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  【摘要】 目的 观察脓毒症患者静脉血Toll样受体4 (TLR4)是否存在基因多态性,同

时了解TLR4mRNA、干扰素γ (IFN-γ)、白细胞介素23 (IL-23)、降钙素原 (PCT)、C反应

蛋白 (CRP)在不同严重程度脓毒症患者中的表达及对诊断的价值。方法 收集受试者外周血

提取基因组DNA,应用基因测序及酶切方法检测TLR4Asp299Gly位点多态性,RT-PCR方法

了解TLR4mRNA表达,酶联免疫吸附测定法监测血清中IFN-γ、IL-23、PCT、CRP表达水

平。结果 (1)在TLR4基因Asp299Gly位点不存在基因多态性。(2)外周血TLR4mRNA表

达:正常组第1天与急性生理和慢性健康评分Ⅱ (APACHEⅡ)≤20组第1天、正常组第1天

与APACHEⅡ>20组第1天、APACHEⅡ≤20组第1天与APACHEⅡ>20组第1天差异均有

统计学意义 (t=5 741、14 780、10 500,P 值均<0 01)。正常组第7天与 APACHEⅡ≤20
组第7天、正常组第7天与APACHEⅡ>20组第7天、APACHEⅡ≤20组第7天与APACHE
Ⅱ>20组第7天差异均有统计学意义 (t=4 186、13 830、9 645,P 值均<0 01)。(3)脓毒

症患者第1天、第7天血IFN-γ、IL-23、PCT、CRP明显升高 (P 值均<0 01),TLR4与

IFN-γ、IL-23呈正相关 (P 值均<0 01)。 (4)TLR4、INF-γ及IL-23分别取891 6、84 5及

861μg/L为截断点,对发现脓毒症的敏感度均为100%,诊断的特异度为57%、57%及97%。

结论 (1)在 TLR4基因 Asp299Gly位点未发现多态性。 (2)脓毒症患者 TLR4mRNA、

IFN-γ、IL-23、PCT、CRP高表达,且随严重程度增加而增高。 (3)TLR4mRNA与IFN-γ、

IL-23的表达可成为脓毒症的分子标记物。
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【Abstract】 Objective Toobservethepresenceoftoll-likereceptor4 TLR4 gene

polymorphismonthevenousbloodofpatientswithsepsis Meanwhiletoobservetheexpressionand
thevalueofthediagnosisof TLR4 mRNA interferon-γ IFN-γ  interleukin-23 IL-23  

procalcitonin PCT andC-reactiveprotein CRP onpatientswithdifferentseverityofsepsis 
Methods ThesubjectsintheperipheralbloodwerecollectedtoextractgenomicDNA gene
sequencingandenzymedigestion methodisappliedto detection of TLR4 Asp299Glyloci

polymorphism ThemRNAexpressionofTLR4mRNAinperipheralbloodwasdetectedbyreverse
transcriptasepolymerasechainreaction RT-PCR  TheexpressionofIFN-γ IL-23 PCTandCRP
weredetectedbyenzymelinkedimmunosorbentassay ELISA  Results  1 TheAsp299Glysitein
sepsisdonotexistpolymorphism  2 TheexpressionofTLR4 mRNAinperipheralbloodin

patientswithsepsiscomparedamongdifferentgroupshadsignificantdifferencesond1 withAcute
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PhysiologyandChronicHealthEvaluationⅡ  APACHEⅡ ≤ 20groupandAPACHEⅡ>20

groupvsnormalgroup andAPACHEⅡ≤20groupvsAPACHEⅡ>20group t=5 741 14 780
and10 500 allP <0 01 andd7 withAPACHEⅡ≤20groupandAPACHEⅡ>20groupvs
normalgroup andAPACHEⅡ≤20groupvsAPACHEⅡ>20group t=4 186 13 830and
9 645 allP <0 01   3 BloodIFN-γ IL-23 PCTandCRPofd1 d7inpatientssignificantly
elevated P <0 01  TheconcentrationofIFN-γ IL-23werepositivelycorelatedwithTLR4
mRNAconcentrationinsepsis  4 ThebestcutoffvalueofTLR4mRNAatbaselinewas891 6μg 
L withasensitivityof100% specificityof57% ThebestcutoffvalueofIFN-γatbaselinewas
84 5μg L withasensitivityof100% specificityof57% ThebestcutoffvalueofIL-23atbaseline
was861μg L withasensitivityof100% specificityof97% Conclusions  1 TheAsp299Glysite
insepsisdonotexistpolymorphism  2 ThediagnosticrateofTLR4mRNA IFN-γandIL-23are
relativelyhighinthediagnosisofsepsis PatientswithsepsishadhighexpressionofTLR4mRNA 
IFN-γ IL-23 PCT andCRP andincreasedwiththeincreaseofseverity  3 TLR4mRNA IFN-γ
andIL-23mightbeusedasabiomarkerforearlydiagnosisofsepsis 
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脓毒症为机体对感染的反应失调所致的危及

生命的器官功能障碍,进一步发展可导致感染性休

克、多器官功能障碍综合征,是危重症领域首要解

决的最常见的问题[1]。尽管对脓毒症的认识水平及

临床处理水平明显进步,但脓毒症的发病率和病死

率仍无明显下降,并成为现阶段的主要医疗问

题[2]。在脓毒症早期阶段,疾病严重程度较难通过

临床表现及客观指标判断,直接影响救治结果[2]。
因此,早期发现具有判断诊断及严重程度的新标志

物,对预后有重要价值。研究表明,先天和适应性

免疫反应与基因调控有重要关系[3-8]。Toll样受体

(toll-likereceptors,TLRs)在先天免疫中扮演重

要角色,通过识别病原分子,与相应受体结合,启

动炎症信号转导通路[3-4]。TLR4为 TLRs家族成

员,是重要的脂多糖 (lipopolysaccharide,LPS)
反应配体,参与炎症因子的产生[3-4]。TLR4存在

基 因 多 态 性 (singlenucleotidepolymorphisms,

SNPs),不同类型的SNPs影响TLR4对免疫炎症

反应的调节及进展[3-4]。目前,TLR4的SNPs研

究主要集中在非亚裔人群有关 Asp299Gly位点,
亚裔人群包括汉族人群较少研究[3-4]。所以,本研

究主要目的是了解汉族脓毒症患者 TLR4基因

Asp299Gly位点的SNPs,通过监测不同严重程度

患者血TLR4mRNA及炎症因子的表达,观察其

在脓毒症中可能的意义。

1 对象与方法

1 1 研究对象 2014年8月至2017年11月入住

内蒙古包钢医院呼吸与危重症医学科患者 (均汉

族),均符合SEPSIS3 0的脓毒症诊断标准[1]。排

除标准:(1)获得性免疫缺陷综合征患者;(2)器

官移植术后进行免疫抑制治疗患者;(3)糖皮质激

素治疗的患者 (<4周);(4)8周内化疗治疗的患

者;(5)年龄<18岁的患者;(6)中途自动出院

而退出者。分组:根据急性生理和慢性健康评分Ⅱ
(AcutePhysiologyandChronicHealthEvaluation
Ⅱ,APACHEⅡ)评分分组,APACHEⅡ≤20组

94例,患者 APACHEⅡ评分均≤20,男54例,
女40例,年龄 (64 9±7 4)岁,年龄范围为55~
78岁;APACHEⅡ>20组68例,患者APACHE
Ⅱ评分均>20,男38例,女30例,年龄 (63 8±
7 2)岁,年龄范围为50~75岁;正常组,相同时

间来医院体检中心体检的健康成人,随机选取无近

期感染史人群62例,男37例,女25例,年龄

(64 5±7 5)岁,年龄范围为50~75岁。入组研

究对象在性别、年龄方面差异无统计学意义 (P
>0 05)。本研究符合 《赫尔辛基宣言》的原则。

1 2 研究方法

1 2 1 标本留取 研究对象于入院当时第1天及

入院第7天抽取静脉血4ml,分为2管,第1管

2ml血凝后以离心半径10cm,3000r/min离心5
min分离血清,第2管2ml加入2%EDTA抗凝。
全部标本梯度降温法后冻存于-80℃冰箱,待批

量检测。

1 2 2 TLR4基因多态性的检测 应用血液基因

组柱式提取试剂盒 (BloodGenMiniKit,中国康

为世纪生物科技北京有限公司,目录号CW2087)
提取 样 本 DNA,应 用 全 自 动 酶 标 仪 (Thermo
FisherScientific,美国)检测样本DNA浓度。扩
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增TLR4基因 Asp299Gly区域 (美国 ABI公司

PCR 仪),在 http   www ncbi nlm nih gov 
projects SNP 数据库查询基因序列进行引物设计,
对所选位点应用primer5 0引物设计软件进行目的

基因引物设计,引物包括正、反向引物。引物序

列:TLR4Asp299Gly,上游引物:5'-ATACTT-
AGACTACTACCTCCATG-3',下 游 引 物:5'-
TTGTTGGAAGTGAAAGTAAG-3'。回收及纯化

PCR 产 物 TLR4 Asp299Gly (TIANgel Midi
PurificationKit,中国天根生化科技北京有限公

司,目录号DP209),限制性内切酶 NcoⅠ酶切,
位点 为 Nco Ⅰ:5'…C▽ TCATGG…3';3'…

GGTAC▽ C…5',应用琼脂糖凝胶进行电泳 (美国

伯乐公司)得到酶切产物,然后分析限制性片断长

度多态 性 (以 DNA MarkerⅠ为 相 对 分 子 质 量

标准)。

1 2 3 基因测序 对纯化的PCR产物进行测序

(中国北京华大基因公司)。

1 2 4 外周血TLR4mRNA检测 按照说明书进

行反转录 PCR 提取单个核总 RNA 后,行 Real
TimePCR 检 测 TLR4mRNA 表 达 检 测 (美 国

ABI公司 PCR 仪)。在 NCBIgenebank上检索

TLR4的编码区序列进行引物设计,引物名称分别

为:NR-H-TLR4-上游引物、NR-H-TLR4-下游引

物、TH-GAPDH-上 游 引 物 及 TH-GAPDH-下 游

引 物, 引 物 序 列 分 别 为:5'-CATTGGTGT-
GTCGGTCCTCA-3'、5'-CCAGTCCTCATCCTG-
GCTTG-3'、5'-CCAGGTGGTCTCCTCTGACTT-
C-3'及5'-GTGGTCGTTGAGGGCAATG-3'。

应用ΔCt法进行定量结果计算 (平均相对含

量%=2-平均ΔCt;ΔCt未知样品=Ct未知样品-Ct内参),内参

为GAPDH。

1 2 5 血清中IFN-γ、IL-23、PCT、CRP含量检

测 用酶联免疫吸附法 (enzymelinkedimmunosorbent
assay,ELISA)严格按说明书进行检测。

1 3 统计学分析 应用统计软件SPSS13 0进行

统计学计算,实验数据以x-±s表示。对多组数据

行方差分析,方 差 齐 时,采 用 单 因 素 方 差 分 析

(OnewayANOVA),方差不齐时,采用秩和检

验。相关性分析采用直线相关分析,诊断脓毒症的

敏感度及特异度采用受试者工作特征 (receiver
operatingcharacteristic,ROC)曲 线 分 析,P <
0 05为差异有统计学意义。如存在基因多态性,对

基因遗传频率进行 Hardy-Weinberg平衡检验,运

用HaPloview4 2软件处理,对样本间的基因型分

布及等位基因频率进行χ2 检验 [(双侧检验,α=
0 05)并计算等位基因频率的比值比 (oddsratio,

OR )值和95%的可信区间]。

2 结果

2 1 TLR4Asp299Gly酶切后结果 基因 TLR4
Asp299Gly位点经限制性核酸内切酶 NcoI酶切

后,可见基因TLR4Asp299Gly位点PCR产物为

218bp,未见该位点基因突变 (图1)。

注:使用DNAMarker20;TLR4为Toll样受体4
图1 TLR4Asp299Gly位点NcoI酶切产物电泳图

2 2 基因测序结果 对酶切前纯化的PCR产物进

行测序,结果见基因峰图显示良好,未见 TLR4
(Asp299Gly)位点的基因突变 (图2)。

注:TLR4为Toll样受体4
图2 TLR4 (Asp299Gly)基因峰图

2 3 RT-PCR 检 测 外 周 血 TLR4的 mRNA 表

达 TLR4mRNA表 达 结 果:第 1 天 正 常 组、

APACHEⅡ≤20组、APACHEⅡ>20组 TLR4
mRNA表达分别为816±162、1324±231、2124±
639。APACHEⅡ≤20组及APACHEⅡ>20组比

正常组明显增高 (t=9 000、22 000,P 值均<
0 0001),APACHEⅡ>20组比APACHEⅡ≤20
组明显增高 (t=15 000,P <0 0001)。第7天

正常组、APACHEⅡ≤20组、APACHEⅡ>20
组TLR4 mRNA 表 达 分 别 为822±167、886±
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206、1097±448。APACHEⅡ>20组仍明显高于

正 常 组 及 APACHEⅡ ≤20 组 (t =4 500、

3 830,P 值均<0 01),正常组与 APACHEⅡ≤
20组差异无统计学意义 (t=1 100,P >0 05)。
第7天 APACHEⅡ≤20组及APACHEⅡ>20组

TLR4mRNA组内相比均较第1天明显下降 (t=
8 700、17 000,P 值均<0 0001),见图3。

注:Ⅰ为第1天正常组;Ⅱ为第7天正常组;Ⅲ为第1天

APACHEⅡ≤20组;Ⅳ为第7天APACHEⅡ≤20组;Ⅴ
为第1天APACHEⅡ>20组;Ⅵ为第7天 APACHEⅡ>

20组;PBMC为外周血单个核细胞;TLR4为Toll样受体4
图3 各组PBMCTLR4mRNA表达

2 4 ELSIA法检测血清中IFN-γ、IL-23及PCT
表达 第 1 天 正 常 组、APACHEⅡ ≤20 组 及

APACHEⅡ >20 组 IFN-γ 分 别 为 (107 9±
47 01)μg/L、(183 3±62 53)μg/L和 (252 8±
83 52)μg/L;IL-23分别为: (501±223)μg/L、
(1957±657)μg/L和 (2980±713)μg/L;PCT
分别为 (0 25±0 06)μg/L、(2 62±4 03)μg/L
和 (5 97±6 66)μg/L;第1天APACHEⅡ≤20
组及APACHEⅡ>20组上述指标均比正常组明显

增 高 (t =7 564和13 550,19 000和31 800,

4 020和9 010,P 值均<0 01),APACHEⅡ>20
组 比 APACHEⅡ ≤20 组 均 明 显 增 高 (t =
13 550、14 500、5 810,P 值均<0 01)。

第 7 天 正 常 组、APACHEⅡ ≤20 组 及

APACHEⅡ >20 组 IFN-γ 分 别 为 (105 5±
47 01)μg/L、(108 3±47 46)μg/L及 (154 9±
71 05)μg/L;IL-23分别为 (499±217)μg/L、
(536±252)μg/L及 (890±359)μg/L;PCT分别

为 (0 25±0 06)μg/L、 (0 99±1 11)μg/L及

(3 18±4 17)μg/L。
第7天正常组上述指标均与APACHEⅡ≤20

组差 异 无 统 计 学 意 义 (t =0 2884、0 490及

1 249,P 值均>0 05),但APACHEⅡ>20组较

正常组上述指标仍明显增高 (t=4 619、4 800及

4 606,P 值 均 <0 01)。APACHEⅡ>20 组 较

APACHEⅡ≤20 组 也 均 明 显 增 高 (t =4 619、

4 800及4 606,P 值均<0 01)。
第7天 APACHEⅡ≤20组及 APACHEⅡ>

20组IFN-γ、IL-23及PCT组内相比均较第1天

明显下降 (t=7 176、14 000及3 089;P 值均<
0 001及0 01),见表1,图4~6。

表1 脓毒症患者不同指标ROC数值

指标
截断点
(μg/L)

AUC
敏感度
(%)

特异度
(%)

Toll样受体4mRNA 891 60 0 975 100 57
干扰素γ 84 50 0 952 100 57
IL-23 861 00 0 992 100 97
降钙素原 0 83 0 866 85 100
C反应蛋白 8 25 0 894 97 50

  注:ROC为受试者工作特征;AUC为曲线下面积

注:IFN-γ为干扰素γ;Ⅰ为第1天正常组;Ⅱ为第7天正

常组;Ⅲ为 第 1 天 APACHEⅡ ≤20 组;Ⅳ 为 第 7 天

APACHEⅡ≤20组;Ⅴ为第1天APACHEⅡ>20组;Ⅵ
为第7天APACHEⅡ>20组

图4 血清中IFN-γ表达

注:Ⅰ为第1天正常组;Ⅱ为第7天正常组;Ⅲ为第1天

APACHEⅡ≤20组;Ⅳ为第7天APACHEⅡ≤20组;Ⅴ
为第1天APACHEⅡ>20组;Ⅵ为第7天 APACHEⅡ>

20组

图5 血清中IL-23表达
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注:PCT为降钙素原;Ⅰ为第1天正常组;Ⅱ为第7天正

常组;Ⅲ为 第 1 天 APACHEⅡ ≤20 组;Ⅳ 为 第 7 天

APACHEⅡ≤20组;Ⅴ为第1天APACHEⅡ>20组;Ⅵ
为第7天APACHEⅡ>20组

图6 血清中PCT表达

2 5 TLR4mRNA与IFN-γ、IL-23及PCT相关

性分析 经直线相关分析,第1天 TLR4mRNA
与 IFN-γ、IL-23 在 APACHE Ⅱ ≤ 20 组 和

APACHEⅡ >20 组 的 相 关 系 数 分 别 为0 949、

0 957和0 9149、0 910,TLR4mRNA 和IFN-γ
及IL-23表达明显相关 (P 值均<0 0001)。第7
天TLR4mRNA与IFN-γ及IL-23在APACHEⅡ≤
20组和 APACHEⅡ>20组的相关系数分别为

0 1162及0 110和 -0 1751及0 040,TLR4
mRNA和IFN-γ表达无相关性 (P 值均>0 05)。

2 6 TLR4mRNA、IFN-γ、IL-23对预测脓毒症

的诊 断 价 值 取 入 院 第 1 天 TLR4 mRNA 及

IFN-γ、IL-23 数 据 计 算 ROC 曲 线,TLR4
mRNA、IFN-γ、IL-23、PCT及CRP的曲线下面

积 (area undercurve,AUC)分 别 为0 975、

0 952、0 992、0 866及0 894,均有较好的诊断敏

感性。TLR4、INF-γ及IL-23分别取891 6μg/L、

84 5μg/L及861 0μg/L为截断点,对发现脓毒

症的敏感度均为100%,诊断的特异度为57%、

57%及97%。见图7、表1。

3 讨论

基因 多 态 性 指 基 因 序 列 碱 基 变 化 形 成 的

SNPs,为遗传变异的常见情况。SNPs可能导致如

下结果:基因碱基序列的改变致其翻译蛋白质发生

改变,产生机体功能,如应激易感性、临床表型及

药物治疗反应变异;对蛋白质的氨基酸序列无影响

而无功能改变[3-4]。研究表明脓毒症发病中 TLRs
介导的信号转导通路所致的异常炎症反应起重要作

用[5],所以,TLRs基因多态性也可以使脓毒症的

易感性及严重程度改变[3-4]。由于 TLRs的SNPs

导致了细胞外结构域改变,影响了炎性因子的产生

水平,从而导致 TLRs介导 的 炎 性 反 应 程 度 改

变[5]。TLR4的SNPs在G- 细菌介导的脓毒症中

研究最为充分,其中 TLR4Asp299Gly天冬氨酸

被甘氨酸取代和Thr399Ile苏氨酸被异亮氨酸取代

研究最为充分[6-7,9]。Lorenz等[6]及Agnese等[7]研

究表明,TLR4的SNPs影响脓毒症发病、严重程

度及预后。但也有报道表明 TLR4Asp299Gly及

Thr399Ile基因多态性与脓毒症无关[8,10]。本研究

选择汉族脓毒症患者TLR4的 Asp299Gly位点为

研究对象,基因测序及相应基因位点酶切结果均未

发现 TLR4的 Asp299Gly基因多态性,与 Ahren
等[8,10]的 研 究 相 似,也 可 能 与 本 研 究 例 数 较 少

有关。

注:TLR4为Toll样受体4;IFN-γ为干扰素γ;PCT为降

钙素原;CRP为C反应蛋白;ROC为受试者工作特征

图7 入院第1天受试者 TLR4、IFN-γ、IL-23、PCT、

CRPROC曲线

TLRs介导的炎症信号转导通路在机体免疫应

答反应中起着重要的作用,研究发现病原体感染后

TLR4激活,在诱导机体对感染的保护性免疫反应

的同时,也介导全身免疫反应,对脓毒症的发生、
发展有重要意义,监测其表达量可能及早诊断及判

断病情严重程度[5,9]。TLR4主要分布在单核细胞

中[5]。所以,本研究选择表达最丰富的血单个核细

胞,对脓毒症患者行TLR4mRNA表达监测,以

APACHEⅡ评分20分为分界进行脓毒症严重程度

分级,结果显示,TLR4mRNA表达随APACHE
Ⅱ评分增高,其表达水平与脓毒症严重程度直接相

关。本研究结果说明炎症反应、疾病严重程度与血

TLR4有关,为我们对脓毒症的诊断、评估及治疗

提供了重要的标记物,将对我们进一步深入研究脓

毒症发病机制提供重要帮助,与前述研究结果

相同[6-7,9]。
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脓毒症的产生与TLR4通过识别LPS而激活

TLR2和TLR4共同介导的跨膜信号转导通路有

关,结 果 导 致 失 衡 的 炎 症 因 子 瀑 布 式 释 放[9]。

IL-23是致炎性的异二聚体细胞因子,属于IL-12
家族,由一个亚单位p19和p40通过二硫键形成。
作为促炎症因子,IL-23参与免疫细胞的分化、发

育、增殖,在炎症反应调节中起重要作用。IL-23
可作用于自然杀伤细胞,诱导IFN-γ产生;作用

于记 忆 T 淋 巴 细 胞,大 量 生 成 前 炎 症 介 质

IL-17[11]。本研究发现脓毒症患者第1天IFN-γ、

IL-23的 表 达 在 正 常 组、APACHEⅡ ≤20 组、

APACHEⅡ>20组之间差异均有统计学意义 (P
值均<0 01);第7天除正常组与APACHEⅡ>20
组比差异有统计学意义 (P <0 01)外,其余组

间两 两 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 (P 值 均 >
0 05)。表明脓毒症患者随治疗时间的延长IFN-γ、

IL-23水平明显降低,说明炎症反应明显减弱,可

能做为病情变化趋势判断的指标,与Gordon[11]的
研究报道相似。本研究发现,脓毒症患者早期 (第

1天)TLR4mRNA表达与IFN-γ、IL-23明显相

关 (P 值均<0 0001),第7天时 TLR4mRNA
与IFN-γ、IL-23表达无相关性 (P 值均>0 05),
说明脓毒症早期TLR4mRNA与IFN-γ、IL-23表

达同步,但由于病例数较少,阴性结果有待于扩大

病例数证实。目前,经典评估感染严重程度的实验

室指标主要为CRP及PCT,但CRP不能区别炎症

的类型。PCT是降钙素前体,于细菌感染时浓度

升高,对细菌感染引起的炎症有诊断价值[12]。本

研究监测了血清中CRP、PCT的表达,表明其与

TLR4mRNA表达与IFN-γ、IL-23升高同步,证

明上述指标具有经典标记物同等的临床意义,与前

述研究相似[12]。

ROC曲线可以对疾病诊断的敏感度和特异度

的相互关系进行评定,ROC的 AUC与诊断价值

成 正 比[13]。本 研 究 以 第 1 天 TLR4 mRNA、

IFN-γ、IL-23、PCT、CRP表达结果行ROC曲线

分析,相应的AUC分别为0 975、0 952、0 992、

0 866及 0 894, 可 见 TLR4 mRNA、IFN-γ、

IL-23的 AUC 高 于 PCT、CRP。本 研 究 表 明,

TRL4 mRNA、INF-γ 及 IL-23 分 别 取891 6、

84 5及861 0μg/L为截断点,对发现脓毒症的敏

感度均为100%,诊断的特异度为57%、57%及

97%,表明三者对脓毒症的早期诊断价值均较高

(敏感度均100%)。可见,TLR4mRNA、IFN-γ、

IL-23可作为早期诊断标记物,且效能高于PCT、

CRP。
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