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　　摘　要：目的　探讨ＴＮＦα３０８基因多态性与强迫症（ＯＣＤ）易感性的关系。方法　收集２６例ＯＣＤ患者及１４例健康对照者

的血液，提取ＤＮＡ后采用聚合酶链反应限制性内切酶片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）法测定ＴＮＦα３０８位点的基因多态性，进行

各组间基因型分布和等位基因频率的χ
２ 检验，比较各组间基因型分布的差异。计算等位基因的犗犚值和９５％犆犐，以确定基因多

态性与ＯＣＤ易感性的关系。结果　ＯＣＤ组及健康对照组均以ＴＮＦ１／１占优势，ＯＣＤ组为１６．７％（ＴＮＦ１／２）和８３．３％（ＴＮＦ１／

１），而健康对照组中全为ＴＮＦ１／１型。两组之间的基因型频率分布的比较，差异有统计学意义（χ
２＝１５．７３，犘＜０．０１）。ＯＣＤ组与

健康对照组的差异主要来自Ｇ等位基因，差异有统计学意义（犘＜０．０１），使其患ＯＣＤ的危险性提高了１．９３倍。结论　ＴＮＦα

３０８基因多态性可能与ＯＣＤ的易感性相关。
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　　强迫症（ｏｂｓｅｓｓｉｖｅｃｏｍｐｕｌｓｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＯＣＤ）是以强迫观

念，强迫意向，强迫行为为主要临床表现的神经症。普通人群

患病率１．１％～３．３％。ＯＣＤ的病因至今未明，但已有研究显

示强迫症具有家族遗传聚集性，患者家属中 ＯＣＤ及亚临床

ＯＣＤ患病率较普通人群高１０％～２０％
［１］。５ＨＴ类基因是

ＯＣＤ的候选基因，然而已有的研究显示５ＨＴ对ＯＣＤ易感性

的影响结论不一，使得研究人员不得不进一步寻找除此之外的

其他影响因素［２３］。Ｍａｒａｚｚｉｔｉ等
［４］研究发现，ＯＣＤ患者较健康

人ＣＤ８（ＴＳ细胞）明显增多，ＣＤ４（Ｔｈ细胞）明显减少。Ｂａｒｂｅｒ

等［５］研究也发现，男性ＯＣＤ患者的自然杀伤（ＮＫ）细胞升高，

都提示ＯＣＤ患者的免疫系统也发生了改变。编码人肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）的基因定位于６号染色体短臂上，位于 ＭＨＣ

Ⅲ区，现已发现有高度的基因多态性。其多态性表现为两个不

同的等位基因形式：将３０８位是鸟嘌呤（Ｇ）的等位基因定义为

常见型 ＴＮＦ１／１，为腺嘌呤（Ａ）时定义为稀少型 ＴＮＦ２，即

ＴＮＦ３０８位 Ｇ被 Ａ 替换，形成 ＴＮＦ２等位基因形式（包括

ＴＮＦ２／２和 ＴＮＦ１／２）
［６］。研究表明，ＴＮＦ２可以提高 ＴＮＦα

转录活性而增加 ＴＮＦα的产生
［７］。多项研究都显示，ＴＮＦ２

等位基因与一系列感染性疾病及自身免疫性疾病有关［８９］。本

研究通过比较分析 ＴＮＦα３０８基因型在 ＯＣＤ组及健康对照

组中的分布，探讨其基因多态性与ＯＣＤ易感性的关系，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００８年２月至２００８年６月重庆医科大

学附属第一医院精神科门诊就诊及北京回龙观医院住院的２６

例ＯＣＤ患者（ＯＣＤ组）。其中男１２例，平均（３２．１２±５．３９）

岁，起病年龄（１８．２７±４．９４）岁，平均病程（５．３２±１．７４）年；女

１４例，平均（３０．２９±６．３６）岁，起病年龄（１９．３６±５．１９）岁，平

均病程（６．４±２．９５）年。入组标准：（１）符合中国精神障碍分类

与诊断标准第３版（ＣＣＭＤ３）中ＯＣＤ的诊断标准；（２）无器质

性疾病；（３）年龄在１８～６５岁；（４）均为汉族。收集重庆医科大

学附属第一医院体检中心的１４例健康体检人员及志愿者（健

康对照组）。其中，男７例，平均（３０．２７±５．７８）岁；女７例，平

均（３４．２９±７．２９）岁。入组标准：年龄１８～６５岁；无重大躯体

疾病，无任何符合诊断标准的精神疾病；既往无精神疾病史，无

精神疾病家族史，所有研究对象均无血缘关系。

１．２　方法

１．２．１　标本收集　抽取肘静脉血２ｍＬ置于含乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）抗凝的试管中，轻轻摇匀后置于－２０℃冰箱保存

备测。

１．２．２　ＤＮＡ提取　采用Ｐｒｏｍｅｇａ生物工程有限公司基因组

ＤＮＡ提取试剂盒，参照说明书步骤进行。
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１．２．３　ＰＣＲ扩增　ＴＮＦα基因启动子３０８位点引物（引物由

北京生工合成）ＦＷ：５′ＧＡＧＧＣＡＡＴＡＧＧＴＴＴＴＧＡＧＧＧＣ

ＣＡＴ；ＲＶ：ＧＧＧＡＣＡＣＡＣＡＡＧＣＡＴＣＡＡＧ３′，扩增产物长

度为１４７ｂｐ。ＰＣＲ 反应体系：总体积１０μＬ，含引物（各５

ｐｍｏｌ／μＬ）０．６μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液１μＬ，ＤＮＡ（模板）２μＬ，ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，脱氧核糖核苷三磷酸（ｄ

ＮＴＰ）０．２μＬ，三蒸水５．２μＬ。采用热循环仪，９５℃预变性３

ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５９℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环３０

次；最后７２℃５ｍｉｎ末次延伸。

１．２．４　酶切及电泳　酶切体系总体积１０μＬ，含ＰＣＲ扩增产

物９μＬ，１０×缓冲液０．７μＬ，限制性内切酶犖犮狅Ⅰ０．３μＬ（１０

Ｕ／μＬ，购至 ＭＢＩ公司），３７℃过夜。将产物上样于３％琼脂糖

胶，与标准 ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ同步电泳，恒定电压１２０Ｖ 电泳５０

ｍｉｎ后分析结果。酶切后产生３种结果１４７ｂｐ，１４７ｂｐ１２６ｂｐ

２１ｂｐ，１２６ｂｐ２１ｂｐ，分别代表ＴＮＦα１／１型（终产物为１２６ｂｐ

１条带，Ｇ等位基因纯合子）；ＴＮＦα１／２（终产物为１４７ｂｐ、１２６

ｂｐ两条带，杂合子），ＴＮＦα２／２（终产物为１４７ｂｐ１条带，Ａ等

位基因纯合子）。由于２１ｂｐ的条带长度太小，在凝胶上无法

分辨，故能够观测到的是１４７ｂｐ和１２６ｂｐ两个条带。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分析，采用

χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法。将ＴＮＦα３０８基因型等位基因

ＴＮＦα１／１及１／２型以四格表进行χ
２ 检验，计算比值比（犗犚）

和９５％犆犐，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ质量控制结果　随机抽取５例样本，重复检测基因

型结果与前完全一致，证明本试验结果可靠。

２．２　ＴＮＦα３０８位基因多态性ＰＣＲ结果　其中１泳道为

ＴＮＦ１纯和基因型；２泳道为 ＴＮＦ２纯和基因型；５泳道为

ＴＮＦ１／２杂合型，见图１。

　　１、２、４：ＴＮＦα１／１纯合基因型；３：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；５：ＴＮＦα１／２杂合

基因型。

图１　　ＴＮＦα基因启动子３０８位点３％琼脂糖胶电泳图

２．３　两组 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡吻合度检验　ＯＣＤ组

ＴＮＦα基因型分布的观察值和期望值吻合度良好，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；健康对照组ＴＮＦα基因型分布的观察值

和期望值吻合度良好；均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡法则。

２．４　ＯＣＤ 和健康人 ＴＮＦα基因检测结果　本实验结果

ＴＮＦα基因启动子区域３０８位点只发现 ＴＮＦα１／１ 型及

ＴＮＦα１／２型两种基因型，未发现ＴＮＦα２／２基因型。ＴＮＦ的

基因型在ＯＣＤ组及健康对照组中分布均以１／１型纯合子占优

势，ＯＣＤ组为１６．７％（ＴＮＦ１／２）和８３．３％（ＴＮＦ１／１），而健康

人中全为ＴＮＦ１／１型。两组之间的基因型频率分布的比较，差

异有统计学意义（χ
２＝１５．７３，犘＜０．０１）。

２．５　两组 ＴＮＦα３０８位基因多态性与 ＯＣＤ的相关分析　

ＯＣＤ组与健康对照组的差异主要来自Ｇ等位基因，差异有统

计学意义（犘＜０．０１），使其患ＯＣＤ的危险性提高了１．９３倍。

因此，等位基因Ｇ与ＯＣＤ易感性存在正相关。

３　讨　　论

已有许多研究提示，免疫系统在包括抑郁、痴呆、精神分裂

症等精神疾病的发生、发展中所起的作用，一些焦虑的疾病包

括创伤后应激障碍、惊恐障碍、社交恐惧和 ＯＣＤ患者
［１０１１］。

人们很早就注意到免疫系统在精神疾病中的病理生理作用。

近年来的研究表明，细胞因子特别是ＴＮＦα参与了急、慢性神

经退行性变，并且与神经递质尤其是儿茶酚胺系统的平衡有相

互作用。ＴＮＦα是具有多种生物学效应的一种细胞因子，不

仅对肿瘤细胞有细胞毒、细胞溶解、抑制增殖等作用，还影响多

种正常细胞的生长分化。另外，ＴＮＦα还是一种重要的炎性

介质，参与免疫病理反应，在机体免疫炎症协调的信号网络调

节中起重要作用，还通过迷走神经对中枢产生直接和间接的

影响［１２］。

人类细胞因子基因多态性数据库已报道了其启动子区的

８个单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点，且一些ＳＮＰ位点的等位基因

与某些感染性和自身免疫性疾病相关［１３］。ＴＮＦα基因启动子

区域多态性分布是非随机性的，而很可能与选择性的功能表达

相关［１４］。有研究首先报道了 ＴＮＦα基因启动子区域内３０８

位点的双等位基因多态性，３０８位点的ＧＡ突变在高加索人

种中出现频率高，较早就已成为研究热点［１５１６］。Ｌｏｕｉｓ等
［６］发

现，用脂多糖刺激ＴＮＦα３０８２等位基因携带者个体的血细胞

与ＴＮＦα２等位基因相比较，能产生较多量的 ＴＮＦα，表明

ＴＮＦα３０８２等位基因携带者由于 ＴＮＦα诱导表达水平增

高，可能增加相关疾病的易感性。虽然ＴＮＦα对疾病具有重

要意义，但３０８位点ＧＡ突变发生率相当低。据报道，在新西

兰，健康人群 ＴＮＦα基因该位点突变率发生率为５．３％
［１７］。

笔者采用聚合酶链反应限制性内切酶片段长度多态性（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）法对ＴＮＦα基因多态性进行分析发现，在ＯＣＤ患者中

点突变的发生率为１６．７％，健康人中没有发现点突变，可能与

样本量较小有关。ＯＣＤ组ＴＮＦα点突变显著高于对照组，结

果与Ｋｏｎｕｋ等
［１８］的研究相似。而 Ｍｏｎｔｅｌｅｏｎｅ等

［１９］的研究发

现，在血浆ＩＬ１β及ＩＬ６的水平与健康对照组都没有发现显著

性差异，而ＯＣＤ患者的ＴＮＦα水平显著高于健康对照组，差

异有统计学意义（犘＝０．００１）。

综上所述，ＴＮＦα等位基因可能与 ＯＣＤ的易感性相关，

ＴＮＦα的功能为基因频率在临床上可作为遗传性标记进行检

测，对于预防早期ＯＣＤ的发展具有重要意义。但本研究没有

考虑其他细胞因子的多态性位点及其他危险因素的影响，不能

排除ＴＮＦα３０８位点与其他细胞因子的位点基因连锁而成为

ＯＣＤ易感性相关的遗传标志，还有待于扩大样本进行多因素

分析。
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