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miR-223在自发性细菌性腹膜炎患者中的表达及临床意义
夏晶颖,张倩*

(海军军医大学第一附属医院干部病房,上海
 

200081)

【摘要】 目的 探讨微小RNA-223(miR-223)在自发性细菌性腹膜炎(SBP)中的水平及其临床意义。 方法 选取

2017年9月~2022年1月本院收治的100例乙肝肝硬化并发SBP患者为肝硬化并发SBP组,另选取同期100例单纯乙

肝肝硬化腹水患者为肝硬化组。比较肝硬化组、肝硬化并发SBP组一般资料及腹水 miR-223、降钙素原(PCT)、白介素-
6(IL-6)水平;分析肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与PCT、IL-6的相关性;分析腹水 miR-223、PCT、IL-6对

肝硬化并发SBP的诊断价值。 结果 肝硬化并发SBP组患者年龄、男/女比、嗜酒史占比、糖尿病占比、肝昏迷占比、

住院时间与肝硬化组无明显差异(P>0.05);肝硬化并发SBP组患者腹水miR-223
 

[(1.93±0.64)ng/mL]、PCT
 

[(0.91
±0.36)ng/mL]、IL-6

 

[(53.58±21.43)ng/mL]水平均高于肝硬化组
 

[(1.01±0.34)ng/mL、(0.42±0.17)ng/mL、
(32.44±12.98)ng/mL](P<0.05);肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与PCT、IL-6均呈正相关(r=0.573、

0.594,P<0.05);腹水 miR-223、PCT、IL-6诊断肝硬化并发SBP的曲线下面积(AUC)分别为0.896、0.895、0.692,其截

断值分别为1.50、0.70
 

ng/mL、43.95
 

ng/mL,敏感度分别为89.0%、88.0%、57.0%,特异性分别为78.0%、79.0%、

73.0%,且腹水 miR-223与PCT联合诊断肝硬化并发SBP的AUC为0.953,其敏感度为88.0%,特异性为94.0%。 
结论 肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平较高,与PCT、IL-6呈正相关,miR-223有望成为诊断肝硬化并发

SBP的标志物,且其与PCT联合可更好地诊断肝硬化并发SBP,为临床诊断肝硬化并发SBP提供新方案。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

level
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

microRNA-223
 

(miR-223)
 

in
 

spontaneous
 

bacterial
 

peritonitis
 

(SBP). Methods One-hundred
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

who
 

were
 

accepted
 

by
 

our
 

hospital
 

from
 

September
 

2017
 

to
 

January
 

2022
 

were
 

gathered
 

as
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

group.
 

Another
 

100
 

patients
 

with
 

simple
 

hepatitis
 

B
 

cirrhosis
 

with
 

ascites
 

were
 

regarded
 

as
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group.
 

The
 

general
 

data
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

miR-223,procalcitonin
 

(PCT)
 

and
 

interleukin-6
 

(IL-6)
 

in
 

ascites
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group
 

and
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

group;the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

in
 

ascites
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

and
 

PCT
 

and
 

IL-6
 

was
 

analyzed;the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

ascites
 

miR-223,PCT
 

and
 

IL-6
 

in
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

was
 

analyzed. Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

age,male/female
 

ratio,proportion
 

of
 

alcoholism
 

history,proportion
 

of
 

diabetes,proportion
 

of
 

he-

patic
 

coma,and
 

hospital
 

stay
 

between
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

group
 

and
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group
 

(P>
0.05);the

 

levels
 

of
 

miR-223
 

[(1.93±0.64)
 

ng/mL],PCT
 

[(0.91±0.36)
 

ng/mL]
 

and
 

IL-6
 

[(53.58±21.43)
 

ng/mL]
 

in
 

ascites
 

in
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group
 

[(1.01
±0.34)

 

ng/mL,(0.42±0.17)
 

ng/mL,(32.44±12.98)
 

ng/mL]
 

(P<0.05);the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

in
 

ascites
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

PCT
 

and
 

IL-6
 

(r=0.573,0.594,P<
0.05);the

 

areas
 

under
 

the
 

curve
 

(AUCs)
 

of
 

ascites
 

miR-223,PCT,and
 

IL-6
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

were
 

0.896,0.895,and
 

0.692,respectively,the
 

cut-off
 

values
 

were
 

1.50,0.70
 

ng/mL,and
 

43.95
 

ng/mL,re-
spectively,the

 

sensitivities
 

were
 

89.0%,88.0%,and
 

57.0%,respectively,the
 

specificities
 

were
 

78.0%,79.0%,73.0%,

respectively,the
 

AUC
 

of
 

ascites
 

miR-223
 

combined
 

with
 

PCT
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

was
 

0.953,with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

88.0%
 

and
 

a
 

specificity
 

of
 

94.0%. Conclusion The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

in
 

ascites
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

is
 

higher,and
 

it
 

is
 

positively
 

correlated
 

with
 

PCT
 

and
 

IL-6.
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is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

marker
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP,and
 

its
 

combination
 

with
 

PCT
 

can
 

bet-
ter

 

diagnose
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP,and
 

provides
 

a
 

new
 

solution
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

com-

plicated
 

with
 

SBP.
【Key

 

words】 microRNA-223;procalcitonin;hepatitis
 

B
 

cirrhosis;spontaneous
 

bacterial
 

peritonitis;interleukin-6

  自发性细菌性腹膜炎(spontaneous
 

bacterial
 

peri-
tonitis,SBP)是乙肝肝硬化的一种并发症,其可引发多

器官功能衰竭、全身炎症反应,使肝硬化患者病死率升

高[1-2]。目前,临床多采用腹水病原菌培养、多形核白

细胞(polymorphonuclear
 

leukocyte,PMN)计数诊断

SBP,但病原菌培养时间较长,而PMN计数准确性较

低,易延误SBP的诊断及治疗[3]。因此,寻找可快速

有效诊断肝硬化并发SBP的方法尤其重要。微小

RNA(microRNA,miRNA)是一种非编码RNA,与肝

硬化并发SBP密切相关[4]。研究发现,微小RNA-223
(microRNA-223,miR-223)在SBP患者中呈高表达,

miR-223可辅助诊断SBP[5];降钙素原(Procalcitonin,

PCT)是一种细菌性炎症指标,其在肝硬化并发SBP
患者中水平较高,PCT具有诊断肝硬化并发SBP、评
估患者病情的价值[6];白介素-6(Interleukin-6,IL-6)
是一种细胞因子,其在肝硬化并发SBP中水平较高,

IL-6可辅助评估肝硬化并发SBP患者预后情况[7]。
但miR-223在肝硬化并发SBP患者中与PCT、IL-6
的关系及其诊断肝硬化并发SBP的价值尚不明确。
本研究通过检测 miR-223在肝硬化并发SBP患者腹

水中的水平,旨在分析其与PCT、IL-6的相关性,并探

究miR-223诊断肝硬化并发SBP的价值。

资料与方法

1 一般资料

选取2017年9月~2022年1月本院收治的乙肝

肝硬化并发SBP患者100例,男44例,女56例;年龄

48~72岁,平均年龄(60.18±8.82)岁。另纳入同期

单纯乙肝肝硬化腹水患者100例为肝硬化组,男47
例,女53例;年龄48~72岁,平均年龄(58.93±8.25)
岁。同时收集受试者嗜酒史、糖尿病、肝昏迷、住院时

间等资料。受试者对本研究均知情同意,本研究经本

院伦理委员会批准。
纳入标准:(1)受试者均符合《16岁以上肝硬化患

者的评估和管理:NICE指南概要》[8]中乙肝肝硬化的

诊断标准,均抽腹水进行细菌培养;(2)受试者临床资

料完整;(3)乙肝肝硬化并发SBP患者符合《肝硬化腹

水及相关并发症的诊疗指南》[9]中的乙肝肝硬化并发

SBP的判定标准。排除标准:(1)患有其他肝脏疾病、
炎症性肠病者;(2)伴有癌性腹水或肝癌者;(3)合并结

核、艾滋病等活动性感染疾病者;(4)有腹腔穿刺禁忌

证者。

2 方法

2.1 标本收集 受试者在入院时均行腹腔穿刺,抽取

5~6
 

mL腹水置于无菌EP管内,4
 

500
 

r/min离心10
 

min,分离出上清液,分装,-70
 

℃冰箱保存。

2.2 实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitative
 

real-time
 

PCR,qRT-PCR)法检测腹水 miR-223表达水平 解

冻腹水,利用TRIzol
 

LS
 

Reagent(上海信裕生物科技

有限公司,XY1901B)抽提腹水总RNA;之后,应用M-
MLV

 

first
 

strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(美国OMEGA
公司,TQ2501-01)制 备 cDNA;最 后,采 用 SYBR

 

Green
 

Realtime
 

PCR
 

Master
 

Mix(上海沪震实业有限

公司,QPK-201)和qRT-PCR仪(美国ABI公司,Sim-
pliAmp)获得循环阈值(CT值)。扩增参数:98.3

 

℃
 

7
 

min;97.5
 

℃
 

25
 

s,56.5
 

℃
 

30
 

s,55.8
 

℃
 

20
 

s,40个循

环。miR-223上游引物序列为5’-CGTGTATTTGA-
CAAGCTG-3’,下 游 引 物 序 列 为 5’-GAACAT-
GTCTGCGTATCTC-3’;U6 上 游 引 物 序 列 为 5’-
CTCGCTTCGGCAGCACA-3’,下游引物序列为5’-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’。 miR-223 以

U6为内参基因,其相对表达量以2-△△CT 法计算。

2.3 酶联免疫吸附法(ELISA)测定腹水PCT、IL-6
水平 按人PCT

 

ELISA试剂盒(上海恒斐生物科技

有限公司,CSB-E09502h-1)、IL-6
 

ELISA试剂盒(英
国Abcam公司,ab178013)说明书配制PCT、IL-6的

标准品溶液,酶标仪(美国 Wisdom 公司,6500)检测

PCT、IL-6标准品溶液、腹水样本在450
 

nm处的吸光

度,制作PCT、IL-6的标准品回归曲线。结合PCT、

IL-6的回归方程,计算腹水PCT、IL-6水平。

3 统计学方法

SPSS22.0软件分析数据。(x±s)表示计量数

据,行t检验;“例”表示计数资料,行χ2 检验;肝硬化

并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与PCT、IL-6
的相关性以Pearson法分析;腹水miR-223、PCT、IL-6
对肝硬化并发SBP的诊断价值以受试者工作特征(re-
ceiver

 

operating
 

characteristic,ROC)曲线评估。α=
0.05为检验水准。

结 果

1 肝硬化组、肝硬化并发SBP组一般资料比较

与肝硬化组相比,肝硬化并发SBP组患者年龄、
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男/女比、嗜酒史占比、糖尿病占比、肝昏迷占比、住院

时间差异无统计学意义(P>0.05)(表1)。

表
 

1 肝硬化组、肝硬化并发SBP组一般资料比较(x±s/例)
Table

 

1 Comparison
 

of
 

general
 

data
 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

group
 

and
liver

 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
 

group
 

(x±s/n)

指标
index

肝硬化组
(n=100)

Cirrhosis
 

group
(n=100)

肝硬化并发SBP组
(n=100)

Liver
 

cirrhosis
 

complicated
with

 

SBP
 

group
 

(n=100)
t/χ2 P

年龄(x±s,岁) 58.93±8.25 60.18±8.82 1.035 0.302
男/女(例) 47/53 44/56 0.181 0.670

嗜酒史(是/否,例) 40/60 46/54 0.734 0.391
糖尿病(是/否,例) 24/76 28/72 0.416 0.519
肝昏迷(是/否,例) 5/95 7/93 0.355 0.552
住院时间(x±s,d) 12.67±4.26 13.12±4.37 0.326 0.745

2 肝硬化组、肝硬化并发SBP组患者腹水 miR-223、

PCT、IL-6水平比较

肝硬化组患者miR-223、PCT和IL-6水平分别为

(1.01±0.34)、(0.42±0.17)ng/mL和(32.44±
12.98)ng/mL,肝硬化并发SBP组分别为(1.93±
0.64)、(0.91±0.36)ng/mL和(53.58.±21.43)ng/

mL,肝硬化并发SBP组患者腹水miR-223、PCT、IL-6
水平均高于肝硬化组(t=12.695、12.308、8.438,P<
0.01)。

3 肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与

PCT、IL-6的相关性

Pearson法分析显示,肝硬化并发SBP患者腹水

miR-223表 达 水 平 与 PCT、IL-6均 呈 正 相 关(r=
0.573、0.594,P<0.05)(图1和图2)。

图
 

1 肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与PCT相关性

Fig.1 Correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

in
 

ascites
and

 

PCT
 

in
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP

图
 

2 肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223表达水平与IL-6相关性

Fig.2 Correlation
 

between
 

miR-223
 

expression
 

level
 

and
 

IL-6
in

 

ascites
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP

4 腹水miR-223、PCT、IL-6对肝硬化并发SBP的诊

断价值

ROC曲线显示,腹水 miR-223、PCT诊断肝硬化

并发SBP的曲线下面积(area
 

under
 

curve,AUC)分别

为0.896、0.895,高于IL-6诊断肝硬化并发SBP的

AUC(0.692),腹水 miR-223与PCT联合诊断肝硬化

并发SBP的AUC为0.953,高于两者单独诊断肝硬

化并发SBP的 AUC,且两者联合诊断的特异性为

94.0%,敏感度为88.0%,有较高诊断价值(表2、图

3)。

图
 

3 腹水 miR-223、PCT、IL-6诊断肝硬化并发SBP的ROC曲线

Fig.3 ROC
 

curve
 

of
 

ascites
 

miR-223,PCT
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
diagnosis

 

of
 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP
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表
 

2 各项指标对肝硬化并发SBP的诊断效能
Table

 

2 diagnostic
 

efficacy
 

of
 

various
 

indexes
in

 

liver
 

cirrhosis
 

complicated
 

with
 

SBP

指标
index AUC 95%CI

截断值
truncation
value

敏感度(%)
sensitivity
(%)

特异性(%)
specificity
(%)

约登指数

jordan
 

index

miR-223 0.896 0.852~0.939 1.50 89.0 78.0 0.670
PCT 0.895 0.851~0.939 0.70

 

ng/mL 88.0 79.0 0.670
IL-6 0.692 0.620~0.764 43.95

 

ng/mL 57.0 73.0 0.300

miR-223、
PCT联合 0.953 0.926~0.980 - 88.0 94.0 0.820

讨 论

肝硬化并发SBP患者免疫功能低下,腹膜对炎症

的刺激不敏感,使患者缺乏典型的反跳痛、腹部压痛等

临床特征,加大了诊断肝硬化并发SBP的难度[10-11]。
因此,寻找可早期诊断肝硬化并发SBP的方法,对控

制肝硬化并发SBP患者病情,改善预后甚是重要。

miRNA在腹水中不易降解,具有长期稳定性,其
可介导氧化应激,参与炎症反应,影响相关信号转导,
与急性胰腺炎、肝硬化等发生发展有关[12-13]。有关报

道显示,miR-122在肝硬化并发SBP中表达水平升

高,miR-122可能参与肝硬化并发SBP过程[14];另外,

miR-155在SBP中表达水平上调,其可作为诊断SBP
的标志物[15]。以上研究表明,肝硬化并发SBP可能与

miRNA表达失调密切相关。miR-223作为 miRNA
的一员,其在肝癌中呈过表达,miR-223具有诊断肝癌

的潜在价值[16];另外,miR-223在脓毒症中呈高表达,
其与炎性因子IL-6显著有关,miR-223有望成为评估

脓毒症患儿预后的有效指标[17]。本研究中肝硬化并

发SBP患者腹水中miR-223表达水平较高,与Schin-
dler等[5]研究趋势一致,提示 miR-223可能与肝硬化

并发SBP过程关系密切,分析可能原因,miR-223可

能通过促进IL-6等炎症因子释放,加重炎症反应,从
而在肝硬化并发SBP进程中发挥促进作用。进一步

研究发 现,腹 水 miR-223诊 断 肝 硬 化 并 发 SBP的

AUC为0.896,当腹水 miR-223相对表达量>1.50
时,肝硬化并发SBP的风险较高,提示测定腹水 miR-
223水平可能有助于临床诊断肝硬化并发SBP,miR-
223有望成为诊断肝硬化并发SBP的辅助指标。

PCT作为一种炎症因子,其可反映全身炎症反应

程度,可诊断感染性疾病[18-19]。研究发现,PCT在肝

硬化并发SBP中水平升高,其可辅助诊断肝硬化并发

SBP,有益于临床及早治疗肝硬化并发SBP[20]。IL-6
可促进急性蛋白合成,损害机体免疫功能,造成免疫紊

乱;IL-6也可促进炎性因子释放,加重炎症反应,造成

肝功能损伤[21-22]。既往研究显示,IL-6在肝硬化并发

SBP中呈高水平,其可能在肝硬化并发SBP过程中起

促炎作用,检测IL-6水平可能有助于临床评估肝硬化

并发SBP患者预后情况[23]。本文中肝硬化并发SBP
患者腹水PCT、IL-6水平较高,与扈登财等[20]、杨鑫

等[7]研究相符,提示PCT、IL-6可能参与并影响肝硬

化并发SBP过程,分析原因,机体感染细菌时,引起炎

症反应,促进PCT、IL-6合成与释放,而生成的PCT、

IL-6反过来加重炎症反应,促进肝硬化并发SBP进

展。进一步研究显示,腹水PCT、IL-6诊断肝硬化并

发SBP的AUC分别为0.895、0.692,当腹水PCT水

平>0.70
 

ng/mL时,肝硬化患者发生SBP的几率较

大,提示PCT诊断肝硬化并发SBP的价值较高,而

IL-6诊断肝硬化并发SBP的价值有限。
本研究显示,肝硬化并发SBP患者腹水 miR-223

表达水平与PCT、IL-6均呈正相关,提示 miR-223可

能与PCT、IL-6共同影响肝硬化并发SBP的病理变

化,但其机制需深入研究。此外,为更好地诊断肝硬化

并发SBP,本研究分析了腹水miR-223与PCT联合诊

断肝硬化并发SBP的价值,结果显示,miR-223、PCT
联合诊断肝硬化并发SBP的 AUC为0.953,高于两

者单独诊断,其敏感度为88.0%,特异性为94.0%,提
示miR-223、PCT联合可提高诊断肝硬化并发SBP的

特异性,增加其对肝硬化并发SBP的诊断价值,为临

床诊断肝硬化并发SBP提供新方法。
综上所述,miR-223在肝硬化并发SBP患者腹水

中表达水平较高,与PCT、IL-6呈正相关,miR-223有

望成为诊断肝硬化并发SBP的潜在指标,且其与PCT
联合可更好地诊断肝硬化并发SBP,为临床诊断肝硬

化并发SBP提供新思路。但本研究样本较少,缺少随

访资料,后期将就此展开深入探究。
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