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重症肺炎支原体肺炎患儿外周血miR-199a-3p表达水平
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  摘 要:目的 检测重症肺炎支原体肺炎(SMPP)患儿外周血微小RNA-199a-3p(miR-199a-3p)表达水平,
并分析其对患儿预后不良的预测价值。方法 选择2019年2月至2020年10月陕西省榆林市星元医院收治的

168例SMPP患儿作为重症组,165例轻症 MPP患儿作为轻症组,150例健康儿童作为健康组。采用实时荧光

定量PCR检测3组研究对象外周血miR-199a-3p表达水平;重症组、轻症组均予以常规治疗,统计治疗28
 

d后

预后不良发生率;采用Logistic回归分析探讨外周血miR-199a-3p表达水平与重症组预后不良的关系,并分析

其对重症组患儿预后不良的预测价值。结果 重症组、轻症组患儿外周血 miR-199a-3p表达水平均低于健康

组,且重症组低于轻症组,差异均有统计学意义(P<0.05);重症组患儿治疗28
 

d后预后不良发生率高于轻症

组,差异有统计学意义(P<0.05);发病至入院时间>3
 

d、入院时急性生理和慢性健康状况评分Ⅱ评分>30分、
外周血miR-199a-3p表达水平降低均是重症组患儿预后不良的最佳独立危险因素(P<0.05);外周血 miR-
199a-3p表达水平预测重症组患儿预后不良的最佳截断值为0.25,灵敏度、特异度、受试者工作特征曲线下面积

分别为94.12%、97.35%、0.984。结论 SMPP和轻症MPP患儿外周血miR-199a-3p表达水平均下降,SMPP
患儿水平更低,预后不良发生率更高,miR-199a-3p表达水平与患儿预后不良有关,对SMPP患儿预后不良具有

较好的预测价值。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

microRNA-199a-3p
 

(miR-199a-3p)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

children
 

with
 

severe
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

pneumonia
 

(SMPP)
 

and
 

analyze
 

its
 

predictive
 

value
 

for
 

poor
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

168
 

children
 

with
 

SMPP
 

(servere
 

group),165
 

children
 

with
 

MPP
 

(mild
 

group)
 

and
 

150
 

healthy
 

children
 

(healthy
 

group)
 

admitted
 

to
 

Xingyuan
 

Hospital
 

of
 

Yulin
 

City
 

Shaanxi
 

Prov-
ince

 

from
 

February
 

2019
 

to
 

October
 

2020
 

were
 

selected.Real
 

time
 

fluorescence
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

3
 

groups.The
 

severe
 

group
 

and
 

mild
 

group
 

were
 

given
 

routine
 

treatment,and
 

the
 

incidences
 

of
 

poor
 

prognosis
 

after
 

28
 

days
 

of
 

treatment
 

were
 

counted.The
 

relation-
ship

 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

of
 

severe
 

group
 

was
 

analyzed
 

by
 

Logistic
 

multiple
 

regression,and
 

its
 

predictive
 

value
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

was
 

analyzed.Results The
 

expressions
 

levels
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

and
 

the
 

mild
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

group,and
 

that
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

mild
 

group
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

incidence
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

of
  

severe
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

children
 

of
   

mild
 

group
 

after
 

28
 

days
 

of
 

treatment,and
 

the
 

difference
 

was
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P<0.05).The
 

time
 

from
 

onset
 

to
 

admission
 

>
 

3
 

days,acute
 

physiology
 

and
 

chronic
 

health
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evaluation
 

Ⅱ
 

score
 

>
 

30
 

points,and
 

the
 

decreased
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

all
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

of
 

severe
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

cut-off
 

value
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

for
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

of
 

severe
 

group
 

was
 

0.25,and
 

the
 

sensitivity,specificity,and
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

charac-
teristic

 

curve
 

were
 

94.12%,97.35%,and
 

0.984,respectively.Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-199a-
3p

 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

children
 

with
 

SMPP
 

and
 

mild
 

MPP
 

are
 

decreased,and
 

the
 

level
 

of
 

miR-199a-3p
 

in
 

children
 

with
 

SMPP
 

is
 

lower,and
 

the
 

incidence
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

children
 

with
 

SMPP
 

is
 

higher.The
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

miR-199a-3p
 

is
 

associated
 

with
 

poor
 

prognosis,and
 

it
 

has
 

good
 

predictive
 

value
 

for
 

poor
 

prognosis
 

of
 

SMPP.
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  肺炎支原体肺炎(MPP)是指由于肺炎支原体感

染引发的肺部急性炎症反应。有研究发现,MPP在

各种社区获得性肺炎中约占20%,一般表现为鼻塞、
咽部充血、流涕等,10%~15%的患者可出现胸腔积

液,个别严重病例可能死亡[1]。重症 MPP(SMPP)患
儿预后不良发生率为22.50%,包括心肌损害、多器官

功能障碍综合征、死亡等[2]。另有资料显示,SMPP
患儿病死率为2.89%,但目前常用的肺功能检查、血
常规等指标对此类患儿预后不良的预测价值并不理

想[3]。微小RNA(miRNA)是一类单链 RNA分子,
约包含22个核苷酸,可参与大量病理生理改变[4-5]。
有研究表明,微小 RNA-199a-3p(miR-199a-3p)可调

节人辅助性T淋巴细胞17(Th17)的功能进而影响肺

炎支原体在机体内生长,从而参与 MPP的发展,推测

其可预测 MPP患儿的病情发展及预后,但在SMPP
患儿外周血中 miR-199a-3p的表达水平及其是否可

预测 患 儿 预 后 尚 未 可 知。本 研 究 选 择 了 168 例

SMPP患儿和165例轻症 MPP患儿,并招募了150
例健康儿童对此进行了研究,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年2月至2020年10月陕

西省榆林市星元医院收治的168例SMPP患儿作为

重症组,165例轻症 MPP患儿作为轻症组,150例健

康儿童(招募方式分别为医院内体检中心宣传、儿科

门诊就诊经检查健康、就诊患儿的家属推荐等)作为

健康 组。重 症 组 发 病 至 入 院 时 间 1~5
 

d,平 均

(2.50±0.33)d;入院时急性生理和慢性健康状况评

分Ⅱ(APACHEⅡ)评分15~62分,平均(27.99±
3.62)分;入 院 时 呼 吸 频 率 18~67 次/分,平 均

(28.75±4.65)次/分;入 院 时 血 氧 饱 和 度85%~
96%,平均(90.10±4.04)%。轻症组发病至入院时

间1~3
 

d,平均(1.55±0.26)d;入院时APACHEⅡ
评分9~33分,平均(18.75±2.96)分;入院时呼吸频

率18~46次/分,平均(22.04±4.17)次/分;入院时

血氧饱和度>96%~99%,平均(98.15±2.16)%。3
组一般资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有

可比性。见表1。纳入标准:(1)符合以下所有标准即

可确诊为轻症 MPP,即一般情况好,无拒食或脱水

征,无意识障碍,呼吸频率正常或略增快,无发绀,无
呼吸困难(呻吟、三凹征、鼻翼扇动),肺浸润≤1/3肺

部,无胸腔积液,血氧饱和度>96%,无肺炎并发症

等;(2)符合以下任意一项标准即可确诊为SMPP[6],
即一般情况差,有拒食或脱水征,有意识障碍,呼吸频

率>50次/分,有发绀,有呼吸困难(呻吟、三凹征、鼻
翼扇动),多肺叶受累或≥2/3肺部,有胸腔积液,血氧

饱和度≤96%,有肺外并发症等;(3)经检测明确致病

微生物为肺炎支原体;(4)年龄5~13岁。排除标准:
(1)伴有其他类型致病微生物感染所致的肺部炎症反

应;(2)意识或精神障碍、先天性发育障碍等;(3)患有

其他类型感染性疾病,如泌尿系感染等;(4)患有器质

性疾病;(5)患有其他类型可能影响外周血 miR-199a-
3p表达水平的疾病,如恶性肿瘤等;(6)转院、入院前

有 MPP治疗史、有药物滥用史等。所有研究对象均

了解本研究并签订知情同意书。本研究经榆林市星

元医院伦理委员会审批(审批号为201901-003)。
表1  3组研究对象一般资料比较[n(%)或x±s]

组别 n
性别

男 女
年龄(岁) 体质量(kg)

重症组 168 89(52.98) 79(47.02) 8.99±1.85 27.35±5.12

轻症组 165 90(54.55) 75(45.45) 9.36±1.72 27.46±5.30

健康组 150 80(53.33) 70(46.67) 9.78±1.96 28.12±5.04

χ2/F 0.407 1.852 1.041

P 0.528 0.158 0.364

1.2 方法

1.2.1 外周血 miR-199a-3p表达水平检测 采用实

时荧光定量PCR检测 miR-199a-3p表达水平。采集

空腹外周血3
 

mL,用二步法离心分离,即1
 

500
 

r/min
离心10

 

min,离心半径10
 

cm;12
 

000
 

r/min离心2
 

min,离心半径108
 

cm。取上清液用 Trizol试剂盒

(美国Invitrogen公司)抽提总RNA,提纯后鉴定。反

转录反应体系共20
 

μL,利用 Mastercycler
 

nexus
 

flat
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型PCR仪(Eppendorf
 

中国有限公司)检测。反应流

程:16
 

℃
 

30
 

min、42
 

℃
 

30
 

min、85
 

℃
 

5
 

min。内参为

U6,PCR反应体系共8
 

μL,引物序列:正向引物5'-
ATCGCGATAGCTAGAGCTAG-3',反 向 引 物 5'-
TCGATAGCTAGAGGGACTAG-3',特异引物序列

委托宝生物(大连)公司合成。PCR反应条件:95
 

℃
 

3
 

min、95
 

℃
 

15
 

s、60
 

℃
 

20
 

s、72
 

℃
 

20
 

s,共40个循环,
最终78

 

℃
 

20
 

s。绘制熔解曲线,目的基因相对表达

水平采用2-ΔΔCt法进行计算。

1.2.2 治疗方法及预后不良判断标准 重症组和轻

症组均参照《诸福棠实用儿科学(第8版)》[7]实施常

规治疗,轻症组主要包括祛痰、平喘、止咳、抗感染、降
温、调节水电解质紊乱等,重症组在常规治疗基础上

还包括氧疗、通气支持、改善循环、脏器支持与保护

等。治疗28
 

d后判断预后情况,治愈且无后遗症者为

预后良好,有后遗症(包括坏死性肺炎、支气管扩张、
闭塞性细支气管炎和肺纤维化)、并发循环障碍、并发

多器官功能障碍综合征、死亡等为预后不良。

1.3 观察指标 (1)对比3组研究对象外周血 miR-
199a-3p表达水平;(2)对比重症组和轻症组患儿预后

不良发生率;(3)分析外周血 miR-199a-3p表达水平

与重症组患儿预后不良的关系;(4)分析外周血 miR-
199a-3p表达 水 平 对 重 症 组 患 儿 预 后 不 良 的 预 测

价值。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,多组间两两比较采用

SNK-q法;计数资料以例数或百分率表示,组间比较

采用χ2 检验;采用Logistic单因素和多因素回归进

行影响因素分析;采用受试者工作特征(ROC)曲线进

行预测价值分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组研究对象外周血 miR-199a-3p表达水平比

较 重 症 组 患 儿 外 周 血 miR-199a-3p 表 达 水 平

(0.44±0.07)均低于轻症组(0.89±0.12)、健康组

(1.19±0.22),轻症组又低于健康组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。
2.2 重症组与轻症组患儿预后不良发生率比较 重

症组患儿治疗28
 

d后预后不良17例,其中有后遗症

12例(坏死性肺炎3例、支气管扩张3例、闭塞性细支

气管炎2例、肺纤维化4例),均有不同程度气促、气
喘、肺不张等表现,并发心肌损害2例,并发多器官功

能障碍综合征1例(呼吸衰竭、心力衰竭合并急性肾

损伤),休克后抢救无效死亡1例,并发多器官功能障

碍综合征抢救无效死亡1例(呼吸衰竭、急性心力衰

竭合并急性肾衰竭),预后不良发生率为10.12%
(17/168);轻症组患儿2周内治愈出院162例,治疗

28
 

d后预后不良3例,均有后遗症(肺纤维化,均有不

同程度气促、气喘表现),预后不良发生率为1.82%
(3/165)。重症组患儿预后不良发生率高于轻症组,
差异有统计学意义(χ2=7.743,P=0.003)。
2.3 重症患儿预后不良的影响因素分析 重症组预

后不良患儿发病至入院时间>3
 

d、入院时APACHE
Ⅱ评分>30分者占比均高于预后良好患儿,预后不良

患儿发病至入院时间长于预后良好患儿,入院时 A-
PACHEⅡ评分高于预后良好患儿,外周血 miR-199a-
3p表达水平低于预后不良患儿,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。将单因素分析结果中P<0.05
的因素作为自变量,将重症组预后情况作为因变量

(变量赋值见表3)进行多因素Logistic回归分析(逐
步向前法),结果显示,发病至入院时间>3

 

d、入院时

APACHEⅡ评分>30分、外周血 miR-199a-3p表达

水平降低均为重症组患儿预后不良的独立危险因素

(P<0.05)。见表4。
表2  重症组中预后不良与预后良好患儿一般资料

   比较[n(%)或x±s]

项目
预后不良

(n=17)
预后良好

(n=151)
χ2/t P

性别 0.260 0.610

 男 10(58.82) 79(52.32)

 女 7(41.18) 72(47.68)

年龄(岁) 8.96±1.92 8.99±1.84 0.063 0.949

体质量(kg) 26.58±5.04 27.44±5.14 0.655 0.513

发病至入院时间(d) 3.76±0.42 2.36±0.30 17.452<0.001

发病至入院时间(d) 17.919<0.001

 >3 14(82.35) 46(30.46)

 ≤3 3(17.65) 105(69.54)

入院时APACHE
 

Ⅱ评分(分)38.72±4.89 26.78±3.49 12.793 <0.001

入院时APACHE
 

Ⅱ评分(分) 18.445 <0.001

 >30 15(88.24) 52(34.44)

 ≤30 2(11.76) 99(65.56)

miR-199a-3p 0.16±0.05 0.47±0.10 12.581 <0.001

表3  变量赋值

变量 赋值

性别 女=0,男=1

年龄 实测值

体质量 实测值

发病至入院时间 ≤3
 

d=0,>3
 

d=1

入院时APACHEⅡ评分 ≤30分=0,>30分=1

miR-199a-3p 实测值

预后不良 否=0,是=1
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表4  重症患儿预后不良影响因素的Logistic回归分析

因素 β SE χ2 P OR(95%CI)

发病至入院时间>3
 

d 1.015 0.360 4.949 0.009 2.760(2.054~3.465)

入院时APACHEⅡ评分>30分 1.715 0.862 3.958 0.017 5.557(3.867~7.246)

miR-199a-3p 1.824 0.761 5.102 0.008 6.197(4.705~7.688)

2.4 外周血miR-199a-3p表达水平对重症组患儿预

后不良的预测价值 外周血 miR-199a-3p表达水平

预测重症组预后不良的最佳截断值为0.25,灵敏度、
特异度、曲线下面积(AUC)分别为94.12%(16/17)、

97.35%(147/151)、0.984。

3 讨  论

SMPP患者病情严重,预后差,死亡风险高[8]。
本研 究 结 果 显 示,SMPP患 儿 预 后 不 良 发 生 率 为

10.12%,远远高于轻症组的1.82%,提示SMPP相

对于轻症 MPP患儿预后不良发生风险显著升高。本

研究SMPP 患 儿 预 后 不 良 发 生 率 高 于 国 外 学 者

OKUMURA等[9]报道的7.46%,可能是由于患儿病

情、诊治方案差异等所致。
有相关报道证实 miRNA可参与免疫调节、炎症

反应等病理过程[10-12]。本研究重症组患儿外周血

miR-199a-3p表达水平均低于轻症组和健康组,且轻

症组又低于健康组,表明 MPP患儿外周血miR-199a-
3p表达水平下降,且重症者表达水平更低。miR-
199a-3p可调节Th17细胞成熟、分化,在转化生长因

子-β与白细胞介素-6共同作用下初始CD4+T淋巴

细胞可分化为Th17细胞,而Th17细胞与免疫、炎症

反应均密切相关[13]。有研究表明,miR-199a-3p表达

水平下降主要是通过负向调控IκB激酶β,进而影响

白细胞介素-6和白细胞介素-8水平,参与了囊性纤维

化气道炎症反应[14-15],本研究结果与其相符,推测外

周血miR-199a-3p表达水平下降很可能也能够参与

MPP的发生和发展。另有研究表明,MPP患儿外周

血miR-199a-3p表达水平下降,且SMPP患儿表达水

平更低,而Th17细胞分化检测结果的变化趋势正好

相反,且主要由Th17细胞分泌的白细胞介素-6等促

炎性细胞因子水平也升高,参与了炎性疾病的发生和

发展[16]。
另外,本研究结果还显示,外周血 miR-199a-3p

表达水平降低是重症组患儿预后不良的危险因素,且
其表达水平预测重症组患儿预后不良的灵敏度、特异

度、AUC分别为94.12%、97.35%、0.984,证实外周

血miR-199a-3p表达水平下降能够促进SMPP向更

严重的方向发展,推测主要是因为促进Th17细胞分

化、加重炎症反应所致的肺损伤所致,且该指标对重

症组患儿预后不良的预测价值较高。本研究结果显

示,外周血miR-199a-3p表达水平预测SMPP患儿预

后不良的AUC高达0.984,可能是因为 miR-199a-3p
可通过调节Th17细胞分化、影响免疫应答、参与并加

重炎症反应、诱导肺组织炎症浸润和病理改变等多种

途径加重病情,还可通过上述作用机制损害机体脏器

功能和整体健康状况。因此,miR-199a-3p水平与

SMPP患儿预后不良的关系紧密,对预后不良的预测

效能也理想。
本研究还发现,发病至入院时间>3

 

d、入院时A-
PACHEⅡ评分>30分均是SMPP患儿预后不良的

独立危险因素,发病至入院时间越长患儿入院时病情

越严重,临床治疗难度增加,且患儿预后不良的发生

风险越高;入院时APACHEⅡ评分>30分表明患儿

一般状况差,预后不良发生率也越高,与 WU等[17]研

究结果一致。另有研究表明,入院时呼吸频率加快、
血氧饱和度下降均是重症肺炎患儿预后不良的危险

因素[18]。本研究未分析入院时呼吸频率与血氧饱和

度对SMPP患儿预后不良的影响,主要是因为 A-
PACHEⅡ评分包含对呼吸频率、血氧饱和度等结果

的评价,该评分与呼吸频率、血氧饱和度并不相互

独立。
综上所述,SMPP和 MPP患儿外周血 miR-199a-

3p表达水平均低,且前者低于后者,SMPP患儿中预

后不良者外周血 miR-199a-3p表达水平低于预后良

好者,发病至入院时间>3
 

d、入院时 APACHEⅡ评

分>30分、外周血miR-199a-3p表达水平降低均可增

加SMPP患儿预后不良的发生风险,外周血 miR-
199a-3p表达水平对SMPP患儿预后不良的预测价值

较高。但本研究仍存在不足:如何利用外周血 miR-
199a-3p表达水平指导SMPP患儿的个体化治疗尚不

清楚,且miR-199a-3p表达水平下降参与 MPP发生

和加重的具体机制并不明确,均应作为后期研究的

重点。
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