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前言

结缔组织病(Connective tissue disease，CTD)是一组以结缔

组织受累为代表，同时累及多系统的自身免疫性疾病，常伴有

肺部受累。其中，间质性肺病(Interstitial lung disease, ILD)、肺纤

维化是 CTD严重的肺部并发症之一，具有高死亡率和高致残

率[1，2]。其起病隐匿且无特异，仅有影像学改变而无临床症状，病

程可呈缓慢渐进性发展，且预后不良[3]。不同类型 CTD其 ILD

的病理类型、临床症状和影像学表现均不相同，预后也不同。目

前，针对于早期 CTD的诊断方法较少，患者确诊时一般为中晚

期，因而确诊时其病理影像学的改变往往是不可逆的。因此，找

寻早期诊断 CTD-ILD的生物标志物具有重要意义。

MicroRNA-21(miR-21)在肺纤维化的病理改变中发挥重要

作用，以往的研究一般基于动物或细胞层面，较少有研究阐明

临床中患者血清 miR-21对于 CTD-ILD早期诊断的意义。血清

的检测相对于传统穿刺具有创伤更小的特点，同时 miRNAs由
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于在血清中稳定存在，也保证了其高特异性和敏感性[4-6]。因

此，本研究着重于研究结缔组织病合并肺间质病变的临床特

征及分析 miR-21在外周血清中的表达及临床意义，以期为

miR-21 在结缔组织病合并肺间质病变的临床诊治中提供新

思路及线索。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择 2015年 1月 -2018年 6月在我院门诊及住院患者，

按照国际公认的各种 CTD的诊断标准以及 ILD的诊断标准入

选 202 例 CTD，多发性肌炎 / 皮肌炎 (Polymyositis/dermato-

myositis，PM/DM) 34例，系统性硬化症(Systemic sclerosis，SSc)

42例，类风湿关节炎(Rheumatoid arthritis，RA) 50例，系统性红

斑狼疮(Systemic lupus erythematosus，SLE) 46 例，原发干燥综

合征 (Primary sjogren's syndrome, pSS) 30例。其中，CTD合并

ILD组 58例，CTD不合并 ILD组 152例。纳入标准：(1)符合结

缔组织病诊断标准：符合 2009年 ACR修定的 SLE分类诊断

标准，2010ACR/EULAR 制定的 RA 分类诊断标准，2013 年

ACR/EULAR制定的 SSc 的分类诊断标准；1975 年 Bohan 和

Peter提出的 PM/DM的诊断标准；2016 年 ACR/EULAR制定

的 pSS分类诊断标准。(2)符合 2018中国个结缔组织病相关间

质性肺病诊断和治疗专家共识中的 ILD诊断标准：根据临床表

现、胸部高分辨率 CT特征以及肺功能检测结果明确 ILD的存

在，即可诊断为 ILD。排除标准包括：1)由于其他原因引起的

ILD，包括：妊娠妇女，职业、药物、遗传、环境、感染因素等；2)特

发性肺间质病变；3)存在其他导致肺部病变的疾病，主要包括：

肺动脉高压，左心衰竭，肺部静脉闭塞，慢性阻塞性肺疾病，哮

喘等。

1.2 研究方法

1.2.1 CTD-ILD分组 记录患者性别、诊断为肺间质病变的年

龄、发热、关节炎、雷诺现象、呼吸道症状，通过高分辨率 CT了

解各种结缔组织病相关肺间质病变的影像学特征，对影像改变

进行 ILD影像分型，检查肺功能及 ESR、CRP。

1.2.2 PBMC的制备 分离淋巴细胞，提取 PBMC。首先，于清

晨 8:00-10:00，抽取 RA患者及正常受试者外周血 8 mL，并置

于乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管中，轻轻摇匀后，按照 1:2比例

加入 16 mL PBS，吹打混匀后，吸取 5 mL淋巴细胞分离液并置

于于离心管中。其次，将离心管置于离心机内，在 18-20℃下，以

2500转 /分钟的转速，离心 20分钟。再次，吸取去上层的血浆

层，并弃去，使用移液管插入中间的云雾层，缓慢吸取中间的灰

白色的单个核细胞(即为 PBMC)，装入另一只离心管。然后，加

入 PBS，进行洗涤，之后使用 2000转 /分钟离心 10分钟 2次。

最后倒掉多余的水，加入蒸馏水后再次以 2500转 /分钟的转

速，离心 10 分钟，弃去上层的水，最后的样本即为 PBMC 标

本，加入 TRIZOL液，保存于 -80℃备用。

1.2.3 miRNA提取 取 200 滋L PBMC，按说明书用吸附柱加

无水乙醇等抽提收集 miRNA。

1.2.4 miRNA 逆转录 利用反转录试剂盒 (TaqMan Micro

RNA reverse transcription kit)，将 miRNA进行反转录为 cDNA。

miR-21反转录的反应条件为：16℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃

5 min：U6的逆转录的反应条件：37℃ 30 min，85℃ 5 min。

1.2.5 取 1 滋L逆转录产物，利用试剂盒(Invitrogen

SYBR Green Real-time PCR) 进行 Real-time PCR，使用 Primer

Premier5.0设计引物。qRT-PCR的反应条件：95℃ 10 min，1个

周期。95℃ 15 s，60℃ 1 min共 40个周期。使用 U6作为内参，

利用 2-△ △ Ct方法计算 miRNA的相对表达量。

1.3 统计学分析

所有数据均采用 SPSS 22.0统计软件进行分析。计量资料

以(x依s)表示，采用独立样本 t检验，采用配对 t检验对比组内前

后差异，采用 One-way ANOVA对比多组样本均数，相关性分

析采用 Spearman秩相关检验或 Person检验，以 P≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床特点

CTD合并 ILD组 58例，平均发病年龄(46± 3.7岁)，系统

性硬化合并 ILD的发生率最高(66.7 %)，系统性红斑狼疮合并

ILD的发生率最低(4.3 %)；各组 CTD-ILD之间的临床表现不

一致：PM/DM发热较多见，pSS，RA发热少见；RA关节炎症状

最明显，PM/DM关节炎症状最少见；SLE、PM/DM呼吸道症状

较常见；SSc雷诺现象最常见(表 1)。最常见的呼吸系统临床症

状为持续性咳嗽、劳力性的呼吸困难、咯粘白痰、间断发热，肺

部查体存在肺部爆裂音。

2.2 影像学特点

结缔组织病肺间质病变的影像学表现复杂，同一个患者的

高分辨 CT(HRCT)表现可有两种或两种以上的肺间质病变征

象。各种 CTD-ILD之间的征象有显著性差异：网格影在硬皮病

/类风湿关节炎 /肌炎合并 ILD患者中多见；而蜂窝影多见于

系统性硬化症 /类风湿关节炎合并 ILD的患者；实变影多见于

肌炎 /系统性红斑疮合并 ILD的患者(图 1)。各组比较具有统

计学差异(表 2)。

2.3 CTD-ILD组和对照组 PBMC中 miR-21的表达水平

CTD-ILD组 PBMC中的 miR-21相对表达水平显著高于

对照组(表 3，图 2)(P<0.01)。
2.4 PBMC中miR-21的表达与 CTD-ILD患者临床特征的关系

收集 CTD-ILD患者的临床资料，包括 ESR、CRP、用力肺

活量(Forced vital capacity, FVC)、血常规和肝肾功能，同时收集

患者的一氧化碳弥散量 (Diffusion capacity of carbonmonoxide,

DLCO)等弥散功能指标，统计分析 miR-21的表达水平与疾病

特征的相关性：miR-21表达水平与 DLCO呈负相关，与 FVC、

CRP、ESR、WBC、RBC无明确相关。

3 讨论

间质性肺病可见于多种结缔组织病中，包括系统性硬化症、

皮肌炎或多肌炎干燥综合征、类风湿关节炎、系统性红斑狼疮

等，CTD-ILD患者可以仅有影像学的偶然发现，但部分患者可

发展为快速进展性肺间质性纤维化，使肺功能受到严重受损，

严重影响患者的生活质量，导致呼吸衰竭和死亡 [7-9]。不同

CTD-ILD在临床表现、影像学等上表现为不同类型，且有不同

的发展与转归，导致诊断和治疗困难，因此目前临床应该根据
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表 2各种 CTD-ILD的肺部 HRCT征像(%)

Table 2 Lung HRCT Magnetic resonance imagings of CTD-ILD

CTD-ILD
Frosted glass

shadow

Grid

shadow
Honeycomb shadow

Consolidation

shadow
Fiber strip shadow Nodular shadow

DM/PM 36.6 38.5 22 48.9 31.2 21.8

SSc 34.1 51.3 33.9 27.6 31.1 13.2

RA 22.8 44.1 34.6 45.2 32.8 11.7

pSS 25.1 22.4 18.7 42.0 36.6 22.5

SLE 22.1 7.8 5.2 78.9 41.7 13.6

P value ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01

Parameters PM/DM SSc RA pSS SLE P value

CTD-ILD

occurrence rate
18/34 (52.9%) 28/42 (66.7%) 5/50 (10.0%) 5/30(16.7%) 2/46 (4.3%) ＜0.01

Age 49.8± 12.1 46.7± 12.4 56.1± 14.6 59.8± 10.3 39.2± 13.7

Gender (female) 61.3% 69.1% 66.7% 88.3% 91.2%

Fever 90.1% 56.0% 22.8% 20.7% 63.2%

Arthritis 49.6% 55.3% 100% 53.5% 67.7% ＜0.01

Raynaud's

phenomenon
21.1% 89.3% 3.0% 17.1% 35.5% ＜0.01

Respiratory

symptom
80.0% 71.4% 61.8% 54.8% 81.8%

表 1各种 CTD-ILD的临床特征

Table 1 Clinical characteristics of all kinds of CTD-ILD

CTD-ILD的特点不同，从而制定个性化的治疗策略，以改善患

者预后。

本研究中 CTD-ILD 的平均发病年龄为 46 ± 3.7 岁，

SSc-ILD 发生率最高，可达 66.7%，SLE-ILD 发生率最低，占

4.3%。这与既往文献报道相符 [10，11]。HRCT 是目前诊断

CTD-ILD的首选影像学检查，有较高的空间分辨率，可发现 X

线不能检查到的肺间质细微损伤 (如肺小叶水平上的气道、小

叶间隔、小叶内间隔及血管)，能清晰地分辨出不同 LID类型的

影像学特征，支持病理类型：如小叶间隔增厚、小叶内间质增

生、胸膜下线状影、磨玻璃样影、实变影、网格影、结节影、条索

影等。以往有文献报道 X 线诊断 SLE-ILD 的敏感性远低于

HRCT(38% vs 77%)[12-16]。本研究中 CTD-ILD的 HRCT影像表

现特点：网格影在硬皮病 /肌炎 /类风湿关节炎合并 ILD患者

中多见；而蜂窝影多见于系统性硬化症 /类风湿关节炎合并

ILD的患者；实变影多见于肌炎 /系统性红斑疮合并 ILD的患

者。网格影发生机率最高，磨玻璃影及蜂窝影次之，实变影及结

节影较少，部分病例是多种影像表现共存。与国内报导相似[17]。

磨玻璃样影是肺泡炎的主要征象，磨玻璃样影预示可有可逆反

应，对积极的治疗价值，因此对于 CTD-ILD，HRCT能早期诊

断、判断病变范围和程度及是否有可逆改变、明确肺部改变的

范围和类型，为临床诊治提供依据。有研究通过肺 CT值对

CTD-ILD进行定量诊断，评估早期 ILD成像与治疗结果的关

系，并与 KL-6密切相关，可以使人们更准确地了解病理，从而

有望对治疗决策有所帮助[18-21]。

肺间质病变是一种累及肺泡间质的不同程度的炎症和纤

维化的异质性疾病。也是影响结缔组织病患者预后的重要因

素。目前 CTD-ILD的主要基础病理变化为免疫损伤介导的以

渗出性病变为主的肺泡炎，导致肺泡上皮细胞与血管内皮细胞

损伤，激活巨噬细胞，释放多种细胞因子和炎性介质，趋化炎性

细胞进入肺泡，而一些蛋白酶类物质和氧自由基的释放广泛损

伤肺实质，破坏肺结构。同时，细胞因子和炎性介质作用于成纤

维母细胞，导致成纤维细胞活化、增殖和分化，产生大量的胶原

纤维和细胞外基质，引起间质纤维化。肺结构破坏和纤维组织

增生，最终形成不可逆的弥漫性肺间质纤维化和蜂窝肺。而根

表 3 CTD-ILD组和对照组 PBMC中 miR-21的表达

Table 3 miR-21 expression in CTD-ILD and control groups

PBMC n 2-△ Ct P value

CTD-ILD group 58 1.01± 0.22 ＜0.01

Control group 152 0.45± 0.31
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据以往文献报道：多种炎症因子均可促进肺间质纤维化，包括：

转化生长因子(Transforming growth factor, TGF)-茁1、肿瘤坏死
因子(tumor necrosis factor, TNF)-琢、内皮素 -1、过氧化物酶体增

殖物激活受体 酌 (Peroxisome proliferators-activated receptors,

PPAR酌)等 [22，23]。

微小 RNA(microRNA, miRNA)是包含大约 22个核苷酸的

短 RNA分子，其功能是抑制或促进特定的靶 mRNA降解，发

挥负性调控作用。广泛存在于多细胞生物和病毒体内，参与重

要生物学过程。miR-21最早作为细胞凋亡的抑制物被人们所

熟知，近年来多项研究表明：miR-21在 ILD中高表达，而通过

抑制 miR-21可能可以作为治疗肺纤维化的靶点。Liu等[24]研究

表明：miR-21 在肺纤维化小鼠模型及患者中高表达，使用

miR-21抑制剂进行预处理，可减少建模过程中的肺纤维化过

程。而在成功建模的小鼠中，使用 miR-21抑制剂处理后，肺组

织细胞外基质蛋白的含量也有显著降低。利用在特发性肺纤维

化(Idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)肺脏上的微小 RNA阵列，

得出了一些观察结果。已证实 IPF肺脏的肌成纤维细胞中存在

miRNA家族 miR-21的异常表达，但在正常对照组的肺脏中没

有。miR-21显示出与癌基因相似的功能，并以此方式阻止肌成

纤维细胞衰老并促进其增殖和分化[25-27]。与 miR-21相对，抑制

促纤维化蛋白的 miR-29则表达减少；miR-29在 IPF肺成纤维

细胞中的表达减少可能导致结缔组织合成过度[28]。这些观察结

果总体提示，IPF患者成纤维细胞中的转录后基因调节异常可

能导致一种独特的成纤维细胞表型，这种表型能够不受控制地

过度增殖并合成结缔组织蛋白。

本研究采用实时荧光定量 PCR 方法检测细胞中 miR-21

的表达情况，结果表明 CTD-ILD组中 miR-21的表达水平较单

纯 CTD组升高，有显著差异，提示 miR-21与肺纤维化的发生

密切相关。关于 miR-21促进肺纤维化的机制可能通过 TGF-茁1
通路，TGF-茁1是结缔组织合成最强效的调节因子之一，因其能
增加结缔组织合成、下调结缔组织蛋白酶和增加结缔组织蛋白

酶抑制剂。TGF-茁1还可诱导产生许多参与纤维化的生长因子
和细胞因子，包括结缔组织生长因子(Connective tissue growth

factor, CTGF)、FGF-2和白细胞介素[29，30]。

目前大量研究表明 TGF-茁是最公认关键的诱导肺纤维化
的调控因子，TGF-茁1可通过上调 miR-21的表达，并通过以下

几种方式直接或间接促进纤维细胞的纤维化过程，并诱导肺纤

维化的发生。1、促进成纤维细胞过度增殖分化，通过使细胞外

基质在肺间质中富集，进而促进肺纤维化的发生和发展[31]；2、

促进纤维化作用以及肺泡上皮细胞的上皮 -间充质转化(Ep-

ithelial-mesenchymal transformation, EMT)过程[32-35]，导致肺纤维

化发生。磷酸酶基因 (PTEN) 是 miR-21的靶基因之一[36，37]，

PTEN对 EMT过程具有抑制作用，还可抑制特发性肺纤维化

患者肺成纤维细胞向肌成纤维细胞转化，提示对肺纤维化有负

调控作用。曹嫚等[38]研究也发现在小鼠肺成纤维化细胞模型

中，miR-21可通过抑制血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金

属蛋白 -1 (ADAMTS-1)的表达，进而促进 TGF-茁1对成纤维细
胞的分化而导致肺纤维化。

一氧化碳弥散功能(DLCO)降低是肺间质病变诊断的标准

之一，弥散功能的减弱代表了肺功能的降低。本研究通过分析

miR-21表达与炎性指标、肺功能的相关性，我们发现在 miR-21

表达水平与 DLCO呈负相关。这进一步说明了：miR-21与肺间

质病变的疾病进程相关。在早期高危患者中，若 miR-21表达水

平升高，则临床医师需考虑患者合并肺间质病变的可能性，进

而及早进行 CTD-ILD的诊断和治疗。

综上，不同 CTD合并 ILD的发病率、临床特点及影像学表

现均不同。miR-21在 ILD的发生、发展中有重要意义。通过进

一步探讨 miR-21在 CTD-ILD中的作用，有助于为临床治疗

CTD-ILD提供新的靶点，并为临床治疗 CTD-ILD提供新思路。

至于 miR-21 的作用机制有待于进一步研究，随着人们对

miR-21的广泛深入研究，它将可能可成为新型生物标记物而

应用于临床。
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