阻塞性睡眠呼吸暂停综合征患者血栓形成前状态分子与颈动脉内膜中层厚度关系
深圳市龙岗区人民医院 余坤城 谢江霞※ 阳书坤  张晓瑜，深圳518172

摘要 目的： 探讨阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（OSAHS）患者血栓形成前状态（PTS）分子标志物与颈动脉内膜中层厚度关系。方法： 选择OSAHS患者56例和对照组28例，采用酶联免疫吸附法测定血清血小板颗粒膜蛋白-140（GMP-140）、血管性血友病因子（vWF）和抗凝血酶Ⅲ（ATⅢ）水平，采用底物发光法测定组织型纤溶酶原激活剂（t-PA）和血浆纤溶酶原激活物抑制剂1（PAI-1）水平；使用彩色多普勒超声检测颈动脉内膜中层厚度（IMT）。结果：OSAHS组血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1水平高于对照组，血清ATⅢ、t-PA水平低于对照组，颈动脉内膜中层厚度高于对照组（P均＜0.05）。血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1水平与IMT呈正相关（r=0.507，0.411，0.392和0.458，均P＜0.05）。血清ATⅢ、t-PA水平与IMT呈负相关（r=-0.401，-0.367，均P＜0.05）。OSAHS患者GMP-140、vWF、t-PA水平与IMT成线性回归关系。结论：OSAHS患者存在着明显的PTS，同时颈动脉内膜增厚明显。PTS是导致患者颈动脉内膜增厚的重要因素之一。
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Correlation between pre-thrombotic state and intima-madia thickness of carotid artery in patients with obstructive sleep apnea hypopnea syndrome  YU Kun-cheng ,XIE Jiang-xia※ ,YANG Shu-kun，ZHANG Xiao-yu. Longgang District People’s Hospital of ShenZhen，ShenZhen，518172,China
  Abstract  Objective: To analysis the correlation between pre-thrombotic state and intima-madia thickness (IMT) of carotid artery in patients with obstructive sleep apnea hypopnea syndrome (OSAHS). Methods:  56 OSAHS patients(OSAHS group) and 28 healthy voluntrers (control group) were recruited in the study.The levels of serum granular membrane protein (GMP-140), von willebran factor(vWF), antithrombin Ⅲ(ATⅢ) were test by enzyme-linked immunosorbent assay.The states of IMT of carotid artery were evaluated by ultrasonic imagingmethod and the tissue-type plasminogen (t-PA), plasminogen activator inhibitor-1(PAI-1) were test by Substrate chemiluminescence method. Results: Compared to the control group, the levels of serum GMP-140, vWF, Fbg, PAI-1 and were IMT of carotid artery significantly higher in patients with OSAHS(P＜0.05). On the contrary，the levels of ATⅢ and t-PA were significantly lower in OSAHS group. The IMT of carotid artery were positive correlation to GMP-140,vWF,Fbg,PAI-1 (r=0.507,0.411,0.392 and 0.458), which were negatively correlated to the ATⅢ and t-PA (r=-0.401，-0.367), all P＜0.05. The IMT of carotid artery were in multiple linear regression with AHI, MSaO2 and serum GMP-140,vWF ,t-PA levels. Conclusions:  The levels of serum PTS were increased and IMT of carotid artery existed in OSAHS patients. The PTS was the important factors in in OSAHS patients with IMT.
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     阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（obstructive sleep apnea hyponea syndrome,OSAHS）是一种常见的睡眠障碍性疾病，由于其反复发作的低氧血症和睡眠的微觉醒，与高血压、冠心病等心血管疾病密切相关[1]。血栓形成前状态（pre-thrombotic state，PTS）是血管内皮细胞、血小板及纤溶系统发生变化导致的有利于血栓形成的病理状态。现有的研究表明，PTS与冠心病等心血管疾病密切相关[2]。颈动脉内膜中层厚度（intima-madia thickness，IMT）增厚是颈动脉硬化的早期征象，与冠心病密切相关。目前尚无有关OSAHS患者PTS分子标志物与IMT的相关研究，本研究旨在探讨两者在OSAHS患者中的关系。
资料和方法
一般资料 选择2013年10月至2014年10月在我院呼吸睡眠门诊就诊，经多导睡眠仪睡眠监测（PSG）确诊的56例男性OSAHS患者。OSAHS诊断依据中华医学会呼吸病学分会睡眠呼吸疾病学组诊断标准[3]。同期选择健康体检PSG监测睡眠呼吸暂停低通气指数(Apnea hyponea index，AHI)＜5，年龄、体质指数相匹配的28例男性患者为对照组。两组年龄、体重指数差异均无统计学显著性。所有研究对象均排除糖尿病、高血压、冠心病、脑血管和周围血管疾病、周围动脉栓塞、严重肝肾功能不全及血液系统疾病，且6个月内无创伤、手术史。全部研究对象均取得知情同意书。
方法  睡眠监测：所有研究对象采用美国Respironics公司生产的PALICE5多导睡眠监测仪，进行脑电图、眼电图、口鼻气流、胸腹运动、心电图和指端脉氧血氧饱和度监测。监测前12h嘱受试者禁用镇静药物及酒、咖啡、浓茶等兴奋性饮料。监测睡眠平均时间大于7h以上。一般检测：所有研究对象均于监测结束后晨醒10min内取肘静脉血10ml，3000 r/min离心20min分离血清和血浆，-80℃保存待检。空腹血糖（FPG）和血脂（甘油三酯和总胆固醇）水平由我院检验科批量检测。血栓形成前状态（PTS）分子检测：PTS标志物包括:血小板颗粒膜蛋白-140（granular membrane protein，GMP-140），组织型纤溶酶原激活剂（tissue-type plasminogen，t-PA），血浆纤维蛋白原（fibrinogen，Fbg），血浆纤溶酶原激活物抑制剂1（plasminogen activator inhibitor-1，PAI-1），血清血管性血友病因子（von willebran factor，vWF）和抗凝血酶Ⅲ（antithrombin Ⅲ，ATⅢ）。采用酶联免疫吸附法测定血清GMP-140、vWF和ATⅢ水平（试剂盒由美国R&D公司提供），采用底物发光法测定t-PA和PAI-1水平（试剂盒由美国Beckman公司提供），采用免疫比浊法测定Fbg水平（试剂盒由南京建成生物有限公司提供）。颈动脉内膜中层厚度超声检测：应用彩色多普勒超声由专科医师分别测量左、右颈总动脉远端分叉1 cm处、颈内动脉起始端、颈动脉窦部3个位置的内膜中层厚度，取测得值平均值。

统计学处理  运用统计软件SPSS11.0进行分析。计量资料均以均数±标准差（）表示，所有数据均行正态分布检验。包括独立样本t检验、Pearson相关分析和多元线性回归分析。以P＜0.05具有统计学意义。

结  果
OSAHS组和对照组一般临床资料比较  两组受试者年龄、体质指数、血清胆固醇比较差异无统计学意义（P＞0.05）。OSAHS组患者AHI指数、空腹血糖、三油甘脂均高于对照组（P＜0.05或P＜0.01）；其平均血氧饱和度（MSaO2）和最低血氧饱和度（LSaO2）均低于对照组。结果见表1。

表1 OSAHS组和对照组一般临床资料比较（）
	组 别
	例数
	年龄
（岁）
	BMI（kg/m2）
	AHI
(次/h)
	LSaO2
（%）
	MSaO2（%）
	空腹血糖(mmol/L)
	总胆固醇(mmol/L)
	甘油三酯(mmol/L)

	OSAHS组
	56
	44.8±9.5
	25.4±3.8
	29.5±10.9
	76.9±14.9
	91.1±9.5 
	5.75±2.30
	4.69±1.24
	2.48±1.07

	对照组
	28
	45.7±10.5
	26.3±4.4
	3.7±1.2a
	94.1±3.8a
	95.1±5.8a
	5.19±1.31 a
	4.58±1.18
	1.71±0.86 a


注：与OSAHS组比较，aP＜0.05或＜0.01。
OSAHS组血清血栓形成前状态分子水平和颈动脉内膜中层厚度（IMT）比较  结果显示，OSAHS组血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1水平高于对照组；血清ATⅢ、t-PA水平低于对照组；颈动脉内膜中层厚度高于对照组；P＜0.05或P＜0.01。结果见表2。
表2 OSAHS组血清血栓形成前状态分子标志物和IMT比较
	组 别
	例数
	GMP-140
(ug/L)
	vWF
(ug/L)
	Fbg
(g/L)
	PAI-1
(AU/L)
	ATⅢ
(mg/L)
	t-PA
(U/L)
	IMT
(mm)

	OSAHS组
	56
	17.4±2.9*
	32.5±11.6*
	4.9±1.1*
	468±58&
	168.5±56.4*
	197±38&
	1.21±0.23&

	对照组
	28
	12.5±3.8
	24.7±9.86
	3.8±0.8
	359±80
	258±66.2
	317±87
	0.71±0.11


注：GMP-140：血小板颗粒膜蛋白-140，vWF：血管性血友病因子，Fbg：纤维蛋白原，PAI-1：纤溶酶原激活物抑制剂1，ATⅢ：抗凝血酶Ⅲ，t-PA：组织型纤溶酶原激活剂；IMT：颈动脉内膜中层厚度。与对照组比较：*P＜0.05，&P＜0.01。
相关性分析  OSAHS组血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1水平与AHI呈正相关（r=0.514，0.557，0.426和0.548，均P＜0.01）；与IMT呈正相关（r=0.507，0.411，0.392和0.458，均P＜0.05）。血清ATⅢ、t-PA水平与AHI呈负相关（r=-0.482，-0.513，均P＜0.01）；与IMT呈负相关（r=-0.401，-0.367，均P＜0.05）。OSAHS组IMT与AHI成正相关（r=0.501，P＜0.01），与MSaO2和LSaO2均呈负相关（r=-0.438和-0.397，均P＜0.05）。
OSAHS组颈动脉内膜中层厚度影响因素多元逐步回归分析  以OSAHS组IMT为因变量，以患者年龄、体质指数、血清胆固醇、甘油三酯、血糖、AHI、MSaO2、LSaO2及血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1、ATⅢ、t-PA水平为自变量进行多元回归分析。结果显示患者AHI、MSaO2、GMP-140、vWF、t-PA水平进入回归方程。结果见表3。
表3  OSAHS组IMT多元逐步回归分析
	变量
	B
	SE
	Beta
	t值
	P值
	95%CI

	AHI
	0.412
	0.102
	0.049
	4.328
	0.001
	0.268-0.619

	MSaO2
	-0.157
	0.009
	-0.003
	2.895
	0.018
	-0.138-0.388

	GMP-140
	0.786
	0.238
	0.210
	5.642
	0.001
	0.418-1.135

	vWF
	0.623
	0.119
	0.108
	4.986
	0.001
	0.501-0.984

	t-PA
	-0.569
	0.216
	0.098
	3.684
	0.001
	0.227-0.853



讨  论
研究显示，未经治疗的重度OSAHS患者5年的病死率高达11%-13%[4]，其主要的死亡原因为心脑血管并发症[5]。我们早期研究表明OSAHS能够导致患者血管内皮损害，与冠心病密切相关[6]；同时诸多研究显示OSAHS存在着颈动脉内膜增厚，同时也是预测患者是否发生冠心病的指标之一[2,7]。冠心病患者体内存在着明显的血栓形成前状态（PTS），PTS也是血管内皮损伤的标志之一。OSAHS与各种心血管疾病密切相关，患者中是否同时存在这PTS的变化及颈动脉增厚以及这两者之间是否存在着相关联系，目前国内尚无相关明确的研究证实。
本文研究显示，OSAHS患者血清GMP-140、vWF、Fbg、PAI-1水平高于对照组；血清ATⅢ、t-PA水平低于对照组；颈动脉内膜中层厚度高于对照组。同时相关分析显示PTS相关分子水平与IMT正相关或负相关，并与患者的AHI及MSaO2和LSaO2负相关。多元回归结果显示，患者IMT除与AHI和MSaO2相关外，还与GMP-140、vWF和t-PA水平呈线性相关。其研究结果说明，IMT可以作为独立危险因素影响患者的PTS水平。
GMP-140存在于血小板α-颗粒膜和血管内皮细胞的Weibel-Pzlade小体内，仅在血小板活化时整合到血小板表面，成为血小板活化的特异性指标[8]。vWF主要由血管内皮细胞合成，是血管内皮损伤的敏感指标之一[9]。t-PA是组织型纤溶酶激活剂，促进纤维蛋白降解及溶解血栓，但PAI-1在此过程中起着重要的抑制作用，两者比例的失调容易导致血管内皮的损伤及血栓的形成[10]。Fbg是血浆中含量最高的凝血因子，是血小板聚集的重要递质，也参与血管的损伤及血栓的形成过程，与动脉硬化及狭窄程度密切相关。对于OSAHS患者PTS分子水平的异常改变目前机制尚不明确，基于在其他心血管疾病的研究机制，我们推测其可能的机制为：由于OSAHS患者长期存在的低氧和间断低氧导致的氧化应激状态，导致机体分泌多种炎症介质，从而促进血管平滑肌细胞增生和内皮通透性增加而导致血管病变。同时OSAHS患者大多存在着胰岛素抵抗、儿茶酚胺水平增高、组织缺血缺氧及神经内分泌失调等因素[11,12]，这些均可以导致患者血液瘀滞、血液动力学和血液流变学改变异常，导致血管内皮损伤及血小板活化，从而是PTS等分子水平发生异常改变。由于血管内皮的损伤以及血小板活化增强，从而促进血管平滑肌细胞成熟及延长其寿命最终导致动脉粥样硬化斑块形成，导致颈动脉内膜增厚。
     综上所述，OSAHS患者存在着明显的PTS，同时颈动脉内膜增厚明显。患者PTS在IMT的形成过程中起着重要的作用，临床工作中对于确诊的OSAHS患者需要引起重视，必要时采取积极有效的干预措施，阻断IMT相关疾病的发生发展。 
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