
!论著!

!"#": 基因与冠状动脉粥样硬化性心脏病的
关联研究及机制探讨
刘滕飞"林!涛"任利辉"李广平"彭建军!

!首都医科大学附属北京世纪坛医院心血管内科"北京!"###($#

!摘!要" 目的!探讨趋化素样因子超家族成员 &!5YHX.A2E8L+%[RH>7<43@8@C7<48:6@<24 D64><2424;@8@C87&"

'*;*:#基因与冠状动脉粥样硬化性心脏病!简称冠心病#发生风险的相关性"及 '*;*: 基因表达变化对 \GI."

细胞黏附及迁移能力的影响+ 方法!采用病例对照研究法"入选 -## 例首都医科大学附属北京世纪坛医院心血管

内科的住院患者"采用冠状动脉造影法"将结果提示至少存在一支血管内径狭窄
#

&#O的患者诊断为冠心病+ 采

用逆转录.聚合酶链反应法!78K8738>7<43D729>264.96AF@87<38D?<24 78<D>264"%\.I5%#测定'*;*: 基因表达"酶联免疫

吸附测定法!84eF@8A24E8: 2@@=46367C84><33<F"RHNJ+#检测入选患者血浆 5L\L& 水平"H6;23>2D回归方法分析

'*;*: 基因与冠心病发生风险的相关性+ 培养人血管内皮细胞!84:6>?8A2<AD8AA3"R53#及\GI." 细胞"采用黏附实

验及\7<43f8AA3迁移实验评价'*;*: 基因对\GI." 趋化能力的影响+ 结果!冠心病组患者'*;*: 基因@%W+表

达量是对照组表达量的 ()$& 倍"明显高于对照组!$j#)#&#+ 冠心病组血浆 5L\L& 蛋白平均水平为!*#,)" g

*,)'#

#

;0H"明显高于对照组的!"*&)( g"&)*#

#

;0H!$j#)#&#+ H6;23>2D回归分析纳入年龄-性别-体重指数-吸

烟-高血压-糖尿病-高脂血症等冠心病的易患因素和'*;*: 基因"结果提示"'*;*: 基因仍与冠心病的发生风险

存在显著相关性!$j#)#&#+ 黏附实验及\7<43f8AA3实验结果均提示"过表达'*;*: R53组!RS组#中"\GI." 细

胞的黏附数量及迁移数量明显高于过表达'*;*: 对照组!RS.LS5Y组#-正常R53组!RW组#-低表达'*;*: 对

照组!RJ.LS5Y组#和低表达'*;*: R53组!RJ组#" 相反"RJ组中 \GI." 细胞黏附数量及迁移数量明显低于其

他 $ 组"差异均有统计学意义!$均j#)#"#+ 结论!'*;*: 基因与冠心病的发生发展密切相关"'*;*: 基因过表

达促进\GI." 黏附及迁移能力"从而促进动脉粥样硬化和冠心病的发生发展+
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!!在我国"冠状动脉粥样硬化性心脏病!简称冠

心病#的发病率及死亡率逐年升高"已成为影响人

类健康的最重要疾病之一+ 动脉粥样硬化是冠心病

发生的重要病理基础"目前认为"动脉粥样硬化是一

种以具有免疫活性的单核细胞浸润为特征的动脉壁

的慢性炎性疾病(" Q*)

+ 单核细胞的募集是一个关键

环节"单核细胞可黏附于血管内膜向内皮细胞!84.

:6>?8A2<AD8AA3"R53#下间隙迁移"分化成为巨噬细胞

进而吞噬氧化低密度脂蛋白形成泡沫细胞(* Q()

+

近年的研究结果提示"单核细胞的募集由趋化因

子及其 Z蛋白偶联受体调控($)

+ 血液循环和动脉

壁中趋化因子的上调在白细胞募集-早期动脉炎

症和动脉粥样硬化形成及斑块不稳定等方面发挥

重要作用(& Q-)

+ 因此"针对冠心病发病机制进行探

讨"及早预防和及早干预是当今基础研究领域的

重中之重+

趋化素样因子超家族成员 &!5YHX.A2E8L+%.

[RH>7<43@8@C7<48:6@<24 D64><2424;@8@C87&"

'*;*:#是趋化素样因子家族的第 & 个成员"该基

因定位于 "$l"")*"位于白细胞介素 *& 编码基因下

游"与其紧密连锁+ '*;*: 由北京大学人类疾病基

因研究中心在国际上首次报道"其编码的产物具有

潜在四次跨膜蛋白结构"且存在分泌蛋白形式"

'*;*: 由 , 个外显子和 & 个内含子组成"广泛表达

于正常成人和胎儿组织内(U)

+ 研究表明"'*;*: 与

肿瘤发生-发展-侵袭等生物功能密切相关"是有潜

在应用价值的抑癌分子+ [667<等(')的研究发现"

'*;*: 基因表达量的变化与心血管事件的发生风

险紧密相关+ 本课题组既往的研究结果表明"

'*;*: 基因与冠心病患者服用抗血小板药物期间

血小板高反应性及支架术后患者心血管事件的发生

风险密切相关("#)

"但对动脉粥样硬化和冠心病的发

生发展及相关机制尚未进行探讨+

本研究通过测定人群中 '*;*: 水平"探讨

'*;*& 与动脉粥样硬化-冠心病发生发展的相关

性"同时观察 '*;*: 表达量变化对 \GI." 向 R53

黏附和迁移能力的影响+ 本研究通过在基因及细胞

学水平阐明 '*;*: 在动脉粥样硬化中的作用"以

期为抑制动脉粥样硬化-阻止冠心病的发生及防治

研究提供依据+

$%资料与方法

$)$!研究对象!

入选 *#"& 年 " 月至 *#"- 年 "* 月在首都医科

大学附属北京世纪坛医院心内科接受住院治疗并行

冠状动脉造影检查的患者共 -## 例"其中男 $## 例-

女 (## 例"平均年龄!&U)" g-),#岁+ 所有入选者

均在我院接受冠状动脉造影检查+ 冠心病诊断标

准%冠状动脉造影证实左前降支-左回旋支-右冠状

动脉及主要分支中至少一支主要冠状动脉直径狭窄

达 &#O以上+ 排除标准%患有肝-肾-甲状腺-血液

系统疾病及肿瘤的患者"或存在炎症-感染或自身免

疫系统疾病-" 型糖尿病及家族性高脂血症的患者+

$))!血样品采集-基因组%W+提取及逆转录.聚合

酶链反应!78K8738>7<43D729>264.96AF@87<38D?<24 78<D.

>264"%\.I5%#

空腹状态下抽取研究对象外周血 & @H"加入含

RT\+的真空抗凝管中"室温 ( ### 70@24 离心 *#

@24"分离血浆"多管分装保存"于 QU# x低温冰箱

保存"剩余血液置Q*# x冰箱储存备用+ 分装的部

分血浆用于测定入选患者血浆中5L\L& 水平+

采用\72e6A法提取细胞 %W+"采用紫外分光光

度法对提取的总 %W+浓度进行测定"逆转录合成

DTW+"反应条件为%*& x & @24"$* x " ?"-# x -

@24"$# x "# @24+ 行定量 I5%反应"溶解曲线为%

'& x "& 3",# x " @24"'& x (# 3",# x "& 3+ 取 &

#

H的 %\.I5%产物与 "

#

H的溴酚蓝溶液混合"经

")&O!质量分数#琼脂糖凝胶电泳鉴定""&# [电压

下电泳 $# @24"电泳结束后在凝胶成像系统紫外光

照射下进行检测+

$)*!酶联免疫吸附测定法!84eF@8A24E8: 2@@=.

46367C84><33<F"RHNJ+#检测血浆中5L\L& 表达量

'(U#"'刘滕飞"等!'*;*: 基因与冠状动脉粥样硬化性心脏病的关联研究及机制探讨



将患者的血浆样本与样本稀释液以体积比为

" h& 稀释"用倍比稀释的方法制备标准品"浓度梯

度分别为 (##-*##-"##-&#-*&

#

;0H+ 每孔加入 &#

#

H血浆稀释液"封板膜封板"(- x温育 (# @24"洗

板"弃去废液"每孔加入 (##

#

H洗板液"拍干"反复

洗板 & 次"向各孔中加入酶标试剂 &#

#

H!空白孔除

外#"温育"洗涤方法同前"最后加入 &#

#

H显色剂+

及显色剂 "̂震荡混匀"(- x避光显色 "& @24"每孔

加入 &#

#

H终止液"此时蓝色立转黄色"空白孔为调

零"酶标仪 $&# 4@处读数+

$),!R53培养和转染-稳定转染细胞株筛选及

\GI." 细胞培养

选取R+)?F'*, 血管 R53系进行研究"此细胞

系为人脐静脉R53融合细胞"与原代脐静脉 R53的

生物学功能相似"该细胞系相对好培养"培养条件为

"#O!体积分数#TLRL培养基"(- x-&O!体积分

数#5S

*

培养箱"#)*&O!质量分数#胰蛋白酶 (- x

消化 " @24"轻轻晃动"待细胞皱缩变圆时"加入等体

积的培养液终止消化"轻轻吹打混匀"" h( 比例进

行传代+ 传代与冻存同时进行"冻存条件为 "#O

!体积分数#二甲基亚砜!:2@8>?FA3=A_6k2:8"TLJS#

溶液"放置于液氮中保存+

转染及稳定转染细胞株筛选%本研究所用的过

表达'*;*: 的腺病毒由山东维真生物科技有限公

司包被"低表达 '*;*: 的慢病毒由北京普瑞金生

物科技有限公司包被+ 在 , 孔板每孔中接种 " a"#

&

R53"当细胞融合度接近 -#O时""* ?后转染目的质

粒"*$ ? 后在荧光显微镜下观察转染效率"转染效

率在 '#O以上+ 根据病毒载体抗性"加入 Z$"U 进

行稳定转染细胞株的筛选"Z$"U 对R53的最小致死

浓度为 (&#

#

;0H""# : 左右挑出单克隆进行培养"

b83>874 CA6>验证结果+

\GI." 细胞购买自美国 +\55公司"以 #)& a

"#

,接种于含有 "#O !体积分数# 胎牛血清的

%ILN",$# 培养液的培养瓶中"( : 后收集细胞培养

液至 "& @H离心管中"-## 70@24离心 & @24"弃去上

清液"用吸管轻轻吹打制成均匀的细胞悬液"" h(

比例传代接种于培养瓶中继续培养+

$)L!细胞黏附实验

将 " a"#

&

R53接种于 , 孔板中"当细胞长至

* a"#

& 时进行下一步实验+ 收集 \GI." 细胞至 "&

@H离心管中"-## 70@24 离心 & @24"加入 * @H含

"#O胎牛血清的 %LIN",$# 培养液"加入 "& @H0H

钙黄绿素"(- x避光孵育 (# @24"磷酸缓冲盐溶液

!9?639?<>8C=__873<A248"Î J#清洗\GI." 细胞 ( 次"

细胞计数后"取 * a"#

&的 \GI." 细胞均匀铺至已弃

掉培养液的接种好R53的 , 孔板中"(- x避光孵育

* ?"吸去培养液"以 Î J轻轻冲洗 ( 遍"加入少量培

养液"于荧光倒置显微镜!SAF@9=3

5

.-##进行结果

统计+

实验分为 & 组%第 " 组为正常 R53组! 464.24.

_8D>8: R53"RW组#" 第 * 组为过表达 '*;*: R53

组!'*;*: 6K878k97833264 R53"RS组#"第 ( 组为过

表达 '*;*: 对照组!A84>2.@6DE 24_8D>8: R53"RS.

LS5Y组#" 第 $组为低表达'*;*: R53组!'*;*:

3=997833264 R53"RJ组#" 第 & 组为低表达 '*;*: 对

照组!A84>2.@6DE 24_8D>8: R53"RJ.LS5Y组#+

$)O!细胞迁移实验

计数 & a"#

$个 R53接种于 \7<43f8AA3下室中"

培养液加至 ,##

#

H"当R53完全贴壁后进行下一步

实验+ 取 & a"#

$个\GI." 细胞接种于\7<43f8AA3上

室中"培养液加至 *##

#

H"(- x培养 "* ?"取出上

室""#O!体积分数#多聚甲醛溶液中固定 (# @24"

棉签轻轻擦拭上室内侧后行姬姆萨染色!Z28@3<

3><24#%\7<43f8AA3上室浸泡于姬姆萨 +液与 ^液

" h" 比例的混合液中 "& @24"取出\7<43f8AA3上室"

浸泡于姬姆萨+液与 ^液 " h( 比例的混合液中 &

@24"Î J 冲洗 \7<43f8AA3上室 ( 次"置于显微镜下

!H82D<TL(####进行结果统计"实验分组同细胞黏

附实验+

$)Q!统计学分析!

采用 JIJJ "-)# 软件进行统计分析"两组间计

量资料用均数g标准差表示"+检验进行统计分析"

计数资料用百分数表示"以
"

*检验计算结果+ 采用

Z7<9?I<: I723@&)# 软件对黏附和迁移实验结果进

行统计图表分析及绘图+ 双侧 $j#)#& 为差异有

统计学意义+

)%结果

))$!基本资料

本研究共入选 -## 例患者"其中冠心病患者

(&# 例"对照组 (&# 例"所有入选研究对象的临床基

线资料见表 "+ 两组患者的性别-年龄-体重指数等

一般资料差异均无统计学意义!$s#)#&#"糖尿病-

高血压患病率在冠心病组和对照组间差异有统计学

意义!$j#)#&#+ 实验室检查提示"吸烟因素-甘油

三酯-总胆固醇-低密度脂蛋白胆固醇在两组间差异

有统计学意义!$j#)#&#+

'$U#"'
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)))!'*;*: @%W+和血浆蛋白水平与冠心病的相

关性分析

冠心病组患者'*;*: 基因@%W+表达量是对

照组表达量的 ()$& 倍"明显高于对照组!$j#)#&"

图 "+#+

血浆 5L\L& 蛋白水平在两组间的比较与其

@%W+表达量在两组间的比较趋势一致"冠心病组

患者血浆5L\L& 蛋白平均水平为!*#,)" g*,)'#

#

;0H"明显高于对照组的!"*&)( g"&)*#

#

;0H!$j

#)#&"图 " #̂+

))*!影响冠心病发生风险因素的H6;23>2D回归分析

采用H6;23>2D回归分析两组的年龄-性别-体重

指数-吸烟-高血压-糖尿病及高脂血症等冠心病易

患因素"结果提示 '*;*: 基因-年龄-性别-吸烟-

高体重指数-高血压-糖尿病-高脂血症与冠心病发

生风险密切相关!$j#)#&"表 *#+

表 $%5+T组和对照组的临床基线资料

@1>.8$% <̂38A248D?<7<D>8723>2D36_>?89<>284>324 5+T;76=9 <4: D64>76A;76=9

[<72<CA83 564>76A;76=9 !- i(&## 5+T;76=9 !- i(&## $

+;80F8<73"

$

)g" &U)* g-)( &U)- gU)* #)&(&

Z84:870!@<A80_8@<A8#" - *##0"&# *##0"&# L<>D?

L̂N0!E;0@

*

#"

$

)g"

*&)# g$)# *&)( g&)( #)&*&

TL" - !O# (* !')"# -' !**),#

j#)##"

%

GF987>843264" - !O# "U& !&*)'# **# !,*)'#

#)#"(

%

5=7784>3@6E24;" - !O# ""& !(*)'# "-# !$U),#

j#)##"

%

\Z0!@@6A0H#"

$

)g" *)"& g")#* *)*$ g")(#

#)##*

%

\50!@@6A0H#"

$

)g" $)-* g")#& &)#( g"),"

j#)##"

%

HTH.50!@@6A0H#"

$

)g" *)&* g#),* *),( g#)U(

#)#"(

%

GTH.50!@@6A0H#"

$

)g" ")$" g#)$$ ")$$ g#)&( #)*U,

!!

%

$j#)#&" D6@9<78: f2>? >?8D64>76A;76=9)5+T" D6764<7F<7>87F:238<38$ L̂N" C6:F@<3324:8k$ TL" :2<C8>83@8AA2>=3$ \Z" >72;AFD872:8$

\5" >6><AD?6A83>876A$ HTH.5" A6f:8432>FA296976>824 D?6A83>876A$ GTH.5" ?2;? :8432>FA296976>824 D?6A83>876A)

+" '*;*: @%W+8k97833264 24 >?8>f6;76=93$ "̂ 9A<3@<A8K8A6_5L\L& 24 >?8>f6;76=93)

%

$j#)#&)5+T" D6764<7F<7>87F:238<38)

图 $%'*;*& @%W+和血浆蛋白水平在冠心病组和对照组之间的表达

J#4368$%'*;*: @%W+8k97833264 <4: 2>39A<3@<A8K8AC8>f884 5+T;76=9 <4: D64>76A;76=9

!

表 )%H6;23>2D回归分析冠心病的易感因素

@1>.8)%H6;23>2D78;7833264 <4<AF3236_D6764<7F<7>87F:238<38723E _<D>673

%23E _<D>673 5 67 %&

'&O'(

H6f87 V9987

$

+;8 Q#)',# #)"", #)(U( #)(#& #)$U" j#)##"

Z84:87 #)&,- #)#,- ")-,( ")&$, *)#"# j#)##"

L̂N Q#)##- #)##U #)''( #)'-, #)'-" #)(--

J@6E24; Q#)U** #)#-# #)$(' #)(U( #)&#$ j#)##"

GF987>843264 #)(&# #)#,, ")$*# ")*$- "),"- j#)##"

T2<C8>83@8AA2>=3 #)&-' #)#&* ")-U$ "),"" ")'-& j#)##"

GF987A292:8@2< #)*&' #)#-# ")*', ")"(# ")$U- j#)##"

'*;*& Q#)#$$ #)##- #)'&- #)'$( #)'-" #)##*
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)),!细胞黏附实验

黏附实验结果如图 * 所示"过表达 '*;*: 基

因R53组!RS组#中\GI." 细胞黏附数量明显高于

对照组 !RS.LS5Y组#-正常细胞组 !RW组#和

'*;*: 低表达的R53组!RJ 组#"差异有统计学意

义!$均j#)#"#"RJ组\GI." 细胞黏附数量明显低

于RS.LS5Y组-RW组和 RS组!$均 j#)#"#+ 以

上结果提示"'*;*: 基因过表达能够促进\GI." 细

胞向R53黏附"相反'*;*: 基因低表达抑制\GI."

细胞向R53黏附+

))L!细胞迁移实验

\7<43f8AA3迁移实验结果如图 ( 所示"RS组中

\GI." 细胞迁移数量明显高于 RS.LS5Y组和 RW

组!$j#)#"#+ RJ 组中 \GI." 细胞迁移数量明显

低于 RJ.LS5Y组和 RS组"差异有统计学意义

!$j#)#"#+ 以上结果提示"'*;*: 基因过表达能

够促进\GI." 细胞向 R53迁移"相反 '*;*: 基因

低表达抑制\GI." 细胞向R53迁移+

%%

$j#)#")RW" 464.24_8D>8: R53;76=9$ RS" '*;*: 6K878k97833264 R53;76=9$ RS.LS5Y" A84>2.@6DE 24_8D>8: R53;76=9$ RJ" '*;*: 3=9.

97833264 R53;76=9$ RJ.LS5Y" A84>2.@6DE 24_8D>8: R53;76=9$ GIX" ?2;?.96f87_28A:)

图 )%'*;*: 基因表达量变化对\GI." 黏附能力的影响!荧光染色! a$#

J#4368)%R__8D>36_'*;*: ;8488k97833264 D?<4;8364 \GI." <:?83264 >6R53!_A=6783D84D83><2424;! a$#

!

%%

$j#)#")+CC78K2<>2643<324 X2;=78*)

图 *%'*;*: 基因表达量变化对\GI." 迁移能力的影响!吉姆萨染色! a"##

J#4368*%R__8D>36_'*;*: ;8488k97833264 D?<4;8364 \GI." @2;7<>264 >6R53!Z28@3<3><2424;! a"##

!

*%讨论

动脉粥样硬化是冠心病的病理基础"是动脉壁

的一种慢性全身性炎性疾病"这种慢性炎症反应学

说已经被多数学者的研究所证实+ 血管内皮损伤-

血小板黏附聚集-单核细胞募集至血管壁是动脉粥

样硬化的早期特征+ 单核细胞分化成为巨噬细胞"

吞噬胆固醇!主要是氧化低密度脂蛋白#后变成泡

沫细胞"分泌活性氧-脂质介质和各种炎性细胞因

子"从而导致更多的单核细胞以及 \细胞和 ^细胞

进入动脉粥样硬化病变区域"这种慢性炎症反应持

续存在导致动脉粥样硬化斑块不断发展"最终突出

于管腔的斑块和破裂的不稳定斑块阻断冠状动脉正

常的血流"导致心绞痛-心肌梗死-中风等心血管事

',U#"'
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件的发生+

近年来众多研究表明"炎症细胞向血管壁的募

集依赖于趋化因子及其相应的 Z蛋白偶联受体+

趋化因子是一类小分子量的细胞因子家族"通过募

集血液中的各类炎症细胞"例如单核细胞-淋巴细

胞-中性粒细胞等进入受损或感染组织"在炎症-血

管生成-艾滋病-肿瘤等多种病理生理过程中发挥着

重要作用("" Q"&)

+

冠心病是一种由遗传因素和环境因素共同作用

和调控的多因素疾病"H=4:C87;等(",)的研究结果提

示"趋化因子 5/5H", 与冠状动脉病变程度相关"

J24;?等("-)的研究发现"5/(5%" 使冠心病早发风

险增加 ")&( 倍"5<2等("U)的研究结果提示"55H"'-

55H*" 与动脉粥样硬化和冠心病的发生发展密切相

关"并参与平滑肌细胞表型转换+

'*;*: 最早在肿瘤领域被发现"参与肿瘤细胞

的增殖-黏附和迁移等生物学行为"是一个具有潜在

价值的肿瘤抑制基因"在心血管领域鲜有研究报道+

本课题组既往的研究表明"'*;*: 基因 73-*(U$#

多态位点与冠心病密切相关"'*;*: 与冠心病患者

支架术后血小板高反应性密切相关"与心血管事件

发生风险密切相关"'*;*: 基因低表达促进受损伤

的人血管 R53的增殖和迁移"促进受损伤的血管

R53完整性的修复("#""')

+ 本研究对 '*;*: 基因与

冠心病的关联进行了分析并探讨相关机制"研究结

果表明"冠心病患者 '*;*: 基因 @%W+及血浆

5L\L& 蛋白水平明显高于对照组"'*;*: 基因过

表达促进\GI." 细胞向R53黏附和迁移"本结果同

既往研究结果一致"均提示 '*;*: 基因过表达能

够促进动脉粥样硬化及冠心病的发生发展+

'*;*: 基因促进\GI." 黏附-迁移能力的机制可能

为'*;*: 与白细胞介素!24>87A8=E24" NH#.*& 紧密

连锁"这两个基因在功能上有一定的相关性"存在趋

化作用"以及 '*;*: 编码的产物结构更接近于四

次跨膜蛋白超家族"与
&

( 整合素形成复合物"调控

整合素依赖的细胞移动和黏附"因此调控细胞的增

殖分化-黏附-迁移等多种生物学行为+ 本研究为

'*;*: 基因与冠心病发生风险的相关性又增加了

一项基础研究证据+
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