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  摘 要:目的 探讨成人癫痫患者血清微小核糖核酸(miR)-146a、miR-125a、Toll样受体4(TLR4)水平及

其与疾病严重程度的关系。方法 选取2020年8月至2023年8月新疆维吾尔自治区人民医院收治的69例癫

痫患者作为癫痫组,另选取同期体检的69例健康人群作为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测入组

对象血清miR-146a、miR-125a水平,采用酶联免疫吸附试验检测血清TLR4、白细胞介素(IL)-1β、IL-2和肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)水平。根据脑电图检测结果,将癫痫患者分为轻度组、中度组和重度组,并比较3组患者血

清miR-146a、miR-125a、TLR4、IL-1β、IL-2和TNF-α水平。采用Pearson相关分析癫痫患者血清 miR-146a、
miR-125a、TLR4水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水平的关系,采用Spearman相关分析癫痫患者血清 miR-146a、
miR-125a、TLR4水平与疾病严重程度的关系。结果 癫痫组血清 miR-146a、miR-125a水平低于对照组,
TLR4、IL-1β、IL-2和TNF-α水平高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。脑电图检测结果显示,轻度

组、中度组及重度组分别有23、25和21例,3组患者血清 miR-146a、miR-125a、TLR4、IL-1β、IL-2和TNF-α水

平比较,差异均有统计学意义(P<0.05);且血清 miR-146a、miR-125a水平均为轻度组>中度组>重度组,血

清TLR4、IL-1β、IL-2和TNF-α水平均为轻度组<中度组<重度组,任意两组间比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,癫痫患者血清 miR-146a和 miR-125a水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水

平呈负相关(P<0.05),TLR4水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水平呈正相关(P<0.05)。Spearman相关分析结果

显示,癫痫患者血清miR-146a和miR-125a水平与疾病严重程度呈负相关(P<0.05),TLR4水平与疾病严重

程度呈正相关(P<0.05)。结论 成人癫痫患者血清 miR-146a、miR-125a表达下调,TLR4表达上调,且三者

与IL-1β、IL-2和TNF-α水平相关,可以评估癫痫患者疾病严重程度。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

levels
 

of
 

microRNA
 

(miR)-146a,miR-125a
 

and
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

disease
 

severity
 

in
 

adult
 

patients
 

with
 

epilepsy.Meth-
ods A

 

total
 

of
 

69
 

patients
 

admitted
 

to
 

the
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Xinjiang
 

Uygur
 

Autonomous
 

Region
 

from
 

August
 

2020
 

to
 

August
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

epilepsy
 

group,and
 

another
 

69
 

healthy
 

people
 

who
 

had
 

a
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Real-time
 

fluorescence
 

quanti-
tative

 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

serum
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

levels,
 

and
 

enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

TLR4,
 

interleukin
 

(IL)-18,
 

IL-2
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-a
 

(TNF-a)
 

levels
 

in
 

all
 

research
 

objects.Based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

EEG
 

detection,epilepsy
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

severe
 

group,and
 

miR-146a,miR-125a,TLR4,IL-1β,IL-2
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

three
 

groups.Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
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between
 

miR-146a,miR-125a
 

and
 

TLR4
 

levels
 

and
 

IL-1β,IL-2,TNF-α
 

levels,and
 

Spearman
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

miR-146a,miR-125a
 

and
 

TLR4
 

levels
 

and
 

severity
 

of
 

disease.
Results The

 

serum
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

levels
 

in
 

the
 

epilepsy
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

levels
 

of
 

TLR4,IL-1β,IL-2
 

and
 

TNF-α
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,with
 

statis-
tically

 

significant
 

differences(P<0.05).The
 

results
 

of
 

EEG
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

23,25
 

and
 

21
 

cases
 

in
 

the
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

severe
 

group,respectively,and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-146a,miR-125a,
TLR4,IL-1β,IL-2

 

and
 

TNF-α
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

had
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05);the
 

levels
 

of
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

in
 

the
 

mild
 

group
 

>
 

the
 

moderate
 

group
 

>
 

severe
 

group,while
 

the
 

levels
 

of
 

TLR4,IL-1β,IL-2,and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

mild
 

group
 

<
 

moderate
 

group
 

<
 

severe
 

group,and
 

comparisons
 

between
 

any
 

two
 

groups
 

had
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

levels
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

IL-1β,IL-2
 

and
 

TNF-α
 

levels(P<0.05),while
 

TLR4
 

level
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

IL-1β,IL-2
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

(P<0.05).Spearman
 

correlation
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

levels
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

disease
 

severity(P<0.
05),while

 

TLR4
 

level
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

disease
 

severity
 

(P<0.05).Conclusion The
 

serum
 

miR-146a
 

and
 

miR-125a
 

levels
 

are
 

down-regulated,while
 

TLR4
 

level
 

is
 

up-regulated
 

in
 

adult
 

patients
 

with
 

epi-
lepsy,and

 

the
 

above
 

three
 

indexes
 

are
 

correlated
 

with
 

IL-1β,IL-2
 

and
 

TNF-α
 

levels,so
 

they
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

evaluate
 

disease
 

severity
 

in
 

epilepsy
 

patients.
Key

 

words:adult
 

epilepsy; microRNA-146a; microRNA-125a; Toll-like
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ty; inflammatory

 

factor; correlation

  癫痫为神经系统常见疾病,临床发病具有高度重

复性,且持续时间较为短暂。由于脑部神经元异常过

度放电所引起的中枢神经系统功能失常,随疾病进展

可能增加神经损伤和死亡风险[1-2]。癫痫的临床机制

非常复杂,中枢神经系统兴奋与抑制的不平衡导致癫

痫发作,其主要与离子通道神经递质及神经胶质细胞

的改变有关。除此之外,炎症机制在癫痫的发生、发
展中发挥重要作用,癫痫可诱导发作相关脑区炎症介

质表达,此过程与癫痫活动产生及传播关系密切。由

于临床当前尚无可靠的血清学指标用于癫痫的病情

评估,故选取合适的生物标志物评估疾病严重程度有

利于临床更好地开展治疗。研究显示,微小核糖核酸

(miRNA)参与基因表达调控,并在细胞增殖、分化和

凋亡中发挥重要作用,部分 miRNA可能参与中枢神

经细胞疾病的发生和发展[3-4]。既往研究显示,miR-
146a异常表达与星形胶质细胞发育异常相关,与中枢

神经系统病变关系密切[5],但其在成人癫痫患者中的

表达机制尚不清楚。miR-125a在癫痫患儿中有较低

表达,可以用于儿童癫痫的诊断工作[6],故认为其在

成人癫痫中或许存在类似的表达机制。Toll样受体4
(TLR4)由正、负调节因子共同控制,可以识别各种外

源性及内源性分子信号跨膜受体,构成机体免疫应

答,产生干扰素和炎症因子。越来越多的证据表明,
TLR4的活化可能诱发癫痫发作[7],故认为TLR4可

能参与成人癫痫的发生和发展。因此,本次研究探讨

了成人癫痫患者血清 miR-146a、miR-125a、TLR4水

平及其与疾病严重程度的关系,旨在为成人癫痫的诊

治工作提供一定参考和依据。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年8月至2023年8月新

疆维吾尔自治区人民医院收治的69例癫痫患者作为

癫痫组,另选取同期在本院体检的69例无重大疾病

的健康者作为对照组。癫痫组中男37例、女32例,
年龄42~60岁、平均(51.19±4.46)岁;对照组中男

39例、女30例,年龄44~61岁、平均(52.34±4.38)
岁。两组患者性别、年龄比较,差异均无统计学意义

(P>0.05),具有可比性。纳入标准:(1)符合癫痫相

关临床诊断标准[8];(2)经家族史、体格检查、现病史、
脑电图、颅脑 MRI或CT等确诊癫痫;(3)年龄>18
岁。排除标准:(1)合并精神分裂症、双相障碍等;(2)
合并神经及其他系统疾病;(3)3个月内有抗焦虑、抑
郁情绪及影响认知功能用药史。本研究符合赫尔辛

基宣言相关准则与要求,且经新疆维吾尔自治区人民

医院医学伦理委员会审批通过(KY2019051562)。所

有研究对象均知晓本研究,并签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 反转录试剂盒(日本 Takara公

司);实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)仪(美国ABI
科技有限公司生产,型号:ABI5800)。
1.3 方法

1.3.1 血清 miR-146a、miR-125a水平检测 采集所

有研究对象空腹静脉血5
 

mL,离心(3
 

000
 

r/min,15
 

min)后收集血清,采用Trizol法提取总RNA,并反转

录为cDNA。采用实时荧光定量PCR仪对cDNA进

行扩增。
 

miR-146a正向引物序列:5'-TGAGAACT-
GAATTCCATGGGT-3',反向引物序列:5'-TATG-
GCACTGGTAGAATTCACT-3';miR-125a正 向 引

物序列:5'-CCGCTCGAGGGTAGGAGGTT-3',反向

引物序列:5'-CCTCTAGACCTCTGGGCCTC-3'。反
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应条件:95
 

℃,15
 

s,60
 

℃,30
 

s,35个循环。以U6为

内参,采用2-ΔΔCt计算 miR-146a、miR-125a的相对表

达量。
1.3.2 炎症因子水平检测 采集患者空腹静脉血4

 

mL,离心并分离血清(2
 

000
 

r/min,15
 

min)。采用酶

联免疫吸附试验检测血清TLR4及白细胞介素(IL)-
1β、IL-2,肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平。
1.3.3 癫痫严重程度评估[9] 癫痫组患者于癫痫发

作12
 

h后进行脑电图检测(描记24
 

h)。根据脑电图检

测结果对入组癫痫患者进行疾病严重程度分组:枕区α
或β的节律出现不规则变化则为轻度组;枕区α或β的

节律出现左右不对称变化,或出现局灶性δ波为中度

组;有广泛弥漫性慢波或周期样放电变化为重度组。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

22.0统计软件进行数

据分析。计数资料以例数或百分比表示,两组间比较

采用χ2 检验。符合正态分布且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,多组间

比较采用单因素方差分析。采用Pearson相关分析癫

痫患者血清 miR-146a、miR-125a、TLR4水平与炎症

因子水平的关系,采用Spearman相关分析癫痫患者

血清 miR-146a、miR-125a、TLR4水平与疾病严重程

度的关系。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 癫痫组与对照组血清 miR-146a、miR-125a及

TLR4水平比较 癫痫组血清 miR-146a、miR-125a
水平低于对照组,TLR4水平高于对照组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  癫痫组与对照组血清 miR-146a、miR-125a

   及TLR4水平比较(x±s)

组别 n miR-146a miR-125a TLR4(ng/mL)

癫痫组 69 0.75±0.29 0.69±0.23 2.65±0.83

对照组 69 1.06±0.33 1.12±0.38 1.64±0.51

t —5.861 —8.041 8.612

P <0.001 <0.001 <0.001

2.2 癫痫组与对照组血清IL-1β、IL-2、TNF-α水平

比较 癫痫组血清IL-1β、IL-2和TNF-α水平均高于

对照组(P<0.05)。见表2。
表2  癫痫组与对照组血清IL-1β、IL-2、TNF-α

   水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n IL-1β IL-2 TNF-α

癫痫组 69 3.27±1.02 8.55±2.06 4.24±1.05

对照组 69 1.04±0.33 2.15±0.73 1.07±0.31

t 17.278 24.328 24.052

P <0.001 <0.001 <0.001

2.3 不同严重程度癫痫患者 miR-146a、miR-125a、
TLR4水平比较 脑电图检测结果显示,轻度组、中度

组、重度组分别有23、25、21例。3组患者 miR-146a、
miR-125a及TLR4水平比较,差异均有统计学意义

(P<0.05);且血清 miR-146a、miR-125a水平为轻度

组>中度组>重度组,TLR4水平为轻度组<中度

组<重度组,任意两组间比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表3。
表3  不同严重程度癫痫患者血清 miR-146a、miR-125a、

   TLR4水平比较(x±s)

组别 n miR-146a miR-125a TLR4(ng/mL)

轻度组 23 1.01±0.30 0.91±0.25 2.21±0.68

中度组 25 0.71±0.24a 0.62±0.20a 2.66±0.95a

重度组 21 0.52±0.19ab 0.53±0.17ab 3.09±1.04ab

F 21.858 20.088 5.256

P <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。

2.4 不同严重程度癫痫患者血清IL-1β、IL-2、TNF-α
水平比较 轻度组、中度组及重度组血清IL-1β、IL-2
和TNF-α水 平 比 较,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);且血清IL-1β、IL-2和 TNF-α水平均为轻度

组<中度组<重度组,任意两组间比较,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表4。
表4  不同严重程度癫痫患者血清IL-1β、IL-2、

   TNF-α水平比较(x±s,ng/mL)

组别 n IL-1β IL-2 TNF-α

轻度组 23 1.65±0.34 6.63±2.04 2.29±0.54

中度组 25 3.89±1.29a 8.96±2.37a 4.77±1.18a

重度组 21 4.32±1.13ab 10.15±2.75ab 5.76±1.96ab

F 45.179 12.475 40.448

P <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。

2.5 癫痫患者血清miR-146a、miR-125a、TLR4水平

与IL-1β、IL-2、TNF-α水平的相关性分析 Pearson
相关分析结果显示,癫痫患者血清 miR-146a、miR-
125a水平与IL-1β、IL-2、TNF-α均呈负相关(P<
0.05),而TLR4水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水平呈正

相关(P<0.05)。见表5。
表5  癫痫患者血清 miR-146a、miR-125a、TLR4水平与

   IL-1β、IL-2、TNF-α水平的相关性分析

指标
IL-1β

r P

IL-2

r P

TNF-α

r P

miR-146a —0.317<0.001 —0.405<0.001 —0.414<0.001

miR-125a —0.389<0.001 —0.372<0.001 —0.393<0.001

TLR4 0.347<0.001 0.419<0.001 0.424<0.001

2.6 癫痫患者血清miR-146a、miR-125a、TLR4水平

与疾病严重程度的相关性分析 Spearman相关分析
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结果显示,miR-146a和 miR-125a水平与疾病严重程

度呈负相关(r=—0.354、—0.417,P<0.05),TLR4
水平与疾病严重程度呈正相关(r=0.436,P<0.05)。
3 讨  论

  癫痫是慢性反复发作短暂脑功能失调综合征,主
要是由于神经系统中神经元异常兴奋并放电所致。
炎症介质在癫痫中发挥了重要作用,血清miR炎症通

路存在调控作用,临床检测具有可重复性强、周期较

短等优点,有利于系统研究癫痫发作过程中涉及的相

关基因表达变化,进而帮助癫痫的病情评估工作[10]。
有研究显示,癫痫发病与过程与炎症因子及神经

系统炎症存在密切联系,且与脑损伤存在一定关

系[11-13]。miR-146a、miR-125a均可参与神经系统功

能调控,TLR4则参与人体炎症级联反应。郑希院

等[14]在研究中报道,miR-146a在癫痫患者中呈高表

达,且其水平与发作频繁、发作类型、发作程度相关,
但该研究中并未详细分析 miR-146a表达的具体机制

及与炎症因子的关系。ABDEL
 

RAOUF等[15]的研

究发现,miR-125a参与癫痫的发生机制,可以作为儿

童癫痫的诊断生物标志物,但可能受到样本量的影

响,该研究还发现 miR-125a与炎症因子之间无明显

相关性。为进一步探讨癫痫发病的具体机制及其与

神经功能及炎症因子的确切联系,以便更好开展诊治

工作,本研究发现,癫痫组血清 miR-146a、miR-125a
水平低于对照组,TLR4水平高于对照组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。故推测 miR-146a、miR-125a
水平降低、TLR4水平升高可能参与癫痫发作的调控

机制。分析其原因,癫痫发作时,会损伤患者脑组织

中的星形胶质细胞,并激活相关信号通路,促进相关

炎症反应发生,进而导致脑部生理环境及局部微环境

发生变化。miR-146a参与机体炎症反应,并通过作用

于基质细胞衍生因子受体4(CXCR4)后,使CXCR4
表达水平升高,而CXCR4作是炎症抑制分子,可以抑

制机体炎症反应水平,故认为 miR-146a通过下调

CXCR4表达加剧机体炎症反应,这或许是癫痫发生、
进展的其中机制之一。除此之外,感染会促进 miR-
146a产生,并活化NF-κB信号通路,释放患者体内促

炎性细胞因子分泌,故考虑 miR-146a与NF-κB之间

存在正反馈调节,这或许为癫痫患者疾病发生进展的

另一机制[16]。miR-125a可在多种疾病中发挥重要作

用,如癌症、心血管疾病和自身免疫性疾病等,并通过

调节凋亡相关基因对细胞增殖和凋亡产生重要影

响[17-18]。LIU等[19]的研究发现,miR-125a-5p表达水

平在癫痫大鼠海马中有显著下调,过表达 miR-125a-
5p可 抑 制 其 靶 基 因 钙 调 素 依 赖 性 蛋 白 激 酶 Ⅳ
(CAMK4)的激活。进而减少大鼠海马体癫痫发作次

数与炎症水平。因 miR-125a-5p由 miR-125a前体的

5'端臂加工而成,故而考虑 miR-125a的表达或可参

与机体内神经细胞的凋亡及炎症反应过程。TLR4作

为一种跨膜蛋白参与固有免疫和适应性免疫。既往

研究显示,脂多糖可刺激缺氧、缺糖状态下的小胶质

细胞产生微泡,使小胶质细胞和星形胶质的形态和代

谢发生改变,加重大鼠脑血管内皮细胞连接处的损

伤,进而诱导TLR4水平升高,产生炎症级联反应[20]。
本次研究中癫痫患者血清TLR4水平明显高于对照

组,其原因可能是由于结合相应受体后,通过对 NF-
κB的信号通路进行刺激并诱导炎症因子的释放,进而

导致癫痫的发生、进展[21];在癫痫状态下,患者脑部神

经功能处于异常放电状态,可能引起缺氧反应。由于

缺氧条件下,会改变脑部微血管的内皮细胞形态,使
细胞突起减少,形态失去完整性,细胞之间紧密连接

蛋白的表达量下降,进而诱发TLR4水平升高,或可

能为其中的相关机制[22]。
本研究发现,癫痫组血清IL-1β、IL-2和 TNF-α

水平高于对照组(P<0.05)。IL-1β是由单核巨噬细

胞分泌,并由半胱天冬酶-1蛋白水解加工成活性形

式,参与多种细胞活动,细胞增殖、分化和凋亡等,通
过促进炎症反应、破坏血脑屏障等促进癫痫发生[23]。
IL-2主要是由CD4+T淋巴细胞分泌,促进淋巴细胞

生长、增殖、分化,参与机体免疫应答。通过提高神经

元细胞内游离Ca2+ 表达水平,进而控制神经兴奋性,
最终诱导癫痫的发生[24]。TNF-α是一种多效细胞分

子,在炎症反应、细胞凋亡和免疫系统发育中发挥重

要作用。对胶质细胞内谷氨酸活性增强有促进作用,
从而参与癫痫进展,还可促进机体炎症级联反应,并
促进IL-2等癫痫相关细胞因子的表达[25]。本研究结

果表明炎症介质在癫痫中发挥了重要作用。
本研究还发现,血清 miR-146a、miR-125a水平均

为轻度组>中度组>重度组,血清TLR4、IL-1β、IL-2
和 TNF-α水平均为轻度组<中度组<重度组,且
Pearson相 关 分 析 结 果 显 示,癫 痫 患 者 血 清 miR-
146a、miR-125a水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水平呈负

相关(P<0.05),TLR4水平与IL-1β、IL-2、TNF-α水

平呈正相关(P<0.05),证实了 miR-146a、miR-125a
对炎症通路的确切调控作用,故推测当 miR-146a、
miR-125a呈低表达水平,TLR4呈高表达水平时,抗
炎作用削弱,可能导致癫痫患者神经炎症加重,进而

促进疾病进展。Spearman相关分析结果显示,癫痫

患者血清 miR-146a和 miR-125a水平与疾病严重程

度呈负相关(P<0.05),TLR4水平与疾病严重程度

呈正相 关(P<0.05)。提 示 血 清 miR-146a、miR-
125a、TLR4监测对于癫痫病情严重程度评估有一定

的参考意义,炎症介质在癫痫进展中发挥重要作用,
随着癫痫疾病严重程度加重,IL-1β、IL-2和TNF-α水

平也明显增加。分析其原因,随癫痫病情进展,谷氨

酸兴奋毒性增加,进一步诱导巨噬细胞形成,并促使

自由基形成,使血脑屏障进一步受到破坏,增加炎症

因子的释放。
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综上所述,成人癫痫患者血清 miR-146a、miR-
125a水平降低下调,TLR4水平升高,三者与IL-1β、
IL-2和TNF-α水平相关,可以用于评估癫痫的疾病

严重程度。
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