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摘 要:目的 研究脓毒症患者与健康人晚期糖基化终末产物受体(RAGE)多态性分布规律,并探讨与脓毒症的关系。

方法 选择152例脓毒症患者(脓毒症组)及189例健康体检者(对照组)作为研究对象。应用基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技术对RAGE基因rs9469089、rs2070600、rs184003、rs2071288多态位点进行检测,并

应用酶联免疫吸附法(ELISA)检测两组受试者血浆内皮素1(ET-1)水平,比较两组RAGE基因位点多态性分布规律,探

讨其与脓毒症之间的关系。结果 脓毒症组患者血浆ET-1水平显著高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。脓

毒症组与对照组RAGErs9469089、rs2070600、rs184003、rs2071288多态性位点的等位基因及基因型分布频率差异均无

统计学意义(P>0.05)。结论 脓毒症患者血浆ET-1表达水平显著升高,所检测的RAGE基因多态性与脓毒症的易

感性无相关。
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  Abstract: Objective Tostudythepolymorphismdistributionofthereceptorforadvancedglycationend

products(RAGE)inpatientswithsepsisandinhealthypeople,andtoexplorethepossiblerelationshipbe-
tweenthepolymorphismofthereceptorandthesepsis. Methods Atotalof152casesofsepsis(sepsis

group)and189casesofhealthysubjects(controlgroup)wereselectedinthisstudy.TheRAGEgenepolymor-
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phismsoflocirs9469089,rs2070600,rs184003andrs2071288weredetectedbymatrix-assistedlaserdesorp-
tion/ionizationtime-of-flightmassspectrometry(MALDI-TOF-MS).Thelevelsofplasmaendothelin-1(ET-
1)inthetwogroupsweremeasuredbyELISA.ThedistributionofRAGEgenepolymorphismwascompared
betweenthetwogroupsandtherelationshipbetweentheRAGEgenepolymorphismandsepsiswasanalyzed.
 Results PlasmaET-1levelsinsepsisgroupweresignificantlyhigherthanthoseincontrolgroup,andthere
wasstatisticaldifference(P <0.05).TheallelefrequencyandgenotypefrequencyofRAGErs9469089,

rs2070600,rs184003,andrs2071288polymorphismwerenotsignificantlydifferentbetweenthesepsisgroup
andthecontrolgroup,andtherewasnostatisticaldifference(P>0.05).ConclusionSerumET-1levelsare
higherinpatientswithsepsis.RAGEgenepolymorphismmaynotbeassociatedwiththesusceptibilitytosep-
sis.
  Keywords: sepsis;RAGE;ET-1;genepolymorphism

  脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征

(systemicinflammatoryresponsesyndrome,SIRS),

易进展为严重脓毒症、脓毒性休克及多器官功能障碍

综合征,临床发病率和病死率高[1]。研究表明糖基化

终末 产 物 受 体(thereceptorofadvancedglycation
endproducts,RAGE)及其下游表达产物内皮素1(en-
dothelin-1,ET-1)参与了炎性疾病及脓毒症的病理生

理过程[2-4]。RAGE基因多态性广泛参与炎症、免疫

和凝血过程,和人群脓毒症的易感性及预后相关[5]。

本文研究脓毒症患者与健康体检者RAGE基因外显

子多态性分布规律和ET-1表达水平,并探讨其与脓

毒症之间的关系。

1 对象与方法

1.1 实验对象 按照脓毒症诊断标准[6],选取2014
年7月—2016年7月右江民族医学院附属医院收治

的脓毒症患者共152例作为脓毒症组,男性100例,女
性52例,平均年龄(55.92±16.27)岁,排除标准为:①
年龄<18岁或>80岁;②心脏停搏者;③有急诊手术

者;④无或不愿接受中心静脉置管者,或有置管禁忌

者。另随机选取同期无亲缘关系的体检健康(临床和

实验室检查指标均在正常范围内)人群189例作为对

照组(男性127例,女性62例;平均年龄(54.12±
5.87)岁。研究严格按照医学伦理学要求,征得患者及

其家属同意,并签署知情同意书。

1.2 实验方法

1.2.1 ET-1检测 分别收集正常体检人群和入住

ICU24h内的脓毒症患者的6ml静脉血,离心取上

层血浆,根据试剂盒使用说明书(E-EL-H0064c,伊莱

瑞特生物科技有限公司),检测对照组及脓毒症组所有

人群血浆ET-1水平。

1.2.2 多态性分析

1.2.2.1 人外周血DNA提取 用EDTA-K2抗凝

采血管分别收集正常体检人群和入住ICU24h内的

脓毒症患者的2ml静脉血,使用离心柱法(血液基因

组柱式提取试剂盒,北京康为世纪生物科技有限公司)

提取DNA,DNA质检合格后,置于-80℃冰箱保存备

用。

1.2.2.2 PCR扩增反应 根据SNP位点序列信息,

使用美国Sequenom公司的引物设计软件 Assayde-
sign3.1设计PCR反应和单碱基扩展引物(见表1)。

由北京六合华大基因科技有限公司用美国Sequenom
公司基于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(Ma-
trix-Assisted Laser Desorption-Ionization Timeof
FlightMassSpectrometry,MALDI-TOF-MS)技术的

Mass-ARRAY系统完成分析。产物保存在4℃。

表1 RAGE基因基因位点引物序列

SNP 反向PCR引物序列 正向PCR引物序列

rs9469089G/C ACGTTGGATGCTCACATTGTCCTGCCACTC ACGTTGGATGAAGGTCTTAGGAACCAGGAG
rs2070600T/C ACGTTGGATGACAGTGTGGCTCGTGTCCTT ACGTTGGATGCACCGGAAAATCCCCTCATC
rs184003C/A ACGTTGGATGTGAAGGATGTGAGTGACCTG ACGTTGGATGTTTCCCTCGTTAGCCCTCTG
rs2071288C/T ACGTTGGATGCTAGAGTTCCCAGCCCTGAT ACGTTGGATGAAAGGAATGGTGAGTGGTGG

1.2.2.3 碱性磷酸酶去磷酸化 在PCR反应结束 后,将PCR产物用虾碱性磷酸酶(SAP)处理后,4℃保
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存。

1.2.2.4 单碱基延伸反应 在碱性磷酸酶处理结束

后,进行单碱基延伸反应,反应体系总体积9μL,其中

SAP+PCR反应物7μL,ExtendMix反应组分2μL。

1.2.2.5 MALDI-TOF-MS质谱检测 使用 Mas-
sARRAYNanodispenserRS1000点样仪将树脂纯化

后的 延 伸 产 物 移 至384-wellSpectroCHIPbioarray
上,然后使用 MALDI-TOF质谱仪分析。最终结果用

TYPER4.0软件获取原始数据及基因分型结果。

1.3 统计学方法 数据分析应用SPSS21.0统计软

件包进行,Hardy-Weinberg平衡检验用 HaploView
4.0软件完成。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。

计量资料以(췍x±s)表示,采用方差分析检验计量资料

的显著性,方差不齐时采用非参数的秩和检验。相对

风险度用比值比(OR )和95%的可信区间(95%CI)
表示。所有统计检验均为双侧概率,P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 基本资料 两组性别构成及年龄差异无统计学

意义(P >0.05),见表2。脓毒症组疾病感染部位常

见有肺部、腹部、泌尿、血液、四肢等,其中脓毒症有11
例,严重脓毒症有38例、脓毒症休克有103例,见表2。

表2 病人基本资料

项目
病例组

(n=152)

对照组

(n=189)
P

年龄(岁) 55.92±16.27 54.13±5.87 0.176
男 100 127 0.784
女 52 62
感染部位

 肺部 88 0
 腹部 36 0
 泌尿 9 0
 血液 4 0
 四肢 6 0
 未知 17 0
脓毒症 11
严重脓毒症 38
脓毒症休克 103

2.2 血浆ET-1水平 脓毒症患者组血浆ET-1水平

[中位数7.69pg/ml,四分位间距(3.40~24.12)pg/

ml)]显著高于对照组[(中位数3.69pg/ml,四分位间

距(2.41~5.38)pg/ml)],差异有统计学意义(P <
0.05),见图1。

图1 对照组与脓毒症组血浆ET-1浓度对比

2.3 RAGE基因位点扩增产物测序结果分析 根据

测序结果证实,RAGE基因rs9469089存在GG、GC及

CC三种基因型,其三种基因型GG、GC、CC及两种等

位基因G、C在152例脓毒症患者中分布频率分别为

88.16% (男 65.67%、女 34.33%)、10.53% (男

56.25%、女 43.75%)、1.32% (男 0、女 100%)、

93.42% (男 65.14%、女 34.86%)、6.58% (男

45.00%、女55.00%);其在189例健康对照组中分布

频 率 分 别 为87.83% (男 66.87%、女 33.13%)、

12.17%(男73.91%、女 26.09%)、0、93.92% (男

67.32%、女 32.68%)、6.08% (男 73.91%、女

26.08%)。RAGErs2070600存在TT、TC和CC基因

型,rs184003存在 CC、CA 及 AA 基因型,rs2071288
则有CC、CT和TT三种基因型。两组实验对象基因

型分布符合哈迪-温伯格平衡(Hardy-Weinberg)遗传

平衡定律(见表3),实验样本具有群体代表性。

表3 广西人群RAGE相关基因位点基因型

Hardy-Weinberg平衡检验

组别   实际例数  
基因型

 H-W 平衡例数 
基因型 χ2 P

rs9469089G/C CC CG GG CC CG GG
 对照组 0 23 166 0.7 21.6 166.7 0.793 0.373
 脓毒症组 2 16 134 0.7 18.7 132.7 3.137 0.0765
rs2070600C/T TT TC CC TT TC CC
 对照组 7 56 125 6.5 57.0 124.5 0.054 0.816
 脓毒症组 9 51 91 7.7 53.5 92.7 0.347 0.556
rs184003C/A AA AC CC AA AC CC
 对照组 7 49 133 5.3 52.5 131.3 0.840 0.359
 脓毒症组 4 39 109 3.6 39.7 108.6 0.0518 0.820
rs2071288C/T TT TC CC TT TC CC
 对照组 1 33 155 1.6 31.8 155.6 0.288 0.591
 脓毒症组 1 17 134 0.6 17.8 133.6 0.316 0.574

2.4 RAGE基因多态性与脓毒症易感性分析 脓毒
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症患 者 与 对 照 者 的 RAGE 在 rs9469089(G/C)、

rs2070600(C/T)、rs184003(C/A)、rs2071288(C/T)位
点基因型和等位基因分布频率比较差异无统计学意义

(P 均>0.05),见表4。

表4 脓毒症组和对照组RAGE四个位点基因型

与等位基因的比较 (n)

SNPs
对

照组

脓毒

症组
χ2 P OR (95%CI)

rs9469089(G/C)基因型

 CC 0 2
 CG 23 16 0.009 0.926
 GG 166 134
   等位基因

 C 23 20 0.697 0.792 1.087(0.585~2.019)

 G 355 284 1
rs2070600(C/T)基因型

 TT 7 9
 TC 56 51 1.819 0.403
 CC 125 91
   等位基因

 T 70 69 1.839 0.176 1.295(0.891~1.881)

 C 306 233 1
rs184003(C/A)基因型

 AA 7 4
 AC 49 39 0.324 0.951
 CC 133 109
   等位基因

 A 63 47 0.181 0.670 0.914(0.606~1.381)

 C 315 257 1
Rs2071288(C/T)基因型

 TT 1 1
 TC 33 17 2.663 0.264
 CC 155 134
   等位基因

 A 35 19 2.093 0.148 0.653(0.366~1.167)

 C 343 285 1

2.5 脓毒症组RAGE各位点与血浆ET-1的相关性

 脓毒症组血浆ET-1水平较对照组高,但RAGE各

位点的基因型及等位基因型的ET-1表达水平无差异

(P>0.05)。

3 讨论

RAGE是免疫球蛋白超家族多配体受体,广泛分

布于单核-巨噬细胞、内皮细胞、淋巴细胞、平滑肌细

胞、肾小球系膜细胞、肿瘤细胞、星形胶质细胞等细胞

表面[7],通过与高迁移率蛋白超家族球蛋白1、β淀粉

样肽、钙结合蛋白S100及晚期糖基化终末产物等配体

结合[8],激活MAPK等细胞信号转导通路[9-10],影响炎

性基因的表达而促进炎症的发生发展[11-13]。RAGE编

码基因位于6号染色体上,包含11个外显子和10个

较短的内含子。其外显子序列存在单核苷酸多态性

(SNP),且可能影响血清中RAGE、IL-6、ET-1等炎症

因子水平[14],影响疾病的发展过程,研究发现RAGE
基因多态性变化与乳腺癌[15]、缺血性脑卒中[16]、慢性

阻塞性肺疾病(COPD)[17]、糖尿病[18]、溃 疡 性 结 肠

炎[19]、脓毒症[14]等疾病易感性相关。

RAGE作为脓毒症的生物学标志物,其血清可溶

性RAGE(sRAGE)浓度与脓毒症的发展及DIC的进

展有关,可能通过RAGE/HMGB1轴介导中性粒细胞

坏死等,参与脓毒症的炎症紊乱、凝血障碍及内皮细胞

损伤等过程而发挥作用[20-22]。ET-1作为一个21个氨

基酸肽,主要由血管内皮细胞分泌,其具有强大的血管

收缩活性,参与了脓毒症的病理生理过程[23]。研究证

实RAGE可通过ERK1/2– NF-κB和JNK– AP-1
通路促进人主动脉内皮细胞ET-1表达[12,24]。

本研 究 发 现,RAGE 基 因 的rs9469089(G/C)、

rs2070600(C/T)、rs184003(C/A)、rs2071288(C/T)四
个位点都存在三种基因型及两个等位基因,但两组之

间的等位基因及基因型分布无差异,提示RAGE基因

多态性与脓毒症易感性可能无相关性,研究结果与其

他作者对rs2070600基因多态性改变与脓毒症发生发

展无关的结论相似[14]。脓毒症患者的血浆ET-1浓度

高于健康对照组,可能与脓毒症患者的血管内皮细胞

受损有关,将ET-1血浆浓度与相应的基因型对比分

析,结果表明RAGE各位点的基因型及等位基因型的

ET-1表达水平无差异。

研究发现脓毒症患者血浆ET-1表达水平显著升

高,所检测的RAGE基因多态性与脓毒症的易感性无

相关。
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