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摘要 目的：探索中国汉族人群 Toll样受体 4 基因 Asp299Gly多态性与阿尔茨海默病(AD)相关性。方法：样本来源于 2010.01-2012.01
上海普陀区人民医院门诊及病房、瑞金医院、华山医院痴呆专病门诊就诊的 200 例 AD 患者(年龄在 45-85 岁之间)与同时期入组

的患者配偶或体检中心 200 例健康对照(统计分析时有 10 例患者因故剔除),所有入组者为无血缘关系的中国汉族人。AD 诊断由

神经科专科医生参照美国国立神经病学、语言交流障碍和卒中老年性痴呆和相关疾病学会工作小组(NINCDS-ADRDA)关于 AD
的诊断标准确定。所有入组者抽取随机静脉血 2 ml，血样标本使用双脱氧链终止法进行 TLR4 基因 Asp299Gly 突变检测。实验前

期随机抽取部分血样进行 TLR4 蛋白定量测定。因为使用双脱氧链终止法未检测到 TLR4 基因 Asp299Gly 突变型，在实验后期我

们又使用连接酶检测反应法对其中 352 例样本进行 TLR4 基因 Asp299Gly 突变复测及 ApoE 等位基因型检测。结果：与对照组相

比，AD 组外周血 TLR4 蛋白含量增高，其差异性具有统计学意义(P<0.05)。基因检测结果显示 TLR4 基因 Asp299Gly 突变两组均

为野生型 A，AD 组 ApoE ε4 基因型频率(包含纯合子及杂合子)高达 35.90 %，明显高于对照组(17.35 %)。结论：AD 组外周血

TLR4 蛋白表达量增高提示 TLR4 与 AD 发病有一定相关性，但没有证据表明 TLR4 基因 Asp299Gly 突变与 AD 发病有相关性。
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ABSTRACT Objective: To explore the relationship between Toll-like Receptor 4 single nucleotide polymorphisms and Alzheimer
disease in the Chinese Han population. Methods: There were 200 AD patients (aged 45 to 85 years) and 200 health controls (aged 45 to
85 years) enrolled from January 2010 to January 2012. The patients were consecutively recruited from the outpatient and inpatient
department in Shanghai Putuo District People's Hospital, Clinic for dementia in Huashan Hospital and Ruijin Hospital. The health
volunteers were recruited from spouses of the patients and the general physical examination population. All the enrolled subjects had no
blood relationship. AD diagnosis were verified by an experienced neurological specialist according to the NINCDS-ADRDA criteria. 2
ml peripheral blood was taken from all the subjects for TLR4-Asp299Gly mutation test by the dideoxy chain termination method.
Meanwhile, TLR4 protein quantitative determination was finished for some random samples in both two groups at the early stage of the
experiment. Additionally, in the later stage of experiment, 352 of the samples were retested for TLR4-Asp299Gly mutation through
Polymerase Chain Reaction-Ligase Detection Reaction (PCR-LDR) method and the ApoE genotype was detected through Snapshot
method since the TLR4-Asp299Gly mutation had been not detected through dideoxy chain termination method. Results: The content of
TLR4 protein is higher in the AD group than that in the control group, and the difference is statistically significant (P <0.05). Asp299Gly
mutation test result shows that the two groups of the samples are wild genotype A without mutation of G, and the frequency (including
homozygous and heterozygous) of ApoE ε4 genotype is significantly higher in the AD group with 35.9 %, which is much higher than that
of the control group (17.35 %). Conclusions: In contrast to the control group, the higher expression of TLR4 in peripheral blood of AD
group indicates that TLR4 plays a role in AD process, but evidence on correlation between Asp299Gly mutation of TLR4 gene and the
incidence of AD is not observed.
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前言

1996 年 Lamaitre 等人首次观察到与果蝇发育有关的 Toll
样受体蛋白控制了成年果蝇抗真菌感染的免疫反应[1]。随后，在

人类、小鼠分别发现了 11 和 13 种 TLRs，其中 TLR4 是 TLRs
家族最主要的成员之一，属于 I 型跨膜蛋白受体，由胞质区、跨
膜区和胞外区组成，主要与外源性脂多糖(LPS)结合介导 LPS
信号转导通路，参与炎症反应[2]。人类 TLR4 基因位于染色体

9q33.1 位置(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)，其第三外显子

Asp299Gly 突变(位于 rs4986790 位点)可改变 TLR4 的细胞外

结构,从而导致 LPS 信号转导减弱，影响热休克蛋白、硫酸乙酰

肝素、透明质烷片段、高迁移率簇蛋白 1 等多种因素参与的感

染或非感染性炎症免疫应答[3,4]。
阿尔茨海默病(AD)是以神经元缺失、Aβ淀粉样沉积、神

经胶质细胞活化与神经原纤维缠结为特点的一种中枢神经系

统的退行性疾病，其病因目前尚无定论，但中枢神经系统免疫

炎症反应在其病程中的作用已得到多数学者的认可，而 TLR4
信号转导通路介导的内在免疫炎症反应在其中发挥了重要作

用[5-10]。已有意大利学者发现 TLR4 基因 Asp299Gly 突变可致神

经炎性反应减弱，减少痴呆发病率 [11,12]，国内目前尚无类似报

道。我们通过观察 AD 患者外周血 TLR4 表达量的差异以及使

用两种基因测序方法对 TLR4 基因 Asp299Gly 突变进行检测

从而比较病例组和健康对组突变阳性率，由此探讨该基因在中

国汉族人群中的 Asp299Gly 突变情况，希望能对探索 TLR4 基

因 Asp299Gly 突变在 AD 中发病的作用提供线索。

1 材料与方法

1.1 研究对象

样本来源于 2010.01-2012.01 上海普陀区人民医院神经内

科门诊及病房、上海交通大学附属瑞金医院、上海复旦大学附

属华山医院痴呆专病门诊就诊的 AD 患者 (年龄在 45-85 岁之

间)与同时期入组的健康的患者配偶或体检中心体检者。入组

者均为中国汉族人，无血缘关系。调查经过本人和(或者)其监护

人同意。入组患者均完成个人资料填写(现病史、既往史、家族

遗传病史、吸烟史、职业史)，进行体格检查，完成 MMSE 等量

表评估、头颅 CT/MRI 检查及临床常规血生化检查。入组者抽

取随机静脉血 2 ml，其中每组随机抽取 26 例样本即刻使用流

式细胞仪进行 TLR4 蛋白定量测定分析，余血样标本放入 4℃
冰箱保存备用，再进行 DNA 抽提及扩增。
1.1.1 入组标准 (1)AD 组入组标准：年龄 45-85 岁之间，男性或

绝经后的女性；Hachinski 缺血指数(HIS)<4 分；符合美国国立

神经病学、语言交流障碍和卒中老年性痴呆和相关疾病学会工

作小组(NINCDS-ADRDA)关于 AD 的诊断标准。 (2)对照组入

组标准：年龄 45-85 岁之间，男性或绝经后的女性，认知功能正

常的健康者,无神经精神科疾病史，无卒中史及痴呆家族史。
1.1.2 排除标准 局限性脑病；脑外伤(伴有意识丧失)；严重精

神病；酒精或药物滥用者；有严重心、肝、肾、肺功能不全者，或

伴有血液系统疾病者；慢性结缔组织疾病；缺乏理解，依从性差

者；已经确诊为癌症的患者。
1.2 实验方法

1.2.1 主要试剂 DNA 提取主要试剂 通用基因组小量抽提试剂

盒“Cell Lysis Solution, Precipitation Solution, 1.2 mol/L NaCl,
RNaseA, ProteinaseK, TE Buffer(PH8.0)”(上海生工生物工程有

限公司); 无水乙醇(上海彤晟化工科技有限公司)，氯仿(上海化

学试剂公司)。
PCR 主要试剂 (均为上海生工生物工程有限公司)：石蜡

油、Taq DNA Polymerase(5 U/μl) 高温聚合酶、10×PCR Buffer、
10 mM dNTP、上、下游引物、MgCl2(25 mM)。

电泳主要试剂 琼脂糖 (上海生工生物工程有限公司),Ultra
Low Range DNA Ladder ( Fermentas ) 6*Loading Buffer (宝生物

工程(大连)有限公司)。
1.2.2 实验设备及方法 流式细胞仪 (Becton Dickinson FACS
Calibur USA) 测定外周血 TLR4 含量；(2)Bio-Ran 公司 PCR 扩

增仪进行 DNA 扩增；(3)上海博尚生物技术服务有限公司提供

TLR4 基因双脱氧链终止法测序服务。上海捷瑞生物有限公司

提供 TLR4 连接酶检测反应法检测 Asp299Gly 突变(rs4986790
位点) 及使用 Snapshot 法进行 ApoE 等位基因型分析服务，测

序仪型号为 ABI 3730XL。
1.3 统计方法

利用 SPSS 13.0 软件对数据进行分析。等位基因和基因型

频率估计计数，并用卡方检验进行 Hardy-Weinberg 平衡。病例

组和对照组基线资料、Asp299Gly 突变阳性率、ApoE 等位基因

型分布用卡方检验进行了比较,其结果进行了 Bonferroni 校准，

以 P < 0.05 为差异显著性标准。

2 结果

2.1 基线资料情况

AD 组样本 194 例，其中男 87 例，女 107 例，年龄平均

72.44±8.23 岁(52～85 岁),MMSE 平均 16.93±6.06 分。对照组

196 例，其中男 85 例，女 89 例。年龄 50 ~ 85 岁，平均年龄

70.48±8.94 岁，平均 MMSE 总分 26.60±3.19。AD 组与对照组

之间性别、年龄差异显著性无统计学意义 (P 值分别为 0.443,
0.086)。AD 组的平均 MMSE 分数明显低于对照组，差异显著性

有统计学意义(P 值 0.000)，提示 AD 患者的总体认知功能较正

常健康对照下降(见表 1)。
2.2 外周血 TLR4 蛋白定量测定结果

与对照组相比较，AD 组外周血单核细胞膜表达 TLR4 蛋

白的平均荧光强度增高(87.58±7.89 % VS 79.318±9.54 %)，且

这种差异显著性有统计学意义(P<0.05)，这提示 AD 组患者外

周血的 TLR4 含量较正常对照组高，外周血中 TLR4 蛋白含量

与 AD 有一定的相关性。
2.3 基因检测结果

2.3.1 TLR4-Asp299Gly 突变结果 AD 组与对照组共 400 例

DNA 样本使用双脱氧链终止法 (dideoxy chain termination)，采

用 下 游 引 物 完 成 DNA 测 序 , 结 果 提 示 两 组 样 本

TLR4-Asp299Gly 位点均为野生型 A, 未见突变型 G，即突变的

阳性率为 0 %(随机摘录其中一份目的基因片段序列及图谱如

图 1 所示, 两组突变阳性率比较见表 2)。两组共有 10 例标本因

故在分析时予剔除（见表 1 注释）。实验后期抽取 352 份样本使

用 连 接 酶 检 测 反 应 法 (PCR-LDR) 复 测 仍 未 检 出
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TLR4-Asp299Gly 突变型,均为野生型 A(见图 2)(见表 2)。

表 1 两组基础人口学资料情况对比

Table 1 Comparison of the basic demography data of the two groups

组别

Group
总数

Total
性别(男 / 女)

Sex(male/female)
年龄(岁)

Age(Mean±SD)

MMSE 得分

MMSE score(Mean±SD)

AD 组

(AD group)
194a 87/107 72.44±8.230 16.93±6.061*

对照组

(Control group)
196b 96/100 70.48±8.936 26.60±3.186

注：a、b 随访有 6 例患者各查出肝癌、膀胱癌、前列腺癌、甲状腺瘤、血小板增多症(原因不明)，肺内占位(肺癌可能)，4 例对照组转化为轻度认知功

能减退(MCI)，在统计分析时予剔除。* AD 与对照组比较 P<0.01。
Note: a、b means that 10 cases were excluded when statistic analysis because of 6 AD patients identified with liver cancer, bladder cancer, prostate cancer,

thyroid tumor, platelet increasing disease (for reasons unknown), and neoplasm in the lungs (cancer probably) separately, and 4 cases of the control group

defined as Mild Cognitive Impairment at follow-up. *AD group compares to control group P<0.01.

图 2 TLR4-Asp299Gly 检测结果图谱(PCR-LDR 法)

Fig.2 Spectrum of TLR4-Asp299Gly mutation test by PCR-LDR method

注：只有 A 的位置有峰为 A 纯合，A 和 G 的位置都有峰为 AG 杂合，只有 G 的位置有峰为 G 纯合。
Note：The genotype would be defined as A homozygote if the peak only appears at the A position and G homozygote if the peak only appears at the A

position. A/G heterozygote would be defined if the peak only appears at both of A and G positions

图 1 TLR4-Asp299Gly 检测结果图谱(双脱氧链终止法)

Fig.1 Spectrum of TLR4-Asp299Gly mutation test by dideoxy chain termination method

注：箭头所指为 ASP299GIY 基因突变位点

Note: The position arrow symbol pointed out means the mutation position
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2.3.2 ApoE 等 位 基 因 型 分 析 结 果 352 例 DNA 样 本 使 用

Snapshot 法检测 ApoE 等位基因多态性， 结果提示 AD 组

ApoE ε4 频率高达 56 %(包含 ε4 杂合子及纯合子：ε2 ε4，ε3
ε4，ε4 ε4)较对照组(17.35 %)明显升高，差异显著性具有统计

学意义(P=0.000)。AD 组 ApoE ε3 分布频率(91.03 %)较对照组

低(96.94 %)，差异显著性有统计学意义(P=0.017)，ApoE 等位基

因检测结果与文献类似，健康人群中以携带 ApoE ε3 为常见，

同时也提示本实验方法的准确性(见表 3)。

表 2 两种方法测定 AD 和对照组 DNA 标本 TLR4 基因 Asp299Gly 突变阳性率比较

Table 2 Comparisons of positive rate of TLR4 Asp299Gly mutation between AD and control group tested by two methods

检测方法

Test method
总例数

Total cases(n)

AD 组阳性率(%)

Positive rate in AD(%)
对照组阳性率(%)

Positive rate in control(%)

双脱氧链终止法

(Dideoxy chain termination)
390 0 0

连接酶检测反应法

(PCR-LDR)
352 0 0

表 3 AD 组与对照组 ApoE 等位基因型分布比较

Table 3 Comparisons of the genotype frequency of the AD group and control group

基因型

Genotype

组别 Group

AD 组 频数（频率%）

Frequency of genotype in AD Cases n(%)
对照组 频数（频率%）

Frequency of genotype in control Cases n(%)

ApoEε4(+)** 56(35.90 ) 34（17.35）

ApoEε4(-) 100（64.10） 162（82.65）

ApoEε3（+）*** 142（91.03） 190（96.94）

ApoEε3（-） 14（8.97） 6（3.06）

注：** 包含 ε4 杂合型及纯合型，*** 包含 ε3 杂合型及纯合型。

Note：** Including ε4 homozygous and heterozygous genotype. *** Including ε3 homozygous and heterozygous genotype.

3 讨论

通过该研究，我们发现 TLR4 蛋白在 AD 患者外周血中表

达增多，这提示 TLR4 与 AD 发病有一定相关性，但 TLR4-Asp
299Gly 基因多态性在中国汉族人群中阳性率极低，该研究所

检测样本均为野生型，它是否影响 AD 的发病率及如何参与

AD 发病机制，还需要进一步探讨。
TLR4 最突出的生物学功能是促进细胞因子合成和释放，

介导细胞炎症反应，在体内多个组织、器官表达，基因突变可影

响其结构功能及表达。有学者对已故 AD 患者进行尸解发现患

者大脑中受损的神经元及淀粉样斑块沉积周围含有大量神经

小胶质细胞，另有研究发现 AD 模型小鼠的大脑神经细胞膜表

面呈 TLR4 高表达状态，这都提示神经小胶质细胞在 AD 发病

中发挥了作用。神经小胶质细胞主要是通过 TLR4 信号转导通

路介导的内在免疫炎症反应参与 AD 的疾病进程。众所周知，

Aβ 沉积是 AD 特征性病理改变之一，它可以激活小胶质细胞

从而影响 AD 病程[13]。一方面，少量激活的小胶质细胞可通过

TLR4 介导清除 Aβ 沉积从而保护受损的神经元。另一方面，过

度小胶质细胞激活可通过分泌各种炎性因子及细胞毒性物质

直接导致神经元受损、凋亡[12]。有研究发现 TLR4 基因敲除鼠其

脑组织中呈现大量 Aβ 沉积，TLR4 基因 Asp299Gly 突变亦可

导致 TLR4 信号转导通路介导的炎症反应受抑制或减弱 [14]，有

可能因此干预 AD 发生发展。若能从基因病因学上有所突破，

那么被戴上“绝症之帽”的 AD 患者有可能从基因诊断治疗上

获益。当然，也不是所有的研究均提示 TLR4 基因突变可以减

弱炎症反应 [15]。本研究实验早期随机抽取的病例与对照进行

TLR4 蛋白定量测定提示 AD 组外周血 TLR4 含量明显高于对

照组，这提示 TLR4 表达增多与 AD 发病有一定相关性(另有发

表文章)。但由于本实验排除试验方法误差以后，发现 AD 组与

对照组 TLR4 基因均为 Asp299Gly 野生型，并不能解释该基因

位点突变如何影响 TLR4 蛋白结构功能改变及表达。
目前已发现有些基因(AβPP、PSEN1、PSEN2)对于家族性

AD 发病起显著作用，对于散发性 AD 患者，仅 ApoE-ε4 被认

为是独立危险因素，并得到较多研究者的认可[16]，且其遗传性

也可高达 60-80 %[17]。本研究的结果亦提示 ApoE-ε4 在 AD 组

阳性率显著高于对照组，与国内其他研究结果一致[18]。Minor-
etti P 首先报道了 TLR4 基因单核苷酸多态性(Asp299Gly)影响

了迟发型 AD(LOAD)的发病率，LOAD 组 Asp299Gly 突变的频

率明显低于对照组(5.4 % VS 13.0 %，P=0.002)，提示该突变对

AD 发病的可能起保护作用。随后 Balistreri CR 等人的研究亦

得出类似结果[11.12]。但是我们的研究中无论是 AD 组还是对照

组均未发现 TLR4 基因 Asp299Gly 突变型，提示在中国汉族人

群中 TLR4 基因 Asp299Gly 突变阳性率可能极低，且 AD 的发

病不一定受 TLR4 基因 Asp299Gly 突变的影响，而可能是受其

他位点的单核苷酸多态性影响。最近国内有研究报道 TLR4 基

因多个单核苷 酸 多 态 性 (rs10759930, rs1927914, rs1927911,
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rs12377632, rs2149356, rs7037117, rs7045953)降低 LOAD 的发

病率，但并没有提及 rs4986790 位点多态性情况[19]。在此之前，

有多个研究显示亚洲人未见突变型阳性报道，与本研究实验结

果一致。此外 , 我们将中国汉族与其他种族的 TLR4 基因

Asp299Gly 突变情况做比较，发现在不同人群中, 该等位基因

频率及基因型频率的分布有差异, 我国研究的人群[20,21]与新加

坡、韩国、日本人等东亚人群相似[22,23]，均未检测到 TLR4 基因

Asp299Gly 突变 , 德国人 TLR4 基因 Asp299Gly 突变频率为

5.6%，意大利健康人群突变频率为 7.2 %[11]，印度尼西亚研究提

示 5/201(2.5 %) 病例(登革热患者)与 4/179(2.2 %)健康对照的

突变率无显著差异[24]。由此可以看出 TLR4 基因 Asp299Gly 突

变频率的差异性主要与种族相关。

4 结论

在中国汉族人群中，外周血 TLR4 蛋白表达量与 AD 发病

有一定的相关性，但没有证据表明 TLR4 基因 Asp299Gly 突变

与中国汉族人群 AD 发病率有相关性。不同种族人群 TLR4 基

因 Asp299Gly 突变频率存在差异, 中国汉族人群 TLR4 基因可

能通过其他位点突变影响 AD 的发病率。
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