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摘要 目的：分析血浆 miR-106b、miR-146a表达特点及其与脑电图参数、辅助性 T细胞 17（Th17）和凋亡分子的相关性以及诊断

癫痫的价值。方法：选择 2018年 1月至 2020年 10月我院收治的癫痫患儿 75 例作为癫痫组，检测受试者血浆 miR-106b、

miR-146a表达，外周血 Th17细胞占比、血清 B细胞淋巴瘤 /白血病 -1（Bcl-1）、BCL2-Associated X蛋白（Bax）、Survivin、半胱氨酸

天冬酰胺酶（Caspase-3）水平和脑电图参数 琢、茁、啄、兹波功率。分析 miR-106b、miR-146a与 Th17细胞占比、Bcl-1、Bax、Survivin、

Caspase-3以及 琢、茁、啄、兹波功率的相关性，受试者工作特征（ROC）曲线分析 miR-106b、miR-146a诊断癫痫的价值。结果：癫痫组

血浆 miR-106b、miR-146a表达、Th17细胞占比、Bax、Caspase-3水平高于对照组（P＜0.05），琢波功率、兹波功率、Bcl-1、Survivin水
平低于对照组（P＜0.05）。miR-106b、miR-146a表达与 Th17细胞占比、Bax、Caspase-3呈正相关（P＜0.05），与 琢波功率、兹波功率、
Bcl-1、Survivin呈负相关（P＜0.05）。联合 miR-106b和 miR-146a诊断癫痫的曲线下面积（AUC）为 0.975，高于单独 miR-106b和

miR-146a诊断的 0.884、0.835。结论：癫痫患儿血浆 miR-146a、miR-106b表达增高，miR-146a、miR-106b高表达与脑电图异常、

Th17细胞功能障碍以及神经细胞凋亡有关，miR-146a、miR-106b有望成为癫痫诊断的新生物学标志物。

关键词：癫痫；脑电图；辅助性 T细胞 17；细胞凋亡；miR-106b；miR-146a

中图分类号：R742.1 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）17-3378-05

Correlation Analysis of Plasma miR-106b and miR-146a Expression Levels
with Electroencephalogram Parameters, Th17 Cells and Apoptotic

Molecules in Children with Epilepsy*

To analyze the expression characteristics of plasma miR-106b and miR-146a, and to analyze the correlation

between miR-106b and miR-146a and electroencephalogram parameters, helper T cell 17(Th17) and apoptosis molecules, as well as their

diagnostic value in epilepsy. A total of 75 children with epilepsy admitted to our hospital from January 2018 to October 2020

were selected as the epilepsy group. The expression of plasma miR-106b and miR-146a of the subjects were detected, the proportion of

Th17 cells in peripheral blood, the levels of serum B-cell lymphoma / leukemia-1 (Bcl-1), BCL2-Associated X protein (Bax), Survivin,

cysteine asparaginase (Caspase-3) and electroencephalogram parameters 琢, 茁, 啄, 兹 wave power were measured. The correlation between
miR-106b, miR-146a and the proportion of Th17 cells, Bcl-1, Bax, Survivin, Caspase-3, 琢, 茁, 啄, 兹 wave power were analyzed. The value
of miR-106b and miR-146a in the diagnosis of epilepsy was analyzed by receiver operating characteristic (ROC) curve. The ex-

pressions of plasma miR-106b and miR-146a, the proportion of Th17 cells, the levels of serum Bax and Caspase-3 in epilepsy group were

higher than those in control group (P＜0.05), and the 琢 wave power, 兹 wave power, the levels of Bcl-1 and Survivin were lower than
those in control group(P＜0.05). The expression of miR-106b and miR-146a were positively correlated with the proportion of Th17 cells,

Bax and Caspase-3(P＜0.05), and negatively correlated with 琢 wave power, 兹 wave power, Bcl-1 and Survivin(P＜0.05). The area under

curve(AUC) of combined miR-106b and miR-146a in the diagnosis of epilepsy was 0.975, which was higher than that of 0.884 and 0.835

of miR-106b and miR-146a alone. : The expression of plasma miR-146a and miR-106b of children with epilepsy is increased,

and the high expression of miR-146a and miR-106b are related to abnormal electroencephalogram, Th17 cell dysfunction and nerve cell

apoptosis, miR-146a and miR-106b are expected to be new biomarkers for the diagnosis of epilepsy.
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前言

癫痫是儿童常见的慢性神经系统疾病，由局部神经元异常

放电引起，可导致短暂的神经功能障碍[1]和海马神经元细胞凋

亡[2]，随着癫痫发作次数的增加，可出现认知功能受损，影响患

儿神经系统发育。炎性反应、免疫功能紊乱与癫痫的发生发展

密切相关，T淋巴细胞亚群紊乱，辅助性 T细胞 17（Th17）/调

节性 T细胞( Treg)失衡，Th17偏移可引起过度炎性反应，导致

神经细胞损伤，促使癫痫进展[3,4]。微小 RNAs（miRNAs）是一类

小分子非编码 RNA，可调节靶向 mRNA的稳定性和转译，参

与炎性反应调控[5]以及 CD4+T淋巴细胞向不同淋巴细胞亚群

分化过程[6]。miR-106b是星形胶质细胞免疫应答和炎性反应的

关键调节剂，在癫痫儿童中呈高表达，经临床治疗后表达明显

下降，有望成为癫痫诊断的无创生物学标志物[7]。miR-146a是

核转录因子 -B（NF-资B）依赖的调节炎性反应的 miRNA，在炎

性细胞因子刺激下 miR-146a表达上调，miR-146a通过抑制促

使促炎因子释放的两个潜在靶点 -肿瘤坏死因子相关受体 6

（TRAF6）和白介素 1 受体相关激酶 2（IRAK2）的表达，下调

NF-资B活性，抑制炎性反应[8]，miR-146a基因多态性与癫痫易

感有关[9,10]。现分析 miR-106b、miR-146a在癫痫患儿中表达特

点及其与脑电图参数、Th17细胞和凋亡分子的相关性以及诊

断癫痫的价值。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选择 2018 年 1 月至 2020 年 10 月我院收治的癫痫患儿

75例作为癫痫组，（1）纳入标准：① 症状学和头皮视频脑电图

提示为癫痫，符合癫痫诊断和分类标准[11]；② 年龄 12 周岁以

下；（2）排除标准：① 合并颅脑损伤；② 合并急慢性感染、炎性疾

病、免疫性疾病。其中男 45例，女 30例，年龄 3～8 岁，平均

（5.64± 2.07）岁，病程 0.3～3 年，平均（2.13± 0.49）年；癫痫家

族史 21例；发作类型：单纯部分性发作 21例，复杂部分性发作

38例，复杂部分性发作继发全面性强直 -阵挛发作 16例。另选

择同期于我院体检的健康儿童 63例为对照组，男 38例，女 25

例，年龄 2～9（5.04± 2.74）岁。2组性别比例、年龄均衡性良好

（P＞0.05），具有可比性。本研究已经获得我院伦理委员会批

准，受试儿童监护人均知情同意签署同意书。

1.2 观测指标与方法

1.2.1 miR-106b、miR-146a表达、Th17细胞、血清凋亡分子检测

患儿于入院后 24 h内、对照组体检当日清晨采集外周静脉血

6 mL，平均注入 2干燥试管和 1个抗凝试管。取 1个干燥试管

血液直接离心，检测血浆 miR-106b、miR-146a表达：取血浆加

入 TRIzol 试剂，严格按照说明书流程操作提取总 RNA，

M-MLV逆转录酶将 A260 /A280比值（1.8～2.0）的 RNA样品

转录为 cDNA。引物序列：miR-106b 上游：5'TGCCTCCT-

CATTGT- CTTCA3'，下游：5'GCCATCTCAAATACCTCCC3'。

miR-146a 上 游 ：5'UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU3'，下

游：5' AA CCCAUG GAA UUC AGU UCU CA3'。茁-actin上游：
5'TGTCCACCTTCCAGCAGATGT3'，下游：5'GCTCAGTAAC-

AGTCCGCCTAGA3'。上述引物合成及序列测定由上海基康公

司完成。反应体系共 25 滋L，包括上下游引物 10 滋mol/L 各
1 滋L，Taq PCR Master Mix(2× ) 12.5 滋L，dNTP1.6 滋L，Taq DNA
聚合酶 1 滋L，缓冲液 7.9 滋L。反应条件：92℃预变性 20 s、96℃

变性 2 s、85℃延伸 20 s、80℃退火 6 s，共 30个循环。75℃读取

荧光，构建溶解曲线。以 茁-actin为内参，CFX96实时荧光 PCR

仪采用2-△ △ Ct计算 miR-106b、miR-146a相对表达量，取 3次平

行试验的平均值。 △ △ CtmiR-106b=△ Ct miR-106b - △ Ct 茁-actin
snRNA，△ △ Ct miR-146a =△ Ct miR-146a-△ Ct 茁-actin snRNA。
1.2.2 血清凋亡分子、Th17 细胞检测 （1）血清凋亡分子：取

另一个干燥试管血标本待血液凝固后离心取血清，采用 FLU-

Ostar Omega全自动多功能酶标仪（德国 BMG LABTECH公

司）运用酶联免疫吸附试验检测血清凋亡分子水平，包括 B细

胞淋巴瘤 / 白血病 -1 （Bcl-1）、BCL2-Associated X 的蛋白

（Bax）、Survivin、半胱氨酸天冬酰胺酶（Caspase-3），试剂盒购自

上海酶联生物科技公司。（2）Th17细胞：取抗凝试管血液混匀

后加入 RPM1-1640培养液（购自杭州吉诺生物医药技术有限

公司）100 滋L混匀，置入含 5% CO2培养箱内 37℃温度下培养

5 h；取出后加入 CD4单克隆抗体、CD3单克隆抗体（购自武汉

艾美捷科技有限公司），避光孵育 30 min后加入红细胞裂解液

（RBC Lysis Buffer,10× ）2 mL混匀再孵育 10 min，离心 弃上

清，磷酸盐缓冲液 2 mL洗涤，重复上述离心洗涤一次，加入

PBS液 500 滋L重悬细胞，制成密度 1× 104个 /mL的外周血单

个核细胞液悬液，EPICS-XL流式细胞仪检测 Th17细胞比例。

1.2.3 脑电图检测 检查前一天停用镇静催眠药，采用美国

Nicolet全数字化视频脑电图仪，国际标准 10-20系统安装头皮

电极，1个心电电极，4个肌电电极。检查过程中，待基线平稳 1

min后进行闪光刺激（3次，单次 3 s、每次间隔 10 s）、过度呼吸

诱发试验（呼吸频率 15～20次 /min，时间 3 min），两个试验间

隔 1 min，记录速度 30 mm/s，描记时间＞20 min。过度呼吸诱发

试验无法配合者，口唇前放置纸片，嘱患儿吹纸片测试。记录脑

电信号中 琢、茁、啄、兹波功率。
1.3 统计学方法

采用 SPSS 25.0软件进行数据分析。正态分布的计量资料

以(x± s)表示组间比较采用 Student-t检验；计数资料以例(%)表

示，比较采用 x2 检验。Pearson 相关系数分析 miR-106b、

miR-146a与脑电图参数、Th17细胞占比、血清凋亡分子之间的

相关性，绘制 miR-106b、miR-146a的受试者工作特征（ROC）曲

线判定诊断癫痫的价值。P＜0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血浆 miR-106b、miR-146a表达及脑电图参数比较

癫痫组血浆miR-106b、miR-146a表达高于对照组（P＜0.05）；

癫痫组 琢波功率、兹波功率低于对照组（P＜0.05），茁波功率、啄
波功率比较差异无统计学意义（P＞0.05），见表 1。
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2.2 血清凋亡分子、Th17细胞比较

癫痫组血清凋亡分子 Bax、Caspase-3及 Th17细胞占比高

于对照组，Bcl-1、Survivin水平低于对照组（P＜0.05），见表 2。

表 1 两组血浆 miR-106b、miR-146a表达及脑电图参数比较(x± s)
Table 1 Comparison of plasma miR-106b, miR-146a expression and electroencephalogram parameters between the two groups (x± s)

Groups n miR-106b miR-146a 琢 wave power 茁 wave power 啄 wave power 兹 wave power

Epilepsy group 75 1.52± 0.32 1.20± 0.28 26.35± 3.13 11.43± 2.62 13.65± 1.79 23.65± 3.19

Control group 63 1.09± 0.25 0.69± 0.12 34.13± 4.56 11.65± 2.95 13.92± 1.96 30.25± 3.54

t 6.878 11.912 10.155 0.464 0.939 11.432

P 0.000 0.000 0.000 0.644 0.349 0.000

表 2 Th17细胞占比、血清凋亡分子水平比较 (x± s)
Table 2 The proportion of Th17 cells and the level of serum apoptotic molecules (x± s)

Groups n Bcl-1（ng/mL） Bax（ng/mL） Survivin（ng/mL） Caspase-3（pg/mL）
The proportion of

Th17 cells（%）

Epilepsy group 75 20.35± 4.31 13.52± 2.69 7.95± 1.42 12.05± 2.37 4.02± 0.95

Control group 63 29.33± 5.91 10.05± 2.35 10.39± 2.11 9.48± 2.06 1.62± 0.20

t 7.616 4.912 5.180 4.652 9.720

P 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000

2.3 miR-106b、miR-146a与脑电图参数、Th17细胞占比、血清

凋亡分子的相关性分析

miR-106b、miR-146a 表达与 Th17 细胞占比、Bax、Cas-

pase-3呈正相关（P＜0.05），与 琢波功率、兹波功率、Bcl-1、Sur-
vivin呈负相关（P＜0.05），与 茁波功率、啄波功率无关（P＞
0.05），见表 3。

表 3 miR-106b、miR-146a与脑电图参数、Th17细胞占比、血清凋亡分子的相关性分析

Table 3 Correlation analysis of miR-106b and miR-146a with electroencephalogram parameters, proportion of Th17 cells and serum apoptotic molecules

Indexes
miR-106b miR-146a

r P r P

The proportion of Th17 cells 0.436 0.011 0.442 0.009

琢 wave power -0.539 0.000 -0.491 0.002

茁 wave power 0.192 0.625 0.185 0.721

啄 wave power 0.114 0.927 0.136 0.849

兹 wave power -0.412 0.017 -0.445 0.007

Bcl-1 -0.531 0.000 -0.507 0.000

Bax 0.507 0.000 0.438 0.010

Survivin -0.518 0.000 -0.534 0.000

Caspase-3 0.607 0.000 0.598 0.000

2.4 miR-106b、miR-146a诊断癫痫的价值

ROC曲线分析 miR-106b、miR-146a及二者联合诊断癫痫

AUC分别为 0.884、0.835、0.975，二者联合高于单独 miR-106b

和 miR-146a诊断癫痫价值，见表 4。

表 4 miR-106b、miR-146a诊断癫痫的效能分析

Table 4 Efficacy analysis of miR-106b and miR-146a in the diagnosis of epilepsy

Indexes AUC（95%CI） cut-off Sensitivity（%） Specificity（%） Youden index

miR-106b 0.884（0.829～0.939） 1.31 69.33 71.43 0.41

miR-146a 0.835（0.769～0.902） 0.92 66.67 73.02 0.40

Combination 0.975（0.955～0.984） 92.00 92.06 0.84
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3 讨论

癫痫是神经元突发性、间歇性、痫样放电导致的脑短暂功

能障碍性中枢神经系统疾病，以反复异常放电为特征[12]。癫痫

的发生与神经组织微环境中持续强烈的炎症状态有关，神经炎

性反应可诱发颞叶、额叶皮质发育不良，导致神经元细胞凋亡，

诱导癫痫发作[13]。淋巴细胞是刺激炎性反应及调节免疫应答的

重要效应器，Th17细胞由 CD4+T淋巴细胞在白介素 -6、白介

素 -23诱导下分化而来，主要分泌白介素 -17、白介素 -22等促

炎因子，引起自身免疫紊乱和炎性反应[14,15]。有研究证明 miR-

NA是神经炎性反应中的关键调节剂，在介导胶质细胞的炎性

反应中起关键作用[16]。

miR-106b属于 miR-17家族，位于 5号染色体上 MCM7

基因的第 13个内含子，可调控多种细胞因子表达，具有调控细

胞自噬、凋亡以及免疫反应等作用[17]。现有研究发现 miR-106b

是神经炎性反应和神经元凋亡调控基因，miR-106b高表达与

孤独症谱系障碍患儿神经系统炎性反应加剧有关[18]，miR-106b

通过靶向调节B细胞转位基因 3的表达，影响细胞增殖和凋亡[19]。

目前 miR-106b在癫痫中的相关报道十分少见，本研究发现癫

痫组血浆 miR-106b表达较对照组明显增高，全基因组 miRNA

表达谱检测也发现 miR-106b 在癫痫中表达上调 [20]，说明

miR-106b可能参与癫痫发病机制。进一步分析发现 miR-106b

表达与 Th17细胞、凋亡分子、脑电图参数均存在相关性，说明

miR-106b可能通过负向调控 Th17细胞活性，导致免疫系统紊

乱，介导神经组织炎性反应，促使神经细胞凋亡，导致局部神经

组织异常放电，诱发癫痫发病。De Santis G 等人 [21] 发现

miR-106b通过调节转化生长因子 -茁信号通路参与 Treg细胞

分化和成熟调节，miR-106b表达异常可能导致 Treg活性异常。

提示 miR-106b可能通过调节 Treg间接调控 Th17细胞功能，

参与癫痫免疫系统失衡过程。桂连等人[22]miR-106b通过间接靶

向核心亚基基因增强子的人同源基因 2表达调控 Caspase-3表

达，调控细胞增殖和凋亡。本研究 ROC 分析结果显示

miR-106b 诊断癫痫的 AUC 为 0.884，Wang J 等人 [20] 发现

miR-106b诊断癫痫的 AUC为 0.882，与本研究结果接近，提示

miR-106b在癫痫患儿中具有一定诊断价值，有望成为癫痫早

期识别的生物学指标。

miR-146a是 TLR信号通路的一个强有力的负调控因子，

具有显著抗炎、抗氧化作用。miR-146a过表达可提高 ErbB4的

表达，降低 TRAF6、白介素 1受体相关激酶 1、Caspase-3 表达

以及 NF-资B活性，减少促炎因子释放以及活性氧的产生，促使
细胞存活[23]。miR-146a表达缺失可加重糖尿病患者坐骨神经炎

性反应，导致糖尿病周围神经病变[24]。本研究观察癫痫组血浆

miR-146a表达升高，Elnady HG等人[25]报道同样显示癫痫患儿

血浆 miR-146a表达高于对照组，提示 miR-146a参与癫痫发病

过程。进一步分析发现 miR-146a过表达与 Th17过度活化，神

经细胞凋亡以及脑电图异常程度加重有关。在神经炎症状态

下，Th17细胞分化增加，神经炎性反应越重，神经细胞凋亡增

加，miR-146a表达升高以抑制促炎因子释放，控制炎性反应。

Deng等[26]同样指出 miR-146a表达可能通过 NF-资B信号通路
降低 p -糖蛋白表达，抑制癫痫持续状态。miR-146a是免疫反

应的关键调节剂，Li等人[27]指出 miR-146a可通过抑制 T细胞

分泌白介素 -6和白介素 -21，抑制 Th17 分化，推测 miR-146a

通过调控 Th17分化参与癫痫患儿免疫系统紊乱和神经炎症过

程。动物研究显示 miR-146a过表达可靶向负调控 TRAF6抑制

缺血性脑卒中小鼠神经元凋亡[28]。本研究 ROC分析结果显示

miR-146a具有诊断癫痫的价值，但仍存在灵敏度和特异度不

足的弊端，鉴于此本研究联合 miR-146a、miR-106b诊断癫痫，

结果提高了诊断效能，提示两项指标均增高可能预示着更高的

癫痫发病风险，对临床更具警示价值。

综上所述，癫痫患儿血浆 miR-146a、miR-106b表达增高，

miR-146a、miR-106b 高表达与 琢 波功率、兹 波功率下降、Th17
细胞占比升高、促细胞凋亡蛋白高表达有关，miR-146a、

miR-106b可能通过调控 Th17细胞分化介导免疫功能障碍和

神经炎性反应，促使神经元细胞凋亡和癫痫发作。miR-146a、

miR-106b 在癫痫诊断方面具有较高价值，联合 miR-146a、

miR-106b可提高癫痫诊断的效能。
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