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胱硫醚β合酶基因Ｃ７７０Ｔ基因突变与先天性心脏病

的相关性研究
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　　【摘要】　目的　初步探讨母亲同型半胱氨酸代谢酶胱硫醚β合酶（ＣＢＳ）基因Ｃ７７０Ｔ基因突变与子代先天性心

脏病（ＣＨＤ）发生的关系。方法　运用等位基因扩增技术检测６２对ＣＨＤ患儿（病例组）及其生物学母亲Ｃ７７０Ｔ基

因型，并且与６２对健康儿童（对照组）及其生物学母亲Ｃ７７０Ｔ基因型对比。结果　ＣＢＳＣ７７０Ｔ产生Ｃ／Ｃ及Ｃ／Ｔ两

种基因型，病例组母亲的Ｃ／Ｃ及Ｃ／Ｔ基因型频率分别为４５．１６％和５４．８４％，Ｃ和Ｔ等位基因频率分别为７２．５８％

和２７．４２％；对照组母亲的Ｃ／Ｃ型、Ｃ／Ｔ型、Ｃ及Ｔ等位基因频率分别为５９．６８％、４０．３２％、７９．８４％及２０．１６％，两

组母亲的基因型频率及等位基因频率分布比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）；此外，病例组Ｃ／Ｃ型、Ｃ／Ｔ型和Ｔ

等位基因频率分别为４３．５５％、５６．４５％和２８．２３％，对照组分别为５８．０６％、４１．９４％及２９．０３％，两组Ｃ／Ｃ型、Ｃ／Ｔ

型及Ｔ等位基因频率分布比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　在广西人群中，母亲ＣＢＳＣ７７０Ｔ基因突

变与子代ＣＨＤ无明显相关性，母亲Ｃ７７０Ｔ突变可能不足以构成子代ＣＨＤ的独立遗传危险因素。
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　　先天性心脏病（ＣＨＤ）是最常见的出生缺陷之一，其发病

与遗传及环境因素有关，其中遗传因素对ＣＨＤ发病具有重要

作用［１］。同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）血症是缺血性心血管疾病的独

立危险因素［２３］，但近年来研究发现，母亲妊娠期羊水中的 Ｈｃｙ

水平可诱发胎儿出生缺陷及血管疾病，Ｈｃｙ血症可能是一种新

的诱发心血管发育缺陷的独立致畸因子［４］。胱硫醚β合酶

（ＣＢＳ）是调节体内 Ｈｃｙ转硫代途径的关键酶之一，该酶活性降

低可导致Ｈｃｙ血症
［５］。Ｃ７７０Ｔ是ＣＢＳ基因的常见突变位点之

一，该位点突变可引起ＣＢＳ酶活性的改变，进而导致 Ｈｃｙ血

症［６］。目前，尚未见母亲Ｃ７７０Ｔ突变与子代ＣＨＤ相关性的研

究报道。本研究运用等位基因扩增技术检测６２对ＣＨＤ患儿

母亲Ｃ７７０Ｔ基因型，旨在初步探讨母亲 Ｃ７７０Ｔ突变与子代

ＣＨＤ发病风险的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１月至２０１２年１２月广西壮族

自治区人民医院、广西壮族自治区妇幼保健院、南宁市妇幼保

健院及柳州市妇幼保健院就诊的６２例单纯性ＣＨＤ患儿（病

例组）以及生物学母亲作为研究对象。患儿来自南宁市、柳州

市、宾阳县及邕宁县等广西各地市县，均经临床诊断及超声心

动图确诊，同时排除心脏血管之外的其他畸形。６２例患儿中，

男３４例，女２８例，年龄６个月至８岁，患者类型包括室间隔缺

损３０例（４８．３９％）、动脉导管未闭１８例（２９．０３％）、法洛氏四
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联症７例（１１．２９％）、房间隔缺损４例（６．４５％）、其他单纯类型

３例（４．８３％）。按１∶１匹配原则，在患儿同一医院选取６２例

健康儿童（对照组）及其生物学母亲作对照。两组儿童及其生

物学母亲的居住地、年龄、民族、职业、受教育程度、遗传病史、

孕龄及流产史等一般资料比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。

１．２　问卷调查及标本采集　采取访谈式的问卷调查方式了解

两组母亲的居住地、年龄、民族、职业、受教育程度、遗传病史、

母亲孕龄及流产史等情况。然后抽取两组母亲的外周静脉血

２ｍＬ，２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝，用苯酚／氯仿法提取白

细胞基因组ＤＮＡ，琼脂糖电泳及紫外分光光度计分别检测基

因组ＤＮＡ的完整性及纯度。此外，以同样方法抽取并处理两

组儿童的静脉血２ｍＬ，得到的ＤＮＡ标本用于检测两组儿童的

基因型。

１．３　检测 Ｃ７７０Ｔ基因型　采用等位基因扩增技术
［７］检测

ＣＢＳＣ７７０Ｔ基因型。聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂为Ｔａｋａｒａ公司

产品，ＰＣＲ扩增仪及凝胶成像仪均为ＢＤ公司产品，琼脂糖为

ＢｉｏｗｅｓｔＡｇａｒｏｓｅ。（１）ＰＣＲ反应体系：①引物设计参照有关文

献［５］，由上海捷瑞生物工程公司合成，野生正义引物为（ＤＮＡ

位置８２１９８２３８）：５′ＧＧＧＣＴＧＡＧＡＴＴＧＴＧＡＧＧＡＣ３′，突

变正义引物为：５′ＧＧＧＣＴＧＡＧＡＴＴＧＴＧＡＧＧＡＴ３′，反

义引物（ＤＮＡ位置８６４０８６５８）：５′ＡＧＡＴＧＧＡＣＡＧＡＧＧＧＡ

ＣＧＣ３′；②ＰＣＲ反应总体积为５０μＬ，包括以下组分：１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正向及反向引物各２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ１μＬ，Ｔａｑ聚合酶１．２５Ｕ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ，补

充ｄＨ２Ｏ至５０μＬ。（２）ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，以

９４℃３０ｓ→５９℃３０ｓ→７２℃６０ｓ为１个循环，共扩增３５个

循环，最后延伸７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物直接采用１５ｇ／Ｌ琼脂

糖凝胶检测，以ＤＬ２０００为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，电泳条带在紫外凝胶

成像仪下观察并且拍照。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，Ｃ７７０Ｔ

基因型及等位基因频率分布差异采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义，并且应用比值比（犗犚）和９５％可信区间

（犆犐）评估基因突变对疾病发生的相关风险度。

２　结　　果

２．１　检测Ｃ７７０Ｔ基因型　目的基因扩增产物片段大小为４３９

ｂｐ，分别采用野生型引物和突变型引物扩增，扩增产物直接进

行１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察电泳条带。电泳条

带显示，两组母亲及儿童ＤＮＡ标本经ＰＣＲ扩增，均产生两种

基因型：野生型（Ｃ／Ｃ）、杂合突变型（Ｃ／Ｔ），未检测到纯合突变

型（Ｔ／Ｔ），见图１。

图１　Ｃ７７０Ｔ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图

２．２　两组母亲的基因突变频率比较　病例组母亲Ｃ／Ｃ、Ｃ／Ｔ

型及Ｔ等位基因频率与对照组母亲分别比较，差异均无统计

学意义（犘＞０．０５），Ｃ／Ｔ型对病例组母亲犗犚为１．７９（９５％犆犐

为０．８８～３．６７），提示母亲Ｃ７７０Ｔ与子代ＣＨＤ的发病无明显

相关性，见表１。

表１　两组母亲Ｃ７７０Ｔ基因型及等位基因频率

　　　分布比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ

等位基因频率

Ｃ Ｔ

病例组 ６２ ２８（４５．１６）３４（５４．８４） ０ ９０（７２．５８）３４（２７．４２）

对照组 ６２ ３７（５９．６８）２５（４０．３２） ０ ９９（７９．８４）２５（２０．１６）

χ
２ ２．６２ １．８０

２．３　两组儿童的基因突变频率比较　病例组Ｃ／Ｃ、Ｃ／Ｔ型及

Ｔ等位基因频率与对照组比较，差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），Ｃ／Ｔ型对病例组犗犚为１．８０（９５％犆犐为０．８８～３．６６），

提示Ｃ７７０Ｔ与广西儿童ＣＨＤ无明显相关性，见表２。

表２　两组儿童Ｃ７７０Ｔ基因型及等位基因频率

　　分布比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ

等位基因频率

Ｃ Ｔ

病例组 ６２ ２７（４３．５５）３５（５６．４５） ０ ８９（７１．７７）３５（２８．２３）

对照组 ６２ ３６（５８．０６）２６（４１．９４） ０ ８８（７０．９７）３６（２９．０３）

χ
２ ２．６１ １．８０

３　讨　　论

Ｈｃｙ血症是缺血性心血管疾病一个的独立危险因子已得

到大量的研究支持 ［４６］，而近年来的也表明，妊娠期羊水中

Ｈｃｙ异常增高与胎儿出生缺陷密切相关，动物实验表明 Ｈｃｙ

血症能诱发鸡胚或鼠胚早期心血管发育畸形，因而 Ｈｃｙ血症

可能是一种能损害或干扰早期心血管生长发育的致畸因子［７］。

Ｈｃｙ是蛋氨酸循环的中间产物，在体内主要有３条代谢途

径［８］，其中转硫代谢是主要代谢途径之一，而ＣＢＳ是调节 Ｈｃｙ

转硫代谢途径的关键酶，在维生素Ｂ６ 为辅因子参与下，ＣＢＳ催

化 Ｈｃｙ与丝氨酸发生缩合反应，生成胱硫醚。体内约５３％的

Ｈｃｙ经过此途径被转化为半胱氨酸，因此ＣＢＳ对于维持 Ｈｃｙ

正常代谢，从而避免 Ｈｃｙ血症具有重要意义。人ＣＢＳ基因定

位于２１号染色体靠近端粒位置（２１ｑ２２．３），全长约３０×１０
３

ｂｐ，包含２３个外显子，编码ＣＢＳ多肽５５１个氨基酸残基。ＣＢＳ

基因具有多态性特点，目前已知该基因至少有１６４个突变点，

其中多数为错义突变和缺失突变，不同的突变位点对ＣＢＳ酶

活性的影响并不相同。Ｃ７７０Ｔ位点是ＣＢＳ基因的常见突变位

点之一，该位点位于ＣＢＳ基因编码区第７外显子（ＥＸ７），由于

ｃＤＮＡ的第７７０位Ｃ被Ｔ替代，从而导致第２５７位密码原编码

的苏氨酸被蛋氨酸替代。Ｃ７７０Ｔ位点突变最早在意大利籍

Ｈｃｙ尿症患者中被检出，并发现该位点突变可引起ＣＢＳ酶活

性严重下降，进而导致 Ｈｃｙ血症。这些研究提示第２５７位密

码所编码的苏氨酸对ＣＢＳ蛋白结构的稳定及酶活性的调节具

有重要作用［６］；研究发现，存在Ｃ７７０Ｔ位点突变的Ｈｃｙ血症患

者对维生素Ｂ６ 治疗并不敏感，患者血管发生硬化及中枢系统

出现病变等［８］。目前尚未见关于 Ｃ７７０Ｔ 突变与广西人群

·５４３１·检验医学与临床２０１４年５月第１１卷第１０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１０



ＣＨＤ相关性报道。

本研究结果显示，病例组母亲Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率

分别为５４．８４％和２７．４２％，对照组分别为４０．３２％和２０．１６％，

Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率分布在两组均差异无统计学意义

（犘＞０．０５），提示母亲Ｃ７７０Ｔ突变与子代ＣＨＤ发病无明显相

关性；Ｃ／Ｔ型犗犚略大于１．０，提示在广西人群中，母亲Ｃ７７０Ｔ

位点可能并不足以构成子代ＣＨＤ发病的独立遗传危险因素。

此外，结果还显示，病例组Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率分布与对

照组比较差异亦无统计学意义（犘＞０．０５），这表明Ｃ７７０Ｔ突变

与广西儿童ＣＨＤ发病无明显相关性，并进一步证实，在广西

人群中，母亲Ｃ７７０Ｔ突变不足以构成子代ＣＨＤ发病的独立遗

传危险因素。钟秋安等［９］检测１１５对广西ＣＨＤ患儿及对照

儿父母ＣＢＳＴ８３３Ｃ基因型，结果也未发现父母ＣＢＳＴ８３３Ｃ基

因型与子女ＣＨＤ存在明显关联性。据此推测在广西人群中，

子代ＣＨＤ的发病可能与５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶或蛋氨

酸合成酶等 Ｈｃｙ其他代谢途径的相关酶基因突变有关。由于

ＣＨＤ是多基因共同作用而形成的疾病，仅仅从母亲ＣＢＳ基因

某个或某几个位点突变来确定其对子代ＣＨＤ发病的作用，其

意义可能较为有限，况且，研究本身受标本例数及基因位点代

表性等因素的限制。因此，要全面阐述母亲ＣＢＳ基因突变与

子代ＣＨＤ发病的相关性，仍需要在增加标本例数的基础上开

展多基因、多位点以及多因素的综合研究。
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剂都不可能避免假阳性和假阴性，鉴于 ＨＩＶ的筛查结果对感

染者及其家属在心理和生理方面均会产生很大影响，可选用高

敏感性和特异性的ＧＩＣＡ试剂和ＥＬＩＳＡ试剂联合使用，减少

假阳与假阴的出现。
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