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蛋白 C基因 -1654C/T和 -1641A/G位点多态性

与严重脓毒症的关系研究

王洪霞 何新飚 宋诗铎

【摘要】 目的 探讨蛋白 C（PC）-1654C/T、-1641A/G 位点基因多态性与严重脓毒症易感性及预后的关

系。 方法 选择 80 例严重脓毒症患者，并按 28�d 预后分为存活组（47 例）和死亡组（33 例）；同时选择 72 例健

康对照者。 采用等位基因特异性聚合酶链反应（AS-PCR）方法分析 PC 基因 -1654C/T、-1641A/G 位点的多态

性，对含有等位基因多态性的片段进行 DNA测序分析。 结果 PC基因 -1654C/T位点 3种基因型，严重脓毒症

组 80例中，16 例纯合子 CC型，44 例杂合子 CT型，20例纯合子 TT 型；健康对照组 72 例中，17 例 CC 型，34 例

CT 型，21 例 TT 型；PC 基因 -1654C/T 位点基因型及等位基因频率分布在严重脓毒症组和健康对照组之间、存

活组和死亡组之间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。 PC 基因 -1641A/G 位点 3 种基因型，严重脓毒症组 80 例

中，60例纯合子 AA型，12 例杂合子 AG型，8 例纯合子 GG 型；健康对照组 72 例中，57 例 AA 型，10 例 AG 型，

5 例 GG型；PC基因 -1641A/G位点基因型及等位基因频率分布在严重脓毒症组和健康对照组之间、 存活组和

死亡组之间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。共发现 -1654T/-1641A、-1654C/-1641A、-1654C/-1641G�3 种单倍

体型，未见 -1654T/-1641G型。-1654C/-1641A单倍体型频率在存活组、死亡组之间差异有统计学意义〔21.28%

（10/47）比 42.42%（14/33），P＝0.038〕。 结论 PC基因 -1654C/-1641A单倍体型与严重脓毒症不良预后相关。
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【

Abstract

】

Objective To�approach�the�allele� frequency�and�genotypic�distribution�of�protein�C�（PC） gene�

polymorphism�on�the�susceptivity�and�prognosis�in�severe�sepsis�patients.�Methods Eighty�patients�with�severe�sepsis�

were�enrolled.�They�were�divided�into�survival�group�（n＝47） and�non-survival�group�（n＝33） according�to�28-day�

prognosis.� Seventy-two� healthy� volunteers� were� enrolled� as� controls.� Allele-specific� polymerase� chain� reaction�

（AS-PCR） was� used� to� analyze� -1654C/T� and� -1641A/G� site� genotypes� polymorphism� of� PC� gene， fragments�

containing�alleles�was�analyzed�by�using�DNA�sequencing.�Results All�the�samples�of�the�PC�gene�in�the�-1654C/T�site�

had�three�kinds�of�genotypes： in�80�cases�of�severe�sepsis�group， there�were��16�homozygous�CC�type， 44�heterozygous�

CT�type， 20�homozygous�TT�type.�In�72�cases�of�healthy�control�group， there�were�17�CC�type， 34�CT�type， 21�TT�type.�

The�-1654C/T�allele�frequency�and�genotypic�distribution�in�the�patients�with�severe�sepsis�was�not�significantly�different�

from�those�in�the�healthy�control�group,�and�no�statistically�significant�difference�was�observed�between�the�survival�group�

and� the�non-survival� group�（all�P＞0.05）.�All� the� samples�of� the�PC�gene� in� the�-1641A/G�site�had� three�kinds� of�

genotypes： in��80�cases��of��severe��sepsis��group， there��were��60�homozygous��AA��type， 12��heterozygous��AG��type，

8�homozygous�GG� type.� In� 72� cases� of� healthy� control� group， there� were� 57�AA� type， 10�AG� type， 5�GG� type.�No�

statistically�significant�difference�was�observed�between�severe�sepsis�group�and�healthy�control�group， the�survival�group�

and�the�non-survival�group�（all�P＞0.05） in�-1641A/G�allele�frequency�and�genotypic�distribution�（all�P＞0.05）.�Three�

kinds� of� haploid,� including� -1654T/-1641A,� -1654C/-1641A,� and� -1654C/-1641G� were� found� except�

-1654T/-1641G.�The�frequency�of�haploid�-1654C/-1641A�was�significant�higher�in�non-survival�group�than�that�in�the�

survival�group�〔42.42%�（14/33） vs.�21.28%�（10/47） ,�P＝0.038〕.�Conclusion The�correlation�between�PC�haploid�

-1654C/-1641A�gene�polymorphisms�and�prognosis�of�severe�sepsis�was�found.

【
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脓毒症是由感染导致的全身炎症反应综合征

（SIRS），严重脓毒症时常合并急性器官功能障碍，是

重症监护病房（ICU）患者死亡的重要原因

［

1-2

］

。 随着

研究的深入， 目前认为基因多态性参与了脓毒症的病

理生理过程， 并可能对其易感性和结局起作用

［

3-5

］

。
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脓毒症的一个重要病理生理改变是凝血功能异常，

蛋白 C（PC）途径是天然抗凝系统之一，是脓毒症病

理生理过程中的主要分子

［

6

］

，严重脓毒症患者 PC 水

平显著降低，低 PC水平与不良预后相关

［

7-10

］

。已有研

究显示，PC 基因多态性与成人深静脉血栓形成

（DVT）相关

［

11-15

］

，但关于 PC 启动子区基因多态性是

否与严重脓毒症易感性和预后相关的报道不多。 本

研究旨在探讨 PC 基因 -1654C/T、-1641A/G 位点多

态性与严重脓毒症易感性及预后的关系。

1 资料与方法

1.1 研究对象：选择 2010 年 1 月至 2012 年 2 月天

津医科大学第二医院 ICU 收治的 80 例严重脓毒症

患者为病例组，收集其临床资料，进行急性生理学与

慢性健康状况评分系统Ⅱ（APACHEⅡ）评分，根据

住院 28�d 转归分为生存组和死亡组。 严重脓毒症诊

断标准参照 2001 年美国胸科医师协会 / 危重病医

学会（ACCP/SCCM）共识会议标准

［

1

］

。剔除住院时间＜

24�h 的患者，肿瘤、严重外伤、重大手术患者。健康对

照组为门诊健康体检者， 近期均无感染史、 遗传病

史、自身免疫系统疾病史和其他病史。

本研究符合医学伦理学标准， 并经医院伦理委

员会批准，所有检测获得患者或家属知情同意。

1.2 研究方法

1.2.1 全血基因组 DNA提取：收集静脉血 1～2�ml，

2％乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝，采用加拿大 Sangon

公司基因组 DNA提取试剂盒进行 DNA提取（蛋白

酶 K 法），于 -80�℃冻存。

1.2.2 聚合酶链反应（PCR）扩增目的片段：引物根

据 Genebank 所发布的目的基因序列，用 Generunner

引物设计软件自行设计， 由北京奥科生物公司合成

〔聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）纯化，纯度 99%〕：通

用引物为 5'-CATGTGTCTTATAATTAATGGTATTT�

TAGATTTGACGA-3'。 应用两次等位基因特异性

PCR（AS-PCR） 方法分析 PC 启动子区 -1654C/T、

-1641A/G 变异。 第一次 PCR体系中，加入通用引物

和 -1654T、-1641A 等位基因特异引物； 在第二次

PCR 体系中，加入通用引物和 -1654C、-1641G 等位

基因特异引物。 参照文献

［

16

］

引物序列：-1654T 为

5'-TCTGCCTACCAAGGATGGCA-3'；-1641A为 5'-C�

CCGAAGCCCACCTCTCCCT-3'； -1654C 为 5'-GCC�

CACCATTGCCTACCAAGGATTCCG-3 ' ； -1641G 为

5'-TGTTCTTACCGAAGCCCACCTCTGTCC-3'。 PCR

反应总体积为 25�滋l，反应条件：94�℃预变性 4�min，

然后进行 94�℃变性 30�s，60�℃退火 30�s，72�℃延伸

20�s，共 35个循环；72�℃再延伸 10�min。PCR 产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，经紫外凝胶成像分析仪

（美国基因公司，GDS-8000 型）分析。

1.2.3 DNA 序列分析： 选择不同基因型的 PCR 产

物进行 DNA 序列分析，结果与 NCBI 数据库进行比

对。 委托上海生工生物公司完成测序。

1.3 统计学方法： 采用 SPSS�13.0 统计分析软件进

行数据处理。计数资料用百分数表示，组间差异采用

字

2

检验或 Fisher 精确概率法。 计量资料用均数±标

准差（x±s）表示，组间差异采用 t 检验。 群体数据用

Hardy-Weinberg 平衡方程检验方法，P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般资料： 严重脓毒症组 80 例中男性 41 例，

女性 39 例；年龄 20～91 岁，平均（68.3±17.1）岁；

APACHEⅡ评分（18.3±4.9）分；住院 28�d 存活 47

例，死亡 33例，病死率 41.25%，存活组 APACHEⅡ评

分（16.7±4.1）分，死亡组 APACHEⅡ评分（22.1±

5.7）分，两组间比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

健康对照组 72 例中男性 42 例， 女性 30 例； 年龄

22～83岁，平均（63.9±13.5）岁。

2.2 PCR 扩增片段分析（图 1）：-1654T�PCR 产物长

度为 227�bp，-1654C 为 234�bp，-1641A 为 240�bp，

-1641G 为 247�bp。

图 1

聚合酶链反应扩增蛋白 C基因片段

2.3 PC 基因 -1654C/T 位点多态性与严重脓毒症

易感性和预后的关系（表 1）：严重脓毒症组和健康

对照组基因型频率的分布经 Hardy-Weinberg 平衡

方程检验，有群体代表性。严重脓毒症组和健康对照

组全部样本 3 种基因型中，CT 基因型最多（78 例），

TT 基因型次之（41 例），CC 基因型最少（33 例）；严

重脓毒症组 C等位基因携带率为 47.50%，健康对照组

为 47.22%。-1654C/T 位点基因型及等位基因频率在

严重脓毒症组和健康对照组、 严重脓毒症存活组和死

亡组之间比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
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2.4 PC 基因 -1641A/G 位点多态性与严重脓毒症

易感性和预后的关系（表 2）：严重脓毒症组和健康

对照组全部样本 3 种基因型中，GG 基因型最少，AG

基因型次之，AA 基因型最多；严重脓毒症组 A 等位

基因携带率为 82.50%， 健康对照组为 86.11%。

-1641A/G 位点基因型及等位基因频率在严重脓毒

症组和健康对照组、 严重脓毒症存活组和死亡组之

间比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

2.5 PC 基因 -1654/-1641 单倍体与严重脓毒症易

感性和预后的关系（表 3）：共发现 -1654T/-1641A、

-1654C/-1641A、-1654C/-1641G�3 种单倍体型，未

见 -1654T/-1641G 型。 -1654C/-1641A 单倍体频率

在严重脓毒症存活组和死亡组之间差异有统计学意

义（P＝0.038）。

3 讨 论

PC 是肝脏合成的维生素 K 依赖性糖蛋白，以

酶原形式分泌，属丝氨酸蛋白酶家族。 人类 PC基因

位于 2q13-14， 基因 DNA 全长 11�kb， 含 9 个外显

子。 PC启动子区 -1654T＞C、-1641A＞G 位点基因

多态性对 DVT 患者的 PC 水平有明显的影响，携

带 -1654C/-1641G者的 PC水平减低，可以增

加 DVT 和肺栓塞患者血栓形成事件的危险

性

［

12-13

］

。 然而，关于 PC 启动子区基因多态性

与严重脓毒症易感性和预后关系的数据却很

有限。 Walley 和 Russell

［

17

］

对 3 组严重脓毒症

患者进行了研究，第一组 62 例为合并严重脓

毒症的危重患者， 第二组患者的构成与第一

组相似，但样本量增加至 402 例，第三组 61

例为心脏分流术后患者。 结果显示， 第一组

PC基因 -1641AA 携带者 28�d 生存率显著降

低，这一点在第二组中再次得到验证，另外，

PC 基因 -1641AA 携带者器官功能障碍的发

生率显著增加；在心脏分流术后 4�h、24�h，PC

基因 -1641AA 携带者血清白细胞介素 -6

（IL-6）水平升高。这些结果说明，严重脓毒症

PC基因 -1641AA 携带者 28�d生存率降低， 并易出

现急性器官功能障碍。 本研究未发现 PC 基因

-1641AA 与预后相关；PC 基因 -1641A/G 位点基因

型及等位基因频率在严重脓毒症组和健康对照组、

严重脓毒症存活组和死亡组之间比较差异无统计学

意义，说明 -1641A/G位点基因多态性与严重脓毒症

易感性和预后可能不相关。 主要原因可能与种族、地

区差异有关。

PC 基因 -1654C/-1641G�型是欧洲人中出现频

率最高的基因型，与低 PC 活性相关，携带者容易出

现血栓

［

12-13

］

。 Binder 等

［

16

］

报道，-1654C/-1641G 等位

基因携带患儿发展为脓毒症的相对危险性上升了

3.43倍，并且血压明显降低，需要肾上腺素能药物支

持的比例显著升高，而 TA-TA 基因型是发展为脓毒

症的保护性因素。 本研究共发现 -1654T/-1641A、

-1654C/-1641A、-1654C/-1641G�3 种单倍体型，未

见 -1654T/-1641G 型，与以往报道

［

12-13

］

不同。 主要原

因可能与种族、 地区差异有关。 本研究结果显示，

-1654C/-1641A 基因型频率在严重脓毒症存活组、

死亡组之间差异有统计学意义，-1654C/-1641A 携

带者预后差，未见 CG 等位基因携带者预后不良，与

Chen等

［

18

］

报道的结果一致。 但本研究严重脓毒症死

亡组 -1654C/-1641A 携带者比例为 42.42%， 高于

Chen 等

［

18

］

报道的 34.6%，考虑与本研究样本量小有

关。另外，Russell 等

［

19

］

研究表明，严重脓毒症患者 PC

基因 673�T/C 位点 C 等位基因携带者易出现器官功

能障碍，病死率高。

PC途径是天然抗凝系统之一，其活性受年龄和

性别影响

［

20

］

。 研究表明，严重脓毒症存在凝血功能

表

1 严重脓毒症组及其亚组、健康对照组 -1654C/T位点基因型

及等位基因频率比较

组别 例数

健康对照组 72 17（23.61） 34（47.22） 21（29.17） 68（47.22） 76（52.78）

严重脓毒症组 80 16（20.00） 44（55.00） 20（25.00） 76（47.50） 84（52.50）

存活组 47 6（12.77） 28（59.57） 13（27.66） 40（42.55） 54（57.45）

死亡组 33 9（27.27） 18（54.55） 6（18.18） 36（54.55） 30（45.45）

CC CT TT C T

等位基因频率〔例（%）〕基因型频率〔例（%）〕

表

2 严重脓毒症组及其亚组、健康对照组 -1641A/G位点基因型

及等位基因频率比较

组别 例数

健康对照组 72 57（79.17） 10（13.89） 5（6.94） 20（13.89） 124（86.11）

严重脓毒症组 80 60（75.00） 12（15.00） 8（10.00） 28（17.50） 132（82.50）

存活组 47 32（68.09） 10（21.28） 5（10.64） 20（21.28） 74（78.72）

死亡组 33 27（81.82） 4（12.12） 2（6.06） 8（12.12） 58（87.88）

AA AG GG G A

等位基因频率〔例（%）〕基因型频率〔例（%）〕

表

3 严重脓毒症组及其亚组、健康对照组

-1654/-1641 位点单倍体型频率比较

组别 例数

健康对照组 72 38（52.78）

严重脓毒症组 80 42（52.50）

存活组 47 27（57.45）

死亡组 33 15（45.45）

TA

-1654/-1641单倍体型〔例（%）〕

CA CG

24（33.33） 10（13.89）

24（30.00） 14（17.50）

10（21.28） 10（21.28）

14（42.42）

a

4（12.12）

注：与存活组比较，

a

P＜0.05

465· ·



中华危重病急救医学 2013年 8月第 25卷第 8期 Chin�Crit�Care�Med，August��2013，Vol.25，No.8

紊乱

［

11

，

21-22

］

，近来这方面治疗已取得较大进展

［

23-26

］

。

本研究未同时检测 PC 活性， 尚不能明确 PC 基因

-1654C/T、-1641A/G位点多态性与PC活性的关系。

综上所述，PC 基因 -1654C/T、-1641A/G�位点多

态性存在于当地健康人群，-1654C/1641A 单倍体型

与严重脓毒症不良预后相关。 鉴于本研究所选人群

的局限性和其他多种因素的干扰， 要揭示 PC 基因

多态性与脓毒症的关系及其在脓毒症发生发展中的

作用，还有待更大样本的深入研究。
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·科研新闻速递·

过表达可溶性 ST2 的人类间充质干细胞疗法能减轻内毒素引起的急性肺损伤

肺泡上皮 - 间质 - 内皮损伤导致肺水肿合并严重的炎症反应和呼吸功能障碍是急性肺损伤（ALI）和急性呼吸窘迫综合征

（ARDS）的病理生理学特点，其中白细胞介素 -33 及其受体 ST2�（IL-33/ST2）信号通路在肺部免疫炎症反应的进展中起关键作

用。 有研究认为细胞疗法可作为治疗 ALI�/�ARDS 的有效手段之一。 最近巴塞罗那人类分子遗传学研究组的学者建立了过度表

达可溶型 ST2（sST2，IL-33 的一种拮抗型受体）的人脂肪组织源性间充质干细胞（hASC-sST2），并将其应用于小鼠 ALI 模型，旨

在增强其免疫调节和抗炎的特性。 在脂多糖（LPS）滴入鼻内 6�h 后，研究人员将 hASC-sST2 注入小鼠体内，通过生物发光成像、

免疫组化和聚焦转录谱等技术证实，在内毒素损伤 48�h 后肺组织中 hASC 数量明显升高，同时 hSAC 免疫调节信号通路活性增

强；sST2 过度表达可抑制 IL-33、Toll样受 4、IL-1β 和γ-干扰素的表达，同时能促进 IL-10 的表达。 这种协同作用可明显减轻

肺部的炎症反应并降低血管通透性。 这些结果表明，全身性应用 hASC-sST2�有可能成为 ALI�/�ARDS 一个有效治疗策略。

喻文，胡森，编译自《Am�J�Respir�Cell�Mol�Biol�》，2013-05-08（电子版）
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