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[摘要] 目的 探讨白细胞介素(IL)-6、IL-8、基质金属蛋白酶组织抑制因子-1(TIMP-1)以及 miRNA-128、

miRNA-381 与老年下肢动脉硬化闭塞症(lowerextremityatheroscleroticocclusivedisease,LEASO)临床分期的相

关性。方法 选择2024年1月—2025年1月于青岛市市立医院血管外科住院治疗的167例LEASO患者(年龄≥
65岁),根据Fontaine分期分为A组(Ⅰ、Ⅱ期)和B组(Ⅲ、Ⅳ期)。收集患者基线资料(性别、年龄、BMI、患病时间、

吸烟史、合并症、用药方案等),采用酶联免疫吸附实验(ELISA)、实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)技术检

测血清中IL-6、IL-8、TIMP-1水平及miRNA-128、miRNA-381 相对表达量,采用点二列相关分析方法分析两组患

者血清中的 miRNAs及炎症因子水平与临床分期的相关性,采用logistic回归分析LEASO临床进展的影响因素。

结果 B组患者血清中IL-6、IL-8水平显著高于A组(Z=3.074、7.354,P<0.05),血清中TIMP-1水平显著低于A
组(Z=-8.031,P<0.05);B组患者血清中miRNA-128、miRNA-381 的相对表达量显著低于A组(Z=-2.882、

-3.164,P<0.05);点二列相关分析结果显示,血清中IL-6、IL-8水平与临床分期呈正相关(r=0.154、0.557,P<
0.05),血清中TIMP-1及miRNA-128、miRNA-381 水平与临床分期呈负相关(r=-0.617、-0.251、-0.253,P<
0.05)。多因素logistic回归分析显示,血清中IL-8的水平升高(OR=1.069,95%CI=1.025~1.115,P<0.05)、

TIMP-1的水平降低(OR=0.961,95%CI=0.935~0.987,P<0.05)、miRNA-381 的表达水平降低(OR=11.674,

95%CI=1.678~81.228,P<0.05)以及患病时间长(OR=2.669,95%CI=1.744~4.087,P<0.05)为LEASO临床

进展的危险因素。结论 血清中IL-8、TIMP-1以及miRNA-381 水平与LEASO临床分期密切相关,有可能作为

评估LEASO病情严重程度的潜在生物标志物。
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CorrelationofthelevelsofinflammatoryfactorsandmiRNAsinbloodwiththeclinicalstageoflo-
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatethecorrelationofinterleukin(IL)-6,interleukin-8(IL-8),tissueinhibitorofme-

talloproteinase-1(TIMP-1),miRNA-128,andmiRNA-381withtheclinicalstageoflowerextremityatheroscleroticocclusivedi-

sease(LEASO)inelderlypatients. Methods Atotalof167patientswithLEASO,aged≥65years,whowerehospitalizedin

DepartmentofVascularSurgery,QingdaoMunicipalHospital,fromJanuary2024toJanuary2025wereenrolled,andaccordingto

theFontainestage,theyweredividedintogroupA(stageⅠ/Ⅱ)andgroupB(stageⅢ/Ⅳ).Baselinedatawerecollected,inclu-

dingsex,age,bodymassindex,diseaseduration,smokinghistory,comorbidities,andmedicationregimens;ELISAandRT-

qPCRwereusedtomeasuretheserumlevelsofIL-6,IL-8,andTIMP-1andtherelativeexpressionlevelsofmiRNA-128and

miRNA-381;apoint-biserialcorrelationanalysiswasusedtoinvestigatethecorrelationoftheserumlevelsofmiRNAsandinflam-

matoryfactorswithclinicalstage;thelogisticregressionanalysiswasusedtoinvestigatetheinfluencingfactorsfortheclinicalpro-

gressionofLEASO. Results ComparedwithgroupA,groupBhadsignificantlyhigherserumlevelsofIL-6andIL-8(Z=

3.074,7.354,P<0.05),asignificantlylowerserumlevelofTIMP-1(Z=-8.031,P<0.05),andsignificantlylowerrelativeex-

pressionlevelsofmiRNA-128andmiRNA-381inserum(Z=-2.882,-3.164,P<0.05).Thepoint-biserialcorrelationanalysis

showedthattheserumlevelsofIL-6andIL-8werepositivelycorrelatedwithclinicalstage(r=0.154,0.557,P<0.05),andthe

levelsofTIMP-1,miRNA-128,andmiRNA-381inserumwerenegativelycorrelatedwithclinicalstage(r=-0.617,-0.251,

-0.253,P<0.05).ThemultivariatelogisticregressionanalysisshowedthatanincreaseintheserumlevelofIL-8(OR=1.069,

95%CI=1.025-1.115,P<0.05),areductioninTIMP-1(OR=0.961,95%CI=0.935-0.987,P<0.05),areductioninmiRNA-

381 (OR=11.674,95%CI=1.678-81.228,P<0.05),andprolongeddiseaseduration(OR=2.669,95%CI=1.744-4.087,P<

0.05)wereriskfactorsfortheclinicalprogressionofLEASO. Conclusion TheserumlevelsofIL-8,TIMP-1,andmiRNA-381

arecorrelatedwiththeclinicalstageofLEASOandmaybeusedaspotentialbiomarkersforassessingtheseverityofLEASO.
[KEYWORDS] Arteriosclerosisobliterans;Lowerextremity;

MicroRNAs;Interleukin-6;Interleukin-8;Tissueinhibitorofmetal-
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loproteinase-1

  下肢动脉硬化闭塞症(lowerextremityathero-
scleroticocclusivedisease,LEASO)是临床上常见

的血管外科疾病[1-2],且常伴随患者高致残率及高死

亡率,此类疾病通常发生于65岁以上人群。近年

来,我国LEASO发病率逐年上升,但缺乏有效的预

警和预测手段[3-6]。严重肢体缺血(CLI)是LEASO
的终末期表现,确诊半年以上的CLI患者病死率高

达约20%,5年以上超过50%[7-9]。此外,CLI的保

肢率较低,CLI确诊半年以上的保肢率仅为10%~
40%[10]。但多数LEASO患者在疾病早期缺乏明

显的临床症状,因此,临床的早期发现和干预对患者

的预后至关重要。
炎症反应在动脉硬化的形成和进展中发挥关键

作用,不同分期的LEASO患者血液中炎症因子的

水平可能存在显著差异,提示炎症反应具有阶段特

异性[11]。目前研究显示,miRNAs与多种心血管疾

病的发生密切相关[12]。但是目前对于 miRNAs在

LEASO疾病进展方面作用的研究结果较少,因此,
探索炎症反应和 miRNAs在LEASO不同临床分

期中的作用,有助于揭示该病的发病机制,为临床诊

断该病提供新的生物标志物[13-14]。本研究通过比较

不同临床分期的LEASO患者血液中炎症因子以及

miRNAs水平的差异,探讨影响LEASO进展的因

素,为LEASO的早期诊断和治疗提供新思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2024年1月—2025年1月于青岛市市立

医院血管外科住院治疗的LEASO患者共167例。
纳入标准:①住院后均接受了 MRI、CTA检查者;

②符合LEASO诊断标准[2]者;③年龄≥65岁者;

④意识清晰,可配合参与量表测评者;⑤临床资料完

整者。排除标准:①左心室射血分数≤40%的严重

左心室功能障碍者;②患有胃癌、卵巢癌、胰腺癌、神
经胶质瘤等肿瘤疾病者;③患有重要器官功能障碍

或其他严重疾病(如肝功能障碍、肾功能障碍、呼吸

系统功能障碍、脑及循环系统障碍、感染、中毒等)
者;④合并有结缔组织疾病、自身免疫性疾病患者;

⑤患有其他的可能影响本研究结果的疾病者。根据

Fontaine分期将所有患者分为A组(Ⅰ、Ⅱ期)60例

和B组(Ⅲ、Ⅳ期)107例。收集所有患者的基线资

料,包括性别、年龄、BMI、患病时间、吸烟史、合并症

(包括高血压、糖尿病、冠心病、高脂血症)及用药方

案(抗凝药、降脂药、抗血小板药),其中患病时间是

指从确诊为LEASO至最近住院治疗结束时间。

1.2 实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)检

测血清中miRNA-128、miRNA-381 水平

采集患者入院第2天时空腹外周血3~5mL
注入乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝管当中,

2000r/min离心5min,取上清液再次以13000r/

min离心10min,收集上清液后,使用 TRIzol总

RNA提取试剂提取总RNA,通过 NanoDrop􀅹ND-
2000分光光度计分析所提取RNA的浓度与纯度。
后使用miRNAcDNA第一链合成试剂盒(货号为

QP013)进行反转录合成cDNA,反应程序:95℃预

变性30s;然后95℃5s,60℃34s,共进行40个

循环。使用ABI7500型荧光定量PCR仪和TaKa-
RaTBGreenPremixExTaqⅡ(2×)试剂进行定

量PCR。所使用的引物序列分别为 miRNA-128
正向引物5'-GGTCAGTGAACCGGTC-3',反向引

物5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3';miRNA-381正

向引物5'-AGCGAGGTTGCCCTTTGTATAT-3',
反向引物5'-TGGTGTCGTGGAGTCG-3';内参U6
snRNA正向引物5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',
反向 引 物5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。

RT-qPCR体 系 共20μL,其 中 SybrGreenqPCR
MasterMix(稀释2倍)10μL,ROX(稀释50倍)

0.4μL,上下游引物(10μmol/L)各0.5μL,cDNA
反应液(稀释10倍)4μL,ddH2O4.6μL。最后根

据RT-qPCR原始检测结果,以U6 作为内参基因,
采用2-△△CT 法计算患者血清中miRNA-128 以及

miRNA-381 的相对表达量。

1.3 酶联免疫吸附实验(ELISA)检测血清中IL-6、

IL-8、TIMP-1水平

采用人IL-6ELISA 检测试剂盒(货号 MM-
1558H2)、人IL-8/CXCL8ELISA检测试剂盒(货
号 MM-0049H2)、人 TIMP-1ELISA 检测试剂盒

(货号 MM-62998H2)检测患者血清中IL-6、IL-8以

及TIMP-1水平,检测过程严格遵照说明书操作。

1.4 统计学处理

采用SPSS27.0软件对数据进行统计分析。所

有计量资料经检验均为非正态分布,以 M (P25,

P75)表示,两组间比较采用 Mann-WhitneyU 检验;
计数资料以例(率)表示,两组间的比较采用卡方检
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验;相关性分析采用点二列相关分析方法;对于影响

LEASO临床进展的因素采用多因素logistic回归

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组患者的基线资料比较

B组患者患病时间、吸烟史显著长于A组(Z=
-8.568、-2.028,P<0.05),B组患者合并高血压

的比例显著高于A组(χ2=62.388,P<0.05),两组

患者的年龄、性别、BMI、用药方案及合并糖尿病、高

脂血症、冠心病比例比较差异无显著性(P>0.05)。
见表1。

2.2 两组患者血清中炎症因子水平比较

A组患者血清IL-6、IL-8、TIMP-1水平为20.80
(14.88,24.03)ng/L、49.30(38.75,59.20)ng/L、

126.95(112.90,137.35)μg/L,B组的分别为25.10
(22.10,27.40)ng/L、71.50(64.10,82.40)ng/L、

84.30(77.60,93.10)μg/L,B组血清中IL-6、IL-8水平

显著高于A组(Z=3.074、7.354,P<0.05),TIMP-1
水平显著低于A组(Z=-8.031,P<0.05)。

表1 两组患者的基线资料比较

指标 A组(n=60) B组(n=107) Z/χ2 P

年龄[岁,M(P25,P75)] 73.0(66.0,78.0) 72.0(66.5,78.0) -0.169  0.866
性别[例(χ/%)]  0.056  0.813
 男 41(68.3) 75(70.1)

 女 19(31.7) 32(29.9)

BMI[kg/m2,M(P25,P75)] 24.25(22.71,25.70) 24.22(21.56,26.66) -0.123  0.902
患病时间[年,M(P25,P75)] 4.0(2.0,5.0) 6.0(6.0,8.0) -8.568 <0.001
吸烟史[年,M(P25,P75)] 0.0(0.0,40.0) 30.0(0.0,40.0) -2.028  0.043
合并疾病[例(χ/%)]

 高血压 46(76.7) 61(57.0) 62.388 <0.001
 糖尿病 22(36.7) 47(43.9)  0.835  0.362
 冠心病 33(55.0) 63(58.9)  0.237  0.628
 高脂血症 34(56.7) 60(56.1)  0.077  0.781
用药方案[例(χ/%)]

 抗凝药 11(18.3) 31(29.0)  3.219  0.073
 降脂药 30(50.0) 43(40.2)  1.583  0.208
 抗血小板药 19(31.7) 33(30.8)  0.012  0.912

2.3 两组患者 血 清 中 miRNA-128、miRNA-381
相对表达量比较

A组患者血清中miRNA-128、miRNA-381 的

相对表达量分别为2.13(1.41,2.18)、1.08(0.92,

1.37),而B组分别为1.77(1.47,2.16)、0.96(0.78,

1.28),B组患者血清中 miRNA-128、miRNA-381
相对表达量显著低于 A组(Z=-2.882、-3.164,
P<0.05)。
2.4 两组患者血清中 miRNAs及炎症因子水平与

临床分期的相关性分析

点二列相关分析结果显示,血清中IL-6、IL-8
水平与临床分期呈正相关(r=0.154、0.557,P<
0.05),血清中 TIMP-1水平与临床分期呈负相关

(r=-0.617,P<0.05);血清中miRNA-128、miR-
NA-381 水平与临床分期呈负相关(r=-0.251、
-0.253,P<0.05)。
2.5 影响LEASO患者临床进展的多因素logistic
回归分析

以LEASO分期为因变量,以上述分析中有差

异的指标[患病时间、吸烟史、是否合并高血压(无高

血压为参照)及血清中IL-6、IL-8、TIMP-1、miR-
NA-128、miRNA-381 水平]作为自变量,纳入多因

素logistic回归分析,结果显示,血清中IL-8水平升

高、血清中 TIMP-1和 miRNA-381 水平降低以及

患病时间长均为LEASO临床进展的危险因素。详

见表2。

3 讨  论

LEASO是血管外科常见疾病,也是重要的致

残致死原因,LEASO的发病率在我国呈逐年升高

趋势。多数LEASO患者在疾病早期没有明显的临

床症状。因此,临床上迫切需要能够早期预测和评

估LEASO进展的有效手段[15]。
根据Fontaine分期,Ⅰ、Ⅱ期LEASO 患者的

临床表现为无明显症状或间歇性跛行,Ⅲ、Ⅳ期患者

的临床表现为肢体在静息状态下持续疼痛,肢体远

端出现缺血性溃疡、坏疽或感染。因为Ⅲ、Ⅳ期患者

的临床表现常见静息痛和坏疽,较为突出且具有特
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表2 影响LEASO患者临床进展的多因素logistic回归分析

变量 B SE(B)Waldχ2 OR 95%CI P

血清IL-6  0.042 0.045 0.897 1.0430.956~ 1.138 0.344
血清IL-8  0.067 0.021 9.853 1.0691.025~ 1.115 0.002
血清TIM-
P-1

-0.040 0.014 8.357 0.9610.935~ 0.987 0.004

血清miR-
NA-128

-1.209 0.810 2.229 0.2990.061~ 1.460 0.135

血清miR-
NA-381

 2.457 0.990 6.164 11.6741.678~81.228 0.013

患病时间  0.982 0.217 20.414 2.6691.744~ 4.087<0.001
吸烟史  0.028 0.015 3.398 1.0280.998~ 1.059 0.065
合并高血压  0.317 0.261 1.479 1.3730.824~ 2.290 0.224

异性,因此本研究将Ⅰ、Ⅱ期患者和Ⅲ、Ⅳ期患者分

为两组,通过比较两组患者的基线资料、血液当中炎

症因子以及miRNAs水平的差异,以期探究血液中

炎症因子以及 miRNAs水平对于LEASO患者临

床进展的影响。
本研究结果显示,Ⅲ、Ⅳ期LEASO患者血液中

IL-6和IL-8水平显著高于Ⅰ、Ⅱ期患者,提示IL-6
和IL-8在LEASO 患者疾病进展中起重要作用。
既往研究表明,IL-8与其受体结合后可激活中性粒

细胞并促进中性粒细胞胞外陷阱(NETs)形成,进
而加速动脉粥样硬化斑块的不稳定性与进展[16-17]。
本研究又进一步进行了相关性分析,结果显示,血清

中IL-6及IL-8水平与LEASO患者临床分期呈显

著正相关,此结果与既往研究结果相符[18]。但本研

究的多因素logistic回归分析显示,血清中IL-8水

平升高为LEASO患者临床进展的危险因素,这一

结果可能与本研究样本量少有关。

TIMP-1在维持血管壁结构完整性中扮演着较

重要的角色[19-20]。TIMP-1通过抑制基质金属蛋白

酶(MMPs)表达防止细胞外基质的过度降解。然

而,当TIMP-1水平降低时,MMPs活性失控,导致

弹性纤维和胶原蛋白降解加速。这种失衡进而引起

血管壁结构性改变,增加动脉僵硬程度,最终加重动

脉狭窄。本研究结果显示,Ⅲ、Ⅳ期LEASO患者血

液中的TIMP-1水平显著低于Ⅰ、Ⅱ期患者,且点二

列相关分析以及多因素logistic回归分析结果显

示,血清中TIMP-1水平降低为LEASO患者临床

进展的危险因素之一。上述结果提示,血清TIMP-
1水平也许可以成为判断LEASO临床进展的潜在

生物标志物。
在本研究中,血清学的检测结果显示,相较于

LEASO临床较早期分期或者临床症状较轻时,在
疾病分期进入更严重阶段或临床症状加重后,患者

血液中miRNA-381 的相对表达量显著降低;相关

性分析显示血清miRNA-381 水平与患者临床分期

呈显著负相关;多因素logistic回归模型同样表明,
血清中miRNA-381 水平降低为LEASO患者临床

进展危险因素之一。以上结果表明,miRNA-381
在LEASO进展中发挥保护性作用。miRNA-381
在动脉粥样硬化中的作用已在多项研究中得到证

实。研究表明,miRNA-381 可影响骨髓间充质干

细胞的成骨分化,进一步提示其在炎症和组织修复

中的作用[21-22]。此外,其在急性肺损伤、提高乳腺癌

细胞对化疗药物的敏感性方面发挥有重要作用[23-25]。
在动脉粥样硬化中,miRNA-381 通过调节促

炎细胞因子和细胞因子水平发挥抗炎作用。例如,

miRNA-381 通过抑制WEE1 基因表达,增强Cdc2
活性,从而增强肾癌细胞对化疗药物的敏感性,表明

其对细胞周期调控和炎症反应具有影响[26-27]。本研

究结果提示,血清中miRNA-381 水平也许可以作

为评估LEASO患者临床进展的潜在指标,血清中

miRNA-381 水平降低为LEASO患者临床进展的

危险因素之一。有研究显示,血清miRNA-381 表

达水平在不同类型肿瘤中截然不同,例如在宫颈鳞

癌中表达显著升高[28],而在胃癌与结直肠癌中则呈

下降趋势[29-30]。因此若将血清miRNA-381 水平作

为评估LEASO患者进展的生物标志物,需要通过

特异性判别策略(如联合肿瘤筛查或者建立阈值模

型)排除其他疾病所致表达波动对结果判读的干扰。
综上所述,血清中IL-8水平与LEASO患者临

床分期呈正相关,血清中 TIMP-1及 miRNA-381
水平与LEASO患者临床分期呈负相关;血清中IL-
8水平升高和血清中miRNA-381、TIMP-1水平降

低是LEASO患者临床进展的危险因素,这些因子

也许可以作为评估LEASO患者疾病严重程度的潜

在生物标志物。但本研究也存在样本量小、纳入的

指标少等局限性,还需要后续进行更深入的研究,以
验证结论的准确性和普适性。
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