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摘 要:目的 研究血栓调节蛋白(thrombomodulin,TM)的基因型及其等位基因的分布频率,分析可能与脓毒症相关

的单核苷酸多态性(singlenucleotidepolymorphism,SNP)。方法 采用单碱基延伸PCR技术和 DNA 测序方法,检测

132例无血缘关系的体检健康人群和172例脓毒症患者的TM 的SNPs,比较分析各组间基因型及等位基因的分布频

率,以及这些SNPs位点是否与脓毒症的易感性有关。结果 健康广西人群rs1962C/T的多态性分布与非洲人相比差

异有统计学意义,rs3176123G/T、rs6082986G/A以及rs1042580C/T的基因多态性与欧洲人、北京人、日本人和非洲人

相比差异有统计学意义。脓毒症组rs1042580C/T位点的基因型频率分布CT和TT均高于对照组,基因型频率之间差

异有统计学意义,但等位基因频率差异无统计学意义。其余六个位点rs13306848C/T、rs1962C/T、rs3176123G/T、

rs6082986G/A、rs6113909G/A以及rs1042579G/A的基因型频率和等位基因分布,在两组间差异无统计学意义。结论

 TM的单核苷酸多态性在不同地区、种族人群之间的基因型及等位基因分布存在差异;TM 的rs1042580C/T基因位

点的基因型频率与脓毒症易感性有关。
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  Abstract: Objective Tostudythealleleandgenotypedistributionofthrombomodulin(TM)andtoex-
plorethesinglenucleotidepolymorphism(SNP)whichmaybeassociatedwithsepsis. Methods Singlebase

extensionPCRandDNAsequencingwereusedtomeasurethesinglenucleotidepolymorphismofTMin172pa-
tientswithsepsisand132healthcontrolswithoutconsanguinityrelationship.Thedistributionfrequenciesof

thegenotypeandallelewerecomparedamongdifferentgroupsinordertoevaluatewhetherthesegenelociof

TMwereassociatedwithsepsissusceptibility. Results Comparisonofrs1962C/Tpolymorphismdistribution

betweenGuangxihealthpopulationandAfricansyieldedthattherewasstatisticallysignificantdifference,and

therewerestatisticallysignificantdifferencesincomparisonofrs3176123G/T,rs6082986G/Aandrs1042580C/

TpolymorphismsamongGuangxipopulationandEuropeans,Beijingpopulation,JapaneseandAfricans.The

frequencydistributionofCTgenotypeandTTgenotypeofrs1042580C/Tpolymorphisminsepsisgroupwere

higherthanthoseofthecontrolgroup,comparisonofgenotypefrequenciesofsepsisgroupwiththoseofcon-
trolgroup,therewerestatisticallysignificantdifferences,buttherewasnostatisticallysignificantdifferencein

comparisonofallelefrequency.Therewerenostatisticallysignificantdifferencesingenotypefrequenciesand

alleledistributionatothersixlocirs13306848C/T,rs1962C/T,rs3176123G/T,rs6082986G/A,rs6113909G/

Aandrs1042579G/Abetweenthesepsisgroupandthecontrolgroup. Conclusion Thereweresignificant

differencesingenotypesandallelicdistributionofTMSNPsamongethnicgroupsindifferentregions;thegen-
otypefrequenciesofTMrs1042580C/Twasassociatedwithsusceptibilityofsepsis.

  Keywords: thrombomodulin;singlenucleotidepolymorphism;Guangxipopulation;sepsis

  脓毒症患者的炎症反应和凝血系统都发生异常,

两者相互影响[1]。血栓调节蛋白(TM)是一种主要表

达于内皮细胞表面的糖蛋白,在血小板、单核细胞、平

滑肌细胞、癌细胞和心肌细胞等也有表达,有抗炎和抗

凝作用[2-3],脓毒症时其结构和功能发生改变能导致

凝血、抗凝系统失衡和抗炎作用的改变,基因遗传因素

也是导致结构和功能异常的原因。本研究从遗传学角

度探讨血栓调节蛋白基因多态性与脓毒症易感性之间

的关系。

1 对象与方法

1.1 对象 选取2012年4月~2015年8月右江民

族医学院附属医院、广西壮族自治区人民医院和广西

壮族自治区民族医院的脓毒症患者共172例作为脓毒

症组,脓毒症诊断依据“2001年危重病医学会/欧洲危

重病医学会/美国胸科医师协会/美国胸科学会/外科

感染学会关于全身性感染的定义会议”的成年病人的

诊断标准进行诊断。随机选取无亲缘关系的体检正常

人群132例作为对照组。试验将严格按照医学伦理学

准则和要求,告知实验内容及目的,征得患者及其家属

同意,并签署知情同意书。

1.2 方法 ①采用EDTA-K2抗凝采血管收集所

有参与对象外周静脉血2ml,使用离心柱法提取

DNA,-70℃保存备用。②TM 基因的rs13306848C/

T、rs1962C/T、rs3176123G/T、rs6082986G/A、rs611

3909G/A、rs1042580C/T以及rs1042579G/A序列来

自 NCBI的核苷酸序列 GeneID:7056,利用SNaP-
shotSNP分型技术对所有样本进行SNP位点分型。

引物采用Primer3.0软件设计,全部引物由上海天昊

生物公司合成。③采用20μlPCR扩增反应体系,含

1×GC-Ibuffer(Takara),3.0mmol/LMg2+,0.3

mmol/LdNTP,1UHotStarTaqpolymerase(Qiagen

Inc),1μl的 DNA 样本和1μl多重PCR引物。④

PCR产物纯化后进行延伸反应(SNaPshotMultiplex

Kit,ABI),延伸产物经纯化后用 ABI3730XL自动测

序仪进行测序(委托上海天昊生物科技有限公司),测

序结果用GeneMapper4.1(AppliedBiosystemsCo,

Ltd,USA)进行分型分析。

1.3 统计学方法 采用 HaploView4.0软件进行

Hardy-Weinberg平衡检验,应用SPSS16.0统计软

件进行数据分析,两组间的基因型及等位基因型频率

比较采用R×C表的χ2 检验或按Fisher’s确切概率

法计算确切P 值,以P <0.05为差异具有统计学意

义,95%的可信区间(95%CI)和比值比(OddsRatio,

OR)表示相对风险度。

2 结果

2.1 TM基因测序结果 本研究选择TM 基因的7
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个SNPs位点,rs1042580C/T、rs1042579G/A、rs1330

6848C/T、rs1962C/T、rs3176123G/T、rs6082986G/

A、rs6113909G/A分型结果显示,每个位点均存在3
种基因型,基因分型成功率在96.5%~100%之间。

2.2 TM基因分布特点 本研究选择的TM 基因的

7个位点,其中位于5'-侧翼1个(rs13306848C/T);3'

- 非 编 码 区 3 个 (rs1962C/T、rs3176123G/T、

rs1042580C/T);3'- 侧 翼 2 个 (rs6082986G/A、

rs6113909G/A);外显子区1个(rs1042579G/A)。基

因型及等位基因频率的分布符合 Hardy-Weinberg
遗传平衡定律,样本具有群体代表性。

2.3 不同种族人群TM 基因多态性分布的比较 将

广西人群的TM基因型及等位基因分布频率,与人类

基因组计划公布的欧洲人、非洲人、日本东京人和中国

北京人的多态性分型频率数据(http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/projects/SNP)进行比较,发现rs1962

C/T的多态性分布与非洲人相比差异有统计学意义

(P 均<0.05),而与中国北京人、日本人及欧洲人相

比差 异 无 统 计 学 意 义 (P 均 >0.05),见 表 1;

rs3176123G/T、rs6082986G/A 以及rs1042580C/T
的基因多态性与欧洲人、北京人、日本人和非洲人相比

差异有统计学意义(P 均<0.05),见表1。目前,NC-
BI 上 暂 未 提 供 人 类 基 因 组 rs13306848C/T、

rs1042579G/A、rs6113909G/A位点基因型及基因型

频率分布的官方数据,因此未做对比。

表1 不同种族及地区人群TM 基因rs1962C/T、rs3176123G/T、rs6082986G/A

以及rs1042580C/T多态性分布频率的比较

SNP n 基因型频率 χ2 P 等位基因频率 χ2 P

rs1962 CC CT TT C T
 欧洲人 226 16 80 130 3.512 0.170 112 340 2.826 0.093
 北京人 86 10 26 50 2.916 0.233 46 126 3.320 0.068
 日本人 172 6 40 126 1.754 0.409 52 292 1.874 0.171
 非洲人 226 28 116 82 32.400 <0.001 172 280 27.278 <0.001
 广西人 132 8 35 89 - - 51 213 - -
rs3176123 GG GT TT G T
 欧洲人 226 154 64 8 132.608 <0.001 372 80 169.221 <0.001
 北京人 86 46 40 0 67.640 <0.001 132 40 75.815 <0.001
 日本人 172 94 68 10 85.102 <0.001 256 88 99.059 <0.001
 非洲人 120 120 0 0 232.141 <0.001 240 0 241.587 <0.001
 广西人 132 18 54 60 - - 90 174 - -
rs6082986 GG GA AA G A
 欧洲人 226 88 88 50 73.130 <0.001 264 188 91.334 <0.001
 北京人 86 44 38 4 93.688 <0.001 126 46 114.120 <0.001
 日本人 172 96 62 14 123.289 <0.001 254 90 163.177 <0.001
 非洲人 226 28 116 82 32.400 <0.001 172 280 27.278 <0.001
 广西人 132 6 45 81 - - 57 207 - -
rs1042580 CC CT TT C T
 欧洲人 224 94 92 38 108.252 <0.001 280 168 133.632 <0.001
 北京人 86 52 28 6 106.794 <0.001 132 40 149.510 <0.001
 日本人 170 110 46 14 148.776 <0.001 266 74 217.380 <0.001
 非洲人 226 148 68 10 195.248 <0.001 364 88 268.186 <0.001
 广西人 132 6 35 91 - - 47 217 - -

 注:广西人TM 基因rs1962C/T与非洲人相比,P<0.05;广西人TM 基因rs3176123G/T、rs6082986G/A以及rs1042580C/T与

欧洲人、北京人、日本人以及非洲人相比,P<0.05

2.4 脓毒症患者血栓调节蛋白基因多态性的分布特

点 脓毒症患者TM 基因rs13306848C/T、rs1962C/

T、rs3176123G/T、rs6082986G/A、rs6113909G/A、

rs1042580C/T以及rs1042579G/A7个位点基因型及

等位基因频率的分布均符合 Hardy-Weinberg遗传

平衡定律,样本具有群体代表性。
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2.5 脓毒症组与对照组基因型分布的比较 比较分

析172例脓毒症患者与132例对照组的7个SNP位

点的 基 因 型 频 率 和 等 位 基 因 频 率 分 布,结 果 显 示

rs1042580C/T在两组间的基因型频率差异有统计学

意义(P<0.05),见表2,而两组间等位基因频率差异

无统计学意义(P>0.05),见表2,其余的rs13306848

C/T、rs1962C/T、rs3176123G/T、rs6082986G/A、rs6

113909G/A以及rs1042579G/A位点的基因型频率和

等位基因分布,在两组间差异无统计学意义(P >

0.05)。

表2 脓毒症组与对照组TM基因型的比较

SNP 例数 基因型 χ2 P 等位基因频率(%) RO(CI95%) P

rs13306848 CC CT TT C T
 对照组 132 111 19 2 2.292 0.318 91.3 8.7 0.879(0.32~2.379) 1.000
 病例组 172 145 27 0 92.2 7.8
rs1962 CC CT TT C T
 对照组 132 8 35 89 3.878 0.140 19.3 80.7 1.231(0.59~2.560) 0.710
 病例组 172 3 49 120 6.0 84.0
rs3176123 GG GT TT G T
 对照组 132 18 54 60 0.051 0.974 32.6 67.4 0.915(0.50~1.642) 0.881
 病例组 172 25 70 77 34.9 65.1
rs6082986 GG GA AA G A
 对照组 132 6 45 81 2.809 0.257 21.6 78.4 0.893(0.46~1.727) 0.867
 病例组 172 5 74 93 24.4 75.6
rs6113909 GG GA AA G A
 对照组 132 36 68 28 0.741 0.686 53.0 47.0 1.083(0.62~1.887) 0.887
 病例组 172 40 96 36 51.2 48.8
rs1042580 CC CT TT C T
 对照组 132 6 35 91 7.953 0.016 17.8 82.2 0.818(0.54~1.231) 0.355
 病例组 172 2 68 102 20.9 79.1
rs1042579 GG GA AA G A
 对照组 132 63 53 16 0.056 0.973 67.8 32.2 1.047(0.57~1.892) 1.000
 病例组 172 80 70 22 66.9 33.1

 注:TM 基因rs1042580脓毒症与对照组比较,基因型P<0.05;等位基因频率P>0.05;其余位点差异均无统计学意义

3 讨论

TM是血管内皮细胞膜上的凝血酶受体之一,是

内皮细胞损伤的标志物,通过与凝血酶结合和激活蛋

白C系统发挥抗凝作用。TM 与凝血酶结合,使凝血

酶失活,当内皮细胞损伤后,TM 大量释放到外周血

中[1]。研究表明,TM 的多态性与多种疾病有关:TM
的rs1962、rs1042579和rs1042580基因位点可预测激

素耐药的移植物抗宿主病患者的非复发性死亡率[4];

rs1042580与机械性心脏瓣膜置换术后华法林抗凝治

疗出血的并发症有关[5];TM 的1418t等位基因频率

的 高 表 达 能 减 低 深 部 静 脉 血 栓 的 发 生 率[6];

rs13306848和rs1042579与 心 肌 梗 死、冠 心 病 等 相

关[7-10];而rs1042579的基因型与脑卒中有联系等

等[11]。对于TM基因多态性与脓毒症的关系,目前研

究不多,输注重组人血栓调节蛋白能有效减轻脓毒症

并发弥漫性血管内凝血引起的器官功能失调,降低死

亡率[3]。

本研究检测了TM基因rs13306848C/T、rs1962

C/T、rs3176123G/T、rs6082986G/A、84rs6113909G/

A、rs1042580C/T以及rs1042579G/A基因多态性的

分布情况,研究设置的脓毒症组和对照组,其基因型及

等位基因频率的分布符合 Hardy-Weinberg遗传平

衡定 律,样 本 具 有 群 体 代 表 性。健 康 广 西 人 群 的

rs1962C/T的多态性分布与非洲人相比差异有统计学

意 义;rs3176123G/T、rs6082986G/A以及rs1042580

C/T的基因多态性与欧洲人、北京人、日本人和非洲人

相比差异有统计学意义(见表1)。

在脓毒症组和对照组两组之间的比较分析显示,

脓毒症组rs1042580C/T位点的基因型频率分布CT
和TT均高于对照组,基因型频率之间差异有统计学
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意义,但等位基因频率差异无统计学意义(OR =

0.818,95%CI=0.54~1.231,P >0.05),见表2。

其余6个位点rs13306848C/T、rs1962C/T、rs3176123

G/T、rs6082986G/A、rs6113909G/A以及rs1042579G
/A的基因型频率和等位基因分布,在两组间差异无

统计学意义 (P>0.05),见表2。结果提示,rs1042580

C/T基因位点的基因型频率与脓毒症易感性有关,其

等位 基 因 风 险 评 估 与 脓 毒 症 无 关,而 其 它 6 个

rs13306848C/T、rs1962C/T、rs3176123G/T、rs608298

6G/A、rs6113909G/A 以及rs1042579G/A 位点的基

因型频率和等位基因分布与脓毒症易感性无关。

综上所述,TM基因在不同地区、种族人群之间的

基因型及等位基因分布存在差异;TM的rs1042580C/

T基因位点的基因型频率与脓毒症易感性有关。
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