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[摘要] 目的 探究肿瘤坏死因子-α（TNF-α）基因单核苷酸多态性（SNP）位点的多态性与肝细胞癌（HCC）遗传易

感性的相关性。方法 选取HCC患者 112 例作为实验组，并选取同期住院无血缘关系的非肿瘤患者 100 例作为对

照组。采用Taqman探针荧光定量PCR法对TNF-α基因多态性位点-238G/A和-308A/G进行基因分型，观察两多态

性位点的基因型及等位基因频率在两组间的分布特征，并采用 logistic回归分析多态位点与HCC的相关性。 结

果 实验组患者血清 TNF-α 水平明显高于对照组，差异有统计学意义（t=13.36，P＜0.05）；在 TNF-α 基因-238G/A

位点中，两组间基因型及等位基因频率分布比较，差异均无统计学意义（χ2分别=1.61、0.02，P均＞0.05）；在 TNF-α
基因-308A/G位点中，实验组AA基因型频率明显低于对照组，G等位基因频率明显高于对照组，差异均有统计学意

义（χ2分别=6.46、7.23，P均＜0.05）；-308A/G位点中，AG+GG基因型的患者血清TNF-α水平明显高于AA基因型，差

异有统计学意义（t=6.10，P＜0.05）。结论 TNF-α 基因多态性与HCC之间可能存在一定的相关性，其中-308A/G

位点中的G等位基因可能是HCC遗传易感性的风险等位基因，监测TNF-α基因中-308A/G位点的多态性对及时准

确地预测HCC的发生、改善HCC患者预后具有重要的临床意义。
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[Abstract] Objective To explore the correlation between TNF-α gene polymorphism and genetic susceptibility to he-

patocellular carcinoma（HCC）. Methods Totally 112 patients with HCC were selected as the experimental group，and

100 patients without blood relationship and tumor were selected as the control group.The Taqman probe quantitative PCR

method was used togenotype TNF-α gene polymorphism loci -238G/A and -308A/G，and the distribution characteristics

of the genotypes and allele frequencies of the two polymorphism loci between the two groups were observed.And the corre-

lation between the polymorphism loci and hepatocellular carcinoma was analyzed by logistic regression. Results The se-

rum TNF-α level in the experimental group was significantly higher than that in the control group（t=13.36，P＜0.05）.In

the TNF-α gene-238G/A locus，there was no significant difference in genotype and allele frequency distribution between

the two groups（χ2=1.61，0.02，P＞0.05）.In the TNF-α gene-308A/G locus，the AA genotype frequency in the experime-

ntal group was significantly lower than that in the control group，while the G allele frequency was significantly higher

than the control group（χ2=6.46，7.23，P＜0.05）.In the -308A/G locus，the serum TNF-α level in the patients with AG

+ GG genotype was significantly higher than that in the patients with AA genotype，the difference was statistically signifi-

cant（t=6.10，P＜0.05）. Conclusion TNF-α gene polymorphism may be has a certain correlation with HCC，and G a-

llele of -308A/G locus may be a risk allele for genetic susceptibility to HCC.Monitoring the 308A/G loci polymorphism of

TNF-α is important to the accurate prediction of the occurrence of HCC and the prognosis of patients with HCC.

[Key words] tumor necrosis factor -α； hepatocellular carcinoma； polymorphism； gene； genetic susceptibility；

correlation
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是临

床常见的恶性肿瘤疾病，是原发性肝癌中最常见的

一种肿瘤类型，约占全部肝癌病例的85％～90％[1]。

HCC肿瘤恶性程度高，死亡率极高，潜伏期较长，预

后极差，对人们的生命健康造成极大的威胁，同时

也给HCC患者的家庭带来了沉重的经济负担和精

神负担[2]。因此，研究其遗传易感性，于发病前预测

或在发病早期给予干预治疗具有重要意义。肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor alpha，TNF-α）被

认为是炎症相关性肿瘤发生发展过程中发挥重要

作用的细胞因子[3]。目前国内外对TNF-α基因多态

性与HCC遗传易感性的相关性报道较少。因此，本

次研究通过观察TNF-α基因-238G/A和-308A/G两

位点在HCC患者和非肿瘤患者间的基因型和等位

基因分布特征，来分析 TNF-α基因与HCC的相关

性，以期为及时、准确地预测HCC的发生提供理论

依据。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2016年9 月至2019年9 月于

衢州市人民医院就诊的HCC 患者 112 例作为实验

组，其中男性 50 例、女性 62 例；年龄 24～76 岁，

平均年龄为（41.39±10.97）岁。纳入标准包括：①
HCC 诊断均符合《原发性肝癌诊疗规范（2017 年

版）》中关于 HCC 的诊断标准 [4]，且经病理证实；

②患者均为未经过放射和抗癌药物治疗的新发现

病例；③临床资料完整；④患者依从性好。并剔

除：①伴有严重心、脑功能障碍者；②伴有其他恶

性肿瘤或严重的全身性疾病者；③近期使用过抗

感染和免疫制剂治疗者；④不配合试验以及临床

资料不全者。选取同期住院无血缘关系的非肿瘤

（临床和实验室检测均正常，无家族肿瘤史）患者

100 例为对照组，其中男性 52 例、女性 48 例；年龄

23～74 岁，平均年龄为（43.33±10.89）岁。全部研

究对象或其家属签署知情同意书，本试验通过本

院伦理委员会审查。两组一般资料比较，差异均无

统计学意义（P均＞0.05）。
1.2 方法 所有患者均在 22∶00后禁食禁水，于次

日清晨空腹采集外周静脉血5 ml置于抗凝管内，室

温下静置 1 h后，在 4 ℃下 3 500 r/min离心 10 min
后取上层清液，置于-80 ℃冷冻保存待检。采用酶

联免疫吸附法检测血清TNF-α水平，试剂盒由上海

希美生物科技生物有限公司生产，检测过程全部操

作严格按照试剂盒说明书进行。

1.3 基因的提取与 SNP位点基因分型 采集空腹

静脉血 5 ml（用乙二胺四乙酸二钠或肝素抗凝）置

于离心管中，加入800 μl的Tris-EDTA（TE）后混匀，在

室温下以12 000 r/min离心10 min，重复5～6 次，直至

完全溶解。再加入400 μl TE，25 μl 10％十二烷基硫酸

钠溶液，5 μl 20 mg/ml PK，37 ℃消化过夜。吸上层清

液，加入等体积的酚，摇荡15 min，以12 000 r/min离
心 10 min，再次吸上层清液；加入等体积的酚：氯

仿（1：1）混合液，摇荡 15 min，以 12 000 r/min 离

心 10 min，吸上层清液；再加入等体积的氯仿，摇荡

15 min，以12 000 r/min离心10 min，吸上层清液；加

入两倍体积的无水乙醇和 1/10体积的 3M乙酸钠，

于-20 ℃下沉淀1 h，以12 000 r/min离心10 min，弃
上层清液，向沉淀中加入75％乙醇，以12 000 r/min
离心 5 min 后弃上层清液，干燥后用 100 μl TE 溶

解，最后置于-20 ℃冷藏备用。

SNP位点-238G/A和-308A/G 的基因分型采用

TaqMan探针荧光定量 PCR方法进行检测，所使用

的仪器为罗氏 LightCy-cler480 实时荧光定量PCR
仪，基因分型试剂、TaqMan探针以及引物均购自美

国 ABI 公司。PCR 反应在罗氏 LightCycler480 实

时荧光定量PCR仪进行，反应体积为 10 μl，反应条

件为95 ℃预变性10 min，92 ℃变性15 s、60 ℃退火

1 min，共 40 个循环，40 ℃延伸 5 min。以水代替模

板DNA作为阴性对照。用罗氏LightCycler 480荧光

定量分析软件 LCS480 1.5.1.62对实验数据进行基

因分型，随机对 SNP位点的不同基因型样本进行测

序，验证Taqman基因分型的结果。SNP位点扩增引

物设计参照文献，所用引物见表1。
表1 TNF-α基因引物序列

多态位点

-238G/A

-308A/G

引物

上游

下游

上游

下游

序列（5′-3′）

AGAAGACCCCCCTCGGAACC

ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG

AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT

TCCTCCCTGCTCCGATTCCG

1.4 统计学方法 采用 SPSS 21.0 软件对统计数

据进行整理分析。计量资料以均数 ±标准差

（x±s）表示。计量资料比较采用 t 检验；计数资料

比较采用 χ2检验。采用Hardy-Weinberg 平衡检验

分析 TNF-α 基因型在两组研究对象中的分布是

否 具 有 代 表 性 。 设 P＜0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。
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2 结果

2.1 两组血清TNF-α水平比较 实验组患者血清

TNF-α水平（488.15±126.20）pg/ml，明显高于对照组

（284.69±94.77）pg/ml，差异有统计学意义（t=13.36，P
＜0.05）。
2.2 两组间 TNF-α基因-238G/A和-308A/G多态

性位点基因型及等位基因频率分布见表2
表2 两组间TNF-α基因-238G/A和-308A/G多态性位点

基因型及等位基因频率分布

SNP

-238G/A

-308A/G

基因型及

等位基因

GG

GA

AA

A

G

AA

AG

GG

A

G

实验组

（n=112）

81（72.31）

28（25.01）

3（ 2.68）

86（76.79）

26（23.21）

71（62.43）*

33（30.54）*

8（ 7.03）*

75（66.96）*

37（33.04）*

对照组

（n=100）

68（68.00）

31（31.00）

1（ 1.00）

67（67.00）

33（33.00）

78（78.00）

20（20.00）

2（ 2.00）

76（76.00）

24（24.00）

注：*：与对照组比较，P＜0.05。
由表 2 可见，TNF-α 基因-238G/A 位点存在

GG、GA、AA三种基因型，且两组间基因型频率分布

比较，差异无统计学意义（χ2 =1.61，P＞0.05）；两组

间的A、G等位基因分布频率比较，差异无统计学意

义（χ2=0.02，P＞0.05）。
TNF-α基因-308A/G位点存在AA、AG、GG三

种基因型，且两组间基因型频率分布比较，差异有

统计学意义（χ2=6.46，P＜0.05），实验组患者显性等

位基因纯合子AA基因型频率明显低于对照组，杂

合子AG以及隐性等位基因纯合子GG的基因型频

率明显高于对照组，差异均有统计学意义（χ2分别=
5.24、6.39、5.76，P均＜0.05）。实验组中A等位基因

频率明显低于对照组，实验组中G等位基因频率明

显高于对照组，差异均有统计学意义（χ2分别=6.46、
7.23，P均＜0.05）。
2.3 不同基因分型的实验组患者血清TNF-α水平

比较见表3
由表3可见，TNF-α基因-238G/A位点GG基因

型患者血清 TNF-α水平与GA+AA基因型比较，差

异无统计学意义（t=1.35，P＞0.05）；TNF-α基因

-308A/G位点AG+GG基因型的患者血清TNF-α水

平明显高于AA基因型，差异有统计学意义（t=6.10，
P＜0.05）。
表3 不同基因分型的实验组患者血清TNF-α水平比较

SNP

-238G/A

-308A/G

基因型

GG

GA+AA

AA

AG+GG

n

81

31

71

41

TNF-α/pg/ml

514.56±128.94

478.06±126.02

492.59±125.81

687.17±180.50*

注：*：与AA基因型比较，P＜0.05。
3 讨论

我国是肝癌的高发地区，HCC是肝癌最常见的

一种病理类型[5,6]。HCC的高发病率、高病死率以及

高恶性程度给患者的生命健康带来了极大的威胁，

对于目前不能进行病理学检查的HCC患者来说，单

靠影像学技术进行诊断很难鉴别出病变的良恶性，

而各类炎症因子则可在血清表达水平上发生变化，

于恶性肿瘤发生的早期就起到一定的预警作用[7]。

炎症因子的基因多态性可能与HCC存在一定的病

理相关。

TNF-α是肿瘤疾病发生发展过程中发挥重要

作用、极具代表性的炎性细胞因子，主要由活化的

巨噬细胞产生和释放，具有免疫调节等多种生物学

功能，也是炎症反应的启动因子，可促进机体组织

产生炎性损伤以及其他炎性因子的生成[8]。TNF-α
基因位于人类第 6 号染色体染色体短臂 p21.3 区

域[9]。杨艳等[10]的研究证实了 TNF-α在肝损伤、肝

纤维化以及肝癌的病理发生发展过程中发挥重要

作用。本次研究结果显示，HCC患者其血清TNF-α
水平明显高于对照组患者（P＜0.05），证实了TNF-α
与HCC之间存在相关性，TNF-α基因多态性可能与

HCC遗传易感性相关。

Satoh 等[11]以及王崇科等[12]的研究均发现了

TNF-α基因-308A/G位点的单核苷酸多态性影响患

者血清TNF-α水平，当A等位基因被G等位基因替

代，机体的 TNF转录水平会上升，导致AG和GG基

因型的患者血清TNF-α水平会明显上升。本次研

究结果显示，在 TNF-α基因中，-308A/G位点AG+
GG基因型的患者血清TNF-α水平明显高于AA基

因型（P＜0.05），提示TNF-α基因-308A/G位点的多

态性可以影响机体TNF-α的转录效率，导致不同基

因型的个体之间血清TNF-α水平存在差异，最终影
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响HCC的遗传易感性及其发生发展。在本次研究

关于-308A/G位点的基因型及等位基因频率分布研

究结果显示，HCC患者中AA基因型频率明显低于

非肿瘤患者，且HCC患者中G等位基因频率明显高

于非肿瘤患者（P均＜0.05），提示在-308A/G位点多

态性中，A等位基因是个体发生HCC的保护等位基

因，而 G 等位基因是个体发生 HCC 的风险等位

基因。

王崇科等 [12]在研究中并未发现 TNF-α 基因

-238G/A 位点的多态性与肝癌之间存在一定关

联，这在Yang等[13]关于细胞因子基因多态性与肝癌

遗传易感性的Meta分析研究中亦得到了证实。考

虑到HCC在肝癌疾病中的高额度占比以及两者病

理过程的高度重合性，提示TNF-α基因-238G/A位

点可能与HCC之间不存在明显相关性。本次研究

结果亦显示，在TNF-α基因-238G/A位点的多态性

中，两组间基因型频率分布及等位基因频率分布差

异均无统计学意义（P均＞0.05）。而黄海玲等[14]研

究发现，TNF-α基因-238位点GG、GA频率及其等

位基因G、A频率在肝癌组和对照组间均存在明显

差异，携带GA基因型个体患肝癌的风险约是GG基

因型的2.786倍，这可能是由于地域、环境等因素的

差异以及样本量选择和研究方法的不同造成的。

但本次研究还存在一定的局限性，如样本量过小，

且未对其他医院HCC患者进行研究，代表性不足。

综上所述，TNF-α基因多态性与HCC遗传易感

性以及发生发展过程可能存在一定的相关性，其

中-308A/G位点中的G等位基因可能是个体发生

HCC 的风险等位基因，监测患者 TNF-α 基因中

-308A/G位点多态性对及时准确地预测HCC的发

生、改善HCC患者预后具有重要的临床意义。
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