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  摘 要:目的 研究外周血单核细胞NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)炎性小体在冠状动脉

支架术后再狭窄(ISR)患者中的表达水平及临床意义。方法 纳入215例成功接受冠状动脉内药物洗脱支架

置入术并在术后10~12个月行冠状动脉造影复查的患者,根据是否存在ISR,分为ISR组(52例)和非ISR组

(163例)。收集各组一般临床资料,采用反转录定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测各组单核细胞NLRP3
 

mR-
NA相对水平,分析ISR发生的独立危险因素,采用受试者工作特征(ROC)曲线评价NLRP3炎性小体对ISR
的诊断价值。结果 与非ISR组比较,ISR组患者基础疾病方面糖尿病、高脂血症的比例,以及急性冠脉综合

征、冠状动脉病变支数≥2支、植入支架枚数≥2枚、植入后TIMI分级>2级的比例均明显升高(P<0.05);同

时ISR组外周血单核细胞NLRP3
 

mRNA相对水平明显升高(P<0.05)。Logistic回归分析显示,患有糖尿

病、植入支架枚数≥2枚、植入后TIMI分级≤2级及NLRP3
 

mRNA相对水平升高是ISR发生的独立危险因

素(P<0.05)。ROC曲线分析显示,外周血单核细胞 NLRP3
 

mRNA诊断ISR的曲线下面积为0.778(95%
CI:0.677~0.878),灵敏度和特异度分别为77.27%和61.29%。结论 ISR患者外周血单核细胞NLRP3水

平明显升高,是ISR发生的独立危险因素,对评估ISR的发生具有一定临床价值。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

peripheral
 

blood
 

mononucle-
ar

 

cell
 

NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3(NLRP3)
 

inflammasome
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

postoperative
 

in-stent
 

restenosis
 

(ISR).Methods A
 

total
 

of
 

215
 

patients
 

with
 

successful
 

intracoronary
 

drug-eluting
 

stent
 

implantation
 

conducting
 

coronary
 

angiography
 

reexamination
 

in
 

postoperative
 

10-12
 

months
 

were
 

included
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

ISR
 

group
 

(52
 

cases)
 

and
 

non-ISR
 

group
 

(163
 

cases)
 

according
 

to
 

whether
 

existing
 

the
 

ISR.The
 

general
 

clinical
 

data
 

of
 

each
 

group
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

NLRP3
 

mRNA
 

rela-
tive

 

level
 

of
 

mononuclear
 

cell
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

ISR
 

formation
 

were
 

analyzed,and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnos-
tic

 

value
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

in
 

ISR.Results Compared
 

with
 

the
 

non-ISR
 

group,the
 

proportion
 

of
 

dia-
betes

 

and
 

hyperlipidemia
 

in
 

the
 

aspect
 

of
 

the
 

basic
 

diseases,proportion
 

of
 

acute
 

coronary
 

syndromes,number
 

of
 

coronary
 

artery
 

lesions
 

(≥2),number
 

of
 

implanted
 

stents
 

(≥2)
 

and
 

proportion
 

of
 

TIMI
 

grade
 

after
 

im-
plantation

 

(>2)
 

in
 

the
 

ISR
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).At
 

the
 

same
 

time,the
 

relative
 

level
 

of
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

NLRP3
 

mRNA
 

in
 

the
 

ISR
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).
The

 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

diabetes,number
 

of
 

implanted
 

stents
 

(≥2),TIMI
 

grade
 

(≤2)
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and
 

increase
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NLRP3
 

mRNA
 

relativel
 

level
 

after
 

implantation
 

were
 

the
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

ISR
 

for-
mation.The

 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

peripheral
 

blood
 

mononucle-
ar

 

cell
 

NLRP3
 

mRNA
 

for
 

diagnosing
 

ISR
 

was
 

0.778
 

(95%CI:0.677-0.878),and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specific-
ity

 

were
 

77.27%
 

and
 

61.29%,respectively.Conclusion The
 

level
 

of
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

NL-
RP3

 

in
 

the
 

patients
 

with
 

ISR
 

is
 

significantly
 

increased,which
 

is
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

for
 

the
 

ISR
 

occur-
rence

 

and
 

has
 

certain
 

clinical
 

value
 

for
 

evaluating
 

the
 

occurrence
 

of
 

ISR.
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  经皮冠状动脉介入治疗(PCI)是阻塞性冠状动脉

疾病最有效的治疗手段之一,可明显降低患者病死率

并改善患者生活质量[1]。然而支架植入狭窄的冠状

动脉管腔,虽然改善了心肌血供,但术后支架内再狭

窄(ISR)仍不可避免,高达30%的裸金属支架(BMS)
植入患者1年内 会 发 生ISR,即 使 药 物 洗 脱 支 架

(DES)的使用显著减少了ISR的发生率,但临床研究

发现其1年内ISR发生率仍在5%~10%[2]。ISR发

生的原因在于球囊扩张和支架植入引起的血管内皮

损伤,进一步促进血管平滑肌细胞表型转换(由收缩

型转换为分泌型),导致新生内膜形成[3]。该过程涉

及众多机制,如细胞周期蛋白的激活或抑制、炎症反

应、细胞凋亡、表观遗传学修饰等[4-5]。近年来相关研

究显示,NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NL-
RP3)炎性小体的激活与动脉粥样硬化的发生、发展密

切相关,通过抑制NLRP3炎性小体活性,可显著降低

血管平滑肌细胞的增殖能力,改善斑块的稳定性[6]。
对于ISR患者体内NLRP3炎性小体表达水平如何,
目前尚无相关研究阐明。因此,本研究旨在观察外周

血单核细胞NLRP3炎性小体在ISR患者体内的水平

变化,探讨其与ISR发生的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2018年1月至2020年1月在

陆军军医大学大坪医院就诊并成功接受冠状动脉内

DES植入术并在术后10~12个月行冠状动脉造影复

查的患者215例,其中男122例、女93例,平均年龄

(70.4±9.0)岁。纳入标准:所有患者均满足冠心病

诊治指南[7]并达到冠状动脉支架植入标准;术后10~
12个月在陆军军医大学大坪医院行冠状动脉造影复

查;规律服用抗血小板及调脂药物;其中对于ISR患

者,需满足ISR诊断标准,其定义为原支架内或支架

两端5
 

mm内狭窄程度≥50%。排除标准:术中及术

后1年内死亡的患者;严重肝肾功能不全;既往行冠

状动脉旁路移植术;合并感染、自身免疫性疾病的患

者。根据冠状动脉造影检查结果评估是否存在ISR,
分为ISR组(52例)和非ISR组(163例)。该研究获

得陆军军医大学大坪医院伦理委员会批准,并征得了

患者家属知情同意。
1.2 主要器械与试剂 人淋巴细胞分离液(上海生

工生物工程有限公司);离心机(美国Thermofisher公

司);引物(上海生工生物工程有限公司);反转录试剂

盒(上海生工生物工程有限公司);荧光定量PCR仪

(美国伯乐公司)。
1.3 方法

1.3.1 一般资料收集 收集患者一般资料,包括性

别、年龄、体质量指数、吸烟史、家族史、基础疾病、冠心

病分型、冠状动脉病变部位、冠状动脉病变支数、植入支

架枚数及植入前后心肌梗死溶栓治疗(TIMI)分级。
1.3.2 检测外周血单核细胞NLRP3

 

mRNA水平 
入院当天收集患者外周血3

 

mL,置入乙二胺四乙酸

抗凝管静置,按1∶1比例将人外周血与淋巴细胞分

离液混合,在3
 

000
 

r/min转速下离心10
 

min,吸取中

层白膜层细胞即为单核细胞。采用反转录定量聚合

酶链反应(qRT-PCR)检测NLRP3
 

mRNA相对水平,
首先提取总RNA进行反转录,NLRP3上游引物:5'-
CATGAGTGCTGCTTCGACAT-3',下 游 引 物:5'-
GCTTCAGTCCCACACAGA-3';内参GAPDH 上游

引物:5'-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3',下游引

物:5'-CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3'。建立20
 

μL反应体系,反应条件:预变性,95
 

℃
 

120
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环;溶解曲线:95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

15
 

s。以GAPDH为内参,使用

2-ΔΔCt方法计算NLRP3
 

mRNA相对水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0进行数据分析。
呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比较采

用t检验;计数资料以例数、百分率表示,比较采用χ2

检验;采用多因素Logistic回归分析ISR发生的危险

因素;运用 GraphPad软件做采用受试者工作特征

(ROC)曲线评价 NLRP3炎性小体对ISR的诊断价

值;以
 

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组患者外周血单核细胞NLRP3
 

mRNA相对

水平比较 ISR组外周血单核细胞 NLRP3
 

mRNA
相对水 平 为 2.23±0.65,明 显 高 于 非ISR 组 的

1.08±0.31,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05),见
图1、2。
2.2 两组一般资料比较 结果显示,ISR组与非ISR
组在基础疾病糖尿病、高脂血症的比例,以及急性冠脉
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综合征、冠状动脉病变支数≥2支、植入支架枚数≥2
枚、植入后TIMI分级>2级的比例比较,差异均有统计

学意义(P<0.05)。两组患者在性别、年龄、体质量指

数及有吸烟史、有家族史、基础疾病高血压比例等方面

比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。

图1  两组患者外周血单核细胞NLRP3
 

mRNA相对

水平比较

2.3 Logistic回归分析 以ISR发生为因变量,将
2.1及2.2中差异有统计学意义的指标为自变量,行
Logistic回归分析,结果显示患有糖尿病、植入支架枚

数≥2枚、植入后TIMI分级≤2级及NLRP3
 

mRNA
相对水平升高是ISR 发 生 的 独 立 危 险 因 素(P<
0.05),见表2。

图2  两组患者外周血单核细胞NLRP3
 

mRNA表达

差异的电泳图

表1  两组一般资料比较

项目 非ISR组(n=163) ISR组(n=52) χ2 或t P

性别(男/女,n/n) 90/73 32/20 0.642 0.423

年龄(x±s,岁) 70.1±9.4 71.2±9.6 0.731 0.466

体质量指数(x±s,kg/m2) 24.8±3.1 24.4±2.9 0.823 0.412

有吸烟史[n(%)] 71(43.6) 25(48.1) 0.326 0.568

有家族史[n(%)] 49(29.2) 17(32.7) 0.110 0.740

基础疾病[n(%)]

 高血压 75(46.0) 22(42.3) 0.253 0.615

 糖尿病 67(41.1) 30(57.8) 4.238 0.040

 高脂血症 49(30.1) 26(50.0) 6.747 0.009

冠心病分型[n(%)] 4.428 0.035

 稳定性冠心病
 

90(55.2) 20(38.5)

 急性冠脉综合征 73(44.8) 32(61.5)

冠状动脉病变部位[n(%)]

 左主干 21(12.9) 9(17.3) 0.643 0.423

 前降支 78(47.9) 27(51.9) 0.261 0.609

 右冠状动脉 51(31.3) 18(34.6) 0.200 0.655

 回旋支 40(24.5) 12(23.1) 0.046 0.830

冠状动脉病变支数≥2支[n(%)] 54(33.1) 28(53.8) 7.172 0.007

植入支架枚数≥2枚[n(%)] 72(44.2) 34(65.4) 7.097 0.007

植入前TIMI分级≤2级[n(%)] 104(63.8) 35(67.3) 0.212 0.645

植入后TIMI分级≤2级[n(%)] 4(2.5) 5(9.6) 5.041 0.025

表2  ISR发生的独立危险因素分析

因素 回归系数 标准误差 Wald 值 OR 95%CI P

糖尿病 0.412 0.153
 

7.345
 

1.682
 

1.235~2.685 0.012
 

植入支架枚数≥2枚 0.535
 

0.264
 

8.124 1.814 1.183~2.780 0.008

植入后TIMI分级≤2级 0.346 0.131
 

6.796
 

1.264
 

1.160~2.462 0.005

NLRP3
 

mRNA相对水平升高 0.225
 

0.116
 

6.512 1.156 1.150~2.253 0.009
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2.4 ROC曲线分析 ROC曲线分析表明,外周血单

核细胞 NLRP3
 

mRNA 诊断ISR的 AUC为0.778
(95%CI:0.677~0.878),最佳临界点为1.53,灵敏

度和特异度分别为77.27%和61.29%,见图3。

图3  NLRP3
 

mRNA诊断ISR的ROC曲线分析

3 讨  论

  冠心病是最常见的动脉粥样硬化疾病之一,对人

民群众的生命健康构成严重威胁。目前,PCI是治疗

冠心病的主要方法,但在PCI过程中,球囊对靶血管

狭窄部位的扩张,可损伤内皮细胞,导致血小板在局

部聚集,从而激活单核细胞黏附于内皮下,促进血管

平滑肌细胞的增殖和泡沫化,导致新生内膜形成,这
是引起ISR发生的重要原因之一[8]。目前,如何早期

预测ISR的发生,对于其防治具有重要的临床意义。
有研究显示,microRNA 如 miR-126、miR-224、载脂

蛋白A及半胱氨酸等,与ISR形成具有一定相关性,
是ISR发生的独立预测因素[9-10]。但上述指标的相关

临床研究证据仍偏少,部分指标灵敏度或特异度偏

低,无法有效预测ISR的形成。
支架内新生内膜增生的特点是血管内侧平滑肌

细胞异常的增殖和迁移,导致支架局部管腔面积减

少。既往研究表明炎症反应的激活参与了新生内膜

的形成,抑制炎症反应如 NLRP3、NF-κB通路,可显

著减少小鼠颈动脉损伤和静脉移植后新生内膜形

成[11-12]。在炎症激活的条件下,血管平滑肌细胞可分

化为巨噬细胞,并伴有血管平滑肌细胞α-肌动蛋白表

达的降低,表明炎症的激活可能在血管平滑肌细胞表

型转换中发挥重要作用[13]。此外,巨噬细胞的增加可

导致局部炎症和促进血管平滑肌细胞增殖效应的相

关细胞因子如成纤维细胞生长因子、血小板源生长因

子等的合成与释放,从而进一步促进血管平滑肌细胞

异常增殖[14]。外周血单核细胞的激活,是全身炎症反

应的重要标志,有研究显示动脉粥样硬化患者单核细

胞可显著激活,该激活程度与斑块的稳定性密切相

关[15]。对于ISR患者,体内单核细胞NLRP3炎性小

体表达水平如何,是否与ISR的发生相关,相关研究

较少。本研究结果显示,与非ISR组比较,ISR组患

者外周血单核细胞 NLRP3
 

mRNA相对水平显著升

高,提示ISR组患者体内NLRP3炎性小体处于激活

状态。既往针对ISR发生的危险因素的相关研究较

多,已有的研究发现血脂水平升高、合并糖尿病、冠状

动脉病变重及吸烟等均可能是引起ISR发生的危险

因素[16-17]。本研究结果显示:植入支架枚数≥2枚、植
入后TIMI分级≤2级及NLRP3

 

mRNA相对水平升

高是ISR发生的独立危险因素;而高血脂、吸烟等因

素,虽然在ISR和非ISR组间存在差异,但上述因素

并不是ISR发生的独立危险因素,与张春艳等[18]研

究存在一定差异,其原因可能与回顾性分析的样本

量、回访就诊的时间等差异有关。进一步评估外周血

单核细胞NLRP3
 

mRNA水平诊断ISR的价值,通过

ROC曲线分析显示,其对ISR的诊断价值较高,同时

具有较高的灵敏度和特异度。NLRP3作为一项生化

指标,对ISR患者早期评估,显示出了较强的临床运

用前景。NLRP3炎性小体激活是ISR发生的独立危

险因素,这可能与NLRP3的激活可促进下游炎性因

子IL-1β水平的增加,IL-1β可招募中性粒细胞、细胞

内黏附分子-1等至受损血管内皮处,致使血管通透性

增加,同时还可增加纤溶酶激活物抑制物1和纤维蛋

白原水平,促进血栓形成等有关[19]。
综上所述,本研究结果显示,外周血单核细胞

NLRP3炎性小体的激活是ISR发生的独立危险因

素,通过检测患者外周血单核细胞NLRP3
 

mRNA相

对水平,对ISR发生的早期预测具有一定临床价值。
本研究局限性:(1)单核细胞NLRP3炎性小体及下游

相关通路的激活及调控机制目前未充分阐明,如何调

控并靶向抑制NLRP3炎性小体,是下一步研究的方

向;(2)本研究回顾性分析的病例量偏少,可能会对研

究结果产生影响。
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