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  [摘 要] 目的 分析外泌体微小RNA-20a(miR-20a)、微小RNA-21(miR-21)表达与慢性乙型肝炎

(CHB)病情进展的关联。方法 采用回顾性研究,研究对象为开封市第三人民医院2021年10月至2024年4
月收治的135例CHB患者,依据病情进展阶段不同,将80例免疫耐受期CHB患者列为早期组,将55例免疫

激活期CHB患者列为进展组。比较2组患者外泌体 miR-20a、miR-21,髓源性抑制性细胞(MDSCs)功能因子

[精氨酸酶1(ARG1)、一氧化氮(NO)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)],肝功能指标[丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬

氨酸转氨酶(AST)、碱性磷酸酶(ALP)、总胆红素(TBil)]的差异。经Pearson相关性系数检验 miR-20a、miR-
21与 MDSCs功能因子、肝功能指标间的相关性。通过绘制受试者操作特征(ROC)曲线验证 miR-20a、miR-21
对CHB患者病情进展的预测价值。结果 早期组患者 miR-20a、miR-21、AGR1、NO、iNOS高于进展组,
ALT、AST、ALP、TBil均低于进展组,差异均有统计学意义(P<0.05);经Pearson相关性系数检验,miR-20a
与AGR1、NO、iNOS呈正相关(P<0.05),与ALT、AST、ALP、TBil呈负相关(P<0.05);miR-21与AGR1、
NO、iNOS呈正相关(P<0.05),与ALT、AST、ALP、TBil呈负相关(P<0.05)。经ROC曲线验证,miR-20a
对CHB患者病情进展的预测灵敏度、特异度分别为81.25%、78.83%,miR-21对CHB患者病情进展的预测灵

敏度、特异度分别为80.33%、75.45%[曲线下面积(AUC)=0.863、0.862)]。结论 高表达 miR-20a、miR-21
可通过激活 MDSCs功能因子而抑制CHB患者免疫功能,并加重其病情,故监测 miR-20a、miR-21水平变化能

实现对其病情进展情况的动态评估,并指导临床决策。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

exosomal
 

microRNA-20a
 

(miR-20a),microRNA-21
 

(miR-21)
 

and
 

the
 

progression
 

of
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB).Methods A
 

retrospec-
tive

 

study
 

was
 

conducted.The
 

subjects
 

were
 

135
 

CHB
 

patients
 

admitted
 

to
 

Kaifeng
 

Third
 

People's
 

Hospital
 

from
 

October
 

2021
 

to
 

April
 

2024.According
 

to
 

the
 

different
 

stages
 

of
 

disease
 

progression,80
 

patients
 

with
 

CHB
 

in
 

immune
 

tolerance
 

stage
 

were
 

classified
 

as
 

early
 

group,and
 

55
 

patients
 

with
 

CHB
 

in
 

immune
 

activation
 

stage
 

were
 

classified
 

as
 

progressive
 

group.The
 

differences
 

of
 

exosomal
 

miR-20a,miR-21,functional
 

factors
 

of
 

myeloid-derived
 

suppressor
 

cells
 

(MDSCs)
 

[arginase
 

1
 

(ARG1),nitric
 

oxide
 

(NO),inducible
 

nitric
 

oxide
 

syn-
thase

 

(iNOS)
 

]
 

and
 

liver
 

function
 

indexes
 

[alanine
 

transaminase
 

(ALT),aspartate
 

transaminase
 

(AST),alka-
line

 

phosphatase
 

(ALP),total
 

bilirubin
 

(TBil)
 

]
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.Pearson
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-20a,miR-21
 

and
 

MDSCs
 

functional
 

factors,liver
 

func-
tion

 

indicators.The
 

predictive
 

value
 

of
 

miR-20a
 

and
 

miR-21
 

on
 

the
 

progression
 

of
 

CHB
 

patients
 

were
 

verified
 

by
 

drawing
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results The
 

levels
 

of
 

miR-20a,miR-21,
AGR1,NO

 

and
 

iNOS
 

in
 

the
 

early
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

progressive
 

group,and
 

the
 

levels
 

of
 

ALT,AST,ALP
 

and
 

TBil
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

progressive
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

coefficient
 

test
 

showed
 

that
 

miR-20a
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
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AGR1,NO
 

and
 

iNOS
 

(P<0.05),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

ALT,AST,ALP
 

and
 

TBil
 

(P<0.05).MiR-
21

 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

AGR1,NO
 

and
 

iNOS
 

(P<0.05),and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

ALT,AST,
ALP

 

and
 

TBil
 

(P<0.05).The
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

miR-20a
 

in
 

predicting
 

the
 

progression
 

of
 

CHB
 

patients
 

were
 

81.25%
 

and
 

78.83%,respectively,and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

miR-21
 

in
 

predicting
 

the
 

progression
 

of
 

CHB
 

patients
 

were
 

80.33%
 

and
 

75.45%,respectively[area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)=0.863,0.862].Conclusion High
 

expression
 

of
 

miR-20a
 

and
 

miR-21
 

can
 

inhibit
 

the
 

immune
 

function
 

of
 

CHB
 

patients
 

by
 

activating
 

the
 

function
 

of
 

MDSCs
 

and
 

aggravate
 

their
 

condition.Therefore,moni-
toring

 

the
 

changes
 

of
 

miR-20a
 

and
 

miR-21
 

levels
 

can
 

realize
 

the
 

dynamic
 

evaluation
 

of
 

their
 

disease
 

progres-
sion

 

and
 

guide
 

clinical
 

decision-making.
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  乙型病毒性肝炎为感染乙型肝炎病毒(HBV)所
致,当患者病程持续时间超过6个月时即可判定为慢

性乙型肝炎(CHB)。CHB为临床常见传染性疾病,
其传染性与疾病状态有着密切关系,乙型肝炎患者及

HBV携带者均为此病主要传染源,其中乙型肝炎患

者的传染性较HBV携带者更强[1-2]。CHB患者的病

程较长,病情迁延难愈,部分患者经规范抗病毒治疗

后可获得良好预后,但有部分患者可能由于肝纤维化

程度加剧而面临较高肝硬化及癌变风险[3]。肝功能

损伤为CHB患者病情进展的典型表现之一,此类患

者肝脏损伤可能与特异性T细胞异常变化相关。相

关研究表明,髓源性抑制性细胞(MDSCs)可通过削弱

免疫系统T细胞反应而调节机体免疫应答,活跃状态

下的 MDSCs可分泌大量诱导型一氧化氮合酶(iN-
OS)并释放大量一氧化氮(NO)及精氨酸酶1(AGR1)
物质并参与机体多种感染或免疫性疾病的发生、发
展,积极抑制MDSCs活性可能有利于减缓CHB患者

病情进展,并改善患者预后[4-5]。微小RNA(miRNA)
是 一 种 广 泛 存 在 于 真 核 生 物 体 的 内 源 性 非 编 码

RNA,多细胞来源的外泌体 miRNA可通过促使糖基

转移酶讲解而调节蛋白质的糖基化修饰过程。近年

有研究指出,外泌体 miRNA在CHB即原发性肝癌

的早期诊断及治疗中均有重要作用[6]。MiR-20a、
miR-21均为外泌体miRNA家族成员,本研究将探讨

miR-20a、miR-21表达水平与CHB患者病情进展的

关联,以期指导临床治疗及决策。

1 资料与方法

1.1 资料收集 回顾性分析开封市第三人民医院

2021年10月至2024年4月收治的135例CHB患者

的一般资料、临床资料,所有病历信息均从本院病历

信息库内抽取所得,一般资料包括性别、年龄、CHB
病程、合并症(高血压、糖尿病);临床资料包括 HBV-
DNA载量水平、MDSCs功能因子[ARG1、NO、iN-
OS]及肝功能指标[丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸

转氨 酶 (AST)、碱 性 磷 酸 酶 (ALP)、总 胆 红 素

(TBil)]。依据病情进展阶段不同,将80例免疫耐受

期CHB患者列为早期组,将55例免疫激活期CHB
患者列为进展组。病情进展阶段判定标准如下:若测

得HBV-DNA为61
 

copies/mL及以上,但未见明显

肝功能损伤、炎症反应或肝脏纤维化病变则判定为免

疫耐受期;若测得 HBV-DNA低于61
 

copies/mL,且
伴明显肝功能损伤、炎症或纤维化病变则判定为免疫

激活期[7]。2组患者一般资料比较,差异无统计学意

义(P>0.05),见表1。本次研究已获得医院伦理委

员会批准(KF12820-2024)。纳入标准:(1)入组患者

均诊断为CHB[8];(2)病程≥5年;(3)临床资料完整

可供查阅,且患者本人已知悉研究内容,同意获取并

公开既往临床资料。排除标准:(1)伴药物性因素所

致肝功能损伤者;(2)有重要脏器功能严重损伤者;
(3)实验室检查提示合并其他感染症状或免疫缺血性

疾病者;(4)经超声检查确认存在脂肪肝者。

表1  2组患者一般资料比较

组别 n
性别[n(%)]

男 女

年龄

(x±s,岁)
CHB病程

(x±s,年)
合并高血压

[n(%)]
合并糖尿病

[n(%)]

早期组 80 45(56.25) 35(43.75) 51.15±5.23 7.22±1.36 20(25.00) 22(27.50)

进展组 55 30(54.55) 25(45.45) 52.41±5.16 7.41±1.25 15(27.27) 16(29.09)

t/χ2 — 0.038 1.383 0.824 0.088 0.041

P — 0.845 0.169 0.411 0.767 0.840

  注:—表示无此项。CHB为慢性乙型肝炎。

1.2 指标检测 以入组患者清晨空腹时的5
 

mL肘

静脉血为检测样本,在血液样本中加入乙二胺四乙酸

(EDTA)抗凝剂做抗凝处理后,以转速3
 

000
 

r/min、
半径0.5

 

cm离心3
 

min后取上层清液备用;采用JY-
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1000系列全自动医用聚合酶链反应(PCR)分析仪(重
庆京 因 生 物 科 技 有 限 责 任 公 司,国 械 注 准

20173401351),实施实时荧光定量PCR检测外泌体

miR-20a、miR-21;采用Elx
 

800TS酶标仪(美国伯腾

仪器有限公司,国械注进20192220616),实施酶联免

疫吸附试验(ELISA)检测 ARG1、NO、iNOS等 MD-
SCs功能因子,以及ALT、AST、ALP、TBil等肝功能

指标。
1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据处理,计数资料以率或构成比表示,采用χ2 检验;
计量资料以x±s表示,采用t检验。P<0.05为差

异有统计学意义。经Pearson相关性系数检验 miR-
20a、miR-21与 MDSCs功能因子、肝功能指标间的相

关性,当P<0.05表示二者显著相关,-1<相关系数

(r)<0表示负相关,0<r<1表示正相关。通过绘制

受试者操作特征(ROC)曲线验证miR-20a、miR-21对

CHB患 者 病 情 进 展 的 预 测 价 值,当 曲 线 下 面 积

(AUC)>0.85时认为具有较高预测效能。
2 结  果

2.1 2组患者外泌体 miR-20a、miR-21比较 早期

组患者 miR-20a、miR-21均高于进展组,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表2。
表2  2组患者的外泌体 miR-20a、miR-21比较(x±s)

组别 n miR-20a miR-21

早期组 80 1.86±0.25 1.93±0.25

进展组 55 1.14±0.35 1.23±0.36

t — 13.947 13.340

P — <0.001 <0.001

  注:—表示无此项。

2.2 2组患者 MDSCs功能因子及肝功能指标比较

 早期组 AGR1、NO、iNOS均高于进展组,ALT、
AST、ALP、TBil均低于进展组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表3。
2.3 外泌体 miR-20a、miR-21与 MDSCs功能因子

及肝功能指标的相关性分析 经Pearson相关性系数

检验,miR-20a与 AGR1、NO、iNOS呈正相关(P<
0.05),与 ALT、AST、ALP、TBil呈 负 相 关(P <
0.05);miR-21与 AGR1、NO、iNOS呈正相关(P<
0.05),与 ALT、AST、ALP、TBil呈 负 相 关(P <
0.05)。见表4。

表3  2组患者 MDSCs功能因子及肝功能指标比较(x±s)

组别 n AGR1(μg/L) NO(μmol/L) iNOS(U/mL) ALT(U/L) AST(U/L) ALP(U/L) TBil(μmol/L)

早期组 80 7.88±1.45 90.22±10.36 30.45±5.16 42.12±10.23 45.65±10.29 160.33±20.49 25.33±5.12

进展组 55 6.12±1.75 65.45±10.24 20.45±5.29 55.24±10.29 60.29±10.33 192.49±20.32 40.31±5.44

t — 6.365 13.714 10.951 7.304 8.110 8.991 16.283

P — <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:—表示无此项。MDSCs表示髓源性抑制性细胞;AGR1表示精氨酸酶1;NO表示一氧化氮;iNOS表示诱导型一氧化氮合酶;ALT表示丙

氨酸转氨酶;AST表示天冬氨酸转氨酶;ALP表示碱性磷酸酶;TBil表示总胆红素。

表4  外泌体 miR-20a、miR-21与 MDSCs功能因子及

   肝功能指标的相关性分析

指标
miR-20a

r P

miR-21

r P

MDSCs功能因子

 AGR1 0.351 0.011 0.349 0.013

 NO 0.353 0.013 0.352 0.015

 iNOS 0.350 0.010 0.350 0.012

肝功能指标

 ALT -0.249 0.023 -0.252 0.021

 AST -0.251 0.025 -0.249 0.024

 ALP -0.248 0.021 -0.251 0.023

 TBil -0.252 0.024 -0.248 0.026

  注:MDSCs表示髓源性抑制性细胞;AGR1表示精氨酸酶1;NO
表示一氧化氮;iNOS表示诱导型一氧化氮合酶;ALT表示丙氨酸转氨

酶;AST表示天冬氨酸转氨酶;ALP表示碱性磷酸酶;TBil表示总胆红

素;r表示相关系数。

2.4 外泌体miR-20a、miR-21对CHB病情进展的预

测价值 经ROC曲线验证,miR-20a对CHB患者病情

进展的预测灵敏度、特异度分别为81.25%、78.83%,
miR-21对CHB患者病情进展的预测灵敏度、特异度

分别为80.33%、75.45%(AUC=0.863、0.862)。见

表5、图1。

图1  外泌体 miR-20a、miR-21对CHB病情进展的

预测ROC曲线图
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表5  外泌体 miR-20a、miR-21对CHB病情进展的

   预测效能

指标
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC(95%CI) 截断值 P

miR-20a 81.25 78.83 0.863(0.812~0.915) 1.50 0.012

miR-21 80.33 75.45 0.862(0.806~0.908) 1.58 0.014

  注:CHB表示慢性乙型肝炎;AUC表示曲线下面积;95%CI 表示

95%可信区间。

3 讨  论

CHB系指HBV持续感染后所致的慢性肝脏疾

病,此病可通过血液传播、母婴传播及性接触传播。
目前临床会在明确CHB患者病情进展情况后为其制

定个体化治疗措施[9]。免疫耐受期为CHB的第一病

程阶段,此阶段患者的病毒载量水平较高,但尚未见

明显肝功能损伤或肝脏纤维化病变,既往指南通常不

建议实施特殊治疗,做好定期随访即可,但近年来有

学者表示,应予以抗病毒治疗从而减少肝硬化、肝癌

发生风险[10]。免疫激活期为CHB病程第二阶段,在
此阶段 内,CHB 患 者 的 免 疫 系 统 已 成 功 识 别 到

HBV,此类患者的HBV-DNA水平会明显下降,但多

数存在不同程度肝功能损伤,甚至肝纤维化病变[11]。
针对免疫激活期CHB患者,临床多以抗病毒、保肝、
免疫调节治疗及抗纤维化治疗为主要治疗措施。但

免疫激活期 HBV宿主体内的病毒长期存在,其自身

免疫系统已无法彻底清除 HBV[12]。相关研究表明,

HBV编码形成的免疫诱饵除可加重CHB病情外,还
可能引起先天性、适应性免疫功能障碍。因此,积极

改善CHB患者的免疫状态对抑制病情恶化,降低肝

纤维化、肝硬化甚至癌变风险均有重要意义[13-14]。
外泌体是一种包含脂质、蛋白质、miRNA等多种

大分子生物的盘状囊泡,可由肝细胞、肝星状细胞及

免疫细胞释放,为多细胞间通讯重要载体。近年有研

究表明,外泌体在HBV感染所致CHB的发生及病情

进展中均有重要作用,也可参与CHB的肝纤维化病

变、肝硬化及癌变过程。外泌体 miRNA的形成机制

较为复杂,其除了可通过参与 HBV-DNA复制、传播

而加重CHB患者病情外,还可对肝脏纤维化进程产

生一定调控作用,高表达外泌体 miRAN还可通过改

变肿瘤微环境而促使原发性肝癌发生、发展。MiR-
20a、miR-21均为外泌体miRNA家族成员,二者均可

调控细胞发育、代谢,均可通过参与上皮细胞间质转

化而促使肿瘤细胞分化、生长[15-16]。本研究结果显

示,早期组患者 miR-20a、miR-21表达水平均高于进

展组,提示在 CHB患者免疫耐受期,其 miR-20a、

miR-21可随着HBV-DNA增长而不断升高。目前临

床认为,CHB患者体内HBV能通过多种信号转导途

径诱导单核细胞分化成 MDSCs,MDSCs分泌的大量

ARG1、NO及iNOS均可降低T淋巴细胞活性,抑制

机体免疫功能并导致机体无法有效清除 HBV。高表

达 MDSCs对免疫系统具有负向调节作用,抑制 MD-
SCs活性能增强免疫功能、解除T淋巴细胞抑制,或
可作 为 治 疗 CHB 的 重 要 靶 点[17-18]。本 研 究 中,

AGR1、NO、iNOS均高于进展组,ALT、AST、ALP、

TBil均低于进展组,提示免疫耐受期 CHB患者的

MDSCs功能、活性较轻,但此时患者免疫系统T细胞

活性被 MDSCs抑制,免疫系统还未能识别到 HBV,
因此多数患者此阶段未见明显肝功能异常。外泌体

miRNA能实现细胞与细胞、细胞与器官、器官与器官

间的型号传递,也能调控受体细胞内基因表达水平,
其可作为肝脏细胞病理变化的关键调节因子而参与

肝脏纤维化病变及肝功能损伤。相关研究表明,miR-
20a、miR-21可 活 化 人 信 号 转 导 与 转 录 激 活 因 子

(STAT)信号为 MDSCs扩增信号通路因子,与 MD-
SCs活性及功能均有密切关联[19-20]。本研究通过

Pearson相关性系数检验得知,miR-20a与 AGR1、

NO、iNOS呈 正 相 关(P <0.05),与 ALT、AST、

ALP、TBil呈负相关(P<0.05);miR-21与 AGR1、

NO、iNOS呈 正 相 关(P <0.05),与 ALT、AST、

ALP、TBil呈负相关(P<0.05),提示 miR-20a、miR-
21水平会随着 MDSCs活性增强而不断升高,此时

CHB患者的病毒载量水平高,但由于免疫系统功能

被抑制,大多未见明显肝功能异常。高表达miR-20a、

miR-21可通过调节STAT信号而促进 MDSCs释放

大量功能因子,并加重对CHB免疫系统的抑制程度,
进而导致患者机体免疫系统无法有效清除 HBV-
DNA,当患者病情加重后,免疫系统可逐步识别到

HBV并进行病毒清除,此时患者的 HBV-DNA水平

下降,但肝功能损伤程度会明显加重[21]。本研究通过

ROC曲线验证得知,miR-20a、miR-21对CHB病情

进展均有较高预测价值,当 miR-20a、miR-21表达水

平较高时,可提示CHB患者 MDSCs活性增强,免疫

抑制会进一步导致CHB患者病情加重。
综上所述,miR-20a、miR-21表达水平与CHB患

者的免疫抑制程度呈正相关,动态监测二者水平变化

能实现对 MDSCs活性的客观评估,下调 miR-20a、

miR-21能 有 效 抑 制 MDSCs活 性,或 可 成 为 治 疗

CHB的重要靶点。
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