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摘要：目的　探究肺炎支原体肺炎（ＭＰＰ）患儿外周血单个核细胞中Ｔｏｌｌ样受体－４（ＴＬＲ４）、ＮＯＤ样受体蛋白３
（ＮＬＲＰ３）炎性小体表达及其与疾病进展的关系。方法　选取２０１７年１月－２０２１年４月于江南大学附属医院接

受治疗的 ＭＰＰ患儿１１２例为研究组，根据其疾病严重程度分为轻症组６７例和重症组４５例，另选取健康体检儿

童５０名为对照组，采集入组研究对象外周静脉血，检测单个核细胞中ＴＬＲ４和ＮＬＲＰ３相对表达量，检测血清炎

症因子白细胞介素（ＩＬ）－１β、ＩＬ－１８水平。结果　研究组ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平及ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均高

于对照组（Ｐ＜０．０５）；重症组 ＭＰＰ患儿外周血ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平和ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均高于轻症

组（Ｐ＜０．０５）；Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析表明，ＭＰＰ患儿ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平与ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均呈正

相关（Ｐ＜０．０５）；受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线分析显示，ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平预测重症 ＭＰＰ的曲线

下面积（ＡＵＣ）为０．９５０、０．９９４。结论　ＭＰＰ患儿ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平及ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均升高，

且ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３炎性小体可作为 ＭＰＰ病情进展的预测因子。
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　　肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＭＰ）侵
入宿主后，可刺激机体免疫系统，使炎症因子局部聚
集并蔓延，最终诱发呼吸道感染［１］。发生肺炎支原
体 肺 炎 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，

ＭＰＰ）的患儿不仅有呼吸系统症状，同时还可出现
其他系统症状［２］。呼吸系统症状以发热、咳嗽为主，

初期呈阵发性干咳，而重症患儿可出现气胸、纵膈积
气等不良并发症；同时 ＭＰＰ患儿还可能出现斑丘
疹、心肌损伤、自身免疫性溶血性贫血等其他并发
症［３］。近年来 ＭＰＰ发病率有逐渐上升的趋势，

ＭＰＰ病程可达２个月以上，严重影响儿童的正常发
育成长［４－５］，因此精确评估 ＭＰＰ患儿病情发展具有
重要的临床意义。Ｔｏｌｌ样受体－４（Ｔｏｌｌ　ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＴＬＲ４）是重要免疫蛋白质分子，可激活机体免疫
细胞应答；ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｐｒｏｔｅｉｎ　３，ＮＬＲＰ３）炎性小体通过激活适应性免疫
以及先天免疫，可抵御微生物入侵［６－７］；两者通过转
导信号刺激效应分子进行表达，在多种炎症的发生
发展过程中具有重要作用。因此，本研究对１１２例

ＭＰＰ患儿单个核细胞中 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３炎性小体
表达水平进行分析，探究其与 ＭＰＰ发展的关系，为
临床提供参考，结果如下。

１　对象与方法

１．１　对象　选取２０１７年１月－２０２１年４月在江
南大学附属医院接受治疗的 ＭＰＰ患儿１１２例为研
究组，根据其疾病严重程度［８］分为轻症组６７例和重
症组４５例。纳入标准：（１）符合 ＭＭＰ的诊断标
准［９］。（２）年龄１～１４岁。（３）患儿在最近３个月内
未接受过 ＭＭＰ相关治疗。（４）参与患儿家属对研
究内容、方案知情并已签署知情同意书。排除标准：
（１）合并其他呼吸道感染疾病。（２）患有反复呼吸道
感染、慢性肺疾病病史。（３）合并自身免疫性疾病。
（４）合并心、肾、肝脏系统疾病。另选取健康体检儿
童５０名为对照组。本研究经医院伦理委员会审核
批准。

１．２　方法

１．２．１　ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平检测　 采
集研究组患儿入院次日，对照组体检当日外周静脉
血，采用ＲＮＡ提取试剂盒（福州奥研实验器材有限
责任公司）提取ＲＮＡ，逆转录试剂盒（南京博研生物
科技有限公司）将总 ＲＮＡ 反转录为ｃＤＮＡ，获得

ｃＤＮＡ后于－２０℃保存待测。使用ＰＣＲ扩增试剂
盒（上海沪峥生物科技有限公司）进行目标基因扩
增，ＮＬＲＰ３和ＴＬＲ４引物序列见表１。采用２－△△Ｃｔ

法计算目的基因的相对表达量。

表１　ＮＬＲＰ３、ＴＬＲ４引物序列

　 Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＮＬＲＰ３ａｎｄ　ＴＬＲ４

基因 序列

ＮＬＲＰ３ 上游：５′－ＴＣＴＧＴＴＣＡＴＴＧＧＣＴＧＣＧＧＡＴ－３′
下游：５′－ＧＣＣＴＴＴＴＴＣＧＡＡＣＴＴＧＣＣＧＴ－３′

ＴＬＲ４ 上游：５′－ＡＣＴＴＧＧＡＣＣＴＴＴＣＣＡＧＣＡＡＣ－３′
下游：５′－ＴＴＴＡＡＡＴＧＣＡＣＣＴＧＧＴＴＧＧＡ－３′

１．２．２　血清炎性因子水平检测　 采集研究组患儿
入院次日，对照组体检当日外周静脉血，离心

１５ｍｉｎ，转速３　５００ｒ／ｍｉｎ，取上清液，置于－７０℃
冰箱下保存待测。采用全自动生化分析仪及配套试
剂（美国贝克曼库尔特有限公司）检测白细胞介素－
１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、白细胞介素－１８（Ｉｎｔｅｒ－
ｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）水平。

１．３　统计分析　采用ＳＰＳＳ　２０．０软件学软件对数
据进行分析。符合正态分布的计量资料以（�ｘ±ｓ）
表示，两组间行独立样本ｔ检验；相关性采用Ｐｅａｒ－
ｓｏｎ相关性分析，受试者工作特征（Ｒｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔ－
ｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲 线 分 析 单 个 核 细 胞

ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达对 ＭＰＰ病程的评估价
值，曲线下面积（Ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）＞０．７表
示预测效能良好。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对表达量和炎性因子
水平　研究组患儿外周血 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ
表达水平和ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平均高于对照组（Ｐ＜
０．０５），见表２。
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表２　两组ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对表达量和炎性因子水平

比较（�ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ

ＴＬＲ４，ＮＬＲＰ３ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｆａｃ－

ｔｏｒｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｔｗｏ　ｇｒｏｕｐｓ（�ｘ±ｓ）

指标
研究组

（ｎ＝１１２）

对照组

（ｎ＝５０）
ｔ值 Ｐ 值

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ　 ０．７７±０．０９　 ０．５９±０．０６　 １２．９０５＜０．００１
ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ　 １．９５±０．１３　 １．６５±０．１１　 １３．２５３＜０．００１
ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ） ６．７９±１．２０　 ４．３８±１．１９　 １１．８３８＜０．００１
ＩＬ－１８（ｐｇ／ｍｌ） １７９．８４±１６．２５　８６．７５±１３．９４　３５．１３２＜０．００１

２．２　重症组与轻症组 ＭＰＰ患儿ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相
对表达量和炎性因子水平　重症组 ＭＰＰ患儿外周
血ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平和ＩＬ－１β、ＩＬ－１８
水平均高于轻症组（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　重症组与轻症组 ＭＰＰ患儿ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３
相对表达量和炎性因子水平比较（�ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ

ＴＬＲ４，ＮＬＲＰ３ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｆａｃ－

ｔｏｒｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｓｅｖｅｒｅ　ｇｒｏｕｐ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍｉｌｄ　ｇｒｏｕｐ
（�ｘ±ｓ）

指标
重症组

（ｎ＝４５）

轻症组

（ｎ＝６７）
ｔ值 Ｐ 值

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ　 ０．９１±０．０８　 ０．６６±０．１０　 １４．０２０＜０．００１
ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ　 ２．２０±０．１７　 １．７３±０．１１　 １７．７７６＜０．００１
ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ） ８．６２±１．３５　 ５．００±１．０７　 １５．７８４＜０．００１
ＩＬ－１８（ｐｇ／ｍｌ） ２１３．１４±１９．６５　１５０．６４±１５．０４　１９．０３７＜０．００１

２．３　ＭＰＰ患儿单个核细胞中ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对
表达量与血清炎性因子的相关性分析　Ｐｅａｒｓｏｎ相
关性分析显示，ＭＰＰ患儿 ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ
与血清ＩＬ－１β、ＩＬ－１８浓度均呈正相关（Ｐ＜０．０５），见
表４。

表４　ＭＰＰ患儿单个核细胞中ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对表达量

与血清炎性因子的相关性分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ

ｏｆ　ＴＬＲ４，ＮＬＲＰ３ｉｎ　ＰＢＭＣｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＭＰＰ　ｃｈｉｌｄｒｅｎ

ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｅｒｕｍ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒｓ

指标
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ

ｒ值 Ｐ 值
ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ
ｒ值 Ｐ 值

ＩＬ－１β ０．８９５ ＜０．００１　 ０．８４６ ＜０．００１
ＩＬ－１８　 ０．７１５ ＜０．００１　 ０．６６３ ＜０．００１

２．４　ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对表达量对 ＭＰＰ病情进展
的预测价值　ＲＯＣ曲线分析结果显示，ＴＬＲ４、ＮＬ－
ＲＰ３ｍＲＮＡ预测重症 ＭＰＰ的ＡＵＣ分别为０．９５０、

０．９９４，见表５。

表５　ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３相对表达量对 ＭＰＰ
病情进展的预测价值

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ＴＬＲ４

ａｎｄ　ＮＬＲＰ３ｉｎ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＭＰＰ

指标 ｃｕｔ－ｏｆｆ　 ＡＵＣ　 ９５％ＣＩ
敏感度

（％）

特异度

（％）

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ　 ０．８１５　 ０．９５０　０．９１２～０．９８７　９１．１０　 ９１．００
ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ　１．９９５　 ０．９９４　０．９８６～１．０００　９５．６０　 ９８．５０

３　讨　论

支原体是目前发现的最小原核微生物，介于细
菌与病毒之间，部分支原体会导致人类和动物致
病［１０］。可致病的支原体有 ＭＰ、生殖器支原体等，

ＭＰ的细胞膜中含有丰富的脂蛋白，且其含量与致
病性呈正相关。脂质相关膜蛋白（Ｌｉｐｉｄ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＬＡＭＰ）可使支原体 ＭＰ黏附
于宿主细胞，可导致细胞通透性改变、致使宿主细胞
凋亡，同时干扰正常细胞传递［１１－１２］。ＭＰ的吸附作
用还会刺激机体炎性因子分泌，引起呼吸道上皮细
胞生长因子表达失衡，导致细胞修复程序紊乱，促使

ＭＰＰ的发生发展。ＭＰＰ主要病变位置为肺间质、
支气管，还可累及多个器官和系统［１３］，出现肺外并
发症的可能性较大［１４］。因此了解 ＭＰＰ患儿病情的
发展进程、为临床治疗方案提供参考，具有重要
意义。

ＴＬＲ４与呼吸道疾病的发病、归转具有重要联
系，其表达水平与气道炎症呈正相关［１５］。研究结果
显示，研究组单个核细胞中ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达高于
对照组，重症 ＭＰＰ患儿水平高于轻症患儿，说明

ＴＬＲ４表达与 ＭＰＰ患儿病情的发展存在一定联系。
分析原因，可能是由于细胞膜上ＬＡＭＰ是ＴＬＲ４的
配体，ＬＡＭＰ与单核巨噬细胞表面的ＴＬＲ４结合后
可聚集下游髓样分化因子８８（Ｍｙｅｌｏｉｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ－
ｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）［１６］。ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８通路可
使蛋白激酶磷酸化，活化 ＮＦ－ｋＢ进入细胞核，可促
使单核巨噬细胞合成、分泌炎性因子，造成肺组织损
伤［１７］。Ｐｅａｒｓｏｎ分析表示，ＴＬＲ４与促炎因子呈正
相关关系，可再次证实 ＴＬＲ４在 ＭＰＰ炎症发展中
的重要作用。陈金妮等［１８］研究表明，重度 ＭＰＰ患儿
的ＴＬＲ４水平高于轻度患儿，同时与Ｄ－二聚体水平呈
正相关，ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８信号通路与 ＭＰＰ患儿血液高
凝状态的形成有关；刘文君等［１９］研究也指出，ＴＬＲ４
在传导炎症信号中有关键性作用，可活化单核－巨噬
细胞，释放细胞因子以促进炎症反应，是控制炎症反
应的靶点，本研究结果与以上结论一致。
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研究结果显示，研究组ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ水平高
于对照组，重症 ＭＰＰ患儿水平高于轻症患儿，说明

ＮＬＲＰ３炎症小体与 ＭＰＰ病情发展具有一定联系，
同时ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ与患儿血清ＩＬ－１β、ＩＬ－１８水平
呈正相关关系，可证实ＮＬＲＰ３参与 ＭＰＰ炎症反应
的形成、发展过程，据此可推测患儿的病情发展。分
析原因，ＮＬＲＰ３通过与接头蛋白凋亡相关斑点样蛋
白（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｓｐｅｃｋ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＳＣ）
结合形成炎症小体，促进ＩＬ－１β、ＩＬ－１８等炎症因子
的合成和释放，达到调控机体免疫应答的作用［２０］；
同时ＮＬＲＰ３炎症小体在内源性危险信号激活或致
病微生物激活下，会促使大量的促炎因子成熟、释
放，可导致机体过度炎症反应［２１－２２］。有研究［２３］证
实，炎性因子ＩＬ－１β的分泌依赖ＮＬＲＰ３炎症小体中
的核苷酸，ＮＬＲＰ３炎症小体的异常激活与细胞氧化
应激反应密切相关。房有福等［２４］研究表明，ＭＰＰ
患儿 ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平与血清促炎因子水
平呈正相关，ＮＬＲＰ３炎症小体参与 ＭＰＰ的发病，
同时与其病情严重程度以及病程也具有一定相关
性，可作为评估 ＭＰＰ病情进展的重要指标，本研究
结论与其一致。ＲＯＣ分析表明，ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３在
单个核细胞中的表达可作为 ＭＰＰ病情进展的预测
因子，同时检测两项可显著提高评估精确性。

综上所述，ＴＬＲ４、ＮＬＲＰ３炎性小体可作为

ＭＰＰ病情进展的预测因子，指导临床治疗，但仍需
更多大样本、多中心的试验进一步验证。
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