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  摘 要:目的 探讨血清叉头框蛋白O1(FOXO1)、组织金属蛋白酶抑制因子(TIMP)2、亲环素A(CypA)
水平联合检测对新生儿缺氧缺血性脑病(HIE)患儿病情进展及预后的预测价值。方法 选取2022年10月至

2024年12月该院收治的HIE患儿85例为观察组,选取同期健康足月新生儿85例为对照组,根据病情程度将

HIE患儿分为轻度组31例、中度组26例和重度组28例,根据预后情况将HIE患儿分为预后良好组55例和预

后不良组30例。采用酶联免疫吸附试验检测血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平,采用Spearman相关分析血清

FOXO1、TIMP-2、CypA水平与患儿病情程度的关系,采用多因素Logistic回归分析HIE患儿发生预后不良的

影响因素,采用受试者工作特征曲线分析血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平对HIE患儿预后不良的预测价值。
结果 观察组FOXO1、TIMP-2、CypA水平高于对照组(P<0.05)。重度组FOXO1、TIMP-2、CypA水平高于

轻度组、中度组(P<0.05),中度组FOXO1、TIMP-2、CypA水平高于轻度组(P<0.05)。血清FOXO1、TIMP-
2、CypA水平与患儿病情均呈正相关(r=0.754、0.529、0.726,P<0.001)。预后不良组FOXO1、TIMP-2、
CypA水平高于预后良好组(P<0.05),Apgar评分低于预后良好组(P<0.05)。FOXO1、TIMP-2、CypA是患

儿预后不良的危险因素(P<0.05)。血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平单独及联合预测患儿发生预后不良的

曲线下面积(AUC)分别为0.896、0.892、0.881、0.976,联合预测的 AUC大于单独预测(Z=2.231、2.847、
2.905,P<0.05)。结论 血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平升高,与HIE患儿病情进展密切相关,三者联合对

HIE患儿预后预测有一定的价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

value
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

forkhead
 

box
 

protein
 

O1
 

(FOXO1),tissue
 

inhibitor
 

of
 

metalloproteinase
 

2
 

(TIMP-2),and
 

cyclophilin
 

A
 

(CypA)
 

levels
 

in
 

predicting
 

the
 

progression
 

and
 

prognosis
 

of
 

neonatal
 

hypoxic-ischemic
 

encephalopathy
 

(HIE).Methods A
 

total
 

of
 

85
 

neo-
nates

 

with
 

HIE
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

October
 

2022
 

to
 

December
 

2024
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

85
 

healthy
 

full-term
 

neonates
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

HIE,the
 

neonates
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

mild
 

group
 

(31
 

cases),a
 

moderate
 

group
 

(26
 

cases)
 

and
 

a
 

severe
 

group
 

(28
 

cases).According
 

to
 

the
 

prognosis,HIE
 

children
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

good
 

prognosis
 

group
 

(n=55)
 

and
 

a
 

poor
 

prognosis
 

group
 

(n=30).The
 

serum
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Spearman
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

HIE.Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

HIE
 

children.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

serum
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

levels
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

neonates
 

with
 

HIE.Results The
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2
 

and
 

CypA
 

in
 

the
 

observation
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group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

severe
 

group
 

had
 

significantly
 

higher
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

than
 

the
 

mild
 

group
 

and
 

moderate
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

moderate
 

group
 

had
 

significantly
 

higher
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

than
 

the
 

mild
 

group
 

(P<0.05)
 

The
 

serum
 

lev-
els

 

of
 

FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

condition
 

of
 

children(r=0.754,0.529,
0.726,all

 

P<0.001).The
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2
 

and
 

CypA
 

in
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group
 

(P<0.05),and
 

Apgar
 

score
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group
 

(P<0.05).FOXO1,TIMP-2,and
 

CypA
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis(P<0.05).The
 

area
 

un-
der

 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

serum
 

FOXO1,TIMP-2
 

and
 

CypA
 

levels
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

of
 

children
 

alone
 

and
 

in
 

combination
 

were
 

0.896,0.892,0.881
 

and
 

0.976,respectively.The
 

AUC
 

of
 

combined
 

prediction
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

single
 

prediction
 

(Z=2.231,2.847,2.905,P<0.05).Conclusion The
 

serum
 

levels
 

of
 

FOXO1,TIMP-2
 

and
 

CypA
 

are
 

increased,which
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

progression
 

of
 

HIE.The
 

combina-
tion

 

of
 

the
 

three
 

has
 

certain
 

value
 

in
 

predicting
 

the
 

prognosis
 

of
 

HIE.
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  新生儿缺氧缺血性脑病(HIE)是因大脑缺氧引

发的脑损伤疾病,每年约有75万新生儿患有中度或

重度 HIE,其中,约40万新生儿会出现神经发育障

碍,发展中国家的 HIE发病率(1.00%~2.00%)高
于发达国家(0.15%),HIE的病理原因包括氧化应

激、线粒体功能障碍、谷氨酰胺能毒性和细胞凋亡

等[1]。目前,HIE的主流治疗手段是低温治疗(TH),
但约48%的中重度患儿仍然出现严重并发症(中重度

残疾或死亡)[2]。因此,实现 HIE的早期诊断及预后

预测在一定程度上可为改善患儿临床治疗提供参考

依据。叉头框蛋白 O1(FOXO1)是一种重要的转录

因子,通过调节细胞分化和代谢参与生理病理过程,
其可表达于脂肪组织、骨骼肌和肝脏等多种组织[3]。
CAI等[4]发现,HIE大鼠血清 miR-27a水平表达下

调,FOXO1水平表 达 上 调,并 通 过 实 验 证 明 上 调

miR-27a可诱导FOXO1表达下调,抑制炎症因子募

集和免疫细胞浸润,进而减小 HIE大鼠脑梗死面积,
缓解脑水肿,参与疾病进展。因此,FOXO1可能成为

新生儿HIE疾病诊断的辅助指标。作为组织金属蛋

白酶抑制因子(TIMP)家族成员,TIMP-2具有抑制金

属蛋白酶活性的作用,此外,其还可以参与调节细胞

因子样信号传导、生长因子信号传导等相关细胞活

动[5]。相关研究表明,重型颅脑损伤患者血清TIMP-
2呈 高 表 达,是 患 者 预 后 的 危 险 因 素,推 测 上 调

TIMP-2可抑制基质金属蛋白酶活性,进而维持机体

稳态平衡和血脑屏障的完整性[6]。因此推测TIMP-2
可能参与 HIE疾病进展。作为一种胞质蛋白,亲环

素A(CypA)可与其受体CD147结合进而调节多种生

物学功能。据报道,CypA/CD147通路与炎症性疾病

和癌症等多种疾病进展有关[7]。柴孟雨等[8]发现,
CypA在重型颅脑损伤患者血清中过表达,与患者疾

病进展密切相关,可能是CypA通过介导环孢素A调

控受损伤组织炎症反应和免疫应答,进而参与疾病进

展。因此,CypA有成为HIE早期诊断及预后预测的

指标的潜力。但三者联合检测与新生儿 HIE疾病的

关系鲜见报道,本研究通过检测血清FOXO1、TIMP-
2、CypA水平,探讨其与新生儿 HIE疾病进展的关系

及对患儿预后预测的预测价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年10月至2024年12月

本院收治的HIE患儿85例为观察组,选取同期健康

足月新生儿85例为对照组。观察组中男43例,女42
例;胎龄38~40周,平均(38.97±0.56)周;体重

2.8~4.0
 

kg,平均(3.38±0.37)kg;分娩方式:顺产

53例、剖宫产32例;对照组男45例,女40例;胎龄

38~40周,平均(39.02±0.49)周,体重2.5~4.0
 

kg,
平均(3.28±0.46)

 

kg;分娩方式:顺产62例、剖宫产

23例;两组一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。本研究已获本院伦理委员会审

批[批号:2022(年)快审【科】第(46)号]。
纳入标准:(1)符合 HIE相关诊断标准[9];(2)足

月新生儿;(3)自然受孕;(4)单胎妊娠。排除标准:
(1)伴有先天性心脏病、神经发育异常、新生儿肺炎等

疾病;(2)伴有蛛网膜下腔出血、颅内出血等其他脑部

疾病。
1.2 方法

1.2.1 资料收集 对患儿胎龄、性别、体重、分娩方

式、体温、心率、胎儿窘迫、Apgar评分、C反应蛋白、白
蛋白、血肌酐和血尿素氮等临床资料进行收集。
1.2.2 血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平检测 采

用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清 FOXO1、
TIMP-2、CypA水平,ELISA试剂盒均购自武汉菲恩

生物科技有限公司,货号分别为EH1039、EH0295、
EH2918。抽取新生儿股静脉血2

 

mL(出生1
 

h内抽

取),在4
 

℃下以3
 

000
 

r/min离心10
 

min,分离血清。
收集上层血清置于无菌管中(详细标记标本编号、采
集时间、患者信息等),立即存于-80

 

℃环境待测。按

照试剂盒说明书进行实验,最后记录数 据 并 计 算
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FOXO1、TIMP-2、CypA水平。由于标本数量较多且

实验跨越时间较长,血清标本检测分为多次进行,为
确保每批次检测结果的一致性,所有检测均严格按照

试剂盒说明书进行,每次检测均设置标准曲线和质量

控制标本,并通过标准化处理,将每批次的结果校正

到同一标准曲线上。
1.2.3 病情评定 判定标准[9]:(1)轻度为病灶累及

1~2个脑叶;(2)中度为病灶累及3~5个脑叶或<3
个脑叶,但伴有脑出血;(3)重度为病灶累及6~7个

脑叶或<6个脑叶,但伴有>2个病灶脑出血。依据

病情程度将HIE患儿分为轻度组31例、中度组26例

和重度组28例。
1.2.4 预后评定 依据以下项目进行预后评定[10]:
(1)生命体征平稳;(2)肌张力正常;(3)肌张力减弱,
惊厥等神经症状消失;(4)原始反射正常;(5)正常母

乳进食。所有患儿出院后进行为期28
 

d的随访,方式

为电话或门诊随访。记录患者的预后情况。满足第

(1)条和其他4条中的任意1条为好转,满足5条为

痊愈。将好转和痊愈视为预后良好,不满足好转和痊

愈要求的视为预后不良,并将 HIE患儿分为预后良

好组55例和预后不良组30例。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0统计学软件进行

数据处理和分析。计数资料以例数和百分率表示,组
间比较行χ2 检验;呈正态分布的计量资料以x±s表

示,组间比较行t检验,多组比较采用单因素方差分

析,两两比较行SNK-q 检验。采用Spearman相关分

析血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平与患儿病情程度

的关系,采用多因素Logistic回归分析患儿发生预后

不良的影响因素,采用受试者工作特征(ROC)曲线分

析血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平对患儿预后不良

的预测价值。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两 组 血 清 FOXO1、TIMP-2、CypA 水 平 比

较 观察组FOXO1、TIMP-2、CypA水平均高于对照

组(P<0.05)。见表1。
2.2 不同病情 HIE 患 儿 血 清 FOXO1、TIMP-2、
CypA水平比较 重度组FOXO1、TIMP-2、CypA水

平高于轻度组、中度组(P<0.05),中度组FOXO1、
TIMP-2、CypA水平高于轻度组(P<0.05)。见表2。

表1  两组血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平

   比较(x±s,ng/mL)

组别 n FOXO1 TIMP-2 CypA

对照组 85 4.39±0.53 26.43±3.85 68.22±7.36

观察组 85 5.96±0.63 40.07±4.72 93.85±10.03

t -17.582 -20.646 -18.994

P <0.001 <0.001 <0.001

2.3 血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平与患儿病情

程度的相关性分析 血清FOXO1、TIMP-2、CypA水

平与患儿病情均呈正相关(r=0.754、0.529、0.726,
P<0.001)。

表2  不同病情 HIE患儿血清FOXO1、TIMP-2、CypA
   水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n FOXO1 TIMP-2 CypA
轻度组 31 5.31±0.54 37.28±3.96 82.44±9.06
中度组 26 5.87±0.61a 40.36±4.12a 92.87±9.12a

重度组 28 6.76±0.65ab 42.89±4.31ab 107.39±9.38ab

F 43.464 13.687 54.494

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与轻度组比较,aP<0.05;与中度组比较,bP<0.05。

2.4 HIE患儿预后的单因素分析 预后不良组

FOXO1、TIMP-2、CypA水平高于预后良好组(P<
0.05),Apgar评分低于预后良好组(P<0.05),两组

其他指标比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表

3。
表3  HIE患儿预后的单因素分析[x±s或n(%)]

项目
预后良好组

(n=55)
预后不良组

(n=30)
t/χ2 P

FOXO1(ng/mL) 5.64±0.60 6.55±0.64 -6.527<0.001

TIMP-2(ng/mL) 37.29±3.88 45.17±4.83 -8.196<0.001

CypA(ng/mL) 88.19±9.01 104.23±10.83 -7.297<0.001

C反应蛋白(mg/L) 27.56±4.85 29.21±4.33 -1.555 0.124
白蛋白(g/L) 47.53±8.27 48.21±9.05 -0.350 0.727
血肌酐(μm/L) 51.39±6.97 50.24±7.03 0.725 0.471
血尿素氮(mmol/L) 5.44±1.23 5.76±1.29 -1.127 0.263
胎龄(周) 39.04±2.44 38.85±2.31 0.349 0.728
体质量(kg) 3.37±0.39 3.40±0.42 -0.330 0.742

Apgar评分(分) 5.03±1.69 4.22±1.38 2.247 0.027
体温(℃) 37.21±1.19 37.18±1.24 0.109 0.913
心率(次/分) 98.54±9.07 97.86±9.14 0.329 0.743
性别  0.285 0.593

 男 29(52.73) 14(46.67)

 女 26(47.27) 16(53.33)

分娩方式 0.109 0.741

 顺产 35(63.64) 18(60.00)

 剖宫产 20(36.36) 12(40.00)

胎儿窘迫 0.031 0.861

 是 10(18.18) 5(16.67)

 否 45(81.82) 25(83.33)

2.5 HIE患儿预后影响因素的多因素Logistic回归

分析 以是否发生预后不良为因变量(是=1,否=
0),以FOXO1、TIMP-2、CypA水平为自变量,采用逐

步向前法进行多因素Logistic回归分析。结果显示,
FOXO1、TIMP-2、CypA是患儿预后不良的危险因素

(P<0.05)。见表4。
2.6 血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平对 HIE患儿

预后的预测价值 以是否发生预后不良为状态变量,
以FOXO1、TIMP-2、CypA水平单独及联合预测概率
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值为检验变量行 ROC曲线分析。结果显示,血清

FOXO1、TIMP-2、CypA 水平单独及联合预测 HIE
患儿发 生 预 后 不 良 的 曲 线 下 面 积(AUC)分 别 为

0.896、0.892、0.881、0.976,联合预测的AUC大于单

独预测(Z=2.231、2.847、2.905,P<0.05)。见表5。

表4  HIE患儿预后影响因素的多因素Logistic回归分析

影响因素 β SE Waldχ2 OR 95%CI P

FOXO1 0.563 0.205 7.543 1.756 1.175~2.624 0.006

TIMP-2 0.736 0.219 11.301 2.088 1.359~3.207 0.001

CypA 0.637 0.207 9.473 1.891 1.260~2.837 0.002

表5  血清FOXO1、TIMP-2、CypA水平对 HIE患儿预后的预测价值

指标 AUC 95%CI 灵敏度(%) 特异度(%) 最佳临界值 约登指数

FOXO1 0.896 0.820~0.971 83.33 89.09 6.12
 

ng/mL 0.724

TIMP-2 0.892 0.824~0.960 86.67 80.00 39.79
 

ng/mL 0.667

CypA 0.881 0.811~0.950 86.67 70.91 95.20
 

ng/mL 0.576

联合 0.976 0.951~1.000 96.67 89.09 - 0.858

  注:-为此项无数据。

3 讨  论

  HIE的最常见原因是围生期窒息,可引起严重的

脑损伤,是造成新生儿死亡及残疾的主要原因,约
60%的重症HIE患儿可发展为严重残疾,甚至死亡。
HIE常见症状有呼吸困难、癫痫发作、肌张力和反射

异常及意识水平降低等[11]。HIE的诱因是大脑血流

中断造成维持大脑正常运转所需的营养物质和氧气

供应不足,引发主动膜转运受损,诱导膜去极化,谷氨

酸过量表达并聚集在突触间隙,炎症和凋亡通路被激

活,造成神经元死亡,促成疾病进展[12]。TH 是 HIE
的标准治疗手段,其可以降低代谢速率并减缓炎症因

子的聚集,进而抑制程序性细胞死亡的信号通路,最
终达到治疗的效果。但对于很大一部分患儿,治疗后

仍然会出现慢性神经功能损伤[13]。因此,寻找有效指

标用于HIE疾病诊断及预后预测有重要意义。
据报道,FOXO1参与生理病理过程与其修饰有

关,脑缺血损伤主要与FOXO1磷酸化和乙酰化的翻

译后修饰有关,磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B、哺乳

动物无菌20样激酶1、AMP活化蛋白激酶和细胞周

期蛋 白 依 赖 激 酶 1 等 通 路 参 与 FOXO1 的 磷 酸

化[14-15]。相关研究表明,FOXO1磷酸化可抑制脂联

素信号传导,与神经功能缺损有关[16]。本研究结果与

上述研究类似,本研究中,FOXO1在 HIE患儿血清

中呈高表达,随病情的加重,其水平持续升高,且与患

者病情呈正相关,提示FOXO1参与 HIE疾病进展,
与病情程度密切相关,推测缺氧缺血条件下,FOXO1
活性增加并发生核易位,促使FOXO1大量聚集于损

伤组织,核因子-кВ(NF-κB)等炎症通路被激活,炎症

因子 大 量 释 放,促 使 神 经 元 损 伤,进 而 加 重 脑

损伤[17-18]。

TIMP-2是调节细胞外基质周转的重要因子,参
与炎症反应和细胞分化、增殖及死亡等多种细胞活

动。下调TIMP-2可通过介导 NF-κB通路调控细胞

凋亡和炎症反应[19]。据报道,TIMP-2具有抑制血管

内皮生长因子引起的血管高通透性的作用,在内皮细

胞中,TIMP-2与α3β1整合素结合介导类固醇受体辅

激活因子通路抑制血管内皮钙黏蛋白(VE-cadherin)
磷酸化,VE-cadherin/catenin复合物分离,VE-cad-
herin被内化,进而发挥保护血脑屏障的作用[20]。既

往研究表明,TIMP-2在脑缺血/再灌注损伤(CIR)小
鼠脑组织中表达上调,与神经修复相关[21-22]。本研究

发现,TIMP-2在 HIE患儿血清中呈高表达,随病情

的加重,其水平持续升高,且与患者病情呈正相关,提
示TIMP-2参与 HIE疾病进展,与病情程度密切相

关,推测上调 TIMP-2可激活 NF-κB/Nod样受体蛋

白3相关炎症信号,脑组织中炎症因子大量募集,神
经细胞凋亡,神经元受损,促进疾病进展[22]。
CypA在T细胞活化、蛋白质折叠和运输中发挥

重要作用。损伤应激可诱导CypA释放到细胞外环

境,并参与炎症反应和细胞生长[23]。据报道,凋亡诱

导因子(AIF)/CypA复合物在多种急性脑损伤的动

物模型中发挥致病作用,AIF与CypA结合后,转位

到细胞核,接受凋亡刺激,通过胱天蛋白酶(caspase)
非依赖机制诱导染色质凝聚和细胞死亡,进而促成疾

病进展[24]。本研究发现,CypA在HIE患儿血清中呈

高表达,随病情的加重,其水平持续升高,且与患者病

情呈正相关,提示CypA参与 HIE疾病进展,在一定

程度可反映病情严重程度,推测激活 CypA 表达,
CypA与 AIF结合后发生核转位,通过caspase非依

赖机制诱导神经细胞凋亡,促成疾病进展[25]。多因素
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Logistic回归分析表明,FOXO1、TIMP-2、CypA是患

儿预后不良的危险因素,提示血清FOXO1、TIMP-2、
CypA水平与患儿预后密切相关,可增加患儿不良预

后的风 险。进 一 步 ROC 曲 线 分 析 表 明,FOXO1、
TIMP-2、CypA对 HIE患儿预后具有良好的预测价

值,联合预测效果更优,提示联合检测可以更全面反

映HIE患儿不良预后的情况。
综上 所 述,HIE 患 儿 血 清 FOXO1、TIMP-2、

CypA水平升高,与患儿病情进展相关,三者联合对患

儿预后具有良好的预测价值。本研究纳入样本量不

足,对患儿的随访时间较短,后期需扩大样本量,探索

血清FOXO1、TIMP-2、CypA与影像学参数间的相关

性,并延长随访时间以评估患儿的远期预后,进一步

增加研究的完整性。
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