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[摘　 要] 　 目的　 观察人冠状动脉粥样硬化病灶结构变化、ＣＤ４０Ｌ、基质金属蛋白酶 ９(ＭＭＰ￣９)蛋白表达水平ꎬ探
讨 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 信号在人冠状动脉粥样硬化发生发展中的作用ꎮ 方法　 收集不同程度粥样硬化的人冠状动脉血

管 ６０ 例作为实验组ꎬ以 １２ 例无病变的人冠状动脉为对照组ꎬ常规 ＨＥ 染色观察两组人群冠状动脉的组织结构并用

图像分析软件检测病灶结构的相关指标ꎬ免疫组织化学染色检测 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达水平ꎬ分析 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣
９ 表达水平与动脉硬化病灶结构变化之间的关系ꎮ 结果　 发生粥样硬化的冠状动脉 ＣＤ４０Ｌ 表达均增强ꎬ其表达主

要分布于斑块肩部和底部的泡沫细胞ꎮ 同时病灶内 ＭＭＰ￣９ 表达水平增高并与 ＣＤ４０Ｌ 水平、病灶大小尤其是坏死

灶的大小呈正相关ꎬＭＭＰ￣９ 表达水平与纤维帽厚度无明显相关性ꎮ 随着 ＭＭＰ￣９ 水平增高ꎬ纤维帽厚度 / 内膜最大

厚度比值降低ꎮ 结论 　 人冠状动脉粥样硬化病灶内 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 表达水平明显增强ꎬＣＤ４０Ｌ 可能通过促进

ＭＭＰ￣９ 表达ꎬ使血管病灶内细胞外基质分解加强ꎬ从而促进病变的进展及坏死灶的扩大ꎬ使粥样病灶稳定性下降ꎮ
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ｃｉꎬ ｔｈｕｓ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ.

　 　 冠状动脉粥样硬化占冠状动脉病变的 ９５％ ~
９９％ꎬ是引发冠心病的最主要原因ꎮ 目前许多研究

显示冠状动脉粥样硬化血管的结构改变ꎬ尤其是斑

块稳定性的改变是冠心病发病及发展的重要因

素[１]ꎬ但导致斑块稳定性变化的原因及机制至今未

能完全阐明ꎮ Ｍａｃｈ 等[２￣３] 研究发现ꎬＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ
系统参与动脉粥样硬化病灶内的炎症反应、粥样斑

块形成和血栓形成的多个环节ꎬ其他学者的研究也

得出类似的结论[４￣６]ꎬ但此类研究大多基于动物模

型、人体影像学观察或血清学检测等间接研究得出

的结果ꎮ 本研究旨在通过尸体检验收集人体冠状

动脉血管组织ꎬ直接检测冠状动脉粥样硬化灶内

ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 通路表达水平ꎬ分析其与冠状动脉血

管结构变化的关系ꎬ深入探讨 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 通路在

人冠状动脉病变中的作用ꎬ为冠心病的防治提供理

论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 病例材料收集

收集贵州医科大学法医司法鉴定中心 ２０１４ 年

１ 月至 ２０１５ 年 １２ 月经尸体解剖证实有冠状动脉粥

样硬化的病例为实验组ꎬ以同期非自然死亡且无冠

状动脉粥样硬化者为对照组ꎮ 病例纳入标准:(１)
死亡 ４８ ｈ 以内或冰冻保存 ７ 日以内解剖的尸体ꎻ
(２)解剖检验及组织学检查确证冠状动脉存在动脉

硬化病变ꎮ 病例排除标准:(１)组织自溶、结构不清

的病例ꎻ(２)具有恶病质或多器官功能障碍的病例ꎻ
(３)脓毒血症、败血症等感染性炎症性疾病ꎮ 按上

述标准共收集冠状动脉血管组织 ７２ 例ꎬ其中实验组

６０ 例ꎬ取肉眼检查见冠状动脉狭窄最重段血管组

织ꎻ对照组 １２ 例ꎬ统一取冠状动脉前降支的血管

组织ꎮ
１.２　 仪器与试剂

光学显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎬ全自动切片扫描

显微镜￣数字切片扫描系统[ＭｏｔｉｃＢＡ６００ꎬ麦克奥迪

(厦门 )]ꎮ 兔 抗 人 ＣＤ４０Ｌ、 基 质 金 属 蛋 白 酶 ９
(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣９ꎬ ＭＭＰ￣９) 单 克 隆 抗 体

(ＣＳＴꎬ美国)ꎬＰＶ￣９００１ 兔超敏二步法免疫组织化学

检测试剂、Ｔｒｉｓ / ＥＤＴＡ 修复液(ｐＨ ９.０)(北京中杉金

桥生物技术有限公司ꎬ中国)ꎮ
１.３　 血管组织病理学观察与形态计量学分析

经中性福尔马林(体积分数 １０％)固定的血管

组织ꎬ常规石蜡包埋切片ꎬ厚约 ４ μｍꎬＨＥ 染色ꎬ光镜

下观察血管组织结构变化ꎬ并在显微镜下拍照ꎬ通
过 ＩＰＰ ６.０ 图像分析软件检测冠状动脉管壁厚度、
管腔狭窄程度[管腔狭窄程度 ＝内膜面积 / (内膜面

积＋管腔面积)]、粥样坏死灶的大小及继发病变的

范围等指标ꎮ
１.４　 血管壁 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达测定

采用免疫组织化学染色 ＰＶ 两步法ꎮ 经中性福

尔马林(体积分数 １０％)固定的血管组织ꎬ常规石蜡

包埋ꎬ４ μｍ 厚度切片ꎬ脱蜡ꎬ水化ꎬ消除内源性过氧

化物 酶ꎬ 采 用 ＥＤＴＡ ( 质 量 分 数 １０％) 修 复 液

(ｐＨ ９􀆰 ０)高压热修复抗原 ３ ｍｉｎꎬ分别加兔抗人

ＣＤ４０Ｌ(１ ∶ １００)、ＭＭＰ￣９(１ ∶ ３００)单克隆抗体ꎬ４℃
孵育过夜ꎬ其后按照 ＰＶ９００１ 说明书步骤操作ꎬ采用

ＤＡＢ 显色ꎬＭａｙｅｒ 苏木素复染ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ封片ꎮ 光

镜下 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 在内膜中泡沫细胞的阳性表达

为细胞质中有棕黄色着色ꎬ在 ４００ 倍下随机选取 ５
个视野拍照ꎬ以平均光密度值反应蛋白表达水平ꎮ
１.５　 统计学分析

数据采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计学软件进行处理ꎬ正
态计量资料采用 ｘ±ｓ 表示ꎻ多组间均数比较采用 Ｆ
检验ꎬ其中方差齐性采用 ＬＳＤ 法ꎬ不符合方差齐性

采用 Ｇａｍｅｓ￣Ｈｏｗｅｌｌ 法ꎻ指标间相关分析ꎬ服从正态

分布者采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 积矩相关系数检验ꎬ不服从正

态分布者采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数检验ꎬ双侧检验

水准为 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 病例基本情况

按纳入及排除标准收集到实验组共 ６０ 例ꎬ其中

男 ４９ 例ꎬ女 １１ 例ꎬ年龄 ２２ ~ ８３ 岁ꎬ平均 ４９.９±１３.７
岁ꎬ发病高峰年龄 ３５~５５ 岁ꎻ按血管病理变化分期:
脂纹期 ８ 例ꎬ纤维斑块期 １８ 例ꎬ粥样斑块期 １５ 例ꎬ
继发病变期 １９ 例ꎮ 对照组 １２ 例ꎬ其中男 １１ 例ꎬ女 １
例ꎬ年龄 ２４~７２ 岁ꎬ平均 ４１.４±１４.３ 岁ꎮ
２.２　 冠状动脉的病理变化

对照组血管管壁薄ꎬ内膜、中膜、外膜各层结构

厚度均匀一致ꎬ内膜平滑完整ꎮ 实验组肉眼呈现从

脂纹期到继发病变期的不同变化ꎬ病变使血管壁不

同程度增厚、管腔不同程度狭窄ꎬ部分病灶内可见

钙化、出血、血栓等ꎻ光镜下轻者仅见泡沫细胞增

生ꎬ血管壁厚度及管腔无明显改变ꎻ重者出现明显
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粥样坏死灶ꎬ甚至斑块内出血或血栓形成ꎬ血管壁 显著增厚ꎬ管腔明显狭窄(图 １)ꎮ

图 １. 冠状动脉粥样硬化的镜下变化(ＨＥ 染色ꎬ４０×)　 　 从左到右依次为脂纹期、纤维斑块期、粥样斑块期、继发病变期斑块内出血、继
发病变期血栓形成ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ４０×)

２.３　 冠状动脉结构变化的形态计量学分析

图像分析显示ꎬ实验组冠状动脉内膜最大厚

度、纤维帽厚度、坏死厚度及管腔狭窄程度各期比

较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组比较ꎬ
实验组各期上述指标均升高ꎬ且随病理分期的进展

呈现递增趋势ꎬ以晚期病理变化为明显(表 １)ꎮ

表 １. 冠状动脉病变形态学指标比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｌｅｓｉｏｎ

分　 组 ｎ 内膜最大厚度(μｍ) 纤维帽厚度(μｍ) 坏死厚度(μｍ) 管腔狭窄程度(％)

对照组 １２ ２.１７±０.８２ ０.００±０.００ ０.００±０.００ ０.００±０.００

脂纹期 ８ ３.７９±２.１５ ０.００±０.００ ０.００±０.００ ０.２５±０.１６

纤维斑块期 １８ ８.４４±３.７５ａｂ ４.５０±３.４０ａｂ ０.００±０.００ ０.４５±０.１８ａ

粥样斑块期 １５ １１.１７±４.１４ａｂ ４.１２±２.４７ａｂ ３.９９±２.５３ａｂｃ ０.５９±０.１７ａｂ

继发病变期 １９ １５.４２±４.９１ａｂｃｄ ５.０７±２.４６ａｂ ６.９９±４.５９ａｂｃ ０.７７±０.１４ａｂｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与脂纹期比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与纤维斑块期比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与粥样斑块期比较ꎮ

２.４　 冠状动脉 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 蛋白的表达水平

对照组血管壁未见 ＣＤ４０Ｌ 蛋白表达ꎮ 在实验

组ꎬ随着脂纹期到继发病变期的不同变化ꎬ可见

ＣＤ４０Ｌ 阳性表达量逐渐增多ꎬ表现为病灶肩部及底

部泡沫细胞胞浆中棕黄色颗粒(图 ２)ꎮ 检测血管

ＣＤ４０Ｌ 蛋白阳性表达光密度值ꎬ与对照组比较ꎬ实
验组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎻ进一步按病理变化分级统

计ꎬ显示实验组粥样斑块期、继发病变期 ＣＤ４０Ｌ 明

显高于对照组ꎬ且继发病变期 ＣＤ４０Ｌ 明显高于脂纹

期、纤维斑块期(表 ２)ꎮ
对照组可见 ＭＭＰ￣９ 蛋白少量表达于中膜平滑

肌细胞及内膜的泡沫细胞ꎬ呈棕黄色ꎮ 实验组可见

ＭＭＰ￣９ 大量表达于泡沫细胞ꎬ以粥样斑块边缘、纤
维帽下明显ꎬ少量表达于中膜平滑肌细胞(图 ２)ꎮ
检测血管 ＭＭＰ￣９ 蛋白阳性表达光密度值ꎬ与对照组

比较ꎬ实验组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎻ进一步分析ꎬ显示

实验组纤维斑块期、粥样斑块期、继发病变期 ＭＭＰ￣
９ 表达水平明显高于对照组ꎬ且粥样斑块期、继发病

变期明显高于纤维斑块期(表 ２)ꎮ

表 ２. 冠状动脉病灶 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９蛋白表达的光密度值

Ｔａｂｌｅ ２. Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＣＤ４０Ｌ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｌｅｓｉｏｎ

分　 组 ｎ ＣＤ４０Ｌ ｎ ＭＭＰ￣９

对照组 ６ ０.００１０±０.０００５ ５ ０.００１０±０.０００３
脂纹期 ５ ０.００２１±０.０００６ ５ ０.００１５±０.０００７
纤维斑块期 １１ ０.００２７±０.００１２ １２ ０.００２５±０.００１２ａ

粥样斑块期 １４ ０.００３３±０.００１３ａ １５ ０.００４６±０.００１６ａｂｃ

继发病变期 １３ ０.００４９±０.００１９ａｂｃｄ １２ ０.００５１±０.００２１ａｂｃｄ

因实验过程中掉片或染色不佳等ꎬ一些样本未进入统计分析ꎬ故表

中样本数少于实际例数ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与脂纹期比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与纤维斑块期比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与粥样

斑块期比较ꎮ

２.５　 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达与冠状动脉病灶结构

改变的相关性分析

ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达与坏死厚度、继发病

变面积、内膜最大厚度呈正相关(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ
ＣＤ４０Ｌ 与 ＭＭＰ￣９ 亦呈正相关( ｒ＝ ０.５９２ꎬＰ＝ ０.０００)ꎮ
将对照组、实验组各期的坏死厚度 /内膜最大厚度、
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图 ２. 冠状动脉粥样硬化 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９蛋白表达(免疫组织化学染色ꎬ４００×) 　 　 上排图为 ＣＤ４０Ｌꎬ下排图为 ＭＭＰ￣９ꎮ 从左到右

依次为对照组、实验组脂纹期、纤维斑块期、粥样斑块期、继发病变期ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４０Ｌ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ(ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ４００×)

纤维帽厚度 /内膜最大厚度比值、ＣＤ４０Ｌ 及 ＭＭＰ￣９ 蛋

白表达水平作折线图ꎬ对照组与脂纹期无纤维帽形成ꎬ
进入纤维斑块期才出现纤维帽ꎬ在粥样斑块期与继发

病变期略有下降ꎻＣＤ４０Ｌ 及 ＭＭＰ￣９ 蛋白表达水平从对

照组到继发病变期呈现逐渐上升的趋势(图 ３)ꎮ

表 ３. ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９与冠状动脉结构参数的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤ４０Ｌꎬ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ｃｏｒｏ￣
ｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

参　 数
ＣＤ４０Ｌ

ｒ Ｐ
ＭＭＰ￣９

ｒ Ｐ
坏死厚度 ０.６６０ ０.０００ ０.５１９ ０.０００
继发病变面积 ０.５３９ ０.０００ ０.３７７ ０.００４
内膜最大厚度 ０.５８６ ０.０００ ０.２７１ ０.０４２

图 ３. ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９和冠状动脉结构参数的折线图　 　 左

纵轴数值为 ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 光密度值ꎬ右纵轴数值为坏死厚度 / 内膜

最大厚度、纤维帽厚度 / 内膜最大厚度比值ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＣＤ４０Ｌꎬ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒ￣
ｔｅｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

３　 讨　 论

冠状动脉粥样硬化的基本病变是血管壁内脂

质沉积、内膜表面纤维组织增生及病灶内发生粥样

坏死ꎬ病变导致血管壁增厚、管腔狭窄ꎬ上述病变进

行性发展可直接导致血管闭塞ꎬ或继发病灶内出

血、血栓形成、血管痉挛等ꎬ均可导致血液通过量急

剧减少而引发冠心病ꎮ 但有研究发现冠心病的发

生与冠状动脉的狭窄程度无必然关系ꎬ而与病变血

管斑块的稳定性密切相关ꎬ而斑块的稳定性又与斑

块的炎症反应水平相关[７]ꎮ
ＣＤ４０Ｌ 又称 Ｔ 细胞 Ｂ 细胞活化分子ꎬ属肿瘤坏

死因子超家族成员ꎬ与其受体 ＣＤ４０ 是一对互补的跨

膜糖蛋白ꎬ在机体的免疫应答中起重要作用[８]ꎮ
ＣＤ４０Ｌ＋Ｔ 细胞可与 ＣＤ４０Ｌ＋内皮细胞、Ｂ 细胞、成纤维

细胞、平滑肌细胞及单核巨噬细胞等相互作用产生多

种生物学效应[９]ꎬ如促进 Ｔ 细胞游走与黏附ꎬ增加 Ｔ
细胞金属蛋白酶的产生和 ＣＤ４０Ｌ 的表达ꎬ促进成纤

维细胞的基质增多及产生白细胞介素 ６ꎬ参与局部组

织重建ꎬ活化巨噬细胞诱导其分泌促炎因子等ꎮ
对急性冠状动脉综合征患者的血清学研究显示ꎬ

患者血清 ＣＤ４０Ｌ 水平明显升高[１０]ꎮ 有学者在主动脉

及颈动脉粥样硬化斑块内检测出 ＣＤ４０Ｌ 表达ꎬ并认

为其可能是不稳定斑块的标志物[１１￣１３]ꎮ 研究显示ꎬ在
动物实验中应用抗血小板药物及特异性单克隆抗体

抗 ＣＤ４０Ｌ 阻断 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 信号可明显抑制动脉粥

样硬化病变的进展[１４]ꎮ 本研究显示对照组血管壁均

无 ＣＤ４０Ｌ 表达ꎬ而在冠状动脉硬化患者ꎬ无论病变处

于哪一期均可见 ＣＤ４０Ｌ 表达ꎬ阳性表达的细胞主要

是病灶内泡沫细胞ꎬ阳性细胞主要分布于粥样斑块的

肩部及底部ꎬ这一结果直接证实冠状动脉粥样硬化时

病灶内 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 信号系统表达增强ꎮ 本研究结

果还显示 ＣＤ４０Ｌ 表达水平随着病人冠状动脉粥样病
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变的不断进展而增强ꎬ尤其与血管病灶大小特别是坏

死区大小呈正相关ꎬ而与纤维帽厚度 /内膜最大厚度

比值无相关性ꎬ但随着 ＣＤ４０Ｌ 水平增高ꎬ纤维帽厚

度 /内膜最大厚度比值有降低趋势ꎮ 提示 ＣＤ４０ /
ＣＤ４０Ｌ 信号系统在血管病灶的发展尤其是坏死灶的

形成与扩大过程中发挥作用ꎮ
有研究表明 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 信号可活化巨噬细胞ꎬ

诱导其合成并分泌 ＭＭＰ[１５￣１６]ꎮ 生理状态下血管平滑

肌细胞同时微量表达 ＭＭＰ 与组织金属蛋白酶抑制

物ꎬ二者 １ ∶ １ 共价结合ꎬ共同调节细胞外基质(ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)的合成与降解ꎬ维持 ＥＣＭ 的动

态平衡[１７￣１８]ꎮ 血清学检测发现急性冠状动脉综合征

患者血清 ＭＭＰ￣９ 表达明显增强[１９￣２０]ꎮ 本研究结果显

示冠状动脉粥样硬化血管组织内 ＭＭＰ￣９ 水平增高ꎬ
且与 ＣＤ４０Ｌ 水平存在正相关关系ꎬ与血管病灶大小、
坏死区大小、纤维帽厚度 /内膜最大厚度比值均存在

相关性ꎬ提示 ＣＤ４０ / ＣＤ４０Ｌ 信号作用促进 ＭＭＰ￣９ 表

达增强ꎬ后者通过降解 ＥＣＭ 使纤维帽强度减弱ꎬ坏死

灶形成及扩大ꎬ斑块变得易损而稳定性降低ꎮ
总之ꎬ本研究证实人冠状动脉粥样硬化病灶内

ＣＤ４０Ｌ、ＭＭＰ￣９ 表达水平明显增强ꎬ推测 ＣＤ４０Ｌ 促

进 ＭＭＰ￣９ 表达ꎬ使血管病灶内 ＥＣＭ 分解加强ꎬ从而

促进病变的进展及坏死灶的扩大ꎬ粥样硬化病灶稳

定性下降ꎮ
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