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脓毒症是重症监护室最常见的疾病，也是最主要的死

亡原因之一 , 早期的过度炎症反应和晚期的免疫抑制是其

主要发病机制 [1]。在过去的 30 年里，脓毒症的发病机制在

分子、细胞和完整器官水平上都取得了很大的进展，但仍

有较高的发病率和死亡率 [2-3] ；然而，脓毒症的发病机制复

杂，缺乏有效的治疗药物。因此，探究脓毒症的发病机制，

寻找新的治疗靶点尤其重要。目前有数据表明，miRNAs

和 lncRNAs 参与脓毒症病理生理过程的调控，具有发展成

为脓毒症新型诊断标志物的潜力 [4]。本研究对脓毒症患者

全血进行 miRNAs 和 lncRNAs 的初步筛查及功能分析，为

脓毒症的机制研究提供了一个从分子水平入手，研究其发

病机制的思路。

1  资料与方法

1.1	 RNA的提取和mRNAs、lncRNAs和miRNAs的

微阵列
本研究在 2021 年 6 月至 9 月间招募盐城市第一人民医

【摘要】  目的  本研究利用二代测序（next-generation sequencing, NGS）技术，对脓毒症患

者外周血液进行测序分析，探讨非编码小 RNA（microRNA, miRNA）和长链非编码 RNA（long 
noncoding RNA, lncRNA）的差异表达及其功能网络。方法  本研究采集 2021 年 6 月至 9 月在盐

城市第一人民医院招募的重症医学科 7 例泌尿系统感染的脓毒症患者和 3 例健康职工志愿者的全

血进行 NGS 分析，筛选差异表达的 mRNA、lncRNA 和 miRNA，并对差异表达进行生物信息学

分析（差异倍数 FC>2，P<0.01）。本研究筛选并下载 GEO 数据库中 4 个脓毒症患者基因组数据

集，筛选共同差异表达基因，对筛选基因进行京都基因组百科全书分析。使用 Cytoscape 3.7.0 进

行构建 miRNA-mRNA 和 IncRNA-miRNA-mRNA 网络。结果  差异表达 mRNAs 主要富集于炎症

反应相关通路。131 个差异基因显著富集在 PD-1/PD-L1 信号通路，发现调控 PD-1/PD-L1 信号通

路的 TLR2、LAT 和 CD247 等靶基因，以及参与调控的 miRNA（hsa-miR-370-3p、hsa-miR-3619-
3p、hsa-miR-4488）。初步发现 lncRNA（TCONS-0026560、TCONS-00234402、TCONS-00260914、
TCONS-00265581、TCONS-00360886）通过竞争性抑制 miRNA（hsa-miR-370-3p、hsa-miR-3619-
3p、hsa-miR-4488）参与调控 TLR2、LAT 和 CD247 表达。结论  PD-1/PD-L1 通路在启动和促进免

疫抑制中发挥的重要作用，为脓毒症的治疗确定新的目标和治疗靶点。
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院重症医学科 7 例泌尿系统感染的脓毒症患者和 3 例健康

职工志愿者为对照者（表 1），并取得所有参与者的知情同

意后收集每个人的外周血 2.5 mL 以获取 mRNAs、lncRNAs

和 miRNAs 表达谱。将血液分别置于 PAX 基因 ®RNA

血管（PreAnalytiX GmbH, 瑞士）中，-80℃保存。使用

TRIzol Reagent（Invitrogen, 美国）/RNeasy Mini Kit（Qiagen, 

美国）提取各样品的总 RNAs。通过安捷伦 2100 生物分

析仪（Agilent Technologies, Palo Alto, 美国）、微量分光光

度计（Thermo Fisher Scientific Inc, 美国）对每个样本的总

RNAs 进行定量和鉴定。数据分析使用安捷伦图像分析软

件（11.0.1.1）提取原始数据。使用 R 软件的 limma 包执行

了一系列数据处理步骤，包括分位数归一化和低强度过滤。

通过火山图过滤鉴定两组之间的 DE mRNAs、lncRNAs 或

miRNAs，并通过倍数变化过滤进行评估。

1.2  差异基因分析
使用 R 软件对原始数据进行过滤、归一化处理得到

标准化数据。以 log2 差异倍数（fold change, FC）的绝对
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表 1  纳入研究者的一般资料

编号 年龄 性别
WBC

（×109L）
CRP

（mg/dL）
PCT

（ng/mL）
内毒素

（pg/mL）
感染类

型
患者 1 58 男 15.4 58.86 >100.00 5.09 G- 杆菌
患者 2 36 女 21.3 213.08 89.03 26.00 G- 杆菌
患者 3 51 女 14.7 110.12 56.78 23.58 G- 杆菌
患者 4 41 男 11.5 134.58 64.34 34.05 G- 杆菌
患者 5 56 男 24.0 230.13 78.23 18.02 G- 杆菌
患者 6 66 男 15.6 97.06 34.09 9.85 G- 杆菌
患者 7 50 女 23.4 158.53 60.53 19.98 G- 杆菌
对照 1 36 男 6.4 3.86 <0.50 <5.00 -
对照 2 28 女 6.8 4.08 <0.50 <5.00 -
对照 3 30 女 8.7 2.12 <0.50 <5.00 -

注 ：WBC 为白细胞计数，CRP 为 C- 反应蛋白，PCT 为降钙素原

值≥ 2 以及错误发现率（false discovery rate, FDR）校正

的 P<0.05 为 条 件， 筛 选 出 DE mRNAs、lncRNAs 以 及

miRNAs，并绘制聚类热图及火山图。

1.3  DE mRNAs KEGG分析
对 DE mRNAs 的基因进行 KEGG 通路富集分析，同时

使用 ggplot 对通路富集分析的结果进行可视化。

1.4  GEO数据集的筛选
本研究在 GEO 中下载了 4 套脓毒症疾病相关的表达谱

数据（表 2）并使用 R 软件对表达谱数据进行差异表达处理，

使用的方法为 limma 算法，在得到不同数据集的差异表达

基因之后，将多个差异表达基因集进行交集筛选，绘制韦

恩图。最终共得到 131 个差异表达基因。

表 2 GEO 数据集样本
数据库 ID 平台 脓毒症患者 健康对照者
GSE26378 GPL570 82 21
GSE26440 GPL570 98 32
GSE57065 GPL570 82 25
GSE69528 GPL10558 83 55

1.5  miRNAs-mRNAs 联合分析
编码和非编码共表达分析基于单个基因的标准化信号

强度来识别 mRNA 和 miRNA 之间的任何相互作用。在

相关性分析的基础上，使用 Cytoscape 软件（3.7.0）构建

了 131 个 DE mRNAs 和相关 DE miRNAs 之间的 miRNAs-

mRNAs 网络，并对靶向 mRNAs 进行了 KEGG 分析。

1.6  lncRNAs-miRNAs-mRNAs 联合分析
已知 lncRNAs 能够竞争性抑制 miRNA 参与调控靶

基 因， 使 用 Cytoscape 软 件（3.7.0） 构 建 了 lncRNAs-

miRNAs-mRNAs ceRNA 网络。为完全了解 ceRNA 网络，

对靶向 mRNAs 进行了 KEGG 分析。

2  结果

2.1  脓毒症患者外周血中mRNAs、lncRNAs 和

miRNAs 的差异表达
对 7 例脓毒症患者和 3 例健康对照组的外周血样本

进行二代测序。与对照组相比，脓毒症患者外周血中总共

检测出 4 934 个上调和 4 395 个下调的 mRNAs、375 个上

调和 474 个下调的 lncRNAs 以及 74 个上调和 77 个下调

miRNAs（图 1）。

红色代表上调，蓝色代表下调 ；纵坐标代表基因的数量
图 1 脓毒症患者外周血中差异表达的 mRNAs、lncRNAs 和

miRNAs

2.2  mRNAs、lncRNAs 和 miRNAs 的聚类分析
进一步将差异表达的 mRNAs、miRNAs 和 lncRNAs 进

行可视化分析，经过归一化及相似性的聚类分析处理，并

进行绘制基因热图和火山图。如图 2A~F 所示，对照组与

脓毒症患者组的外周血基因表达水平差异具有统计学意义，

提示 mRNAs、lncRNAs 和 miRNAs 在脓毒症发生发展过程

中发挥重要角色。

2.3  KEGG分析差异表达mRNAs
根据 KEGG 分析差异表达的 mRNAs 主要富集于炎症

和免疫反应相关通路（图 3），而且其中富集数量在 100 个

基因以上的通路有 13 条（表 3）。如 Th17 细胞分化、Th1

和 Th2 细胞分化以及 T 细胞受体信号通路。这些通路在机

体免疫调控中具有重要作用，免疫调控在脓毒症发生发展

过程中有着重要的功能。

2.4	 GEO 数据库脓毒症数据集与差异表达的

mRNAs 进行交叉筛选
从 GEO 数据库中下载了 GSE26378（脓毒症患者 82 例，

对照组 21 例）、GSE26440（脓毒症患者 98 例，对照组 32 例）、

GSE57065（脓毒症患者 82 例，对照组 25 例）、GSE69528

（脓毒症患者 83 例，对照组 55 例）等 4 个脓毒症患者表达

谱数据（图 4A~D）。结合 GEO 数据库中脓毒症患者的数

据集和本研究数据进行交联分析，筛选出 131 个共同差异

表达的 mRNAs（图 4E）。
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横坐标代表着富集程度最高的 20 条通路 ；纵坐标代表着富集在
该条通路差异基因的个数 ；不同的颜色代表富集的数量差异
图 3	 KEGG 分析 ：京都基因和基因组百科全书（KEGG）通过

富集差异表达的 mRNAs

表 3 富集数量在 100 个基因以上的通路

通路编号 通路名称
差异基因通路
数（占总基因
的百分比）

调控
方向

ko04140 Autophagy - animal 233(5.33%) 上调
ko04010 MAPK signaling pathway 219(5.01%) 上调
ko04659 Th17 cell differentiation 170(3.89%) 下调
ko04137 Mitophagy - animal 160(3.66%) 上调
ko04380 Osteoclast differentiation 154(3.52%) 上调
ko04658 Th1 and Th2 cell differentiation 146(3.34%) 下调
ko04640 Hematopoietic cell lineage 145(3.31%) 上调
ko05145 Toxoplasmosis 140(3.20%) 上调
ko04062 Chemokine signaling pathway 138(3.15%) 上调
ko04910 Insulin signaling pathway 131(2.99%) 上调
ko04660 T cell receptor signaling pathway 128(2.93%) 下调
ko04066 HIF-1 signaling pathway 109(2.49%) 上调
ko05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 101(2.31%) 下调

2.5	 131 个差异表达 mRNAs 的 KEGG 分析和

mRNA-miRNA网络
为了进一步探索该基因集的调控作用和相关信号通路，

对 131 个差异表达基因进行 KEGG 功能分析（图 5A）。本

研究发现差异基因集在 PD-1/PD-L1 通路中显著富集。参

与调控 PD-1/PD-L1 信号通路的差异基因分别有 TLR2、

A~D ：火山图代表了不同数据集的差异基因可视化情况，红色
代表上调，绿色代表下调 ；E ：韦恩图为 4 组 GEO 芯片与本研究
所得到的差异基因的交叠情况，韦恩图下方代表了不同基因集所
包含的差异基因数量以及在所有基因总和中所占比例，不同的颜
色代表不同的数据集

图 4  差异基因的筛选与整合

CD247、LAT（表 4）。此外，对该 131 个差异基因以及调

控这些基因的差异表达 miRNAs（图 5B）进行了网络可视化，

并找到调控 TLR2、CD247、LAT 的 miRNAs，分别是 hsa-

miR-370-3p、hsa-miR-3619-3p 和 hsa-miR-4488（图 5C）。

热图显示 A 为 mRNA 的表达谱，C 为 lncRNA 的表达谱，
E 为 miRNA 的表达谱 ；火山图显示 B 为 mRNA 的表达，D 为
lncRNA 的表达，F 为 miRNA 的表达

图 2 mRNA、lncRNA 和 miRNA 表达谱的变化

A                mRNA  B                   mRNA  

C               lncRNA  D                    lncRNA  

E               miRNA  F                  miRNA  
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2.6	 LncRNAs 的 KEGG 分析和 lncRNA-miRNA-

mRNA网络
将差异表达的 lncRNAs 构建 ceRNA（图 6A）进行靶

基因预测，对 lncRNAs 预测的靶基因进行 KEGG 分析，结

果显示靶基因集同样富集在 PD-1/PD-L1 通路（图 6B）。

并 且 发 现 80 个 lncRNAs 在 PD-1/PD-L1 通 路 富 集（ 图

6C）， 初 步 发 现 TCONS_00265603、TCONS_00234402、

TCONS_00260914、TCONS_00265581、TCONS_0036088

通过竞争性抑制 hsa-miR-3619-3p、hsa-miR-370-3p、hsa-

miR-4488 参与调控 TLR2、LAT 和 CD247 的表达（表 5）。

A ：KEGG 分析，x 轴代表 FDR 的 -log2 值，y 轴代表通路名称，
圆圈的大小代表不同的基因数量，线条的颜色代表通路的类型；B：
miRNA-mRNA 网络，其中红色菱形代表 miRNAs，黄色圆形代表
mRNAs ；C ：调控 PD-1/PD-L1 相关的基因和 miRNAs

图 5 131 个差异基因的功能分析和 mRNA-miRNA 网络构建

表 4	 参与调控 PD-1/PD-L1 信号通路的 miRNAs 及调控的
基因

指标 Log2FC 调控方向
miRNA

hsa-miR-370-3p -4.9461 下调
hsa-miR-3619-3p 4.0428 上调
hsa-miR-4488 3.7187 上调

mRNA
TLR2 5.7708 上调
CD247 -3.3817 下调
LAT -3.4401 下调

A ：差异表达 lncRNAs 的 ceRNA 网络，红色为 miRNA，蓝色
为 lncRNA，黄色为基因 ；B ：lncRNAs 预测靶基因的 KEGG 分
析 ；C ：调控 PD-1/PD-L1 通路的 LncRNA 的 ceRNA 网络，红色
为 lncRNA，蓝色为 miRNA，黄色为基因

图 6 差异表达 lncRNAs 功能分析和 ceRNA 网络

表 5 lncRNAs 涉及 ceRNA 网络
LncRNA_ID Log2FC miRNA Log2FC 基因
TCONS_00265603 11.0014 hsa-miR-3619-3p 4.0428 CD247
TCONS_00234402 7.6583 hsa-miR-370-3p -4.9461 TLR2
TCONS_00265581 -5.9945 hsa-miR-4488 3.7187 LAT

3  讨论

miRNA 和 lncRNA 在各种生物过程中的重要功能，这

些分子引起了研究人员的关注 [5-6]。RNA 测序是一种强大

的工具，能够揭示特定特异性 RNA 的差异表达谱 [7]。为

了探索 miRNA 和 lncRNA 在脓毒症中的潜在作用，本研究

通过提取脓毒症患者及健康志愿者的外周血中总 RNA 进

行高通量测序。与对照组相比发现，共有 4 934 个上调的

mRNAs 和 4 395 个下调的 mRNAs、375 个上调的 lncRNAs

和 474 个下调的 lncRNAs 以及 74 个上调的 miRNAs 和 77

个下调的 miRNAs。

随后本研究对差异表达的 mRNAs 进行 KEGG 分析。

KEGG 分析结果显示差异表达的 mRNAs 富集于炎症免疫

相关通路，其中包括辅助性 T 细胞（Th17、Th1 和 Th2）

分化、T 细胞受体等相关信号通路。T 细胞是适应性免疫

的细胞成分，辅助 T 细胞通过分泌各种细胞因子和趋化

因子激活先天性免疫细胞和适应性免疫细胞。Th17 细胞、

Th1 和 Th2 细胞是 CD4+T 淋巴细胞的亚群 [8]。有学者发现

在严重脓毒症期间 Th17 细胞免疫反应下调会增加脓毒症患

者的病死率 [9]。Th1 细胞、Th2 细胞是功能不同 Th 细胞亚

群，参与人体的促炎反应和抑炎反应的平衡。Th1 细胞和

Th2 细胞之间的平衡，影响巨噬细胞的极化，M1/M2 巨噬

细胞平衡极化决定了器官在炎症或损伤中的命运 [10]。本研

究结果表明在脓毒症患者血液中 Th17 活化通路下调，影响

Th17 细胞的分化 ；Th1 细胞和 Th2 细胞分化信号通路的下

调，导致 M1 和 M2 型巨噬细胞转化平衡被打破 ；Th17 细

胞分化、Th1 细胞和 Th2 细胞分化，受 T 细胞受体信号通

路的调控 ；最终影响免疫细胞的增殖和活化。导致机体免

疫异常。综上所述，脓毒症的免疫炎症反应，影响辅助性

T 细胞的增殖和分化，从而导致机体的免疫抑制。

结合 GEO 数据库中下载的 4 套脓毒症患者数据集和本

研究的 DE mRNA，本研究筛选出 131 个共同差异表达的靶



·99·中华急诊医学杂志 2024 年 1 月第 33 卷第 1 期 Chin J Emerg Med,   January  2024, Vol. 33, No. 1

基因。同时，靶基因的 KEGG 功能分析提示差异基因同样

富集于免疫和炎症反应相关通路。与上述的结果一致。其

中显著富集在 PD-1/PD-L1 信号通路。PD-1 也称为 CD279，

是适应性和先天免疫应答的抑制剂 ；在肿瘤疾病中得到广

泛的研究 [11]。PD-1 通过调节 T 细胞的活性，促进 T 细胞

凋亡，在抑制免疫反应和促进自我耐受方面起着至关重要

的作用 [12]。PD-L1 是一种跨膜蛋白，在免疫细胞表面表达。

被认为是免疫反应的辅助抑制因子，它可以与 PD-1 结合，

减少 PD-1 阳性细胞的增殖，抑制其细胞因子分泌并诱导细

胞凋亡 [13]。研究表明，PD-1/PD-L1 信号通路与脓毒症患者

的病死率和预后密切相关 ；可导致 T 细胞耗竭、凋亡和增

殖受损 [14]。因此，通过发现调控 PD-1/PD-L1 通路的分子，

研究其调控机制将为诊断和治疗提供新的方向。

进一步，本研究还发现 TLR2、CD247 和 LAT 差异表

达的基因在脓毒症中参与 PD-1/PD-L1 通路的调控 TLR2

通过 TLR/MyD88/NF-κB 信号通路，引起免疫细胞表面

PL-L1 的表达增加，激活 PD-1/PD-L1 信号通路，最终抑制

T 细胞活化所需基因及细胞因子的转录和翻译，发挥负向

调控 T 细胞活性的作用 [15]。从本研究发现 TLR2 在 PD-1/

PD-L1 信号通路中高表达，可能通过激活 PD-1/PD-L1 信

号通路来诱导脓毒症免疫抑制。CD247（又称 CD3Z 或

TCRZ）基因位于人染色体 1q24.2，在慢性炎症、自身免

疫性疾病和肿瘤发展过程中发挥重要作用。一项 Meta 分

析显示脓毒症休克小鼠模型中的 CD247 表达水平明显降

低 [16]。既往研究表明，PD-1/PD-L1 信号通路的激活会引起

CD247 基因的低表达，诱导 T 细胞的凋亡 [17]。本研究则证

实，CD247 脓毒症外周血中低表达。LAT 是一种支架蛋白，

是 T 细胞活化的中心信号纽带 [18]。有研究者发现，在体内

实验和体外实验中，LAT 的磷酸化水平降低，引起 T 淋巴

细胞的激活障碍 [19]。此外，近期文献报道 LAT 的活性降低

会减少辅助性 T 细胞活性，而通过抑制 PD-1 能够逆转这

一现象 [20]。总结本研究结果发现 TLR2、CD247 和 LAT 表

达水平在脓毒症外周血中分别呈现上调、下调和下调。共

同激活 PD-1/PD-L1 通路来抑制脓毒症患者血液中 T 细胞、

单核细胞和巨噬细胞的活化，诱发细胞凋亡，有望成为脓

毒症免疫功能障碍的新的标记物和治疗靶点。

同时，本研究对 131 个差异表达的 mRNAs 与调控这

些基因的 miRNAs 构建 miRNA-mRNA 网络，进一步挖

掘 miRNAs 在脓毒症中的调控作用 ；通过 miRNA-mRNA

关联分析发现，hsa-miR-370-3p、hsa-miR-3619-3p 和 hsa-

miR-4488 分别调控 TLR2、CD247 和 LAT3。hsa-miR-370-

3p 和类风湿性关节炎和痛风性关节炎的发病机制有关 [21]，

hsa-miR-4488 和皮肌炎发病机制相关 [22]。类风湿性关节

炎、痛风性关节炎和皮肌炎均为自身免疫性疾病 [21-22]，关

于 hsa-miR-3619-3p，目前尚无相关文献报道。本研究结果

发现 hsa-miR-370-3p 低表达、hsa-miR-3619-3p 高表达和

hsa-miR-4488 高表达，负反馈调控 TLR2、CD247 和 LAT，

与上述的研究结果一致，前面研究发现 TLR2、CD247 和

LAT 参与调控脓毒症中 PD-1/PD-L1 信号通路。因此推测

hsa-miR-370-3p、hsa-miR-3619-3p 和 hsa-miR-4488 通过分

别调控 TLR2、CD247 和 LAT 表达来影响 PD-1/PD-L1 信

号通路的激活，为脓毒症免疫抑制相关研究提供新的策略。

此外，本研究也筛选到 375 个上调和 474 个下调的

lncRNAs。近期的研究发现，lncRNAs 具有巨大的临床价

值，其可能在脓毒症诱导的器官功能障碍中发挥着重要

作用 [23]。本研究构建了 lncRNA-miRNA-mRNA 竞争内源

性 RNA 网络来预测 lncRNA 的功能，并对预测的下游靶

基因进行 KEGG 分析，结果同样在 PD-1/PD-L1 信号通路

中富集，并通过 ceRNA 网络分析发现 80 个 lncRNAs 调

控该通路。其中 TCONS_00265603、TCONS_00234402 和

TCONS_00265581 可以通过竞争性抑制 hsa-miR-3619-3p、

hsa-miR-370-3p 和 phsa-miR-4488 参与调控 CD247、TLR2

和 LAT 表达。有相关研究发现 LncRNA SNHG14 调节 miR-

5590-3p/ZEB1 靶向轴影响 PD-1/PD-L1 信号通路，从而促

进弥漫性大 B 细胞淋巴瘤得进展和免疫逃逸 [24]。Hu 等 [25]

发现 LncRNA XLOC_003810 可以促进 T 细胞活化，并抑制

重症肌无力相关胸腺瘤患者的 PD-1/PD-L1 表达。然而，在

脓毒症中，尚无 lncRNA 调控 PD-1/PD-L1 信号通路的相关

研究，本研究初步发现 lncRNA 可能通过调控 PD-1/PD-L1

信号来调控机体免疫系统，诱导先天免疫细胞及适应性免

疫细胞的活化，为脓毒症的发展提供了新的方向。

综上所述本研究全面分析了脓毒症患者外周血中

mRNAs 和非编码 RNAs（lncRNAs 和 miRNAs）的表达，

并结合 GEO 数据库中 4 个脓毒症数据集和本研究测序数据

的相互验证 ；找出 131 个重叠基因，通过 KEGG 分析发现

显著富集在 PD-1/PDL-1 通路；并构建 miRNA-mRNA 网络，

进而发现参与调控 PD-1/PDL-1 通路的相关网络分子，为

靶向治疗提供了理论依据。最后，构建了 lncRNA-miRNA-

mRNA 网络，借助 lncRNAs 靶基因预测和 KEGG 分析，再

次证实 PD-1/PDL-1 信号通路在脓毒症免疫抑制中发挥了重

要作用，初步发现参与调控该通路相关的 lncRNAs，由于

lncRNAs 在该通路中的调节方式尚不明确，该分析为未来

的研究提供了宝贵的资源和信息。
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