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摘要： 目的 检测急性动脉粥样硬化性脑梗死（ACI）病人外周血单个核细胞锌指样转录因子家族（KLF）2、KLF4表达变化，

并分析其与病人重组人组织型纤溶酶原激活剂（rt-PA）静脉溶栓后预后的关系。方法 选取 2016年 4月至 2018年 4月郑州大

学附属郑州中心医院就诊并接受 rt-PA静脉溶栓治疗的ACI病人117例作为研究对象，并根据溶栓治疗结局将病人分为预后良

好组和预后不良组。统计病人一般资料及 24 h美国国立卫生研究院卒中量表（NIHSS）评分。利用实时定量 PCR（qRT-PCR）
法检测病人入院后及溶栓治疗 24 h外周血单个核细胞KLF2、KLF4信使核糖核酸（mRNA）表达，酶联免疫吸附法（ELISA）法测

定外周血白细胞介素（IL）-2、IL-6表达水平。结果 与入院时比较，溶栓后 24 h预后良好组病人外周血单个核细胞KLF2、
KLF4 mRNA水平分别为（0.53±0.10）、（0.62±0.14）升高，外周血 IL-2、IL-6表达水平分别为（4.08±0.85）、（4.19±0.74）降低（P<
0.05），而预后不良组差异无统计学意义（P>0.05）；与预后良好组比较，预后不良组病人入院时及溶栓后 24 h外周血单个核细

胞KLF2、KLF4 mRNA分别为（0.24±0.05）、（0.31±0.07）呈低表达，外周血 IL-2、IL-6分别为（9.47±2.35）、（7.63±1.82）呈高表达（P

<0.05）；病人入院时外周血单个核细胞KLF2、KLF4 mRNA水平与 90 d MRS评分负相关（r=−0.347、−0.349，均P<0.05）；KLF2、
KLF4 mRNA联合检测预测病人不良结局的AUC为 0.970，灵敏度为 85.90%，特异度为 98.00%；logistic回归分析表明，入院时

KLF2 mRNA≤0.36、KLF4 mRNA≤0.44、IL-2高表达、IL-6高表达、NIHSS评分>5分、糖尿病是溶栓治疗后ACI病人出现不良预后

的危险因素（P<0.05）。结论 预后不良病人入院时及溶栓后 24 h外周血单个核细胞KLF2、KLF4 mRNA呈低表达，两者对急

性动脉粥样硬化性脑梗死病人溶栓治疗90 d后结局具有一定预测价值。
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Abstract： Objective To detect the expressions of Kruppel-like transcription factor family (KLF) 2 and KLF4 in peripheral blood
mononuclear cell of patients with acute atherosclerotic cerebral infarction (ACI), and to analyze their relationships with the prognosis of
patients after recombinant human tissue type plasminogen activator (rt-PA) intravenous thrombolysis.Methods A total of 117 patients
with ACI who received rt-PA intravenous thrombolytic therapy in Zhengzhou Central Hospital Affiliated to Zhengzhou University from
April 2016 to April 2018 were selected as the research objects, and they were divided into good prognosis group and poor prognosis
group according to the outcome of thrombolytic therapy. The general information and 24 h National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) score of the patients were analyzed. Real time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of KLF2 and
KLF4 mRNA in peripheral blood mononuclear cells after admission and 24 h after thrombolytic therapy. The expression levels of IL-2
and IL-6 in PBMC were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).Results Compared with those at the time of ad‑
mission, the mRNA levels of KLF2 and KLF4 in peripheral blood mononuclear cells of patients with good prognosis 24 h after thrombol‑
ysis were (0.53±0.10), (0.62±0.14), the expression levels of IL-2 and IL-6 in peripheral blood were (4.08±0.85), (4.19±0.74) (P < 0.05),
there was no significant difference in poor prognosis group (P > 0.05); Compared with the patients with good prognosis, the mRNA of
KLF2 and KLF4 in the patients with poor prognosis at admission and 24 hours after thrombolysis were (0.24±0.05), (0.31±0.07), the lev‑
els of IL-2 and IL-6 in peripheral blood were (9.47±2.35) and (7.63±1.82) respectively (P < 0.05); At admission, the levels of KLF2 and
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KLF4 in peripheral blood mononuclear cell were negatively correlated with 90 d MRS score (r=-0.347, -0.349, all P < 0.05). The AUC
of KLF2 and KLF4 mRNA combined detection was 0.970, the sensitivity was 85.90%, and the specificity was 98.00%. logistic regres‑
sion analysis showed that KLF2 mRNA≤0.36, KLF4 mRNA≤0.44, IL-2 higher expression, IL-6 higher expression, NIHSS score>5 and
diabetes mellitus were risk factors for adverse prognosis of ACI patients after thrombolytic therapy (P < 0.05).Conclusion The expres‑
sion of KLF2 and KLF4 mRNA in peripheral blood mononuclear cells of patients with poor prognosis at admission and 24 h after throm‑
bolysis is low, and both of them have certain predictive value for 90 d outcome of patients with acute atherosclerotic cerebral infarction
after thrombolytic therapy.
Key words： Brain infarction; Atherosclerosis; Monocytes; Lymphocytes; Kruppel-like transcription factors; Recombinant
human tissue type plasminogen activator; Intravenous thrombolysis

急性脑梗死（acute cerebral infarction，ACI）是一

种由于脑部血管急性阻塞，从而引起脑组织供血供

氧不足，进而造成局部脑组织坏死和功能丧失，导致

一系列临床症状，常见病因为动脉粥样硬化［1］。当

前，临床采用急诊静脉溶栓治疗等措施以疏通阻塞

血管，使血管灌流区脑组织恢复血氧供应［2］。研究显

示，重组人组织型纤溶酶原激活剂（recombinant hu‑
man tissue type plasminogen activator，rt-PA）是临床唯

一被证明可有效实现缺血脑组织再灌注的药物，可

有效治疗脑梗死，大大降低ACI病人的致死率和致残

率［3］。研究发现，影响ACI病人治疗后预后因素多样

化，对ACI病人采用 rt-PA溶栓治疗，24 h后出现不同

结局，多数病人获得改善，部分病人出现早期神经功

能恶化，加剧神经功能缺损［4］。因此寻找合适的生物

分子标志对病人 rt-PA溶栓后预后分析具有重要意

义。锌指样转录因子家族（Kruppel-like transcription
factors，KLFs）是一种与真核细胞转录关系密切的锌

指蛋白，可调控基因转录，是调控心血管系统的重要

转录因子［5］。目前关于外周血单个核细胞 KLF2、
KLF4表达与ACI病人 rt-PA静脉溶栓预后关系的研

究尚未见报道，本研究旨在通过检测行 rt-PA静脉溶

栓的ACI病人外周血单个核细胞KLF2、KLF4表达水

平，分析其与病人预后的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2016年 4月至 2018年 4月郑

州大学附属郑州中心医院就诊并接受 rt-PA静脉溶

栓治疗的ACI病人 117例为研究对象，其中男 60例，

女 57例，年龄范围 38~72岁，年龄（61.54±11.78）岁。

其中因失访脱落 4例，最终纳入 113例，根据溶栓治

疗结局将病人分为预后良好组和预后不良组，其中

预后良好组64例，男34例，女30例，年龄范围40~72
岁，年龄（62.74±12.03）岁；预后不良组 49例，男 26
例，女 23例，年龄范围 38~71岁，年龄（61.26±11.51）
岁。纳入标准：①病人经诊断为ACI，符合全国第四

届脑血管病学术会议制定的缺血性脑血管病诊断

标准［6］，且经 CT或MRI等影像学检查确诊；②病人

发病时间<4.5 h；③美国国立卫生研究院卒中量表

（NIHSS）评分≥5分；④经影像学及超声、心电图等辅

助检查确诊为动脉粥样硬化性脑梗死；排除标准：①
月经期、妊娠期病人；②治疗前显著高血压病人（收

缩压>180 mmHg，舒张压>110 mmHg）；③脑内动静

脉畸形，颅内动脉瘤或出血性疾病病人；④颅内出血

史或 2个月内接受较大手术病人。两组病人年龄性

别差异无统计学意义（P>0.05）。病人或近亲属知情

同意，研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关

要求。治疗结局评价标准：以 rt-PA静脉溶栓治疗后

90 d病人改良RANKIN量表（Modified Rankin Scale，
MRS）评分，其中 64例MRS评分为 0~2分，表示预后

良好；49例MRS评分为 3~6分，表示为预后不良，其

中脑出血18例，病情进展再阻塞25例，其它6例。

1.2 治疗方法 病人入院后开通绿色救护通道，行

头颅CT或MRI检查，监测病人血压，开放肘静脉通

道，留置套管针。静脉溶栓药物 rt-PA（德国 Boeh‑
ringer Ingelheim公司，50 mg），用时稀释为 1 mg/mL，
静脉输注：1 mg/kg，先以总剂量的 10%进行静脉推

注，1 min内注射完毕，再于 1 h内注入总剂量的

50%，剩余的在第 2、3 h注射完毕。溶栓治疗开始后

24 h内，停止抗凝和抗血小板治疗。

1.3 观察指标

1.3.1 样本采集 病人入院后及溶栓治疗 24 h后
分别取病人静脉血 7 mL，其中 2 mL置于 EDTA-K2
抗凝管，另 5 mL利用淋巴细胞分离液分离出单个核

细胞，−70 ℃保存。

1.3.2 一般资料收集 统计病人既往高血压、高血

脂、卒中史、糖尿病病史、给药时间；检测病人入院

血压、血糖水平。对病人进行入院时和溶栓后 24 h
NIHSS评分。

1.3.3 病人外周血单个核细胞 KLF2、KLF4 mRNA
水平检测 TRIzol RNA提取液提取单个核细胞中

总RNA，检测合格后，利用反转录试剂盒反转录，获

得 cDNA，利用实时定量 PCR（quantitative reverse
transcription-PCR，qRT-PCR）试剂盒检测外周血单

个核细胞KLF2、KLF4 mRNA水平。以GAPDH为内

参基因，反应体系为 20 µL：SYBR Premix Ex Taq
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（2×），正向引物 0.5 µL，反向引物 0.5 µL，模板 2.0
µL。反应条件如下：94 ℃ 5 min，94℃ 30 s，60 ℃ 30
s，72 ℃ 1 min，72 ℃ 5 min，30个循环。本研究使用

引物交由上海生物工程有限公司合成，引物序列见

表1。采用2-∆∆CT法计算目标基因的相对表达量。

1.4 病人外周血 IL-2、IL-6水平检测 取抗凝后的

外周血，采用酶联免疫吸附法（enzyme linked immu‑
nosorbent assay，ELISA）法检测 IL-2、IL-6水平，严格

按照试剂盒说明操作。

1.5 统计学方法 统计学分析均使用 SPSS 20.0软
件完成。计数资料采用例（%）表示，行 χ 2检验；计

量资料均符合正态分布，以 x̄ ± s表示，对数据进行

方差齐性检验，方差齐，组间比较行F检验，两组间

数据采用 t检验。利用 Pearson检验分析 rt-PA溶栓

后 24 h外周血KLF2、KLF4 mRNA水平与MRS评分

相关性，利用 logistic分析对影响 rt-PA溶栓后ACI病
人不良预后的危险因素进行分析，均以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料比较 预后良好组病人给药时

间、血糖水平、入院NIHSS评分、24hNIHSS评分、90
d MRS评分、糖尿病病人比例均较预后不良组显著

降低（P<0.05）。见表2。
2.2 病人外周血单个核细胞KLF2、KLF4 mRNA表

达水平和外周血 IL-2、IL-6表达水平 与入院时比

较，预后良好组溶栓后 24 h KLF2、KLF4 mRNA高表

达，IL-2、IL-6低表达（P<0.05），预后不良组差异无统

计学意义（P>0.05）；与预后良好组比较，预后不良组

病人入院时及溶栓后 24 h KLF2、KLF4 mRNA低表

达，IL-2、IL-6高表达（P<0.05）。见表3。
2.3 入院时外周血单个核细胞 KLF2、KLF4
mRNA水平与 90 d MRS评分相关性 病人入院时

外周血单个核细胞 KLF2、KLF4 mRNA水平与 90 d
MRS 评 分 负 相 关（r=-0.347、-0.349，均 P<0.05），

见图1。
2.4 外周血KLF2、KLF4 mRNA水平对 rt-PA溶

栓后ACI病人不良预后的预测 入院时ACI病人外

周血单个核细胞KLF2 mRNA水平（截断值<0.36）预

测病人不良结局的灵敏度为 76.60%，特异度为

93.90%，AUC 为 0.901（95%CI：0.846~0.957，P<
0.05）；外周血单个核细胞 KLF4 mRNA水平（截断

值<0.44）预测病人不良结局的灵敏度为 87.50%，特

异度为 91.80%，AUC为 0.915（95%CI：0.856~0.973，

表1 qRT-PCR引物序列

RNA
KLF2
KLF4

GAPDH

正向引物5’-3’
GCACACTTGCAGCTACAC
ACCCACACAGGTGAGA‑
AACCTTAC
GCACCCTCAAGGCTGAGA‑
AC

反向引物5’-3’
AGGCTTCTCACCTGTGTG
CCTCATCGGGAAGA‑
CAGTGTGAAA
TGGTGAAGACGCCAGTG‑
GA

表2 两组急性脑梗死病人一般资料比较

项目

年龄/（岁，x̄ ± s）
性别（男/女）/例
给药时间/（min，
x̄ ± s）
血糖/（mmol/L，
x̄ ± s）
收缩压/
（mmHg，x̄ ± s）
舒张压/
（mmHg，x̄ ± s）
入院NIHSS评

分/（分，x̄ ± s）
24 h NIHSS评

分/（分，x̄ ± s）
90 d MRS评分/
（分，x̄ ± s）

高血压/例（%）
高血脂/例（%）
既往卒中史/例（%）
糖尿病/例（%）

预后良好组

（n=64）
62.74±12.03
34/30

142.57±46.13

6.58±2.37

150.79±31.06

88.36±16.74

8.24±3.21

6.72±2.10

1.16±0.48

42（65.63）
15（23.44）
10（15.63）
6（9.38）

预后不良

（n=49）
61.26±11.51
26/23

193.48±56.16

8.39±3.19

152.64±28.46

89.73±14.87

15.68±4.96

15.59±5.13

4.51±1.20

32（69.57）
12（24.49）
11（22.45）
13（26.53）

t（χ 2）值

0.660
（0.034）
5.289

3.461

0.325

0.452

9.653

12.541

20.331

（0.027）
（0.009）
（0.463）
（4.667）

P值

0.510
0.854
0.000

0.001

0.746

0.652

0.000

0.000

0.000

0.869
0.926
0.496
0.031

注：NIHSS为美国国立卫生研究院卒中量表，MRS为改良

RANKIN量表。

表3 急性脑梗死病人外周血单个核细胞KLF2、KLF4
mRNA及 IL-2、IL-6表达水平/x̄ ± s

组别

预后良好组

入院时

溶栓后24 h
t，P值

预后不良组

入院时

溶栓后24 h
t，P值

两组比较 t，P值

入院时

溶栓后24 h

例

数

64

49

KLF2
mRNA

0.38±0.09
0.53±0.10
8.920，
0.000

0.22±0.06
0.24±0.05
1.793，
0.076

10.745，
0.000
18.586，
0.000

KLF4
mRNA

0.45±0.11
0.62±0.14
7.639，
0.000

0.32±0.08
0.31±0.07
0.659，
0.512

6.977，
0.000
14.191，
0.000

IL-2/（ng/
mL）

7.49±1.52
4.08±0.85
15.664，
0.000

10.28±2.42
9.47±2.35
1.681，
0.096

7.497，
0.000
16.975，
0.000

IL-6/（ng/
mL）

6.07±1.24
4.19±0.74
10.415，
0.000

8.09±1.75
7.63±1.82
1.275，
0.205

7.304，
0.000
13.726，
0.000

注：KLF2为锌指样转录因子 2，KLF4为锌指样转录因子 4，IL-2
为白细胞介素2；IL-6：白细胞介素6。
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P<0.05）；二者联合预测病人不良结局的灵敏度为

85.90%，特异度为 98.00%，AUC 为 0.970（95%CI：
0.944~0.996，P<0.05），与KLF2、KLF4单项预测相比

显著升高（Z=0.245，P<0.05），见图2。

2.5 影响 rt-PA溶栓后ACI病人不良预后的危险

因素分析 按照 IL-2、IL-6表达水平的平均数将ACI
病人分组，其中高于平均数的称为高表达组，其余

称为低表达组。以溶栓治疗后ACI病人是否出现不

良预后为因变量，将年龄、病人入院时外周血单个

核细胞KLF2 mRNA、KLF4 mRNA、是否存在糖尿病

高血压等因素纳入 logistic回归分析，结果表明，入

院时外周血 KLF2 mRNA≤0.36、KLF4 mRNA≤0.44、
IL-2高表达、IL-6高表达、NIHSS评分>5分、糖尿病

是溶栓治疗后 ACI病人出现不良预后的危险因素

（P<0.05）。见表4。

3 讨论

ACI病人发病机制较为复杂，其主要病因为动脉

粥样硬化。动脉粥样硬化斑块所致管腔狭窄或斑块

破裂脱落导致动脉闭塞可引发脑梗死。研究显示，

不同病因引发的ACI病人行 rt-PA静脉溶栓治疗后，

其预后具有一定差异性，而不同年龄病人在治疗后，

结局也不相同。目前临床缺乏可靠有效的分子生物

标志用于ACI病人 rt-PA静脉溶栓后预后判断［7］。已

有研究表明，病人糖尿病史、血糖、24 h NIHSS评分可

能与溶栓病人预后有关。本研究结果发现，预后良

好组病人给药时间、血糖水平、入院NIHSS评分、24
h NIHSS评分、90 d MRS评分、糖尿病病人比例均较

预后不良组显著降低，提示该类因素可能与病人溶

栓治疗后预后有关，与占达良等［8］研究结果一致。

转录因子是一类具有重要功能的DNA结合蛋

白，可通过调控目标基因转录，调控基因表达，进而参

与细胞生长、分化等生理过程。KLF家族结构高度保

守，具有转录调节功能，普遍存在于多个物种中。已

有研究表明，KLF2、KLF4是血管内皮细胞稳态调节的

关键因素，参与信号转导，与血管炎症及血栓形成关

系密切［9］。KLF2可诱导内皮源性一氧化氮合酶等抗

凝基因高表达，与动脉粥样硬化发生发展有关。在大

面积脑梗死病人外周血中，KLF2 mRNA表达水平较

小面积脑梗死病人显著降低，提示其与病人脑梗死面

积有关［10］。吕永楠等［11］研究表明，KLF4可调控血管内
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图1 急性脑梗死外周血单个核细胞与90 d MRS评分相关性：A为

KLF2表达水平；B为KLF4 mRNA表达水平

0.2

0.4
0.0

0.4

0.6

0.6

0.8

0.2

1.0

0.8
1-特异度

灵
敏

度

1.0

曲线源

KLF2

KLF4
预测概率
参考线

图2 急性脑梗死外周血单个核细胞KLF2、KLF4 mRNA水平对 rt-PA
溶栓预后的预测

表4 影响 rt-PA溶栓后脑梗死不良预后的危险因素分析

影响因子

年龄（>60岁与

≤60岁）

KLF2 mRNA（>
0.36与≤0.36）
KLF4 mRNA（>
0.44与≤0.44）
IL-2（低 表 达

与高表达）

IL-6（低 表 达

与高表达）

糖尿病（是与否）

高血压（是与否）

NIHSS评分

（≤5分与>5分）

β值

0.153

1.063

1.003

0.908

1.070
1.070
0.188
1.044

SE

0.304

0.337

0.371

0.385

0.329
0.372
0.344
0.358

Wald

0.252

9.943

7.307

5.560

10.582
8.277
0.299
8.501

P值

0.143

0.002

0.006

0.018

0.001
0.004
0.584
0.004

OR

1.165

2.894

7.726

2.479

2.916
3.016
1.207
2.840

95%CI

0.642~2.114

1.945~5.602

1.317~5.641

1.166~5.272

1.530~5.557
1.406~6.046
0.615~2.369
1.408~5.729

注：KLF2为锌指样转录因子 2，KLF4为锌指样转录因子 4，IL-2
为白细胞介素 2；IL-6为白细胞介素 6，NIHSS为美国国立卫生研究

院卒中量表。
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皮功能，与平滑肌增生有关，参与动脉粥样硬化。研究

显示，KLF2、KLF4可能抑制凝血因子血管性血友病因

子（vWF）分泌，干预人体血栓形成［12］。KLF2、KLF4可
通过影响血管凝血、内皮炎症及纤溶靶基因转录调控，

抑制血栓形成，推测其水平变化可能与血栓性疾病发

生有关［13］。ACI发生发展并发炎症反应，炎性因子 IL-

2、IL-6等异常高表达，有研究发现，KLF2、KLF4能抑制

炎性因子表达，使内皮细胞保持一定的稳定状态，缓解

ACI症状［14-15］。本研究结果表明，与预后良好组相比，

预后不良组病人 rt-PA溶栓后24 h外周血单个核细胞

KLF2、KLF4 mRNA水平显著降低，外周血IL-2、IL-6表
达水平显著升高，提示ACI病人 rt-PA溶栓后外周血单

个核细胞KLF2、KLF4 mRNA水平和外周血 IL-2、IL-6
表达水平可能与治疗结局有关，检测其水平变化可用

于预测病人预后。MRS作为衡量卒中后病人神经功能

恢复状况的量表，可直接反映溶栓治疗效果［16］，本研究

分析显示，病人入院时外周血单个核细胞KLF2、KLF4
mRNA水平与 90 d MRS评分负相关。提示 KLF2、
KLF4 mRNA在一定程度可用于评估病人溶栓效果。

耿利娇等［17］研究发现，血浆脂蛋白联合血清抵

抗素预测ACI病人不良结局敏感度为 81.35%，特异

度为 78.26%。梁安心等［18］发现红细胞分别宽度

（RDW）预测ACI病人不良结局敏感度为 51.7%，特

异度为 77.2%。本研究ROC分析结果表明，入院时

外周血单个核细胞KLF2、KLF4 mRNA水平均对溶

栓治疗 90d后病人结局预测具有一定价值，二者联

合检测预测病人不良结局的灵敏度为 85.90%，特异

度为 98.00%，进一步表明入院时外周血单个核细胞

KLF2、KLF4 mRNA水平可能作为生物分子标记用

于溶栓治疗病人预后。 logistic回归分析，结果表

明，KLF2 mRNA≤0.36、KLF4 mRNA≤0.44、IL-2高表

达、IL-6高表达、NIHSS评分>5分、糖尿病是溶栓治

疗后 ACI病人出现不良预后的危险因素，提示

KLF2 mRNA>0.36、KLF4 mRNA>0.44、IL-2低表达、

IL-6低表达、NIHSS评分<5分、无糖尿病病人预后良

好，医务工作者应及早动员该类病人进行 rt-PA静脉

溶栓治疗，以提升该类病人良好预后概率。

综上所述，与预后良好组比较，预后不良组病

人入院时及溶栓后 24 h外周血单个核细胞 KLF2、
KLF4 mRNA低表达，入院时外周血单个核细胞

KLF2、KLF4 mRNA水平对溶栓治疗 90 d后病人结

局具有一定预测价值。本研究不足之处：ACI包含

不同病因发病机制，可能对溶栓治疗结局产生影

响，从而对结果造成一定偏倚，将在后续研究中加

大样本量，针对病人病因分类研究。
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