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　　[摘要]　目的:分析慢性心衰(CHF)患者血管性血友病因子(vWF)基因rs216311多态性与 CHF并发静脉

血栓的相关性。方法:选取70例CHF患者(心衰组)以及24例CHF并发下肢静脉血栓(并发组)的患者为疾病

组,收集患者的一般临床资料,抽取外周血,检测vWF基因rs216311位点多态性及凝血因子活性;采用 SPSS
19.0统计学软件,对计量资料进行组间t检验,计数资料进行χ2 检验,Logistic回归分析 CHF并发静脉血栓的

影响因素。结果:和心衰组比较,并发组rs216311多态性位点的基因型和等位基因的分布存在显著差异(P<
0.05),且 GG型vWF活性显著高于 GA 型(P<0.05)。回归分析显示vWFrs216311基因型及vWF活性是

CHF并发静脉血栓的独立影响因素。结论:vWFrs216311基因型与CHF并发下肢静脉血栓显著相关。
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Abstract　Objective:Toanalyzethecausesofhypercoagulablestateofchronicheartfailure(CHF)bystud-
yingtherelationshipbetweenvWFgenepolymorphismanditsactivity,andexplorethemechanismofthrombosis
inCHFpatients.Methods:Atotalof70patientswithCHFand24patientswithCHFcomplicatedwithlowerex-
tremityvenousthrombosiswereincludedinthediseasegroup.Generalclinicaldataofthepatientwerecollected.
Thepolymorphismofthers216311locusofthevWFgenewasdetected.UsingtheSPSS19.0statisticalsoftware,

one-wayvarianceandt-testwereperformedonthemeasurementdata,thechi-squaretestwasperformedonthe
countdata,andspearmancorrelationanalysisandlogisticregressionanalysiswereperformedamongmultiplevari-
ablestoanalyzetheriskfactorsofCHFcomplicatedwithvenousthrombosis.Results:Comparedwiththenormal
controlgroupandtheheartfailuregroup,thegenotypeandalleledistributionofthers216311polymorphisminthe
heartfailurecomplicated withthrombusgroup weresignificantlydifferent(P <0.05).TheactivityofvWF
rs216311GGgenotypewashigherthanthatofAGtype,andthedifferenceofheartfailureandthrombosisgroup
wasstatisticallysignificant.RegressionanalysisshowedthatvWFrs216311genotypeandvWFactivitywereinde-
pendentriskfactorsforCHFcomplicatedwithvenousthrombosis.Conclusion:vWFrs216311genotypeissignifi-
cantlyassociatedwithCHFcomplicatedwithlowerextremityvenousthrombosis.
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　　慢性心力衰竭(chronicheartfailure,CHF)患
者是静脉血栓(VTE)形成的高危人群[1]。在无抗

凝治疗的住院心力衰竭患者(III级和IV 级)中

VTE的发病率约为15%,且随着年龄的增长、病史

的延长及心功能级别的加重患病率逐渐增加[2]。
最近的研究发现,不仅血管性血友病因子(vonwil-
lebrandfactor,vWF)水平减少有明确的临床意义,

vWF过表达则在心血管事件和动静脉血栓形成中

具有重要意义。心衰患者血浆vWF明显高于健康

对照组,并与心功能不全级别和血管内皮损伤程度

正相关[3]。大量研究表明60%的vWF水平变异

是由遗传变异决定的。vWF调节区、外显子区和

内含子区的变异可影响vWF血浆表达水平,并与

血小板和凝血因子 VIII的亲和力密切相关。vWF
基因28外显子rs216311位点多态性影响血小板

GPⅠbα位点的亲和力。vWF基因多态性与血管

性血友病、高血压、冠心病等多种疾病相关,但涉及

vWF基因与心衰患者并发深静脉血栓相关性的研

究国内外少见报道。本研究以正常人群和CHF患
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者 做 对 照,研 究 CHF 并 发 VTE 患 者 vWF
rs216311基因型及等位基因的分布、血浆vWF的

活性水平,分析其与CHF并发血栓的关系。
1　对象与方法

1.1　对象

选取2017年6—2018年5月在我院治疗的70
例CHF患者为心衰组,其中男37例,女33例;年
龄40~80岁,平均(71.39±10.65)岁。同期来我

院治疗的24例CHF并发下肢肌间隙VTE患者为

并发组,其中男13例,女性11例,平均(72.47±
12.88)岁。患者均为首次诊断出下肢 VTE。
1.2　方法

收集研究对象静脉全血2mL(EDTA 抗凝),
按全血基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取基因

组DNA。DNA质量和浓度通过荧光仪和琼脂糖

凝胶电泳进行综合评价。vWF基因rs216311上游

引物5'-CACCAGCGAGGTCTTGAAAT-3',下游

引 物 5'-GG CAAGGTCACAGAGGTAGC-3'。
PCR 反 应 体 系 为 50μL,反 应 条 件 为:98℃ 变

性10s,60℃退火30s,72℃延伸30s,循环30次。
PCR扩增产物在1%琼脂糖凝胶电泳上150mV,
电泳 25 min,凝胶成像仪拍照。PCR 产物使用

ABI3730xl测序。使用 BioEdit和 DNAman软件

分析实验结果,获得分型数据。
按临床资料的相关描述,记录所有研究对象的

姓名、年龄、性别、疾病史。收集所有患者外周血血

小板计数(PLT),凝血功能[纤维蛋白原(FIB)、D-
二聚体(D-DI)、凝血因子 VIII(FVIII)、血管性血友

病因子(vWF)],尿酸(UA),血糖(GLU),血清总

胆固醇(CHOL),血清总甘油三酯(TG),高密度脂

蛋白胆固醇(HDL-C),低密度脂蛋白胆固醇(LDL-
C),肌钙蛋白 T(cTNT),B型尿钠肽(BNP),超敏

C反应蛋白(S-CRP),血沉(ESR)等相关指标的检

测结果以及心功能评级 NYHA、颈部和下肢动脉

及静脉多普勒彩超结果。
1.3　统计学方法

所有数据均采用统计学软件SPSS19.0进行处

理,计量资料以■x±s表示。正态分布计量资料组间

均数比较采用单因素方差分析。vWF基因rs216311
位点的基因型分布需符合 Hardy-Weinberg定律,组
间的基因型及等位基因频率的比较采用χ2 检验。
多变量间的相关性分析采用Spearman相关分析。
CHF并发 VTE的相关因素用Logistic回归分析。
双侧检验P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　心衰组和并发组临床特点及相关指标比较

心衰组和并发组患者均以心功能III、IV 级占

多数,且IV 级患者多于III级,2组比较心功能级

别构成差异无统计学意义(P>0.05)。病因构成

中2组冠心病患者均占多数,其次为高血压、扩心

病和先心病,2组病因构成比较差异无统计学意义

(P>0.05)。见表1。
2.2　vWF基因多态性位点基因型和等位基因的

分布情况

vWF基因rs216311(P>0.05)多态性位点基

因型的分布符合 Hardy-Weinberg定律。vWF基

因rs216311多态性位点检出 GA 和 GG2个基因

型,未发现 AA 型,其中 GG 基因型占多数。与心

衰组相比,并发组rs216311位点的基因型和等位

基因的分布频率差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。
2.3　vWF基因多态性位点基因型和等位基因凝

血指标差异比较

2组 GG 基因型凝血因子 VIII、vWF活性及

PLT数量高于GA型。心衰组PLT数量在不同基

因型中的差异有统计学意义(P<0.05)。并发组

GG基因型vWF活性及PLT数量显著高于AG型

(P<0.05)。见表3。
2.4　CHF并发 VTE的多因素回归分析

将rs216311基因型、vWF活性、D-DI浓度、下
肢动脉硬化相关因素做为独立变量,以 CHF并发

VTE为因变量 做 回 归 分 析,结 果 见 表 4。vWF
rs216311基因型和vWF 活性是 CHF 并发 VTE
的独立影响因素。其中vWFrs216311基因型与

CHF 并 发 VTE 关 联 最 强 (OR =0.063,P =
0.017)。
3　讨论

CHF是一种新兴的流行病,影响着全球2600
万人。在我国随着人口老龄化,其发病率呈上升趋

势。2012年调查数据显示我国 CHF发病率约为

1%,有近400万患者[4-5]。CHF病死率也较高,5
年生存率与肿瘤接近,而并发血栓则导致了更高的

死亡率[6]。CHF的发病率与年龄密切相关。本组

CHF及CHF并发 VTE患者的年龄分布分析发现

60~80岁患者占大多数,80岁以上患者所占比例

高于60岁以下患者,且最小发病年龄为40岁。这

与王宙和戴文龙分别对我国的CHF患者流行病学

和临床特点的研究相近[4,7]。
vWF是主要由内皮细胞合成分泌,生理状态

下参与止血的主要糖蛋白之一[8]。在病理状态下,
vWF不但参与高凝状态的形成,同时各类病理因

素对于血管内皮的复杂影响也最终反映在血浆中

vWF的水平变化上,所以vWF水平与病情发展趋

势密切相关[9-10]。最近的研究发现,vWF过表达在

心血管 事 件 和 动 静 脉 血 栓 形 成 中 具 有 重 要 意

义[11-12]。我们的研究也进一步证实了CHF并发静

脉血栓的患者vWF活性显著高于未发生血栓的

CHF患者。
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表1　2组的临床特点比较 例(%),■x±s
临床指标 心衰组(70例) 并发组(24例) t/χ2 P
年龄/岁 71.39±10.65 72.47±12.88 -1.023 0.322
男：女/例 37︰33 13︰11 0.409 0.590
年龄/岁 2.380 0.281
　<60 11(15.71) 1(4.17)
　60~79 47(67.14) 17(70.83)
　≥80 12(17.15) 6(25.00)
心功能级别 3.207 0.146
　II级 2(2.86) 2(8.33)
　III级 26(37.14) 4(16.67)
　IV级 42(60.00) 18(75.00)
病因构成

　冠心病 54(77.14) 23(95.83) 2.491 0.114
　高血压 38(54.29) 13(54.17) 0.212 0.646
　扩心病 7(10.00) 1(4.17) 0.360 0.548
　先心病 1(1.42) 0 0.264 0.607
伴随性疾病

　房颤、心律失常 24(34.29) 6(25.00) 0.06 0.807
　心绞痛 9(12.86) 4(16.67) 0.925 0.386
　陈旧性心肌梗死 13(18.57) 2(8.33) 0.036 0.85
　心肌缺血 18(25.71) 3(12.5) 0.714 0.468
　下肢动脉硬化 43(61.43) 18(75.00)1) 10.939 0.001
　PLT/(×1012·L-1) 197.49±55.48 226.83±62.94 -1.903 0.061
　S-CRP/(mg·L-1) 6.69±5.10 6.65±5.18 -0.008 0.994
　CHOL/(mmol·L-1) 3.24±0.82 3.33±1.04 -0.707 0.468
　TG/(mmol·L-1) 1.06±0.44 1.04±0.25 -0.943 0.393
　HDL-C/(mmol·L-1) 0.85±0.22 0.92±0.36 -0.987 0.334
　LDL-C/(mmol·L-1) 1.94±0.66 1.97±0.82 -0.438 0.665
　GLU/(mmol·L-1) 6.60±2.94 6.91±2.56 -0.784 0.568
　UA/(μmol·L-1) 434.92±147.86 402.55±134.20 0.021 0.901
　CK/(U·L-1) 79.83±44.67 84.75±22.09 -0.29 0.778
　cTNT/(ng·mL-1) 0.062±0.044 0.057±0.042 -1.708 0.110
　BNP/(ng·mL-1) 1114.89±889.76 1251.83±833.778 0.309 0.762
　ESR/(MM·H-1) 13.91±5.98 15.33±6.54 -0.880 0.425
　FIB/(g·L-1) 3.70±1.06 3.81±0.97 -1.1 0.291
D-DI/(μg·L-1) 1.19±1.10 2.39±2.021) -2.393 0.027
　FVIII/% 248.32±105.44 262.61±65.09 -0.686 0.496
　vWF/% 235.84±49.44 291.12±89.832) -3.182 0.002

　　与心衰组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

表2　vWF基因rs216311多态性位点基因型的分布 例(%)

基因型 等位基因 心衰组(70例) 并发组(24例) χ2 P
基因型 GG 68(97.14) 20(83.33)1) 7.865 0.013

GA 2(2.86) 4(16.67)
AA 0 0

等位基因 G 138(98.57) 44(91.67)1) 7.674 0.014
A 2(1.43) 4(8.33)

　　与心衰组比较,1)P<0.05。

表3　不同基因型的凝血因子VIII、vWF活性及PLT数量比较

组别 基因型
FVIII活性/%

■x±s t/P
vWF活性/%

■x±s t/P
PLT/(×1012·L-1)

■x±s t/P
心衰组 GG 235.15±95.66 1.91/0.28 213.38±88.09 1.43/0.31 201.32±49.872) 5.36/0.005

GA 147.00±65.05 181.50±27.58 157.00±8.49
并发组 GG 291.55±59.09 0.62/0.58 310.29±81.501) 2.48/0.025 227.42±36.992) 4.57/0.001

GA 266.25±52.49 201.75±29.94 158.28±10.81

　　与同组 GA型比较,1)P<0.05,2)P<0.01。
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表4　CHF并发VTE相关因素的回归分析

相关因素 Β SE Wald OR 95%CI P
vWF活性/% 0.015 0.006 6.378 1.016 1.003~1.028 0.012
vWFrs216311多态性 -2.772 1.159 5.723 0.063 0.006~0.606 0.017
D-DI/(μg·L-1) 0.394 0.269 2.144 1.483 0.875~2.512 0.143
下肢动脉硬化/% -1.612 1.124 2.057 0.199 0.022~1.806 0.152

　　vWF 基因28外显子rs216311位点多态性

(A1381T)A/G错义突变可引起氨基酸的多态性。
研究表明,由vWF外显子中单核苷酸多态性引起

的血浆vWF水平升高与静脉血栓形成风险增加有

关[13]。为了进一步了解vWFrs216311位点多态

性 在 CHF 并 发 VTE 中 的 作 用,分 析 vWF
rs216311多态性位点基因型和等位基因的分布,并
对vWF 基因rs216311 多态性位点不同基因型

vWF活性的差异进行比较。所有患者中该位点检

出GA和GG2个基因型,其中GG基因型占多数,
未发 现 AA 型。相 比 于 CHF 患 者,CHF 并 发

VTE患者rs216311位点的基因型和等位基因的

分布频率差异有统计学意义(P<0.05),GA 基因

型 的 分 布 频 率 明 显 高 于 心 衰 组。2 组 vW-
Frs216311位点不同基因型vWF活性分析发现,
GG基因型vWF活性高于 GA 型(P<0.05)。袁

忠海等在rs216311多态性与冠心病的相关性研究

中也发现冠心病患者血浆vWF水平随vWF基因

rs216311多态性不同而有明显的不同[14]。但他们

的研究显示 GA 基因型vWF 活性显著高于 GG
型,这与笔者的研究结果不一致。

vWFrs216311位点突变主要影响vWF与血

小板 GPIbα位点的亲和力,进而影响PLT在血栓

形成中的作用。vWF/GPIbα相互作用在静脉血管

损伤中的研究发现,vWF-/-大鼠中,血小板黏附和

血栓形成受损,不发生静脉阻塞[15]。这一结果进

一步提示抑制vWF和 GPIbα的结合,会抑制PLT
的黏附,无法修复损伤的静脉。与正常人群相比,
心衰组和合并组PLT数量明显降低,这提示CHF
患者在高凝状态形成中血液循环中PLT消耗明显,
这也与血管内皮的损伤和vWF活性的升高有关。

本研究还分析了 CHFvWFrs216311不同基

因型患者外周血中PLT数量是否存在差异。数据

分析发现心衰组和合并组PLT数量差异无统计学

意义(P>0.05),但是该位点GG基因型PLT数量

高于 GA型(P<0.05)。影响外周血PLT数量的

因素较多,CHF患者的血小板结构很不稳定,会出

现血小板聚集能力增加和血小板活性异常,造成血

小板的平均寿命大大减少。而抗凝剂的使用也会

诱导体内产生PLT抗体,而导致循环PLT数量的

减少。同时动脉斑块的形成也会造成 PLT 的消

耗。此外除了 GPIbα受体,还有其他血小板受体

参与血小板的黏附聚集,以及血栓形成,也会影响

PLT 的数量。因此 CHF 静脉血栓形成中 vWF
rs216311多态性影响 PLT 数量的差异,有待于进

一步深入研究。
同时vWF作为血浆凝血因子 VIII的载体,通

过形成vWF-FVIII非共价复合物以避免FVIII被

活性蛋白 C降解,并将FVIII定位到血小板上,促
进凝块形成。从数据来看,2组FVIII活性明显升

高,但2组间差异无统计学意义(P>0.05)。2组间

FVIII活性无显著差异可能与FVIII的灭活系统以

及血栓形成的部位、面积及其他基础性疾病有关。
不同单核苷酸多态性(SNP)基因型的人群

vWF表 达 水 平 也 不 同,对 疾 病 的 易 感 性 也 不

同[16-17]。本课 题 中 回 归 分 析 发 现 vWF 活 性 与

vWFrs216311基因型是CHF并发VTE的独立影

响因素。vWFrs216311基因型与CHF并发 VTE
较强的关联(OR=0.004,P=0.003),提示vWF
rs216311GG基因型可能是 CHF并发 VTE的危

险因素,而 G 等位基因可能是易感基因。但是本

研究由于样本数有限,vWFrs216311基因型与血

浆因子 VIII活性和PLT数量的变化及在CHF患

者 VTE发生中的作用还需要进一步探讨。
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在婴幼儿 ABO 血型鉴定时尤显重要。胚胎5~6
周时,即可在红细胞表面检出 ABO血型抗原[7],但
是新 生 儿 红 细 胞 所 带 的 抗 原 数 目 只 有 成 人

的25%~50%[8],因此婴幼儿血型抗原发育不完

全可能会造成 ABO血型鉴定时抗原表达减弱的现

象,类似于亚型的血清学反应格局,此时容易被认

定为是由于抗原发育未完全而造成,导致漏检亚

型。我实验室前期研究也表明[9],18个月以内的

婴幼儿 ABO血型都可能存在血清学鉴定正反定型

不一致性的情况,这无疑会干扰工作人员对婴幼儿

ABO亚型的判断和检出。所以,在进行婴幼儿

ABO血型鉴定时,对抗原表达减弱的现象要特别

关注,必要时采用分子生物学方法进行鉴定,以区

别亚型和抗原未发育完全所致的抗原减弱。准确

的 ABO血型鉴定是患儿临床输血安全的依据和保

障,本研究中患儿为 CisAB型,但血清中检出抗-B
抗体,故该患儿如需输血可选择输注 A 型或 O 型

洗涤红细胞和 AB型血浆。
史丽莉等[10]报道,成人 ABO 亚型人群中,其

血型基因编码相应的糖基转移酶活性减弱或无活

性。儿童血型抗原存在逐渐发育成熟的特点,这是

否也与糖基转移酶的成熟度具有相关性,我实验室

将对此进行进一步关注。
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