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  摘 要:目的 探讨急性胰腺炎患者外周血自噬相关蛋白5(ATG5)、微小RNA-30-5p(miR-30-5p)水平与

病情严重程度及预后的关系。方法 选取200例急性胰腺炎患者为研究对象,按照病情严重程度将其分为轻

症组和重症组;根据治疗4周后的预后情况将其分为死亡组和存活组。选取同期体检健康者90例为对照组。
采用实时荧光定量聚合酶链反应检测外周血中ATG5、miR-30-5p水平;采用Pearson相关分析ATG5与 miR-
30-5p水平的相 关 性;采 用 Kaplan-Meier法 分 析 ATG5、miR-30-5p水 平 与 急 性 胰 腺 炎 患 者 预 后 的 关 系。
结果 重症组、轻症组总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、脂肪酶、C反应蛋白

(CRP)、急性生理与慢性健康评估系统Ⅱ(APACHEⅡ)评分及ATG5水平明显高于对照组,高密度脂蛋白胆

固醇(HDL-C)、miR-30-5p水平明显低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);重症组TC、TG、LDL-C、脂肪

酶、CRP、APACHEⅡ评分、急性胰腺炎严重程度床边指数(BISAP)评分及ATG5水平明显高于轻症组,HDL-
C、miR-30-5p水平明显低于轻症组,差异有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,急性胰腺炎患

者外周血中ATG5与miR-30-5p水平呈负相关(r=—0.568,P<0.001)。与对照组比较,存活组和死亡组外

周血中ATG5水平明显升高,miR-30-5p水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与存活组比较,死亡组

外周血中ATG5水平明显升高,miR-30-5p水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。ATG5高表达患者

生存率(78.57%)明显低于ATG5低表达患者生存率(93.14%),miR-30-5p高表达患者生存率(94.23%)明显

高于miR-30-5p低表达患者生存率(77.08%),差异有统计学意义(P<0.05)。结论 miR-30-5p在急性胰腺

炎患者中低表达,ATG5在急性胰腺炎患者中高表达,二者均与急性胰腺炎患者病情严重程度及预后有关,是

评估急性胰腺炎患者预后的潜在标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationships
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

autophagy-related
 

protein
 

5
 

(ATG5),microRNA-30-5p
 

(miR-30-5p)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

the
 

severity,prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis.Methods A
 

total
 

of
 

200
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,and
 

di-
vided

 

into
 

mild
 

group
 

and
 

severe
 

group
 

according
 

to
 

their
 

severity.The
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

death
 

group
 

and
 

survival
 

group
 

according
 

to
 

their
 

prognosis
 

after
 

4
 

weeks
 

of
 

treatment.Over
 

the
 

same
 

period,90
 

healthy
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check
 

people
 

were
 

randomly
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

ATG5
 

and
 

miR-30-5p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.Pearson
 

correlation
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

ATG5
 

and
 

miR-30-5p.Kaplan-Meier
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

rela-
tionships

 

between
 

the
 

levels
 

of
 

ATG5
 

and
 

miR-30-5p
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis.Re-
sults The

 

total
 

cholesterol
 

(TC),triglyceride
 

(TG),low
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterin
 

(LDL-C),lipase,C-
reactive

 

protein
 

(CRP),acute
 

physiology
 

and
 

chronic
 

health
 

assessment
 

system
 

Ⅱ
 

(APACHEⅡ)
 

score
 

and
 

ATG5
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

and
 

the
 

mild
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

high
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(HDL-C)
 

and
 

miR-30-5p
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

significant
 

(P<0.05).The
 

TC,TG,LDL-C,lipase,CRP,APACHEⅡ
 

score,
BISAP

 

score
 

and
 

ATG5
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

mild
 

group,the
 

HDL-
C

 

and
 

miR-30-5p
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

significant
 

(P<
0.05).Pearson

 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

levels
 

of
 

ATG5
 

and
 

miR-30-5p
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis
 

correlated
 

negatively
 

(r=—0.568,P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

peripheral
 

blood
 

ATG5
 

level
 

in
 

the
 

survival
 

group
 

and
 

the
 

death
 

group
 

increased
  

significantly,and
 

the
 

miR-30-5p
 

level
 

reduced
  

significantly,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

survival
 

group,the
 

ATG5
 

level
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

in
 

the
 

death
 

group
 

was
 

significantly
 

higher,
and

 

the
 

miR-30-5p
 

level
 

was
 

significantly
 

lower,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

ATG5
 

(78.57%)
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

ATG5
 

(93.14%),and
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

miR-30-5p
 

(94.23%)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

miR-30-5p
 

(77.08%,P<0.05).
Conclusion mir-30-5p

 

expresses
 

lowly
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis,and
 

ATG5
 

expresses
 

highly
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

acute
 

pancreatitis.Both
 

the
 

two
 

indicators
 

relate
 

to
 

the
 

severity
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

a-
cute

 

pancreatitis,and
 

they
 

are
 

expected
 

to
 

be
 

potential
 

markers
 

to
 

evaluate
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

pancreatitis.
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pancreatitis; autophagy-related
 

protein
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  急性胰腺炎是一类胰腺内消化酶前体异常活化

导致胰腺分泌功能紊乱的疾病,近年来其发病率呈现

逐年升高的趋势[1]。急性胰腺炎患者病情复杂,容易

引起感染性休克,且常常会伴有炎症和器官衰竭现象

发生,使得此病的病死率较高[2-3]。因此,寻找可以早

期评估急性胰腺炎病情严重程度及预后的指标意义

重大。自噬是一个复杂的生理过程,可以消除错误折

叠的蛋白及受损的细胞器,进而维持细胞的稳态[4]。
哺乳动物细胞中的自噬体涉及自噬蛋白相互协同作

用,其中自噬相关蛋白5(ATG5)是参与调控细胞自

噬过程的重要自噬蛋白[5]。微小 RNA-30-5p(miR-
30-5p)为微小RNA(miRNA)家族成员之一,有研究

表明 miR-30-5p参与控制细胞周期进程及肿瘤的形

成,在肿瘤的发生及发展中扮演着肿瘤细胞抑制角

色[6-7],但其在急性胰腺炎中如何表达,并如何影响急

性胰腺炎的发生与发展,目前尚不清楚。因此,本研

究分析了急性胰腺炎患者外周血中 ATG5及 miR-
30-5p的水平,以及二者与患者病情严重程度及预后

的关系,以期为急性胰腺炎的临床诊治提供有价值的

理论依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年3月至2020年6月湖

北省宜昌市第二人民医院(以下简称本院)急诊科收

治的急性胰腺炎患者200例为研究对象,男118例,
女82例;年龄35~70岁,平均(50.67±9.29)岁。
(1)纳入标准:①年龄>18岁;②在研究开始前3个月

未进行过相关治疗;③患者临床资料完整;④均符合

《急性胰腺炎诊治指南(2014)》[8]中的诊断标准。(2)
排除标准:①合并外伤;②妊娠期女性;③合并其他疾

病或者恶性肿瘤;④患有其他免疫功能缺陷疾病。按

照2012年制定的急性胰腺炎严重程度标准[9]将200
例患者分为轻症组122例和重症组78例;根据治疗4
周后的预后情况将患者分为死亡组28例和存活组

172例。选取同期本院体检健康者90例为对照组。
本研究经本院医学伦理委员会批准,患者知情且签署

同意书。
1.2 仪器与试剂  TL988实时荧光定量聚合酶链

反应(qRT-PCR)仪购自西安天隆 科 技 有 限 公 司;
SMZ745尼康光学显微镜购自上海普赫生物科技有限

公司。所 用 试 剂 包 括 RNA 提 取 试 剂 盒 (批 号:
DP315,北京天根生化科技有限公司)、反转录试剂盒

(批号:QP056,美国Genecopoeia公司)、qRT-PCR检

测试剂盒(批号:QP115,美国Genecopoeia公司)。引

物(批号:20180724)由上海生工生物工程有限公司
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提供。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集急性胰腺炎患者入院后第2
日及健康体检者体检当日清晨空腹外周血5

 

mL,
3

 

500
 

r/min 离 心 10
 

min,收 集 上 层 血 清 保 存 于

—20
 

℃冰箱中待测。
1.3.2 qRT-PCR检测外周血 ATG5、miR-30-5p水

平 按照RNA提取试剂盒说明书对血清进行RNA

提取。根据qRT-PCR检测试剂盒说明书配制实验反

应体系,设定反应条件(94
 

℃预变性15
 

min;94
 

℃变

性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,40个循环)。
分别以甘油酸-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)和 U6为内

参,采用2-ΔΔCt计算法对血清中ATG5、miR-30-5p水

平进行相对定量分析。ATG5、miR-30-5p、GAPDH
和U6引物序列见表1。

表1  qRT-PCR引物序列

项目 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

ATG5 TGACCAGTTTTGGACCATCA AGGGTATGCAGCTGTCCATC

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

miR-30-5p CCCGGGCTTGTCTTTTGTT GAGTGGGTGGCTCACTCTTCTG

U6 CTGGGCTACACTGAGCACC AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

1.3.3 临床资料收集 记录研究对象的年龄、性别、
体质量指数(BMI)、吸烟史、总胆固醇(TC)、甘油三酯

(TG)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、低密度脂蛋白

胆固醇(LDL-C)、脂肪酶、C反应蛋白(CRP)、急性胰

腺炎严重程度床边指数(BISAP)及急性生理与慢性

健康评估系统Ⅱ(APACHEⅡ)评分等资料。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

25.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布、方差齐的计量资料

以x±s表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的

两组比较采用SNK-q 检验;计数资料以例数或百分

率表示,组间比较采用χ2 检验。采用Pearson相关分

析ATG5与miR-30-5p水平的相关性。采用Kaplan-

Meier法分析不同 ATG5、miR-30-5p水平急性胰腺

炎患者的预后。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 轻症组、重症组及对照组基线资料比较 重症

组、轻症组、对照组年龄、性别、BMI、有吸烟史者所占

比例比较,差异无统计学意义(P>0.05)。重症组、轻
症组TC、TG、LDL-C、脂肪酶、CRP、APACHEⅡ评分

明显高于对照组,HDL-C水平明显低于对照组,差异

有统计学意义(P<0.05);重症组TC、TG、LDL-C、脂
肪酶、CRP、APACHEⅡ评分、BISAP评分明显高于

轻症组,HDL-C水平明显低于轻症组,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表2。

表2  轻症组、重症组及对照组基线资料比较

组别 n
年龄

(x±s,岁)
男/女

(n/n)
BMI

(x±s,kg/m2)
吸烟史

[n(%)]
TC

(x±s,mmol/L)
TG

(x±s,mmol/L)

轻症组 122 50.23±5.18 76/46 23.56±2.42 28(22.95) 6.83±0.96* 2.62±0.34*

重症组 78 51.41±5.62 42/36 24.18±2.53 15(19.23) 8.67±1.02*# 6.56±0.76*#

对照组 90 50.83±5.75 47/43 23.41±2.62 18(20.00) 3.83±0.74 1.56±0.26

F/χ2/t 1.123 3.596 2.202 0.538 608.311 2
 

575.159

P 0.327 0.166 0.112 0.764 <0.001 <0.001

组别 n
HDL-C

(x±s,mmol/L)
LDL-C

(x±s,mmol/L)
脂肪酶

(x±s,U/L)
CRP

(x±s,mg/L)
BISAP评分

(x±s,分)
APACHEⅡ评分

(x±s,分)

轻症组 122 2.05±0.30* 3.26±0.48* 547.16±67.34* 29.48±1.22* 3.68±0.43 10.41±1.56*

重症组 78 1.37±0.29*# 3.74±0.56*# 896.52±74.86*# 44.69±4.97*# 4.14±0.45# 11.39±1.68*#

对照组 90 2.87±0.32 3.04±0.56 156.23±20.65 13.32±1.38 — 6.88±0.84

F/χ2/t 515.362 38.155 3
 

249.733 2
 

632.216 7.173 248.665

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与轻症组比较,#P<0.05;-为无数据。

2.2 轻症组、重症组及对照组外周血 ATG5、miR- 30-5p水平比较 与对照组比较,轻症组和重症组外
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周血中miR-30-5p水平明显降低,ATG5水平明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与轻症组比较,重
症组外周血中 miR-30-5p水平明显降低,ATG5水平

明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  轻症组、重症组及对照组外周血ATG5、mir-

   30-5p水平比较(x±s)

组别 n ATG5 miR-30-5p

轻症组 122 1.15±0.12* 0.92±0.09*

重症组 78 1.33±0.15*# 0.86±0.11*#

对照组 90 1.00±0.00 1.00±0.00

F 9.372 62.668

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与轻症组比较,#P<0.05。

2.3 急性胰腺炎患者外周血ATG5与 miR-30-5p水

平的相关性 Pearson相关分析结果显示,急性胰腺

炎患者外周血中 ATG5与 miR-30-5p水平呈负相关

(r=—0.568,P<0.001)。
2.4 存活组、死亡组与对照组外周血 ATG5、miR-
30-5p水平比较 与对照组比较,存活组和死亡组外

周血中ATG5水平明显升高,miR-30-5p水平明显降

低,差异有统计学意义(P<0.05);与存活组比较,死
亡组外周血中ATG5水平明显升高,miR-30-5p水平

明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表4  存活组、死亡组与对照组患者外周血ATG5、

   miR-30-5p水平比较(x±s)

组别 n ATG5 miR-30-5p

存活组 172 1.19±0.12* 0.94±0.10*

死亡组 28 1.45±0.17*# 0.72±0.09*#

对照组 90 1.00±0.00 1.00±0.00

F 212.826 124.788

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与存活组比较,#P<0.05。

2.5 ATG5、miR-30-5p水平与急性胰腺炎患者预后

的关系 以急性胰腺炎患者 ATG5、miR-30-5p水平

平均值进行分组,分为 ATG5高表达组(>1.22,98
例)和 ATG5低表达组(≤1.22,102例),miR-30-5p
高表达组(>0.90,104例)和 miR-30-5p低表达组(≤
0.90,96例)。Kaplan-Meier生存分析结果显示,ATG5
高表达组生存率(78.57%)明显低于ATG5低表达组

生存率(93.14%),差异有统计学意义(χ2=8.896,P=
0.003);miR-30-5p高表达组生存率(94.23%)明显高于

miR-30-5p低表达组生存率(77.08%),差异有统计学

意义(χ2=12.425,P<0.001)。
3 讨  论

  胰腺炎表现为胰腺整体或者局部出现坏死、水
肿、出血,该病的病情较复杂且临床表现差异也较

大[10-11]。急性胰腺炎是外科常见的危急炎症,若不及

时采取有效的治疗,轻度急性胰腺炎会发展成为重度

急性胰腺炎,严重时可致患者死亡[12-13]。急性胰腺炎

发病与胰腺损伤后,胰酶大量释放,从而对自身组织

产生破坏,继而会引发相关的炎性反应与免疫反应有

关。在临床较为常见的是轻症急性胰腺炎,如果病情

恶化成为重症急性胰腺炎,则预后不佳且病死率较

高[14-15]。本研究检测了急性胰腺炎患者的相关指标,
发现重症组、轻症组 TC、TG、LDL-C、CRP、脂肪酶、
APACHEⅡ评分明显高于对照组,HDL-C水平明显

低于对照组;与轻症组比较,重症组TC、TG、LDL-C、
CRP、脂肪酶、APACHEⅡ评分、BISAP评分明显升

高,HDL-C水平明显降低,提示急性胰腺炎患者体内

存在不同程度的血脂异常和炎性反应,胰 腺 受 到

损伤。
miRNA作为一类长度大概为22个核苷酸的由

内源基因编码的非编码单链RNA,在细胞内具有多

种重要的调节作用,每个miRNA都具有多个靶基因,
在基因的表达调控、细胞的分化、细胞炎症及细胞凋

亡等方面都发挥功能,也有研究证明其在肿瘤的发生

过程中具有重要作用[16]。昝玲玲等[17]通过研究发

现,miR-30-5p在乳腺癌细胞中的水平下降,并通过某

种途径控制着乳腺癌的发展过程。诸葛雪朋等[18]的

研究证明 miR-30-5p在食管癌组织中的水平明显下

调,说明miR-30-5p具有抑制肿瘤生长的作用。本研

究发现,与健康体检者相比,急性胰腺炎患者外周血

中miR-30-5p水平明显降低,且与轻症急性胰腺炎患

者比较,重症急性胰腺炎患者外周血中 miR-30-5p水

平明显降低。此外,对急性胰腺炎患者预后进行分析

发现,死亡组外周血中 miR-30-5p水平明显低于存活

组,说明miR-30-5p参与了急性胰腺炎的发生,可能

对疾病的发生、发展存在着一定调控作用,其水平的

异常变化增加了急性胰腺炎的患病风险,且影响患者

的预后。
在众多自噬相关基因中,ATG5被研究证明是巨

自噬和微自噬的重要标志[19],参与自噬体膜的扩张及

伸展,以及最终包裹内容物形成自噬体的整个过程,
被广泛作为自噬体相关研究中的研究对象。ATG5
不仅可以促进细胞的自噬形成,而且具有刺激细胞凋

亡的作用,在动物的神经保护、生殖发育及先天免疫

等过程中起着重要的作用[20]。韩莎等[21]的研究证明

ATG5在甲状腺乳头状癌患者中表达异常,证明其可

能参与了癌细胞的生长及转移过程。本研究结果发

现,与对照组比较,轻症组和重症组外周血中 ATG5
水平明显升高,且与轻症组比较,重症组外周血中

ATG5水平明显升高。此外,与存活组相比,死亡组

外周血中ATG5水平明显升高,这些结果表明ATG5
与急性胰腺炎的发生及进展密切相关,可 能 由 于

ATG5水平的异常变化刺激了机体生物学变化,对疾

病的发生起到了促进作用,其水平越高,病情越严重,
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预后也越差。
本研究通过Pearson相关分析发现,在急性胰腺

炎患者外周血中ATG5与miR-30-5p水平呈负相关,
推测miR-30-5p、ATG5可能通过靶向调控关系共同

影响着急性胰腺炎患者的预后,但具体作用机制尚待

进一步证实。同时,本研究进行了生存分析,发现

ATG5低表达和 miR-30-5p高表达患者具有更高的

生存率,说明检测ATG5、miR-30-5p水平对急性胰腺

炎患者预后有一定评估价值,临床应密切关注高水平

ATG5和低水平 miR-30-5p患者,并及时干预,从而

减少急性胰腺炎死亡患者。
综上所述,miR-30-5p在急性胰腺炎患者中低表

达,ATG5在急性胰腺炎患者中高表达,且二者均与

急性胰腺炎患者病情严重程度及预后有关,是评估急

性胰腺炎患者预后的潜在标志物。
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