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В работе была изучена частота встречаемости аллельных вариантов генов TNFRI в позициях -609 
и -1207 и TNFRII типа в -1709 и -3609 у больных ревматоидным артритом и в группе популяционного 
контроля. В группе популяционного контроля полученные частоты аллелей и распределение генотипов 
промотора гена TNFRI для полиморфных точек -609 и -1207 характерны для азиатских популяций, 
для полиморфизмов гена TNFRII частоты и распределение отличались от европейских и азиатских 
популяций. Сравнительный анализ частот аллелей и генотипов промоторных регионов генов TNFRI в 
позициях -609 и -1207 и TNFRII в позициях -3609 и -1709 у больных ревматоидным артритом и в группе 
популяционного контроля не выявил статистически значимых различий. Тем не менее, при анализе 
комбинаций было показано, что в группе больных ревматоидным артритом по сравнению с группой 
популяционного контроля статистически значимо реже встречается сочетание генотипов TNFRI-
609GT + TNFRII-3609CC.
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In this paper we studied the frequency of allelic variants of genes TNFRI at positions -609 and -1207 and TNFRII 
at positions -1709 and -3609 in patients with rheumatoid arthritis and in population control group. It was shown 
that the resulting frequency distribution of alleles and genotypes of TNFRI gene promoter in a group of population 
control is characteristic for Asian populations, for TNFRII gene polymorphisms and the frequency distribution 
differed from the European and Asian populations. Comparative analysis of allele and genotype frequencies of 
TNFRI gene promoter at positions -609 and -1207 and TNFRII and -3609 and positions -1709 in patients with 
rheumatoid arthritis and in population control group showed no statistically significant differences. However, 
in the analysis of combinations has been shown that in patients with rheumatoid arthritis compared with the 
control population was significantly less common combination of genotypes TNFRI-609GT + TNFRII-3609CC.
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Ревматоидный артрит (РА) – частое встре-
чающееся воспалительное заболевание суставов, 
распространенность которого в популяции превы-
шает 1,0 % [1, 2]. Одним из ключевых цитокинов в 
развитии этого заболевания является TNF-α, роль 
которого изучена в ряде исследований in vitro и in 
vivo и подтверждена в ходе клинических иссле-
довании по применению препаратов-блокаторов 
TNF-α для лечения ревматоидного артрита [3]. 
TNF-α реализует свое действие через два трансмем-
бранных рецептора: рецептор TNF I типа (TNFRI), 
также известный как p55 или p60, и рецептор TNF 
II типа (TNFRII), обозначаемый также как p75 или 
p80. TNFRI – конститутивно экспрессируется 
практически на всех клетках млекопитающих, тог-
да как TNFRII экспрессируется преимущественно 

на клетках иммунной системы. Домен смерти со-
держит цитоплазматическая часть TNFRI, но не 
TNFRII. Через TNFRI реализуется большинство 
эффектов TNF-α, включая цитотоксический, ин-
дукцию роста клеток, активацию NFκB, регуляцию 
адгезии и индукцию экспрессии генов цитокинов. 
Было показано, что сигнал, передающийся через 
TNFRII, важен для пролиферации лимфоидных 
клеток. Продемонстрировано, что в некоторых 
типах клеток TNFRII играет роль в реализации 
эффектов цитотоксичности, а также активации 
NFκB [4]. И TNFRI, и TNFRII могут быть отделены 
от поверхности клеток ферментами семейства 
металлопротеиназ в ответ на воспалительный сиг-
нал. Интересно, что эти отделенные внеклеточные 
области рецепторов TNF-α (так называемые рас-
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творимые рецепторы TNF-α) сохраняют способ-
ность связывать TNF-α и таким образом могут 
функционировать как эндогенные ингибиторы 
TNF-α [5]. Уровень растворимых рецепторов TNF-α 
повышен в синовиальной жидкости и сыворотке 
крови больных РА [6, 7]. В другой работе проде-
монстрировано, что сывороточная концентрация 
растворимых рецепторов TNF-α выше у больных 
РА по сравнению с условно здоровыми донорами, 
а при разделении группы больных на пациентов с 
активным РА и пациентов в ремиссии (по DAS28) 
было показано, что концентрация растворимых 
рецепторов TNF-α выше у пациентов в ремиссии 
[8]. Уровень экспрессии рецепторов, в том числе 
и к TNF-α, в определенной степени зависит от ал-
лельных вариантов их генов, частота встречаемости 
которых может значительно меняться при патоло-
гических процессах. Таким образом, полиморфные 
генетические сайты могут рассматриваться как 
маркеры предрасположенности или резистент-
ности к различным заболеваниям, в патогенезе 
которых играет свою роль цитокиновая сеть [9, 10]. 
Целью данного исследования было изучить частоту 
встречаемости аллельных вариантов генов TNFRI в 
позициях -609 и -1207 и TNFRII типа в -1709 и -3609 
в группе популяционного контроля и у больных 
ревматоидным артритом. 

материалы и метОды

Материал для исследования (образцы цельной 
крови) получен от условно здоровых доноров: в УФ 
и НП НСО (ОГУЗ «Новосибирский центр крови»). 
Выборка популяционного контроля для исследова-
ния генотипов сформирована случайным образом 
из числа жителей г. Новосибирска, согласившихся 
сдать кровь для исследования (211 человек). 

Изучение распределения аллельных вариан-
тов генов TNF-α и его рецепторов проводилось у 
больных РА, находившихся на госпитализации в 
клинике ФГБУ «НИИКИ» СО РАМН (г. Новоси-
бирск), ГОУ ДПО СПб МАПО (г. Санкт-Петербург), 
ГОУ ВПО Рост ГМУ (г. Ростов-на-Дону). Выборка 
больных РА составила 466 человек, из них женщин: 
86,5 %, мужчин-13,5 %, в возрасте от 18 до 70 лет. 
Всем донорам были разъяснены цели исследова-
ния, у всех пациентов было получено информи-
рованное согласие на процедуру забора биологи-
ческого материала. Диагноз РА верифицирован в 
соответствии критериями AСR [11].

ДНК из цельной крови выделяли сорбционным 
методом с помощью набора «Проба-НК» (ООО 
«ДНК-технология», Россия) согласно инструкции 
производителя.

Генотипирование TNFRI по полиморфизмам 
-609 G/T, -1207 C/G и TNFRII по полиморфизмам 
-1709 A/T, -3609 C/T проводилось методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) с последующей 
рестрикцией продукта амплификации. ПЦР прово-
дили с использованием амплификатора «PTC-200 
DNA Engine» (MJ Research inc., USA). Реакционная 
смесь в объеме 20 мкл содержала 1–2 ед. Taq-ДНК 
полимеразы («Сибэнзим», Новосибирск), 0,5 мкМ 

каждого из праймеров, 0,25 мМ каждого дезоксину-
клеозидтрифосфата, 50–200 нг геномной ДНК. Ре-
акционный буфер прилагался к ДНК-полимеразе и 
содержал 60 mM Tris-HCl (pH 8,5 при 25 °C), 1,5 mM 
MgCl2, 25 mM KCl, 10 mM 2-меркаптоэтанол, 0,1% 
Тритон X-100. Для точки TNFRI -609 применялся 
AS (Ammonium Sulfate) буфер, содержащий 67 mM 
Tris-HCl (pH 8,8 при 25 °C), 16,6 mM (NH

4
)

2
SO

4
, 0,01% 

Tween-20 («Сибэнзим», г. Новосибирск). Режим 
термоциклирования зависел от состава праймеров 
и длины амплифицируемого фрагмента и рас-
считывался с использованием программы «Primer 
Premier 5» (Premier Biosoft International, USA). Все 
праймеры были синтезированы в ЗАО «Биосан», 
г. Новосибирск. Генотипирование проводилось с 
использованием опубликованной структуры прай-
меров [12, 13, 14]. Для генотипирования аллельного 
полиморфизма гена TNFRII в позиции -3609, размер 
продукта 331 п.н. последовательности праймеров 
были подобраны с использованием программы 
NCBI/ Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/index.cgi).

Прямой: 5’-ATGCTTTTGTCCATGCAGGT -3’
Обратный: 5’-GCTGTACCCCGTATTAGCTG -3’

Далее проводили рестрикционный анализ про-
дуктов ПЦР-амплификации. Продукты амплифи-
кации подвергали рестрикции соответствующими 
эндонуклеазами: TNFRI -609 – Bst4C I, TNFRI 
–1207 – Bst8C I, TNFRII -1709 – DseD I, TNFRII 
-3609- Msp I. («СибЭнзим», Новосибирск). Рестрик-
ционная смесь включала 2,5–5 мкл амплификата 
и 5–10 единиц активности ферментов фирмы 
«Сибэнзим» (Новосибирск), далее инкубировали 
согласно рекомендациям производителя фермента. 

Продукты амплификации и рестрикции анали-
зировали с помощью капиллярного электрофореза 
на станции QIAxcel (Qiagen) или электрофореза 
в 2% агарозном геле. В качестве маркера молеку-
лярного веса использовали гидролизат плазмиды 
pUC19, полученный при расщеплении рестрикта-
зой Msp I («Сибэнзим», г. Новосибирск) и QX DNA 
Size Marker100bp-3kb (Qiagen). Продукты полиме-
разной цепной реакции и рестрикции, при разделе-
нии в агарозных гелях, визуализировали в ультра-
фиолетовом свете, молекулярный вес фрагментов 
оценивался с помощью видеоденситометра и 
пакета прикладных программ «ImageMasterâVDS» 
(Pharmacia Biotech, USA).

Статистическая обработка проводилась с ис-
пользованием стандартных подходов. Оценку со-
ответствия частот генотипов равновесию Харди 
– Вайнберга проводили по критерию χ2. Различие 
частот аллелей и генотипов устанавливалось с ис-
пользованием критерия χ2 с поправкой Йетса. С 
помощью программы OpenEpi (www.openepi.com) 
проводилась оценка отношения шансов и 95% до-
верительного интервала (OR, CI), оценка относи-
тельного риска. 

результаты и Обсуждение

Частоты аллелей и генотипов исследованных 
полиморфизмов промоторных регионов генов ре-
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цепторов TNF в позициях -609 и -1207, для рецептора 
I типа и -3609 и -1709 для рецептора II типа у больных 
ревматоидным артритом и в выборке популяцион-
ного контроля приведены в таблице 1. Распределе-
ние генотипов промоторных регионов гена TNFRI 
в позициях -609 и -1207 и гена TNFRII в позициях 
-3609 и -1709 в выборке популяционного контроля, 
составленной из условно-здоровых доноров, под-
чиняется закону Харди-Вайнберга. Для сравнения 
распределения частот аллелей и генотипов с други-
ми популяциями были использованы сведения по 
исследуемым полиморфизмам из базы данных NCBI 
по референтным популяциям (в ss66857510): для ев-
ропеоидов -CEU-GENO-PANEL, афроамериканцев 
-AAM-GENO-PANEL и азиатской расы -CHBGENO-
PANEL [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]. Полу-
ченные частоты аллелей и распределение генотипов 
промотора гена TNFRI для полиморфных точек -609 
и -1207 характерны для азиатских популяций, для 

полиморфизмов гена TNFRII отличались от евро-
пейских и азиатских популяций.

Распределение частот генотипов полиморфиз-
ма гена TNFRI в позиции -3609 в группе больных 
ревматоидным артритом имело отклонение от 
ожидаемого в соответствии с равновесием Харди-
Вайнберга (χ2 = 5,87; p = 0,02), что свидетельствует 
о наличии факторов, влияющих на частоту аллелей 
и генотипов в группе больных. При проведении 
сравнительного анализа частот аллелей и генотипов 
промоторных регионов генов TNFRI в позициях 
-609 и -1207 и TNFRII в позициях -3609 и -1709 в 
исследованных группах мы не выявили статисти-
чески значимых различий. Тем не менее, при ана-
лизе комбинаций, выявлено сочетание генотипов 
TNFRI-609GT + TNFRII-3609CC частота которого 
у больных составила 10,4 % и была статистически 
значимо ниже таковой в группе популяционного 
контроля (16,35 %, χ2 = 4,016, р = 0.045). Отноше-

Таблица 1
Частоты генотипов и аллелей полиморфизмов генов TNFRI и TNFRII  у больных ревматоидным артритом  

и условно-здоровых доноров

Полиморфизм Группа 
Частота генотипа, % (количество) Частота аллеля, % 

(количество) 
GG GT TT G T 

TNFRI 
(-609 G>T) 

РА  
n = 423 41,8 (177) 43,7 (185) 14,4 (61) 64 (539) 36 (307) 

Контроль  
n = 208 42,3 (88) 46,2 (96) 11,5 (24) 65 (272) 35 (144) 

TNFRI 
(-1207 C>G) 

 СС СG GG С G 
РА 
n = 462 25,3 (117) 46,1 (213) 28,6 (132) 48 (447) 52 (477) 

Контроль  
n = 211 22,7 (48) 49,8 (105) 27,5 (58) 48 (201) 52 (221) 

TNFRII 
(-1709 A>T) 

 AA AT TT A T 
РА 
n = 436 88,1 (384) 11,5 (50) 0,5 (2) 94 (818) 6 (54) 

Контроль  
n = 211 88,6 (187) 11,4 (24) 0 94 (398) 6 (24) 

TNFRII 
(-3609C>T) 

 СС СT TT С T 
РА 
n = 466 29 (135) 54,7 (255) 16,3 (76) 56 (525) 44 (407) 

Контроль  
n = 211 32,7 (69) 54 (114) 13,3 (28) 60 (252) 40 (170) 

 
Таблица 2

Частоты комбинаций генотипов промоторных локусов генов TNFRI и TNFRII у больных ревматоидным артритом 
и условно-здоровых доноров

Генотип 
TNFRI 
-609 

Генотип 
TNFRII 
-3609 

Частота сочетания в группе 
РА (n = 423), %   

Частота сочетания в группе контроля 
(n = 208), %   

GG CC 13 13 

GG CT 22,7 25 

GG TT 6,15 4,33 

GT CC 10,4* 16,35 

GT CT 26 23,56 

GT TT 7,33 6,25 

TT CC 4,73 3,85 

TT CT 6,86 5,29 

TT TT 2,84 2,4 

 примечание: * – статистически значимое различие в сравнении с группой популяционного контроля (p < 0,05).
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ние шансов для этого сочетания генотипов было 
OR = 0,5941 (CI95 = 0,3668–0,9622), при этом от-
носительный риск ревматоидного артрита для но-
сителей этого генотипа был на 5,9 % ниже. Данные 
сравнительного анализа комбинаций генотипов 
приведены в таблице 2. 

вывОды

1. Установлено, что частота встречаемости ал-
лельных вариантов гена TNFRI в группе популяци-
онного контроля составляет следующие значения 
(в %): -609GG (42,3), -609GT (46,2), -609TT (11,5); 
-1207СС (22,7), -1207СG (49,8), -1207GG (27,5), что 
характерно для азиатских популяций.

2. Показано, что частота встречаемости аллель-
ных вариантов гена TNFRII в группе популяционно-
го контроля составляет следующие значения (в %): 
-1709AA (88,6), -1709 AT (11,4) , -1709TT (0); -3609СС 
(32,7), -3609СT (54), -3609TT (13,3), что отличалось 
от европейских и азиатских популяций.

3. При исследовании распределения генотипов 
генов TNFRI и TNFRII в группе популяционного 
контроля и в группе больных ревматоидным ар-
тритом не выявлено статистически значимых раз-
личий, но при изучении распределения сочетаний 
генотипов установлено, что больные ревматоидным 
артритом характеризуются снижением частоты 
встречаемости сочетания генотипов TNFRI-609GT 
+ TNFRII-3609CC по сравнению с группой попу-
ляционного контроля.

Работа выполнена при поддержке: ФЦП «Науч-
ные и научно-педагогические кадры инновационной 
России» на 2009–2013 годы (ГК № 02.740.11.0707).
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