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摘要　目的　研究脓毒症患者中ＲＵＮＸ家族转录因子３（ＲＵＮＸ３）启动子甲基化状态及其 ｍＲＮＡ表达，分析其与脓毒症的预
后关系。方法　从基因表达综合数据库（ＧＥＯ）中多个数据集鉴定出脓毒症差异表达基因ＲＵＮＸ３，并验证基因表达和甲基化
位点。纳入１２０例脓毒症患者，入组时记录临床资料并收集血液样本。采用ｑＰＣＲ和甲基化特异性聚合酶链反应（ＭＳＰ）检测
脓毒症患者血液中ＲＵＮＸ３相对表达量及启动子甲基化状态；采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数对患者血液中ＲＵＮＸ３水平与临床指标进
行相关性分析，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，Ｃｏｘ比例风险回归分析影响脓毒症患者预后的因素。结果　从数据集分析得到
ＲＵＮＸ３是脓毒症预后相关的差异甲基化基因。ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ的表达水平在脓毒症死亡组较存活组低（Ｐ＜００５），死亡组
ＲＵＮＸ３甲基化比例高于存活组（Ｐ＜００５）；脓毒症组ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ表达水平与白细胞介素（ＩＬ）６、降钙素原（ＰＣＴ）、Ｃ反应
蛋白（ＣＲＰ）、急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ（ＡＰＡＣＨＥⅡ）评分、序贯器官衰竭（ＳＯＦＡ）评分呈负相关；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法分
析脓毒症甲基化组２８ｄ存活率低于非甲基化组（Ｐ＜００５）；Ｃｏｘ回归分析结果显示ＲＵＮＸ３启动子区甲基化是预测脓毒症患
者２８ｄ预后的独立危险因素。结论　脓毒症患者中 ＲＵＮＸ３ｍＲＮＡ水平降低且启动子区甲基化程度较高，ＲＵＮＸ３启动子区
甲基化是脓毒症患者２８ｄ预后的独立危险因素，可作为脓毒症预后生物标志物。
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　　脓毒症是由机体对感染反应失调引起的危及生
命的器官功能障碍［１］，目前，由脓毒症引起的病死

率很高，占全球病死率约２０％［２］，且脓毒症休克患

者预后较差，是重症监测治疗室（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，
ＩＣＵ）治疗费用较昂贵的病理生理疾病之一。ＲＵＮＸ
家族转录因子３（ＲＵＮＸｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，
ＲＵＮＸ３）是一种转录因子，影响器官的发育过程和
调节细胞的增殖、分化和凋亡等［３］。ＤＮＡ甲基化是
一种常见的表观遗传学修饰，有研究［４］报道在脓毒

症的诊断和治疗中某些基因发生甲基化修饰，ＤＮＡ
甲基化标记有助于区分脓毒症的早期和晚期发生情

况，抑制 ＤＮＡ甲基化可通过调节 ＮＦκＢ途径来改
善脓毒症的存活率［５］。ＲＵＮＸ３基因的转录调控主
要受启动子甲基化的影响，先前的研究［６］表明，在

肿瘤和自身免疫性疾病中，ＲＵＮＸ３的表达异常现象
较为普遍，而在脓毒症中的研究相对较少。基于此，

本研究旨在通过分析脓毒症患者差异基因表达数

据，揭示ＲＵＮＸ３在脓毒症中的表达变化，并进一步
阐明ＲＵＮＸ３启动子甲基化对脓毒症患者预后的影
响，以期为脓毒症的早期诊断、预后评估及治疗靶点

的确定提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　病例资料　收集２０２３年２月—２０２４年６月在
贵州医科大学附属医院综合ＩＣＵ的脓毒症患者１２０
例。纳入标准：① 所有患者均满足 ｓｅｐｓｉｓ３［７］诊断
标准。病原学检查或影像学检查明确感染；炎症指

标ＰＣＴ、ＩＬ６、ＣＲＰ明显增高；对于感染或疑似感染
的患者，ＳＯＦＡ评分较基线上升≥２分。② 年龄≥
１８岁。③ 首次入住ＩＣＵ。④ 获得知情同意。排除
标准：① 既往心、脑等重要脏器功能不全或严重原
发病者。② 恶性肿瘤、变态反应性疾病、免疫缺陷
性疾病、自身免疫性疾病者、再生障碍性贫血病史

者。③ 近６个月内接受放疗、化疗、激素或免疫抑
制剂治疗者。④ 入住 ＩＣＵ病房后２４ｈ内死亡者。
⑤ 处于妊娠期或哺乳期女性。符合纳排标准，对入
住ＩＣＵ患者评估诊断为脓毒症后的２４ｈ内采集外
周血样本，保存于乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ
ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）抗凝管中，４℃条件下，５６０ｒ／
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ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分离得到单核细胞样本后储存于
－８０℃ 冰箱，备用。同时，收集患者的性别、年龄、
白细胞 （ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＷＢＣ）计数、ＣＲＰ、ＰＣＴ、ＩＬ
６、ＡＰＡＣＨＥⅡ和ＳＯＦＡ评分等临床信息。ＡＰＡＣＨＥ
Ⅱ评分总分为 ７１分，分值越高表示疾病越严重；
ＳＯＦＡ评分总分为 ２４分，分值越高器官衰竭越严
重［８－９］。

本研究已获得贵州医科大学附属医院学术伦理

委员会批准，且入组前均已向所有参与者或其法定

监护人提供书面知情同意书。伦理批件号：２０２３伦
审第（６７３号）。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　从基因表达综合数据库
（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）中获取了脓毒症患
者 血 液 样 本 数 据 集 ＧＳＥ６５６８２、ＧＳＥ１５５９５２、
ＧＳＥ６３３１１、ＧＳＥ１３８０７４，在 ＧＳＥ６５６８２数据集中利用
Ｒ语言 ｌｉｍｍａ包绘制火山图，筛选差异表达基因，筛
选条件为 ｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜＞１，Ｐ＜００５；在
ＧＳＥ１５５９５２数据集中利用 Ｒ包：ＣｈＡＭＰ筛选差异
甲基化位点，筛选条件为｜Δｂｅｔａｖａｌｕｅ｜＞０２，错误
发现率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）＜００５。将差异
甲基化位点定位到基因上，将这些基因与差异表达

基因取交集，且只保留表达趋势相反的甲基化位点

及其对应的基因作为甲基化差异表达基因

（ｍＤＥＧｓ）。然后基于 ＧＥＯ数据库筛选 ｍＤＥＧｓ构
建脓毒症风险模型，在建模队列，将 ＧＳＥ６５６８２数据
集中４６８例包含完整临床信息的脓毒症样本根据
７∶３比例分成训练集和测试集。在训练集中基于
ｍＤＥＧｓ进行卡普兰－迈尔（ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ，ＫＭ）生存
曲线分析评估 ｍＤＥＧｓ是否和患者的生存相关；将
ＫＭ分析中 Ｐ＜００５的基因用于单因素 Ｃｏｘ、ＬＡＳ
ＳＯ回归分析，以验证这些基因是否为危险因素，并
使用 ＬＡＳＳＯ回归分析构建风险预测模型。
１．２．２　ｑＰＣＲ法检测 ｍＲＮＡ的表达　采用 ＴＲＩｚｏｌ
法从脓毒症患者外周血单核细胞中提取得到 ＲＮＡ，
按照说明书反转录合成第一链 ｃＤＮＡ。使用实时荧
光定量ＰＣＲ试剂盒，按说明书进行 ＲＴｑＰＣＲ实验，
反应条件为９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６０
℃退火／延伸３０ｓ，４０个循环。以 ＧＡＰＤＨ为内参，
以２－ΔΔＣＴ法计算出各基因的相对表达量。引物序列
如下。ＲＵＮＸ３上游引物：５′ＡＧＣＡＣＣＡＣＡＡＧＣＣＡＣＴ
ＴＣＡＧ３′，下游引物：５′ＧＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡＡＡＣ
ＴＧ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣ
ＣＡＡＡＡＴ３′，下 游 引 物：５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴ

ＴＣＴＣＡＴＧＧ３′。
１．２．３　甲基化特异性 ＰＣＲ法（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＰＣＲ，ＭＳＰ）检测 ＲＵＮＸ３启动子区甲基化表达　使
用ＤＮＡ提取试剂盒提取受试者外周血单核细胞中
ＤＮＡ，使用ＤＮＡ重亚硫酸盐转化试剂盒将 ＤＮＡ样
品中非甲基化胞嘧啶转化为尿嘧啶。使用 Ｍｅｔｈｙｌ
ＰｒｉｍｅｒＥｘＰｒｅｓｓｖ１０软件设计出甲基化引物和非甲
基化引物，引物序列如下。ＲＵＮＸ３非甲基化引物
（ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ，ＵＭ），上游引物序列：５′
ＧＡＧＴＴＧＴＧＧＴＴＡＧＧＴＴＴＴＧＧＡＴＴＡＴ３′，下游引物序
列：５′ＡＣＣＡＣＡＡＣＡＡＴＡＴＴＣＣＡＣＡＣＣＡ３′；ＲＵＮＸ３
甲基化引物（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ，Ｍ），上游引物序列：
５′ＴＴＧＴＧＧＴＴＡＧＧＴＴＴＣＧＧＡＴＴＡＣ３′，下游引物序
列：５′ＣＡＣＡＡＣＧＡＴＡＴＴＣＣＡＣＧＣＣ３′。将经过ＤＮＡ
重亚硫酸盐转化试剂盒处理后的样本按照设计好的

引物序列进行甲基化特异性 ＰＣＲ，扩增条件：９５℃
５ｍｉｎ预变性，９４℃２０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃２０ｓ进行
３５个循环，再以７２℃ ５ｍｉｎ进行延伸，将扩增产物
经１６０Ｖ琼脂糖凝胶电泳２５ｍｉｎ后观察结果。
１．２．４　随访　脓毒症患者随访至住院期间死亡或
入组后第２８天。在随访期间对死亡患者进行记录，
并计算２８ｄ病死率。根据脓毒症组在随访期间的
生存情况，将患者分为脓毒症生存组和脓毒症死亡

组，此外计算脓毒症组累积２８ｄ病死率。
１．３　统计学处理　应用 Ｒ软件、ＳＰＳＳ２３０和
ＧｒａｄＰａｄＰｒｉｓｍ１００软件统计和作图，符合正态分布
的计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
行ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，方差不
齐时使用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验；偏态分布定量数据采
用中位数及四分位间距［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］表示。计数
资料以率或构成比描述，组间比较采用χ２检验。采
用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数检验来分析脓毒症患者ＲＵＮＸ３
与临床特征的相关性。使用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法分析累
计生存情况，用Ｃｏｘ比例风险回归模型分析影响脓
毒症的危险因素；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　基因筛选及数据分析
２．１．１　基于 ＧＥＯ数据库筛脓毒症 ＤＮＡ甲基化标
志物　在ＧＳＥ６５６８２数据集利用 Ｒ语言 ｌｉｍｍａ包绘
制火山图，共筛选了１０２６个差异表达基因，其中表
达上调的基因４５６个，表达下调的基因５７０个；接着
在ＧＳＥ１５５９５２数据集中，利用 Ｒ包：ＣｈＡＭＰ筛选差
异甲基化位点，共筛选到２１２４个差异甲基化位点，
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其中上调的甲基化位点 ２４３个，下调的甲基化位点
１８８１个。见图 １。

图１　差异表达基因火山图（Ａ）和差异甲基化位点火山图（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　Ｖｏｌｃａｎｏｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（Ａ）ａｎｄ

ｖｏｌｃａｎｉｃｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ（Ｂ）

２．１．２　基于 ＧＥＯ数据库筛选了８个 ｍＤＥＧｓ的脓

毒症风险模型的构建　在 ＧＳＥ６５６８２数据集中，将
４６８例包含完整临床信息的疾病样本根据比例７∶３
分成训练集和测试集，在训练集中基于 ８９个
ｍＤＥＧｓ进行ＫＭ生存分析，鉴定了１２个ＫＭ显著的
基因（表１）。将这１２个基因用于单因素 Ｃｏｘ、ＬＡＳ
ＳＯ回归分析，以验证这些基因是否是危险因素；单
因素Ｃｏｘ回归分析显示除了ＰＲＲ５Ｌ，其余１１个基因
的Ｐ＜００５（图２）。将这１１个基因作为输入，在训
练集中构建 ＬＡＳＳＯ回归模型；为减少特征维度，使
用Ｒ软件ｇｌｍｎｅｔ包，设置参数 ｆａｍｉｌｙ＝“ｃｏｘ”，实现
ＬＡＳＳＯ逻辑回归分析，选择强相关特征，如图３所
示，左图是基因系数的图形，右图是交叉验证的误差

图，坐标ｄｅｖｉａｎｃｅ表示模型解释的残差的比例，显示
了特征基因数量随解释的残差的比例（ｄｅｖ）之间的
变化关系，纵坐标是基因的系数（左），横坐标是 ｌｏｇ
Ｌａｍｂｄａ，纵坐标代表交叉验证的误差（右），在实际
分析中，该实验者希望交叉验证的误差最小的位置；

在右图形中，左侧虚线位置就是交叉验证误差最小

的位置，根据该位置（Ｌａｍｂｄａ．ｍｉｎ）确定对应的横坐
标ｌｏｇＬａｍｂｄａ，上边显示了特征基因的数目，找到最
优的ｌｏｇＬａｍｂｄａ值，就左图中找到对应的基因和系
数，以及该模型解释的残差的比例，最终挑选 ｌａｍｂ
ｄａ最小值的模型作为最终模型，得到８个模型基因
ＲＵＮＸ３、ＲＡＳＧＲＰ１、ＭＢＯＡＴ２、ＩＬ４Ｒ、ＳＬＣ７Ａ６、ＴＲＩＴ１、
ＢＡＣＨ２、ＣＴＳＧ。

图２　单因素 ＣＯＸ分析图

Ｆｉｇ．２　ＳｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒＣＯＸａｎａｌｙｓｉｓｃｈａｒｔ

·６２９１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｏｃｔ；６０（１０）



表１　ｍＤＥＧｓ的 ＫＭ生存分析

Ｔａｂ．１　ＫＭｓｕｒｖｉｖａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＤＥＧｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｖａｌｕｅ
ＭＢＯＡＴ２ ０．００４６
ＴＲＩＴ１ ０．０１２１
ＣＴＳＧ ０．０１２４
ＳＬＣ７Ａ６ ０．０１３３
ＵＳＰ３２ ０．０１３７
ＲＡＳＧＲＰ１ ０．０２０２
ＩＬ４Ｒ ０．０２０７
ＰＲＲ５Ｌ ０．０２３１
ＲＵＮＸ３ ０．０２５５
ＢＡＣＨ２ ０．０２７５
ＮＳＵＮ３ ０．０２８０
ＢＣＬ１１Ｂ ０．０３５５

２．１．３　预后ｍＤＥＧｓ的表达和相关甲基化位点β值
的验证　通过 ＧＳＥ６３３１１和 ＧＳＥ１３８０７４验证了这８
个基 因 的 表 达 量 和 ＲＵＮＸ３的 甲 基 化 位 点
ｃｇ１３４６１６２２。该实验分析了ＧＳＥ６５６８２数据集，比较
了健康个体与脓毒症患者血液样本中这些 ｍＤＥＧｓ
的相对表达水平，结果显示，在脓毒症状态下，

ＣＴＳＧ、ＭＢＯＡＴ２和 ＩＬ４Ｒ的表达水平上升，而
ＲＵＮＸ３、ＲＡＳＧＲＰ１、ＳＬＣ７Ａ６、ＴＲＩＴ１和 ＢＡＣＨ２的表
达水平下降；在 ＧＳＥ６３３１１的数据集中，８个 ｍＤＥＧｓ
的表达也得到验证。见图４Ａ。在 ＧＳＥ１５５９５２数据
集中，该实验识别出８个与预后相关的ｍＤＥＧｓ信号
甲基化位点；随后进一步验证了ＧＳＥ１３８０７４数据集中
这８个甲基化位点的 β值，并确认了在脓毒症样本
中，ＲＵＮＸ３基因ｃｇ１３４６１６２２的β值更高。见图４Ｂ。
２．２　ＲＵＮＸ３与脓毒症患者死亡的预测评估　收
集的１２０例脓毒症患者中，存活组７０例，死亡组５０
例，有４１６％患者在２８ｄ内发生死亡，死亡组与存

活组的基线资料对比，见表２；死亡组 ＲＵＮＸ３水平
均较存活组低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而死
亡组ＳＯＦＡ评分、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分和 ＩＬ６均较存活
组高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而 ＣＲＰ、ＷＢＣ
略高于存活组，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
在ＲＵＮＸ３表达下调１２０例脓毒症患者中，高达９１
例（７５８％）同时伴随启动子甲基化，死亡组甲基化
比例较存活组高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表３。

表２　脓毒症死亡患者和脓毒症生存患者临床特征比较［ｎ（％），珋ｘ±ｓ］

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｅｃｅａｓｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓ［ｎ（％），珋ｘ±ｓ］

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
Ｓｕｒｖｉｖａｌｇｒｏｕｐ
（ｎ＝７０）

Ｄｅａｔｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝５０）

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｍａｇｎｉｔｕｄｅ

（ｔ／χ２／Ｚｖａｌｕｅ）
　Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ２．０６４ ０．１６６
　Ｆｅｍａｌｅ １８（２５．７） １９（３８．０）
　Ｍａｌｅ ５２（７４．３） ３１（６２．０）
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ５５．２±１４．６ ５９．２±１７．７ －１．３０４ ０．１８１
Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
　Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ １３（１８．５） １３（２６．０） ０．９４８ ０．３３０
　Ｄｉａｂｅｔｅｓ １０（１４．３） １０（２０．０） ０．６８６ ０．４０８
　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ１０（１４．３） ６（１２．０） ０．１３２ ０．７１７
　Ａｂｄｏｍｉｎａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ２０（２８．５） １０（２０．０） １．１４３ ０．２８５
　Ｕｒｉｎａｒｙｓｙｓｔｅｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ８（１１．４） ６（１２．０） ０．００９ ０．９２３
　Ｏｔｈｅｒ ９（１３．０） ５（１０．０） ０．２３１ ０．６３１
ＡＰＡＣＨＥⅡｓｃｏｒｅ １０．５６±１．３７ ２４．４６±７．５０ －２．６９６ ０．００８
ＳＯＦＡｓｃｏｒｅ ６．５６±０．８７ ７．３±１．０８ －２．８１１ ０．００６
ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） １４．３±９．７２ １７．１±１０．９９ －１．５２４ ０．１３９
ＰＣＴ（ｎｇ／ｍＬ） ２８．８９±３７．４０ ２７．２７±３３．７８ ０．２４７ ０．８０５
ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） １６０．５６±０．３７ １９７．５６±０．９７ －２．０９７ ０．０３９
ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） １００．５６±０．９７ １５０．５６±１．８２ －１．７４９ ０．０８３
ＲＵＮＸ３ｒｅｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｌｅｖｅｌ

１．３６±０．５７ ０．６９±０．７２ －３．３０４ ０．００１

图３　ＬＡＳＳＯ构建风险模型图

Ｆｉｇ．３　ＤｉａｇｒａｍｏｆＬＡＳＳＯｃｏｎｓｔｒｕｃｔｒｉｓｋｍｏｄｅｌ
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图４　８个ｍＤＥＧｓ的表达量水平（Ａ）和８个ｍＤＥＧｓ甲基化位点和ｂｅｔａ值（Ｂ）

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ８ｍＤＥＧｓ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｎｄｂｅｔａｖａｌｕｅｏｆ８ｍＤＥＧｓ（Ｂ）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

表３　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化状态检测结果［ｎ（％）］

Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＲＵＮＸ３ｇｅｎｅ［ｎ（％）］

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｎｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎχ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ７０ ４８（６８．６） ２２（３１．４）
Ｄｅａｔｈ ５０ ４３（８６．０） ７（１４．０） ４．８３４ ０．０２８

２．３　ＲＵＮＸ３在脓毒症组中与临床指标的相关性
分析　采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数检验来分析脓毒症患
者 ＲＵＮＸ３表达与临床特征的相关性。结果显示，
在脓毒症患者中，ＲＵＮＸ３与年龄、性别之间无相关
性（Ｐ＞００５），与 ＣＲＰ、ＰＣＴ、ＩＬ６、ＳＯＦＡ评分、Ａ
ＰＡＣＨＥⅡ评分存在相关性（Ｐ＜００５），呈负相关。
见表４。

表４　脓毒症患者中ＲＵＮＸ３与临床指标的相关性

Ｔａｂ．４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＲＵＮＸ３ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｅｐｓｉｓ

Ｉｔｅｍ ＡＰＡＣＨＥⅡ ｓｃｏｒｅ　ＳＯＦＡｓｃｏｒｅ ＣＲＰ ＰＣＴ ＩＬ６
ＲＵＮＸ３
　Ｐｖａｌｕｅ ０．００１ ０．００２ ０．００３ ０．００１ ０．００１
　ｒｖａｌｕｅ －０．５９３ －０．４９７ －０．４２５ －０．４９８ －０．５２５

２．４　甲基化与脓毒症患者的预后关系　通过用
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法分析脓毒症患者 ２８ｄ累计生存情
况。结果显示，甲基化组累计生存率低于非甲基化

组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图５。

图５　脓毒症患者甲基化组与非甲基化组２８ｄ累计生存情况

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｓｅｐｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｔｈｅ

ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｇｒｏｕｐａｔ２８ｄａｙｓ

２．５　脓毒症患者预后的因素分析　单因素 Ｃｏｘ回
归分析结果显示：ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＳＯＦＡ评分、ＩＬ
６、ＲＵＮＸ３启动子甲基化是脓毒症患者预后的影响
因素，多因素Ｃｏｘ回归分析结果显示ＲＵＮＸ３启动子
区甲基化、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分是脓毒症患者预后的独
立危险因素。见表５。

３　讨论

脓毒症是一种危及生命的疾病，机制复杂，炎症

失衡与免疫抑制是脓毒症的重要病理生理机制［１０］。

尽管医疗救治取得了进展，脓毒症的预测指标如

ＰＣＴ、ＣＲＰ、ＡＰＡＣＨＥⅡ评分、ＳＯＦＡ评分、ＩＦＮγ等对
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表５　脓毒症患者２８ｄ病死率预测因素分析

Ｔａｂ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｆａｃｔｏｒｓｏｆ２８ｄａｙｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎｓｅｐｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
Ｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｖａｌｕｅ ＨＲ ９５％ＣＩ
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｆａｃｔｏｒａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｖａｌｕｅ ＨＲ ９５％ＣＩ
Ａｇｅ ０．０６０ １．０１８ ０．９９９－１．０３８
ＡＰＡＣＨＥⅡ ｓｃｏｒｅ ０．００１ １．０７２ １．０２８－１．１１８ ０．００１ １．０７２ １．０２８－１．１１８
ＳＯＦＡｓｃｏｒｅ ０．００４ １．１２０ １．０３６－１．２１０
ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ０．０５８ １．０２４ ０．９９９－１．０５０
ＰＣＴ（ｎｇ／ｍＬ） ０．６７７ １．００２ ０．９９４－１．０１０
ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ０．０１５ １．００１ １．０００－１．００２
ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） ０．２０３ １．００２ ０．９９９－１．００４
ＲＵＮＸ３ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ０．０１４ ０．３６４ ０．１６２－０．８１６ ０．００７ ０．３２５ ０．１４５－０．７３２

其相关性和预后也得到广泛的研究［１１］，但有效预测

脓毒症的生物标志物也尚不完全清楚，需要人类不

断去探索其他潜在生物标志物。ＤＮＡ甲基化是
ＤＮＡ甲基转移酶将甲基共价转移至胞嘧啶环中的
Ｃ５位置的过程，从而影响基因的表达，这种表观遗
传修饰与基因突变不同，是可逆的［１２］，因此，具有研

究靶向药物的价值。有研究［１３］表明通过 ＤＮＡ甲基
化进行的表观遗传调控可能在脓毒症患者巨噬细胞

分化和外周血单核细胞炎症信号传导过程的免疫耐

受中发挥作用，甲基化重编程部分是由耗尽的单核

细胞中的 Ｗｎｔ信号传导抑制驱动的，并且可以通过
ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂、Ｗｎｔ激动剂或免疫分子来
逆转［１４］。ＲＵＮＸ３是哺乳动物的三种 ｒｕｎｔ结构域转
录因子之一，ＲＵＮＸ３甲基化被认为是一种调节机
制，有助于调节免疫反应并保护身体免受过度炎症

的损害［１５］。ＲＵＮＸ３功能丧失变异可能引起免疫调
节紊乱、肠道菌群失调和炎症等相关疾病［１６］。有研

究［１７］显示，通过 ＲＵＮＸ３上调增强多形核中性粒细
胞凋亡并抑制Ｊａｎｕｓ激酶２／信号转导和转录激活因
子３磷酸化，急性重症胰腺炎大鼠中ＲＵＮＸ３过表达
使其相关的急性肺损伤得到改善。Ｔｓｅｒｅｌｅｔａｌ［１８］的
一项研究表明了 ＲＵＮＸ３甲基化和表达之间存在很
强的负相关。

本研究采用生物信息学策略，基于脓毒症患者

基因表达谱数据集，揭示了一系列与脓毒症预后相

关的ＤＮＡ甲基化驱动的差异表达基因，并筛选出目
标基因ＲＵＮＸ３。通过结合脓毒症患者的临床数据
进行相关性分析，本研究为 ＲＵＮＸ３作为潜在生物
标志物的评估提供了直接的证据。本研究首次探讨

了ＲＵＮＸ３启动子区域的甲基化状态与脓毒症预后
之间的关联，临床研究分析了１２０例脓毒症患者中
存活与死亡情况，发现脓毒症死亡组中 ＲＵＮＸ３的
相对表达量低于存活组，其甲基化比例高于存活组，

由此可以推测 ＲＵＮＸ３低表达、高甲基化与脓毒症
的发生密切相关，而且这种高甲基化与脓毒症更差

的生存结局有关。本研究揭示了 ＲＵＮＸ３作为预测
脓毒症风险、评估疾病严重程度及死亡风险的生物

标志物的潜力，并为后续研究提供了数据支持。研

究目标是通过干预特定基因的甲基化状态来治疗脓

毒症。本研究在该领域填补了研究空白，并为临床

决策和治疗策略提供了新的研究方向和指导。尽管

本研究为ＲＵＮＸ３在脓毒症预后中的价值提供了新
的见解，但研究仍存在局限性。首先，由于样本量相

对较小，临床数据收集存在客观局限性，患者细胞免

疫检查资料如 ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例、数量、ＣＤ４／ＣＤ８
细胞比例及脓毒症经典细胞因子如ＴＮＦα、ＩＬ１８未
能收集完善以及部分数据缺失，同时，收集的脓毒症

患者中诊断脓毒症休克的比例较高，最终的统计病

死率较高，因此，相关研究结果的普遍适用性需要进

一步验证。其次，尽管该研究观察到了 ＲＵＮＸ３启
动子区域甲基化与脓毒症预后之间的关联，但其具

体的作用机制尚不完全明确。未来的研究应考虑通

过更大规模、多中心的合作来提高样本的代表性，并

利用更先进的分子生物学技术，例如单细胞测序，来

深入探索这一机制。此外，进行长期随访研究也是

必要的，以便更全面地理解 ＲＵＮＸ３启动子区域甲
基化对脓毒症患者长期预后的影响。

综上所述，本研究表明了 ＲＵＮＸ３在脓毒症患
者中呈低表达和高甲基化状态，ＲＵＮＸ３启动子区甲
基化可能导致了脓毒症发生和更差的生存结局，这

可能是脓毒症患者预后的关键性靶点，值得在未来

继续进行研究。
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