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[摘要] 目的 探讨血清中外泌体miR-223及核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3(NLRP3)表达水平与

阿尔茨海默病(Alzheimer’sdisease,AD)发生及进展的关系。方法 选取2018年3月—2019年12月于我院老年

医学科就诊的老年AD患者65例作为研究组,分为轻度认知功能障碍(MCI)亚组(41例)和痴呆(DAT)亚组(24
例);另外纳入同时期神经功能正常的老年人60例作为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链式反应和酶联免疫吸

附测定法检测受检者血清中外泌体miR-223及 NLRP3表达水平。采用Pearson及Spearman检验分析受检者血

清中外泌体miR-223及NLRP3与简易精神状态检查量表(MMSE)评分的关系。绘制受试者工作特征(ROC)曲
线,计算血清中外泌体miR-223及NLRP3用于AD患者 MCI诊断或者DAT鉴别诊断的曲线下面积(AUC)。结

果 与对照组相比较,研究组受试者血清中外泌体miR-223的表达水平显著降低,NLRP3表达水平显著升高(t=
6.623,Z=-9.451,P<0.05);与 MCI亚组相比,DAT亚组受试者血清中外泌体miR-223表达水平显著降低,NL-
RP3表达水平显著升高(t=3.190,Z=-5.288,P<0.05)。研究组受试者血清中外泌体miR-223表达水平与NL-
RP3表达水平呈负相关(r=-0.859,P<0.001),与 MMSE评分呈正相关(r=0.790,P<0.001),研究组受试者血

清中NLRP3表达水平与 MMSE评分则呈负相关(r=-0.776,P<0.001)。血清中外泌体 miR-223联合 NLRP3
诊断AD患者 MCI的AUC为0.91(95%CI=0.86~0.97),灵敏度为89.0%,特异度为76.5%;其鉴别诊断DAT的

AUC为0.81(95%CI=0.75~0.88),灵敏度为70.0%,特异度为85.0%。结论 miR-223/NLRP3信号通路可能参

与AD的发生和发展,血清中外泌体miR-223和NLRP3的检测对 AD患者 MCI和DAT的诊断或鉴别诊断具有

一定价值,值得进一步深入研究。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheexpressionlevelsofserumexosomalmiR-223andnucleotide-bindingoligome-

rizationdomain-likereceptorprotein3(NLRP3)inpatientswithAlzheimer’sdisease(AD)andtheirassociationwiththedevelop-

mentandprogressionofAD. Methods Atotalof65elderlypatientswithADwhoattendedDepartmentofGeriatricsinourhos-

pitalfromMarch2018toDecember2019wereenrolledasstudygroupandweredividedintomildcognitiveimpairment(MCI)sub-

groupwith41patientsanddementiaofAlzheimertype(DAT)subgroupwith24patients,and60elderlyindividualswithnormal

neurologicalfunctionwereenrolledascontrolgroup.Quantitativereal-timePCRandELISAwereusedtomeasuretheexpression

levelsofserumexosomalmiR-223andNLRP3.ThePearsonandSpearmantestswereusedtoanalyzethecorrelationofserumexo-

somalmiR-223andNLRP3withMini-MentalStateExamination(MMSE)score.Thereceiveroperatingcharacteristic(ROC)

curvewasplottedtocalculatetheareaundertheROCcurve(AUC)ofserumexosomalmiR-223andNLRP3inthediagnosisof

MCIinADpatientsorthedifferentialdiagnosisofDAT. Results Comparedwiththecontrolgroup,thestudygrouphadasig-

nificantlylowerexpressionlevelofserumexosomalmiR-223andasignificantlyhigherexpressionlevelofNLRP3(t=6.623,Z=

-9.451,P<0.05),andcomparedwiththeMCIsubgroup,theDATsubgrouphadasignificantlylowerexpressionlevelofserum

exosomalmiR-223andasignificantlyhigherexpressionlevelofNLRP3(t=3.190,Z=-5.288,P<0.05).Inthestudygroup,the

expressionlevelofserumexosomalmiR-223wasnegativelycorrelatedwiththatofNLRP3(r=-0.859,P<0.001)andwasposi-

tivelycorrelatedwithMMSEscore(r=0.790,P<0.001),whiletheexpressionlevelofserumNLRP3wasnegativelycorrelated

withMMSEscore(r=-0.776,P<0.001).SerumexosomalmiR-223combinedwithNLRP3hadanAUCof0.91(95%CI=

0.86-0.97),asensitivityof89.0%,andaspecificityof76.5%inthediagnosisofMCIinADpatients,whileithadanAUCof
0.81(95%CI=0.75-0.88),asensitivityof70.0%,andaspecifi-
cityof85.0%inthedifferentialdiagnosisofDAT. Conclusion
ThemiR-223/NLRP3signalingpathwaymightbeinvolvedinthe
developmentandprogressionofAD,andmeasurementofserumex-
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osomalmiR-223andNLRP3hasacertainvalueinthediagnosisofMCIorthedifferentialdiagnosisofDATinADpatients,which

requiresfurtherstudiesinthefuture.
[KEYWORDS] Alzheimerdisease;Cognitivedysfunction;MicroRNAs;NLRfamily,pyrindomain-containing3protein;

Exosomes;Areaundercurve;Diagnosis;Aged

  阿尔茨海默病(Alzheimer’sdisease,AD)属于

一种不可逆的神经退行性疾病,以认知功能障碍和

进行性痴呆为主要特征[1]。美国国立老化研究所和

阿尔茨海默病协会(NIA-AA)提出的最新AD研究

框架指出,AD是包括轻度认知功能障碍(MCI)和
痴呆(DAT)在内的连续病程,在AD核心临床诊断

标准的基础上,应综合考虑AD病理生理变化证据,
并强调生物学标志物可以用于 AD的早期诊断[2]。

NOD样受体蛋白(NLRs)属于细胞质模式识别受

体,可以被部分病原微生物或者受损细胞释放的非

微生物危险信号激活,进而启动炎症小体依赖性天

然免疫反应[3]。目前动物实验证实,降低 AD小鼠

大脑皮质区小胶质细胞核苷酸结合寡聚化结构域样

受体蛋白3(NLRP3)的表达,可以明显改善 AD小

鼠的学习和记忆的能力[4],由此可以推测miR-223/

NLRP3信号通路可能参与 AD的发生机制。本研

究以我院老年医学科就诊的65例老年AD患者作

为研究的对象,旨在探讨miR-223/NLRP3信号通

路在AD的发生及发展中的作用,为血清中外泌体

miR-223及NLRP3作为AD诊断和进展判断的血

清学指标提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2018年3月—2019年12月于我院老年

医学科就诊的老年 AD患者作为研究组。纳入标

准:①初诊者;②症状、实验室检查、简易精神状态检

查量表(MMSE)评分[2]、脑部CT及 MRI等检查结

果符合NIA-AA提出的AD核心临床诊断标准[5];

③MMSE评分≤26分,日常生活能力保留者。排

除标准:①合并其他疾病者,包括患有心肌梗死、恶
性肿瘤、帕金森病、颅脑外伤、多发性硬化症等可能

引起miR-223表达异常者;②存在其他类型痴呆

(如血管性痴呆、额颞叶痴呆)者。依据 MMSE量

表,按认知功能障碍进展程度将研究组受试者分为

MCI亚组和DAT亚组。另外选择60例神经功能

正常的老年人作为对照组,纳入标准:①同时期自愿

接受血样采集和MMSE问卷调查的同一社区人群;

②年龄、性别、体质量指数(BMI)、基础疾病、受教育

程度等基本资料与研究组受试者匹配者;③一般认

知功能及记忆正常,无痴呆临床症状及其他精神系

统疾病者。排除标准同研究组。
研究组受试者共65例,其中 MCI亚组41例,

DAT亚组24例。研究组与对照组受试者的年龄、
性别、BMI、基础疾病、受教育程度等基本资料比较

无显著差异(P>0.05),两组受试者具有可比性。
研究组受试者的 MMSE评分和日常生活能力量表

(ADL)评分显著低于对照组(t=13.981~18.371,

P<0.001)。见表1。

表1 两组受试者一般资料比较

组别
对照组
(n=60)

AD组
(n=65) t/χ2值 P 值

年龄(岁,􀭺x±s) 71.72±8.1473.58±7.85 1.300 0.196
男性[例(χ/%)] 38(63.33) 45(69.23) 0.486 0.486
BMI(kg/m2,􀭺x±s) 23.67±3.1224.19±4.25 0.774 0.440
MMSE评分(分,􀭺x±s) 29.00±0.6418.98±3.9718.371<0.001
ADL评分(分,􀭺x±s) 19.38±4.5536.58±8.4713.981<0.001
合并症

 高血压[例(χ/%)] 26(43.33) 32(49.23) 0.436 0.509
 糖尿病[例(χ/%)] 19(31.67) 28(43.08) 1.731 0.188
 高脂血症[例(χ/%)] 28(46.67) 39(60.00) 2.230 0.135
 冠心病[例(χ/%)] 13(21.67) 15(23.08) 0.036 0.850
受教育程度

 文盲或小学[例(χ/%)]21(35.00) 32(49.23)

 初中及以上[例(χ/%)]39(65.00) 33(50.77) 2.587 0.108

1.2 研究方法

1.2.1 样本采集 每位受试者禁食12h后采集外

周静脉血,室温下3000r/min离心10min,后4℃
下12000r/min离心5min。将采集的血清样本保

存在-80℃冰箱备用。

1.2.2 血清中外泌体提取及鉴定 取出冻存备用

样本,于(25±3)℃室温下放置20min复溶,使用外

泌体分离试剂盒(美国Invitrogen公司)按照说明书

步骤分离血清中外泌体。用 HT7700透射电子显

微镜(日本日立公司)观察外泌体形态及颗粒大小,
用纳米粒径追踪技术分析粒径分布。采用蛋白质印

迹法测定外泌体特征蛋白热休克蛋白70(Hsp70)、
溶酶体相关膜蛋白-3(CD63)以及内质网特征蛋白

Calnexin的表达水平。

1.2.3 血清中外泌体miR-223表达水平测定 利

用miRNA分离试剂盒提取上述外泌体中总RNA,
选取microRNAFirstStrandcDNA合成试剂盒(大
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连宝生生物公司)在20μL反应体系中进行逆转录

反应,获得cDNA。以cDNA为模板,U6mRNA为

内源对照,采用 MicroRNAsQuantizationPCRKit
(上海Sangon公司)和LightCycler480实时PCR
系统(德国Rocheappliedscience公司)进行实时荧

光定量聚合酶链式反应。反应进行条件为:95℃
10min,1个循环;95℃15s,59.5℃30s,36个循

环。miR-223正向引物为5'-CCACGCTCCGTGT-
ATTTGAC-3',反向引物为5'-CCGCACTTGGGG-
TATTTGAC-3',使用公式2-ΔΔCT 计算miR-223相

对表达量,进行3次独立重复试验,结果选取3次试

验的平均值。

1.2.4 血清中NLRP3表达水平测定 取出冻存备

用样本,于(25±3)℃室温下放置20min复溶,利用

酶联免疫吸附测定试剂盒(加拿大 MyBioSource公

司),按照试剂盒说明检测血清中NLRP3水平。

1.3 统计方法

利用SPSS17.0和Graphpadprism6.0软件进

行数据分析。计量资料采用􀭺x±s或M(P25,P75)
表示,组间相关指标的比较采用t检验或非参数检

验;分类变量以例(率)表示,组间比较采用卡方检

验;相关分析采用Pearson检验或Spearman检验。
绘制受试者工作特征(ROC)曲线,计算曲线下面积

(AUC)、诊断灵敏度和特异度。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 血清中外泌体提取及鉴定结果

透射电子显微镜观察显示,分离出形状、大小不

一的囊泡,具有典型的胞外体形态和双层膜结构(图

1A);粒径平均分布范围为50.00~200.00nm,平均

粒径为(158.52±18.71)nm,稀释后调整粒子浓度为

2.86×109个/L(图1B)。蛋白质印迹结果显示,内
质网特征蛋白Calnexin蛋白表达阴性,而外泌体特

征蛋白Hsp70以及溶酶体相关膜蛋白CD63则呈

特异性高表达(图1C)。

A:透射电镜观察外泌体形态,B:纳米粒径追踪分析颗粒粒径分布,C:蛋白质印迹法检测Calnexin、CD63和 Hsp70蛋白表达

图1 血清中外泌体特征分析结果

2.2 两组受试者血清中外泌体miR-223及NLRP3
表达水平比较

研究组和对照组受试者血清中外泌体miR-223
表达水平分别为0.67±0.34、1.00±0.19,NLRP3水

平分别为12.31(7.82,19.44)、4.45(2.45,9.58),两
组间上述两指标比较差异具有显著意义(t=6.623,
Z=-9.451,P<0.05)。在研究组中,DAT亚组和

MCI亚组受试者血清中外泌体 miR-223表达水平

分别为0.52±0.26、0.76±0.31,NLRP3水平分别为

20.78(14.45,28.52)、8.87(6.11,12.63),两亚组当中

上述两指标相比较差异具有显著意义(t=3.190,
Z=-5.288,P<0.05)。
2.3 研究组受试者血清中外泌体miR-223、NLRP3
表达水平及 MMSE评分间的相关性

Pearson及Spearman检验示,研究组受试者血

清中外泌体miR-223与NLRP3表达水平呈负相关

(r=-0.859,P<0.001),与 MMSE评分呈正相关

(r=0.790,P<0.001);血清中NLRP3表达水平与

MMSE评分呈负相关(r=-0.776,P<0.001)。
2.4 血清中外泌体miR-223、NLRP3的测定对AD
患者 MCI的诊断价值

将对照组受试者作为对照,绘制 ROC曲线。
血清中外泌体miR-223以及NLRP3诊断AD患者

MCI的AUC分别为0.85(95%CI=0.76~0.91)和
0.84(95%CI=0.75~0.89),最佳截断值为0.74和

8.15。该最佳截断值下,血清中外泌体miR-223和

NLRP3诊断AD患者 MCI的灵敏度分别为89.4%
和81.7%,特异度分别为76.1%以及70.9%。另外,
血清中外泌体miR-223联合NLRP3诊断AD患者

MCI的AUC为0.91(95%CI=0.86~0.97),灵敏

度和特异度分别为89.0%和76.5%。见图2。
2.5 血清中外泌体 miR-223、NLRP3水平测定对
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DAT的鉴别诊断价值

将MCI亚组受试者作为对照,绘制ROC曲线。
血清中外泌体miR-223和 NLRP3鉴别诊断DAT
的AUC分别为0.70(95%CI=50.64~0.78)和0.79
(95%CI=0.71~0.85),最佳截断值分别为0.61和

15.42。该最佳截断值下,血清中外泌体miR-223和

NLRP3鉴别诊断DAT的灵敏度分别为85.0%和

72.8%,特异度分别为76.1%和57.5%。血清中外

泌体miR-223联合NLRP3鉴别诊断DAT的AUC
为0.81(95%CI=0.75~0.88),灵敏度和特异度分

别为70.0%和85.0%。见图3。

图2 血清中外泌体 miR-223、NLRP3诊断 AD 源性 MCI的

ROC曲线

图3 血清中外泌体miR-223、NLRP3鉴别诊断DAT的ROC曲线

3 讨  论

AD属于一种不可逆转的认知功能进行性障碍

综合征,受人口老龄化影响,近年来我国AD发病率

明显上升[6]。大量研究表明,异常 miRNAs在多种

人类疾病的发生发展中起着重要作用。本研究结果

显示,与对照组相比较,研究组受试者的血清中外泌

体miR-223表达水平普遍降低,同时伴有血清中

NLRP3水平升高;且与 MCI亚组相比,DAT亚组

受试者也存在上述变化。上述结果说明miR-223/

NLRP3信号通路可能参与了 AD的发生以及进展

过程。

  miRNAs是神经系统当中大量存在的一种非编

码小分子RNA,是神经元细胞的重要功能调节因

子[7-8]。众多研究在 AD大脑组织和脑脊液中观察

到了异常miRNAs表达,这表明不同miRNAs参与

调节神经退行性变相关基因表达,可能是AD的发

病机制之一[9]。miRNAs不仅调节细胞内生物学过

程,也存在于外周血外泌体中,在内分泌模式下调节

其他细胞中的靶 mRNA[10]。例如 WEI等[11]研究

证实间充质干细胞衍生的外泌体 miR-223通过磷

酸酶张力蛋白同源物-磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶

B信号通路保护神经元免于凋亡,并为 AD治疗提

供了一种潜在的靶点。在本研究中,研究组受试者

血清中外泌体中miR-223表达水平较对照组下调,
且DAT亚组受试者血清中外泌体miR-223表达水

平低于 MCI亚组,这可能是因为 miR-223下调可

能会干扰与神经元细胞周期相关的信号通路,从而

导致与AD进展相关的神经元凋亡。另外,本研究

的ROC曲线提示血清中外泌体miR-223用于AD
患者 MCI的早期诊断以及DAT的鉴别诊断,其灵

敏度和特异度均较高。这些结果均证实了血清中外

泌体miR-223作为AD诊断生物标志物的有效性。
此外,血清样本相较于脑脊液样本较为简单易得,随
着二代基因测序技术的发展,血清 miRNAs检测也

愈发方便准确。
神经退行性疾病与遗传易感性、蛋白质结构异

常、线粒体功能障碍以及氧化应激失衡等密切相关,

β-淀粉样蛋白(Aβ)沉积并激活小胶质细胞驱动脑神

经炎症是AD主要的病理基础[12]。本研究结果显

示,研究组血清中 NLRP3表达水平普遍升高,且

DAT亚组血清中NLRP3水平高于MCI亚组,这说

明NLRP3是参与 AD发生和进展的重要分子,对

AD的识别和治疗具有一定指导意义。神经炎症是

AD进行性神经病变的重要基础,脑组织中NLRP3
在认知功能障碍早期即被激活,现有研究成果推测

NLRP3炎症小体可能在AD的发生发展中起作用,
这可能与其在小胶质细胞中被Aβ激活会引发神经

炎症有关[13-15]。Aβ聚集蛋白的积累以及小胶质细

胞和星形胶质细胞的激活是AD的典型病理特征,
后者可促进炎症分子的释放,上述过程都会损害神

经元的结构和功能,导致偶发性记忆缺陷和认知功

能障碍[16]。NLRP3炎症小体被认为是AD关键及
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常见的先天免疫应答物,NLRP3炎症小体的激活是

在小胶质细胞吞噬原纤维 Aβ后开始的,该过程导

致溶酶体损伤,组织蛋白酶B释放、半胱氨酸天冬

氨酸特异性蛋白水解酶1激活和一氧化氮的释放,
进而促进 AD病理的发展[17]。HENEKA等[18]发

现,小胶质细胞中NLRP3炎症小体被Aβ激活是白

细胞介素-1β成熟及随后炎性事件的基础,并且推

测抑制NLRP3炎症小体有望成为AD治疗的新型

手段之一。
既往研究表明,NLRP3为 miR-223的重要靶

点,但miR-223并不会立即触发负反馈机制,而是

通过调节炎症因子,到达启动机体炎症反应所需的

“炎症水平”,从而导致NLRP3炎症小体的激活[19]。
本研究中,研究组受试者的血清中外泌体miR-223
与NLRP3表达水平呈负相关,这也进一步提示了

miR-223/NLRP3信号通路在 AD中的作用机制。
此外,ROC曲线评估外泌体miR-233联合 NLRP3
诊断AD源性 MCI的AUC为0.91,灵敏度及特异

度分别为89.0%和76.5%,二者联合鉴别诊断 AD
患者DAT的AUC为0.81,灵敏度以及特异度分别

为70.0%和85.0%,上述结果均表明miR-233联合

NLRP3对AD具有良好的诊断效能,且对评估该病

进展具有一定意义。
综上所述,miR-223/NLRP3信号通路可能参

与AD的发生和发展,检测血清中外泌体miR-223
和NLRP3表达水平对于AD患者的早期MCI以及

DAT进展具有一定的判断价值,值得进一步深入研

究。同时本文仍存在一定的局限性,如miR-223与

NLRP3之间的靶向调控关系,以及两者在AD发生

发展中的作用机制,仍需要在细胞实验、动物实验乃

至大样本临床研究中进一步验证。
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