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  摘 要:目的 探讨CD69、miR-130b-3p在癫痫患者外周血中的表达水平及其临床意义。方法 选取

2018年2月至2019年2月该院神经内科收治的95例癫痫患者作为癫痫组,根据病情严重程度分为轻度31
例,中度22例,重度42例。另选取同期来该院进行健康体检的健康者60例作为对照组。采用流式细胞仪检测

两组外周血CD69表达水平,采用实时荧光定量聚合酶链反应检测两组外周血 miR-130b-3p表达水平;采用

Pearson相关分析癫痫患者外周血CD69与miR-130b-3p表达水平的相关性;采用Logistic回归分析影响癫痫

发生的影响因素。结果 与对照组比较,癫痫组外周血CD69、miR-130b-3p表达水平明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。外周血CD69、miR-130b-3p表达水平在轻度、中度、重度癫痫患者中依次升高,两两比较,差

异有统计学意义(P<0.05)。癫痫患者外周血CD69与 miR-130b-3p表达水平呈正相关(r=0.546,P<
0.05)。外周血CD69、miR-130b-3p表达水平升高是癫痫发生的危险因素(P<0.05)。结论 癫痫患者外周血

CD69、miR-130b-3p呈高表达,二者均与患者病情严重程度有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

levels
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

CD69
 

and
 

miR-130b-
3p

 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

epilepsy.Methods A
 

total
 

of
 

95
 

patients
 

with
 

epilepsy
 

admitted
 

to
 

the
 

Department
 

of
 

Neurology
 

of
 

Xianyang
 

First
 

People's
 

Hospital
 

from
 

February
 

2018
 

to
 

February
 

2019
 

were
 

se-
lected

 

as
 

the
 

epilepsy
 

group,which
 

were
 

divided
 

as
 

mild
 

31
 

cases,moderate
 

22
 

cases
 

and
 

severe
 

42
 

cases
 

ac-
cording

 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.In
 

addition,60
 

healthy
 

persons
 

who
 

came
 

to
 

Xianyang
 

First
 

People's
 

Hospital
 

for
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CD69
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

two
 

groups,and
 

real-time
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-130b-3p
 

in
 

periph-
eral

 

blood
 

of
 

the
 

two
 

groups.The
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CD69
 

and
 

miR-130b-3p
 

in
 

pe-
ripheral

 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

epilepsy
 

was
 

analyzed
 

by
 

Pearson
 

test.Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analysis
 

the
 

factors
 

affecting
 

the
 

occurrence
 

of
 

epilepsy.Results Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,
the

 

expression
 

levels
 

of
 

CD69
 

and
 

miR-130b-3p
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

epilepsy
 

group
 

increased
 

signifi-
cantly

 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD69
 

and
 

miR-130b-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

increased
 

in
 

turn
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

mild,moderate
 

and
 

severe
 

epilepsy,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

CD69
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

epilepsy
 

correlated
 

positively
 

with
 

miR-130b-3p
 

(r=0.546,P<0.05).The
 

increased
 

expression
 

levels
 

of
 

CD69
 

and
 

miR-130b-3p
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

epilepsy
 

(P<0.05).Conclusion CD69
 

and
 

miR-130b-3p
 

expressed
 

highly
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

epilepsy,which
 

might
 

relate
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

patient's
 

disease
 

condition.
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  癫痫是由各种原因导致的大脑神经元异常放电,
是一种临时性、突发性脑功能紊乱的临床综合征,严
重影响患者的生活质量和生命安全[1-2]。癫痫发病机

制复杂,目前病因尚未完全明确,探讨与癫痫发作相

关的基因或蛋白的表达有积极意义。CD69在急性病

变,如脑血管损伤、心肌梗死、大手术等严重创伤中会

导致外周血淋巴细胞亚群活性发生改变,即外周血T
细胞的CD69表达上调[3]。研究显示,CD69与缺血
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性脑卒中后的脑损伤有关[4]。微小核糖核酸(miR-
NA)是一类内源性非编码RNA,多种miRNA参与神

经元坏死、异常通路形成及神经胶质细胞增生等病理

过程,从而调节皮质发育及脑功能,在癫痫的发生及

调控中起重要作用[5-6]。有研究显示,精神分裂症患

者 miR-130b表达上调,且在治疗后其表达降低[7]。
但关于CD69、miR-130b-3p在癫痫方面的研究相对

较少,因此,本研究通过检测癫痫患者外周血CD69、
miR-130b-3p表达水平,探讨二者与癫痫发生、发展的

关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年2月至2019年2月本

院神经内科收治的95例癫痫患者作为癫痫组。(1)
纳入标准:①符合《临床诊疗指南:癫痫病分册》[8]癫
痫诊断标准,均采用一线抗癫痫药物单药或多药联合

治疗患者;②根据患者家族史、脑电图、体格检查等确

诊患者。(2)排除标准:①既往有脑外伤史、手术史患

者;②伴有神经及其他系统疾病患者;③合并听力、视
力障碍及失语等患者;④近期服用过抗焦虑、抗抑郁

药物或其他影响认知功能药物的患者。95例患者中

男55例,女40例;年龄28~47岁;癫痫的发作类型:
局灶性发作34例,全面性发作24例,全面性发作合

并局灶性发作30例,不明类型7例。根据病情严重

程度将癫痫患者分为轻度(2个月发作1次或更少)31
例,中度(1个月发作<4次,但2个月发作>1次)22
例,重度(1个月发作≥4次)42例。另选取同期来本

院进行健康体检的健康者60例作为对照组,其中男

33例,女27例;年龄27~48岁。癫痫组与对照组的

性别、年龄等一般资料比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),具有可比性,见表1。所有研究对象均自

愿加入本研究,并签署知情同意书,本研究经本院医

学伦理委员会审核通过。

表1  两组一般资料比较[n(%)或x±s]

组别 n
性别

男 女
年龄(岁) 体质量指数

对照组 60 33(55.00) 27(45.00) 36.55±4.41 21.83±3.65

癫痫组 95 55(57.89) 40(42.11) 35.53±5.30 22.09±3.31

χ2/t 0.126 1.234 0.458

P 0.723 0.216 0.648

组别 n
病程

<1年 1~<3年 3~<6年 ≥6年

居住地

城市 农村

对照组 60 - - - - 35(58.33) 25(41.67)

癫痫组 95 29(30.53) 19(20.00) 25(26.32) 22(23.16) 53(55.79) 42(44.21)

χ2/t - 0.097

P - 0.755

  注:-为无数据。

1.2 仪器与试剂 库尔特Epics
 

XL型流式细胞仪

购自美国贝克曼库尔特公司;实时荧光定量聚合酶链

反应(qRT-PCR)仪购自济南千司生物技术有限公司。
TRIzol试剂购自Invitrogen公司;反转录试剂盒(货
号J6547M)、qRT-PCR试剂盒均购自北京天根生化

科技有限公司;miR-130b-3p、U6引物由上海生工生

物工程有限公司合成。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集癫痫患者在发作后24
 

h及对

照者健康体检时的空腹外周静脉血4
 

mL,分为2份,1
份置于抗凝管中,用于检测外周血CD69表达水平;另1
份室温放置2

 

h自然凝固,4
 

℃及12
 

000
 

r/min条件下,
离心15

 

min,取上层血清分装至无菌离心管,标记后-
80

 

℃冰箱冻存,用于检测miR-130b-3p表达水平。
1.3.2 流式细胞仪检测外周血CD69表达水平 在

对照管和检测管中加入100
 

μL乙二胺四乙酸二钠

(EDTANa2)抗凝全血,同时加入20
 

μL法国产荧光

标记单抗IgG2a-PE及P-gp-PE,使其混合均匀,进行

15
 

min的避光染色,采用同型IgG作为阴性对照,在
Q-Prep标本制备仪上自动溶血、固定,调整好流式细

胞仪光路后检测标本。计数104 以上个细胞。
1.3.3 qRT-PCR检测外周血 miR-130b-3p表达水

平 采用TRIzol试剂提取所有研究对象外周血中的

总RNA,并以反转录试剂盒中的方法将其反转录为

cDNA,进行qRT-PCR,每份标本重复3次。反应条

件:94
 

℃
 

15
  

s;60
 

℃
 

30
 

s;70
 

℃
 

10
 

s;39个循环。以

U6作为内参基因,反应结束后确认qRT-PCR的扩增

曲线和溶解曲线,采用2-ΔΔCt 法计算 miR-130b-3p的

相对表达量。引物序列见表2。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计学分析。呈正态分布、方差齐的计量资

料以x±s表示,两组间比较采用独立样本t检验,多
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组间比较采用方差分析,多组间的两两比较采用

SNK-q检验;计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验;采用Pearson相关分析癫痫患者外周

血CD69与miR-130b-3p表达水平的相关性;采用多

因素Logistic回归分析癫痫发生的影响因素。以P<
0.05为差异有统计学意义。

表2  qRT-PCR引物序列

项目 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

miR-130b-3p GCCGCCAGTGCAATGATGAA GTGCAGGGTCCGAGGT

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAA AACGCTTCACGAATTTGCGT

2 结  果

2.1 两组外周血 CD69、miR-130b-3p表达水平比

较 与对照组比较,癫痫组外周血CD69、miR-130b-
3p表 达 水 平 明 显 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。见表3。

表3  两组外周血CD69、miR-130b-3p表达

   水平比较(x±s)

组别 n CD69(%) miR-130b-3p

对照组 60 2.16±0.68 1.05±0.30

癫痫组 95 5.13±1.36 3.54±1.00

t 15.708 18.742

P <0.001 <0.001

2.2 不同严重程度癫痫患者外周血 CD69、miR-
130b-3p表达水平比较 与轻度患者比较,中度、重度

患者外周血CD69、miR-130b-3p表达水平明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05);与中度患者比较,重度

患者外周血CD69、miR-130b-3p表达水平明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.3 癫痫患者外周血CD69与 miR-130b-3p表达水

平的相关性 Pearson相关分析结果显示,癫痫患者

外周血CD69与miR-130b-3p表达水平呈正相关(r=
0.546,P<0.05)。

表4  不同严重程度癫痫患者外周血CD69、

   miR-130b-3p表达水平比较(x±s)

严重程度 n CD69(%) miR-130b-3p

轻度 31 2.26±0.71 1.25±0.38

中度 22 4.97±1.49a 3.89±1.17a

重度 42 7.64±2.12ab 5.53±1.65ab

F 96.996 104.032

P <0.001 <0.001

  注:与轻度比较,aP<0.05;与中度比较,bP<0.05。

2.4 Logistic回归分析癫痫发生的影响因素 将是

否发生癫痫作为因变量(是=1,否=0),排除年龄等

混杂因素后,以外周血CD69、miR-130b-3p表达水平

作为自变量,进行Logistic回归分析,结果显示,外周

血CD69、miR-130b-3p表达水平升高是癫痫发生的

危险因素(P<0.05)。见表5。

表5  Logistic回归分析癫痫发生的影响因素

变量 B SE Waldχ2 df P OR 95%CI

CD69 0.671 0.314 4.565 1 0.033 1.956 1.057~3.619

miR-130b-3p 0.670 0.297 5.087 1 0.024 1.954 1.092~3.497

3 讨  论

癫痫是临床上比较常见的中枢神经系统疾病,临
床表现以反复性、短暂性、发作性的中枢神经系统功

能紊乱 最 为 突 出。相 关 研 究 显 示,世 界 总 人 口 中

5‰~7‰的人群受癫痫疾病的折磨,部分癫痫患者需

要使用抗癫痫药物进行长期治疗以控制病情,抗癫痫

药物的使用可对患者神经系统和胃功能造成一定影

响,从而影响癫痫患者的生活质量,且近年来癫痫的

发病率呈现明显的上升趋势[9-11]。
CD69是T细胞活化后最早表达的抗原,当其表

达后可作为辅助刺激分子,使细胞进一步活化和增

殖,属于自然杀伤(NK)细胞信号传递复合体基因家

族的一员,在活化的 NK细胞及 T细胞表面均可表

达,在未活化的 NK 细胞及 T细胞上均不表达,故
CD69可作为一种活化诱导分子来反映细胞的活化状

态。此外,CD69也是NK细胞杀伤活化性受体之一,
其可以传递活化信号,反映NK细胞的杀伤功能和活

化状态,在 NK细胞没有杀伤功能时,CD69表达缺

失[12]。杨立利等[13]研究结果表明,急性脊髓损伤患

者CD69水平明显高于健康对照者,表明外周血淋巴

细胞对急性脊髓损伤的刺激产生了积极的免疫应答。
本研究结果表明,癫痫组外周血CD69表达水平高于

对照组(P<0.05);与轻度患者比较,中度和重度患者

外周血CD69表达水平升高,与中度患者比较,重度患

者外周血CD69表达水平升高,提示CD69水平升高

可能与癫痫的严重程度有关。此外,Logistic回归分
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析结果表明,外周血CD69表达水平升高是癫痫发生

的危险因素,进一步提示CD69可能在癫痫病情进展

中发挥一定作用。
miRNA参与调节免疫反应、神经元可塑性,且

miRNA转录后处理参与了神经系统的生理学过程及

信号通路的基因表达调控[14]。目前研究认为,血清

miRNA主要从患者组织细胞中主动分泌进入血液循

环,血清 miRNA 表达水平可反映病变组织内的情

况[15]。HU等[16]研究发现,大鼠癫痫模型中大脑组

织与外周血中的 miRNA-34a、miRNA-22、miRNA-
125a、miRNA-21表达水平均升高。本研究发现,癫
痫组外周血 miR-130b-3p表达水平高于对照组(P<
0.05),且随着癫痫患者病情严重程度加重,外周血

miR-130b-3p表达水平不断升高,提示 miR-130b-3p
表达水平上调可能参与癫痫的发生及疾病进展。本

研究中Logistic回归分析发现,外周血 miR-130b-3p
表达水平升高是癫痫发生的危险因素,提示检测

miR-130b-3p表达水平可能对评估癫痫发生有积极意

义。此外,Pearson相关分析结果显示,癫痫患者外周

血CD69与 miR-130b-3p表达水平呈正相关(P<
0.05),提示CD69、miR-130b-3p表达可能共同参与

疾病发展,检测二者表达水平对于评估癫痫患者病情

具有一定的参考价值。
综上所述,癫痫患者外周血中CD69、miR-130b-

3p呈高表达,检测CD69、miR-130b-3p表达水平可能

对评估癫痫患者病情严重程度有帮助。
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