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心肌梗死介入治疗后sTRAIL-R2表达与颈动脉斑块
细胞凋亡及炎症反应的相关性
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  摘 要:目的 探究心肌梗死患者介入治疗后可溶性肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体受体2(sTRAIL-R2)
表达与颈动脉斑块细胞凋亡及炎症反应的相关性。方法 选择2021年1月至2022年5月该院收治的心肌梗

死行介入治疗后患者102例作为研究对象,对其行颈动脉内膜切除术获取颈动脉斑块片段,根据sTRAIL-R2
表达水平分为sTRAIL-R2高表达组和sTRAIL-R2低表达组。检测患者斑块组织Bax、半胱天冬氨酸蛋白酶

(Caspase)-8、Caspase-3活性,CD45、CD68表达水平及白细胞介素(IL)-6、IL-10、C反应蛋白(CRP)、肿瘤坏死

因子(TNF)-α和IL-1β水平,检测患者斑块组织细胞凋亡相关蛋白表达并分析sTRAIL-R2表达水平与患者斑

块组织细胞凋亡、炎症反应的相关性。结果 sTRAIL-R2高表达组患者斑块组织Caspase-8、Caspase-3活性,
Bax、Caspase-3蛋白 表 达 水 平,CD45、CD68阳 性 细 胞 检 出 数,IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、IL-1β水 平 均 高 于

sTRAIL-R2低表达组,B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2)蛋白表达水平低于sTRAIL-R2低表达组,差异均有统计学

意义(P<0.05)。sTRAIL-R2表达水平与Caspase-8、Caspase-3活性,CD45、CD68、IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、IL-
1β水平与Bax、Caspase-3蛋白表达水平均呈正相关,与Bcl-2蛋白表达水平呈负相关(P<0.05)。结论 sTRAIL-
R2高表达可引起颈动脉粥样硬化斑块组织Caspase-8、Caspase-3活性升高,细胞凋亡相关蛋白表达水平上调,
并引起斑块炎症反应加剧,可能导致易损斑块出现。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

expression
 

of
 

soluble
 

tumor
 

necrosis
 

factor-relat-
ed

 

apoptosis-inducing
 

ligand
 

receptor
 

2
 

(sTRAIL-R2)
 

and
 

apoptosis
 

of
 

carotid
 

plaque
 

cells
 

and
 

inflammatory
 

response
 

in
 

patients
 

with
 

myocardial
 

infarction
 

after
 

interventional
 

therapy.Methods A
 

total
 

of
 

102
 

patients
 

with
 

myocardial
 

infarction
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2021
 

to
 

May
 

2022
 

after
 

interventional
 

thera-
py

 

were
 

selected
 

as
 

research
 

objects,and
 

carotid
 

plaque
 

fragments
 

were
 

obtained
 

by
 

carotid
 

endarterectomy.
According

 

to
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

sTRAIL-R2,sTRAIL-R2
 

high
 

expression
 

group
 

and
 

sTRAIL-R2
 

low
 

ex-
pression

 

group
 

were
 

divided.The
 

activities
 

of
 

Bax,Caspase-8
 

and
 

Caspase-3,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CD45
 

and
 

CD68,and
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)
 

-6,IL-10,C-reactive
 

protein
 

(CRP),tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α
 

and
 

IL-1β
 

in
 

plaque
 

tissue
 

of
 

patients
 

were
 

detected.The
 

expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins
 

in
 

plaque
 

tis-
sue

 

was
 

detected
 

and
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

sTRAIL-R2
 

and
 

apoptosis
 

and
 

inflammatory
 

re-
sponse

 

in
 

plaque
 

tissue
 

was
 

analyzed.Results Caspase-8
 

and
 

Caspase-3
 

activities,Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

ex-
pression

 

levels,CD45
 

and
 

CD68
 

positive
 

cells
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6,IL-10,CRP,TNF-α
 

and
 

IL-1β
 

in
 

plaque
 

tissue
 

of
 

patients
 

with
 

sTRAIL-R2
 

high
 

expression
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

sTRAIL-R2
 

low
 

expression
 

group,and
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

sTRAIL-R2
 

low
 

expression
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

sTRAIL-R2
 

was
 

positively
 

corre-
lated

 

with
 

the
 

activities
 

of
 

Caspase-8
 

and
 

Caspase-3,the
 

levels
 

of
 

CD45,CD68,IL-6,IL-10,CRP,TNF-αand
 

IL-
1β,and

 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Caspase-3.The
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

was
 

negatively
 

cor-
related

 

with
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

(P<0.05).Conclusion The
 

high
 

expression
 

of
 

sTRAIL-R2
 

can
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increase
 

the
 

activities
 

of
 

Caspase-8
 

Caspase-3
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins,and
 

could
 

aggra-
vate

 

the
 

inflammatory
 

response
 

of
 

carotid
 

plaqueatherosclerotic,which
 

may
 

lead
 

to
 

the
 

appearance
 

of
 

vulnera-
ble

 

plaque.
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  心血管疾病是世界范围内导致死亡的主要原因,
通常由动脉粥样硬化所致,是发生心肌梗死等心脏事

件的基础[1-2]。颈动脉易损斑块的破裂和血栓形成是

引起心肌梗死、脑梗死等重大心脑血管疾病的主要原

因之一[3]。影响斑块易损性的因素主要包括免疫炎

症反应、细胞外基质降解、脂质代谢异常、氧化应激、
细胞凋亡及血管新生等。细胞凋亡可以通过内在的

线粒体途径和外在的死亡受体相关途径两种不同的

途径启动。死亡受体配体———肿瘤坏死因子相关凋

亡诱 导 配 体(TRAIL)可 通 过 可 溶 形 式 的 可 溶 性

TRAIL(sTRAIL)释放,与sTRAIL受体2(sTRAIL-
R2)融 合,诱 导 细 胞 凋 亡,并 且 已 有 研 究 表 明,

sTRAIL-R2是主要的细胞凋亡诱导受体之一[4-5]。
有研究表明,TRAIL-R2的激活在体外可诱导巨噬细

胞、人主动脉血管平滑肌细胞和内皮细胞凋亡,从而

可能有助于易损斑块表型形成,且sTRAIL-R2水平

可预测普通人群的心血管事件发生风险[6]。但关于

此类研究,国内相关文献报道较少见。因此,本研究

采 用 颈 动 脉 内 膜 切 除 术 标 本 探 究 斑 块 微 血 管 中

sTRAIL-R2的表达水平,并分析其与患者机体炎症

反应和斑块细胞相关性,旨在为此类患者预后评估提

供参考依据。

1 资料与方法

1.1 样本来源 选择2021年1月至2022年5月本

院收治的介入治疗后行颈动脉内膜切除术心肌梗死

患者102例作为研究对象,其中男53例、女49例,年
龄41~72岁,平均(53.27±5.35)岁。所有患者均了

解本研究并签订知情同意书。本研究经本院医学伦

理委员会审批通过。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要试剂 苏木精-伊红染色试剂盒购自上海

酶联生物科技有限公司,DAPI染色试剂盒购自南京

凯根生物科技有限公司,免疫组织化学试剂盒购自默

克生物公司,酶联免疫吸附试验试剂盒购自上海酶联

生物科技有限公司,半胱天冬氨酸蛋白酶(Caspase)-3
 

比色测定试剂盒购自上海博尔森生物科技有限公司,
山羊抗小鼠β-actin、Bax、B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-
2)、Caspase-3一抗均购自北京百奥莱博科技有限

公司。

1.2.2 主要仪器 包括细胞计数器(上海上碧实验

仪器有限公司)、Couvter型高速冷冻离心机(美国

Beckman公司)、DM
 

750型光学显微镜(日本 Olym-
pus公司)、Spectra

 

Max
 

M5型多功能酶标仪(美国

Molecular
 

Devices公司)、XDS-3型倒置显微镜(青岛

爱普科生物工程有限公司)、流式细胞仪(德国Partec
公司)、滑动式切片机(北京盛科信德科技有限公

司)等。

1.3 方法

1.3.1 标本获取及sTRAIL-R2检测 行颈动脉内

膜切除术后颈动脉斑块立即在实验室进行处理。将

获取样本切分为长5
 

mm的片段,对斑块负荷最大的

片段进行标准化组织学检查。使用酶联免疫吸附试

验 检 测 每 个 片 段 sTRAIL-R2 表 达 水 平,分 为

sTRAIL-R2高表达(>15
 

pg/mL)组和sTRAIL-R2
低表达(≤15

 

pg/mL)组。

1.3.2 免疫组织化学 获取的斑块组织用10%福尔

马林固定,二甲苯脱蜡2次,梯度乙醇脱水,蒸馏水和

磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗。然后将组织与1滴过氧化

氢孵育10
 

min,并用 PBS洗涤9
 

min。加入0.01
 

mol/L
 

柠檬酸盐
 

(pH
 

6.0)
 

后进行微波抗原修复

20
 

min。用PBS洗涤9
 

min后切片与正常山羊血清

孵育5
 

min。去除血清后
 

4
 

℃
 

用兔抗CD45、CD68单

克隆抗体孵育过夜,然后用PBS洗涤,接着加入山羊

抗兔免疫球蛋白G(IgG)二抗,37
 

℃孵育30
 

min,PBS
洗涤3次,每次3

 

min。然后将组织用新制备的二氨

基联苯胺显色1~2
 

min,浸入PBS
 

3次,每次2
 

min。
随后将切片用苏木精复染1

 

min。显微镜下观察,计
算阳性细胞数及阳性细胞所占比例。

1.3.3 酶联免疫吸附试验 将获取的斑块组织用1
 

mL组织裂解缓冲液裂解,冰浴且在玻璃研磨机中研

磨成匀浆,4
 

℃裂解
 

30
 

min,然后4
 

℃、300×g
 

离心

20
 

min取上清液,使用酶联免疫吸附试验检测白细胞

介素(IL)-6、IL-10、肿瘤坏死因子(TNF)-α、IL-1β、C
反应蛋白(CRP)表达水平。

1.3.4 Caspase-3、Caspase-8活性检测 将获取的斑

块组织用1
 

mL组织裂解缓冲液裂解,冰浴且在玻璃

研磨机中研磨成匀浆,4
 

℃裂解30
 

min。将细胞裂解

液300×g离心15
 

min,上清液保存在冰上进行即时

测定。然 后 将 5
 

mL 裂 解 物 加 入 96 孔 板 中,将

Caspase-3、Caspase-8显色底物5
 

μL加入每个孔中,
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并在37
 

℃下孵育1
 

h。通过Caspase比色测定试剂盒

进行检测,在微量滴定板读数器上405
 

nm
 

处记录吸

光度值。通过比较处理过的细胞与对照组的结果确

定Caspase-3、Caspase-8活性增加的百分比。

1.3.5 蛋白质印迹检测 从斑块组织中提取总蛋白

质样品。斑块组织用预冷的组织裂解液匀浆,4
 

℃、

12
 

000
 

r/min
 

离心15
 

min取上清液。使用BCA蛋白

质测定试剂盒测定蛋白质水平。将等水平的蛋白质

裂解物加载到10%十二烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺凝胶

电泳上,电泳80
 

V、30
 

min和
 

120
 

V、60
 

min,然后电

转移到聚偏二氟乙烯膜。用5%脱脂奶粉室温封闭膜

1
 

h。将膜与Bax、Caspase-3、Bcl-2、β-actin
 

抗体4
 

℃
过夜,然后清洗膜并与适当的辣根过氧化物酶偶联的

二抗在室温下孵育1
 

h。最后使用增强型化学发光检

测系统(Clinx
 

Science
 

Instruments,U.S.A.)观察蛋

白质条带。测量
 

β-actin表达水平作为内源参考并用

于标准化。根据2-ΔΔCt方法计算相对表达水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t检验;采用Pearson相关进行相

关性分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组患者斑块组织sTRAIL-R2表达水平比

较 共获取297个颈动脉内膜片段。sTRAIL-R2高

表达组150个片段,sTRAIL-R2低表达组147个片

段。sTRAIL-R2高表达组患者斑块组织sTRAIL-R2
水平[(19.01±3.24)pg/mL]高于sTRAIL-R2低表

达组[(10.81±4.12)pg/mL],差异有统计学意义

(P<0.05)。

2.2 两组患者斑块组织Caspase-8、Caspase-3活性

比较 sTRAIL-R2高表达组患者斑块组织Caspase-
8、Caspase-3活性均高于sTRAIL-R2低表达组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  两组患者斑块组织Caspase-8、Caspase-3

   活性比较(x±s,%)

组别 n Caspase-8 Caspase-3

sTRAIL-R2低表达组 147 4.14±0.58 4.09±0.59

sTRAIL-R2高表达组 150 5.34±0.69 4.98±0.71

t 16.236 11.759

P <0.001 <0.001

2.3 两组患者斑块组织Bax、Caspase-3、Bcl-2蛋白

表达水平比较 sTRAIL-R2高表达组患者斑块组织

Bax、Caspase-3蛋白表达水平均高于sTRAIL-R2低

表达组,Bcl-2蛋白表达水平低于sTRAIL-R2低表达

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2、图1。
表2  两组患者斑块组织Bax、Caspase-3、Bcl-2蛋白

   表达水平比较(x±s)

组别 n Bax Caspase-3 Bcl-2

sTRAIL-R2低表达组 147 0.98±0.18 0.51±0.13 1.04±0.21

sTRAIL-R2高表达组 150 1.50±0.28 0.90±0.18 0.54±0.10

t 19.076 21.437 26.112

P <0.001 <0.001 <0.001

图1  两组患者斑块组织蛋白质免疫印迹检测结果

2.4 两组患者斑块组织CD45、CD68阳性细胞检出

数比较 sTRAIL-R2高表达组患者斑块组织CD45、

CD68阳性细胞检出数均高于sTRAIL-R2低表达组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。

表3  两组患者斑块组织CD45、CD68阳性细胞

   检出数比较(x±s,个/mm2)

组别 n CD45 CD68

sTRAIL-R2低表达组 147 103.26±21.03 103.39±20.03

sTRAIL-R2高表达组 150 151.75±21.09 148.08±22.11

t 19.839 18.630

P <0.001 <0.001

2.5 两组患者斑块组织IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、

IL-1β水平比较 sTRAIL-R2高表达组患者斑块组

织IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、IL-1β 水 平 均 高 于

sTRAIL-R2低表达组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表4。

2.6 sTRAIL-R2表达水平与细胞凋亡及炎症反应指

标水平的相关性 sTRAIL-R2表达水平与Caspase-8、

Caspase-3活性,CD45、CD68、IL-6、IL-10、CRP、TNF-
α、IL-1β水平及Bax、Caspase-3蛋白表达水平均呈正

相关(r=0.486、0.401、0.511、0.476、0.510、0.485、

0.445、0.518、0.394、0.548、0.559,P<0.05),与Bcl-
2蛋白表达水平呈负相关(r=-0.681,P<0.05)。
见表5。
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表4  两组患者斑块组织IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、IL-1β水平比较(x±s)

组别 n IL-6(ng/L) IL-10(ng/L) CRP(mg/L) TNF-α(pg/mL) IL-1β(pg/mL)

sTRAIL-R2低表达组 147 17.55±5.63 10.15±2.97 4.36±1.14 23.33±5.27 22.50±5.09

sTRAIL-R2高表达组 150 26.77±5.94 14.21±3.19 6.91±1.55 31.96±7.01 29.73±6.03

t 13.731 11.355 16.174 12.008 11.174

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表5  sTRAIL-R2表达水平与细胞凋亡及炎症反应

   指标水平的相关性

指标 r P

caspase-8活性 0.486 <0.001

caspase-3活性 0.401 0.003

CD45 0.551 <0.001

CD68 0.476 <0.001

IL-6 0.510 <0.001

IL-10 0.485 <0.001

CRP 0.445 <0.001

TNF-α 0.518 <0.001

TNF-α 0.394 0.004

Bax 0.548 <0.001

Caspase-3 0.559 <0.001

Bcl-2 -0.681 <0.001

3 讨  论

TRAIL-R2和TRAIL影响动脉粥样硬化斑块的

发展,但关于其可溶性形式及与人类动脉粥样硬化斑

块生物学的实际关联知之甚少。已有体外实验表明,

TRAIL-R2的激活可诱导细胞凋亡[7],其中Caspase
 

激活是细胞凋亡诱导相关的关键途径之一。Caspase-
3(一种效应子或执行型

 

Caspase)识别并分离各种靶

蛋白中的短氨基酸序列,导致细胞死亡,其作为代表

性的执行者在细胞凋亡中起着举足轻重的作用[8]。

Caspase-8可通过分离Bid蛋白从而进一步与
 

Bax结

合,导致细胞色素C释放,引起细胞凋亡[9]。此外,

Caspase-8还以Caspase前体酶原的形式存在大多数

动物的细胞中,其可在凋亡信号的作用下首先激活启

动型 Caspase引 发 级 联 反 应,通 过 活 化 的 执 行 型

Caspase裂解特异性底物导致细胞凋亡[10-11]。Bcl-2
 

家族由抗凋亡蛋白
 

Bcl-2
 

和促凋亡蛋白Bax组成。

Bcl-2是具有代表性的凋亡抑制因子,而Bax可以与

Bcl-2结合形成异源二聚体,拮抗Bcl-2对细胞凋亡的

抑制作用,促进细胞凋亡[12];另一方面Bax还激活

Caspase-3,促进钙离子释放,进而导致细胞凋亡[13]。
因此,Bax、Bcl-2和Caspase-3被认为是评价细胞凋亡

的指标。本研究结果显示,sTRAIL-R2高表达组患

者 斑 块 组 织 Caspase-8、Caspase-3 活 性 均 高 于

sTRAIL-R2低表达组,差异均有统计学意义(P<
0.05),证实sTRAIL-R2水平变化可能引起斑块细胞

凋亡(活性Caspase-3)和外在死亡受体相关的细胞凋

亡途径(活性Caspase-8)表达水平变化,而相关性分

析进一步证实,其水平与Caspase-8、Caspase-3活性

呈正相关(P<0.05),证实sTRAIL-R2表达可通过

影响患者斑块细胞内在及外在凋亡途径影响其细胞

凋亡。此外,本研究sTRAIL-R2高表达组患者斑块

组织Bax、Caspase-3蛋白表达水平均高于sTRAIL-
R2低表达组,Bcl-2蛋白表达水平低于sTRAIL-R2
低表达组,差异均有统计学意义(P<0.05)。相关性

分析也显示,sTRAIL-R2表达水平与Bax、Caspase-3
蛋白表达水平呈正相关(P<0.05),与Bcl-2蛋白表

达水平呈负相关(P<0.05)。证实sTRAIL-R2高表

达还会进一步调控患者动脉斑块细胞凋亡相关蛋白

表达,从而介导患者斑块细胞凋亡增加,影响患者病

情进展。
炎症反应是斑块发展和易损性的另一个关键因

素[14]。有研究表明,sTRAIL-R2可通过影响免疫细

胞微血管屏障外渗,对炎症细胞浸润发挥作用。因

此,sTRAIL-R2高表达 可 能 导 致 免 疫 细 胞 浸 润 增

加[15]。而本研究发现,sTRAIL-R2高表达组患者斑

块组织CD45、CD68阳性细胞检出数高于sTRAIL-
R2低表达组,差异均有统计学意义(P<0.05),且与

CD45、CD68水平均呈正相关(P<0.05),进一步证实

sTRAIL-R2高表达会引起白细胞、巨噬细胞等炎症

细胞浸润,加重患者病灶部位炎症反应,进而引起病

情进展。同时本研究还对患者病灶部位炎性细胞因

子表达进行了检测,结果显示,sTRAIL-R2高表达组

患者斑块组织IL-6、IL-10、CRP水平均高于sTRAIL-
R2低表达组,差异均有统计学意义(P<0.05),且与

IL-6、IL-10、CRP、TNF-α、IL-1β水 平 均 呈 正 相 关

(P<0.05),进一步证实了sTRAIL-R2高表达加重

患者病灶炎症反应的猜想。进一步分析sTRAIL-R2
高表达可能引起免疫细胞浸润增加,导致患者斑块易

损,诱发严重心脑血管疾病。由于免疫细胞浸润和血

管内侧平滑肌细胞增殖,细胞数量的增加产生了对氧
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气和营养物质的需求,再加上远离外膜层供应滋养管

的生长,引起斑块变得缺氧,刺激微血管从外膜生长

到含有粥样斑块的内膜,同时吸引免疫细胞,进一步

加剧炎症反应和疾病进展[16]。新形成的血管通常不

成熟且具有渗漏性,易出现出血等不良事件,导致病

变内的间质压力增加及被巨噬细胞吸收的游离胆固

醇积累,这些过程增加了斑块的不稳定性并增加了破

裂的风险[17]。
本研究不足:(1)本研究作为一个横断面研究,无

法进一步证实患者sTRAIL-R2表达与其斑块炎症反

应、细胞凋亡相关因子表达的因果关系,这也是未来

研究工作的重点之一;(2)本研究未进行细胞层次实

验或动物实验进一步观察sTRAIL-R2表达对心肌梗

死患者介入治疗后细胞凋亡分子层面作用机制,仅能

通过患者最终表达进行分析,深入研究也是下一步工

作重点,进一步研究可通过外在手段对斑块细胞进行

培养并干预其sTRAIL-R2表达,观察其与斑块细胞

变化的因果关系;(3)本研究纳入样本较少,且全为本

院患者,可能缺乏普遍性,下一步需扩大纳入样本进

行更深层次分析。虽然本研究具有以上不足,但本研

究结果依然具有一定参考价值,希望在下一步工作中

进一步完善,为国内相关研究及发展提供帮助。
综上所述,sTRAIL-R2高表达可引起颈动脉斑

块细胞Caspase-8、Caspase-3活性升高,细胞凋亡相

关蛋白表达水平上调并引起患者斑块炎症反应加剧,
可能导致患者易损斑块出现,对其进行靶向干预可能

可稳定患者病情。
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