
书书书

· ４０　　　 ·
第二军医大学学报　２００９年１月第３０卷第１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．０００４０ ·论　著·

微血管病性心绞痛患者血小板Ｌ精氨酸一氧化氮系统改变及静脉Ｌ精
氨酸输入的逆转效应

田海涛１，高连如２，张宁坤２，王志国２，陈　宇２，朱智明２，费宇行２，杨　晔２，唐朝枢３

１．海军总医院干一科，北京１０００３７

２．海军总医院心内科，北京１０００３７

３．北京大学第一临床医院，北京１０００３４

［摘要］　目的：观察微血管病性心绞痛（ＭＶＡ）患者血小板左旋精氨酸（ＬＡｒｇ）转运动力学、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活性及一氧

化氮（ＮＯ）产量，探讨血小板ＬＡｒｇＮＯ系统变化在 ＭＶＡ发病中的意义，及静脉输入ＬＡｒｇ对ＬＡｒｇ转运的逆转效应。方

法：１５例 ＭＶＡ患者及１５例健康对照者，静脉血制备血小板悬液，用放射性核素标记法测定３ＨＬＡｒｇ在血小板的转运动力

学特征；测定血小板ＮＯＳ活性及ＮＯ产物———亚硝酸盐（ＮＯ－２ ）量；１５例 ＭＶＡ患者基础检查后，给予静脉滴入ＬＡｒｇ２０ｇ／

ｄ，１０ｄ后重复上述检查。结果：ＭＶＡ患者血小板ＬＡｒｇ转运功能明显减低，最大转运速率（Ｖｍａｘ）较对照组减低３４．４％ （Ｐ＜
０．０１）；ＬＡｒｇ转运米氏常数（Ｋｍ）值增加２１．４％（Ｐ＜０．０５）；ＮＯ－２ 产量较对照组减少４７．１％（Ｐ＜０．０５），ＮＯＳ活性较对照组

减低２５．４％（Ｐ＜０．０１）。而应用ＬＡｒｇ可明显逆转上述改变，与 ＭＶＡ组治疗前比较 Ｖｍａｘ增加１１．９％ （Ｐ＜０．０１），Ｋｍ降低

１８％ （Ｐ＜０．０５），ＮＯ－２ 产量明显增加，是治疗前的１．３３倍（Ｐ＜０．０５），ＮＯＳ活性增加为治疗前的１．２倍（Ｐ＜０．０５）。ＬＡｒｇ静

滴后心绞痛发作及心电图明显改善。结论：ＭＶＡ患者存在ＬＡｒｇＮＯ系统转运及功能障碍，ＭＶＡ患者冠脉微血管内皮依赖

性舒张功能障碍可能与ＬＡｒｇＮＯ系统障碍有关。ＬＡｒｇ的补充可逆转ＬＡｒｇＮＯ系统障碍，在 ＭＶＡ治疗上有重要作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１）：４０４３］

　　目前临床上具有典型心绞痛的患者中１０％～
３０％冠状动脉造影完全正常，这种症候群通常被称

为 微 血 管 病 性 心 绞 痛 （ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒａｎｇｉｎａ，

ＭＶＡ），其发病机制不甚清楚，可能与内皮依赖性舒

张功能障碍有关［１２］。然而，血管内皮功能障碍如何

导致冠脉微血管舒张功能不良的机制仍然不

清楚。　　

　　我们已往的工作［３］证明，内皮衍生的舒张因子

（ＥＤＲＦ／ＮＯ）在体内血管舒缩功能的调控中起到了

关键的作用。除血管内皮细胞外，血管平滑肌细胞、

血小板、红细胞等都能产生 ＮＯ，共同维持及参与调

控冠脉血管内皮依赖的舒张功能。血小板内含有一

氧化氮合酶（ＮＯＳ），能利用左旋精氨酸（ＬＡｒｇ）合成

ＮＯ，ＮＯ不仅参与了血管张力的调控，而且可直接影

响血小板功能，血小板既是ＮＯ 生成部位，也是ＮＯ
作用靶点［４６］。近期研究［７］发现，循环血细胞ＬＡｒｇ

ＮＯＳＮＯ系统功能与机体内皮细胞ＬＡｒｇＮＯＳ

ＮＯ系统功能呈现一致变化，具有同等的病理生理学

意义，血小板ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统功能变化可较准

确反映内皮功能。然而，在 ＭＶＡ患者血小板的Ｌ

ＡｒｇＮＯ系统改变及其病理生理学意义，目前仍不清

楚。本研究试图通过测定 ＭＶＡ患者血小板ＬＡｒｇ
转运动力学，血小板 ＮＯ 含量及 ＮＯＳ活性，探讨

ＭＶＡ患者血小板ＬＡｒｇＮＯ系统变化，及在 ＭＶＡ
发病学上的意义。进而，静脉输入ＮＯ合成前体Ｌ

Ａｒｇ，观察其对受损的ＬＡｒｇＮＯ系统功能的逆转效

应，探讨ＬＡｒｇ在 ＭＶＡ治疗上的作用与意义。

１　资料和方法

１．１　试剂　１［２，３３Ｈ］ＬＡｒｇ（比活性为２．２９

ＴＢｑ／ｍｍｏｌ）购自法国 ＮＥＮ／Ｄｕｐｏｎｔ公司。ＡＤＰ、

ＬＡｒｇ、Ｌ瓜氨酸、ＮＡＤＰＨ（还原型辅酶Ⅱ）、钙调蛋

白、抑肽酶Ａ、亮抑蛋白酶肽、ＤｏｗｅｘＡＧ５０ＷＸ８（离

子交换剂）均为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　病例选择及分组　ＭＶＡ组诊断标准：（１）典

型心绞痛症状；（２）心电图运动试验阳性：ＳＴ段缺

血型下降≥０．１ｍＶ，持续０．０８ｓ以上；ＳＴ段呈上

坡型下降，其Ｊ点下降＞０．２ｍＶ，持续２ｍｉｎ；（３）

冠状动脉造影正常：对入选的具典型心绞痛症状、运

动试验阳性部分伴心肌核素显像动态缺血改变者，

均行常规冠状动脉造影术，经严格多角度投照，充分

完全展示冠脉形态，不遗漏病变，以冠脉影像显示完

全正常入选本组。未进行冠状动脉储备功能测定。

符合以上标准，男７例，女８例，平均年龄（６２．９±

７．６）岁。伴高血压１１例，糖尿病２例，高脂血症４
例，吸烟４例。均具有典型心绞痛症状，按照加拿大

心绞痛分级全部为Ⅲ级。均经院内外积极内科抗

凝、抗血小板、抗缺血及调脂治疗，而症状未能控制。

平均左室射血分数（６２．８±２．３）％。ＬＡｒｇ治疗：

ＬＡｒｇ２０ｇ加入５％葡萄糖２５０ｍｌ静滴，１次／ｄ×１０

ｄ。伴糖尿病者应用生理盐水替代５％葡萄糖。

　　正常对照组：经全面体检除外心、脑、肾及内分

泌等疾病的健康人１５例，其中男８例，女７例，平均

年龄（６２．１±２．８）岁。

１．３　测定方法

１．３．１　血小板ＬＡｒｇ转运的测定［８］　晨起肘正中

静脉抽血４．５ｍｌ，加入３．８％枸橼酸钠０．５ｍｌ抗凝，

离心制备富血小板血浆（１２０×ｇ，１５ｍｉｎ），取上清用

Ｈｅｐｅｓ液调整血小板数为５×１０７／Ｌ，此为血小板悬

液。取血小板悬液５０μｌ分别加入不同浓度的
３ＨＬ

Ａｒｇ（５、１０、２０、４０、８０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）孵育１ｍｉｎ，

加入终止液１００μｌ（甲醛２７０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ１６

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１５０ｍｍｏｌ／Ｌ），经０．４５μｍ孔径微孔

滤膜抽滤，用 Ｈｅｐｅｓ液４ｍｌ冲洗３次，滤膜吹干加

入闪烁液，用液闪仪测３ＨＬＡｒｇ放射活性，同时设

立不加样本的非特异平行对照管，ＬＡｒｇ的血小板

转运为总摄入量与非特异结合之差。以ｐｍｏｌ／５×

１０７血小板表示。

１．３．２　血小板 ＮＯＳ活性测定［９］　取血小板悬液

１５０μｌ加入孵育液（ＴｒｉＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮＡＤＰＨ

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＬＡｒｇ０．０５ｍｍｏｌ／

Ｌ，钙调蛋白０．００００１９ｍｍｏｌ／Ｌ）１００μｌ，混匀，３７℃
振摇孵育２０ｍｉｎ，用０．２ｍｌ预冷的终止液ＮａＡｃ２０

ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ５．５）终止反应，放置１０ｍｉｎ，经Ｄｏｗｅｘ

ＡＧ５０Ｘ８Ｚ（Ｎａ＋型）的阳离子交换层析柱，离心取

上清０．２ｍｌ加入闪烁液，液闪测样本放射活性。
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１．３．３　血小板 ＮＯ水平测定［１０］　血小板悬液２００

μｌ加ＬＡｒｇ（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）５μｌ，加白蛋白（１０ｍｇ／Ｌ）

５μｌ，孵育（３７℃，Ｏ２）１ｈ。离心５００×ｇ×８ｍｉｎ，取

一定量１００μｌ上清液待测。将１００μｍｏｌ／Ｌ亚硝酸

钠依次倍比稀释成１０、５、２．５、１．２５、０．６２５、０μｍｏｌ／

Ｌ。在酶标板中各孔依次加入亚硝酸钠稀释液各浓

度、样品孵育液１００μｌ，再于各孔加入 Ｇｒｅｉｓｓ试剂

１００μｌ，混匀后，室温放置１０ｍｉｎ，以酶标仪于５５０

ｎｍ波长读各管Ｄ 值，以亚硝酸钠稀释液浓度及Ｄ
值作标准曲线，求各测定管 ＮＯ－２ 含量，代表 ＮＯ产

量。

１．４　统计学处理　实验数据经ＳＰＳＳ统计软件处

理，以珚ｘ±ｓ表示，两组资料用非配对ｔ检验，同组治

疗前后应用配对ｔ检验。

２　结　果

　　ＭＶＡ组患者经静脉滴注ＬＡｒｇ后心绞痛症状

明显改善，心绞痛分级改善１４例，占９３．３％；心电图

运动试验改善８例，占５３．３％。

２．１　ＭＶＡ患者血小板ＬＡｒｇ转运变化及ＬＡｒｇ
效应　ＭＶＡ患者及对照组ＬＡｒｇ转运变化见表１，

血小板对３ＨＬＡｒｇ转运呈高亲和载体转运方式，在

不同浓度点 ＭＶＡ 患者的转运率均低于对照组，

ＭＶＡ患者血小板ＬＡｒｇ最大转运速率（Ｖｍａｘ）较对

照组降低３４．４％ （Ｐ＜０．０１），米氏常数（Ｋｍ）值增加

２１．４％（Ｐ＜０．０５）。而应用ＬＡｒｇ可明显逆转上述

改变，与 ＭＶＡ组比较Ｖｍａｘ增加１１．９％ （Ｐ＜０．０１），

Ｋｍ降低１８％ （Ｐ＜０．０５）。

表１　ＬＡｒｇ治疗前后血小板各项指标的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＬＡｒｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（Ｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔ５×１０７；ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｖｍａｘ
（ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１）

Ｋｍ
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＮＯ－２ （ｐｍｏｌ） ＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙ
（ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２４．４±８．４ １３．９±２．６ ２９．７４±４．８ ２３．８３±９．２
ＭＶＡ

　Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ １８．２±５．５ １７．７±１．１ １９．２±２．６ １９．０±８．４

　Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ ２０．６±４．９△△ １５．０±４．２△ ２５．７±３．８△△ ２２．８±８．０△

　Ｖｍａｘ：Ｍａｘｉｍｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｖｅｌｏｃｉｔｙ；Ｋｍ：Ｍｉｃｈａｅｌｉｓｃｏｎｓｔａｎｔ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｂｅｆｏｒｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．２　ＭＶＡ 患者血小板 ＮＯ 产量、ＮＯＳ活性及

ＬＡｒｇ的逆转效应　如表１所示，ＭＶＡ组患者 ＮＯ
产量（ＮＯ－２ ）较对照组减少４７．１％（Ｐ＜０．０１），ＮＯＳ
活性较对照组减少２５．４％（Ｐ＜０．０１）；而应用ＬＡｒｇ
后ＮＯ－２ 明显增加，是 ＭＶＡ组１．３３倍（Ｐ＜０．０５），

ＮＯＳ活性增加为治疗前的１．２倍（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　目前，随着冠脉造影技术的普及，世界每年数百

万人行冠脉造影，即使有典型心绞痛或平静或运动

心电图异常者，其冠脉造影结果仍有１０％～３０％是

正常的，甚至在许多大医院诊断为不稳定心绞痛者

有１１％冠脉造影结果为正常。因而，这是一组常见

的症候群，其名称与定义仍不确切，称之为“心脏Ｘ
综合征”、“微血性心绞痛”、“冠脉正常心绞痛”等，其

发病机制仍然不清楚［１２］。

　　ＮＯ是生物体内具有多重功能的信息分子和效

应分子，是调控心血管系统功能的关键信号分子。

ＮＯ参与许多心血管疾病的病理生理过程，这一发

现使人们从一个全新的视角看待心血管疾病发病机

制，寻求新的治疗靶点［１１］。

　　ＮＯ是以ＬＡｒｇ为底物，在ＮＯＳ催化下生成的

一种参与多种生物功能调节的信号分子，具有抑制

血小板聚集、抑制平滑肌细胞增生、调节血管张力、

尤其在维持和调节冠脉微血管的舒缩及灌注中起到

关键作用［３６，１２］。血小板具有独立的ＬＡｒｇＮＯＳ

ＮＯ系统，在血小板外ＬＡｒｇ通过高亲和性非 Ｎａ＋

依赖性Ｙ＋蛋白氨基酸载体转运到细胞内，与分子氧

在血小板内 ＮＯＳ作用下生成 ＮＯ。ＬＡｒｇ和 ＮＯＳ
是ＮＯ生物合成的关键限速步骤。本研究试图探讨

是否血小板ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统参与了冠状动脉

的舒张功能不良的发生与发展，结果观察到 ＭＶＡ
患者血小板ＮＯ产生量较正常人减低４７．１％，ＮＯＳ
活性亦较正常对照组减低２５．４％，血小板ＬＡｒｇ转

运功能较正常对照明显降低。表明 ＭＶＡ患者存在

ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统功能受损，反映了血小板Ｌ
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Ａｒｇ转运功能不良，ＮＯＳ活性减低，及 ＮＯ产量不

足等ＬＡｒｇＮＯ系统功能障碍。正是由于ＮＯ介导

的冠状动脉舒张功能障碍，导致了心肌缺血，心绞痛

发作。这可较充分地解释在冠状动脉无解剖狭窄情

况心肌缺血产生的机制。

　　本研究进而探讨了是否补充 ＮＯ 合成前体

ＬＡｒｇ可以逆转或改善受损的血小板ＬＡｒｇＮＯ系

统功能。本组１５例 ＭＶＡ患者经检测证实存在Ｌ

ＡｒｇＮＯ系统功能缺陷后，经静脉每日给予补充Ｌ

Ａｒｇ２０ｇ（０．１２５ｇ／ｍｉｎ），１０ｄ后发现血小板 ＮＯＳ
活性、ＬＡｒｇ转运功能与正常人已无差异，ＮＯ产量明

显增加。尤其是伴随实验数据改善，患者临床状况也

明显改善，心绞痛分级９３．３％得以改善，心电图运动

试验改善率达５３．３％。更有意义的是本组患者均已

经抗缺血治疗（如硝酸酯、β受体阻断剂、及部分Ｃａ
２＋

拮抗剂）１０ｄ以上，心绞痛仍未改善，而应用ＬＡｒｇ后

症状明显改善，提示补充ＬＡｒｇ可能通过逆转 ＭＶＡ
患者ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统功能，增加ＮＯ产量，使冠

脉微血管内皮依赖的舒张功能改善，从而使 ＭＶＡ 患

者心绞痛症状及心肌缺血得以改善。

　　Ｐｉａｔｔｉ等［１３］给予９例有典型心绞痛、心电图ＳＴ
压低≥１ｍｍ、冠脉造影正常的 ＭＶＡ患者，完全随

机经静脉输入ＬＡｒｇ（０．１２５ｇ／ｍｉｎ）或生理盐水，在

输入６０ｍｉｎ时重复检测患者前臂血流、血浆 ＮＯｘ、

ｃＧＭＰ、内皮素１水平时发现，与生理盐水静注相

比，ＬＡｒｇ静滴者内皮素水平减低２９．８％，ＮＯｘ 增

加８％ （Ｐ＜０．０５），ｃＧＭＰ增加６３％ （Ｐ＜０．０１），前

臂血流增加２５％，而生理盐水输入无此改变，提示

ＬＡｒｇ增加了 ＮＯ 产量，改善了血管内皮功能。

Ｐａｌｌｏｓｈｉ等［１４］给予１３例有典型心绞痛、心电图运动

试验阳性、冠脉造影正常，同时有高血压的 ＭＶＡ患

者口服ＬＡｒｇ２ｇ，３次／ｄ，共４周，结果显示：心绞

痛明显改善（心绞痛分级改善），生活质量提高，前臂

血流增加，血浆ＬＡｒｇ、ＬＡｒｇ与不对称甲基精氨酸

（ＡＤＭＡ）比值及血浆ｃＧＭＰ水平等明显增加，再次

证明ＬＡｒｇ在 ＭＶＡ治疗上的重要作用。

　　血小板的ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统作为一个窗口，

可反映整个机体 ＮＯ 生成的变化。本工作发现

ＭＶＡ患者存在血小板ＬＡｒｇＮＯＳＮＯ系统障碍，

提示 ＭＶＡ患者的冠脉微血管内皮依赖性舒张功能

不良可能与机体血小板ＬＡｒｇ转运障碍、ＮＯＳ活性

减低、ＮＯ产量减少密切相关。ＮＯ合成前体ＬＡｒｇ

的补充可逆转ＬＡｒｇＮＯ系统障碍，可作为 ＭＶＡ
治疗的新靶点。
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