血清骨桥蛋白水平与急性脑出血患者病情及预后的关系
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摘要 目的 探讨血清骨桥蛋白（OPN）水平变化与急性脑出血患者病情严重程度及预后的关系。方法 选取急性脑出血患者46例作为观察组，入院后24h内进行NIHSS评分，根据CT计算脑出血体积，另选取同期健康体检者20例为对照组；采用ELISA法分别检测患者入院后1d、7d、14d以及对照组体检当日血清OPN水平，比较不同脑出血量、不同神经功能缺损严重程度患者血清OPN水平的差异；3个月后行改良Rankin量表（MRS）评分评价预后情况。根据MRS评分分为预后良好亚组（MRS评分＜3分）和预后不良亚组（MRS评分≥3分），采用Logistic回归分析影响预后的危险因素。结果 观察组患者血清OPN水平[（7.98±3.22）ng/mL]显著高于对照组[（4.08±2.15）ng/mL]（t=5.366，P=0.000）；脑出血患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平随着出血量的增大而逐渐增高（均P＜0.01）；入院后1d、7d、14d血清OPN水平随着神经功能缺损严重程度的加重而逐渐增高（均P＜0.01）；预后不良亚组年龄、hs-CRP、脑出血体积、NIHSS评分、血清OPN水平明显高于预后良好亚组(P＜0.05或0.01)；Logistic回归分析结果显示，入院时NIHSS评分、hs-CRP、OPN水平是影响脑出血患者预后的独立危险因素（均P＜0.05）。结论 脑出血患者血清OPN水平增高，与脑出血量、神经功能缺损严重程度有关，是预后不良的独立危险因素，可为脑出血患者预后判断提供一定的参考依据。
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Abstract Objective To explore the relationship between the change of serum osteopontin (OPN) levels and severity and prognosis in acute cerebral hemorrhage. Methods 46 patients with cerebral hemorrhage were selected as the observation group. The observation group was scored by NIHSS socre within 24h admission. According to CT, cerebral hemorrhage volume was calculated. 20 healthy individuals who underwent physical examination during the same period of time were selected as the control group. Serum OPN levels were determined by ELISA on day 1,day 7 and day 14 after admission respectively in the observation group and medical examination day in healthy control. The levels of serum OPN in the patients with different cerebral hemorrhage, with different neurological deficit were compared. All patients were scored at 3 months by modified Rankin scale (MRS) to evaluate the prognosis. According to MRS, all patients were divided into two subgroups: good prognosis subgroup (MRS＜3) and poor prognosis subgroup (MRS≥3). The risk factors that affect prognosis were analyzed by Logistic regression. Results The levels of serum OPN in the patients with cerebral hemorrhage [(7.98±3.22)ng/mL] were significantly higher than that of control group [(4.08±2.15)ng/mL](t=5.366,P=0.000). The gradually increasing of serum OPN levels was found on day 1,7,14 after admission which cerebral hemorrhage volume gradually increased (all P＜0.01).The gradually increasing of serum OPN levels was found on day 1,7,14 after admission which neurological deficit severity became gradually worse (all P＜0.01). Age,hs-CRP,cerebral hemorrhage volume,NIHSS score and OPN in the poor prognosis subgroup were significantly higher than those of good prognosis subgroup (P＜0.05 or 0.01);Logistic regression analysis showed that NIHSS at admission, hs-CRP and OPN were independent risk factors that influence the prognosis of patients with cerebral hemorrhage (all P＜0.05). Conclusions serum OPN levels in the patients with cerebral hemorrhage were increasing, which were associated with cerebral hemorrhage volume and neurological deficit severity. OPN is the independent risk factor for the poor prognosis. It can be used as a reference for the prognosis of cerebral hemorrhage.
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    骨桥蛋白（osteopontin，OPN）是一种分泌型糖基化的多功能蛋白，除了参与骨的形成和钙化，在正常细胞的信号转导、肿瘤转移、调节和趋化巨噬细胞和平滑肌细胞的黏附和迁移等方面也发挥着重要的作用[1-2]。正常情况下，血管中不含OPN，有研究证实，OPN在动脉粥样硬化和血管成形术后再狭窄过程中促进血管平滑肌细胞黏附和迁移，参与了冠心病等心血管疾病的发生发展，并增加了心血管事件的风险[3-4]。症状性颈动脉粥样斑块OPN水平明显高于无症状性斑块，与冠脉病变严重程度密切相关[5-6]。尽管OPN与动脉粥样硬化有关，极少有学者对OPN与脑血管事件发生风险进行研究。已有的研究表明，骨桥蛋白参与缺血性脑卒中的病理生理过程，可以作为评价急性脑梗死预后的一个重要的生物学指标[7]。李欣遥等[8]研究发现，急性脑出血患者血清骨桥蛋白水平升高，是其预后不良的独立危险因素,可以作为评价脑出血预后的一个重要的生物学指标。目前有关OPN与脑出血患者的相关研究仍极少，本文通过探讨OPN与脑出血量、神经功能缺损程度及预后的关系，为脑出血患者临床治疗及预后判断提供一定的参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2014年10月～2016年10月在我院神经外科收治的急性脑出血住院患者46例为观察组，纳入标准：①符合全国第四届脑血管病学术会议制定的诊断标准[9]，首次发病于24h内行脑CT确诊，未破入脑室或蛛网膜下腔；②无严重心、肝、肾功能不全、肿瘤、严重感染、自身免疫系统疾病等；收集患者一般资料，包括年龄、性别、既往史等，其中，男29例，女17例，年龄45～76岁，平均（58.4±8.9）岁；选取同时期体检中心健康体检者20例作为对照组，男13例，女7例，年龄40～72岁，平均（56.7±8.2）岁；两组年龄、性别构成比无统计学差异，具有可比性（P＞0.05）。

1.2 方法

1.2.1 分组 根据颅脑CT，对脑出血体积进行计算并分组[10]；依照多田氏公式，出血量＞30mL为大量脑出血亚组（n=11），出血量10～30mL为中量脑出血亚组（n=21），出血量＜10mL为小量脑出血亚组（n=14）；入院后对患者进行美国国立卫生院卒中量表（National Institutes of Health stroke sacle，NIHSS）评分，评价神经功能缺损程度[11]，并根据评分将患者分为三组：重度亚组（31～45分）（n=14），中度亚组（16～30分）（n=20），轻度亚组（0～15分）（n=12）；所有患者随访3个月，共有42例患者完成最终随访，采用改良的Rankin量表（modified Rankin scale，MRS）对患者回归社会能力进行评定，MRS评分≥3分定义为预后不良（包括住院期间或3个月后死亡的患者），分为预后良好亚组（MRS评分＜3分）（n=29）和预后不良亚组（MRS评分≥3分）（n=13）。

1.2.2 血清OPN测定 脑出血患者分别于入院后1d、7d、14d，对照组于体检当日采集空腹静脉血，3000r/min离心15min，收集血清，保存于-80℃冰箱集中检测，血清OPN浓度采用ELISA法进行检测，人骨桥蛋白（OPN）ELISA试剂盒由北京易科攀博生物科技有限公司提供，严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.2.3 统计学方法 采用SPSS18.0统计软件进行统计分析，计量资料以(
[image: image1.wmf]x

±s)表示。计数资料采用卡方检验，两组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差分析，基于方差齐性，两两比较采用LSD检验。应用受试者工作特征曲线（ROC）分析OPN预测预后不良的价值，多因素Lgoistic回归分析影响脑出血患者预后的危险因素。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清OPN水平比较 观察组患者血清OPN水平[（7.98±3.22）ng/mL]显著高于对照组[（4.08±2.15）ng/mL]（t=5.366，P=0.000）。
2.2 不同脑出血量患者血清OPN水平比较 脑出血患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平随着出血量的增大而逐渐增高，有显著性差异（均P＜0.01）；大量脑出血患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平明显高于中量、小量脑出血患者（均P＜0.01），中量脑出血患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平显著高于小量脑出血患者（P＜0.01或0.05），见表1。
	表1 不同脑出血量患者血清OPN水平比较

	组别
	n
	
	OPN（ng/mL）
	

	
	
	入院后1d
	入院后7d
	入院后14d

	大量亚组
	11
	11.60±3.08
	13.86±3.98
	10.95±2.62

	中量亚组
	21
	8.13±2.32
	10.25±1.94
	7.57±1.73

	小量亚组
	14
	4.94±1.74
	6.43±1.50
	5.71±2.18

	F值
	
	30.303
	28.117
	19.310

	P值
	
	0.000
	0.000
	0.000


2.3 不同神经功能缺损程度脑出血患者血清OPN水平比较 脑出血患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平随着神经功能缺损严重程度的加重而逐渐增高，有显著性差异（均P＜0.01）；重度神经功能缺损患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平明显高于中度、轻度神经功能缺损患者（均P＜0.01）；中度神经功能缺损患者入院后1d、7d、14d血清OPN水平均显著高于轻度患者（均P＜0.01），见表2。

	表2 不同神经功能缺损程度脑出血患者血清OPN水平比较

	组别
	n
	
	OPN（ng/mL）
	

	
	
	入院后1d
	入院后7d
	入院后14d

	重度亚组
	14
	11.41±2.73
	13.72±3.51
	10.86±2.31

	中度亚组
	20
	7.66±1.50
	9.64±1.63
	7.25±1.32

	轻度亚组
	12
	4.49±1.17
	6.07±1.14
	5.21±1.92

	F值
	
	43.579
	36.514
	32.874

	P值
	
	0.000
	0.000
	0.000


2.4 不同预后的脑出血患者临床资料比较 预后不良亚组年龄、hs-CRP、脑出血体积、NIHSS评分、血清OPN水平明显高于预后良好亚组(P＜0.05或0.01)，见表3。

	表3 不同预后的脑出血患者临床资料比较

	项目
	预后良好亚组

（n=29）
	预后不良亚组

（n=13）
	t/χ2值
	P值

	年龄（岁）
	60.3±6.8
	65.2±8.3
	2.263
	0.029

	男性[n（%）]
	18（62.1）
	8（61.5）
	0.001
	0.974

	高血压病[n（%）]
	23（79.3）
	11（84.6）
	0.164
	0.686

	糖尿病[n（%）]
	8（27.6）
	4（30.8）
	0.045
	0.833

	高脂血症[n（%）]
	3（10.3）
	1（7.7）
	0.073
	0.787

	NIHSS评分
	9.5±4.3
	15.6±6.4
	3.638
	0.000

	脑出血体积（mL）
	25.4±8.7
	34.2±9.6
	3.603
	0.000

	hs-CRP（mg/L）
	6.72±3.10
	9.02±2.73
	2.302
	0.026

	OPN（ng/mL）
	8.02±2.34
	10.21±3.12
	2.525
	0.016


2.5 影响脑出血预后的Logistic回归分析  ROC曲线分析，可见血清OPN水平截断点为8.10ng/mL时，曲线下面积（AUC）为0.846（P=0.000），灵敏度92.3%，特异性69.0%，将上述单因素分析有统计学意义的因素作为自变量，以预后不良为因变量，进行多因素Logistic回归分析，结果显示，入院时NIHSS评分、hs-CRP、OPN水平是影响脑出血患者预后的独立危险因素，见图1、表4。

	表4 影响脑出血预后的Logistic回归分析

	因素
	B
	SE
	Wald
	Exp（B）
	P值

	OPN
	0.565
	0.270
	4.394
	0.568
	0.036

	hs-CRP
	0.297
	0.136
	4.756
	0.743
	0.029

	NIHSS评分
	0.401
	0.173
	0.288
	0.669
	0.020
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3 讨论

由于脑出血具有发病率高、死亡率高、致残率高等特点，不仅严重影响了患者的生活质量，也给患者家庭带来了沉重的经济负担。因此，寻求更为简便、有效的指标来早期判断患者病情、指导治疗及预后判断具有重要的临床意义。

    OPN最早是从骨基质中分离出来的一种多功能蛋白，在炎症与重构组织中表达增高，参与组织修复和炎症过程[12]。研究发现，OPN在慢性炎症和纤维化血管中有表达，并且随着动脉粥样硬化程度的加重而表达增高，参与动脉粥样硬化过程[13]。OPN与动脉粥样硬化密切相关，心血管事件发生的风险增加，而在脑卒中后继发神经功能损伤中的作用尚不清楚。已有研究表明，局灶性脑缺血后OPN表达增高，在缺血早期主要是小胶质细胞OPN表达增加，OPN作为趋化因子，趋化小胶质细胞向缺血灶迁移，并调节小胶质细胞功能，使小胶质细胞向抗炎表型转化，减少炎症因子的释放，从而起到神经保护的作用[14]。在蛛网膜下腔出血后早期脑损伤中，重组OPN可能通过整合素受体/整合素连接激酶/Rac-1通路来拮抗血管平滑肌细胞表型转化来减轻脑损伤[15]。由此可见，OPN具有保护神经功能的作用。

    Acar等[16]研究发现，颅内出血患者血清OPN明显增高，参与了导致颅内出血的病理生理过程。Wu等[17]研究发现，在脑出血大鼠模型中，重组OPN并不影响血肿的形成，重组OPN通过减少Stat1磷酸化，下调iNOS表达，激活MMP-9，降解ZO-1，挽救血肿周边区域神经元细胞发挥神经保护功能。此外，脑出血后小胶质细胞、巨噬细胞激活，OPN表达增高，诱导神经母细胞增殖、迁移，促进神经再生，有利于脑功能的恢复[18]。脑血管破裂后，出血部位及周围组织存在明显的炎性反应，在发病几天后达到高峰，炎性介质释放逐渐增多，血清OPN水平增高，趋化小胶质细胞向出血部位聚集，减轻炎症反应。本研究对脑出血患者不同时间点进行动态监测发现，急性脑出血患者第1天血清OPN水平明显高于正常对照组，第7天OPN水平达到峰值，后逐渐下降，第14天下降至发病初期水平。此外，不同出血量、不同神经功能缺损严重程度患者血清OPN水平在入院后不同时间点有显著差异，OPN水平随着出血量的增大、神经功能缺损程度的加重而增高，表明血清OPN水平与脑出血量、神经功能缺损程度密切相关。这一结果似乎与OPN的神经保护功能相矛盾。Agnihotri等[19]研究表明，MMP-3或MMP-7体外裂解OPN增强了OPN的粘合和迁移刺激功能，推测体内伤口愈合和肿瘤中OPN与MMPs相互作用，可能是调节OPN生物活性的机制。由于OPN受到多种MMPs的影响，可能潜在的破坏了其中某些结合域，导致OPN的有利作用被破坏。此外，OPN也被认为是冠心病患者再发心血管病事件的独立预测因素[20]。由此可见，OPN的神经保护功能可能受到多种因素的影响，OPN在脑出血中的作用仍不清楚，还有待于进一步研究阐明。
    脑出血预后不良因素较多，为了进一步探讨脑出血患者临床资料与预后的关系，本研究随访3个月后对临床资料进行了分析，结果发现，预后不良亚组年龄、hs-CRP、脑出血体积、NIHSS评分、血清OPN水平明显高于预后良好亚组。Logistic回归分析显示，入院时NIHSS评分、hs-CRP、OPN是影响脑出血患者预后的独立危险因素，OPN＞8.10ng/mL对于预后不良有较好的预测价值。李欣遥等[8]进行Logsitic回归分析显示，OPN＞7.57ng/mL、脑出血破入脑室是预后不良的独立危险因素，可作为评价脑出血预后的生物学指标。血清OPN水平增高与预后不良有关，或许说明了OPN神经保护作用无效的尝试，OPN在协调积极影响与消极影响中发挥着重要的作用。也有研究表明，OPN是缺血缺氧性脑病预后的血清标志物[20]。因此，OPN可能是一个潜在的脑出血预后判断的血清指标。本研究不足之处在于样本量偏少，对一些特别危重的脑出血患者短期内死亡或转入重症监护室的患者未纳入本次研究，不可避免对结果造成一定的偏倚。此外，脑出血体积是病情及预后判断的重要危险因素，本研究未得出相同的结论，可能与纳入病例的选择有关，后续的工作将进一步扩大样本量，分析OPN与炎症因子的相关性，了解OPN在脑出血中的作用。
    综上所述，脑出血患者血清OPN水平增高，与脑出血量、神经功能缺损严重程度有关，是预后不良的独立危险因素，可为脑出血患者病情及预后判断提供一定的参考依据。
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