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  摘 要:目的 探讨呼出气冷凝物(EBC)中微小RNA(miRNA)作为诊断哮喘患儿生物标志物的诊断价

值。方法 选取2021年3月至2022年12月华北石油管理局总医院收治的7~12岁哮喘患儿80例作为哮喘

组,并选取同期同年龄段的健康志愿者80例作为对照组。检测2组受试者EBC中11种相关 miRNA的表达

水平。应用主成分分析法和因子分析法对miRNAs进行聚类分析。采用受试者工作特征(ROC)曲线的曲线下

面积(AUC)分析miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p在哮喘患儿中的诊断意义。结果 哮喘组

EBC中miR-21-5p和miR-133-3p的相对表达水平低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),而 miR-328-3p
和miR-155-5p的相对表达水平高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。根据对照组和哮喘组EBC中

miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的相对表达水平可以形成两个独立亚群,即体检健康者和哮

喘患儿。因子分析法发现 miR-21-5p、miR-155-5p可以聚成一个亚类(因子载荷分别为0.93和0.90),miR-
133-3p、miR-328-3p聚成一个亚类(因子载荷分别为0.86和0.80)。哮喘患儿与健康儿童的 miR-133-3p、miR-
328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的灵敏度分别为93.77%、92.41%、95.23%、92.57%,特异度分别为94.01%、

91.07%、91.48%、91.35%。miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p联合对哮喘患儿的诊断灵敏度

为97.50%,特异度为92.50%,准确度为95.00%。结论 EBC中 miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-
155-5p可作为诊断哮喘患儿的潜在标志。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

miRNA
 

in
 

exhaled
 

breath
 

condensate
 

(EBC)
 

as
 

a
 

biomarker
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

asthma
 

in
 

children.Methods A
 

total
 

of
 

80
 

children
 

with
 

asthma
 

aged
 

7-12
 

in
 

General
 

Hospital
 

of
 

North
 

China
 

Petroleum
 

Administration
 

Bureau
 

from
 

March
 

2021
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

asthma
 

group,and
 

80
 

healthy
 

volunteers
 

of
 

the
 

same
 

age
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group
 

during
 

the
 

same
 

period.The
 

expression
 

levels
 

of
 

11
 

related
 

miRNA
 

in
 

EBC
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

detected.
Principal

 

component
 

analysis
 

and
 

factor
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

cluster
 

miRNAs.The
 

AUC
 

of
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

significance
 

of
 

miR-133-3p,miR-328-3p,miR-
21-5p

 

and
 

miR-155-5p
 

in
 

children
 

with
 

asthma.Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-21-5p
 

and
 

miR-
133-3p

 

in
 

EBC
 

of
 

asthma
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05),while
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-328-3p
 

and
 

miR-155-5p
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).According
 

to
 

the
 

relative
 

expression
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levels
 

of
 

miR-133-3p,miR-328-3p,miR-21-5p
 

and
 

miR-155-5p
 

in
 

EBC
 

of
 

subjects
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

asthma
 

group,two
 

independent
 

subgroups
 

could
 

be
 

formed,namely
 

healthy
 

physical
 

examination
 

subjects
 

and
 

children
 

with
 

asthma.Factor
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-21-5p
 

and
 

miR-155-5p
 

could
 

be
 

clustered
 

into
 

a
 

sub-
class

 

(factor
 

loading
 

were
 

0.93
 

and
 

0.90,respectively),and
 

miR-133-3p
 

and
 

miR-328-3p
 

could
 

be
 

clustered
 

in-
to

 

a
 

subclass
 

(factor
 

loading
 

were
 

0.86
 

and
 

0.80,respectively).The
 

sensitivity
 

of
 

miR-133-3p,miR-328-3p,

miR-21-5p
 

and
 

miR-155-5p
 

in
 

children
 

with
 

asthma
 

and
 

healthy
 

children
 

were
 

93.77%,92.41%,95.23%
 

and
 

92.57%,respectively.The
 

specificity
 

were
 

94.01%,91.07%,91.48%
 

and
 

91.35%,respectively.The
 

diagnos-
tic

 

sensitivity,specificity
 

and
 

accuracy
 

of
 

miR-133-3p,miR-328-3p,miR-21-5p
 

and
 

miR-155-5p
 

combined
 

for
 

children
 

with
 

asthma
 

were
 

97.50%,92.50%
 

and
 

95.00%,respectively.Conclusion miR-133-3p,miR-328-3p,

miR-21-5p
 

and
 

miR-155-5p
 

in
 

EBC
 

can
 

be
 

used
 

as
 

potential
 

markers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

children
 

with
 

asthma.
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  目前用于临床目的的大多数哮喘生物标志物均

从血液、呼气或尿液中取样,而诱导痰仅在专业中心

可以使用[1]。呼出气冷凝物(EBC)收集简单,安全,
无创且高度可重复,并且可以评估气道炎症的生物标

志物,越来越多地被用作生物标志物的检测指标[2]。

EBC中的物质可以被测量,并且一些研究已经集中在

非挥发性有机化合物,包括近年研究的微小 RNA
(miRNA)上[3]。因此,寻找EBC中新型生物标志物

有助于哮喘儿童的诊断和个性化治疗。有研究发现,

11 种 miRNA (let7a-5p、miR-21-5p、miR-126-3p、

miR-133a-3p、miR-145-5p、miR-146a-5p、miR-155-
5p、miR-221-3p、miR-328-3p、miR-1248和 miR-423-
3p)与哮喘发生具有高度相关性[4-10]。基于此,本研究

旨在探讨EBC中这11个miRNA在哮喘患儿中的相

对表达水平,并评估其作为诊断哮喘患儿生物标志物

的诊断价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年3月至2022年12月华

北石油管理局总医院(下称本院)收治的7~12岁哮

喘患儿80例作为哮喘组,其中男51例,女29例,平
均年龄(8.58±2.34)岁,平均体质量指数(BMI)为
(24.66±3.44)kg/m2。并选取同期同年龄段健康志

愿者80例作为对照组,其中男49例,女31例,平均

年龄(8.39±3.05)岁,平均BMI为(24.49±3.28)

kg/m2。两组受试者性别、年龄和BMI比较差异均无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。使用呼气式空

气冷凝系统(便携式TurboDECCS)从两组受试者中

收集EBC样本。纳入标准:(1)哮喘使用基于实验阳

性支气管扩张的金标准定义,定义为吸入400
 

μg沙丁

胺醇后第1秒用力呼气容积(FEV1)至少增加12%或

超过200
 

mL;(2)自我报告有哮喘症状的医学诊断

(喘息、呼吸困难或干咳)。排除标准:(1)有智力或认

知障碍者;(2)合并有甲状腺疾病及其他内分泌疾病

者;(3)合并其他心、肝、肾等严重慢性疾病者;(4)合
并恶性肿瘤者;(5)对调查不配合或拒绝者。本研究

获得本院伦理委员会批准。

1.2 呼气凝结水采集及实时荧光定量聚合酶链反应

(qPCR)检测EBC中相关miRNA 根据ROSIAS公

布的EBC收集方法[11],从两组受试者中收集EBC样

本,使用呼气式空气冷凝系统。收集前将设备冷却到

0
 

℃。正常呼吸至少15
 

min,戴鼻夹获取EBC样本。
通常样本量在800~1

 

500
 

μL之间。体积的变化与儿

童肺部的潮气量和分钟体积相关。收集后,将样品储

存-35
 

℃的加盖玻璃管中,直至进行分析。程序在层

流柜下进行,以确保环境受控,避免环境空气污染。
根据之前的相关文献报道[4-10]选择let7a-5p、miR-21-
5p、miR-126-3p、miR-133a-3p、miR-145-5p、miR-
146a-5p、miR-155-5p、miR-221-3p、miR-328-3p、miR-
1248和 miR-423-3p的11种特异性 miRNA用于分

析,其中let7a-5p为内参对照。用硫氰酸胍酚氯仿萃

取法从0.5
 

mL
 

EBC样品中提取总的RNA。在RNA
提取之前,EBC样品掺入来自Exiqon(Qiagen)的合

成UniSp6
 

RNA用于提取控制目的。根据制造商的

说明书操作,使用小 RNA试剂盒(Agilent),用Bio-
analyzer(Agilent

 

Technologies)对提取的RNA进行

质量控制。采用锁定核酸(LNA)试剂进行逆转录和

qPCR
 

技术检测。采用Universal
 

cDNA
 

synthesis
 

kit
 

Ⅱ(Exiqon)将从每个EBC样品中提取的RNA一式

两份逆转录。每个RT反应使用10
 

μL
 

RNA溶液。
将得到的cDNA稀释10倍,并使用 miRNA特异性

LNA寡核苷酸和ExiLENT
 

SYBR
 

Green
 

master
 

mix
(Exiqon)在10

 

μL反应中通过qPCR进行定量。使

用StepOnePlus实时PCR系统(Applied
 

Biosystems)
在两步程序下进行qPCR检测:95

 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,45个循环。使用2-ΔΔCt 法评估样本中 miRNA
的相对表达水平。
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1.3 统计学处理 采用 R
 

3.4软件进行统计学分

析。采用t检验分析两组EBC中相关 miRNA的表

达水平。应用主成分分析法(PCA)和因子分析对miR-
NAs进行聚类分析。应用受试者工作特征(ROC)曲线

及曲线下面积(AUC)分析EBC中 miR-133-3p、miR-
328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p对哮喘患儿的临床诊断

价值。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组和哮喘组EBC中相关miRNA的相对表

达水平 哮喘组EBC中miR-21-5p、miR-133-3p的相

对表达水平低于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。哮喘组EBC中miR-328-3p、miR-155-5p的相

对表达水平高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表1。

2.2 PCA 和因子分析对照组和哮喘组受试人员

EBC中相关miRNA 将差异有统计学意义的 miR-
133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p 进 行

PCA,发现根据对照组和哮喘组EBC中 miR-133-3p、

miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的相对表达水平

可以形成两个独立亚群,即体检健康者和哮喘患儿,
见图1。因子分析结果发现 miR-21-5p、miR-155-5p
可以聚成一个亚类(因子载荷分别为0.93和0.90),

miR-133-3p、miR-328-3p聚成一个亚类(因子载荷分

别为0.86和0.80),见图2。

表1  对照组和哮喘组EBC中相关 miRNA的表达水平(x±s)

组别 miR-21-5p miR-126-3p miR-133-3p miR-145-5p miR-146a-5p miR-155-5p miR-221-3p miR-328-3p miR-423-3p miR-1248

对照组 0.10±0.03 0.17±0.03 0.23±0.07 0.12±0.04 0.49±0.15 0.04±0.01 0.18±0.06 0.35±0.11 0.15±0.05 0.45±0.14

哮喘组 0.29±0.05 0.17±0.03 0.58±0.09 0.13±0.04 0.47±0.15 0.09±0.02 0.19±0.06 0.88±0.13 0.14±0.04 0.47±0.15

t 29.140
 

0 1.530
 

0 27.460
 

0 1.580
 

0 0.840
 

0 20.000
 

0 1.050
 

0 27.840
 

0 1.400
 

0 0.870
 

0

P <0.000
 

1 0.127
 

0 <0.000
 

1 0.115
 

8 0.400
 

4 <0.000
 

1 0.294
 

3 <0.000
 

1 0.464
 

4 0.384
 

6

图1  PCA和因子分析对照组和哮喘组受试人员EBC中

miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p

2.3 EBC中 miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、

miR-155-5p对哮喘的诊断效能 为了评估EBC中

miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p在

哮喘患儿与健康儿童中的诊断价值,绘制80例哮喘

患儿和80例健康儿童的ROC曲线(图3)。以 miR-
133-3p的阳性临界值,其诊断灵敏度为93.77%,特异

度为94.01%。以miR-328-3p的阳性临界值,其诊断

灵敏度为92.41%,特异度为91.07%。以 miR-21-5p
的阳性临界值,其诊断灵敏度为95.23%,特异度为

91.48%。以miR-155-5p的阳性临界值,其诊断灵敏

度为92.57%,特异度为91.35%,见图3和表2。

2.4 miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-
5p联合对哮喘患儿的诊断价值 患有哮喘为真阳性,
未患有哮喘的为真阴性。miR-133-3p、miR-328-3p、

miR-21-5p、miR-155-5p联合对哮喘患儿的诊断灵敏

度为97.50%(78/80),特异度为92.50%(74/80),准
确度为95.00%(152/160),见表3。

图2  因子分析对照组和哮喘组受试人员EBC中 miR-

133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p

图3  健康儿童与哮喘患儿EBC中 miR-133-3p、miR-

328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的ROC曲线

·2752· 国际检验医学杂志2023年11月第44卷第21期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,November
 

2023,Vol.44,No.21



表2  EBC中 miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p鉴别

   诊断健康儿童与哮喘患儿的AUC、灵敏度、特异度和约登指数

检测变量 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 AUC P 95%CI

miR-133-3p 93.77 94.01 0.877
 

8 0.93 <0.000
 

1 0.892
 

2~0.976
 

0

miR-328-3p 92.41 91.07 0.834
 

8 0.92 <0.000
 

1 0.881
 

4~
 

0.966
 

7

miR-21-5p 95.23 91.48 0.867
 

1 0.94 <0.000
 

1 0.905
 

4~0.982
 

4

miR-155-5p 92.57 91.35 0.839
 

2 0.92 <0.000
 

1 0.877
 

8~
 

0.970
 

0

表3  miR-133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p
   联合诊断对哮喘患儿的诊断价值(n)

诊断方法 类型
病理结果

阳性 阴性
合计

联合诊断 阳性 78 7 85

阴性 2 73 75

合计 80 80 160

3 讨  论

哮喘是儿童常见的慢性疾病之一,给患儿及家庭

带来了健康威胁和经济负担[1]。在临床实践中,基于

肺活量测定法对诊断儿童哮喘的敏感性很低,对诊断

儿童哮喘的准确客观测试的需求仍未得到满足[12]。
本研究结果显示哮喘患儿与健康儿童EBC中的miR-
133-3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的灵敏度

分别为93.77%、92.41%、95.23%、92.57%,特异度分

别为94.01%、91.07%、91.48%、91.35%。miR-133-
3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p联合对哮喘患

儿的诊断灵敏度为97.50%,特异度为92.50%,准确

度为95.00%,显示了较好的诊断效能。
呼气凝结物是一种无创收集的生物流体,含有挥

发性和非挥发性化合物,在肺部疾病中可能会发生改

变[13]。PINKERTON等[14]报道,EBC中的 miR-21-
5p、miR-133-3p、miR-155-5p和miR-328-3p在哮喘成

人患者中明显降低。本研究发现,哮喘组 EBC中

miR-21-5p和miR-133-3p的相对表达水平低于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05),与PINKERTON
等[14]报道一致。但是 miR-328-3p和 miR-155-5p的

相对表达水平高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。这些研究结果的差异可能与年龄组及样本量

有关。根据对照 组 和 哮 喘 组 EBC 中 miR-133-3p、

miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p的相对表达水平

可以形成两个独立亚群,即体检健康者和哮喘患儿。
因子分析结果发现 miR-21-5p、miR-155-5p可以聚成

一个亚类(因子载荷分别为0.93和0.90),miR-133-
3p、miR-328-3p聚成一个亚类(因子载荷分别为0.86
和0.80)。因子分析中的因子负荷可以解释为 miR-
NAs对聚类有显著贡献的相关系数。因此,miR-133-

3p、miR-328-3p、miR-21-5p、miR-155-5p可以很好地

区分哮喘患儿和健康儿童。
一些关于 miRNA表达谱的研究报告了 miRNA

在哮喘调节中的重要性[15]。miR-155-5p在哮喘儿童

的血 浆 中 明 显 增 加,是 血 浆 中 的 生 物 标 志 物[16]。

Th1/Th2平衡对哮喘的发生发展具有重要作用[17]。

miR-21-5p可以促进Th2并减弱Th1途径,而轻度哮

喘患者中 miR-155-5p的上调似乎可以抑制白细胞介

素(IL)-13诱导的细胞因子表达[18-19]。在 miR-21和

无症状的积极支气管扩张之间发现的关联可以解释

为这种miR-21在负向调节IL-12方面的作用,这对

调节Th1/Th2平衡很重要,因为这种IL的表达减少

会诱发过度的 Th2反应[20]。miR-133-3p可以调节

IL-13,这表明这一途径的失调可能对Th2细胞因子

的表达和信号有重大影响[21]。
综 上 所 述,EBC 中 miR-133-3p、miR-328-3p、

miR-21-5p、miR-155-5p可作为诊断哮喘的潜 在 标

志物。
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