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　　摘要：目的　探讨肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和白细胞介素 ６（ＩＬ６）基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）
与胃腺癌合并或未合并幽门螺杆菌（Ｈｐ）感染的关系。方法　采用基因芯片技术检测 １３０例胃腺癌

患者（胃癌组）和 １４２例健康对照人群（对照组）中 ＴＮＦα２３８Ｇ／Ａ，３０８Ｇ／Ａ和 ＩＬ６５９７Ｇ／Ａ，

１７４Ｇ／Ｃ，５７２Ｇ／Ｃ位点多态性。同时应用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定两组血清中 ＨｐＩｇＧ／ＩｇＭ／

ＩｇＡ型抗体浓度。结果　胃癌组 Ｈｐ的感染阳性率明显高于对照组（Ｐ ＜０．０１，相对危险度［ＯＲ］＝

２．５９）。ＴＮＦα２３８ＧＡ基因型和 Ａ等位基因频率，胃癌组明显高于对照组（Ｐ ＜０．０１，ＯＲ＝２．４４；

Ｐ＜０．０１，ＯＲ＝２．１３）；Ｈｐ阳性胃癌组明显高于 Ｈｐ阴性胃癌（Ｐ ＜０．０５，ＯＲ＝４．５３；Ｐ ＜０．０１，

ＯＲ＝３．５２）；低分化胃癌组显著高于高分化胃癌组（Ｐ＜０．０５，ＯＲ＝４．１６）。胃癌组 ＩＬ６５７２ＣＣ基

因型频率明显低于对照组（Ｐ＜０．０１，ＯＲ＝０．１７）。未见 ＴＮＦα和 ＩＬ６其他位点的 ＳＮＰ与胃癌组或

Ｈｐ阳性胃癌组有任何相关性。结论　ＴＮＦ２３８ＧＡ基因型及其等位基因 Ａ与胃腺癌或感染 Ｈｐ的胃

腺癌易感性相关，而 ＩＬ６５７２ＣＣ基因型则能降低胃腺癌易感性。
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　　胃癌的发生发展是一个多因素多阶段多基因

参与的过程，其中，幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，

Ｈｐ）感染和遗传因素在胃癌发生发展中的作用备受

关注［１－２］。肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和白细胞介

素 ６（ＩＬ６）分别是 Ｔｈ１型和 Ｔｈ２型免疫反应的关键

分子，如果这些分子出现基因变异则导致不同的免

疫反应，进而增加发生胃癌的危险性［１－４］。基于

此，笔者对 ＴＮＦα和 ＩＬ６启动子区单核苷酸多态

性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）与胃癌易感性

的关系进行探讨，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源及其一般资料　１３０例胃腺癌患

者（胃癌组）分别来自山东大学齐鲁医院、济南市中

心医院肿瘤科及普通外科。其中男 ７０例，女 ６０

例；平均年龄（５８．６±１３．３）岁。均经病理切片证

实为胃腺癌；包括低分化腺癌７８例，中分化腺癌３２

例，高分化腺癌 ２０例；有淋巴结转移 ４８例，无淋巴

结转移 ８２例。１４２例健康对照（对照组）来自山东

大学临床医学院济南市中心医院健康体检中心，其

中男 ７０例，女 ７２例；平均年龄（５３．５±１１．２）岁。

所有对照均无消化系统疾病、内分泌疾病、心血管

疾病、自身免疫病和慢性炎症，均无近期输血史。

１．１．２　试剂与仪器　ＴＮＦα／ＩＬ６基因多态性检

测芯片试剂盒由济南市中心医院中心实验室提供。

芯片检测试剂盒由提取液 １，提取液 ２，预杂交液，

杂交缓冲液，洗液 １，洗液 ２，洗液 ３，抗体液，显色

液，Ｔａｑ酶，扩增液 １４，扩增液 １５，扩增液 １６，阴性

扩增液，阴性对照液，阳性扩增液及阳性对照液等

组成。Ｈｐ抗体（ＩｇＧ，ＩｇＭ，ＩｇＡ）检测试剂盒由美国

Ｂｉｏｃｈｅｃｈ，Ｉｎｃ提供。聚合酶链 式 反 应 （ＰＣＲ）采 用

ＡＢＩ公司生产的 ５７００型 ＰＣＲ扩增仪。芯片检测采

用 ＢａｉｏＢＥ系列基因芯片检测仪，购自上海百傲科

技有限公司。ＰＣＲ引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。ＴＮＦα上游引物为 Ｂｉｏｔｉｎ５′

ｔｃｃｃｔｃｃａａｃｃｃｃｇｔｔｔｔｃｔ３′，下游引物为 ５′ｃａｔｃｔｇｇａｇｇａａｇｃｇｇ

ｔａｇｔｇｇ３′；ＩＬ６上 游 引 物 为 ５′ｃａｃａｃｔｃｃａｃｃｔｇｇａｇａｃｇｃｃ

３′，下游引物为 ５′Ｂｉｏｔｉｎａｇｃｇｇｇｔｇｇｇｇｃｔｇａｔｔｇｇａ３′。

１．２实验方法

１．２．１　标本采集　所有样本均采集 ４ｍＬＥＤＴＡ抗

凝血，分离部分血浆备测 Ｈｐ抗体，剩余部分颠倒混

匀备抽提基因组 ＤＮＡ。标本 －８０℃保存备用。

１．２．２　基因芯片检测　操作严格按说明进行。简

要步骤如下：（１）ＤＮＡ抽提。（２）ＰＣＲ扩增。扩增

条件为 ９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ２５ｓ，５６℃ ２５ｓ，７２℃ ２５ｓ，

３５个循环，７２℃ 延 伸 ５ｍｉｎ。扩 增产 物 ９８℃ 变性

５ｍｉｎ，迅速放入冰盒，－２０℃放置备用。（３）杂交。

将基因芯片置于杂交舱中并加入 ２００μＬ预杂交液，

４１℃ ５ｍｉｎ；然后加入已变性的 ＰＣＲ扩增产物和

２００μＬ杂交液，４１℃ ３０ｍｉｎ；再加入 ２００μＬ已预热

的 １号洗涤液，４１℃ ５ｍｉｎ，重复 ２次。（４）显色。

向杂交舱中加入 ２号洗涤液 ２００μＬ，室温 ２ｍｉｎ，加

入抗体液 ２００μＬ，室温 ２０ｍｉｎ，然后用 ２号洗涤液

洗 ２次，３号洗涤液洗 １次，向杂交舱中加入 ２００μＬ

显色液，４１℃ ４０ｍｉｎ。（５）检测。在 Ｂａｉｏ基因芯片

识读仪上检测。检测图像经 ＡｒｒａｙＤｏｃｔｏｒ软件分析

自动输出检测结果。

１．２．３　Ｈｐ抗体检测　应用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）测定 Ｈｐ。操作方法、结果计算均按试剂盒

说明进行。Ｈｐ感染的认定标准：血清 ＩｇＧ，ＩｇＡ，ＩｇＭ

３项指标中有 １项以上阳性者为 Ｈｐ阳性（Ｈｐ＋），

否则为 Ｈｐ阴性（Ｈｐ－）。

１．３　统计学处理

基因频率的计算采用直接计算法。数据处理使

用 ＳＡＳ９．０统计学软件。两组间基因型和等位基因

０６６
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分布比较用四格表法进行 χ２或 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ准确概率

法。以比值比（ＯＲ）及其 ９５％可信区间（９５％ＣＩ）

估计相对风险度。用单体型频率进行连锁不平衡

分析。

２　结　果

２．１　Ｈｐ感染实验结果

胃癌组 的 Ｈｐ感染 率 显 著 高 于 对 照 组 （χ２ ＝

１４．３６，Ｐ＜０．０１；ＯＲ＝２．５９１，９５％ＣＩ＝１．５８３～

３．９３１）（表 １）。

２．２　连锁不平衡分析

ＴＮＦα２３８和３０８位点连锁不平衡系数 Ｄ，在

胃癌 组 和 对 照 组 分 别 为 ０．６３３和 ０．５６２（Ｐ ＝

０．０６７）。表明两组的单体型频率差异无显著性。

ＩＬ６１７４，５７２和５９７连锁不平衡系数 Ｄ，在胃癌

组和对照组比较差异亦无显著性（Ｐ＝０．６６４）。

２．３　ＴＮＦα基因多态性与胃癌风险性的关系

胃癌组 ＴＮＦα２３８ＧＡ基因型频率显著高于对

照组（χ２＝１０．１７，Ｐ＜０．０１，ＯＲ＝２．４４，９５％ＣＩ＝

１．４１～４．２２），等位基因 Ａ频率也明显高于对照组

（χ２＝７．０３，Ｐ＜０．０１，ＯＲ＝２．１３，９５％ＣＩ＝１．２２

～３．７３）。ＴＮＦα３０８基因型及等位基因频率两组

间差异无显著性 （Ｐ＞０．０５）（表 ２）。芯片部分检

测结果见附图。

表 １　两组感染 Ｈｐ的分布状态

组别 例数 ＩｇＧ阳性 ＩｇＭ阳性 ＩｇＧ＋ＩｇＭ阳性 ＩｇＧ＋ＩｇＡ阳性 合计阳性例数（％）

胃癌 １３０ ６２ ８ １２ ８ ９０（６９．２３）

对照 １４２ ４４ ８ ８ ６ ６６（４６．４８）

Ｐ值 ＜０．０１

表２　ＴＮＦα基因多态性与胃癌风险性的关系（ｎ，％）

组别 ｎ
２３８（％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

３０８（％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

胃癌组 １３０ ８４（６４．６） ４６（３５．４） ０ ２１４（８２．３） ４６（１７．７） ７２（５５．４） ５４（４１．５） ４（３．１） １９８（７６．２） ６２（２３．８）

对照组 １４２ １１６（８１．７） ２６（１８．３） ０ ２５８（９０．９） ２６（９．１） １００（７０．４） ４０（２８．２） ２（１．４） ２４０（８４．５） ４４（１５．５）

　　　　 注：与对照组比，Ｐ＜０．０１

ａ：ＧＡ／ＧＡ／ＧＧ／ＧＣ／ＧＡ基因型 ｂ：ＧＧ／ＧＧ／ＧＧ／ＧＣ／ＧＧ基因型 ｃ：ＧＧ／ＧＡ／ＧＧ／ＧＣ／ＧＡ基因型 ｄ：ＧＧ／ＧＡ／ＧＧ／ＣＣ／ＧＧ基因型

附图　ＴＮＦα２３８／３０８和ＩＬ６１７４／５７２／５９７多态性基因芯片分型结果

２．４　ＩＬ６基因多态性与胃癌风险性的关系

胃癌组 ＩＬ６５７２ＣＣ基因型频率明显低于对照

组（χ２＝１２．１０２，Ｐ ＜０．０１，ＯＲ＝０．１７３，９５％ ＣＩ

＝０．０６４４～０．４６４９）；ＩＬ６５７２Ｃ等位基因频率虽

低于对照组但差异无显 著性 （χ２ ＝２．２７４，Ｐ ＞

０．０５）（表 ３）。芯片部分检测结果见附图。

２．５　ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性与胃腺癌临床特

征的关系

２．５．１　ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性与性别的关系

　ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性频率在对照组男性人

群和女性人群及胃癌组男性患者和女性患者之间

未见统计学差异（Ｐ＞０．０５）。对照组和胃腺组之

间的 ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性频率差异也无显著

性（Ｐ＞０．０５）。

２．５．２　ＴＮＦα２３８ＧＡ基因型及 Ａ等位基因与胃

腺癌不同分化程度的关系　低分化胃癌组 ＴＮＦα

１６６
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２３８ＧＡ基因型及 Ａ等位基因频率明显高于高分化

胃癌组 （Ｐ ＜０．０５，ＯＲ＝４．１６，９５％ＣＩ＝１．２１～

１４．３２）（表 ４）。
表 ３　ＩＬ６基因多态性与胃癌风险性的关系

等位基因和基因型
胃腺癌组（ｎ＝１３０）

例数 （％）

对照组（ｎ＝１４２）

例数 （％）

ＩＬ６１７４

　Ｇ ２５４ （９７．６９） ２７６ （９７．１８）

　Ｃ ６ （２．３１） ８ （２．８２）

　ＧＧ １２４ （９５．３８） １３４ （９４．３６）

　ＧＣ ６ （４．６２） ８ （５．６４）

　ＣＣ ０ ０

ＩＬ６５７２

　Ｇ １３４ （５１．５４） １２８ （４５．０７）

　Ｃ １２６ （４８．４６） １５６ （５４．９３）

　ＧＧ ８ （６．１５） ８ （５．６３）

　ＧＣ １１８ （９０．７７） １１２ （７８．８７）

　ＣＣ ４ （３．０８） ２２ （１５．５０）

ＩＬ６５９７

　Ｇ １６０ （６１．５４） １８０ （６３．３８）

　Ａ １００ （３８．４６） １０４ （３６．６２）

　ＧＧ ３０ （２３．０８） ３８ （２６．７６）

　ＧＡ １００ （７６．９２） １０４ （７３．２４）

　ＡＡ ０ ０

　　 注：与对照组比Ｐ＜０．０５

表４　ＴＮＦα２３８ＧＡ基因型及Ａ等位基因与胃腺癌不同分化程

度的关系

组别 总例数
２３８ＧＡ

例数 （％）

２３８Ａ

例数 （％）

高分化 ２０ ３ （１５．０） ３ （１５．０）

中分化 ３２ １０ （３１．３） １０ （３１．３）

低分化 ７８ ３３ （４２．３） ３３ （４２．３）

　　注：与高分化组比，Ｐ＜０．０５

２．５．３　ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性与淋巴结转移

的关系　在有淋巴结转移的胃腺癌组（ｎ＝４８）和

无淋巴结转移的胃腺癌组（ｎ＝８２）之间，未观察

到 ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性频率差异有显著性

（Ｐ＞０．０５）。

２．６　ＴＮＦα和 ＩＬ６基因多态性与 Ｈｐ感染的关系

Ｈｐ阳性组 ＴＮＦα２３８ＧＡ基因型频率明显高于

Ｈｐ阴性组 （Ｐ ＜０．０５，ＯＲ＝４．５３，９５％ＣＩ＝１．１６

～１７．６８）；ＴＮＦα２３８Ａ等位基因频率也明显高于

Ｈｐ阴性组 （χ２ ＝１０．５０，Ｐ ＜０．０１，ＯＲ＝３．５２，

９５％ＣＩ＝１．６４～７．５４）。ＴＮＦα３０８各基因型及

等位基因频率差异均无显著性（Ｐ ＞０．０５）。胃癌

Ｈｐ阳性组和胃癌 Ｈｐ阴性组之间 ＩＬ６基因多态性

各位点基因型及等位基因频率差异均无显著性（Ｐ

＞０．０５）。

表 ５　胃腺癌 ＴＮＦα２３８／３０８基因型和等位基因与 Ｈｐ感染相关性

组别 例数
２３８（％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

３０８（％）

ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

Ｈｐ＋ ９０ ５０（５６．０） ４０（４４．０） ０ １４０（７８．Ｏ） ４０（２２．０） ５０（５５．６） ３８（４２．２） ２（２．２） １３８（７６．６） ４２（２３．３）

Ｈｐ－ ４０ ３４（８５．０） ６（１５．０） ０ ７４（９２．５） ６（７．０） ２２（５５．０） １６（４０．０） ２（５．０） ６０（７５．０） ２０（２５．０）

　　　　注：与ＨＰ－组比，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

ＴＮＦα是参与免疫调节作用的前炎性细胞因

子，具有抑制胃酸分泌［５］及损伤胃黏膜［６］的作用。

ＴＮＦα启动子区存在许多 ＳＮＰ（如２３８Ｇ／Ａ，３０８

Ｇ／Ａ，８５７Ｃ／Ｔ，８６３Ｃ／Ａ，１０３１Ｔ／Ｃ）；这些

ＳＮＰ对 转 录 因 子 结 合 的 影 响 可 调 节 ＴＮＦα的 产

物［４］。研究［７］表明，与 Ｈｐ阴性胃癌患者相比，Ｈｐ

阳性胃癌患者胃液和血清中的 ＴＮＦ是升高的 。但

ＴＮＦα３０８基因多态性并未影响胃黏膜 ＴＮＦα表

达或对 Ｈｐ的炎性反应［３］。Ｊａｎｇ等［８］对 １６９例肿瘤

研究表明，ＴＮＦα２３８Ａ等位基因频率明显低于对

照组，具有降低肿瘤风险的作用，但未获其他资料

的支持［４－５，９］。本 研 究 结 果 表 明，胃 癌 组 中 ＴＮＦ

２３８ＧＡ基因型及 Ａ等位基因频率均显著高于健康

对照组，携带 Ａ等位基因或 ＧＡ基因型的个体比不

携带者 发生 胃腺 癌的 危 险 性 高 ２倍 以 上。提 示

ＴＮＦ２３８Ａ可能与胃腺癌易感性有关。胃腺癌进一

步按 分 化 程 度 分 组 的 结 果 显 示，低 分 化 组 ＴＮＦ

２３８ＧＡ基因型及 Ａ等位基因频率显著高于高分化

２６６
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组。提示携带 ＴＮＦ２３８ＧＡ基因型或 Ａ等位基因易

致恶性程度高胃腺癌，其危险性比致高分化胃腺癌

高 ４倍以上。此项结果对预测胃腺癌预后的意义

值得深入研究，但文献未见报道。Ｈｐ＋胃腺癌 ＴＮＦ

２３８ＧＡ基因型及 Ａ等位基因频率显著高于 Ｈｐ－胃

腺癌，携带 Ａ等位基因的 Ｈｐ＋患者比 ＨＰ－患者发生

胃腺癌的危险性高 ４．５倍以上。提示 ＴＮＦ２３８ＧＡ

基因型与 Ｈｐ感染可能协同致癌，突变型等位基因

Ａ可能是 Ｈｐ感染胃腺癌的遗传易感因素。

Ｙｅａ等［４］对 ＴＮＦα３０８与 Ｈｐ感染关系的研究

表明，ＴＮＦ３０８Ａ等位基因与 Ｈｐ感染无关，但与细

胞毒相关基因 Ａ（ｃｙｔｏｔｏｘｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅＡ，ｃａｇＡ）阳

性亚群显著相关。Ｍａｃｈａｄｏ等［２］证实了 Ｙｅａ等的研

究结果，即 ＴＮＦα３０８与胃癌及是否有 Ｈｐ感染无

关［５，１０－１４］。然而，Ｚａｍｂｏｎ等［９］研究则表明 ＴＮＦα

３０８Ａ等位基因与 Ｈｐ感染有关，并增加胃腺癌的易

感性［５］。本研究结果与 Ｍａｃｈａｄｏ等［２］的结论基本一

致，即 ＴＮＦ３０８基因多态性与胃腺癌易感性无关。

ＩＬ６是介导 Ｔｈ２型反应的一个关键因子。研

究［１５］表明，ＩＬ６启动子区１７４Ｇ／ＣＳＮＰ可增加 ＩＬ

６基因的转录和表达；升高的血清 ＩＬ６水平与进展

期胃癌的不良预后有关［１６］，但 ＩＬ６基因多态性并

不增加胃癌危险性［１，１７］。Ｈｗａｎｇ等［１８］应用 Ｈｐ感染

６种胃癌细胞系，结果发现 ＩＬ６水平与 ＩＬ６启动子

区１７４，５７２和５９７多态性位点无相关性；在 Ｈｐ

感染阳性和阴性胃癌患者中也未发现与这 ３个位

点的任何相关性。本研究表明，ＩＬ６５７２ＣＣ基因型

频率显著低于健康人群，提示 ＩＬ６５７２ＣＣ基因型

具有降低胃癌危险性的作用。其作用机制是否与

ＩＬ６５７２ＣＣ基因型具有减少 ＩＬ６产物的作用有

关，尚待深入研究。
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