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  摘 要:目的 探讨多巴胺受体DRD5缺失小鼠肠道菌群结构的变化和多样性。方法 通过基因敲除技

术构建DRD5敲除小鼠模型,根据小鼠基因型分为两组:野生型小鼠作为对照组,DRD5敲除小鼠作为敲除组。
8周龄时,收 集5只 对 照 组 小 鼠 和5只 敲 除 组 小 鼠 的 粪 便 标 本,利 用Illumina

 

MiSeq测 序 平 台 对 细 菌 的

16S
 

rRNA进行高通量测序,对测序结果进行生物信息学分析。结果 敲除组与对照组小鼠的肠道菌群结构存

在差异。在门水平上,敲除组与对照组优势菌门拟杆菌门和厚壁菌门的相对丰度比较,差异无统计学意义(P>
0.05);变形菌门和蓝细菌门两组间比较,差异有统计学意义(P<0.05)。在属水平上,敲除组与对照组比较,罗

姆布茨菌 属、真 杆 菌 属、脱 硫 弧 菌 属、ⅩⅢ _UCG-001属、胃 嗜 气 科 菌 属、Rs-E47_termite属、双 歧 杆 菌 属、
ASF356属、布劳特菌属、毛螺菌属的相对丰度差异有统计学意义(P<0.05)。进一步对菌群进行分析,敲除组

的罗姆布茨菌属、真杆菌、脱硫弧菌属、ⅩⅢ_UCG-001属、Rs-E47_termite属、双歧杆菌属、ASF356属和毛螺

菌科NK4A136组的相对丰度均低于对照组(P<0.05),胃嗜气科菌属和布劳特菌属的相对丰度均高于对照组

(P<0.05)。
 

结论 两组小鼠的菌群构成及构成比皆存在差异,DRD5缺失后会引起小鼠肠道微生态失调。
关键词:多巴胺受体; 肠道菌群; 高通量测序

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2023.13.001 中图法分类号:Q939.93;R446.5
文章编号:1673-4130(2023)13-1537-05 文献标志码:A

Analysis
 

on
 

changes
 

of
 

gut
 

microbiota
 

in
 

DRD5
 

knockout
 

mice
 

based
 

on
 

high-throughput
 

sequencing*

LIU
 

Lu1,WU
 

Yuqing2,3△

1.Department
 

of
 

Immunology
 

of
 

Nanjing
 

Medical
 

University,Nanjing,Jiangsu
 

211100,China;
2.Department

 

of
 

Laboratory
 

Medicine,the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Nanjing
 

Medical
 

University,Nanjing,Jiangsu
 

210029,China;3.National
 

Key
 

Clinical
 

Department
 

of
 

Laboratory
 

Medicine,Nanjing,Jiangsu
 

210029,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

structure
 

and
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

dopa-
mine

 

receptor
 

DRD5-deficient
 

mice.Methods The
 

DRD5
 

knockout
 

mouse
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

gene
 

knockout
 

technology
 

and
 

the
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

genotype:wild
 

type
 

mice
 

as
 

the
 

control
 

group
 

and
 

DRD5
 

knockout
 

mice
 

as
 

the
 

knockout
 

group.At
 

8
 

weeks
 

of
 

age,fecal
 

samples
 

of
 

5
 

con-
trol

 

group
 

mice
 

and
 

5
 

knockout
 

group
 

mice
 

were
 

collected,and
 

16S
 

rRNA
 

of
 

bacteria
 

was
 

sequenced
 

by
 

Illumi-
na

 

MiSeq
 

sequencing
 

platform,and
 

the
 

sequencing
 

results
 

were
 

analyzed
 

bioinformatically.Results There
 

was
 

difference
 

in
 

gut
 

microbiota
 

between
 

control
 

and
 

knockout
 

group.At
 

the
 

phylum
 

level,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

Bacteroidetes
 

and
 

Firmicutes
 

(P>0.05).There
 

was
 

significant
 

differ-
ence

 

in
 

the
 

structure
 

of
 

Proteobacteria
 

and
 

Cyanobacteria
 

between
 

the
 

2
 

groups(P<0.05).At
 

the
 

genus
 

level,
there

 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
  

Romboutsia,Eubacterium,Desulfovibrio,Family
 

ⅩⅢ_UCG-001,Gastranaerophilales,Rs-E47_termite,Bifidobacterium,ASF356,Blautia
 

and
 

Lachnospiraceae
 

NK4A136
 

between
 

the
 

2
 

groups(P<0.05).Further
 

analysis
 

of
 

gut
 

microbiota
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

abun-
dance

 

of
 

Romboutsia,Eubacterium,Desulfovibrio,Family
 

ⅩⅢ_UCG-001,Rs-E47_termite,Bifidobacterium,
ASF356

 

and
 

Lachnospiraceae
 

NK4A136
 

in
 

the
 

knockout
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

conrol
 

group
 

(P<0.05),but
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

Gastranaerophilales
 

and
 

Blautia
 

in
 

the
 

knockout
 

group
 

were
 

higher
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than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion There
 

were
 

differences
 

in
 

the
 

composition
 

and
 

com-
position

 

ratio
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

mice,and
 

DRD5
 

deletion
 

caused
 

intestinal
 

microecological
 

disorders
 

in
 

mice.
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  肠道菌群是定植在肠道内复杂且丰富的微生物

群落。研究表明,肠道菌群在生物体内的新陈代谢、
免疫系统发育、炎症反应等方面发挥着重要作用,肠
道菌群的紊乱与消化系统、免疫系统、呼吸系统、神经

系统等疾病的发生密切相关[1-2]。目前研究发现帕金

森患者肠道菌群紊乱并伴随有肠道功能异常的出

现[3],多巴胺的水平及其受体表达的异常与帕金森病

的发生密切相关[4]。小鼠肠腔内含有由肠道多巴胺

能神经元分泌产生的高浓度的多巴胺[5],多巴胺可通

过多巴胺受体调控胃肠道功能,胃肠道中多巴胺水平

的下降也可导致肠道微生态失衡[6],而多巴胺受体

DRD5在肠道微生物稳态中扮演的角色并不十分明

确。本研究拟采用高通量测序分析DRD5缺失小鼠

粪便样本的肠道菌群变化,探讨DRD5在肠道微生态

调控中的作用,以期为临床诊断和治疗肠道菌群紊乱

提供依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物 5只野生型无特定病原体级(SPF
级)C57BL/6J小鼠作为对照组(购于南京医科大学医

药实验动物中心)。5只DRD5敲除小鼠作为对照组

(购于广州赛业生物科技有限公司)。两组小鼠均饲

养于南京医科大学医药实验动物中心SPF级环境,实
验动物饲养设施合格证号为SYXK(苏)2021-0023。
光暗每日各半,室温控制在(23±2)℃,相对湿度

45%~70%。本研究已通过南京医科大学动物实验

伦理委员会审查(批准编号:1707029)。
1.2 方法

1.2.1 小鼠粪便标本及肠道组织的收集 粪便标本

的采集采取立取、立存(取样后立即保存)原则,用无

菌1.5
 

mL
 

EP管收集饲养至8周龄的小鼠粪便,取样

前洗手,戴无菌手套、口罩,连续收集3次粪便,混匀。
标本采集后,标记好小鼠品系、编号、采样日期等。收

集同期小鼠肠道组织,进行大体观察,测量结肠长度,
同时制备常规石蜡切片,进行 HE染色,于镜下观察

组织形态。
1.2.2 DNA提取 采用粪便DNA组快速提取试剂

盒进行粪便基因组DNA提取,按照试剂盒说明书操

作,并检测DNA浓度。
1.2.3 DNA

 

16S
 

rRNA 检测 对16S
 

rRNA 的

DNA序列进行高通量测序,高通量测序及测序文库

构建由上海美吉生物医药科技有限公司完成。
1.2.4 生物信息学分析 原始测序序列使用Trim-
momatic软件质控,使用FLASH软件进行拼接。通

常将相似度在97%以上的序列聚类作为1个操作分

类单元(OTU),并在聚类过程中去除单序列和嵌合

体。利 用 RDP
 

classifier
 

(http://rdp.cme.msu.
edu/)对每条序列进行物种分类注释,比对Silva数据

库(SSU123),比对阈值设置为70%。
1.3 统计学处理 采用SPSS

 

22.0软件进行统计分

析,采用 Kolmogorov-Smirnov法对计量资料进行正

态性检验,采用Bartlett法检验方差齐性,数据均呈正

态分布,服从正态分布且方差齐的计量资料以x±s
表示,两组之间比较采用两独立样本t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 小鼠肠组织的大体形态观察 对照组小鼠肠组

织长度、大体形态正常;敲除组小鼠肠组织水肿,长度

缩短,与对照组比较差异有统计学意义(P<0.05)。
见图1。

  注:A为对照组;B为敲除组。

图1  两组小鼠肠组织大体形态学观察

2.2 小鼠肠组织的镜下观察 结肠肠壁由内至外依

次为黏膜层、黏膜肌层、黏膜下层、肌层和浆膜层。对

照组小鼠肠道组织形态正常,可见明显的隐窝和大量

杯状细胞,无炎性细胞浸润。敲除组小鼠肠道组织结

构紊乱,肠道黏膜层轻微增生,有少量淋巴细胞浸润,
见图2。
2.3 OTU分析 对照组小鼠和敲除组小鼠共产生

OTU
 

443个,共有 OTU
 

273个,其中对照组小鼠

OUT
 

326个,敲除组小鼠390个,对照组小鼠特有

OTU为53个,敲除组小鼠特有OTU为117个,明显

高于对照组小鼠,两组比较差异有统计学意义(P<
0.05),满足归类分析要求,见图3。
2.4 物种及其丰度分析

2.4.1 门分类水平比较 门分类水平主要检测出10
个菌门,其中两组小鼠均以拟杆菌门和厚壁菌门为优

势菌门,对照组和敲除组优势菌门的相对丰度百分比

分别为93.06%和95.10%。两组间优势菌门的相对

丰度比较,差异无统计学意义(P>0.05)。与对照组

小鼠比较,敲除组小鼠中变形菌门显著减少,蓝细菌

门显著增多,差异均有统计学意义(P<0.05),见
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图4。

  注:A为对照组;B为敲除组;箭头表示淋巴细胞浸润。

图2  各组小鼠肠组织 HE染色(×20)

  注:A为对照组;B为敲除组。

图3  肠道菌群的OTU交叠Venn图

  注:A为对照组;B为敲除组。

图4  两组小鼠粪便样本中的肠道菌群门水平分布

2.4.2 属分类水平比较 敲除组小鼠与对照组小鼠

之间罗姆布茨菌属、真杆菌属、脱硫弧菌属、ⅩⅢ_

UCG-001属、胃嗜气科菌属、Rs-E47_termite属、双歧

杆菌属、ASF356属、布劳特菌属、毛螺菌属丰度比较,
差异均有统计学意义(P<0.05),但除毛螺菌属外,其
他菌属相对丰度都很低。相对丰度居于前5位的分

别为拟杆菌属、梭菌属、丹毒丝菌属、毛螺菌属和弯曲

菌属,见图5。

2.5 差异细菌种类 对照组小鼠肠道菌群中弯曲

菌、脱硫弧菌、红螺菌、伯克菌以及疣微菌相对丰度较

高,差异有统计学意义(P<0.05),而敲除组小鼠中颤

螺菌和柔膜菌的相对丰度较高,差异有统计学意义

(P<0.05),见图6。

  注:A为对照组;B为敲除组。

图5  2组样本肠道菌群属水平分布

  注:A为对照组;B为敲除组。

图6  两组小鼠粪便样本中有差异的细菌种类

3 讨  论

多巴胺又名3,4-二羟基苯乙胺,是中枢神经系统

中一种重要的儿茶酚胺类神经递质,负责机体的重要

功能,包括情绪、认知、行为、运动控制、心血管功能和

内分泌调节等,其缺失可导致帕金森病的发生[7]。多

巴胺主要通过其受体发挥生物学功能,多巴胺受体包

括D1类受体和D2类受体:D1类受体包括DRD1和

DRD5,D2类受体包括DRD2、DRD3和DRD4[8]。目

前针对多巴胺-DRD5信号的研究主要集中在其对炎

症和肿瘤等疾病的调控作用。
肠道菌群是定植在肠道内的庞大微生物群落。

肠道菌群失调可导致微生物丰度、微生物构成和微生

物代谢产物等发生变化,从而影响肠道或远端器官的

免疫功能,甚至影响疾病的发生发展,如“菌群-肠-脑
轴”“菌群-肠-肝轴”的提出说明肠道菌群与脑、肝脏等

器官及相关疾病存在密切联系[9-10]。随着微生物分析

技 术 和 生 物 信 息 学 的 发 展,如 高 通 量 微 生 物

16S
 

rDNA基因测序技术极大地丰富了微生物的检测

手段,肠道菌群的研究进入一个新的阶段[11]。本研究
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通过检测对照组小鼠和敲除组小鼠肠道菌群的变化,
探讨DRD5与肠道菌群紊乱的关系。

本研究 结 果 显 示,对 照 组 小 鼠 和 敲 除 组 小 鼠

OTU数存在差异。进一步菌群差异分析发现,两组

肠道菌群在门、纲、目、科、属、种水平存在差异。敲除

组小鼠与对照组小鼠相比,蓝细菌门显著增加,其数

目增多可导致神经系统疾病空泡性髓鞘病的发生[12]。
本研究结果发现,与对照组小鼠相比,敲除组小鼠中

罗姆布茨菌丰度明显降低。有研究报道,80%以上的

肥胖患者肠道菌群中都存在罗姆布茨菌,提示罗姆布

茨菌可能是超重人群中一种普遍的致病菌[13]。对照

组小鼠中真杆菌的丰度显著高于敲除组小鼠,真杆菌

是属于后壁菌门、梭菌目、真杆菌科的一类革兰阳性

菌,是人体肠道的重要组成部分。目前研究认为真杆

菌可通过产生短链脂肪酸缓解宿主肠道炎症、2型糖

尿病和肥胖等症状,而且短链脂肪酸中的丁酸可修复

肠道黏膜,抑制结直肠癌的发生[14-15]。脱硫弧菌属增

多是肠息肉和溃疡性结肠炎的一个重要特征[16],本研

究结果发现,DRD5缺失后,脱硫弧菌属的丰度显著下

降,提示靶向抑制DRD5可降低肠息肉和溃疡性结肠

炎的发生风险。梭菌家族的ⅩⅢ_UCG-001菌属相对

丰度与血清总胆固醇、甘油三酯、血清低密度脂蛋白

均呈正相关[17],DRD5缺失小鼠中ⅩⅢ_UCG-001菌

属的相对丰度均低于对照组小鼠。报道指出,在帕金

森病患者中 Gastranaerophilales菌属的丰度显著增

加,提示Gastranaerophilales菌属可能参与了帕金森

病的发病过程[18]。本研究结果显示,DRD5缺失后

Gastranaerophilales菌 属 的 丰 度 明 显 增 加,提 示

DRD5的表达可影响帕金森病的发生发展。本研究结

果显示,敲除组小鼠中双歧杆菌属丰度明显降低。双

歧杆菌有助于肠道微生态平衡,促进肠上皮细胞分泌

黏蛋白,促进潘氏细胞分泌sIgA,在肠道局部产生免

疫作用,对全身免疫反应也有一定调节作用[19]。梭状

芽孢杆菌ASF356的丰度与脂多糖(LPS)水平呈负相

关,而与短链脂肪酸呈正相关[20]。本研究结果发现,
敲除组小鼠中梭状芽孢杆菌 ASF356的相对丰度明

显降低。布劳特菌属是一种具有抗炎特性的肠道共

生菌,肠道中布劳特菌属的丰度与移植物抗宿主病的

病死率降低和总存活率提高有关[21]。敲除组小鼠中,
布劳特菌属的丰度明显增加。

本研究初步揭示DRD5缺失小鼠和野生型小鼠

肠道菌群结构和多样性具有明显差异,未来在临床中

可通过选择DRD5激动剂或抑制剂治疗相关疾病,如
DRD5激动剂可通过提高双歧杆菌的相对丰度,促进

肠道微生态的平衡,治疗肠道炎症。但本研究尚存在

一定的局限性:由于16S
 

rRNA基因测序技术的局限

性及小鼠样本量不足,后续将增大样本量并采用宏基

因测序技术找出差异基因,进一步探讨DRD5影响肠

道菌群结构和多样性的内在机制,为不同疾病的诊治

提供依据。
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·论  著·

血清miR-92a-3p、miR-147水平与脓毒症患者病情严重程度、
炎症反应的关系及对预后的评估价值*

张艳敏1,王倩倩1,杨 珍1,刘海丽2,王晓艳3

邯郸市中心医院:1.急诊科;2.神经内科,河北邯郸
 

056000;3.邯郸市邯山区疾病

预防控制中心,河北邯郸
 

056005

  摘 要:目的 探讨血清微小核糖核酸(miR)-92a-3p、miR-147与脓毒症患者病情严重程度、炎症反应以及

预后的关系,分析miR-92a-3p、miR-147预测脓毒症患者预后的价值。方法 将2018年3月至2022年6月邯

郸市中心医院急诊科收治的157例脓毒症患者(患者组)和107例体检健康者(对照组)纳入研究。患者组又根

据脓毒症病情分为脓毒症组(66例)和脓毒症休克组(91例)。检测纳入研究者血清 miR-92a-3p、miR-147以及

炎症因子水平,追踪临床结局。采用Pearson相关分析 miR-92a-3p、miR-147水平与序贯器官衰竭(SOFA)评

分、急性生理和慢性健康状态Ⅱ(APACHE
 

Ⅱ)评分和炎症因子水平的相关性。采用多因素Logistic回归分析

影响脓毒症患者预后的因素,受试者工作特征(ROC)曲线分析miR-92a-3p、miR-147在脓毒症患者预后判断中

的价值。结果 患者组血清 miR-92a-3p水平高于对照组(P<0.05),miR-147水平低于对照组(P<0.05)。
脓毒症休克组血清miR-92a-3p水平高于脓毒症组(P<0.05),miR-147水平低于脓毒症组(P<0.05)。脓毒

症患者血清miR-92a-3p水平与白细胞介素(IL)-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、降钙素原(PCT)、C反应蛋白

(CRP)水平,APACHE
 

Ⅱ评分、SOFA评分均呈正相关(P<0.05),miR-147水平与上述指标均呈负相关(P<
0.05)。脓毒症休克、miR-92a-3p水平升高是脓毒症患者预后不良的危险因素(P<0.05),miR-147水平升高

是保护因素(P<0.05)。miR-92a-3p、miR-147联合用于预测脓毒症患者预后不良的曲线下面积(AUC)为

0.855,高于两者单独使用(AUC分别为0.711、0.723)。结论 脓毒症患者血清 miR-92a-3p水平增高,miR-
147水平降低,而且与病情加重、炎症反应加剧以及预后不良有关。

关键词:脓毒症; miR-92a-3p; miR-147; 炎症反应; 预后
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The
 

relationship
 

between
 

serum
 

miR-92a-3p,miR-147
 

and
 

severity
 

of
 

illness,
inflammatory

 

response
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis
 

and
 

their
 

value
 

for
 

prognosis*

ZHANG
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Qianqian1,YANG
 

Zhen1,LIU
 

Haili2,WANG
 

Xiaoyan3

1.Department
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Emergency;2.Department
 

of
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Medicine-Neurology,Handan
 

Central
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Hebei

 

056000,China;3.Hanshan
 

District
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for
 

Disease
 

Control
 

and
 

Prevention,
Handan,Hebei

 

056005,China
Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

micro
 

ribonucleic
 

acid
 

(miR)-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

illness,inflammatory
 

response
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

sepsis,and
 

to
 

ana-
lyze

 

the
 

prognostic
 

value
 

of
 

miR-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis.Methods A
 

total
 

of
 

157
 

patients
 

with
 

sepsis
 

(experimental
 

group)
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

the
 

emergency
 

department
 

of
 

Handan
 

Central
 

Hospi-
tal

 

and
 

107
 

healthy
 

people
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

outpatient
 

service
 

(control
 

group)
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

June
 

2022
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

illness
 

of
 

sepsis,they
 

were
 

divided
 

into
 

sepsis
 

group
 

(66
 

cases)
 

and
 

septic
 

shock
 

group
 

(91
 

cases).The
 

level
 

of
 

serum
 

miR-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

and
 

the
 

level
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

were
 

detected,and
 

the
 

clinical
 

outcome
 

was
 

tracked.
Pearson

 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

and
 

sequential
 

organ
 

failure
 

(SOFA)
 

score,acute
 

physiological
 

and
 

chronic
 

health
 

status
 

Ⅱ
 

(APACHE
 

Ⅱ)
 

score
 

and
 

inflammatory
 

factors.Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

prognostic
 

factors
 

of
 

patients
 

with
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sepsis.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

prognostic
 

value
 

of
 

miR-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis.Results The
 

level
 

of
 

serum
 

miR-92a-3p
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

level
 

of
 

miR-147
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

serum
 

miR-92a-3p
 

in
 

the
 

septic
 

shock
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

level
 

of
 

miR-147
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

serum
 

miR-92a-3p
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-6,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),procalcitonin
 

(PCT),C-reactive
 

protein
 

(CRP),APACHE
 

Ⅱ
 

score
 

and
 

SOFA
 

score
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

miR-147
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

above
 

indexes
 

(P<0.05).Septic
 

shock
 

and
 

elevated
 

miR-92a-3p
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis
 

(P<0.05),and
 

el-
evated

 

miR-147
 

was
 

protective
 

factor
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

curve
 

(AUC)
 

that
 

combined
 

miR-92a-3p
 

and
 

miR-147
 

to
 

predict
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

sepsis
 

was
 

0.855,which
 

was
 

higher
 

than
 

0.711
 

and
 

0.723
 

predicted
 

by
 

single
 

index.Conclusion The
 

expression
 

of
 

serum
 

miR-92A-3p
 

is
 

increased,and
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

miR-147
 

is
 

decreased
 

in
 

patients
 

with
 

sepsis,which
 

are
 

related
 

to
 

the
 

aggravation
 

of
 

the
 

disease,the
 

aggravation
 

of
 

inflammatory
 

reaction
 

and
 

the
 

poor
 

prognosis.
Key

 

words:sepsis; miR-92a-3p; miR-147; inflammatory
 

response; prognosis

  脓毒症是宿主对感染反应失调引起的全身多器

官功能障碍性疾病,尽管近年来抗感染治疗的医疗技

术取得了长足进步,但脓毒症发病率仍持续上升,病
死率一直居高不下[1]。微小核糖核酸(miRNAs)作为

一类小型单链非编码调控核糖核酸(RNA),广泛参与

细胞增殖、分化、发育、代谢和凋亡等生物过程,越来

越多的证据表明,miRNAs具有免疫和炎症反应调控

作用,其在脓毒症患者中存在差异性表达,是脓毒症

诊断、治疗、预后评估的潜在标志物[2-3]。研究显示,
miR-92a-3p可通过激活核因子-κB(NF-κB)及其下游

炎症通路促进炎症反应,参与糖尿病患者心血管疾病

进展过程[4]。miR-147被证实可通过 Toll样受体-4
(TLR4)调节巨噬细胞功能和炎症,与冠状动脉粥样

硬化和炎症性肠病发病有关[5]。然而,miR-92a-3p、
miR-147在脓毒症的报道十分少见,是否与脓毒症炎

症反应和预后有关尚不清楚,鉴于此,本研究尝试检

测脓毒症患者血清 miR-92a-3p、miR-147水平,评估

其与脓毒症患者炎症细胞因子水平及住院期间临床

结局的关系,以期为脓毒症的临床诊治和预后分析提

供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2018年3月至2022年6月邯郸

市中心医院急诊科收治的157例脓毒症患者纳入研

究作为患者组,男97例、女60例,年龄41~63岁、平
均(52.77±6.03)岁,体重指数19~26

 

kg/m2、平均

(23.41±2.11)kg/m2,脓毒症病因:感染(97例)、烧
伤(23例)、创伤(34例)、其他(3例)。纳入标准:(1)
存在微生物学证实的感染,序贯器官衰竭(SOFA)评
分较基线上升≥2分,而且符合《第三次国际共识:脓
毒症和脓毒性休克新定义》中脓毒症的诊断标准[6];
(2)住院时间>24

 

h。排除标准:(1)血液肿瘤或实体

肿瘤;(2)人类免疫缺陷病毒感染或自身免疫性疾病;

(3)妊娠期患者。脓毒症休克的诊断标准:出现持续

性低血压,充分容量复苏后仍需血管活性药来维持平

均 动 脉 压 (≥65
 

mm
 

Hg),血 乳 酸 水 平 >2
 

mmol/L[6]。根据是否合并脓毒症休克将患者分为脓

毒症休克组(66例)和脓毒症组(91例)。另选择107
例同期邯郸市中心医院体检健康且自愿加入本研究

者作为对照组,男59例、女48例,年龄40~65岁、平
均(52.95±6.71)岁,体重指数20~26

 

kg/m2、平均

(23.15±2.03)kg/m2。患者组和对照组性别、年龄、
体重指数比较差异无统计学意义(P>0.05)。纳入研

究者或家属对本研究知情同意并签署知情同意书。
本研究获得邯郸市中心医院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 miR-92a-3p、miR-147的检测 受试者入组后

当日采集静脉血3
 

mL,取血液凝固后上层液体离心5
 

min(2
 

000
 

r/min,离心半径10
 

cm)分离得到待测血

清标本,于-80
 

℃保存。标本检测时,室温复融,采用

Trizol试剂(美国 Ambion公司)提取总RNA,取50
 

ng总 RNA,采用 High-Capacity
 

cDNA
 

RT 试剂盒

(赛默飞世尔科技公司)逆转录为cDNA。StepOne-
PlusTM 实时荧光定量PCR系统(赛默飞世尔科技公

司)上进行三次重复实时荧光定量PCR(qPCR)检测。
反应体系:DNA 模板2

 

μL,上下游引物 各1
 

μL,
SYBR

 

Green
 

Real-time
 

PCR
 

Master
 

Mix(日本Toyo-
bo公司)2

 

μL,RNase-Free
 

dd
 

H2O
 

21
 

μL。反应条

件:95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

2
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环;最
后72

 

℃延伸10
 

min。miR-92a-3p、miR-147和U6的

引物均由广州瑞博生物有限公司合成,引物序列如

下。miR-92a-3p:正 向 5'-CGCGTATTGCACTT-
GTCCC-3', 反 向 5'-AGTGCAGGGTCCGAGG-
TATT-3';miR-147:正 向 5'-GTGTGCGGAAAT-
GCTT-3',反向5'-TCAACTGGTGTCGTGG-3';U6:
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