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摘 要:目的 探讨广西人群Toll样受体4(TLR4)及其rs10116253C/T位点多态性与冠心病(CHD)的相关性。方法

 选取278例CHD患者为CHD组,123例健康体检者为对照组。采集两组入选者7ml外周静脉血,检测两组外周血

TLR4基因rs10116253位点的多态性和血清TLR4的表达水平。结果 广西人群CHD组和对照组三种基因型(CC、

CT、TT基因型)和等位基因(C和 T等位基因)频率分布趋势相同,rs10116253位点携带CT基因型(OR =0.372,

95%CI:0.191~0.722,P=0.003)和C等位基因(OR =0.440,95%CI:0.257~0.752,P=0.002)的女性较携带相

同等位基因的男性患CHD的风险低,携带TT基因型(OR =0.505,95%CI:0.257~0.991,P=0.045)的汉族人较携

带相同基因型的壮族人患CHD的风险低;CHD组血清TLR4表达水平明显高于其对照组[(4.29±1.55)ng/ml对比

(1.07±0.43)ng/ml,t=31.969,P<0.05],且在CHD组内随着病变累及血管支数的增加,TLR4也随之升高,其差异

均具有统计学意义(P<0.05),rs10116253位点不同基因型CHD患者组内血清TLR4水平、病变累及血管支数间差异

均无统计学意义(P>0.05)。结论 在中国广西人群中,TLR4基因rs10116253C/T位点多态性可能是CHD发病的一

个遗传易感因素,外周血TLR4的表达水平在CHD患者中明显升高,且可能与病变累及血管支数有关。
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  Abstract: Objective ToexploretherelationshipofToll-likereceptor4(TLR4)anditsrs10116253C/Tlo-
cuspolymorphismwithcoronaryheartdisease(CHD)inGuangxipopulation. Methods Atotalof278pa-
tientswithCHD(CHDgroup)and123healthysubjects(controlgroup)wereselected.Wecollected7mlperiph-
eralbloodsamplesfromeachsubjectintheCHDgroupandthecontrolgroup.Thepolymorphismsofperipher-
albloodTLR4geners10116253C/Tlocusandtheexpressionofserum TLR4weremeasuredforthetwo
groups. Results InGuangxipopulation,boththeCHDgroupandthecontrolgrouphadthesamefrequency
distributionofthethreegenotypes(CC,CTandTTgenotypes)andalleles(CandTalleles).Femalescarrying
rs10116253CTgenotype(OR =0.372,95%CI:0.191~0.722,P =0.003)andCallele(OR =0.440,

95%CI:0.257~0.752,P=0.002)wereassociatedwithasignificantlydecreasedriskofCHDthanmalescar-
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ryingthesamegenotypeandallele,Hanpopulationcarryingrs10116253TTgenotype(OR =0.505,95%CI:

0.257~0.991,P=0.045)wereassociatedwithasignificantlydecreasedriskofCHDthanZhuangpopulation
carryingthesamegenotype.TheexpressionofserumTLR4intheCHDgroupwashigherthanthatinthecon-
trolgroup[(4.29±1.55)ng/mlvs.(1.07±0.43)ng/ml,t=31.969,P <0.05],theexpressionofserum
TLR4increasedwiththenumberofdiseasedbloodvesselselevatedintheCHDgroup,therewereallstatisti-
callysignificantdifferences(allP<0.05).IntheCHDgroup,comparedtheserumTLR4expressionamong
differentgenotypesubgroupsinrs10116253C/TlocusandcomparedtheserumTLR4levelamongdifferentdis-
easedbloodvesselssubgroupsshowedthattherewerenostatisticallysignificantdifferences(allP>0.05). 
Conclusion TheTLR4gene10116253C/Tlocuspolymorphismmaybeoneofthegeneticsusceptibilityrisksin
CHDgenesisinGuangxipopulation.TheserumTLR4expressionissignificantlyhighinpatientswithCHD,

moreover,itmaybecloselypositivelyassociatedwiththenumberofdiseasedbloodvesselsintheCHD.
  Keywords: Toll-likereceptor4;coronaryheartdisease;genepolymorphism

  心血管疾病是目前导致全世界人类发病率和死亡

率最高的疾病之一[1],尤以冠心病(coronaryheart
disease,CHD)最为多发,其主要病理变化是冠状动脉

粥样硬化,且一旦发生,大多将不可逆,因此深入研究

CHD的病因及发生发展机制对CHD的预防及治疗

有着重要的意义。目前,CHD被认为是受环境和遗传

等多种因素影响的基因遗传性疾病[2],免疫炎症反应

被证实参与了CHD的发生发展[3-5],已经有研究发现

CHD与多种炎性相关的基因具有相关性,如Toll样

受体(toll-likereceptors,TLRs)基因[6]、白细胞介素

(interleukin,IL)基因[7]、肿瘤坏死因子(tumornecro-
sisfactor,TNF)基因[8]、活化核因子-κB(NF-κB)基
因[9]等。随着分子生物学的发展,关于Toll样受体4
(Toll-likereceptor4,TLR4)基因位点多态性与CHD
关系的研究越来越多,但不同地区、种族人群的研究结

果迥异,其与广西人群TLR4基因rs10116253C/T位

点多态性与CHD患者的相关研究报道罕见,故本研

究拟探 讨 广 西 人 群rs10116253C/T 位 点 多 态 性 与

CHD患者的关系,旨在为广西人群CHD患者从基因

水平的靶向治疗及评估发病风险提供新的参考依据。

1 资料与方法

1.1 临床资料 选取2015年10月—2017年6月在

右江民族医学院附属医院住院的278例CHD患者,
其中男性201例,女性77例,平均年龄(61.14±9.61)
岁,平均体重指数(23.69±2.78)kg/m2,吸烟126
例,饮酒115例。另选取同期入院的健康体检者123
例作为对照组,其中男性78例,女性45例,平均年龄

(59.09±9.95)岁,平均体重指数(23.79±3.05)kg/

m2,吸烟50例,饮酒53例。分组标准:冠状动脉造影

(CAG)显示至少有1支或1支以上主要冠状动脉(左
冠状动脉主干、前降支、回旋支、右冠状动脉)管径狭窄

≥50%为 CHD 患者,CAG 完全正常者为对照组。

CHD组中根据CAG结果显示累及1、2、3支血管者,

依次纳入单支病变组、双支病变组、三支病变组,其中

累及单纯左主干病变为双支血管病变,如合并右冠状

动脉病变,为三支血管病变。排除标准:A.合并风湿

性心脏病、扩张型心肌病、先天性心脏病等其他心脏疾

病;B.全身或局部严重感染;C.患有严重肝肾疾病;D.
结缔组织病、自身免疫系统疾病及血液系统疾病;E.
恶性肿瘤;F.已接受静脉溶栓、冠状动脉支架植入术

及冠状动脉旁路移植术的患者;G.新近大手术或严重

外伤的患者等。所有入选对象间均无血缘关系,且三

代以上均为纯种的壮族或汉族人。根据知情同意原

则,本研究所有研究对象均签署知情同意书,并经右江

民族医学院附属医院医学伦理委员会批准。比较两组

的性别、年龄、吸烟、饮酒、体重指数等一般资料,显示

其差异均无统计学意义(P>0.05)。

1.2 标本采集 所有入选对象采血前夜22:00后禁

食,于早上6:00~7:00抽取静脉血约7ml,其中2ml
置于含有乙二胺四乙酸三钾(EthyleneDiamineTet-
raacaeticAcidtripotassium,EDTA-K3)抗凝的采血管

中,立即颠倒混匀,置于-80℃冰箱保存备用,用于同

批次提取DNA;另外5ml置于含有促凝剂的采血管

中,离心后留取上层血清,置于-80℃冰箱中保存备

用,用于同批次检测血清TLR4浓度。

1.3 两组外周血TLR4基因rs10116253C/T位点多

态性检测 (1)采用DNA 血液提取试剂盒提取外周

血基因组 DNA,具体步骤严格按照试剂盒使用说明

书操作(全血基因组 DNA试剂盒购自北京天根生化

科技有限公司)。提取后的DNA检测其浓度,达标后

置于-80℃保存备用。(2)采用SNaPshot多重单碱

基延伸PCR技术扩增目的基因片段,rs10116253C/T
的序列来自 NCBIGenBank,引物采用在线Primer3
软件(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)设计,并
由上海生工生物工程股份有限公司合成。rs10116253
上游引物序列:5′-TCAGAGGAAGGGCTCTGGAT-
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TG-3′;下游引物序列:5′-TCCCTGGAAAGTTAAT
GGTGTTTCA-3′;延伸引物序列:5′-TTTTTTTTTT
TGATGTTCTGGCATCTGGGAAG-3′。10μlPCR
反应体系包括:1×GC-Ibuffer(Takara),3.0mmol/L
Mg2+,0.3mmol/LdNTP,1UHotStarTaqpolymer-
ase(QiagenInc.),1μl样本DNA和1μl多重PCR引

物。PCR循环程序:95℃预变性2min,94℃变性20
s,65℃退火40s,72℃延伸1.5min,重复11个循环;
然后94℃变性20s,59℃退火30s,72℃延伸1.5
min,重复24个循环;72℃延伸2min,产物4℃保存

备用。取10μlPCR产物,加入5USAP酶和2UEx-
onucleaseI酶纯化后进行SNaPshot多重单碱基延伸

反应。(3)取0.5μl纯化后的延伸产物上ABI3730XL
测序 仪,ABI3730XL 测 序 仪 上 收 集 的 原 始 数 据 用

GeneMapper4.1 (AppliedBiosystemsCo.,Ltd.,

USA)来分析(由上海天昊生物科技有限公司协助完

成)。

1.4 两组血清TLR4表达水平的检测 采用酶联免

疫吸附法(ELISA)检测各组血清中TLR4浓度水平,
具体检测流程及步骤严格按照试剂盒的使用说明书进

行(ELISA试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司)。

1.5 统计学方法 所有数据采用SPSS23.0软件进

行统计学分析,Hardy-Weinberg遗传平衡检验采用

HaploView4.0软件进行检验群体代表性。计数资

料用百分率(%)表示,各组间比较采用行×列表或四

格表资料的χ2 检验或按Fisher’s确切概率法。符合

正态分布的计量资料以(췍x±s)表示,非正态分布的计

量资料以中位数(四分位间距)表示,两组间正态分布

的变量比较采用两独立样本t检验,多组间符合正态

分布且方差齐的变量比较采用单因素方差分析,多组

间符合正态分布且方差不齐及非正态分布的变量比较

采用非参数的秩和检验。比值比(oddsratio,OR )和
95%的可信区间(confidenceinteral,CI)表示相对风

险度,用于分析CHD的发病风险。所有检验统计均

为双侧概率,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组外周血TLR4基因rs10116253C/T位点多

态性的分布 两组外周血rs10116253C/T位点基因

型分布频率均符合 Hardy-Weinberg遗传平衡定律

(P>0.05),说明所选样本具有群体代表性,见表1。
基因分型结果表明,rs10116253C/T位点在两组研究

对象均存在CC、CT、TT三种基因型(见图1)。两组

外周血rs10116253C/T多态性位点基因型的比较见

表2。不同性别和民族两组外周血rs10116253C/T位

点 多 态 性 的 比 较 见 表 3。由 表 3 可 见,携 带

rs10116253位点CT基因型(OR =0.372,95%CI:

0.191~0.722,P =0.003)和 C等位基因(OR =
0.440,95%CI:0.257~0.752,P=0.002)的女性较

携带相同等位基因的男性患CHD的风险低;携带TT
基因型(OR =0.505,95%CI:0.257~0.991,P =
0.045)的汉族人较携带相同基因型的壮族人患CHD
的风险低。提示 TLR4基因rs10116253C/T位点多

态性可能与CHD的发病具有易感性。

表1 各组 Hardy-Weinberg遗传平衡检验

SNPs n
实际基因型频数

CC CT TT

理论基因型频数

CC CT TT
χ2 P

正常对照组 123 17 55 51 16.10 56.80 50.10 0.124 0.725
 壮族 80 12 39 29 12.40 38.19 29.40 0.036 0.850
 汉族 43 5 16 22 3.93 18.14 20.93 0.598 0.439
CHD组 278 32 116 130 29.14 121.73127.14 0.615 0.433
 壮族 190 19 77 94 17.40 80.20 92.40 0.302 0.583
 汉族 88 13 39 36 12.00 40.99 35.00 0.208 0.648

图1 广西人群中rs10116253位点分型结果

2.2 两组血清TLR4表达水平的比较 CHD组血清

TLR4平均浓度[(4.29±1.55)ng/ml]较正常对照组

[(1.07±0.43)ng/ml]高,且差异有统计学意义(t=
31.969,P <0.05)。CHD 组 患 者 男 性、女 性 血 清

TLR4浓度水平为(4.40±1.50)ng/ml、(3.99±
1.64)ng/ml,且男性CHD患者血清TLR4平均浓度

较女性高,差异有统计学意义(t=2.452,P<0.05);

CHD组患者壮族、汉族血清TLR4浓度水平为(4.32
±1.54)ng/ml、(4.23±1.57)ng/ml,两者相比(t=
0.536,P>0.05)。再进一步对CHD组所累及病变

的血管支数进行分组,分别对单支病变组、双支病变

组、三支病变组血清 TLR4表达水平的差异进行分

析,结果示CHD组内三组间血清TLR4表达水平三

支病变组高于双支病变组,双支病变组高于单支病变

组,且差异具有统计学意义(P<0.05),见表4。

2.3 CHD患者外周血 TLR4基因rs10116253C/T
位点多态性与血清TLR4水平、病变累及血管支数的

相关性 单因素方差分析结果表明,rs10116253C/T
位点不同基因型CHD患者血清TLR4水平,差异无
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表2 两组外周血rs10116253C/T位点基因型和等位基因的比较

组别
基因型(n,%)

n CC CT TT

等位基因(n,%)

n C T

正常对照组 123 17(13.82) 55(44.72) 51(41.46) 246 89(36.18) 157(63.82)

CHD组 278 32(11.51) 116(41.73) 130(46.76) 556 180(32.37) 376(67.63)

表3 不同性别和民族两组外周血rs10116253C/T位点基因型和等位基因的比较

组别
基因型(n,%)

n CC CT TT

等位基因(n,%)

n C T

正常对照组 123 17(13.82) 55(44.72) 51(41.46) 246 89(36.18) 157(63.82)

 男 78 12(15.38) 26(33.33) 40(51.28) 156 50(32.05) 106(67.95)

 女 45 5(11.11) 29(64.44) 11(24.44) 90 39(43.33) 51(56.67)

 壮族 80 12(15.00) 39(48.75) 29(36.25) 160 63(39.38) 97(60.63)

 汉族 43 5(11.63) 16(37.21) 22(51.16) 86 26(30.23) 60(69.77)

CHD组 278 32(11.51) 116(41.73) 130(46.76) 556 180(32.37) 376(67.63)

 男 201 26(12.94) 82(40.80) 93(46.27) 402 134(33.33) 268(66.67)

 女 77 6(7.79) 34(44.16) 37(48.05) 154 46(29.87) 108(70.13)

 壮族 190 19(10.00) 77(40.53) 94(49.47) 380 115(30.26) 265(69.74)

 汉族 88 13(14.77) 39(44.32) 36(40.91) 176 65(36.93) 111(63.07)

表4 单支病变组、双支病变组、三支病变组各组间

TLR4浓度比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n TLR4

单支病变组 87 2.99±0.87
双支病变组 81 4.32±1.53a

三支病变组 110 5.30±1.18b

χ2 120.292
P <0.01

 注:与单支病变组比较,a:t=15.843,P<0.05;与双支病变

组比较,b:t=4.794,P<0.05

统计学意义(F=0.027,P >0.05,见表5)。经过χ2

检验得出,rs10116253C/T位点的基因型和等位基因

分布频率在CHD患者病变累及血管支数间差异无统

计学意义(χ2=8.228,χ2=3.845,P 均>0.05),见表

6。

表5 rs10116253C/T位点不同基因型CHD患者

血清TLR4水平比较 (췍x±s,ng/ml)

组别 n
血清TLR4

CC CT TT

CHD组 278 4.26±1.53 4.32±1.59 4.28±1.52
 男 201 4.30±1.52 4.39±1.61 4.45±1.40
 女 77 4.07±1.71 4.15±1.56 3.84±1.72
CHD组 278 4.26±1.53 4.32±1.59 4.28±1.52
 壮族 190 4.49±1.57 4.33±1.57 4.28±1.52
 汉族 88 3.92±1.46 4.29±1.66 4.27±1.53

表6 不同病变累及血管支数CHD患者rs10116253C/T位点基因型和等位基因的比较

组别
基因型(n,%)

n CC CT TT

等位基因(n,%)

n C T

单支病变组 87 7(8.05) 44(50.57) 36(41.38) 174 58(33.33) 116(66.67)
双支病变组 81 7(8.64) 29(35.80) 45(55.56) 162 43(26.54) 119(73.46)
三支病变组 110 18(16.36) 43(39.09) 49(44.55) 220 79(35.91) 141(64.09)

3 讨论

TLRs蛋白被确认为模式识别受体家族成员之

一,属于Ⅰ型跨膜糖蛋白受体,可通过识别机体自身或

外来分子,与其相应的内外源性配体相结合,引起

TLRs结构发生构象改变而被活化,被活化后的TLRs

使其下游的信号通路发生一系列的激酶级联反应,通
过诱导炎性介质、组织细胞因子等物质的生成与释放,
以及黏附分子、刺激分子的表达上调,从而引起机体自

身的免疫炎性反应,参与感染、自身免疫性疾病、肿瘤、
动脉粥样硬化等多种疾病的发生发展过程[10-11]。
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人类TLR4基因位于第9号染色体长臂端q32~
q33片段上,其不仅是相关抗原识别和机体自身免疫

炎性反应过程中的关键受体,同时还是其信号传导途

径中的起始蛋白[12-13],活化机体的天然及适应性免疫

系统,参与机体的免疫炎症反应。TLR4通过加速动

脉血管内皮细胞的损伤、诱导泡沫细胞的形成以及产

生IL、TNF等多种生物活性分子,刺激动脉血管内平

滑肌细胞及纤维结缔组织的增生,从而介导及加速动

脉粥样硬化的形成及发展,导致CHD的发生[11-12]。
已有研究学者发现,TLR4基因有多个位点(如

rs11536889、 rs4986790、 rs4986791、 rs1927911、

rs10759932等)具有多态性,与感染[14]、肿瘤[15]、自身

免疫性疾病[16]、代谢性疾病[17]等多种疾病具有易感

性。其中TLR4基因rs10116253与CHD患者的研究

较少,Sun等[18]研究发现,TLR4基因rs10116253位

点多态性与CHD的发病有相关性,且突变型CC+CT
能使CHD的发生风险降低,可能是AS、CHD发生发

展的保护因素。
本实验研究结果显示,广西人群中,CHD组和对

照组rs10116253位点的基因型和等位基因频率分布

趋势相同,携带rs10116253位点CT基因型和C等位

基因的女性患CHD的风险较低,携带TT基因型的汉

族人患CHD的风险较低,提示rs10116253位点多态

性可能是CHD发病的一个遗传易感因素;CHD组血

清TLR4表达水平明显高于其对照组,且在CHD组

内随着病变累及血管支数的增加而升高,其差异具有

统计学意义,提示TLR4可能与CHD患者有相关性,
且可能与病变累及血管支数呈正相关,同时,我们的研

究结果也提示了血清TLR4的表达水平及CHD患者

病变累及的血管支数可能并不受rs10116253基因多

态性的影响。

4 结论

综上 所 述,在 中 国 广 西 人 群 中,TLR4 基 因

rs10116253C/T位点多态性可能与CHD的发病具有

易感性,外周血TLR4的表达水平在CHD患者中明

显升高,且可能与病变累及血管支数有关,但CHD组

内不同的基因型TLR4的表达水平无显著差异,提示

TLR4基因可能通过其他的位点多态性影响其外周血

的表达水平。
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