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表达水平，探讨Ｓｉｇｌｅｃ１基因表达水平与冠状动脉粥样硬化发生发展的关系。方法：基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光标记技术，建立实

时荧光相对定量ＲＴＰＣＲ方法，在ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００荧光定量ＰＣＲ仪上测定了５７例冠状动脉粥样硬化性心脏病患者和３８例
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　　Ｓｉｇｌｅｃｓ家族是特异性表达于各种免疫和造血

细胞表面的一类黏附分子，属免疫球蛋白超家族成

员，通过识别含有唾液酸的糖链结构而促进细胞与

细胞间结合和相互作用，在介导细胞信号转导，调节

造血细胞和免疫细胞功能等方面起重要作用［１］。人

Ｓｉｇｌｅｃ１由ＰａｕｌＲ．Ｃｒｏｃｋｅｒ小组于２００１年克隆
［２］，

它组成性表达于特定组织巨噬细胞上，而正常人外

周血单核细胞上并不表达。当单核巨噬细胞受到炎

症刺激时，Ｓｉｇｌｅｃ１表达迅速上调，说明Ｓｉｇｌｅｃ１在

巨噬细胞促炎症反应中起重要作用。动脉粥样硬化

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管疾病的病理基础，

其发病机制备受关注，但至今尚未阐明。近年来认

为免疫炎症特别是由巨噬细胞介导的天然免疫在

ＡＳ的发生发展中起重要作用［３］。Ｓｉｇｌｅｃ１作为单核

巨噬细胞激活的重要标志，是否可以通过与血管内

皮细胞表面含唾液酸结构的糖链结合而参与ＡＳ的

发病过程，至今未见相关报道。本研究主要是利用

实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术，从基因转录水平观察

Ｓｉｇｌｅｃ１在冠心病患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）

的表达变化，并探讨其在冠状动脉粥样硬化发生发

展中的意义。

１　材料和方法

１．１　研究对象　２００７年９月至１２月本院心内科

住院患者，共入选５７例，经临床诊断为冠状动脉粥

样硬化性心脏病（ｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）。

其诊断根据典型的临床表现、肌钙蛋白及心肌酶学、

心电图等指标，符合 ＷＨＯ关于冠心病的诊断标准。

其中急性心肌梗死（ＡＭＩ）组３１例，男２８例，女３
例，平均年龄（６８．６±１７．３）岁；稳定性心绞痛（ＳＡ）

组７例，男５例，女２例，平均年龄（７１．１±１１．９）岁；

不稳定性心绞痛（ＵＡ）组１９例，男１４例，女５例，平

均年龄（７３．６±１１．４）岁。正常对照组：共入选３８
例健康体检者，既往无冠心病史，血常规、血脂、肝肾

功能指标均正常，无其他自身免疫性疾病及急、慢性

炎症，其中男２０例，女１８例，平均年龄（４２．０±

１０．７）岁。以上入选者均空腹采集静脉血１０ｍｌ，其

中５ｍｌ用乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝，用

于ＰＢＭＣｓ提取，５ｍｌ不抗凝用于血脂及肝肾功测

定等。

１．２　主要仪器和试剂　主要试剂：柱式小量组织／

细胞总ＲＮＡ抽提试剂盒、ＲＮＡｇｕａｒｄＲｅａｇｅｎｔ（上海

华舜生物试剂公司）、淋巴细胞分离液（上海国药集

团化学试剂有限公司），ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅＴＭ逆转录试

剂盒（ＴｏＹｏＢｏ，Ｊａｐａｎ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴｏＹｏＢｏ，Ｊａｐａｎ），ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋ

ｅｒ、１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），Ｓｉｇｌｅｃ１及

内参ＧＡＰＤＨ引物合成（上海生工生物技术公司）。

主要仪器：ＫｕＢｏＴａ５４２０台式高速离心机（ＫｕＢ

ｏＴａ，Ｊａｐａｎ），Ｂａｃｋｍａｎ７２１ 型 紫 外 分 光 光 度 仪

（Ｂａｃｋｍａｎ，ＵＳＡ），全自动生化分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，

ＵＳＡ），ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００荧光定量ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ），水平电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，Ｓｗｅｄｅｎ）。

１．３　引物的设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ中人Ｓｉ

ｇｌｅｃ１（ｇｉ：８９１４２７４３）和 ＧＡＰＤＨ（ｇｉ：３３８７１１９６）的

ｍＲＮＡ序列，利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ２．０软件设计基

因专一性的引物。Ｓｉｇｌｅｃ１ 的上游引物 ５′ＧＧＣ

ＴＧＴＴＡＣＧＡＴＧＧＴＴＴＡＴＧＡＴＧＴ３′，下游引

物５′ＡＡＴＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣＡＴＴＴＴＡＧＧＧＡＴ

Ａ３′，扩增子８２ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 的上游引物５′ＣＣＡ

ＴＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧ３′，下游引物５′

ＣＡＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＡＣ３′，扩

增子６６ｂｐ。引物设计完成后交上海生工生物技术

公司合成。

１．４　实验方法

１．４．１　血脂水平的测定　采用ＢＥＣＫＭＡＮＣＸ４
全自动生化分析仪。按生化常规测定各组ＣＨＤ患

者和健康对照者血脂水平，包括酶法测定总胆固醇

（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）和低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ

Ｃ），抗体阻碍法测高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ），

免疫比浊法测定脂蛋白ａ（Ｌｉｐａ）。结果判定：ＴＣ、

ＴＧ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ和Ｌｉｐａ等，均在正常参考值范

围内的即为ＣＨＤ 血脂正常者，上述指标有任何一

项超出正常参考值范围者，即为ＣＨＤ血脂异常组。

１．４．２　分离ＰＢＭＣｓ和提取细胞总ＲＮＡ　取３ｍｌ

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝的全血，加入等体积生理盐水稀释

后，以５ｍｌ的淋巴细胞分离液按密度梯度离心法分

离单个核细胞，１０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收集单个核

细胞层，用ｐＨ７．２ＰＢＳ缓冲液１６０×ｇ离心１０ｍｉｎ
洗涤细胞２次，收集细胞沉淀，加入１．５ｍｌＲＮＡ

ｇｕａｒｄＲｅａｇｅｎｔ吹打混匀后保存于－２０℃备用。提

取细胞总ＲＮＡ，操作严格按照上海华舜生物试剂公

司的柱式小量组织／细胞总 ＲＮＡ抽提试剂盒的说

明书进行。分别通过１．２％琼脂糖凝胶电泳和紫外

分光光度仪，检测所得总ＲＮＡ的质量和浓度。
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１．４．３　ｃＤＮＡ的合成和荧光定量ＰＣＲ检测Ｓｉｇｌｅｃ

１的表达　ｃＤＮＡ 的合成：采用ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅＴＭ反

转录试剂盒，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ３μｌ，５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４

μｌ，ｄＮＴＰｍｉｘ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
（１０Ｕ／Ｌ）１μｌ，ＯｌｉｇｏｄＴ２０（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，总

ＲＮＡ８μｌ，ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ１μｌ，共２０μｌ的反应体

系。４２℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，瞬时离心。

所得ｃＤＮＡ－２０℃冻存备用。ＰＣＲ扩增目的ＤＮＡ
片段：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５

μｌ，双蒸水１３μｌ，上下游引物各１μｌ（用Ｓｉｇｌｅｃ１和

ＧＡＰＤＨ 的特异性引物分别扩增Ｓｉｇｌｅｃ１和ＧＡＰ

ＤＨ的目的 ＤＮＡ 片段），ｃＤＮＡ（用双蒸水稀释１０
倍）１０μｌ，共５０μｌ的反应体系，每个样本做３复孔，

同时 设 不 加 模 板 ｃＤＮＡ 的 阴 性 对 照。在 ＡＢＩ

ＰＲＩＳＭ７０００荧光定量ＰＣＲ仪上进行扩增，５０℃２

ｍｉｎ；９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，循环４０次。

扩增完成后从６０℃开始升温作熔解曲线验证扩增

产物的特异性。反应完成后设定基线值（ｂａｓｅｌｉｎｅ）

和阈值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ），读取阈循环（Ｃｔ）值。根据公式

ΔＣｔ＝ ［Ｃｔ（目的基因）］－［Ｃｔ（内参基因）］和

ΔΔＣｔ＝［ΔＣｔ（冠心病组）］－［ΔＣｔ（对照组）］，计

算２－ΔΔＣｔ，即为冠心病组Ｓｉｇｌｅｃ１表达量相对于正常

组的倍数。

１．４．４　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳　收集ＰＣＲ扩

增产物，用１．５％琼脂糖凝胶在１×ＴＡＥ缓冲液中

电泳检测ＰＣＲ扩增产物。

１．５　统计学处理　标本平行重复检测３次取均值，

计量资料用珚ｘ±ｓ表示，多组资料之间比较用方差分

析，两组之间比较采用ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为有统计

学意义。

２　结　果

２．１　ＲＮＡ的纯度与浓度鉴定　１．２％的琼脂糖凝

胶电泳和紫外分光光度仪检测 ＲＮＡ 的纯度和浓

度，ＲＮＡ标本均显示２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ三个条带，２８Ｓ

ｒＲＮＡ的亮度约为１８ＳｒＲＮＡ 的２倍，说明抽提

ＲＮＡ完整性较好。选取Ｄ２６０／Ｄ２８０比值１．８～２．２为

合格标本进行下一步实验。

２．２　Ｓｉｇｌｅｃ１ＰＣＲ扩增产物鉴定　ＰＣＲ扩增曲线

如图１所示，扩增曲线呈平滑Ｓ型。Ｓｉｇｌｅｃ１扩增产

物熔解曲线如图２所示，曲线呈单峰状，说明扩增特

异性较好。收集Ｓｉｇｌｅｃ１ＰＣＲ扩增产物，取１０μｌ用

１．５％琼脂糖凝胶在１×ＴＡＥ电泳缓冲液中电泳检

测ＰＣＲ扩增产物，结果如图３所示。电泳结果显

示，ＰＣＲ扩增产物呈单一亮带，大小约为８２ｂｐ，与

预期片段大小一致，说明ＰＣＲ反应成功，扩增特异

性较好。

２．３　Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ在ＣＨＤ患者各组和健康对照

者中的表达量　ＡＭＩ组、ＳＡ 组和 ＵＡ 组Ｓｉｇｌｅｃ１

ｍＲＮＡ 的表达量均显著高于健康对照组（Ｐ＜
０．０１），分别为对照组的３．３２（１．３８～７．９７）、２．５６
（０．８８～７．４２）、３．３５（１．２５～８．９６）倍。而３组之间

的Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ表达量无显著差异。

图１　Ｓｉｇｌｅｃ１ＰＣＲ扩增曲线图

Ｆｉｇ１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＳｉｇｌｅｃ１

图２　Ｓｉｇｌｅｃ１扩增产物熔解曲线图

Ｆｉｇ２　ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＣｕｒｖｅｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

图３　ＲＴＰＣＲ扩增Ｓｉｇｌｅｃ１目的片段电泳图

Ｆｉｇ３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆＳｉｇｌｅｃ１ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

１：ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；２７：Ｓｉｇｌｅｃ１ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
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２．４　Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ的表达量与血脂水平　５７例

ＣＨＤ患者血脂正常者共３１例，异常者共２６例。

ＣＨＤ血脂正常组、异常组的Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ均高于

正常对照组，分别为对照组的３．６４（１．６２～８．１８）和

２．７９（０．９９～７．８９）倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；而ＣＨＤ血脂异常组与正常组之间无显著差

异。

３　讨　论

　　实时荧光定量ＰＣＲ技术是指在ＰＣＲ反应体系

中加入荧光基团，利用荧光信号累积实时监测整个

ＰＣＲ进程，最后通过标准曲线或ΔＣｔ值对未知模板

进行定量分析的方法。可分为绝对定量和相对定

量，本实验采用的是比较ΔＣｔ值的相对定量ＰＣＲ方

法，避免了标准曲线的绘制，既简单快捷，又达到了

比较疾病相关基因的目的［４］。

　　在类风湿性关节炎患者中，可以观察到炎症部

位表达Ｓｉｇｌｅｃ１的巨噬细胞含量增加［２］；ＨＩＶ感染

并具有高病毒载量的患者中，其外周血单核细胞上

Ｓｉｇｌｅｃ１基因表达比正常人高１０倍［５］；在增殖性肾

小球肾炎中，Ｓｉｇｌｅｃ１的表达与蛋白尿水平呈正相

关［６］；系统性硬化患者外周血单核细胞上Ｓｉｇｌｅｃ１
表达增加，ＩＦＮα和 ＴＬＲ能刺激其表达上调［７］；在

抗原肽诱导的实验性自身免疫性葡萄膜视网膜炎

中，Ｓｉｇｌｅｃ１基因敲除小鼠表现为视网膜炎症减轻，

从引流淋巴结分离出的 Ｔ细胞显示出体外低增殖

活性［８］。上述发现证实了Ｓｉｇｌｅｃ１在炎症反应时参

与Ｔ细胞活化中起重要作用。

　　虽然ＡＳ确切的发病机制至今尚未阐明，近些

年来的研究已经将免疫炎症与ＡＳ形成和斑块破裂

联系在一起，包括天然免疫和获得性免疫在内的免

疫机制在ＡＳ的发生发展中起重要作用［９］。本实验

利用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术，检测５７例ＣＨＤ
患者及３８例健康对照者外周血细胞Ｓｉｇｌｅｃ１的表

达，从基因水平探讨了Ｓｉｇｌｅｃ１在冠心病患者外周

血细胞的表达变化。实验结果表明ＣＨＤ组Ｓｉｇｌｅｃ

１ｍＲＮＡ的表达量显著高于健康对照组，但不同的

ＣＨＤ患者组，包括ＡＭＩ组、ＳＡ组和 ＵＡ 组之间的

Ｓｉｇｌｅｃ１表达量无显著差异，并且在ＣＨＤ血脂异常

组与正常组之间无显著差异，说明Ｓｉｇｌｅｃ１的表达

量在ＣＨＤ患者中的上调与血脂正常与否无明显相

关性。

　　本研究结果初步提示外周血单核细胞Ｓｉｇｌｅｃ１
激活及其介导的炎症反应与动脉粥样硬化的发生发

展存在一定相关性。但是Ｓｉｇｌｅｃ１在动脉粥样硬化

发病过程中究竟起到什么作用，是否通过黏附血管

内皮及吞噬脂质而参与动脉粥样硬化发生发展，仍

需要进一步研究探索。
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