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用TaqmanMGB探针研究中国人群TNF - α基因
启动子区单核苷酸多态性

庾 蕾 , 庄志雄 , 谢富焕 , 黄海雄 , 叶小明

(深圳市疾病预防控制中心食品 /毒理科 , 广东 深圳 518020 )

摘 要 :【目的】了解中国人群肿瘤坏死因子 α( the tumour necrosis factor α, TNF-α)基因启动子区多态

性。【方法】随机选取 20 名深圳地区汉族健康体检者 , 采用两对引物 PCR 扩增 TNF-α基因启动子区 ( - 1389

nt～+125 nt) , 对 PCR 产物进行序列分析 , 寻找单核苷酸多态性位点 ( single nucleotide polymorphisms, SNPs)。采

用 Taqman MGB探针建立了- 857nt(C/T)位点的实时定量 PCR( the real- time PCR)分型方法 , 并对中国汉族、壮

族、布依族 , 水族及苗族群体共 1 108 份样本进行了基因分型。【结果】在启动子区 ( - 1322nt～+67 nt) , 发现 6

个 SNP 位点 , 即- 885(A/G)、- 863(C/A)、- 646(G/A)、- 648(G/A)、- 568(G/C)和- 857(C/T), 其中位点- 646 nt (G→A)

为新发现 SNP。- 885、- 648 及- 568nt 位点碱基虽然与 Genbank 不同 , 但测序的 20 个个体基因分型相同。中国

人群- 857nt(C/T)位点基因型频率分别为 0.79(CC),0.19(CT)和 0.02(TT), 中国汉族、壮族、布依族 , 水族及苗族群

体间无显著性差异。中国人群- 857T等位基因频率为 0.116, 与文献报道的韩国人群相同 , 但比日本人群低。

【结论】中国人群 TNF-α基因启动子区单核苷酸多态性可能较保守。采用 Taqman MGB探针实时定量 PCR 技

术对 SNPs 进行基因分型简便、快速及准确 , 易于自动化 , 为大规模的疾病相关性研究提供了有效的工具。
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Genotyping of Single Nucleotide Polymorphisms in TNF-αPromoter Region in

Chinese Population Using Taqman MGB Probes

YU Lei , ZHUANG Zhi-xiong , XIE Fu-huan, HUANG Hai-xiong , YE Xiao-ming
(Department of Food/Toxicology, Shenzhen Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518020, China)

Abstract:【Objective】To investigate the polymorphisms in the promoter region of the tumour necrosis factor

α ( TNF-α) gene from Chinese polulation.【Methods】 Twenty Han healthy individuals in Shenzhen were selected

randomly. The promoter region of the TNF-αgene in these 20 individuals from position - 1389 nt to +125 nt was

amplified by polymerase chain reaction (PCR) with two primer pairs. The PCR products were sequenced to scan the

single nucleotide polymorphisms (SNPs). The real - time PCR genotyping at - 857 nt (C/T) position was established

using Taqman minor groove binding (MGB) probes. Total 1108 samples from five Chinese populations, the Han,

Zhuang, Buyi, Shui and Miao tribe groups were genotyped at - 857 position using this method.【Results】Six SNPs, -

885(A/G), - 863(C/A), - 646(G/A), - 648(G/A), - 568(G/C), and - 857(C/T), were identified in the promoter region (-

1322 nt～+67 nt). Among these the - 646 nt (G→A) SNP was a new one. Although the bases at - 885,- 648, and -

568 positions were different from the bases in Genebank sequence, the twenty individuals sequenced had the same

genotypes at these three sites. The genotype frequencies of the SNP at site - 857 nt(C/T) in Chinese population were

0.79, 0.19, and 0.02 for CC, CT, and TT, and there no difference among the five Chinese populations, the Han,

Zhuang, Buyi, Shui and Miao tribe groups. The frequency of - 857T allele in Chinese population was 0.116, similar

to that reported in Korean, but lower than that in Japanese.【Conclusion】The SNPs in the promoter region of TNF-α

gene from Chinese population may be conserved. The real- time PCR technology for SNPs genotyping using Taqman
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MGB probes is simple, rapid, accurate, and automated, and will provide a useful tool for large-scale SNP association

studies.

Key words: polymorphism; tumour necrosis factor α; single nucleotide polymorphisms; real- time polymerase

chain reaction; Taqman minor groove binding probe

[J SUN Yat - sen Univ (Med Sci ), 2006 , 27 (1 ):51 - 54 , 62 ]

单核苷酸多态性 ( single nucleotide polymor-

phisms,SNPs) 是形成人类个体差异的遗传基础,可

影响人类对疾病的易感性、发病的程度、对药物的

反应及治疗效果 [1]。肿瘤坏死因子 α(tumour

necrosis factor α, TNF-α)是一种重要的促炎细胞因

子。人类疾病细胞因子基因多态性 ( cytokine gene

polymorphism in human disease)数据库 [2]已报道了

其启动子区的 8个 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 [3-5]。人

们对中国人群 TNF-α基因多态性了解甚少。目前

报道的 TNF-α启动子区 SNP 分型方法主要为限

制性片段长度多态性 ( restriction fragment length

polymorphism,RFLP) 及 单 链 构 象 多 态 性 分 析

( single - strand conformation polymorphism,SSCP) [5, 6]

等, 都需电泳过程,相对比较费力而难于自动化。我

们对中国人群 TNF-α基因启动子区进行序列分析 ,

寻找 SNP 位点。针对- 857 nt( C/T)位点建立了用

TaqMan MGB探针分型技术,并对中国汉族、壮族、

布依族,水族及苗族等群体进行调查,报道如下。

1 材料与方法

1.1 样 本

序列分析( 20 例)及群体调查的中国汉族群体

( 344 例)的血标本取自深圳地区健康体检、无亲缘

关系的汉族个体。中国壮族( 198 例)、布依族( 179

例)、水族( 191例)及苗族( 196 例)群体的血标本取

壮族、布依族,水族及苗族无亲缘关系的健康者。

1.2 DNA的抽提

采用酚/氯仿法抽提血样品基因组 DNA。

1.3 TNF-α基因启动子区 PCR 扩增

选择 2 对引物扩增报道 SNP 位点较多的启动

子 区 , 引 物 序 列 为 : - 1389 (5′AGGCTGACC

AAGAGAGAAAG3′) 和 - 484 (5′TTGGAGTCCT

GAGGCCTGTGT3′); - 952 (5′GTTACAGGAGACC

TCTGGGG3′) 和 +125 (5′GGAAGAGAACCTGC

CTGGC3′) [7],由上海博亚公司合成。20 "L 反应体
系含 100 ng 基因组 DNA, 1.25 U TaKaRa LA Taq

DNA 聚合酶 ( 宝生物 ) , 0.8 mmol/L dNTPs, 2.5

mmol/L MgCl2 和引物各 0.5 "mol/L。PCR 反应在
GeneAmp PCR 9700 仪器上按下述程序进行:先 95

℃ 5 min 然后按 94 ℃, 30 s, 55 ℃, 45 s, 72 ℃, 1

min 进行 35 个循环, 或 94 ℃, 30 s, 59 ℃, 45 s, 72

℃, 1 min 进行 20 个循环, 再按 94 ℃, 30 s, 60 ℃,

45 s, 72 ℃, 1 min 进行 15 个循环,最后 72 ℃延伸

10 min。

1.4 序列分析

PCR 产物经纯化后进行双向序列分析 , 采用

荧 光 标 记 ddNTPs 的 循 环 测 序 法 ( ABI prism

BigDyeTM terminator cycle sequencing ready reaction

kits,PE)。电泳、荧光信号收集及结果分析在 377

DNA 测序仪( PE公司)上进行。

1.5 实时定量 PCR SNP 分型

采用 TaqMan MGB探针进行启动子区- 857 nt

( C/T)位点基因分型。用 Primer Express 软件设计引

物和探针 , 序列如下 : 引物 A: 5′CACAGCAATGGG

TAGGAGAATGT3′; 引物 B: 5′AGGTCCTGGAGGCT

CTTTCACT3′。探针 1: FCCCTGTCTTCGTTAAGP; 探

针 2: 6CCCTGTCTTCATTAAGP ( F 代表 FAM, 6 代

表 HEX, P代表 MGB基团) ,由上海基康公司合成。

PCR 反应体系为 10 "L 含 TaqMan Master Mix 5
"L(PE 公司),引物、探针浓度分别为 900 nmol/L和
250 nmol/L。在 Mx4000(stratagene)实时定量 PCR

仪上反应: 50 ℃ 2 min , 95 ℃ 10 min ,继而 95 ℃

30 s , 60 ℃ 30 s进行 45循环。仪器自动收集荧光

信号,软件分析给出 SNP分型结果。

1.6 统计学处理

计算各群体基因型及等位基因频率,对群体数

据作 Hardy- Weinberg 平衡吻合度检验, 群体间基

因型及等位基因频率差别用 !2检验。

2 结 果

2.1 TNF-α基因启动子区多态性分析

在启动子区采用两对引物进行 PCR 扩增 , 扩

增启动子区- 1389 nt 至+125 nt, 分别为 905 bp 和
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1077 bp。对随机选取的 20 名健康个体 PCR 扩增

产物进行双向序列分析, 每一个体均得到约 1 388

bp 序列 ( - 1322 nt～+67 nt) , 与 Genbank 序列(登记

号为 M16441)相比 SNP位点及基因分型见表 1。

2.2 - 857 nt ( C/T)位点 TaqMan MGB 探针分型

方法的建立及中国人群其等位基因频率调查

表 1 20 名健康个体 TNF-α基因启动子区( - 1322～+67 nt) SNP位点及基因分型

Table 1 The loci and genotypes of single nucleotide polymorphism in the promoter region ( - 1322～+67 nt) of the TNF-αgene in 20

health individuals

NO.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

- 885(A1) /G)

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

- 863(C1) /A)

A/A

A/A

C/C

C/C

A/A

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

A/A

C/C

A/A

C/C

A/A

C/C

C/C

A/A

A/A

- 646(G1) /A)

G/A

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

G/G

- 648(G1) /A)

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

- 568(G1) /C)

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

- 857(C1) /T)

C/C

C/C

T/T

C/C

C/C

T/T

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

C/C

采用 TaqMan MGB探针 , 建立- 857 nt( C/T)位

点实时定量 PCR 分型方法 , 20 份样本分型结果与

序列分析结果一致。采用此方法对中国汉族、壮族、

布依族, 水族及苗族群体共 1 108 份样本进行了-

857 nt( C/T)位点基因分型(表 2,图 1)。对各群体之

间基因型及等位基因频率比较 , P >0.05 差异无统

计学意义。因序列分析的随机选择的 20 份样本-

857 nt 位点均为纯合子 ,在群体调查中出现的杂合

子样本,又进行序列分析验证,结果是一致的。

2.3 中国人群- 857nt ( C/T)位点等位基因频率与

韩国及日本群体比较

中国人群与文献报道的日本及韩国群体相比 ,

表 2 中国人群 TNF-α基因启动子区- 857nt( C/T)位点基因型及等位基因频率

Table 2 The frequencies of genotypes and alleles at - 857(C/T) in TNF-αgene from Chinese populations

Genotype( n/frequency) Allele( n/frequency)

1) stands for the base in Genbank sequence

Han

Zhuang

Buyi

Water

Miao

Total

344

198

179

191

196

1 108

C/C

268( 0.78)

166( 0.84)

141( 0.79)

150( 0.79)

148( 0.76)

873( 0.79)

C/T

71( 0.21)

30( 0.15)

33( 0.18)

38( 0.19)

42( 0.21)

214( 0.19)

T/T

5( 0.01)

2( 0.01)

5( 0.03)

3( 0.02)

6( 0.03)

21( 0.02)

C

607( 0.88)

362( 0.91)

315( 0.88)

338( 0.88)

338( 0.86)

1 960( 0.88)

T

81( 0.12)

34( 0.09)

43( 0.12)

44( 0.12)

54( 0.14)

256( 0.12)

NumberGroup
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1)Comparing the frequencies of alleles among the three

populations, the deviation had statistically significant (χ2=15.163, df=

2, P< 0.05). Combining the frequencies of Chinese and Korean and

comparing with Janpanese, the deviation had statistically significant

(χ2=13.358, df=1, P < 0.05)

都表现为- 857C占优势, 但中国和韩国群体- 857T

等位基因频率较日本群体低[6,8](表 3)。

2 讨 论

国内报道的 TNF-α基因多态性与疾病相关性

研究多采用国外已报道的多态性位点 [4,9,10] ,中国

人群 TNF-α基因多态性研究未见报道。我们在

TNF-α基因启动子区采用两对引物进行 PCR 扩

增, 对 PCR 产物进行序列分析获得 1 388 bp 序列

( - 1322 nt～+67 nt) , 包含了目前已报道的 10 个

SNP 位点[2, 7]。虽然在中国人群发现有 6 个 SNP 位

点(表 1) , 但有 3 个位点 ( - 885、- 648 及- 568 nt 位

点)在本组测序的 20个个体中基因分型相同。

SNPs与人类疾病相关性研究 , 有助于进一步

了解人类遗传多样性和疾病发生发展的分子机理,

而大规模的相关性研究需要一种准确、高通量的

SNPs 分型方法。我们采用 TaqMan MGB探针 , 针

对- 857 nt( C/T)位点 , 建立实时定量 PCR 基因分

型。反应体系包括一对引物及 2个分别检测不同等

位基因的 MGB探针 , 探针的 5′端标记 FAM(检测

C碱基)或 HEX(检测 T碱基) , 3′端标记不发光的

粹灭基团并连接一个 MGB (minor grove binder)基

团。连接 MGB基团的探针可与互补的 DNA形成高

度稳定的双螺旋,大大增加配对与非配对模板间的

Tm值差异 [11], Johnson 等 [12]报道该方法错误率小于

1%,国内有作者报道[13] TaqMan 分型技术与测序结

果的一致性达到 100%。我们用建立的 TaqMan

MGB探针 SNP 分型方法对- 857 nt( C/T)位点进行

基因分型 , 20 份样本及群体调查时出现的 2 份杂

合子样本分型结果均与序列分析结果一致。采用

Primer Express 软件设计引物和探针 , 由于引物和

探针选择都遵循一定的规则,可采用一致的引物和

探针浓度及 PCR循环条件, 这为多个 SNP位点高

通量分型提供了基础。TaqMan MGB探针 SNP分型

方法整个反应在一个封闭的管中进行,软件分析自

动给出分型结果 , 无需 PCR 后处理 , 减少污染 , 同

时反应体系中加入了 AmpErase UNG 酶 (PE 公司)

消除污染,使实验结果更准确。

用建立的 TaqMan MGB探针 SNP 分型方法对

中国汉族、壮族、布依族,水族及苗族群体进行了调

查 , 获得各群体- 857 nt( C/T)位点基因型及等位基

因频率(表 2) , 可见中国各群体以等位基因- 857C

占优势,各群体间基因型及等位基因频率无显著性

差异。与亚洲的日本及韩国群体相比, 都表现为-

857C占优势 , 但中国和韩国群体- 857T等位基因

频率较日本群体低(表 3)。

我们通过序列分析及群体调查表明,中国人群

TNF-α基因启动子区单核苷酸多态性可能较保

守, 为 TNF-α基因与疾病相关性研究提供了基础

资料。本研究表明采用 TaqMan MGB探针的实时

定量 PCR SNP分型方法 , 简便、快速、准确及自

动化 , 为大规模的疾病相关性研究提供了有效的

工具。

图 1 - 857 nt( C/T)位点实时定量 PCR 分型图

Fig.1 The real-time PCR genotyping at - 857 nt ( C /T)

position

Data for 93 genotypes are shown

表 3 中国、韩国及日本群体- 857 nt( C/T)位点等位基因频率

Table 3 The frequencies of alleles at - 857 nt (C/T) in TNF-α

gene in Chinese, Korean, and Japanese populations

Chinese

Korean

Japanese

1 108

200

271

C

1 960( 0.884)

344( 0.860)

446( 0.823)

T

256( 0.116) 1)

56( 0.140) 1)

96( 0.177) 1)

Allele( n /frequency)NumberPopulations

(下转第 62 页 to page 62)
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