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血小板膜糖蛋白(GP)Ⅲa PLA、Ⅰa807C/T 基因多态性与阿司匹林
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摘要 目的：探讨青岛地区汉族人群阿司匹林抵抗与血小板膜糖蛋白 GPⅢaPLA、Ⅰa807C/T 基因多态性之间的关系。方法：筛选

150 例动脉粥样硬化患者服用阿司匹林（100mg/d)至少 14d 以上，根据血小板聚集功能测定将其分为阿司匹林抵抗(AR)组、阿司

匹林半抵抗(ASR)组，阿司匹林敏感(AS)组。用 PCR-RFLP 法确定各组 GPⅢaPLA、GPⅠa 807C/T 基因型。结果：仅于 ASR 组检出

1 例 PLA1/A2 基因型，其余均为 PLA1/A1 基因型，未发现 PLA2/A2 基因型，差异无统计学意义(P>0.005)；GPⅠa807C/T 基因位点

AR 组、ASR 组的 T 等位基因频率均显著高于 AS 组,有统计学意义(P<0.005)。结论：GPⅢaPLA2 基因可能不是阿司匹林抵抗的遗

传危险因素。而 GPⅠa 807C/T 基因位点的 T 等位基因与阿司匹林抵抗的发生相关联，可能是阿司匹林抵抗遗传易感因素。
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ABSTRACT Objective: To investigate whether two Gene Polymorphisms of Platelet Glycoprotein, GPⅢa PLA and GPⅠa807C/T,
contribute to aspirin resistance in Han population of Qingdao. Methods: 150 patients with artherosclerosis on aspirin(100mg/d) for at least
14 days were enrolled. According to the Platelet agglutination test, they were divided to three groups: aspirin resistant(AR) group, aspirin
semiresponder (ASR) group and aspirin sensitive (AS) group, Genotyping of the two polymorphisms was performed using a polymerase
chain reaction-based restriction fragment-length polymorphism analysis. Results: Only one patient carried the PLA1/A2 allele. The others
possessed PLA1/A1 allele. None PLA2/A2 observed. No relation was found between resistance status and PLA genotype. For the 807C/T
genotype, the frequency of T allele in AR group and ASR group were higher than that in AS group. The difference was statistically Sig-
nificant(P<0.005). Conclusion: The present results suggest that the PLA polymorphism of glycoprotein Ⅲa is not a risk factor for AR. But
the 807T allele of the GPⅠa gene show higher relationship with aspirin resistance. It may be a genetic factor for susceptibility to AR.

Key words: Aspirin resistance；Platelet glycoprotein；Gene polymorphism
Chinese Library Classification: R541.4 Document code: A
Article ID:1673-6273(2011)12-2324-04

作者简介：李春晓（1984-），女，硕士研究生，主要研究方

向：阿司匹林抵抗

△通讯作者：魏立，电话：13355326899
（收稿日期：2010-03-02 接受日期：2011-03-27）

前言

阿司匹林作为有效的抗血小板聚集、预防血栓的药物，已

被许多大规模临床试验所证明，广泛运用于心血管疾病的一级

和二级预防中[1，2]。临床上服用阿司匹林治疗的患者对该药物的

反应性差异很大，有些患者反应性很差甚至无反应，导致临床

血栓事件的发生，称之为阿司匹林抵抗。
血小板膜含有丰富的蛋白质，这些蛋白质多连接有大量的

糖类支链而构成糖蛋白。它们在血小板粘附与聚集，血栓形成

过程中起了关键作用[3]。基因的多态性可能使这些糖蛋白的结

构和功能异常，进一步影响血栓的形成，从而导致阿司匹林抵

抗。本文主要探讨 GPⅢa 的 PLA 及Ⅰa 的 807C/T 基因的多态

性与阿司匹林抵抗抵抗的相关性。

1 资料和方法

1.1 对象

入选 2010 年 1 月至 2010 年 11 月期间在青岛解放军 401
医院就医的需阿司匹林治疗的动脉粥样硬化高危人群 150 人，

年龄 61.03±18.40 岁，男 81 人,女 69 人。所有患者连续每日口

服阿司匹林 100 mg/d，至少服用 14 天以上。
排除标准：如阿司匹林过敏者；血液病及出血倾向者；活动

性消化性溃疡者；一月内使用过其他非甾体类抗炎药物

(NSAIDs)、氯吡咯雷、肝素、低分子肝素、华法令等抗血小板抗

血栓药物及活血化瘀的中成药者、近期有外科大手术史者。
1.2 方法

1.2.1 血小板聚集率检测

晨起空腹抽采血 4 ml，1:9 枸橼酸纳抗凝，测血小板聚集
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率。阿司匹林抵抗 （AR） 标准 [4]：用 10μmol/L 二磷酸腺苷

(ADP) 诱导血小板平均聚集率≥70 %和用 0.5 mmol/L 花生四

烯酸 （AA） 诱导血小板平均聚集率≥20%；阿司匹林半抵抗

(ASR)标准：符合上述条件之一即可；否则即为阿司匹林敏感

（AS）。
1.2.2 DNA 提取

取 400μL ENTA 抗凝的外周血，应用全血 DNA 试剂盒

（杭州新捷 Cat：3001050）提取 DNA。
1.2.3 GPⅢa PLA 基因多态性测定

PCR 反应扩增目的片段：正义引物序列：5'-GCTCCAATG-
TACGGGGTAAAC-3'， 反 义 引 物 序 列 ：5'-GGGGACT-
GACTTGAGTGACCT-3'。50μL 反应体系包括：基因组 DNA
模板 2μg、引物各 10 pmol/L、pfu DNA 聚合酶 5 U、dNTP 200
μmol/L。扩增条件：94℃预变性 5 min；30 个循环，循环参数为

94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 30 s；72℃延伸 10 min。PCR 产物

经 1.5 %的琼脂糖凝胶电泳，核酸染料 GELVIEW 染色，凝胶成

像系统摄片，确定基因型。酶切反应：30μL 反应体系包括：

10×Buffer 2μL，PCR 产物 10μL，双蒸水 17μL，Msp I 内切

酶 1μL。37℃孵育 30 min。产物经 1.5 %的琼脂糖电泳，凝胶

成像系统摄片。
1.2.4 GPⅠa807C/T 基因多态性测定

PCR 反 应 扩 增 目 的 片 段 ： 上 游 引 物 序 列 ：5'-GATT-
TAACTTTCCCGACTGCCTTC-3'，下游引物序列：5'-CTCTC-
TAGATTGTCATGGTTGCATTGATCAATCAC-3'。50μL 反应

体系包括：dNTP 200μmol/L，正、反向引物各 10 pmol 和 DNA
模板 2μg。94℃预变性 5 min 后，加 5 U pfu 聚合酶。反应条件

为 94℃预变性 5 min，30 个循环，循环参数为 95℃60 s，63℃
60 s，72℃ 1 min；72℃延伸 10 min。PCR 产物经 1.5 %的琼脂

糖凝胶电泳，核酸染料 GELVIEW 染色，凝胶成像系统摄片，确

定基因型。酶切反应：30μL 反应体系包括：10×Buffer 2μL，

PCR 产物 10μL，双蒸水 17μL，BglⅡ内切酶 1μL。37℃孵

育 30 min。产物经 1.5 %的琼脂糖电泳，凝胶成像系统摄片。
1.3 统计学方法

多态性基因频率群体分布用 Hardy-Weinberg 平衡检验，

基因频率的比较用 x2 检验。P≤0.05 为差异有显著性意义。采

用 SPSS16.0 软件进行统计分析。

2 结果

2.1 基因分型

GPⅢa PLA 目标基因扩增产物长度为 268 bp，经 MspI 酶

切后，纯合型 PLA1/PLA1 产生 3 个片段 223 bp，39 bp，6 bp；杂

合型 PLA1/PLA2 产生 5 个片段 223 bp，173 bp，50 bp，39 bp，6
bp；纯合型 PLA2/ PLA2 产生 4 个片段 173 bp，50 bp，39 bp，6
bp。基因扩增并酶切结果显示 2 种基因型 （见图 1）；GPⅠ

a807C/T 目标基因扩增片段长度为 1332 bp，T 等位基因含有一

个限制性内切酶 BglⅡ的酶切位点，酶切后产生 989 bp 和 343
bp 两个片段，C 等位基因不能被 BglⅡ酶切。因此，T/T 型含有

两个限制性内切酶 BglⅡ的酶切位点，酶切后产生 2 个片段

989 bp 和 343 bp；C/C 型没有一个酶切位点，只有 1 个片段

1332 bp；C/T 型产生 3 个片段 989 bp、343 bp、1332 bp。基因扩

增并酶切结果显示 3 种基因型（见图 2）。

2.2 遗传学调查

GPⅢa PLA 与 GPⅠa807C/T 两个基因的多态性在 AR 组、
ASR 组、AS 组中的分布经 x2 检验符合 Hardy-Weinberg 平衡，

已达到了遗传平衡。
2.3 GPⅢa PLA 与 GPⅠa807C/T 两个基因多态性分布

GPⅢa PLA 位点 C 等位基因的的频率 3 组比较，差异无

M：100bp DNA ladder：2000 bp、1000 bp、750 bp、500 bp、250 bp、100 bp；

1、4 为 PCR 产物，2、3、6 为纯合型 PLA1/A1，5 为杂合型 PLA1/A2

图 1 GPⅢa PLA 基因的 PCR 产物及酶切结果电泳图

Fig.1 Electrophoretogram about PCR products and digestion results of GP

Ⅲa PLA gene

M 同上；1 为 PCR 产物，2、5 为 TT 型，3 为 CC 型，4、6 为 CT 型

图 2 GPⅠa807C/T 基因的 PCR 产物及酶切结果电泳图

Fig. 2 Electrophoretogram about PCR products and digestion results of GP

Ⅰa807C/T gene
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3 组之间比较 x2=14.223，P=0.001（双侧）＜0.05

Comparing three groups, x2=14.223，P=0.001（two sides）＜0.05

3 组之间比较 x2=4.255，P=0.119（双侧）＞0.05

Comparing three groups, x2=4.255，P=0.119（two sides）＞0.05

显著性意义（x2=4.255，P＞0.05），见表 1。GPⅠa807C/T 位点上，

AR 组、ASR 组的 T 等位基因频率 （分别为 56.3 %、44.8 %）均

高于 AS 组（30.9 %），差异有统计学意义（x2=14.223，P≤0.05），

见表 2。

表 1 GPaⅢPLA 基因多态性分布和等位基因频率

Table 1 The genotypes and the allele frenquency of GPaⅢPLA

Group Patients
Genotype Allele frequency

TT TC CC T C

AR group 8 8 0 0 16(100.0 %) 0(0.0 %)

ASR group 29 28 1 0 57(98.3 %) 1(1.7 %)

AS group 115 115 0 0 230(100 %) 0(0.0 %)

合计 152 151 1 0 303(99.7 %) 1(0.3 %)

表 2 GPⅠa807C/T 基因多态性分布和等位基因频率

Table 2 The genotypes and the allele frenquency of GPⅠa807C/T

Group Patients
Genotype Allele frequency

TT TC CC T C

AR group 8 2 5 1 9(56.3 %) 7(43.7 %)

ASR group 29 3 20 6 26(44.8 %) 32(55.2 %)

AS group 115 10 37 68 57(24.8 %) 173(75.2 %)

合计 152 16 62 74 94(30.9 %) 210(69.1 %)

3 讨论

Gum 等[4]随访了 326 个规律服用阿司匹林的稳定性心血

管疾病患者 2 年，发现以比浊法定义的阿司匹林抵抗患者发生

心脑血管重大恶性事件的危险性是敏感者的 3 倍。关于阿司匹

林抵抗，目前没有公认定义，机制也尚不明确。最近的资料提示

表面蛋白存在多态性, 可能在阿司匹林抵抗产生过程中起作

用。
血小板膜糖蛋白 GPⅢa 与 GPⅡb 以非共价键结合构成二

聚体复合物，血小板膜上纤维蛋白原受体。GPⅡb/Ⅲa 活化并

与纤维蛋白原结合是引起血小板聚集的最终共同途径。GPⅢ

aPLA 具有多态性，最常见的两个变型为 PLA1、PLA2。GPⅢa
基因第 2 个外显子核苷酸第 1565 位胸腺嘧啶(T)被胞嘧啶(C)
所取代，使编码的第 33 位亮氨酸(PLA1)被脯氨酸(PLA2)所取

代[5]。这可能导致 GPⅡb/Ⅲa 受体结构重要构相改变，从而导致

血小板聚集异常。1996 年 Weiss 等[6]率先研究发现 GPⅢa 的

PLA2 等位基因与心肌梗死(MI)发生相关。之后大量研究提示

PLA2 可能是心血管疾病的一个危险因素。Undas 等[7,8]进行了

一系列小型研究，共同提示 PLA2 更有助于阿司匹林抵抗。
Michelson 等[9]研究表明糖蛋白ⅢaPLA2 阳性血小板对激活、释
放α颗粒、糖蛋白Ⅱb／Ⅲa 活化和纤维蛋白原结合的阈值较

低，提示这种 " 高反应性 " 可能与患者易发生血栓和阿司匹林

抵抗有关。相反，Cooke 等[10]比较了 15 名纯合子 PLA1 和 11 名

杂合子 PLA1/A2 患者 ADP 诱导血小板聚集情况后认为携带

PLA2 基因的患者对阿司匹林更敏感。Macchi 等[11]通过体外

实验发现 PLA1/A1 纯合子较其它基因型更易出现对阿司匹林

的抵抗。Pamukcu 等[12]研究发现，在行支架植入术后的稳定型

冠心病患者中 PLA1/A1 比 PLAl/A2 基因型携带者更容易对小

剂量阿司匹林治疗发生抵抗。总之国内外对于 GPⅢaPLA 与阿

司匹林抵抗的关系尚无统一认识。本试验所有入选病例仅发现

1 名 PLA1/PLA2(TC)型突变，其余均呈 PLA1/PLA1(TT)型，

PLA2/PLA2(CC)型缺如。提示该基因在青岛地区突变率极低，

其多态位点可能不是青岛地区汉族人阿司匹林抵抗的危险因

素。国内丁枭伟、薛梅等人[13,14]等亦发现 GPⅢaPLA 突变率极

低。可见 GPⅢa 的 PLA1/PLA2 多态表型因地域种族的不同而

存在显著差异。
血小板 GPⅠa/Ⅱa 复合物为胶原最初的受体，在血小板与

受损血管病的黏附与聚中发挥重要作用。有研究发现[15,16]，807T
等位基因与血小板膜上的 GPⅠa/Ⅱa 受体密度的增加显著相

关。不同的受体密度与血小板粘附于胶原的不同速度相关联。
这就意味着一种潜在的血栓形成危险因子促进阿司匹林抵抗

的发生。Moshfegh 等[17]研究发现，807T/873A 等位基因纯合子

与 AMI 的发生显著相关，logistic 回归模型对年龄、性别、吸烟、
高血压、糖尿病、体质量指数和低密度脂蛋白胆固醇以及纤维

蛋白原等危险因素校正后，807T/873A 等位基因纯合子仍为 A-
MI 发生的独立危险因素。国内外大量研究提示 807T 等位基因

与心肌梗死、脑梗死等血栓事件具有相关性[18,19]。Angiolillo 等[20]

比较了 51 名携带等位基因 T(TT+CT)和 31 名 CC 纯合子的患

者，研究对象服用阿司匹林和氯吡咯雷均大于 1 个月，研究表

明在长期服用阿司匹林和氯吡咯雷抗血小板药物的患者中，携

带等位基因 T 的患者血小板聚集率显著增加。我们的试验选取

150 位青岛地区汉族人进行研究，发现 AR 组、ASR 组、AS 组

的 T 等位基因频率（分别为 56.3%、44.8%、30.9%），AR 组、ASR
组均高于 AS 组（P＜0.05）。GPⅠa807T 等位基因携带者可能是

阿司匹林抵抗的一个遗传性危险因素。其机制可能是通过影响

GP 基因的转录和表达导致血小板膜上的 GP 浓度变化，从而
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增强对胶原的敏感性，加快血小板粘附聚集，影响动脉粥样硬

化的发生、发展及血栓形成过程。
综上所述，GPⅢaPLA 青岛地区汉族人中突变率极低，其

多态位点可能不是阿司匹林抵抗的危险因素。而 GPⅠa807T
等位基因与阿司匹林抵抗显著相关，可能是阿司匹林抵抗的遗

传易感因素。但由于病例数较少，各研究入选标准不同，因此本

文得出的结论还需要进行更大规模的前瞻性、基因学和流行病

学的研究来证实。
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