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·临床流行病学·

纤维蛋白原13链启动子区域基因多态性与
中国汉族人群肺血栓栓塞症相关性的

病例对照研究

翟报国 王辰杨媛华庞宝森 肖白 刘艳梅毛燕玲

【摘要】 目的探讨纤维蛋白原基因p链启动于区域一455 G／A、一L48c／T多态性与中国汉族人群

肺血栓栓塞症(PTE)发生的相关性。方法采用病例对照研究，病例组为经放射性核索肺通气／灌注

显像和(或)螺旋cT肺动脉造影(盯PA)检查并结合临床资料确诊的PTE患者1叭例；对照组为与
PTE患者来自相同地区汉族人群，性别、年龄相匹配的健康对照101人。应用碘化钾一氯仿一异丙醇法

提取基因组。应用聚合酶链反应(P【m)、HaeⅢ限制性内切酶、HindⅢ限制性内切酶分别检测纤维蛋

白原B_455G／A、一148c／T多态性位点。结果 (1)健康对照人群纤维蛋白原一455位点等位基因G和A

的频率分别为0 93l、0．069，．148位点等位基因c和T的频率分别为0．777、0 223，基因型分布均符

合H且rdy_w廿nberg平衡定律。(2)一455G基因AA、GA、GG基因型在PTE病例组分布为3(3 0％)、33

(32 7％)、65(64．4％)，在对照组分布为1(1％)、12(11 9％)、88(87 1％)，f=14 258，差异有统计学

意义；一148c基因TT、cT、cc的分布在病例组和对照组差异无统计学意义。(3)一455 A等位基因在病

例组与对照组分别为0 193、0 169，两组比较x2=13 573，差异有统计学意义；一148 T等位基因在病倒

组与对照组差异无统计学意义。(4)进行单变量109istic回归探讨}455G／A基因多态性与PTE的关

系．相对于GG基因型而言，GA杂合型与GA+AA均能显著增加PTE发生的危险性，oR值(95％

d)分别为3．723(1 786～7 759)、3 749(1 842～7 630)，P<0 05。在B一148c／T基因多态性中，相对

于cc基因型而言，CT+TT、TT、cT基因型都没有显著增加个体”E发生的危险。结论纤维蛋白
原0链启动子区域455G／A基因多态性可能与PTE有关，GA杂合型与(认十AA型与PTE发生显著

相关，A等位基因可能是与PTE发病有关的遗传因素，0—148C／T基因多态性可能与町E无关。
【关键词】肺血栓栓塞症；纤维蛋白原；基因多态性；单核苷酸多态性
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【Abstr眦t】 obj∞tive Tb detemine the preval曲ce 0f beta—fibdnoge“gelle一455吲A，一148C／T

polyrnorphlsms in Chlnese Ha工l populatlon a士ld to investigate wh虬her they were associated wlth pulmonary

thrombc棚boli咖(PTE) Methods The subiec协con两sted of 101 patien皓with PTE and 101 healthy
contmk nlatched with age and sex，f刑m the s咖e ge。graphic area AⅡpatients were diagnosed by high
probability of l”g ventilati叩，perfusion scan an刖or multi一甜ice cT pulmonary angiqgraphy as well as

medical hlstorv and cHnical manifestatlons Genome DNA was extracted{rom w}lole bl∞d u乳ng KI—phenol

chlomk)m1 Genotypes and 8ljde frequenci髑of fib血09en beta gene一455G／A，一148c／T P0lyTn唧}1is脚
were examined by p。lym咄e chain reaction—reStriction fragment 1eng【h polymorphism(PI：R—RFLP)
Restricti。n enzyme HaeⅢand HindⅢd螗e吼ion were used fDr det髓tlng一455G／A，一148c，T polymorphisms

r髑pectivdy ResⅡI招 Regardl“g fib^nogen beta gene一455G，A and-148C，，the allele frequencies G and A

off南rinO辨n beta一455 in thecont“)k w盯e 0 931，0 069 while C and T of一148 we北0 777，0 223

respectively．which were in go。d agreement with Hardy_Welnberg equilibriuIn． There was sign；6cant
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dlffereIlce of一455G，A genotype frequencies dist曲utlon of AA，GA，GG between cases and in c011tr018

respectively，but加萄gnificant difference was found in the—148c，T poly怵坤hlsms．The frequencies of
mutation alleIe一455A were 0．193．0 169 in cases and in controls with P<0 05 but there was no

statlsticalIy significant difference of一148T allele The presenceof A allele 0f fi¨nogen b代a一455 was found
to be a greater riskfactorm c越esthanin c。ntr0Is Tbe odds ratio(oR)ofGA andGA+AAwere 3．723

(1 786—7 759j，3．749(1．8轮一7 630)．re印ectively when compared刊ch GG genmype，the P value was
0 o001 c蚰cl聃ion There was a complete hnkage disequilibrium between fibdnqg印beta一148dT and

一455G，A found．The frequ皿ci髑0f一455A，alldes in PTE disea驼were apparendy higher t11an t}lat 0f

heaIthv aduIts but there was no diferrence in—148T alleles

【Key words】 Pulmonary t11romboembolism；Fibnnogen beta；Gene polyrr】orphism；Si“gle nucl眦ide
嘲ymorphism

肺血栓栓塞症(PTE)是一种急性致死性疾病，

绝大多数PTE与深静脉血栓形成(DVT)并存，二者

合称为静脉血栓栓塞症(vTE)。早在20世纪中期

就有关于家族遗传性vTE易感性的报道，近年来

人们对v7rE有了更好的理解⋯。相应的研究最初

多来源于对抗凝机制的探讨，如抗凝血酶一Ⅲ(AT一

Ⅲ)、遗传性蛋白c缺乏症、遗传性蛋白s缺乏症、

活化蛋白c抵抗(APcR)等”。1；1996年荷兰学者

P00n等“发现了凝血酶原基因3’端非翻泽区

20210G—A突变在DvT发生中的价值。人们研究

的视角开始涉足凝血系统。研究发现，纤维蛋白原

B链启动子区域的Bcl．1多态性、455G／A突变、

148c／T突变及a链的Thr312舢a突变均能够影响

纤维蛋白原水平”1，使纤维蛋白原的血浆水平升高。

有研究发现纤维蛋白原基因多态性与冠心病和

vTE发生可能有关联”J，但在vTE中的研究资料

非常有限。本研究联合应用分子生物学与遗传学的

研究方法，采用候选基因多态性等分子生物学手段

对纤维蛋白原基因调控序列的单核苷酸多态性

(sNP)进行筛查；为阐明PTE病因学中的遗传学机

制提供科学依据。

对象与方法

1研究对象：病例组101例PTE患者，男67

例，女34例，年龄17～75岁，平均年龄48岁±15

岁，所有病例均根据中华医学会呼吸病学分会制定

的《肺血栓栓塞症诊断和治疗指南(草案)》标准”1，

按照规定方法：经过核素肺灌注显像高度可能，和／

或螺旋cT／电子束cT或MRI及肺动脉造影发现

管腔充盈缺损确诊。同时进行下肢深静脉显像和／

或下肢超声，明确是否伴有DvT。与PTE患者1：l

配对的101名健康人群(主要来自门诊体检者和健

康志愿者)为对照组，男67人，女34人，年龄17～75

岁，平均年龄48岁±15岁；均来自与PTE患者相

同地区汉族人群，性别、年龄近似(±2岁)，既往无

DvT、PTE病史，与PTE患者无血缘关系，无心、

脑、肺、肾、血液、内分泌系统疾病。研究对象遵守医

学伦理学的一般原则，特别是尊重研究对象的自主

权、知情同意权、隐私权和保密权。所有研究对象在

接受本研究之前，均填写《知情同意书》，并由医学伦

理委员会进行伦理学问题的监控及处理。

2．实验方法：抗凝或溶栓治疗前采血，采血量为

lOml；分放于3支EDTA抗凝管中；双手揉搓试管

以使血液与抗凝剂EDTA混匀；将试管保存于

80℃冰箱备用。应用碘化钾一氯仿一异丙醇法提取

基因组DNA。用琼脂糖凝胶电泳方法，以大连宝生

物工程公司的DNAladder作为分子量标准参考物，

对所提取的DNA进行定量，并用O．1×TE稀释至

o．1 pg／pI，一20℃保存备用。

(1)纤维蛋白原一455G／A基因：参照文献[8]设

计引物，引物l：5’。aag aat ttg gga atg caa tct ctg cta

cct一3’，引物2：5’一ctc ctc att gtc gtt gac acc ttg gga c一

3’，在GeneBaIlk中进行核对并寻找相应序列。采

用PCR扩增仪480(美国PE公司)进行基因扩增，

25弘l PCR反应体系的设计：基因组DNA 200 ng，引

物各20 pm01，10×ExTaq bu“er 2．5 p1，dNTP混合

物250肛nlol／L，TaKaRa Ex Taq酶2 5 u，灭菌双蒸

水16 7“l。PcR反应条件：预变性93℃3 min，变性

93℃1 min，复性55℃1 min，延伸72℃1．5 min，40

个循环，后延伸72℃10 min。电泳分析PcR产物。

取PcR产物5 Ftl，以1．5％的琼脂糖凝胶电泳20～

30 min，紫外灯下显影。PCR产物长度为130l bp，

内含有一个正常的限制性内切酶HaeⅢ切割位点。

RFLP反应体系的设计：buffer R+2“l，HaeⅢ

限制性内切酶10 u，灭菌双蒸水7“l，PcR产物

10扯l。RFLP反应体系：HaeⅢ体系，置37℃水浴中

孵育3 h。电泳分析酶切片段：取酶切产物5 n1，以

2 5％的琼脂糖凝胶电泳40 min，紫外灯下显影，凝
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胶经银染显带后照相保存。

结果判定：PcR反应产物均可见到1301 bp的目

的条带。HaeⅢ酶切可得到3种基因型：纤维蛋白

原一455基因野生纯合子(GG)：575、383、343 bp，纤

维蛋白原一455突变纯合子(AA)：958、343 bp，纤维

蛋白原一455基因杂合子(GA)：958、575、383、

343 bp。

(2)纤维蛋白原．148c／T：参照文献[9]设计引

物，引物1：5’．cct aac ttc cca tca ttt tgt c一3’，引物2：

5’一atg gtt tta agt ttg tgg aag c一3’。在GeneBank中

进行核对并寻找相应序列。采用PcR扩增仪480

进行基因扩增：PcR反应体系的设计(25 p1)：基因

组DNA 200 ng，引物各25 pmol，lO×ExTaq buffer

0．5 fll，dNTP混合物200 pmol／L，TaKaRa Ex Taq

酶2．5 u，灭菌双蒸水17“l。PcR反应条件：预变性

95℃3 min，变性95℃1 min，复性50℃l min，延伸

72℃1 min，30个循环，后延伸72℃10 min。电泳分

析PcR产物：取PcR产物5 ftI，以1．2％的琼脂糖凝

胶电泳20～30 min，紫外灯下显影；可得到一个

300 bp的PCR产物。

RFLP反应体系的设计：RE 10×buffer 2“1，

AcetylatedBSA 0．2肛l，HindⅢ限制性内切酶1肚l，灭

菌双蒸水6_8 pl，PcR产物10 p1。置37℃水浴中孵

育3 h。

电泳分析酶切片段：取酶切产物5 Hl，以2 5％

的琼脂糖凝胶电泳40 min，紫外灯下显影，凝胶经银

染显带后照相保存。结果判定：PcR反应产物均可

见到300 bD的目的条带。酶切可得到3种基因型：

一148基因野生纯合子(cc)，202、98 bp；纤维蛋白原

一148突变纯合子(TT)，300 bp；纤维蛋白原一148基因

杂合子(cT)，300、202、98 bp。

3．统计学分析：采用sPss 11．O统计软件建立

数据库并进行数据整理与分析。对一般情况做描述

统计；对PTE患者与健康对照者一般情况和基因型

的分布做12检验或f检验；计量资料以均数±标准

差(孑±s)表示，计数资料以构成比或率表示。基因

频率采用基因计数法计算，基因型分布是否符合

Hardy—weinberg遗传平衡定律及两组间等位基因频

率的差异比较采用Y2检验。用109istic回归分析探

讨基因多态性与PTE发生的关系。

结 果

1纤维蛋白原455和148基因PCR产物分析

167

纤维蛋白原_455基因扩增出一条目的DNA片段

(1301 bp)。HaeⅢ酶切后得到3种DNA条带。野

生纯合子(GG)基因型由于存在2个HaeⅢ酶切位

点，可见575、383及343 bp 3个片段；突变纯舍子

(AA)基因型由于只存在1个HaeⅢ酶切位点酶切

后只见958、343 bp 2个片段；杂合子(GA)基因型可

见958、575、383及343 bp 4个片段(图1)。

1、2：杂舍型；3～5：纯台野生型；6：纯台突变型；7：PcR产物

阳性对照

圈1 纤维聋白原B一455G／A—PcR—RFLP产物

纤维蛋白原、148基因扩增出一条目的DNA片

段(300 bp)。HindⅢ酶切后可得到3种DNA条带：

野生纯合子(cc)基因型可见202 bp及98 bp 2个片

段；突变纯合子(TT)基因型由于缺乏HindⅢ酶切

位点，酶切后仅见与PcR扩增产物一样的300 bp片

段；杂合子(cT)基因型酶切后可见300、202和

98 bp 3个片段(图2)。

1、2、5：杂合型；3、4：纯合野生型；6、7：纯台突变型；8：PCR产

物阳性对照

图2 纤维蛋白原Brl48C，T PcR—RFLP产物

2．纤维蛋白原基因型在正常健康人群中的分

布：纤维蛋白原一455G基因GG、GA、AA基因型在健

康对照组的分布频数分别为88、12、l；等位基因G

和A的频率分别为O 931、O 069。对不同基因型实

际频数和期望频数做Y2检验，差异无统计学意义。

纤维蛋白原一148c基因CC、CT、TT在健康对照组

的分布频数分别为66、25、10；等位基因C和T的频

率分别为0 777、0 223。对不同基因型实际频数和
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期望频数做T2检验，差异未见有统计学意义。基因

型分布均符合Hardy—weinb日g平衡。

3．病例组与对照组中纤维蛋白原基因型分布和

等位基因频率的比较：PTE病例组纤维蛩白原

一455G基因AA、GA、GG分别为3(3．0％)、33

(32．7％)、65(64．4％)；对照组分别为1(1％)、12

(11．9％)、88(87，1％)，Y2_14．258；一455 A等位基

因在病例组与对照组分别为O．193、O．069，两组比较

r=13．573(表1)。PTE病例组纤维蛋白原一148c

基因TT、CT、CC分别为10(9 9％)、29(28 7％)、

62(61．4％)；对照组分别为10(9 9％)、25

(24，8％)、66(65．3％)，f=O．421；一148T等位基因

在病例组与对照组分别为O．243、O．223，两组比较

Y2=0．222(表2)。

表1 纤维蛋白原455基因型频率和等位基因频率

在盯E患者和健康对照组中分布的比较

*f=14 258，P=o 001；#f=13 573，P=o ooo

表2 纤维蛋白原148基因型和等位基因频率

在盯E患者和健康对照组中分布的比较

4．纤维蛋白原基因口一455G／A、B一148C／T多态中

不同基因型对PTE的相对危险度：进行单变量

logistic回归探讨B-455G／A基因多态性与PTE的关

系，结果显示，相对于GG基因型而言，GA杂合型与

GA+AA均能显著增加PTE发生的危险性，()R值

(95％Cf)分别为3．723(1．786～7 759)、3 749

(1．842～7．630)，P=O．0001。突变纯合子AA型

的oR值(95％cr)为4 062(O．413～39 938)，P=

0．229(表3)。进行单变量109istic回归探讨口一148c／

T基因多态性与PTE的关系，结果显示，相对于cC

基因型而言，cT+TT、TT、cT基因型的OR值

(95％口)分别为l，186(O．669～2．104)、1．235

(O．653～2．336)、1 065(0．415～2．732)，P值分90

为0．559、0．517、0．897。都没有显著增加个体PTE

发生的危险(表4)。

表3 纤维蛋白原455不同基因型对PTE的相对危险度

表4 纤维蛋白原148不同基因型对PTE的相对危险度

5．纤维蛋白原p148c／T和p．455G／A连锁不平

衡分析：连锁不平衡是指不同基因座上的等位基因

之间实际观察到的某两个基因出现在同一单体型上

的频率与预期值有一定差异。我们发现，148c／T和

口一455G／A两位点等位基因非随机分布，部分研究对

象455G和148c成对出现，说明两种多态性问存在

连锁不平衡，2个多态性位点中G_455、G148或

A_455、T一148分别紧密连锁，202人中口_455与口一148

两个多态性位点基因型情况完全一致有137人(占

67 8％)。

讨 论

纤维蛋白原是血液凝固过程中的关键蛋白，在

凝血、纤溶调节的过程中起重要作用。纤维蛋白原

是一个340 kD的糖蛋白，由3种具有高度同源性的

多肽链a取7构成，通过二硫键相连。编码人纤维
蛋白原的多肽链基因位于第4号染色体的长臂的

q23～q32m口和7基因分别编码三种多肽链。纤
维蛋白原在肝细胞合成，其中8链的合成是纤维蛋

白原合成的限速步骤，口链合成速率可影响另两条

链的合成速率。Humphries等“o最早探讨了遗传机

制在纤维蛋白原水平调解中的作用，在纤维蛋白原

的3条链上发现了多个多态性位点。Hamsten

等“”发现近51％的纤维蛋白原异常和基因遗传缺

陷有关。在已发现的基因多态性位点中，与其基因

表达密切相关的主要位于B链转录起始点上游启动

子区，我们所研究的8-455、一148两个多态性位点就
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位于此区域。

纤维蛋白原B_455G／A基因多态性位点是一个

能够被HaeⅢ限制性内切酶识别的位点，是导致个

体间m浆纤维蛋白原水平差异的遗传决定因素之

一““。当一455位点为G时，复合物可优先连接至此

位点，抑制r下游纤维蛋白原8基因的转录，抑制纤

维蛋白原B链的合成，使循环中纤维蛋白原减少；

口一455A等位基因的存在使这种抑制作用部分减弱，

并可增加纤维蛋白原B链的转录，并进一步导致循

环中纤维蛋白原增加。研究表明“2’“]，一455GG纯

合子与一455GA型杂合子及一455从型纯合子相比，
GG型个体的血浆纤维蛋白原水平最低，GA型次

之，AA型最高。有关B．纤维蛋白原．455G／A基因多

态性与PTE间的关系文献报道不多。胁n肿n
等”41最近对PTE存活病例的纤维蛋白原一455G／A变

异进行了检测，发现在存活m病例中纤维蛋白原
A等位基因的频率显著低于对照组，一455AA纯合子

在P1E中的发生频率(1．7％)也显著低于对照人群

(11 7％)，这种A等位基因的低表达可能和PTE的

病死率有关，因此认为进行纤维蛋白原一455G／A变

异检测有助于评价病情的预后，这种多态性的存在

可能与vTE特别是PTE的预后有关。本研究结果

显示，PTE病例组AA、GA频率分别为3．O％、

32 7％；对照组分别为1 0％、11．9％，相对于对照

组，突变基因型(GA十AA)的()R值为3．749，A等

位基因在病例组与对照组分别为0．193、0．069，差异

有显著性。推测B-纤维蛋白原一455位点G／A单个

碱基的改变可能影响了纤维蛋白原的表达，而在

PTE的发病中起着重要作用。此基因多态性可用

于易感人群的检测，对PTE的早期防治有重要

意义。

纤维蛋白原0—148c／T多态性与vTE发病的相

关性尚无确切结论。8—148c／T多态性位点非常接

近IL一6最远的作用元件，可影响核蛋白与IL-6反

应元件的相互作用，B一148c／T多态性位点与

8—455G／A多态性位点完全连锁不平衡，在急性反应

中，p一148c／T多态性可能会影响转录因子与口一455

这一调节位点的相互作用，从而导致使血浆纤维蛋

白原升高。我们检测的结果是PTE病例组纤维蛋

白原一148c基因TT、cT频率分别为9．9％、28．7％，

对照组分别为9．9％、24 8％，突变基因型(cT)的

oR值为1．235，从oR值分析也表现出微弱的致栓

危险度。T等位基因在病例组与对照组的差异无显

著性。其机制尚不清楚。我们的研究结果与国外一

些报道不同，这可能与人种和地区不同有关。

PTE—DvT的发生可能与其他遗传性危险因素

或后天获得始动因素有关u“。在以后的研究中，我

们将进一步探讨各种危险因素，并深入探讨PTE—

DVT的危险分层以及对治疗和预防策略的选择。
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