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[摘要] 目的检测肺血栓栓塞症(PTE)患者整合素相关mRNA表达水平，分析其差异表达的意义。

方法随机取选20例m患者为PTE组；另选20例年龄、性别与之匹配的非PTE患者为对照组。提取外周
血单个核细胞总RNA，应用人类全基因组表达谱芯片比较两组整合素相关mRNA表达的差异，并进行FQ-

PCR验证芯片的可靠性。差异基因筛选标准为P<0．05。结果检测出白细胞相关整合素基因mRNAl4条，

P1TE组mRNA表达部分高于对照组，主要为B1及B2组，差异具有统计学显著意义(P<0．05)；血小板相关整

合素基因mRNAll条，IyI'E组表达上调的整合素占分布于血小板的所有整合素的60％，主要为p1及印组，

有统计学显著意义(P<0．05)；其他整合素相关基因mRNAll条中，亦有部分表达显著上调或下调(P<

0．05)，它们的主要配体均为纤维连接蛋白。结论FIE中分布于白细胞以及血小板的大部分整合素表达异

常上调，纤维连接蛋白相关整合素表达亦有显著改变，FIE可能与两者介导的炎症反应、血小板聚集相关。
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The significance of the differential expression of surface receptors mRNA of integrins in pulmonary thrombo-

embolism patients XIE Yuan，GONG Zha，WANG Le—rain．Department of Cardiology，Ton面i Hospital，ron舒i Unh,er-

s酊，Shanghai 200065，China

[Abstract]0bjective To detect surface receptors mRNA expression of integrins in pulmonary thromboembe·

lism．to analyze the significance of its differential expression．Methods Twenty patients诵t11 PTE were enrolled in

our study and the other twenty patients without
VI E were allocated∞controls．Total RNA was abstracted from isolated

mononuclear cells in peripheral blood samples of twenty patients and controls．Significant differential mRNA expres-

sion of integrins receptors were analyzed by means of mRNA expression microarray．Results Fourteen pieces of mR-

NA fragments associated with leucocyte were screened and part of the genes were up—regulated in PTE group compared

with control group(P<0．05)．The up—regulated mRNA fragments associated with leucocyte were mainly groups 131

and 132．Eleven pieces of mRNA fragments associated with platelet were$croened and 60％of the genes were up—regn—

lated in PrE group compared with control group(P<0．05)．The up-regulated mRNA fragments associated witll

platelet were mainly groups 131 and 133．Eleven pieces of other mRNA fragments were screened and part of the genes

were up-regulated or down—regulated，of which ligands were mainly fibronectin．Conclusion Agreat part of integrill8

associated with leucocyte and platelet were up-regulated in PTE，and the integrin8 whose main ligand being fibronectin

were also significandy different between PrE group and control group．Inflammation and platelet aggregation which Was

induced by them may be one important pathdo百cnl mechanism of FIE．
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静脉血栓栓塞症(venous thromboembolism，

VTE)主要包括肺血栓栓塞症(pulmonary thrombo-

embolism，PTE)和深静脉血栓形成(deep veHoHS

thrombosis，DVT)。PTE指来自静脉系统或右心的
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血栓阻塞肺动脉或其分支，引起以肺循环和呼吸功

能障碍为主要临床和病理生理特征的疾病。VTE

是由多种因素共同作用而导致的一类极其复杂的疾

病，近几年的研究表明，在静脉血栓形成过程中，内

皮、血小板和白细胞之间的黏附等起着核心作

用⋯。整合素(integrins)是细胞黏附分子(cell ad—

hesion molecules，CAMs)的一大家族，广泛存在于细

胞表面，介导细胞与细胞、细胞与细胞外基质(extra—

celluar matrix，ECM)的相互作用，参与细胞内外信

息传递，是介导细胞粘附的分子基础。整合素在体

内分布广泛，一种整合素可分布于多种细胞，同一种

细胞也往往有多种整合素的表达，但某些整合素的

表达有显著的细胞类型特异性。本实验采用人类全

基因组表达谱芯片检测整合素相关基因mRNA在

PTE中的表达，探讨整合素在PTE中的作用。

1材料与方法

1．1研究对象随机选取2007年同济大学附属同

济医院收治的20例P1陋患者为”E组，男ll例，

女9例，年龄44～89(70 4-14)岁，诊断标准参考《肺

动脉血栓栓塞症诊断与治疗的建议》忙J。对照组20

例，为同期入院患者，男11例，女9例，年龄44—9l

岁，平均年龄(72±14)岁，对照组均排除动静脉血

栓、先天性出凝血功能异常、服用激素或免疫抑制剂

等，两组性别、年龄差异无统计学意义(P>0．05)，

具有可比性。本研究经本院医学伦理委员会批准，

均征得患者的知情同意。

1．2检测方法

1．2．1血液总RNA的抽提及纯化抽取外周新鲜

静脉血5 ml，存人含有ETDA抗凝管中。裂解红细

胞，采用Trizol法抽提外周血单个核细胞总RNA，并

进行紫外分光光度计、琼脂糖凝胶电泳及Lab—011一

chip检测以鉴定总RNA质量，经鉴定合格的总

RNA进一步纯化用于芯片杂交。

1．2．2基因芯片及检测 本实验所用的基因芯片

购自美国Agilent公司，为人类全基因组oligo芯片，

型号为CAl 12F。行RNA定量，反转录合成双链cD．

NA并进行重化，随后进行体外转录合成带有生物

标记(CY3)的cRNA。使用Cy3 NHS ester荧光标记

的cRNA与探针芯片进行杂交，洗涤，并用Agilent

扫描仪扫描芯片杂交图像。

1．2．3 FQ．PCR反检测 从芯片检测结果中随机

抽取三条基因(CCL3L3、ZNF683、LBAl)及管家基因

GAPDH进行FQ—PCR以验证基因芯片的可靠性。

1．3统计学方法使用GeneSpring GX数据分析

软件对基因芯片原始荧光信号进行背景、标准化参

数设定及稳健多芯片平均标准化分析处理，尽量减

少芯片及实验操作员等系统误差，得到标准化基因

信号强度。计量资料均以露4-s表示，将PrE组与对

照组标准化基因信号强度进行两类样本比较随机方

差参数t检验，差异基因筛选标准为P<0．05。

2结果

2．1总RNA鉴定 将提取的总RNA经琼脂糖电

泳鉴定，可清晰看到RNA 28S和18S两条带，其亮

度比值约为2：1，并隐约可见5s条带，表明RNA完

整，没有降解，符合试验要求；通过紫外分光光度计

检测样品RNA的OD260、OD280值，两者比值为

1．83～2．1。部分样本全血总RNA进行了Agilent

2100 Bioanalyzer质控检测，证实已经提取到高纯度

的总RNA。

2．2 FQ—PCR检测结果 证实CCL3L3、ZNF683、

LBAl的FQ—PCR检测结果和芯片检测结果基本一

致，证明基因芯片结果是准确可靠的。

2．3 白细胞相关整合素基因芯片检测结果筛选

出白细胞相关整合素基因mRNAl4条(ITGAl、IT-

GA4、ITGA5、ITGAD、ITGAE、ITGAL、ITGAM、IT-

GAX、17rGBl、17rGBlBPl、ITGBlBP2、17rGBlBP3、IT_

GB2、ITGB7)。在这14条PTE组白细胞相关整合

素基因mRNA中，有5条(ITGA5、ITGAL、ITGAM、

ITGAX、ITGBl)表达较对照组上调(P<0．05)，2条

(ITCBl BP3、ITGB7)表达较对照组下调(P<0．05)，

其中ITGA5、ITGAM、ITGAX表达显著上调(P<

0．01)。见图1。

2．4血小板相关整合素基因芯片检测结果筛选

出血小板相关整合素基因mRNAll条(ITGA2、IT—

GA2B、ITGA5、IrrGA6、ITGAV、ITGBl、ITGBlBPI、IT-

GBIBP2、ITGBIBP3、ITGB3、ITGB3BP)，其中IT-

GBI、ITGBlBPl、ITGBlBP2、ITGBlBP3同时是白细

胞相关整合素基因mRNA。在这11条PI'E组血小

板相关整合素基因mRNA中，有5条(ITGA2B、IT-

GA5、ITGAV、ITGBl、ITGB3)表达较对照组上调(P

<0．05)，l条(ITGBlBP3)表达较对照组下调(P<

0．05)，其中ITGA2B、ITGA5、ITGAV、ITGB3表达显

著上调(P<0．01)。见图2。

2．5其他整合素相关基因芯片检测结果筛选出

其他整合素相关基因mRNAll条(ITGA3、ITGA7、

ITCA8、ITGA9、ITGAIO、17rGAl 1、ITGB4、ITGB4BP、

ITGB5、ITGB6、ITGB8)，其中有3条(ITGA7、IT—

GAll、ITGB5)表达较对照组上调(P<0．05)，3条
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(ITGA8、ITGB6、ITGB8)表达较对照组下调(P<

0．05)，其中ITGA7表达显著上调(P<0．01)，n-一
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GA8、ITGB6、ITGB8表达显著下调(P<0．01)。见

图3。

I对照组 n=20
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与对照组比较，‘P<O．05，▲P<O．01

图1 白细胞相关整合素基因mRNA差异性表达
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图2 血小板相关整合素基因mRNA差异性表达

口P'I’E组一对照组 n=20

基因简称

与对照组比较，‘P<O．05，▲P<0．01

图3 其他整合素基因mRNA差异性表达

3讨论

传统理论上认为血栓形成只是一种血管或血液

疾病，炎症与血栓形成是两个互相独立的病理过程，

但近年来随着研究的深入，学者们发现在静脉血栓

形成过程中必会发生炎性细胞浸润，在血栓部位除

了红细胞、血小板的大量聚集外，还可以见到大量白

细胞聚集，血小板的聚集和炎症反应贯穿了血栓形

成的全过程∞。J。本文根据整合素在机体的主要分

布情况，将整合素相关基因mRNA分为白细胞相

关、血小板相关以及其他整合素三类分别加以分析。

3．1 白细胞相关整合素基因mRNA (1)近年有

学者研究发现，在血栓形成的起始阶段，主要是白细

胞向内皮的粘附和迁移。白细胞粘附内皮，引起内

皮细胞屏障的破坏，暴露充满胶原的基底膜引起血

栓形成以及血栓的增殖，随后白细胞跨内皮迁移，进

一步导致血管壁的损伤，加重血栓的程度，这主要表

现在动脉血栓形成过程中，而关于其在静脉血栓形

成过程中的报道较少[6J。有报道整合素家族中的

ot4131(VLA4)、B2组在白细胞与内皮细胞的粘附

中、后期以及白细胞向内皮的迁移过程中，均有重要

作用。在本研究中的14条白细胞相关整合素基因

mRNA中，有35．7l％(5条)表达较对照组上调，其

中21．43％(3条)表达显著上调，另有14．29％(2

条)表达下调，共50％较对照组出现表达差异。在

表达上调的5条mRNA中，ITGAL、n℃AM、ITGAX

的转录产物(0LL、aM、etX亚单位)均可同睥亚单位

万方数据



Chinese Journal of New Clinical Medicine，December 2009，Volume 2．Number 12

共同组成B2组整合素，特异性的分布于白细胞表

面；ITGA5、ITGBl的转录产物分别为击、Bl亚单

位，Bl亚单位可同仅1、“、击等多种5亚单位共同

组成Bl组整合素。在表达下调的2条mRNA中，

ITGBl BP3转录产物为Dl整合素连接蛋白3；ITGB7

转录整合素的B7亚单位，可分别同dE、甜两种亚

单位结合。(2)本研究结果显示，B2组整合素的3

个5亚单位mRNA表达均有上调，但B2亚单位的

表达没有显著差异，考虑可能同d、B两类亚单位功

能不同所致，5L、5M、5X亚单位主要功能为同各自

配体连接，提供信号，而B2亚单位则仅负责信号的

转导，由此提示，在静脉血栓形成过程中，B2组整合

素同其配体之间的作用在白细胞同静脉壁内皮的相

互作用过程中加强，即粘附作用加强。B1组整合素

中，仅有西、pl亚单位表达上调，而仅l、甜亚单位

表达没有显著差异；由于仅581同时存在于血小板

表面，考虑0【5亚单位的表达上调可能同时存在白

细胞与血小板两者的因素。由此，考虑可能在静脉

血栓栓塞过程中，Bl组整合素同其配体的连接作用

并未加强，而信号转导功能增强，同样可以加强白细

胞同静脉壁内皮之间的粘附。在表达上调的4条白

细胞相关整合素基因mRNA中，ITGAM与ITGAX

的表达显著上调，其中ITGAM分布于单核细胞、巨

噬细胞、中性粒细胞，ITGAX分布于单核细胞、自然

杀伤细胞、中性粒细胞以及部分淋巴细胞，而表达未

见显著上调的ITGAL广泛分布于各种白细胞上，提

示在静脉血栓栓塞症中，中性粒细胞以及单核细胞

作用较大。来自美国的Wakefield TW曾报道静脉

血栓形成可能同静脉壁的中性粒细胞、单核细胞浸

润有关，意大利的Caimi G、我国的周翔宇等亦有研

究报道提示静脉血栓形成过程中存在中性粒细胞的

异常活化‘“101。

3．2血小板相关整合素基因mRNA(1)血小板

表达的整合素有5种：5 1I 133(GP II b／m a)、5V 133、

a2131、a5131、56131，其中GPⅡb／ma在血小板分布

最广，在血小板聚集中作用最大，也最受研究者们关

注。关于其它4种血小板整合素的报道相对较少，

目前所得到的结论是：以Bl、o．5131、56131可分别与

胶原蛋白、纤维连接蛋白、层粘连蛋白连接，参与正

常止血及血栓形成等过程，d V 133则主要与玻粘蛋

白、骨桥蛋白结合，骨桥蛋白存在于动脉粥样硬化的

斑块及受损的血管中。在本研究中的ll条血小板

相关整合素基因mRNA中，有45．45％(5条)表达

较对照组上调，其中36．36％(4条)表达显著上调，

另有9．09％(1条)表达下调，共54．55％较对照组

出现表达差异。在表达上调的5条mRNA中，玎-

GA2B、ITGA5、ITGAV、ITGBl、ITGB3的转录产物(5

Ⅱ、55、5V、131、133亚单位)共可组成3种分布于血

小板的整合素，即5 II 133、491．V133、55131，占所有血小

板表达的整合素的60％g(2)GP II b／IIIa是一类血

小板释放因子，是血小板聚集、细胞外基质扩布及血

块收缩过程中的必需要素。它在正常血液循环中处

于静止状态，只有在受到来自血小板、活化的抗体或

可溶性激动剂(如凝血酶、TXA-2)等的刺激时才发

挥作用。本研究中，GPII b／111a的两个亚单位，即or．

Ⅱ、B3的表达均有显著上调，提示在静脉血栓栓塞

过程中，血小板活化，刺激GP II b／m a释放，使之通

过与邻近血小板的可溶性纤维蛋白原(soluble fi-

brinogen)或VIII因子(yon WiUebrand faetor，VwF)

之间的交叉耦合完成血小板的聚集，并通过同配体

的连接加强血小板在细胞外基质中的扩布，通过与

纤维蛋白的连接使血块发生收缩，从而介导局部血

栓形成。约有70％的GP 1I b／Ⅲa存在于静息的血

小板表面，剩余30％以隐蔽状态分布在开放管道系

统和血小板5颗粒上，当静脉血管内皮受到损伤血

小板活化时，隐蔽状态的GP II b／IUa复合物全部表

达在膜表面，同时空间构型改变，暴露纤维蛋白原受

体的结合部位，获得受体活性，从而导致纤维蛋白原

构型变化，进一步加速血小板的活化和释放反应。

5V133可同纤维连接蛋白、玻粘蛋白、骨桥蛋白、纤

维蛋白原、Ⅷ因子等多种配体连接，在机体中参与血

管重塑、血栓形成、新生血管形成等多种病理生理过

程。研究表明，5V 133同骨桥蛋白之间的相互作用

使它在动脉血栓的形成中发挥重要作用，但关于它

在静脉血栓形成中的作用报道甚少。本研究结果提

示5 V133的两个亚单位的表达均有显著上调，表明

5V133在静脉血栓形成中也有重要作用，目前考虑

可能机制为：a V 133表达显著上调后，同分布于静脉

内皮细胞的纤维连接蛋白、骨桥蛋白、纤维蛋白原、

VIII因子相互连接，导致血液粘滞度升高，引起静脉

血栓的形成。前面已述，击Bl既分布于血小板表

面，也分布于单核细胞、淋巴细胞表面，它的主要配

体是纤维连接蛋白，同时也是层粘连蛋白的配体。

纤维连接蛋白主要参与血小板聚集，提示可能主要

是分布于血小板的击B1表达上调。

3．3其他整合素相关基因mRNA (1)在其他11

条整合素相关基因mRNA中，有27．27％(3条)表

达较对照组上调。其中9．09％(1条)表达显著上
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调，另有27．27％(3条)表达显著下调，共54．55％

(6条)较对照组出现表达差异。在表达上调的3条

基因mRNA中，ITGAll、ITGA7的转录产物a11、a7

亚单位均可同pl亚单位共同组成p1组整合素，

仅llpl的配体为胶原蛋白，胡B1的配体为层粘连蛋

白；ITGB5的转录产物B5亚单位可以同仅V亚单位

组成d V 135，其配体为纤维连接蛋白(fibronectin)，

同时，dV、Bl亚单位的基因mRNA表达也有上调。

目前关于ct7131、orl 1 pl、仅V 135的具体作用机制尚

需探讨，考虑这3种整合素在静脉血栓形成过程中

表达整体上调，提示胶原蛋白、层粘连蛋白、纤维连

接蛋白在静脉血栓形成过程中同整合素之间的连接

加强，信号转导增强。而在表达显著下调的3条基

因mRNA的转录产物中，d8同Bl亚单位组成

a8131，136、138则分别同0【V亚单位组成理V；36、dV

B8，3组整合素的主要配体均为纤维连接蛋白。过

去关于纤维连接蛋白在动脉血栓形成过程中的作用

报道较多，但尚缺少它在静脉血栓形成过程中作用

的报道，本研究结果提示纤维连接蛋白在静脉血栓

栓塞过程中同整合素的连接作用有显著加强或者减

弱，目前具体机制尚需进一步探讨。值得一提的是，

在静脉血栓形成过程中，纤维连接蛋白的多个整合

素受体仅V B5、58131、0【V 136、a V 138的表达水平改

变并不一致，其原因尚待研究。(2)本研究结果显

示，在静脉血栓栓塞过程中，白细胞相关整合素基因

mRNA中有部分表达上调，主要为Bl及B2组；血

小板相关整合素基因mRNA中，表达上调的整合素

占分布于血小板的所有整合素的60％，主要为6l

及B3组。提示分布于白细胞的整合素在静脉血栓

栓塞过程中发挥部分作用，而分布于血小板的整合

素在静脉血栓栓塞过程中发挥较大作用，Bl组整合

素表达的的上调可能同白细胞及血小板两者同时相

·123l·

关。在其他整合素相关基因mRNA中，亦有部分表

达上调或下调，它们的主要配体为纤维连接蛋白，提

示纤维连接蛋白在静脉血栓栓塞过程中也发挥一定

作用，但具体机理尚需进～步研究。
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