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%摘要& 目的%研究活化L细胞核因子!:N#L#及其相关分子在新疆哈萨克族不同级别高血压患者外周血 L淋巴细胞中的表
达水平变化% 方法%选取就诊于新疆医科大学第一附属医院高血压病房未经药物干预的新疆哈萨克族高血压 ' 级组&! 级组和 ( 级
组为试验组"血压正常的哈萨克族健康者为对照组"各 (" 例"各组男女比例相等% 运用RL*kQGR技术和dKCIKH7 Z.5II-78技术分别检
测外周血L淋巴细胞:N#L&白介素*'J 基因和 :N#L蛋白表达% 结果%与对照组相比"高血压 ' 级组&! 级组和 ( 级组的 :N#L
+R:#和蛋白以及白介素*'J +R:#相对表达量明显增加!3j"F"0#% :N#L+R:#表达水平与高血压 ! 级组和高血压 ( 级组均存
在正相关关系!3j"F"'#':N#L蛋白和白介素*'J +R:#表达水平与 ( 个不同级别高血压组均存在正相关关系!3j"F"0#% 结论%
:N#L在新疆哈萨克族不同级别高血压患者外周血L淋巴细胞上的表达随血压水平的升高而增加并呈正相关关系%

%关键词& 高血压'L淋巴细胞'活化L细胞核因子
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&!H3$&(I$' RH\%I$)Q%%L5CI=SUIMKK_THKCC-57 .KPK.5V7=4.K,HV,4I5H5V,4I-P,IKS L4K..C!:N#L",7S -ICHK.,IKS +5.K4=.KC-7 L
.U+TM54UIKC5VTKH-TMKH,.Z.55S VH5+T,I-K7IC]-IM S-VVKHK7I8H,SKC5VMUTKHIK7C-57 -7 e-7B-,78a,f,/M 7,I-57,.-IU3A%$D*13%LMKa,f,/M
T,I-K7ICM5CT-I,.-fKS -7 MUTKHIK7C-PK],HS 5VLMKN-HCI#VV-.-,IKS $5CT-I,.5Ve-7B-,78XKS-4,.97-PKHC-IU]-IM 8H,SK'$8H,SK! ,7S 8H,SK(
MUTKHIK7C-57 ]-IM5=ISH=8-7IKHPK7I-57 ]KHKCK.K4IKS ,CK_TKH-+K7I,.8H5=T$,7S IMKa,f,/M MK,.IMUTK5T.K]-IM 75H+,.Z.55S THKCC=HK,C
457IH5.8H5=T3(" 4,CKC]-IM C,+KTH5T5HI-57 5V8K7SKH]KHKS-P-SKS -7I5K,4M 8H5=T3RL*kQGR,7S dKCIKH7 Z.5II-78]KHK=CKS I5SKIK4IIMK
K_THKCC-57 5V:N#L$@[*'J 8K7K,7S :N#LTH5IK-7 -7 L4K..C$HKCTK4I-PK.U36%302$3%LMKHK.,I-PKK_THKCC-57 5V:N#L+R:#$TH5IK-7 ,7S @[*
'J +R:#-7 8H,SK'$8H,SK! ,7S 8H,SK( MUTKHIK7C-57 8H5=T ],CC-87-V-4,7I.U-74HK,CKS 45+T,HKS ]-IM 457IH5.8H5=T !3j"F"0"FLMK
K_THKCC-57 5V:N#L+R:#],CT5C-I-PK.U45HHK.,IKS ]-IM 8H,SK! ,7S 8H,SK( MUTKHIK7C-57 8H5=T!3j"F"'"FLMKK_THKCC-57 .KPK.C5V:N#L
TH5IK-7 ,7S @[*'J +R:#]KHKZ5IM T5C-I-PK.U45HHK.,IKS ]-IM IMHKK8H,SKMUTKHIK7C-57 8H5=TC!3j"F"0"F4*"I203)*"%LMKK_THKCC-57 5V
:N#L-7 L.U+TM54UIKC5VTKH-TMKH,.Z.55S VH5+e-7B-,78a,f,/M T,I-K7IC]-IM S-VVKHK7I8H,SKC5VMUTKHIK7C-57 ],C-74HK,CKS ,7S T5C-I-PK.U
45HHK.,IKS ]-IM K.KP,IKS Z.55S THKCC=HK3

&J%: C*&13' $UTKHIK7C-570L.U+TM54UIKC0:=4.K,HV,4I5H5V,4I-P,IKS L4K..C

目前高血压是全世界过早死亡和致残的主要可预

防风险因素
.'/ * 更多的证据表明$炎症与高血压的关

系息息相关
.!/ * L淋巴细胞作为免疫系统的一部分$

可通过活化L细胞核因子!7=4.K,HV,4I5H5V,4I-P,IKS L
4K..C$:N#L"促进高血压产生炎症因子.如肿瘤坏死因
子*!-白介素!@["*&-@[*! 和 @[*'J/ .(/ $而产生的这些
炎性细胞因子又能促进高血压的发展$在盐敏感性高

血压的所有模型中发现$免疫细胞的浸润随着高血压
严重性的增加而增加

.D/ * 在高血压中$L淋巴细胞激
活的关键因子是 :N#L的转录核因子.0/ $本团队前期
在新疆哈萨克族高血压患者中的研究也已证实$L淋
巴细胞的增殖和炎性因子的释放是由于 :N#L的激
活$并能进一步促进高血压的发生和发展.&*J/ * 国外
研究进一步揭示$L淋巴细胞基因转录水平@[*'J 的上
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调是由于 :N#L的激活.1/ * (中国高血压防治指
南) .E/

指出$血压与心脑血管事件的风险呈正相关$不
同血压水平$其治疗原则及策略都不相同* 现阶段$炎
症因子与不同级别高血压关系的研究报道较少$因此$
本研究初步探讨:N#L在新疆哈萨克族不同级别高血
压患者外周血L淋巴细胞中的表达水平*
;<研究对象与方法
;K;<对象

就诊于新疆医科大学第一附属医院高血压病房未

经药物干预的哈萨克族高血压 ' 级组-! 级组和 ( 级
组患者分别为 (" 例$另选哈萨克族健康对照者 (" 例$
男女对半*
;K,<分组

依据(中国高血压防治指南) .E/ $见表 '*

表 '%血压水平分类和定义 单位%++$8

分类 收缩压 舒张压

正常血压 j'!" 和 j1"

正常高值血压 '!" g'(E 和A或 1" g1E

高血压 !'D" 和A或 !E"

%' 级高血压!轻度" 'D" g'0E 和A或 E" gEE

%! 级高血压!中度" '&" g'JE 和A或 '"" g'"E

%( 级高血压!重度" !'1" 和A或 !''"

%单纯收缩期高血压 !'D" 和 jE"

%%注%当收缩压和舒张压分属于不同级别时$以较高的分级为准0
' ++$8i"F'(( ( /Q,*

排除标准%!'"排除正在进行药物干预的高血压
患者0!!"排除继发性高血压-急性冠脉综合征患者0

!("排除心-脑-肾等重要器官功能衰竭患者0!D"排除
急慢性感染-全身免疫系统疾病和糖尿病患者0!0"排
除近期有创伤史-手术史以及服用特殊药物史者*
;K=<主要试剂

LR-f5.!美国 @7P-IH58K7 公司"-反转录试剂盒
!LMKH+5O4-7K7I-4V-4公司"-\G#定量试剂盒!LMKH+5
O4-7K7I-4V-4公司"-)G[显色试剂盒 !美国 LMKH+5
O4-7K7I-4V-4公司"-抗体!美国 #Z4,+公司"和实时荧
光定量QGR试剂盒!德国6@#;):公司"*
;K><主要设备

磁珠!德国美天旎公司"-实时荧光定量 QGR仪
!美国 \@?*R#>公司"和凝胶成像分析系统 !美国
\@?*R#>公司"*
;K?<N淋巴细胞培养

采集人外周静脉血 '" g'0 +[$分离单个核细胞$
免疫磁珠分选L淋巴细胞$将所获得的 L淋巴细胞置
于培养基中放入培养箱培养*
;KL<6F!提取

按 LH-f5.法步骤提取 L淋巴细胞总 R:#$'" g
'0 %[焦碳酸二乙酯水溶解 R:#$取 ' %[检测 !&"A
!1" 7+处的吸光度值$质量为 ' %8$G!!"" 78A%[$?>
值在 'F1 g!F" 时计算所需R:#量$短期存放 D�冰箱
用于后续试验*
;KM<引物设计

在Q=Z+KS中查找:N#L和@[*'J 基因的;K7\,7/
序列$按照引物设计原则设计引物$由上海生工合成*
引物序列$见表 !*

表 ,<引物序列

基因名称%%%% 引物序列!05*(5" 退火温度!�" 产物大小!ZT"

:N#L N%G#;#GG#LG#;;;G#LG#L#
R%LGG#;G;LLGLGLLG#LLG#

0J '!J

@[*'J N%;#;;#G##;##GLLGGGGG;
R%GLL;GL;;#L;;;;#G#;#;

0J !DD

#*肌动蛋白 N%L;;G#GGG#;G#G##L;##
R%GL##;LG#L#;LGG;GGL#;##;G#

00 '1&

;KX<实时荧光定量546检测FV!N和#U8;M @6F!
的表达

将计算得到的R:#进行4>:#反转$反应条件为
D!� ' M$J"� 0 +-7$再进行实时荧光定量QGR检测$
反应条件为 E0� ! +-7$E0� 0 C$&"� '" C$重复 (0 g
D" 个循环$用 !W++GL

法进行扩增结果分析*
;KY<[%3$%&"H2*$$)"E检测FV!N的蛋白表达

将加入含蛋白酶抑制剂的 R@Q#裂解液的 L细胞

放置冰上半小时$以便充分裂解提取蛋白$!$!*联喹啉*
D$D*二甲酸二钠法测蛋白浓度$每孔上样量 D" %8$进行
电泳后转至聚偏二氟乙烯膜$脱脂奶粉封闭 ! M$洗三遍
后孵育一抗$置于D�摇床过夜$电化学发光免疫分析法
显色$6=,.-IU图像分析系统分析蛋白灰度值*
;K;-<统计学分析

所有数据分析采用 OQOO !'F" 软件$计量资料呈
正态分布用均数x标准差!Vx5"表示$单因素方差分析
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用于多组间比较$[O>*&检验用于组内两两比较$3j
"F"0 有统计学意义* 相关性采用 OTK,H+,7 相关性分
析$3j"F"0 有统计学意义*
,<结果
,K;<基线资料比较

所有人群进行年龄-性别-体重指数-白细胞计数-

空腹血糖-肌酐-总胆固醇-甘油三酯-低密度脂蛋白胆
固醇![>[*G"和高密度脂蛋白胆固醇!$>[*G"等比
较$差异无统计学意义!3l"F"0"* 在收缩压和舒张压
中高血压 ( 个级别组与对照组相比差异有统计学意义
!3j"F"0"$( 个级别组两两相比差异具有统计学意义
!3j"F"0"$见表 (*

表 =<四组研究对象一般情况'!a")#b=-(

组别 对照组!(i("" 高血压 ' 级组!(i("" 高血压 ! 级组!(i("" 高血压 ( 级组!(i(""

年龄!岁" 0'x'! 0"xE% 0(x1% 00xE%

性别!男A女" '0A'0 '0A'0 '0A'0 '0A'0

收缩压!++$8" ''Dx'"% 'D"xE# '0&x'"# '1&x'(#

舒张压!++$8" &1x1% E'x1# E&x1# '"'xE#%

体重指数!/81+W'" !JxD% !JxD% !JxD% !1xD%

白细胞计数!p'"E A[" &F'x'F0 &F'x'F( 0F1x'F& 0FEx'F!

空腹血糖!++5.1[W'" DF1x'FE DFJx'F" DF&x"FJ DF1x'F0

肌酐!++5.1[W'" 1Jx'( 1Dx'& JEx'E 1Dx'E

总胆固醇!++5.1[W'" DF0!x"F10 DFEJx'F"J DF0!x"FE( DFE0x'F""

甘油三酯!++5.1[W'" 'FDDx"F1D 'FJ'x'F'' 'F&'x"F&D 'F1'x"F1"

[>[*G!++5.1[W'" !F(Ex"F&1 !F'Ex"FJ1 !F"Ex"F1& !F!1x"FJ(

$>[*G!++5.1[W'" 'F'0x"F(1 'F"1x"FDD 'F'0x"F(! 'F'(x"FD&

%%注%#
表示3j"F"0$' ++$8i"F'(( ( /Q,*

,K,<不同级别高血压患者N淋巴细胞FV!N@6F!
和#U8;M @6F!表达及相关性分析

:N#L+R:#表达结果%高血压 ' 级组-高血压
! 级组和高血压 ( 级组与对照组相比差异有统计学
意义!3j"F"0" $高血压 ( 级组与高血压 ! 级组和
高血压 ' 级组相比差异有统计学意义!3j"F"0" $
但高血压 ! 级组与高血压 ' 级组相比差异无统计
学意义 !3l"F"0 " $见表 D 和图 '* 本研究采用
OTK,H+,7 相关性分析判断不同血压级别下的 :N#L
+R:#表达水平的相关性$结果显示%高血压 ( 级
组与高血压 ! 级组-高血压 ' 级组和对照组之间均
存在正相关关系!相关系数依次为%%i"F0(!$3j
"F"'0%i"F(1!$3j"F"00%i"F&DJ$3j"F"'" $高血
压 ! 级组与对照组之间存在正相关关系 ! %i
"F0D&$3j"F"0" $但高血压 ! 级组与高血压 ' 级组
之间不存在正相关关系!%i"F"J1$3l"F"0" $高血
压 ' 级组与对照组之间不存在正相关关系 !%i
"F'!0$3l"F"0" $见表 D* @[*'J +R:#表达结果%
高血压 ' 级组-高血压 ! 级组和高血压 ( 级组与对
照组相比差异有统计学意义!3j"F"0" $但高血压

( 级组与高血压 ! 级组和高血压 ' 级组相比差异无
统计学意义!3l"F"0" $高血压 ! 级组与高血压 '
级组相比差异无统计学意义!3l"F"0" $见表 D 和
图 !* 本研究采用 OTK,H+,7 相关性分析判断不同
血压级别下的 @[*'J +R:#表达水平的相关性$结
果显示%高血压 ( 级组与高血压 ' 级组和对照组之
间均存在正相关关系!相关系数依次为%%i"FD0'$
3j"F"00%i"F&JJ$3j"F"'" $高血压 ! 级组与对照
组之间存在正相关关系!%i"FD0'$3j"F"0" $高血
压 ' 级组与对照组之间存在正相关关系 ! %i
"FDE!$3j"F"'" $但高血压 ( 级组与高血压 ! 级组
之间不存在正相关关系!%i"F!1&$3l"F"0" $高血
压 ! 级组与高血压 ' 级组之间不存在正相关关系
!%i"F'0!$3l"F"0" $见表 D*
,K=<不同级别高血压患者N淋巴细胞 FV!N蛋白表
达及相关性分析

:N#L蛋白表达结果%高血压 ' 级组-高血压 ! 级
组和高血压 ( 级组与对照组相比差异有统计学意义
!3j"F"0"$高血压 ( 级组与高血压 ! 级组和高血压 '
级组相比差异具有统计学意义!3j"F"0"$高血压 ! 级
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组与高血压 ' 级组相比差异具有统计学意义 !3j
"F"0"$见表 0 和图 (* 本研究采用 OTK,H+,7 相关性
分析判断不同血压级别下的:N#L蛋白表达水平的相
关性$结果显示%高血压 ( 级组与高血压 ' 级组和对照
组之间均存在正相关关系 !相关系数依次为%%i
"F0'J$3j"F"'0%i"FD00$3j"F"0"$高血压 ! 级组与
高血压 ' 级组和对照组之间均存在正相关关系!相关
系数依次为%%i"F&"($3j"F"'0%i"FD&J$3j"F"'"$高
血压 ' 级组与对照组之间存在正相关关系!%i"FD('$
3j"F"0"$但高血压 ( 级组与高血压 ! 级组之间不存
在正相关关系!%i"F"J&$3l"F"0"$见表 0* :N#L蛋
白电泳结果见图 D*

表 ><不同级别高血压患者N淋巴细胞FV!N@6F!

和#U8;M @6F!表达及相关性分析'!a")#b=-(

组别 例数 :N#L+R:# @[*'J +R:#

对照组 (" 'FD&x'FDJ\ 'FJ&x'FE"\%

高血压 ' 级组 (" !FDJx'FJ"#\ (F&!x!FJJ#,

高血压 ! 级组 (" !F1(x'F!"#\, (FE"x!FD'#,

高血压 ( 级组 (" DF(1x!F"&#,Z4 DFDDx!F'J#,Z

%%注%#
表示与对照组比较$3j"F"00\

表示与高血压 ( 级组比较$3j

"F"00,
表示与对照组相关$3j"F"00Z

表示与高血压 ' 级组相关$3j

"F"004
表示与高血压 ! 级组相关$3j"F"0*

图 '%:N#L+R:#相对表达量

图 !%@[*'J +R:#相对表达量

表 ?<FV!N蛋白表达情况'!a")#b=-(

组别 例数 :N#L

对照组%%% (" "F"1x"F"D %

高血压 ' 级组 (" "F'&x"F"0#\G,4

高血压 ! 级组 (" "F'Ex"F"D#\,Z

高血压 ( 级组 (" "F!'x"F"0#,Z%

%%注%#
表示与对照组比较$3j"F"00\

表示与高血压 ( 级组比较$3j

"F"00G
表示与高血压 ! 级组比较$3j"F"00,

表示与对照组相关$3j

"F"00Z
表示与高血压 ' 级组相关$3j"F"004

表示与高血压 ! 级组相关$

3j"F"0*

图 (%:N#L蛋白的相对表达量

图 D%:N#L蛋白电泳图

,K><不同级别血压下的高血压患者血压水平与 N淋
巴细胞 FV!N @6F!* #U8;M @6F!表达水平及
FV!N蛋白表达水平的相关性分析

本研究采用 OTK,H+,7 相关性分析判断不同血压
级别下的 :N#L+R:#-@[*'J +R:#表达水平及
:N#L蛋白表达水平的相关性$结果显示% :N#L
+R:#表达水平与高血压 ! 级组和高血压 ( 级组之间
均存在正相关关系!3j"F"'"$但与高血压 ' 级组之间
不存在正相关关系!3l"F"0"0@[*'J +R:#表达水平
与高血压 ' 级组-高血压 ! 级组和高血压 ( 级组之间
均存在正相关关系!3j"F"0"0:N#L蛋白表达水平与
高血压 ' 级组-高血压 ! 级组和高血压 ( 级组之间均
存在正相关关系!3j"F"0"$见表 &*

表 L<不同血压级别下的FV!N@6F!*#U8;M @6F!

表达水平及FV!N蛋白表达水平的相关性分析

血压级别 :N#L+R:# @[*'J +R:# :N#L蛋白

高血压 ' 级组 "F'!0 % "FDE!)) "FD(')%

高血压 ! 级组 "F0D&)) "FD0')% "FD&J))

高血压 ( 级组 "F&DJ)) "F&JJ)) "FD00)%

%%注%)
表示3j"F"0$))

表示3j"F"'*
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=<讨论
高血压是导致全球高死亡风险的因素$目前仍有

一半高血压患者的血压很难控制
.'"/ * 随着生活习惯

的明显改变$高血压的发病率快速上升$炎症程度与高
血压水平密切相关

.''/ * 高血压是一种低度炎症反应$
炎症通过降低内皮依赖性血管舒张因子$促进高血压
的发生

.'!/ * 高血压演变的必要条件是 L淋巴细
胞

.'(*'D/ $高血压患者中 L淋巴细胞浸润$并释放多种
促炎因子!如 @[*&-@[*'J 和转化生长因子*#'等"$而
@[*'J 具有较强的促炎功能* 目前研究已证实$@[*'J
在高血压患者中的水平升高

.'0/ *
国外研究发现$在人L淋巴细胞中$:N#L途径是

@[*'J 产生所必需的.'&/ * :N#L是 L淋巴细胞的主要
激活剂$可增加 L淋巴细胞的转录并激活.'J/ * :N#L
的活化过程依赖于胞内G,!^的浓度$随着浓度的增加$
胞质内处于磷酸化状态的:N#L脱磷酸化被激活从而
进入细胞核启动靶基因的转录* 如肿瘤坏死因子*!-
@[*!-@[*D-@[*& 和 @[*'J 等基因的特异性表达.'1*'E/ *
上述研究均表明:N#L在高血压的发生和发展中扮演
着重要角色*

本研究此次主要探讨:N#L在新疆哈萨克族不同
级别高血压患者中的表达水平变化* 本研究结果表明
新疆哈萨克族 ( 个级别组高血压 L淋巴细胞 :N#L
+R:#-@[*'J +R:#和:N#L蛋白表达明显高于对照
组并呈正相关关系* 首先笔者分析了高血压 ( 个级别
之间:N#L+R:#-@[*'J +R:#和 :N#L蛋白相对表
达量之间的差异性$结果显示$总体趋势呈现高血压 (
个级别组与对照组-高血压 ( 个级别组之间大部分结
果具有差异统计学意义0其次$笔者又做了不同血压级
别下的 :N#L+R:#-@[*'J +R:#表达水平及 :N#L
蛋白表达水平的相关性分析发现$( 个血压级别之间
总体趋势呈正相关关系$高血压 ( 个级别组之间大部
分结果具有两两相关性* 上述研究表明$:N#L在不
同级别的高血压中相对表达量不同$并呈现增高趋势$
但具体机制仍不清楚* 分析原因%dK7fK.等.!"/

报道中

提及$在小鼠中已证实$@[*'J 是由辅助性L细胞 'J!L
MK.TKH4K..'J$L$'J"产生$且@[*'J 和炎症反应具有协
同升高血压的作用$然而在高血压小鼠中$:N#L0 或
血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶 ' 的基因敲低或封
锁可阻止:,^

介导的L$'J 诱导$血清和糖皮质激素诱
导的蛋白激酶 ' 是 :N#L0 的下游目标$@[*'J 的诱导
也依赖于血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶 '* 又有
国外学者在动物体内研究发现$表达过度活跃的
:N#L' 的小鼠表现出分化后@[*'J 产生细胞的频率明
显增加

.!'/ * 而在缺乏 :N#L的小鼠中$@[*'J 的表达

量明显减少
.!!/ * 不仅如此$使用 :N#L阻滞剂环孢素

#$还可用于抑制移植物排斥反应.!(/ * 笔者的前期研
究在人高血压外周血L淋巴细胞中使用:N#L药物干
预发现$下游炎性因子的表达明显减少.J/ * 以上研究
证明:N#L参与了高血压的炎症反应$这些结果与笔
者的试验研究结果不谋而合$但都不能充分反映出本
次研究的真正目的%炎症因子的表达与高血压程度的
关系* 笔者查阅大量文献$尚未发现 :N#L与不同级
别高血压的相关研究$这一结果值得深思* 另外$值得
考虑的是出现上述参差不同结果的原因很大可能是样

本量不够$试验方法单一$不能完全证明$但能进一步
为炎症反应参与高血压的发生和发展提供试验依据$
本课题组今后将扩大样本量$增加验证方法$采取药物
干预和基因沉默等多种试验方法$进一步研究 :N#L
参与不同级别高血压发生和发展的具体机制$为不同
程度高血压的治疗带来新契机*
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