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[摘　 要] 　 目的　 探讨核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)炎性小体与冠心病(ＣＨＤ)的临床相关性ꎮ
方法　 入选符合纳入标准的冠心病患者 ６０ 例及对照者 ３０ 例ꎮ 收集所有研究对象的性别、年龄、吸烟史、体重指数

(ＢＭＩ)、平均动脉压(ＭＡＰ)、空腹血糖(ＦＰＧ)、糖化血红蛋白(ＨｂＡ１ｃ)、血脂等临床资料ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法分别检测各组外周血单个核细胞(ＰＢＭＣ)中 ＮＬＲＰ３、凋亡相关微粒蛋白(ＡＳＣ)、半胱氨酸蛋白酶 １(Ｃａｓｐａｓｅ￣
１)的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平ꎬＥＬＩＳＡ 法检测各组血浆中白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)、白细胞介素 １８( ＩＬ￣１８)水平ꎮ 应用

ＳＰＳＳ２０.０ 软件进行统计分析ꎮ 结果　 ＰＢＭＣ 中 ＡＳＣ ｍＲＮＡ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 表达水平及血浆 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 水

平在冠心病组明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 及其 ｍＲＮＡ 在各组分别进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析

显示ꎬＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ 在冠心病组均与 ＩＬ￣１８ 呈正相关( ｒ 分别为 ０.３２７ 和 ０.２７４ꎬＰ<０.０５)ꎻＡＳＣ 在

冠心病组与年龄、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 呈正相关( ｒ 分别为 ０.３７０、０.４６７、０.４０３ꎬＰ<０.０５)ꎻＣａｓｐａｓｅ￣１ 在冠心病组与吸烟、ＩＬ￣１８
呈正相关( ｒ 分别为 ０.６１３ 和 ０.４１４ꎬＰ<０.０５)ꎮ 结论　 以 ＮＬＲＰ３ 炎性小体为中心的 ＮＬＲＰ３￣ＡＳＣ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣１￣ ＩＬ￣１β /
ＩＬ￣１８ 信号通路可能在冠心病的发生发展过程中发挥着重要作用ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ５４１.４ [文献标识码] 　 Ａ

Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ
ＨＵ Ｌｏｎｇ￣Ｊｉａｎｇ１ꎬ ＺＨＯＵ Ｙｉｎ￣Ｐｉｎ１ꎬ ＣＡＯ Ｙｕｎ￣Ｌａｎ２ꎬ ＬＶ Ｚｈａｎ３ꎬ ＬＡＮ Ｙｕｎ￣Ｊｉｎｇ１ꎬ ＮＩＮＧ Ｌｉｎ１ꎬ ＸＩＡＮＧ Ｌｉ￣Ｑｕａｎ１ꎬ
ＸＩＡＯ Ｐｅｎｇ１

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ｆｕｌｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｃｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０８０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ２.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉ￣
ｏｌｏｇｙꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｇｕｉｙａｎｇꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ ５５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ３.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ ６３７０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ＮＬＲＰ３ꎻ　 Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅꎻ　 Ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８ꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３(ＮＬＲＰ３) ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ(ＣＨＤ). 　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ６０ ＣＨＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ３０ ｃｏｎｔｒｏｌｓ
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ＣＡＲＤ (ＡＳＣ) ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ(ＰＢＭＣ) ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β(ＩＬ￣１β) ａｎｄ ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８(ＩＬ￣１８) ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ.　 Ａｌｌ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＰＳＳ２０.０ ｓｏｆｔｗａｒｅ.　 　
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＳＣ ｍＲＮＡꎬ ＮＬＲＰ３ꎬ ＡＳＣꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｉｎ ＰＢＭＣ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣１βꎬ ＩＬ￣１８ ｉｎ ＣＨＤ
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ａｎｄ ０.２７４(Ｐ＝ ０.０３１)ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＡＳＣ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅꎬ ＩＬ￣１８ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ＣＨＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒ￣
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ０.３７０(Ｐ＝ ０.０２４)ꎬ ０.４０３(Ｐ＝ ０.０２７) ａｎｄ ０.４６７(Ｐ＝ ０.００９) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｋｉｎｇ ａｎｄ ＩＬ￣１８ ｉｎ ＣＨＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ０.６１３(Ｐ ＝ ０.０００) ａｎｄ ０.４１４ (Ｐ ＝
０.０２３) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＮＬＲＰ３￣ＡＳＣ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣１￣ＩＬ￣１β / ＩＬ￣１８ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｃｅｎｔｅｒｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＣＨＤ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)导致的致死

性心血管疾病已严重威胁人类健康ꎬ我国每年约有

３５０ 万人死于心血管疾病ꎬ随着对 Ａｓ 发病机制研究

的逐步深入ꎬ除传统的危险因素如糖尿病、高血脂、
高血压等外ꎬ炎症免疫因素在 Ａｓ 发生发展过程中具

有重要作用的观点已经被广泛认可ꎬ但对其具体作

用机制仍存在争议[１]ꎮ 固有免疫系统是机体第一

道防御屏障ꎬ在清除外来病原体及产生适应性免疫

应答方面具有至关重要的作用ꎮ 核苷酸结合寡聚

化结构域样受体蛋白 ３(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＮＬＲＰ３)炎症小

体在心血管疾病中的作用是当前研究的热点[２￣４]ꎬ
它是机体的固有免疫反应途径之一ꎬ是炎症￣免疫的

桥梁ꎬ能引起促炎因子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 的成熟和释

放ꎬ维持和激发固有和适应性免疫ꎬ抵御细菌和病

毒感染ꎬ维持细胞生存ꎬ发挥细胞和机体保护作用ꎬ
从而在非感染性炎症疾病的发病中起重要作用[１]ꎻ
但炎症小体产生过多ꎬ存在时间过长ꎬ炎症和细胞

因子的过量表达和持续作用ꎬ则可造成细胞的炎症

坏死ꎬ引起慢性炎症、组织损伤和细胞死亡ꎬ产生多

种疾病如冠心病(ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＨＤ)ꎮ 本

研究观察冠心病患者外周血单个核细胞(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬＰＢＭＣ)中 ＮＬＲＰ３ 炎性小体

组成分子的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达情况及血浆白细胞

介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)、白细胞介素 １８( ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８ꎬＩＬ￣１８)的水平变化ꎬ进一步探讨 ＮＬＲＰ３
炎性小体与冠心病的临床相关性ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 临床资料

在重庆市涪陵中心医院健康体检中心收集健

康对照者 ３０ 例ꎬ其中男性 １６ 例ꎬ女性 １４ 例ꎬ平均年

龄(５９.４０±８.８０)岁ꎬ符合无典型劳力型心绞痛等心

肌缺血主诉ꎬ经冠状动脉造影排除冠心病ꎬ肝、心、
肾、肺检查均正常ꎬ排除急性和慢性感染性疾病、肿
瘤、自身免疫性疾病、痛风、近期创伤、正在使用抗

炎药物者及代谢性疾病ꎬ排除有生育能力的妇女及

妊娠试验阳性者ꎬ排除家族中有传染病及遗传病史

者ꎮ 心血管内科收集冠心病患者 ６０ 例ꎬ其中男性

４１ 例ꎬ女性 １９ 例ꎬ平均年龄(５８.８０±８.７５)岁ꎬ均经

冠状动脉造影证实ꎬ包括稳定型心绞痛 ( ｓｔａｂｌｅ
ａｎｇｉｎａ ｐｅｃｔｏｒｉｓꎬ ＳＡＰ ) １６ 例ꎬ 不 稳 定 型 心 绞 痛

(ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｎｇｉｎａ ｐｅｃｔｏｒｉｓꎬＵＡＰ)３３ 例ꎬ急性心肌梗死

(ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬＡＭＩ)１１ 例ꎬ排除移植血

管病变者ꎬ排除严重慢性并发症如心、肝、肾功能不

全及急性和慢性感染性疾病、肿瘤、自身免疫性疾

病、痛风、近期创伤、正在使用抗炎药物者及代谢性

疾病ꎬ排除有生育能力的妇女及妊娠试验阳性者ꎮ
所有冠心病患者均予以硝酸酯类、血管紧张素转换

酶抑制剂、β 受体阻滞剂、调脂剂、抗血小板药物等

常规治疗ꎬ急性心肌梗死患者加用低分子肝素抗凝

治疗ꎮ 所有操作程序由涪陵中心医院伦理委员会

批准ꎬ所有入选对象均已对本研究内容知晓并签署

知情同意书ꎮ
１.２　 主要试剂

人淋巴细胞分离液购自北京达科为生物技术

有限公司ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 及 ＩＰ 细胞裂解液、ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液、ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒购自上海碧云天生物有限公

司ꎮ ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 试剂盒、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ荧光定量试剂盒均购

自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎮ ａｎｔｉ￣ＮＬＲＰ３ 抗体、ａｎｔｉ￣ＴＭＳ１ 抗体、
ａｎｔｉ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 抗体均购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 人 ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣１８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海广锐生物科技有限

公司ꎮ
１.３　 基本资料及临床生化资料采集

收集所有研究对象的性别、年龄、吸烟史、血
压、身高、体重ꎬ并求出体重指数( ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ
ＢＭＩ)、平均动脉压(ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＭＡＰ)ꎬ所
有研究对象入院后隔夜空腹 ８ ｈ 以上ꎬ次日清晨空

腹抽取肘静脉血 ２０ ｍＬꎬ取 ２ ｍＬ 全血离心获得血浆

后置－８０℃冰箱备用ꎬ剩余全血利用 Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｈｙｐａｑｕｅ
密度梯度分离法分离人 ＰＢＭＣ 备用ꎮ 在我院检验

科检测所有入选对象的空腹血糖 ( ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬＦＰＧ)、甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、总胆固

醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、高密度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)、低密度脂蛋白

２８２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ)、极
低密度脂蛋白胆固醇 ( ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＶＬＤＬＣ)、糖化血红蛋白(ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｈｅ￣
ｍｏｇｌｏｂｉｎꎬＨｂＡ１ｃ)等生化资料ꎮ
１.４　 ＲＮＡ 提取及逆转录

根据 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 试剂盒说明书提取人 ＰＢＭＣ 总

ＲＮＡꎬ采用分光光度仪定量及检测纯度ꎬ符合要求后ꎬ
利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 将提取的总 ＲＮＡ 进

行逆转录ꎬ合成 ｃＤＮＡꎬ操作严格按试剂盒说明书进

行ꎮ 引物序列为 ＮＬＲＰ３ 上游 ５′￣ＡＡＡＧＣＣＡＡＧＡＡＴＣ￣
ＣＡＣＡＧＴＧＴＡＡＣ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＴＧＣＣＴＣＧＣＡＧＧＴＡＡＡＧ￣
ＧＴ￣３′ꎻ凋亡相关微粒蛋白(ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ￣
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣＡＲＤꎬＡＳＣ) 上游 ５′￣ＧＧＡＴ￣
ＧＣＴＣＴＧＴＡＣＧＧＧＡＡＧＧ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＣＧＣＡＴＣＴＴＧＣＴＴ￣
ＧＧＧＴＴＧ￣３′ꎻ半胱氨酸蛋白酶 １(ｃａｓｐａｓｅ￣１)上游 ５′￣
ＡＧＧＣＡＴＧＡＣＡＡＴＧＣＴＧＣＴＡＣＡＡ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＴＧＴＧ￣
ＣＡＡＡＴＧＣＣＴＣＣＡＧＣＴＣ￣３′ꎻ 内 参 ＧＡＰＤＨ 上 游 ５′￣
ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＧＴＡＧＡＧ￣
ＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ￣３′ꎻ由 Ｔａｋａｒａ 公司合成ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应

采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ荧光定量试剂盒

进行实时定量 ＰＣＲ 反应ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ反
应体系参照说明书ꎬ反应条件为 ９５℃ ３０ ｓꎬ９５℃ ５
ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ５０ 个循环ꎮ 每个待测基因设置 ３ 个复

孔ꎬ反应结束后ꎬ确认每个 ＰＣＲ 反应的扩增及溶解

曲线ꎬ记录反应管中的荧光信号到达所设定阈值时

经历的循环数ꎬ即 Ｃｔ 值ꎬ根据 Ｃｔ 值计算目的基因的

相对 表 达 量: △Ｃｔ ＝ Ｃｔ目的基因 － ＣｔＧＡＰＤＨꎬ △△Ｃｔ ＝
△Ｃｔ病例组－△Ｃｔ对照组ꎮ 病例组目的基因 ｍＲＮＡ 的表

达量即为对照组的 ２－△△Ｃｔ倍ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 及 ＩＰ 细胞裂解液提取人 ＰＢＭＣ
总蛋白ꎬ并采用 Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ(ＢＣＡ)法测定蛋

白浓度ꎮ 取 ４０ μｇ 总蛋白进行 ８％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶

电泳(条件:８０ Ｖ ３０ ｍｉｎꎬ１００ Ｖ ６０ ｍｉｎ)ꎬ转膜ꎬＢＳＡ￣
ＴＢＳ 封闭液封闭 ４ ｈꎬ分别配制目的蛋白 ＮＬＲＰ３
(１ ∶ １００)、ＡＳＣ(１ ∶ １０００)、Ｃａｓｐａｓｅ￣１(２.５ ｍｇ / Ｌ)及
内参蛋白 ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ５００)的一抗稀释液ꎬ４℃孵育

过夜ꎬ次日洗膜 ５ 次ꎬ加入辣根过氧化物酶标记二抗

(１ ∶ ５０００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ洗膜 ６ 次后使用凝胶成

像分析系统扫描蛋白条带ꎬ以目的蛋白与内参 ＧＡＰ￣
ＤＨ 的比值作为蛋白相对表达量ꎮ 实验重复 ３ 次ꎬ
取均值ꎮ
１.７　 ＥＬＩＳＡ 检测

采用人 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测各组血

浆 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 浓度ꎬ严格参照说明书操作ꎮ
１.８　 统计学处理

统计分析采用 ＳＰＳＳ２０.０ 软件ꎬＰ<０.０５ 为差异

有统计学意义ꎮ 计量资料均进行正态分布及方差

齐性检验ꎬ符合正态分布者ꎬ以 ｘ±ｓ 表示ꎬ不符合正

态分布者ꎬ以中位数±四分位间距(Ｍ±ＱＵ￣Ｌ)表示ꎻ
正态分布、方差齐ꎬ两两比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ
偏态分布、方差不齐ꎬ各组指标差异性研究采用非

参数 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验进行两两比较ꎻ偏态分

布资 料 与 其 它 变 量 之 间 的 相 关 性 分 析 采 用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关ꎻ计数资料均采用 χ２ 检验ꎮ

２　 结　 果

２.１　 基本情况及血糖、血脂、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 水平

冠心病组与对照组性别、 吸烟、 年龄、 ＢＭＩ、
ＦＰＧ、ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬＣ、 ＶＬＤＬＣ 差异无显著性 ( Ｐ >
０.０５)ꎻＭＡＰ、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 在冠心病组高于对照组ꎬ
ＨＤＬＣ 在冠心病组低于对照组ꎬ差异均有显著性意

义(Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 冠心病组与对照组间基本情况及血糖、血脂、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣１８ 水平比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓꎬＩＬ￣１βꎬＩＬ￣１８ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｌ ｄａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＣＨＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

变　 量 对照组(ｎ＝ ３０) 冠心病组(ｎ＝ ６０)

男 /女(例) １６ / １４ ４１ / １９
吸烟[例(％)] ５(１６.７) ２１(３０.０)
年龄(岁) ５９.４０±８.８０ ５８.８０±８.７５
ＢＭＩ(ｋｇ / ｍ２) ２４.２４±２.５５ ２４.７３±３.５５
ＭＡＰ(ｍｍＨｇ) ９０.８３±１１.６４ ９８.６２±１３.１０ａ

ＦＰＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.７０±０.６３ ４.７４±０.６１
ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.２９±０.５５ １.４９±０.７６
ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.２７±１.０５ ４.２９±１.２９
ＨＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.２４±０.３０ １.１０±０.２６ａ

ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.７３±０.８６ ２.８７±１.１０
ＶＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.５９±０.２５ ０.６８±０.３４
ＩＬ￣１β(ｎｇ / Ｌ) １２.５３±２.７９ ２５.２９±２.４２ａ

ＩＬ￣１８(ｎｇ / Ｌ) ５０.０２±１０.１８ ９９.９２±１２.８６ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

２.２　 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

冠心病组 ＡＳＣ ｍＲＮＡ 在 ＰＢＭＣ 中的表达较对

照组显著升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而
ＮＬＲＰ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达两组间差异无显
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著性 ( Ｐ > ０. ０５ꎻ图 １)ꎻ冠心病组患者中 ＡＭＩ 组

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ ｍＲＮＡ 在 ＰＢＭＣ 中的表达较 ＳＡＰ 组及

ＵＡＰ 组升高ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ< ０. ０５)ꎬ但
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ 表达三组间差异无显著性 ( Ｐ >
０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 １. 冠心病组与对照组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ 表

达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ꎬＡＳＣ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣１
ｉｎ ＣＨＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ２. 冠心病不同临床类型 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ
表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＳＡＰ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＵＡＰ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ꎬＡＳＣ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣１
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＣＨＤ

２.３　 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的蛋白表达水平

冠心病组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 在 ＰＢＭＣ 中

的蛋白表达均较对照组升高ꎬ差异均有显著性意义

(Ｐ < ０. ０５ꎻ 图 ３)ꎮ 冠心病患者中 ＡＭＩ 组 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 在 ＰＢＭＣ 中的蛋白表达均较 ＳＡＰ 组及

ＵＡＰ 组升高ꎬ差异均有显著性意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 及其 ｍＲＮＡ 水平与年

龄、吸烟、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 等变量的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析

ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ 在冠心病组

均与 ＩＬ￣１８ 呈正相关( ｒ 分别为 ０.３２７ 和 ０.２７４ꎬＰ<
０.０５)ꎻＡＳＣ 在冠心病组与年龄、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 呈正相

关( ｒ 分别为 ０.３７０、０.４６７、０.４０３ꎬＰ<０.０５)ꎻＣａｓｐａｓｅ￣１
在冠心病组与吸烟、ＩＬ￣１８ 呈正相关( ｒ 分别为 ０.６１３
和 ０.４１４ꎬＰ<０.０５)(表 ２)ꎮ

图 ３. ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１蛋白表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＳＡＰ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＵＡＰ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ꎬＡＳＣ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣１

表 ２. 两组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 及其 ｍＲＮＡ 与各变量

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ꎬ ＡＳＣꎬ Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ
ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＣＨＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

变　 量

对照组

相关
因子

ｒ 值 Ｐ 值

冠心病组

相关
因子

ｒ 值 Ｐ 值

ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ — ＩＬ￣１８ ０.３２７ ０.０１１
ＡＳＣ ｍＲＮＡ — —
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ ＦＰＧ ０.３９４ ０.０３１ ＩＬ￣１８ ０.２７４ ０.０３１
ＮＬＲＰ３ 性别 ０.４２９ ０.０２０ —
ＡＳＣ ＦＰＧ ０.４０５ ０.０２６ 年龄 ０.３７０ ０.０２４

ＩＬ￣１β ０.４６７ ０.００９
ＩＬ￣１８ ０.４０３ ０.０２７

Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ＭＡＰ ０.４４７ ０.０１３ 吸烟 ０.６１３ ０.０００
ＦＰＧ ０.３９６ ０.０３０ ＩＬ￣１８ ０.４１４ ０.０２３

３　 讨　 论

炎症反应是具有血管系统的活体组织对损伤

因子应激的防御反应ꎬ而心血管反应是其中心环

节ꎮ ＮＬＲＰ３ 炎性小体是机体固有免疫系统的一员ꎬ

４８２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



是炎性免疫反应的重要组成部分ꎬ它不仅是炎性反

应的“感受器”ꎬ亦是炎性反应的“调节器”ꎮ 目前

ＮＬＲＰ３ 炎症小体是在心血管领域研究最多的炎症

体ꎬ亦是心血管疾病中研究的热点ꎮ
ＮＬＲＰ３ 炎性小体是由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和无活性的

Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 前体组成的能感受病原入侵或细胞应激

的多蛋白复合体ꎮ 通常情况下 ＮＬＲＰ３ 炎性小体处

于自身抑制状态ꎬ在某种病理条件下ꎬＮＬＲＰ３ 炎性

小体能够通过亮氨酸重复区域( ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓꎬ
ＬＲＲ)识别特定信号病原体相关分子模式(ｐａｔｈｏｇｅｎ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓꎬＰＡＭＰ)或危险相关分子

模式(ｄａｎｇｅｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬＤＡＭＰ)而
被激活ꎬ继而活化 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 等细胞因子ꎬ参与

体内诸多慢性疾病非感染性炎性反应ꎮ 而目前认

为 ＮＬＲＰ３ 炎性小体被激活的主要模式有半通道依

赖途径、溶酶体依赖途径、ＲＯＳ 的依赖途径三种[５]ꎮ
在 ＮＬＲＰ３ 炎性小体组分中ꎬＮＬＲＰ３ 是 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体多种蛋白质成分中最核心的组成部分ꎬ由三个

重要区域组成ꎬ即羧基端的 ＬＲＲꎬ其作用是感受和

识别 ＰＡＭＰ 及 ＤＡＭＰꎻ中间的核苷酸寡聚化结构域

(ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｄｏｍａｉｎꎬＮＡＣＨＴ)ꎬ其作用

是介导 ＮＬＲ 寡聚化并形成炎性小体核心结构ꎻ氨基

端热蛋白结构域( ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎꎬＰＹＤ) 或称 ＣＡＲＤ
(ｃａｓｐｓｓｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｄｏｍａｉｎ)或 ＢＩＲ(ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｕ ｒｅｐｅａｔｓ)ꎬ它是效应结构域ꎬ其作用是起信号

传导作用ꎮ ＡＳＣ 是 ＮＬＲＰ３ 炎性体的衔接蛋白ꎬ氨基

端含有一个与 ＮＬＲＰ３ 相同的 ＰＹＤ 结构域ꎬ羧基端

含有一个与 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 前体相同的 ＣＡＲＤ 募集结构

域ꎬ作为双重衔接蛋白分子ꎬ能够以 ＰＹＤ￣ＰＹＤ 和

ＣＡＲＤ￣ＣＡＲＤ 桥梁的形式将 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 前

体连接起来ꎬ形成 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 前体的相对高浓度ꎬ此
时酶原以水解的方式形成四聚体发生自身活化ꎬ形
成具有酶活性的异二聚体 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ꎬＣａｓｐａｓｅ￣１ 作为

炎性体的效应蛋白ꎬ参与炎性体的形成并在其中被

激活ꎬ并最终激活促炎性细胞因子的前体转化为活

性形式[６￣８]ꎮ
本实验ꎬ我们将 ＰＢＭＣ 分离后ꎬ采用实时荧光

ＰＣＲ 检 测 ＰＢＭＣ 中 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的

ｍＲＮＡ 表达ꎬ发现来源冠心病患者 ＰＢＭＣ 表达衔接

蛋白的 ＡＳＣ ｍＲＮＡ 水平高于对照组ꎬ提示冠心病患

者在转录水平即增加部分 ＮＬＲＰ３ 炎性小体组成分

子的表达ꎬ说明冠心病患者更容易形成 ＮＬＲＰ３ 炎性

蛋白复合体ꎮ 我们进一步提取 ＰＢＭＣ 总蛋白ꎬ并测

定 ＮＬＲＰ３ 炎性小体组成分子相关蛋白即 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 在 ＰＢＭＣ 中的浓度ꎬ并测定血浆 ＩＬ￣

１β、ＩＬ￣１８ 水平ꎬ发现 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 表达水

平及血浆 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 水平均明显高于对照组(Ｐ<
０.０５)ꎬ提示在冠心病患者中ꎬ在固有免疫系统免疫

功能正常发挥中具有重要作用的 ＮＬＲＰ３ 炎性小体

的调控失去平衡ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小体被激活ꎬ导致过

量的促炎细胞因子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 生成ꎬ进一步通过

下游的信号转导通路ꎬ引发一系列炎症瀑布反应ꎬ
参与冠状动脉的炎性损伤ꎮ 为了进一步明确

ＮＬＲＰ３ 炎性小体与冠心病严重性的关系ꎬ本研究对

冠心病患者进行冠状动脉造影后ꎬ根据其临床表现

分组ꎬ 比较不同冠心病类型之间 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 及其 ｍＲＮＡ 在 ＰＢＭＣ 中的表达ꎬ结果发

现ꎬＡＭＩ 组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ ｍＲＮＡ 在 ＰＢＭＣ 中的表达

较 ＳＡＰ 组及 ＵＡＰ 组升高(Ｐ<０.０５)ꎬＡＭＩ 组 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 在 ＰＢＭＣ 中的表达均较 ＳＡＰ 组及 ＵＡＰ 组

升高(Ｐ<０.０５)ꎬ提示冠心病患者病情程度的不同ꎬ
ＮＬＲＰ３ 炎性小体的表达亦有所不同ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小

体可作为冠心病患者心血管病事件的预测因子ꎮ
已有研究证实ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小体及其下游信号通路

激活后将诱导炎症反应和氧化应激[８￣９]ꎬ促进血管

新生内膜形成[１０]ꎬ促进血管平滑肌细胞增殖、迁移

及钙化[１１￣１２]ꎬ促进巨噬细胞脂质沉积、迁移及泡沫

细胞 的 形 成[１３￣１４]ꎬ 导 致 血 管 内 皮 细 胞 功 能 紊

乱[１５￣１６]ꎬ促进血小板的聚集、激活及血栓形成[１７￣１８]ꎬ
这些均与冠心病的发生发展及预后密切相关ꎮ 由

此可见ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小体、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 均参与冠心

病的发生发展ꎮ 最后ꎬ我们在各组用 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 及 其 ｍＲＮＡ 分 别 与 其 他 变 量 进 行

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析发现: ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１
ｍＲＮＡ 在冠心病组与 ＩＬ￣１８ 呈正相关ꎬ提示ꎬ虽然冠

心病患者 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｍＲＮＡ 较对照组

未见明显增高ꎬ但由于冠心病患者内环境的改变ꎬ
本质上 ＮＬＲＰ３ 炎性小体已经存在促进 ＩＬ￣１８ 等炎

性因子表达的倾向ꎮ ＡＳＣ 在冠心病组与年龄、ＩＬ￣
１β、ＩＬ￣１８ 呈正相关ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 在冠心病组与吸烟、
ＩＬ￣１８ 呈正相关ꎬ提示促进冠心病发生发展的 ＩＬ￣１β
和 ＩＬ￣１８ 等炎性分子与 ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 表达增加后

激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体密切相关ꎮ 由此可见ꎬＮＬＲＰ３
炎性小体作为固有免疫和炎症反应的重要调节器ꎬ
在冠心病发生发展中起关键作用ꎮ

综上 所 述ꎬ 以 ＮＬＲＰ３ 炎 性 小 体 为 中 心 的

ＮＬＲＰ３￣ＡＳＣ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣１￣ ＩＬ￣１β / ＩＬ￣１８ 信号通路可能

在冠心病的发生发展过程中发挥重要作用ꎬＮＬＲＰ３
炎性小体活化及下游信号转导的调控至关重要ꎮ
继续深入研究 ＮＬＲＰ３ 炎性小体、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１８ 在冠
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心病中的作用ꎬ进一步研究其激活和调控机制ꎬ有
望为冠心病的预防、诊断和治疗提供新思路和靶

点ꎮ 但本研究主要针对 ＰＢＭＣ 中 ＮＬＲＰ３ 炎性小体ꎬ
并未对斑块内的 ＮＬＲＰ３ 炎性小体进行检测ꎻ没有对

ＮＬＲＰ３ 炎性小体与冠心病血管狭窄程度进行相关

性分析ꎬ下一步本课题组将进一步深入研究ꎮ 另

外ꎬ在本研究中ꎬ为遵守医学伦理要求ꎬ对照组为健

康体检者ꎬ没有采用常规冠心病药物治疗ꎬ且冠心

病不同类型之间基本用药不能保证完全一致ꎬ可能

对本实验结果产生一定影响ꎮ
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