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Abstract
AIM: To investigate the polymorphisms of tumor 
necrosis factor-α-308G/A (TNF-α-308G/A) and 
its association with susceptibility to Kazakh 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in 
Xinjiang.  

METHODS: TNF-α-308G/A genotypes were an-
alyzed by polymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism (PCR-RFLP) in 
212 paraffin-embedded tissues from Kazakh pa-
tients with ESCC and 200 blood samples from a 
population of cancer-free controls resident in the 
same area. The concordance of TNF-α-308G/A 
genotypes with Hardy–Weinberg equilibrium 
was checked.

RESULTS: The genotypes of TNF-α-308G/A 
were G/G, A/G and A/A. The frequencies of 
these TNF-α-308G/A genotypes were 70.8, 26.9 
and 2.4%, respectively, in Kazakh ESCC and 70, 
29 and 1%, respectively in controls. There were 
no significant differences among them (χ2 = 1.228, 
P > 0.05). The frequencies of G/G, A/G and A/
A were 43.3, 24.5 and 0% in well-differentiated 
esophageal carcinoma (EC), 46.3, 60.4 and 60.0% 
in moderately differentiated EC, and 10.4, 15.1 
and 40.0% in poorly differentiated EC, respec-
tively. The genotype distribution of TNF-α-
308G/A was significantly different between the 
different ESCC pathological grading (χ2 = 10.630, 
P = 0.019). The frequencies of G/G, A/G and A/
A were 35.3, 50.9 and 80.0%, respectively, in Ka-
zakh ESCC with metastatic lymphadenopathy, 
and 64.7, 49.1 and 20.0%, respectively, in those 
with no metastatic lymphadenopathy. Statisti-
cally significant differences were also revealed 
between the TNF-α-308G/A genotype and 
ESCC metastatic lymphadenopathy (χ2 = 7.203, P 
= 0.025). G/A and A/A genotype ESCC tended 
to be moderately and poorly differentiated and 
have metastatic lymphadenopathy, in contrast 
with the G/G genotype (OR = 2.642; OR = 2.083).

CONCLUSION: The TNF-α-308G/A polymor-
phism might not be correlated with susceptibili-
ty to Kazakh ESCC in Xinjiang, but may be asso-
ciated with a different ESCC pathology grading 
and lymph node metastasis.

Key Words: Tumor necrosis factor; Gene polymor-
phism; Esophageal cancer; Kazakh; Polymerase 
chain reaction-restriction fragment length polymor-
phism
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■背景资料
食管癌是一种常
见的上消化道恶
性肿瘤, 往往一经
发现便为中晚期, 
他的5 a生存率不
足20%. 我国是世
界上食管癌发病
率最高的国家, 在
我国恶性肿瘤死
亡率中居于第四
位. 新疆哈萨克族
是我国少数民族
中食管癌发病率
和死亡率均最高
的民族.
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Kazakh esophageal squamous cell cancer in Xinjiang. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2236-2241

摘要
目的: 探讨新疆哈萨克族人群TNF-α-308G/A
基因多态性的分布与食管鳞状细胞癌(ESCC)
的相关性.

方法: 应用聚合酶链式反应-限制性片段长度
多态性PCR-RFL方法检测212例ESCC石蜡包
埋组织及200名正常对照血样标本的TNF-α-
308G/A多态性分布情况, 并检验基因型的分布.

结果: TNF-α-308G/A 3种基因型为: G/G, A/G, 
A/A. 在新疆哈萨克族ESCC组所占比例分别
为70.8%, 26.9%, 2.4%, 对照组分别为70.0%, 
29.0%, 1.0%, 两组中3种基因型总构成比差
异无统计学意义(χ2 = 1.228, P >0.05); TNF-α-
308G/A 3种基因型在食管癌不同病理分级中
所占的比例分别为: 高分化43.3%, 24.5%, 0; 
中分化46.3%, 60.4%, 60.0%; 低分化10.4%, 
15.1%, 40.0%; 在无淋巴结转移分布分别为
64.7%, 49.1%, 20.0%; 有转移为35.3%, 50.9%, 
80.0%; 3种基因型在食管癌不同病理分级中
的分布和淋巴结转移中差异均有统计学意义
(χ2 = 10.630, P  = 0.019; χ2 = 7.203, P  = 0.025). 
G/A型和A/A型的食管癌患者分别较G/G基因
型癌趋于中低分化、易转移(OR  = 2.642; OR  
= 2.083).

结论: TNF-α-308G/A基因多态性与新疆哈萨
克族ESCC的发生无关, 与其病理组织分级和
淋巴结转移相关.

关键词: 肿瘤坏死因子; 基因多态性; 食管癌; 哈萨

克族; 聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性
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0  引言

肿瘤坏死因子是体内一种促炎细胞因子, 具有

广泛的生物学活性. 人TNF基因位于第6号染色

体短臂MHC Ⅲ类基因区一段长7 kb的DNA序

列内, 由TNFA和TNFB组成, 分别编码TNF-α和
TNF-β, 各自都含4个外显子和3个内含子. 有研

究证实, TNF-α基因启动子区域-308位点(转录

起始位点上游第308 bp)存在单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphisms, SNPs), 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]. 我国人口众

多, 民族各异, TNF-α基因的分布肯定有不同, 新
疆北部哈萨克族聚集区是我国食管癌高发区之

一[2], 食管癌的死亡率居哈萨克族恶性肿瘤死亡

的首位[3]. TNF-α-308基因的多态性与妇女宫颈

癌有关[4], 鉴于宫颈癌与食管癌组织学的相似性, 
我们对412例新疆哈萨克族TNF-α-308G/A基因

的多态性进行了检测如下.

1  材料和方法

1.1 材料 1980/2005年病理诊断为食管癌的哈萨

克族活检石蜡包埋组织212例, 所有标本用40 g/L
甲醛固定、石蜡包埋后保存. 男115例, 女97例, 
同时在当地收集相同年龄组无肿瘤史的一般人

群血样200例作为对照, 男109例, 女91例, 对照组

人群抽集静脉血、肝素钠抗凝、液氮保存. 采用

上海生工的小剂量DNA抽提试剂盒提取基因组

DNA.
1.2 方法 石蜡包埋组织5 μm厚蜡片l0张, 放入

2.0 mL消毒的EP管中, 经脱蜡水化后, 加细胞裂

解液(0.02 mmol/L Tris HCl, 0.02 mmoL/L EDTA, 
20 g/L SDS), 蛋白酶K(终浓度为0.3 g/L)55℃
水浴振荡过夜. 待组织完全裂解后依次加入等

体积的Tris饱和酚(pH8.0), 酚/氯仿为1∶1, 氯
仿/异戊醇为24∶1, 各抽提1次, 无水乙醇沉淀

DNA, 干燥, 加入TE(pH8.0)50-80 μL溶解DNA
沉淀12-24 h, 测定所提取DNA的A 260、A 280的

值 ,  并计算A 260/A 280以确定D N A的质量和纯

度, 提取的DNA置于-20℃冰箱保存备用. 特异

扩增基因TNF-α多态性引物参照文献[4], 上游: 
5'-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3', 下
游: 5'-TCCTCCCTGCTCTGATTCCG-3', 由上海

生工生物工程有限公司合成. 扩增的目的片段

长度为107 bp. 限制性核酸内切酶NcoⅠ购自上

海生工生物工程有限公司. 限制性核酸内切酶

NcoⅠ特异识别CCATGG酶切位点, 对于TNF-α-
308G/A单核苷酸多态性, G/G纯合基因型存在

NcoⅠ的酶切位点产生87 bp和20 bp 2条DNA片

段, A/A纯合基因型由于缺乏NcoⅠ的酶切位点

从而表现为原始PCR后的107 bp DNA片段, G/A
杂合型则表现为107 bp、87 bp和20 bp 3条片段. 
采用PCR-RFLP方法检测TNF-α-308G/A基因

型. PCR反应体系为25 μL, 10×Buffer 2.5 μL, 25 
mmol/L MgCl2 1.5 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 μL, 
20 pmol/L 上、下游引物各 0.6 μL, 5×103 kU/mL 

■研发前沿
近年来 ,  T N F - α
与肿瘤的关系逐
渐成为研究热点. 
TNF-α的具体作
用机制仍是亟待
解决的问题.
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Taq DNA聚合酶0.3 μL, 模板DNA 2.0 μL(约20 ng 
DNA)及17.0 μL高压双蒸水. 扩增条件为: 94℃
预变性5 min, 然后进行35个循环(每个循环包括: 
94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 1 min), 最后72℃延

伸10 min. 选用PCR扩增产物测序确定是TNF-α
基因的食管癌标本作为阳性对照, 以高压双蒸

水代替DNA模板作为空白对照. 取PCR产物10 
μL, 酶切Bufer 2.5 μL, 限制性内切酶NcoⅠ5 U, 
补高压双蒸水至20 μL, 置于37℃水浴8 h酶切消

化, 取酶切产物5 μL, 30 g/L琼脂糖凝胶电泳、

Bio-Rad凝胶成像图像分析仪观察结果. PCR产
物由上海基康生物技术公司纯化并测序. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件对相关

数据行χ2检验.

2  结果

食管癌中TNF-α-308G/A基因型扩增后酶切, 产
生107 bp, 87 bp和20 bp 3条片段的是G/A杂合

型; 产生87 bp和20 bp 2条带的是G/G纯合型; 只
产生107 bp 1条片段的是A/A纯合型(图1). 根据

PCR扩增产物测序图上多态位点上的峰来判断

基因型, 单峰为纯合基因型, 双峰为杂合基因型

(图2). 在哈萨克族食管癌组TNF-α-308G/A基因

型G/G, A/G, A/A所占比例分别为70.8%, 26.9%, 
2.4%, 对照组分别是70.0%, 29.0%, 1.0%, 比较两

组中3种基因型总构成比, 差异无统计意义(χ2 = 
1.228, P  = 0.581, 表1, 表3). 但在比较食管癌不同

病理分级和淋巴结转移情况与TNF-α-308G/A基

因型的分布时, 差异有统计学意义(χ2 = 10.630, 
χ2 = 7.203, P< 0.05, 表2), G/A和A/A基因型食管

癌较之G/G基因型癌趋向于中低分化并易发生

癌淋巴转移(OR  = 2.642, 95% CI = 1.305-5.349; 
OR  = 2.083, 95% CI = 1.142-3.798, 表2). 随机挑

选TNF-α-308G/A不同基因型的PCR产物测序, 
测序结果, 与GenBank中公布的人类TNF基因

(序列号: AB210166)同源性高达100%(图2). 对
照组及ESCC患者的基因型分布均符合Hardy-
Weinberg平衡(P >0.05).

3  讨论

近年来, 肿瘤坏死因子的抗肿瘤作用备受人们

的关注. 他是一类具有多种生物学活性的非种

属特异性的细胞因子, 在体内具有抗肿瘤、抗

病毒和增强免疫的作用. 与肿瘤相关的一些基

因可通过天然的遗传变异, 调节转录和翻译, 从
而影响个体对肿瘤的易感性. TNF基因的功能性

单核苷酸多态性与某些肿瘤的易感性有关. 有
研究显示, TNF-α-308A等位基因可影响转录抑

制因子(activator protein 2, AP-2)的结合而导致

TNF-α表达增高[5-6]. 携带TNF-α-308A等位基因

的个体有增加宫颈癌[4]、乳腺癌[7]和胃癌[8]的患

病风险, 但是在对口腔鳞癌[9]、膀胱癌[10]和多发

性骨髓瘤[11]的研究中却得出了不同甚至相反的

结论. 且同样是研究宫颈癌的南非学者Govan 
et a l [12]认为TNF-α-308G/A基因型与宫颈癌的

发病无关. 造成研究结论不一致的原因可能是: 
(1)肿瘤的发生是多种细胞因子及其他多种因素

共同作用的结果, TNF-α只是其中的一种细胞因

子. (2)TNF-α的表达不仅受TNF-α-308位点基因

多态性的影响, 除此之外其他位点同样会影响

TNF-α的产量. (3)不同的肿瘤类型有不同的发

病机制, TNF-α在其病理过程中可能作用不同. 

■相关报道
Peter  Szlosarek 
et al 认为TNF-α
有促进肿瘤的发
生、生长和转移
的 作 用 .  其 可 能
机 制 是 ,  在 肿 瘤
细胞的微环境中, 
TNF-α起着传递
肿瘤细胞和炎症
细胞的信息作用.

图  1  TNF-α-308多态位点的PCR及酶切的电泳图. A: PCR结果, B: 酶切结果. M: DNA分子质量标准; 1, 3, 5: 阳性对照; 2, 4, 

8, 9, 10, 12, 13, 14, 16: G/G型; 6, 7, 11: G/A型; 15: A/A型; -: 空白对照.

表  1  TNF-α-308G/A基因型在哈族病例组与对照组中
的分布n (%)

     
分组	             n

	    	             基因型

	              	           G/G                 G/A             A/A

病例组	         212          150(70.8)     57(26.9)      5(2.4)

对照组	         200          140(70.0)     58(29.0)      2(1.0)           

M      1      2      3     4      5      6      7     8      9    10    11    12    13   14     15    16     -

190 bp
147 bp
111 bp
67 bp
34 bp

107 bp

引物二聚体

A

190 bp
147 bp
111 bp
67 bp
34 bp

107 bp

引物二聚体
87 bp

B
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另外, 也可能与此类研究多是回顾性研究, 且研

究人群存在地区、人种和样本量的差异有关. 
所以有待于在不同肿瘤中扩大样本量, 并在同

种族、同地域人群中进行长期随访研究, 进一

步观察TNF-α多态性与环境因素及其他遗传因

素的相互作用, 这样对揭示TNF-α多态性与肿瘤

的确切关系才更有意义.
在食管癌患者血浆中发现T N F-α表达增

多[13-14]. Zhou et al [15]许多中国学者, 在对比食管

癌患者放疗前后及健康人血清TNF-α水平时发

现, 食管癌患者放疗前血清TNF-α水平显著高

于放疗后, 而且均明显高于对照组. 他们还提出, 
TNF-α的检测对食管癌的诊断、治疗及预后有

重要的临床意义. TNF水平变化与不同病理学

类型、病理分级、有无锁骨上淋巴结转移无关, 
和病程长短及近期疗效有关. 因此, TNF-α作为

一种肿瘤标志物, 可能对食管癌的诊断及预后

具有指导意义. Guo et al [16]利用PCR-RFLP技术

对TNF-α-308G/A和TNF-β+252G/A的多态性的

研究发现, 在食管鳞癌、胃癌以及健康对照人

群中TNF-α等位基因的分布没有显著性差异. 综
合考虑TNF-α-308G/A和TNF-β+252G/A后, 基
因型为TNF-β GA和TNF-α GA或AA型个体与

TNF-β AA和TNF-α GG型相比较, 癌发生率的风

险明显降低. 在调节免疫监督、抑制肿瘤发生

的过程中TNF-α和TNF-β可能存在交互作用.
我们用PCR-RFLP的方法, 对新疆北部哈萨

■创新盘点
首次检测了TNF-
α-308G/A基因多
态性在新疆哈萨
克族中的分布, 并
分析了其与食管
癌 的 关 系 .  首 次
提 出 了 T N F - α -
308G/A基因多态
性与食管癌恶性
程度和转移相关, 
G/A型和A/A型的
食 管 癌 患 者 ,  癌
趋于低分化、易
转移.

A    A  A    C    C    C    C     G      T    C     C   C    C      A   T    G     G     C    C    C     T       C

B  A  A    C    C    C    C     G      T    C     C     T    C   A     T    G     G     C     C     C     T    C

C  A  A    C    C    C    C     G      T    C     C     T   C     A    T   G     G    C    C   C    T         C

图  2  TNF-α-308
测序. A: G/G型; B: 

G/A型; C: A/A型.

表  2  TNF-α-308G/A基因多态性与食管癌病理分级和淋巴结转移的关系n (%)

     
		                            病理分级		                       淋巴结转移情况
基因型

                     n	             高分化          中分化          低分化	             n            无转移        有转移

G/G 	           134           58(43.3)       62(46.3)	   14(10.4)	       150	      97(64.7)      53(35.3)

G/A 	             53	           13(24.5)       32(60.4)	     8(15.1)	         57	      28(49.1)      29(50.9)

A/A 	               5	             0(0)	  3(60.0)	     2(40.0)	           5	        1(20.0)        4(80.0)

G/G 	           134	           58(43.3)       76(56.7)                             150        97(64.7)      53(35.3)

G/A+A/A 	            58	           13(22.4)       45(77.6)	                            62       29(46.8)      33(53.2)

合计	           192            71	               97	   24	          212     126	         86

■应用要点
TNF-α-308G/A基
因多态性可能不
影响新疆哈萨克
族食管癌的发病, 
但 检 测 T N F - α -
3 0 8 G / A 基 因 型
可能对癌的发展
和预后起到评估
作用.

表  3  新疆哈萨克族和河北汉族食管癌TNF-α-308基因
型分布n (%)

     
基因型

	        新疆哈萨克族		  河北汉族

	    食管癌	       对照              食管癌         对照

G/G	 150(70.8)   140(70.0)      266(91.4)  391(89.5)

G/A	   57(26.9)     58(29.0)        21(7.2)      40(9.1)

A/A	     5(2.4)         2(1.0)	           4(1.4)         6(1.4)
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克族食管癌及正常人群的TNF-α-308G/A多态性

进行了检测, 结果发现TNF-α-308G/A 3种基因

型G/G、A/G、A/A食管癌组中所占比例分别为

70.8%、26.9%、2.4%, 对照组中分别为70.0%、

29.0%、1.0%, 比较两组中3种基因型总构成比, 
无差异(χ2 = 1.228, P >0.05). 说明TNF-α-308G/A
基因多态性可能与新疆哈萨克族食管癌的发病

无关, 这与河北学者的研究结果一致. 我们将新

疆哈萨克族TNF-α-308G/A基因型分布与河北

汉族进行比较发现, 无论是食管癌组还是对照

组, 新疆哈萨克族TNF-α G/A基因型都高于河

北汉族的(表3), 提示TNF-α-308G/A基因多态性

的分布可能与民族不同相关. 我们的结果还显

示G/G、A/G、A/A 3种基因型在有转移的食管

癌中所占比例分别为61.6%、3.7%、4.7%, 在没

有发生转移的食管癌中分别为77.0%、22.2%、

0.8%. 经统计分析发现, TNF-α-308G/A基因多

态性可能与新疆哈萨克族ESCC的发展和转移

相关, 携带有G/A或A/A基因型的患者可能增

加食管癌生长和转移的风险 .  有学者 [17]认为 , 
TNF-α-308位点携带有A等位基因型的患者能促

进恶性肿瘤的生长. 还有学者[18-19]研究认为, 高
水平的TNF-α可能诱导机体产生血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF), 
生成的血管内皮生长因子则可促进肿瘤的生长

和转移. 不过, 也有学者[20]认为TNF-α促进肿瘤

生长作用, 可能与肿瘤细胞表面缺乏和TNF-α
相结合的溶细胞活性的受体(TNFR)有关. 还有

学者[21-22]认为, 也可能是TNF-α通过诱导其他细

胞因子, 如IL-1、前列腺素E2(PGE2)等的释放干

扰或抑制细胞免疫功能, 促进肿瘤的生长或转

移. 临床资料也显示, 癌前病变或恶性肿瘤患者

的血浆中TNF-α表达明显高于正常人, 慢性长

期的低水平TNF-α能够促进肿瘤的发生、发展

及转移. Szlosarek et al [23]认为, 其可能的机制是

TNF-α传递了肿瘤细胞和炎症细胞的信息.
近年来, TNF-α基因多态性与食管癌的关系

研究较少, 但均得出了TNF-α基因多态性与食

管癌的发生无关. 这除了跟地区和民族的差异

有关外, 有学者[24]还认为很难抛开人类白细胞

抗原(human leucocyte antigen, HLA)去单独研究

TNF-α在体内的作用, 因为他们之间存在着一种

连锁不平衡, 其作用是相互影响的. 而且食管癌

的发生除了跟遗传易感性有关外, 还跟生活习

惯和生活环境有很大关系, 单方面去研究某一

种因素与食管癌的关系都有一定的片面性和局

限性. 在考虑某个或某些特定基因多态的风险

时, 还必须强调特定的环境暴露, 因为不同的人

群所暴露的环境因素可能不同. 所以下一步, 要
从TNF在体内的作用机制出发, 研究各相关基因

的相互作用, 及这种作用在不同的生活习惯和

生活环境中, 对食管癌的发生发展有何不同.
总之, 我们认为TNF-α-308G/A基因多态性

与新疆哈萨克族ESCC的发生无关, 但与其恶性

程度和转移相关, G/A型和A/A型的食管癌患者, 
癌趋于低分化、易转移. 
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