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　　[摘要]　目的:研究慢性阻塞性肺疾病急性加重期(AECOPD)患者外周血单个核细胞(PBMCs)中微小

RNA(miR)-128-3p、Toll样受体4(TLR4)表达的相关性及临床意义。方法:选择2020年1月-2022年2月期间

在我科住院治疗的122例 AECOPD患者作为 AECOPD组,在我科门诊就诊的140例稳定期 COPD患者作为稳

定期COPD组,在我院体检的110例志愿者作为对照组。检测PBMCs中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA表达水平

及实验室指标白细胞计数(WBC)、超敏C反应蛋白(hs-CRP)、血沉(ESR),评价 AECOPD患者的短期预后、结局

包括存活和死亡。结果:AECOPD组PBMCs中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA表达水平及 WBC、hs-CRP、ESR水

平均高于稳定期COPD组和对照组(P<0.05);AECOPD组 PBMCs中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA 表达水平

呈正相关,miR-128-3p、TLR4的 mRNA表达水平与 WBC、hs-CRP、ESR水平呈正相关;AECOPD组中死亡患者

PBMCs中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA表达水平高于存活患者(P<0.05),WBC、hs-CRP、ESR水平与存活患者

比较均差异无统计学意义(P>0.05);经 ROC曲线分析,PBMCs中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA 表达水平能区

别 AECOPD与稳定期 COPD、预测 AECOPD患者的预后。结论:AECOPD患者 PBMCs中 miR-128-3p、TLR4
的表达上调且具有正相关关系,两者共同参与 AECOPD的病情加重及预后恶化。
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Abstract　Objective:TostudythecorrelationandclinicalsignificanceoftheexpressionofmicroRNA(miR)-
128-3pandtolllikereceptor4(TLR4)inperipheralbloodmononuclearcells(PBMCs)ofpatientswithacuteexac-
erbationofchronicobstructivepulmonarydisease(AECOPD).Methods:Onehundredandtwenty-twopatients
withAECOPDhospitalizedinourdepartmentfromJanuary2020toFebruary2022wereselectedasAECOPD
group,140patientswithstableCOPDtreatedinouroutpatientdepartmentasstableCOPDgroup,and110volun-
teersexaminedinourhospitalascontrolgroup.ThemRNAexpressionlevelsofmiR-128-3pandTLR4inPBMCs
andlaboratoryindexessuchaswhitebloodcellcount(WBC),high-sensitivityC-reactiveprotein(hs-CRP)ande-
rythrocytesedimentationrate(ESR)weredetected.Theshort-termprognosisofAECOPDpatientswasevaluated
andtheoutcomeincludingsurvivalanddeath.Results:ThemRNAexpressionlevelsofmiR-128-3pandTLR4in
PBMCsandthelevelsofWBC,hs-CRPandESRofAECOPDgroupwerehigherthanthoseinstableCOPDgroup
andcontrolgroup(P<0.05).InAECOPDgroup,themRNAexpressionlevelsofmiR-128-3pandTLR4inPB-
MCswerepositivelycorrelated,andthemRNAexpressionlevelsofmiR-128-3pandTLR4werepositivelycorre-
latedwiththelevelsofWBC,hs-CRPandESR.InAECOPDgroup,themRNAexpressionlevelsofmiR-128-3p
andTLR4inPBMCsofdeadpatientswerehigherthanthoseofsurvivingpatients(P<0.05),andtherewasno
differenceofWBC,hs-CRPandESRbetweendeadpatientsandsurvivingpatients(P>0.05).ByROCcurvea-
nalysis,themRNAexpressionlevelsofmiR-128-3pandTLR4inperipheralbloodcandistinguishAECOPDfrom
stableCOPDandpredicttheprognosisofAECOPDpatients.Conclusion:TheexpressionsofmiR-128-3pand
TLR4inPBMCsofpatientswithAECOPDareup-regulatedandpositivelycorrelated.Bothofthemareinvolved
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intheaggravationofAECOPDandthedeteriorationofprognosis.
Keywords　acuteexacerbationofchronicobstructivepulmonarydisease;microRNA-128-3p;tolllikerecep-

tor4;prognosis

　　慢性阻塞性肺疾病急性加重期(acuteexacer-
bationsofchronicobstructivepulmonarydisease,
AECOPD)是COPD 的呼吸症状急性恶化并需要

额外治疗,通常需要住院治疗且住院期间的病死率

达到8%~10%,严重威胁 COPD 患者的生存状

况[1-2]。目前认为感染是 AECOPD的常见诱因,炎
症反应级联放大激活是 AECOPD发生发展过程中

的重要生物学特征,该过程涉及多信号通路、多细

胞因子[3]。因此以炎症反应为靶点、寻找评价 AE-
COPD病情及预后的标志物、深入认识 AECOPD
发生发展的分子机制有助于指导 AECOPD的临床

诊疗、发现新的 AECOPD治疗手段。Toll样受体

4(Tolllikereceptor4,TLR4)是在病原菌感染过

程中调控炎症反应的模式识别受体,多项临床和基

础研究均证实TLR4的高表达参与AECOPD的发

生发展[4-5]。微小 RNA-128-3p(miR-128-3p)能够

在转录后水平调节基因表达,在巨噬细胞介导的炎

症反应中 miR-128-3p是 TLR4的上游调控分子、
对 TLR4的表达及下游炎症反应的激活具有促进

作用[6]。为了深入认识 miR-128-3p在 AECOPD
发生发展中的作用,本研究具体分析了 AECOPD

患者外周血单个核细胞(peripheralbloodmononu-
clearcells,PBMCs)miR-128-3p、TLR4表达的相

关性及临床意义。
1　资料与方法

1.1　临床资料

选择2020年1月-2022年2月期间在我科住

院治疗的 122 例 AECOPD 患 者 作 为 AECOPD
组,另选择同期在我科门诊就诊的140例稳定期

COPD患者作为稳定期 COPD 组,均符合指南中

稳定期COPD的诊断标准,在门诊接受常规实验

室指标的检测且留取外周血标本用于 PBMCs的

提取。选择我院体检110例作为对照组,均经体检

排除心肺肝肾疾患且留取外周血标本用于PBMCs
的提取。3组之间性别、年龄、吸烟史、BMI比较均

差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
纳入标准:①符合指南中 AECOPD的诊断标

准[7];②临床资料和实验室资料完整;③按要求留

取外周血标本用于PBMCs的提取。排除标准:①
合并急性肺损伤、肺结核、肺癌等呼吸系统疾病;②
合并免疫系统疾病、恶性肿瘤、血液系统疾病;③合

并原发性心肝肾疾病。

表1　3组间一般资料的比较 ■X±S

组别 例数
性别/例

男 女
年龄/岁 吸烟史/例(%) BMI

AECOPD组 122 72 50 64.24±11.03 58(47.54) 22.01±5.12
稳定期COPD组 140 79 61 62.85±12.08 61(43.57) 22.77±6.09
对照组 110 60 50 60.78±10.77 45(40.91) 22.26±4.85
F 0.479 2.703 1.056 0.670
P 0.787 0.068 0.590 0.512

1.2　研究方法

1.2.1　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4表达的检测

　3组受试者均进行肘静脉血采集,采用Ficoll分

离液分离PBMCs,采用总 RNA 提取试剂盒(北京

天根生化公司,DP443)提取PBMCs中的总 RNA,
而后分别采用 miRcDNA 第一链合成试剂盒(北
京天根生化公司,KR201)和cDNA 第一链合成试

剂盒(北京天根生化公司,KR116)进行反转录,分
别合成 miR 对应的cDNA 和 mRNA 对应的cD-
NA。取 miR的cDNA,采用 miR荧光定量检测试

剂盒(北京天根生化公司,FP411)进行PCR检测,
体系如下:cDNA2μL、PreMix10μL、10μmol/L
的 miR-128-3p或 U6上游引物及试剂盒中通用下

游引物各0.4μL、去离子水补足至20.0μL;取

mRNA的cDNA,采用荧光定量检测试剂盒(北京

天根生化公司,FP209)进行PCR检测,体系如下:
cDNA2μL、PreMix10μL、10μmol/L 的 TLR4
或β-actin上游引物及下游引物各0.4μL、去离子

水补足 至 20.0μL。程 序 如 下:95℃ 15 min 后

94℃20s、60℃ 34s、重复40个循环。扩增结束

后得到循环阈值(Ct),按照公式2-△△Ct 对目的基因

的表达水平进行定量分析,以 U6 为内参、计算

miR-128-3p 的 表 达 量,以 β-actin 为 内 参、计 算

TLR4的 mRNA表达量。
1.2.2　实验室指标的检测　AECOPD 患者入院

时进行实验室指标的检测,稳定期 COPD 患者门

诊就诊时进行实验室指标的检测,志愿者体检时进

行实验室指标的检测,检测指标包括白细胞计数
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(WBC)、超敏C反应蛋白(hs-CRP)、血沉(ESR)。
1.2.3　短期预后的评价　根据住院期间的生存结

局评价短期预后,结局包括存活及死亡。
1.3　统计学方法

采用SPSS22.0软件进行统计学处理,计量资

料以 ■X ±S 表示,3组间比较采用单因素方差分

析、两两比较采用 LSD-t检验,2组间比较采用独

立样本t 检验,2计量资料间的相关性分析采用

Pearson检验,指标的诊断和预测价值采用 ROC
曲线分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　3组PBMCs中 miR-128-3p、TLR4表达水平

的比较

AECOPD 组、稳定期 COPD 组患者 PBMCs
中 miR-128-3p、TLR4的 mRNA 表达水平高于对

照组(P<0.05)且 AECOPD 组患者 PBMCs中

miR-128-3p、TLR4的 mRNA 表达水平高于稳定

期COPD组(P<0.05)。见表2。
2.2　AECOPD组、稳定期 COPD组患者 PBMCs
中 miR-128-3p、TLR4表达水平的相关性

AECOPD 组 患 者 PBMCs 中 miR-128-3p、
TLR4表达水平相关性的散点图见图1a,两指标存

在相关性、相关系数为0.447;稳定期 COPD 组患

者PBMCs中 miR-128-3p、TLR4表达水平相关性

的散点图见图1b,两指标存在相关性、相关系数为

0.284。见图1。
2.3　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4对 AECOPD
与稳定期COPD的诊断价值

PBMCs中 miR-128-3p、TLR4区分 AECOPD
与稳定期 COPD 的 ROC曲线见图2,2项指标区

分 AECOPD与稳定期COPD的 ROC曲线分析见

表3。

表2　3组PBMCs中 miR-128-3p、TLR4表达水平的比较

■X±S

组别 例数 miR-128-3p TLR4
AECOPD组 122 1.69±0.49 1.77±0.41
稳定期COPD组 140 1.23±0.40 1.38±0.39
对照组 110 1.00±0.24 1.00±0.27

图1　AECOPD组、稳定期COPD组患者 miR-128-3p、TLR4表达水平相关性的散点图

图2　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4区分AECOPD与稳定期COPD的ROC曲线
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表3　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4区分AECOPD与稳定期COPD的ROC曲线分析

指标 曲线下面积 95%CI P 最佳截取值 灵敏度/% 特异度/%
miR-128-3p 0.759 0.701~0.818 <0.001 1.507 77.86 64.75
TLR4 0.751 0.695~0.811 <0.001 1.649 73.57 63.11

2.4　 AECOPD 组、稳 定 期 COPD 组、对 照 组

WBC、hs-CRP、ESR水平的比较

AECOPD组患者的 WBC、hs-CRP、ESR水平

均高于稳定期 COPD 组和对照组,差异有统计学

意义(P<0.05);稳定期 COPD 组患者的 WBC、
hs-CRP、ESR水平与对照组比较差异无统计学意

义(P<0.05)。见表4。
2.5　 AECOPD 组 患 者 miR-128-3p、TLR4 与

WBC、hs-CRP、ESR的相关性

AECOPD 组 患 者 PBMCs 中 miR-128-3p、
TLR4表达水平与 WBC、hs-CRP、ESR呈正相关,
见表5。

表4　3组 WBC、hs-CRP、ESR水平的比较 ■X±S

组别 例数 WBC/(×109·L-1) hs-CRP/(mg·L-1) ESR/(mm·h-1)

AECOPD组 122 17.82±3.571)2) 37.59±8.941)2) 71.38±11.851)2)

稳定期COPD组 140 8.59±1.47 5.49±1.04 11.75±2.42
对照组 110 7.86±1.25 5.15±0.95 8.58±1.85

　　与对照组比较,1)P<0.05;与稳定期COPD组比较,2)P<0.05。

2.6　AECOPD组中死亡患者与存活患者PBMCs
中 miR-128-3p、TLR4、WBC、hs-CRP、ESR的比较

AECOPD组中死亡患者PBMCs中 miR-128-
3p、TLR4的表达水平高于存活患者(P<0.05),
WBC、hs-CRP、ESR水平与存活患者比较均差异无

统计学意义(P<0.05)。见表6。
2.7　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4对 AECOPD
患者死亡的预测价值

PBMCs中 miR-128-3p、TLR4预测 AECOPD
患者死亡的 ROC曲线见图3,2项指标预测 AE-

COPD患者死亡的ROC曲线分析数据见表7。

表5　AECOPD 组 患 者 miR-128-3p、TLR4 与 WBC、hs-
CRP、ESR的相关性

指标
miR-128-3p
r P

TLR4
r P

WBC 0.329 <0.001 0.241 0.001
hs-CRP 0.221 0.003 0.293 <0.001
ESR 0.287 <0.001 0.209 0.008

表6　AECOPD组中死亡患者与存活患者 miR-128-3p、TLR4、WBC、hs-CRP、ESR的比较 ■X±S

结局 例数 miR-128-3p TLR4 WBC/(×109·L-1)hs-CRP/(mg·L-1) ESR/(mm·h-1)
死亡 12 2.07±0.29 2.03±0.17 18.24±7.41 38.16±10.24 72.94±13.57
存活 110 1.64±0.49 1.74±0.42 17.77±3.41 37.53±8.16 71.21±11.24
t 2.977 2.364 0.391 0.248 0.496
P 0.004 0.020 0.696 0.805 0.621

3　讨论

AECOPD是COPD患者住院的主要原因,反
复因为 AECOPD住院会加速肺功能衰退,同时也

增加多器官功能障碍的发生风险及死亡风险。相

关的临床研究结果显示 AECOPD患者住院期间的

病死率8%~10%,AECOPD 也被认为是 COPD
患者死亡的主要原因[1-2]。因此,准确评估 AECO-
PD的病情及死亡预后、筛选出死亡的高风险人群

并进行积极的个体化治疗对降低 COPD 病死率、
优化COPD预后具有积极意义。

炎症反应是COPD发生发展过程中至关重要

的生物学环节,气道内炎症细胞的浸润、促炎细胞

因子的释放能够引起气流受限。在感染等因素的

诱导下发生 AECOPD时,炎症反应发生级联放大

激活,多种促炎细胞因子大量释放,不仅在气道局

部发挥作用,还随血液循环作用于全身、引起全身

炎症反应激活、增加多器官障碍发生风险[8-10]。近

些年,陆续有学者报道了hs-CRP、降钙素原、白细

胞介素、肿瘤坏死因子等炎症标志物用于 AECO-
PD病情及预后评估的价值[10-12],但因为炎症反应

的激活过程复杂、涉及多种不同的通路及细胞因

子,在不同炎症阶段会出现不同促炎细胞因子的变

化,所以血清促炎细胞因子变化的个体差异较大,
作为血清标志物的临床应用价值有限。炎症反应
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激活过程中促炎细胞因子的释放可能受到共同上

游信号通路的调控,因此以炎症反应的上游信号通

路为切入点展开研究,不仅有助于深入认识 AE-

COPD的发病机制,也有助于发现 AECOPD新的

评价标志物。

图3　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4预测AECOPD患者死亡的ROC曲线

表7　PBMCs中 miR-128-3p、TLR4预测AECOPD患者死亡的ROC曲线分析

指标 曲线下面积 95%CI P 最佳截取值 灵敏度/% 特异度/%
miR-128-3p 0.772 0.660~0.883 0.002 1.863 63.64 75.00
TLR4 0.749 0.653~0.846 0.005 2.036 75.45 66.67

　　TLR4是调控炎症反应的重要模式受体,在烟

雾、病原菌感染等刺激因素的作用下,TLR4表达

上调并通过下游信号转导在炎症反应的不同阶段

刺激多种促炎细胞因子的释放,进而维持炎症的持

续激活状态[13-14]。随着近些年分子生物学研究的

深入,TLR4上游的调控机制受到越来越多关注,
具有转录后表达调控活性的 miR能够在炎症反应

激活的过程中调控TLR4的表达[6,15-16]。一项细胞

实验证实,miR-128-3p能够增加巨噬细胞中 TLR4
的表达,进而增强巨噬细胞介导的促炎作用[6]。本

研究观察了 miR-128-3p调控 TLR4在 AECOPD
发生发展中的作用,与健康志愿者比较,AECOPD
患者及稳定期COPD患者PBMCs中 miR-128-3p、
TLR4的表达水平增加且与 miR-128-3p、TLR4的

表达呈正相关,AECOPD 患者上述 miR-128-3p、
TLR4的变化较稳定期 COPD 患者更显著,提示

AECOPD的发生过程中存在 miR-128-3p、TLR4
表达增加且 miR-128-3p可能对 TLR4的表达存在

促进作用。
miR-128-3p对 TLR4表达的调控作用能够激

活巨噬细胞的炎症反应,在 AECOPD的发生发展

过程中也存在炎症反应的过度激活。本研究通过

实验室指标 WBC、hs-CRP、ESR反映 AECOPD患

者的炎症反应程度,与稳定期 COPD 患者及健康

者比较,AECOPD 患者的实验室炎症指标均明显

增加,符合 AECOPD炎症反应激活的特征。同时

本研究还证实 AECOPD 患者 miR-128-3p、TLR4
的表达与实验室炎症指标呈正相关,表明在 AE-
COPD的发生过程中 miR-128-3p对 TLR4表达的

调控起到了促炎作用、对患者的炎症反应具有加剧

作用,这为深入认识 AECOPD的发病机制及炎症

反应的调控机制提供了新思路、新靶点。
AECOPD是COPD患者病死的常见原因,因

此准确评价 AECOPD住院患者的死亡风险具有积

极的临床意义。炎症反应参与 AECOPD的发生发

展,多项促炎细胞因子也被证实对患者的死亡风险

具有评估价值,但缺点是不同患者之间炎症细胞因

子变化的个体差异较大[17-18]。另外,实验室常规炎

症指标 WBC、hs-CRP、ESR虽然能够评价病情,但
特异度较差,无法评价患者的死亡风险[19],本研究

的分析也显示 AECOPD组中存活患者与死亡患者

的 WBC、hs-CRP、ESR 比较差异无统计学意义。
为了深入认识 miR-128-3p对 TLR4表达的调控在

AECOPD病情转归中的作用,本研究分析了两项

指标与 AECOPD患者住院死亡情况的关系,与存

活患 者 比 较,死 亡 患 者 PBMCs中 miR-128-3p、
TLR4的表达水平增加;通过 ROC曲线分析证实

两项指标对 AECOPD患者的死亡具有预测价值。
以上结果进一步印证了 miR-128-3p对 TLR4表达

的调控参与 AECOPD的病情进展,同时也为评估
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AECOPD患者死亡风险提供了新的分子标志物。
综上 所 述,AECOPD 患 者 PBMCs 中 miR-

128-3p、TLR4的表达上调且具有正相关关系,两
者不仅导致 AECOPD病情加重、炎症反应激活,还
导致预后恶化、增加死亡风险。上述研究结果为深

入认识 AECOPD的发病机制及炎症反应的调控机

制提供了新思路、新靶点,也为评估 AECOPD患者

死亡风险提供了新的分子标志物。
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