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摘要

目的:分析汉族人群 Ｔｏｌｌ 样受体 ３(ＴＬＲ３)基因启动子区

ｒｓ１２８９１２ 单核苷酸多态性(ＳＮＰ)与白内障的关系ꎮ
方法:选取 ２０１９－０６ / ２０２１－０６ 我院收治的白内障患者 ２６３
例作为研究组ꎬ晶状体脱位患者 １５０ 例作为对照组ꎮ 采用

免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测两组患者晶状体前囊

膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达情况ꎬ采用直接测序法分析

ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性ꎬ采用实时荧光

定量－聚合酶链式反应(ＲＴ－ｑＰＣＲ)法检测不同基因型患

者外周血 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 表达情况ꎮ
结果:研究组患者前囊膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白相对表达水平

高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 研究组和对照组患者 ＴＬＲ３ 基因

启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点基因型(ＡＡ、ＡＴ、ＴＴ)频率均符合

Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡定律ꎬ且两组患者间 ＴＬＲ３ 基因

启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点基因型(ＡＡ、ＡＴ、ＴＴ)频率和等位

基因(Ａ、Ｔ)频率均有差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 研究组中 ＴＴ 基因

型患者外周血 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 相对表达水平均高于 ＡＡ 和

ＡＴ 基因型患者(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:白内障患者晶状体前囊膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达明

显上调ꎬ且 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与汉

族人群白内障易感性有关ꎬ携带 ＴＴ 基因型者更易发生白

内障ꎮ
关键词:Ｔｏｌｌ 样受体 ３ꎻ单核苷酸多态性ꎻ启动子ꎻ白内障ꎻ
易感性
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０引言
白内障是世界范围内的第一致盲原因ꎬ也是造成视力

损害的主要原因[１]ꎮ 由于我国人口呈不断老龄化趋势ꎬ预
防年龄相关性白内障的增加以及延缓早中期白内障的进
展成为现阶段的重难点问题[２]ꎮ 超声乳化手术是目前临

床上治疗白内障的主要方法ꎬ但术后仍可出现并发症ꎬ同
时白内障手术的需求也在增加ꎬ给患者家庭及社会造成了
沉重的经济负担[３]ꎮ 白内障的发生与外伤、辐射、衰老等

多种因素密切相关[４]ꎮ 此外ꎬ遗传因素在白内障的发生发

展中亦起着至关重要的作用[５]ꎮ Ｔｏｌｌ 样受体( Ｔｏｌｌ － ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＴＬＲｓ)是人类早期病原体识别和宿主防御系统

的重要组成部分ꎬ在保护细胞免受损伤和介导组织稳态方
面起着重要作用[６]ꎮ ＴＬＲ３ 是 ＴＬＲｓ 家族的重要成员ꎬ在炎

症反应急性期作为损伤相关分子模式和组织坏死的内源
性受体[７]ꎮ 此外ꎬＴＬＲ３ 也是识别病毒病原体相关分子模

式的关键受体[８]ꎮ 研究表明ꎬＴＬＲ３ 基因单核苷酸多态性

(ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)与黄斑变性有关[９]ꎬ
但 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ＳＮＰ 与白内障的关系尚未阐明ꎮ
本研究选择 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ＳＮＰ 进行研究ꎬ对汉族人

群 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与白内障的
关系进行分析ꎬ报道如下ꎮ
１对象和方法
１.１对象 　 选取 ２０１９－０６ / ２０２１－０６ 我院收治的白内障患

者 ２６３ 例作为研究组ꎬ其中男 １４８ 例ꎬ女 １１５ 例ꎻ年龄 ５１ ~
７６(平均 ６４.１９±５.８６)岁ꎮ 纳入标准:(１)符合 ２０１６ 年美国
眼科学会制定的白内障诊断标准[１０]ꎬ术后病理组织活检

确诊为白内障ꎻ(２)均为汉族人群ꎬ四代内不存在血缘关
系ꎮ 排除标准:(１)合并青光眼、葡萄膜炎及外伤等其他
原因引起的并发性白内障者ꎻ(２)合并糖尿病、肾病等全
身性疾病者ꎮ 另选取同期我院收治的晶状体脱位患者

１５０ 例作为对照组ꎬ其中男 ８６ 例ꎬ女 ６４ 例ꎻ年龄 ５１~７８(平
均 ６３.５７±５.４２)岁ꎮ 纳入标准:均为汉族人群ꎬ四代内不存
在血缘关系ꎮ 排除标准:合并其他眼部疾病ꎮ 两组患者性
别构成、年龄比较ꎬ差异均无统计学意义( χ２ ＝ ０.０４４ꎬＰ ＝

０.８３４ꎻｔ＝ １.０６２ꎬＰ ＝ ０.２８９)ꎮ 本研究严格遵守«赫尔辛基
宣言»ꎬ并经医院伦理委员会批准ꎮ 在患者知情同意的前
提下ꎬ采集其空腹外周静脉血ꎬ并在手术时收集晶状体前
囊膜组织ꎬ用于后续试验ꎮ
１.２方法
１.２.１免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测 ＴＬＲ３蛋白表达
水平　 取两组患者新鲜冷冻的前囊膜组织ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂
解液(上海康朗生物科技有限公司)ꎬ并于冰上彻底匀浆ꎬ
振荡混匀ꎬ冰浴 ３０ｍｉｎꎬ１２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ收集上清
液ꎬ得到总蛋白溶液ꎬ采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 采用
ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ－ＰＡＧＥ)法分离总蛋白ꎬ
并转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ使用 ＴＬＲ３ 一抗[稀释比例 １∶ １０００ꎬ
艾博抗(上海)贸易有限公司]４℃孵育过夜ꎬ使用二抗[稀
释比例 １∶ ５０００ꎬ艾博抗(上海)贸易有限公司]室温孵育
１ｈꎬ采用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 凝胶成像系统对蛋白条带进行检测ꎬ使
用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件计算蛋白条带灰度值ꎬ并分析目的蛋白
的相对表达水平ꎮ
１.２.２ ＴＬＲ３基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性分析 　
采用直接测序法分析 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点
多态性ꎮ 抽取两组患者空腹外周静脉血 ５ｍＬꎬ立刻置于
ＥＤＴＡ 抗凝管中ꎬ离心 １５ｍｉｎꎬ分离中间层外周血白细胞ꎮ
采用血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡꎬ采用
紫外分光光度计测定样品 ＤＮＡ 浓度和纯度(Ａ２６０ / Ａ２８０为
１.７ ~ ２. ０)ꎬ将合格的样品保存于 － ２０℃ 冰箱中ꎮ 使用
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２
位点引物ꎬ上游引物:５ －ＴＣＧＡＴＣＣＧＡＴＧＴＡＧＡＴＧＣＴ－ ３ꎬ
下游引物:５ － ＡＣＧＴＧＴＡＧＴＣＧＡＴＧＴＣＧＴＡ － ３ꎬ产物大小
１８８ｂｐꎬ通过琼脂糖凝胶电泳进行引物验证ꎬ若凝胶电泳图
中上面的条带与目的条带大小一致ꎬ提示引物特异性高ꎮ
采用聚合酶链式反应( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)进
行扩增ꎬＰＣＲ 体系(２０μＬ):２.０μＬ ＤＮＡ 模板、１０.０μＬ ２×
ＭＩＸ、０.４μＬ 上游引物、０.４μＬ 下游引物和 ７.２μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ
ＰＣＲ 程序:９５℃ １２０ｓꎻ９４℃ ３０ｓꎬ５７℃ ９０ｓꎬ７２℃ ６０ｓꎬ３５ 个
循环ꎻ７２℃ １０ｍｉｎꎮ 采用琼脂糖凝胶电泳检测基因片段的
扩增情况ꎮ 取纯化产物直接进行测序ꎮ
１.２.３ 实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ
ＲＴ－ｑＰＣＲ)检测 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平 　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)提取外周血白细
胞总 ＲＮＡꎬ并采用逆转录试剂盒(天根生化科技(北京)有
限公司)逆转录得到 ｃＤＮＡꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ检测目的
基因 ＴＬＲ３ 的表达情况ꎬ加入 ２×ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ检
测各样品荧光信号ꎬ计算 ＴＬＲ３ 和 ＧＡＰＤＨ 的 Ｃｔ 值ꎬ采用
２－△△ＣＴ法计算目的基因表达情况ꎬ实验重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
ＴＬＲ３ 基因上游引物:５－ＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＴＡＧＴＧＴＡＧＣ－３ꎬ
下游引物:５ －ＡＣＧＴＡＧＣＴＧＡＣＴＡＣＧＡＴＣＧＴ－３ꎬ产物大小
１５６ｂｐꎻＧＡＰＤＨ 基因上游引物:５ －ＡＴＴＧＣＴＡＧＧＡＴＣＧＴＴ
ＴＡＣＣＡ－３ꎬ下游引物:５－ＴＧＴＡＧＴＣＧＴＡＧＴＣＧＴＧＴＡＧＴ－３ꎬ
产物大小 １２９ｂｐꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 统计学软件分析数据ꎮ
计量资料均采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间比较采
用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎮ 计
数资料采用百分比(％)或频数(ｎ)表示ꎬ组间比较采用 χ２

２３０２
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检验ꎻ采用 χ２检验分析两组各基因型的 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
遗传平衡ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 两组患者前囊膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白相对表达水平 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示ꎬ研究组患者前囊膜组织中
ＴＬＲ３ 蛋白相对表达水平(４.９１ ± ０.５６)显著高于对照组
(１.７５±０.３８)ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ６１.２６３ꎬＰ<０.０５)ꎬ见
图 １ꎮ
２.２ ＴＬＲ３基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性分析 　 采
用 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡定律对基因型频率进行检
验ꎬ结果表明ꎬ研究组和对照组患者 ＴＬＲ３ 基因启动子区
ｒｓ１２８９１２ 位点基因型(ＡＡ、ＡＴ、ＴＴ) 频率均符合 Ｈａｒｄｙ －
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡定律 ( χ２

研究组 ＝ ２. １２２ꎬ Ｐ研究组 ＝ ０. ３４６ꎻ
χ２
对照组 ＝ １.３０２ꎬＰ对照组 ＝ ０.５２１)ꎮ 研究组和对照组患者 ＴＬＲ３

基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点 ＡＡ、ＡＴ、ＴＴ 基因型频率和 Ａ、
Ｔ 等位基因频率差异均有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎬ见表 １ꎮ
２.３两组患者 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 相对表达水平 　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检
测结果显示ꎬ研究组中 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点
ＴＴ 基因型患者外周血 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 相对表达水平显著高
于 ＡＡ 和 ＡＴ 基因型患者ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
３讨论

白内障是全世界导致失明的常见原因之一ꎬ随着人口
老龄化加剧ꎬ白内障的发病率不断增加[１１]ꎮ 我国中南部

是白内障发病率最高的地区ꎬ可能与该地区人群长期暴露
在较高的紫外线辐射中有关ꎬ预计到 ２０５０ 年ꎬ我国白内障
患病人数将达到 ２.４１ 亿[１２]ꎮ 因此ꎬ白内障患者的管理是
一项重大的公共卫生问题ꎮ 流行病学研究表明ꎬ紫外线辐
射、电离辐射、吸烟、衰老等是白内障发生的危险因素[１３]ꎮ
近年研究证实ꎬ异常基因表达与白内障的发生密切相关ꎬ
可导致晶状体中各种蛋白的转录和翻译出现改变ꎬ从而破
坏晶状体的结构和功能ꎬ最终导致白内障的发生[１４]ꎮ 据
报道ꎬ基因多态性与白内障的发病风险有关[１５]ꎮ 深入研
究基因 ＳＮＰ 与白内障的关系ꎬ有助于从分子水平阐明白
内障的发生机制ꎮ

ＴＬＲｓ 是一种重要的天然免疫受体ꎬ可识别外部病原
微生物表面的病原体相关分子模式[１６]ꎮ ＴＬＲｓ 可通过与
特定的配体结合介导信号转导ꎬ从而激活 ＴＬＲｓ 信号通路ꎬ
最终促进宿主细胞释放促炎细胞因子ꎬ参与炎症反应过
程[１７]ꎮ 目前ꎬ在哺乳动物基因组已发现 １３ 种 ＴＬＲ 基因
(ＴＬＲ１~１３)ꎬ其中 ＴＬＲ３ 基因位于 ４ 号染色体 ｑ３５ 区ꎬ长
度为 ３ ０２９ｂｐꎬ包含 ５ 个外显子ꎬ共编码 ５０４ 个氨基酸[１８]ꎮ
ＴＬＲ３ 属于Ⅰ型跨膜蛋白ꎬ由细胞外结构域、跨膜结构域和
细胞内结构域组成[１９]ꎮ 年龄相关性黄斑变性是一种由多
种因素所致的复杂疾病ꎬ也是老年人群常见的退行性疾
病ꎬ由遗传和环境因素共同引起ꎬ天然免疫在年龄相关性
黄斑变性发病机制中发挥着关键作用[２０]ꎮ 既往研究表
明ꎬ湿性年龄相关性黄斑变性患者外周血 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 和

图 １　 两组患者前囊膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达水平比较　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果ꎻＢ:量化分析结果ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

表 １　 两组患者 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点基因型和等位基因频率比较 ｎ(％)

组别 例数
基因型

ＡＡ ＡＴ ＴＴ
等位基因

Ａ Ｔ
研究组 ２６３ ２５(９.５１) ９６(３６.５０) １４２(５３.９９) １４６(２７.７６) ３８０(７２.２４)
对照组 １５０ ４０(２６.６７) ６８(４５.３３) ４２(２８.００) １４８(４９.３３) １５２(５０.６７)
χ２ ３４.２３５ ３８.７９７
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:研究组:白内障患者ꎻ对照组:晶状体脱位患者ꎮ

表 ２　 两组中不同基因型患者 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ相对表达水平比较 ｘ±ｓ
组别 例数 ＡＡ 基因型 ＡＴ 基因型 ＴＴ 基因型 Ｆ Ｐ
研究组 ２６３ ４.７３±０.５４ ４.７５±０.３６ ７.９３±０.４１ａꎬｃ ２０２３.６５１ <０.００１
对照组 １５０ ２.１９±０.３１ ２.２４±０.３８ ２.２５±０.３０ ０.３２５ ０.７２３

ｔ ２４.１７２ ４２.７０７ ８３.９１４
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:研究组:白内障患者ꎻ对照组:晶状体脱位患者ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＡＡ 基因型ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＡＴ 基因型ꎮ
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蛋白表达水平明显高于正常对照组ꎬＴＬＲ３ 表达上调可能
与湿性年龄相关性黄斑变性发病有关[２１]ꎮ ＴＬＲ３ 基因
ｒｓ３７７５２９１ 多态性能够通过抑制双链 ＲＮＡ 诱导视网膜色
素上皮细胞死亡ꎬ具有潜在的临床意义[２２]ꎮ 此外ꎬＴＬＲ３
在人脉络膜新生血管形成过程中表达上调[２３]ꎮ 上述研究
结果均提示 ＴＬＲ３ 可能在眼科疾病中发挥重要作用ꎮ 本
研究结果显示ꎬ研究组患者前囊膜组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达
水平显著高于对照组ꎬ表明 ＴＬＲ３ 可能在汉族人群白内障
发生发展中发挥一定作用ꎮ Ｘｉｅ 等[２４]通过细胞实验发现ꎬ
ＴＬＲ３ 可能是通过靶向 Ｊａｇｇｅｄ－１ / Ｎｏｔｃｈ 信号通路在白内障
发病中发挥作用ꎮ 本研究分析 ＴＬＲ３ 基因启动子区
ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与白内障的关系ꎬ结果显示ꎬ研究组
和对照组患者 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点 ＡＡ、ＡＴ、
ＴＴ 基因型频率和 Ａ、Ｔ 等位基因频率比较ꎬ差异均具有统
计学意义ꎬ且研究组 ＴＴ 基因型频率及 Ｔ 等位基因频率显
著高于对照组ꎬ提示携带 ＴＴ 基因型和 Ｔ 等位基因可能增
加汉族人群白内障的患病风险ꎮ 此外ꎬ本研究通过检测不
同基因型患者外周血 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 表达情况发现ꎬ研究组
中 ＴＴ 基因型患者 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 相对表达水平显著高于
ＡＡ 和 ＡＴ 基因型患者ꎬ表明 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２
位点多态性可能与 ＴＬＲ３ ｍＲＮＡ 表达有关ꎮ 分析 ＴＬＲ３ 基
因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点 Ａ 突变为 Ｔꎬ可能影响 ＴＬＲ３
ｍＲＮＡ 表达ꎬ进而影响其编码蛋白的功能ꎮ 但国内尚无学
者发现 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与白内
障的关联ꎬ目前缺乏同类研究ꎮ 本研究创新之处在于发现
了 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与白内障发
生的关系ꎬ通过检测 ＴＬＲ３ 基因启动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多
态性有助于早期筛查白内障患者ꎬ从而为临床防控提供参
考依据ꎮ 但以上结论缺乏较大样本的流行病学研究ꎬ且基
因与基因以及基因与环境之间存在相互作用ꎬ而本研究仅
选择了 ＴＬＲ３ 基因单个 ＳＮＰ 位点进行分析ꎬＴＬＲ３ 基因启
动子区 ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与白内障的关系有待进一步
探究ꎮ

综上所述ꎬ本研究表明ꎬ白内障患者晶状体前囊膜组
织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达明显上调ꎬ且 ＴＬＲ３ 基因启动子区
ｒｓ１２８９１２ 位点多态性与汉族人群白内障易感性有关ꎬ携带
ＴＴ 基因型者更易发生白内障ꎬ有助于指导临床筛查白内
障高风险人群ꎮ
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