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  摘 要:目的 探讨血清
 

miR-PC-5P-12969、miR-422b、miR-221-3p在急性缺血性脑卒中(AIS)中的表达

及意义。方法 收集141例初诊为AIS的患者作为研究组,按照美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评分

标准将AIS患者分为轻度组、中度组和重度组。另选取同期50例无梗死病灶及无神经功能障碍的一般性心脑

血管疾病患者作为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测血清 miR-PC-5P-12969、miR-422b、miR-221-
3p的表达水平。采用逐步后退多因素Logistic回归分析AIS发生的危险因素,采用受试者工作特征(ROC)曲

线分析3项指标诊断AIS的效能。结果 轻度组、中度组、重度组AIS患者血清miR-PC-5P-12969、miR-422b、
miR-221-3p表达水平明显低于对照组,且表达水平均随AIS疾病的严重程度增加呈降低趋势(P<0.05)。多

因素Logistic回归分析显示血清miR-PC-5P-12969、miR-422b和miR-221-3p水平降低是AIS发生的独立危险

因素(P<0.05),其比值比分别为3.025、2.573、2.304。ROC曲线分析显示血清 miR-PC-5P-12969、miR-
422b、miR-221-3p诊断AIS的曲线下面积分别为0.815、0.756、0.771,且有较高的特异度和灵敏度。结论 血

清miR-PC-5P-12969、miR-422b和miR-221-3p降低是发生 AIS的独立危险因素,是早期诊断 AIS、判断 AIS
严重程度的潜在血清学标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

serum
 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

in
 

acute
 

ischemic
 

stroke
 

(AIS).Methods A
 

total
 

of
 

141
 

patients
 

with
 

newly
 

diagnosed
 

AIS
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

study
 

group.According
 

to
 

the
 

scoring
 

standard
 

of
 

National
 

Institutes
 

of
 

Health
 

Stroke
 

Scale
 

(NIHSS),AIS
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

severe
 

group.Another
 

50
 

pa-
tients

 

without
 

infarction
 

and
 

neurological
 

dysfunction
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

of
 

ser-
um

 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

poly-
merase

 

chain
 

reaction.Stepback
 

multivariate
 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

AIS,
and

 

receiver
 

operating
 

characteristics
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

the
 

3
 

indexes
 

in
 

the
 

diag-
nosis

 

of
 

AIS.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

in
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

severe
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

expres-
sion

 

decreased
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

AIS
 

disease
 

increased
 

(P<0.05).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

were
 

independent
 

risk
 

fac-
tors

 

for
 

AIS
 

(P<0.05),and
 

their
 

odds
 

ratios
 

were
 

3.025,2.573
 

and
 

2.304
 

respectively.ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

areas
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

serum
 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

AIS
 

were
 

0.815,0.756
 

and
 

0.771
 

respectively,with
 

high
 

specificity
 

and
 

sensitivity.Conclusion Serum
 

miR-PC-5P-12969,miR-422b
 

and
 

miR-221-3p
 

are
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

AIS.They
 

are
 

potential
 

serologi-
cal

 

markers
 

for
 

early
 

diagnosis
 

of
 

AIS
 

and
 

judging
 

the
 

severity
 

of
 

AIS.
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  脑卒中后患者病死率和致残率较高,80%以上的

脑卒中为急性缺血性脑卒中(AIS)[1]。CT和 MRI是

诊断AIS患者的主要方法,也是鉴别AIS与出血性脑

卒中(HS)的主要手段。CT虽可准确鉴别诊断 AIS
和HS,但对于早期AIS,特别是6

 

h以内的AIS诊断

较困难;MRI对发病6
 

h以内的病灶诊断最灵敏,但
其价格较昂贵且 MRI不应用于急诊,因此,其诊断早

期脑卒中较困难[2]。AIS最有效的治疗手段是重组

人组织型纤溶酶原激活剂(rtPA)溶栓治疗,但其治疗

时间窗较狭窄,从而限制其临床应用。因此,对于

AIS的早期预测和预后评估,需要寻找有效的生物标

志物。小分子核糖核酸(miRNA)是一组由20~24个

核苷酸构成的非编码、内源性单链RNA分子,通过调

节基因表达在多种生理和病理过程中扮演重要角色,
主要包括细胞增殖、代谢、免疫、炎性反应、肿瘤发生

等[3]。此外,miRNA可能与神经发育及功能有关,与
靶基因共同参与炎性反应、神经血管再生、脑水肿形

成等与AIS相关的病理、生理过程。目前,有研究表

明,miRNA可以在血浆、血清、尿液和脑脊液等多种

体液中检测到,且非常稳定,这表明其有可能作为诊

断或监测治疗各种疾病的生物标志物,包括 AIS[4],
提示 miRNA可能是 AIS患者早期预测的分子标志

物和有效的治疗靶标。在具有差异性表达的 miRNA
谱中,miR-PC-5P-12969、miR-422b、miR-221-3p在发生

AIS时表达最明显[5-6],但3项指标与AIS疾病严重程

度的关系有待进一步研究。因此,本研究旨在探讨不同

严重 程 度 的 AIS患 者 血 清 miR-PC-5P-12969、miR-
422b、miR-221-3p表达水平及其临床意义。
1 资料与方法

 

1.1 一般资料 选择2017年1月至2020年1月本

院收治的141例初诊为 AIS的患者作为研究组,其
中:男64例,女77例;年龄51~84岁,平均(69.34±
6.52)岁。纳入标准:符合《中国急性缺血性脑卒中诊

治指南2018》[7]诊断标准;急性起病(24
 

h内);临床体

征有局部或全身 神 经 功 能 障 碍;经 CT 灌 注 成 像
 

(CTP)或磁共振成像(MRI)+扩散加权成像(DWI)
检查明确病灶。排除标准:复发性脑梗死;经计算机

体层血管成像(CTA)等检查确定为非血管性病变;头
颅CT或 MRI检查诊断为 HS;严重心、肾功能障碍;
合并恶性肿瘤及血液系统疾病;患精神疾病或存在意

识障碍不能配合完成本研究。按照美国国立卫生研

究院卒中量表(NIHSS)评分,将 AIS患者分为轻度

组、中度组、重度组。轻度组46例,NIHSS<5分,男
19例、女27例,年龄51~79岁、平均(62.28±6.52)
岁;中度组51例,5分≤NIHSS≤20分,男22例、女
29例,年龄55~80岁、平均(68.05±6.52)岁;重度组

44例,NIHSS>20分,男23例、女21例,年龄58~84
岁、平均(71.64±6.52)岁。另外收集50例同期来本

院脑血管门诊就诊,并最终经各种检查确诊仅为一般

性心脑血管疾病,无梗死病灶,无局部或全身神经功

能障碍的普通患者作为对照组,男23例、女27例,年
龄54~82岁、平均(68.61±6.52)岁。收集并记录所

有研究对象的基线资料,包括性别、年龄、空腹血糖、
三酰甘油、总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂

蛋白胆固醇、高血压、糖尿病、高脂血症、体质量指数、
吸烟史、饮酒史及短暂性脑缺血发作(TIA)病史,研究

组与对照组上述资料比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。见表1。本研究经本院医学伦理委员会批准,
所有患者家属均签署知情同意书。

表1  研究组与对照组基线资料比较[n/n或x±s或n(%)]

组别 n 性别 年龄(岁)
空腹血糖

(mmol/L)
三酰甘油

(mmol/L)
总胆固醇

(mmol/L)
高密度脂蛋白胆固醇

(mmol/L)
低密度脂蛋白胆固醇

(mmol/L)

研究组 141 64/77 69.34±6.52 6.10±1.86 1.83±0.65 5.64±1.20 1.28±0.34 3.76±1.22

对照组 50 23/27 68.61±6.52 6.24±2.01 2.01±0.74 5.81±1.06 1.33±0.41 3.92±1.03

χ2/t 0.006 0.680 0.448 1.621 0.886 0.845 0.828

P 0.941 0.497 0.655 0.107 0.377 0.399 0.409

组别 n 高血压 糖尿病 高脂血症 体质量指数(kg/m2) 吸烟史 饮酒史 TIA病史

研究组 141 82(58.16) 69(48.94) 27(19.15) 22.65±2.34 74(52.48) 41(29.08) 23(16.31)

对照组 50 31(62.00) 18(36.00) 14(28.00) 22.91±1.86 25(50.00) 13(26.00) 8(16.00)

χ2/t 0.226 2.49 1.715 1.304 0.091 0.172 0.003

P 0.635 0.115 0.190
 

0.256 0.763 0.678 0.959

1.2 血清 miR-PC-5P-12969、miR-422b、miR-221-3p 检测 所有研究对象均于入院当天抽取静脉血5
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mL,置于未加入抗凝剂的真空采血管中,室温下进行

离心操作,离心后吸取上层血清并加入提取剂(TR-
Izol),于-80

 

℃保存以备使用。按照试剂盒(安捷伦

科技有限公司,加利福尼亚州,美国)说明书提取血清

中总RNA,用去除基因组反转录试剂盒(上海西唐生

物科技有限公司)将待测标本反转录为cDNA。反转

录体系为10
 

μL∶2
 

μL
 

mix,≤5
 

00
 

ng
 

RNA,加入无

RNA酶水至反应溶液体积10.0
 

mL。采用实时荧光

定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测血清 miR-PC-5P-
12969、miR-422b、miR-221-3p表达水平,采用 miR-
NA荧光定量检测试剂盒及75200荧光定量扩增仪

(北京博凌科为生物科技有限公司)检测。PCR反应

条件:95
 

℃预变性2
 

min,再进行95
 

℃变性10
 

s,60
 

℃退火15
 

s,72
 

℃延伸25
 

s,40个循环。PCR总反应

体系为20.0
 

μL:以SnoR-202为内参,特定正向引物

1.0
 

μL,常用反向引物1.0
 

μL,2×
 

SYBRVR
 

Green
 

PCR
 

10.0
 

μL,cDNA
 

1.0
 

μL,最后加入无RNA酶水至

反应溶液20.0
 

μL。引物购自北京博凌科为生物科技

有限公司。采用2-ΔΔCt
 

法计算相对表达结果。实验重

复3次。
1.3 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数据

处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用

LSD-t检验,采用逐步后退多因素Logistic回归分析发

生AIS的危险因素;采用受试者工作特征(ROC)曲线

分析3项指标对AIS的诊断效能。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组3种血清 miRNA的表达水平 轻度组、中
度组、重度组 AIS患者血清 miR-PC-5P-12969、miR-
422b、miR-221-3p表达水平均明显低于对照组,且3项

指标表达水平均随AIS疾病的严重程度增加呈降低趋

势,两两比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表2。
表2  各组3种血清miRNA的表达水平(x±s)

组别 n miR-PC-5P-12969 miR-422b miR-221-3p

对照组 50 2.58±0.61 4.08±1.15 3.02±0.71

轻度组 46 1.53±0.60a 1.67±0.74a 2.36±0.81a

中度组 51 0.71±0.42ab 1.20±0.55ab1.88±0.69ab

重度组 44 0.44±0.23abc 0.81±0.43abc1.29±0.52abc

F 73.406 24.746 27.510

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与轻度组比较,bP<0.05;与中度组比

较,cP<0.05。

2.2 多因素Logistic回归分析发生AIS的危险因素 
采用逐步后退多因素Logistic回归分析,结果显示,血
清miR-PC-5P-12969、miR-422b和 miR-221-3p水平降

低是发生AIS的独立危险因素(P<0.05)。见表3。
表3  多因素Logistic回归分析发生AIS的危险因素

因素
回归

系数

标准

误差

Wald
χ2

P OR 95%CI

miR-PC-5P-12969 1.107
 

0.309
 

12.871 <0.001
 

3.025
 

1.652~5.538

miR-422b 0.945
 

0.411
 

5.299
 

0.021
 

2.573
 

1.151~5.753

miR-221-3p 0.835
 

0.356
 

5.500
 

0.019
 

2.304
 

1.147~4.628

2.3 ROC曲线分析3种血清miRNA诊断AIS的效

能 ROC 曲 线 分 析 结 果 显 示,血 清 miR-PC-5P-
12969、miR-422b、miR-221-3p诊断AIS的AUC分别

为0.815、0.756、0.771,且具有较高的特异度和灵敏

度。见表4和图1。
表4  3种血清 miRNA诊断AIS的效能

miRNA
AUC
(95%CI)

截断值 灵敏度 特异度
约登

指数

miR-PC-5P-12969 0.815(0.690~0.963)1.527 0.836 0.762 0.598

miR-422b 0.756(0.596~0.959)2.530 0.753 0.749 0.502

miR-221-3p 0.771(0.612~0.972)2.315 0.734 0.792 0.526

图1  3种血清 miRNA诊断AIS的ROC曲线

3 讨  论

AIS是脑缺血后发生的一系列病理事件,最终可

导致不可逆性神经损伤,是中老年人最常见的心脑血

管疾病之一。临床症状主要为脑缺血坏死区域对应

的神经功能缺损,诊断主要依靠询问病史、查体和影

像学检查,部分患者早期影像学检查未见异常表现,
部分影像学检查表现不典型,而溶栓治疗时间窗在6

 

h以内。血液标本是最易获得的检测标本,血清中存

在稳定的miRNA,在冠心病、肿瘤等疾病中可呈特征

性表达谱[8],目前,尚缺乏可靠的血液生物标志物预

测 AIS。因此,探索血清生物标志物 miRNA 用于

AIS的诊断、预测病情变化的临床 价 值 具 有 重 要

意义。

miRNA参与转录后调控,是多种疾病的潜在生

物标志物,如肿瘤、阿尔茨海默病和 AIS[9]。有研究

表明,miRNA 是诊断 AIS或判断预后的潜在标志
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物[10]。另有研究表明,miRNA在AIS中扮演着重要

角色,如参与动脉粥样硬化、炎性反应、神经血管再

生、细胞凋亡、脑水肿形成等[11]。特异性 miRNA的

异常表达通过改变靶基因表达调节缺血后神经的死

亡[7]。有研究表明,miR-PC-5P-12969通过抑制颅内

血管 miRNA的翻译,使淀粉样蛋白表达减少,诱发

AIS;脑血管动脉粥样硬化的斑块脱落、血管堵塞,发
生脑卒中,导致脑组织中 miR-PC-5P-12969表达上

调,但外周血中的 miR-PC-5P-12969表达降低[12]。
细胞实验显示,在AIS诱导的HT22细胞中 miR-PC-
5P-12969表达水平升高了两倍。动物实验显示,小鼠

大脑皮层的miR-PC-5P-12969水平在AIS后4
 

h和1
 

d内明显升高,且正常脑组织中 miR-PC-5P-12969表

达在观察时间内呈低表达,且表达量没有明显改

变[12]。VIJAYAN
 

等[5]的 研 究 表 明,miR-PC-5P-
12969仅在缺血状态下才表达,可作为AIS特异性生

物标志物。
miR-422b最初在 HL-60白血病细胞中被发现,

通过调控细胞PGC1β蛋白表达调节细胞与机体的氧

化代谢[12]。笔者推测在 AIS患者中,因脑组织缺血

缺氧,导致氧化代谢水平降低,从而使PGC1β蛋白表

达减少,进一步导致血清 miR-422b表达水平降低。
miR-221前体的3'端加工即 为 miR-221-3p。miR-
221-3p在血管平滑肌细胞和血管内皮细胞中呈高表

达[13]。血管损伤、血管平滑肌细胞的增殖和新生内膜

的生长导致血管平滑肌细胞中 miR-221-3p表达上

调[14],在动脉粥样硬化患者的血管内皮细胞中 miR-
221-3p表达上调[15]。AIS主要表现为颈部和颅内动

脉血管粥样硬化、血管损伤,血管中 miR-221-3p表达

上调,导致血清中 miR-221-3p表达 降 低。WANG
等[6]研究显示,AIS患者血清 miR-221-3p和 miR-
382-5p水平明显低于健康对照者。本研究结果显示,
3组AIS患者3种血清miRNA表达均明显低于对照

组,随着神经功能缺损的加重,AIS的3种miRNA表

达呈明显的降低趋势(P<0.05)。表明AIS患者血清

miRNA表达降低,且神经功能缺损越严重的患者,血清

miRNA水平越低,因此,3种血清 miRNA可能是诊断

AIS发生及判断AIS病情严重程度的潜在指标。
本研究多因素Logistic回归分析发现,血清 miR-

PC-5P-12969、miR-422b和 miR-221-3p水平降低是

发生AIS的独立危险因素。ROC曲线分析显示,血
清 miR-PC-5P-12969、miR-422b和 miR-221-3p水平

对AIS的诊断具有较高的特异度和灵敏度,与以往研

究结论一致[5-6]。
 

本研究存在的主要问题:样本相对较少,只是一

个研究中心的结果;没有做3种 miRNA 与 AIS疗

效、预后的相关性探讨;3种 miRNA定量平台无标准

化处理流程,特别是引物序列、内参及试剂比例与操

作方案的标准化,检测结果的重复性与可靠性有待商

榷。因此,未来的研究需先建立标准化的检测方法,
然后在可获得稳定检测结果的情况下,调查健康人群

的参考范围,再研究指标与疾病发生发展、治疗效果

和预后的关系,使检测结果可在临床中使用。
综上所述,血清 miR-PC-5P-12969、miR-422b和

miR-221-3p在 AIS患者中表达降低,其表达水平随

着AIS疾病严重程度增加而呈降低趋势,3项指标降

低均为发生 AIS的独立危险因素,是早期诊断 AIS、
判断AIS严重程度的潜在血清学标志物。
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坏软骨组织,促进骨吸收。CRT是内质网钙结合蛋

白,普遍存在于生物细胞中,在细胞质、细胞表面及细

胞外基质中均有表达。研究报道,CRT参与类风湿关

节炎的病理过程,与患者关节滑膜炎性反应有紧密联

系[13]。滑膜血管翳的形成是关节炎的重要病理表现,
新生血管向滑膜液输送炎症细胞,同时为滑膜异常增

生提供氧气和营养物质,使滑膜长期处于炎性反应状

态,增加血管翳的侵袭性[14]。CRT可通过多种途径

参与血管翳的形成,其中关节炎的共享表位是其主要

作用途径,通过该途径参与固有免疫的信号转导,最
终促使血管翳形成[15]。丁红梅等[16]研究发现,活动

期类风湿关节炎患者体内CRT水平较稳定期高,同
时与IL-6、TNF-α等炎症因子水平呈正相关。本研究

发现:CRT在病例组各亚组患者滑膜液及滑膜组织中

的水平均高于对照组,同时随着疾病严重程度呈不断

上升趋势,提示该指标与骨关节炎疾病进程有一定关

系。相关分析显示,CRT水平与骨关节炎疾病严重程

度呈正相关(r=0.704,P<0.001),提示CRT会加

重老年骨关节炎病情。本研究还发现:TNF-α在中老

年骨关节炎滑膜组织中的表达位于滑膜衬里层,有大

量炎性细胞浸润;CRT表达主要位于血管周围和滑膜

衬里层,表达量较低。
综上所述,中老年骨关节炎患者滑膜液中TNF-

α、CRT水平升高,并随着病情加重呈上升趋势,二者

水平与该病严重程度呈正相关。TNF-α、CRT有望成

为临床诊断中老年骨关节炎的潜在血清学指标。
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