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　　【摘要】　目的：探讨肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）基因启动子区域的Ｇ２３８Ａ和Ｇ３０８Ａ

多态对急性冠脉综合征发病的影响。　方法：利用ＤＮＡ直接测序法，入选急性冠脉综合

征患者（ＡＣＳ组）７０例及汉族正常对照组６４例，对ＴＮＦα基因启动子区域的Ｇ２３８Ａ和

Ｇ３０８Ａ多态位点分别进行检测。　结果：在ＡＣＳ组中，ＴＮＦα基因启动子区域Ｇ３０８Ａ

多态的基因型分布（ＧＧ＝３１、ＧＡ＝９、ＡＡ＝３０）及其等位基因频率（Ｇ＝５０．７１％、Ａ＝

４９．２９％）与正常对照组（ＧＧ＝４７、ＧＡ＝４、ＡＡ＝１３；７６．５６％、２３．４４％）相比均有显著性

差异（犘＜０．０１）；Ｇ２３８Ａ多态的基因型分布（ＧＧ＝４４、ＧＡ＝８、ＡＡ＝１８）与正常对照组

（ＧＧ＝５５、ＧＡ＝２、ＡＡ＝７）相比，统计学上有显著性差异（犘＜０．０１），等位基因频率（Ｇ＝

６８．５７％、Ａ＝４１．４３％）与正常对照组（Ｇ＝８７．５０％、Ａ＝１２．５０％）相比也有显著差异（犘

＜０．０１）。　结论：ＴＮＦα基因启动子区域Ｇ２３８Ａ和Ｇ３０８Ａ多态可能与急性冠脉综合

征的发生相关，ＴＮＦα基因变异可能是急性冠脉综合征的重要遗传危险因素。
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　　肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）是一种重要的炎性细

胞因子［１］，与动脉粥样硬化的形成、进展及斑块破裂

密切相关。ＴＮＦα具有双重效应，在炎症反应的早

期为致炎症作用；在后期则具有抗炎症和免疫调节

作用［２］。ＴＮＦα基因多态可以影响ＴＮＦα基因产

物的表达量及生物活性，参与急性冠脉综合征

（ＡＣＳ）的发生和发展。深入了解和认识ＴＮＦα基因

多态，将有助于研究ＡＣＳ的发病机制。

本研究采用候选基因关联分析策略，利用ＤＮＡ

直接测序法，对 ＡＣＳ组和正常对照组ＴＮＦα基因

启动子区域的 Ｇ２３８Ａ 和 Ｇ３０８Ａ 多态性进行检

测，并比较分析。
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１　材料和方法

１．１　研究对象

ＡＣＳ组７０例均为瑞金医院心内科住院患者，

平均年龄（６５．６±１１．７）岁，男性５１例，女性１９例。

ＡＣＳ诊断主要根据病史、心电图和血清心肌酶谱的

动态变化，包括不稳定型心绞痛（ＵＡ）、非ＳＴ段抬

高型心肌梗死（ＮＳＴＥＭＩ）和ＳＴ段抬高型心肌梗死

（ＳＴＥＭＩ）。正常对照组６４例，均来自门诊健康体

检者，平均年龄（６３．１±７．５）岁，其中男性４３例，女

性２１例。排除冠心病、高血压病、糖尿病、脑梗死、

免疫性疾病、神经系统性疾病、恶性肿瘤和肝肾疾

病患者。

所有入选者均详细记录病史、既往史、心脑血

管、糖尿病、肿瘤等家族史，吸烟和饮酒史。记录的

临床、生化检查包括血压、心率、心电图、血脂和空

腹血糖等。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ制备 采取外周静脉血５ｍｌ，

经酚氯仿法抽提白细胞中的基因组ＤＮＡ，稀释至

１０ｎｇ／μｌ备用。

１．２．２　基因型的鉴定 ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系

（５μｌ），包括１０×缓冲液０．６２５μｌ，ｄＮＴＰ混合物

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．２５μｌ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．３２５μｌ，

ＨｏｔｓｔａｒＴａｑＤＮＡ聚合酶０．０３μｌ，引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

各０．１２５μｌ，ＤＮＡ 模板（１０ｎｇ／μｌ）１μｌ，引物由

ＭａｓｓＡＲＲＡＹＴＭ ＡｓｓａｙＤｅｓｉｇｎ２．０软件设计，Ｇ

３０８Ａ Ｆ：５′ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＡＴＴＴＧＴＧＴＧＴＡＧ

ＧＡＣＣＣＴＧ３′，Ｒ：５′ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＧＴＣＣＣＣ

ＡＡＡＡＧＡＡＡＴＧＧＡＧ３′，Ｇ２３８ＡＦ：５′ＡＣＧＴＴ

ＧＧＡＴＧＡＴＣＡＡＧＧＡＴＡＣＣＣＣＴＣＡＣＡＣ３′，Ｒ：５′

ＡＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＧＧＴＣＣＴＡＣＡＣＡＣＡＡＡＴＣＡＧ

３′。反应程序：９５℃变性１５ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ，

５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４５个循环；７２℃延

伸３ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用虾碱性磷酸酶（ＳＡＰ）纯化。

延伸反应：延伸反应体系（９μｌ），包括ＳＡＰ纯化的

ＰＣＲ产物７μｌ、延伸引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．３６μｌ、

ＭａｓｓＥＸＴＥＮＤ酶０．０１８μｌ和延伸混合物（缓冲液

和５０μｍｏｌ／Ｌｄ／ｄｄＮＴＰ混合物）０．２μｌ。（Ｇ３０８Ａ

Ｆ：５′ＡＧＧＴＴＴＴＧＡＧＧＧＧＣＡＴＧ３′；Ｇ２３８ＡＦ：５′

ＡＧＡＣＣＣＣＣＣＴＣＧＧＡＡＴＣ３′）。反应程序：９４ ℃

变性２ｍｉｎ；９４ ℃变性５ｍｉｎ，５２ ℃退火５ｍｉｎ，

７２℃延伸５ｍｉｎ，５５个循环；７２℃延伸３ｍｉｎ。延

伸产物用Ｒｅｓｉｎ树脂纯化。基质辅助激光解吸附电

离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）检测：将纯化产物

移至芯片，以 ＭａｓｓＡＲＲＡＹＴＭ Ｔｙｐｅｒ３．０．１软件进

行数据分析。

１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１３．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行数据分

析和统计。应用ＡＲＬＥＱＵＩＮ软件对入选单核苷酸

多态（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）进行连

锁不平衡分析，以明确各 ＳＮＰ是否符合 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。组间均数比较采用狋检验，组间频

数分布比较采用χ
２ 检验。以犘＜０．０５为有统计学

意义。

２　结果

２．１　一般临床资料比较

与正常对照组比较，ＡＣＳ组的年龄、血压、三酰

甘油水平明显升高，而血浆高密度脂蛋白水平明显

降低（犘＜０．０１）。

２．２　ＴＮＦα基因Ｇ２３８Ａ和Ｇ３０８Ａ多态与ＡＣＳ

的关系

ＡＣＳ组，ＴＮＦＧ２３８Ａ、ＴＮＦＧ３０８Ａ 多态的基

因型分布及其等位基因频率与正常对照组相比均

有显著性差异（犘＜０．０１，见表１、２）。

表１　各组犜犖犉α基因犛犖犘狊基因型频率比较（狀，％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ 犘值

ＴＮＦＧ２３８Ａ

　正常对照组 ５５（８６．０） ２（３．１） ７（１０．９）

　ＡＣＳ组 ４４（６２．９） ８（１１．４） １８（２５．７） ＜０．０１

ＴＮＦＧ３０８Ａ

　正常对照组 ４７（７３．４） ４（６．３） １３（２０．３）

　ＡＣＳ组 ３１（４４．３） ９（１２．９） ３０（４２．８） ＜０．０１

表２　各组犜犖犉α基因犛犖犘狊等位基因频率比较（狀，％）

Ｇ Ａ 犘值

ＴＮＦＧ２３８Ａ

　正常对照组 １１２（８７．５０） １６（１２．５０）

　ＡＣＳ组 ９６（６８．５７） ４４（４１．４３） ＜０．０１

ＴＮＦＧ３０８Ａ

　正常对照组 ９８（７６．５６） ３０（２３．４４）

　ＡＣＳ组 ７１（５０．７１） ６９（４９．２９） ＜０．０１

３　讨论

ＴＮＦα基因位于染色体６ｐ２１．３，长约４．０ｋｂ，

含４个外显子、３个内含子。本研究采用ＰＣＲ直接

测序法对ＴＮＦα基因启动子区域的Ｇ２３８Ａ和Ｇ

３０８Ａ多态检测后发现，在华东地区健康汉族人群
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中，Ｇ３０８Ａ等位基因的频率为２３．４４％，明显高于

韩国（８．８％）、高加索人（１３．１％～１６．０％），与北爱

尔兰白种人（２４．０％）相似，提示Ｇ３０８Ａ多态存在

种族和地区差异［２７］。

ＴＮＦα基因 Ｇ３０８Ａ多态可能与动脉粥样硬

化、冠脉病变程度、粥样斑块稳定性、心脏移植排异

反应等相关［６，８１１］，但结果尚存争议。有研究认为

Ｇ３０８Ａ多态是冠心病的独立危险因素，糖尿病患

者Ａ等位基因携带者冠心病的相对危险增加２．８６

倍［１２，１３］；但有研究提出截然相反的观点，认为

Ｇ３０８Ａ多态的 Ａ 等位基因可以降低发病危险

性［９，１２，１４］。Ｇ３０８Ａ多态的功能及其作用机制目前

尚不清楚，可能与其基因的转录活性有关［１５，１６］。

本研究发现，ＡＣＳ组Ｇ３０８Ａ多态的ＡＡ基因

型及Ａ等位基因频率较正常对照组明显增加，提示

Ｇ３０８Ａ等位基因可能与 ＡＣＳ的发生有关，与既往

研究的结论一致［６，１０］。

ＡＣＳ组ＴＮＦＧ２３８Ａ多态的ＡＡ基因型及 Ａ

等位基因频率较对照组明显增加，提示Ｇ２３８Ａ多

态可能与ＡＣＳ发病相关。

ＴＮＦα基因 Ｇ２３８Ａ 和 Ｇ３０８Ａ 多态与 ＡＣＳ

相关，可能是多位点之间存在协同作用，也可能是

与其他炎症因子共同作用，具体的致病机制还有待

于深入的研究。
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