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STEMI患者血浆和血小板 CCL2水平及其对血小板 NF-资B信号通路
的影响 *
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摘要 目的：研究急性 ST抬高型心肌梗死(STEMI)患者血浆和血小板中趋化因子 CCL2的水平及其对血小板核因子 资B(NF-资B)
信号通路中 P65和 I资B琢的影响。方法：选择 2015年 10月至 2016年 1月沈阳军区总医院 CCU收治的 STEMI患者 50例及同期

正常对照人群 50例，采用 ELISA检测其血浆中 CCL2水平，western blot检测其血小板中 CCL2和 CCR2的表达；western blot检

测经 CCL2刺激后血小板中 pP65和 I资B琢表达，进而应用 CCR2拮抗剂 RS201895及 NF-资B信号通路抑制剂 Bay11-7082预处

理血小板，再应用 CCL2刺激血小板，检测 pP65和 I资B琢表达。结果：STEMI患者血浆 CCL2浓度为 222± 98 pg/mL，正常对照组

血浆 CCL2浓度为 162± 24 pg/mL，较 STEMI组显著降低，差异存在统计学意义(P<0.01)。STEMI患者血小板中 CCL2和 CCR2

的表达较正常对照组明显增加(P<0.01)。经 CCL2刺激后，血小板中 pP65水平升高，I资B琢水平降低(P<0.01)；在 CCL2刺激血小板

之前，应用 RS201895或 Bay11-7082预处理血小板后，其 pP65水平降低，I资B琢水平升高(P<0.01)。结论：STEMI患者血浆及血小

板中 CCL2表达增高，CCL2/CCR2可能通过 NF-资B信号通路影响血小板功能，参与血栓形成。
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Levels of Chemokine CCL2 in the Plasma and Platelets of Patients with ST
Elevation Myocardial Infarction and Its Effect on the Signal Pathway of

Nuclear Factor Kappa B in the Platelets*

To study the expressions of chemokine CCL2 in the plasma and the platelets of patients with STEMI, and

investigate the effect of CCL2 on P65 and I资B琢 of the platelets. 50 patients with STEMI who were admitted in the CCU of

General Hospital of Shenyang Military Region from October 2015 to January 2016 and 50 healthy controls were enrolled. The plasma

CCL2 concentration of patients with STEMI and healthy controls were detected by ELISA. The expressions of CCL2 and CCR2 in the

platelets were detected by western blot; the phosphorylation of P65 and I资B琢 in the platelets were tested by western blot after CCL2 stim-

ulation, or while CCR2 antagonist RS201895 and NF-资B signaling pathway inhibitor Bay11-7082 were pretreated on the platelets.

The plasma CCL2 concentration of STEMI patients and healthy controls were 222± 98 pg/mL and 162± 24 pg/mL, there were signifi-

cant statistical differences between the two groups (P<0.01). Compared with control group, the expression of CCL2 and CCR2 in the

platelets were significantly increased in STEMI patients (P<0.01). After the platelets were stimulated by CCL2, pP65 increased and I资B琢
decreased (P<0.01); when RS201895 or Bay11-7082 treated before CCL2 stimulation, the phosphorylation of P65 decreased and I资B琢
increased (P<0.01). The expression of CCL2 in plasma and platelets of patients with STEMI increased. CCL2/CCR2 might

affect the functions of platelets through NF-资B signaling pathway and participate in the thrombosis.
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前言
心血管疾病是当今世界威胁人类健康最严重的疾病之一，

其发病率和死亡率均超过肿瘤而居第一位，其中冠心病是最常
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见的原因，占所有心血管死亡的 40 %以上[1]。STEMI是冠心病

中最严重的类型，也是心血管疾病致死的头号杀手。血小板的

聚集、活化、粘附、血栓形成是冠脉闭塞的中心环节[2]。趋化因子

CCL2又称单核细胞趋化蛋白 1 (monocyte chemotactic protein

1，MCP-1)，其在动脉粥样硬化 [3,4](atherosclerosis，AS)和急性冠

状动脉综合征[5,6](acute coronary syndrome，ACS)的发生发展过

程中具有重要作用。CCL2通过与其特异性受体 CCR2结合而

发挥生物学作用，可以趋化循环中的单核细胞至动脉粥样病变

的区域 [7]。STEMI患者血小板中 CCL2表达是否增加未见报

道，如果表达存在差异，这种差异是否与核因子 资B(nuclear fac-
tor kappa B，NF-资B)相关，亦未见报道，本研究将对此进行探
讨。

1 对象与方法

1.1 研究对象的入选标准

入选自 2015 年 10月至 2016 年 1 月于沈阳军区总医院

CCU收治的 STEMI患者 50例，正常对照组 50例。入选样本

均经沈阳军区总医院伦理委员会同意，均签署知情同意书。所

有 STEMI患者均行心肌酶学检测、心电图及冠脉造影检查。患

者年龄 30-75岁，有典型胸痛症状、心肌酶学及心电图有特异

性改变，冠脉造影显示左前降支、左回旋支及右冠状动脉中有

一支或多支血管狭窄程度超过 75 %。将近期患活动性出血性

疾病、血液系统疾病、严重肝肾疾病或凝血功能异常、先天性心

脏病、心脏瓣膜疾病、自身免疫性疾病、肿瘤性疾病及实验前两

周服用过抗血小板药、抗凝药及他汀类药物的个体排除。正常

对照组年龄性别与 STEMI患者相匹配，无冠心病、脑血管病及

慢性病史等。

1.2 研究方法

1.2.1 血浆样本采集 所有入选样本抽取 3 mL静脉血，4℃

条件下 3000 rpm离心 10 min，上清为血浆标本，将血浆标本分

装至 EP管中，每管加入 100 滋L，-80℃冻存。
1.2.2 ELISA检测血浆中 CCL2水平 (1)将待测血浆样本置冰

上融化。(2)制备 CCL2标准品：将 5 mL RD6Q液体加至 CCL2

标准品中，浓度为 2000 pg/mL。取 6个 1.5 mL EP管，每管加入

500 滋L RD6Q液，将标准品进行倍比稀释，浓度依次为 1000

pg/mL、500pg/mL、250pg/mL、125pg/mL、62.5pg/mL、31.3pg/mL。

(3)每孔先加入 50 滋L稀释液 RD1-83，再加入 200 滋L标准品或
待测样品，孵育 2 h。(4)弃去液体，每孔加入 400 滋L washing

buffer，共洗 3次，拍干。(5)每孔加入 200 滋L CCL2 Conjugate，

孵育 2 h。(6)重复步骤(4)。(7)每孔加入 200 滋L Substrate solu-

tion，避光孵育 30 min。(8)每孔加入 50 滋L Stop solution，在酶标
仪上进行检测。

1.2.3 分离血小板及提取蛋白 (1)选择入选标本中 STEMI患

者和正常对照组各 10例，均抽取 6 mL静脉血，室温下 800

rpm离心 10 min，上清为富含血小板血浆(platelet rich plasma，

PRP)。将 PRP移至 EP管中，室温下 3000 rpm离心 10 min，底

部沉淀为血小板。(2)每管加入适量蛋白裂解液，置冰上 40 min

后，4℃条件下 12000 rpm离心 10 min，上清为提取的总蛋白。

1.2.4 western blot检测血小板中 CCL2及 CCR2表达 (1)将

蛋白置冰上溶解，按计算好的浓度稀释。(2)20 滋L蛋白样品上

样，电泳后，转置 PVDF膜上。(3)将转印好的 PVDF膜放入 5 %

脱脂奶粉中封闭 2 h。(4) 将 PVDF膜置于配好的一抗溶液中

(CCL2 1:1000，CCR2 1:1000，GAPDH 1:2000)，4 ℃孵育过夜。

(5)将 PVDF膜置于配好的二抗溶液中(1:10000)，室温孵育 2 h。

(6)将 ECL滴于膜上，暗室内压片。应用 Image Pro Plus软件进

行灰度分析。

1.2.5 western blot 检测血小板中总 P65、pP65 和 I资B琢 表达
(1)选择入选的正常对照组 10例，分离血小板后，外源性应用重

组人 CCL2 因子刺激血小板；或者应用 CCR2 拮抗剂

RS201895、NF-资B信号通路抑制剂 Bay11-7082预处理血小板，

再应用重组人 CCL2因子刺激血小板。(2)提取总蛋白，western

blot检测总 P65、pP65和 I资B琢表达，一抗浓度分别为(总 P65 1:

1000，pP65 1:1000，I资B琢1:1000，GAPDH 1: 2000)，其余步骤同

1.2.4。

1.3 统计学处理

用 SPSS 21.0统计软件包进行处理。计量资料用均数± 标

准差表示，两组间均数比较采用 t检验。以 P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 STEMI患者与正常对照组血浆中 CCL2表达的比较

STEMI患者血浆中 CCL2浓度为 222± 98 pg/mL，正常对

照组血浆 CCL2浓度为 162± 24 pg/mL，两组比较存在显著的

统计学差异(P<0.01)，STEMI组显著高于正常对照组。见图 1。

2.2 STEMI患者与正常对照组血小板中 CCL2和 CCR2的表

达的比较

应用 western blot 检测，STEMI 患者血小板中 CCL2 及

CCR2的表达明显高于正常对照组，存在显著的统计学差异

(P<0.01)。见图 2。

2.3 CCL2对血小板中 NF-资B的影响
应用 CCL2(1000 ng/mL)刺激血小板后，血小板中磷酸化

P65 表达水平升高，I资B琢 表达水平降低 (P<0.01)；应用

图 1 STEMI患者和正常对照组血浆中 CCL2的比较

Fig.1 Comparison of the plasma CCL2 concentration between patients with

STEMI and controls

Note: compared with controls, n=50. **P<0.01.
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图 2 STEMI患者和正常对照组血小板中 CCL2和 CCR2的表达的比

较

Fig.2 Comparison of the expressions of CCL2 and CCR2 in the platelets

between patients with STEMI and controls

Note: compared with controls, n=5. **P<0.01.

RS201895(50 滋g/mL)或 Bay11-7082(25 滋M)预处理血小板后，

再应用 CCL2刺激血小板后，磷酸化 P65表达水平降低，I资B琢
表达水平升高(P<0.01)。见图 3。

3 讨论

AMI因高发病率和高死亡率已成为我国重大公共卫生问

题之一。根据 2013年《中国心血管病研究报告》，我国每年新发

AMI人数约 50万，现患 AMI人数约 250万[8]。STEMI是在冠

脉内不稳定斑块破裂的基础上继发血栓形成，导致冠脉急剧狭

窄闭塞，侧枝循环未能充分建立，引起心肌急性缺血坏死。炎症

反应及血小板的活化聚集是血栓形成过程中的重要环节[9]。

CCL2(MCP-1)是趋化因子 CC亚家族中的一员，可由单核

细胞、巨噬细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞、心肌

细胞等细胞分泌，是炎症反应中的启动因子，通过诱导其它炎

性介质产生和释放，形成正反馈作用，加快 AS的进展[10]。局部

表达的 CCL2除具有趋化活性外，还可以诱导组织因子的表

达[11]，而组织因子是外源性凝血途径的起始因子，可促进血栓

形成。有研究表明 CCL2高表达的 ACS患者发生终点事件的

风险明显高于 CCL2低表达的患者[12]。Parissis等检测 AMI患

者入院第 1周和 1个月后血清 CCL2浓度均较正常对照组明

显升高，提示 CCL2与心肌梗死后左心室重塑有关[13]。Kobusi-

ak-Prokopowicz等报道 STEMI患者外周血中 CCL2水平明显

高于对照组[14]。因此，本研究中首先检测了 STEMI患者和正常

对照组血浆中 CCL2的表达，结果显示 STEMI患者血浆 CCL2

浓度明显高于正常对照组，与文献报道一致。

CCR2是 CCL2的特异性受体，是含有 7个跨膜区的 G蛋

白耦联受体。CCL2通过与 CCR2结合后在 AS及 AMI发展的

多个阶段如脂质条纹形成、斑块破裂、血栓形成中均发挥作

用[15,16]。考虑到血小板的聚集活化在血栓形成过程中扮演重要

角色，我们推测 CCL2在 STEMI患者与正常对照组血小板中

表达可能也存在差异。我们应用 western blot检测发现 STEMI

患者较正常对照组血小板中 CCL2和 CCR2的表达均明显增

加，验证了我们的推测，表明 CCL2/CCR2可能参与到了血栓的

形成，但具体途径尚不明确。

NF-资B是一个普遍存在的多效性转录因子家族，由 NF-资B
家族成员的二聚体构成 [17]。功能型 NF-资B由 P65、P50、P52、

RelB和 c-Rel蛋白组成同源或异源二聚体。通常是 P52或 P50

与 RelB、c-Rel或 P65构成异源二聚体，而 P65是 NF-资B中发
挥作用的必需成分[18]。Leonardo Rivadeneyra等报道 NF-资B是
参与调控血小板活化的信号通路之一[19]。在血小板未激活的状

态下，NF-资B异源二聚体与 I资B琢结合。当血小板在凝血酶等诱
导剂的刺激下，I资B琢被磷酸化，进而被降解。此时 NF-资B异源
二聚体被活化，并参与转录[20,21]。而 CCL2是否参与血小板中

NF-资B的激活需要进一步证明。我们应用 western blot检测到

STEMI患者较正常对照组血小板中 CCL2和 CCR2的表达存

在差异后，应用外源性 CCL2因子刺激血小板，发现血小板中

P65的磷酸化水平升高，I资B琢水平降低。进一步应用 CCR2拮

抗剂 RS201895或 NF-资B信号通路抑制剂 Bay11-7082预处理

血小板后，再应用 CCL2刺激血小板，发现 P65磷酸化水平降

低，I资B琢水平升高，这提示 CCL2/CCR2可能通过 NF-资B信号
通路影响血小板功能，参与血栓形成。

综上所述，STEMI患者血浆及血小板中 CCL2的表达明显

高于正常对照组，且 CCL2参与了血小板中信号通路 NF-资B的
激活。然而，CCL2/CCR2通过 NF-资B信号通路对血小板功能
影响的具体表现有待进一步研究。CCL2可能成为对抗血小板

功能的关键调控分子，为血栓性疾病的防治提供依据。
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