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  [摘要] 目的 研究miR-191、miR-886-5p在肺结核外周血中的表达与临床价值。方法 选取2019年1
月至2020年8月在武汉市新洲区人民医院确诊为肺结核的患者50例作为结核组,潜伏感染结核杆菌的患者

50例作为潜在感染组,选取同期在武汉市新洲区人民医院体检的健康者50例作为对照组。所有入组受试者于

清晨空腹采集2
 

mL
 

静脉血,采用RNA试剂盒提取循环
 

RNA,定量计算 miR-191、miR-886-5p的表达水平。
利用Person相关性分析肺结核患者miR-191、miR-886-5p表达与年龄、性别、肺部病灶个数、空洞个数的相关

性,构建logistic回归分析模型分析肺结核发生的危险因素。结果 对照组、潜在感染组、肺结核组患者 miR-
191水平依次降低,而miR-886-5p水平依次升高,差异有统计学意义(P<0.05)。肺结核患者 miR-191、miR-
886-5p表达水平与肺部病灶个数、空洞个数呈正相关(P<0.05),与年龄、性别不具相关性(P>0.05)。ROC
曲线表明miR-191、miR-886-5p在诊断肺结核都有意义,miR-191、miR-886-5p联合诊断时,灵敏度为80.2%,
特异度 为79.8%(P<0.05)。Logistic回 归 分 析 表 明 miR-191、miR-886-5p是 肺 结 核 发 生 的 影 响 因 素。
结论 肺结核患者miR-191水平显著降低,而miR-886-5p水平显著升高,与肺部病灶的严重程度密切相关,可

作为判断结核病严重程度的标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

miR-191
 

and
 

miR-886-5p
 

in
 

pe-
ripheral

 

blood
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

(TB).Methods A
 

total
 

of
 

fifty
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

who
 

attended
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

August
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

tuberculosis
 

group.In
 

addition,a
 

total
 

of
 

fifty
 

patients
 

with
 

latent
 

infection
 

of
 

mycobacterium
 

tuberculosis
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

infection
 

group,and
 

fifty
 

healthy
 

individuals
 

who
 

underwent
 

a
 

physical
 

examination
 

at
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.Two
 

mL
 

of
 

venous
 

blood
 

of
 

all
 

subjects
 

was
 

col-
lected

 

in
 

the
 

early
 

morning
 

on
 

an
 

empty
 

stomach.Circulating
 

RNA
 

was
 

extracted
 

by
 

RNA
 

Kit
 

and
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

miR-191
 

and
 

miR-886-5p
 

were
 

quantified.Person
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

examine
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-191
 

and
 

miR-886-5p
 

expression
 

and
 

age,gender,number
 

of
 

lung
 

lesions
 

and
 

number
 

of
 

cavities
 

in
 

patients
 

with
 

pulmonary
 

tuberculosis.Results The
 

miR-191
 

levels
 

were
 

reduced
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

latently
 

infected
 

group
 

and
 

the
 

tuberculosis
 

group
 

in
 

that
 

order.In
 

contrast,the
 

levels
 

of
 

miR-886-
5p

 

increased
 

sequentially,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
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miR-191
 

and
 

miR-886-5p
 

in
 

TB
 

patients
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

number
 

of
 

lung
 

lesions
 

and
 

cavities
 

(P<0.05),but
 

not
 

with
 

age
 

and
 

gender
 

(P>0.05).ROC
 

curves
 

showed
 

that
 

miR-191
 

and
 

miR-886-5p
 

were
 

significant
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

TB,and
 

the
 

combined
 

diagnosis
 

of
 

miR-191
 

and
 

miR-886-5p,the
 

sensitivity
 

was
 

80.2%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

79.8%
 

(P<0.05).Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-191
 

and
 

miR-
886-5p

 

were
 

the
 

influencing
 

factors
 

in
 

the
 

occurrence
 

of
 

pulmonary
 

tuberculosis.Conclusion MiR-191
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower
 

and
 

miR-886-5p
 

levels
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

patients
 

with
 

pulmonary
 

tuberculo-
sis.It

 

was
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

pulmonary
 

lesions.It
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

indicator
 

to
 

determine
 

the
 

severity
 

of
 

tuberculosis.
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  结核分枝杆菌感染后可导致肺结核,该疾病属于

慢性传染病,使传染病中导致死亡的首要原因,严重

危害身体健康和生存质量。每年因肺结核死亡的人

数高达300万[1],而我国更是该疾病高发的国家,发
病率居世界前5位。因此,寻找与肺结核相关的基因

从而快速诊断肺结核,对有效控制肺结核的传染具有

重要临床意义。
miRNAs

 

是真核生物内源性非编码RNA,可对

基因表达进行调节,从而影响细胞的分化、增殖、凋亡

和免疫应答等多方面。例如 miR-20a-5p、miR-181a-
5p等被证明与肺结核的发病具有相关性,但目前关于

miR-191、miR-886-5p是否与肺结核的发病有关的研

究仍较少。因此,本研究探讨肺结核患者 miR-191、
miR-886-5p的表达情况,以及其与肺结核诊断的相

关性。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2019年1月至2020年8月在武汉市新洲区

人民医院就诊的传染病科确诊为肺结核的患者50例

作为结核组,潜伏感染结核杆菌的患者50例作为潜

在感染组,选取同期在武汉市新洲区人民医院体检的

健康者50例作为对照组。肺结核诊断标准符合《中
华人民共和国卫生行业标准肺结核诊断标准》(WS

 

288-2017)[2]。所有患者均知情同意。肺结核诊断标

准:(1)至少1次痰细菌学检查为阳性(包括痰涂片或

痰培养);(2)胸部X线片检查有典型的活动性结核病

变;(3)肺组织病理学诊断为结核病变;(4)疑似肺结

核病患者,随访观察后抗结核药物治疗有效。符合上

述项目之一者即可确诊为肺结核。潜伏感染者:是机

体对结核分支杆菌抗原刺激产生持续的免疫应答但

无明显活动性结核病表现的患者。感染者没有结核

病的任何症状和体征,痰等各种标本抗酸染色涂片和

培养均为阴性,影像学检查正常。排除标准:(1)合并

严重肝脏、肾脏、心脏、血液疾病的患者;(2)肿瘤患

者;(3)HIV、高血压、糖尿病等慢性疾病的患者。
1.2 方法

血液样本采集:3组受试者于入组后次日清晨采

集2
 

mL空腹静脉血置于肝素钠处理的抗凝管中,混
匀后-80

 

℃保存。血浆
 

miRNA
 

提取:采用RNA试

剂盒提取循环
 

RNA,用Thermo
 

核酸检测仪测定产

物纯度。将提取的各种 miRNA
 

储存于-80
 

℃以防

降解。miRNA
 

表达水平的检测:采用 miRNA检测

试剂盒按照说明书配置相应反应体系,将反应底物∶
逆转录引物∶酶(1∶1∶1)混匀后加入

 

miRNA
 

模

板,离心后收集反应产物。PCR逆转录合成
 

cDNA,
反应条件设置为

 

40
 

℃
 

62
 

min,85
 

℃
 

8
 

min。将cD-
NA稀释后采用qPCR法检测Ct

 

值。将cDNA置于

-20
 

℃保存。以cDNA
 

为模板进行PCR芯片检测。
将聚合酶、PCR引物、反应底物、荧光染料置于反应体

系中,混匀后移取模板
 

cDNA,将96孔qPCR芯片在

室温条件下平衡好后,上样。采用ABI3500
 

荧光定量
 

PCR仪进行检测,反应条件设置为
 

90
 

℃
 

10
 

min,
90

 

℃变性15
 

s,63
 

℃
 

退火15s,75
 

℃延伸15
 

s,40个

循环,并在延伸阶段进行荧光检测,然后定量计算

miR-191、miR-886-5p的表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0进行统计分析,计量资料以x±s
表示,组间比较采用单因素方差分析;计数资料以%
表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05

 

为差异有

统计学意义。miRNA水平用2-ΔΔCt 计算表达。采用

ROC曲线分析 miR-191、miR-886-5p诊断肺结核的

意义。利用Person相关性分析肺结核患者 miR-191、
miR-886-5p表达与年龄、性别、肺部病灶个数、空洞个

数的相关性,构建logistic回归分析模型分析肺结核

发生的危险因素。
2 结  果

2.1 一般资料比较

3组患者一般资料包括年龄、性别、吸烟、饮酒例

数差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
表1  3组患者一般资料比较(n=50)

组别
年龄

(x±s,岁)
性别

(男/女,n)
吸烟

(是/否,n)
饮酒

(是/否,n)

对照组 58.46±5.32 33/17 23/27 20/30

结核组 59.10±5.33 34/16 24/26 19/31

潜在感染组 58.87±5.87 32/18 22/28 21/29

2.2 患者miR-191、miR-886-5p表达水平比较
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与对照组相比,潜在感染组、结核组患者 miR-
191水平显著降低,其中结核组患者 miR-191水平最

低,差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组相比,潜
在感染组、结核组患者 miR-886-5p水平显著升高,其
中结核组患者 miR-886-5p水平最高,差异有统计学

意义(P<0.05),见表2。
2.3 肺结核患者 miR-191、miR-886-5p表达与临床

病理特征的关系

根据肺结核患者 miR-191、miR-886-5p表达水平

将患者分为低表达、高表达,分析其与临床病理特征

的关系。结果表明,miR-191、miR-886-5p表达水平

与肺部病灶个数、空洞个数均有显著相关性(P<
0.05),与年龄、性别均无相关性(P>0.05),见表3。

表2  3组患者 miR-191、miR-886-5p表达水平比较

组别 miR-191 miR-886-5p

对照组 3.95±0.13 3.42±0.21

潜在感染组 2.42±0.27 4.05±0.23

结核组 1.68±0.20 5.46±0.28

P <0.05 <0.05

表3  肺结核患者 miR-191、miR-886-5p表达量与临床病理特征的关系(n)

临床病理指标 n
miR-191

低表达(n=22) 高表达(n=28) P

miR-886-5p

低表达(n=24) 高表达(n=26) P

年龄 >0.05 >0.05

 <60岁 13 6 7 5 8

 ≥60岁 37 16 21 19 18

性别 >0.05 >0.05

 男 26 12 14 12 14

 女 24 10 14 12 12

肺部病灶个数 <0.05 <0.05

 <2个 29 8 21 8 21

 ≥2个 21 14 7 16 5

肺部空洞 <0.05 <0.05

 有 32 5 27 10 22

 无 18 17 1 14 4

2.4 肺结核患者 miR-191、miR-886-5p表达与年龄、
性别、肺部病灶个数、空洞个数的Person相关性分析

经Person相关性分析,miR-191、miR-886-5p表

达与年龄(r=0.124、0.153,P>0.05)、性别(r=
0.119、0.174,P>0.05)无明显相关性;与肺部病灶个

数(r=-0.265、0.248,P<0.05)、空洞个数(r=
0.245、0.261,P<0.05)具有相关性。

2.5 miR-191、miR-886-5p诊断的ROC曲线分析

以结核组、潜伏感染组的 miR-191、miR-886-5p
的表达水平为检验变量,对照组为效应变量。ROC
曲线显示 miR-191的灵敏度为60.4%,特异度为

74.0%,曲线下面积为0.699(P<0.05)。miR-886-
5p的灵敏度为77.1%,特异度为66.7%,曲线下面积

为0.751(P<0.05)。ROC曲线表明 miR-191、miR-
886-5p在诊断肺结核都有意义,miR-191、miR-886-5p
联合诊断时,灵敏度为80.2%,特异度为79.8%(P<
0.05),见图1、表4。

2.6 肺结核相关因素的logistic回归分析

将肺结核作为因变量,将年龄、性别、BMI、吸烟、
饮酒、miR-191、miR-886-5p作为自变量,构建logistic

回归分析模型,结果表明,miR-191、miR-886-5p是肺

结核发生的影响因素,见表5。
表4  miR-191、miR-886-5p诊断的ROC曲线分析

项目 Area Std 灵敏度 特异度 P 95%CI

miR-191 0.699 0.050 0.604 0.740 0.000 0.601~0.798

miR-886-5p 0.751 0.046 0.771 0.667 0.000 0.661~0.840

联合指标 0.782 0.041 0.802 0.798 0.000 0.683~0.868

图1  miR-191、miR-886-5p诊断的ROC曲线
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表5  肺结核相关因素的logistic回归分析

项目 B Std Wald
 

χ2 OR P 95%CI

年龄 -0.0370.131 0.126 0.042 0.126 0.015~1.651

性别 0.1360.142 0.851 0.685 0.124 0.125~1.312

BMI 0.1210.115 0.102 0.068 0.133 0.034~1.046

吸烟 0.0240.126 0.759 0.147 0.125 0.213~1.461

饮酒 0.0910.113 0.314 0.246 0.121 0.301~1.123

miR-191 -0.2280.023 1.128 1.281 0.034 1.171~2.074

miR-886-5p 0.2530.034 1.142 1.127 0.016 1.023~2.624

3 讨  论

机体感染结核分枝杆菌后,各个器官被结核分枝

杆菌侵袭,但主要侵袭患者肺部发展为肺结核,患者

可伴有全身乏力、咳嗽、咳血等症状,机体免疫力极度

低下,严重者可致死亡[3]。由于肺结核的传染性较

强,且耐药型结核菌大量出现,给肺结核的治疗带来

极大困难,但若能早期诊断肺结核,及时控制肺结核

的传播,可大大降低肺结核的感染率。
研究表明,miRNA可直接或间接调控靶基因,参

与细胞周期、增殖、凋亡等过程,在微生物感染、机体

免疫应答、炎性反应等过程中发挥重要作用[4]。例

如,miR-150
 

通过调控 PDCD4可对结核分枝杆菌

H37Rv感染THP-1巨噬细胞的炎症、细胞增殖及凋

亡发挥作用[5];miR-191可通过调节炎症因子反应而

参与砷暴露患者的肾功能障碍[6]。研究发现,活动性

肺结核患者中 miR-155的表达量增加了3.7倍[7];

miR-155是结核杆菌介导巨噬细胞凋亡中所必需的

成分[8]。人血清中miR-361-5p、miR-889、miR-576-3p
的表达量在肺结核患者中显著增高[9]。

本研究结果表明,与对照组相比,结核组患者

miR-191表达水平最低(P<0.05)。结 核 组 患 者

miR-886-5p水平显著高于潜在感染组及对照组(P<
0.05)。对临床病理特征进行分析发现,肺结核患者

miR-191、miR-886-5p表达水平与肺部病灶个数、空
洞个数呈明显相关性(P<0.05),与年龄、性别无相关

性(P>0.05)。当机体感染结核分枝杆菌时,患者免

疫力下降,结核菌大量繁殖后超出宿主细胞的免疫控

制能力,导致肺部组织坏死,临床表现为肺部空洞,当
结核分枝杆菌快速生长时,感染越严重时,可加速对

细胞外基质的降解,利于肺部空洞的形成,而分子水

平则表现为 miR-191降低、miR-886-5p高于对照组。

Logistic回归分析表明 miR-191、miR-886-5p是肺结

核发生的影响因素。根据相关研究,miR-191位于染

色体3p21.31,其异常表达与糖尿病、肺动脉高压、炎
性反应等的发生具有相关性[10-11]。miR-191通过靶

向抑制TIMP3激活基质金属蛋白酶2(MMP2)、c-
Jun氨基末端激酶(JNK)等癌基因导致肺癌细胞恶

化[12]。因此,本研究推测 miR-191、miR-886-5p可能

通过抑制相关翻译基因的表达,如 MMP2、JNK等,
而导致肺结核的发生与发展。研究表明,部分 miR-
NA可通过调节热休克蛋白的表达水平而使结核分枝

杆菌滞留于巨噬细胞内,进而逃逸机体对其的免疫杀

伤作 用[13]。例 如,miRNA-130b通 过 与 miRNA-3-
UTR结合而抑制过氧化物酶体增殖物激活受体γ
(PPARγ)的基因转录,从而明显降低其蛋白表达水

平,同时还可抑制 M2型巨噬细胞成熟,明显降低炎

性细胞因子的分泌[14]。因此,miR-191、miR-886-5p
也可能通过调节热休克蛋白的表达而使结核杆菌滞

留于巨噬细胞内进而引发肺结核的发生。
相关研究发现,大部分 miRNA可介导慢性炎性

反应,包括结核病。如miR-223通过调控肺部髓样细

胞分泌的趋化因子CXC酶体2(CXCL2)、白细胞介素

(IL)-6等水平而调控慢性炎症,如结核病等[15-16]。注

射卡介苗后,核因子(NF)-κB信号通路被激活,进而

诱导 miR-21的表达,miR-21作用于IL-12p35抑制

IL-12的产生进而损伤T细胞的免疫反应。miR-886-
5p在肺结核患者表达上调,推测 miR-886-5p可能与

炎性反应有关,通过靶作用于程序性细胞死亡而调节

免疫反应[17]。本研究ROC曲线表明 miR-191、miR-
886-5p在诊断肺结核都有意义,miR-191、miR-886-5p
联合诊断时灵敏度和特异度均高于二者单独诊断,二
者联合诊断的灵敏度为80.2%,特异度为79.8%
(P<0.05)。

由此可见,肺结核患者 miR-191、miR-886-5p分

子的差异性表达,可较好反映机体感染结核杆菌后机

体发生的免疫应答,可作为判断肺结核严重程度的生

物标志物。
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