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2NROUNW ÒXOUCN2WWCLR2NOS R̀NY2

3

O

"

\QCCS

3

QMLCWO

"

2USQC̀

SOUWRN

P

QR

E

C

E

XCNORU

$

4%4?$

%"

%

#

1,1*

"

NYOXO 2̀W2WR

3

URZRL2UN

E

CWRNRcOLCXXOQ2NRCU\OǸ OOUWOXMF.*
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%又名冠心病"是冠状动脉发生动脉粥样硬

化"造成血管腔狭窄甚至阻塞"供血不足引起心肌缺

血)缺氧或坏死的慢性炎症性疾病"是当今社会危害

生命健康的主要严重疾病之一#
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(冠状动脉发生病

变一般预示着
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的开始"冠状动脉病变可通过冠

状动脉造影术检测手段确诊"根据冠状动脉造影结果

结合
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积分结果即可判定冠状动脉病变程
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(而血管内皮功能障碍是动脉硬化向严重心血

管疾病终点发展的关键因素"也是
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的始动因素"

血管内皮功能障碍可通过外周动脉张力测定$
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是否缺乏"近年来有研究显示维生素
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与心血管疾

病的发生发展密切相关(同时越来越多的研究发现
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肥大)心律失常)心力衰竭及心肌重塑等多种心血管

疾病紧密相关"在动脉粥样硬化中能抑制血管生
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水平与冠状动脉病变程度)内皮功能的关系(
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资料与方法
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并行冠状动脉造

影检查的患者
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例作为
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组"健康体检者
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作为对照组(纳入标准!$
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患者*$

.

%受试者自愿参与本研究"并签署知情
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9%'6?a

.

%抗凝管中"

!111X

'

FRU

离心
*FRU

"分离血清于无
@B6

酶管中"

置于
<)1l

冷冻保存备用(

C,"

!

仪器与试剂
!

.*

$

I>

%

%

!

945;6

试剂盒购自英

国
5%;

公司"总
@B6

提取试剂盒)

'2

j

82UFR@B6

试剂盒)

;VK@ 7XOOU

j

A$@ 8RD

购自美国
6

EE

QROS

KRCW

P

WNOFW

公司"酶标仪)实时荧光定量
@'?A$@

仪

$

R$

P

LQOXRg

%购自美国
KRC?@2S

公司"凝胶成像分析系

统购自美国
ebA

公司"内皮功能检测仪$

di-?9USC?

1(!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



E

2N.111

%购自奥德亨医疗$中国%有限公司"全自动生

化分 析 仪 $

KOLTF2U6e*)11

%购 自 美 国
KOLTF2U

$CMQNOX

有限公司"

A$@

引物由上海生工公司合成(

C,#

!

检测方法

C,#,C

!

945;6

检测
.*

$

I>

%

%

!

水平
!

标准品液配

制*加血清样本与标准液混匀*

!-l

温箱孵育
.Y

*反

复
!

次洗涤液冲洗"纸上拍干*加一抗工作液
+11

(

4

$除空白孔%"混匀*

!-l

温箱孵育
+Y

*洗涤液冲洗
!

次"吸水纸上拍干*每孔加入辣根过氧化物酶标记链

霉亲和素工作液
+11

(

4

*

!-l

温箱孵育
!1FRU

*洗涤

液冲洗
!

次"吸水纸上拍干*每孔加底物工作液
+11

(

4

混匀"避光"

!-l

温箱孵育
+*FRU

*加终止液
+11

(

4

*测定光密度$

8(

%值!

(*UF

波长测定
8(

值(操

作步骤严格按照说明书执行(以
8(

值为纵坐标"标

准品为横坐标绘制标准曲线"根据
8(

值计算出相应

血清
.*

$

I>

%

%

!

水平(

C,#,!

!

实时荧光定量
A$@

$

j

M2UNRN2NRcO@O2Q?NRFO

A$@

"

j

@'?A$@

%检测血清
FR@?..+

水平
!

$

+

%总

@B6

提取!将血清加入无
@B6

酶离心管中"加裂解

液"充分混匀裂解"提取步骤按照试剂盒说明书操作"

分光光度计测浓度及纯度"

@B6

纯度高"无降解)无

%B6

污染即可用于
L%B6

合成($

.

%反转录合成
L%?

B6

!反应体系为
@B6

模板
.,1

(

4

"

@'

引物
.,1

(

4

"

*k@' KMZZOX*,1

(

4

"

SB'A.,1

(

4

"

(1 e

'

(

4

@B2WO5UYR\RNCX1,*

(

4

"

.1e

'

(

4@'

酶
1,*

(

4

"

SS>

.

I.(,1

(

4

(参照反转录试剂盒步骤将
@B6

逆转成
L%B6

($

!

%

j

@'?A$@

检测!以
e/

做内参基

因"以反转录合成
L%B6

为模板"反应体系!

.k;VK@

7XOOU

j

A$@8RD+1

(

4

"正反向引物各
+

(

4

"

L%B6+

(

4

"焦碳酸二乙酯$

%9A$

%水
-

(

4

"反应总体积
.1

(

4

"每个目的基因做
!

个重复"反应条件!

0( l

"

*

FRU

*

0(l!1FRU

"

*0l!1W

"

-.l

"

+1FRU

"

!1

个循

环(启动
R$

P

LQOXRg

j

@'?A$@

仪进行
A$@

扩增"引

物序列见表
+

(

表
+

!!j

@'?A$@

扩增引物序列

基因 方向 引物序列$

*_?!_

%

产物大小

$

\

E

%

FR@?..+

正向
7776'766$$'77$6'6$66 )/

反向
$'6$$'77666$6'7''$'$

e/

正向
$'$7$''$77$67$6$6 +1-

反向
66$7$''$6$766'''7$7'

C,#,"

!

内皮功能检测
!

采用内皮功能检测仪对受试

者内皮功能进行检测"受试者静卧
!1FRU

以上"左上

臂佩戴充气袖"双手食指佩戴生物传感器"打开
9USC?

E

2N

软件"待信号稳定"记录
!

次!记录
*FRU

指端血

管床血流作为基线信号"快速充气袖带 $

#

.11

FF >

3

%"此时一侧指端血流信号消失"记录
*FRU

后

袖带快速放气$

1FF >

3

%"指端血流信号恢复后记录

*FRU

"结束检测(计算
@>5

"

@>5

&

+,/-

为正常"

@>5

越小"表示血管内皮功能障碍严重(

C,#,#

!

冠状动脉造影
!

取桡动脉为入路"左冠状动

脉取
/

个体位!左前斜
&

头位)左前斜
&

足位)正头

位)正足位)右前斜
&

头位)右前斜
&

足位*右冠状动

脉至少取
!

个体位!左前斜位)右前斜位)头位(病变

程度评估采用
7OUWRUR

评分系统对冠状动脉病变狭窄

程度进行评分#

/

&

"正常记
1

分"狭窄直径小于或等于

.*#

记
+

分"

#

.*#

!

*1#

记
.

分"

#

*1#

!

-*#

记
(

分"

#

-*#

!

01#

记
)

分"

#

01#

!

00#

记
+/

分"完

全闭塞记
!.

分*参照不同冠状动脉分支确定系数"左

主干病变
k*

*左前降支近段
k.,*

"中段
k+,*

"

远段
k+,1

*对角支病变!第一对角支
k+,1

"第二对角

支
k1,*

*左回旋支近段
k.,*

"钝缘支
k+,1

"远段
k

+,1

"后降支
k+,1

"后侧支
k1,*

*右冠状脉近)中)远

和后降支均
k+

(根据冠状动脉狭窄积分乘以该病变

部位相应的系数"最终乘积即为
7OUWRUR

积分"评分越

高病变越严重(根据
7OUWRUR

积分分为高分组
./

例

$

#

1

!"

.1

%"中分组
(+

例$

.1

!"

(1

%"低分组
+0

例

$

&

(1

分%(

C,$

!

统计学处理
!

采用
;A;;+0,1

软件进行数据处

理"计量资料用
!""

描述"组间比较采用
$

检验*多组

间变量比较采用方差分析*采用
AO2XWCU

进行相关性

分析"以
%

"

1,1*

为差异有统计学意义(

!

!

结
!!

果

!,C

!

两组血清
.*

$

I>

%

%

!

"

FR@?..+

水平及
@>5

比

较
!

$>%

组血清
.*

$

I>

%

%

!

)

@>5

明显低于对照组

$

%

"

1,1*

%"

FR@?..+

水平明显高于对照组$

%

"

1,1*

%"见表
.

(

表
.

!!

两组血清
.*

"

I>

$

%

!

#

FR@?..+

水平及

!!!

@>5

比较"

!""

$

组别
# .*

$

I>

%

%

!

$

(

3

'

4

%

FR@?..+ @>5

对照组
!1 ..,1/"*,.) 1,.*"1,1* +,)."1,(*

$>%

组
)/ ++,+!"!,)* 1,/)"1,+- +,(+"1,.0

$ +.,+1+ +!,/+* *,-.+

% 1,111 1,111 1,111

!,!

!

不同病变程度冠状动脉血清
.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?

..+

水平)

7OUWRUR

积分及
@>5

比较
!

高分组)中分组

患者血清
FR@?..+

水平高于低分组$

%

"

1,1*

%"且高

分组高于中分组$

%

"

1,1*

%*高分组)中分组患者血清

.*

$

I>

%

%

!

)

@>5

低于低分组"高分组低于中分组

$

%

"

1,1*

%"见表
!

(

!,"

!

$>%

患者血清
.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?..+

水平与相

关指标相关性分析
!

通过
AO2XWCU

相关性分析显示"

$>%

患者血清
.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?..+

水平与年龄)血

糖)低密度脂蛋白$

4%4?$

%无相关性$

%

#

1,1*

%*

.*

$

I>

%

%

!

与
@>5

呈显著正相关$

%

"

1,1*

%"与
7OUWR?

UR

积分呈显著负相关$

%

"

1,1*

%*

FR@?..+

与
@>5

呈

显著负相关$

%

"

1,1*

%"与
7OUWRUR

积分呈显著正相

关$

%

"

1,1*

%"见表
(

(

+(!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



表
!

!!

不同
7OUWRUR

积分组血清
.*

"

I>

$

%

!

!

FR@?..+

水平及
@>5

比较"

!""

$

组别
# .*

$

I>

%

%

!

$

(

3

'

4

%

FR@?..+ @>5 7OUWRUR

积分$分%

低分组
+0 +),-*"(,.- 1,(."1,++ +,/!"1,.+ +/,!-"(,+-

中分组
(+

+1,)!"!,++

2

1,/+"1,+(

2

+,(-"1,.*

2

!+,)*"-,*(

2

高分组
./

*,0/".,1*

2\

1,)!"1,.!

2\

+,.0"1,.-

2\

(0,/."*,-!

2\

!!

2

!

%

"

1,1*

"与低分组比较*

\

!

%

"

1,1*

"与中分组比较

表
(

!!

$>%

患者血清
.*

"

I>

$

%

!

!

FR@?..+

水平与

!!

相关指标相关性分析

项目
.*

$

I>

%

%

!

: %

FR@?..+

: %

年龄
1,++* 1,.1! 1,+!- 1,!.*

血糖
1,+0+ 1,(!* 1,!1* 1,!-.

4%4?$ 1,+)0 1,10. 1,1)/ 1,/!+

@>5 1,-/) 1,111 <1,)/. 1,111

7OUWRUR

积分
<1,)+* 1,111 1,0+1 1,111

!,#

!

$>%

患者血清
.*

$

I>

%

%

!

与
FR@?..+

水平相

关性分析
!

随着血清
.*

$

I>

%

%

!

水平降低"

FR@?..+

表达水平呈明显升高趋势"

.*

$

I>

%

%

!

与
FR@?..+

表

达呈明显负相关$

:=<1,-.*

"

%=1,111

%"见图
+

(

图
+

!!

$>%

患者血清
.*

"

I>

$

%

!

与
FR@?..+

水平相关性分析

!,$

!

冠状动脉病变相关因素的
4C

3

RWNRL

回归分析
!

以冠状动脉病变为因变量"年龄)

'$

)

'7

)

>%4

)

.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?..+

为自变量"进行
4C

3

RWNRL

回归分析

显示"年龄)

FR@?..+

是影响冠状动脉病变形成的危

险因素$

%

"

1,1*

%"

>%4

)

.*

$

I>

%

%

!

是影响冠状动

脉病变形成的保护因素$

%

"

1,1*

%"

'$

)

'7

与冠状动

脉病变形成无相关性$

%

#

1,1*

%"见表
(

(

表
(

!!

冠状动脉病变相关因素的
4C

3

RWNRL

回归分析

因素
H 8S 0*#&' %

年龄
1,+0! +,.+! +,1+-

!

+,((/ 1,1!+

'$ 1,!(- +,(+* 1,/-*

!

.,0// 1,.!-

'7 1,.01 +,!!- 1,)+.

!

.,.1+ 1,+*)

>%4 <1,./! 1,-/0 1,/+!

!

1,0/* 1,1+!

.*

$

I>

%

%

!

<1,10+ 1,0+! 1,)*-

!

1,0-! 1,111

FR@?..+ 1,)*+ .,!(+ +,.*-

!

(,!/1 1,111

"

!

讨
!!

论

!!

近年来"随着国民经济发展和饮食习惯的改变"

$>%

发病患者日趋年轻化*并且随着老龄化人口增

多"

$>%

发病率和病死率呈逐年递增趋势"严重危害

生命健康(

$>%

病理基础是由于冠状动脉内皮细胞

受到损伤)血浆脂质出现沉积)单核细胞浸润)血管平

滑肌细胞的增殖和迁移)泡沫细胞的形成及凋亡等因

素引起粥样硬化斑块破裂"随血液循环在血管内形成

不同程度的血栓甚至远端血管栓塞"引起冠状动脉不

完全或完全堵塞所致#

*?-

&

(引起冠状动脉病变的因素

众多复杂"研究发现维生素
%

)

FR@B6

与多种心血管

疾病的发生发展及预后密切相关#

)?0

&

(

维生素
%

是人体必需的脂溶性维生素之一"大部

分来自于皮肤经中波紫外线照射在肝脏)肾脏中合

成"

.*

$

I>

%

%

!

在人体内水平较高"且稳定"半衰期

长"能够较准确地反应体内维生素
%

水平(李南阳

等#

+1

&研究发现冠心病患者血清
.*

$

I>

%

%

!

水平显著

降低"其水平变化与冠状动脉病变程度密切相关(

FR@?..+

属于
FR@B6

的一种"在多种疾病中都有异

常表达"参与血细胞生成)血管生成)乳腺发育)肝癌)

胰腺癌)胃癌)宫颈癌等发育及疾病发生过程"特别是

恶性疾病"且可作为生物标记物(

86$a9Bd59

等#

++

&研究发现"

FR@?..+

表达上调抑制血管平滑肌细

胞中细胞周期调节器
E

.-TR

E

+

"从而介导血管钙化引

起动脉粥样硬化及狭窄(血管内皮功能障碍是冠心

病的始动环节"导致其产生的主要原因是内皮型一氧

化氮合酶表达异常"内皮型一氧化氮合酶是内皮细胞

增殖)迁移及血管重塑的重要因子"同时其降低还是

动脉粥样硬化和缺血性心肌病患者的特征性标志"而

FR@?..+

表达上调时可直接降低内皮型一氧化氮合酶

的表达"参与动脉粥样硬化的发生发展过程#

+.

&

(

@>5

可直接反应血管内皮功能障碍程度"具有高敏感性"

且以自身为参照"有效排除心理)环境等因素引起的

血管变化影响"诊断准确性高(何珊珊等#

+!

&研究显示

@>5

下降与
$>%

血管内皮功能障碍密切相关(本研

究结果显示"

$>%

组血清
FR@?..+

水平明显高于对

照组"

.*

$

I>

%

%

!

)

@>5

明显低于对照组"这与
$>5;?

'56aIb

等#

+(

&和刘晓辉等#

+*

&研究结果基本一致(

说明
$>%

患者存在血清
FR@?..+

水平上调"

@>5

降

低现象(本研究结果还显示"随着冠状动脉病变程度

越高
FR@?..+

表达水平越高"

.*

$

I>

%

%

!

)

@>5

降低

越明显"表明
.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?..+

可能参与
$>%

患

者冠状动脉病变的发生发展过程"并可预测冠状动脉

病变程度(通过
AO2XWCU

相关性分析显示"

.*

$

I>

%

.(!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



%

!

与
@>5

呈显著正相关"与
7OUWRUR

积分呈显著负

相关*

FR@?..+

与
@>5

呈显著负相关"与
7OUWRUR

积

分呈显著正相关"这与
J56

等#

+/

&的研究结果基本一

致(提示
.*

$

I>

%

%

!

)

FR@?..+

可能通过调节内皮功

能参与
$>%

病程"可通过补充维生素
%

及降低
FR@?

..+

表达水平改善血管内皮功能"延缓疾病进展及减

少并发症发生(这可能是
.*

$

I>

%

%

!

缺乏时可刺激

血管平滑肌细胞增殖"并促进向内膜迁移"降低血管

张力的调节功能"而
FR@?..+

表达水平升高降低内皮

型一氧化氮合酶的表达"内皮型一氧化氮合酶能够抑

制血管平滑肌细胞增殖及内皮细胞黏附"引起细胞内

皮功能紊乱所致#
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回归分析显示"年龄)
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是影响冠状动脉病变形成的危险因素"
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是影响冠状动脉病变形成的保护因

素(提示对血清
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水平进行早期

检测可作为冠状动脉病变及内皮功能障碍的检测指

标"并通过补充维生素
%

与下调
FR@?..+

水平对冠状

动脉病变及内皮功能障碍形成具有一定保护作用(

综 上 所 述"经 研 究 发 现"
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患 者 血 清
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表达水平降低"与冠状动脉病变程度呈负

相关"
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表达水平上调"与冠状动脉病变程度

呈正相关"维生素
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缺乏越严重及
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表达水平

越高"血管内皮功能障碍越严重"
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可能通过对管内皮功能的调节参与冠状动脉病变的

发生发展"可作为冠状动脉病变程度的潜在生物标

记物(
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