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TNFSF4基因多态性RS3861950与无症状
颈动脉易损斑块易感性研究

黄清 刘小娟 冯洁 文延斌 贺威 刘运海

【摘要】 目的 进一步明确肿瘤坏死因子超家族第 4成员（TNFSF4）基因单核苷酸多态性

（SNP）在无症状颈动脉易损斑块中的作用，以及对动脉粥样硬化性脑梗死早期预警的意义。

方法 利用颈动脉超声筛选无脑卒中症状和体征的颈动脉易损斑块患者510例（病例组），以及性

别年龄匹配的无颈动脉易损斑块的健康体检人群485例（对照组），采用TAQMAN-PCR方法检测

TNFSF4 基因 SNP rs3850641、rs3861950 基因型。结果 两位点的基因型分布均符合 Hardy-

Weinberg 平衡检验。TNFSF4 基因 rs3861950 位点 CC/TT 基因型在病例组和对照组中分别为

7.1%/57.8%和 2.8%/67.6%，两者差异有统计学意义（χ2＝25.28，P＜0.000 1）；C/T等位基因频率两

组比较差异亦有统计学意义（χ2＝9.13，P＝0.003；OR＝1.41，95%CI：1.12～1.76）。TNFSF4 基因

rs3850641位点AA/GG基因型在病例组和对照组中分别为 68.7%/3.4%和 64.8%/31.4%，两者差异

无统计学意义（χ2＝1.73，P＝0.42）；A/G等位基因频率两组比较差异亦无统计学意义（χ2＝1.47，

P＝0.225；OR＝1.16，95%CI：0.92～1.46）。结论 TNFSF4基因SNP位点 rs3861950可能与中国湖

南省人群颈动脉易损斑块形成的发生密切相关。TNFSF4基因多态性可参与大动脉粥样硬化型

脑梗死的发生。
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【Abstract】 Objective Vulnerable plaque of carotid artery is one of the risk factors of
atherosclerotic cerebral infarction. Detection and treatment of vulnerable atherosclerotic plaque of
carotid artery before symptoms of cerebral infarction is an effective way to prevent atherosclerotic
cerebral infarction. Tumor necrosis factor superfamily member 4（TNFSF4）plays a key role in the
process of atherosclerosis，a common risk factor for both myocardial and cerebral infarctions. Studies
have indicated that the single nucleotide polymorphism（SNP）rs3850641 in TNFSF4 is associated
with higher risk of myocardial infarction and SNP rs3861950 in TNFSF4 is associated with higher risk
of atherosclerosis cerebral infarction（ACI），but little is known about the association between TNFSF4
variations and vulnerable plaque of carotid artery. Methods A case-control study involving 510
patients with asymptomatic vulnerable plaque of carotid artery and 485 age and sex matched healthy
subjects without vulnerable plaque of carotid artery was conducted in Hunan province. Asymptomatic
vulnerable plaque of carotid artery means vulnerable plaque of carotid artery without cerebral
infarction. Two SNPs of TNFSF4，rs3850641 and rs3861950，were genotyped by the TaqMan SNP
genotyping method，and verified partly by Genomic DNA Sequencing. Results The results revealed
a significant allelic association between rs3861950 and asymptomatic vulnerable plaque of carotid
artery in case group（χ 2＝9.13，P＝0.003；OR＝1.41，95% CI：1.12-1.76）. Compared with control
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subjects，the difference in genotype was significant in case group（χ2＝25.28，P＜0.000 1）. However，
there was no significant association between rs3850641 and asymptomatic vulnerable plaque of carotid
artery（OR＝1.16，95%CI：0.92-1.46；χ2＝1.47，P＝0.225）. Conclusion TNFSF4 gene polymorphism
rs3861950 was associated with the risk of vulnerable plaques of carotid artery in a Chinese population，
which might be middle phenotype indicating higher risk of cerebral infarction.

【Key words】 Carotid vulnerable plaque；Tumor necrosis factor superfamily member 4 gene；
Atherosclerosis；Cerebral infarction
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肿瘤坏死因子超家族第 4成员（tumor necrosis

factor superfamily member 4，TNFSF4）基因是动脉

粥样硬化的候选基因之一，位于 1号染色体第一个

被鉴定的动脉粥样硬化的易感基因区域［1-2］，表达

OX40L蛋白［3］。前期研究证实TNFSF4在动脉粥样

硬化形成进程中起到重要作用［4-5］。本课题组前期

研究发现湖南省汉族人群 TNFSF4 基因 rs3861950

C-＞T多态位点与动脉粥样硬化性脑梗死发病风险

相关［6］。但目前缺乏TNFSF4基因多态性与无症状

颈动脉易损斑块发生的关联研究。由于颈动脉易损

斑块是动脉粥样硬化性脑梗死发生的高危因素之

一，无症状颈动脉易损斑块的早期预测干预是降低

脑梗死发生的有效手段［7］，因此进一步明确TNFSF4

基因多态性在无症状颈动脉易损斑块中的作用，对

动脉粥样硬化性脑梗死早期预警有重要意义。

对象与方法

1. 研究对象：采集自 2013、2014 年参加原卫生

部脑卒中筛查防治项目的长沙市裕南街、伍家岭社

区人群。所有研究对象均经过标准的既往史询问、

体查、血标本采集，本研究通过中南大学伦理委员会

审查并签署知情同意书。无症状颈动脉易损斑块组

（病例组）入选标准：①50～80岁，汉族，右利手；②

存在动脉粥样硬化高危因素中的任意一项（如高血

压、糖尿病、血脂异常等）；③颈部彩色多普勒超声双

侧颈总动脉及颈内动脉任何一侧存在等、低回声斑

块；④无脑卒中及短暂性脑缺血发作的临床症状，无

脑卒中病史。共入组510人，其中男性316 人，年龄

41～80岁，平均（61.8±11.2）岁。对照组入组标准：

①40～82 岁，汉族，右利手；②无头颈部及心脏、外

周动脉粥样硬化证据的健康体检人群。共 485人，

其中男性 302 人，年龄 40～82 岁，平均（62.16±

10.7）岁。两组均排除左利手、脑卒中病史、存在神

经功能缺损的症状及体征、痴呆、其他神经系统变性

病、动脉炎、动脉瘤、动静脉畸形，并除外严重血液、

肝肾疾病及房颤、风湿性心脏病、扩张性心脏病，肿

瘤史、精神疾病或重大精神创伤史（含抑郁症、焦虑

症）以及不能耐受或不适宜本项研究者。

2. 研究方法：

（1）一般临床资料收集：包括性别、年龄、吸烟

史、饮酒史、高血压史、糖尿病史、高脂血症史、冠心

病史、外周动脉疾病史；血压、FPG、血脂检测由医院

检验科完成。

（2）人外周血白细胞基因组DNA提取：受试者

禁食12 h后，于次日清晨采外周静脉血5 ml，肝素抗

凝，常规酚/氯仿抽提法提取DNA。Taqman-PCR检

测 基 因 型 ，TNFSF4 基 因 多 态 位 点 rs3861950、

rs3850641。扩增序列的 A/T 含量较高，选用 MGB

（minor grove binder）探 针 。 设 计 引 物 为

rs3861950-FP：5′-CAG GGT GGA AAC TGC TTT

ACC T-3′；RP：5′-TCC TGA ATC TCA GCC CCA

TC-3′。探针：rs3861950-T1：FAM-AGA GGC AAT

GCT AAC-MGB，T2：TET- AAG AGG CAA TGT

TAA C-MGB。 rs3850641-FP：5′-AAC TGG TCT

CTT TCC TAT TTC CTT TTA A-3′；RP：5′-CAC

TTT GAA GCT TTG AGT CAC TGA TAT-3′。探

针：rs3850641-T1：FAM-TGG TCT ACC CAT TGT

GAT A-MGB，T2：TET-TCT ACC CAC TGT GAT

AGT AA-MGB。引物和探针由上海基康生物技术

有限公司合成。

（3）无症状颈动脉易损斑块的检测：采用荷兰皇

家Philip公司生产Philip iu22型智能超声诊断系统，

频率 6～13 MHz，超宽频探头。测量包括①颈总动

脉、颈内动脉斑块位置、大小、数目、内部回声，观察

有无狭窄，两侧是否对称；②以颈动脉内膜-中层厚

度 IMT≥1.5 mm 作为诊断斑块的标准。取无脑卒

中及短暂性脑缺血发作临床症状、无脑卒中病史者

的双侧颈总动脉及颈内动脉任何一侧存在等、低回

声斑块为易损斑块。

3. 统计学分析：所有资料采用SPSS 19.0软件包

建立数据库。等位基因频率＝（2×纯合子＋杂合

子）/（2×受检人数）。组间等位基因和基因型频率

的差异用χ2检验。按Hardy-Weinberg（H-W）平衡法

检测样本的群体代表性。组间血压、血糖、血脂差别

用Mann-Whitney U检验。不同基因型组间血压、血

糖、血脂比较采用ANOVA方差分析，同一基因型不
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同组间比较采用χ2检验，P＜0.05则为差异有统计学

意义。

结 果

1. 两组临床特点比较：两组性别、年龄差异无统

计学意义，提示对照组与病例组具有可比性。对照

组BMI稍高于病例组；病例组糖尿病、高血压、冠心

病史及吸烟和饮酒史的人数明显高于对照组（P＜
0.01）；两组中TC、LDL-C、TG水平的差异均有统计

学意义（表1）。

2. TNFSF4 基因 rs3861950（C/T）多态性分析：

两组均出现 CC、CT、TT 三种基因型。对照组 CC

型 14 例（2.8%），TT 型 396 例（67.6%），CT型 148例

（30.6%）；病例组 CC 型 36 例（7.1%），TT 型 295 例

（57.8%），CT型179例（35.1%）。两组基因型及等位

基因频率分布均符合H-W平衡检验，表明选择的样

本来自同一人群，基因频率能够代表群体的基因分

布（表 2）。病例组 rs3861950 位点的 CC、CT、TT 基

因型分布与对照组比较差异有统计学意义，即病例

组 CC 基因型分布明显高于对照组（χ2＝25.28，P＜
0.000 1）；同时C/T等位基因频率在两组之间比较差

异亦有统计学意义（χ2＝9.13，P＝0.003；OR＝1.41，

95%CI：1.12～1.76）。

3. TNFSF4 基因 rs3850641（A/G）多态性分析：

两组均出现 AA、AG、GG 三种基因型。对照组 AA

型 314例（64.8%），GG型 18例（4.8%），AG型 153例

（31.4%）；病例组AA型 350例（68.7%），GG型 18例

（3.4%），AG型 142例（27.9%）。两组基因型及等位

基因频率分布均符合H-W平衡检验，表明选择的样

本来自同一人群，基因频率能够代表群体的基因分

布（表 3）。rs3850641位点的AA、AG、GG基因型分

布在两组间比较差异无统计学意义，即病例组AA/

AG/GG基因型分布与对照组相比差异无统计学意

义（χ2＝1.73，P＝0.42），A/G等位基因频率在病例组

为 82.7%/17.3%，而对照组为 80.5%/19.5%，两组等

位基因频率比较未发现差异有统计学意义（χ2＝

1.47，P＝0.225；OR＝1.16，95%CI：0.92～1.46）。

讨 论

TNFSF4基因属TNF超家族成员，长约23.48 kb，

由 3 个外显子组成，位于 1q25，编码 OX40L 蛋白。

目前研究认为OX40L蛋白调控动脉粥样硬化斑块

形成的机制有：①OX40/OX40L是CD4
＋T淋巴细胞

的共刺激分子，促进T淋巴细胞的增殖和分化，参与

记忆性CD T细胞的分化成熟，介导T细胞向炎症部

位浸润迁移［8-9］。②OX40/OX40L 介导早期斑块形

成的免疫活性细胞和血管内皮细胞之间的黏附作

用。体外培养的人内皮细胞表达OX40L、抗OX40L

的抗体阻断活化 T 细胞与内皮细胞的黏附，证实

OX40L 参与 T 细胞和内皮细胞的黏附过程［10］。③

OX40/OX40L通过信号传导激活NF-κB信号通路，

而NF-κB信号通路在动脉粥样硬化斑块形成中作用

显著［11］。有文献报道，TNFSF4 基因敲除小鼠在高

脂饮食中表现出对动脉粥样硬化的抵抗，而在血浆

脂质水平相似的情况下，TNFSF4 基因过表达小鼠

更易患上动脉粥样硬化疾病［6］，因此，TNFSF4基因

是调控动脉粥样硬化斑块的关键候选基因。

本文在既往研究［12］基础上选取无脑卒中及TIA

病史的“高危”人群（颈动脉易损斑块组，即病例组）

和对照组，比较分析 TNFSF4 基因 2 个多态位点

rs3861950 和 rs3850641，发现在两组间 rs3861950

表1 两组人群临床特征比较

特 征

年龄(岁，x±s)
性别(男/女)

BMI (kg/m2，x±s)
冠心病史

高血压史

糖尿病史

FPG(mmol/L，x±s)
TC(mmol/L，x±s)
LDL-C(mmol/L，x±s)
TG(mmol/L，x±s)
HDL-C(mmol/L，x±s)
吸烟史

饮酒史

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比(%)；吸烟史定义
为每天吸烟＞10支；饮酒史定义为每天饮酒＞1 dri(换算为ml)；a 例
数有缺失

对照组(n＝485)

62.16±10.7

302/127a

24.18±3.25

0(0)

35(7.2)

0(0)

5.21±1.32

4.62±0.87

2.37±0.79

1.51±1.55

1.30±0.32

65(13.4)

108(22.3)

病例组(n＝510)

61.8±11.2

316/194

23.12±2.86

103(20.2)

350(68.6)

294(57.7)

6.60±2.41

5.11±1.17

3.84±0.95

2.00±1.24

1.18±0.40

142(27.7)

160(31.4)

P值

0.10

0.22

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

表2 两组人群 rs3861950基因型及等位基因频率

组别

病例组 a

对照组

注：a基因型与对照组相比

例数

510

485

基因型(％)

CC

36(7.1)

14(2.8)

CT

179(35.1)

148(30.6)

TT

295(57.8)

396(67.6)

等位基因频率

C

0.247

0.171

T

0.853

0.829

表3 两组人群 rs3850641基因型及等位基因频率

组别

病例组 a

对照组

注：a基因型与对照组相比

例数

510

485

基因型(％)

AA

350(68.7)

314(64.8)

AG

142(27.9)

153(31.4)

GG

18(3.4)

18(4.8)

等位基因频率

A

0.827

0.805

G

0.173

0.195
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（C/T）基因型及等位基因频率比较差异有统计学意

义，病例组CC基因型个体较对照组明显增多，C等

位基因频率也明显高于对照组，提示TNFSF4基因

SNP rs3861950 可能与本组易损斑块人群发病相

关。Olofsson 等［13］分析颈动脉内膜切除标本发现，

TNFSF4的mRNA水平在颈动脉溃疡斑块中明显增

高。因此本研究推测 rs3861950 位点的碱基 C/T 替

换影响TNFSF4基因启动子活性和mRNA的表达水

平，在某种程度上促进OX40/OX40L信号通路的激

活，促进多种细胞因子及黏附分子的分泌。TNFSF4

基因潜在调控区域的 SNP rs3861950C/T 影响颈动

脉易损斑块的形成和发展。

rs3850641位于TNFSF4基因 1号内含子与 1号

外显子交界的内含子区域，文献报道该多态位点可

能影响TNFSF4基因的mRNA转录水平，与OX40L/

OX40信号通路的激活有关［4］。Wang等［5］通过分析

瑞典两组心肌梗死病例及其对照人群，发现

TNFSF4 基因单核苷酸多态位点 rs3850641 携带等

位 基 因 G 的 女 性 患 者 更 易 发 生 心 肌 梗 死 。

Yamaguchi等［14］发现携带 rs3850641A-＞G合并2型

糖尿病的日本患者与脑梗死发病相关。本研究试图

以TNFSF4 rs3850641（A/G）位点作为候选SNP位点

在中国湖南省无症状颈动脉易损斑块人群中寻找发

病易感性。然而却未发现 rs3850641各基因型及A、

G 等位基因频率在易损斑块组与对照组差异有统

计学意义，未发现G等位基因频率增加与易损斑块

的发生密切相关。虽然先前国外的动物实验和部分

临床研究认为［5］“rs3850641A-＞G与动脉粥样硬化

性疾病相关”，本研究的结果却不支持该结论。这与

本课题组前期研究认为“rs3850641A-＞G各基因型

可能与湖南省汉族脑梗死发病无关，G等位基因不

增加脑梗死发病风险”［6］的结论一致，即从另一角度

印证 rs3850641A-＞G各基因型变异不影响湖南省

汉族人群动脉粥样硬化脑梗死及动脉粥样硬化斑块

形成，因此推测 rs3850641 G等位基因可能不增加该

地区颈动脉粥样硬化斑块的易损性。文献报道阻断

OX40L/OX40通路，高脂饮食诱导下LDL-C受体缺

陷（ldlr-/-）小鼠的主动脉斑块面积减少 35%，颈动

脉粥样硬化斑块面积减少53%［4］。结合本文和既往

研究结果，认为 TNFSF4 潜在调控区域多态位点

rs3861950可能是本研究人群颈动脉易损斑块和动

脉粥样硬化性脑梗死的易感位点，rs3850641位点则

不是，并推测 TNFSF4 基因 rs3861950（C/T）的多态

性可影响TNFSF4基因功能的表达及影响动脉粥样

硬化性疾病的发生和发展。

本研究探讨 TNFSF4 基因多态位点 rs3861950/

rs3850641与无症状颈动脉易损斑块发生的相关性，

发现 TNFSF4 基因 SNP rs3861950 可能是本研究人

群颈动脉易损斑块的易感位点，该结果是 TNFSF4

基因多态性参与大动脉粥样硬化型脑梗死发生的直

接有力证据。今后的研究方向可能根据 SNP

rs3861950的序列特点，着重于基因功能，进一步明

确TNFSF4基因/蛋白对动脉粥样硬化性脑梗死的影

响，研制易损斑块抑制/稳定剂，对动脉粥样硬化性

脑梗死进行早期干预防治。
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