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  摘 要:目的 探讨急性缺血性脑卒中(AIS)患者外周血单个核细胞(PBMCs)中核苷酸结合寡聚化结构

域样受体蛋白3(NLRP3)炎性小体的表达及其临床意义。方法 选取2016年1月至2020年1月在该院就诊

的AIS患者185例为观察组,另选同期门诊体检健康者50例为对照组。观察组患者依据美国国立卫生研究院

卒中量表(NIHSS)评分分为轻度组(59例)、中度组(62例)和重度组(64例),依据改良的Rankin量表评分

(mRS评分)分为预后良好组(143例)和预后不良组(42例)。测定并比较各亚组间NLRP3
 

mRNA相对表达

水平的差异,评价其对AIS患者预后不良的预测价值。结果 与对照组比较,观察组PBMCs
 

NLRP3、半胱氨

酸蛋白酶1(Caspase-1)
 

mRNA相对表达水平及蛋白表达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。AIS不同

严重程度组间PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相对表达水平及IL-1β、IL-18水平比较,重度组最高,中度组

次之,轻度组最低,差异均有统计学意义(P<0.05)。预后不良组患者NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相对表达水

平及IL-1β、IL-18水平高于预后良好组,差异有统计学意义(P<0.05)。AIS患者外周血PBMCs
 

NLRP3
 

mR-
NA相对表达水平与Caspase-1

 

mRNA、IL-1β、IL-18呈正相关(r=0.760,P<0.001;r=0.712,P<0.001;r=
0.640,P=0.008),也与NIHSS和 mRS评分呈正相关(r=0.730,P<0.001;r=0.690,P<0.001)。受试者

工作特征曲线分析显示,NLRP3
 

mRNA相对表达水平预测 AIS的曲线下面积为0.894(95%CI:0.821~
0.967),当最佳临界值为1.84时,其预测AIS患者预后不良的灵敏度和特异度分别为81.08%和82.50%,其

预测效能优于mRS和NIHSS评分。结论 NLRP3炎性小体参与了AIS的炎症级联放大,对于AIS患者预后

不良的预测,具有一定的临床应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

NLRP3
 

inflammatory
 

cor-
puscles

 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMCs)
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

ischemic
 

stroke
 

(AIS).Methods
 A

 

total
 

of
 

185
 

patients
 

with
 

AIS
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

ob-
servation

 

group
 

and
 

50
 

healthy
 

outpatients
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

patients
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

group(59
 

cases),moderate
 

group(62
 

cases)
 

and
 

severe
 

group
(64

 

cases)
 

according
 

to
 

the
 

National
 

Institutes
 

of
 

Health
 

Stroke
 

Scale(NIHSS)
 

score.According
 

to
 

the
 

modi-
fied

 

Rankin
 

scale
 

score
 

(mRS
 

score),they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

good
 

prognosis
 

group(143
 

cases)
 

and
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group(42
 

cases).The
 

differences
 

in
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3
 

mRNA
 

among
 

the
 

sub-
groups

 

were
 

measured
 

and
 

compared,and
 

its
 

predictive
 

value
 

for
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

AIS
 

patients
 

was
 

evalu-
ated.Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3
 

and
 

Caspase-1
 

mR-
NA

 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

PBMCs
 

of
 

the
 

observation
 

group
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statisti-
cally

 

significant(P<0.05).Comparison
 

of
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,Caspase-1
 

mRNA
 

and
 

IL-
1β

 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

PBMCs
 

among
 

the
 

different
 

severity
 

groups
 

of
 

AIS
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

severe
 

group,
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followed
 

by
 

the
 

moderate
 

group,and
 

the
 

lowest
 

in
 

the
 

mild
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant(P<0.05).The

 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,Caspase-1
 

mRNA
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

the
 

poor
 

prognosis
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

good
 

prognosis
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statis-
tically

 

significant(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3
 

mRNA
 

in
 

PBMCs
 

of
 

AIS
 

patients
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

Caspase-1
 

mRNA,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

(r=0.760,P<0.001;r=0.712,P<0.001;r=
0.640,P=0.008),it

 

was
 

also
 

positively
 

correlated
 

with
 

NIHSS
 

and
 

mRS
 

scores
 

(r=0.730,P<0.001;r=
0.690,P<0.001).The

 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

for
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

NLRP3
 

mRNA
 

to
 

predict
 

the
 

prognosis
 

of
 

AIS
 

was
 

0.894(95%CI:0.821-
0.967).When

 

the
 

best
 

cut-off
 

value
 

was
 

1.84,the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

for
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

of
 

AIS
 

patients
 

were
 

81.08%
 

and
 

82.50%
 

respectively,and
 

its
 

predictive
 

power
 

was
 

better
 

than
 

mRS
 

and
 

NIH-
SS

 

scores.Conclusion The
 

NLRP3
 

inflammasome
 

corpuscle
 

participates
 

in
 

the
 

inflammation
 

cascade
 

of
 

AIS,
which

 

has
 

certain
 

clinical
 

application
 

value
 

for
 

predicting
 

the
 

poor
 

prognosis
 

of
 

AIS
 

patients.
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  根据最新的中国脑卒中防治报告显示,脑卒中是

造成我国居民致残和死亡的主要原因之一,并且随着

我国人口老年化的进展,其发病率呈明显上升趋

势[1]。其中,急性缺血性脑卒中(AIS)占据了所有脑

卒中病例的80%,针对AIS的防治,显得尤为重要[2]。
近年来,相关研究显示,机体炎性反应的激活与放大

是AIS发生与进展的重要因素[3],因此,抑制炎性反

应作为AIS免疫治疗的手段之一,是临床研究的重要

方向。核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3(NL-
RP3)炎性小体及下游信号通路的激活是机体炎性反

应持续及放大的重要原因之一,该信号通路与众多炎

症性疾病的发生、进展密切相关,如自身免疫性疾病、
恶性肿瘤、动脉粥样硬化等[4-6]。有研究显示,NLRP3
炎性小体的激活可产生炎症级联反应,引起组织细胞

损伤及器官功能不全,主要信号通路包括促进下游白

细胞介素(IL)-1β和IL-18的合成与分泌,激活半胱

氨酸蛋白酶1(Caspase-1)焦亡通路[7]。AIS的发生、
发展与机体炎性反应密切相关,而其体内 NLRP3炎

性小体表达水平如何,目前少见报道,现将研究结果

报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2020年1月本

院收治的185例AIS患者作为观察组,并选择同期门

诊体检健康者50例为对照组。入选标准:所有观察

组患者均满足AIS的诊断标准[8]。排除标准:既往已

存在严重肝肾功能不全的患者;合并自身免疫系统疾

病的患者;合并脑出血的患者;合并恶性肿瘤的患者。
依据美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)对观察

组患者病情严重程度进行评分,并根据评分结果将其

分为3组,NIHSS评分≤4分为轻度组(59例);NIH-
SS评分5~15分为中度组(62例);NIHSS评分≥l6
分为 重 度 组 (64 例)。根 据 改 良 的 Rankin 量 表

(mRS)评分对患者临床预后进行评估,将其分为预后

良好组(143例)与预后不良组(42例)。观察组185

例中 男 102 例、女 83 例,年 龄 56~78 岁、平 均

(67.1±9.5)岁,体质量指数19.0~26.4
 

kg/m2、平均

(22.9±2.8)kg/m2,有吸烟史92例;对照组50例中

男28例、女22例,年龄54~75岁、平均(65.8±8.9)
岁,体质量指数19.3~26.0

 

kg/m2、平均(22.6±3.0)
kg/m2,有吸烟史24例。观察组与对照组性别、年龄、
体质量指数、吸烟史比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。该研究征得了患者及家属书面

知情同意,并经医院伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 外 周 血 单 个 核 细 胞(PBMCs)NLRP3 和

Caspase-1
 

mRNA相对表达水平的检测 在一试管中

加入2
 

mL人外周血淋巴细胞分离液,同时在EDTA
抗凝管加入静脉血2

 

mL。将静脉血加入淋巴细胞分

离液中,混匀后以3
 

000
 

r/min离心5
 

min,用毛细吸

管吸出细胞,得到PBMCs。在各组PBMCs试管中加

入1
 

mL
 

Trizol(美国Invitrogen公司),提取总RNA,
采用美国赛默飞公司 Thermo

 

Scientific
 

NanoDrop
 

One超微量紫外-可见光分光光度计测定RNA水平。
然后进行RNA反转录,其方法按反转录试剂盒(美国

赛默飞公司)说明书进行。将反转录产物进行PCR
反应,依据荧光定量PCR试剂盒说明书(美国赛默飞

公司)建立25
 

μL反应体系,包括经焦碳酸二乙酯处

理的水17.5
 

μL、10×Taq缓冲液2.5
 

μL、氯化镁2.0
 

μL、脱氧核糖核苷三磷酸混合物0.5
 

μL、上下游引物

各0.5
 

μL、Tap酶0.5
 

μL。反应条件参考相关文献

[9]。结果以GAPDH为内参,计算相应基因 mRNA
的相对表达水平。
1.2.2 PBMCs

 

NLRP3、Caspase-1蛋白表达水平的

检测 提取各组PBMCs总蛋白,测定蛋白水平。按

参考文 献[10]方 法 进 行 免 疫 印 迹,检 测 NLRP3、
Caspase-1蛋白表达水平。方法简述如下:取50

 

μg蛋

白于电泳分离、转膜、封闭,孵育一抗 NLRP3抗体

(1∶400)、Caspase-1抗体(1∶400)及抗 GAPDH 抗
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体(1∶500)过夜。次日孵育二抗(1∶10
 

000),测定蛋

白条带灰度值,计算目的条带与GAPDH灰度比值。
1.2.3 外周血IL-1β和IL-18的检测 采用酶联免

疫吸附试验法检测各组外周血IL-1β和IL-18水平,
具体操作见试剂盒说明书(上海信帆生物公司)。简

要步骤如下:取各组研究对象空腹静脉血4
 

mL,制备

样品;设置标准孔和空白孔,标准孔加入不同浓度样

品,空白孔仅加入显色液和终止液;经室温孵育、洗涤

后,加入抗体工作液(每孔100
 

μL)、显色液(每孔100
 

μL)、终止液(每孔50
 

μL),最后测定各组A450 值。
1.3 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件对数据

进行分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,2
组间比较采用t检验,多组间比较采用单因素方差分

析。计数资料以频数表示。采用Pearson相关进行相

关性分析。采用受试者工作特征曲线(ROC曲线)计
算各评价指标的曲线下面积(AUC)、最佳临界值、灵
敏度及特异度。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 观察组与对照组 PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相对表达水平及蛋白表达水平比较 与对照

组比较,观察组PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相

对表达水平及蛋白表达水平升高,差异有统计学意义

(P<0.05),见图1、图2。

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图1  观察组与对照组PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA
相对表达水平比较

2.2 不同严重程度 AIS患者间 PBMCs
 

NLRP3、
Caspase-1

 

mRNA相对表达水平及IL-1β、IL-18水平

比较 轻度组、中度组、重度组患者间PBMCs
 

NL-
RP3、Caspase-1

 

mRNA相对表达水平及IL-1β、IL-18
水平比较,重度组最高,中度组次之,轻度组最低,差
异均有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1  不同严重程度AIS患者间PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相对表达水平及IL-1β、IL-18水平比较(x±s)

组别 n NLRP3
 

mRNA Caspase-1
 

mRNA IL-1β(pg/mL) IL-18(pg/mL)
轻度组 59 1.56±0.20 1.54±0.15 24.32±5.16 30.23±6.20
中度组 62 1.81±0.22a 1.83±0.18a 30.20±6.05a 38.22±6.16a

重度组 64 2.10±0.24ab 2.06±0.20ab 39.30±6.24ab 45.41±7.03ab

F 91.920 130.500 102.800 84.070
P 0.001 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。

  注:A为免疫印迹检测 NLRP3、Caspase-1蛋白表达水平,B为观

察组与对照组 NLRP3、Caspase-1蛋白表达水平柱状图;与对照组比

较,*P<0.05。

图2  观察组与对照组PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1蛋白

表达水平比较

2.3 不同预后AIS患者间PBMCs
 

NLRP3、Caspase-

1
 

mRNA相对表达水平及IL-1β、IL-18水平比较 预

后不良组患者PBMCs
 

NLRP3、Caspase-1
 

mRNA相

对表达水平及IL-1β、IL-18水平均高于预后良好组,
差异均有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2  不同预后AIS患者间NLRP3、Caspase-1
 

mRNA
相对表达水平及IL-1β、IL-18水平比较(x±s)

组别 n
NLRP3

 

mRNA
Caspase-1

 

mRNA
IL-1β
(pg/mL)

IL-18
(pg/mL)

预后良好组 143 1.85±0.25 1.80±0.22 32.40±6.15 37.30±6.20
预后不良组 42 2.10±0.20 2.08±0.23 38.58±6.85 44.10±6.80
t 5.942 7.177 5.577 6.112
P 0.001 0.001 0.001 0.001

2.4 相关性分析 Pearson相关性分析显示,AIS患

者PBMCs
 

NLRP3
 

mRNA相对表达水平与Caspase-
1

 

mRNA、IL-1β、IL-18呈 正 相 关(r=0.760,P<
0.001;r=0.712,P<0.001;r=0.640,P=0.008),
也与NIHSS评分和 mRS评分呈正相关(r=0.730,
P<0.001;r=0.690,P<0.001)。
2.5 PBMCs

 

NLRP3
 

mRNA相对表达水平、mRS和
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NIHSS评分对AIS患者预后不良的预测价值 ROC
曲线分析显示,PBMCs

 

NLRP3
 

mRNA相对表达水

平、mRS和 NIHSS评分预测 AIS患者预后不良的

AUC为 0.894(95%CI
 

0.821~0.967)、0.780
(0.626~0.934)和0.783(0.708~0.858),最佳临界

值为1.84、3.70分和14.20分,灵敏度为81.08%、
78.57%和68.57%,特异度为82.50%、73.68%和

73.42%。NLRP3
 

mRNA相对表达水平预测AIS患

者预后不良的效能优于 mRS、NIHSS评分的预测效

能。见图3、表3。

图3  NLRP3
 

mRNA相对表达水平及 mRS、NIHSS评分

预测AIS患者预后不良的ROC曲线

表3  各指标评估AIS患者预后不良的ROC曲线分析

项目 AUC(95%CI) P
最佳

临界值

灵敏度

(%)
特异度

(%)

NLRP3
 

mRNA 0.894(0.821~0.967)<0.001* 1.84 81.08 82.50
mRS评分 0.780(0.626~0.934)<0.001* 3.70分 78.57 73.68
NIHSS评分 0.783(0.708~0.858)<0.001* 14.20分 68.57 73.42

  注:与AUC=0.5比较,*
 

P<0.001。

3 讨  论

随着我国人口老龄化进程的加快,AIS已成为导

致我国居民致死和致残的重要疾病之一,并且发生率

呈逐年上升趋势。目前,对于 AIS病情及预后的评

估,临床常采用NIHSS和 mRS评分等,但该方法往

往存在一定的滞后性。近年来,随着相关研究的不断

深入,有学者发现炎性反应的激活参与了 AIS的发

生、发展过程。NLRP3炎性小体作为炎性反应的重

要启动因子,其与AIS患者病情及预后的关系如何,
目前,少见相关研究报道。

免疫炎性小体的激活是促进下游炎症级联反应

的启动因子之一,在免疫炎性小体分类方面,NLRP3
是重要成员之一,参与了天然免疫系统的构建[11]。
NLRP3在细胞及动物实验中,研究较为广泛而深入,
它可激活下游Caspase-1/IL-1β及IL-18通路,是促进

炎性反应的重要信号通路之一
 [12]。相关研究显示,

NLRP3相关通路的激活与炎症性疾病的发生、发展

密切相关,同时其可作为潜在的治疗靶点[9]。本研究

结果显示,AIS患者机体NLRP3及相关下游信号通

路呈激活状态,主要表现为PBMCs
 

NLRP3、Caspase-

1
 

mRNA 相对表达水平及蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)。随着 AIS患者病情的进展,患者 PB-
MCs

 

NLRP3及相关下游信号通路进行性升高或激

活。为进一步明确PBMCs
 

NLRP3
 

mRNA相对表达

水平与NIHSS评分及相关炎性细胞因子的关系,通
过相关性分析,结果显示 AIS患者PBMCs

 

NLRP3
 

mRNA相对表达水平与 NIHSS评分及下游炎性细

胞因子水平呈正相关(P<0.05),提示AIS患者外周

血NLRP3炎性小体水平越高,其病情越危重。外周

血NLRP3炎性小体水平升高引起AIS的发生、进展,
可能与多种因素相互作用有关。有研究证实,外周血

NLRP3炎性小体可直接促进低密度脂蛋白的氧化及

脂质的过氧化,引起氧自由基生成明显增加,从而损

伤内皮细胞,导致内皮素及炎性因子的释放,促进了

动脉粥样硬化的形成,从而导致脑卒中的发生[13]。其

次,外周血NLRP3炎性小体可激活体内血小板,促进

血小板的黏附与聚集,导致血栓形成[14]。
为进一步分析外周血NLRP3炎性小体与AIS患

者预后的关系,将AIS患者分为预后良好组与预后不

良组,分析这2组中PBMCs
 

NLRP3
 

mRNA相对表

达水平的差异。本研究结果显示,预后不良组PB-
MCs

 

NLRP3
 

mRNA相对表达水平高于预后良好组

(P<0.05),同时与 mRS评分呈正相关(P<0.05),
提示外周血NLRP3炎性小体水平可有效地反映AIS
患者临床预后,ROC曲线分析也显示其对 AIS患者

预后不良的预测价值较高。对于炎症性疾病的有效

治疗,是困扰临床的重大问题,所以抑制NLRP3及相

关下游通路激活可能是相关新药研究的重要方向[15]。
综上所述,NLRP3炎性小体与 AIS的病情进展

密切相关。通过检测外周血NLRP3炎性小体表达水

平,可有效地评估AIS患者病情严重程度及预后。但

本研究也存在一定的局限性,由于AIS患者样本量偏

少,需要进一步加大样本量,采取多中心联合的方式

对外周血NLRP3炎性小体预测AIS患者病情严重程

度及预后的临床价值做进一步的研究。
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社区门诊也可将 NLR作为 T2DM 患者监测早期肾

损伤的参考指标。
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