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CC类趋化因子配体 5与冠状动脉粥样硬化的相关性研究 *
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摘要 目的：探讨 CC类趋化因子配体 5(CC chemokine ligand-5，CCL5)的表达水平与冠状动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)严重

程度之间的相关性。方法：将颈动脉粥样硬化狭窄(>70 %)行颈动脉内膜切除术的 5例手术标本作为 AS组，尸检无动脉粥样硬化

的正常颈动脉 3例作为对照组。应用免疫组织化学、Western blot检测 AS组和对照组中 CCL5的表达。收集 110例冠状动脉造影

术患者，根据 Gensini评分分为对照组(Gensini评分 =0分，n=27)，轻微病变组(0<Gensini评分≤ 20，n=32)和严重病变组(Gensini评

分 >20，n=51)。收集各组的临床基线资料(包括年龄、性别、血压、血脂、血糖等)，ELISA方法检测各组血浆中 CCL5表达水平，并分

析各危险因素、CCL5表达水平与 Gensini评分之间的相关性。结果：颈 AS组 AS组织中 CCL5蛋白的表达明显高于正常颈动脉

组(P<0.05)，冠心病患者血浆 CCL5水平明显高于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)。对照组、轻微病变组和严重病变组在性

别、吸烟史、收缩压、舒张压、血糖及血浆 CCL5的表达上存在显著的差别。相关性分析显示舒张压、血糖及血浆 CCL5表达水平与

Gensini 评分间呈显著正相关(r=0.276、0.418、0.519，P<0.05)。以 Gensini 评分为因变量，性别、年龄、吸烟史、收缩压、舒张压、

LDL-C、HDL-C、血糖、血浆 CCL5为自变量建立多元逐步线性回归模型，结果提示血浆 CCL5为 Gensini评分的独立预测因子(B

值为 8.775；P值为 0.000)。结论：血浆 CCL5水平与冠状动脉粥样硬化病变程度呈正相关，可能作为 AS程度的独立预测因子。
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Relationship between the Level of CCL5 in Serum and the Severity of
Coronary Atherosclerosis*

To investigate the relationship between serum CC chemokine ligand 5 (CCL5) level and the severity of

coronary atherosclerosis. The expression of CCL5 protein in carotid atherosclerotic plaques obtained from carotid eversion en-

darterectomy (CEE) of 5 cases of patients with highgrade stenosis (>70 %) (AS group) and 3 cases of normal postmortem arteries (control

group) were detected by Immunohistochemistry and Western blotting. The CCL5 expression was compared between the two groups. 110

cases of consecutive patients who underwent coronary angiography were selected and divided into the control group (Gensini's score = 0,

n=27), mild lesions group (0<Gensini's score≤ 20, n=32) and severe lesions group (Gensini' score>20, n=51). The blood pressure, blood

lipid, blood glucose and serum CCL5 of all groups were investigated. Their serum CCL5 levels were measured by enzyme linked im-

munosorbent assay (ELISA). The relationship between risk factors, serum CCL5 level and Gensini score were analyzed. The ex-

pression of CCL5 protein in the carotid artery atherosclerosis was evidently higher than that in the normal carotid artery, and the serum

CCL5 level of CAD patients was significantly higher than that of the control group. Sex, smoking history, systolic pressure, diastolic

pressure, glucose and serum CCL5 were significantly different among three groups. Correlation analysis indicated that diastolic pressure,

glucose and serum CCL5 were positively correlated with Gensini's score (r=0.276, 0.418, 0.519; P<0.05). In multi-variant linear regres-

sion model, serum CCL5 (B=8.775; P=0.000) were established as independent predictors of Gensini's score. Serum CCL5

was positively correlated with the severity of coronary artery atherosclerosis and was proved to be an independent predictor of Gensini's

score.
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前言
冠状动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)的发生、发展与血
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管壁局部炎症及全身炎症反应密切相关[1]。趋化因子是一类具

有趋化作用的细胞因子家族，参与了动脉粥样硬化及心血管疾

病的发生发展。CC类趋化因子配体 5(CCL5)主要由 T淋巴细

胞、血小板等炎症细胞产生，并能激活 T细胞，单核细胞，粒细

胞及肥大细胞从而促进炎症反应。研究报道 CCL5参与冠状动

脉疾病的发生发展 [2,3]。然而，目前暂无关于冠状动脉疾病

(CAD)患者血浆 CCL5水平与 AS程度相关性的报道。因此，本

研究拟通过检测颈动脉粥样硬化斑块及 CAD 患者血浆中

CCL5的表达，探讨 CAD患者血浆 CCL5水平与 AS严重程度

的相关性。

1 资料和方法

1.1 标本来源

收集 2014年 3月至 2014年 12月在沈阳军区总医院院血

管外科由于颈动脉粥样硬化狭窄程度 >70 %并接受颈动脉内

膜切除术患者的颈动脉粥样硬化斑块标本，分离一部分保存与

液氮，剩余部分用 4 %多聚甲醛溶液固定 12～24 h，然后进行

组织的石蜡包埋。共收集 5例标本，年龄 48～76岁，平均为

(61.46± 7.84)岁，其中 2例女性，3例男性。同期尸检收集正常

颈动脉标本 3例作为对照组，年龄、性别均相匹配。各组间年

龄、性别、危险因素的差异无统计学意义。

1.2 研究对象

连续入选 2014年 3月至 2014年 9月在沈阳军区总医院

心导管室因确诊或疑诊为 CAD而接受冠状动脉造影术的 110

例病例，年龄介于 20-75岁之间。排除标准：心力衰竭(急性心肌

梗死后 Killip分级Ⅱ级以上)、恶性肿瘤、风湿免疫性疾病、各种

急性或慢性感染以及肝肾功能异常者。冠状动脉造影结果由 2

位副主任以上医师独立诊断，若诊断结果不一致再由第 3名医

师诊断。本研究得到沈阳军区伦理委员会的同意，所有入选患

者均签署知情同意书。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学检测颈动脉中 CCL5表达 用 4 %多聚

甲醛固定颈动脉标本，石蜡包埋固定好的组织标本，用自动切

片机进行切片，切片厚度为 4 滋m，然后把石蜡切片放入 65 ℃

的温箱中进行烤片 4 h，切片脱蜡完全后流水冲洗，用 EDTA进

行热修复 20 min，放置室温至自然冷却，PBS浸洗 3 min× 3

次，用 5 %山羊血清孵育 10 min后去除，不浸洗；滴加 1:100稀

释的一抗至于 4℃过夜，第二天把切片至于从 4℃环境移至室

温，用 PBS液浸洗 3 min× 3次。滴加二抗常温孵育 60 min，再

用 PBS液浸洗 3 min× 3次，DAB显色，苏木素复染，脱水，透

明，封片。计数方法：每张切片均在高倍光镜视野下随机选取 5

个视野，计算每个视野中免疫染色阳性细胞数及细胞总数。阳

性率 =阳性细胞数 /细胞总数× 100 %。染色强度评分如下：染

色强记为 3；中等染色强度记为 2；染色弱记为 1；无染色记为

0。阳性细胞率：≥ 75 %记为 4；<75 %记为 3；<50 %记为 2；<25

%记为 1；<5 %记为 0。以阳性细胞率与染色强度之和计算评

分，6 7代表为强阳性(++)，4 5代表为阳性(+)，2 3代表为弱阳

性(± )，0 1代表为阴性(-)。由两名副主任医生进行双盲法读片。

图像分析和采集选用 CMIAS图象分析系统。

1.3.2 Western blot检测颈动脉中 CCL5蛋白表达 两组颈动

脉标本碾磨碎后加入 RIPA裂解液，置于 4℃离心机 12000× g

离心 5 min，提取上清液，BCA法测定蛋白浓度。调整两组颈动

脉组织样本的蛋白浓度一致后，每组样本取 25 L 进行

SDS-PAGE电泳，继而转膜、封闭后，加 1:00稀释的 CCL5多克

隆抗体置于 4℃冰箱孵育过夜，1:1000稀释二抗置于室温孵育

2 h，ECL法显影。Bio-Rad Geldoc 2000图像分析仪扫描分析。

1.3.3 临床资料 记录入选患者的性别、年龄、吸烟史。入院后

休息 10 min 测量血压,空腹血糖(FPG)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)在沈阳军区总医院临床

检验室检测，所有检测均符合实验室的质控标准。采用修正的

Gensini评分系统评价冠脉粥样硬化的严重程度。狭窄 0 %～

25 %定义为 1分；26 %～50 %为 2分；51 %～75 %为 4分；76

%～90 %为 8分；91 %～99 %为 16分；100 %为 32分。将冠状

动脉分为 15段：左主干系数为 5；左前降支(近段系数为 2.5，中

段系数为 1.5)；左回旋支(近段系数为 2.5，中段系数为 1.5)；左

前降支远端、左回旋支远端及右冠状动脉系数为 1；第一对角

支系数及第一钝缘支系数为 1；其他分支系数为 0.5。每位患者

冠状动脉狭窄程度的积分与相应系数的乘积之和为该患者的

Gensini积分。依据 Gensini评分结果将入选患者分为对照组

(Gensini评分 =0分)，轻微病变组(0<Gensini评分≤ 20)，严重病

变组(Gensini评分 >20)。

1.3.4 ELISA方法检测血浆中 CCL5表达 患者入院后在未

行冠状动脉造影术之前抽取静脉血，离心分离血浆置 -80 ℃储

存待测。采用酶联免疫吸附方法(ELSIA)测定血浆 CCL5水平

(R & D systems，美国)。

1.4 统计学方法

采用 SPSS l9.0 统计学软件进行数据分析。计量资料以

x± s表示，用 t检验；计数资料以例数(百分率)表示，采用 x2检

验。采用 Pearson相关性分析二个数值变量的相关性，采用

Spearman相关性分析数值变量与分类变量的相关性。应用多

元直线回归分析 Gensini评分与各危险因素之间的相关性，并

选用逐步回归法。所有 P值均为双侧检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 人颈 AS斑块中 CCL5的表达高于正常颈动脉

采用免疫组化法检测 5 例人颈 AS斑块及 3例正常颈动

脉 CCL5的表达差异，结果显示正常颈动脉管壁 CCL5表达为

阴性(-)，而颈 AS 斑块中 CCL5 的表达显示为强阳性(++)；颈

AS斑块中 CCL5的免疫组化染色阳性表达率明显高于正常颈

动脉组织，提示 CCL5在颈 AS斑块中的表达量显著高于正常

颈动脉组织(图 1)。

采用Western blot方法检测 CCL5在 5例人颈 AS斑块及

3例正常颈动脉组织中的表达量，结果显示对照组颈动脉管壁

基本没有 CCL5蛋白的表达，而颈 AS斑块组中 CCL5表达量

明显高于对照组，差异有统计学意义(P<0.01，见图 2)。

2.2 CAD患者血浆 CCL5水平显著高于正常对照组

ELISA方法检测冠心病患者及健康人血浆 CCL5浓度，结

果显示冠心病组血浆 CCL5水平明显高于对照组，差异有统计

学意义(P<0.01，见图 3)。
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2.3 各组患者的基本临床特征比较

研究共入选对照组 27人、轻微病变组 32人、严重病变组

51人。严重病变组及轻微病变组中男性患者和有吸烟史者比

例明显高于对照组，严重病变组及轻微病变组的血糖水平及血

浆 CCL5浓度也显著高于健康正常人，差异有统计学意义(P<0.

05)；严重病变组患者的收缩压、舒张压及 CCL5血浆浓度明显

高于对照组(P<0.05)。严重病变组与轻微病变组相比，男性患者

比例、血糖水平及血浆 CCL5浓度显著升高，差异有统计学意

义(P<0.05)(见表 1)。

2.4 各危险因素与 Gensini评分的相关性分析

将危险因素(性别、年龄、吸烟史、收缩压、舒张压、LDL-C、

HDL-C、血糖)及血浆 CCL5水平与 Gensini评分之间进行相关

性分析。结果显示患者血浆 CCL5 水平、血糖及舒张压与

Gensini 评分呈显著性正相关 (r=0.276、0.418、0.519，p=0.008、

0.000、0.000)。但是性别、年龄、吸烟史、收缩压、LDL-C及

HDL-C与 Gensini评分无相关性(见表 2)。

2.5 Gensini评分与血浆 CCL5及各危险因素的多元回归分析

性别、年龄、吸烟史、收缩压、舒张压、LDL-C、HDL-C、

CCL5及血糖作为自变量，Gensini评分作为因变量，进行逐步

回归分析。按 P值 <0.05进入，>0.1剔除的设置模型，发现在最

后的模型中，进入的自变量血浆 CCL5表达水平是 Gensini评

分的独立影响因子(B=8.775，P=0.000)。

3 讨论

冠心病是世界范围内导致死亡的重要原因之一，冠状动脉

粥样硬化是引起冠心病的病理基础，是全身动脉粥样硬化改变

图 1 免疫组织化学染色检测颈 AS斑块组织及正常颈动脉中 CCL5蛋白的表达结果(× 40)

Fig.1 Immunohistochemistry analysis CCL5 protein expression between AS group and control group

***P<0.001 vs control group

图 2 Western blot检测颈 AS斑块组织及正常颈动脉中 CCL5蛋白表达

Fig.2 Western blot analysis CCL5 protein expression between AS group and control group

**P<0.01 vs control group

图 3 对照组与冠心病组血浆 CCL5水平的比较

Fig.3 Comparison of the serum CCL5 level between control group and

CAD group

**P<0.01 VS control group
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Note: aP<0.05, bP<0.01 VS control; cP<0.05, dP<0.01 VS control.

Note: *P<0.05.

的表现之一，其狭窄程度反映了冠状动脉病变的严重程度。冠

状动脉粥样硬化是动脉血管壁炎性反应性疾病，病理机制很复

杂，其中包括内皮细胞的损伤、炎症细胞的浸润、补体的激活及

各种趋化因子的释放[4]。

目前研究表明趋化因子在动脉粥样硬化血管壁炎性反应

过程中发挥重要的作用。趋化因子 CC亚家族成员主要成员

CCL5由活化的 T细胞、血小板、单核巨噬细胞等炎症细胞及

平滑肌细胞、脂肪细胞、内皮细胞、纤维母细胞等组织细胞分泌

与表达 [5,6]，与其受体 CCL5受体 1 (CCL5 receptor 1，CCR1)、

CCL5受体 3 (CCL5 receptor 3，CCR3)、CCL5受体 5 (CCL5 re-

ceptor 5，CCR5)结合从而介导 T细胞、单核细胞、中性粒细胞、

自然杀伤细胞(NK)及树突状细胞向血管壁的炎症反应部位迁

移[7]，加重动脉粥样硬化血管壁炎症反应的发生[8]。研究显示健

康人群中血浆 CCL5升高是形成动脉粥样硬化的先兆[9]并且不

稳定心绞痛 (UAP) 患者发病时血浆 CCL5浓度出现短暂的升

高，其血浆 CCL5峰值对难治性症状的出现有预测价值[7]。这些

研究结果表明 CCL5可能在动脉粥样硬化血管壁炎性反应发

生过程中发挥重要的作用。在 APOE-/-和 CCL5-/-基因双敲除

的小鼠模型的动脉粥样硬化的血管壁可以看到动脉粥样硬化

病变成都进展缓慢，给予动脉粥样硬化小鼠尾静脉注射重组的

CCL5重组蛋白后，动脉粥样血管壁炎症反应加重，动脉粥样硬

化的程度加强，说明 CCL5可以加重动脉粥样硬化血管损伤的

程度[10]。因此，CCL5的表达水平变化可能参与了冠状动脉病变

的的发生发展，与冠状动脉血管壁的动脉粥样的严重程度存在

相关关系[11]。

本研究首先用免疫组织化学和Western blot的方法检测颈

动脉粥样硬化斑块和正常颈动脉内 CCL5的表达量。结果显示

CCL5在颈动脉粥样硬化斑块板块中的表达量明显高于正常颈

动脉管壁的表达。接下来，收集临床样本，检测也发现 CCL5在

CAD患者血浆中的表达显著高于对照组，均提示 CCL5与 AS

关系密切，并且参与动脉粥样硬化发生发展的各种细胞都已证

实有 CCL5的表达[12]。国外也有一系列的研究显示 CCL5在动

脉粥样硬化病理过程的发生发展中起着重要作用。在人及小鼠

的主动脉粥样硬化斑块中发现有 CCL5的表达 [13]，并且无论

CCL5阻滞剂或者敲除编码 CCL5受体基因均能延缓动脉粥样

硬化的进展，并在一定程度上减少缺血再灌注损伤[10,12]。编码

CCL5基因及其受体 CCR5的基因多态性与 CAD的相关性实

验也支持 CCL5 参与了冠心病发生发展这一观点 [14]。血浆

CCL5还是中年冠心病患者及 2型糖尿病患者发生 CAD的独

立危险因素[15,16]。因此，CCL5与动脉粥样硬化存在相关关系，有

可能参与了冠状动脉疾病发生发展。

本研究结果显示对照组、轻微病变组及严重病变组血浆

CCL5浓度、血糖水平及男性患者比例均依次增高，说明血浆

CCL5浓度、血糖水平及男性患者比例均有可能与冠状动脉粥

样硬化程度相关。进一步相关性分析显示 CAD患者 Gensini评

分与舒张压、血糖及 CCL5呈正相关(r=0.276、0.418、0.519，p=0.

008、0.000、0.000)。为进一步排除混杂因素的影响，多元逐步回

归分析显示 CCL5 (B=8.775，P=0.000) 与 Gensini评分独立相

关。本研究提示血浆 CCL5水平与冠状动脉粥样硬化程度之间

存在正相关关系，即随着血浆 CCL5水平高，对应的 Gensini评

分也会高，Gensini分数越高就说明冠状动脉粥样程度越重。因

此，血浆 CCL5水平对于判断 CAD患者冠状动脉粥样硬化严

重程度有独立的预测价值。研究发现冠脉血管完全闭塞者或者

冠脉狭窄进行性加重的 CAD患者血浆 CCL5显著高于冠脉轻

表 1 对照组、轻微病变组与严重病变组患者的基本临床特征比较

Table 1 Comparison of the clinical characteristic between control group, mild lesions group and severe lesions group

Items
Group

Control group Mild lesions group Severe lesions group

Sex (male/female n) 9/18 29/3a 33/18ac

Age (year) 56.2± 12.7 53.7± 10.5 57.6± 10.5

Smoking history [n(%)] 4(14.8%) 25(78%)b 29(56.9%)b

Systolic pressure (mmhg) 131± 18 142± 20 146± 17b

Diastolic pressure (mmhg) 76± 9 82± 11 87± 13b

LDL-c (mmol/l) 2.0± 0.7 2.0± 0.8 2.2± 1.0

HDL-c (mmol/l) 1.2± 0.2 1.1± 0.4 1.1± 0.3

Blood glucose (mmol/l) 5.1± 2.2 6.9± 2.1a 8.6± 3.5bc

CCL5 ng/ml 8.9± 1.9 10.0± 1.4a 11.2± 1.7bd

表 2 各危险因素与 Gensini评分的相关性分析

Table 2 Correlative analysis between Gensini score and risk factors

Iems
Gensini's score

r value P value

Sex(male/female n) -0.057 0.592

Age (year) 0.171 0.106

Smoking history [n(%)] 0.186 0.079

Systolic pressure mmHg 0.160 0.131

Diastolic pressure mmHg 0.276 0.008*

LDL-C (mmol/L) 0.062 0.563

HDL-C (mmol/L) -0.097 0.364

Blood glucose (mmol/L) 0.418 0.000*

CCL5 (ng/mL) 0.519 0.000*
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度狭窄者和稳定型斑块的 CAD患者[2]。血浆 CCL5与颈动脉粥

样硬化程度相关，研究发现血浆 CCL5与颈动脉管腔内径、脂

核的大小呈正相关，与颈动脉粥样硬化斑块的纤维帽厚度成负

相关，说明 CCL5可以提示颈动脉斑块大小，管腔闭塞程度及

斑块的不稳定性[17,18]。CCL5与血小板计数、hCRP相关，可以激

活血小板，促进血小板的释放和粘附，从而进一步诱导炎症因

子的表达和炎症细胞的聚集。CCL5可增加冠状动脉斑块的发

展和局部血栓的形成，与动脉粥样硬化程度关系密切[19,20]，抑制

CCL5可能阻止冠状动脉血管闭塞。

综上所述，CCL5 蛋白不仅在斑块内高表达而且在 CAD

患者外周血中也显著增高，并且血浆 CCL5浓度是 Gensini评

分的独立危险因素，提示 CCL5不仅参与了动脉粥样硬化的发

生发展并且可以预测 CAD患者冠状动脉粥样硬化的严重程

度。因此，CCL5有望成为冠心病的新型生物标记物及潜在的干

预靶点。但本实验样本量偏小，仍需要更大规模的研究来进一

步验证这一结论。
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