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脑出血&
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'占急性脑卒中的
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#具有

高发病率和高病死率*
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7$#

后#血脑屏障&
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'损

伤#脑水肿和炎症等病理生理过程被激活#参与相关

过程的分子可能是诊断及病情评估潜在生物标志

物*
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(脑脊液&

$9_

'是具有许多重要功能一种体液#

并与中枢神经系统&

$!9

'的细胞外环境直接接触#是

$!9

各种物质代谢的媒介*
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(神经元特异性烯醇化

酶&
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'和酸性钙结合蛋白&
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'属于
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的结

构蛋白质#被广泛用作
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组织损伤的特异性生物

标志物*
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(到目前为止#大多数研究主要集中在血液

中#考虑到脑或脊髓与
$9_

之间的紧密解剖和功能关

系#在
$!9

损伤时
$9_

中特异性结构蛋白浓度可能

迅速且明显增加*
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(微小
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'是短的非编

码
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个核苷酸'#其在脑组织中含量丰富#

人体体液的基因表达谱和
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实验模型已经提示
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是重要的基因调节因子且与神经系统疾病息

息相关*
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#而目前
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患者
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中
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表达变化

的研究报道相对较少(本研究通过分析
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患者
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表达水平及发生显著改变的
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#探讨其对脑出血疾病的诊断价值及对病情的

评估(
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资料与方法
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"
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年
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月至
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年
.

月期

间在新疆军区总医院神经外科确诊的新发
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例

患者作为病例组#其中基底节出血
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例#丘脑出血
.

例#脑干出血
.

例#脑叶出血
)
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例#女
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(对照组
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断标准#并符合纳入标准!&

'

'均为原发性出血病例$

&

(

'经临床医生系统评估&病史)神经系统检查)影像

学检查&
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"

"L7

'符合自发性脑出血指针$排除标

准!&
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'先天性血管病)血管炎$自身免疫系统疾病$

&
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'颅脑手术史)外伤史)肿瘤史&肺癌)黑色素瘤')血

液病史)心脑卒中史$&
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'近期口服抗凝)抗血小板药
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'无法配合抽取
$9_

患者(脑出血组病情严重

程度按照格拉斯哥昏迷评分&
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'分为轻度
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&高
3$9

评分组')重度
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评分组'各
')
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证实无
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疾病&脑血管)感染)脱髓鞘)变性疾病')无心脑

血管病史#且
$9_

常规检查均在正常参考范围内(所

有
$9_

样本的采集均经患者本人或家属同意#并签署

知情同意书(用于本项目研究的临床样本已获得新

疆军区总医院伦理委员会的审核(
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样本收集
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#使用无菌管收集#上下轻轻颠倒

混匀
,
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或冰盒中运送#将
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转
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离心
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'*+HD

无
L!&

酶离心管中#

弃去细胞及组织沉淀$每管吸入
+--

"

D

上清进行封

%

)-)'

%

国际检验医学杂志
(-'1

年
/

月第
.-

卷第
''

期
"
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!
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装标记#并置于
i,-a

保存备用(

表
'

""

HJL!&

成熟序列及对应引物

HJL!&

全称
HJL!&

成熟序列 编号 引物货号

T=N%HJL%'(.%)

2

`&&33$&$3$33 3̀&&̀ 3$$&& "7"&6----.(( $:(-'%---K

T=N%HJL%'./N%+

2

3̀&3&&$̀ 3&&̀ $̀$&̀ 333̀ ` "7"&6----..1 $:(-'%--')

T=N%HJL%('%+8 `&3$̀ ` &̀ $&3&$̀ 3&̀ 3` 3̀& "7"&6-----K/ $:(-'%--1(

T=N%HJL%(1M%)8 `&3$&$$&̀ ` 3̀&&& $̀33̀ `& "7"&6----/,' $:(-'%-.-.

T=N%HJL%('.%)

2

&$&3$&33$&$&3&$&33$&3` "7"&6----(K' $:(-'%-(1+

T=N%HJL%1%+

2

$̀̀ ` 3̀3̀ ` &̀ $`&3$̀ 3`&̀ 3& "7"&6----..' $:(-'%-'.(

T=N%HJL%'/%+

2

`&3$&3$&$3̀ &&&̀ &̀ `33$3 "7"&6-----/1 $:(-'%-()+

T=N%HJL%)-<%+

2

3̀̀ &&&$&̀ $$̀ 3̀&$̀ 33&&3 "7"&6----/1( $:(-'%-).-

T=N%HJL%(('%)8 &3$`&$&̀ `3̀ $ 3̀$ 3̀33̀ ` $̀ "7"&6----(K, $:(-'%--1K

T=N%HJL%'(+A%+8 $̀$$̀ 3&3&$$$`&&$̀ `3̀ 3& "7"&6----.() $:(-'%--.K

T=N%HJL%)(-$ &&&&3$ 3̀33̀ `3&3&333̀ "7"&6---+K1) $:(-'%-+/,

T=N%HJL%(/A%+

2

` $̀&&3`&&` $̀&33&̀ &33̀ "7"&6-----,) $:(-'%-)('

T=N%B<>%HJL%KM%+8 3̀&33̀ &3̀ &33` 3̀`&̀ 33̀ ` "7"&6-----/. $:(-'%-),,

T=N%HJL%(1M%)8 `&3$&$$&̀ ` 3̀&&& $̀33̀ `& "7"&6----/,' $:(-'%-.-.

T=N%HJL%',(%+

2

```33$&&̀ 33̀ &3&&$̀ $&$&$ "7"&6----(+1 $:(-'%--KK

B*C*D

"

数据采集
"

采集患者入院初的基本病历资

料#包括姓名)年龄)既往史)初步诊断)

$9_

常规检

查)

3$9

评分)出血量&入院时
$6

按多田公式计算

*血量&

HD

'

g

-

c

长&

MH

'

c

宽&

MH

'

c

高&

MH

'"

/

+'(

收集研究对象入院
.,T

内血常规)凝血四项)清蛋白

等检查结果(

B*C*E

"

$9_

游离
HJL!&

提取)检测
"

提取及检测

HJL!&

严格按照
67&!34!

提取及检测试剂盒试验

流程进行(佩戴一次性手套和口罩#所使用枪头)

48

管均为
L!&94_?<<

#其余实验相关器材均经去
L!&

酶处理(由于
$9_

中
HJL!&

含量低#提取出的

L!&

样本
#&

(/-

"

(,-

的测定结果不可靠#本文未列出浓

度(在待检测
$9_

标本中均加入外参
'

"

D

&

M<BHJL%

!&%)1

#

67&!34!

提供#参考
$>

值范围!

/

#

,

'为质

检参考指标(提取!将
(--

"

D$9_

样本用
HJLMQ><

HJL!&

提取分离试剂)氯仿)无水乙醇进行一系列的

提取及分离#最终从离心柱洗脱获得
(-

"

D

提取物(

检测方法!每份
$9_

样本提取物进行逆转录反应合

M:!&

第一链#总反应体系为
(-

"

D

#&反应条件!

.(a/-HJ@

逆转录#

1+a)HJ@

酶失活'#并使用特

异性上游引物进行扩增#以
(

"

D

的
M:!&

为模板

&

'f.

稀释'#总反应体系为
(-

"

D

&反应条件!

1+a

预

变性
'+HJ@

#

1+a

变性
(-=

#

/+a

退火
)-=

#

K(a

延

伸
)-=

#

)+

个循环'(以扩增曲线和熔炼曲线综合评

估
$>

的可靠性#并采用
(

%

++

$>法计算
HJL!&

的相对

表达量(

B*C*F

"

$9_

生化指标的检测
"

按照自动生化仪)化

学发光分析仪及相对应的试剂盒操作流程#检测
$9_

中下列生化指标!

(

(

%"3

)

&96

)

D&$

)

D:

)

H&BA

)

!94

)

9'--

(

(

B*D

"

统计学处理
"

本研究数据均采用
9899('*-

软

件建立数据库并进行统计学分析#符合正态分布的计

量资料以
KeD

表示#呈非正态分布的计量资料以*

4

&

H

(+

#

H

K+

'+表示$各组间差异水平使用
?̂Q=WNB%;NB%

BJ=.

检验$计数资料比较采用
!

( 检验$多组之间比较

使用单因素方差分析$

$9_

中
!94

)

9'--

(

水平与脑

出血的相关性分析应用
8<N?=C@

直线相关进行处理$

绘制受试者工作特征曲线&

L\$

'#并计算曲线下面积

&

& $̀

'#分析存在统计学差异指标单独及联合对
7$#

的诊断效能#

H

$

-*-+

表示差异有统计学意义(

C

"

结
""

果

C*B

"

一般资料
"

两组在糖尿病史)吸烟史)饮酒史)

白细胞计数&

;E$

')纤维蛋白原比较差异无统计学意

义&

H

%

-*-+

'$而高血压史)高脂血症)

3$9

评分比较

差异有统计学意义&

H

$

-*-+

'#且
7$#

组中高血压病

和高脂血症人数明显多于对照组#见表
(

(

C*C

"

$9_

部分生化指标比较

C*C*B

"

7$#

组与对照组
$9_

生化指标比较
"

按照

3$9

评分将
7$#

组分为轻度
7$#

组)重度
7$#

组#

与对照组相比#轻度
7$#

组)重度
7$#

组
$9_

血糖

&

3D̀

')血浆清除率&

$D

')

D:

差异无统计学意义

&

H

%

-*-+

'$轻度
7$#

组
$9_

尿蛋白&

8L\

')清蛋白

指数&

j&BA

#

j&BAg$&BA

"

9&BA

')

H&BA

明显高于对

照组$重度
7$#

组)轻度
7$#

组
(

(

%"3

)

&96

)

D&$

%

.-)'

%
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水平均明显高于对照组$而
!94

)

9'--

(

在重度
7$#

组)轻度
7$#

组高于对照组#重度
7$#

组高于轻度

7$#

组#

)

组间差异有统计学意义&

H

$

-*-+

'(见

表
)

(

表
(

""

病例组和对照组一般资料比较

7$#

组&

(g(/

' 对照组&

(g((

'

!

(

"

9

"

- H

高血压病*

(

&

[

'+

',

&

K,*(/

'

)

&

''*''

'

((*',+ -*---

糖尿病*

(

&

[

'+

'-

&

.)*.,

'

1

&

))*))

'

-*K+- -*),/

高脂血症*

(

&

[

'+

'1

&

,(*/'

'

'(

&

..*..

'

1*'// -*--(

吸烟史*

(

&

[

'+

/

&

(/*-1

'

+

&

',*+(

'

-*+). -*./+

饮酒史*

(

&

[

'+

K

&

)-*.)

'

)

&

''*''

'

)*(-- -*-K.

;E$

&

KeD

#

c'-

1

"

D

'

,*./e(*/, +*,/e-*./ (*,// -*-K/

纤维蛋白原&

KeD

#

G

"

D

'

(*K,e'*K+ (*+/e-*// '*((. -*'K/

3$9

评分*

4

&

H

(+

#

H

K+

'#分+

1*--

&

/*(+

#

'.*+-

'

'+*--

&

'+*--

#

'+*--

'

)*K1' -*---

出血量*

4

&

H

(+

#

H

K+

'#

HD

+

)+*--

&

()*(+

#

/+*.+

'

i i i

""

注!

i

表示无数据

表
)

""

7$#

组与对照组
$9_

生化指标比较

项目 对照组&

(g((

' 轻度
7$#

组&

(g')

' 重度
7$#

组&

(g')

'

H

N

H

A

H

M

3D̀

&

HHCB

"

D

#

KeD

'

)*)1e-*/K )*.'e'*), )*+.e'*.-

%

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

$D

&

HHCB

"

D

#

KeD

'

'',*+1e.*)/ ''+*++e,*)K ''1*K.e'(*-)

%

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

D&$

&

HHCB

"

D

#

KeD

'

'*,/e-*,. )*).e'*). .*'1e'*'.

$

-*-+

$

-*-+

%

-*-+

8L\

*

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

-*()

&

-*',

#

-*)+

'

-*.,

&

-*).

#

-*,1

'

-*+)

&

-*)/

#

'*+)

'

$

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

j&BA

*

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

+*-(

&

.*-/

#

K*)K

'

'(*,,

&

,*'/

#

()*.,

'

'K*.1

&

,*K/

#

.-*)1

'

$

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

(

(

%"3

*

H

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

'*'

&

-*K-

#

'*)(

'

(*K-

&

'*/+

#

.*+-

'

.*.

&

'*/+

#

1*'+

'

$

-*-+

$

-*-+

%

-*-+

&96

*

`

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

'-*--

&

+*--

#

')*(+

'

'1*--

&

'+*--

#

(/*+-

'

)'*--

&

(/*+-

#

.-*+-

'

$

-*-+

$

-*-+

%

-*-+

D:

*

`

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

K*+-

&

+*K+

#

'-*+-

'

+(*--

&

(1*+-

#

1-*+-

'

+.*--

&

(K*--

#

'.1*-

'

%

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

H&BA

*

H

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

'(+*)+

&

/)*1-

#

'1/*/-

'

('+*(-

&

'+K*'-

#

)+'*++

'

)(,*,-

&

('.*)-

#

K'1*)-

'

$

-*-+

%

-*-+

%

-*-+

!94

*

@

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

(*1)

&

(*.,

#

)*,)

'

'K*.,

&

,*/.

#

(/*,/

'

',*++

&

,*,/

#

(.*/1

'

$

-*-+

$

-*-+

$

-*-+

9'--

(

*

"

G

"

D

#

4

&

H

(+

#

H

K+

'+

-*.)

&

-*(+

#

-*,,

'

'*.-

&

-*),

#

(*''

'

'*+'

&

'*'-

#

.*/.

'

$

-*-+

$

-*-+

$

-*-+

""

注!

H

N为对照组与轻度
7$#

组
H

值#

H

A为对照组与重度
7$#

组
H

值#

H

M为轻度
7$#

组与重度
7$#

组
H

值

C*C*C

"

7$#

患者出血量与
$9_!94

)

9'--

(

水平相

关性研究
"

为了研究改变的
$9_!94

)

9'--

(

水平是

否与脑出血量有关#笔者使用了
8<N?=C@

相关系数来

确定是否存在相关性(发现
$9_!94

的水平与
7$#

患者出血量显著相关&

8g-*,/

$

H

$

-*-'

'#见图
'&

$

$9_9'--

(

的水平与
7$#

患者出血量有相关性&

8g

-*.1

$

H

$

-*-+

'#见图
'E

(

""

注!

&

为
!94

#

E

为
9'--

(

图
'

""

7$#

组和对照组
$9_!94

"

9'--

(

水平

与出血量的相关性研究结果

C*D

"

7$#

患者
$9_HJL!&

表达研究
"

本研究应用

]

L6%8$L

方法检测文献报道的与中枢神经系统疾病

相关的
'+

个靶标
HJL!&

#探索其在脑出血疾病中的

潜在诊断与病情评估价值(与对照组比较#

7$#

组

$9_HJL%'(.%)

2

)

HJL%'./N%+

2

显著上调&

H

$

-*-+

'#

见图
(

$而
HJL%('%+8

)

HJL%(1M%)8

)

HJL%('.%)

2

)

HJL%

1%+

2

)

HJL%'/%+

2

)

HJL%)-<%+

2

)

HJL%(('%)8

)

HJL%'(+A%

+8

)

HJL%)(-$

)

HJL%(/A%+

2

)

HJL%KM%+8

)

HJL%(1M%)8

)

HJL%',(%+

2

差异无统计学意义&

H

%

-*-+

'(

""

注!与对照组比较#

7$#

患者
$9_HJL%'(.%)

2

&

&

')

HJL%'(.%)

2

&

E

'

水平显著上调&

!

H

$

-*-+

#

!!

H

$

-*-'

'

图
(

""

7$#

组和对照组
$9_

中差异表达
HJL!&

的研究结果

%

+-)'

%
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(-'1

年
/

月第
.-

卷第
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期
"
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C*E

"

$9_

中
!94

)

9'--

(

)

HJL%'(.%)

2

)

HJL%'./N%+

2

诊断
7$#

的效能研究
"

$9_

中
!94

)

9'--

(

)

HJL%

'(.%)

2

)

HJL%'./N%+

2

诊断
7$#

的
&̀ $

分别为
-*1)'

*

1+[

置信区间&

1+[;"

'!

-*,+K

#

-*,1(

+)

-*K1+

*

1+[;"

!

-*/K-

#

-*1('

+)

-*//K

*

1+[;"

!

-*+'(

#

-*,((

+和
-*,K,

*

1+[;"

!

-*KK/

#

-*,..

+(

$9_

中

!94

)

9'--

(

两者联合诊断
7$#

的
&̀ $

为
-*1/+

#灵

敏度
,.*/[

#特异度为
1,*([

(当
!94

含达到
-*/(

@

G

"

HD

#诊断
7$#

的灵敏度为
,-*,[

#特异度为

1+*+[

$当
9'--

(

的水平为
-*.)

"

G

"

D

#诊断
7$#

的

灵敏度为
K/*1[

#特异度为
KK*)[

$当
HJL%'(.%)

2

相对表达量是
-*.+

时#其诊断
7$#

的灵敏度为

,-*,[

#特异度为
+-*'[

$当
HJL%'./N%+

2

相对表达

量是
-*++

时#其诊断
7$#

的灵敏度为
,'*,[

#特异

度为
,/*.[

(见图
)

(

图
)

""

7$#

组和对照组
$9_

中
!94

"

9'--

(

"

HJL%

'(.%)

2

"

HJL%'./N%+

2

单独及
!94

"

9'--

(

联合诊断效能

D

"

讨
""

论

""

脑出血是一种病因复杂)病程进展迅速的一种疾

病*

K

+

(脑出血继发性损伤如细胞凋亡)血肿周围水

肿)炎症细胞)因子激活)血管内皮损伤等严重危害着

患者生存质量*

,

+

(而依赖于
$9_

)影像学检查及神经

功能评估的常规检查多反映疾病结局(

$9_

是直接

接触脊髓)神经元细胞的并在脑室内循环的体液#当

出现神经细胞损害后#某些神经特异性分子的变化可

在一定程度上反映受损脑组织的局部事件#是包括

7$#

在内中枢神经系统疾病诊断标志物的理想来

源*

1

+

(因此基于疾病原发灶
$9_

的生化标志物或分

子标志物的检测可直接)客观地为临床辅助诊断)病

情评估提供参考#进一步挖掘
$9_

样本的潜在价值并

为脑出血损伤机制的深入研究提供了可能(

9'--

(

是一种主要位于中央&主要是星形胶质细

胞'和周围神经系统的神经胶质细胞中的一种酸性糖

蛋白#在细胞损伤或应激活化时释放#能反映神经元

细胞)胶质细胞损伤*

'-

+

(

!94

是在由神经元细胞形

成的一种的水解酶#神经元细胞膜功能与结构受损

时#

!94

从胞质释放至细胞间隙和
$9_

中*

''

+

#并在

$9_

中有较高的浓度*

'(

+

(此外#

!94

和
9'--

(

也可

由一些神经外胚层来源的肿瘤细胞产生#如小细胞肺

癌时血液中
!94

水平可升高*

')

+

#恶性黑色素瘤时血

液
9'--

(

的水平可升高*

'.

+

#因此检测
$9_

中神经特

异性蛋白更能特异)客观地反映脑损伤程度(文献报

道#动脉瘤性蛛网膜下腔出血患者
$9_

高水平
!94

)

9'--

(

提示脑损伤程度严重且更易出现不良结局&脑

梗死)血管痉挛和颅内高压'

*

'+

+

#而本研究针对急性

7$#

病例#发现重度
7$#

组&低
3$9

评分组'

$9_%

9'--

(

)

!94

水平显著高于轻度
7$#

组&高
3$9

评分

组'#且
7$#

患者
$9_9'--

(

)

!94

的水平与出血量

均显著正相关#表明
$9_!94

)

9'--

(

水平对判断患

者病情严重程度具有积极意义#这与以往文献报道的

研究结论基本一致(基础研究已证实
!94

)

9'--

(

水

平在脑损伤自适应调节后升高并参与神经损伤后的

修复*

'/

+

#是具有应用前景的脑损伤标志物(为了进一

步检验
$9_!94

)

9'--

(

对
7$#

的诊断效能#笔者又

将
!94

与
9'--

(

进行
L\$

分析#明确了两者联合检

测可提高灵敏度至
,.*/[

#提高特异度至
1,*([

#因

此
$9_!94

)

9'--

(

联合检测更能有效辅助诊断
7$#

及评估脑损伤程度(

HJL!&

是一类内源性非编码
L!&

加工成熟的#

仅由
(-

#

(.

个核苷酸组成的短链
L!&

#其作为调节剂

在
$!9

相关疾病的病理生理过程中发挥重要作用*

'K

+

(

不断有研究揭示脑出血后
HJL!&

表达谱发生改变并

在一系列继发损伤中扮演着重要的角色(

7; $̀#`̂ %

;`

等*

',

+通过检测
7$#

确诊患者
$9_

中的
HJL!&

表

达谱#发现
(''

个差异表达
HJL!&

#高表达的
HJL!&

包括!

HJL%(-.%+

2

&

(-K+

倍')

HJL%'(+A%+

2

&

'-,

倍')

HJL%1%+

2

&

(11

倍')

HJL%)),%)

2

&

'./

倍')

HJL%',K%)

2

&

('

倍')

HJL%1%)

2

&

(11

倍'(

9kL4!94!

等*

'1

+研究

发现
7$#

患者
$9_

中部分
HJL!&

的水平明显高于

血浆#而调控炎症相关基因的
HJL!&

大量减少表明

其可能受到系统调节影响(本研究针对
7$#

病例#选

择了文献报道的与中枢神经系统疾病相关的
'+

个靶

标
HJL!&

#实验结果表明!

7$#

患者
$9_HJL%'(.%

)

2

)

HJL%'./N%+

2

表达量显著高于对照组(研究表明#

HJL%'(.%)

2

过表达后可抑制神经毒性#包括减少神经

细胞凋亡)神经炎症和氧化应激#并可在体外减弱甲

基苯基吡啶碘化&

"88

'诱导的神经损伤*

(-

+

(而
HJL%

'./N

与
7$#

诱导的脑水肿发展相关的生物学过程有

关#包括先天免疫反应)白细胞激活)转化生长因子
%

(

信号传导和平滑肌细胞增殖*

('

+

(因此#

HJL%'(.%)

2

)

HJL%'./N%+

2

与出血所致脑组织损伤的病理生理过程

是相关的#支持本研究的结果#其可作为诊断脑出血

及评估脑损伤的生物标志物(同时也为
HJL!&

参与

脑损伤相关的机制研究提供了新的方向(

%

/-)'

%
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结
""

论

""

7$#

后
$9_

蛋白水平&

!94

)

9'--

(

'和基因水平

&

HJL%'(.%)

2

)

HJL%'./N%+

2

'标志物的检测可用于

7$#

的辅助诊断#

!94

)

9'--

(

不仅可以反映脑组织

损伤程度#也可用来评估
7$#

出血严重程度(与此

同时#本研究也具有一定的临床局限性#如
$9_

样本

不易获取)

$9_

采集时机差异)

HJL!&

水平个体差

异)入组病例数较少等#仍需多中心)大样本加以

验证(
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