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摘要： 目的 研究围生期缺血缺氧性脑病（HIE）的微RNA（miRNA）生物标志物的筛选情况。方法 通过动态队列研究法获

取2020年1月至2021年1月深圳市龙华区中心医院144例HIE病儿作为受试者。将其根据病情严重程度的差异分作轻度HIE
组 42例、中度HIE组 62例以及重度HIE组 40例，另取同期该院 50例健康新生儿作为对照组。分别采集所有新生儿脐带血进
行测序比较分析差异表达miRNA，筛选 3个和HIE相关的miRNA作为早期预测HIE的生物标志物，并分析各组新生儿上述 3
个miRNA表达情况的差异。采用 Spearman相关性分析明确HIE病情严重程度和miRNA表达的关系。此外，将所有HIE病儿
按照是否合并脏器损伤分为合并脏器损伤组 102例以及未合并脏器损伤组 42例，比较两组上述 3个miRNA表达情况的差异。
此外，检测并比较HIE组和对照组血清诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、内皮素-1水平。结果 miRNA芯片通过扫描、分析以及
标准化处理，结果发现miRNA芯片共检测miRNA达 921种。相较于对照组，HIE病儿血浆中有 29种miRNA表达异常升高，26
种miRNA表达异常下降，选择差异有统计学意义的miRNA实施生物学信息分析，发现了miR-4472、miR-5195-3p以及miR-

6794-5p可能具有潜在的预测HIE作用。重度HIE组miR-4472、miR-5195-3p以及miR-6794-5p表达水平分别为 0.71±0.12、
2.34±0.28、2.24±0.24，均高于对照组的 0.20±0.04、0.78±0.15、0.47±0.11和轻度HIE组的 0.37±0.08、0.92±0.18、0.89±0.15以及中
度组的 0.55±0.09、1.45±0.23、1.46±0.20，且轻度HIE组、中度HIE组miR-4472、miR-5195-3p以及miR-6794-5p表达水平均高于
对照组，中度HIE组miR-4472、miR-5195-3p以及miR-6794-5p表达水平均高于轻度HIE组（均P<0.05）。HIE病儿病情严重程
度和miR-4472、miR-5195-3p、miR-6794-5p表达均呈正相关关系（均P<0.05）。合并脏器损伤HIE病儿miR-4472、miR-5195-3p、
miR-6794-5p表达水平分别为 0.60±0.09、2.05±0.18、1.70±0.31，均高于未合并脏器损伤组的 0.46±0.03、1.58±0.12、1.37±0.23（均
P<0.05）。HIE组血清 iNOS及内皮素-1水平均高于对照组（均P<0.05）。结论 HIE的miRNA生物标志物包括miR-4472、miR-

5195-3p、miR-6794-5p，且上述miRNA表达水平和病儿病情严重程度以及脏器损伤有关，值得临床重点关注。
关键词： 缺氧缺血，脑； 微RNA； 生物标志物； 新生儿； 围生期

Screening of microRNA biomarkers in perinatal ischemic-hypoxic encephalopathy 
ZENG Hao,CHEN Yuxia,SI Wen 

Author Affiliation:Department of Neurosurgery, Shenzhen Longhua District Central Hospital, Shenzhen, Guangdong
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Abstract： Objective To study the screening of microRNA (miRNA) biomarkers in perinatal ischemic-hypoxic encephalopathy 
(HIE).Methods A total of 144 HIE infants were obtained as subjects from January 2020 to January 2021 in Shenzhen Longhua Dis⁃
trict Central Hospital by the dynamic cohort study method. According to the severity of the disease, they were divided into a mild HIE
group (42 cases), a moderate HIE group (62 cases) and a severe HIE group (40 cases), and 50 healthy infants in the same period of time
were selected as the control group. The umbilical cord blood of all neonates was sequenced and analyzed for differentially expressed
miRNAs, three HIE-related miRNAs were screened as biomarkers for the early prediction of HIE, and the differences in the expression
of the above three miRNAs were analyzed in the infants of each group. Spearman correlation analysis was used to clarify the relation⁃
ship between HIE disease severity and miRNA expression. In addition, all HIE infants were divided into 102 cases in the group with or⁃
gan damage and 42 cases in the group without organ damage according to whether they had organ damage, and the differences in the ex⁃
pression of the above three miRNAs between the two groups were compared. In addition, the serum levels of inducible nitric oxide syn⁃
thase (iNOS) and endothelin-1 were measured and compared between the HIE and control group.Results A total of 921 miRNAs were 
detected by miRNA microarray through scanning, analysis and standardization. Compared with the control group, the plasma expression
of 29 miRNAs was abnormally elevated, and 26 miRNAs were abnormally decreased in HIE patients. Biological information analysis
was performed to select the miRNAs with the most significant differences, and miR-4472, miR-5195-3p, and miR-6794-5p were found 
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to have a potential predictive role in HIE. The expression levels of miR-4472, miR-5195-3p, and miR-6794-5p in the severe HIE group
were 0.71±0.12, 2.34±0.28, and 2.24±0.24, respectively, which were higher than those in the control group (0.20±0.04, 0.78±0.15,
0.47±0.11), the mild HIE group (0.37±0.08, 0.92±0.18, 0.89±0.15) and the moderate group (0.55±0.09, 1.45±0.23, 1.46±0.20). The ex⁃
pression levels of miR-4472, miR-5195-3p, and miR-6794-5p in the mild and moderate HIE groups were higher than those in the con⁃ 
trol group, and the expression levels of miR-4472, miR-5195-3p, and miR-6794-5p in the moderate HIE group were higher than those 
in the mild group (all P<0.05). There was a positive correlation between the severity of HIE and the expression of miR-4472, miR-5195-

3p and miR-6794-5p (all P<0.05). The expression levels of miR-4472, miR-5195-3p, and miR-6794-5p in HIE patients with combined
organ injury were 0.60±0.09, 2.05±0.18, and 1.70±0.31, respectively, which were higher than those in the non combined organ injury
group (0.46±0.03, 1.58±0.12, 1.37±0.23, all P<0.05). The levels of serum iNOS and endothelin-1 in the HIE group were higher than 
those in the control group (P<0.05).Conclusion The miRNA biomarkers of HIE include miR-4472, miR-5195-3p and miR-6794-5p,
and the expression levels of the above miRNAs are related to the severity of the disease and organ injury in infants, which are worthy of
clinical attention. 
Key words： Hypoxia-ischemia, brain; MicroRNA; Biomarkers; Neonatal; Perinatal stage

围生期缺氧缺血性脑病（HIE）主要是指因多种
原因共同作用导致的缺氧窒息，继而引起部分或完

全缺氧或（和）脑血流减少导致的脑缺氧缺血性损

害［1］。病儿主要表现特征涵盖意识障碍、原始反射

异常以及肌张力改变等，可能伴有多脏器的不同程

度损伤，预后不良［2］。因此，如何有效早期诊断HIE
具有极其重要的意义。既往，临床上主要是通过核

磁共振以及脑电图等手段实现对HIE的诊断，但均
存在耗时较长的缺陷，可能导致病儿的最佳治疗时

期错过［3］。因此，利用病儿脐血进行快速、准确、无

创的生物标志物检测无疑是最佳的解决方案。目

前，高通量测序以及检测技术得到显著的发展，若能

通过上述技术筛查出脐带血血液中和缺氧状态相关

的生物标志物，并结合高通量自动快速检测设备检

测分子标志物可有效提高HIE诊断的准确性［4］，继

而为医疗手段或神经保护药物的使用时机和药物剂

量提供依据。本研究通过HIE的微 RNA（miRNA）
生物标志物的筛选，为临床治疗提供支持。

1　资料与方法 
1.1　一般资料　通过动态队列研究法获取深圳市
龙华区中心医院 2020年 1月至 2021年 1月 144例
HIE病儿作为受试者。将其根据病情严重程度的差
异分作轻度HIE组 42例、中度HIE组 62例以及重度
HIE组 40例，另取同期该院 50例健康新生儿作为对
照组。各组基线资料差异无统计学意义（P>0.05），
可比性较高，见表1。入组标准：（1）HIE病儿均符合
中华医学会儿科学会新生儿组修订的新生儿HIE诊
断标准［5］；（2）均为足月单胎妊娠；（3）娩出后 24 h内
入院接受诊治。排除标准：（1）合并败血症或（和）
脑膜炎等并发症；（2）伴有先天性畸形或遗传性疾
病；（3）正参与其他研究。本研究获深圳市龙华区
中心医院伦理委员会批准（批号 2019-072-02），病儿
监护人或近亲属对研究方案签署知情同意书。

1.2　研究方法　（1）脐带血采集及处理：在受试者

表 1　各组新生儿基线资料对比

组别

对照组

轻度HIE组
中度HIE组
重度HIE组
F（χ 2）值

例

数

50 
42 
62 
40

性别（男/女）/
例

27/23
23/19
35/27
22/18
（1.06）

胎龄/
（周，x̄ ± s）
39.58±1.23 
39.52±1.22 
39.59±1.23 
39.59±1.24 

1.13 

出生体质量/
（g，x̄ ± s）

3 215.22±412.73 
3 215.22±412.73 
3 221.57±414.69 
3 218.51±414.92 

1.50 
P值 0.623 0.578 0.520
注：HIE为缺氧缺血性脑病。

娩出之后，分别采集 200 µL的脐带血保存在无RNA
酶EP管内，滴加 1 mL的 Trizol LS［赛默飞世尔科技
（中国）有限公司］充分混匀，保存至−80 ℃冰箱中备
用。（2）总 RNA提取：首先将标本进行冰上溶解处
理，滴加 200 µL的氯仿混匀，进行时长为 10 min的
静置处理，之后开展时长为 15 min的 12 000 r/min离
心处理。采集上层水相 400 µL并放置在无RNA酶
的 EP管内，继续滴加 400 µL异丙醇混匀。冰上静
置 10 min后以 14 000 r/min为离心条件离心 15 min。
之后去除上清液，取沉淀物加入乙醇清洗后 12 000 
r/min离心 5 min。吸去乙醇，晾干后，加入 10 µL去
酶水，液氮速冻RNA溶液，样品用干冰运输交给公
司进行二代测序。（3）二代转录组测序及差异表达
基因分析：通过第二代测序技术实现，并筛选 reads
数>2的差异基因，阈值为FDR（false discovery rate）< 
0.05，log2FC［fold change（condition 2/condition 1）
for a gene］>2或 log2FC<−2，根据以上条件得出差异
表达的miRNA。（4）候选miRNA关联性分析：筛选出
与HIE分度正相关或负相关的候选miRNA，通过两
变量关联性分析方法进行分析每个miRNA与HIE
分度的相关性，将HIE临床分度为有序分类变量并
设为 x，临床分度Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别对应为值 1、2、3，将
miRNA的 reads数作为连续定量变量，设为 y。因双
变量中含有一有序分类变量，因此 SPSS应采用
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Spearman关联性分析方法进行分析其相关性。根
据其秩相关系数 rs筛选出 3~5个−1≤rs≤−0.5或 1≥rs≥ 
0.5，且P≤0.05的miRNA，作为预测HIE的miRNA生
物标志物。（5）分组方式：将所有HIE病儿按照是否
合并脏器损伤分为合并脏器损伤组 102例以及未合
并脏器损伤组 42例。（6）血清诱导型一氧化氮合酶
（iNOS）、内皮素-1水平检测：检测方式均为酶联免
疫吸附测定，操作以试剂盒（购自上海西唐生物科

技有限公司）说明书为准。

1.3　统计学方法　数据处理软件选择 SPSS 22.0。
以 x̄ ± s表示计量数据，开展正态性检验及方差齐性
检验，符合正态分布，两组比较行两独立样本 t检
验。多组间对比行单因素方差分析。计数资料以

例（%）表示，开展χ 2检验。检验水准α=0.05。
2　结果 
2.1　芯片检测结果分析　miRNA芯片通过扫描、分
析以及标准化处理，结果发现miRNA芯片共检测
miRNA达 921种。相较于对照组，HIE病儿血浆中
有 29种miRNA表达异常升高，26种miRNA表达异
常下降，选择差异有统计学意义的miRNA实施生物
学信息分析，发现了 miR-4472、miR-5195-3p以及
miR-6794-5p可能具有潜在的预测HIE作用。
2.2　各组新生儿 miR-4472、miR-5195-3p 以及 
miR-6794-5p 表达对比　重度 HIE 组 miR-4472、
miR-5195-3p以及 miR-6794-5p表达水平均高于对
照组和轻度HIE组以及中度组，且轻度HIE组、中度
HIE组 miR-4472、miR-5195-3p以及 miR-6794-5p表
达水平均高于对照组，中度HIE组miR-4472、miR-

5195-3p以及miR-6794-5p表达水平均高于轻度HIE
组（均P<0.05），见表2。
表 2　各组新生儿miR-4472、miR-5195-3p以及miR-6794-5p

表达对比/x̄ ± s
组别 例数 miR-4472 miR-5195-3p miR-6794-5p 
对照组 50 0.20±0.04 0.78±0.15 0.47±0.11 
轻度HIE组 42 0.37±0.08① 0.92±0.18① 0.89±0.15① 

中度HIE组 62 0.55±0.09①② 1.45±0.23①② 1.46±0.20①② 

重度HIE组 40 0.71±0.12①②③ 2.34±0.28①②③ 2.24±0.24①②③ 

F值 10.53 14.29 16.40 
P值 <0.001 <0.001 <0.001
注：HIE为缺氧缺血性脑病。
①与对照组相比，P<0.05。②与轻度HIE组相比，P<0.05。③与

中度HIE组相比，P<0.05。

2.3　 HIE病儿病情严重程度和 miR-4472、miR-

5195-3p、miR-6794-5p表达的关系分析　HIE病儿
病情严重程度和miR-4472、miR-5195-3p、miR-6794-

5p表达均呈正相关关系（均P<0.05），见表3。

表 3　HIE病儿病情严重程度和miR-4472、miR-5195-3p、
miR-6794-5p表达的Spearman相关性分析

HIE病儿病情严重程度
相关指标

rs值 P值

miR-4472 0.52 0.005 
miR-5195-3p 
miR-6794-5p 

0.58 
0.62 

0.001 
<0.001

注：HIE为缺氧缺血性脑病。

2.4　 HIE病儿合并脏器损伤和 miR-4472、miR-

5195-3p、miR-6794-5p表达的关系分析　合并脏器
损伤HIE病儿miR-4472、miR-5195-3p、miR-6794-5p
表达水平均高于未合并脏器损伤组（均 P<0.05），
见表4。
表 4　HIE病儿合并脏器损伤和miR-4472、miR-5195-3p、

miR-6794-5p表达的关系分析/x̄ ± s
组别 例数 miR-4472 miR-5195-3p miR-6794-5p
合并脏器损伤组 102 0.60±0.09 2.05±0.18 1.70±0.31 
未合并脏器损伤组 42 0.46±0.03 1.58±0.12 1.37±0.23 
t值 9.84 15.54 6.22 
P值 <0.001 <0.001 <0.001
注：HIE为缺氧缺血性脑病。

2.5　两组血清 iNOS及内皮素 -1水平对比　HIE组
血清 iNOS及内皮素 -1水平均高于对照组（均 P< 
0.05），见表5。

表 5　两组血清 iNOS及内皮素-1水平对比/x̄ ± s
组别

对照组

例数

50 
iNOS/（U/mL）

21.05±3.16 
内皮素-1/（ng/L）

34.58±9.28 
HIE组 144 47.11±6.23 241.93±32.15 
t值 28.31 44.89 
P值 <0.001 <0.001
注：HIE为缺氧缺血性脑病，iNOS为一氧化氮合酶。

3　讨论
临床表现、影像学检查和脑电图检查是目前临

床上广泛用以诊断HIE的手段，但其无法判断脑缺
氧缺血后的损伤实质，且灵敏度以及特异度均较

低，对后续治疗用药影响较大，存在一定的局限

性［6-8］。随着高通量测序技术的日益发展，大规模人

群样本的疾病相关生物标志物筛选得以实现［9-10］。

生物标志物可反映生理状态或疾病过程中细胞变

化情况，包括miRNA、细胞代谢物以及蛋白质等小
分子，可用于预测患病概率、辅助诊断以及预后评

估中。其中miRNA主要是指一类约由 20个核苷酸
组成的非编码RNA，其可通过和靶mRNA的互补序
列特异性结合，继而调控相关靶基因的表达，进一

步参与多种疾病的发生、发展过程［11-12］。有研究报
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道显示，miRNA与人类癌症、中枢神经系统疾病以
及心血管疾病均有密切相关，可能是多种疾病诊

断、治疗以及预后的潜在生物标志物［13-14］。

本研究结果发现，相较于对照组，HIE病儿血浆
中有 29种miRNA表达异常升高，26种miRNA表达
异常下降。这在既往相关研究报道中得以佐证，说

明了存在一部分miRNA和HIE的发生、发展有关。
然而，另有研究报道发现miRNA-210在HIE中存在
异常表达［15］，而在本研究中并未检测到该miRNA的
异常改变。导致上述差异发生的原因可能和医疗

技术的飞速发展以及医疗条件的日益完善有关；此

外，实验过程中难免存在一定的偏倚，从而导致结

果出现偏颇。此外，miR-4472、miR-5195-3p以及
miR-6794-5p可能具有潜在的预测HIE作用，且上述
3种miRNA在HIE病儿中均存在异常高表达，并随
着HIE病儿病情的加重，其表达升高。提示了miR-

4472、miR-5195-3p、miR-6794-5p可能是HIE的miR⁃ 
NA生物标志物。究其原因，上述 3种miRNA可通
过调控下游靶基因的表达，进一步参与HIE的发生、
发展过程。然而，关于其具体作用机制有待进一步

研究明确，亦为我们今后的研究提供了新的方向以

及思路。另外，合并脏器损伤HIE病儿合并脏器损
伤和miR-4472、miR-5195-3p、miR-6794-5p表达水平
均高于未合并脏器损伤组。分析原因，可能是上述

3 种 miRNA 参与了 HIE 各脏器损伤的病理过
程［16-17］。这反映了上述 3种miRNA表达水平的检测
可能有助于临床预测HIE病儿的合并脏器损伤情
况，可为已出现多脏器功能不全趋势但尚未出现显

著表现病人提供早期预警指导，继而为临床诊治提

供指导依据，达到改善预后的目的。然而，miRNA
在心肌缺氧缺血损伤以及其他多种情况下降均可

能出现异常表达［18-19］ 因此，需开展进一步试验明确

各脏器组织特异相关的

，

miRNA表达。此外，本研究
所检测的样本为脐带血，其中miR-4472、miR-5195-

3p、miR-6794-5p表达可能受多种因素的干扰，今后
的研究可以考虑采集多种不同类型标本进行试验，

提高数据的可信度。HIE组血清 iNOS及内皮素-1
水平均高于对照组。考虑原因，可能是 iNOS和内皮
素-1在HIE的发生、发展过程中具有调节平衡作用。

综上所述，miR-4472、miR-5195-3p、miR-6794-

5p可能是HIE的潜在miRNA生物标志物，上述miR⁃ 
NA表达水平和病儿病情严重程度以及脏器损伤有
关，可能有助于辅助诊断HIE以及预测脏器损伤发
生情况，值得临床重点关注。然而，本研究尚且存

在一定的有待完善之处，在今后的相关研究中，应

增加样本量，以获取更为准确、可靠的数据。
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