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论 著

研究证明，多种细胞因子如干扰素（IFN）、IL- 1、IL- 4、肿瘤
坏死因子（TNF）等通过调节甲状腺细胞、眼球后脂肪细胞、成纤
维细胞等与免疫细胞之间的相互作用，并改变他们的功能，参

与毒性弥漫性甲状腺肿（Graves病）的免疫病理过程。其中，
TNF-α在 Graves 病发生和发展过程中的作用尤为关键。研究
证实 TNF-α基因启动子区域 - 850位点（转录起始位点上游第
850bp）存在基因多态性，这种基因多态性的存在可能影响 TNF

基因转录和表达，进而影响 TNF的生物学功能[1]。TNF- d基因

启动子～863 位点至～850 位点之间的寡核苷酸片断可能是
TNF-α关键的转录调节元件，在此区域发生的突变可能影响
TNF-α基本表达。为了解 TNFα- 850C/T基因多态性与 Graves
病的关系，本文利用聚合酶链式反应（PCR）技术对 Graves病和
对 照 者 的 TNFα- 850C/T 基 因 进 行 检 测 ， 初 步 探 讨
TNFα- 850C/T基因多态性与 Graves 病的关系。

TNFα- 850C/T基因多态性与 Graves病的相关性

赖绮云 1，冯锦辉 2，陈盛强 3*

摘要：目的 探讨肿瘤坏死因子 TNFα-850C/T基因多态性与毒性弥漫性甲状腺肿（Graves 病）的关系。 方法 运
用多聚酶链反应技术检测 60例 Graves病及 119例正常人肿瘤坏死因子 TNFα-850C/T基因多态性。 结果 Graves
病组肿瘤坏死因子 TNFα-850C/C、T/C、T/T 表型频率分别为：0.7167、0.2667、0.0196，对照组分别为 0.7899、0.1932、
0.0168；Graves 病组 TNFα-850T、TNFα-863C基因频率分别为：0.8500、0.1500，对照组分别为：0.8866、0.1134；TNFα-
850C/T各种基因型频率在 Graves 病组与正常对照组之间差异无统计学意义（P>0.05）。 结论 肿瘤坏死因子 TNFα-
850C/T基因多态性与 Graves 病无明显相关。
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Abstract：Objective To investigate the relationship between tumor necrosis factor（TNF）-850C/T polymorphism and
Graves. Methods the polymorphism of TNFα -850C/T gene was screened by PCR -RELP. Results the gene
frequency of TNFα-850C/T in uveitis group was as followed；TNFα-850 C/C、T/C、T/T genotype frequency：0.7167、0.2667、
0.019，TNFα-850 C、TNFα-850 T Gene frequency: 0.8500、0.1500。TNFα-850 C/C、T/C、T/T genotype frequency in control
group was as followed: 0.7899、0.1932、0.0168，TNFα-850 C、TNFα-850 T Gene frequency：0.8866、0.1134，There were no
significant differences in the frequencies of TNFα -850C/T gene between Graves patients and control group （P >0.05）.
Conclusion no evident association was found between TNFα-850C/T polymorphism and Graves.
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1 对象与方法
1.1 对象 研究对象均为广东地区汉族人，饮食结构相似，各
研究对象之间无血缘关系。60例 Graves病患者均是自 2008~
2010年在番禺区人民医院，番禺区石碁人民医院就诊的患者中
选取，汉族人，其临床表现均具有典型的高代谢症群，不同程度

的弥漫性甲状腺肿，实验室检查符合甲状腺功能亢进改变，其

中男 28人，女 32人，年龄 25～72岁，平均年龄 41岁；对照组
121名，男 64名，女 57名，均来自广州医学院第二附属医院健
康查体人员，汉族人，均无甲状腺疾病及家族史，甲状腺功能检

测在正常范围内，经问诊无其他自身免疫性疾病。两组间性别
和年龄差异无统计学意义。
1.2 方法
1.2.1 引物的设计及合成 在 UCSC Genome Browser网上查
找 TNF-α 基 因 启 动 子 区 部 分 DNA 序 列（31482447-
31482586）。上游引物序列 TNF- P1：5’- TCG AGT ATG GGG
ACC CCC CGT T- 3’，下游引物序列：TNF- P2：5’- CCA GTG
TGT GGC CAT ATC TTC TT- 3’。特异性扩增 TNF-α基因启
动子区 - 850位点附近的部分 DNA序列，经 PCR扩增后目的基
因片段长度大小为 128bp，由上海生工公司合成。
1.2.2 DNA的提取 采用苯酚 - 氯仿法提取。
1.2.3 TNFα- 850C/T基因的检测 PCR体系总体积为 30μl，
其中包括 DNA模板 5μl，2mmol/L 脱氧三磷酸核苷（dNTP）
2μl，10×PCR 缓冲液 4μl，上、下游引物各 0.2μmol/L，
TaqDNA聚合酶 2.5U。PCR反应条件：94℃预变性 3min，然后以
下列温度和时间循环 35次：94℃ 45s、56℃ 30s、72℃ 45s，末

次循环后均于 72℃延伸 7min，4℃保存备用，PCR 扩增后用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测是否有特异性的扩增产物。取 PCR

产物 25μl，加 10U的 HincII 内切酶 1μl，10×酶切缓冲液

3μl，加双蒸水 ddH2O补至总体积 30μl，37℃酶切 3h。取 10μl

TNF-α- 850基因酶切产物直接加样于 3.0%琼脂糖凝胶的加

样孔中，室温下恒压（120V）电泳 35min后取出，然后置于紫外

反射投射仪上观察电泳结果，置于凝胶成像仪下拍照记录电泳

图像。

1.3 统计学处理 所有数据均经统计软件 SPSS17.0进行统计

分析，两组各等位基因频率利用两样本率的 χ2检验。

2 结果

2.1 TNFα- 850C/T 基因 PCR 扩增结果 经 PCR 扩增后

TNFα- 850C/T基因目的片段大小为 128 bp。见图 1。随机在两

组中各取 5份标本，每份重复 5次 PCR扩增，均产生同样结果。

M：100bp分子量标准；泳道 1- 15号的扩增产物的大小为 128bp

图 1 TNFα- 850C/T 基因 PCR扩增结果

2.2 TNFα- 850C/T等位基因的指定 标本经 PCR/RFLP后可

产生 3种酶切格局：TNF- 850 C/T 基因经特异性限制内切酶消

化后可出现 3种不同大小的 DNA片段组合，分别为 C/C基因

型：105bp、23bp；T/T基因型：128bp；C/T基因型：128bp、105bp、

23bp。见图 2。结果中 23bp由于片段小，电泳于凝胶之外，在图

中未显示。

M为 20 bp Ladder分子量标准，泳道 2- 8，15- 17基因型为 C/C；

泳道 1，9，12，14基因型为 C/T；泳道 13基因型为 T/T杂合子基因型

图 2 TNFα- 850C/T位基因产物琼脂糖凝胶电泳图

2.3 Graves 病组和对照组 TNFα- 850C/T基因型频率与等位

基因频率的分布 经 Hardy- Weinberg平衡检验，TNF-α- 850

基因各基因型频率观察值与期望值相吻合，达到遗传平衡。

Graves病组和对照组的 TNF-α- 850基因分型并统计出其基因

型频率及频数分布如表 1所示。比较两组 TNF-α- 850基因型

分布发现，差异无统计学意义（P>0.05）。在 Graves病组和对照

组中 TNF-α- 850C/C基因型频率分别为 71.67%和 78.99%，两

组间差异无统计学意义（P>0.05）。在 Graves 病组和对照组中

TNF-α- 850 T/T基因型频率分别为 1.67%和 1.68%，两组间差

异无统计学意义（P>0.05）。在 Graves 病组和对照组中 TNF-α-

850 C/T基因型频率分别为 26.67%和 19.32%，两组间差异无统

计学意义（P>0.05）。根据两组 TNF-α- 850基因型频数分布，应

用基因计数法统计出两组 TNF-α- 850等位基因频数分布如表

1所示。采用 χ2检验，比较两组 TNF-α- 850等位基因分布上

的差异，P>0.05，说明两组等位基因分布差异无统计学意义，两

组等位基因频率分布大致相似。正常人 TNFα- 850 C/C纯合子

表型的频率最高，TNFα- 850 C/T杂合子频率次之，TNFα- 850

T/T纯合子频率最低。

表 1 Graves病组和对照组 TNFα- 850C/T基因型频率与等位基因频

率的分布

3 讨论
TNFα可诱导甲状腺组织内淋巴细胞和巨噬细胞的增殖

和活化，加强细胞毒性 T 细胞的作用，调节白介素等其它细胞
因子的产生，从而在甲状腺免疫病理过程中发挥重要作用。体
外实验表明，GD患者 TEC可表达 TNFmRNA，而正常 TEC无此
作用。但 Graves病时甲状腺组织内 TNFα的改变是否会引起
外周血 TNFα的改变一直是医学界争论的焦点。研究发现外周
血 TNFα高于正常人。研究认为，TNF可以通过发挥以下几个
方面的作用而诱发 Graves病：①与干扰素一起诱导 MHC Ⅱ类

基因的表达[6]。有研究表明，Graves病、桥本甲状腺功能亢进、桥
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本甲状腺炎等自身免疫性甲状腺疾病中，甲状腺滤泡上皮细胞

异常表达 HLA Ⅱ类抗原，但表达程度不同[7~9]，HLA Ⅱ类抗原
提呈甲状腺细胞抗原多肽给 CD4+T 淋巴细胞，使得甲状腺细胞
易被识别和杀伤；②TNF因子与 IFN等一起可增强MHCΙ类

基因在甲状腺细胞上的表达[6]，甲状腺细胞上MHCΙ类基因的
表达，使得甲状腺细胞成为抗原递呈细胞或使 TH 细胞与甲状
腺细胞反应，促进细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）对甲状腺细胞的
攻击；③TNFβ因子与 IL- 1、IL- 2等细胞因子共同作用，启动体
液免疫，产生较多的抗体；④TH1细胞在 Graves病中的主导作
用使得抑制性 T 淋巴细胞的抑制作用相对减弱。TNF-α基因
定位于 6 号染色体 HLA- DR 以及 HLA- B 基因位点之间的
HLA-Ⅲ抗原基因簇上，即 6p21.3，其长度约 2.76kb，由 4 个外
显子和 3个内含子所组成。研究发现在 TNF-α基因启动子部
位存在许多 SNPs 位点，如 - 1031（T/G）、- 863（C/A）、- 851
（C/T）、- 419（G/C）、- 376（G/A）、- 308（G/A）、- 238（G/A）、- 162
（G/A）及 - 49（G/A）。因此，在 TNF-α基因 5’区存在高度多态
性，而 3’区高度保守，这些 SNPs位点可能通过影响转录活性而
使其表达水平不同。研究已发现 TNF-α基因启动子多态性与
免疫性疾病及感染性疾病的发生、发展和转归相关，主要通过
影响 TNF-α的表达量来实现，也可以通过改变核蛋白或受体

结合的方式来完成。Kula[6]等对波兰Graves 病患者的研究发现，

TNF- a- 308A与 Graves病相关，Kamizono [7] 同时发现 TNF- a-
1031C、- 863A与日本人 Graves 病相关。TNF 的基因的 - 850

（C→T为在启动子区域转录起始位点上游第 850位点的碱基 C

被碱基 T代替了，碱基 C存在的基因位点较常见，碱基 T存在

的基因位点则比较罕见，这一位点突变造成了限制性内切酶

HincII 识别位点的确失，使被 T替代的核苷酸序列不能被

HincII识别并切断，即出现限制性片断长度多态性，称为 TNFα-

850的基因多态性。TNFα的基因多态性与 Graves病的相关性

的研究国外较多，认为 TNFα的基因多态性与 Graves病有相

关性[6~8]，但 TNF- 850的基因多态性与 Graves病的相关性的没

未见报道。本研究表明，Graves病组与对照组对比，TNFα- 850

C/T各基因型频率均无显著性差异（P均 >0.05），两组之间等位

基因频率比较，差异无统计学意义（P>0.05）。我们的研究结果显

示，TNFα- 850C/T基因突变在 Graves病组及正常对照组比较

差异无统计学意义，提示在中国人中 TNFα- 850C/T基因多态

性与Graves 病无明显相关，虽然本研究没有发现 TNFα- 850C/T

单核苷酸多态性与 Graves病组的相关性，但由于葡萄膜炎是

一种多基因遗传病，许多基因也可能与葡萄膜炎易感性有关，

Kato等[9]首次报道了TNFα基因 - 850C/T突变，并指出与HLA- DR

基因不存在连锁不平衡现象。有研究证明，TNFα- 850 这个

SNPs 位点影响与其相邻的两个 SNPs 位点即 TNFα- 857 和

TNFα- 863的转录活性[9]。提示我们在研究基因突变对疾病发

病的影响时，不应局限于单基因的分析，还应重视 TNFα- 850

C/T基因型与 TNFα其他位点的相互作用。
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