〕 APACHEⅡ评分

（分，x±s）
SOFA 评分

（分，x±s）男性 女性 肺部 血流 腹腔 泌尿系

脓毒症组 20 44.15±8.85 13 7 10（50.0） 4（20.0） 5（25.0） 1（5.0） 19.75±3.74 10.75±2.79
一般感染组 30 46.47±9.90 21 9 16（53.3） 3（10.0） 9（30.0） 2（6.7） 12.63±3.94   7.43±2.21

t /χ2 值 0.845 0.138 0.053 0.339 0.149 0.133 6.380 4.681
P 值 0.402 0.710 0.817 0.560 0.700 0.715 ＜0.001 ＜0.001

组别
例数

（例）

尿素

（mmol/L，x±s）
ALT

（U/L，x±s）
AST

（U/L，x±s）
白蛋白

（g/L，x±s）
BUN

（mmol/L，x±s）
SCr

（μmol/L，x±s）
28 d 死亡

〔例（%）〕

脓毒症组 20 15.50±3.98 167.50±70.50   183.3±88.14 23.45±3.97 15.50±3.98 347.05±93.82 8（40.0）
一般感染组 30   7.16±1.83   91.90±34.16 102.83±50.44 25.93±3.50   7.16±1.83 139.83±60.85 6（20.0）

t /χ2 值 10.037 5.066 4.985 2.329 10.037 9.490 2.381
P 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 0.024 ＜0.001 ＜0.001 0.123

注：APACHEⅡ为急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ，SOFA 为序贯器官衰竭评分，ALT 为丙氨酸转氨酶，AST 为天冬氨酸转氨酶，BUN

为血尿素氮，SCr 为血肌酐

注：miR-126 为微小 RNA-126，caspase-3 为 
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3

图 1  两组患者外周血淋巴细胞中 miR-126、 
caspase-3 mRNA 表达比较

用受试者工作特征曲线（ROC）分析 miR-126 对感

染患者 28 d 预后的预测价值，并根据 miR-126 最佳

截断值将所有患者分为高 miR-126 组和低 miR-126 

组，绘制两组患者 28 d 的 Kaplan-Meier 生存曲线。

P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果 

2.1  一般资料（表1）：最终纳入一般感染患者30例， 

脓毒症患者 20 例。两组患者间年龄、性别和感染

部位比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。与一般

感染组比较，脓毒症组 SOFA 评分、APACHEⅡ评

分、血尿素氮（BUN）、血肌酐（SCr）、尿素、丙氨酸转

氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）显著升高，白蛋

白明显下降（均 P＜0.05）。

2.2  两组外周血淋巴细胞中 miR-126、caspase-3 表

达（图 1）：脓毒症组外周血淋巴细胞中 miR-126 表

达量较一般感染组明显减低，caspase-3 表达量较一

般感染组明显增高（均 P＜0.01）。

2.3  相关性（图 2）：所有感染患者外周血淋巴细胞

中 miR-126 与 caspase-3 的表达量呈线性负相关，与

APACHEⅡ评分呈显著负相关（均 P＜0.01）。

2.4  外周血淋巴细胞 miR-126 表达量对感染患

者预后的判断（图 3）：淋巴细胞 miR-126 表达量

预测感染患者预后的 ROC 曲线下面积（AUC）为

0.823（P＜0.001），最佳截断值为 1.395 时，敏感度为

75.0%，特异度为 71.4%，阳性预测值为 81.1%，阴性

预测值为 63.6%，阳性似然比为 2.622，阴性似然比

为 0.350。

注：miR-126 为微小 RNA-126，caspase-3 为天冬氨酸特异性 
半胱氨酸蛋白酶 3，APACHEⅡ为急性生理学 

与慢性健康状况评分Ⅱ

图 2  感染患者外周血淋巴细胞中 miR-126 与 caspase-3 
和 APACHEⅡ评分的相关性
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2.5  不同 miR-126 水平感染患者 28 d 预后（图 4）：

以 miR-126 表达量预测预后的最佳截断值为分组界

线，将所有患者分为高miR-126组（miR-126＞1.395， 

31 例）和低 miR-126 组（miR-126≤1.395，19 例）。

Kaplan-Meier生存曲线分析显示，高miR-126组患者

28 d 累积生存率明显高于低 miR-126 组（Log-Rank： 

χ2＝11.702，P＝0.001）。

研究重点，因为免疫细胞受损和功能障碍能影响脓

毒症的进程［8］。有研究者发现，脓毒症会使 T 淋巴

细胞凋亡增加，认为 T 淋巴细胞的无反应性与 T 淋

巴细胞凋亡密切相关［9］。脓毒症免疫状态受到抑制

与淋巴细胞凋亡导致免疫功能紊乱有关［10］。本研

究显示，脓毒症患者外周血淋巴细胞 caspase-3 表达 

明显增加，与上述观点保持一致。根据上述理论，

有学者使用凋亡抑制剂来抑制免疫细胞凋亡，可

以改善免疫状态，使病死率降低［11］。随着目前对

miRNA 研究的深入，学者们除了使用药物调控脓毒

症免疫状态研究外，还对脓毒症有关的 miRNA 进行

了研究，发现多种 miRNA 参与了免疫细胞的调控，

有研究者发现，miR-142-3p 可以调控诱导型调节

性 T 细胞功能和凋亡，并且增强了调节性 T 细胞在

体外和体内的抗细胞凋亡能力及存活功能［12］；上

调 miR-26a 可以缓解脂多糖（LPS）诱导的线粒体损

伤、细胞凋亡和炎症反应［13］；对 miR-21-5p 过表达

可以抑制高氧性急性肺损伤大鼠Ⅱ型肺泡上皮细

胞凋亡［14］；脓毒症患者体内 miR-155 和 miR-146

参与对炎性因子释放的调节，可导致脓毒症免疫失 

衡［15］；miR-155 能够明显抑制肺泡巨噬细胞炎症反

应［16］；过表达 miR-146b 能够导致细胞 S 期的缺陷

和凋亡，从而影响对 T 细胞受体（TCR）的免疫应答，

导致 CD4+ T 细胞数量相对减少［17］。本研究显示，脓 

毒症患者外周血淋巴细胞中 miR-126 表达量较一般

感染者明显减少，可能与淋巴细胞数量和状态有关，

影响脓毒症免疫状态。miR-126 可通过血管内皮细

胞生长因子受体 2（VEGFR2）轴调控浆细胞样树突

细胞的功能，参与感染中的固有免疫应答［18］。也有

研究证实，miR-126 通过磷脂酰肌醇 3 - 激酶 / 蛋白 

激酶 B（PI3K/AKT）通路可以诱导调控 T 细胞，证明

其具有调控机体免疫应答的作用［19］。敲除 miR-126 

基因可增强体内CD4+ T细胞的功能活性，促进CD4+  

T细胞向Th1细胞分化 ［20］。上述研究均说明miR-126 

参与了免疫状态的调节，与免疫细胞有关。

  有研究表明，抑制 miR-126 可减轻炎症反应，

抑制丝裂素活化蛋白激酶 /c-Jun 氨基末端激酶 

（MAKP/JNK）通路，导致细胞凋亡增多［21］。抑制

miR-126 还可以使 caspase-3 活性增加，诱导细胞凋 

亡 ［22］。也有研究证实，miR-126 可能通过 PI3K/AKT 

通路影响内皮细胞凋亡［23］。上述研究说明 miR-126 

与细胞凋亡有关。本研究显示，淋巴细胞中miR-126 

与 caspase-3 表达量呈线性负相关，说明 miR-126 通

注：miR-126 为微小 RNA-126

图 4  不同外周血淋巴细胞 miR-126 水平 
两组感染患者 Kaplan-Meier 生存曲线

－ 

注：miR-126 为微小 RNA-126，ROC 曲线为受试者工作特征曲线

图 3  外周血淋巴细胞中 miR-126 表达量 
对感染患者预后判断的 ROC 曲线

3 讨 论 

  脓毒症是 ICU 中常见的严重感染性疾病，可导

致多个器官功能障碍，病死率高［6］，发病机制复杂，

其中包括免疫功能紊乱、线粒体功能障碍、细胞凋

亡等。有研究表明，免疫细胞凋亡在脓毒症免疫功

能紊乱中起关键作用［7］。如果细胞凋亡发生异常，

将会打破内环境的稳定，通过外源性或内源性的

细胞凋亡途径激活 caspase-3，从而启动凋亡，所以

caspase-3 可以很好地反映细胞凋亡程度。

  近年来，脓毒症免疫功能紊乱是重症医学中的
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过调控淋巴细胞凋亡进行免疫调理作用，与上述研

究结论一致。

  目前，APACHEⅡ评分已广泛用于 ICU 中，是

质控不可或缺的重要指标之一，能够反映各类患者

疾病严重程度［24］。郝金香等［25］研究发现，血清中

miR-122 表达水平与患者病情严重程度及预后相

关，并且 miR-122 联合 APACHEⅡ评分对患者预后

具有较高的评估价值。本研究显示，miR-126 表达

量与感染患者 APACHEⅡ评分呈线性负相关，表明

外周血淋巴细胞中 miR-126 表达量能反映患者感染

的严重程度；进一步分析显示，高 miR-126 组患者

的 28 d 累积生存率明显升高，说明外周血淋巴细胞

中 miR-126 表达量可以反映患者预后。

  综上所述，本研究显示，脓毒症患者外周血淋巴

细胞中 miR-126 表达明显减少，可能通过促进淋巴

细胞凋亡增加来影响免疫状态。miR-126 表达量能

够反映感染的严重程度，在脓毒症预后判断方面具

有一定的预测价值。但脓毒症淋巴细胞中 miR-126

调控细胞凋亡的具体机制仍不清楚，期待下一步更

深层次的基础研究证实。
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