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［摘 要］ 目的：分析血浆外泌体miR⁃409⁃3p与冠状动脉搭桥术围术期神经认知障碍（perioperative neurocognitive disorders，
PND）的相关性。方法：共纳入76 例冠状动脉搭桥术患者，于术前1 d和术后7 d进行神经心理测试评估，并根据评估结果将患

者分为PND组（n=24）和非PND组（n=52）。提取所有患者血浆外泌体，分别采用透射电镜、粒径分析、Western blot对其进行鉴

定。采用qRT⁃PCR检测外泌体miR⁃409⁃3p的表达水平。Logistic 回归分析PND发生的危险因素。结果：两组在年龄、手术时

间及教育年限方面差异有统计学意义。血浆外泌体miR⁃409⁃3p在PND组中的表达高于非PND组。年龄、手术时间及外泌体

miR⁃409⁃3p为PND 发生的独立危险因素。结论：高表达的血浆外泌体miR⁃409⁃3p可作为冠状动脉搭桥术PND的新型分子标

志物。
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［Abstract］ Objective：This study aims to analyze the correlation between plasma exosomal miR ⁃ 409 ⁃ 3p and perioperative
neurocognitive disorders（PND）after coronary artery bypass grafting. Methods：A total of 76 patients undergoing coronary artery
bypass graft surgery were enrolled in this study. Neuropsychological test assessments were performed 1 day before and 7 days after
surgery，and the patients were divided into PND group（n=24）and non⁃PND group（n=52）according to the evaluation results. The
plasma exosomes of all patients were extracted，and were identified by transmission electron microscopy，particle size analysis，and
Western blot. The qRT⁃PCR was used to detect the expression level of exosomal miR⁃409⁃3p. Logistic regression analysis was used to
evaluate the risk factors for PND. Results：There were statistical differences between the two groups in age，operation time and
education years. The expression of plasma exosomal miR⁃409⁃3p in PND patients was higher than that in non⁃PND patients. Age，
operation time，and plasma exosomal miR⁃409⁃3p were independent risk factors for PND. Conclusion：The highly expressed plasma
exosomal miR⁃409⁃3p can be used as a new molecular marker for PND in patients undergoing coronary artery bypass graft surgery.
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围术期神经认知障碍（perioperative neurocogni⁃
tive disorders，PND）是手术后中枢神经系统的并发

症，表现为精神障碍、焦虑、性格改变和记忆障碍。

许多风险因素与PND相关，包括年龄、术前认知和
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情绪状态［1］。冠状动脉搭桥术后，早期认知功能障

碍发生率高，达 30%~60%，PND严重影响患者术后

的生活质量［2］。目前，PND的诊断主要基于患者症

状的描述、精神状态的评估和临床行为的评估，

这些评估过程复杂且时间周期长［3］。虽然已经发现一

些生物标志物与 PND相关，如 S100钙结合蛋白 B
（S100B）和神经元特异性烯醇化酶（neuron specific
enolase，NSE），但与这些生物标志物相关的机制和

基因仍有待阐明［4］。在特定条件下释放的细胞外

囊泡通过作用于外周和/或中枢受体，可能引发破

坏性级联反应，导致PND的发展［5］。外泌体大小为

40~150 nm，是包含mRNA和非编码RNA的膜囊泡，

从各种细胞中释放出来，参与细胞间通信［6］。Zhang
等［7］通过表达谱芯片发现了 68个 lncRNA和 115个

mRNA在 PND和非 PND患者中存在差异表达。随

后，Gao等［8］研究表明 hsa_circRNA_001145、hsa_cir⁃
cRNA_101138和 hsa_circRNA_061570在 PND 患者

中呈高表达，可能参与了 PND 的发展。小 RNA
（microRNA，miRNA）是长度约为 22个核苷酸的非

编码单链RNA分子，通过转录后负调控基因表达

来降低与生物学特性相关的蛋白质的表达，且许

多研究已经证实miRNA参与神经炎症并影响神经

系统疾病的发病机制［6］。多年来，本研究团队致力

于PND领域的研究，并发表了多项研究成果［9］。前

期，我们采用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）处理

肥大细胞P815后通过miRNA表达谱芯片分析发现

外泌体 mmu⁃miR⁃409⁃3p上调，并已在体内和体外

实验中证明高表达的外泌体miR⁃409⁃3p促进神经

炎症［6］。大量研究证实神经炎症在PND的发生和发

展中起关键作用［10］，然而，外泌体 miR⁃409⁃3p与

PND的关系尚无报道。因此，本研究延续之前的结

果，回归临床，从人群样本的角度分析血浆外泌体

miR⁃409⁃3p与冠状动脉搭桥术PND的相关性。

1 对象和方法

1.1 对象

选取2020年4月—2021年6月在南京医科大学

第一附属医院接受冠状动脉搭桥手术的患者，并收

集所有患者的血浆样本。排除标准：先前存在神

经系统疾病，包括简易智能量表（mini⁃mental state
examination，MMSE）评分 < 24 分；服用抗抑郁药或

抗焦虑药病史；神经心理学评估困难。本研究经南

京医科大学第一附属医院医学伦理委员会批准，并

获得了每位患者的书面知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 神经心理学评估

神经心理学测试主要用于评估注意力和执行

能力、记忆和学习能力、视觉空间意识和语言流畅

性。该系列量表包括MMSE、颜色轨迹测试（color
trail test，CTT）、数字跨度测试（digital span test，
DST）、时钟绘图测试（clock drawing test，CDT）和语

言流利度测试（verbal fluency test，VFT）。这些测试

均由1位经验丰富且对手术过程和血浆样本结果不

知情的研究人员分别在手术前1 d和手术后7 d进行

评估和记录。当至少有两个量表|Z|大于1.96时，则

认为发生了PND。具体方法参照之前的报道［11］。

1.2.2 患者数据收集

收集临床特征和围术期相关数据，包括患者的

年龄、身高、体重、性别、体重指数（body mass index，
BMI）、教育年限和手术时间。在麻醉前 1 d和手术

后 7 d收集血液样本（10 mL）。将所有样本收集在

抗凝管中，在 4 ℃ 条件下 300 g离心 5 min，然后 1
200 g和 4 ℃条件下离心 20 min，最后血浆保存在-
80 ℃冰箱中直到进一步检测分析。

1.2.3 外泌体的提取和鉴定

按照之前已发表文章中的方法，提取所有患

者血浆中的外泌体［12］，随后 PBS缓冲液（Biological
Industries公司，以色列）洗涤沉淀，5％戊二醛固定，

放入 2％磷钨酸溶液覆盖的碳包铜网格中 30 s。
透射电镜（transmission electron microscopy，TEM）观

察外泌体的形态大小。粒径分析（nanoparticle
tracking analysis，NTA）和ZetaView 8.04.02 软件测量

外泌体大小和浓度。在28.7 ℃ pH 7.0的条件下使用

110 nm 聚苯乙烯颗粒对 ZetaView系统进行校准。

Western blot检测CD63、TSG101及Calnexin水平。含

有10 μg/mL磷酸酶抑制剂和100 μg/mL PMSF（上海

Beyotime公司）的RIPA 试剂（上海Beyotime公司）提

取总蛋白，并用十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS⁃PAGE）进行分离，随后转移至聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜。1 h 后，分别用抗 CD63（ab134045，
Abcam公司，英国）、抗 TSG101（ab30871，Abcam公

司，英国）、抗Calnexin（2679S，Cell Signaling Technology
公司，美国）在 4 ℃冰箱卵鸟育过夜。次日，PBS洗涤

3次，每次 5 min，分别与相应的二抗孵育 2 h。采用

增强化学发光（ECL）进行样本检测分析。

1.2.4 实时荧光定量PCR（quantitative real⁃ time PCR，

qRT⁃PCR）
分别采用 exoRNeasy Midi 试剂盒（Qiagen 公
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司，美国）和 TRIzol 试剂（Invitrogen 公司，美国）

提取血浆RNA和血浆外泌体中的RNA，反转录为

cDNA。ABI 7900快速实时 PCR系统（ABI公司，美

国）进行检测分析，引物序列为：miR⁃409⁃3p，上游

5′ ⁃ TGGTACTCGGAGAGAGGTTACCC ⁃ 3′，下游 5′ ⁃
ATGGACTATCATATGCTTACCGTA ⁃ 3′；GAPDH 对

照，上游 5′⁃AACTTTGGCATTGTGGAAGG⁃3′，下游

5′ ⁃GGATGCAGGGATGATGTTCT⁃3′。PCR 条件为

95 ℃ 5 min，94 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s，40个循环。

1.3 统计学方法

所有统计数据均使用 Stata 15.0 和 Graphpad 8
进行分析，正态分布的连续数据用均值±标准差

（x ± s）表示，行 t检验。计数资料均以例表示，行卡

方检验。Logistic回归分析 PND的影响因素。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 患者的临床特征

本研究总共纳入了76例患者，均完成了认知功

能测试（表1），其中24例在冠状动脉搭桥术患者围手

术期出现了PND，52例未发生PND。患者围手术期的

临床特征情况如表2所示。两组在性别和BMI方面差

异均无统计学意义（P > 0.05）；然而，在年龄、手术时间

及教育年限方面差异均具有统计学意义（P < 0.05）。

表1 认知功能测试评分

Table 1 Cognitive function test scores

认知测试 P值*

MMSE
CTT
DST
CDT
VFT

27.33 ± 1.25
36.91 ± 4.69
07.97 ± 1.52
03.56 ± 0.39
27.48 ± 3.91

26.60 ± 1.74
39.27 ± 5.56
07.24 ± 1.43
03.24 ± 0.75
25.98 ± 3.86

0.016
0.021
0.013
0.008
0.052

27.14 ± 1.49
36.85 ± 5.77
07.68 ± 1.93
03.45 ± 0.85
27.16 ± 4.13

25.61 ± 1.86
42.43 ± 6.10
06.42 ± 1.78
02.87 ± 0.50
23.43 ± 3.88

0.003
0.002
0.023
0.006
0.002

0.027
0.029
0.035
0.031
0.009

非PND组（n=52） PND组（n=24）
术前1 d 术后7 d P值 术前1 d 术后7 d P值

*：术后7 d，非PND vs. PND。

（分，x ± s）

表2 患者临床特征

Table 2 Clinical characteristics of patients
临床特征 非PND组（n=52） PND组（n=24） t/χ2值 P值

性别（男/女，n）

年龄（岁，x ± s）

教育年限（年，x ± s）

BMI（kg/m2，x ± s）

手术时间（h，x ± s）

30/22
64.46 ± 5.58
07.44 ± 1.61
23.16 ± 2.13
04.49 ± 0.71

14/10
76.67 ± 4.81
06.50 ± 2.36
24.13 ± 2.40
05.82 ± 0.74

0.003
-9.240
2.034

-1.760
-7.461

0.958
< 0.001
0.046
0.082

< 0.001

2.2 外泌体的鉴定

首先，通过TEM观察外泌体为直径 40~150 nm
的囊泡，并具有均匀的茶托样形态（图 1A），大小分

布由NTA测量（图 1B）。为了进一步确定收集的囊

泡是否为外泌体，通过Western blot检测了外泌体标

志物（CD63和TSG101）。如图1C所示，在分离的外

泌体部分观察到 CD63 和 TSG101 表达水平升高，

同时钙连接蛋白Calnexin表达水平降低。上述结果

证明，从患者血浆中提取的囊泡样物质为外泌体。

2.3 PND 患者血浆外泌体miR⁃409⁃3p 显著升高

为了进一步揭示外泌体 miR⁃409⁃3p与PND的

关系，我们采用qRT⁃PCR检测血浆外泌体 miR⁃409⁃

3p的表达水平。PND患者血浆外泌体 miR⁃409⁃3p
较非PND患者血浆中显著升高，差异倍数约为 3倍
（P < 0.001，图 2）。随后，采用 Logistic 回归分析

PND 的影响因素，结果显示：患者的年龄、手术时间

和外泌体 miR⁃409⁃3p 水平与 PND 独立相关（表

3）。上述结果表明高表达的血浆外泌体 miR⁃409⁃3p
与PND发展密切相关，且可作为PND的新型分子标

志物。

3 讨 论

PND是许多患者在外科手术后常见的并发症

之一，尤其是心脏手术后，不仅使患者术后康复周
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图1 外泌体的鉴定

Figure 1 Identification of exosome

期延长，而且还严重影响了患者的生活质量［13］。因

此，寻找预防和治疗 PND 的方法就显得尤为重要。

临床上，PND难以准确诊断，有效的治疗方法很少，

这部分是因为PND的机制尚不清楚。目前，大量研

究表明神经炎症是 PND发展的关键因素。本课题

组前期研究发现，肥大细胞通过介导神经炎症参与

PND的发生发展，采用LPS处理肥大细胞P815后通

过miRNA表达谱芯片分析发现外泌体 mmu⁃miR⁃
409⁃3p表达水平上调，并揭示了高表达的外泌体

miR⁃409⁃3p可以促进神经炎症［6］。然而，之前的研究

都是在体内和体外实验中论证的，尚无临床层面的

证实。为了促进认知功能障碍的临床诊断，许多研

究集中在脑脊液和外周血中发现的分子标志物［14］。

然而，PND患者腰椎穿刺获取脑脊液较为困难。因

此，用于常规检测认知功能障碍的血液生物标志物

将更合适。本研究延续之前的结果，回归临床，从

人群样本的角度分析了人和鼠同源的外泌体 miR⁃
409⁃3p与冠状动脉搭桥术PND的相关性，以寻找可

作为PND生物标志物的血浆特异性 miRNA。

外泌体是 40~100 nm的膜囊泡，从全身的多种

组织、细胞中释放出来，稳定存在于唾液、血液、乳

汁等体液中。外泌体含有多种物质，包括miRNA、

lncRNA、circRNA、脂质和多种蛋白质等［6］。已有大

量研究表明外泌体作为膜囊泡结构可以通过血脑

屏障，进入大脑皮质、海马组织等，进而影响神经系

统，如外泌体介导中枢神经系统中神经元与星形胶

质细胞通信中的作用［15］。谷氨酰胺酶1通过增强小

胶质细胞激活和促炎性外泌体释放来调节脑缺血

后的神经炎症［16］。CX3CL1/CX3CR1轴通过促进蛛

网膜下腔出血后外泌体 miRNA⁃124从神经元向小

胶质细胞的递送减轻早期脑损伤［17］。由于 PND的

病理生理机制较为复杂，药物的临床疗效较差，因

此需要更全面综合的方法来预防、诊断和治疗

PND。多年来，研究人员将工作重点放在蛋白质编

码基因和由这些基因编码的蛋白质上［4］。随着大量

研究的不断进展，发现只有一小部分遗传物质编码

蛋白质，而大量的转录产物由功能多样的非编码

RNA产生，包括miRNA、lncRNA和 circRNA。近年

非PND组（n=52） PND组（n=24）
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P < 0.001

图2 外泌体 miR⁃409⁃3p的表达水平

Figure 2 The expression levels of exosomal miR⁃409⁃3p

表3 Logistic回归分析

Table 3 Logistic regression analysis

特征

年龄

教育年限

手术时间

miR⁃409⁃3p表达

B

0.197
-0.347
1.731
3.090

SE
0.083
0.227
0.777
0.927

Wald
5.624
2.337
4.968

11.108

OR
1.218
0.707
5.647

21.976

P值

0.018
0.126
0.026
0.001
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来，越来越多的研究表明非编码RNA参与不同疾病

的发生发展。如miR⁃23b可以改善脑出血后的神经

炎症和发挥神经保护作用，促进神经功能恢复［18］。

在口腔鳞状细胞癌患者中，高表达的外泌体 miR⁃
182与肿瘤浸润深度密切相关［19］。同时，外泌体

miRNA参与神经系统疾病的调控过程，如系统性外

泌体 miR⁃193b⁃3p 递送减轻小鼠蛛网膜下腔出血后

早期脑损伤的神经炎症［20］；来自miRNA⁃126修饰的

内皮祖细胞的外泌体减轻脑损伤并促进中风后的

功能恢复［21］。前期，我们从体外细胞实验和动物水

平已证实高表达的外泌体 miR⁃409⁃3p可以促进神

经炎症［6］；本研究进一步从临床样本中发现PND患

者血浆外泌体 miR-409⁃3p显著升高，提示外泌体

miR⁃409⁃3p与冠状动脉搭桥术后PND过程有关，可

能作为PND的分子标志物。然而，关于外泌体 miR⁃
409⁃3p是否与其他非心脏手术后PND有关，以及调

控PND过程的具体分子机制仍需进一步探索。

由于PND涉及多方面的发生发展机制，未来的

新型治疗策略应从分子水平考虑疾病内在的调控

失衡，为寻找新的分子靶标提供突破口。本课题组

延续之前的研究，完善了从细胞、动物和临床3个层

面论证外泌体 miR⁃409⁃3p通过调控神经炎症参与

PND过程，从而为外泌体 miR⁃409⁃3p作为PND诊断

和治疗的新型分子标志物提供了强有力的理论支

持。单因素分析发现，年龄、手术时间、教育年限以

及血浆外泌体 miR⁃409⁃3p的表达均与PND的发生

有关。一些研究证实年龄是 PND的一个独立危险

因素［22］。另外，为了排除年龄、手术时间以及血浆

外泌体 miR⁃409⁃3p表达等因素的相互干扰，进一步

采用Logistic 回归模型分析PND 独立的预测因素，

结果发现年龄、手术时间和外泌体 miR⁃409⁃3p 表达

均是PND 的独立危险因素。

本研究也存在一些不足之处：①冠状动脉搭桥

手术患者临床样本数量较少，今后仍需要扩大样本

量进一步探索外泌体miR⁃409⁃3p在PND乃至其他

神经系统疾病中的作用；②外泌体 miR⁃409⁃3p调控

PND具体的分子机制尚未探究。

综上所述，我们完善前期研究结果，从临床层

面发现冠状动脉搭桥术 PND 患者血浆中外泌体

miR⁃409⁃3p呈高表达状态，且与 PND发生独立相

关。外泌体 miR⁃409⁃3p可能是一种新型生物标志

物，因此，本研究不仅为今后进一步研究其调控机

制奠定了的基础，也为PND领域的相关研究提供了

新的思路。
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