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老年脑梗死患者微栓子信号、调节性T细胞、载脂蛋白A1、

脂蛋白磷脂酶A2水平

董礼全孙海荣 王鹏飞 仲伟斌高 彝潘旭东1 (威海市立医院神经内科，山东 威海264200)

[摘要] 目的探讨老年脑梗死患者急性期微栓子信号(MES)、CD。+C跣“曲调节性T细胞(Treg)、载脂蛋白(Apo)A1、脂蛋
白磷脂酶(Lp-PL)A2的特点。方法连续纳入222例老年脑梗死患者，146例同期老年健康查体对照人群。行颈部颅内血管超声、

MEs、Treg、Ap0A1、Lp-PLA2检测。根据斑块性质、动脉狭窄程度、MEs检测分组。结果 不稳定斑块组MES阳性率、Ap0Al、

Lp-PLA2水平显著高于非不稳定斑块组和对照组，7rreg水平显著低于非不稳定斑块组和对照组(P<o．05)。重度狭窄组MEs阳性

率、Lp-PLA2水平显著高于非重度狭窄组和对照组，Ap0A1水平显著高于对照组，Treg水平显著低于对照组(P<0．05)。MEs阳性

组ApoAl、Lp·PLA2水平显著高于阴性组和对照组，Treg显著低于阴性组和对照组(P<0．05)。结论老年脑梗死患者急性期MEs

阳性率、ApoAl、Lp．PLA2水平升高，7rreg水平降低，不稳定斑块患者显著。
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脑梗死是一种不同分型的临床综合征，发病过程

中伴有炎性免疫反应。有报道在急性梗死动物的血

液、脑组织病理中可见炎性免疫细胞异常反应¨’2 J。

本研究分析老年脑梗死急性期患者动脉硬化斑块、动

脉狭窄及微栓子信号(MEs)、调节性T细胞(Treg)、

载脂蛋白(Apo)A1和脂蛋白磷脂酶(Lp—PL)A2的表

达水平。

1对象与方法

1．1对象2012年lo月至2015年1月青岛大学附

属医院神经内科住院老年脑梗死患者222例，其中男

121例，女101例，年龄61—95岁，平均(69±5)岁，符

合第四届全国脑血管病学术会议诊断表标准，病情允

许且能配合检查。对照组为我院同期查体者146例，
其中男76例，女70例，年龄61～85岁，平均(65±

4)岁。排除标准：①伴肿瘤、免疫病、血液病、急性感

染疾病者；②脑梗死后遗症病史或近2 w服用抗血小

板聚集、降脂药者；③房颤及心脏超声证实有心源性栓

子来源患者；④脑出血患者；⑤近4 w有外伤史或外科

手术史；⑥近2 w服用中药汤剂者；⑦最近3个月参加
过或者正在参加其他临床研究者。

1．2动脉病变检测 采用德利凯(EMS-9EB)(2P)型

超声诊断仪，发病1 w内完成检测，探测显示颈内动脉

起始至大脑中动脉M1段，观察有无斑块，测量管腔内

中膜厚度、管腔管径。判断标准：颈动脉内中膜增厚>

基金项目：山东省自然科学基金资助项目(zR2011Hm87)
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1．0 mm为增厚；管腔内中膜局部增厚>1．2 mm粥样

硬化斑块形成。斑块分为以下4种：(1)较均的低回

声脂质型软斑块；(2)等回声的纤维型斑块；(3)强回
声或伴声影的钙化型硬斑块；(4)回声不均的溃疡型

混合斑块。软斑块及混合斑块为不稳定斑块，纤维斑
块及钙化型硬斑块为稳定斑块。管腔狭窄程度：轻中

度狭窄(<70％)；重度狭窄≥70％。
1．3 MES的识别 采用德利凯(EMS-9EB)(2P)型超

声诊断仪，发病1 w内完成MEs检测，患者取安静仰
卧位，2 MHz探头取得症状侧大脑中动脉清晰信号，固

定Spencer头架，深度50～60 mm，两点间距大于
6 mm，取样容积为6～12 mm，由2名神经内科医师共

同检测，检测完毕回放每个微栓子信号，除外伪差和干
扰，采用1995年第9届国际脑血液循环会议制定的标

准，①时程短暂，持续时间<300 ms；②强度较背景血流
信号≥3 dB；③单向出现于多普勒频谱中；④音频信现

为“劈啪音”或“鸟鸣声”；⑤在心动周期内随机出现；
⑥在2个监测深度存在时间延迟。检测时间60 min，

将监测结果MES≥1者人选阳性组。

1．4 Treg和ApoAl检测患者在人院次日清晨空腹
肘静脉采血2 IIll，乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝，6 h内

流式细胞术检测。EPIcs xL4型流式细胞仪进口于

美国贝克曼公司，Optilyse C溶血素，小鼠抗人荧光单

抗CD25-FrrC、CD4一PE．Cy5及同型对照进口于法国

Immunotech公司。小鼠抗人荧光单抗CD95一PE及同

型对照购于晶美生物公司。抗体组合为CD25．FrI’c、

CD95一PE、CD4-PE—cy5。CD4+CD25+1'reg中CD25表
达荧光强度>100者为CD4+CD25“gI．Treg。以FS-SS设
门分析外周血Treg和CD95／ApoAl的表达。见图1。
1．5 Lp—PLA2检测 患者在入院次日清晨空腹肘静

脉采血2 IIll，EDTA抗凝，1 500 r／min离心10 min，收

集上清液，一70℃保存，应用中美合资天津康尔克生物
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2结果

脑梗死组MES阳性率、ApoAl、Lp—PLA2水平显著
高于对照组，Treg水平显著低于对照组(P<0．05)。不

稳定斑块组MES阳性率显著高于非不稳定斑块组和

对照组，Treg显著低于非不稳定斑块组和对照组，

ApoAl显著高于非不稳定斑块组和对照组，Lp-PLA2
显著高于非不稳定斑块组和对照组(均P<0．05)。重

蛋白质

(c)

度狭窄组MES阳性率显著高于非重度狭窄组和对照

组，Treg显著低于对照组，ApoAl显著高于对照组，Lp．
PLA2显著高于非重度狭窄组和对照组(均P<0．05)。

MEs阳性组Treg显著低于MEs阴性组和对照组，

ApoAl显著高于MEs阴性组和对照组，Lp．PLA2显著

高于MES阴性组和对照组(P<O．05)。见表l。

表l 各组MES、Tr鸭、ApoAl、Lp-PLA2的检测(i虹)

与对照组比较：1)P<O．05；与非不稳定斑块组比较：2)P<0．05；与非重度狭窄组比较：3)P<0．05；与MEs阴性组比较：4)Jp<O．05

3讨论

脑梗死是由多种病因所引起的脑细胞缺血坏死，

老年脑梗死病因包括年龄、高血压、糖尿病、吸烟、高脂

血症、家族遗传等有关，部分患者病因不明，其中动脉
粥样硬化仍然是老年脑梗死的主要病理改变，可表现

为动脉内膜增厚、斑块形成、动脉狭窄等∞．4]，患者动

脉硬化斑块好发于颈内动脉虹吸段、颈动脉分叉处等，

斑块的大小关乎动脉腔的通畅，斑块纤维膜是否破溃

关乎是否形成附壁血栓，斑块是否稳定关乎是否出现

斑块脱落而引起的栓塞，进而可出现脑梗死。MES是

脑梗死危险因素¨3，欧洲脑卒中组织(Es0)指出经颅

多普勒(TCD)是监测脑血流中MES的唯一方法∞]。

Treg在维持人体正常免疫耐受中发挥重要的作
用¨’8’，其在脑梗死急性期间的具体作用机制尚不明

确，近来研究表明，只有高表达CD25的Treg在免疫抑

制功能方面更具代表性。ApoAl为凋亡因子旧]，其属

于肿瘤坏死因子(TNF)受体家族。脑梗死急性期大量

脑细胞死亡，继而大量胶质细胞增殖，凋亡伴随在脑梗

死全过程¨⋯，Lp—PLA2是一种新的炎症标记物，具有

促炎症的作用，Lp—PLA2在破裂动脉粥样斑块中凋亡
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的巨噬细胞高聚集区中高度表达¨1’12]。

动脉粥样硬化不可避免地伴随在人类的生命之

中，颈部动脉粥样硬化是全身动脉粥样硬化的缩影，可

在局部表现为形成斑块，斑块也可随年龄增加而增大，

可能因为治疗而稳定或逆转。斑块的性状受多种因素

影响，一般年龄、男性、吸烟、高血压、糖尿病及高脂血

症等是斑块形成的常见因素¨引。有些斑块可短期内

增大明显，斑块内粥样物质短期内增多，纤维帽相对变

薄，一旦破溃，则斑块表面容易形成血小板、红细胞等
聚集，在局部形成新的血栓或者脱落后形成栓子。本

研究发现在急性期不稳定斑块患者外周血ApoAl升

高，Treg降低，提示免疫耐受受到抑制，细胞凋亡增速，
可能与斑块内皮细胞、泡沫细胞和梗死的脑细胞有关。

Tsimik鹊等¨43认为Lp—PLA2是识别脑卒中风险的预

警因子，与本文结果一致。

脑血供分为全循环和后循环，一般约有4／5的脑

血供来自前循环，颈内动脉狭窄则引起血供减少，为了

满足脑血供被迫经基底动脉环等代偿，可引起前循环

盗血、代偿性血压增高，心脏负担代偿增加，灌注不足

引起前后循环缺血，后循环过度灌注诱发后循环脑出

血等风险¨51，动脉粥样硬化斑块体积的扩增是导致颈

动脉管腔狭窄最常见的病因。如果不稳定斑块破溃，

表面聚集形成血栓，也可短时间引起管腔狭窄或闭塞。
颈动脉狭窄常位于颈内外动脉分叉段、虹吸部及颈内

动脉末段【l61。这些部位发生血流动力学改变，血流对

动脉内膜冲击大，容易形成内皮损伤和湍流，长期颈动

脉狭窄可引起智能下降¨7 J。本研究提示狭窄部位有

利于MEs形成。脑梗死预警因子Lp—PLA2水平高，可

能与狭窄部位血管内皮损伤有关，大部分颈动脉狭窄

慢性进展形成，即便是在发生急性脑梗死时，炎症免疫

反应也相对较轻。

TCD可以检测到的血流中通过的微小颗粒信号

称为MEs，这些小颗粒多为微小血栓碎片等¨81。脑血

流中MES的发现加深了对脑梗死发病机制的理解，特

别是脑栓塞机制有了直观的证据，MES对缺血性脑卒

中有预警有作用，MEs减少是有疗效的依据¨引。本研

究说明MEs阳性患者体内明显的存在炎性免疫反应，
Treg降低提示患者免疫耐受不稳，出现了急性免疫反

应，ApoAl升高可能与微小栓子栓塞引起脑细胞坏死

有关，尽管这种栓塞在目前的弥散加权成像(DwI)也

不能完全可视，但确实存在。Lp—PLA2水平高提示血

管内皮炎症较重，也是MEs大部分来源于受损的动脉

内膜的侧面证据。患者多来源于主动脉弓以上的前循
环系统，如果在颈动脉未发现栓子来源则提示临床应

该向下寻找如心脏和主动脉弓甚至下肢动脉病变。

综上，脑梗死是一类血栓病变，是一类血管壁病

变，也是一类炎症免疫病变。脑梗死急性期对上述指

标检测有利于合理判断病情，对充分理解发病机制有

帮助，对抗血小板聚集、调制稳定板块抗炎等治疗的强

度和疗程有指导意义，对个体化诊治有促进作用。
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脂多糖在人缺氧诱导心肌细胞凋亡中的作用及相关机制

杜锋(甘肃省第二人民医院急诊科，甘肃 兰州730000)

[摘要] 目的探讨脂多糖在人缺氧诱导心肌细胞凋亡中的作用及机制。方法 收集在该院行风心病换瓣手术的患者二

尖瓣乳头肌组织，分离、纯化得到心肌细胞；分别用40、60斗g／lIll脂多糖预处理心肌细胞6 h，设置空白对照；在37℃、3％O：、5％

c0：、95％N2缺氧条件下培养24 h；原位末端标记(7rUNEL)法测定凋亡细胞。分别与脂多糖处理前后、缺氧诱导后采用qRT-PcR

检测细胞中miR-211表达情况，westem印迹检测细胞中Sirtl蛋白水平。结果缺氧条件下培养24 h后，脂多糖组心肌细胞凋亡

率明显高于对照组，60彬IIll脂多糖组明显高于40¨g／ml脂多糖组(均P<0．05)。脂多糖处理前，3组细胞中miR-211、sinl相对
表达量差异无统计学意义(P>0．05)；脂多糖处理6 h和缺氧诱导后，40、60斗g／ml脂多糖组细胞中miR-211相对表达量均明显高于

同期对照组和脂多糖处理前，Sirtl蛋白相对表达量均明显低于同期对照组(均P<0．05)，其中60恤g／ml脂多糖组变化更明显。结

论脂多糖可加速缺氧诱导的心肌细胞凋亡，其作用机制与上调miR一2ll表达及抑制Sinl蛋白表达有关。
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脂多糖是引发炎症和休克的主要介质之一，可诱
导心肌细胞炎性因子表达，引发心肌细胞肥大、凋亡，

导致充血性心力衰竭⋯。心肌损伤是导致难治性低

血压及脓毒症死亡的主要因素，通过体外缺氧处理可

较好地模拟体内心肌缺血状态心】。微小RNA

(miRNA)在细胞多种代谢途径中起到关键调控作用。

相关研究显示，miRNA参与了脂多糖的病理生理过
程，脂多糖可通过影响miRNA表达进而调节细胞凋亡

和炎症反应¨J。最新研究发现，miR-211在卵巢癌等

多种肿瘤细胞中异常表达，而sirtl可能是miR-21l潜

在的作用靶蛋白HJ。本研究旨在探究miR-211／Sinl

信号通路在脂多糖对心肌细胞损伤中的作用。

1材料与方法

1．1材料与试剂肥大心肌组织取自甘肃省第二人

民医院行风心病换瓣手术的患者二尖瓣乳头肌；脂多
糖购于北京中生瑞泰科技有限公司；聚氰基丙烯酸正

丁酯(BCA)试剂盒、细胞增殖与活性检测(CCK．8)试

剂盒、蛋白裂解液购于上海玉博生物科技有限公司；

RT—PcR逆转录试剂盒、sybr GreenⅡ购于北京亚太恒
信生物科技有限公司；sinl抗体购于美国CST中国分

公司。

1．2方法

基金项目：甘肃省科技厅科技支撑计划项目(1404FKCAl09)

第一作者：杜锋(1963-)，男，副主任医师，主要从事急诊外科研究。

1．2．1心肌细胞分离与纯化取二尖瓣乳头肌组织，
剪成边长为1 mm3的正方体组织糜，3 g／L胰蛋白酶

和l g／L胶原酶消化后收集悬液，加入含10％胎牛血
清的DMEM高糖培养基，3 000 r／min离心10 min，弃

上清，培养基悬浮，接种在3 cm细胞培养皿中，差速贴

壁法在细胞培养箱中孵育2 h，将培养液离心后再次接

种到培养基中，细胞密度约为6×105／L，每3 d换液1

次，取4～6 d细胞进行实验。细胞经电镜、免疫组化

鉴定，除肥大外无其他病变。加入不同浓度脂多糖进
行处理6 h后将其分为对照组、40¨g／ml脂多糖组及

60斗g／IIll脂多糖组。
1．2．2缺氧条件下培养心肌细胞 先用大培养皿将

DMEM培养基展开放人低氧(3％0：、5％C0：、95％N，)
培养箱中培养3 h，取4—6 d状态良好的原代心肌细

胞，弃去原培养液，滴加胰蛋白酶和乙二胺四乙酸
(EDTA)溶液，光学显微镜下观察，多数细胞变圆、突

起收回时用吸管去除酶溶液，加入3～4 ml经低氧饱

和处理的DMEM培养基，放入37℃的3％O：、5％CO，、
95％N：培养箱，在此缺氧条件下培养24 h，再放回

22％02、5％C02的培养箱中4 h。

1．2．3原位末端标记(TUNEL)测定凋亡细胞采用

TUNEL法标记凋亡细胞，取3组细胞，用10％中性甲

醛溶液固定20 min，磷酸盐缓冲液(PBs)洗涤3次，用

0．3％TRITONX·100通透10 min，PBS洗涤后按1：9比

例混合A液和B液，将配成的TuNEL反应混合液均
匀覆盖到细胞表面，常规培养2 h，PBS洗涤后用含
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