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  摘 要:目的 检测脑出血患者血清中微小RNA-331-3p(miR-331-3p)和核苷酸结合寡聚化结构域样受体

蛋白6(NLRP6)的表达水平,探讨两者表达水平与患者疾病严重程度及神经损伤的关系。方法 本研究选取

2016年5月至2018年5月于该院神经外科诊治的92例脑出血患者作为观察组,同期进行健康体检的92例健

康体检者作为对照组,抽取观察组和对照组清晨空腹状态下的静脉血,采用实时荧光定量聚合酶链式反应(RT-
PCR)检测各组中miR-331-3p和NLRP6的表达水平,比较两者在各组间的差异,根据血肿体积和美国国立卫

生研究院卒中量表(NIHSS)评分评定脑出血的严重程度和神经受损程度,并进行分组,比较各组血清 miR-331-
3p和NLRP6的表达水平,Pearson法分析观察组血清 miR-331-3p和NLRP6表达水平与血肿体积和NIHSS
评分的相关性,及血清miR-331-3p与NLRP6表达水平的相关性。结果 与对照组相比,观察组 miR-331-3p
的表达水平降低,NLRP6表达水平升高(P<0.05);大血肿患者 miR-331-3p表达水平低于中、小血肿患者,重

型患者miR-331-3p表达水平低于中、轻型患者;大血肿患者NLRP6表达水平高于中、小血肿患者,重型患者

NLRP6表达水平高于中、轻型患者,差异有统计学意义(P<0.05);脑出血患者的血清miR-331-3p表达水平与

血肿体积和NIHSS评分呈负相关(r=-0.539,P<0.05;r=-0.597,P<0.05),NLRP6表达水平与血肿体

积和NIHSS评分呈正相关(r=0.738,P<0.05;r=0.705,P<0.05);血清 miR-331-3p与NLRP6呈负相关

(r=-0.483,P<0.05)。结论 随着脑出血患者病情和神经损伤的加重,miR-331-3p表达水平逐渐降低,NL-
RP6表达水平逐渐升高,两者共同参与脑出血患者的脑出血和神经受损过程,可能作为脑出血临床治疗的靶点。

关键词:脑出血; 微小RNA-331-3p; 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白6; 神经损伤

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2023.02.019 中图法分类号:R743.34
文章编号:1673-4130(2023)02-0227-05 文献标志码:A

The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

in
 

the
 

serum
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease
 

and
 

nerve
 

damage
 

of
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage
DU

 

Jiangfeng,WU
 

Yao,XIANG
 

Xiang,WANG
 

Feng,ZHANG
 

Lingdang,LI
 

Ji△

Department
 

of
 

Neurosurgery,Three
 

Gorges
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Chongqing
 

University,Chongqing
 

404000,China
Abstract:Objective To

 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

microRNA-331-3p
 

(miR-331-3p)
 

and
 

nucleotide
 

binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

6
 

(NLRP6)
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage,
and

 

to
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

two
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

patient's
 

dis-
ease

 

and
 

nerve
 

damage.Methods Ninety
 

two
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

three
 

gorges
 

hospital
 

from
 

May
 

2016
 

to
 

May
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

92
 

healthy
 

per-
sons

 

who
 

received
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

venous
 

blood
 

of
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

collected
 

in
 

the
 

early
 

morning
 

on
 

an
 

empty
 

stomach.
Real-time

 

fluorescence
 

quantification
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

in
 

each
 

group,and
 

to
 

compare
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

two
 

in
 

each
 

group.According
 

to
 

the
 

hematoma
 

volume
 

and
 

the
 

National
 

Institutes
 

of
 

Health
 

Stroke
 

Scale
 

(NIHSS)
 

score,
the

 

severity
 

of
 

cerebral
 

hemorrhage
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

neurological
 

damage
 

were
 

evaluated,and
 

the
 

patients
 

were
 

grouped,the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

in
 

each
 

group
 

were
 

compared,Pearson
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

expression
 

levels
 

and
 

he-
matoma

 

volume
 

and
 

NIHSS
 

score
 

in
 

the
 

observation
 

group,and
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

expression
 

levels.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-331-3p
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

NLRP6
 

increased,the
 

difference
 

was
 

statistical-
ly

 

significant
 

(P<0.05);the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-331-3p
 

in
 

patients
 

with
 

large
 

hematoma
 

was
 

lower
 

than
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that
 

in
 

patients
 

with
 

medium
 

and
 

small
 

hematoma,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-331-3p
 

in
 

patients
 

with
 

se-
vere

 

hematoma
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

mild
 

and
 

moderate
 

hematoma;the
 

expression
 

level
 

of
 

NL-
RP6

 

in
 

patients
 

with
 

large
 

hematoma
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

medium
 

and
 

small
 

hematoma,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

NLRP6
 

in
 

patients
 

with
 

severe
 

hematoma
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

moder-
ate

 

and
 

mild
 

hematoma,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);serum
 

miR-331-3p
 

expression
 

level
 

in
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage
 

was
 

significantly
 

negatively
 

correlated
 

with
 

hematoma
 

volume
 

and
 

NIHSS
 

score
 

(r=-0.539,P<0.05;r=-0.597,P<0.05),and
 

NLRP6
 

expression
 

level
 

was
 

positively
 

cor-
related

 

with
 

hematoma
 

volume
 

and
 

NIHSS
 

score
 

(r=0.738,P<0.05;r=0.705,P<0.05);there
 

was
 

a
 

signifi-
cant

 

negative
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-331-3p
 

and
 

NLRP6
 

(r=-0.483,P<0.05).Conclusion With
 

the
 

ag-
gravation

 

of
 

the
 

condition
 

and
 

nerve
 

injury
 

of
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage,the
 

expression
 

of
 

miR-331-3p
 

gradually
 

decreases,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

NLRP6
 

gradually
 

increases.Both
 

of
 

them
 

participate
 

in
 

the
 

process
 

of
 

cerebral
 

hemorrhage
 

and
 

nerve
 

damage
 

in
 

patients
 

with
 

cerebral
 

hemorrhage,which
 

may
 

be
 

the
 

tar-
get

 

of
 

clinical
 

treatment
 

of
 

cerebral
 

hemorrhage.
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  脑出血是常见多发的神经系统脑血管疾病,也是

发病率、致残率和死亡率高的中风亚型,占全球所有

中风的10%~20%,30
 

d内死亡率在30%~50%,即
使是幸存者也经常会导致脑损伤和严重的神经功能

障碍,给家庭和社会带来沉重的负担[1-2]。因此,了解

脑出血诱导的脑损伤和神经损伤的潜在机制有利于

减轻脑损伤并改善脑出血后的神经功能恢复。目前,
研究证实了脑出血后的炎症反应参与了脑损伤[3]。
微小RNA(miRNA)是一种小型、非编码的调节性

RNA,与目标 mRNA配对可抑制 mRNA的翻译过

程,或导致mRNA的降解,且在血清中稳定存在,在
疾病的诊断和治疗中发挥重要作用。miR-331-3p是

miR-331家族成员之一,对其的研究主要专注于癌症

中,最近几年的研究发现,miR-331-3p在病理生理变

化中异常表达,与炎症反应相关,具有潜在的神经保

护作用[4]。核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族

(NLRs)是一种主要的先天免疫传感器,调节炎症反

应信号通路,近年来关于 NLR在神经损伤方面的研

究越来越多[5]。核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋

白6(NLRP6)是 NLR家族的一员,参与炎症性疾病

和宿主防御机制,其表达在许多生理和病理过程中受

到严格调控[6]。在小鼠中的研究表明,miR-331-3p和

NLRP6在脑出血的炎症反应中具有重要作用,但其在

脑出血患者血清中的表达水平及与患者病情严重程度

及神经损伤的关系目前尚未被研究[7]。因此,本研究检

测脑出血患者血清中miR-331-3p和NLRP6的表达水

平,初步探讨了其表达水平与病情严重程度及神经损伤

的关系,旨在为临床制订新的治疗措施提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究选取2016年5月至2018年

5月于本院神经外科诊治的92例脑出血患者作为观

察组,其中男50例,女42例,年龄25~75岁,平均

(50.26±11.56)岁。同时,选取同期体检的92例体

检健康者为对照组,其中男44例,女48例,年龄30~

78岁,平均(51.76±12.09)岁。纳入标准:(1)所有患

者在发病后24
 

h内入院治疗,经颅脑CT检查确认出

现出血灶;(2)符合《中国脑血管病防治指南》[8]中的

诊断标准;(3)临床资料齐全。排除标准:(1)含潜在

血管病变、凝血功能受损和肿瘤出血的患者;(2)近1
个月内发生感染的患者;(3)头部外伤造成出血的患

者;(4)合并其他神经系统疾病的患者。本研究取得

了本院伦理委员会的批准,并获得了对照组和患者本

人及亲属的书面知情同意。
1.2 方法

1.2.1 标本采集与保存 采集观察组和对照组清晨

空腹状态下的静脉血5
 

mL,在4
 

℃条件下3
 

000×g
离心10

 

min后,从血液中分离出血清后分装到无菌

的离心管内,在-80
 

℃保存至测定。
1.2.2 实时荧光定量聚合酶链反应(RT-PCR)检测

miR-331-3p和 NLRP6的表达水平 根据试剂盒的

说明书,使用TRIzol(货号:10296028,购于赛默飞世

尔科技有限公司)从观察组和对照组的血清中提取总

RNA。然后取0.5~1.0
 

μL的 RNA 使用 Prime-
ScriptM

 

RT
 

Reagent
 

Kit(货号:RR037A,购于日本

TaKaRa公司)根据试剂盒说明书进行反转录反应,获
得cDNA保存于-20

 

℃备用。以cDNA为模板,使
用 TB

 

Green􀅹 Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ
 

Kit(货 号:
RR820A,购于购于日本 TaKaRa公司)在 ABI7500
荧光定量系统上进行实时RT-PCR分析。定量引物

使用Primer5.0软件设计,分别以 U6和GAPDH作

miR-331-3p和NLRP6的内参基因,引物序列见表1,
引物干粉由上海生工生物公司合成。采用2-ΔΔct法分

析各组表达水平,计算步骤为:(1)计算对照组6个复

孔的miR-331-3p或NLRP6
 

ct的平均值,ct
 

miR-331-
3p或NLRP6对照组=ct对照组-miR-331-3p或NL-
RP6

 

ct的平均值,ct
 

miR-331-3p或NLRP6观察组=
ct观察组-miR-331-3p或 NLRP6

 

ct的平均值;(2)
同样的方法计算出ct内参对照组和ct内参观察组;

·822· 国际检验医学杂志2023年1月第44卷第2期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2023,Vol.44,No.2



(3)计算ct
 

miR-331-3p或 NLRP6对照组=ct
 

miR-
331-3p或 NLRP6对照组-ct内参对照组,ct

 

miR-
331-3p或NLRP6观察组=ct

 

miR-331-3p或NLRP6

观察组-ct内参观察组;(4)计算2-ΔΔct,即各组 miR-
331-3p或NLRP6的相对表达水平。

表1  RT-RCR引物序列

引物名称 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

miR-331-3p GAG
 

CTG
 

AAA
 

GCA
 

CTC
 

CCA
 

A CAC
 

ACT
 

CTT
 

GAT
 

GTT
 

CCA
 

GGA

NLPR6 TGG
 

TGA
 

GTG
 

GAA
 

AGC
 

AGC
 

TA CCT
 

TCC
 

TCC
 

ACT
 

GCT
 

TCT
 

GA

U6 AGA
 

GCC
 

TGT
 

GGT
 

GTC
 

CG CAT
 

CTT
 

CAA
 

AGC
 

ACT
 

TCC
 

CT

GAPDH AAC
 

GGA
 

TTT
 

GGT
 

CGT
 

ATT
 

GG TTG
 

ATT
 

TTG
 

GAG
 

GGA
 

TCT
 

CG

1.2.3 脑出血严重程度及神经损伤程度评定 根据

入院时头颅CT检测结果,采用多田氏公式(ABC/2)
法计算血肿体积评估病情严重程度,A:最大出血层面

血肿的最长径,B:最大出血层面血肿的宽,C:血肿层

面之间的厚度。患者可分为大血肿组(>25
 

mL),中
血肿(11~25

 

mL),小血肿组(<11
 

mL)。根据美国

国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)评分评定脑出血

患者的神经功能受损程度,包括意识清醒程度和肌力

等级等项目。NIHSS评分总分为42分,患者可分为

轻型患者组(1~4分),中型患者组(>4~15分),重
型患者组(>15分)[9]。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,组间采用t检验,
组间比较采用F 检验,相关性分析采用Pearson法。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组血清miR-331-3p和NLRP6表达水平的差

异 RT-PCR结果显示,观察组中 miR-331-3p表达

水平与对照组相比降低,而观察组中 NLRP6表达水

平与对照组相比升高,差异有统计学意义(P<0.05),
见表2。

表2  两组血清 miR-331-3p和NLRP6表达

   水平的差异(x±s)

组别 n miR-331-3p NLRP6
观察组 92 0.52±0.14 3.01±0.76
对照组 92 1.00±0.00 1.00±0.00
t 32.524 25.089
P <0.001 <0.001

2.2 不同血肿体积患者中血清 miR-331-3p和 NL-
RP6表达水平的差异 根据血肿体积大小将92例患

者划分为21例大血肿组,33例中血肿组和38组小血

肿组。结果如表3所示,miR-331-3p表达水平在大血

肿组患者血清中低于中、小血肿组,在中血肿组患者

血清中低于小血肿组,差异有统计学意义(P<0.05),
NLRP6表达水平在大血肿组患者血清中高于中、小
血肿组,在中血肿组患者血清中高于小血肿组,差异

有统计学意义(P<0.05)。
2.3 不同神经损伤患者中血清 miR-331-3p和 NL-

RP6表达水平的差异 根据NIHSS评分将92例患

者划分为33例轻型患者组、40例中型患者组和19例

重型患者组。结果如表4所示,miR-331-3p表达水平

在重型患者组血清中低于轻、中型患者组,在中型患

者组血清中低于轻型患者组,差异有统计学意义(P<
0.05),NLRP6表达水平在重型患者组血清中高于

轻、中型患者组,在中型患者组血清中高于轻型患者

组,差异有统计学意义(P<0.05)。
表3  不同血肿体积患者中血清 miR-331-3p和

   NLRP6表达水平的差异(x±s)

组别 n miR-331-3p NLRP6
 

大血肿组 21 0.42±0.04 3.89±0.79

中血肿组 33 0.49±0.12* 3.03±0.54*

小血肿组 38 0.60±0.15*# 2.54±0.48*#

F 15.739 33.551

P <0.001 <0.001

  注:*表示与大血肿组相比P<0.05;#表示与中血肿组相比P<
0.05。

表4  不同神经损伤患者中血清 miR-331-3p和

   NLRP6表达水平的差异(x±s)

组别 n miR-331-3p NLRP6

轻型患者组 33 0.62±0.13*# 2.77±0.56*#

中型患者组 40 0.50±0.11* 3.04±0.72*

重型患者组 19 0.41±0.08 3.50±0.91

F 22.649 7.655

P <0.001 0.001

  注:*表示与重型患者组相比P<0.05;#表示与轻型患者组相比

P<0.05。

2.4 观察组患者血清miR-331-3p、NLRP6表达水平

与血肿体积和NIHSS评分的相关性 Pearson相关

性分析结果显示,脑出血患者的血清 miR-331-3p表

达水平与血肿体积和 NIHSS评分呈负相关(r=
-0.539,P<0.05;r=-0.597,P<0.05),血清NL-
RP6表达水平与血肿体积和 NIHSS评分呈正相关

(r=0.738,P<0.05;r=0.705,P<0.05),见图1。
2.5 观察组患者血清miR-331-3p与NLRP6表达水

平的相关性 Pearson相关性分析结果脑出血患者血
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清中miR-331-3p表达水平与 NLRP6表达水平呈负 相关(r=-0.483,P<0.05),见图2。

  注:A为血清miR-331-3p与NLRP6评分的相关性;B为血清miR-331-3p对血肿体积的相关性;C为血清NLRP6与 HIHSS评分的相关性;D
为血清NLRP6与血肿体积的相关性。

图1  观察组患者血清 miR-331-3p、NLRP6表达水平与血肿体积和NIHSS评分的相关性分析

图2  观察组患者血清 miR-331-3p与NLRP6表达水平

的相关性分析

3 讨  论

  随着人口的老龄化,脑出血的发病率也在逐渐升

高,是社会上面临的重大的公共健康问题[1]。脑出血后

的水肿、炎症反应等共同引起继发性脑损伤,细胞凋亡,
最终导致神经功能受损,而目前对于脑出血这一疾病的

临床治疗方式仍没有突破性进展[9-10]。从分子角度探

索脑出血引起的神经炎症损伤的机制,能够为寻找临床

治疗脑出血后遗症的有效靶点提供理论依据。
miRNAs对脑出血的影响是近年来的研究热点,

大量结果证实了 miRNAs广泛参与脑出血后的病理

生理机制,在脑出血后继发性脑损伤的发生过程中发

挥积极或消极的作用。例如,miR-223在脑出血疾病

中通过下调NLRP3,抑制炎症反应,从而改善神经功

能[11]。miR-331-3p是 miR-331 家 族 的 一 员,位 于

12q22n染色体上,越来越多的研究报道,miR-331-3p
在疾病中发挥重要作用。朱金源等[12]在急性肺损伤

中发现miR-331-3p表达水平下降,并且可通过调控

CCR1的表达水平参与该疾病的发生发展过程。LIU
等[4]在阿尔茨海默病患者的血清中发现 miR-331-3p
表达降低,并与患者的简易精神状态检查量表评分和

促炎细胞因子水平相关,提示 miR-331-3p具有潜在

的神经保护作用。NIE等[7]在小鼠中的实验结果首

次提示,miR-331-3p可能在脑出血后的炎症反应中发

挥作用。本研究在脑出血患者的血清中同样发现

miR-331-3p的表达水平下降,说明血清 miR-331-3p
的表达水平在脑出血的发生过程中具有重要作用。
血肿体积和NIHSS评分与患者的病情和神经功能密

切相关,本研究结果显示,血清 miR-331-3p在不同血

肿体积的患者和不同NIHSS评分的患者中的表达水

平存在差异,大血肿患者 miR-331-3p表达水平低于

中、小血肿患者,重型患者 miR-331-3p表达水平低于

中、轻型患者,进一步分析显示血清 miR-331-3p表达

水平与脑出血患者的血肿体积和NIHSS评分呈负相

关,表明血清 miR-331-3p的水平与脑出血的严重程

度和神经损伤程度之间存在密切关联。
NLRP6是报道的第一个能抑制先天免疫反应的

NLRP家族成员,之前有研究证实其在脑缺血/再灌

注损伤后表达上调,具有炎症小体依赖性促炎作用,
可作为炎症性疾病潜在的治疗靶点[13]。XIAO等[14]

发现NLRP6炎性小体可能通过激活小胶质细胞IL-
1β和IL-18参与脑出血后的炎症反应,敲低 NLRP6
可减轻脑出血后的脑损伤、缓解炎症并抑制自噬。
NLRP6的研究大都集中在动物实验中,本研究检测

了脑出血患者的血清中 NLRP6的表达水平,与对照

组相比表达水平增加,说明 NLRP6表达水平与脑出

血的发生有关。不同血肿体积的患者和不同NIHSS
评分的患者中NLRP6的表达水平存在差异,大血肿

患者NLRP6表达水平高于中、小血肿患者,重型患者

NLRP6表达水平高于中、轻型患者,且血清 NLRP6
表达水平与脑出血患者的血肿体积和NIHSS评分呈

正相关,表明NLRP6在脑出血后的脑损伤和神经功

能障碍中具有重要作用,可能参与脑损伤和神经功能

障碍发生过程。
miR-331-3p涉及多个神经生物学过程的信号通

路,并且此前的研究提出 miR-331-3p下调可增加NL-
RP6表达水平,减轻炎症反应,促进脑出血后小鼠神经

功能恢复[7,15]。本研究分析结果与之相似,脑出血患者

血清中miR-331-3p与NLRP6表达水平呈负相关,说明

两者共同影响了脑出血患者的病情和神经受损程度,可
作为临床改善脑出血后损伤的潜在治疗靶点。

综上所述,脑出血患者血清中 miR-331-3p表达

水平降低,NLRP6表达水平升高,随着病情和神经受

损程度的加重,miR-331-3p表达水平逐渐降低,NL-
RP6表达水平逐渐升高,两者表达水平与脑出血患者

的病情严重程度和神经受损程度相(下转第240页)
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关,共同参与脑出血的发展过程,可能作为脑出血临

床治疗的靶点。
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