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  摘 要:目的 探讨嗅素结构域家族蛋白4(OLFM4)、组织蛋白酶C(CTSC)、LL-37及降钙素原(PCT)联

合检测在外伤或手术患者细菌感染早期诊断的价值。方法 选取2023年1—7月该院收治住院的外伤或手术

160例患者进行血培养或分泌物培养,根据细菌培养结果分为细菌培养阳性患者(阳性组)120例,细菌培养阴

性患者(阴性组)40例。阳性组根据病原菌类型分为53例革兰阴性菌感染组(G- 菌组)和67例革兰阳性菌感

染组(G+菌组)。另选取同期该院体检健康者30例作为对照组。比较各组及阳性组敏感菌和耐药菌患者血清

OLFM4、CTSC、LL-37和 PCT 水 平,以 及 中 性 粒 细 胞 OLFM4、CTSC 和 LL-37
 

mRNA 相 对 表 达 水 平。
结果 阴性组和阳性组血清 OLFM4、CTSC、LL-37和PCT水平显著高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。阴性组和阳性组OLFM4、CTSC和LL-37

 

mRNA相对表达水平显著高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05)。G-菌组血清PCT水平显著高于G+菌组,差异有统计学意义(P<0.05)。敏感菌患者血清CTSC
和LL-37水平显著高于耐药菌患者,耐药菌患者血清 OLFM4水平显著高于敏感菌患者,差异有统计学意义

(P<0.05)。敏感菌患者中性粒细胞CTSC
 

mRNA和LL-37
 

mRNA相对表达水平显著高于耐药菌患者,差异

有统计学意义(P<0.05)。结论 PCT可作为外伤或手术患者细菌感染的早期诊断评估指标,OLFM4和LL-
37指标能较好地区分敏感菌与耐药菌感染及疗效预后判断。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

olfactomedin
 

domain
 

family
 

4
 

(OLFM4),cathepsin
 

C
 

(CTSC),LL-37
 

and
 

procalcitonin
 

(PCT)
 

combined
 

detection
 

in
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

bacterial
 

infection
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

trauma
 

or
 

surgery.Methods A
 

total
 

of
 

160
 

patients
 

with
 

trauma
 

or
 

surgery
 

admitted
 

to
 

a
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

July
 

2023
 

were
 

selected
 

for
 

blood
 

culture
 

or
 

secretion
 

culture.According
 

to
 

the
 

results
 

of
 

bac-
terial

 

culture,120
 

patients
 

with
 

positive
 

bacterial
 

culture
 

were
 

selected
 

as
 

positive
 

group
 

and
 

40
 

patients
 

with
 

negative
 

bacterial
 

culture
 

were
 

selected
 

as
 

negative
 

group.The
 

positive
 

group
 

was
 

divided
 

into
 

53
 

Gram-nega-
tive

 

bacteria
 

infection
 

group
 

(G-
 

bacteria
 

group)
 

and
 

67
 

Gram-positive
 

bacteria
 

infection
 

group
 

(G+
 

bacteria
 

group)
 

according
 

to
 

the
 

types
 

of
 

pathogens.Another
 

30
 

healthy
 

subjects
 

in
 

a
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

OLFM4,CTSC,LL-37
 

and
 

PCT,and
 

the
 

relative
 

mR-
NA

 

expression
 

levels
 

of
 

OLFM4,CTSC
 

and
 

LL-37
 

in
 

neutrophils
 

were
 

compared
 

among
 

all
 

groups
 

and
 

posi-
tive

 

groups.Results Serum
 

levels
 

of
 

OLFM4,CTSC,LL-37
 

and
 

PCT
 

in
 

negative
 

and
 

positive
 

groups
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

OLFM4,CTSC
 

and
 

LL-37
 

mRNA
 

in
 

negative
 

and
 

positive
 

groups
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

serum
 

PCT
 

level
 

of
 

G-
 

bacteria
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

G+
 

bacteria
 

group,and
 

the
 

differences
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

serum
 

levels
 

of
 

CTSC
 

and
 

LL-37
 

in
 

patients
 

with
 

sensitive
 

bacteria
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

drug-resistant
 

bacteria,and
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

OLFM4
 

in
 

patients
 

with
 

drug-resistant
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bacteria
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

sensitive
 

bacteria,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

CTSC
 

mRNA
 

and
 

LL-37
 

mRNA
 

in
 

neutrophils
 

in
 

patients
 

with
 

sensitive
 

bacteria
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

drug-resistant
 

bacteria,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion PCT
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

early
 

diagnosis
 

and
 

evalua-
tion

 

index
 

of
 

bacterial
 

infection
 

in
 

patients
 

with
 

trauma
 

or
 

surgery.OLFM4
 

and
 

LL-37
 

can
 

better
 

distinguish
 

the
 

infection
 

of
 

sensitive
 

bacteria
 

from
 

drug-resistant
 

bacteria
 

and
 

judge
 

the
 

curative
 

effect
 

and
 

prognosis.
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  外伤或手术后发生的感染极易导致住院时间的

延长和医疗费用的增加,而且还影响疾病的治疗效

果[1]。常见的感染主要由细菌、病毒等病原体引起,
由于在感染早期没有明确的诊断,往往通过经验选择

抗菌药物治疗,导致抗菌药物滥用和细菌耐药性增

加,延误了最佳治疗时机[2]。机体中性粒细胞对炎症

级联反应和损伤后的组织修复都至关重要。有研究

表明,中性粒细胞相关通路可能与感染、败血症甚至

脓毒症相关器官衰竭和死亡的发展直接相关[3]。白

细胞计数、白细胞介素-6等指标缺乏较好的灵敏度和

特异度,而血培养时间较长而且有菌生长的阳性率较

低,不利于早期诊断细菌感染[4-5]。LL-37是含有37
个氨基酸人源抗菌肽,主要由中性粒细胞和巨噬细胞

产生,当机体出现感染、炎症、创伤刺激时,LL-37呈

诱导性表达上调,参与宿主的防御反应[6-8]。人类嗅

素结构域家族蛋白4(OLFM4)是一个人类嗅素蛋白

结构域保守的糖蛋白家族的成员。它内源性表达于

中性粒细胞、肠隐窝和前列腺中,在许多病毒和细菌

感染及疟疾中 OLFM4表达上调[9]。ALDER等[10]

研究发现,与健康对照组相比,脓毒性休克儿童患者

OLFM4
 

mRNA水平高度上调,而且其血清蛋白浓度

增加了近100倍。组织蛋白酶C(CTSC)是一种溶酶

体半胱氨酸类蛋白酶,主要激活中性粒细胞弹性蛋白

酶、组织蛋白酶G和蛋白酶3等各种颗粒性丝氨酸蛋

白酶而对中性粒细胞发挥正常的免疫功能起重要作

用[11]。OLFM4在中性粒细胞中的功能作用尚不清

楚。本研究旨在探讨中性粒细胞 OLFM4、CTSC、
LL-37及降钙素原(PCT)对外伤或手术患者在细菌

感染性诊断及耐药判断的价值。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2023年1—7月本院收治住院

的外伤或手术160例患者进行血培养或分泌物培养,
根据细菌培养结果分为细菌培养阳性患者(阳性组)
120例,细菌培养阴性患者(阴性组)40例。阳性组根

据病原菌类型分为53例革兰阴性菌感染组(G- 菌

组)和67例革兰阳性菌感染组(G+ 菌组)。纳入标

准:(1)临床诊断为细菌性感染;(2)年龄≥14岁;(3)
就诊期间至少1次血培养分泌物阳性且在血培养当

天同 时 检 测 外 周 血 中 性 粒 细 胞 和 血 清 OLFM4、
CTSC、LL-37及PCT水平;(4)同一患者如果多次送

检则只统计第1次检测结果。排除标准:甲状腺癌、

血液病、慢性肾病和自身免疫性疾病、同一次培养出

多种病原微生物、临床资料缺失出现标本污染等因

素。另选取同期本院体检健康者30例作为对照组。
本研究通过皖北煤电集团总医院医学伦理委员会审

查和批准,研究对象同意并签署相关知情同意书。
1.2 中性粒细胞分离 采用Percoll非连续密度梯

度法提取中性粒细胞,配制浓度为5×106/mL中性

粒细胞悬液,选用日本 TAKARA
 

RNA纯化试剂提

取从中性粒细胞中提取总RNA并评估RNA浓度和

纯度,采用反转录试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)
将RNA反转录成cDNA,作为聚合酶链反应(PCR)
扩增模板,按照参考文献[12-14]设计引物,由生工生

物工程上海股份有限公司设计合成,引物序列见表1。
使用 TB

 

Green
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ(Takara)在罗氏

LC480实时荧光定量PCR仪系统上进行实时荧光定

量PCR。反应条件:95
 

℃
 

10
 

min、94
 

℃
 

20
 

s、60
 

℃
 

35
 

s,共38个循环,甘油醛-3-磷酸脱氢酶被用作内源

性
 

mRNA参考。使用2-ΔΔCt 法计算
 

OLFM4、CTSC
和LL-37基因的相对表达水平。

表1  OLFM4、CTSC和LL-37基因引物序列

基因 引物序列
 产物大小

(bp)

OLFM4 正向:5'-AGATCAAAACACCCCTGTC-3' 140

反向:5'-CACACCACCATGACCACA-3'
 

CTSC 正向:5'-CCAACTGCACCTATCTTGACC-3' 145

反向:5'-AAGGCAAACCACTTGTAGTCATT-3'

LL-37 正向:5'-GAAGACCCAAAGGAATGGCC-3' 195

反向:5'-TCAGAGCCCAGAAGCCTGAG-3'

1.3 各组外周血清 OLFM4、CTSC、LL-37和PCT
水平检测 PCT检测由北京万泰化学发光分析仪及

配套试剂检测;OLFM4、CTSC和LL-37检测由武汉

华美 生 物 提 供 的 试 剂 采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)法进行检测。
1.4 各组血培养及药敏试验 采用BD全自动血培

养仪对采集外周血进行培养或分泌物进行培养,采用

梅里埃细菌鉴定和药敏分析系统对培养阳性的菌液

进行细菌鉴定和药敏检测。血培养或分泌物标本采

集、培养、阳性菌的药敏鉴定等严格按照相对应的操

作规程进行操作。
1.5 药敏试验结果判定 药敏试验参照 M100抗微
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生物药物敏感性试验执行标准进行判定。甲氧西林

对金黄色葡萄球菌药敏:最小抑菌浓度(MIC)<2
 

μg/
mL为敏感,MIC>4

 

μg/mL为耐药;碳青霉烯类对肠

杆菌科细菌药敏:MIC<1
 

μg/mL为敏感,MIC>4
 

μg/mL为耐药;碳青霉烯类对鲍曼不动杆菌药敏:
MIC<2

 

μg/mL为敏感,MIC>8
 

μg/mL为耐药。
1.6 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析。正态分布的计量资料以x±s表示,多组比

较采用方差分析,组间比较采用SNK-q 检验;两组比

较采用配对t 检验;非正态分布的计量资料以 M

(P25,P75)表示,多组比较采用Kruskal-Wallis
 

H 检

验,两组比较采用曼-惠特尼秩和检验。P<0.05表

示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组血清 OLFM4、CTSC、LL-37和PCT水平

比较 阴性组和阳性组血清 OLFM4、CTSC、LL-37
和PCT 水平显著高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05);阳性组血清 OLFM4、CTSC、LL-37和

PCT水平显著高于阴性组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表2。

表2  各组血清OLFM4、CTSC、LL-37和PCT水平比较[x±s或M(P25,P75),ng/mL]

组别 n OLFM4
 

CTSC
 

LL-37
 

PCT

阳性组 120 40.65±7.33*△ 4.60±1.09*△ 0.99±0.23*△ 8.67(0.75,55.83)*△

阴性组 40 24.35±9.90* 2.36±1.11* 0.51±0.25* 2.92(0.24,3.29)*

对照组 30 13.21±7.56 1.14±0.36 0.26±0.15 0.31(0.13,4.01)

F/H 28.359 11.785 10.587 12.364

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

  注:与对照组比较,*P<0.05;与阴性组比较,△P<0.05。

2.2 各组中性粒细胞OLFM4、CTSC和LL-37
 

mR-
NA相对表达水平比较 阴性组和阳性组 OLFM4、
CTSC和LL-37

 

mRNA相对表达水平显著高于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05);阳性组 OLFM4、
CTSC和LL-37

 

mRNA相对表达水平显著高于阴性

组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.3 G-菌组与G+菌组血清OLFM4、CTSC、LL-37
和PCT水平比较 G-菌组血清PCT水平显著高于

G+菌组,差异有统计学意义(P<0.05);G-菌组血清

OLFM4、CTSC和LL-37水平与G+ 菌组比较,差异

无统计学意义
 

(P>0.05)。见表4。
表3  各组中性粒细胞OLFM4、CTSC、LL-37

 

mRNA
   相对表达水平比较(x±s)

组别 n OLFM4
 

mRNA
 

CTSC
 

mRNA
 

LL-37
 

mRNA
 

阳性组 120 12.55±2.60 11.44±1.66 9.71±1.53

阴性组 40 9.29±0.83 8.23±0.65 6.43±0.99

对照组 30 6.80±0.84 6.26±0.72 4.81±1.00

F 15.160 30.030 29.350

P <0.05 <0.05 <0.05

表4  G+菌组与G-菌组血清OLFM4、CTSC和LL-37水平比较[x±s或M(P25,P75),ng/mL]

组别 n OLFM4
 

CTSC
 

LL-37 PCT

G-菌组 53 42.09±9.26 4.65±1.33 0.98±0.20 11.18(1.40,74.84)*

G+菌组 67 39.20±4.37 4.55±0.80 0.92±0.26 2.15(0.37,20.93)

t/U 0.654 0.364 0.195 23.923

P >0.05 >0.05 >0.05 <0.05

  注:与G+菌组比较,*P<0.05。

2.4 G-菌组与G+ 菌组中性粒细胞 OLFM4、CTSC
和LL-37

 

mRNA相对表达水平比较 G- 菌组中性

粒细胞OLFM4、CTSC和LL-37
 

mRNA相对表达水

平与G+菌组比较,差异无统计学意义
 

(P>0.05)。
见表5。
2.5 敏感菌和耐药菌患者血清 OLFM4、CTSC、LL-
37和PCT水平比较 敏感菌患者血清CTSC和LL-
37水 平 显 著 高 于 耐 药 菌 患 者,耐 药 菌 患 者 血 清

OLFM4水平显著高于敏感菌患者,差异有统计学意

义(P<0.05),而敏感菌患者血清PCT水平与耐药菌

患者比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表6。
表5  G-菌组与G+菌组中性粒细胞OLFM4、CTSC、

  LL-37
 

mRNA相对表达水平比较(x±s)

组别 n OLFM4
 

mRNA
 

CTSC
 

mRNA
 

LL-37
 

mRNA
 

G+菌组 67 12.97±3.21 11.07±1.72 9.38±1.35

G-菌组 53 12.08±1.79 11.84±1.62 10.10±1.74

t 0.575 0.599 0.785

P >0.05 >0.05 >0.05
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表6  敏感菌和耐药菌患者血清OLFM4、CTSC、LL-37和PCT水平比较[x±s或M(P25,P75),ng/mL]

项目 n OLFM4 CTSC LL-37 PCT

敏感菌 60 33.73±5.97 5.13±1.34 1.10±0.39 8.78(1.40,74.84)

耐药菌 60 44.56±8.58 4.08±0.62 0.88±0.25 8.45(0.37,70.93)

t/U 15.489 7.983 7.983 0.618

P <0.05 <0.05 <0.05 >0.05

2.6 敏感菌和耐药菌患者中性粒细胞 OLFM4、
CTSC和LL-37

 

mRNA相对表达水平比较 敏感菌

患者中性粒细胞CTSC
 

mRNA和LL-37
 

mRNA相对

表达水平显著高于耐药菌患者,差异有统计学意义

(P<0.05);耐药菌患者中性粒细胞 OLFM4
 

mRNA
相对表达水平显著高于敏感菌患者,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表7。
表7  敏感菌和耐药菌患者中性粒细胞OLFM4、CTSC、

  LL-37
 

mRNA相对表达水平比较(x±s)

项目 n OLFM4
 

mRNA CTSC
 

mRNA LL-37
 

mRNA

敏感菌 60 11.26±1.64 12.08±1.63 10.28±1.47

耐药菌 60 14.91±2.43 10.25±0.96 8.69±1.13

t 3.260 2.850 4.880

P <0.05 <0.05 <0.05

3 讨  论

  外伤或外科手术引起细菌感染引起的疾病严重

威胁患者的生命,是临床最常见的疾病之一,极易出

现抗菌耐药性[15-17]。选择何种指标可以有效精确地

诊断并预防感染最为重要[18-19]。中性粒细胞是机体

先天免疫的主要组成部分,为抵御细菌感染提供了至

关重要的第一道屏障。了解潜在的中性粒细胞活性

更好地对抗细菌感染的分子机制是非常重要。
LL-37是先天免疫的重要组成部分,广泛存在于

人中性粒细胞、巨噬细胞、上皮细胞、肺泡灌洗液及鼻

黏膜分泌物中[20]。由人抗菌肽18经丝氨酸蛋白酶3
水解后生成活性成分LL-37,LL-37对细菌、病毒、真
菌及生物被膜均表现出广泛抑菌作用[21-22]。李俊

等[23]研究报道,LL-37极易与细菌细胞壁上带负电的

脂磷壁酸或脂多糖相结合通过破坏细胞壁导致细菌

死亡,而哺乳动物中性细胞膜不易受到损伤。CTSC
是一种溶酶体半胱氨酸肽酶,可激活中性粒细胞中的

颗粒相关丝氨酸蛋白酶。本研究结果发现,在机体受

到病原微生物感染时立即启动机体非特异性免疫反

应,包括中性粒细胞动员和激活,外周血清 CTSC、
LL-37及PCT水平显著增高。说明机体免疫细胞中

CTSC通过激活蛋白酶3产生LL-37,起到抗菌活性

和清除作用。肖倩等[24]研究报道,当铜绿假单胞菌痰

培养阳性时,LL-37和PCT水平升高,这对评估患者

感染的早期诊断有一定临床应用价值,与本研究结果

一致。耐药菌患者血清LL-37和CTSC水平显著低

于敏感菌患者,同时中性粒细胞LL-37和CTSC
 

mR-
NA都下调,提示随着感染的加重及耐药菌的产生,机
体免疫功能进一步恶化,这可能是由于耐药菌释放某

种调节因子抑制机体免疫细胞中CTSC活性、减弱

LL-37的杀菌作用。
OLFM4主要表达于造血髓细胞和胃肠道中,参

与调节凋亡、分化和生长等多种细胞功能。
 

OLFM4
在一些G+菌和G-菌感染中表达上调,并在宿主对细

菌感染的先天免疫中发挥重要作用[25]。有研究报道,
与健康对照组相比,0~16岁被诊断为细菌感染(包括

大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌)的儿童中OLFM4表

达上 调[26-27],与 本 研 究 结 果 一 致。有 研 究 报 道,
OLFM4抑制了几种在先天免疫反应中重要的颗粒蛋

白酶的激活,包括CTSC和组织蛋白酶G、中性粒细

胞弹性蛋白酶和蛋白酶3[28-29]。LIU
 

等[30]通过体外

和体内研究发现,中性粒细胞中OLFM4代表了一种

新的CTSC蛋白抑制剂,OLFM4缺陷中性粒细胞中

细菌杀灭增加的机制归因于 OLFM4与CTSC物理

性结合而抑制CTSC作为一种丝氨酸蛋白酶的活性。
本研究结果也显示,随着耐药菌的出现,患者血清

OLFM4水 平 显 著 高 于 敏 感 菌 患 者,中 性 粒 细 胞

OLFM4
 

mRNA上调,同时血清CTSC水平降低及其
 

mRNA下调,提示机体免疫细胞中OLFM4活性的增

加导致外周血清CTSC活性因抑制而降低,减弱了机

体免疫系统清除病原微生物的能力,如果不及时采取

干预措施,最终将导致免疫功能失平衡 和 感 染 的

加重。
综上所述,OLFM4是一种中性粒细胞颗粒蛋白,

是通过抑制CTSC活性来调控LL-37杀伤细菌的重

要负调节因子,过多的OLFM4可抑制机体对细菌的

清除能力,而且极易诱导耐药菌的产生。因此,通过

OLFM4调节LL-37的表达来增强宿主先天免疫是治

疗病原微生物和耐药菌感染的重要潜在途径。
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