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益生菌对脓毒症患儿外周血淋巴细胞焦亡的影响及机制

王　玉，宋会杰，吴方方，杨中文，高　丽
（河南大学人民医院儿科，河南　郑州　４５０００３）

摘要：　目的　观察益生菌对脓毒症患儿外周血淋巴细胞焦亡的影响，探讨益生菌的免疫调节作用机制。
方法　选择２０１９年１月至２０２０年１２月河南省人民医院儿童重症监护病房收治的１０９例脓毒症患儿为研究对象，按
随机数字表法将患儿分为对照组（ｎ＝５５）和观察组（ｎ＝５４），对照组患儿采用常规治疗，观察组患儿在常规治疗的基
础上给予复方嗜酸乳杆菌口服片。采集所有患儿的性别、年龄、小儿危重病例评分（ＰＣＩＳ）、序贯器官衰竭估计评分
（ＳＯＦＡ）、原发病类型及发生严重脓毒症比例、脓毒症休克比例、血清白蛋白（ＡＬＢ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、血肌酐
（Ｓｃｒ）水平。治疗８ｄ后，取患儿外周血分离血浆和淋巴细胞，应用定量反转录聚合酶链反应法检测淋巴细胞焦亡相
关分子ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）、消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶１
（ｃａｓｐａｓｅ１）ｍＲＮＡ及微ＲＮＡ２２４３ｐ（ｍｉＲ２２４３ｐ）表达水平，应用化学荧光法及流式细胞术检测淋巴细胞的焦亡活性
及焦亡比例，应用酶联免疫吸附试验法检测患儿血浆中白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素１８（ＩＬ１８）水平，记录２
组患儿二次感染率、住院病死率、住院时间和机械通气时间，应用 Ｐｅａｒｓｏｎ法分析淋巴细胞中ｍｉＲ２２４３ｐ水平与
ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ水平的相关性，应用ｌｏｇｉｓｔｉｃ进行二次感染影响因素的多因素回归分析。结果　１０９例患儿中有４例
自动出院（对照组１例，观察组３例），最终纳入１０５例患儿。２组患儿的性别、年龄、ＰＣＩＳ评分、ＳＯＦＡ评分、严重脓毒
症比例、脓毒症休克比例、各类原发疾病比例及 ＡＬＢ、ＡＬＴ、Ｓｃｒ水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察组患
儿淋巴细胞中ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ及 ｍｉＲ２２４３ｐ水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。观察组患儿淋巴细
胞内绿色荧光强度显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。观察组患儿外周血淋巴细胞的早期焦亡比例和晚期焦亡比例显著低
于对照组（Ｐ＜０．０５）。观察组患儿二次感染率显著低于对照组（χ２＝４．５４３，Ｐ＜０．０５）；观察组与对照组患儿住院病死
率、住院时间及机械通气时间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察组患儿血浆中 ＩＬ１β、ＩＬ１８水平显著低于对照
组（Ｐ＜０．０５）。脓毒症患儿淋巴细胞中ｍｉＲ２２４３ｐ水平与ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ水平呈正相关（ｒ＝０．６２３７，Ｐ＜０．０５）。淋
巴细胞焦亡比例（ＯＲ＝１．５９７，Ｐ＜０．０５）和住院时间（ＯＲ＝１．５８８，Ｐ＜０．０５）是发生二次感染的独立危险因素。结论　
脓毒症患儿外周血淋巴细胞中 ｍｉＲ２２４３ｐ水平与其焦亡活性密切相关，益生菌可下调ｍｉＲ２２４３ｐ水平，抑制免疫细
胞焦亡，缓解全身炎症反应，改善临床预后。
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ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｅａｒｌｙｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｐｈａｓｅ
ａｎｄｌａｔｅｒｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｐｈａｓｅｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（χ２＝４．５４３，Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｈｏｓｐｉｔａｌｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ，
ｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎｓｔａｙ，ｄｕｒａｔｉｏｎｏｆｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｐｌａｓｍａＩＬ１βａｎｄＩＬ１８ｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２２４３ｐｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃａｓｐａｓｅ１
ｍＲＮＡ（ｒ＝０．６２３７，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ（ＯＲ＝１．５９７，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎｓｔａｙ（ＯＲ＝
１．５８８，Ｐ＜０．０５）ｗｅｒｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｓｅｃｏｎｄａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２２４３ｐｗｅｒｅｃｌｏｓｅｌｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔｏｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｓｅｐｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎ．ＰｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｍｉＲ２２４３ｐｌｅｖｅｌｓ，
ｉｎｈｉｂｉｔｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓ，ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎ，ｉｍｐｒｏｖｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｔｈｅｓｅｐｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｓｅｐｓｉｓ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；ｃｈｉｌｄ；ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ

　　免疫功能紊乱贯穿脓毒症的始终，对脓毒症的
发展及预后起着关键作用［１］。近年来虽然有关脓

毒症免疫治疗的相关研究很多，但基本集中于免疫

细胞凋亡方面［２］。近期研究表明，焦亡作为一种新

发现的促炎症细胞程序性死亡模式，其在免疫细胞

中的过度激活是形成免疫紊乱的重要因素［３］。微

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种参与基因表达和蛋
白质翻译的进化保守的非编码小分子 ＲＮＡ，其在调
控细胞焦亡中发挥着重要的介导作用［４］。本课题

组前期研究发现，将益生菌应用于脓毒症患儿后，可

以有效改善患儿的免疫功能及临床预后；而且经过高

通量测序显示，脓毒症患儿的血浆 ｍｉＲ２２４３ｐ水平
与对照组比较具有显著性差异［５］，但在脓毒症的治

疗过程中是否涉及免疫细胞焦亡活性的改变，以及

ｍｉＲ２２４３ｐ与焦亡水平是否存在相关性，目前尚不
清楚。因此，本研究通过观察脓毒症患儿外周血淋

巴细胞的焦亡活性及其相关因素的变化，探讨益生

菌的免疫调节机制，旨在为进一步改善患儿预后提

供帮助。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１９年１月至２０２０年１２月
河南省人民医院儿童重症监护病房收治的１５０例脓
毒症患儿为研究对象。病例纳入标准：（１）符合《国
际严重脓毒症与脓毒症休克治疗指南》中的儿童脓毒

症诊断标准［６］；（２）符合危重症诊断标准［７］，即小儿

危重病例评分（ｐｅｄｉａｔｉｃｃｒｉｔｉｃａｌｉｌｌｎｅｓｓｓｃｏｒｅ，ＰＣＩＳ）≤
９０分。排除标准：（１）患有慢性肝肾功能不全、代谢
性疾病、免疫缺陷病；（２）行放化疗的恶性肿瘤患
儿；（３）近３个月内使用过糖皮质激素等免疫抑制

剂或调节剂的患儿；（４）近３个月内服用过益生菌
的患儿；（５）肠造瘘及短肠综合征患儿；（６）住院期
间采用血液透析或体外膜氧合治疗的患儿；（７）患
儿家长拒绝签署知情同意书。最终１０９例患儿入
选，按随机数字表法将患儿分为对照组（ｎ＝５５）和
观察组（ｎ＝５４）。本研究经医院伦理委员会审核批
准（编号：２０１６０９１７５），患儿的监护人均签署知情同
意书。

１．２　治疗方法　所有患儿给予常规抗感染治疗及
支持对症处理：（１）每例患儿给予头孢哌酮舒巴坦
（美国辉瑞制药有限公司，进口药品注册证号

Ｈ２００２２５９７）５０ｍｇ·ｋｇ－１，静脉滴注，每日３次；（２）
参照《儿童脓毒性休克（感染性休克）诊治专家共识

（２０１５版）》［８］，患儿入院后给予口服或鼻饲喂养，
不能耐受或禁食者给予中心静脉营养，维持每日

６０～９０ｋｃａｌ·ｋｇ－１的热量所需。在常规治疗的基础
上，观察组患儿给予复方嗜酸乳杆菌口服片（吉林

通化金马药业有限公司，国药准字 Ｈ１０９４１１４；每片
含中国株和日本株嗜酸乳杆菌５×１０６个）１片，加
入葡萄糖水中口服或予以鼻饲，每日 ３次，连用
８ｄ；对照组患儿服用外观、口感一致的等量葡萄糖
水。研究期间对所有受试者进行随机分配隐藏，研

究者和受试者对分组及检测结果均不清楚，直至试

验结束。

１．３　一般临床资料采集　记录所有入组患儿的性
别、年龄、ＰＣＩＳ评分、序贯器官衰竭估计评分
（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｏｒｇａｎｆａｉｌｕｒｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＳＯＦＡ）、原发病
类型及发生严重脓毒症患儿所占比例、发生脓毒症

休克患儿所占比例、血清白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）、丙
氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、血
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肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）水平；并观察其院内二次
感染［９］发生率、住院病死率、住院时间及机械通气

时间。

１．４　外周血血浆及淋巴细胞分离　治疗后８ｄ，采
集患儿上肢静脉血３ｍＬ，置于乙二胺四乙酸抗凝管
中，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，吸取上层血浆，置于
－８０℃冰箱保存备用。于离心后剩余的血细胞中
加入等量磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，
ＰＢＳ）吹打混匀，用滴管将稀释后的血细胞缓慢叠加
于 Ｆｉｃｏｌｌ分离液上；室温下 ２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，收集白色淋巴细胞层，与２ｍＬＰＢＳ混匀后
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，留取管底细
胞；再次加入ＰＢＳ２ｍＬ混匀离心，弃去上清液，重复
２次后即得淋巴细胞，调整细胞浓度为（３～５）×
１０９Ｌ－１备用。
１．５　定量反转录聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ
ｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴＰＣＲ）法检测淋巴细胞焦亡相关分子 ｍＲＮＡ
表达水平　采用 ｑＲＴＰＣＲ法检测淋巴细胞焦亡相
关分子ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＯＤ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
３，ＮＬＲＰ３）、消皮素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）、天冬
氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 １（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ１）ｍＲＮＡ及ｍｉＲ２２４３ｐ
表达水平。应用 ＲＮＡ抽提试剂盒（上海碧云天生
物技术有限公司）将淋巴细胞裂解并转移至纯化柱

内，经反复洗涤得到纯化 ＲＮＡ，应用分光光度计测
定 ＲＮＡ浓度。ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ及 ｃａｓｐａｓｅ１使用
ｍＲＮＡ反转录试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）进行反转
录，以β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）为内参，使用荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行ｃＤＮＡ扩增；
ｍｉＲ２２４３ｐ使用茎环法反转录试剂盒（美国 ＥＺＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司）进行反转录，使用 ｍｉＲＮＡ荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行ｃＤＮＡ扩增，
以Ｕ６为内参。各指标均按照说明书配置反转录体
系，设定反转录条件：２５℃ １０ｍｉｎ变性，３７℃
６０ｍｉｎ延伸，７０℃ １０ｍｉｎ终止反应，将反转录产物
加８０μＬ灭菌注射用水混匀并置于 －２０℃冰箱保
存。随后采用ＡＢＩＱ５ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）进行
定量ＰＣＲ检测，ＰＣＲ引物由武汉擎科生物科技有限
公司设计合成，ＮＬＲＰ３上游引物序列：５′ＧＣ
ＣＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＡＴＡ３′，下游引物序列：５′
ＧＣＡＧＴＣＧＴＧＴＧＴＡＧＣＧＴＴＴＧ３′；ＧＳＤＭＤ上游引物
序列：５′ＧＡＧＴＧＣＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＣＣＴＣ３′，下游引物
序列：５′ＣＴＴＧＴＧＣＴＧＣＧＴＴＴＣＡＣＴＣＡ３′；ｃａｓｐａｓｅ１
上游引物序列：５′ＧＴＧＣＡＧＧＡＣＡＡＣＣＣＡＧＣＴＡＴ３′，
下游引物序列：５′ＴＧＣＧＧＣＴＴＧＡＣＴＴＧＴＣＣＡＴＴ３′；
ｍｉＲ２２４３ｐ上游引物序列：５′ＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＧＣ

ＣＣＴＡＧＴＧ３′，下游引物序列：５′ＡＣＴＧＣＡＧＧＧＴＣ
ＣＧＡＧＧＴＡＴＴ３′。实时荧光定量 ＰＣＲ条件：９５℃预
变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６８℃退火 ３０ｓ，７２℃延
伸４０ｓ，共４０个循环。采用２－ΔΔＣｔ法计算目的基因
的相对表达量。

１．６　化学荧光法检测淋巴细胞的焦亡活性　使用
ＦＡＭＦＬＩＣＡｃａｓｐａｓｅ１检测试剂盒（美国 ＩＴＣ公司）
检测淋巴细胞中活化的 ｃａｓｐａｓｅ１。取２９０μＬ淋巴
细胞混悬液加入１０μＬ３０×ＦＬＩＣＡ，于３７℃避光孵
育１ｈ；加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４４（体积分数０．５％），对细
胞核进行染色，于３７℃下孵育１０～２０ｍｉｎ；加入１×
ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＷａｓｈＢｕｆｆ，清洗细胞２次；再加入１．５μＬ
的碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｎｅ，ＰＩ），将细胞洗涤后，
取部分细胞备存，用于流式细胞仪检测。另取部分

细胞，置于 ＬｅｉｃａＤＭｉ８荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公
司）下进行观察，其中与活化的 ｃａｓｐａｓｅ１结合的
ＦＬＩＣＡ显示为绿色，代表焦亡细胞；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
标记的活细胞呈蓝色荧光；ＰＩ标记的死亡细胞呈红
色荧光。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析淋巴细胞内的绿色
荧光强度，绿色荧光强度越高，说明 ｃａｓｐａｓｅ１的活
化程度越高，代表淋巴细胞的焦亡活性越强。

１．７　流式细胞术检测淋巴细胞的焦亡比例　将
“１．３．４”项留取的细胞用Ｆｉｘａｔｉｖｅ固定，将样本置于
２～８℃下避光保存，使用 ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪
（美国ＢＤ公司）和ｆｌｏｗｊｏｅｖ１０软件分析淋巴细胞的
焦亡比例。

１．８　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血浆白细胞介素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、白细胞介素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１８，ＩＬ１８）水平　加入５０μＬ待测血浆至样本
孔中，按照 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书步骤操作，应
用酶标仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）在波长４５０ｎｍ处检
测各样本孔的吸光度值，代入标准品直线回归方程，

计算患儿血浆中ＩＬ１β、ＩＬ１８水平。
１．９　统计学处理　应用ＳＴＡＴＡ软件进行统计学分
析；正态分布的计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，组间比较采用ｔ检验；非正态分布的计量资料以
中位数（四分位数）表示，组间比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩
和检验；计数资料以例数及百分率表示，组间比较采

用χ２检验；ｍｉＲ２２４３ｐ水平与 ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ水
平的相关性检验采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，应用ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析影响二次感染发生率的危险因素；Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组患儿一般临床特征比较　结果见表 １。
１０９例患儿中有４例自动出院（对照组１例，观察组
３例），最终纳入 １０５例患儿，其中男 ６２例，女 ４３
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例；年龄３．０～１３．５（４．８±２．４）岁；原发病类型：呼
吸系统疾病 ４９例（４６．７％），颅内疾病 ３７例
（３５．２％），腹部疾病１２例（１１．４％），心血管疾病４
例（３８％），其他（术后及创伤）３例（２．９％），严重
脓毒症及脓毒症休克患儿分别为３９例（３７．１％）和
２３例（２１．９％）。２组患儿之间性别、年龄、ＰＣＩＳ评
分、ＳＯＦＡ评分、严重脓毒症比例、脓毒症休克比例、
各类原发疾病比例及 ＡＬＢ、ＡＬＴ、Ｓｃｒ水平比较差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表１　２组脓毒症患儿一般临床特征比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｒａｌｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

临床特征
对照组

（ｎ＝５４）
观察组

（ｎ＝５１） χ２／ｔ Ｐ

性别

　　男／例（％） ３２（５９．３） ３０（５８．８） ０．００２ ０．９６４
　　女／例（％） ２２（４０．７） ２１（４１．２） ０．００２ ０．９６４
年龄／岁 ４．５±２．１ ４．８±２．４ ０．４５８ ０．６５０
ＰＣＩＳ评分 ７２．９±３．６ ７３．２±４．１ ０．３９６ ０．６９５
ＳＯＦＡ评分 ３．１９±１．１ ３．２４±１．２ ０．４９１ ０．６２４
原发病

　　呼吸道疾病／例（％） ２４（４４．４） ２５（４９．０） ０．２２１ ０．６４０
　　颅内疾病／例（％） ２１（３８．９） １６（３１．４） ０．６４９ ０．４２０
　　腹部疾病／例（％） ５（９．３） ７（１３．７） ０．５１７ ０．４７２
　　心血管疾病／例（％） ２（３．７） ２（３．９） ０．００３ ０．９５４
　　其他／例（％） ２（３．７） １（２．０） ０．０９８ ０．７５４
严重脓毒症／例（％） ２０（３７．０） １９（３７．３） ０．００１ ０．９８２
脓毒症休克／例（％） １２（２２．２） １１（２１．６） ０．００７ ０．９３５
ＡＬＢ／（ｇ·Ｌ－１） ３６．６±５．５ ３７．７±５．３ ０．６２４ ０．５３７
ＡＬＴ／（Ｕ·Ｌ－１） ３５（２７，４４） ３２（２０，５７） ０．２８４ ０．７７８
Ｓｃｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ４１（３２，６５） ３６（２８，５６） ０．２６９ ０．７８９

２．２　２组患儿淋巴细胞中 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、
ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ及 ｍｉＲ２２４３ｐ水平比较　结果见
表 ２。观察组患儿淋巴细胞中 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、
ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ及 ｍｉＲ２２４３ｐ水平显著低于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表 ２　２组患儿淋巴细胞中 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、ｃａｓｐａｓｅ１
ｍＲＮＡ及ｍｉＲ２２４３ｐ水平比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤ，ｃａｓｐａｓｅ１
ｍＲＮＡａｎｄｍｉＲ２２４３ｐｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＬＲＰ３ ＧＳＤＭＤ ｃａｓｐａｓｅ１ ｍｉＲ２２４３ｐ
对照组 ５４ ３．５８±０．６６ １．５３±０．４２ １．７５±０．５５ ３．００±０．５１
观察组 ５１ ２．８３±０．５９ ０．９５±０．２４ １．０１±０．２８ ２．４０±０．５４
ｔ ３．７７５ ５．３３２ ５．３５６ ３．５８９
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．３　２组患儿淋巴细胞焦亡活性及焦亡比例比较
　结果见图１。荧光显微镜观察显示，对照组和观
察组患儿淋巴细胞内绿色荧光强度分别为１２．６±
３．０、８．１±１．７；观察组患儿淋巴细胞内绿色荧光的
强度显著低于对照组，差异有统计学意义（ｔ＝
４．５０２，Ｐ＜０．０５）。流式细胞术检测结果显示，对照
组患儿淋巴细胞发生早期焦亡的比例为（６．８７±
３．５３）％，发生晚期焦亡的比例为（５．０１±１．６９）％；
观察组患儿淋巴细胞发生早期焦亡的比例为

（３．２４±１．５３）％，发生晚期焦亡的比例为（１．９５±
１．１６）％；观察组患儿淋巴细胞的早期焦亡比例和
晚期焦亡比例显著低于对照组，差异有统计学意义

（ｔ＝２．４０１、３．０２４，Ｐ＜０．０５）。

图１　２组患儿淋巴细胞焦亡情况
Ｆｉｇ．１　Ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
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Ｑ１：死亡细胞；Ｑ２：发生焦亡且死亡的细胞（晚期焦亡）；Ｑ３：活细胞；
Ｑ４：发生焦亡但未死亡的细胞（早期焦亡）。
图２　２组脓毒症患儿淋巴细胞的焦亡比例
Ｆｉｇ．２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎ
ｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
２．４　２组患儿二次感染率、住院病死率、住院时间、
机械通气时间及血浆ＩＬ１β、ＩＬ１８水平比较　结果

见表３。观察组患儿的二次感染率显著低于对照

组，差异有统计学意义（χ２＝４．５４３，Ｐ＜００５）；观察

组患儿的住院病死率、住院时间、机械通气时间与对

照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察组患

儿血浆ＩＬ１β、ＩＬ１８水平显著低于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　脓毒症患儿淋巴细胞 ｍｉＲ２２４３ｐ水平与

ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ水平的相关性　结果见图３。脓

毒症患儿淋巴细胞中 ｍｉＲ２２４３ｐ水平与 ｃａｓｐａｓｅ１

ｍＲＮＡ水平呈正相关（ｒ＝０．６２３７，Ｐ＜０．０５）。

表３　２组患儿二次感染率、住院病死率、住院时间、机械通气时间及血浆ＩＬ１８、ＩＬ１β水平比较
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｎｏｓｏｃｏｍｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｈｏｓｐｉｔａｌｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ，ｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎｓｔａｙ，ｄｕｒａｔｉｏｎｏｆｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ
ａｎｄｓｅｒｕｍＩＬ１８，ＩＬ１βｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 二次感染／例（％） 住院病死率／例（％） 住院时间／ｄ 机械通气时间／ｈ ＩＬ１８／（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ１β／（ｎｇ·Ｌ－１）
对照组 ５４ ９（１６．６７） ５（９．２６） ７．５±２．６ ８２．５±１０．４ １３０．９７±３８．２ ４３．３±１５．６
观察组 ５１ ２（３．９２） ３（５．８８） ６．９±２．５ ７９．２±１２．７ ９８．８０±１８．８ ２４．３±６．９
χ２／ｔ ４．５４３ ０．４２５ １．０７２ ０．８４７ ３．９９９ ５．８８２
Ｐ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１

图３　脓毒症患儿淋巴细胞中ｍｉＲ２２４３ｐ水平与ｃａｓｐａｓｅ１
ｍＲＮＡ水平的相关性
Ｆｉｇ．３　ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２２４３ｐｌｅｖｅｌａｎｄｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｓｅｐｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎ
２．６　影响脓毒症患儿二次感染发生率的多因素回
归分析　结果见表４。将淋巴细胞焦亡比例、住院
时间、机械通气时间及 ＰＣＩＳ作为自变量，脓毒症儿
童二次感染发生率为因变量，纳入多因素 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回
归分析，结果显示，淋巴细胞焦亡比例（ＯＲ＝１．５９７，
Ｐ＜０．０５）和住院时间（ＯＲ＝１．５８８，Ｐ＜００５）是发
生二次感染的独立危险因素。

表４　脓毒症患儿二次感染发生率的多因素回归分析

Ｔａｂ．４　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｎｏｓｏｃｏｍｉａｌｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｉｎｓｅｐｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎ

因素 ＯＲ 标准误 Ｚ Ｐ
９５％置信区间
下限 上限

淋巴细胞焦亡比例 １．５９７ ０．２９４ ２．５４１ ０．０１１ １．１１４ ２．２９１
住院时间 １．５８８ ０．３４０ ２．１５９ ０．０３１ １．０４４ ２．４１６
机械通气时间 ７．７２７ ８．１５５ １．９４４ ０．０５３ ０．９７７ ６１．１４１
ＰＣＩＳ １．１８６ ０．１９２ １．０６２ ０．２９１ ０．８６４ １．６２８

３　讨论

脓毒症是重症监护病房中常见的严重感染性疾

病，其并发症多，病死率高［８］，一直是重症领域的研

究热点。近年许多学者试图从调节免疫细胞方面寻

求脓毒症的治疗靶点，至今未发现安全有效的免疫

调节剂［１０］。肠道作为引发脓毒症的始动器官之一，

具有重要的免疫调节作用，尤其是肠道菌群与免疫

细胞之间存在着密切的联系［１１］。当脓毒症发生时

儿童的肠道菌群更容易受到干扰和破坏，可导致严

重的免疫紊乱［１２］；而维持肠道菌群平衡可起到免疫

提升作用。本课题组前期研究显示，脓毒症儿童肠

道菌群的多样性下降，结构稳定性差，机会致病菌增

加，添加益生菌后可以有效维护菌群平衡，改善免疫

球蛋白水平及患儿危重症评分、住院时间等指标。

益生菌辅助治疗技术易操作，不良反应小，但机制不

详，尚未广泛开展［５，１３］。近期研究表明，在肠道菌群

干预心肌、脑及肺组织免疫活性的过程中，焦亡信号

通路可能是一个潜在重要的免疫调控途径［１４１６］。

因此，本研究通过观察脓毒症患儿淋巴细胞内焦亡

相关分子的表达和炎症因子水平，以及焦亡活性及

焦亡比例的变化情况，并对比益生菌组与对照组之

间的差异，以期进一步探讨益生菌的免疫调节机制。

焦亡是一种新发现的依赖 ｃａｓｐａｓｅ激活的程序
性细胞死亡。当某种病原体及其毒素侵入机体后，

即被细胞模式识别受体识别，进而诱导ＮＲＬＰ３组装
和激活，活化 ｃａｓｐａｓｅ１，促进 ＩＬ１８和 ＩＬ１β前体的
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成熟及释放，加重炎症反应。此外ｃａｓｐａｓｅ１还可以
裂解焦亡执行蛋白 ＧＳＤＭＤ，在细胞膜上造孔，使细
胞破裂溶解，诱发焦亡。Ｃａｓｐａｓｅ１是焦亡信号通路
中的主要效应因子，其激活水平也能很好地反映细

胞的焦亡活性［１７］。敲除脓毒症小鼠的 ｃａｓｐａｓｅ１基
因后发现，小鼠生存率提高，提示 ｃａｓｐａｓｅ１基因敲
除对自身组织具有良好的保护作用［１８］。虽然焦亡

可以破坏受感染细胞，促使病原体释放而被免疫细

胞吞噬及杀灭，以保护机体抵御病原体感染，但焦亡

过度激活可在释放大量促炎因子的同时引起免疫功

能瘫痪，是脓毒症患者后期罹患二次感染、诱发机体

损伤甚至多器官功能衰竭的重要因素［１９２０］。

本研究发现，在脓毒症患儿治疗中添加益生菌

后，可使其淋巴细胞内 ＮＲＬＰ３、ＧＳＤＭＤ及 ｃａｓｐａｓｅ１
水平显著下调；免疫荧光检测也证实，观察组患儿淋

巴细胞中ｃａｓｐａｓｅ１的活化程度显著低于对照组；这
提示调整肠道菌群可通过抑制焦亡信号通路中的关

键分子 ｃａｓｐａｓｅ１，降低其下游分子活性，有效控制
淋巴细胞的焦亡水平。此外，本研究结果显示，观察

组患儿淋巴细胞发生焦亡尚未死亡（早期焦亡）的

比例及发生焦亡并已死亡（晚期焦亡）的比例均显

著低于对照组，而且观察组焦亡相关炎症因子的水

平显著低于对照组，这说明添加益生菌从整体上抑

制了淋巴细胞焦亡的发生率，进而减轻了脓毒症引

发的免疫细胞数量下降，同时还可以缓解焦亡过程

中引发的过度炎症反应，起到全面的免疫保护作用。

目前研究较多的焦亡干预药物还有中药制剂，以作

用靶点多为特点，抑制细胞焦亡，保护心脏功能；然

而中药成分复杂，剂量与逆转焦亡的效果并非呈简

单的正比关系，应用时不易掌握［２１］；而益生菌与焦

亡水平的量效关系如何，是否存在一个最佳的应用

范围，还需要进一步探讨。

已有研究表明，人体内肠道菌群的多种生理功

能主要是通过改变菌群代谢产物而实现的［２２］，然

而，有人认为ｍｉＲＮＡ也可作为肠道菌群的重要作用
介质，进一步对焦亡等细胞活动产生影响［２３］。本课

题组在前期研究中发现，对脓毒症患儿给予益生菌

后，共有７种血浆外泌体ｍｉＲＮＡ水平具有显著性差
异，根据功能预测软件提示，ｍｉＲ２２４３ｐ与细胞的
程序性死亡密切相关。ｍｉＲ２２４３ｐ属于 ｍｉＲ２２４
家族成员之一，其可以通过与靶基因的 ３′ＵＴＲ结
合，阻止翻译的完成，调节机体的炎症反应及细胞凋

亡；此外，还可以通过抑制自噬相关蛋白 ＬＣ３的表
达，参与细胞自噬的调控，间接对细胞的增殖分化起

到下调作用［２４］。由于血浆外泌体具有携带 ｍｉＲＮＡ
并将其传递给靶向组织的功能［２５］，其对外周血淋巴

细胞也会存在潜在的影响。因此，本研究对淋巴细

胞中ｍｉＲ２２４３ｐ的表达水平进行了检测，结果显
示，观察组患儿ｍｉＲ２２４３ｐ表达水平较对照组显著
降低，而且其与淋巴细胞内 ｃａｓｐａｓｅ１水平呈正相
关。这说明随着ｍｉＲ２２４３ｐ水平的上升，淋巴细胞
的焦亡活性也会相应增加；而益生菌可以通过减少

ｍｉＲ２２４３ｐ水平，下调淋巴细胞的焦亡活性，从而发
挥免疫调理作用。这不仅进一步证实了 ｍｉＲＮＡ在
肠道菌群调控免疫中的介导作用，成为研究肠道菌

群作用机制的新线索，而且为干预细胞焦亡活性提

供了新的作用靶点。

据报道，脓毒症患者继发二次感染的危险因素

有危重症评分、机械通气及住院时间等［２６］；而本研

究的多因素回归分析结果显示，除此之外，淋巴细胞

焦亡比例同样是二次感染发生的独立危险因素。因

此，如果患儿住院时间越长，病情越危重且应用呼吸

机辅助治疗，则患儿再次感染的概率就会随之增加；

但如果这些因素不易改变，那么从调节淋巴细胞焦

亡、改善自身免疫着手，也可以降低脓毒症患儿罹患

二次感染的概率，且具有更加积极的临床意义。同

时，本研究也发现，观察组患儿的二次感染率较对照

组显著降低，然而２组患儿的住院病死率比较差异
无统计学意义，这可能与住院病死率的影响因素较

为复杂有关。如果进一步按照患者的病因、年龄及

危重程度分层分析，形成系统性的量化标准，可能会

更客观地反映出淋巴细胞焦亡对住院病死率的影响

以及益生菌的干预效果，这需要今后设计更为合理、

规模更大的临床试验予以验证。

综上所述，脓毒症患儿外周血淋巴细胞

中ｍｉＲ２２４３ｐ水平与其焦亡活性密切相关，给予益
生菌可下调 ｍｉＲ２２４３ｐ水平，抑制免疫细胞焦亡，
缓解全身炎症反应，改善临床预后。这一发现为在

临床实践中探寻更为有效合理的免疫调理措施提供

了理论依据，但脓毒症患儿淋巴细胞中 ｍｉＲ２２４３ｐ
调控细胞焦亡的具体机制仍未完全明确，还有待今

后进一步验证。
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