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ＣＤ４０基因多态性与格雷夫斯病的相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨ＣＤ４０基因５′非翻译区＿１位点核苷酸多态性与格雷夫斯病（ＧＤ）的相关性。方法　使用聚合酶链反应

限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术测定１２８例ＧＤ患者（实验组）和１５０例健康人群（对照组）ＣＤ４０基因５′非翻译区位点的

基因型。结果　实验组ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型的频率分别为４６．０９％、２８．９１％和２５％，对照组分

别为２８．６７％、３６．６７％和３４．６６％，实验组和对照组３种基因型的分布频率之间的差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。实验组等位

基因Ｃ和Ｔ频率分别为６０．５５％和３９．４５％，对照组等位基因Ｃ和Ｔ频率分别为４７％和５３％，实验组和对照组Ｃ、Ｔ等位基因分

布频率之间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。有突眼症状的ＧＤ患者的ＣＤ４０基因５′非翻译区域的ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型的

频率分别为６４．１％、２０．５１％和１５．３８％，无突眼症状的ＧＤ患者３中基因型频率分别为３８．０２％、３２．５８％和２９．２％；有突眼症状

ＧＤ患者和无突眼症状的ＧＤ患者的３种基因型频率之间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；有突眼症状ＧＤ患者的Ｃ和Ｔ的

等位基因频率分别为７４．３６％和２５．６４％，无突眼症状ＧＤ患者的等位基因频率分别为５４．４９％和４５．５１％，有突眼症状ＧＤ患者

和无突眼症状的ＧＤ患者Ｃ和Ｔ的等位基因频率之间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＧＤ复发患者中ＣＤ４０基因５′非翻译

区域ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型的频率分别为６０％、２６．６７％和１３．３３％，ＧＤ初发患者中３种基因型的频率分别为３８．５６％、３０．１２％和

３１．３２％，复发ＧＤ患者的３种基因型频率和初发患者比较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；复发ＧＤ患者的Ｃ和Ｔ等位基因频

率分别为７３．３３％和２６．６７％，初发患者的等位基因频率为５３．６１％和４６．３８％，复发患者和初发患者的等位基因频率之间比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性与ＧＤ的发病、症状和预后相关。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｇｒａｖｅｓｄｉｓｅａｓｅ；　ａｎｔｉｎｇｅｎｓ，ＣＤ４０；　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ｇｅｎｅｔｉｃ

　　格雷夫斯病（ＧＤ）又称为毒性弥漫性甲状腺肿，是一组以

弥漫性甲状腺肿大和甲状腺功能亢进为主的症候群，其他的临

床症状还包括突眼、胫前区水肿以及白细胞减少等［１］。目前关

于Ｇｒａｖｅｓ病的发病原因尚不明确，但有证据表明自身免疫的

异常可能和Ｇｒａｖｅｓ病的发病有关
［２］。ＣＤ４０是肿瘤坏死因子

受体（ＴＮＦＲ）超家族的成员之一，主要表达于Ｂ细胞、胸腺上

皮细胞、树突状细胞等表面，其主要功能是参与细胞和体液免

疫并且在抗原递呈中发挥作用［３］。本研究利用限制性长度多态

性聚合酶链式反应（ＲＦＬＰＰＣＲ）研究ＣＤ４０基因５′非翻译区域＿

１位点单核苷酸多态性及其与甲亢患者症状预后的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择自２００８年７月至２０１０年１月在本院内

分泌科就诊并且确诊为ＧＤ的患者１２８例作为实验组，其中男

５４例，女７４例；年龄２２～７６岁，平均（４６．３４±１２．５６）岁；其中
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有突眼症状者３９例，无突眼症状者８９例；有白细胞减少症状

者２８例，无白细胞减少症状者１００例；初次发病者８３例，经服

药好转停药后复发者４５例。对照组为在本院进行健康体检的

健康人１５０例，既往无甲亢病史，其中男６１例，女８９例；年龄

２３～７５岁，平均（４７．１３±１３．１４）岁。实验组和对照组的年龄、

性别比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２　ＣＤ４０基因５′非翻译区域基因型判定　实验组和对照组

均抽取静脉血２ｍＬ，使用酚氯仿异戊醇方法抽提ＤＮＡ，使用

聚合酶链式反应（ＰＣＲ）对目标片段进行扩增，引物由大连

ＴａＫａＲａ公司合成，正向引物序列为：５′ＴＧＧＧＡＡＴＧＴＴＣＴ

ＧＧＧＧＡＡ３′；反向引物序列为：５′ＡＧＧＣＣＴＣＴＴＣＣＣ

ＣＧＡＡ３′；ＰＣＲ反应体系为：基因组 ＤＮＡ２μＬ，１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ５μＬ（大连ＴＡＫＡＲＡ公司生产），ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，大

连ＴＡＫＡＲＡ公司生产）３Ｌ，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶０．５μＬ（２．５

Ｕ，大连ＴＡＫＡＲＡ公司生产），ＭｇＣｌ２３μＬ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，大连

ＴＡＫＡＲＡ公司生产），正向引物１μＬ，反向引物１μＬ，加水至

５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃ 变性４５ｓ，

５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

取ＰＣＲ产物２μＬ，犖犮狅Ⅰ限制酶２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，加去

离子水至２０μＬ，３７℃水浴过夜，反应产物５μＬ加上样缓冲液

１μＬ，在２％的琼脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ，在紫外灯下观察结果

并且摄影，通过酶切产物的条带大小判断判断基因型。有１８４

ｂｐ和１３６ｂｐ条带为ＣＣ基因型，３２０ｂｐ、１８４ｂｐ和１３６ｂｐ条带

为ＣＴ基因型，仅有３２０ｂｐ条带为ＴＴ基因型。

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统

计分析，计数资料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验组与对照组ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型

分布　实验组ＣＣ、ＣＴ和 ＴＴ基因型的频率分别为４６．０９％、

２８．９１％和２５．００％，而对照组３种基因型的频率分别为

２８．６７％、３６．６７％和３４．６６％，实验组和对照组３种基因型的

分布频率之间的差异有统计学意义（χ
２＝９．１１，犘＜０．０５）。实

验组等位基因Ｃ和Ｔ频率分别为６０．５５％和３９．４５％，对照组

等位基因Ｃ和Ｔ频率分别为４７．００％和５３．００％，实验组和对

照组Ｃ、Ｔ等位基因分布频率之间的差异有统计学意义（χ
２＝

１０．１８，犘＜０．０１）。见表１。

表１　　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型

　　　以及等位基因分布

组别
基因型例数（狀）

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频数（狀）

Ｃ Ｔ

实验组 ５９ ３７ ３２ １５５ １０１

对照组 ４３ ５５ ５２ １４１ １５９

χ
２ ９．１１ １０．１８

犘 ＜０．０５ ＜０．０１

２．２　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型与ＧＤ白细胞减

少的关系　白细胞减少的 ＧＤ患者 Ｄ４０基因５′非翻译区域

ＣＣ、ＣＴ和 ＴＴ 基因型的分布频率分别为５３．５７％、２５％和

２１．４３％，而白细胞正常的 ＧＤ患者的３种基因型的分布频率

分别为４４％、３０％和２６％；白细胞减少的ＧＤ患者的Ｃ和Ｔ等

位基因频率分别为６８．０７％和３１．９３％，而白细胞正常的患者

的等位基因频率分别为５７．７３％和４２．２７％。白细胞减少和正

常的ＧＤ患者比较，ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型频率及Ｃ、Ｔ等位基

因频率差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型与等位

　　　基因和白细胞减少的关系

组别
基因型例数（狀）

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频数（狀）

Ｃ Ｔ

白细胞减少 １５ ７ ６ ３７ １９

白细胞正常 ４４ ３０ ２６ １１２ ８２

χ
２ ０．８１ １．２６

犘 ＞０．０５ ＞０．０５

２．３　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型与ＧＤ突眼症状

之间的关系　有突眼症状的ＧＤ患者的ＣＤ４０基因５′非翻译

区域的ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型的频率分别为６４．１％、２０．５１％

和１５．３８％，而无突眼症状的ＧＤ患者３中基因型频率分别为

３８．０２％、３２．５８％和２９．２％；有突眼症状ＧＤ患者和无突眼症

状的ＧＤ患者的３种基因型频率之间的差异有统计学意义（χ
２

＝７．３９，犘＜０．０５）；有突眼症状ＧＤ患者的Ｃ和Ｔ的等位基因

频率分别为７４．３６％和２５．６４％，而无突眼症状ＧＤ患者的等

位基因频率分别为５４．４９％和４５．５１％，有突眼症状 ＧＤ患者

和无突眼症状的ＧＤ患者Ｃ和Ｔ的等位基因频率之间的差异

有统计学意义（χ
２＝８．９６，犘＜０．０１）。见表３。

表３　　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型与等位

　　基因与ＧＤ突眼症状之间的关系

组别
基因型例数（狀）

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频数（狀）

Ｃ Ｔ

有突眼症状 ２５ ８ ６ ５８ ２０

无突眼症状 ３４ ２９ ２６ ９７ ８１

χ
２ ７．３９ ８．９６

犘 ＜０．０５ ＜０．０１

２．４　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型与ＧＤ复发之间

的关系　在复发的ＧＤ患者中ＣＤ４０基因５′非翻译区域ＣＣ、

ＣＴ和ＴＴ基因型的频率分别为６０％、２６．６７％和１３．３３％，而

初发患者中３种基因型的频率分别为３８．５６％、３０．１２％和

３１．３２％，复发ＧＤ患者的３种基因型频率和初发患者的差异

具有统计学意义（χ
２＝６．８１，犘＜０．０５）；复发ＧＤ患者的Ｃ和Ｔ

等位基因频率分别为７３．３３％和２６．６７％，而初发患者的等位

基因频率为５３．６１％和４６．３８％，复发患者和初发患者的等位

基因频率的差异有统计学意义（χ
２＝９．５１，犘＜０．０１）。见表４。

表４　　ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型和

　等位基因与ＧＤ复发之间的关系

组别
基因型例数（狀）

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频数（狀）

Ｃ Ｔ

复发 ２７ １２ ６ ６６ ２４

初发 ３２ ２５ ２６ ８９ ７７

χ
２ ６．８１ ９．５１

犘 ＜０．０５ ＜０．０１

３　讨　　论

关于ＧＤ的发病原因，目前尚无明确的结论，大多数研究

结果都认为ＧＤ自身免疫性疾病，其主要依（下转第２１０２页）
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２．２　ＨＥ４和ＣＡ１２５联合检测用于绝经患者卵巢癌发病风险

的预测情况　见表２，敏感度８８．８９％，特异度７７．２７％。两组

患者发病风险的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

目前，唯一临床接受的卵巢癌血清标志物是ＣＡ１２５，尽管

总体来说ＣＡ１２５有较高的灵敏度，但是仅用它筛选卵巢良性

肿瘤存在严重不足的。因为在生理情况（月经期或妊娠期）和

一些良性疾病（子宫内膜异位等）以及肝硬化、心衰等疾病患者

中其水平都可能升高［２］。ＨＥ４基因最早是由 Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ等
［３］

在人附睾上皮细胞中发现的，定位于染色体２０ｑ１２～１３．１上，

全长只有１２ｋｂ左右，编码的蛋白质被认为是附睾特有的并与

精子成熟有关的蛋白质。后来的免疫组化和基因芯片研究证

实，在人正常组织中，ＨＥ４主要在生殖道和近端气管上皮中有

表达，唾液腺中也有较高表达，而正常卵巢组织中几乎无表达；

在恶性肿瘤组织中，如卵巢恶性肿瘤中常见其表达上调，是卵

巢恶性肿瘤中最常见的表达上调基因之一，在大多数非卵巢恶

性肿瘤中不表达或低表达［３］。现在认为，ＨＥ４是诊断卵巢癌

的一种新型血清标志物，尤其对于早期卵巢癌的诊断，ＨＥ４和

ＣＡ１２５联合检测并计算风险值可提高诊断能力
［４］。

本研究通过对２１２例卵巢癌患者、２８４例卵巢良性肿瘤患

者血清 ＨＥ４和 ＣＡ１２５水平检测并计算卵巢癌发病风险

（ＲＯＭＡ）值发现，ＲＯＭＡ值用于卵巢癌发病风险评估的敏感

度和特异度，未绝经患者分别为８２．８６％和７５．８３％；绝经患者

分别为８８．８９％和７７．２７％。高风险患者在卵巢癌中所占比例

明显高于卵巢良性肿瘤组（犘＜０．０５）。

目前，ＨＥ４在卵巢癌发病过程中的具体机制还尚未阐明，

但国内近几年关于 ＨＥ４的基础研究和临床实验资料报道逐渐

增多［５７］。本研究表明 ＨＥ４和ＣＡ１２５联合检测并计算及风险

值在卵巢癌发病风险预测中有很高的应用价值。
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据是在ＧＤ患者中存在抗ＴＳＨ受体抗体（ＴＲＡｂ）
［４］。此外，研

究还表明遗传因素也是ＧＤ的起病的危险因素之一。现有的研

究表明ＧＤ可能与ＨＬＡ基因
［５］及ＦｃＲＬ３基因

［６］多态性相关。

ＧＤ的免疫应答过程也依赖于免疫细胞间相互识别的多

种抗原，其中ＣＤ４０是与Ｔ细胞和Ｂ细胞功能有关的一种表面

抗原，由Ｎ端信号肽、胞膜外区、跨膜区和胞浆区等区域组成，

主要表达于Ｂ细胞、胸腺上皮细胞、活化的单核／巨噬细胞、树

突状细胞、造血祖细胞、上皮细胞、内皮细胞和部分肿瘤细胞系

表面，其主要功能为通过调节非受体型酪氨酸蛋白激酶，活化

Ｒｅｌ／ＮＦκＢ等转录因子，诱导ＢｃｌｘＬ、Ｃｄｋ４和Ｃｄｋ６蛋白活化，

并且能够导致Ｔ细胞免疫的负性调节，引发自身免疫
［３］。

通过对ＧＤ患者和健康人ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态

性基因型的分析，发现 ＧＤ 患者的 ＣＣ 基因型的频率为

４６．０９％，明显高于健康人（犘＜０．０５），并且ＧＤ患者的Ｃ、Ｔ等

位基因频率分布与健康人，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；本

研究表明，ＣＤ４０基因的５′非翻译区域多态性和ＧＤ的易感性

有关，并且等位基因Ｃ可能是ＧＤ的易感基因，本研究结果和

罗惠辛等［７］研究结果相一致。

叶石敦等［８］研究表明，通过ＣＤ４０途径能够减少ＣＤ８＋细

胞的数量，从而导致ＧＤ的预后变差，提示ＣＤ４０基因多态性

可能与ＧＤ的预后相关。本研究表明有突眼症状的 ＧＤ患者

的ＣＣ基因型的频率明显高于没有突眼症状 ＧＤ患者（犘＜

０．０５）；Ｃ等位基因的频率明显高于没有突眼症状ＧＤ患者（犘

＜０．０１）；同样，复发的ＧＤ患者的ＣＣ基因型频率明显高于初

发的患者（犘＜０．０５），复发的ＧＤ患者Ｃ等位基因也明显高于

初发的患者（犘＜０．０１）。本研究表明ＣＣ基因型和ＧＤ的突眼

症状、与预后相关。

综上所述，ＣＤ４０基因５′非翻译区域多态性基因型可能与

ＧＤ的发病、症状和预后相关。
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