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[摘　 要] 　 目的　 从血小板能量代谢角度分析ꎬ以分子生物学指标检测为手段ꎬ分析高血糖诱发氯吡格雷抵抗

(ＣＲ)的原因ꎮ 方法　 随机纳入确诊为冠心病(ＣＡＤ)且伴有高血压(ＨＰＴ)的患者 １２２ 例ꎬ根据血栓弹力图(ＴＥＧ)
中 ＡＤＰ 途径抑制率的 ５０％为界限ꎬ将患者分为氯吡格雷低反应组(ＬＲＧ)和氯吡格雷反应组(ＲＧ)ꎮ 成功取样进入

实验的 ＬＲＧ 中合并高血糖患者 １９ 例(合并高血糖组)ꎻＲＧ 中无糖尿病并此次入院糖耐量试验正常者 ２０ 例(无高

血糖组)ꎮ 采取荧光素 / 荧光素酶法检测新鲜血液血小板 ＡＴＰ 含量及流式细胞仪技术测血小板线粒体膜电位

(Δψｍ)ꎮ 比较合并高血糖组与无高血糖组血小板 ＡＴＰ 含量及 Δψｍ 差异ꎬ多元逐步回归分析其与各基线参数的相

关性ꎮ 结果　 合并高血糖组患者血小板 ＡＴＰ 含量明显高于无高血糖组(４.３６９±２.１７４ 比 １.６２８±０.４５２ ｍｍｏｌ / ｇꎬ Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎬ而血小板线粒体膜电位(Δψｍ)前者则显著低于后者(０.４８４±０.１１８ 比 ２.３８１±０.１９４ꎬＰ<０.００１)ꎮ 逐步回归分

析显示ꎬ糖化血红蛋白(ＨｂＡｌｃ)与血小板 ＡＴＰ 含量呈正相关(β＝ １.２３５ꎻ Ｐ ＝ ０.０００)ꎬ与 Δψｍ 呈负相关(β ＝ －０.５４ꎻ
Ｐ＝ ０.０００)ꎮ 患者年龄也列入回归方程(β＝ ０.０３ꎻ Ｐ＝ ０.００６)ꎬ但不如 ＨｂＡｌｃ 与 Δψｍ 的相关性显著ꎮ 结论　 高血糖

促使血小板产生更多的 ＡＴＰꎬ导致血小板活性增高ꎬ使合并高血糖的冠心病高血压患者更易发生氯吡格雷抵抗ꎮ
同时ꎬ高血糖使血小板 Δψｍ 降低ꎬ促进血小板提早凋亡ꎬ间接诱发 ＣＲ 可能ꎮ
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ｇｌｙｃｅｍｉａꎬ ａｎｄ ２０ ｃａｓｅｓ (ｎｏ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ) ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＲＧ ｗｉｔｈｏｕｔ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｏｒ ｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ.　 Ｆｒｅｓｈ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒ ＡＴＰ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ (Δψｍ) ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ.　 ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ / ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ
ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ Δψｍ.　 Ｉｎ ａｌｌ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ Δψｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｗａｓ ａｎａ￣
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ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ (０.４８４±０.１１８) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ (２.３８１±
０.１９４ꎻ Ｐ < ０. ００１). 　 Ｆｏｒ ｗｈｏｌｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ａ ｌｉｎｅｒ ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｌａｓｍａ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ
(ＨｂＡ１ｃ) ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｔｅｌｅｔ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔ (β＝ １.２３５ꎻ Ｐ＝ ０.０００)ꎬ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Δψｍ
(β＝－０.５４ꎻ Ｐ＝ ０.０００).　 Ａｌｔｈｏｕｇｈꎬ ｔｈｅ ａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅ￣
ｌａｔｉｏｎ (β＝ ０.０３ꎻ Ｐ＝ ０.００６) ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ Δψｍ ａｎｄ ＨｂＡｌｃ ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ ａｇｅ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｈｉｇｈ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｌｅａｄｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｏｒｅ ＡＴＰꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｍａｋｉｎｇ ｉｔ ｅａｓｉｅｒ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ Ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ (ＣＲ).　 Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｈｉｇｈ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ Δψｍ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓꎬ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｄ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＣＲ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ.

　 　 抗血小板治疗是心血管疾病抗栓治疗的基石ꎮ
阿司匹林联合氯吡格雷普遍应用于临床ꎬ明显减少

心血管事件的发生率ꎬ降低支架内血栓形成的风

险ꎮ 然而ꎬ仍有部分患者在接受规范双联抗血小板

治疗的同时ꎬ发生缺血或血栓事件ꎮ 因此ꎬ抗血小

板药物抵抗引起了人们的关注ꎬ而氯吡格雷抵抗

(ｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＣＲ)在临床中尤为常见ꎮ 氯

吡格雷是噻吩吡啶类衍生物ꎬ本身无活性ꎬ体内吸

收后经肝酶系统氧化代谢为活性产物ꎬ选择性、不
可逆地抑制 ＡＤＰ 与血小板膜表面的 Ｐ２Ｙ１２ 受体结

合ꎬ阻断 ＡＤＰ 对腺苷酸环化酶的抑制作用ꎬ促进环

磷酸腺苷(ｃＡＭＰ)依赖的舒血管物质刺激磷酸蛋白

( ＶＡＳＰ) 的磷酸化ꎬ间接抑制膜糖蛋白 ＧＰⅡｂ / Ⅲａ
受体与纤维蛋白原结合ꎬ阻断了由释放的 ＡＤＰ 引起

的血小板活化的扩增ꎬ从而抑制血小板相互聚

集[１]ꎮ 目前ꎬ有关氯吡格雷抵抗尚无明确且被普遍

接受的标准ꎬ通常认为应该包括临床事件和实验室

检查两方面含义ꎮ 国际上多通过测定血小板聚集

率来定义实验性氯吡格雷抵抗ꎬ不同研究者定义氯

吡格雷抵抗的血小板抑制率略有差别ꎮ 目前多采

用 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤＰ 诱导的血小板聚集率基础值(用
药前)与用药后差值<１０％为氯吡格雷抵抗ꎬ１０％ ~
２９％为不完全抵抗ꎬ>３０％为敏感ꎮ 但是ꎬ由于采用

测量血小板聚集度的技术方法不同、致聚剂及浓度

不同及比较时间不同等影响因素ꎬ在各个试验中报

道的氯吡格雷抵抗发生率差异较大ꎬ一般在 ４％ ~
４４％之间[２￣３]ꎮ 目前ꎬ用于检测血小板聚集率的实验

室方 法 也 是 多 种 多 样[４]: 透 光 率 集 合 度 测 定

(ＬＴＡ)、全血血小板聚集性测定(电阻抗法)、血小

板功能分析仪 ( ＰＦＡ￣１００)、 流式细胞仪及 Ｖｅｒｉ￣
ｆｙｎｏｗＰ２Ｙ１２ 分析、血栓弹力图(ＴＥＧ)等ꎬ其中 ＬＴＡ
测定的 ＡＤＰ 诱导的最大血小板聚集率是最常用的

方法ꎮ
当然ꎬ影响氯吡格雷抵抗的因素多种多样ꎬ至

今也未形成统一的标准定义ꎬ其发生机制也尚不明

确ꎮ 研究证实ꎬ糖尿病患者的血小板聚集及活化增

强ꎬ可能与血栓烷素 Ａ２ 和过氧化脂质的过度合成

及血小板活化因子的增多有关[５]ꎬ但其潜在的机制

并不十分清楚ꎮ 血小板的聚集、活化都依赖于 ＡＴＰ
代谢的能量消耗过程ꎬ作为无核细胞的血小板ꎬ其
能量的产生主要来源于线粒体的氧化呼吸ꎬ而血小

板线粒体膜电位(Δψｍ)则是衡量血小板合成 ＡＴＰ
储备能力的指标ꎮ 对于糖尿病患者ꎬ其血小板的过

度激活可能与血液中过多的葡萄糖进入到血小板

内而合成大量 ＡＴＰ 有关ꎮ 所以ꎬ本研究大胆假设:
糖尿病患者血小板活性升高与高血糖致血小板产

生大量 ＡＴＰ 有关ꎬ并因过度激活而致使血小板能量

储备力降低ꎬ试图从能量代谢的角度来探讨合并高

血糖患者血小板活性增强的可能机制ꎮ 现报道

如下ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 病例选择

随机纳入 ２０１５ 年 １０ 月~２０１６ 年 ４ 月收入解放

军总医院心内科诊断为冠心病( ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅꎬ ＣＡＤ)且伴有高血压( ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎬ ＨＰＴ)的

１２２ 例患者(男 ９５ 例ꎬ女 ２７ 例)ꎮ 根据血栓弹力图

( ｔｈｒｏｍｂｅｌａｓｔｏｇｒａｍꎬ ＴＥＧ) 中 ＡＤＰ 途径抑制率的

５０％为界限ꎬ将患者分为氯吡格雷低反应组( ｌｏｗ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ＬＲＧ) 和氯吡格雷反应组 ( ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｇｒｏｕｐꎬ ＲＧ)ꎮ 最后成功取样进入实验的 ＬＲＧ 中合

并高血糖患者 １９ 例(合并高血糖组)ꎬ男 １３ 例ꎬ女 ６
例ꎻＲＧ 中无糖尿病并此次入院糖耐量试验正常者

２０ 例(无高血糖组)ꎬ男 １２ 例ꎬ女 ８ 例ꎮ
合并高血糖组入选标准:血糖异常者包括已明确

诊断为 ２ 型糖尿病、长期接受口服降糖药或胰岛素治

疗的患者ꎬ及此次入院糖耐量实验结果示空腹血糖受

损(空腹血糖≥６.１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 糖负荷后 ２ ｈ 血糖≤
７.８ ｍｍｏｌ / Ｌ)或糖耐量异常(空腹血糖≤６.１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
糖负荷后 ２ ｈ 血糖≥７.８ ｍｍｏｌ / Ｌ)的患者ꎮ 无高血糖组

６２０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



患者空腹血糖、餐后血糖及糖化血红蛋白均处于正常

范围内ꎬ即空腹血糖( ｆａｓｔ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＦＢＧ) <６.１
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ餐后血糖(ｐｏｓｔｌｐｒａｎｄｉａｌ ｐｌａｍａ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＰＰＧ)<
７.８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ糖化血红蛋白(ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃꎬ
ＨｂＡ１ｃ)<６.０％ꎮ

排除标准:合并明显的糖尿病并发症:糖尿病

神经病变ꎬ糖尿病视网膜病变ꎬ糖尿病肾病(每天尿

排泄蛋白>３０ ｍｇ)ꎬ糖尿病足ꎬ合并感染等ꎮ
１.２　 仪器、试剂及配剂

高速低温离心机(Ｓｉｇｍａ ３Ｋ￣１８ꎬ美国)ꎻ核酸蛋

白测定仪(ＰｈａｒｍａｃｉａꎬＡｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ瑞典)ꎻ
血细胞分析仪(ＢＣ￣３０００ Ｐｌｕｓꎬ迈瑞ꎬ中国)ꎻ－８０℃冰

箱(ＭＤＦ￣Ｕ５３ＶꎬＳＡＮＹＯ Ｅｌｅｃｔｒｉｃꎬ日本)ꎻ恒温振荡器

(Ｈ２Ｓ￣Ｈ 水浴振荡器ꎬ东联电子技术开发有限公司ꎬ
中国)ꎻ生物发光检测仪(Ｃｅｎｔｒｏ / ＣｅｎｔｒｏＸＳ３ＬＢ９６０ꎬ
ＢＥＲＴＨＯＬＤꎬ德国)ꎻ９６ 孔板(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ９６ꎬ德国)ꎻ
流式细胞仪(ＦＡＣＳ ＣａｌｉｂｕｒꎬＢＤꎬ美国)ꎮ

血小板洗液:１４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液ꎬ１５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＨＥＰＥＳ 缓 冲 液 ( ｐＨ ７. ４)ꎬ ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ
５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖溶液ꎮ 血小板孵育液:２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ￣
ＨＥＰＥＳ 缓冲液 ( ｐＨ ７. ４)ꎬ１４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液ꎬ
５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ 溶液ꎬ２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液

(ｐＨ ７.４)ꎮ 线粒体染色剂:ＪＣ￣１ (５ꎬ ５′ꎬ ６ꎬ ６′ ￣ Ｔｅｔｒａ￣
ｃｈｌｏｒｏ￣１ꎬ １′ꎬ ３ꎬ ３′￣ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌ￣ｉｍｉｄａｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅꎬ
Ｓｉｇｍａꎬ Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓꎬ ＵＳＡ)用二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)溶液配

成 １ ｇ / Ｌ 的浓度ꎮ ＡＴＰ 检测试剂盒(ＥＮＬＩＴＥＮ ＡＴＰ
Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ ＦＦ２０００ꎬ Ｐｒｏｍｅｇａꎬ 美国)ꎮ
１.３　 标本采集

所有患者均于 ＰＣＩ 术后第 ２ 日ꎬ使用 ＢＤ 公司

ＥＤＴＡ￣Ｋ２ 抗凝管(ＢＤ Ｆｒａｎｋｌｉｎ Ｌａｋｅｓ ＮＪꎬＵＳＡ)采静

脉血 ６ ｍＬꎬ于常温下 ２ ｈ 内分离纯化血小板ꎬ即富血

小板血浆(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａꎬＰＲＰ)保存于－８０℃冰

箱待用ꎮ
１.４　 分离纯化血小板

常温下采取新鲜 ＥＤＴＡ 抗凝全血ꎬ置于 ４℃ 低

温离心机ꎬ１５０ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清于 ４℃ ５００ ｇ 离

心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ将所得沉淀用等量血小板洗液重

悬ꎬ４℃ ５００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ再次用等量血小板洗液

重悬ꎬ取少量 ＰＲＰ 测血小板计数及蛋白浓度[６]ꎮ
１.５　 维持血小板稳态

取约含 ０.７~０.８ ｍｇ 蛋白的 ＰＲＰꎬ加入一定量血

小板孵育液使液体终体积为 １.５ ｍＬꎬ置于 ３７℃水浴

恒温振荡器中ꎬ以 １００ ｃｙｃｌｅｓ / ｍｉｎ 速度孵育 ３０ ｍｉｎꎮ

置于－８０℃冰箱保存待用(最多 １ 周)ꎬ待收集完足

够样本量ꎮ
１.６　 提取血小板 ＡＴＰ

取 ０.５ ｍＬ ＰＲＰ 加入冰浴 ＥＰ 管ꎬ０℃ １２０００ ｇ 离

心 １ ｍｉｎꎬ取絮状沉淀加 ０.１ ｍＬ 双蒸馏水重悬ꎬ沸水

煮 ３ ｍｉｎ 去蛋白ꎬ再次 １２０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ取上清测

ＡＴＰ 含量ꎮ
１.７　 生物发光法测血小板 ＡＴＰ 含量(避光)

制备 ＡＴＰ 标准曲线:加 １０ μＬ 无 ＡＴＰ 水到含

１００ μＬ 荧光素酶的板孔测 ＡＴＰ 背景值ꎬ再分别测

１×１０－１１ ｍｏｌ / Ｌ ~ １× １０－７ ｍｏｌ / Ｌ 浓度的 ＡＴＰ 标准品

(各 １０ μＬ 加到含 １００ μＬ 荧光素酶的板孔)对应的

相对光强度值(ＲＬＵ)ꎬ绘制标准曲线[７]ꎮ
测各样本血小板 ＡＴＰ 对应的 ＲＬＵ:取提取完

ＡＴＰ 的各样本 １０ μＬ 分别加入到含 １００ μＬ 荧光素

酶的板孔ꎮ
１.８　 流式细胞仪测线粒体膜电位(Δψｍ)

暗室中ꎬ取 ２ μＬ 浓度为 １ ｇ / Ｌ ＪＣ￣１ 用 ＰＢＳ 稀

释ꎬ加入到一定量 ＰＲＰ 中ꎬ使血小板计数调整为 １.６
×１０１１个 / Ｌ(终体积为 １.５ ｍＬ)ꎬ常温孵育 ２０ ｍｉｎꎮ
流式细胞仪参数设置 ＦＬ１ ＰＭＴ 为 ５２５ＢＰꎬ ＦＢＬ２
ＰＭＴ 为 ５７５ＢＰ [８]ꎮ
１.９　 数据分析

根据 ＡＴＰ 标准品测定 ＲＬＵ 绘制标准曲线ꎬ结
合各样本所得 ＲＬＵ 值计算各样本 ＡＴＰ 含量ꎮ 采用

ＦＣＳ ＥＸＰＲＥＳＳ Ｖ３ 软件对流式细胞仪测得数据分

析:用左上象限与右下象限的比值来表示线粒体的

去极 化 状 态ꎬ 即 线 粒 体 膜 电 位 ( Δψｍ )ꎮ 采 用

ＳＰＳＳ１７.０ 统计软件ꎬ对两组参数进行正态性检验ꎬ
并对两样本计数资料采用 χ２ 检验ꎬ计量资料采用两

独立样本 ｔ 检验(计数资料采用率和百分比表示ꎬ计
量资料以 ｘ±ｓ 表示)ꎮ 采取多变量线性逐步回归分

析血小板 ＡＴＰ 含量及 Δψｍ 分别与其他变量之间的

相关性ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 基线资料

两组患者在性别、年龄、体质指数、血脂、血脂

蛋白、血小板含量及其形态方面差异无显著性ꎬ而
合并高血糖组患者虽长期接受口服降糖药或胰岛

素治疗ꎬ空腹血糖及 ＨｂＡｌｃ 均明显高于无高血糖组

(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎮ
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表 １. 两组患者基线资料比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｄａｔａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
(ｘ±ｓ)

指标
合并高血糖组

(ｎ＝ １９)
无高血糖组
(ｎ＝ ２０) Ｐ 值

男 /女 １３ / ６ １２ / ８ ０.５９５
年龄(岁) ５９.０５±８.４１ ６１.６５±７.９９ ０.３２９
ＢＭＩ(ｋｇ / ｍ２) ２５.８９±３.２４ ２５.１５±３.４０ ０.４９２
ＦＰＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ６.９０±１.４５ ５.６５±１.１４ ０.００５
ＨｂＡｌｃ(％) ７.７２±１.３１ ５.３５±１.１４ ０.０００
ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.４９±０.４３ １.５６±０.８３ ０.７７６
ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ３.７０±１.０７ ３.８７±０.８９ ０.５９２
ＨＤＬＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.９３±０.２２ １.０４±０.２９ ０.２１７
ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.２６±０.９４ ２.３１±０.６７ ０.８４８
ＰＬＴ(×１０９ 个 / Ｌ) ２０５.８９±８２.７３ １８８.６５±３２.９３ ０.４０６
ＭＰＶ(ｆＬ) １０.１１±１.６１ ９.９±１.４４ ０.６８５

２.２　 计算血小板 ＡＴＰ 含量和 Δψｍ
根据检测试剂盒中 ＡＴＰ 标准品测定对应荧光

强度值绘制 ＡＴＰ 标准曲线ꎬ由 ＳＰＳＳ１７.０ 统计软件

计算出线性回归方程:Ｙ (ＡＴＰ 含量) ＝ ( ９. ９８６ ×
１０－１４)× Ｘ(ＲＬＵ)ꎮ 将所测各标本 ＲＬＵ 代入方程计

算出 ＡＴＰ 浓度值ꎮ 血小板 Δψｍ 由流式细胞仪分析

图的左上象限荧光百分比与右下象限荧光百分比

的比值计算得出[８]ꎬ见图 １ꎮ

图 １. 两组流式细胞仪分析典型 Δψｍ 图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ
Δψｍ ｆｉｇｕｒｅ

２.３　 两组血小板 ＡＴＰ 含量及 Δψｍ 差异性分析

从图 ２ 可见ꎬ合并高血糖组血小板较无高血糖

组生产更多的 ＡＴＰ(４.３６９±２.１７４ ｍｍｏｌ / ｇ 比 １.６２８±
０.４５２ ｍｍｏｌ / ｇꎻ Ｐ<０.００１)ꎻ前者血小板线粒体膜电

位明显低于后者(０.４８４±０.１１８ 比 ２.３８１±０.１９４ꎻ Ｐ<
０.００１)ꎮ

图 ２. 两组血小板 ＡＴＰ 含量和 Δψｍ 散点分布图　 　 ■为无

高血糖组ꎻ▲为合并高血糖组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ Δψｍ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

２.４　 血小板 ＡＴＰ 含量及 Δψｍ 同各基线参数相关性

分析

在性别、 年龄、 体质指数 ( ＢＭＩ)、 空腹血糖

(ＦＰＧ)、糖化血红蛋白(ＨｂＡｌｃ)、甘油三脂(ＴＧ)、总
胆固醇(ＴＣ)、高密度脂蛋白(ＨＤＬＣ)、低密度脂蛋

白(ＬＤＬＣ)、血小板含量(ＰＬＴ)及平均血小板体积

(ＭＰＶ)各参数中ꎬＨｂＡｌｃ 与血小板 ＡＴＰ 含量呈正相

关(β ＝ １.２３５ꎻ Ｐ ＝ ０.０００)ꎬ与 Δψｍ 呈负相关(β ＝
－０.５４ꎻ Ｐ ＝ ０.０００)ꎮ 虽 Δψｍ 与患者年龄呈正相关

(β＝ ０.０３ꎻ Ｐ ＝ ０.００６)ꎬ但较 ＨｂＡｌｃ 而言其相关性并

非十分显著(表 ２ꎬ表 ３)ꎮ

３　 讨　 论

与文献[９￣１０]研究结果一样ꎬ本研究并未发现

合并高血糖的患者在血小板计数、血小板平均容积

等形态学参数方面同血糖正常患者有显著性差异ꎮ
也同样和文献[１１￣１５]研究结果一样ꎬ高血糖患者更

８２０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



表 ２. 血小板 ＡＴＰ 含量与各参数相关性多元逐步回归分析

结果

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ＡＴＰ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ

项　 目 β 值 标准化 β 值 ｔ 值 Ｐ 值

常量 －５.０６６ — －７.９９８ ０.０００
ＨｂＡｌｃ １.２３５ ０.９０６ １３.００８ ０.０００

表 ３. 血小板 Δψｍ 与各参数相关性多元逐步回归分析结果

Ｔａｂｌｅ ３. Ｐｌａｔｅｌｅｔ Δψｍ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

项　 目 β 值 标准化 β 值 ｔ 值 Ｐ 值

常量 ３.１４８ — ４.４９９ ０.０００
ＨｂＡｌｃ －０.５４０ －０.８４０ －９.５８７ ０.０００
年龄 ０.０３０ ０.２５３ ２.８９１ ０.００６

易发生氯吡格雷抵抗ꎮ 从本研究结果显示ꎬ高血糖

对血小板活性的影响主要表现在高聚集、高活化等

功能障碍方面ꎮ
线粒体是血小板产生能量的主要场所ꎬ也是血

小板激活、黏附、聚集等实现活化的主要能量来源ꎮ
因此ꎬ血糖在血小板内氧化磷酸化产生过量 ＡＴＰ 可

能与合并高血糖患者血小板的过度激活相关ꎮ 本

研究证实ꎬ合并高血糖患者较无高血糖组血小板内

合成较多的 ＡＴＰꎬ且仅与糖化血红蛋白呈正相关ꎮ
因此ꎬ高血糖是血小板产生大量 ＡＴＰ 的关键性因

素ꎮ 众所周知ꎬ葡萄糖在细胞胞浆内经糖酵解产生

乙酰辅酶 Ａ 进入线粒体内进行氧化磷酸化ꎬ最终产

出大量 ＡＴＰ 直接供能ꎮ Ｍｉｃｈｎｏ 等[１６] 研究指出ꎬ血
小板内乙酰辅酶 Ａ 的大量蓄积可能会导致线粒体

产生大量 ＡＴＰꎮ Ｈｅｐｔｉｎｓｔａｌｌ 等[１７] 报道ꎬ激活合成乙

酰辅酶 Ａ 的关键酶可使糖尿病患者血小板合成乙

酰辅酶 Ａ 增加近 ８６％ꎮ 本研究合并高血糖组较无

高血糖组血小板 ＡＴＰ 含量增高 ８６.６％ꎬ接近于 Ｈｅｐ￣
ｔｉｎｓｔａｌｌ 等[１７]报道的乙酰辅酶 Ａ 增加的比例ꎮ 由此

推出ꎬ在合并高血糖的冠心病高血压患者身上表现

出血小板高活性氯吡格雷抵抗现象的根本原因不

是血脂或其他因素的影响ꎬ而是高血糖ꎮ
本研究采用 ＪＣ￣１ 染剂ꎬ运用流式细胞技术来量

化血小板线粒体膜电位ꎬ同血浆膜电位相比更具特

异性ꎮ 因为 ＪＣ￣Ｉ 是反映线粒体膜蓄积电位的碱性

阳离子染剂ꎬ主要依据红绿荧光比计算线粒体膜电

位ꎬ不受线粒体大小、形状及细胞内密度的影响[１８]ꎮ
所以更能客观的反映血小板线粒体膜电位的变化ꎮ

线粒体是细胞的动力工厂ꎬ是促进细胞能量转

换的细胞器和中心ꎬ在氧化呼吸的过程中形成膜电

位ꎮ 线粒体膜电位由线粒体膜两侧质子梯度产生ꎬ
ＡＴＰ 合成酶则利用跨膜质子梯度能量合成 ＡＴＰ [１９]ꎮ
因此ꎬ正常的线粒体膜电位是维持线粒体氧化磷酸

化、产生 ＡＴＰ 的前提ꎬ是保持线粒体功能所必须的ꎮ
血小板线粒体膜电位的高低反映血小板能量

储备力的大小ꎮ 本研究中ꎬ虽然合并高血糖组血小

板 ＡＴＰ 含量较无高血糖组显著增加ꎬ但线粒体膜电

位却显著低于无高血糖组ꎬ且与糖化血红蛋白呈显

著负相关ꎬ而线粒体膜电位降低是细胞凋亡早期的

不可逆事件[２０]ꎬ为凋亡的特征性改变[２１]ꎮ 说明高

血糖患者血小板提前进入程序性调亡期ꎬ寿命相对

缩短ꎮ
由此推断ꎬ合并高血糖患者出现血小板提早凋

亡的现象是否促进了骨髓生产大量血小板的代偿ꎬ
而加剧了机体对抗血小板药物抵抗的发生? 本研

究单一ꎬ样本量小ꎬ需进一步大样本研究来明确此

推断ꎮ
目前ꎬ随着普拉格雷、替格瑞洛等新一代 ＡＤＰ

受体拮抗剂的出现ꎬ使患者血小板的反应性显著降

低ꎬ明显减少心血管不良好事件的发生率[２２]ꎮ 因

此ꎬ对于极易发生氯吡格雷抵抗的这部分合并高血

糖的心血管病患者来说ꎬ可以选用药物抵抗发生率

小的新一代 ＡＤＰ 受体拮抗剂ꎮ
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