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ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点多态性与

幽门螺杆菌感染的研究

舒　颖，张平安△，童永清（武汉大学人民医院检验科，武汉　４３００６０）

　　【摘要】　目的　检测湖北地区人群Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点单核苷酸多态性，

以及与幽门螺杆菌（Ｈｐ）感染的关系。方法　收集２０１２年１２月至２０１３年６月在武汉大学人民医院内镜中心进行

胃镜活检的就诊患者３２６例，同时采集患者外周血。采用免疫胶体金法检测患者外周血中 Ｈｐ抗体。采用等位基

因特异性聚合酶链反应检测ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点多态性。结果　ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０位点在

所有研究对象中基因型均为ＡＡ型，ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９１位点在所有研究对象中基因型均为ＣＣ型。结论　湖北

地区人群ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点不存在多态性，湖北地区人群Ｈｐ感染与ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１

２个位点多态性不存在相关性。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｐ）是一种多鞭毛、螺旋状、微需氧的革兰阴

性菌，是人类最常见的慢性感染菌之一，定居在人体胃黏膜表

层的黏膜层，感染后不予治疗可能会终生定植。１９８２年 Ｗａｒ

ｒｅｎ和 Ｍａｒｓｈａｌｌ从人胃黏膜中分离培养出Ｈｐ后，经过２０多年

的研究表明，Ｈｐ为慢性活动性胃炎的主要致病菌，是消化性

溃疡的重要致病因素，是胃癌重要的危险因素，世界卫生组织

已将其列为一类致癌物［１］。然而，在不同人群中，Ｈｐ感染率

并不相同，全球 Ｈｐ感染率大约占５０．００％
［２３］，我国自然人群

Ｈｐ总 感 染 率 为 ５６．２２％
［４］，湖 北 地 区 Ｈｐ 感 染 率 为

５８．９０％
［５］。Ｈｐ感染除了与所接触到的细菌数量、细菌毒力

及环境因素存在一定的关系外，还可能与宿主本身的遗传易感

性有一定的关系。Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）是革兰阴性细菌脂多

糖（ＬＰＳ）的受体，在ＬＰＳ诱导的信号转导途径中起着重要作

用。因此，本文拟探讨湖北地区人群中ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０

和ｒｓ４９８６７９１位点多态性与 Ｈｐ感染的关系，现将研究结果报

道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年１２月至２０１３年６月在武汉大

学人民医院内镜中心进行胃镜活检的就诊患者３２６例，男２０２

例，女１２４例，平均年龄（４６．８±６．３）岁。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　采集所有研究对象空腹静脉血３ｍＬ，取１

ｍＬ分离出血清，－２０℃保存备用；２ｍＬ置于乙二胺四乙酸二

钠（ＥＤＴＡＮａ２）抗凝试管中充分混匀，－２０℃保存备用。

１．２．２　Ｈｐ抗体检测　采用免疫胶体金法检测 Ｈｐ抗体，试剂

盒由深圳市惠安生物科技有限公司提供，灵敏度９２．３％，特异

性９７．７％。

１．２．３　仪器与试剂　全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒（上海莱

枫生物科技有限公司），超微量核酸分析仪 ＮＤ２０００（美国

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＡＢＩ９７００基因扩增仪和ＤＹＹ６Ｃ电

泳仪（北京六一公司），ＡＢＩ３１３０测序仪和测序所用试剂（美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）。
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１．２．４　引物设计　参照 Ｇｅｎｂａｎｋ中 ＴＬＲ４基因序列，采用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物。针对单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）位点 ｒｓ４９８６７９０ 设计 ２ 对特异 性 引 物，用 来 鉴 别

ｒｓ４９８６７９０基因的３种基因型（ＧＧ型、ＡＡ型和ＧＡ型）。针对

ＳＮＰ位 点 ｒｓ４９８６７９１ 设 计 ２ 对 特 异 性 引 物，用 来 鉴 别

ｒｓ４９８６７９１基因的３种基因型（ＣＣ型、ＴＴ型和ＣＴ型）。引物

序列见表１。

表１　ＳＮＰ位点基因多态性扩增引物

检测位点 基因型及引物名称 引物序列（５′３′） 扩增片段长度（ｂｐ）

ＴＬＲ４ｒｓ４９８６７９０ ＧＧ型（４９８６７９０Ｇ）
Ｆ：ＧＣＡＴＡＣＴＴＡＧＡＣＴＡＣＴＡＣＣＴＣＧＡＴＣＧ

Ｒ：ＣＴＣＡＡＧＧＣＴＴＧＧＴＡＧＡＴＣＡＡＣＴＴＣ
２５７

ＡＡ型（４９８６７９０Ａ）
Ｆ：ＧＣＡＴＡＣＴＴＡＧＡＣＴＡＣＴＡＣＣＴＣＧＡＴＣＡ

Ｒ：ＧＡＧＡＧＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＧＴＧＧＧ
１８９

内参照（４９８６７９０Ｓ）
Ｆ：ＣＣＴＧＴＧＣＡＡＴＴＴＧＡＣＣＡＴＴＧ

Ｒ：ＣＡＡＧＧＣＴＴＧＧＴＡＧＡＴＣＡＡＣＴＴＣＴＧ
２９０

ＴＬＲ４ｒｓ４９８６７９１ ＣＣ型（４９８６７９１Ｃ）
Ｆ：ＣＡＡＣＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＧＡＣＡＧＣ

Ｒ：ＧＴＧＴＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧＴＣＡＡＧＧ
２００

ＴＴ型（４９８６７９１Ｔ）
Ｆ：ＴＣＡＡＡＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＧＡＣＧＡＴ

Ｒ：ＴＴＧＣＣＡＧＣＣＡＴＴＴＴＣＡＡＧＡＣ
２６６

内参照（４９８６７９１Ｓ）
Ｆ：ＣＴＧＴＡＡＡＴＴＴＧＧＡＣＡＧＴＴＴＣＣＣＡ

Ｒ：ＧＴＧＴＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧＴＣＡＡＧＧ
３６０

１．２．５　基因组ＤＮＡ提取　采用基因组ＤＮＡ提取试剂盒提

取外周血基因组 ＤＮＡ，操作过程参照试剂盒使用说明书。

ＤＮＡ提取完成后－２０℃保存备用。

１．２．６　等位基因特异性聚合酶链反应（ＡＳＰＣＲ）扩增　采用

ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔｓ２×ＰＣＲ ｍｉｘ反应液配制 ＰＣＲ 扩增体系。

ｒｓ４９８６７９０ＰＣＲ扩增条件：９５℃３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃５０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃１０ｍｉｎ。ｒｓ４９８６７９１ＰＣＲ扩

增条件：９５℃３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个

循环；最后７２℃１０ｍｉｎ。整个反应过程在ＡＢＩ９７００基因扩增

仪上完成。

１．２．７　基因型判读　取１０μＬＰＣＲ产物行２％琼脂糖凝胶电

泳，采用凝胶成像系统分析ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１基因型。

对于同一位点，如果仅出现突变型引物扩增产物，则判定该位

点为突变型，如果仅出现野生型引物扩增产物，则判定该位点

为野生型，如两种引物均出现扩增产物，则为杂合子。

１．２．８　ＤＮＡ测序验证　采取简单随机抽样的方法挑选３０份

不同基因型的ＤＮＡ样本，进行ＰＣＲ后将扩增产物进行凝胶电

泳，回收并纯化上述ＤＮＡ条带，在 ＡＢＩ３１３０测序仪上进行测

序分析。

２　结　　果

２．１　Ｈｐ抗体检测结果　采用免疫胶体金法检测３２６例研究

对象血清标本，Ｈｐ抗体阳性患者有２１０例，Ｈｐ抗体阴性患者

１１６例。

２．２　ＤＮＡ测序法与ＡＳＰＣＲ检测ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位

点多态性的比较　见图１、２。以ＤＮＡ测序法作为金标准，两

种方法检测的３０份标本ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１基因型符合

率为１００％。

２．３　ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点基因型检测情

况　对３２６例 ＤＮＡ 样本进行分析，均未发现 ＴＬＲ４基因

ｒｓ４９８６７９０位点和ｒｓ４９８６７９１位点有突变。即ｒｓ４９８６７９０多态

性位点均为野生型Ａ而未见突变型Ｇ，ｒｓ４９８６７９１位点均为野

生型Ｃ而未见突变型Ｔ（图３）。

　　注：Ａ为ＤＮＡ测序法检测结果；Ｂ为ＡＳＰＣＲ检测结果。

图１　ＤＮＡ测序法与ＡＳＰＣＲ检测ｒｓ４９８６７９０基因型结果

　　注：Ａ为ＤＮＡ测序法检测结果；Ｂ为ＡＳＰＣＲ检测结果。

图２　ＤＮＡ测序法与ＡＳＰＣＲ检测ｒｓ４９８６７９１基因型结果

图３　ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点各基因型分布
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３　讨　　论

Ｔｏｌｌ样受体家族（ＴＬＲｓ）是近年来发现的在抗病原微生物

免疫防御反应中起重要作用的受体蛋白，能通过识别细菌、病

毒等病原体的相关模式分子，启动天然免疫和调节免疫反应，

在联系天然免疫和获得性免疫中也起桥梁作用。近年来有研

究表明，ＴＬＲ在 Ｈｐ感染所致胃部炎性反应中起至关重要的

作用。迄今，在人类已发现了１０个 ＴＬＲｓ（ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０），

它们多表达于抗原提呈细胞及上皮细胞［６］。ＴＬＲ４基因是当

前研究最为广泛的ＴＬＲｓ，其主要配体为细菌ＬＰＳ、病毒的包

膜蛋白等［６］。有研究表明，ＴＬＲ４能将ＬＰＳ传导通路的信号迅

速传至核内，激活核转录因子κＢ通路，刺激一氧化氮分泌，消

灭病原；此外，还能激活有关细胞因子表达，释放促炎细胞因

子，激活特异性免疫反应，最终在机体的先天性免疫中起重要

作用［７］。

对于ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１２个位点多态性

与 Ｈｐ感染相关性疾病的研究，不同学者有不同的意见。

Ｂａｇｈｅｒｉ等
［８］的 研 究 表 明，在 伊 朗 人 群 中，ＴＬＲ４ 基 因

ｒｓ４９８６７９０突变能够增加 Ｈｐ感染相关性胃炎患病风险；Ｏｌ

ｉｖｅｉｒａ和 Ｓｉｌｖａ
［９］的研究表明，在 巴 西 人 群 中，ＴＬＲ４ 基 因

ｒｓ４９８６７９０突变与胃癌有明显的易感相关性；Ｓａｎｔｉｎｉ等
［１０］在研

究意大利人群 ＴＬＲ４基因多态性与胃癌的关系中表明，

ｒｓ４９８６７９１突变能明显增加胃癌的患病风险；ＧａｒｚａＧｏｎｚａｌｅｚ

等［１１］报道墨西哥人群中 ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１

的突变均与晚期胃癌的患病无易感相关性。在本研究中，通过

对ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１２个位点的多态性进行

检测，发现３２６例研究对象中均未发现有上述突变，这与

Ｚｈｅｎｇ等
［１２］和 Ｈａｎｇ等

［１３］的研究结果一致。此外，类似的结

果在日本人群中也有报道［１４］。由此提示上述２个位点等位基

因突变在中国人群乃至亚洲人群中可能极少见或者根本没有

突变。这也说明，由于种族和地域差异，ＴＬＲ４基因ｒｓ４９８６７９０

和ｒｓ４９８６７９１基因多态性有一定差别，并且与疾病的关系也存

在明显差异。

综上所述，本研究在湖北地区人群中并没有检测到ＴＬＲ４

基因 ｒｓ４９８６７９０ 和 ｒｓ４９８６７９１ 位 点 多 态 性，ＴＬＲ４ 基 因

ｒｓ４９８６７９０和ｒｓ４９８６７９１位点多态性可能与湖北地区人群 Ｈｐ

感染并无相关性。至于ＴＬＲ４基因其他多态性位点及ＴＬＲ家

族的其他一些基因多态性位点与 Ｈｐ感染关系还有待进一步

研究。
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