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冠心病介入术患者血管内皮依赖性舒张功能与血小板

犔精氨酸／一氧化氮通路的关系

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　　摘　要：目的　探讨冠心病患者经皮冠状动脉介入治疗（ＰＣＩ）手术前、后血小板犔精氨酸（犔Ａｒｇ）／一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）／

一氧化氮（ＮＯ）通路和血管内皮依赖性舒张功能（ＦＭＤ）的变化和关系。方法　对照组１７例，为健康体检者；ＰＣＩ组２０例，为接受

ＰＣＩ成功的冠心病患者。分别于对照组体检当天及ＰＣＩ组术前、术后即刻、术后２４ｈ和术后７２ｈ，检测肱动脉ＦＭＤ、血小板孵育

液亚硝酸盐（ＮＯ２
－）水平、ＮＯＳ活性及犔Ａｒｇ转运量，分析ＦＭＤ与血小板ＮＯ、ＮＯＳ和犔Ａｒｇ转运量间的关系。结果　ＰＣＩ组术

前ＦＭＤ和血小板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性、犔Ａｒｇ转运量较对照组显著降低（犘＜０．０１）；术后即刻进一步下降（犘＜０．０１），术后２４ｈ

逐渐恢复，术后７２ｈＦＭＤ、ＮＯ２
－、ＮＯＳ、犔Ａｒｇ转运均恢复到术前水平（犘＞０．０５）；ＰＣＩ手术前、后ＦＭＤ与血小板ＮＯ２

－、ＮＯＳ、犔

Ａｒｇ转运改变均呈显著正相关（犘＜０．０１）。结论　检测血小板犔Ａｒｇ／ＮＯ通路可反映ＰＣＩ血管内皮功能的改变。
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　　血管内皮功能障碍是冠心病、脑血栓等心脑血管疾病发

生、发展的重要环节［１２］。经皮冠状动脉介入治疗（ｐｅｒｃｕｔａｎｅ

ｏｕｓｃｏｒｏｎａｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ＰＣＩ）是冠心病血运重建的有效方

法，但球囊和支架对局部血管内皮有一定损伤，是ＰＣＩ术后血

栓事件及再狭窄的原因之一［３４］。目前临床对内皮功能诊断多

采用超声检测外周血管内皮依赖性舒张功能（ｆｌｏｗｍｅｄｉａｔｅｄ

ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＦＭＤ），间接反映内皮一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）释

放，进而评价内皮功能，虽然方便易行但精确度差［５］，而剥取患

者血管内皮直接检测ＮＯ生成量又不现实。因此，寻找内皮功

能障碍早期诊治的有效方法是心血管疾病的防治关键。

血小板存在与血管内皮相似的犔精氨酸（犔Ａｒｇ）／一氧化

氮合酶（ＮＯＳ）／ＮＯ通路，二者均受到血液理化因素的影响，具

有取材简便易行的优势。作者前期在水浸束缚应激和感染性

休克大鼠模型上显示，血小板与血管内皮犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通

路的改变呈显著正相关［６７］。有报道冠心病ＰＣＩ患者血小板

犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路下调
［８］，但冠心病ＰＣＩ患者病程中血小

板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路与内皮功能改变间的相互关系尚未

完全清楚。本研究在冠心病ＰＣＩ手术前、后测定ＦＭＤ和血小
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表１　　两组对象ＦＭＤ和血小板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性和犔Ａｒｇ转运量比较（狓±狊）

组别 狀 ＦＭＤ（％） ＮＯ２－（ｎｍｏｌ·１０８ｐｔ－１） ＮＯＳ（Ｕ·１０８ｐｔ－１·ｍｉｎ－１） 犔Ａｒｇ转运（ｐｍｏｌ·１０８ｐｔ－１·ｍｉｎ－１）

对照组 １７ １０．１４±３．１１ ０．６８±０．１３ ８．５３±１．１８ ７．７８±１．０８

ＰＣＩ组术前 ２０ ６．４７±１．１８ ０．４１±０．１３ ５．８７±１．１５ ５．５１±０．８７

ＰＣＩ组术后即刻 ２０ ４．５１±１．０６△ ０．２６±０．０９△ ４．１９±１．２１△ ４．０２±０．８３△

ＰＣＩ组术后２４ｈ ２０ ５．４８±１．３８＃ ０．３３±０．１２＃ ５．０１±０．９５＃ ４．７４±０．９５＃

ＰＣＩ组术后７２ｈ ２０ ６．５５±０．８５ ０．４７±０．０８ ５．９１±１．１３ ５．８８±１．１３

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；△：犘＜０．０１，＃：犘＜０．０５，与ＰＣＩ组术前比较。

板ＮＯ水平、ＮＯＳ活性、犔Ａｒｇ转运量，探讨血小板犔Ａｒｇ／

ＮＯＳ／ＮＯ通路与ＦＭＤ变化的相互关系，为冠心病患者血管内

皮功能障碍的早期诊治、了解疾病的转归提供一个新思路和实

验方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对照组：为健康体检者１７例，其中男１０例，

女７例，平均年龄（５２．８±９．２）岁，其血压、血脂、血糖、肝肾功

能、Ｘ线胸片、心电图等检查均正常。体检当天采集空腹肘静

脉血标本４ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），测定血小板 ＮＯ水平，ＮＯＳ活

性和犔犃狉犵跨膜转运，采血后测定血流介导的ＦＭＤ。ＰＣＩ组：

接受ＰＣＩ成功的冠心病患者２０例，按照 ＷＨＯ关于缺血性心

脏病的命名和诊断标准，其中急性心肌梗死（ＡＭＩ）１４例，不稳

定心绞痛（ＵＡＰ）６例；男１５例，女５例，平均年龄（５６．１±８．５）

岁；单支血管病变１１例，多支血管病变９例；排除严重心力衰

竭、急、慢性感染、严重肝肾疾病、严重凝血机制异常、甲状腺功

能异常、自身免疫性及炎症性疾病、恶性肿瘤、手术创伤等。

ＰＣＩ均采用经桡动脉途径行冠状动脉血运重建，植入支架为雷

帕霉素涂层支架。术前给予负荷量氯比格雷３００ｍｇ和阿司匹

林３００ｍｇ，术后若无禁忌证除继续口服上述药物外，即刻取血

及测定ＦＭＤ后开始静脉滴注硝酸甘油和肝素钠及常规服用

他汀类药物、血管紧张素转换酶抑制剂（ＡＣＥＩ）、β受体阻滞

剂。ＰＣＩ组在负荷剂量抗血小板治疗后分别于ＰＣＩ术前、术后

即刻、术后２４ｈ和术后７２ｈ检测ＦＭＤ，同时肘静脉取血，测定

血小板ＮＯ水平、ＮＯＳ活性和犔Ａｒｇ跨膜转运，观察ＰＣＩ患者

ＦＭＤ改变与血小板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路间的关系。

１．２　方法

１．２．１　血流介导的ＦＭＤ测定　参考文献［９］方法，患者休息

１０ｍｉｎ，取平卧位，右上肢外展１５°，肘上２～５ｃｍ的肱动脉为

靶动脉，采用高分辨率彩色多普勒超声仪测量静息时肱动脉舒

张期末内径（Ｄ０），再将袖带放置在右前臂（被测血管远端）充

气加压至２５０ｍｍＨｇ，维持４～５ｍｉｎ，随后放气，按上述方法

测量放气后４５～６０ｓ时肱动脉舒张期末内径（Ｄ１）。超声探头

处于固定位置，每次均取同一部位。上述每个指标均连续测量

３个心动周期，取其平均值。血流介导的ＦＭＤ以相对于基础

内径变化的百分率表示，ＦＭＤ＝（Ｄ１Ｄ０）／Ｄ０×１００％。

１．２．２　血小板的制备　肘静脉取血４ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），８００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（全部离心都在４℃进行），上清液为富血小

板血浆（ＰＲＰ）。参照文献［６］的方法制备血小板混悬液，调整

血小板数为１×１０８ｐｔ／ｍＬ。

１．２．３　血小板亚硝酸盐（ＮＯ２
－）测定［６７］

　血小板孵育液

ＮＯ２
－水平可以反映血小板 ＮＯ释放水平。取１×１０８ｐｔ／ｍＬ

的血小板混悬液１ｍＬ，分别加入１００μｍｏｌ／Ｌ犔Ａｒｇ，在９５％

Ｏ２、５％ＣＯ２ 和３７℃恒温条件下持续振荡孵育２ｈ后，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液１００μＬ，加入等体积Ｇｒｅｉｓｓ试剂［１％

（质量分数）对氨基苯磺胺及０．１％（质量分数）Ｎ（１萘基）乙

二胺等体积混合］，室温放置１０ｍｉｎ，５４０ｎｍ波长下测光密度

值，以亚硝酸钠做出标准曲线，计算样品中的ＮＯ２
－水平。

１．２．４　血小板ＮＯＳ活性测定
［６７］
　取１×１０

８
ｐｔ／ｍＬ的血小

板悬液１ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入酶提取

液（０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，１．０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，２μｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１

μｍｏｌ／Ｌ抑肽酶，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．４），并超声３０ｓ，

利用化学显色法，按照南京建成公司ＮＯＳ试剂盒说明书测定。

１．２．５　血小板犔Ａｒｇ转运测定　取１×１０
８
ｐｔ／ｍＬ的血小板

悬液１ｍＬ，参照文献［６］的同位素示踪技术，检测３Ｈ犔Ａｒｇ放

射活性。

１．３　统计学处理　采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ软件进行统计学分

析，计量资料均以狓±狊表示，两组资料采用狋检验，多组样本

采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析、组间 ＮｅｗｍａｎＳｔｕｄｅｎｔＫｅｕｌｓ检

验；Ｐｅｒｓｏｎ直线回归作相关性分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两组对象ＦＭＤ和血小板 ＮＯ、ＮＯＳ和犔Ａｒｇ转运比较

　ＰＣＩ组术前ＦＭＤ和血小板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性、犔Ａｒｇ转

运量较对照组显著降低（犘＜０．０１）；术后即刻进一步下降（犘＜

０．０１），术后２４ｈ逐渐恢复，术后７２ｈＦＭＤ、ＮＯ２
－、ＮＯＳ、犔

Ａｒｇ转运均恢复到术前水平（犘＞０．０５），见表１。

２．２　ＰＣＩ组血小板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路与ＦＭＤ的关系　

ＰＣＩ组患者在术前、术后即刻、术后２４ｈ和术后７２ｈ的ＦＭＤ

改变与相同时间点的血小板 ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性和犔Ａｒｇ

转运量的改变呈显著正相关，相关系数分别为狉＝０．７７、０．７４、

０．７５（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

ＮＯ是调控心血管系统功能的关键信号分子，具有舒张血

管平滑肌、抑制平滑肌细胞增殖及抑制血小板黏附聚集等生物

学作用，ＮＯ合成障碍参与高血压、冠心病等心血管疾病的病

理、生理过程［１］。ＮＯ的生成是以犔Ａｒｇ为底物，由 ＮＯＳ催化

产生，而细胞内的犔Ａｒｇ依赖于细胞质膜上阳离子氨基酸转

运体转运，从而构成犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路，其中 ＮＯＳ的活性

和犔Ａｒｇ转运是ＮＯ产生的限速步骤
［７］。

本研究结果显示，冠心病患者较健康人ＦＭＤ降低，同时
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血小板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性和犔Ａｒｇ转运量均减少；ＰＣＩ患

者术前、术后即刻、术后２４ｈ和术后７２ｈＦＭＤ的改变与血小

板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性和犔Ａｒｇ转运量的改变呈显著正相

关，表明ＰＣＩ患者病程中血小板犔Ａｒｇ／ＮＯ通路与血管内皮

功能的改变密切相关。其原因可能是血小板和内皮细胞存在

相似的犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路，其精氨酸转运体均为ｙ
＋和ｙ

＋Ｌ

型（在血管内皮细胞以ｙ
＋为主，而血小板以ｙ

＋Ｌ型为主）；生理

条件下ＮＯＳ均为内皮型 ＮＯＳ（ｅＮＯＳ），当受到炎症因子刺激

可表达诱导型ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）
［７，１０］。由于血小板与血管内皮共处

血液环境中，均受到ＰＣＩ内外环境变化的影响，因而血小板和

内皮细胞犔Ａｒｇ／ＮＯ通路呈现相似的改变，提示血小板犔

Ａｒｇ／ＮＯ通路可能间接反映ＰＣＩ内皮功能的改变。在本研究

中ＰＣＩ组术前可能由于药物和精神紧张等因素的影响，与健

康人的差异需进一步研究。

冠心病ＰＣＩ术后内皮损伤和血小板活化在术后局部血栓

形成和冠状动脉再狭窄中起重要作用［１１］。本研究ＰＣＩ术后即

刻血小板ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ活性、犔Ａｒｇ转运量和ＦＭＤ均降

低，与文献报道相符［４，１１］。其原因可能是手术导管、球囊及支

架等造成局部血管内皮损伤，而手术、应激刺激及缺血缺氧引

起血管紧张素Ⅱ、儿茶酚胺激素、活性氧的明显升高，通过多途

径降 低 犔Ａｒｇ 的 跨 膜 转 运 和 ＮＯＳ 活 性 而 减 少 ＮＯ 生

成［７，１２１４］，因而亦可提示内皮功能受损和 ＮＯ减少，对血小板

黏附聚集的抑制作用减弱是ＰＣＩ术后血小板活化及血栓形成

的重要原因之一，保护犔Ａｒｇ／ＮＯ通路可能减少局部血栓形

成和血管再狭窄等并发症的发生。

另外，张宝娓等［８］报道术后６ｄ血小板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ

通路活性仍低于术前，而本研究发现血小板 ＮＯ２
－水平、ＮＯＳ

活性、犔Ａｒｇ转运量及ＦＭＤ在ＰＣＩ术后２４ｈ逐渐恢复，７２ｈ

与术前差异无统计学意义（犘＞０．０５）。原因可能是采用经桡

动脉入路途径的冠状动脉介入治疗较过去传统的股动脉入路

途径的介入治疗对血管的创伤小，范围相对局限［１５］；而新型药

物涂层支架的应用和技术水平的提高以及器材的发展完善使

手术操作及球囊、支架对血管内皮的损伤明显减轻；另外，随着

术后心脏血运重建使心肌及全身组织供血供氧明显改善，相关

损伤因素逐渐减弱，使全身血管内皮和血小板功能明显恢复，

因而术后内皮功能的修复时间缩短。

总之，血小板和血管内皮存在相似的犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通

路，均受到血液理化性质改变的影响。本研究显示，冠心病

ＰＣＩ患者ＦＭＤ与血小板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路呈显著正相关，

提示通过检测冠心病患者血小板犔Ａｒｇ／ＮＯＳ／ＮＯ通路，能间

接反映ＦＭＤ，进而反映血管内皮功能的改变。而血小板孵育

液ＮＯ２
－测定又具有简便易行、易取材，以及对患者无损伤的

优势，因而对于指导临床工作具有一定意义。由于本文例数偏

少，进一步研究十分必要。
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