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  摘 要:目的 探讨血清 miR-30b、miR-199a在新生儿缺氧缺血性脑病(HIE)患儿中的表达及意义。
方法 选择2018年1月至2020年6月该院收治的HIE患儿90例,其中轻度组29例、中度组36例、重度组25
例,选取同期在该院出生的足月健康新生儿30例作为对照组。比较各组血清miR-30b、miR-199a表达水平,以

及神经功能和神经损伤指标水平。随访1年,根据预后分为预后良好组和预后不良组,分析影响HIE患儿预后

的因素。结果 随HIE病情的加重,患儿的血清miR-30b、miR-199a表达水平越低(P<0.05);预后不良组的

血清miR-30b、miR-199a表达水平明显低于预后良好组(P<0.05)。miR-30b≥0.85、miR-199a≥1.25是 HIE
患儿不良预后的保护因素(P<0.05)。结论 HIE患儿血清miR-30b、miR-199a表达异常降低,其表达水平与

神经损伤程度和患儿预后相关,血清miR-30b≥0.85、miR-199a≥1.25是HIE患儿预后不良的保护因素。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

serum
 

miR-30b
 

and
 

miR-199a
 

in
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

hypoxic-ischemic
 

encephalopathy
 

(HIE).Methods Ninety
 

cases
 

of
 

HIE
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

June
 

2020
 

were
 

selected,including
 

29
 

cases
 

in
 

the
 

mild
 

group,36
 

cases
 

in
 

the
 

moderate
 

group
 

and
 

25
 

cases
 

in
 

the
 

severe
 

group.Contemporaneous
 

30
 

full-term
 

healthy
 

newborns
 

born
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-30b
 

and
 

miR-199,nerve
 

function
 

and
 

levels
 

of
 

nerve
 

injury
 

indexes
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups.The
 

follow
 

up
 

lasted
 

for
 

1
 

year,the
 

pa-
tients

 

were
 

divided
 

into
 

the
 

good
 

prognosis
 

group
 

and
 

poor
 

prognosis
 

group
 

according
 

to
 

the
 

prognosis,and
 

the
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

HIE
 

were
 

analyzed.Results With
 

the
 

disease
 

was
 

aggravated,the
 

serum
 

miR-30b
 

and
 

miR-199a
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

HIE
 

were
 

lower
 

(P<0.05).The
 

serum
 

miR-30b
 

and
 

miR-199a
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group
 

were
 

significant-
ly

 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group
 

(P<0.05).miR-30b≥0.85,
 

miR-199a≥1.25
 

were
 

the
 

pro-
tective

 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

HIE
 

(P<0.05).Conclusion The
 

serum
 

miR-
30b

 

and
 

miR-199a
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

HIE
 

are
 

abnormally
 

reduced,their
 

expression
 

levels
 

are
 

correlated
 

with
 

the
 

nerve
 

injury
 

degree
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients,serum
 

miR-30b≥0.85
 

and
 

miR-199a≥1.25
 

are
 

the
 

protective
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

of
 

the
 

neonatal
 

patients
 

with
 

HIE.
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  新生儿缺氧缺血性脑病(HIE)是导致新生儿死

亡及神经系统发育障碍的重要因素。有研究表明,约
有50%的脑瘫患儿是由于 HIE所引起[1]。目前研究

发现,早期对 HIE进行治疗能够改善 HIE患儿预
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后[2],因此寻找HIE早期诊断的生物学标志物具有重

要意义。微小RNA(miRNA)是一类具有调控功能的

内源性小 RNA 分子,参与机体多种生理、病理过

程[3]。研究表明,miR-30b、miR-199a在神经系统疾

病中存在异常表达,与神经系统病变有密切关系[4-6]。
神经元特异性烯醇化酶(NSE)、S100B蛋白、信号素

3A(SEM3A)、纤溶酶原激活物抑制剂-1(PAI-1)均是

与神经系统疾病有密切关系的蛋白[7-9]。但目前关于

血清 miR-30b、miR-199a表达水平与 HIE患儿神经

损伤和预后的关系鲜有报道。本研究拟探讨血清

miR-30b、miR-199a在HIE患儿中的表达及意义,现
报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年1月至2020年6月本

院收治的 HIE患儿90例。纳入标准:(1)符合 HIE
的诊断标准[10];(2)足月出生儿,胎龄37~42周;(3)
母体妊娠期间无严重并发症。排除标准:(1)先天性

颅脑畸形者;(2)伴有颅内出血者;(3)合并脑组织感

染者;(4)合并会影响研究结果的其他系统疾病者。
根据患儿病情程度将其分为轻度组29例、中度组36
例、重度组25例。另选择同期在本院出生的足月健

康新生儿30例作为对照组。各组基线资料比较差异

无统计学意义(P>0.05),具有可比性,见表1。入组

新生儿家属均了解本研究内容并签署知情同意书,本
研究经本院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 检测标本采集及保存 于分娩后24
 

h内采集

所有受试新生儿外周静脉血4
 

mL,在室温条件下静

置10
 

min后,以4
 

000
 

r/min离心10
 

min,离心半径

为12
 

cm,分离血清,并将分离的血清编号保存在-20
 

℃冰箱中。
1.2.2 血清 miR-30b、miR-199a表达水平检测 应

用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测血清

miR-30b、miR-199a表达水平。取新生儿外周静脉血

血清1
 

mL,应用Trizol法提取血清总RNA,Trizol试

剂购自美国Invitrogen公司(生产批号20190392),应
用分光光度计测量样品浓度,再应用Taq

 

Man
 

RT
 

kit
(日本Takara公司生产,批号:190284)进行反转录,
提取总RNA。应用TaqMan

 

microRNA
 

assay(广州

锐博生物公司生产,批号190528)进行扩增反应,以
U6为内参,引物序列由广州锐博有限公司合成,见表

2。反应体系:cDNA底物1.33
 

μL,TaqMan
 

2×Uni-
versal

 

PCR
 

Master
 

Mix
 

10.00
 

μL,TaqMan
 

microR-
NA

 

assay
 

1.00
 

μL,ddH2O
 

7.67
 

μL。反应条件:95
 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,共计45个循环,每
个指标设置3个复孔重复3次,完成后通过2-ΔΔCt 法

计算miR-30b、miR-199a表达水平。
表1  各组基线资料比较

组别 n 男/女(n/n)
胎龄

(x±s,周)
出生体质量

(x±s,kg)
剖宫产

[n(%)]

轻度组 29 15/14 39.54±0.93 2.87±0.43 9(31.03)

中度组 36 19/17 39.37±0.91 2.85±0.47 13(36.11)

重度组 25 13/12 39.55±0.89 2.88±0.45 8(32.00)

对照组 30 15/15 39.87±0.98 2.83±0.47 10(33.33)

χ2 或F 1.314 1.861 0.926 2.018

P 0.871 0.761 0.942 0.752

表2  miR-30b、miR-199a及内参U6的引物序列

指标 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

miR-30b CGGTATCATTTGGCAGTGTCT GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-199a AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC GGGGTCATTGATGGCAACAATA

U6 ATGGACTATCATATGCTTACCGTA CGCTTCACAAATTTGCGTGTC

1.2.3 血清NSE、S100B蛋白、SEM3A、PAI-1水平

检测 取剩余血清中1
 

mL应用电化学发光法测定血

清NSE水平,测定仪器为罗氏ELecsys2017电化学

发光仪,试剂盒购自罗氏公司,批号:180359J;应用酶

联免疫吸附试验测定血清S100B蛋白、SEM3A、PAI-
1水平,试剂盒购自上海纪宁实业有限公司,批号:

180719、180213、181104。严格按照试剂盒说明书进

行操作。

1.2.4 神经功能评估 于出生后30
 

d应用新生儿

20项行为神经(NBNA)评分[11]评估所有受试新生儿

的神经功能,该评分系统包括一般评估3项、行为能

力6项、肌张力8项、原始反射3项,共20项,总分40
分,评分越高表明神经功能越好。

1.2.5 随访及预后评估 所有HIE患儿以门诊复查

的形式随访1年,观察记录患儿神经发育情况。根据

患儿预后情况将其分为预后良好组和预后不良组。
患儿无神经系统异常、无智力缺陷为预后良好;存在

脑瘫、癫痫等神经系统疾病、智力缺陷或死亡则为预

后不良。

1.3 统计学处理 采用SPSS28.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,多组数据

比较应用单因素方差分析,两组数据比较应用t 检
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验;计数资料以n(%)表示,比较采用χ2 检验;应用二

分类转化后的
 

Cochran
 

Armitage趋势检验进行趋势

检验(统计量为
 

Cochran
 

Armitage趋势χ2);应用

Pearson相关分析两变量之间的相关性;应用多因素

Logistic回归分析HIE患儿不良预后的影响因素;以
P<0.05为差异有统计学意义。

 

2 结  果

2.1 各组血清 miR-30b、miR-199a表达水平及神经

功能、神经损伤指标水平比较 HIE患儿的血清

miR-30b、miR-199a表达水平及 NBNA 评分低于对

照组(P<0.05);趋势检验显示病情越重,HIE患儿

的血清 miR-30b、miR-199a表达水平及 NBNA评分

越低(P<0.05)。HIE患儿的NSE、S100B、SEM3A、
PAI-1水平高于对照组(P<0.05);趋势检验显示病

情越重,HIE患儿的 NSE、S100B、SEM3A、PAI-1水

平越高(P<0.05)。见表3、4。HIE患儿血清 miR-
30b、miR-199a及 内 参 U6

 

qRT-PCR 扩 增 曲 线 见

图1~3。
表3  各组血清 miR-30b、miR-199a表达水平

   比较(x±s)

组别 n miR-30b miR-199a

重度组 25 0.71±0.18abc 0.96±0.25abc

中度组 36 0.86±0.24ab 1.36±0.33ab

轻度组 29 1.04±0.26a 1.54±0.29a

对照组 30 1.21±0.25 1.73±0.33

F 6.826 8.281

P <0.001 <0.001

χ2趋势检验 7.593 10.271

P趋势检验 <0.001 <0.001

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

相比,cP<0.05。

2.2 HIE患儿血清 miR-30b、miR-199a表达与神经

功能及神经损伤指标水平的相关性 Pearson相关分

析显示,HIE患儿血清 miR-30b表达与NSE、S100B、
SEM3A、PAI-1水平呈负相关(r<0,P<0.05),与
NBNA评分呈正相关(r>0,P<0.05);血清 miR-
199a表达与NSE、S100B、SEM3A、PAI-1水平呈负相

关(r<0,P<0.05),与NBNA评分呈正相关(r>0,
P<0.05)。见表5。
2.3 不同预后HIE患儿血清 miR-30b、miR-199a表

达及神经功能、神经损伤指标水平比较 共87例患

儿完成随访,失访3例,根据患儿预后情况将其分为

预后良好组60例,预后不良组27例。预后不良组的

血清 miR-30b、miR-199a表达水平及 NBNA评分明

显低于预后良好组,NSE、S100B、SEM3A、PAI-1水

平则明显高于预后良好组,差异均有统计学意义(P<
0.05),见表6。

图1  miR-30b
 

qRT-PCR扩增曲线

图2  miR-199a
 

qRT-PCR扩增曲线

图3  U6
 

qRT-PCR扩增曲线

表4  各组血清神经功能及神经损伤指标水平比较(x±s)

组别 n NSE(g/L) S100B(ng/L) SEM3A(ng/mL) PAI-1(pg/mL) NBNA评分(分)

重度组 25 50.17±10.27abc 128.27±28.18abc 57.11±19.28abc 115.28±29.27abc 29.16±0.95abc

中度组 36 28.17±8.11ab 91.62±23.91ab 45.92±12.82ab 92.29±25.16ab 32.86±1.07ab

轻度组 29 14.27±3.36a 79.25±18.11a 32.10±8.16a 78.26±18.76a 34.82±0.97a

·5692·国际检验医学杂志2022年12月第43卷第24期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,December
 

2022,Vol.43,No.24



续表4  各组血清神经功能及神经损伤指标水平比较(x±s)

组别 n NSE(g/L) S100B(ng/L) SEM3A(ng/mL) PAI-1(pg/mL) NBNA评分(分)

对照组 30 5.51±1.67 52.72±16.92 18.27±3.83 59.83±14.85 39.08±0.89

F 19.971 12.816 18.296 13.279 10.285

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

χ2趋势检验 22.017 15.281 23.027 14.118 12.072

P趋势检验 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与轻度组相比,bP<0.05;与中度组相比,cP<0.05。

表5  HIE患儿血清 miR-30b、miR-199a表达与神经功能

   及神经损伤指标水平的相关性

指标
miR-30b

r P

miR-199a

r P

NSE -0.402 0.008 -0.412 0.011

S100B -0.389 0.004 -0.382 0.009

SEM3A -0.539 <0.001 -0.428 <0.001

PAI-1 -0.423 <0.001 -0.562 <0.001

NBNA评分 0.472 0.003 0.418 0.008

2.4 影响HIE患儿预后的多因素Logistic回归分析

 建立多因素非条件 Logistic回归模型,以本研究

HIE患儿为样本,HIE患儿的预后情况为因变量(预
后良好=0,预后不良=1),以表6中差异有统计学意

义的指标为自变量,并以所有 HIE患儿各指标均值

为临界值(根据实际情况适当取整),将各指标转化成

二分类变量,赋值见表7。回归采用逐表后退法,
α进=0.05,α退=0.10。回归结果显示:NSE≥35

 

g/L、
S100B≥100

 

ng/L、SEM3A≥45
 

ng/mL、PAI-1≥100
 

pg/mL是 HIE 患 儿 预 后 不 良 的 危 险 因 素 (P<
0.05),miR-30b≥0.85、miR-199a≥1.25、NBNA评

分≥32分则是 HIE患儿预后不良的保护因素(P<
0.05),见表7。

表6  不同预后 HIE患儿血清 miR-30b、miR-199a表达及神经功能、神经损伤指标水平比较(x±s)

组别 n miR-30b miR-199a
NSE
(g/L)

S100B
(ng/L)

SEM3A
(ng/mL)

PAI-1
(pg/mL)

NBNA评分

(分)

预后良好组 60 0.94±0.28 1.42±0.27 23.01±12.07 88.89±23.23 41.43±13.29 87.41±31.23 33.05±1.43

预后不良组 27 0.75±0.20 1.06±0.31 44.08±12.14 116.57±30.50 51.22±20.24 108.37±20.52 30.96±0.91

t 3.274 5.633 7.725 4.763 2.741 3.288 13.103

P 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.007 0.001 <0.001

表7  影响 HIE患儿预后的多因素Logistic回归分析

指标 赋值 β SE Wald
 

χ2 P OR OR 的95%CI

常数 - 0.135 0.063
 

4.653
 

0.031
 

- -

miR-30b ≥0.85=0,<0.85=1 -0.335 0.132
 

6.419
 

0.011
 

0.715
 

0.552~0.927

miR-199a ≥1.25=0,<1.25=1 -0.443 0.155
 

8.166
 

0.004
 

0.642
 

0.474~0.870

NSE <35
 

g/L=0,≥35
 

g/L=1 0.749 0.167
 

20.227
 

<0.001
 

2.115
 

1.526~2.931

S100B <100
 

ng/L=0,≥100
 

ng/L=1 0.460 0.123
 

14.025
 

<0.001
 

1.584
 

1.245~2.015

SEM3A <45
 

ng/mL=0,≥45
 

ng/mL=1 0.186 0.090
 

4.285
 

0.038
 

1.205
 

1.010~1.436

PAI-1 <100
 

pg/mL=0,≥100
 

pg/mL=1 0.290 0.121
 

5.773
 

0.016
 

1.337
 

1.055~1.693

NBNA ≥32分=0,<32分=1 -0.208 0.058
 

12.877
 

<0.001
 

0.812
 

0.725~0.910

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  HIE是导致新生儿神经系统功能障碍和残疾的

严重疾病,其致残率和致死率均较高,患儿常遗留共

济失调、脑瘫、癫痫和智力障碍等后遗症,不仅给患儿

的健康带来严重的威胁,也给家庭和社会带来了沉重

的负担。HIE的早期诊断并及时对患儿的神经损伤

程度进行判断,有助于降低患儿病死率,改善预后。
目前临床上对于HIE的诊断主要包括颅脑超声检查、
头颅CT检查、脑干听觉诱发电位检查及血清学检测

等[12]。其中血清学检测具有操作简单、诊断迅速、可
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重复观察的优点,并且血清学指标的动态变化可以反

映疾病发展情况,受到临床医生的青睐。

miRNA是一类单链非编码RNA,可以在组织和

血液中稳定存在。研究表明,miRNA可以与靶基因

的3'非编码序列结合,调控基因表达[13]。目前已有研

究发现,在新生儿 HIE发生、发展中存在 miRNA的

异常表达,影响 HIE的发展和患儿的预后[14]。PA-
GACZ等[15]报道,当脑组织缺氧后有23种 miRNA
表达上调、32种miRNA表达下调。miR-30b和miR-
199a均 是 与 大 脑 神 经 功 能 密 切 相 关 的 miRNA。

SONG等[16]研究指出,miR-30b可以通过调控多种蛋

白和信号通路影响大脑突触功能,进而影响阿尔茨海

默病患者的认知功能,并在大脑神经退行性病变的发

生、发展中起到重要作用。miR-199a与大脑神经功能

及组织缺氧有密切关系。TIAN等[17]报道,miR-199a
具有促进血管内皮新生的功能。LE等[18]研究指出,

miR-199a下降可以引起血管内皮功能失调,并导致血

流供应障碍。SUN 等[19]报道,当组织发生缺氧时,

miR-199a表达水平显著降低,引起组织中缺氧诱导因

子水平升高。本研究结果发现,HIE患儿血清 miR-
30b、miR-199a低表达,并与HIE的病情密切相关,病
情越重,患儿血清miR-30b、miR-199a表达水平越低,
推测当发生HIE时,脑组织缺氧缺血,导致 miR-30b、

miR-199a水平降低。miR-30b可以通过调控信号通

路影响与神经功能相关的蛋白,加重神经元损伤,而
miR-199a则可能通过引起血管内皮功能失调,引起脑

组织血流供应障碍,加重患儿脑组织损伤。
本研究结果还发现,HIE患儿的 NSE、S100B、

SEM3A、PAI-1水平高于对照组;趋势检验显示病情

越重,HIE患儿的 NSE、S100B、SEM3A、PAI-1水平

越高。NSE主要存在于神经细胞的胞质内及神经内

分泌组织中,与神经系统的增殖、分化和代谢有密切

关系[20]。S100B是一类特异性钙结合蛋白,主要存在

于中枢神经系统垂体前叶细胞和星形胶质细胞中[21]。
当发生 HIE 时,神 经 细 胞 发 生 缺 氧 损 伤,血 清 内

NSE、S100B水平升高[22]。SEM3A是一种以半胱氨

酸富集区域为特征的分泌型蛋白,具有调控神经轴突

生长、发育的功能[23]。PAI-1是一种促进血栓形成的

因子,与心脑血管疾病的发生有密切关系[24]。笔者推

测,当发生HIE时,脑血管发生缺血缺氧,PAI-1水平

升高,并进一步引起脑血管内皮损伤,促进微血栓形

成[25]。而HIE患儿SEM3A水平升高可能是一种代

偿性升高,表明此时神经元受到损伤。通过 NBNA
评分可以了解新生儿行为能力,并能早期发现颅脑损

伤。NBNA评分由20项内容组成,评分越低表明神

经功能受损越严重[26]。本研究 HIE患儿 NBNA评

分低于对照组,趋势检验显示病情越重,HIE患儿

NBNA评分越低,表明 患 儿 神 经 功 能 受 损 也 逐 渐

加重。

KHANDELWAL 等[27] 研 究 报 道 SEM3A 是

miR-30b的调控靶基因。而LUCA等[28]报道PAI-1
是miR-199a的调控靶基因。本研究中,HIE患儿血

清miR-30b表达与SEM3A 水平呈负相关,也提示

miR-30b水平降低后可能导致其对SEM3A的抑制作

用降低,导致SEM3A水平升高。miR-199a表达与血

清PAI-1水平呈负相关,则提示 miR-199a水平降低

后可能导致其对PAI-1抑制作用降低,PAI-1水平升

高,促进血栓形成从而促进 HIE的发展。另外,HIE
患儿血清miR-30b表达与NSE、S100B、PAI-1水平呈

负相关,与 NBNA评分呈正相关;血清 miR-199a表

达与NSE、S100B、SEM3A水平呈负相关,与 NBNA
评分呈正相关。这也提示 miR-30b、miR-199a、NSE、
S100B、SEM3A、PAI-1可能共同参与了 HIE的发生

和发展,其具体机制仍有待于今后深入研究。
本研究多因素分析得出:NSE≥35

 

g/L、S100B≥
100

 

ng/L、SEM3A≥45
 

ng/mL、PAI-1≥100
 

pg/mL
是HIE患儿预后不良的危险因素(P<0.05),miR-
30b≥0.85、miR-199a≥1.25、NBNA评分≥32分则

是HIE患儿预后不良的保护因素(P<0.05),提示通

过对HIE患儿血清 miR-30b、miR-199a表达水平进

行观测,可以为HIE患儿的预后评估提供一定依据。
综上所述,本研究发现,HIE患儿血清 miR-30b、

miR-199a表达水平异常降低,且患儿神经损伤程度越

严重 其 表 达 水 平 越 低。miR-30b、miR-199a、NSE、

S100B、SEM3A、PAI-1可能共同参与了 HIE的发生

和发展。血清miR-30b、miR-199a的表达水平对HIE
的诊断和预后判断具有一定参考价值。
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