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揖摘要铱 目的 研究转化生长因子渊TGF冤蛳茁1尧纤溶酶原激活物抑制因子 1渊Serpine1冤尧血管性血友
病因子渊vWF冤尧血小板第 4因子渊PF4冤 mRNA 在深静脉血栓患者血白细胞和血小板中的表达变化及在血
栓形成中的作用遥方法 将患者分为血栓形成组 15例和无血栓形成组 15 例袁另选正常对照组 15 例遥 采
集患者血栓形成和不形成时相应状态的血液样本袁提取血白细胞和血小板中总 RNA袁并反转录为 cDNA袁
采用 PCR 和实时-PCR技术袁检测 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 mRNA在各组中的表达遥结果 PCR和实
时-PCR 的检测结果一致袁TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 mRNA在血栓形成组中的表达明显高于无血栓形
成组和正常对照组渊P < 0.05冤袁而在无血栓形成组和正常对照组间则差异无统计学意义渊P > 0.05冤遥 结论
血白细胞和血小板中 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 mRNA 表达上调可能在深静脉血栓形成中发挥了重要
作用遥

揖关键词铱 深静脉血栓曰转化生长因子-茁1曰 纤溶酶原激活物抑制因子 1曰 血管性血友病因子曰 血小
板第 4因子
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揖Abstract铱 Objective To study the change of transformation growth factor蛳茁1 渊TGF蛳茁1冤袁 serpine1袁

von Willebrand 渊vWF冤 and platelet factor 4 渊PF4冤 expression of leucocytes and platelets in patients with
deep vein thrombosis 渊DVT冤 and its role in the formation of thrombosis. Methods A total of 45 patients
were enrolled in this study. The patients were divided into normal control group 渊n = 15冤袁 thrombosis group
渊n = 15冤 and non蛳thrombosis group 渊n = 15冤. Blood samples were collected in the thrombosis state as well as
in the non蛳thrombosis state in all patients袁 at the same time the total RNA was extracted from the leukocytes
and platelets袁 and its reverse transcription to cDNA was conducted. By using PCR and real 蛳time PCR
technique袁 the expression of TGF蛳茁1袁 serpine1袁 vWF and PF4 in each group was determined separately. The
results were analyzed. Results The results obtained from PCR technique were consistent with those obtained
from real蛳time PCR technique. The TGF蛳茁1袁 serpine1袁 vWF and PF4 mRNA expression of leukocytes and
platelets in thrombosis group was significantly higher than that in non蛳thrombosis group as well as in normal

control group 渊P < 0.05冤袁 while no
statistically significant difference in the
expression existed between the non 蛳
thrombosis group and normal control group
渊P > 0.05冤. Conclusion The results from
present study indicate that the up蛳regulated
TGF 蛳茁1袁 serpine1袁 vWF and PF4
expression in leukocytes and platelets may

TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4在深静脉血栓患者
血白细胞和血小板中的表达
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深静脉血栓形成渊deep venous thrombosis袁DVT冤
指血液在深静脉内异常凝集遥 随着预防和治疗方法
的发展袁其发生率已明显下降袁但对于严重创伤或
大手术后的老年患者袁卧床或制动时间较长袁下肢
静脉血流淤滞袁易发生 DVT 而阻塞静脉袁严重者可
发生下肢股青肿尧缺血坏死袁若血栓脱落袁可导致大
面积肺栓塞渊pulmonary embolism袁PE冤而危及生命 袁
慢性期常伴发 DVT后综合征咱1暂遥 因此袁DVT 的早期
预测诊断和预防显得非常重要袁但对于血栓形成早
期袁静脉内皮细胞调控尧白细胞和血小板功能变化尧
诱导凝血 /抗凝尧 纤溶 /抗纤系统失衡及促进血栓形
成的机制尚不完全清楚袁目前仍未发现较可靠的预
诊标志物咱2蛳3暂遥 本研究拟检测白细胞聚集尧血小板活
化相关基因转化生长因子渊TGF冤蛳茁1尧纤溶酶原激活
物抑制因子 1 渊Serpine1冤尧 血管性血友病因子
渊vWF冤尧血小板第 4 因子渊PF4冤在 DVT 患者血液中
的表达变化袁为探寻预诊标志物提供依据遥
1 材料与方法

1.1 研究对象与分组

选取下肢静脉曲张患者 58 例为 DVT 观察对
象袁 其中 10 例患者术前发生股静脉血栓者纳入血
栓形成组袁行抗凝加溶栓规范治疗袁待血栓消退袁深
静脉血流通畅 袁能保证肢体静脉回流后袁再行浅静
脉抽剥术袁48例术前未发现深静脉血栓者均行浅静
脉抽剥术袁术后 5 例发生 DVT袁亦纳入血栓形成组袁
故血栓形成组共纳入 15 例患者遥 43例未发生 DVT
者袁随机选取 15 例纳入无血栓形成组遥 另选 15 名
健康志愿者作为正常对照组遥

DVT 观察尧 诊断考虑以下几个方面及要点院由
一组高年资医生实施袁系统掌握深静脉血栓相关理
论曰能够准确动态观察症状变化及进行正确的体格
检查曰掌握相关手术技术袁能保证手术质量曰结合相
应情况及时行超声检查袁筛查有无血栓形成曰必要

时再行静脉造影确诊袁确保所采集到的血液样本与
相应状态尽可能相符遥
1.2 方法

1.2.1 血液样本采集尧 保存和总 RAN 的提取 确
保所采集血液样本与相应状态尽可能相符袁按不同
组别采血袁每例研究对象在相应状态 袁每次从肘静
脉采集静脉血 10 ml渊真空枸橼酸钠抗凝抽血管袁每
管约 2.7 ml冤袁立即颠倒混匀 20 次以便充分混匀袁避
免血液部分凝固尧血栓形成遥 采用血液样本保存试
剂盒渊PAXgene Blood RNA Tube袁BRT袁美国QIAGEN
公司冤保存样本袁并于 30 min 内将血样渊2.5 ml冤倒入
BRT管中袁立刻盖上盖颠倒 20 次充分混匀血样遥 然
后袁将 BRT 管置室温渊18 ~ 25益冤静置 2 h 以上渊但
不超过 24 h冤袁 以便血样与 BRT 管中试剂充分反
应袁达到最佳 RNA 提取效率遥 采用血白细胞和血小
板中总 RNA 提取试剂盒渊PAXgene Blood RNA Kit袁
美国 QIAGEN 公司 冤 提取血白细胞和血小板中总
RAN 约 45 滋 l袁 具体操作按说明书进行遥 从每份
RNA 样本中取 5 滋 l 按 1 颐 200 稀释 袁 检测吸光度
260/280渊A 260/A 280冤比值均在 1.8 耀 2.0遥
1.2.2 cDNA 合成 取 8 滋 l RNA 模板袁 加入实时-
PCR 反应体系袁低温渊4益冤离心 15 s渊3 000 g冤后放
入 PCR 仪袁 实时-PCR 反应条件为 37益 60 min袁将
RNA 反转录为 cDNA 渊Quantscript RT kit Quant
cDNA 第一链合成试剂盒袁天根生化科技公司冤遥 从
每份 cDNA 中取出 0.5 滋 l 为模板袁行 PCR 扩增内参
基因 GAPDH袁经凝胶电泳检测 袁条带较亮 尧大小正
确袁然后将剩余的 cDNA 模板渊约 19 滋 l冤置于-80益
储存备用遥
1.2.3 PCR 和实时-PCR 引物设计 引物设计采用

Primer 5.0 软件袁要求必须跨越内含子袁避免基因组
污染袁由上海生工生物工程技术服务有限公司合成
渊表 1冤遥
1.2.4 PCR 检测 TGF 蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 表

play an important role in the formation of deep vein thrombosis.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员3袁 圆2院 185鄄189冤
揖Key words铱 deep vein thrombosis曰 tra蛳nsformation growth factor蛳茁1曰 serpine1曰 von Willebrand曰

platelet factor 4

表 1 人 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4基因引物序列
目的基因 上游引物渊5'蛳3'冤 下游引物渊5'蛳3'冤 产物大小渊bp冤 退火温度渊益冤
TGF蛳茁1 AGTGGTTGAGCCGTGGAGG AGGCAGAAGTTGGCATGGTAG 352 57.8
Serpine1 GTGCTGGTGAATGCCCTCT GCAGTTCCAGGATGTCGT 190 54.0

vWF CAGAGTGACAGTGTTCCCTATT CATTCCCATCCTCATCCA 203 53.3
PF4 TTCCTGCCCGATCAGATGC CGGTAGTGCCTGGTCAGTTCA 216 54.8

GAPDH AGCCCAGCAAGGATACTGAG GAGGGTGCAGCGAACTTTA 252 62
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达 采用 PCR 试剂盒 渊2 伊 Taq PCR MasterMix袁天
根生化科技公司冤 检测血白细胞和血小板中 TGF蛳
茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 表达遥 将血液 0.5 滋l cDNA
模板袁加入 RCR 反应体系袁 PCR 反应条件为院预变
性 95益袁3 min曰扩增条件院 变性 95益 30 s袁退火 60毅
30 s袁72益袁延伸 30 s袁循环 35 次曰72益袁10 min 充分
延伸遥
1.2.5 实时-PCR 检测 TGF蛳茁1尧Serp ine1尧vWF尧PF4
表达 采用荧光实时 -PCR 试剂盒 渊Platinum 誖
SYBR誖 Green qPCR 试剂盒袁 美国 Invitrogen 公司冤
检测血白细胞和血小板中 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧
PF4 表达遥 采用荧光实时定量 PCR 仪 7300 渊美国
ABI 公司冤和 Power SYBR誖 Green 实时-PCR Master
Mix 进行实时-PCR袁 操作按试剂盒说明书进行袁设
定扩增程序如下院 预变性 95益 2 min曰 变性 95益
5 s袁 退火 60益 30 s袁循环 40次遥 溶解曲线阶段院变性
95益 15 s曰退火 60益 30 s曰延伸 72益 30 s遥 以GAPDH
作为内参照遥 TGF蛳茁1 等目的基因的相对表达量按
公式 2 - 吟吟CT =2 咱CtN 渊T -gene冤 -CtN 渊GAPDH冤暂 -咱CtA 渊T -gene冤 -CtA 渊GAPDH冤暂

计算 咱4暂遥
1.3 统计学方法

重复检测 3 次袁用 SPSS11.5 统计学软件进行分
析袁 组间比较采用单因素方差分析 渊q 检验冤遥 P <
0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 PCR 检测 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 mRNA
在各组中的表达

从凝胶电泳结果可见袁 血栓形成组中所检测
TGF蛳茁1尧Serp ine1尧vWF尧PF4 RNA 条带灰度值明显
较正常对照组及无血栓形成组增高袁提示 TGF蛳茁1尧
Serpine1尧vWF尧PF4 在血栓形成组表达明显增高遥
2.2 各组 PCR 电泳结果 A 值分析

TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF 尧PF4 的 A 值在血栓形
成组中明显高于正常对照组和无血栓形成组袁差异
有统计学意义 渊P < 0.05袁 表 2冤袁 提示 TGF蛳茁1尧
Serpine1尧vWF 尧PF4 在血栓形成组表达升高遥
2.3 实时 -PCR 检测 TGF 蛳茁1尧Serp ine1尧vWF尧PF4
mRNA 在各组中的表达

TGF 蛳茁1尧Serp ine1尧vWF尧PF4 mRNA 在血栓形
成组中的表达明显高于无血栓形成组和正常对照

组 渊P < 0.05冤袁 后两组间差异无统计学意义 渊P >
0.05冤袁见表 3尧4曰图 2 耀 3冤遥

3 讨论
DVT形成过程是动态变化过程袁 涉及多系统尧

多因素袁调控机制复杂遥 参与 DVT 形成的血管内皮
细胞尧血白细胞尧血小板尧粘附因子尧炎症因子尧血流
动力学等因素彼此相互影响袁错综复杂袁凝血/抗凝尧
纤溶/抗纤溶系统生理状态下保持动态稳定并相互
制约袁一旦平衡打破袁在分泌的各种细胞因子调控
下袁内皮细胞 尧血白细胞尧血小板之间相互粘附 尧聚
集袁启动凝血级联反应袁促使局部分子微环境向血

图 1 PCR 检测 TGF蛳茁1尧Serpine1尧vWF尧PF4 mRNA在各组
中的表达

泳道 1 耀 3为正常对照组袁泳道 4 耀 6 为血栓形成组袁泳道 7 耀 9 为
无血栓形成组

表 2 TGF蛳茁1尧Serpine1 尧vWF尧PF4 mRNA在各组中的表达
组别

A值
TGF蛳茁1 Serpine1 vWF PF4

正常对照组 45.8 依 12.7 19.7 依 6.4 73.6 依 19.3 46.8 依 11.4
血栓形成组 114.5 依 14.7a 133.1 依 7.2a 120.4 依 18.2a 129.7 依 18.1a

无血栓形成组 59.4 依 15.9 66.9 依 15.6 91.5 依 26.7 45.4 依 13.2
a 与其他两组比较袁P < 0.05

组别 吟CT 相对表达量 吟CT 相对表达量

正常对照组 5.48 依 0.68 1 6.32 依 0.54 1
血栓形成组 4.19 依 0.49 2.45 依 0.29a 4.68 依 0.72 3.12 依 0.48a

无血栓形成组 5.20 依 0.33 1.21 依 0.08 5.93 依 0.37 1.31 依 0.08

TGF蛳茁1 Serpine1
表 3 TGF蛳茁1和 Serpine1在各组间的相对表达量

a 与其他两组相比 P < 0.05

组别
vWF PF4

吟CT 相对表达量 吟CT 相对表达量

正常对照组 6.83 依 0.77 1 5.37 依 0.63 1
血栓形成组 5.06 依 0.52 3.41 依 0.31a 4.03 依 0.57 2.53 依 0.35a

无血栓形成组 6.47 依 0.43 1.28 依 0.08 5.15 依 0.36 1.16 依 0.07

表 4 vWF和 PF4在各组间的相对表达量

a与其他两组相比P < 0.05
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栓形成方向发展 袁致血栓形成 咱3暂遥 其中 TGF 蛳茁1尧
Serp ine1尧vWF尧PF4对白细胞粘附聚集尧血小板活化
具有重要调控作用遥 本研究探讨它们在 DVT 患者
血白细胞和血小板中表达变化及在血栓形成中的

作用遥
vWF 主要在内皮细胞和巨核细胞内合成袁在血

小板 琢 颗粒 尧 血浆和内皮下连接组织也能产生 遥
vWF 能与血小板糖蛋白玉b蛳御和内皮下胶原结合袁
成为血小板粘附在内皮下的桥梁袁桥接血小板与静
脉内皮间的粘附曰 还能与血小板糖蛋白域b/芋 a 结
合袁桥接血小板与血小板间的粘附袁诱导血小板聚
集袁参与血栓形成遥 最近的研究发现袁vWF水平增加
与动脉粥样硬化 尧急性冠状动脉综合征尧心肌梗死
的发生密切相关 咱5蛳6暂袁但在 DVT 中的研究较少遥 本研
究发现 vWF mRNA 在 DVT 患者血白细胞和血小板
中表达上调袁可能通过诱导血小板粘附尧聚集袁促进
了 DVT 形成遥

血小板 琢 颗粒中 25%的蛋白质是 PF4袁它是血
小板活化后释放最多的蛋白袁 被认为是血小板活化

的标志物 袁 活化的血小板可以分泌 PF4袁 并诱导
CD40L 释放袁通过 CD40蛳CD40L 结合促进内皮细胞
与血小板间的相互粘附袁进而介导内皮细胞从静息
状态转化为活化状态遥 PF4 可通过上调 TLR2 表达
激活核转录因子渊NF冤蛳资B袁从而促进内皮细胞表达
粘附分子渊ICAM蛳1尧E蛳slectin尧VCAM蛳1冤尧趋化因子
渊MCP蛳1尧M IP蛳1冤和炎性因子渊TNF尧IL蛳1冤促进炎症
反应袁进而通过趋化因子诱导单核细胞尧中性粒细
胞募集尧粘附于静脉壁内皮袁通过 E蛳selectin/ESG蛳L
介导血小板与内皮细胞间的粘附作用袁进而促进血
栓形成及动脉粥样硬化 咱7蛳8暂袁但在 DVT 形成中的研
究较少遥 本研究发现 PF4 mRNA 在 DVT 患者血白
细胞和血小板中表达上调袁可能通过介导白细胞粘
附和血小板活化袁促进了血栓形成遥

纤溶系统由纤维蛋白溶解酶渊纤溶酶冤袁纤溶酶
激活物和纤溶酶抑制物组成遥 纤溶抑制物包括纤溶
酶原激活抑制剂 渊PAI冤尧琢2 抗纤溶酶 渊琢2蛳AP冤和凝
血酶激活的纤溶抑制物渊TAFI冤遥 Serp ine1 也称纤溶
酶原激活物抑制因子 1渊PAI蛳1冤袁主要由血管内皮细

图 2 TGF蛳茁1渊左冤和 Serpine1渊右冤在各组中的相对表达
注院B/A=血栓形成组/正常对照组曰C/A = 无血栓形成组/正常对照组曰a与其他两组相比 P < 0.05

图 3 vWF渊左冤和 PF4渊右冤在各组中的相对表达
注院B/A = 血栓形成组/正常对照组曰C/A = 无血栓形成组/正常对照组曰a与其他两组相比 P < 0.05
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胞尧脂肪细胞尧巨噬细胞尧心肌细胞尧成纤维细胞和
肝细胞合成袁近来发现血小板也能合成和储存 PAI蛳
1袁且当血小板活化后可以释放 PAI蛳1袁它通过抑制
u蛳PA 和 t蛳PA 的活性袁 阻断或减缓纤溶酶原活化为
纤溶酶袁抑制血栓降解袁促进稳定血栓的形成 咱9暂遥 近
来发现袁 血清 PAI蛳1 升高所导致的低纤溶能力袁可
能是 DVT 的高危因素之一且 Serpine1 基因 4G/5G
的多肽性与 DVT发生密切相关 咱10蛳11暂遥 前期动物实验
发现袁DVT 模型大鼠股静脉内皮组织中Serpine1 表
达水平明显上调咱12暂遥 本研究发现Serpine1 mRNA 在
DVT 患者血白细胞和血小板中表达明显上调袁可能
通过抑制纤溶而促进了血栓形成遥 Serpine1 在不同
组织中的产生和释放受到多种刺激因素袁 如内毒
素尧炎症因子渊IL蛳1等冤尧TGF蛳茁 家族尧TNF所调节遥

其中袁TGF蛳茁 家族重要成员 TGF蛳茁1 可刺激血
管平滑肌细胞分泌 PAI蛳1咱13暂遥 TGF蛳茁 可以通过调控
一些相关基因的表达袁参与高血压尧糖尿病尧动脉粥
样硬化和心肌肥厚及纤维化等心脑血管疾病的病

理进程遥 但在 DVT 中的作用研究较少袁而本研究发
现 TGF蛳茁1 及其下游基因 Serp ine1尧vWF尧PF4 mRNA
在 DVT 患者血白细胞和血小板中表达上调袁TGF蛳
茁1 可能通过调控下游基因 Serpine1尧vWF尧PF4 表
达袁参与白细胞粘附尧血小板活化而促进血栓形成遥
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