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  摘 要:目的 分析血清闭合蛋白(Occludin)作为血脑屏障损伤的重要标志物,在诊断急性缺血性脑卒中

(AIS)、评估疾病严重程度、出血性转化以及预测患者短期预后中的临床价值。方法 回顾性分析2019年2月

至2021年2月在该院首次确诊AIS患者共118例作为观察组,发病时间小于72
 

h;选择同期健康体检者90例

作为对照组。采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清 Occludin水平。结果 与对照组比较,观察组血清

Occludin水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.001)。根据入院美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评

分将观察组分为轻度51例(0~<7分)、中度45例(7~<16分)和重度22例(≥16分),与轻度患者相比,中重

度患者血清Occludin水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.001)。治疗后22~36
 

h经颅脑CT或者 MRI
检查确诊出血性转化15例和无出血103例。与无出血患者相比,出血患者血清Occludin水平显著升高,差异

有统计学意义(P<0.001)。根据治疗90
 

d改良Rankin量表(mRS)评分将患者分为预后良好组89例(0~<3
分)和预后不良组29例(3~6分),与预后良好组相比,预后不良组血清Occludin水平显著升高,差异有统计学

意义(P<0.001)。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析显示,血清Occludin诊断AIS的曲线下面积(AUC)
为0.869,临界值为2.88

 

ng/mL;诊断中重度AIS的AUC值为0.801,临界值为4.43
 

ng/mL;诊断出血性转化

的AUC值为0.779,临界值为4.95
 

ng/mL;预测不良结局的AUC值为0.732,临界值为5.19
 

ng/mL。采用多

因素Logistic回归分析发现,年龄≥65岁、NIHSS评分≥7分、出血、血清Occludin≥4.0
 

ng/mL是预后不良的

独立危险因素(P<0.05)。结论 AIS患者血清Occludin水平往往早期升高,与疾病诊断、严重程度、出血性

转化以及患者短期预后密切相关,可作为指导临床应用的重要生化标志物。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

clinical
 

values
 

of
 

serum
 

occludin,as
 

an
 

important
 

marker
 

of
 

blood-
brain

 

barrier
 

injury,in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

acute
 

ischemic
 

stroke
 

(AIS),assessment
 

of
 

disease
 

severity,hemor-
rhagic

 

transformation
 

and
 

prediction
 

of
 

short-term
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

118
 

patients
 

with
 

AIS
 

diag-
nosed

 

for
 

the
 

first
 

time
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

February
 

2019
 

to
 

February
 

2021,with
 

an
 

onset
 

time
 

of
 

less
 

than
 

72
 

hours,were
 

taken
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

were
 

retrospectively
 

analyzed.At
 

the
 

same
 

time,90
 

healthy
 

people
 

were
 

chosen
 

as
 

the
 

control
 

group.Enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

serum
 

occludin
 

level.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

serum
 

occludin
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).According
 

to
 

the
 

Na-
tional

 

Institutes
 

of
 

Health
 

Stroke
 

Scale
 

(NIHSS)
 

score
 

at
 

admission,the
 

observation
 

group
 

was
 

divided
 

into
 

51
 

patients
 

of
 

mild
 

(0-<7
 

points),45
 

patients
 

of
 

moderate
 

(7-<16
 

points)
 

and
 

22
 

patients
 

of
 

severe
 

(≥16
 

points).Compared
 

with
 

mild
 

patients,the
 

serum
 

occludin
 

levels
 

of
 

moderate
 

and
 

severe
 

patients
 

were
 

signifi-
cantly

 

higher,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).After
 

22-36
 

hours
 

of
 

treatment,15
 

pa-
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tients
 

of
 

hemorrhagic
 

transformation
 

and
 

103
 

patients
 

of
 

non-bleeding
 

were
 

confirmed
 

by
 

brain
 

CT
 

or
 

MRI
 

ex-
amination.Compared

 

with
 

the
 

patients
 

without
 

bleeding,the
 

serum
 

occludin
 

level
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

bleeding
  

significantly
 

increased
 

(P<0.001).According
 

to
 

the
 

modified
 

Rankin
 

Scale(mRS)
 

score
 

after
 

90
 

days
 

of
 

treatment,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

89
 

patients
 

with
 

good
 

prognosis
 

(0-<3
 

points)
 

and
 

29
 

patients
 

with
 

poor
 

prognosis
 

(3-6
 

points).Compared
 

with
 

the
 

patients
 

with
 

good
 

prognosis,the
 

serum
 

occludin
 

level
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

poor
 

prognosis
 

was
 

significantly
 

higher,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).
Receiver

 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

serum
 

oc-
cludin

 

in
 

diagnosis
 

of
 

AIS
 

was
 

0.869,and
 

the
 

cut
 

off
 

value
 

was
 

2.88
 

ng/mL.The
 

AUC
 

of
 

serum
 

occludin
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

moderate
 

to
 

severe
 

AIS
 

was
 

0.801,and
 

the
 

cut
 

off
 

value
 

was
 

4.43
 

ng/mL.The
 

AUC
 

of
 

serum
 

occludin
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

hemorrhagic
 

transformation
 

was
 

0.779,and
 

the
 

cut
 

off
 

value
 

was
 

4.95
 

ng/mL.
The

 

AUC
 

for
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

was
 

0.732,and
 

the
 

cut
 

off
 

value
 

was
 

5.19
 

ng/mL.Multivariate
 

Logis-
tic

 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

age≥65
 

years
 

old,NIHSS
 

score≥7,bleeding
 

and
 

serum
 

occludin
 

≥
 

4.0
 

ng/mL
 

were
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis(P<0.05).Conclusion Serum
 

occludin
 

levels
 

in
 

AIS
 

patients
 

tend
 

to
 

rise
 

early,and
 

it
 

closely
 

relates
 

to
 

the
 

disease
 

diagnosis,severity,hemorrhagic
 

transformation
 

and
 

short-term
 

prognosis,and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

an
 

important
 

biochemical
 

marker
 

to
 

guide
 

clinical
 

application.
Key

 

words:acute
 

ischemic
 

stroke; occludin; hemorrhagic
 

transformation; prognosis; marker

  缺血性脑卒中目前仍然是全世界范围内引起死

亡的主要脑血管疾病,即使存活患者仍会残留一定程

度的神经功能缺失,患者的生活能力降低[1]。临床诊

断仍以症状体征联合颅脑CT或者 MRI检查为主,但
是以上方法不能反映疾病的发生内在机制,也不能作

为评估疾病严重程度和判断患者预后的主要依据[2]。
研究发现,脑组织内外以及外周血液循环中异常表达

的靶向生化标志物可能参与了急性缺血性脑卒中

(AIS)的发生和发展过程[3]。其中,血脑屏障的结构

和功能损伤是 AIS发生的主要病理机制[4]。脑组织

闭合蛋白(Occludin)在血脑屏障损伤过程中可大量表

达并释放入脑脊液和血液循环中,Occludin被证实与

急性创伤性脑损伤的严重程度相一致[5]。但是,Oc-
cludin与AIS之间的关系尚不十分清楚。此外,既往

多数研究仅单纯探讨血清生化标志物与 AIS预后之

间的关系,忽略了AIS与出血性转化之间的关系。出

血性转化作为AIS急性期和亚急性期较常见的继发性

病理改变,往往影响临床治疗效果以及患者生存预

后[6]。因此,本研究主要探讨血清 Occludin作为血脑

屏障损伤的重要标志物,在诊断AIS、评估疾病严重程

度、出血性转化以及预测患者短期预后的临床价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年2月至2021年2月在

本院首次确诊为AIS的患者共118例作为观察组,其
中男68例,女50例,年龄48~79岁,平均(64.3±
9.6)岁。纳入标准:(1)年龄大于18岁;(2)符合AIS
的诊断标准,发病时间小于72

 

h,入院90
 

min内完成

CT或者 MRI检查;(3)根据指南推荐进行综合治疗;
(4)取得患者的知情同意权,符合医学伦理学要求,临
床和随访资料完整。排除标准:(1)出血性脑卒中、脑
肿瘤、脑外伤或者创伤、脑血管畸形;(2)严重心、肺、
肝、肾等功能障碍,凝血功能异常,自身免疫性疾病;

(3)严重精神性疾病,如抑郁症;(4)外周血管性疾病,
如下肢深静脉血栓形成。选择同期体检健康者90例

作为对照组,其中男47例,女43例,年龄45~76岁,
平均(62.9±8.5)岁。两组性别和年龄比较,差异无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。
1.2 方法

1.2.1 观察指标 首先比较观察组与对照组血清

Occludin水平,然后观察组患者根据入院美国国立卫

生研究院卒中量表(NIHSS)评分 分 为 轻 度51例

(0~<7分)、中度45例(7~<16分)和重度22例

(≥16分),比较组间血清Occludin水平;观察组患者

治疗后22~36
 

h经颅脑CT或者 MRI检查确诊出血

性转化15例和无出血103例,比较组间血清 Occlu-
din水平;观察组患者根据治疗90

 

d改良Rankin量表

(mRS)评分分为预后良好89例(0~<3分)和预后不

良29例(3~6分),比较预良好与预后不良患者间血

清Occludin水平。然后利用受试者工作曲线(ROC)分
析血清Occludin水平诊断AIS、中重度AIS、出血性转

化以及不良预后的效能。最后,比较观察组预后良好与

不良患者的临床资料和血生化指标,并利用多因素Lo-
gistic回归分析筛选不良预后的独立危险因素。
1.2.2 生化指标检测 采集入组者外周静脉血浆5

 

mL于抗凝管中,经室温静置和3
 

000
 

r/min离心处理

15
 

min,取上清液分装后于-80
 

℃保存集中送检。采

用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清 Occludin水

平,试剂购自美国Sigma公司,严格按照说明书步骤

进行,产品批号为20182632,酶标仪检测450
 

nm波长

的吸光度比值作为结果,重复检测2次并取平均值。
德国罗氏诊断仪检测血常规,凝血功能仪CLUSS检

测纤维蛋白原(FIB)。
1.2.3 临床治疗 根据患者的发病时间、临床症状

以及影像学检查综合评估疾病严重程度,结合指南[7]
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推荐进行恰当的干预,包括非再灌注治疗如抗血小

板、他汀类药物、活血化瘀中药及对症治疗,再灌注治

疗如静脉溶栓和血管内介入治疗。NIHSS和 mRS
评分均由两名经验丰富的神经内科医师独立判断,结
果取平均值。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计学软件进行

数据处理。计量资料以x±s表示,两组间比较采用

独立样本t检验;计数资料以例数或百分率表示,两
组间比较采用方差分析,组间比较采用χ2 检验;绘制

受试者工作特征(ROC)曲线分析血清 Occludin的诊

断效能,以曲线下面积(AUC)表示;采用多因素Lo-
gistic回归分析筛选不良预后的危险因素,采用逐步

后退法。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 组间血清 Occludin水平的比较 与对照组比

较,观察组血清 Occludin水平显著升高,差异有统计

学意义(P<0.001)。与轻度 AIS患者相比,中重度

AIS患者血清Occludin水平显著升高,差异有统计学

意义(P<0.001)。与无出血AIS患者相比,出血AIS

患者血清Occludin水平显著升高,差异有统计学意义

(P<0.001)。与预后良好患者相比,预后不良患者血

清Occludin水平显著升高,差异有统计学意义(P<
0.001)。
2.2 血清Occludin的诊断效能 将观察组与对照组

血清 Occludin作为诊断指标,AIS作为诊断结果,
ROC曲线分析结果显示,血清 Occludin诊断AIS的

AUC值为0.869,临界值为2.88
 

ng/mL。将观察组

轻度与中重度患者血清Occludin作为诊断指标,中重

度AIS作为诊断结果,ROC曲线分析结果显示,血清

Occludin诊断中重度 AIS的 AUC值为0.801,临界

值为4.43
 

ng/mL。将观察组中出血转化与未出血患

者血清Occludin作为诊断指标,出血性转化作为诊断

结果,ROC曲线分析显示,血清Occludin诊断出血性

转化的AUC值为0.779,临界值为4.95
 

ng/mL。将

观察组预后良好与不良患者血清Occludin作为诊断

指标,预后不良作为诊断结果,ROC曲线分析显示,
血清Occludin预测不良结局的AUC值为0.732,临
界值为5.19

 

ng/mL。见表1和图1。

表1  血清Occludin的诊断效能

诊断结果 AUC 95%CI P 灵敏度(%) 特异度(%) 临界值(ng/mL)

AIS 0.869 0.779~0.935 <0.001 75.8 70.9 2.88
中重度AIS 0.801 0.701~0.897 0.001 69.8 63.5 4.43
出血性转化 0.779 0.689~0.834 0.001 66.2 60.4 4.95
预后不良 0.732 0.653~0.801 0.003 60.3 54.8 5.19

2.3 AIS预后不良的危险因素 首先进行单因素分

析发现,预后不良患者年龄≥65分、NIHSS评分≥7
分、出血、血清 Occludin≥4.0

 

ng/mL、FIB≥4.0
 

g/
L、中性粒细胞百分比≥70.0%的比例明显高于预后

良好患者,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。然

后对差异具有统计学意义的临床因素进行多因素Lo-
gistic回归分析发现,年龄≥65岁、NIHSS评分≥7
分、有出血、血清 Occludin≥4.0

 

ng/mL是预后不良

的独立危险因素(P<0.05)。见表3。
表2  AIS预后不良的单因素分析(n)

因素
预后良好

(n=89)
预后不良

(n=29)
χ2 P

性别(n) 0.095 0.758

 男 52 16

 女 37 13

年龄(岁) 5.050 0.025

 <65 49 9

 ≥65 40 20

糖尿病(n) 0.316 0.574

 无 69 21

 有 20 8

高血压(n) 0.405 0.525

续表2  AIS预后不良的单因素分析(n)

因素
预后良好

(n=89)
预后不良

(n=29)
χ2 P

 无 58 17

 有 31 12

NIHSS评分(分) 4.071 0.044

 <7 74 19

 ≥7 15 10

再灌注治疗(n) 0.092 0.761

 无 64 20

 有 25 9

出血性转化(n) 16.424<0.001

 无 84 19

 有 5 10

FIB(g/L) 6.386 0.012

 <4.0 68 15

 ≥4.0 21 14

中性粒细胞百分比(%) 5.259 0.022

 <70.0 61 13

 ≥70.0 28 16

Occludin(ng/mL) 5.664 0.017

 <4.0 59 12

 ≥4.0 30 17
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图1  ROC分析血清Occludin的诊断效能

表3  AIS预后不良的多因素Logistic回归分析

因素 β Wald P OR 95%CI

年龄(≥65岁
 

vs.
 

<65岁) 0.029 4.326 0.031 1.326 1.124~1.768

NIHSS评分(≥7分
 

vs.
 

<7分) 0.049 5.968 0.016 1.489 1.235~1.968

出血性转化(有
 

vs.
 

无) 0.065 7.385 0.005 1.523 1.298~2.053

血清Occludin(≥4.0
 

ng/mL
 

vs.
 

<4.0
 

ng/mL) 0.033 5.023 0.024 1.398 1.201~1.659

FIB(≥4.0
 

g/L
 

vs.
 

<4.0
 

g/L) 0.019 2.635 0.452 1.052 0.536~1.524

中性粒细胞百分比(≥70.0%
 

vs.
 

<70.0%) 0.020 2.968 0.563 1.015 0.487~1.435

3 讨  论

本研究提出了血清Occludin表达升高与AIS的

发生、严重程度、出血性转化以及不良预后直接相关,
可作为血脑屏障损伤的重要标志物,对AIS的早期诊

断以及预后评估具有重要的临床应用价值,有较好的

创新性。目前,单纯依靠颅脑影像学表现诊断AIS往

往具有一定的滞后性,而且相同的影像学表现可能产

生差异较大的临床结局,提示AIS具有较大的临床异

质性[8]。因此,迫切需要一种客观、准确的检查方法

辅助影像学检查用于诊断AIS。
血液生物标志物往往可以反映不同疾病的发生

内在机制或者规律,是临床诊断的重要工具。有研究

发现,血液基质金属蛋白酶-9、细胞纤维连接蛋白、
S100钙结合蛋白B、神经元特异性烯醇化酶等多种生

化标志物与脑源性疾病的发生和发展有关[9]。如果

能找到仅在AIS发生过程中出现的特异性血清标志

物,将大大改善 AIS的诊断准确性。本研究结果显

示,AIS患者血清 Occludin水平显著高于体检健康

者,并且AIS中重度患者血清 Occludin水平显著高

于轻度患者,出血患者血清Occludin水平显著高于无

出血患者,预后不良患者血清Occludin水平显著高于

良好患者。充分证实了AIS患者血清Occludin水平

升高与疾病发生、严重程度、出血转化以及预后结局

密切相关。有文献证实,血脑屏障的破坏是AIS发生

的主要病理特征之一,能够引发和加重脑组织缺血、
神经损伤、脑水肿以及继发性出血的风险[10]。而Oc-
cludin是血脑屏障紧密连接的重要组成部分,参与维

持其结构和功能的完整性[11]。动物模型和人体临床

研究均证实血清 Occludin异常表达是血脑屏障损伤

的主要生化标志物,参与了多种脑源性疾病如创伤性

脑损伤、脑炎等的发生和发展[12-14]。该研究同样提示

血清 Occludin表达升高与 AIS的发生也有紧密联

系。在脑缺血发作后,Occludin可以从脑微血管中释

放入血和脑脊液,在外周循环中可以检测到,在血液

中浓度较稳定,不易被代谢;而且在疾病早期即可在

血液中检测到Occludin,有较好的灵敏度[15-16]。
本研究进一步采用 ROC曲线分析,发现血清

Occludin诊断 AIS的 AUC值为0.869,临界值为

2.88
 

ng/mL;诊断中重度AIS的AUC值为0.801,临
界值为4.43

 

ng/mL;诊断出血性转化的 AUC值为

0.779,临界值为4.95
 

ng/mL;预测不良结局的AUC
值为0.732,临界值为5.19

 

ng/mL。提示血清Occlu-
din诊断AIS有较好的应用价值,灵敏度和特异度均

较好,根据获得的临界值有助于指导临床医生更加方

便、快捷地识别高危患者,提供恰当的临床治疗策略,
进而改善临床预后。最后,本研究采用多因素Logis-
tic回归分析发现,年龄≥65岁、NIHSS评分≥7分、
出血性转化、血清Occludin≥4.0

 

ng/mL是预后不良

的独立危险因素(P<0.05)。同样证实了血清 Oc-
cludin升高与AIS患者短期预后不良直接相关。

本研究重点分析了 AIS继发出血性转化的病理

过程,出血性转化是AIS患者死亡风险增加的重要并

发症之一。有研究表明,出血性转化的主要机制是血

脑屏障的破坏,而再灌注治疗可增加血脑屏障的破

坏,进而导致出血性转化的发生[17]。本研究结果显

示,出血性转化患者的血清Occludin水平显著高于无
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出血患者,提示血清Occludin升高与出血性转化密切

相关,有助于指导临床医生早期判断出血性转化的发

生风险,血清 Occludin升高可能早于颅脑影像学表

现。血脑屏障受损是AIS后继发脑水肿的主要原因,
进而引发炎症级联反应,加重神经功能缺失和预后不

良[18]。血清Occludin水平可以反映脑卒中患者血脑

屏障的损伤程度,影响患者的临床预后[19]。在 AIS
早期(发病后24

 

h内),血清 Occludin水平反映了血

脑屏障损伤的严重程度;24
 

h后随着疾病的进展以及

临床的干预,可能影响 Occludin的表达,如机体的新

陈代谢、血脑屏障的损伤修复[20]。因此,需要动态监

测血清Occludin水平变化规律,寻找最佳的检测时间

点以服务于临床实践。
综上所述,AIS患者血清Occludin水平往往在疾

病早期升高,与疾病诊断、严重程度、出血性转化以及

患者短期预后密切相关,可作为指导临床应用的重要

生化标志物。当然,本研究也有一定的局限性:如样

本量和观察时间有限,回顾性分析的临床干扰因素可

能较多,因此,需要更大样本量的临床前瞻性对照研

究进一步分析血清Occludin与AIS之间的内在联系

和相关机制。
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