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摘 要:目的 研究CD40L基因rs1126535C/T多态性各基因型及等位基因在广西汉族及壮族人群中的分布频率,比
较其在不同种族间分布的异同。方法 采用单碱基延伸的DNA测序法和PCR技术检测199例壮族人和199例汉族人

的CD40L基因rs1126535C/T多态性,比较两组CD40L基因型及等位基因的分布频率;并结合文献资料进行不同种族

间的比较和分析。结果 在壮族人中CC基因型占5.53%、CT基因型占6.03%、TT基因型占88.44%;在汉族人中CC
基因型占1.51%、CT基因型占4.02%、TT基因型占94.47%。在广西壮族人群和广西汉族人群中,CD40L等位基因的

分布频率差异具有统计学意义(P <0.05),而它们的基因型分布频率差异无统计学意义(P >0.05),广西汉族人

CD40L基因多态性的分布频率同欧洲、日本和非洲人群进行比较,差异有统计学意义(P<0.05),与北京人基因型分布

频率差异无统计学意义(P>0.05),而等位基因分布频率差异有统计学意义(P<0.05)。结论 在广西壮族及汉族人

群中存在CD40L基因多态性,其等位基因的分布频率差异都具有统计学意义,而它们的基因型分布频率差异无统计学

意义,但与其他种族人群比较差异有统计学意义,这种差异对于人类学及群体遗传学的研究可能起非常重要的作用。
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  Abstract: Objective TostudythedistributionfrequenciesofgenotypeandalleleofCD40Lgene
rs1126535C/TpolymorphisminGuangxiZhuangandHanpopulations,andtoanalyzethedistributionsof
CD40Lpolymorphismamongdifferentraces. Methods TheCD40Lgeners1126535C/Tpolymorphismsin
199Zhuangand199HanpopulationswereexaminedbytheDNAsequencingandpolymerasechainreaction-
singlebaseextension(PCR-SBE)technique.ThedistributionfrequenciesofCD40Lallelesandgenotypesin
ZhuangswerecomparedwiththoseinHans,andcomparedwithotherethnicsreportrfincitedliterature. Re-
sults ThefrequenciesofCC,CTandTTgenotypeswere5.53%,6.03%and88.44%intheZhuangs;and
1.51%,4.02%and94.47%intheHans,respectively.Comparedthefrequenciesofalleledistributionof
CD40LgeneinZhuangswiththeHansshowedthattherewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.05),
whilecomparedthefrequenciesofgenotypedistributionofCD40LgenebetweentheZhuangsandtheHansre-
vealedthattherewerenosignificantdifferences(P>0.05).TheCD40Lgenepolymorphismdistributionfre-
quencyinGuangxiHanpopulationwerecomparedwiththoseinJapaneseandEuropeansandAfricans,results
showedthattherewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.05).Andcomparedthefrequencyofgeno-
typedistributioninHansofGuangxiwithBeijingsubjects,resultsshowedthattherewerenotsignificantly
differences(P>0.05),butthereweresignificantdifferencesinallelefrequencydistribution(P<0.05). 
Conclusion ThereareCD40LgenepolymorphisminGuangxiZhuangandHanpopulations,thealleledistribu-
tionfrequenciesofCD40LgeneweredifferentbetweentheZhuangsandtheHans,butthefrequenciesofgeno-
typedistributionofCD40LgeneweresimilarintheZhuangsandtheHans,andcomparedwithotherethnic
groupsthereisasignificantdifference,thisdifferencemightplayanimportantroleinthestudyofAnthropolo-
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  CD40L是一种Ⅱ型跨膜蛋白,属于肿瘤坏死因子 (TNF)
受体超家族成员,表达于免疫细胞、平滑肌细胞、内皮细胞、血
小板等多种细胞上,参与免疫、炎症、高凝等多种病理生理状态
的调控,与其配体CD40分子相互作用,在肿瘤细胞的抗原呈
递、免疫应答反应和细胞的分裂增殖调控等方面发挥着日益重
要 作 用[1-3]。编 码 CD40L 的 基 因 位 于 染 色 体 Xq26 上。
CD40L基因存在着基因变异及基因多态性,这种基因的变异和
多态性与人类动脉粥样硬化性疾病、X-连锁高IgM 综合征
(XHIM)、阿尔茨海默氏病及格雷夫斯病(GD)的联系,已经逐
步成为国内外学者研究的热点[4-8]。为此,我们采用DNA序
列测定法和单碱基延伸PCR技术,对CD40L基因进行多态性
研究,对认识遗传因素的发病作用具有重大意义;同时,确定其
在正常人群中的分布,将为人类遗传学的研究提供基础性的资
料。
1 对象与方法

1.1 研究对象 随机选取在右江民族医学院附属医院体检健
康者,且相互间无血缘关系。广西地区壮族人199例,其中男

116例,女83例,年龄25~83岁;汉族199例,其中男108例,
女91例,年龄22~86岁。血常规、空腹血糖及其他生化指标
均在参考值范围内,心电图检查正常,排除肾脏、肝脏、内分泌
及心脑血管等疾病。
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取 采集体检健康者静脉血3ml,用乙
二胺四乙酸二钾抗凝;采用已建立的PaxGene血液DNA提取
试剂盒[9]进行白细胞的基因组DNA的提取,在-70℃条件下
保存备用。
1.2.2 引 物 的 设 计 与 合 成  根 据 CD40L 基 因 位 点

rs1126535C/T多态性及已知的DNA序列设计PCR引物,引

物的合成由上海天昊生物科技有限责任公司完成。采用特异
性扩增CD40L基因位点rs1126535C/T碱基的DNA片段的引
物,上游引物序列为:5′- GGACTGCCCATCAGCATGAAA
-3′;下 游 引 物 序 列 为:5′-TCCATCATTTGGGTAGAAC-
CAACCT-3′;延 伸 引 物 序 列 为:5′-TTTTTTTTTTT-
TACTTTTTGCTGTGTATCTTCATAGAAGG-3′。
1.2.3 PCR扩增 CD40的PCR扩增反应体系为20μl,其中
含10×PCR缓冲液2.0μl,0.3mmol/LdNTPs2.0μl,上、下
游引物各1.0μl,模板DNA1.0μl,TaqDNA聚合酶1.0u,不
足体积用经过两次标准程序高压灭菌的双蒸水补足至20μl。
PCR产物用 Qiagen公司的 HotStarTaq进行多重PCR获得,
PCR产物经虾碱酶(SAP)(fromPromega)和外切酶Ⅰ(EXO
Ⅰ)(fromEpicentre)纯化后用ABI公司的SNaPshotMultiplex
kit进行延伸反应。延伸产物用虾碱酶(SAP)(fromPromega)
纯化后在ABI3130XL上样。单核苷酸多态性(SingleNucleo-
tidePolymorphisms,SNP)分型用GeneMapper4.0(Appliedbio-
systems)来分析。
1.3 统计分析 采用SPSS13.0软件包进行统计分析,以率
来表示计数资料。等位基因和基因型的频率采用基因直接计
数法来计算,采用χ2 检验或Fisher确切概率法对各组间等位
基因和基因型的频率进行对比,以P<0.05表示差异有统计
学意义。
2 结果

2.1 CD40L基因型检测结果 CD40L基因rs1126535C/T多
态性,PCR扩增产物片段大小为190bp。经 ABI3130XL基因
检测仪SNP分型结果显示rs1126535C/T位点检测到CC、CT
和TT三种基因型。经过基因测序后得到的数据进一步证实
我们所检测到的结果,见图1。

注:①、②、③分别表示CC、CT和 TT基因型;箭头所示为基因突变位点

图1 CD40L基因rs1126535C/T测序图

2.2 CD40L基因多态性在壮、汉两民族人群中分布频率的比
较 计算广西壮、汉两民族健康人群中CD40L等位基因和基因
型的频率,采用χ2 检验进行计算,CD40L基因rs1126535C/T
位点的等位基因和基因型频率均符合哈迪-温伯格(Hardy-
Weinberg)遗传平衡定律,说明我们所选取的研究样本具有群

体代表性。其中rs1126535C/T位点的基因型在广西壮族和广
西汉族中均以TT型最为多见,分别占88.44%和94.47%。其

等位基因和基因型频率分布在男女性别之间比较差异无统计
学意义(P>0.05);广西壮族及汉族人群中CD40L基因型频

率差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
2.3 CD40L基因多态性在不同种族人群间的比较 广西汉族
人群CD40L基因型和等位基因频率分别与欧洲人、日本人、非
洲人比较差异均有统计学意义(P<0.05);而与北京人及广西

壮族人比较基因型频率差异无统计学意义(P>0.05),等位基

因频率差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

表1 广西壮族和汉族人群CD40L基因rs1126535C/T
基因型和等位基因分布频率的比较 (n,%)

组别 n
基因型频率

CC CT TT

等位基因频率

C T

壮族人

 男性 116 5(4.31) 8(6.90) 103(88.79) 18(7.76)214(92.24)

 女性 83 6(7.23) 4(4.82) 73(87.95) 16(9.64)150(90.36)

 合计 19911(5.53)12(6.03) 176(88.44) 34(8.54)364(91.46)
汉族人

 男性 108 3(2.78) 4(3.70) 101(93.52) 10(4.63)206(95.37)

 女性 91 0(0.00) 4(4.40) 87(95.60) 4(2.20) 178(97.80)

 合计 199 3(1.51) 8(4.02) 188(94.47) 14(3.52)384(96.48)

 注:CD40L基因型及等位基因频率在壮族与汉族人之间比

较、同组男女组间比较差异均无统计学意义(P>0.05)
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表2 不同种族及地区人群CD40L基因rs1126535C/T
多态性分布频率 (n,%)

种族 n
基因型频率

CC CT TT

等位基因频率

C T

欧洲人a 22632(14.16)28(12.39)166(73.45) 92(20.35)360(79.65)
北京人b 86 4(4.65) 8(9.30) 74(86.05) 16(9.30)156(90.70)
日本人a 17216(9.30)14(8.14) 142(82.56) 46(13.37)298(86.63)
非洲人a 22614(6.19)26(11.50)186(82.30) 54(11.95)398(88.05)

广西壮族人19911(5.53)12(6.03) 176(88.44) 34(8.54)364(91.46)
广西汉族人1993(1.51) 8(4.02) 188(94.47) 14(3.52)384(96.48)

 注:CD40L基因型及等位基因频率与广西汉族人比较,a:P
<0.05;CD40L等位基因频率与广西汉族人比较,b:P<0.05

3 讨论
生物群体基因多态性现象十分普遍,其中,对人类基因的

结构、表达和功能,研究比较深入。基因多态性研究为探索疾
病的产生和发展机制以及表型多样化产生的本质开辟了一个
全新的领域。在人类基因结构和功能的研究成果日新月异的
形势下,对多基因参与的一些常见病,通过候选基因来综合分
析疾病的发病机制,从而有效预防疾病发生是未来预防医学一
个重要的研究方向,也是目前将人类基因结构性研究成果应用
于预防医学的一个较为现实的途径。广西是壮族的聚集地,通
过对壮族和汉族两个不同民族CD40L基因多态性的研究,有助
于发现基因多态性在不同种族人群中的分布规律,从而为探索
一些疾病在不同种族间的遗传规律,提供前瞻性的基础资料。

CD40L又称CD154即CD40的配体,属于肿瘤坏死因子
(TNF)超家族成员,与CD40分子相互作用,在肿瘤细胞的抗原
呈递、免疫应答反应和细胞的增殖调控方面发挥着重要作用。
在上皮细胞、单核细胞、B细胞、NK细胞、内皮细胞、平滑肌细
胞等都有CD40L的表达,但主要表达于活化的CD4+T细胞和
血小板。CD40L与高亲和力的CD40结合,对 T/B细胞活化
和细胞因子的产生起诱导作用,可激活血管内皮细胞表达细胞
间黏附分子-1、E选择素上调,吸引血中的白细胞向血管壁聚
集[10]。CD40L还能促进 Aβ-42诱导的小胶质细胞表面表达

CD40和 MHCⅡ分子显著增加。促进其向抗原提呈功能的转
化,促进适应性免疫应答反应,继而加剧对神经元的损伤[11],参
与多种 疾 病 的 发 生 和 发 展。了 解 相 关 疾 病 的 发 病 机 制 与

CD40L多态性的关系,将为疾病的预防和临床实践提供理论依
据。编码CD40L基因位于X染色体q26.3-q27.1上,包含5
个外显子和4个内含子,其编码蛋白产物含有266个氨基酸。
CD40L基因存在rs1126535C/T的单核苷酸多态性(SingleNu-
cleotidePolymorphisms,SNP),此种基因多态性的存在可能影
响着CD40L基因的某些功能,进而影响着同CD40L有关疾病
的产生和进展,因而,对CD40L基因多态性在不同种族和不同
地域人群中分布规律的研究和分析,为持续研究CD40L基因多
态性在不同种族人群中同某些疾病的产生以及进展之间的相
关性提供了一些分子遗传学的基础性资料。

本文通过采取了单碱基延伸PCR技术(PCR-SBE)对来
自广 西 壮 族 自 治 区 的 壮 族 和 汉 族 健 康 人 群 CD40L 基 因

rs1126535C/T位点多态性的分布情况进行检测,从我们检测的
结果可以看出,在壮族人中CC基因型5.53%、CT基因型占

6.03%、TT 基 因 型 占88.44%;在 汉 族 人 中 CC 基 因 型 占

1.51%、CT基因型占4.02%、TT基因型占94.47%。在广西
壮族及汉族人群中CD40L基因型频率差异无统计学意义(P
>0.05),其等位基因和基因型频率分布在男女性别间比较差
异无统计学意义(P>0.05)。我们将来自中国广西壮族自治
区的壮族和汉族人同来自欧洲、非洲、日本、北京等人群基因多
态性研究结果进行比较和分析后可以看出,在我国广西壮族自
治区的健康人群中,我们发现CD40L基因rs1126535C/T位点

壮族的T等位基因频率(91.46%)和汉族T等位基因的频率
(96.48%),均 明 显 高 于 欧 洲 人 (79.65%),高 于 北 京 人
(90.70%),高于非洲人(88.05%),高于日本人(86.63%),其中
欧洲人、日本人和非洲人与汉族人比较差异具有统计学意义
(P<0.05),广西汉族人基因型分布频率同北京人比较,差异
无统计学意义(P>0.05),而等位基因分布频率差异具有统计
学意义(P<0.05)。出现这种情况的原因可能与所处的环境
不同,饮食生活习惯等各异所致;从本文统计结果可以明显看
出,在不同种族中,CD40L等位基因的频率和基因型的分布频
率存在着明显的差异。

总之,探索我国壮族与汉族人群中CD40L基因多态性的分
布及其与相关疾病发病机制的关系,有助于发现基因多态性在
不同种族人群中的分布规律,为与CD40L相关疾病的预防及临
床实践提供可靠理论依据;同时,确定其在正常人群中的分布,
将为人类遗传学的研究提供基础性的资料。
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