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不同疾病活动度炎症性肠病患者血清microRNA-
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摘要 ： 目的　探讨不同疾病活动度炎症性肠病（IBD）患者血清 microRNA-146a-5p （miR-146a-5p）、

microRNA-145（miR-145）水平的变化及与免疫调节的相关性。方法　选取2021年6月—2022年6月在西南医

科大学附属中医医院就诊的88例IBD患者作为IBD组，其中溃疡性结肠炎（UC）43 例，克罗恩病（CD）45例。另

取同期该院86例健康体检者作为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测血清和肠黏膜组织miR-146a-5p、

miR-145表达，流式细胞术检测Th1、Th2，酶联免疫吸附试验测定血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介

素-4（IL-4）、干扰素-γ（IFN-γ）、白细胞介素-12（IL-12）水平。Pearson法分析患者miR-146a-5p、miR-145

表达与Th1/Th2的相关性。结果　与对照组比较，UC组和CD组miR-145相对表达量降低（P <0.05），Th1、

Th1/Th2 升高（P <0.05）；与 UC 组比较，CD 组 miR-145 相对表达量降低（P <0.05），Th1、Th1/Th2 升高

（P <0.05）。对照组、UC 组、CD 组 miR-146a-5p 都在固有层中表达。UC 组和 CD 组 miR-146a-5p 表达水

平高于对照组（P <0.05）。UC 组和 CD 组 TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-12 水平高于对照组（P <0.05）。Pearson

相关性分析结果表明，miR-146a-5p、miR-145表达与Th1/Th2均呈负相关（r =-0.424 和-0.395，均 P =0.000）。

miR-146a-5p、miR-145 诊断 UC 的曲线下面积（AUC）分别为 0.850 和 0.794，敏感性分别为79.5%（95% CI：

0.718，0.857）和74.4%（95% CI：0.696，0.822），特异性分别为94.3%（95% CI：0.982，0.896）和72.5%（95% CI：

0.679，0.773）。miR-146a-5p、miR-145诊断CD的AUC分别为0.927（95% CI：0.875，0.977）和0.846（95% CI：

0.803，0.902），敏感性分别为92.3%（95% CI：0.875，0.978）和71.9%（95% CI：0.668，0.773），特异性分别为

94.3%（95% CI：0.991，0.892）和90.9%（95% CI：0.945，0.847）。miR-146a-5p、miR-145对CD的诊断效能

较高。结论　不同疾病活动度IBD患者血清miR-146a-5p、miR-145表达与免疫调节呈负相关。
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Abstract:  Objective To investigate the changes in serum levels of miRNA-146a-5p and miRNA-145 in 

patients with different disease activity levels of inflammatory bowel disease (IBD) and their correlation with immune 

regulation.  Methods A total of 88 IBD patients who were treated in the Affiliated Hospital of Traditional Chinese 

Medicine of Southwest Medical University from June 2021 to June 2022 were selected as the IBD group, including 

43 patients with ulcerative colitis (UC group) and 45 patients with Crohn's disease (CD group). Meanwhile, 86 

healthy people undergoing health checkup in the hospital during the same period were selected as the control group. 

The expression levels of miRNA-146a-5p and miRNA-145 in serum and intestinal mucosa were detected by 

quantitative real-time polymerase chain reaction. The frequency of Th1 and Th2 cells was measured by flow 

cytometry. The serum levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-4 (IL-4) and interleukin-12 (IL-12) were 

determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Pearson method was applied to analyze the correlation between 

the expressions of miRNA-146a-5p and miRNA-145 and the Th1/Th2 ratio.  Results Compared with the control 

group, the relative expression level of miR-145 was lower (P < 0.05) but the frequency of Th1 cells and the Th1/Th2 

ratio were higher (P < 0.05) in the UC group and the CD group. Compared with the UC group, the relative 

expression level of miR-145 was lower (P < 0.05) but the frequency of Th1 cells and the Th1/Th2 ratio were higher 

(P < 0.05) in the CD group. In all groups, miR-146a-5p was expressed in the lamina propria. The expression levels 

of miR-146a-5p in the UC group and the CD group were higher than those in the control group (P < 0.05). The levels 

of TNF-α, IFN-γ, IL-4 and IL-12 in the UC group and the CD group were also higher than those in the control group 

(P < 0.05). Pearson correlation analysis demonstrated that the expressions of miR-146a-5p and miR-145 were both 

negatively correlated with the Th1/Th2 ratio (r = -0.424 and -0.395, both P = 0.000). The areas under the curves 

(AUCs) of miR-146a-5p and miR-145 for diagnosing UC were 0.850 and 0.794, with sensitivities being 79.5% (95% 

CI: 0.718, 0.857) and 74.4% (95% CI: 0.696, 0.822), and specificities being 94.3% (95% CI: 0.982, 0.896) and 

72.5% (95% CI: 0.679, 0.773). The AUCs of miR-146a-5p and miR-145 for diagnosing CD were 0.927 and 0.846, 

with the sensitivities being 92.3% (95% CI: 0.875, 0.978) and 71.9% (95% CI: 0.668, 0.773), and the specificities 

being 94.3% (95% CI: 0.991, 0.892) and 90.9% (95% CI: 0.945, 0.847), indicating that miR-146a-5p and miR-145 

exhibited higher diagnostic efficacy for CD.  Conclusions The serum expression levels of miR-146a-5p and miR-

145 are negatively correlated with immune regulation in patients with different disease activity levels of IBD.

Keywords:  inflammatory bowel disease; immune regulation; microRNA-146a-5p; microRNA-145

炎症性肠病（inflammatory bowel disease, IBD）是

消化内科常见的慢性疾病，根据病理类型不同可分

为 溃 疡 性 结 肠 炎（ulcerative colitis，UC）、克 罗 恩 病

（Crohn´s disease, CD），好发部位为胃肠道[1]。有研究

表明，IBD 在我国的发病率不断上升，对我国居民的

生活和健康造成严重威胁[2]。然而目前临床对 IBD

的 病 因 和 发 病 的 机 制 仍 不 明 确[3]。 MicroRNA

（miRNA）是 一 种 微 小 RNA 分 子 ，由 约 20 个 碱 基 构

成。miRNA 参与多种病理生理过程，还能调节基因

表达，进一步影响个体发育、细胞增殖、细胞凋亡及

细胞分化等[4]。有研究表明 microRNA-146a-5p(miR-

146a-5p）、microRNA-145(miR-145)能够介导机体中

多条代谢通路，影响 IBD 的发生、发展，但具体作用

机制仍不清楚[5]。CD4+T 细胞能够分化成为Ⅰ型辅

助性的 T 细胞（type I helper T cells, Th1）和Ⅱ型辅助

性 T 细胞（type Ⅱhelper T cells, Th2），若机体出现两

者失衡，则导致机体免疫功能下降，进一步诱发过

敏性疾病、自身免疫性疾病及感染性疾病。本研究

通过检测 IBD（UC 和 CD）患者外周血及其肠黏膜组

织 miR-146a-5p、miR-145 的表达，分析其疾病活动

度与病变严重程度的相关性，以期为后续慢性炎症

疾病的研究提供参考，现报道如下。

1 资料与方法

1.1　一般资料

选取 2021 年 6 月—2022 年 6 月在西南医科大学

附属中医医院就诊的 88 例 IBD 患者作为 IBD 组，其

中 UC 43 例，CD 45 例。另取同期本院 86 例健康体

检者作为对照组。两组性别构成、年龄、体质量指

数（body mass index, BMI）、C 反 应 蛋 白（C-reactive 

protein, CRP）水平比较，差异均无统计学意义（P >

0.05），具有可比性（见表 1）。本研究经医院医学伦

理委员会批准，所有患者签署知情同意书。

1.2　纳入与排除标准

1.2.1 　 纳入标准 　①符合《炎症性肠病诊断与治疗
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的共识意见（2012 年·广州）》[6]中 IBD 诊断标准；②临

床资料完整；③年龄 20～70 岁。

1.2.2 　 排除标准 　①其他自身免疫性疾病；②急

性、慢性感染；③14 d 内使用过免疫抑制剂、激素类

药物治疗；④恶性肿瘤、严重器质性病变；⑤妊娠或

哺乳期女性；⑥拒绝参加本研究。

1.3　主要试剂与仪器

RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒（德国 Qiagen

公 司），实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR）试剂盒

（大 连 宝 生 生 物 工 程 有 限 公 司）。 干 扰 素 - γ
（Interferon-γ, IFN-γ）、白细胞介素-4（Interleukin-4, 

IL-4）、人 肿 瘤 坏 死 因 子 -α（tumor necrosis factor-α, 

TNF-α）、白 细 胞 介 素 -12（Interleukin-12，IL-12）酶

联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA）试剂盒均购自上海信帆生物科技有限公司。

1.4　方法

1.4.1 　 样品的采集及保存 　所有患者清晨空腹状

态 下 抽 取 静 脉 血 6 mL，取 其 中 2 mL 置 于 室 温 下 ，

1 500 r/min 离 心 15 min，留 取 上 层 血 清 ，放 置 于

-80 ℃冰箱中保存，检测血清指标。剩余静脉血则

放 置 于 EDTA 抗 凝 管 中 ，加 入 淋 巴 细 胞 分 离 液 后

3 000 r/min 离心 30 min。随后分离外周血单核细胞，

分别用于检测 Th1、Th2 和 miR-145、miR-146a-5p。

1.4.2 　 qRT-PCR检测 miR-145、miR-146a-5p表达 

使用 RNA 提取试剂盒总 RNA，检测 RNA 的纯度和浓

度，采用 miScript Reverse Transcription 逆转录试剂盒

得到 cDNA。qRT-PCR 总反应体系 20 μL。反应条件：

95 ℃ 预 变 性 90 s，95 ℃ 变 性 75 s，60 ℃ 退 火 45 s；

70 ℃扩增 15 s，共 40 个循环。以 U6 为内参照，miR-

145 引物由上海生物工程技术有限公司进行设计合

成 ，采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 miR-145 相 对 表 达 量 。 qRT-

PCR 引物序列见表 2。

需要使用原位杂交的方法检测 miR-146a-5p 的

定 位 及 相 应 的 表 达 ， 探 针 序 列

GCGGCGGTGAGAACTGAATTCC，长 度 22 bp。 使 用

FAM 荧 光 在 37 ℃ 条 件 下 孵 育≤ 16 h，避 免 脱 靶 效

应。在显微镜下随机选择 3 个视野观察，与 DAPI 共

表达的带有绿色荧光信号的细胞为阳性细胞。阳

性细胞数的平均值即为 miR-146a-5p 表达水平。

1.4.3 　 流式细胞术检测 Th1、Th2 　取外周血单核

细 胞 ，分 别 加 入 20 μL CD3-PE-Cy5、20 μL CD8-

FITC，设置同型检测管及对照管，在室温下避光孵

育 20 min。加入固定液 100 μL 后室温下避光温育

15 min，PBS 洗涤后加入 100 μL 破膜液，室温下固定

15 min，分别加入 IFN-γ-PE、IL-4-PE 抗体，避光温

育 25 min，PBS 洗涤后加入多聚甲醛溶液，采用流式

细胞仪检测 Th1、Th2，计算 Th1/Th2。

1.4.4 　 ELISA 检测血清 IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-12

水平 　采集患者清晨空腹静脉血 3 mL，3 000 r/min

离心 10 min，取上层血清检测患者 IFN-γ、TNF-α、

IL-4、IL-12 水 平 ，操 作 步 骤 参 考 ELISA 试 剂 盒 说

明书。

1.5　统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验或方差

分析，进一步两两比较用 LSD-t 检验；计数资料以构

成比或率（%）表示，比较用 χ2 检验；相关性分析用

Pearson 法 ；绘 制 受 试 者 工 作 特 征（receiver operating 

characteristic, ROC）曲线。P <0.05 为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1　3组miR-145、Th1、Th2、Th1/Th2比较

对照组、UC 组、CD 组 miR-145、Th1、Th1/Th2 比

较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <0.05）。

与对照组比较，UC 组和 CD 组 miR-145 相对表达量

降低（P <0.05），Th1、Th1/Th2 升高（P <0.05）；与 UC

表 1　两组一般资料比较 

组别

对照组

IBD 组

χ2/ t 值

P 值

n

86

88

男/女/

例

48/38

45/43

0.383

0.536

年龄/（岁，

x±s）

41.42±7.93

42.53±8.03

0.917

0.360

BMI/（kg/m2，

x±s）

22.53±2.42

23.01±2.63

1.252

0.212

CRP/（mg/L，

x±s）

7.95±2.94

21.34±5.83

5.765

0.000

表 2　qRT-PCR引物序列 

基因

miR-145

U6

引物序列

正向： 5'-GTCCAGTTTTCCCAGGA-3'

反向： 5'-GAACATGTCTGCGTATCTC-3'

正向： 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

反向： 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

长度/bp

484

94
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组比较，CD 组 miR-145 相对表达量降低（P <0.05），

Th1、Th1/Th2 升高（P <0.05）。3 组 Th2 比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。见表 2。

2.2　3组miR-146a-5p表达水平比较

对照组、UC 组、CD 组 miR-146a-5p 都在固有层

中表达，分别为（1.10±0.15）、（1.31±0.21）、（1.27±

0.18），经方差分析，差异有统计学意义（F =29.778，

P =0.000）；UC 组和 CD 组 miR-146a-5p 表达水平高

于对照组（P <0.05）。

2.3　3组血清炎症因子水平比较

对照组、UC 组、CD 组 TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-

12 水 平 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义

（P <0.05）；UC 组和 CD 组 TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-12

水平高于对照组（P <0.05）。见表 3。

2.4　相关性比较

Pearson 相 关 性 分 析 结 果 表 明 ，miR-146a-5p、

miR-145 表 达 与 Th1/Th2 均 呈 负 相 关（r =-0.424 和

-0.395，均 P =0.000）。

2.5　miR-146a-5p、miR-145诊断UC、CD的价值

miR-146a-5p、miR-145 诊 断 UC 的 曲 线 下 面 积

（area under curve, AUC）分别为 0.850（95% CI：0.795，

0.912）和 0.794（95% CI：0.729，0.863），敏感性分别为

79.5%（95% CI：0.718，0.857）和 74.4%（95% CI：

0.696，0.822），特异性分别为 94.3%（95% CI：0.982，

0.896）和 72.5%（95% CI：0.679，0.773）。 miR-146a-

5p、miR-145 诊 断 CD 的 AUC 分 别 为 0.927（95% CI：

0.875，0.977）和 0.846（95%CI：0.803，0.902），敏感性

分别为 92.3%（95% CI：0.875，0.978）和 71.9%（95% CI：

0.668，0.773），特异性分别为 94.3%（95% CI：0.991，

0.892）和 90.9%（95% CI：0.945，0.847）。 miR-146a-

5p、miR-145 对 CD 的诊断效能较高。见图 1。

3 讨论

IBD 是一种特异性炎症性疾病，目前关于 IBD

的发病机制探讨较多，但是具体病因和机制仍然具

有较大争议[7]。随着我国人民生活水平提升，IBD 发

病率也不断升高，其对人体健康危害较大，寻找 IBD

发病机制意义重大[8]。UC、CD 是 IBD 的 2 种不同病

理类型。有研究指出，UC 的发生与患者自身免疫、

遗传及感染等有关[9]；CD 则是一种慢性肉芽肿性的

炎症性疾病，具体发病机制尚不明确，目前研究认

为 CD 与患者自身免疫有一定关联[10]。UC、CD 虽然

均属于 IBD，但是两者存在一定区别，CD 会对患者

整个消化道产生影响，而 UC 病灶仅限于结肠和直

表 2　3组miR-145、Th1、Th2、Th1/Th2比较 （x±s）

组别

对照组

UC 组

CD 组

F 值

P 值

n

86

43

45

miR-145

1.02±0.21

0.82±0.23①

0.59±0.16①②

66.876

0.000

Th1/%

0.73±0.25

2.01±0.58①

2.36±0.71①②

195.718

0.000

Th2/%

1.14±0.45

1.19±0.52

1.08±0.38

0.656

0.520

Th1/Th2

0.68±0.18

1.81±0.52①

2.12±0.48①②

262.075

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 UC 组比较，P <0.05。

表 3　3组血清炎症因子水平比较 （x±s）

组别

对照组

UC 组

CD 组

F 值

P 值

n

86

43

45

TNF-α
14.31±4.37

29.97±5.39

44.64±6.84

489.512

0.000

IFN-γ
9.31±1.38

12.13±2.04

19.42±3.01

352.712

0.000

IL-4

20.03±2.53

23.39±3.62

30.34±4.86

125.873

0.000

IL-12

8.81±2.32

14.05±2.97

15.19±3.39

96.379

0.000

1.0
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0.6

0.4

0.2
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肠，2 种疾病不仅发病部位不同，基因表达谱、细胞

表现也有较大差异[11-12]。

Th1、Th2 均属于 T 辅助细胞，Th1 细胞可以分泌

细胞因子，如 IL-12、IL-2、IFN-γ、TNF-α等，进一步

促进机体细胞免疫反应[13]。Th2 可分泌 IL-5、IL-10、

IL-4、IL-13 等的细胞因子，促进机体体液免疫反应，

两者失衡时可发生免疫性疾病[14-17]。正常情况下，

Th1、Th2 保持平衡，维持机体正常免疫反应[18-19]。疾

病状态下，体内 Th1、Th2 失衡，进一步介导免疫反

应[20]。本研究结果表明，对照组相比，UC 组、CD 组

miR-145 表达明显降低，Th1、Th1/Th2 明显升高。与

UC 组相比，CD 组 miR-145 表达降低，而且 Th1、Th1/

Th2 明显升高，提示 IBD 患者体内 Th1、Th2 失衡可能

与 IBD 发病及病情进展有关，而且 Th1 可能会在 IBD

发生过程中占据一定的免疫优势。Th1、Th2 是通过

相应的细胞因子发挥后续的作用。有研究表明，UC

患者细胞因子表达出现异常[21]。UC 组和 CD 组血清

TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-12 水平明显高于对照组；与

UC 组相比，CD 组血清 TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-12 水

平明显升高，表明 IBD 患者已出现炎症反应。miR-

146a-5p 都在固有层中表达，CD 组表达水平明显高

于对照组和 UC 组。miR-145 能够靶向调节 Runx3，

促进 Th1/Th2 平衡，参与哮喘的发生[22]。相关性分析

结果表明，miR-146a-5p、miR-145 表达与 Th1/Th2 均

呈负相关，表明 miR-145 能够调节 Th1/Th2 平衡，影

响炎症细胞因子的合成，参与 IBD 的发生、发展。本

研究结果表明，miR-146a-5p、miR-145 对 CD 的诊断

效能较高，可见其可作为 IBD 的诊断指标。

抗炎性因素与损伤程度同时升高可能是机体

正 试 图 通 过 上 调 miR-146a-5p 表 达 来 抑 制 肠 道 炎

症，但这个时间段内的炎症因子水平已超出 miR-

146a-5p 调控的范围[23]；也可能是 miR-146a-5p 主要

在 M1 型巨噬细胞中表达，能够参与到炎症瀑布反

应中，所以机体的炎症反应越重，miR-146a-5p 表达

水平也就越高。有研究表明，miR-146a 能够靶调控

TRAF6、IRAK1，激 活 TLR4 信 号 通 路 ，而 TRAF6、

TLR4、IRAK1 都是 NF-κB 信号通路中的上游节点，

该通路还能调节 TNF-α、IL-6、IL-10、IL-1β等炎症

因子水平，所以 miR-146a 也能间接参与相关炎症因

子的调控[24]。因为 miR-146a-5p 对巨噬细胞及相关

炎症通路的调控作用比较复杂，所以笔者认为其在

IBD 中的调控也比较复杂。有研究表明，miR-146a

能够通过葡聚糖硫酸钠诱导产生的 IBD 调节肠道的

免疫和屏障功能[25]。另有研究发现，新生小鼠肠道

中的 miR-146a 能够对内源性的免疫耐受反应产生

一定的保护作用[26]。同时 miR-146a-5p 能够抑制巨

噬细胞核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 中炎

症小体的激活，从而抑制 IBD 患者产生肠道炎症反

应 ，发挥肠道保护作用[27]。有研究表明 ，miR-146a

能够保护 IBD 患者的肠道，从而避免出现缺血再灌

注损伤[28]。上述研究均表明 miR-146a 会对肠道有

一定的保护作用。

有 研 究 表 明 ，miR-146a 是 具 有 抗 炎 性 的 一 类

miRNA（主 要 包 括 miR-146a-5p、miR-146a-3p），该

miRNA 能够参与肠道的固有免疫和炎症调节[29]。本

研究结果表明 IBD 患者 miR-146a-5p 表达与肠道损

伤的严重程度有相关性，所以 miR-146a-5p 高表达

患者需要进行积极的抗炎治疗、频繁的影像学和实

验室的检查，以监测病情进展[30]。但是在临床上，早

期诊断一般采用血、尿、粪便等比较容易获取的标

本进行 miR-146a-5p 检测，肠道组织检测一般比较

少，所以后续研究可以使用不同的方法检测外周血

miR-146a-5p 表达。

综 上 所 述 ，IBD 患 者 miR-146a-5p、miR-145 低

表达，其机体 Th1/Th2 就会明显升高，2 种指标呈负

相 关 ，而 且 miR-146a-5p、miR-145 可 能 通 过 调 节

Th1/Th2，参与疾病的发生、发展，但是其作用机制尚

不明确，需要进行后续研究。
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