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【摘要】目的:探究血清微小核糖核酸(miR)-491-5p及间隙接合点α1(GJA1)与急性脑梗死(ACI)患者认知功能障碍的

相关性。方法:选取139例接受治疗的ACI患者为研究对象,按照认知情况不同将患者分为认知正常组(n=68)和认知障碍

组(n=71)。经ELISA检测GJA1水平,RT-qPCR检测 miR-491-5p水平,Logistic回归分析ACI患者发生认知障碍的影响因

素;ROC曲线分析血清 miR-491-5p、GJA1水平对ACI患者发生认知障碍的诊断价值。结果:与认知正常组相比,认知障碍

组的 miR-491-5p、GJA1水平均降低(P<0.05);两组患者年龄、脑梗死面积、NIHSS评分、高血压史均有统计学差异(P<
0.05)。年龄、脑梗死面积、NIHSS评分、高血压史均为影响 ACI合并认知障碍的危险因素(P<0.05);miR-491-5p、GJA1水

平升高为其保护因素(P<0.05);绘制ROC曲线发现,血清 miR-491-5p、GJA1水平及两者联合诊断 ACI患者发生认知障碍

的曲线下面积(AUC)分别为0.842、0.857、0.931,联合诊断优于 miR-491-5p、GJA1单独诊断(P<0.05)。结论:ACI认知障

碍患者 miR-491-5p、GJA1水平降低,对ACI并发认知功能障碍具有一定辅助诊断价值,且联合辅助诊断价值更高。
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【Abstract】Objective:To
 

study
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

microRNA(miR)-491-5p
 

and
 

gap
 

junction
 

alpha-1
 

(GJA1)
 

levels
 

and
 

cognitive
 

impairment
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

cerebral
 

infarction(ACI).Methods:139
 

patients
 

with
 

ACI
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

research
 

subjects,and
 

they
 

were
 

separated
 

into
 

normal
 

cognitive
 

group
 

(n=68)
 

and
 

cognitive
 

impairment
 

group
 

(n=
71).ELISA

 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

serum
 

GJA1
 

level,RT-PCR
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

miR-491-5p
 

level,Logistic
 

regression
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

cognitive
 

impairment
 

in
 

patients
 

with
 

ACI.ROC
 

curve
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

miR-491-5p
 

and
 

GJA1
 

levels
 

for
 

cognitive
 

impairment
 

in
 

patients
 

with
 

ACI.Results:Compared
 

with
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

cognitive
 

normal
 

group,the
 

serum
 

miR-491-5p
 

and
 

GJA1
 

levels
 

in
 

the
 

cerebral
 

infarction
 

cognitive
 

impairment
 

group
 

were
 

reduced
 

(P<0.05).Statistically
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

cognitively
 

impaired
 

group
 

and
 

the
 

cognitively
 

normal
 

group
 

were
 

found
 

between
 

age,area
 

of
 

cerebral
 

infarction,NIHSS
 

score,and
 

history
 

of
 

hypertension
 

(P<
0.05).Age,area

 

of
 

cerebral
 

infarction,NIHSS
 

score,and
 

history
 

of
 

hypertension
 

were
 

risk
 

factors
 

affecting
 

patients
 

with
 

ACI
 

combined
 

with
 

cognitive
 

impairment
 

(P<0.05),and
 

elevated
 

levels
 

of
 

miR-491-5p
 

and
 

GJA1
 

were
 

protective
 

factors
 

(P<
0.05).Drawing

 

receiver
 

operating
 

characteristic,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

AUC
 

of
 

serum
 

miR-491-5p,GJA1
 

levels
 

and
 

their
 

combination
 

in
 

diagnosis
 

of
 

cognitive
 

dysfunction
 

in
 

patients
 

with
 

ACI
 

was
 

0.842,0.857
 

and
 

0.931,respectively,the
 

combined
 

diagnosis
 

was
 

obviously
 

better
 

than
 

that
 

of
 

miR-491-5p
 

and
 

GJA1
 

separately.Conclusion:Reduced
 

levels
 

of
 

miR-491-5p
 

and
 

GJA1
 

in
 

patients
 

with
 

ACI
 

cognitive
 

impairment
 

have
 

a
 

certain
 

auxiliary
 

diagnostic
 

value
 

for
 

ACI-complicated
 

cognitive
 

dysfunction,and
 

the
 

combined
 

auxiliary
 

diagnostic
 

value
 

is
 

higher.
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  急性脑梗死(acute
 

cerebral
 

infarction,ACI)是常

见的急性脑血管疾病,导致高死亡率和致残率[1-2]。
流行病学研究[3]指出,2019年全球新发ACI共1

 

220
万例。部分患者易发生认知障碍[4],进而损害了患者

执行日常生活能力,增加了死亡率。在ACI的情况

下,微小RNA(miRNA)具有作为一种新的诊断、预测

和治疗工具的巨大潜力[5]。miR-491-5p在细胞生长、
凋亡等生物学过程中发挥作用,并且血清miR-491-5p
水平升高可独立降低缺血性脑卒中患者1年功能预

后不良的风险[6]。间隙接合点α1(gap
 

junction
 

alpha-
1,GJA1)介导细胞间通讯,维持细胞基础代谢稳定。

GJA1基因编码的间隙连接蛋白43(Cx43)可通过神

经系统内的星形胶质细胞谱系细胞表达,并且Cx43
蛋白在帕金森病中表达降低[7]。早期诊断和及时护

理可以改善患者的预后并控制疾病进展。但在临床

上的诊断标志物较少,且灵敏度、特异度有限。本研

究通过RT-qPCR及酶联免疫吸附实验检测ACI患

者血清 miR-491-5p和GJA1水平,分析其与ACI患

者发生认知障碍的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

样本量估算:根据公式n=(Z1-α/δ)2×p×(1
-p)计算,Z1-α/2=1.96,δ=0.09,P=0.5。计算得

到样本量n=119,考虑10%失访率,则最小样本量为

131例。选取2021年5月至2023年5月期间在哈尔

滨市第一医院接受治疗的139例ACI患者为研究对

象,年龄(65.29±8.24)岁。根据认知情况分为认知

正常组(n=68)和认知障碍组(n=71)。纳入标准:
(1)符合ACI的诊断标准[8](症状突发,急性起病;出
现一侧面部或肢体无力、麻木、言语障碍等;脑CT或

MRI检查排除脑出血,并确认有明确的责任梗死病

灶),并且经临床确诊;(2)年龄>18岁;(3)患者及家

属知情同意;(4)临床资料完整;(5)发病48
 

h内。排

除标准:(1)曾患ACI;(2)脑部手术史;(3)失语症、阿
尔茨海默病、帕金森病等精神障碍;(4)严重肝肾功能

不全;(5)免疫系统疾病;(6)3个月内使用免疫抑制剂

及类固醇类药物;(7)合并房颤,糖尿病等代谢性疾

病。本研究经医院医学伦理委员会审批。

1.2 研究方法

1.2.1 一般资料收集 收集患者年龄、性别等一般

资料,评估入院时患者的NIHSS评分。
脑梗死面积测定:所有患者进行头颅 MRI检

测,通过半自动方法勾勒高信号梗死核心区,计算其

最大层面长径与垂直径乘积。两位医师计算评估,

若有歧义则上报上级医师进行诊断。

1.2.2 酶联免疫吸附实验 于患者入院时采血

5
 

mL,离心取上清,采用 ELISA 试剂盒检测血清

GJA1水平(厂家:南京赛泓瑞;货号:E2241d;批内/
批间变异系数:均为10%)。具体检测步骤:试剂和

血清样本平衡至室温;设标准品孔、样本孔和空白

孔,每孔加样50
 

μL(空白孔加稀释液),加入辣根过

氧化物酶
 

100
 

μL混匀;封板后37
 

℃孵育1
 

h;弃
液,加洗涤液洗板5次;加底物A、B各50

 

μL,37
 

℃
孵育15

 

min;加终止液50
 

μL,立即在酶标仪(厂家:
赛默飞,型号:MuLtiskan

 

FC)450
 

nm波长读取OD
值。通过标准曲线计算浓度。

1.2.3 RT-qPCR 取1.2.1保存的血清,参照RNA
提取试剂盒步骤提取总RNA(沈阳万类生物,货号:

WLA088a),测定浓度和纯度后,逆转录合成cDNA(上
海优利科,货号:YLK-T0

 

057),以U6为内参,引物为

模版,反应体系为20
 

μL进行RT-qPCR检测。RT-
qPCR检测试剂盒(上海沪震,hz131042-251)。每个样

本设3组平行对照,检测完成后,经2-△△Ct 方法计算

miR-491-5p的相对表达量。见表1。

表1 引物序列

基因 上游引物5'→3' 下游引物5'→3'
miR-491-5p GGAGTGGGGAACCCTTCC GTGCAGGGTCCGAGGT
U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.2.4 认知功能评估 于患者发病后两周,两位经

验丰富的精神科医师采用双盲法,经用蒙特利尔认

知评估量表(MoCA)对所有患者进行认知功能障碍

评估,受教育年限≤12年则+1分。将患者分为认

知正常组(≥26分,n=68)及认知障碍组(<26分,

n=71)。

1.3 统计学分析

通过SPSS
 

25.0进行数据统计学分析。经正

态性检验后,满足正态分布的计量资料用(x-±s)表
示,两组间比较行独立样本t检验;计数资料用[n
(%)]表示,组间比较用独立样本χ2 检验;Logistic
回归分析(前进法)ACI患者发生认知障碍的影响

因素;受试者工作特征(ROC)曲线分析血清 miR-
491-5p、GJA1水平对 ACI患者发生认知障碍的诊

断价值;约登指数最大法确定最佳截断值。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者血清miR-491-5p、GJA1水平比较

与认知 正 常 组 相 比,认 知 障 碍 组 患 者 血 清
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GJA1、miR-491-5p均降低(P<0.05)。见表2。

表2 两组患者血清 miR-491-5p和GJA1水平比较(x-±s)

指标 认知正常组(n=68) 认知障碍组(n=71) t值 P 值

miR-491-5p 0.91±0.15 0.69±0.11 9.890 <0.001
GJA1(ng/mL) 0.63±0.08 0.52±0.06 9.196 <0.001

2.2 认知正常组与认知障碍组一般临床资料比较

两组患者年龄、脑梗死面积、NIHSS评分、高血

压史比较均有统计学差异(P<0.05);性别、受教育

程度比较无统计学差异(P>0.05)。见表3。

表3 认知正常组与认知障碍组一般资料比较
 

[x-±s,n(%)]

资料 认知正常组(n=68) 认知障碍组(n=71) χ2/t值 P 值

年龄(岁) 5.202
 

0.023
 ≥65 29(42.65) 44(61.97)

 <65 39(57.35) 27(38.03)
性别 1.198

 

0.274
 男 32(47.06) 40(56.34)

 女 36(52.94) 31(43.66)
受教育程度 1.248

 

0.264
 高中及以上 39(57.35) 34(47.89)

 高中以下 29(42.65) 37(52.11)
高血压史 4.448

 

0.035
 无 38(55.88) 27(38.03)

 有 30(44.12) 44(61.97)
不良嗜好

 吸烟 26(38.24) 36(50.70) 2.186
 

0.139
 饮酒 30(44.12) 39(54.93) 1.624

 

0.203
脑梗死面积(cm) 2.74±0.30 2.95±0.32 3.988 <0.001
NIHSS评分(分) 8.84±0.92 10.01±1.21 6.561 <0.001

2.3 影响认知障碍的多因素Logistic回归分析

经多重共线性检验发现,各因子VIF均<5,故
将表2、表3中P<0.05的因素:年龄(<65岁=0,

≥65岁=1)、高血压史(否=0,是=1)、脑梗死面

积、NIHSS评分、miR-491-5p、GJA1(均为实测值)
纳入Logistic回归分析。结果发现,年龄、脑梗死面

积、NIHSS评分、高血压史均为影响ACI合并认知

功能障碍患者的危险因素(P<0.05),血清 miR-
491-5p、GJA1水平升高为影响 ACI合并认知功能

障碍患者的保护因素(P<0.05)。见表4。

表4 影响认知障碍的多因素Logistic回归分析

指标 β 值 SE 值 Wald 值 P 值 OR 值 95%CI
年龄

 

0.284 0.135 4.415 0.036 1.328 1.019~1.730
脑梗死面积

 

0.397 0.175 5.140 0.023 1.487 1.055~2.095
NIHSS评分

 

0.767 0.296 6.720 0.010 2.154 1.206~3.848
高血压史

 

0.617 0.257 5.770 0.016 1.854 1.120~3.068
miR-491-5p -0.183 0.086 4.514 0.034 0.833 0.704~0.986
GJA1 -0.197 0.085 5.384 0.020 0.821 0.695~0.970

2.4 血清 miR-491-5p、GJA1水平对 ACI患者发

生认知障碍的诊断价值

以ACI患者认知障碍发生情况(“0”=认知正

常;“1”=认知障碍)为因变量,以患者血清 miR-
491-5p、GJA1水平为自变量,二元Logistic回归模

型构建联合预测指标。联合诊断方程为:Logis(P)

=-7.21+(-0.188)×miR-491-5p+(-0.201)×
GJA1。绘 制 ROC 曲 线 发 现,血 清 miR-491-5p、

GJA1、两者联合诊断 ACI患者发生认知障碍的

AUC 分 别 为0.842、0.857、0.931,联 合 诊 断 的

AUC 大于 miR-491-5p、GJA1单独的 AUC(P<
0.05)。见表5。

 表5 血清 miR-491-5p、GJA1水平对 ACI患者发生认知

障碍的诊断价值

指标 AUC 值 敏感度(%)特异度(%) 截断值 约登指数 95%CI
miR-491-5p 0.842 70.42 80.88 0.76 0.514 0.771~0.899
GJA1 0.857 81.69 82.35 0.56

 

ng/mL 0.640 0.787~0.910
二者联合 0.931 94.37 86.76 0.397 0.811 0.875~0.967

3 讨论

ACI是一种多因素的缺血性脑血管疾病,具有极

高的死亡率和发病率[9-10]。ACI后常出现认知障碍。

1993年,血管性认知障碍(vascular
 

cognitive
 

impair-
ment,VCI)的概念是由Hachinski等提出。VCI是由

脑血管疾病及其危险因素引起的认知障碍综合征,表
现为单一或多种功能障碍[11]。ACI后认知功能下降

的发生率远高于ACI复发率,多达30%的患者表现

出不同程度的认知功能下降。VCI目前被认为是继

阿尔茨海默氏病之后导致痴呆症的第二大原因[12]。
然而,临床量表评估易受许多因素的影响,包括受试

者的依从性和应试者的主观意见。因此,神经心理学

量表有一定的局限性。临床医生需要更客观的生物

标志物来诊断ACI后的认知障碍。经对本研究患者

临床资料进行评估分析发现,年龄、梗死面积、NIHSS
评分、高血压史均为影响ACI患者发生认知障碍的

危险因素,提示ACI患者的认知随年龄增加下降,脑
梗死面积扩大,促进脑缺血损伤进一步加重,神经元

细胞损伤增加,凋亡速度加快,促进认知障碍风险增

加。但可能由于本研究样本量较少,其他因素之间差

异无统计学意义。

MiRNAs是小的非编码RNA,由大约20~22
个核苷酸组成,在基因表达的转录后调节中起着关

键作用。大多数 miRNA最初通过RNA聚合酶II
从基因组 DNA 转录产生初级 miRNA(Pri-miR-
NA)。Pri-miRNA由长核苷酸链组成,长度为数百

或数千个碱基对,包含至少一个发夹环[13]。越来越

多的证据[14]表明,miRNA表达水平在ACI患者中

升高或降低,miRNAs与ACI发病机制中涉及的主

要机制之间存在复杂的关系,包括能量衰竭、兴奋毒
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性、氧化应激、炎症、细胞死亡和血脑屏障破坏。有

研究[15]表明,miR-491-5p在动脉粥样硬化斑块组织

及患者 血 浆 样 本 中 表 达 水 平 较 低,且 通 过 靶 向

MMP-9抑制血管平滑肌细胞的增殖与迁移。此

外,miR-491-5p还可以通过调控 MMP-9基因增加

动脉粥样硬化性 ACI的风险。miR-491-5p水平升

高可独立降低急性缺血性卒中患者1年时功能预后

不良的风险[6]。因此,miRNAs作为预测、诊断和评

估ACI预后的潜在的基于血液的生物标志物,以及

作为治疗ACI的疗法,已经吸引了大量的关注。迫

切需要这种综合方法,从准确预测未来可能患ACI
的健康个体到有效治疗ACI,以有效应对ACI日益

恶化的影响。
间隙连接(gap

 

junction,CJ)是外细胞膜上的特

化细胞间通道,提供相邻细胞之间的低阻力通讯,允
许离子和代谢物等小分子的快速交换。GJA1

 

mR-
NA是一种多顺反子分子在 GJA1

 

mRNA编码区

的起始甲硫氨酸之后有6个下游甲硫氨酸三联体。
核糖体翻译可以在每个甲硫氨酸处开始,产生全长

43
 

kDa的蛋白质,以及大约32、29、26、20、11和7
 

kDa大 小 的 截 短 的 同 种 型,其 中 20
 

kDa亚 型

(GJA1-20k)是 人 心 肌 中 主 要 的 内 源 性 截 短 亚

型[16-17]。也有研究[18]发现,由 GJA1基因编码的

星形胶质细胞连接蛋白43打开半通道,驱动星形胶

质细胞释放ATP,可能通过线粒体功能在神经损伤

中起保护作用。
本研究显示,ACI认知障碍患者血清 miR-491-

5p和 GJA1水 平 降 低,表 明 血 清 miR-491-5p和

GJA1对ACI患者继发认知功能障碍具有重大影

响。并且血清 miR-491-5p、GJA1水平升高均为影

响ACI患者发生认知障碍的保护因素,进一步表明

血清miR-491-5p、GJA1水平与ACI患者发生认知

障碍有关,miR-491-5p、GJA1水平降低可能增加

ACI患者发生认知障碍的风险。经分析在 ACI病

理环境中,氧化应激是导致神经元损伤和后续认知

功能下降的关键因素,血清中miR-491-5p降低可能

是自我代偿反应,血清中miR-491-5p降低可能通过

调控 MMP-9基因,促进促炎细胞因子的释放,持续

存在的神经炎症环境会直接损伤海马区(主管学习

和记忆的脑区)的突触可塑性,导致学习和记忆能力

下降。而GJA1是维持成熟星形胶质细胞网络的关

键,促进离子(如钾离子)和第二信使(如钙离子)在
细胞间快速扩散,这对于神经元活动后的空间缓冲

和能量代谢(乳酸供应)必不可少,GJA1水平降低

可能与脑缺血导致的神经细胞损伤和细胞间通讯障

碍有关,导致细胞间通讯异常,进而影响神经功能的

恢复,认知障碍发生,并且GJA1功能缺失时,会损

害星形胶质细胞对β-淀粉样蛋白的吞噬清除能力,
导致

 

β-淀粉样蛋白积聚,进而影响突触可塑性,直
接与认知功能下降相关

绘制ROC曲线发现,血清 miR-491-5p、GJA1
水平以及两者联合诊断 ACI患者发生认知功能障

碍的AUC 分别为0.842、0.857、0.931,联合诊断优

于miR-491-5p、GJA1单独诊断,表明 miR-491-5p
和GJA1联合可能更加有效辅助诊断 ACI患者并

发认知功能障碍。二者从不同且互补的机制反映

ACI后认知障碍:miR-491-5p降低代表分子调控失

衡,而GJA1降低直接反映星形胶质细胞网络的结

构损伤。单一指标均无法完整覆盖另一通路的信

息。两者联合可同时评估分子紊乱与网络损伤,提
高诊断的敏感性和特异性,并能进行风险分层与指

导个体化联合治疗。
综上,miR-491-5p和GJA1在ACI认知障碍患

者中表达水平降低,且二者联合对判断ACI患者认

知障碍发生具有更优的辅助诊断价值。但本研究所

纳入的样本量均来自同一家研究中心,并且为控制

其相关混杂因素,导致其研究结果具有一定偏倚性,
导致其外推性受限,并且对于 miR-491-5p和GJA1
在ACI并发认知功能障碍的作用及调控机制未深

入研究,后期将增加样本量进一步验证,构建 ACI
动物模型进行具体调控机制研究分析。
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