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  摘 要:目的 探讨急性缺血性脑卒中(AIS)患者血清Dickkopf同源物1(DKK1)水平与炎性反应及氧化

应激的相关性。方法 选择2018年1月至2019年12月该院收治的135例AIS患者(AIS组),根据入院24
 

h
内美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评分将患者分为轻度损伤组(NIHSS评分≤6分,39例)、中度损伤

组(NIHSS评分7~14分,67例)、重度损伤组(NIHSS评分≥15分,29例);另选择与AIS患者年龄、性别相匹

配的71例短暂脑缺血发作(TIA)患者为TIA组、106例体检健康的志愿者为对照组。比较各组血清DKK1、炎
性反应指标[促炎因子:白细胞介素(IL)-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子β(TGF-β);抗炎因子:IL-
4、IL-10、IL-13]、氧化应激指标[氧化指标:活性氧(ROS)、晚期蛋白氧化产物(AOPP);抗氧化指标:超氧化物

歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)]水平。分析DKK1与炎性反应指标、氧化应激指标的相关性。结果 AIS
组血清DKK1、IL-6、TNF-α、TGF-β、ROS、AOPP水平均高于TIA组和对照组(P<0.05),IL-4、IL-10、IL-13、
SOD、CAT水平均低于TIA组和对照组(P<0.05)。在AIS患者轻度损伤组、中度损伤组、重度损伤组中,血

清DKK1、IL-6、TNF-α、TGF-β、ROS、AOPP水平依次升高,IL-4、IL-10、IL-13、SOD、CAT水平依次降低,各组

间差异均有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析显示DKK1与IL-6、TNF-α、TGF-β、ROS、AOPP呈正

相关(r=0.612、0.539、0.571、0.602、0.531,P<0.05),与IL-4、IL-10、IL-13、SOD、CAT 呈 负 相 关 (r=
-0.503、-0.498、-0.612、-0.542、-0.539,P<0.05)。结论 AIS患者血清DKK1水平较TIA人群及健

康人群升高,DKK1可能通过调控炎性反应和氧化应激参与AIS的发病和神经损伤过程。
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  急性缺血性脑卒中(AIS)是临床常见的致死、致
残性脑血管疾病,其发病机制复杂,涉及炎性反应、氧
化应激、神经细胞凋亡等[1],脑缺血时缺血神经元可

产生大量白细胞介素(IL)-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)等炎症因子诱导急性炎性反应。在缺血缺氧刺激

下,一氧化氮合酶、氧自由基等大量合成,进一步诱导

炎症介质基因表达,加剧炎性反应和局部脑组织损

伤[2]。Dickkopf同源物1(DKK1)是 Wnt蛋白信号通

路拮抗剂,可促进炎症因子释放,介导内皮细胞损伤,
参与动脉粥样硬化病变过程。临床研究显示DKK1
是急性冠脉综合征患者发生主要不良心血管事件的

独立预测因子[3];动物研究显示DKK1表达上调可加

速缺血性神经元细胞凋亡,阻断DKK1可保护神经细

胞免受损伤[4-5]。DKK1在AIS中的研究报道并不多

见,现有的报道显示AIS患者血清DKK1水平明显升

高,DKK1是 AIS潜在的预后生物标志物[6],但是

DKK1在AIS发病过程中的作用机制尚不清楚,本研

究拟通过检测AIS患者血清DKK1、炎症因子和氧化

应激指标水平,分析它们之间的相关性,旨在初步明

确DKKI影响AIS的作用机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年1月至2019年12月本

院收治的135例AIS患者作为 AIS组。AIS组纳入

标准:(1)首次AIS发病,头颅CT提示局灶性脑实质

低密度影、大血管高密度征、皮质脑沟后岛带消失等

AIS征象,符合《中国急性缺血性脑卒中诊治指南

(2014)》[7];(2)年龄18~80周岁;(3)发病12
 

h内入

院。AIS组排除标准:(1)出血性脑卒中、短暂性脑缺

血发作(TIA)、颅脑肿瘤、颅脑外伤;(2)既往有 AIS
或脑出血病史;(3)近3个月有颅内手术史;(4)合并

恶性肿瘤、急慢性感染、免疫性疾病。另选择71例

TIA患者作为TIA组,106例同期于本院门诊体检健
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康的志愿者作为对照组,TIA诊断参考《英国急性卒

中和短暂性脑缺血发作的诊断与初始治疗指南(第一

部分)》[8]。本研究获本院医学伦理委员会批准。3组

受试者均知晓本研究且签署同意书。3组年龄、性别

资料比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。

AIS患者入院后24
 

h内采用美国国立卫生研究

院卒中量表(NIHSS)评分评估患者神经缺损程度,

NIHSS评分从意识、视野、凝视、面瘫、上下肢运动、

共济失调、感觉、语言、构音障碍进行评分,评分越高,
患者神经功能缺损越严重。根据NIHSS评分将AIS
患者分为3个亚组[9],轻度损伤组:NIHSS评分≤6
分,共39例;中度损伤组:NIHSS评分7~14分,共
67例;重度损伤组:NIHSS评分≥15分,共29例。轻

度损伤组、中度损伤组、重度损伤组性别、年龄、梗死

部位比较,差异均无统计学意义(P>0.05),但梗死病

因差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。

表1  两大组基线资料及比较

组别 n 男/女(n/n) 年龄(x±s,岁)
梗死部位(n)

皮质区 皮质下 脑干 小脑

梗死病因(n)

大动脉硬化 小血管闭塞 心源性栓塞

对照组 106 66/40 62.87±3.17 - - - - - - -

TIA组 71 38/33 62.02±3.65 - - - - - - -

AIS组 135 81/54 63.26±4.31 58 35 30 12 58 43 34

χ2 或F 1.396 0.751 - -

P 0.498 0.437 - -

  注:-表示无数据。

表2  AIS组的3个亚组基线资料及比较

组别 n 男/女(n/n) 年龄(x±s,岁)
梗死部位(n)

皮质区 皮质下 脑干 小脑

梗死病因(n)

大动脉硬化 小血管闭塞 心源性栓塞

轻度损伤组 39 22/17 63.51±4.33 21 8 9 1 8 10 21

中度损伤组 67 40/27 63.19±4.21 27 20 15 5 38 23 6

重度损伤组 29 19/10 63.09±4.05 10 7 6 6 12 10 7

χ2 或F 0.580 0.237 9.042 27.947

P
 

0.748 0.789 0.171 <0.001

1.2 方法 AIS组、TIA组患者于入院24
 

h内,对照

组于体检当日,采集外周静脉血5
 

mL,4
 

℃
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000
 

r/
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min(离心半径10
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℃
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h内完成检测。应用酶联免疫吸附试验

检测血清 DKK1、炎性反应指标[促炎因子:IL-6、

TNF-α、转化生长因子β(TGF-β);抗炎因子:IL-4、IL-
10、IL-13]、氧化应激指标[氧化指标:活性氧(ROS)、
晚期蛋白氧化产物(AOPP);抗氧化指标:超氧化物歧

化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)]水平,仪器为瑞士

Hamilton
 

FAME全自动酶联免疫分析仪,试剂盒购

自美国R&D公司。本研究实验室检测项目均由本院

检验中心完成,板内、板间变异系数<10.00%,所有

步骤均严格按说明书要求进行操作。

1.3 统计学处理 使用SPSS23.0进行研究资料分

析。正态分布的计量资料以x±s描述,两组间比较

采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析,两两

比较采用 LSD-t 检验。
 

偏态分布的计量资料以 M
(P25~P75)描述,两组间比较为 Wilcoxon秩检验,多
组间的比较为Kruskal-Wallis秩检验,两两组间比较

为 Wilcoxon秩检验。此外,采用Pearson相关做相关

性分析。
 

统计推断的检验水准α=0.05(双侧检验)。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 血清DKK1水平比较 AIS组、TIA组、对照组

的血清DKK1水平分别为(640.50±35.49)、(381.15±
31.52)、(356.50±32.49)pg/mL,3组血清DKK1水平

差异有统计学意义(P<0.05),AIS组血清DKK1水平

高于TIA组和对照组(P<0.05),TIA组血清DKK1
水平高于对照组(P<0.05)。

AIS患者重度损伤组、中度损伤组、轻度损伤组的

血清DKK1水平分别为(803.25±35.73)、(624.45±
34.47)、(547.05±36.72)pg/mL,3组血清DKK1水平

差异有统计学意义(P<0.05),重度损伤组血清DKK1
水平高于中度损伤组和轻度损伤组(P<0.05),中度损

伤组DKK1水平亦高于轻度损伤组(P<0.05)。
2.2 血清炎性反应指标比较 AIS组、TIA组和对

照组血清IL-6、TNF-α、TGF-β、IL-4、IL-10、IL-13水

平差异均有统计学意义(P<0.05);AIS组血清IL-6、
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TNF-α、TGF-β水平均高于 TIA 组和对照组(P<
0.05),IL-4、IL-10、IL-13水平均低于 TIA组和对照

组(P<0.05);TIA组血清IL-6、TNF-α、TGF-β水平

均高于对照组(P<0.05),IL-4、IL-10、IL-13水平均

低于对照组(P<0.05)。见表3。

AIS患者轻度损伤组、中度损伤组、重度损伤组

血清IL-6、TNF-α、TGF-β、IL-4、IL-10、IL-13水平差

异均有统计学意义(P<0.05)。其中,重度损伤组血

清IL-6、TNF-α、TGF-β水平均高于中度损伤组和轻

度损伤组(P<0.05),IL-4、IL-10、IL-13水平均低于

中度损伤组和轻度损伤组(P<0.05);中度损伤组血

清IL-6、TNF-α、TGF-β水平均高于轻度损伤组(P<
0.05),IL-4、IL-10、IL-13水 平 均 低 于 轻 度 损 伤 组

(P<0.05)。见表4。

2.3 氧化应激指标比较 AIS组、TIA组和对照组

血清ROS、AOPP、SOD、CAT水平差异均有统计学

意义(P<0.05);AIS组血清ROS、AOPP水平均高

于TIA组和对照组(P<0.05),SOD、CAT水平均低

于TIA组和对照组(P<0.05);TIA组血清 ROS、

AOPP水平均高于对照组(P<0.05),SOD、CAT水

平均低于对照组(P<0.05)。见表5。

AIS患者轻度损伤组、中度损伤组、重度损伤组

血清ROS、AOPP、SOD、CAT水平差异均有统计学

意义(P<0.05);重度损伤组血清ROS、AOPP水平

均高于中度损伤组和轻度损伤组(P<0.05),SOD、
CAT水平均低于中度损伤组和轻度损伤组(P<
0.05);中度损伤组血清ROS、AOPP水平均高于轻度

损伤组(P<0.05),
 

SOD、CAT水平均低于轻度损伤

组(P<0.05)。见表6。

表3  AIS组、TIA组和对照组血清炎症因子水平的比较[x±s或M(P25~P75),pg/mL]

组别 n IL-6 TNF-α TGF-β IL-4 IL-10 IL-13

AIS组 135 42.16±9.24*# 19.32±6.29*# 72.24±8.49*# 21.35(5.15~32.15)*# 8.24±3.99*# 30.24(26.34~38.12)*#
 

TIA组 71 22.15±7.12* 8.15±2.03* 36.27±7.15* 50.15(36.12~57.42)* 25.15±6.49* 59.15(47.15~63.59)*

对照组 106 19.35±6.35 6.35±1.24 32.12±5.36 59.35(42.05~65.49) 29.35±10.24 65.35(50.02~73.59)

F 或Z 257.249 286.529 640.432 51.702 284.668 32.625

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与TIA组比较,#P<0.05。

表4  AIS患者轻度损伤组、中度损伤组、重度损伤组血清炎症因子水平的比较[x±s或M(P25~P75),pg/mL]

组别 n IL-6 TNF-α TGF-β IL-4 IL-10 IL-13

轻度损伤组 39 38.05±3.26 16.02±3.24 68.12±6.25 22.12(20.21~32.15) 10.42±1.67 33.12(25.05~39.12)

中度损伤组 67 42.55±8.19* 19.39±4.02* 72.31±11.05* 18.42(11.22~20.15)* 8.57±2.61* 29.85(24.34~36.12)*

重度损伤组 29 46.79±5.35*# 23.60±1.05*# 77.62±6.91*# 6.39(5.15~10.72)*# 4.55±0.21*# 27.27(22.34~33.25)*#

F 或Z 22.241 39.025 7.925 17.261 51.046 9.962

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与轻度损伤组比较,*P<0.05;与中度损伤组比较,#P<0.05。

表5  AIS组、TIA组和对照组血清氧化应激指标水平的比较[x±s或M(P25~P75)]

组别 n ROS(U/mL) AOPP(μmol/L) SOD(U/L) CAT(U/mL)

AIS组 135 396.25±12.35*#
 

56.35±9.48*#
 

42.15(33.01~50.12)*#
 

5.42±1.62*#
 

TIA组 71 156.35±12.16* 32.46±5.98* 55.16(42.15~68.15)* 7.51±1.82*

对照组 106 142.35±26.05 26.33±4.15 62.35(50.21~73.26) 8.33±2.05

F 或Z 1
 

099.507 564.690 13.189 81.231

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与TIA组比较,#P<0.05。

2.4 AIS患者的血清DKK1水平与炎性反应、氧化

应激指标的相关性 Pearson相关分析结果显示,AIS
患者血清 DKK1与IL-6(r=0.612,P<0.001)、
TNF-α(r=0.539,P=0.003)、TGF-β(r=0.571,

P<0.001)、ROS(r=0.602,P<0.001)、AOPP(r=
0.531,P=0.005)呈正相关,与IL-4(r=-0.503,
P=0.007)、IL-10(r=-0.498,P=0.009)、IL-13
(r=-0.612,P<0.001)、SOD(r=-0.542,P=
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0.002)、CAT(r=-0.539,P=0.003)呈负相关。

表6  AIS患者轻度损伤组、中度损伤组、重度损伤组血清氧化应激指标水平的比较[x±s或M(P25~P75)]

组别 n ROS(U/mL) AOPP(μmol/L) SOD(U/L) CAT(U/mL)

轻度损伤组 39 351.12±10.01 52.24±5.35 48.24(44.24~50.12) 6.82±0.21

中度损伤组 67 399.02±18.42* 56.83±9.48* 42.15(35.01~46.19)* 5.19±1.15*

重度损伤组 29 450.54±6.03*# 60.77±4.12*# 33.96(30.01~36.58)*# 4.07±0.26*#

F 或Z 45.163 15.942 15.202 32.017

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与轻度损伤组比较,*P<0.05;与中度损伤组比较,#P<0.05。

3 讨  论

  AIS是世界范围内导致人类死亡和残疾的主要

病因,该病由脑动脉系统血管痉挛、闭塞导致,患者可

出现不同程度的神经损伤[1]。AIS发病机制尚未完

全阐明,探讨与AIS发病相关的分子机制对于诊断、
治疗、预后预测均具有重要意义。

DKK1是近年发现的一种分泌型蛋白,可负性调

控 Wnt信号通路,促进神经退行性病变的发生和发

展,并参与应激诱导的神经元凋亡[10]。动物研究显示

脑出血大鼠脑组织DKK1表达增强,抑制DKK1可增

加 Wnt-1
 

mRNA转录,上调紧密连接蛋白1(ZO-1)
表达,减少血脑屏障破坏和脑水肿,减轻神经缺陷[4],

DKK1通过抑制 Akt表达诱导神经元凋亡[5]。临床

报道显示 AIS患者血清DKK1水平显著升高[11],血
清DKK1水平是AIS患者长期预后不良的独立预测

因子[6]。本研究结果同样显示 AIS患者血清DKK1
水平升 高,高 于 TIA 组 和 对 照 组(P<0.05),且
DKK1水平与AIS患者神经损伤程度存在一定关系,
说明AIS发病可诱导DKK1生成增加,在 AIS病情

进展过程中DKK1过度升高可能加重神经缺损程度。
本研究发现,TIA组血清DKK1水平较对照组亦增高

(P<0.05),提示脑组织短暂缺血也可引起
 

DKK1水

平出现小幅度的升高,DKK1对脑缺血反应较为敏

感。DKK1参与 AIS发病的作用机制:首先,DKK1
参与AIS发病前的动脉粥样硬化过程。Wnt/β-连环

蛋白(β-catenin)信号通路可通过抑制脂质合成,阻碍

巨噬细胞泡沫化和动脉粥样硬化斑块坏死和纤维帽

破裂,抑制平滑肌细胞增殖、迁移,发挥抗动脉粥样硬

化作用[12]。DKK1作为 Wnt/β-catenin信号通路抑

制剂,其过度表达可阻断 Wnt/β-catenin信号通路,促
进动脉粥样硬化进程。动物研究也显示抑制DKK1
可减弱血管单核细胞黏附和内皮损伤,沉默DKK1基

因则限制ApoE-/-小鼠动脉粥样硬化发生[13]。其次,

DKK1参与AIS后神经细胞凋亡过程。Wnt通过正

向调节Akt信号通路,促使细胞存活、增殖生长,发挥

保护神经的作用[14]。DKK1作为 Wnt/β-catenin信

号通路拮抗剂,可负向调控 Akt信号通路,诱导神经

细胞凋亡。
动脉粥样硬化是AIS发病的主要病理基础,炎性

反应贯穿动脉粥样硬化和不稳定斑块形成、脱落、栓
塞等整个过程[15]。IL-6、TNF-α、TGF-β是典型的促

炎因子,IL-4、IL-10、IL-13是公认的抗炎因子。现有

研究显示IL-6、TNF-α、TGF-β、IL-4、IL-10、IL-13与

脑梗死局部炎性反应密切相关[16]。本研究结果表明,

AIS发病过程中炎性反应处于激活状态,炎症因子生

成显著增多,炎性反应参与 AIS发病和疾病进展过

程。相关性分析结果显示,DKK1与IL-6、TNF-α、

TGF-β呈正相关,与IL-4、IL-10、IL-13呈负相关,说
明AIS患者体内过度合成的DKK1对炎性介质分泌

具有促 进 作 用,对 抗 炎 因 子 分 泌 具 有 抑 制 作 用。

DKK1可能通过 Wnt/β-catenin信号通路调控AIS炎

性反应,Wnt/β-catenin信号通路可通过抑制巨噬细

胞向经典激活巨噬细胞分化,抑制 CD4+T细胞向

Th2和Treg细胞分化,抑制促炎介质分泌、促使抗炎

因子表达,发挥抗炎作用[17]。因此DKK1过度表达

可能抑制 Wnt/β-catenin信号通路,导致促炎因子过

度释放,加剧炎性反应。
局部脑血管堵塞可引起周围神经细胞缺血缺氧,

大量ROS、氧自由基、一氧化氮合酶生成,促使脂质过

氧化,直接损害神经细胞,导致神经细胞凋亡和神经

功能异常[18]。氧化物自由基作为炎性反应启动因子,
可促进炎症因子释放,加重炎性反应损伤[19]。

 

ROS、

AOPP是典型氧化代谢产物,SOD、CAT是抗氧化物

质[20],脑组织缺氧状态下氧化代谢产物合成增加,消
耗体内抗氧化物质,引起局部及全身氧化/抗氧化失

衡,脑损伤越严重,氧化应激反应越强烈[21]。本研究

结果表明,AIS患者发病过程中氧化/抗氧化失衡,氧
化代谢产物生成增多,导致过度氧化应激反应。相关

性分析结果显示,DKK1与氧化产物ROS、AOPP均

呈正相关,与抗氧化因子SOD、CAT呈负相关,说明

AIS患者体内过度合成的DKK1可导致氧化/抗氧化

失衡,引发局部缺血病灶氧化应激损伤。现有研究显
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示 Wnt/β-catenin信号通路与缺血再灌注损伤诱导的

氧化应激密切相关,氧化应激可抑制 Wnt/β-catenin
信号通路,Wnt/β-catenin信号通路活化可抑制氧化

应激反应,抑制氧化应激诱导的细胞凋亡[22]。推测

AIS患者在缺血缺氧应激下发生过度氧化应激反应,
抑制了 Wnt/β-catenin信号通路,导致DKK1合成增

多,DKK1又进一步抑制 Wnt/β-catenin信号通路,引
起氧化/抗氧化失衡。

综上所述,AIS患者血清DKK1水平与 TIA人

群及健康人群相比明显升高,且患者的神经功能缺损

程度越严重,其水平越高。DKK1可能通过 Wnt/β-
catenin信号通路激活炎性反应和氧化应激反应参与

AIS的发病和进展过程,检查其在血清中的表达水平

有助于评估AIS患者的病情。
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