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  摘 要:目的 探讨慢性阻塞性肺疾病(COPD)合并肺癌患者血清微小RNA(miR)-210相对表达水平与

肺功能和辅助性T细胞17(Th17)相关细胞因子的关系。方法 选择2017年1月至2020年12月该院收治的

COPD合并肺癌患者(COPD合并肺癌组,n=60)、单纯肺癌患者(肺癌组,n=60)、单纯COPD患者(COPD组,
n=80)以及同期健康体检者(健康对照组,n=100)为研究对象。检测血清miR-210相对表达水平、肺功能指标

及Th17相关细胞因子指标水平;采用Pearson相关分析miR-210相对表达水平与COPD合并肺癌患者肺功能

指标、Th17相关细胞因子指标的相关性;采用受试者工作特征曲线(ROC曲线)分析血清 miR-210相对表达水

平诊断COPD合并肺癌的价值。结果 健康对照组、COPD组、肺癌组、COPD合并肺癌组患者血清 miR-210
相对表达水平、Th17相关细胞因子指标[白细胞介素(IL)-17、IL-21、IL-23、肿瘤坏死因子(TNF)-α]水平逐渐

升高,肺功能指标[第1秒用力呼气容积/用力肺活量(FEV1/FVC)、FEV1预计值百分比(FEV1%pred)、呼气

流量峰值(PEF)]逐渐降低,组间两两比较差异均有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,
COPD合并肺癌组患者血清miR-210相对表达水平与FEV1/FVC、FEV1%pred、PEF呈负相关(P<0.05),与

IL-17、IL-21、IL-23、TNF-α水平呈正相关(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,血清 miR-210相对表达水平

诊断COPD合并肺癌的截断值为2.8,灵敏度为66.67%,特异度为75.00%,曲线下面积(AUC)为0.704(95%
CI:0.525~0.944)。结论 COPD合并肺癌患者血清miR-210相对表达水平与肺功能、Th17相关细胞因子指

标有相关性,可一定程度反映患者病情严重程度,血清 miR-210可作为为辅助诊断COPD合并肺癌的分子标

志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

of
 

serum
 

microRNA
 

(miR)-210
 

relative
 

expression
 

level
 

with
 

pulmonary
 

function
 

and
 

T
 

helper
 

17
 

cells
 

(Th17)-related
 

cytokines
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD)
 

complicating
 

with
 

lung
 

cancer.Methods From
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2020,

patients
 

with
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer
 

(COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer
 

group,60
 

cases),patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

(lung
 

cancer
 

group,60
 

cases),patients
 

with
 

COPD
 

(COPD
 

group,80
 

cases),and
 

healthy
 

persons
 

(healthy
 

control
 

group,100
 

cases)
 

during
 

the
 

same
 

period
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

ob-
jects.The

 

serum
 

miR-210
 

relative
 

expression
 

level,pulmonary
 

function
 

indexes
 

values
 

and
 

Th17-related
 

cyto-
kines

 

indexes
 

level
 

were
 

detected.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

ser-
um

 

miR-210
 

relative
 

expression
 

and
 

pulmonary
 

function
 

indexes
 

and
 

Th17-related
 

cytokines
 

indexes
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer.The
 

value
 

of
 

serum
 

miR-210
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

diag-
nosis

 

of
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer
 

was
 

analyzed
 

by
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC
 

curve).
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Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-210,Th17-related
 

cytokines
 

indexes
 

[interleukin
 

(IL)-
17,IL-21,IL-23,tumor

 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α]
 

levels
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group,COPD
 

group,lung
 

cancer
 

group
 

and
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer
 

group
 

were
 

increased
 

gradually,and
 

the
 

pulmonary
 

function
 

inde-
xes

 

[forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

one
 

second/forced
 

vital
 

capacity
 

(FEV1/FVC),FEV1%
 

predicted
 

(FEV1%
pred),peak

 

expiratory
 

flow
 

(PEF)]
 

values
 

were
 

decreased
 

gradually,the
 

differences
 

between
 

any
 

two
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

serum
 

miR-210
 

rela-
tive

 

expression
 

level
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

FEV1/FVC,FEV1%pred,PEF
 

(P<0.05),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

IL-17,IL-21,IL-23,TNF-α
 

(P<0.05).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

results
 

determined
 

that
 

the
 

threshold
 

of
 

miR-210
 

was
 

2.8,sensitivity
 

was
 

66.67%,specificity
 

was
 

75.00%,and
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

0.704
 

(0.95CI:0.525-0.944).Conclusion Serum
 

miR-210
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

patients
 

with
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer
 

is
 

correlated
 

with
 

pulmonary
 

function
 

and
 

Th17-related
 

cytokines,which
 

can
 

reflect
 

the
 

severity
 

of
 

patients'
 

disease
 

to
 

a
 

certain
 

extent.Serum
 

miR-210
 

has
 

the
 

potential
 

to
 

be
 

used
 

as
 

an
 

auxiliary
 

diagnostic
 

molecule
 

of
 

COPD
 

complicating
 

lung
 

cancer.
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)及肺癌为全球性高发

病率、高病死率的疾病,均为重大公共健康问题[1]。
流行病学研究证实,吸烟致COPD患者合并肺癌的概

率远远大于非吸烟COPD患者,COPD是诱发肺癌的

危险因素,且肺癌是导致COPD患者最常见的死亡原

因[2]。COPD合并肺癌的发病率呈逐年增加趋势,临
床工作中,COPD合并肺癌的诊治情况仍不乐观,早
期诊断、判断病情进展对提高疗效、改善患者预后至

关重要。
微小RNA(miR)-210作为重要的缺氧敏感型微

小RNA分子,在实体肿瘤缺氧微环境中变化显著,促
使细胞发生凋亡逃逸,导致细胞增殖失控并发生癌变

倾向[3]。研究证实,COPD对肺癌免疫微环境产生影

响,且在免疫治疗中COPD合并肺癌患者能够获益,
提示COPD异常炎症免疫状态在肺癌诱发、恶性进展

过程中发挥作用[4]。辅助性T细胞17(Th17)是体内

重要的免疫细胞,在调节炎症免疫方面发挥重要作

用,尤其在慢性炎症继发肿瘤过程中更为明显[5]。
鉴于此,本研究拟探讨血清 miR-210表达水平与

患者肺功能、Th17相关细胞因子的关系及其诊断

COPD合并 肺 癌 的 价 值,旨 在 为 该 病 的 诊 治 提 供

参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2017年1月至2020年12月本

院收治的COPD合并肺癌患者(COPD合并肺癌组,
n=60)、单纯肺癌患者(肺癌组,n=60),单纯COPD
患者(COPD组,n=80),以及同期体检健康者(健康

对照组,n=100)为研究对象,COPD符合《慢性阻塞

性肺疾病基层诊疗指南(2018年)》中的诊断标准[6],
肺癌符合文献[7]中的诊断标准,排除未完成肺功能

检测、合并其他恶性肿瘤、合并自身免疫性疾病、合并

支气管哮喘、肺结核等肺部疾病患者。
COPD合并肺癌组患者中男43例,女17例;年

龄52~81岁,平均(67.52±10.41)岁;36例患者有吸

烟史,24例 患 者 无 吸 烟 史;吸 烟 指 数(1
 

036.2±
323.5);病理类型:鳞癌31例,腺癌18例,其他11
例。肺癌组中男45例,女15例;年龄50~80岁,平
均(65.24±9.46)岁;38例患者有吸烟史,22例患者

无吸烟史;吸烟指数(937.9±315.3);病理类型:鳞癌

29例,腺癌19例,其他12例。COPD组中男57例,
女23例;年龄51~81岁,平均(66.43±9.02)岁;45
例患 者 有 吸 烟 史,35例 患 者 无 吸 烟 史;吸 烟 指 数

(995.3±306.3)。健康对照组中男71例,女29例;
年龄53~79岁,平均(65.62±9.23)岁。4组研究对

象性别构成、年龄比较差异无统计学意义(P>0.05),
具有可比性。本研究患者及其家属签署知情同意书,
且本研究经本院伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 血清标本收集 以普通采血试管于清晨采集

所有研究对象静脉血4~5
 

mL,以2
 

000
 

r/min在

-5
 

℃环境下离心10
 

min,收集上层血清2
 

mL,分装

于两个试管,每个试管1
 

mL。其中一个即刻送实验

室进行miR-210检测。另一个则置于-80
 

℃冰箱保

存备用,保存期为6个月。使用前,从-80
 

℃冰箱转

移至-5
 

℃冰箱放置30
 

min,再放置室温下至缓慢融

解,即刻送实验室进行miR-210检测。
1.2.2 miR-210检 测 采 用 RNA 提 取 试 剂 盒

(51028-M,常州百代生物科技股份有限公司)提取血

清RNA;采用逆转录试剂盒(K1652,美国 Thermo
 

Fisher公司)、PCR仪(ABI9700,美国ABI公司)合成

cDNA;采用荧光定量PCR仪(Rotor-Gene
 

3000,德国

Qiangen公司)进行定量检测,定量引物(上海生工生

物工程公司设计和合成)序列如下,miR-210-F:5'-
GTG

 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T-3';miR-210-R:5'-
TAT

 

CTG
 

TGC
 

GTG
 

TGA
 

CAG
 

CGG
 

CT-3'。U6-
F:5'-CTC

 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

C-3';U6-R:5'-AAC
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GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

G-3'。反应条件如下:
95

 

℃预变性10
 

min,40个循环;95
 

℃,15
 

s;60
 

℃,
60

 

s。以U6为 miR-210内参,采用2-ΔΔCt 计算 miR-
210相对表达量。
1.2.3 肺功能检测 采用肺功能检测仪(Master

 

Screen
 

PFT
 

System,德国耶格公司)检测受试者的用

力肺活量(FVC)、第1秒用力 呼 气 容 积(FEV1)、
FEV1预计值百分比(FEV1%pred)及呼气流量峰值

(PEF)等肺功能指标。
1.2.4 Th17相关细胞因子检测 采用酶联免疫吸

附法(ELISA)检测外周血Th17相关细胞因子指标水

平。具体步骤如下:收集受试者晨起空腹外周血10
 

mL,低温2
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集上清液,
ELISA试剂盒(上海臻科生物科技有限公司)检测白

细胞 介 素 (IL)-17、IL-21、IL-23、肿 瘤 坏 死 因 子-α
(TNF-α)水平。
1.3 统计学处理 采用SPSS21.0软件对数据进行

分析。计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因

素方差分析,组间两两对比采用LSD-t检验。计数资

料以百分数表示,组间比较采用χ2 检验。相关性采

用 Pearson相关分析。采用受试者工作特征曲线

(ROC曲线)分析血清miR-210诊断COPD合并肺癌

的效能。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组血清 miR-210、肺功能及Th17相关细胞因

子比较 各组血清 miR-210相对表达水平、肺功能指

标及Th17相关细胞因子指标水平差异均有统计学意

义(P<0.05)。健 康 对 照 组、COPD 组、肺 癌 组、
COPD合并肺癌组患者血清 miR-210相对表达水平

逐渐升高,组间两两比较差异均有统计学意义(P<
0.05)。健康对照组、COPD组、肺癌组、COPD合并

肺癌组患者肺功能指标水平逐渐降低,组间两两比较

差异均 有 统 计 学 意 义(P<0.05)。健 康 对 照 组、
COPD组、肺癌组、COPD合并肺癌组患者Th17相关

细胞因子指标水平逐渐升高,组间两两比较差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  各组血清 miR-210相对表达水平、肺功能指标及Th17相关细胞因子水平比较(x±s)

组别 n
血清miR-210
相对表达水平

肺功能指标

FEV1/FVC(%) FEV1%pred(%) PEF(L/min)

健康对照组 100 1.126±0.168 85.61±8.76 89.34±20.57 462.19±56.24

COPD组 80 1.968±0.363* 61.94±8.21* 68.19±14.92* 297.36±35.69*

肺癌组 60 2.463±0.339*# 58.32±7.61*# 64.83±12.85*# 243.74±33.49*#

COPD合并肺癌组 60 3.163±0.526*#▽ 54.76±7.59*#▽ 60.46±10.34*#▽ 216.37±31.58*#▽

F 357.918 272.588 39.597 662.023

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

组别 n
Th17相关细胞因子

IL-17(pg/mL) IL-21(pg/mL) IL-23(pg/mL) TNF-α(pg/mL)

健康对照组 100 15.95±1.86 12.91±2.12 23.17±1.78 3.44±1.16

COPD组 80 18.71±1.95* 14.25±2.36* 28.27±3.09* 6.73±1.21*

肺癌组 60 20.32±1.99*# 18.42±2.54*# 32.43±3.98*# 7.54±1.38*#

COPD合并肺癌组 60 23.23±2.67*#▽ 21.93±2.24*#▽ 40.54±5.14*#▽ 8.87±1.79*#▽

F 76.799 114.387 542.424 325.53

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与COPD组比较,#P<0.05;与肺癌组比较,▽P<0.05。

2.2 COPD合并肺癌组患者血清 miR-210相对表达

水平与肺功能指标、Th17相关细胞因子指标的相关

性 Pearson相关分析显示,COPD合并肺癌组患者

血清miR-210相对表达水平与FEV1/FVC、FEV1%
pred、PEF呈负相关(P<0.05),与IL-17、IL-21、IL-
23、TNF-α呈正相关(P<0.05)。见表2。
2.3 血清miR-210相对表达水平对COPD合并肺癌

的诊断价值 ROC曲线分析结果显示,血清 miR-210
相对表达水平诊断 COPD合并肺癌的曲线下面积

(AUC)为0.704(95%CI:0.525~0.944);血清 miR-

210相对表达水平的截断值为2.8时,具有较高的灵敏
度(66.67%)和特异度(75.00%),约登指数为0.417。

表2  COPD合并肺癌组患者血清 miR-210相对表达

  水平与肺功能指标、Th17相关细胞因子

   指标的相关性(n=60)

指标 r P

FEV1/FVC -0.421 0.011

FEV1%pred -0.358 0.023

PEF -0.469 0.008
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续表2  COPD合并肺癌组患者血清 miR-210相对表达

  水平与肺功能指标、Th17相关细胞因子

   指标的相关性(n=60)

指标 r P

IL-17 0.521 <0.001

IL-21 0.378 0.018

IL-23 0.492 <0.001

TNF-α 0.519 <0.001

3 讨  论

吸烟、烟雾暴露、慢性炎症及遗传易感性等均为

COPD合并肺癌的易感因素,具体发病机制尚无统一

结论。近年来有学者提出,肺癌可能是COPD的最终

结局[8]。COPD合并肺癌多发于60岁以上男性长期

吸烟人群,且COPD呼吸道症状可能掩盖肺癌患者早

期临床症状,导致患者漏诊、误诊,COPD合并肺癌确

诊时多为晚期,受自身肺功能限制的原因,无法接受

根治性治疗,治疗难度大,预后差[9]。高危人群定期

检查肺功能、检测血清诊断标志物,有助于早期诊断,
提高治疗效果,改善生活质量和提高预后。

COPD是一种慢性炎症性肺部疾病,肺组织反复

的损伤、修复引发瘢痕,导致肿瘤发生[10],可见异常炎

性反应在COPD疾病进展、恶化为肺癌的过程中发挥

重要作用。miR-210已被证实在急性脑梗死、肝炎、
脓毒症等疾病的炎症病理过程中发挥作用,且与IL-
6、TNF-α 等 炎 症 因 子 间 存 在 相 关 性[11];缺 氧 是

COPD、COPD合并肺癌患者的重要特征,而对缺氧敏

感的miR-210可能在COPD在发生、发展过程中发挥

调节功能[12]。
本研究发现健康体检者、单纯COPD患者、单纯

肺癌患者、COPD合并肺癌患者血清 miR-210相对表

达水平逐渐升高,初步证明 miR-210高表达可能与

COPD异常炎症、肺部癌变有关;研究证实 VEGF与

肺癌血管生成关系紧密[13],miR-210作为实体瘤在缺

氧条件下变化最显著的 miRNA 分子,笔者推测,

miR-210可能通过调节 VEGF表达促进肿瘤血管新

生、协助肿瘤细胞免疫逃逸,诱发肺癌[14]。
肺功能检查是诊断COPD的“金标准”。本研究

发现,与健康体检者比较,单纯COPD患者、单纯肺癌

患者的肺功能下降,且COPD合并肺癌患者肺功能损

伤较单纯COPD患者、单纯肺癌患者更加严重,笔者

推测COPD患者肺功能下降,黏膜清除能力下降,可
能是导致肺部肿瘤形成的机制之一;此外,COPD合

并肺癌患者血清 miR-210相对表达水平与 FEV1/

FVC、FEV1%pred、PEF呈负相关,表明监测血清

miR-210相对表达水平,可在一定程度上评估患者肺

功能损伤情况。

Th17细胞主要分泌IL-17、IL-21、IL-23、TNF-α
等促炎因子。研究表明,肺癌患者外周血Th17细胞

水平升高[15];临床研究发现,Th17相关细胞因子水平

升高可增加COPD患者罹患肺癌发生的风险[16-17];

Th17细胞促进炎性反应,在COPD合并肺癌疾病发

生、发展中发挥关键调控作用[15]。本研究发现,健康

体检者、COPD患者、COPD合并肺癌患者的外周血

IL-17、IL-21、IL-23、TNF-α水平逐渐增加,且COPD
合并肺癌患者血清miR-210水平与Th17相关细胞因

子水平呈正相关,以上结果表明 miR-210可在一定程

度上预测患者炎症程度。

ROC曲线分析结果发现,血清 miR-210相对表

达水平对诊断COPD合并肺癌有一定价值(AUC为

0.704),但存在灵敏度偏低的局限。此外,COPD合

并肺癌确诊患者多为晚期,本研究纳入COPD合并肺

癌的病例较少,后续将收集更多的样本从而进一步探

讨miR-210作为诊断COPD合并肺癌标志物的可能。
综上所述,COPD合并肺癌患者血清 miR-210相

对表达水平增加,且与患者肺功能及Th17相关细胞

因子指标水平有关,可一定程度上反映患者病情严重

程度,血清miR-210可作为辅助诊断COPD合并肺癌

的分子标志物。
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推广。贾兴真等[18]研究了84消毒液作用于经反复冻

融后的金黄色葡萄球菌的杀菌率,结果显示用菌种保

藏管保存的菌株抗力未见显著变化。而本文通过杀

菌试验研究两种不同的菌种保藏方法对金黄色葡萄

球菌抗力的影响,结果表明冷冻真空干燥保藏法保存

效果更理想。
菌种保存温度越低,微生物的代谢越不活跃,生

物活性越稳定[19]。但本研究结果表明在超低温条件

下菌种保藏管瓷珠的保存效果不如在普通低温条件

冷冻真空干燥保藏法的冻干粉。采用冷冻真空干燥

保藏法-80
 

℃保存菌株效果如何,其对消毒液的抗力

变化情况仍需进一步研究。
 

综上所述,冷冻真空干燥保藏法保存金黄色葡萄

球菌的效果优于菌种保藏管法。工作人员应根据实

验室的具体条件和工作的实际要求选择一种行之有

效的菌种保藏方法,以保证实验室质量控制、日常检

验和科学研究等顺利开展。
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