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急性心肌梗死患者外周血单个核细胞 P66Shc mRNA 的表达
及其与氧化应激的关系
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨急性心肌梗死患者外周血单个核细胞 P66Shc mRNA 的表达及其与氧化应激的关系。 方法

选择经冠状动脉造影检查及治疗的患者 67 例,根据临床表现和冠状动脉造影结果分成健康对照组 23 例,稳定型

心绞痛组 23 例,急性心肌梗死组 21 例。 通过检测血中超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)水平,对机体氧化

应激状态进行全面分析,在此基础上运用 RT鄄qPCR 比较三组外周血单个核细胞中 P66Shc mRNA 的表达,并对

P66Shc mRNA 的表达与 MDA 及 SOD 进行相关性分析。 结果摇 急性心肌梗死组 MDA 明显高于稳定型心绞痛组和

健康对照组(P < 0郾 05),而 SOD 明显低于稳定型心绞痛组和健康对照组(P < 0郾 01);急性心肌梗死组 P66Shc mR鄄
NA 的表达明显高于稳定型心绞痛组及健康对照组(P < 0郾 01),而在稳定型心绞痛组与健康对照组之间无明显差

别(P > 0郾 05),且 P66Shc mRNA 的表达量与 MDA 水平呈正相关( r = 0郾 49,P = 0郾 024),与 SOD 水平相关性不明显。
结论摇 急性心肌梗死时 P66Shc mRNA 表达增高,P66Shc 可能介导了斑块由稳定到不稳定性转化的机制。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the expression of P66Shc mRNA on peripheral blood monocytes (PBMs) in pa鄄
tients with acute myocardial infarction (AMI) and its relationship with oxidative stress. 摇 摇 Methods摇 According to clini鄄
cal manifestations and results of coronary angiography, 67 patients were recruited to this study . 摇 They were divided into
three groups: normal control group (n = 23), stable angina pectoris (SAP)group (n = 23) and AMI group (n = 21). 摇
The levels of serum superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) activity were examined to analyze the state
of oxidative stress state in all subjects. 摇 PBMs were isolated and the expression of P66Shc mRNA was determined by quan鄄
titative Real鄄time PCR. 摇 摇 Results摇 The levels of MDA and P66Shc mRNA were greatly increased and SOD were signifi鄄
cantly decreased in AMI group in comparison with SAP and normal control group. 摇 There were no significant differences
between SAP group and normal control group on the levels of serum SOD, MDA and P66Shc mRNA (P > 0郾 05). 摇 The ex鄄
pression of P66Shc was in positive correlation with the level of MDA( r = 0郾 49,P = 0. 024), but not with the level of SOD
in AMI group. 摇 摇 Conclusion摇 P66Shc mRNA levels were increased in AMI patients, which may be involved in the
mechanism of transition from a stable to an unstable lesion.

摇 摇 氧化应激是指机体活性氧(reactive oxygen spe鄄 cies,ROS)产生过度或机体抗氧化能力降低,氧化系
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统和抗氧化系统平衡紊乱,从而导致潜在性损伤的病

理过程[1]。 ROS 在调节炎症反应过程中起了重要作

用,ROS 可以使低密度脂蛋白氧化,形成氧化型低密

度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL),
而 ox鄄LDL 被巨噬细胞吞噬后可以形成脂质沉积,导
致动脉粥样硬化[2]。 P66Shc 是调控细胞氧化应激和

生命周期的关键蛋白,在线粒体 ROS 代谢和细胞凋

亡中起重要的调控作用[3]。 近年来,研究指出

P66Shc 基因敲除的小鼠不仅能预防血管内皮功能障

碍如动脉粥样硬化,而且能降低全身和组织的氧化应

激水平[4],然而 P66Shc 在心血管疾病中研究较少,尤
其在临床研究中。 本研究将通过检测丙二醛(malon鄄
dialdehyde,MDA)和超氧化物歧化酶(superoxide dis鄄
mutase,SOD)水平,了解急性心肌梗死氧化应激状态,
并通过 RT鄄qPCR 检测外周血单个核细胞中 P66Shc
mRNA 的表达,旨在研究和探讨急性心肌梗死(acute
myocardial infarction,AMI)患者外周血单个核细胞中

P66Shc mRNA 的变化与氧化应激的关系。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 病例选择

摇 摇 选自 2012 年 12 月至 2013 年 6 月在鼓楼医院

住院并进行冠状动脉造影 ( coronary angiography,
CAG)检查的患者共 67 例,男 42 例,女 25 例,抽取

空腹静脉血行常规生物化学指标检查,在 CAG 术中

抽取外周动脉血检测 MDA 和 SOD 水平,并运用

RT鄄qPCR 检测外周备单个核细胞中 P66Shc mRNA
的表达。 根据临床表现和 CAG 结果,将患者分为健

康对照组、稳定型心绞痛 ( stable angina pectoris,
SAP)组和 AMI 组。 健康对照组 23 例,CAG 检查示

冠状动脉未见明显阻塞性改变;SAP 组 23 例,劳累

性心绞痛 2 个月内发作无明显变化,CAG 检查示前

降支、回旋支、右冠状动脉至少有一支血管狭窄逸
75% ;AMI 组 21 例,ST 段抬高型心肌梗死 15 例(典
型的胸痛且有两个导联 ST 段抬高逸0. 1 mV)与非

ST 段抬高型心肌梗死 6 例(典型的胸痛且肌钙蛋白

T 水平超过正常值的四倍)。 有糖尿病、肝肾功能不

全、感染、肿瘤、自身免疫疾病或结缔组织疾病的患

者排除在外。
1郾 2摇 外周血单个核细胞的分离

运用梯度离心法分离外周血单个核细胞,将稀

释的血液沿管壁加入装有 Ficoll 液离心管中,室温

下 2000 r / min 离心 20 min,轻轻吸出乳白色的外周

血单个核细胞,用 PBS 洗涤两次,最后加入 1 mL Tr鄄

izol 重悬,储存于 - 80益冰箱等待提取总 RNA 用。
1郾 3摇 RT鄄qPCR 检测 P66Shc mRNA 的表达

按通用型 RNA 提取试剂盒说明书提取细胞总

RNA,逆转录成 cDNA,再取 2 滋L cDNA 进行 PCR 扩

增,由 GAPDH 作内参。 引物序列:P66Shc 正义链

5忆鄄AAG TAC AAT CCA CTC CGG AATGA鄄3,反义链

5忆鄄GG GCC CCA GGG ATG AAG鄄3;GAPDH 正义链

5忆鄄ATG ACA TCA AGA AGG TGG TG鄄3忆,反义链 5忆鄄
CAT ACC AGG AAA ATG AGC TTG鄄3忆,反应在 7500
Fast Real鄄time PCR System 仪器下进行。
1郾 4摇 血清 MDA 测定

血清中 MDA 可与硫代巴比妥酸(TBA)缩合,
形成红色产物,在 532 nm 处有最大吸收峰,此法称

TBA 法。 具体操作按试剂盒说明书进行,试剂盒购

自南京建成生物工程研究所。
1郾 5摇 血清 SOD 测定

超氧阴离子自由基氧化羟胺形成亚硝酸盐,在
显色剂的作用下呈现紫红色。 当被测定样品中含

有 SOD 时,则对超氧阴离子自由基有专一性的抑制

作用,使形成的亚硝酸盐减少,通过比色法可以测

定被测样品具有 SOD 活力。 具体操作按试剂盒说

明书进行,试剂盒购自南京建成生物工程研究所。
1郾 6摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,符合正态分布的资料多

组间比较采用单因素方差分析,不符合正态分布的

资料多组间比较采用非参数检验,计数资料采用 字2

检验,相关分析采用 Pearson 相关分析。 P < 0. 05 为

差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 基线资料

摇 摇 各组在患者年龄分布、高血压比例、甘油三酯

水平等方面比较差异无统计学意义(P > 0. 05)。 血

糖在 AMI 组与健康对照组比较差异有显著性(P <
0. 05;表 1)。
2郾 2摇 P66Shc mRNA 的表达

由扩增曲线可知各样本基因的 Ct 值,由融解曲

线可见反应产物呈一个单一的熔点曲线峰,表明扩

增产物的特异性高(图 1 和 2)。 P66Shc mRNA 在

健康对照组、SAP 组及 AMI 组的相对表达量分别为

1郾 69 依 0郾 93、1郾 96 依 1郾 79 及 4郾 79 依 3郾 31, AMI 组

P66Shc mRNA 的表达较 SAP 组和健康对照组显著

增高(P < 0郾 01),但 SAP 组 P66Shc mRNA 的表达与

健康对照组之间无明显差异(图 3)。
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表 1. 三组患者一般资料比较

Table 1. Comparison of general data in the three groups

项摇 目
健康对照组
(n = 23)

SAP 组
(n = 23)

AMI 组
(n = 21)

男 / 女(例) 12 / 11 15 / 8 15 / 6
年龄(岁) 62. 2 依 6郾 4 65郾 3 依 3郾 2 68郾 3 依 4郾 3
体重指数(kg / m2) 24郾 1 依 3郾 6 23郾 7 依 3郾 5 24郾 9 依 3郾 2
血糖(mmol / L) 5郾 0 依 0郾 3 5郾 5 依 0郾 2 6郾 7 依 0郾 5a

总胆固醇(mmol / L) 3郾 7 依 1郾 1 3郾 8 依 1郾 3 3郾 9 依 1郾 3
甘油三酯(mmol / L) 1郾 2 依 0郾 5 1郾 5 依 0郾 9 1郾 4 依 0郾 5
低密度脂蛋白(mmol / L) 2郾 0 依 0郾 8 2郾 3 依 0郾 7 2郾 2 依 0郾 8
高密度脂蛋白(mmol / L) 1郾 1 依 0郾 3 0郾 9 依 0郾 3 0郾 8 依 0郾 2
肌酐(滋mol / L) 72郾 4 依 13郾 6 69郾 7 依 12郾 1 74郾 8 依 17郾 2
高血压(例) 7(30% ) 9(39% ) 10(48% )
高脂血症(例) 2(9% ) 3(13% ) 4(19% )

a 为 P < 0郾 05,与健康对照组比较。

图 1. Real鄄time PCR 产物的融解曲线

Figure 1. Melting curves of Real鄄time PCR products

图 2. Real鄄time PCR 产物的扩增曲线

Figure 2. Amplification curves of Real鄄time PCR products

图 3. 三组 P66Shc mRNA 的相对表达摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与健

康对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 SAP 组比较。

Figure 3. Relative expressions of P66Shc mRNA in the three
groups

2郾 3摇 MDA 和 SOD 的水平变化

AMI 组 MDA 水平较健康对照组和 SAP 组增高

(P < 0郾 05),SOD 水平较健康对照组和 SAP 组降低

(P < 0郾 05),但 SAP 组 MDA、SOD 水平与健康对照

组之间差异无统计学意义(表 2)。

表 2. 三组血清中 MDA 和 SOD 水平

Table 2. Levels of MDA and SOD in the three groups

指摇 标
健康对照组
(n = 23)

SAP 组
(n = 23)

AMI 组
(n = 21)

MDA(nmol / L) 5郾 58 依 1郾 51 6郾 34 依 1郾 76 7郾 77 依 2郾 57ab

SOD(ku / L) 89郾 70 依 7郾 59 84郾 30 依 7郾 76 66郾 99 依 8郾 41ab

a 为 P < 0郾 05,与健康对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 SAP 组比较。

2郾 4摇 AMI 组 P66Shc mRNA 的表达与 MDA、SOD 的

相关性

Pearson 相关分析显示,AMI 组 P66Shc mRNA
的表达与 MDA 水平呈正相关( r = 0郾 49,P = 0郾 024;
图 4),而与 SOD 水平相关性不明显。

图 4. AMI 组 P66Shc mRNA 与 MDA 的相关性

Figure 4. The correlations analysis between P66Shc mRNA
and MDA in AMI group

3摇 讨摇 论

P66Shc 是调控细胞氧化应激的关键蛋白,一方

面通过氧化细胞色素 C 降低线粒体电子传递链从

而产生大量 ROS;另一方面通过激活 Rac1 促进胞质

NADPH 氧化酶的活化,导致细胞 ROS 过量产生,最
终引起细胞氧化损伤[5]。 研究显示 P66Shc 缺失可

保护血管紧张素域诱导的心肌细胞损伤[6]; P66Shc
缺陷的糖尿病小鼠由于心肌干细胞增殖从而有效

减轻了糖尿病对心脏的损伤,而野生型糖尿病小鼠

则表现为心肌干细胞凋亡和心肌坏死最终导致心

肌病变[7]。 Noda 等[8] 发现冠心病患者外周血单个

核细胞中 P66Shc mRNA 的表达量较正常对照组增
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高,而 Franzeck 等[9]研究显示急性冠状动脉综合征

患者外周血单个核细胞中 P66Shc mRNA 表达升高,
而 SAP 患者 P66Shc mRNA 表达水平则没有增加,
因此 P66Shc mRNA 在 SAP 患者中究竟是否升高,
以及 P66Shc mRNA 在急性冠状动脉综合征患者中

升高的意义值得关注。 我们的研究结果与 Franzeck
等的研究结果类似,AMI 患者 P66Shc mRNA 表达水

平增加,而 SAP 患者和健康对照者没有变化,且
P66Shc mRNA 表达水平与 MDA 呈正相关,提示

P66Shc 可能参与冠心病的急性心血管事件。 Pagnin
等[10]研究发现糖尿病患者外周血单个核细胞中

P66Shc mRNA 的表达量较非糖尿病患者高, 且

P66Shc mRNA 的表达量与氧化应激指标 8鄄异前列

烷呈正相关,而在 Noda 等的研究中,未将糖尿病作

为一个排除标准,且冠心病组糖尿病人数是健康对

照组的 2 倍,这可能是该研究中 SAP 患者外周血单

个核细胞中 P66Shc mRNA 的表达量较正常对照组

增高的原因。 本研究未纳入糖尿病患者,但 AMI 组
血糖较其它两组高,可能与心肌梗死引起的氧化应

激而至血糖短暂的升高有关。
氧化应激在斑块形成与破裂中扮演着重要角

色[11],而斑块是否破裂,细胞凋亡又起着重要作用。
曾经冠状动脉粥样硬化斑块中细胞的死亡被认为

是坏死性的,但近来研究显示斑块中不同类型的细

胞凋亡均会导致斑块不稳定,甚至斑块破裂[12]。 在

发生斑块破裂的部位可以观察到巨噬细胞和泡沫

细胞的凋亡数量增加[13],同样平滑肌细胞的凋亡也

是导致斑块不稳定的主要因素之一,因此动脉粥样

硬化斑块中关键细胞的凋亡与增殖的平衡是决定

斑块稳定与否的重要因素。 最近研究显示 P66Shc
与细胞凋亡相关[14]。 在小鼠胚胎成纤维细胞 P53
依赖的细胞凋亡中 P66Shc 起到了重要作用,其高表

达会导致同种细胞的凋亡率增加;给予 P66Shc 基因

敲除的小鼠高脂饮食后,内皮细胞凋亡的发生率明

显降低。
由于 P66Shc 是细胞氧化应激的关键调控蛋白,

我们推测 P66Shc 可能不仅仅是冠心病患者不良心

血管事件的生化标记物,而且可能通过氧化应激和

凋亡等机制介导了斑块由稳定到不稳定的转化。
利用基因技术干扰 AMI 患者外周血单个核细胞中

P66Shc mRNA 的表达,有助于进一步阐明 P66Shc

参与冠心病的发病机制,从而为临床治疗冠心病提

供新的靶点。
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