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肿瘤坏死因子α单核苷酸多态性与口腔扁平苔藓的相关性研究
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　　［摘要］　目的　研究肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）与口腔扁平苔藓（ｏｒａｌｌｉｃｈｅｎｐｌａｎｕｓ，ＯＬＰ）的相关性。方法　 应用限
制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）检测１５１例ＯＬＰ患者（包括８１例糜烂型扁平苔藓和７０例非糜烂型扁平
苔藓）和１４３例健康对照者的ＴＮＦα－３０８位点单核苷酸多态性，分析其基因型和等位基因频率，并进行关联分析。结果
　 ＴＮＦα－３０８位点的基因型和等位基因频率分布在ＯＬＰ组与对照组之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但在糜烂型ＯＬＰ组
与对照组之间比较均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；基因型频率的相对风险分析发现，ＴＮＦα－３０８ＴＮＦ２基因型患糜烂型ＯＬＰ
的风险是ＴＮＦ１的２．２６８倍（ＯＲ＝２．２６８，Ｐ＜０．０５）。结论　 ＴＮＦα基因启动子区－３０８位点的多态性可能不是影响ＯＬＰ
的一个独立因素，但ＴＮＦα－３０８Ａ等位基因可能是扁平苔藓局部炎症反应加重的危险因子之一。
　　［关键词］　 口腔扁平苔藓；基因多态性；单核苷酸多态性；ＴＮＦα
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　　口腔扁平苔藓（ｏｒａｌｌｉｃｈｅｎｐｌａｎｕｓ，ＯＬＰ）是一种慢
性黏膜角化异常性疾病，是最常见的口腔黏膜病之一，

临床分为普通型和充血糜烂型。ＯＬＰ被 ＷＨＯ列为癌

前状态，长期糜烂的病损具有癌变潜能，其恶变率报道

不一，有研究发现可高达６．５１％［１－２］。ＯＬＰ的病因不
清，发病机制尚未阐明，目前研究普遍认为ＯＬＰ是由Ｔ
淋巴细胞介导的口腔黏膜角质形成细胞发生免疫性破

坏的慢性过程，是一种自身免疫相关性疾病，具有一定
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的遗传背景［３－４］。已有研究证实肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）几乎参与了 ＯＬＰ免疫发病机制中的所有环
节，包括诱导细胞毒性 Ｔ淋巴细胞的活化，介导 Ｔ淋
巴细胞向上皮组织的浸润，诱导角质形成细胞凋亡，激

活ＮＦκＢ上调 ＩＬ６、ＩＬ８以及 ＴＮＦα本身的表达，造
成ＯＬＰ活动期与静止期、病损复发与愈合交替出现的
慢性迁延过程［５－８］。为进一步阐明ＯＬＰ发病的免疫遗
传机制，本研究采用病例对照的方法，对 ＴＮＦα－３０８
位点单核苷酸多态性与口腔扁平苔藓的相关性做初步

研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　纳入２０１０年４－１１月在北京口腔医院黏膜科确诊（参照
卫生部规划教材《口腔黏膜病学》第２版）的ＯＬＰ患者１５１例，
包括糜烂型８１例，非糜烂型７０例，其中男性６５例，女性８６例，
年龄１８～７５岁。排除标准：①合并其他口腔黏膜疾患者；②长
期规律服药以控制病情的系统性疾病（如自身免疫性疾病、糖

尿病、心血管疾病、精神病等）；③有免疫系统疾病病史；④某些
药物、金属冠修复体或银汞合金充填物可能引起苔藓样反应

者；⑤妊娠期、哺乳期妇女。选择同期１４３例正常健康人作为
对照，其中男性６４例，女性７９例，年龄１６～７２岁，血液标本来
源于２０１０年７－１０月在北京市天坛医院体检中心体检的健康
人。病例组和对照组性别、年龄无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。受
试者均签署知情同意书。

１．２　样本ＤＮＡ的提取和浓度测定
　　每例抽取３ｍｌ静脉血，置于加有ＡＣＤ抗凝剂的抗凝管中，
－３０℃冰箱保存，用于提取纯化基因组 ＤＮＡ。避免反复冻融。
采用ＯＭＥＧＡ公司Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔｓ）提取受试者ＤＮＡ，将抽提的 ＤＮＡ取５μｌ置于
一Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加无菌蒸馏水至１００μｌ，用紫外分光光度计
测Ｄ（２６０）和 Ｄ（２８０）。ＤＮＡ浓度 ＝Ｄ（２６０）值 ×５０×稀释倍
数／１０００μｇ／μｌ；以Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值估计ＤＮＡ浓度。

１．３　ＴＮＦα－３０８位点基因多态性检测
　　取外周血提取ＤＮＡ后，用ＰＣＲＲＦＬＰ方法检测ＴＮＦα－３０８
位点基因多态性。设计上游引物为 ５′ＡＧＧＣＡＡＴＡＧＧＴＴＴＴ
ＧＡＧＧＧＣＣＡＴ３′，下游引物为 ５′ＡＣＡＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＴＣＣＣＴＧＣＴ
３′。ＰＣＲ扩增循环参数为预变性 ９４℃ １０ｍｉｎ，９４℃ １ｍｉｎ，
６３℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，４０个循环，最后延伸７２℃ １０ｍｉｎ。
反应总体积２５μｌ，内含ＤＮＡ模板１μｌ，Ｔａｑ酶（１Ｕ／μｌ）０．５μｌ，
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
２．５μｌ，上下游引物（１００μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ。扩增完成后取 ＰＣＲ
产物１０μｌ经ＮｃｏⅠ酶切２～３ｈ，酶切产物５μｌ用含 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ
显色剂１μｌ的２％琼脂糖凝胶电泳１ｈ后，用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像
分析系统分析判断结果。

　　ＴＮＦα－３０８位点ＰＣＲ产物约１１６ｂｐ，经ＮｃｏⅠ酶切后仅有
９６ｂｐ１个片段，判定为 ＧＧ型；如产生１１６、９６ｂｐ２个片段，则

结果判定为ＧＡ型；如产物无变化，仍为１１６ｂｐ，为ＡＡ型。

１．４　统计学分析
　　正常对照组及病例组均进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检
验；计算各组各位点基因型频率及等位基因频率，用 χ２检验分
析组间差异；计算等位基因的相对危险度估计值 ＯｄｄｓＲａｔｉｏ
（ＯＲ）及９５％可信区间。均为双侧概率检验（α＝０．０５）。

２　结果

２．１　基因型电泳结果
　　ＴＮＦα－３０８位点检出有 ３种基因型：ＧＧ型纯合子
（９６ｂｐ），ＧＡ型杂合子（９６、１１６ｂｐ），ＡＡ型纯合子（１１６ｂｐ），见
图１。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１、３、５、８：ＧＡ基因型；２、４、６：ＧＧ基因型；７：ＡＡ基因型

图１　ＴＮＦα－３０８位点分型电泳结果

２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律检验
　　ＴＮＦα－３０８基因型频率测量值和期望值无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），符合遗传平衡定律，说明病例组及对照组均为随机
人群，具有群体代表性（表１）。

表１　各组对象基因型频率ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡分析

糜烂型ＯＬＰ 非糜烂型ＯＬＰ 病例组总数 对照组ＴＮＦα－３０８

基因型 实际值 预测值 实际值 预测值 实际值 预测值 实际值 预测值

ＧＧ ６３ ６２．２ ６２ ６２．２ １２５ １２４．３ １２７ １２７．４

ＧＡ １６ １７．５ ８ ７．５ ２４ ２５．４ １６ １５．１

ＡＡ ２ １．２ ０ ０．２ ２ １．３ ０ ０．４

Ｐ ０．６１８ ０．２５７ ０．４６１ ０．５０２

２．３　ＴＮＦα－３０８位点基因多态性分析
２．３．１　２组基因型及等位基因频率的比较　　ＴＮＦα－３０８位
点单核苷酸多态性在ＯＬＰ组检测出３种基因型，以ＧＧ纯合子
型最为多见（８２．８％），ＧＡ杂合子型次之（１５．９％），ＡＡ纯合子
型最为罕见（１．３％）；而对照组中只检测出２种基因型，ＧＧ纯
合子型和 ＧＡ杂合子型。各组等位基因频率分布均以 Ｇ等位
基因最为多见。根据 ＯＬＰ的临床表现，将其分为糜烂型
（ｅＯＬＰ）与非糜烂型（ｎｅＯＬＰ），糜烂型扁平苔藓 ＧＧ纯合子基因
型频率显著低于对照组，而ＧＡ杂合子基因型显著高于对照组
（χ２＝７．３７１，Ｐ＝０．０２５），且仅有的２例ＡＡ纯合子基因型均为
糜烂型扁平苔藓患者；等位基因频率分析结果也显示Ａ等位基
因在病例组中的频率显著高于对照组（χ２＝６．１０４，Ｐ＝０．０１３）。
其余各组基因型及等位基因频率组间两两比较均无显著性差

异（Ｐ＞０．０５）。见表２。
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表２　各组ＴＮＦα－３０８基因型及等位基因频率的分布［ｎ（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ
ＯＬＰ病例组 １５１ １２５（８２．８）２４（１５．９） ２（１．３） ２７４（９０．７） ２８（９．３）
ｅＯＬＰ ８１ ６３（７７．８）ａ１６（１９．８）ａ ２（２．４）ａ １４２（８７．７）２０（１２．３）ａ

ｎｅＯＬＰ ７０ ６２（８８．６） ８（１１．４） ０ １３２（９４．３） ８（５．７）
正常对照组 １４３ １２７（８８．８）１６（１１．２） ０ ２７０（９４．４） １６（５．６）

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

２．３．２　ＴＮＦα基因型与ＯＬＰ相对危险度分析　　从基因型的
相对风险分析发现，ＴＮＦα－３０８位点ＴＮＦ２（ＧＡ型＋ＡＡ型）患
糜烂型扁平苔藓的危险性是 ＴＮＦ１（ＧＧ型）的２．２６８倍（ＯＲ＝
２．２６８，９５％ＣＩ：１．０８４～４．７４４，χ２＝４．７１６，Ｐ＝０．０３０）；等位基因
风险分析也显示携带Ａ等位基因的人群患糜烂型 ＯＬＰ的相对
风险为正常人的 ２．３７７倍（ＯＲ＝２．３７７，９５％ＣＩ＝１．１９４～
４７２９，χ２＝６．１０４，Ｐ＝０．０１３）。

３　讨论

　　ＴＮＦα是主要的致炎性细胞因子，其基因启动子
区单核苷酸多态性在炎性疾病中的作用一直是近几年

来研究的热点。研究表明ＴＮＦα－３０８位点Ｇ／Ａ单核
苷酸多态性与免疫性疾病、感染性疾病、肿瘤以及移植

后排异反应等有关，可以影响这些疾病病理过程的某

些方面［９－１３］。结合 ＴＮＦα对角质形成细胞、Ｔ细胞、
ＬＣ细胞的生物学效应，提示 ＴＮＦα是 ＯＬＰ病损中的
重要细胞因子，ＯＬＰ中角质形成细胞既是浸润淋巴细
胞攻击的靶细胞，同时也可能通过自身分泌 ＴＮＦα加
强，增强炎性反应，并通过诱导 Ｔ淋巴细胞活化、抑制
角质形成细胞生长、诱导朗格汉斯细胞ＣＤｌａ和ＨＬＡＤ
表达、促进化学诱导和朗格汉斯细胞分化迁移等作用，

在ＯＬＰ中的免疫反应中发挥重要的调节作用。对
ＯＬＰ中ＴＮＦα的研究，将有助于进一步了解其发病机
制，探索治疗方法。

　　ＴＮＦα基因长约２６７６ｂｐ，包含４个外显子和３
个内含子，位于６号染色体 ｐ２１区域内，包含于 ＨＬＡ
Ⅲ基因中。由于 ＴＮＦα不是预先储存在细胞内而是
在受到刺激时合成的，因此，基因启动子区域中的ＳＮＰ
具有重要的意义。目前对于 ＴＮＦα基因启动子多态
性的研究，大多数集中于－３０８位点。－３０８位点位于
５′端，属于高突变区，存在多个对转录具有潜在调节作
用的位点，如ＡＰ１、ＡＰ２、ＣＡＭＰ反应元件等。用人体
内的单个细胞作为对象，通过比较 －３０８Ｇ和 －３０８Ａ
在ＴＮＦα水平上的差异，研究 －３０８Ｇ／Ａ多态性的功
能意义。研究表明ＴＮＦα－３０８位点的多态性可能影
响基因的表达，进而影响 ＴＮＦα的产量［１４－１６］。一般

认为，Ａ等位基因能够增强 ＴＮＦα的转录，并且与疾
病的严重程度或患者的预后相关联，而 Ｇ等位基因可
能与低水平的 ＴＮＦα有关。在 ＴＮＦα表达水平上

－３０８Ｇ／Ａ和 －３０８Ｇ／Ｇ的差异，似乎不可能是 ＭＨＣ
连锁不平衡造成的。有研究报道，－３０８Ａ纯合子和
ＨＬＡＤＲ３处于连锁不平衡状态时，造成了ＴＮＦα分泌
的差异。但也有报道，无论 ＨＬＡＤＲ３（＋）组还是
ＨＬＡＤＲ３（－）组，－３０８Ｇ／Ａ杂合子个体ＴＮＦα的分泌
都是升高的，提示ＨＬＡＤＲ３本身不可能引起－３０８Ｇ／Ａ
杂合子ＴＮＦα的高表达，而与ＨＬＡＤＲ３有关的ＴＮＦα
高表达，可能是由于和－３０８Ａ纯合子连锁。
　　本研究将扁平苔藓患者根据其临床表现分为糜烂
型组和非糜烂型组，代表了ＯＬＰ局部炎症反应的不同
严重程度。发现糜烂型组无论在基因型频率还是在等

位基因频率分布上与对照组相比均有显著性差异

（Ｐ＜０．０５），ＧＧ纯合子基因型频率显著低于对照组，
而ＧＡ杂合子基因型显著高于对照组，且仅有的２例
ＡＡ纯合子基因型均为糜烂型扁平苔藓患者；从基因
型频率的相对风险分析发现，ＴＮＦα－３０８ＴＮＦ２基因
型患ｅＯＬＰ的风险是ＴＮＦ１的２．２６８倍，携带Ａ等位基
因的人群患糜烂型ＯＬＰ的相对风险为正常人的２．３７７
倍，但在非糜烂型 ＯＬＰ中，基因型频率和等位基因频
率与对照组比较均无明显差异（Ｐ＞０．０５）。提示
ＴＮＦα－３０８Ａ等位基因可能是扁平苔藓局部炎症
反应加重的危险因子之一。

　　然而，综合口腔扁平苔藓糜烂型组和非糜烂型组
的实验数据，实验组 ＴＮＦα－３０８位点的基因型和等
位基因频率分布与对照组相比均无明显差异（Ｐ＞
００５），提示 ＴＮＦα基因启动子区 －３０８位点的多态
性可能不是影响ＯＬＰ的一个独立因素，分析可能的原
因包括：①人群中 ＴＮＦ１常见，ＴＮＦ２罕见。本实验测
得－３０８位点Ｇ等位基因占９０．７％，ＴＮＦ１等位基因频
率０．８２８；Ａ等位基因占 ９．３％，ＴＮＦ２等位基因频率
０１７２。在ＴＮＦ１／１纯合子个体占人群大多数的情况
下，检验ＯＬＰ患者ＴＮＦα－３０８位点 ＳＮＰ与正常人群
分布的差异要有极大的样本量。②ＴＮＦα基因启动子
区ＳＮＰ还包括 －１０３１（Ｔ→Ｇ）、－８６３（Ｃ→Ａ）、－８５１
（Ｃ→Ｔ）、－４１９（Ｇ→Ｃ）、－３７６（Ｇ→Ａ）、－２３８（Ｇ→
Ａ）、－１６２（Ｇ→Ａ）及 －４９（Ｇ→Ａ）等。这些位点 ＳＮＰ
也有可能影响 ＴＮＦα的产量和功能。③在极其复杂
的生物体内，一个基因多态性对细胞因子的影响很可

能被其他的因素所掩盖。许多国家的研究者对此做了

大量的工作，但结果不尽一致，有的甚至截然相反，这

可能是与人种、病例数等有关。另外，由于 ＴＮＦ基因
位于第６对染色体，具有高度多态性的主要组织相容
性复合体基因族（ＭＨＣ）区域（６ｐ２１．３），与 ＨＬＡ的某
些单倍体有连锁不平衡，ＨＬＡ的基因多态性可影响
ＴＮＦ的活性，因此 ＴＮＦ基因多态性在 ＯＬＰ的发生、发
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展中是起主要作用，还是辅助作用，或者是与其他因素

协同作用，或者只是其他主要因素的标志，有待于进一

步研究。
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２　讨论

　　国外文献报道，联体双胎畸形的患病率为 １／５００００～
１／２０００００，多为死胎，男女比例为１∶３，联体多为单卵双生，受
精卵分裂不完全形成的［１－２］。正常婴儿 ３月大 ＥＥＧ表现为
３～４Ｈｚ，５０～１００μＶ的欠稳定的慢活动背景，婴儿期大半在睡
眠中度过，３个月大时睡眠中应出现睡眠纺锤节律，频率１２～
１５Ｈｚ，多为１３～１４Ｈｚ，波幅多为３０～５０μＶ［３－４］。本例双头联
体儿，左头脑电活动基本与月龄吻合，清醒及睡眠同正常儿脑

电图，右头表现为低波幅懒波，呈现早产儿特征或发育延迟现

象。懒波出现常提示脑功能低下，脑发育不成熟［５］，或者脑干

功能抑制、临近脑死亡者，若局灶性改变常与囊肿、脑软化灶及

脑萎缩有关［６］，此双头儿右头电活动微弱，可能与１套心、肺及
复杂的先心病供血供氧不完全，畸形非优势脑发育延迟、功能

低下等有关。临床亦提示右头面部表情呆滞，精神萎靡，反应

迟钝。而左头面部表情活跃，反射正常。睡眠中刺激证实左头

控制左侧肢体，而右头与右侧肢体有对应关系，但右侧刺激不

及左侧灵敏。脑干及体感诱发电位也支持这一结果［７］。
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