
精准医学杂志2024年8月第39卷第4期 JPrecisMed,August2024,Vol.39,No.4
doi:10.13362/j.jpmed.202404015  文章编号:2096-529X(2024)04-0352-04

[收稿日期]2023-10-19; [修订日期]2024-01-18
[基金项目]青岛大学附属医院临床医学+X科研项目(2019+

X017)
[通讯作者]常红,Email:18661802671@yeah.net

TLR3 基因单核苷酸多态性与儿童紫癜性肾炎的
相关性

屈凤祥 常红 林毅
(青岛大学附属医院儿科,山东 青岛 266003)

[摘要] 目的 探讨TLR3 基因单核苷酸多态性与儿童过敏性紫癜(Henoch-Schönleinpurpura,HSP)及紫癜

性肾炎(Henoch-Schönleinpurpuranephritis,HSPN)易感性的相关性。方法 选择 HSP患儿174例作为病例组,

选择同期体检的162例健康儿童作为对照组。根据病例组患儿在随访过程中是否合并肾脏损害分为 HSP组、

HSPN组。采用多重聚合酶链反应技术(M-PCR)靶向捕获 TLR3 基因rs35311343、rs121434431、rs199768900、

rs768091235、rs1244010954位点,通过高通量测序技术对所有样本的上述位点进行测序,根据测序结果进行各位点

基因型以及基因频率的统计分析。结果 病例组与对照组 TLR3 基因rs35311343、rs121434431、rs199768900、

rs768091235、rs1244010954位点的各基因型频率和各等位基因频率比较,差异无显著意义(P>0.05)。病例组中

HSP组与 HSPN组TLR3 基因rs121434431、rs199768900、rs768091235、rs1244010954位点的各基因型频率和各

等位基因频率比较,差异无显著性(P>0.05);rs35311343位点的基因型频率与等位基因频率比较差异有显著性

(χ2=9.492,OR=2.662,95%CI=1.342~5.281,P<0.05)。结论 TLR3 基因rs35311343位点CG基因型与儿童

过敏性紫癜肾脏受累有关,等位基因G可能是 HSPN的易感基因。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheassociationofsinglenucleotidepolymorphismsoftheTLR3genewithsuscepti-

bilitytoHenoch-Schönleinpurpura(HSP)andHenoch-Schönleinpurpuranephritis(HSPN)inchildren. Methods Atotalof

174childrenwithHSPwereenrolledascasegroup,and162healthychildrenwhounderwentphysicalexaminationduringthesame

periodoftimewereenrolledascontrolgroup.ThechildreninthecasegroupweredividedintoHSPgroupandHSPNgroupaccor-

dingtothepresenceorabsenceofrenaldamageduringfollow-up.Multiplexpolymerasechainreactionwasusedfortargetedcapture

ofthers35311343,rs121434431,rs199768900,rs768091235,andrs1244010954locioftheTLR3gene,high-throughputsequen-

cingwasperformedfortheabovelociofallsamples,andastatisticalanalysiswasperformedforthegenotypeandgenefrequency

ofeachlocus. Results Therewerenosignificantdifferencesinthegenotypeandallelefrequenciesofthers35311343,

rs121434431,rs199768900,rs768091235,andrs1244010954locioftheTLR3genebetweenthecasegroupandthecontrolgroup
(P>0.05).Forthecasegroup,therewerenosignificantdifferencesinthegenotypeandallelefrequenciesofthers121434431,

rs199768900,rs768091235,andrs1244010954locioftheTLR3genebetweentheHSPgroupandtheHSPNgroup(P>0.05),

whiletherewasasignificantdifferenceinthegenotypeandallelefrequenciesofthers35311343locusbetweenthetwogroups(χ2=

9.492,OR=2.662,95%CI=1.342-5.281,P<0.05). Conclusion TheCGgenotypeofthers35311343locusoftheTLR3gene

isassociatedwithrenalinvolvementinchildrenwithHSP,andalleleGmaybeasusceptibilitygeneforHSPN.
[KEY WORDS] Purpura,schoenlein-henoch;Toll-likereceptor3;Polymorphism,singlenucleotide;Nephritis;High-

throughputnucleotidesequencing;Child

  儿童过敏性紫癜(Henoch-Schönleinpurpura,

HSP)是一种常发生于儿童的小血管炎,可导致各种

临床症状,如皮肤紫癜、关节炎和(或)关节痛、腹痛

和肾脏受累。据报道,20%~55%的过敏性紫癜患

儿会发生肾脏受累[1],其中部分肾损害可进展为肾

功能不全,这决定了 HSP患儿的远期预后。目前

HSP的发病率呈逐年增高趋势,但是其确切的病因

和发病机制仍不十分清楚。T细胞功能改变、细胞

因子分泌异常、炎症递质参与、凝血与纤溶机制紊乱

以及易感基因等多方面因素可能均参与了该病的发

病过程[2]。

Toll样受体(TLRs)是一种非特异性的天然免

疫受体,可特异性识别dsRNA,最终诱导一型干扰
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素以及炎性细胞因子、趋化因子的产生。TLR3 基

因存在多个单核苷酸多态性(SNP)位点,而编码区

DNA序列中SNP的出现会影响到TLR3蛋白的结

构、功能或表达水平,引起下游信号通路功能障碍,
从而导致自身免疫性疾病发生风险升高。因此,本
研究旨在对TLR3 基因rs35311343、rs121434431、

rs199768900、rs768091235、rs1244010954的SNP与

HSP以及紫癜性肾炎(Henoch-Schönleinpurpura
nephritis,HSPN)的相关性进行研究和探讨,以期

为HSPN的个性化治疗提供理论依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择2017年1月—2019年12月青岛大学附

属医院儿科收治的174例HSP患儿作为病例组,根
据病例组患儿在随诊期间是否出现肾脏受累表现,
分为HSP组(104例)和 HSPN组(70例),病例组

患儿随访时间至少为6个月,平均的随诊时间为

(9.1±2.7)月。此外,选择同一时期儿童保健科体

检的162例年龄匹配的健康儿童作为对照组。

1.2 诊断标准

HSP的诊断参考2006年EULAR/PReS制定

儿童血管炎的分类标准[3]。紫癜性肾炎的诊断参考

中华医学会儿科学分会肾脏病学组2009年制定的

紫癜性肾炎的诊治循证指南(试行)中的标准[4]。

1.3 实验方法

1.3.1 标本收集及DNA提取 清晨采集所有受试

者空腹外周静脉血2mL,置于EDTA抗凝管中,使
用-80℃超低温冰箱保存备用。使用天根生化科

技(北京)有限公司的血液基因组DNA提取试剂盒

进行DNA提取。

1.3.2 目的基因SNP分析 应用Primer3软件针

对目的基因全长进行特异性多重引物设计(表1)。
引物合成由生工生物工程(上海)股份有限公司完

成。PCR反应扩增条件:94℃预变性3min:然后

95℃变性30s,58℃退火30s,72℃延伸90s,

72℃延伸5min,共30个循环。将扩增后的DNA
进行qPCR检测。按照SOP标准将桥式PCR产物

放置IlluminaX-10平台上机测序。根据测序结果

进行各位点基因型及基因频率的统计分析。

1.4 统计学方法

采用SPSS24.0软件进行数据的统计分析,以

Sequencer4.9软件对测序结果进行分析。定性资

料采用例(率)表示,两组间定性资料的比较采用卡

方检验,采用95%CI和优势比(OR)评价基因位点

与各组间的相关性。

表1 引物名称及其序列

名称 序列
长度
(bp)

Rs35311343 F:5'-TAAAGTGGACAAATCTCACTATGC-3'24
R:5'-AGGCAAGGGAAATACTTTGTTTAG-3'24

Rs121434431 F:5'-GAAATTCTCGATTTGCAGCATAAC-3'24
R:5'-TATTAAAGACAGATGCTGGAAGTG-3'24

Rs199768900 F:5'-TTAGATTCAAGGTACATCATGCAG-3'24
R:5'-GCTACTTGCAATTTATGACGAAAG-3'24

Rs768091235 F:5'-ACTCCCCAAGATTGATGATTTTTC-3' 24
R:5'-TTAGGTTGAGTATGTGTAAGGGAG-3'24

Rs1244010954F:5'-GGGAACATTTCTCTTCAATGGAA-3' 23
R:5'-CAAGTACACACTTAAAATTTCACA- 28
ATGT-3'

2 结  果

2.1 病例组与对照组TLR3 基因各位点基因型频

率和等位基因频率比较

病例组与对照组患儿TLR3 基因rs35311343、

rs121434431、rs199768900、rs768091235、rs12440-
10954位点的各基因型频率和各等位基因频率比

较,差异无显著性(P>0.05),见表2、3。

表2 病例组与对照组中TLR3基因各位点的基因型频

率比较[例(χ/%)]

SNP位点 基因型 对照组 病例组 χ2 P

rs35311343 CC 138(85.2) 135(77.6) 3.180 0.075
CG 24(14.8) 39(22.4)

rs121434431 CC 101(62.3) 105(60.3) 1.971 0.373
TC 17(10.5) 27(15.6)

TT 44(27.2) 42(24.1)

rs199768900 AA 33(20.4) 28(16.1) 1.131 0.568
AG 28(17.3) 34(19.5)

GG 101(62.3) 112(64.4)

rs768091235 CC 37(22.8) 35(20.1) 2.611 0.271
TC 17(10.5) 11(6.3)

TT 108(66.7) 128(73.6)

rs1244010954 AA 29(17.9) 25(14.4) 1.109 0.574
AG 30(18.5) 38(21.8)

GG 103(63.6) 111(63.8)

2.2 病例组的 HSP组与 HSPN组中TLR3 基因

各位点基因型频率和等位基因频率比较

病例组当中,HSP组与 HSPN 组患儿 TLR3
基因的rs121434431、rs199768900、rs768091235以

及rs1244010954位点的各基因型频率和各等位基

因频率比较,差异无统计学意义(P>0.05);HSPN
组患儿TLR3 基因rs35311343位点的CG基因型
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频率明显高于HSP组患儿(χ2=9.492,P<0.05);

HSPN组患儿TLR3 基因rs35311343位点G等位

基因频率明显地高于HSP组患儿(χ2=8.294,P<
0.05),携带G等位基因的患儿发生 HSP合并肾脏

损伤的风险明显地增加(OR=2.662,95%CI=
1.342~5.281)。见表4、5。

表3 病例组与对照组中TLR3基因各位点的等位基因

频率比较[例(χ/%)]

SNP位点
等位
基因

对照组 病例组 OR(95%CI) P

rs35311343 C 300(92.6)309(88.8)0.634(0.372~1.080)0.091
G 24(7.4)39(11.2)

rs121434431 C 219(67.6)237(68.1)1.024(0.740~1.415)0.887
T 105(32.4)111(31.9)

rs199768900 A 94(29.0)90(25.9)0.854(0.608~1.198)0.360
G 230(71.0)258(74.1)

rs768091235 C 91(28.2)81(23.3)0.777(0.549~1.099)0.153
T 233(71.9)267(76.7)

rs1244010954 A 88(27.2)88(25.3)0.908(0.643~1.280)0.581
G 236(72.8)260(74.7)

表4 HSP、HSPN组中TLR3基因各位点基因型频率比

较[例(χ/%)]

SNP位点 基因型 HSP组 HSPN组 χ2 P

rs35311343 CC 89(85.6) 46(65.7) 9.492 0.002
CG 15(14.4) 24(34.3)

rs121434431 CC 59(56.7) 46(65.7)

TC 18(17.3) 9(12.9) 1.450 0.484
TT 27(26.0) 15(21.4)

rs199768900 AA 14(13.5) 14(20.0)

AG 21(20.2) 13(18.6) 1.325 0.516
GG 69(66.3) 43(61.4)

rs768091235 CC 21(20.1) 14(20.0)

TC 7(6.7) 4(5.7) 0.077 0.962
TT 76(73.1) 52(74.3)

rs1244010954 AA 13(12.5) 12(17.1)

AG 21(20.2) 17(24.3) 1.449 0.484
GG 70(67.3) 41(58.6)

  表5 HSP、HSPN组TLR3基因各位点等位基因频率比

较[例(χ/%)]

SNP位点
等位
基因

HSP
组

HSPN
组 OR(95%CI) P

rs35311343 C 193(94.6)116(82.9)2.662(1.342~5.281)0.004
G 15(5.4)24(17.1)

rs121434431 C 136(66.7)101(72.1)0.729(0.457~1.164)0.185
T 72(33.3)39(27.9)

rs199768900 A 49(24.0)41(29.3)0.744(0.485~1.208)0.231
G 159(76.0)99(70.7)

rs768091235 C 49(24.0)32(22.9)1.040(0.626~1.729)0.879
T 159(76.0)108(77.1)

rs1244010954 A 47(23.0)41(29.3)0.705(0.433~1.148)0.159
G 161(77.0)99(70.7)

2.3 Hardy-Weinberg平衡定律检测

Hardy-Weinberg平衡定律检测的结果显示,受
试对象的基因型分布频率差异无显著统计学意义

(P>0.05),证明受试群体达到遗传平衡,即具有群

体代表性。

3 讨  论

HSP是一种常见的由IgA介导的系统性血管

炎性疾病。4~6岁儿童发生率最高[5],大多数HSP
患儿预后极佳。部分患儿病变累及肾脏,可导致不

可逆肾脏病。对于 HSP患儿的临床表现、诊断、治
疗已经有了诸多研究,但是关于该病病因与发生机

制尚不明确[6]。SAITO等[7]研究发现,HSPN患者

的外周血单核细胞中TLR3 基因的表达水平出现

明显上调。

TLR是一个细胞受体家族,在人类其由10个

成员组成(TLR1~10),由免疫细胞和非免疫细胞

不同亚群表达[8]。TLRs产生的信号通过 MAPK
途径和NF-κB途径转导,召募细胞内促炎因子和共

刺激分子,激发机体炎症反应[9]。TLR3是病毒双

链RNA的病原体识别受体,已有研究证实 TLR3
会触发 MRL1pr小鼠中已建立的免疫复合物疾病

的恶化[10]。目前已有研究发现TLR3 基因的SNP
与骨关节炎(OA)[11]、1型糖尿病(T1DM)[12]、哮
喘[13]、系统性红斑狼疮(SLE)[14]、膀胱癌[15]等疾病

有关。该基因多态性的改变可能会导致自身免疫性

疾病发生风险增高。
本研究中,TLR3 基因rs35311343、rs121434-

431、rs199768900、rs768091235、rs1244010954位点

与HSPN的发病无明显相关性,该结果可能与各分

组选择样本量过少有关系,从而可能导致实验结果

出现偏差,后期会通过加大样本量进一步研究。

TLR3 基因rs35311343位点的CG基因型以及 G
等位基因频率均与HSPN的发病率升高有关系,统
计结果提示等位基因G在HSP组与HSPN组中差

异也有显著性。因此可以推测,与携带C等位基因

的HSP患儿相比,携带G等位基因的 HSP患儿发

生HSP后,其合并肾脏损害的风险相应增高。
有学者研究了TNF-α预处理对多肌苷-聚胞苷

酸(polyIC)诱导的TLR3信号转导的作用,结果显

示TLR3/IFN-β/RIG-I/CCL5轴的活化参与了狼疮

肾炎的发展,polyIC可诱导产生短暂性蛋白尿,促
使尿CD80的排泄,并可增加肾小球足细胞CD80
的产生,提示TLR3信号转导参与了活动性肾病综
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合征蛋白尿的发生[16-17]。
感染是多数HSP患儿的诱发因素,中性粒细胞

趋化因子CXC基序趋化因子1(CXCL1/GROα)是
强中性粒细胞趋化因子[18]。研究发现TLR3信号

的激活可以诱导肾小球膜细胞中CXCL1的表达,
其在区域炎症反应中起重要作用[19]。另外,肾小球

内皮细胞(GECs)中的黏附分子E-选择素在GECs
中起重要作用,免疫荧光法检测发现,CXCL1在新

月型和非新月型紫癜性肾炎患者肾组织活检标本中

表达增高[18]。肾小球系膜炎性趋化因子/细胞因子

的表达在紫癜性肾炎的发病过程中起着关键作用,
细胞因子过度活化可引起全身或局部免疫反应,甚
至与自身免疫相互作用,直接或间接造成肾脏损害。

综上所述,TLR3 基因rs35311343位点等位基

因G可能是儿童 HSP肾脏损害的危险因素,基因

调控致患儿血清细胞因子水平改变可能是其致病原

因。TLR3 基因多态性对 HSPN的易感性和患儿

的预后有重要影响。TLR3 基因多态性的研究为患

儿的个体化治疗提供了新的方向。
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