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%摘要&
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目的
!

探讨血浆基质金属蛋白酶
"

!

((T9"

#和核转录因子
H?

EE

?Z

!

RS9

)

Z

#在阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征

!

,&<+&

#合并高血压发病中的作用$方法
!

选取
0.!;

年
!

月至
#

月在该院呼吸内科及神经内科行多导睡眠监测的受试者"根

据睡眠监测检查结果及是否合并高血压进行分组"鼾症组
0-

例"

,&<+&

组
-0

例"

,&<+&

合并高血压组
-!

例(并根据高血压级

别对
,&<+&

合并高血压组进行亚组分型"其中
,&<+&

合并高血压
!

级组
"

例"

0

级组
"

例"

-

级组
!-

例$分别采用酶联免疫吸

附试验!

MU%&<

#和实时荧光定量
T')

的方法检测血浆
((T9"

水平及单个核细胞中
((T9"

和
RS9

)

Z

基因的表达水平$结果

!

,&<+&

合并高血压组血浆
((T9"

水平'单个核细胞
((T9"K)R<

和
RS9

)

ZK)R<

的表达水平均明显高于鼾症组和
,&9

<+&

组"差异有统计学意义!

!

$

.4./

#$

,&<+&

合并高血压
-

级组血浆
((T9"

水平'单个核细胞
((T9"K)R<

和
RS9

)

Z

K)R<

的表达水平均明显高于
,&<+&

合并高血压
!

级组及
0

级组"比较差异有统计学意义!

!

$

.4./

#$血浆
((T9"

水平'

((T9"K)R<

及
RS9

)

ZK)R<

的表达与呼吸暂停低通气指数!

<+%

#'氧减指数!

,P%

#呈正相关!

!

$

.4./

#"与最低血氧饱和度

!

U&?,

0

#呈负相关!

!

$

.4./

#$血浆
((T9"

水平与单个核细胞
((T9"K)R<

的表达呈正相关!

!

$

.4./

#$单个核细胞
((T9

"K)R<

的表达与
RS9

)

ZK)R<

的表达呈正相关!
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#$结论
!

血浆
((T9"

水平'

((T9"K)R<

及
RS9

)

ZK)R<

的表

达水平在
,&<+&

合并高血压患者中明显增高并与疾病的严重程度相关"

((T9"

在
,&<+&

合并高血压发病中起着重要作用"

可能受
RS9

)

Z

通路的调节$
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%是一种主要表现为睡眠时伴

有打鼾!甚至呼吸暂停等特点!易导致白天嗜睡!记忆力下降的

疾病)

!

*

"流行病学数据表明!

,&<+&

与心血管疾病如高血

压#缺血性心脏病#充血性心力衰竭和中风之间有明确的关

联)

0

*

"高血压患者中伴有
,&<+&

的大约占
-.[

$

/.[

!而在

.."!

重庆医学
0.!8

年
/

月第
;#

卷第
!;

期

"

基金项目#江西省教育厅科学技术研究项目$

!;.8!

%"

!

作者简介#谭小燕$

!"".$

%!住院医师!硕士!主要从事睡眠呼吸暂停低通气综合

征方面研究"
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!

通信作者!
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的患者中!合并患有高血压约占
/.[

$

#.[

)

-

*

"然

而!目前对于
,&<+&

引起高血压的确切病理机制尚不清楚!

其中炎症反应可能是其重要机制之一)

;

*

"基质金属蛋白酶
"

$

((T9"

%是一种蛋白水解酶!研究发现在
,&<+&

患者血浆

中
((T9"

表达增加!并且与患者病情的严重程度有关)

/

*

"而

核转录因子
H?

EE

?Z

$

RS9

)

Z

%是一种重要的促炎转录因子!研

究表明在
,&<+&

患者中!炎性因子白细胞介素$

%U

%

9#

#肿瘤

坏死因子
9

!

$

QRS9

!

%#

%U9:

等的表达上调!均受
RS9

)

Z

的调

控)

#

*

"但目前对于
,&<+&

合并高血压患者中
((T9"

和
RS9

)

Z

的表达及其之间相关性尚不明确"本研究旨在探讨
((T9

"

和
RS9

)

Z

在
,&<+&

合并高血压发病中的作用!为进一步研

究
,&<+&

与高血压之间的相关机制提供依据"

!

!

资料与方法

!4!

!

一般资料
!

选取
0.!;

年
!

月至
#

月在本院呼吸内科及

神经内科行多导睡眠监测$

T&O

%的受试者"所有入选患者均

签署知情同意书"

,&<+&

的诊断标准参照
0..0

年中华医学

会呼吸病学组制订的/阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征诊治

指南0!高血压的诊断标准参照
0../

年制订的/中国高血压防

治指南0"根据睡眠监测检查结果及是否合并高血压进行分

组!鼾症组
0-

例!

,&<+&

组
-0

例!

,&<+&

合并高血压组
-!

例!总共
:#

例患者!其中男
#/

例!女
0!

例"并根据高血压级

别对
,&<+&

合并高血压组进行亚组分型!其中
,&<+&

合并

高血压
!

级组
"

例!

,&<+&

合并高血压
0

级组
"

例!

,&<+&

合并高血压
-

级组
!-

例"排除标准'$

!

%具有慢性或近期$包

括近
!

个月内%感染性疾病!如哮喘#风湿性疾病#周围血管性

疾病#凝血功能障碍性疾病及肝肾疾病&$

0

%近期$

-

个月内%有

创伤及手术史&$

-

%在睡眠监测过程中!夜间睡眠时间未达到
;

L

或睡眠监测过程中发生严重的低氧血症而需要中途吸氧者&

$

;

%多导睡眠检测前因血压高需临时加服降压药物者"入选患

者均需测量身高#体质量#颈围#腰围#血压!记录
T&O

结果!次

日清晨收集外周静脉血"

!4"

!

方法

!4"4!

!

引物序列的设计与合成
!

使用
TG=K3=G/4.

软件设计

引物!设计的引物经局部序列比对基本检索工具$

ZU<&Q

%验

证合适后采纳!引物由上海生物工程合成!序列如下"

((T9"

基因上游引物为'

/b9<'''QQ OQO'Q'QQ'''Q9-b

$

!:

B

E

%!下游引物为'

/b9OOQQ'O'<QOO''QQ'<O9-b

$

!:

B

E

%&

RS9

)

Z

基因上游引物为'

/b9Q'Q'O''QO''Q''<

'<<O9-b

$

!"B

E

%!下游引物为'

/b9QOQ'Q''<'O''O'Q

OQ'9-b

$

!:B

E

%&内参
O<TP+

基因上游引物为'

/b9OOQQ'O

'<QOO''QQ'<O9-b

$

!:B

E

%!下游引物为'

/b9<OO<OQ

OOOQOQ'O'QOQ9-b

$

!:B

E

%"

!4"4"

!

血浆和单个核细胞提取
!

清晨空腹用含乙二胺四乙酸

$

MPQ<

%抗凝管收集受试者外周血标本
:KU

!取
;KU

血置于

离心机上
-/..G

(

K37

离心
!.K37

!吸取上层血浆于干净
MT

管中!立即放入
$:.]

冰箱保存"另取
;KU

静脉血按照人淋

巴细胞分离液$北京索莱宝公司%操作步骤分离单个核细胞!并

加入
!KUQG3X2@

试剂$北京索莱宝公司%后放入
$:.]

冰箱

保存"

!4"4#

!

)R<

抽提
!

根据
QG3X2@

总
)R<

提取试剂的操作步骤

进行操作!用紫外分光光度计测量
0#.

和
0:.7K

下的光密度

$

E5

%值并进行定量!计算
E5

0#.

(

E5

0:.

!所有标本的比值要求

在
!4:

$

04.

"低于此值者表明其含有蛋白质杂质!用三氯甲

烷重新提纯"总
)R<

样品于
$:.]

冰箱保存备用"

!4"4$

!

逆转录反应
!

按照
Q?H?G?

逆转录试剂盒配制逆转录

反应体系!将配制好的逆转录反应液低速离心混匀!进行逆转

录反应"逆转录反应的条件为'

-8]-.K37

#

:/]!/6

"反

应完成后将产物保存于
$0.]

"

!4"4%

!

实时荧光定量
T')

!

按
Q?H?G?

荧光定量
T')

试剂盒

配制实时荧光定量
T')

反应体系!选择还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸$

R<PT+

%为内参基因!每份标本内参基因和待

测基因均做
-

个复孔!所有操作均应置于冰上实施"体系配制

完后先低速离心混匀"使用
<Z%8-..

定量
T')

扩增仪采用

两步法扩增"扩增条件如下!预变性循环'

!"/] -.6

&

T')

反应循环'

;."/]/6

!

#0]-!6

"反应结束后读取并记录结

果"以
&dZ)OG==7

实时定量
T')

为基础!实验数据以
O<T9

P+

为内参!计算
((T9"K)R<

及
RS9

)

ZK)R<

的相对表

达量!计 算 公 式'目 的 基 因 相 对 表 达 量
a0

$

##

'>

!其 中

##

'Qa

)

'Q

$实验组目的基因%

$'Q

$实验组内参基因%*

$

)

'Q

$对照组目的基因%

$'Q

$对照组内参基因%*"

!4"4C

!

酶联免疫吸附试验$

MU%&<

%反应
!

按照
MU%&<

试剂

盒$购自武汉伊莱瑞特公司%操作步骤进行加样!最后用酶标仪

在
;/.7K

波长下测定
E5

!根据测定的
E5

值!在标准曲线绘

制软件绘制标准曲线!并计算出样品中
((T9"

的最终浓度"

!4#

!

统计学处理
!

采用
&T&&!"4.

统计软件进行统计学分

析!计量资料用
Dc>

表示!鼾症组#

,&<+&

组#

,&<+&

合并

高血压组及各亚组间的多组间计量资料的比较采用单因素方

差分析!血浆
((T9"

#外周血单个核细胞
((T9"K)R<

#外

周血
RS9

)

ZK)<

与患者一般资料等变量间相关性分析采用

线性相关分析"检验水准
!

a.4./

!以
!

$

.4./

为差异有统计

学意义"

"

!

结
!!

果

"4!

!

实时荧光定量
T')

检测
!

应用荧光定量
T')

检测

((T9"K)R<

及
RS9

)

ZK)R<

!结果见图
!

!可见熔解曲线

为特异性单峰!扩增曲线平滑!说明引物合格!结果可以使用"

图
!

!!

实时荧光定量
T')

检测各基因的溶解

曲线和扩增曲线图

"4"

!

各组患者一般资料和睡眠监测指标比较
!

鼾症组#

,&9

<+&

组#

,&<+&

合并高血压组
-

组之间年龄差异无统计学意

义$

!

%

.4./

%!与鼾症组相比!

,&<+&

组及
,&<+&

合并高血

压组在
Z(%

#颈围#腰围中比较差异有统计学意义$

!

$

.4./

%!

但
,&<+&

组与
,&<+&

合并高血压组之间比较差异无统计

学意义$

!

%

.4./

%"在
T&O

指标方面!与鼾症组相比!

,&<+&

组及
,&<+&

合并高血压组在嗜睡评分$

M&&

%#氧减指数

$

,P%

%#最低血氧饱和度$

U&?,

0

%中差异有统计学意义$

!

$

.4./

%!但
,&<+&

组与
,&<+&

合并高血压组之间差异无统

!."!
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表
!

!!

各组一般资料和
T&O

指标比较!

Dc>

"

组别
&

年龄$岁%

Z(%

$

H

N

(

K

0

% 颈围$

JK

% 腰围$

JK

%

M&& ,P%

U&?,

0

$

[

%

鼾症组
0- ;/4/c:4" 0;4!c/48 -#400c-4-. "!4;:c84.. ;48.c04:: !48.c!4!8 :-4..c;4#"

,&<+&

组
-0 ;04;c!-4! 0:4/c-4-

?

;.4/"c-4..

?

!..4;0c"4!#

?

840:c-48-

?

0"4#-c0040"

?

#"4!#c!04##

?

,&<+&

合并高血压组
-! /;4#c!!48 084/c-48

?

;.4!!c-4#.

?

!..4!!c!-4-8

?

:4;/c;400

?

-#4;8c004."

?

#84-"c!!4:"

?

!!

?

'

!

$

.4./

!与鼾症组比较"

表
0

!!

各组
((T9"

(

RS9

)

Z

表达水平比较!

Dc>

"

组别
& ((T9"

浓度$

7

N

(

KU

%

((T9"K)R< RS9

)

ZK)R<

鼾症组
0- ";4/-c!;4#- 04;0c!4/# 04-.c!48!

,&<+&

组
-0 !004;"c!848:

?

;4.#c04!"

?

-4"!c!48#

?

,&<+&

合并高血压组
-! !;84"0c!84!#

?B

/4"0c04;;

?B

/4!0c040-

?B

!!

?

'

!

$

.4./

!与鼾症组比较&

?B

'

!

$

.4./

!与
,&<+&

组比较"

表
-

!!

,&<+&

合并高血压组亚组分析!

Dc>

"

组别
& ((T9"

水平$

7

N

(

KU

%

((T9"K)R< RS9

)

ZK)R<

,&<+&

合并高血压
!

级组
" !0:4#:c/4!/ ;4-#c040- -4"/c!4-;

,&<+&

合并高血压
0

级组
" !-#4"8c-4-#

?

/4:8c04!0

?

;40:c!4:#

?

,&<+&

合并高血压
-

级组
!- !##4;0c:408

?B

#4;-c!4":

?B

#4!0c04!-

?B

!!

?

'

!

$

.4./

!与
,&<+&

合并高血压
!

级组比较&

B

'

!

$

.4./

!与
,&<+&

合并高血压
0

级组比较"

计学意义$

!

%

.4./

%!见表
!

"

"4#

!

各组
((T9"

#

RS9

)

Z

表达水平比较
!

,&<+&

组血浆中

((T9"

水平!单个核细胞中
((T9"K)R<

#

RS9

)

ZK)R<

明

显高于鼾症组!且
,&<+&

合并高血压组较
,&<+&

组更高!

各组间比较差异有统计学意义$

!

$

.4./

%!见表
0

"

"4$

!

,&<+&

合并高血压组亚组分析
!

本研究对
,&<+&

合

并高血压组中高血压的级别进行亚组分析后发现!随着
,&9

<+&

合并高血压级别的升高!血浆中
((T9"

水平!单个核细

胞
((T9"K)R<

的表达水平及
RS9

)

ZK)R<

表达水平也随

之增高!各组间比较差异有统计学意义$

!

$

.4./

%!见表
-

"

"4%

!

相关性分析
!

血浆
((T9"

的表达与呼吸暂停低通气指

数$

<+%

%呈正相关$

(a.4;-"

!

!

$

.4./

%!与
U&?,

0

呈负相关

$

(a$.4-!/

!

!

$

.4./

%!与
,P%

呈正相关$

(a.4-/0

!

!

$

.4./

%!而与
Z(%

#颈围#腹围#

M&&

无明显相关性&外周血单个

核细胞
((T9"

的表达与
<+%

呈正相关$

(a.40-"

!

!

$

.4./

%!与
U&?,

0

呈负相关$

(a$.40#:

!

!

$

.4./

%!与
,P%

呈

正相关$

(a.40!#

!

!

$

.4./

%!而与
Z(%

#颈围#腹围#

M&&

无明

显相关性"外周血单个核细胞
RS9

)

Z

的表达与
<+%

呈正相

关$

(a.4-#"

!

!

$

.4./

%!与
U&?,

0

呈负相关$

(a$.4;:"

!

!

$

.4./

%!与
,P%

呈正相关$

(a.4-/;

!

!

$

.4./

%!而与
Z(%

!颈

围!腹围!

M&&

无明显相关性"血浆
((T9"

的表达与外周血

单个核细胞
((T9"K)R<

的表达呈正相关$

(a.4/#:

!

!

$

.4./

%"外周血单个核细胞
((T9"K)R<

的表达与
RS9

)

Z

K)R<

的表达呈正相关$

(a.4;8"

!

!

$

.4./

%"

#

!

讨
!!

论

!!

,&<+&

不仅影响患者的生存质量!而且与多种疾病密切

相关!如心血管疾病#糖尿病#记忆力减退等!甚至可能诱发夜

间心源性猝死)

8

*

"

,&<+&

主要以反复慢性夜间缺氧为特征!

通过激活炎症反应#氧化应激等多种机制!参与心脏疾病的发

生#发展!是高血压的独立危险因素"

((T9"

!也被称为
"0̀ !.

-

,

型胶原酶或明胶酶
Z

!属于

基质金属蛋白酶家族成员之一)

:

*

"循环中的
((T9"

表达在

急性心肌梗死及不稳定型心绞痛中升高)

"

*

"而循环
((T9"

还被认为是急性冠状动脉综合征病死率的预测指标!在心脏血

管的重塑中发挥着重要作用!是急性冠状动脉综合征猝死的重

要危险因子之一)

!.

*

"

((T9"

的异常表达及其对细胞外基质

的降解与心血管疾病的发生关系密切"

'LD?7

N

等)

/

*和
S=7

N

等)

!!

*研究均发现!在
,&<+&

患者中!血浆
((T9"

的表达水

平明显高于对照组!并且与
<+%

和
U&?,

0

显著相关"这点与

本研究是一致的"同时本研究还发现在
,&<+&

合并高血压

的患者中血浆
((T9"

表达更高!且随着高血压的级别越高!

((T9"

的表达也越高"这表明
((T9"

可能与
,&<+&

合并

高血压的发生#发展关系密切"

外周血单个核细胞被认为参与了动脉粥样硬化的发病过

程"

(372

N

DJL3

等)

!0

*研究发现!在中#重度
,&<+&

患者外周

血单个核细胞
QRS9

!

的表达明显高于对照组!且经过呼吸机

有效治疗后!血浆中
QRS9?

及单个核细胞
QRS9?

的表达可降

低"这表明
,&<+&

患者单个核细胞可被激活"由于外周血

单个核细胞的激活!进而可刺激多种炎性因子的释放!从而导

致一系列的炎性反应"

((T9"

也是炎性因子之一!

'LD?7

N

等)

/

*研究发现在
,&<+&

循环中
((T9"

及单个核细胞
((T9

"K)R<

的表达水平明显高于对照组!且两者呈相关性!但其

研究的标本量较少"故本研究在其研究的基础上扩大研究的

样本量!与其结果是一致的!表明血浆中
((T9"

的异常增加

可能与
,&<+&

患者循环中单个核细胞激活相关"但本研究

还发现!在
,&<+&

合并高血压的患者中!外周血单个核细胞

((T9"

的表达水平明显增高!表明
,&<+&

合并高血压患者

罹患动脉粥样硬化的风险可能更大"

RS9

)

Z

是一种可通过与多种基因的启动子上
)

Z

序列特异

性结合而启动基因转录功能的蛋白!在机体防御反应#炎症反

应#组织损伤#细胞分化#细胞黏附和凋亡等各个方面起着重要

作用)

!-

*

"

)

A

?7

等)

#

*将内皮细胞分别给予间断性缺氧及持续

0."!
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缺氧!发现慢性间断缺氧主要以激活
RS9

)

Z

为主"另外多个

临床研究也发现!在
,&<+&

患者中血浆及外周血单个核细胞

中
RS9

)

Z

的表达明显高于对照组!并且随着疾病越严重!

RS9

)

Z

的表达越高)

!;9!/

*

!这点与本研究一致"同时!本研究还发

现!在
,&<+&

合并高血压的患者外周血
RS9

)

ZK)R<

较单

纯
,&<+&

表达更高"并且把其与单个核细胞
((T9"K)9

R<

的表达进行相关性分析!发现两者具有相关性!这表明在

,&<+&

患者中
((T9"

的表达可能与
RS9

)

Z

相关!

((T9"

可

能受促炎转录因子
RS9

)

Z

的调节!从而在
,&<+&

合并高血

压的发病中发挥关键作用"

综上所述!血浆
((T9"

水平#

((T9"K)R<

及
RS9

)

Z

K)R<

的表达水平在
,&<+&

合并高血压患者中明显增高!

并与疾病的严重程度相关"

((T9"

在
,&<+&

合并高血压发

病中起着重要作用!可能受
RS9

)

Z

通路的调节"

,&<+&

合并

高血压患者是
<'&

心血管死亡的一个重要危险因素!在未来

可能将干预
RS9

)

Z

及其
((T9"

的表达作为诊治
,&<+&

及

其并发症的一个重要突破点"
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