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联合检测冠心病患者２项磷脂酶表达的临床价值
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　　【摘要】　目的　探讨冠心病患者联合检测血清ⅡＡ分泌型磷脂酶 Ａ２（ⅡＡｓＰＬＡ２）及脂蛋白相关磷脂酶 Ａ２

（ＬＰＰＬＡ２）对于其诊疗的意义。方法　对健康对照者５０例，急性心肌梗死（ＡＭＩ）患者１３例，稳定型心绞痛（ＵＡＰ）

患者１７例和不稳定型心绞痛（ＳＡＰ）患者７０例的生化指标及ⅡＡｓＰＬＡ２和ＬＰＰＬＡ２基因水平通过逆转录聚合酶

链反应进行检测，统计分析各组之间的差异。结果　冠心病组ｓＰＬＡ２Ⅱ或ＬＰＰＬＡ２表达明显比健康对照组高，两

组ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ或 ＬＰＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ比值差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ或 ＬＰ

ＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ表达水平ＡＭＩ组最高，其次是ＳＡＰ组，最后是 ＵＡＰ组，３组相互比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。结论　ⅡＡｓＰＬＡ２及ＬＰＰＬＡ２指标的检测建议推广到临床实验室作为冠心病患者重要监测指标之一。
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　　炎症已经被公认是动脉粥样硬化发展过程中的核心因素。

传统的炎症标志物，如白细胞介素、肿瘤坏死因子、细胞间黏附

分子１、血管细胞黏附分子１、纤维蛋白原、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）

等在促进动脉粥样硬化斑块形成中的作用逐渐被众多试验所

证实［１２］。血清ⅡＡ分泌型磷脂酶 Ａ２（ⅡＡｓＰＬＡ２）及脂蛋白

相关磷脂酶Ａ２（ＬＰＰＬＡ２）是重要的花生四烯酸代谢通路中炎

性因子。越来越多的研究表明，心血管疾病时血清ⅡＡｓＰＬＡ２

及ＬＰＰＬＡ２水平会升高，是动脉粥样硬化的危险因子和发生

冠状动脉事件的预测因子［３］，为冠心病的诊断增添了一种新手

段，并成为治疗冠心病新的潜在目标靶点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年１１～１２月在海洋石油总医院体

检中心健康体检无糖尿病、心血管疾病及内分泌代谢疾病者

５０例作为健康对照组，其中男２５例，年龄２９～８１岁；女２５例，

年龄２７～５９岁。所有受检者经病史询问排除既往肝、肾、血液

系统及其他引起凝血及纤溶功能改变的疾病。选取２０１２年２

月至２０１３年３月在海洋石油总医院门诊、住院治疗的冠心病

患者１００例作为病例组，其中男５４例，年龄４３～８３岁；女４６

例，年龄５７～９１岁。依据临床诊断将１００例病例组患者分成

３组，其中急性心肌梗死（ＡＭＩ）组１３例，稳定型心绞痛（ＵＡＰ）

组１７例，不稳定型心绞痛（ＳＡＰ）组７０例。

１．２　仪器与试剂　Ｈｉｔａｃｈｉ７６０００１０全自动生化分析仪；Ｉｄ

ｋｏｄａｋ凝胶成像系统（美国 Ｋｏｄａｋ公司）；ＰＥ４８０型热循环仪

（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＣｅｔｕｓ公司）；凝胶电泳仪（北京市六一仪

器厂）；紫外透射分析仪（美国 ＵＶＰ公司）；ＤＮＡ提取试剂盒

（Ｓｉｇｍａ公司）；ⅡＡｓＰＬＡ２和ＬＰＰＬＡ２引物（上海生工生物公

司）；基因提取试剂盒和聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒（大连宝生

物公司）。

１．３　研究方法　（１）记录研究对象的基本信息。（２）采用血清

酶终点法检测研究对象空腹血清总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油

（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和低密度脂蛋白胆固

醇（ＬＤＬＣ）等指标。（３）ＰＣＲ：①ＲＮＡ提取。向患者血液中加

入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，用移液枪反复吹吸直至裂解液中无明显沉淀；

室温放置５ｍｉｎ，加入２００μＬ氯仿，剧烈振荡１５ｓ；室温放置３

ｍｉｎ，４℃离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液至新的ＥＰ

管中，加入５００μＬ异丙醇，混匀，室温静置１０ｍｉｎ；４℃离心，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃上清液，加入７５％乙醇（ＤＥＰＣ

水配制）１ｍＬ洗ＲＮＡ沉淀，轻轻混匀；４℃离心，７５００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ后弃上清液，室温干燥５ｍｉｎ；用ＤＥＰＣＨ２Ｏ６０μＬ

溶解 ＲＮＡ 沉 淀，紫 外 分 光 光 度 计 测 浓 度，用 于 逆 转 录

或－８０℃保存
［４］。其他按照试剂说明书操作。②ｃＤＮＡ 合

成。管１，随机引物２μＬ，ＲＮＡ４μＬ，ＤＥＰＣＨ２Ｏ９μＬ，７０℃，

５ｍｉｎ，４℃；管２，５×Ｂｕｆｆｅｒ８μＬ，ＭＭＬＶ１μＬ，Ｒｎａｓｉｎ０．５

μＬ，ｄＮＴＰ１．２５μＬ，加 Ｈ２Ｏ１４．２５μＬ；将管２加入管１中，共

４０μＬ体系３７℃１ｈ，９５℃５ｍｉｎ，４℃。③ＰＣＲ。５×Ｂｕｆｆｅｒ

５μＬ，Ｍｇ
２＋０．２５μＬ，ｄＮＴＰ０．７５μＬ，ＴａｑＭｅｎ０．２５μＬ，Ｐｒｉｍ

ｅｒ１和Ｐｒｉｍｅｒ２各０．５μＬ，ｄＨ２Ｏ１５．７５μＬ，ａｍｐｌｅ２μＬ９５℃

５ｍｉｎ预变性，９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ读板５０个循环４℃。Ⅱ

ＡｓＰＬＡ２引物序列，上游５′ＧＧＣＣＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣ

ＴＡＣ３′，下游５′ＧＣＣＧＣＣＡＧＡＣＡＧＣＡＣＴＧＴ ＧＴＴ３′；

ＬＰＰＬＡ２引物序列，上游５′ＣＣＡＧＣＡＧＡＧＧＡＧＣＴＡＧＧＣ

３′，下游５′ＧＡＡＡＴＴＣＡＧＣＡＣＴＧＧＧＴＧＧ３′。ＰＣＲ条

件：９５℃５ｍｉｎ预变性，９４℃１５ｓ，５５℃６０ｓ读板４５个循环

４℃。④ＰＣＲ产物在１．０％琼脂糖凝胶上电泳。取ＰＣＲ产物

５．０μＬ加于凝胶孔内，４Ｖ／ｃｍ电泳３０ｍｉｎ，置紫外分析仪下

拍照记录结果，用激光密度扫描仪记录ⅡＡｓＰＬＡ２和βａｃｔｉｎ

产物电泳带的密度并进行分析。用 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００软件分

析ＰＣＲ产物带，测得产物带犃值。用犃值ⅡＡｓＰＬＡ２或ＬＰ

ＰＬＡ２产物带／犃值βａｃｔｉｎ产物带值表示其相对水平。

１．４　统计学方法　数据处理用ＳＰＳＳ１０．０软件。两样本均数

比较采用狋检验，多个样本均数比较采用方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　临床研究对象生化指标检测结果　见表１。由表１可

·６１８１· 检验医学与临床２０１４年７月第１１卷第１３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１３

 基金项目：天津市滨海新区卫生局卫生科技一般扶持项目（２０１１ＢＨＫＹ０２３）。



见，冠心病患者中ＡＭＩ组、ＳＡＰ组和 ＵＡＰ组ＴＧ水平明显比

健康对照组高，差异有统计学意义（狋＝４．８９７～６．７５４，犘＜

０．０１），ＨＤＬＣ水平明显比健康对照组低，差异有统计学意义

（狋＝４．０６２～４．６８４，犘＜０．０５），随着冠心病患者病变程度加剧，

ＨＤＬＣ水平有降低的趋势，即ＡＭＩ组比ＳＡＰ组和 ＵＡＰ组患

者 ＨＤＬＣ水平均低，３组相比差异有统计学意义（狋＝３．０１３～

３．９８７，犘＜０．０５）。

表１　各组生化指标比较（ｍｍｏｌ／Ｌ，狓±狊）

组别 狀 ＴＣ ＴＧ ＨＤＬＣ ＬＤＬＣ

ＳＡＰ组 ７０ ４．５２±１．２１ １．９５±１．８７ １．１２±０．３９△ ２．４６±１．０５

ＵＡＰ组 １７ ４．３９±０．７７ １．６４±０．９８ １．２２±０．２１△ ２．４８±０．８３

ＡＭＩ组 １３ ４．７２±０．６５ ２．０２±０．６９ １．０５±０．１６ ２．２９±０．５４

健康对照组 ５０ ４．９７±０．６６ １．０４±０．５２ １．４３±０．３４ ３．０５±０．５４

犉 ０．３８９ ７．４６３ ５．６８７ ２．０４５

　　注：与健康对照组比较，犘＜０．０１，犘＜０．０５；与 ＡＭＩ组比

较，△犘＜０．０５。

２．２　冠心病组和健康对照组ⅡＡｓＰＬＡ２或ＬＰＰＬＡ２（βａｃｔｉｎ

作为内参照）表达比较　ＰＣＲ产物电泳后置紫外分析仪下拍

照（图１）。由图１可见，冠心病组ⅡＡｓＰＬＡ２或ＬＰＰＬＡ２表

达明显比健康对照组高，两组 ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ 或 ＬＰ

ＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ比值差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

图１　两组ⅡＡｓＰＬＡ２或ＬＰＰＬＡ２

（βａｃｔｉｎ作为内参照）表达比较

２．３　冠心病各病变组ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ或ＬＰＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ

表达比较　ＡＭＩ组、ＳＡＰ组和 ＵＡＰ组ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ或

ＬＰＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ表达水平有降低趋势。即随着冠心病病变

严重程度加剧，ⅡＡｓＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ或ＬＰＰＬＡ２／βａｃｔｉｎ表达

水平不断升高，ＡＭＩ组最高，其次是ＳＡＰ组，最后是 ＵＡＰ组，

３组相互比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ⅡＡｓＰＬＡ２和ＬＰＰＬＡ２是近年来引起广泛关注的一种

与动脉粥样硬化性心、脑血管疾病密切相关的磷脂酶Ａ２超家

族成员之一［５］。越来越多的研究表明，这种炎症因子与冠心病

脑卒中事件的发生关系密切，测定血浆中含量或活性可作为

心、脑血管疾病风险的独立预测因素，对降低高危心、脑血管疾

病患者的发病率具有重要意义，并成为治疗心、脑血管疾病新

的潜在目标靶点［６］。大量研究结果表明，ⅡＡｓＰＬＡ２和ＬＰ

ＰＬＡ２与心血管疾病相关，其水平升高是发生心血管疾病的一

项重要危险因子，并且在心血管疾病患者中ⅡＡｓＰＬＡ２和

ＬＰＰＬＡ２可以独立于其他危险因子而预测临床冠状动脉事件

的发生［７］。

Ｗｅｂｂ等
［８］研究发现，ⅡＡｓＰＬＡ２可以独立于脂蛋白代谢

而促进动脉粥样硬化病变的形成。ｓＰＬＡ２在ＳＡＰ患者中可以

独立于其他危险因子，如ＣＲＰ等预测冠状动脉事件的发生。

有学者研究发现ＰＬＡ２活性增高与糖尿病动脉粥样硬化形成

有关，合理应用ＰＬＡ２的抑制剂对预防和延缓糖尿病合并动脉

粥样硬化的发生和发展具有积极的临床意义。有报道 ＬＰ

ＰＬＡ２活性随着冠状动脉病变支数和Ｇｅｎｓｉｎｉ积分的增加而升

高，由此说明血浆ＬＰＰＬＡ２活性能反映冠状动脉粥样硬化病

变的严重程度［９］。

本研究结果表明，ⅡＡｓＰＬＡ２及ＬＰＰＬＡ２的表达量与冠

心病的病变程度呈现一致表型。即冠心病最严重的亚型 ＡＭＩ

组其表达量明显比ＳＡＰ组和 ＵＡＰ组偏高。表明２项指标各

自具有促进冠状动脉粥样硬化的作用。其作用机制尚未完全

明确，其活性在体内外、种族之间、性别间等是否存在区别尚少

有足够研究成果，本研究也未进行详细分析。本研究数据证

明，降低体内ⅡＡｓＰＬＡ２及ＬＰＰＬＡ２含量将可能是治疗冠状

动脉粥样硬化和预防心血管疾病的新趋势。ⅡＡｓＰＬＡ２及

ＬＰＰＬＡ２的检测建议在临床实验室作为冠心病患者重要监测

指标之一。
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