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"摘要#

!

目的
!

探讨妊娠相关血浆蛋白
;

"

2;22.;

#的表达及基因多态性与冠心病患者冠状动脉"以下简称冠脉#病变程度

的关系$方法
!

选取来河南省南阳市中心医院就诊的冠心病患者
(/

例"观察组#!根据冠脉造影检查结果将患者分为单支病变组

和多支病变组$选取同期来该院健康体检者
(/

例"对照组#!分别于患者就诊时和对照组体检时抽取静脉血!采用
83N7;

法检测

血清
2;22.;

的蛋白水平!聚合酶链式反应
.

限制性片段长度多态性"

29<.<̀ 32

#检测
2;22.;

基因的
NZ7)l(M

多态性$结果

!

与对照组比较!观察组患者外周血
2;22.;

蛋白水平明显升高"

B

$

%&%M

#!而多支病变组患者外周血
2;22.;

蛋白水平明显高

于单支病变组患者"

B

$

%&%M

#$外周血
2;22.;

水平与冠脉病变程度呈正相关$

2;22.;

基因
NZ7)l(M

位点存在
'

种基因型!

包括
9O

杂合型%

99

纯合型和
OO

纯合型$其中多支病变患者
99

纯合型位点基因频率明显高于单支病变组患者"

B

$

%&%M

#$

结论
!

2;22.;

蛋白水平及
NZ7)l(M

多态性与冠心病患者冠脉病变程度存在密切关系!

99

基因型患者可能是冠心病患者遗传

易感性基因标志之一$

"关键词#

!

冠心病&妊娠相关血浆蛋白
;

&基因多态性&冠状动脉病变程度
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冠心病是临床常见的心脑血管疾病之一#其由于冠状动脉

$以下简称冠脉&粥样硬化斑块形成或血管痉挛引起管腔阻塞

或狭窄导致缺血缺氧性的心脏疾病#其发病率高)致死率高#已

经成为严重影响人类健康的主要疾病之一'

$.1

(

*冠心病的临床

病理学变化的主要特征是冠脉粥样硬化斑块形成)不稳定斑块

破裂)血小板聚集)继发血栓形成#引起冠脉阻塞'

'.M

(

*大量研

究显示#炎症介质可导致动脉粥样硬化形成#增加不稳定斑块

的形成#而炎症因子在功能及表达水平的异常主要是由相关基

因表达异常所致#因此#认为冠心病可能存在易感基因*妊娠

相关 血 浆 蛋 白
;
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&是基质金属蛋白酶家族成员之一#是主要的炎症因

子之一#在动脉粥样硬化斑块形成和破裂过程中发挥着重要作

用'

)

(

*有研究显示#

2;22.;

与不稳定的动脉粥样硬化板块形

成和缺血性脑血管疾病的发生关系密切'

-./

(

*此外#

2;22.;

基因存在单核苷酸基因多态性#而这种现象与冠心病存在一定

的关系*但是目前关于
2;22.;

的表达水平及
2;22.;

基因

//01

重庆医学
1%$)

年
)

月第
0M

卷第
$/

期

"

基金项目!河南省科技攻关基金资助项目$

'100$%%/0

&*

!

作者简介!刘慧$

$(-/R

&#副主任医师#硕士研究生#主要从事冠心病的诊断与

治疗*

!

-

!

共同第一作者!李海剑$

$(--R

&#副主任医师#硕士研究生#主要从事冠心病和慢性肾衰的防治研究*



多态性与冠脉病变程度的研究尚少见报道#作者在临床研究中

发现其存在一定相关性#现将结果报道如下*

D

!

资料与方法

D&D

!

一般资料
!

选取
1%$1

年
)

月至
1%$0

年
)

月南阳市中心

医院住院部收治的
(/

例冠心病患者作为观察组*入选标准!

$

$

&所有患者均确诊为冠心病%$

1

&患者临床资料完整%$

'

&患者

均行冠脉造影术$

9;O

&%$

0

&所有患者均签署知情同意书%$

M

&

本研究经南阳市中心医院医学伦理委员会许可并在其监督下

完成*排除标准!$

$

&存在急性或者慢性炎症患者%$

1

&存在进

展性心)肝)肾衰竭者%$

'

&肿瘤患者*根据患者
9;O

的结果以

冠脉主要血管大于或等于
M%U

狭窄视为诊断标准#将患者分

为单支病变组和多支病变组*符合上述标准的
(/

例患者中男

M)

例#女
01

例%年龄
M$

"

-'

岁#平均$

)$&0%b$%&1%

&岁*其中

单支病变组
'%

例#男
$(

例#女
$$

例#平均年龄$

)1&/%b

$$&(%

&岁%多支病变组
)/

例#男
0'

例#女
1M

例#平均年龄

$

)1&M%b$1&$%

&岁*选取同期来南阳市中心医院进行常规健

康体检者
(/

例作为对照组#其中男
)%

例#女
'/

例#年龄
M1

"

-'

例#平均$

)$&(%b$%&$%

&岁*各组对象年龄)性别等指标比

较比较#差异无统计学意义$

B

%

%&%M

&*

D&E

!

方法

D&E&D

!

实验材料和试剂
!

2;22.;83N7;

试剂盒购自罗氏"

<]9V8

公司%基因组提取试剂盒购自天根生物有限公司%

2;22.;

引物由上海生工合成%

,̂?

F

)

8T:A

S

酶和
29<

仪均

购自
:;Q;<;

公司%

K]aN

限制性核酸内切酶购自
Y8P

公

司$

<%M-'3

&%其他试剂均为国产分析纯试剂*

D&E&E

!

标本采集
!

观察组患者于住院次日清晨抽取静脉血

M43

#对照组于体检时抽取静脉血
M43

*两组血液样本分为

两份#一份
'%%%6

"

4#,

离心
$%4#,

#血清用于检测
22;2.;

的

表达水平%另一份收集白细胞#用于提取基因组#检测
2;22.;

基因单核苷酸多态性*

D&E&F

!

83N7;

检测血清
2;22.;

水平
!

83N7;

检测
2;22.

;

水平严格按照试剂盒操作指南进行#先建立标准曲线#然后

测定患者血清样本中
2;22.;

的
S7

值#于标准曲线中计算出

血清中
2;22.;

水平*

D&E&G

!

聚合酶链式反应
.

限制性片段长度多态性$

29<.

<̀ 32

&检测
2;22.;

基因多态性
!

离心收集外周血白细胞#

采用基因组提取试剂盒提取白细胞基因组#根据
O>,>PA,W

提

供的
2;22.;

基因组序列#合成以下引物*

2;22.;.̀

!

M\.

O:OO9:O9O;O9OO;OOOOO.'\

#

2;22.;.<

!

M\.9::

9;9;::O:999;O::9:99:O.'\

*对合成引物的退火

温度及特异性进行鉴定*然后配制以下
M%

#

3

反应混合物!

$%[8T:A

S

酶
HDEE>6M

#

3

#

2;22.;.̀

引物$

$%,4"C

"

3

&

$

#

3

#

2;22.;.<

引物$

$%,4"C

"

3

&

$

#

3

#

!Y:20

#

3

#

8T:A

S

酶
$

#

3

#用水补至
M%

#

3

*然后按照下述反应条件进行
29<

#

(0X

预变性
M4#,

#

(0 X

变性
'%+

#

MM X

退火
'%+

#

-1 X

延伸

$4#,

#

29<

循环
'%

个*

29<

反应结束后取
M

#

329<

产物采

用琼脂糖凝胶电泳进行分析
29<

条带的特异性*取
$%

#

3

29<

产物采用
K]aN

限制性内切酶进行酶切#酶切体系如

下!

29<

产物
$%

#

3

#

$%[

内切酶
HDEE>61

#

3

#

K]aN

限制性内

切酶
$

#

3

#用双蒸水补至
1%

#

3

#然后置于
'-X

水浴中酶切

1B

#然后采用
$U

琼脂糖凝胶电泳进行分析
Ŷ;

片段*

D&E&K

!

9;O

检查
!

所有患者在住院治疗期间进行
9;O

检

查#造影的路径有检查医师根据经验选择#分别进行左)右

9;O

#常规取左前斜
'%s

)右前斜
0Ms

和头足轴状位投影#观察

冠脉的病变支数和狭窄程度*造影结果由
0

位经验丰富的专

科医生进行判断#以各个投照体位中病变最大狭窄程度为病变

狭窄程度*

D&F

!

统计学处理
!

数据均采用
7277$-&%

统计学软件进行分

析#计量资料用
Lb@

表示#组间比较采用方差检验%计数资料

用率表示#组间比较采用
!

1 检验#以
B

$

%&%M

为差异有统计学

意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

各组对象相关资料比较
!

各组对象在年龄和性别等指标

比较#差异无统计学意义$

B

%

%&%M

&*单支病变和多支病变组

在吸烟)高血压)高血脂和糖尿病等比例明显高于对照组#差异

有统计学意义$

B

$

%&%M

&#见表
$

*

表
$

!!

各组对象相关资料比较

项目
对照组

$

,c(/

&

单支病变组

$

,c'%

&

多支病变组

$

,c)/

&

性别$男"女#

,

&

)%

"

'/ $(

"

$$ 0'

"

1M

年龄$

Lb@

#岁&

)$&($b$1&$M )'&/'b$$&($ )1&M'b$1&$/

吸烟'

,

$

U

&(

'$

$

'$&)'

&

$'

$

0'&''

&

A

'M

$

M$&0-

&

A

高血压'

,

$

U

&(

$$

$

$$&11

&

/

$

1)&)-

&

A

1'

$

''&/1

&

A

糖尿病'

,

$

U

&(

-

$

-&$0

&

M

$

$)&)-

&

A

$-

$

1M&%%

&

A

高脂血症'

,

$

U

&(

(

$

(&$/

&

M

$

$)&)-

&

A

$(

$
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#与对照组比较*

E&E

!

各组对象
2;22.;

水平比较
!

各组对象
2;22.;

蛋白

的标准曲线
9c%&((-

#线性良好#可用于衡量患者外周血中

2;22.;

水平变化*与对照组比较#单支病变和多支病变组患

者外周血中
2;22.;

水平明显升高$

B

$

%&%M

&%与单支病变组

比较#多支病变组患者外周血中
2;22.;

蛋白水平明显升高

$

B

$

%&%M

&#见图
$

*相关性分析显示#

2;22.;

与冠心病的发

生呈正相关$

9c$&')/

#

B

$

%&%M

&#而且与冠脉病变程度也呈

正相关$

9c$&-($

#

B

$

%&%M

&*

!!

A

!

B

$

%&%M

#与对照组比较%

H

!

B

$

%&%M

#与单支病变组比较*

图
$

!!

各组对象
2;22.;

水平比较

E&F

!

观察组
2;22.;

基因
NZ7)l(M

位点多态性分析
!

实验

采用
29<

扩增出了长度为
M%%H

F

的
Ŷ;

片段#采用
K]aN

限制性内切酶单酶切#出现了
'

种不同的条带类型*经测序发

现包括
'

种基因型!

99

纯合性$

M%%H

F

&#

OO

纯合型$

0M%

)

M%

H

F

&和
9O

杂合型$

M%%

)

0M%

)

M%H

F

&#见图
1

*由于基因位点为

9

碱基时
K]aN

酶切位点不存在#因此无法切割成小片段*

E&G

!

观察组
2;22.;

基因
NZ7)l(M

位点基因型与冠脉病变

程度的关系
!

单因素方差分析结果显示#

99

基因型患者发生
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年
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多支冠脉病变的例数明显高于单支病变患者#差异有统计学意

义$

B

$

%&%M

&*而
9O

和
OO

基因型患者发生单支冠脉病变和

多支冠脉病变比较#差异无统计学意义$

B

%

%&%M

&#见表
1

*

!!

$

!未酶切片段%

1

!

9O

杂合型%

'

!

OO

纯合型%

0

!

99

纯合型%

M

!

KA6W>6

*

图
1

!!

2;22.;

基因
NZ7)l(M

位点多态性分析

表
1

!!

2;22.;

基因
NZ7)l(M

位点基因型与冠脉病变

!!!!

程度的关系"

,

$

U

'#

基因频率 单支病变组$

,c'%

& 多支病变组$

,c)/

&

!

1

B

9O $1

$

0%&%%

&

11

$

'1&'M

&

%&0(/%&-/)

99 M

$

$)&)-

&

1%

$

1(&0$

&

'&$M)%&%%$

OO $'

$

0'&''

&

1)

$

'/&10

&

%&'((%&0%$

F

!

讨
!!

论

冠心病已经成为严重威胁人类健康的疾病#但是目前关于

其发病机制的研究尚不完全明确#研究显示遗传)高血压)糖尿

病)吸烟)肥胖和高血脂均是导致冠心病的高危因素*冠心病

的病理学基础是动脉粥样硬化及冠状动脉斑块的形成#而炎症

在上述病理过程中发挥着重要作用*

2;22.;

是一种炎症介

质#其最早被应用于孕妇中唐氏综合征等先天性疾病的筛

查'

(

(

*但是后来发现
2;22.;

在急性心肌梗死破裂的斑块中

高水平表达#说明
2;22.;

在急性心肌梗死过程中发挥着重

要角色'

/

#

$%

(

*后续的大量研究证实#

2;22.;

在冠心病患者血

清中异常表达'

$$.$1

(

*本研究也发现冠心病患者外周血中

2;22.;

水平明显高于健康者*

冠脉病变是冠心病的主要特征#冠脉病变程度直接与患者

预后密切相关'

$'

(

*目前尚少有冠脉病变程度与
2;22.;

表达

水平关系的报道*本研究分析显示#单支冠脉病变患者外周血

中
2;22.;

的表达水平低于多支冠脉病变患者#此外#相关性

分析也显示
2;22.;

的表达水平与冠脉病变程度之间呈正相

关$

9c$&-($

#

B

$

%&%M

&*可能的机制是
2;22.;

是炎症介

质#其表达水平越高则暗示机体炎症水平越高#而炎症反应在

动脉粥样硬化形成和发展中起着重要作用#是促进动脉粥样硬

化斑块形成的关键环节#因此
2;22.;

在动脉粥样硬化病变

程度中起着关键作用*

遗传因素是导致冠心病发生的一个重要因素#有研究报道

显示#

2;22.;

存在
NZ7)l(M

位点的基因多态性'

$0.$M

(

*本研

究进一步分析了
2;22.;

的基因多态性与冠脉病变程度的关

系#通过
29<

)限制性内酶切和测序显示
2;22.;NZ7)l(M

存在
'

种不同基因型#分别为
99

纯合性)

OO

纯合型和
9O

杂

合型*本研究结果显示#多支病变患者
2;22.;NZ7)l(M99

基因型的频率明显高于单支病变患者#提示
99

基因型可能是

冠心病患者遗传易感性基因标志之一#可能与患者冠状动脉病

变程度有关*

综上所述#冠心病患者外周血
2;22.;

蛋白的表达水平

明显高于健康者#且与冠脉病变程度呈正相关*

2;22.;

NZ7)l(M99

基因型可能是冠心病患者遗传易感性基因标志

之一*
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脂异常相关*本实验对
;KN

组
Ô .̀$M

水平与生化指标进行

相关性分析#结果发现
Ô .̀$M

血清水平与
OCD

)

:9

)

3̂ 3.9

)

B+.9<2

呈强正相关性$

B

$

%&%$

&#此结果与
Z#CA

等'

$)

(研究的

部分结果相一致*

;KN

组
Ô .̀$M

血清水平为$

$-M0&)%b

0'-&$%

&

,

@

"

3

#明显高于
Y9V̂

组$

)/M&%%b11$&M%

&

,

@

"

3

#且

差异有统计学意义$

B

$

%&%$

&#表明
Ô .̀$M

水平的升高与

;KN

有明显相关性#对于
Ô .̀$M

作为一种心肌梗死监测指

标#有一定应用前景*

参考文献

'

$

(

;

@

":

#

7A!"+B#4Ae&Ô $̀M
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