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● 临床研究 ●

血小板内皮细胞黏附分子一1基因多态性及血浆水平

与严重冠脉粥样硬化病变的相关性

亢爱春敖彩卉 郭宏怡 齐丽彤 霍勇

【摘要】 目的研究血小板内皮细胞黏附分子一1(PECAM—1)基因第3外显子c+373G单核苷酸多态性及血浆

可溶性PECAM-1(sPECAM-1>水平与严重冠状动脉粥样硬化的相关性。方法入选经冠状动脉造影诊断为三支病

变的冠心病患者97例和冠脉狭窄<50％的同期非冠心病患者89例。采用Pyrosequencing基因测序法检测

PECAM一1第三外显子C+373G单核苷酸多态性；采用酶联免疫吸附试验方法测定血浆中的sPECAM-1浓度。结果

(1)冠心病组(CAD组)中GG型的比例显著高于对照组(26．3％：14．6％，P=0．047)。(2)CAD组sPECAM—l显

著低于对照组[(61．14士34．57)弘g／L VS(33．62士38．58)pg／L，P<0．001)。(3)在所有研究对象中，血浆

sPECAM-1水平在各基因型中的分布具有一定的趋势CCC；(41．68±33．60)#g／L；CG．(47．17±38．15)pg／L；GG．

(53．18士46．51)pg／L，P一0．433)。冠心病亚组中，sPECAM-1水平在基因型中的分布达到统计学上的差异((CC：

(23．64士16．90)pg／L；CG：(27．68±30．16)pg／L；GG：(53．97±54．90)pg／L；P=0．012]。结论PECAM·1

C士373G位点的突变是严重冠脉粥样硬化的一个遗传易患因子。sPECAM-1同冠心病具有一定的相关性。

【关键词】冠状动脉疾病；血小板内皮细胞黏附分子一1，基因多态性
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[Abstract] Objective To explore the association of platelet endothelial adhesion moleculeq(PECAM一1)C+

373G polymorphism and plasma soluble PECAM-1(sPECAM-1)with severe coronary atherosclerosis．Methods

The study group consisted of 97 coronary artery disease(CAD)patients with three diseased main coronary arteries,

and the control group included 89 patients with coronary artery stenosis<50l％diagnosed by coronary angiography

during the same time．One single nucleotide polymorphisms(SNPs)ofPECAM-1 gene C+373G at exon 3 was ana—

lyzed by pyrosequencing method．Level of plasma sPECAM-1 was measured by ELISA．Results The percentage of

GG genotype of C+373G polymorphisms in CAD group was significantly higher than that in control group(26．3％：

14．6％，P=0．047)．The level of sPECAM-1 was found tO he decreased in CAD patients compared with control ones

[(61．14士34．57)VS(33．62±38．58)#g／L，P<O．001)3．Moreover，SUbjects with the homozygous GG genotype of

C+373G polymorphisms had higher sPECAM-1 levels．followed by GC and CC genotypes in all subjects(CC：

(41．68=I=33。60)gg／L,GC：(47。17士38．15)pg／L；GG：(53．18±46。51)弘g／L；P=0．4333．However，in CAD sub—

group，the levels of sPECAM-1 in GG genotype are significantly higher than those in GC and CC genotypes CCC．

(23．64土16．90)pg／L；CG：(27．68fl：30．16)pg／L；GG：(53．97土54．90)ag／L；P=0．012)．Conclusion The mu’

tation of PECAM一1 C+373G at exon 3 may be a genetic risk factor for severe coronary artery disease in Chinese popu—

lation．The mean level of sPECAM-1 is associated with CAD．The study suggests that PECAM一1 play an important
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role in the development of atherosclerosis．

[Key words】coronary artery disease；platelet endothelial adhesion molecule-1；gene polymorphism

炎症反应是动脉粥样硬化性疾病发生发展的关

键环节，循环中的炎症细胞在内皮细胞上的黏附及

向血管外迁移是炎症反应的起始环节。P，E选择

素介导白细胞在内皮上的滚动；细胞间黏附分子一1，

血管细胞黏附分子一1促进白细胞在内皮上的牢固

结合，血小板内皮细胞黏附分一1(platelet endothelial

cell adhesion molecule-1，PECAM一1)则是黏附在内

皮上的白细胞进行跨膜转运，向血管外游走的必要

条件‘1，21。

PECAM一1是分子量为130ku的跨膜糖蛋白，

属于免疫球蛋白超家族Es]。它主要表达于血小板、

单核细胞、中性粒细胞、部分T淋巴细胞和内皮细

胞表面且富集于细胞连接处[4’5]。PECAM一1是一

个多功能分子，除参与白细胞的跨内皮转运外，还是

一个双向信号分子，参与免疫调节，T细胞的活

化[6。，血管的生成[71等。

血管内皮细胞和循环中的白细胞主要通过膜表

面的PECAM-1形成同源二聚体参与细胞与细胞间

的相互作用，促进白细胞在血管内皮上的黏附以及

向血管外的游走【7~9]。由PECAM一1第三外显子编

码的胞外第一个免疫球蛋白样功能域是PECAM一1

形成同源二聚体的关键位点[7’8]。PECAMl第三
外显子上C+373G碱基的突变使第125位Leu突

变为val，影响PECAM-1形成同源二聚体的能力，

参与炎症反应。

已有研究表明，PECAM一1 C+373G基因多态

性在高加索人、日本人、新加坡人、意大利人中与急

性冠脉综合征或急性心肌梗死的发生存在着很强的

相关性[10~12]。但PECAM一1 C+373G同冠脉病变

严重程度的研究报道尚少。

循环中可溶性黏附分子，作为膜黏附分子的剪

切体，与其膜上的表达量平行，可以间接反应炎症反

应的程度。已有研究表明，可溶性黏附分子是冠心

病的危险因子[1引。Listi，Soeki，Kharea等观察到

可溶性PECAM一1(soluble PECAM一1，sPECAM-

1)在急性冠脉综合征、急性心肌梗死患者中显著升

高口2J4’1引。Wei等m3在新加坡人群中观察到

sPECAM一1随着冠脉粥样硬化病变程度的增加而增

加。但在中国人群尚无相关的报道。基于炎症反应

在冠心病中的重要性以及PECAM-1在炎症反应中

的关键作用，本研究拟从基因和蛋白水平探讨PE—

CAM一1与严重冠脉病变的相关性。

l材料及方法

1．1研究对象选择2004年11月到2006年6月

在北京大学第一医院行择期冠状动脉造影的住院患

者，病例组为冠脉造影诊断三支病变(诊断标准为左

冠状动脉的前降支、回旋支和右冠状动脉的主干和

重要分支的管腔狭窄>50％)的患者97例，对照组

为冠脉造影阴性或血管腔狭窄<50％的患者89例，

均签有知情同意书。排除有急性炎症，慢性阻塞性

肺部疾病，肝、肾功能异常，自身免疫性疾病，恶性肿

瘤，恶液质以及急性冠脉综合征1周内的患者。

1．2血样的收集和处理 收集研究对象空腹外周

静脉血5ml(EDTA抗凝)，3000rpm离心10min分

离血浆和白细胞，一80℃保存，用于测定血浆

sPECAM一1，血脂系列和基因组DNA的提取。

1．3 基因组DNA的提取 采用北京赛百盛硅胶

膜型基因组DNA提取试剂盒提取外周静脉血白细

胞的基因组DNA。

1．4 Pyrosequencing基因测序PCR扩增引物按

Pyrosequencing Assay ’Design Sofeware 1．0

(Biotage公司)设计并由上海生物工程技术服务有

限公司合成。上、下游及测序引物序列分别为For—

ward：5，AGAGAAAACCACTGCAGAGTACCA

3，，Reverse-Biotin：5'-Biotin AGCTGTTATTCACG

CCACTGT 3，：Sequence primer：5，AACCACTG—

CAGAGTACC 3，；PCR扩增体系：1×PCR缓冲液

(QIAGENE公司)内含2．5 mmol／L MgCl2，

125弘mol／L dNTP，0．2／maol／L上、下游PCR引物，

20ng模板DNA，1U QIAGENE Hot start Taq酶。

扩增条件：预变性95℃，15min；变性95。C，20s，退火

60℃，30s，延伸72℃，20s，50次循环；再延伸72℃，

10min。扩增后，PCR产物经8％聚丙烯酰胺凝胶

电泳分析鉴定。然后采用Pyrosequencing测序法

对单核苷酸多态性位点进行测序分析。

1．5 血浆sPECAM一1，血脂系列的测定 采用

RapidBio Lab sPECAM一1 ELISA试剂盒(1 R444)

测定血浆sPECAM-1的浓度。

脂蛋白(a)lipoprotein a，Lp(a)]采用TPI

Inc的Lp(a)ELISA试剂盒测定，血浆甘油三酯

(triglyceride，TG)，总胆固醇(total cholesterol，
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TC)，低密度脂蛋白(10w density lipoprotein，

LDL)，高密度脂蛋白(high density lipoprotein，

HDL)是由北京大学第一医院检验科全自动生化分

析仪测定。

1．6 统计学分析 基因型频率Hardy-Weinberg

平衡采用Z2检验，连续型变量采用芽±5，两组间的

比较根据分布类型的不同分别采用t检验或U检

验；多组间的比较采用ANOVA分析，组间比较采

用LSD分析；分类变量采用Z2检验。线性相关采

用Pearson相关分析，等级相关采用Spearman分

析。以P<O．05作为显著性检验的标准。数据处

理采用SPSSll．5统计学软件包。

2结果

2．1研究对象的基本资料分析 两组研究对象在

年龄、性别比例、吸烟与否以及是否合并有糖尿病方

面存在着显著性差异；冠心病(coronary artery dis—

ease，CAD)组年龄偏大(P<o．001)且男性患者偏

多(P<O．001)，有吸烟史的比例高(P=0．025)，合

并糖尿病的比例高(P一0．035)，即CAD组的患者

危险因素较多。用药情况，CAD组服用ACEI和他

汀类药物显著多于对照组(P一0．005，P<O．001)，

且CAD组联合用药的比例显著高于对照组(P一

0．005，表1)

2．2 PECAM-1C+373G等位基因及基因型的分

布频率、在对照组和CAD组中，经Z2检验证实了

PECAM-1基因型分布符合Hardy-Weinberg平衡。

图1显示的是PECAM一1C+373G基因型的Pyro—

sequencing代表图。

1
． }＼． 。． 数． }k． n． 、．

A：野生型纯合子(CC)；B：突变后的杂合子(Gc)；

C：突变后纯合子(GG)

图1 PECAM-1C+373G基因型Pyrosequencing测序图

CAD组和对照组中PECAM-1C+373G基因

型及等位基因的分布频率见表2。CAD组与对照

组的G／C等位基因分布频率差异具有统计学意义

(P一0．021)。CAD组与对照组各基因型分布也具

有统计学差异(P一0．047)。CAD组较对照组GG

型比例明显增加(26．3％：14．6 oA)，CC型则降低

(16．8％：29．2％)，GC型差别甚微。

表1病例组和对照组的基本资料

组别 年龄(岁) 性别(男／女)糖尿病(P／N)高血压(P／N)高血脂(P／N) CCB(P／N) ARB(P／N)

对照组(’2=89) 60．3士9．9 39／50 27／62 63／26 39／50 34／55 9／80

CAD组(行=97)65．2土9．9。 75／22。44／53’ 73／24 46／51 32／65 11／86

刎 焉考 。黧， 蒹 焉 蒜 蒜 鬟篇尹

CCB：calcium channel blocker，钙离子通道阻滞剂；ARB：angiotensin receptor blocker，血管紧张素受体阻滞剂；ACEI：

angiotensin converting enzyme inhibitors，血管紧张素转换酶抑制剂；}R B：preceptor blocker，p受体阻滞剂；P：positive,

是；N：negative，否；与对照组比较，。P<O．05

表2对照组和CAD组等位基因和各基因型的频率分布
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2．3 sPECAM-1同冠状动脉粥样硬化程度以及

PECAM-1C+373G基因多态性的关系 血浆

sPECAM-1水平在对照组与CAD组有统计学差异

[(61．14±34．57)99／L vs(33．62士38．58)肛g／L，

P<O．001，图2A]。

将所有研究对象根据基因型对sPECAM-1进

行方差分析，sPECAM-1在不同的基因型中分布具

有一定的趋势但没有统计学意义(CC：(41．68土

33．60)#g／L；CG：(47．17±38．15)#g／L；GG：

(53．18±46．51)pg／L，P一0．4333。排除冠心病的

混杂后，对照组中各基因型之间sPECAM一1水平分

布无规律。但CAD组中各基因型sPECAM一1水平

有统计学差异CCC：(23．64士16．90)99／L；GC：

(27．68土30．16)#g／L；GG：(53．97±54．90)pg／L，

Z2=8．901，P=0．012，图2133。
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与对照组比较，。P<O．05

图2A对照组与CAD组血浆sPECAM-I水平

与CC型比，’P<0．05；ns：同CC型比，P>O．05

图2B CAD组PECAM-1C+3736各基因型与

血浆sPECAM-l水平

2．4 sPECA阱1同血浆脂蛋白的相关性

sPECAM-1浓度同血浆Lp(d)水平呈显著正相关

(r=o．222，P=0．041)，而同血浆HDL水平呈负相关

趋势(r=一0．216，P=0．051)，而在本研究中未观察到

sPECAM-1同LDL、TG、TC具有相关性(表3)。

表3 sPECAM-I同血浆脂质水平的相关性

Lp(a)TG TC HDL LDL

r值0．222—0．016—0．047—0．216 0．019

sPECAM-1 P值0．041*0．886 0．672 0。051 0．868

注：’P<0．05

3讨论

3．1 PECAM-1基因多态性同冠心痛的相关性C

+373G是PECAM-1编码序列中同冠心病相关性

较强的多态性位点。C+373G定位在PECAM一1

第一个免疫球蛋白样的胞外段，其突变可以导致第

三外显子125位的亮氨酸变为缬氨酸，影响同源二

聚体的形成和功能的改变。Behar等[161首次报道了

在急性移植物抗宿主反应疾病中存在C+373G多

态性。随后，Sasaoka，Listi，Behar等[10,12,16]在不同

的人群中证实了PECAM-1C+373G同急性冠脉综

合征，尤其同急性心肌梗死的发生具有显著相关性。

此外，Sasaoka等[10’11’17’18]多位作者也发现

PECAM一1C+373G同冠脉病变程度相关，是独立

于吸烟、高血压、高血脂、糖尿病等的危险因子。

在本研究中，笔者观察到PECAM-1C+373G

与严重冠状动脉粥样硬化具有显著相关性。与

Sasaoka等作者的结果相一致。分析其可能的机制

有：(1)内皮PECAM-1通过同源和异源二聚体的

方式促进白细胞穿越内皮细胞间连接和血管外基

质，同时还可以上调白细胞膜上整合素的亲和力，促

进白细胞与相应的受体作用，参与炎症反应。而胞

外第一个免疫球蛋白样功能区域是PECAM-1进行

同源和异源聚合的关键分子。C+373G基因的突

变使该功能区域上第125位的亮氨酸错译为缬氨酸

(Leul25Val)，从而改变该蛋白的生物学功能和免

疫原性使其黏附功能改变，参与动脉粥样硬化病变

的早期改变口~9]，但具体的机制尚不清楚。(2)

PECAM一1可以抑制血小板和纤维蛋白原之间的相

互作用，抑制血小板的活化，阻止血栓的形成。

Leul25Val突变使PECAM一1的抗血栓形成的保护

性作用消失，促进粥样斑块内或表面血栓的形成，加

重冠心病的发生发展[1引。

3．2 sPECAM-1同冠心痛的相关性 可溶性黏附

分子是冠心病的危险因子[13j。所以许多研究都在

∞

∞

∞

∞

柏

∞

O
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探讨可溶性的黏附分子同动脉粥样硬化性疾病的关

系。Kharea等[15’20]报道了在急性冠脉综合征患者

中sPECAM一1具有升高趋势。Soeki等口41则观察

到在急性冠脉综合征早期sPECAM一1较健康对照

组和稳定患者都有显著升高。Wei等口1]则观察到

血管狭窄程度>70％的冠心病患者同对照组相比

sPECAM一1的水平显著升高，且血浆sPECAM一1水

平可能随着冠脉血管累及支数的增加而增加，但急

性冠脉综合征与稳定患者之间却没有统计学差异。

宋福春等[2妇也观察到CAD组sPECAM一1水平较

对照组有统计学意义的升高。

本研究采用严格的入选标准，却发现对照组中

sPECAM-1水平显著高于CAD组，这与宋福春等

的实验结果不相符。可能的原因一方面在于入选的

标准不同，Wei，宋等CAD组入选者没有严格区分

病变是稳定还是不稳定性病变，而血浆sPECAM一1

的水平会受到急性炎症反应如急性冠脉综合症的明

显影响；本研究选择的都是稳定期患者，可以更科学

地分析稳定冠心患者与对照组之间的差异。另一方

面在于本组研究对象服用了影响炎症反应的药物所

致。有文献支持他汀类，贝特类，ACEI，ARB都具

有抑制炎症反应的作用，可以降低内皮细胞黏附分

子的表达，而他汀类药物甚至可以降低基础表达

量[2 21。而在本研究中，CAD组服用他汀类以及

ACEI类药物较对照组升高且具有统计学意义。此

外，联合用药的综合效应，服药的时间和剂量等可能

也是导致本研究结果的原因。

3．3 sPECA^仁1同PECAA弘1C+373G基因多态

性之间的关系 在本研究中，虽在CAD组观察到

了sPECAM一1水平在各基因型中分布具有统计学

意义，但在整体样本以及对照组中只观察到有一定

的趋势，尚不能得出PECAM一1C+373G基因型同

血浆水平具有相关性。与宋等的结果不相符，分析

其可能的原因有：(1)本研究采用Pyrosequence法

基因测序分析基因位点的突变情况，准确率达到

100％；而PCR—RFLP法测定的基因多态性因为受

到多个环节的影响准确性欠佳(本研究比较了二者

的准确性，后者的准确性只达到72．6％)。所以基

因型的准确性直接影响到sPECAM一1水平在基因

型中的分布情况。(2)药物的干预可能也会掩盖一

些信息(见上述)。(3)本研究的样本量较小，可能没

有达到具有统计学差异的水平。

3．4 血脂水平对sPECAM．1浓度的影响 以往研

究表明高血脂可以增加血浆黏附分子的表达，促进

炎症细胞在血管内皮上的黏附而损害内皮功能，参

与冠心病的发生发展[2
8’2
9‘。本研究观察到，

sPECAM一1浓度同血浆Lp(a)水平具有显著相关性

(r一0．222，P一0．041)，提示Lp(a)可以促进

PECAM一1的表达。此外，HDL水平与sPECAM一1

似有一定的相关性，有待进一步研究(r=-0．216，

P一0．051)。传统的冠心病危险因子HDL、TC以

及最近被重新定位的TG在许多研究中已经表明能

够增加血浆黏附分子的表达[zs,243，但在本研究中却

没有观察到类似的现象，可能的原因在于本研究的

研究对象都有相关药物的干扰(表1)。如他汀类可

以显著降低LDL和TC；贝特类可以显著降低TG；

ACEI，ARB都具有抗炎作用，可以影响在炎症反应

中具有重要作用的黏附分子的表达与分泌。而血浆

Lp(a)，作为冠心病的一个独立危险因素，其水平主

要受遗传因素的控制[25。，常用降脂药对其影响不

大。此外，已经有研究支持I巾(a)可以影响黏附分

子的表达12引。

所以，PECAM一1C+373G基因多态性是中国

人群严重冠状动脉粥样硬化的遗传易患因素之一。

sPECAM一1同冠心病具有一定的相关性。Lp(a)对

sPECAM一1表达有影响。PECAM一1在动脉粥样硬

化心脏病的发生发展中具有很重要的作用。
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