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  摘 要:目的 探讨叶酸代谢关键酶基因5,10-亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)
 

C677T、A1298C和甲硫

氨酸合成酶还原酶(MTRR)
 

A66G多态性在育龄女性中的分布特征,并分析不同遗传特征对外周血叶酸和同

型半胱氨酸(Hcy)水平的影响。方法 选取2018年3月至2020年1月在上海计生所医院妇科就诊的汉族育

龄女性2
 

651例,根据知情同意原则,采集口腔黏膜上皮脱落细胞,抽提基因组DNA,使用荧光定量PCR方法

检测 MTHFR
 

C677T、A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性,采用化学发光法检测外周血叶酸水平,循环酶法

检测血清Hcy水平。结果 (1)MTHFR
 

C677T
 

CC、CT、TT的基因型频率分别为33.2%、47.9%、18.9%,C、

T等位基因频率分别为57.1%、42.9%;MTHFR
 

A1298C
 

AA、AC、CC的基因型频率分别为66.6%、30.5%、

2.9%,A、C等位基因频率分别为81.8%、18.2%;MTRR
 

A66G
 

AA、AG、GG的基因型频率分别为56.4%、

36.9%、6.8%,A、G等位基因频率分别为74.8%、25.2%。(2)MTHFR
 

C677T和A1298C两位点连锁有7种

组合,频率最高的是CT/AA(31.9%),没有CT/CC和TT/CC组合。两位点间存在完全连锁不平衡(D'=
0.984,R2=0.161)。(3)MTHFR

 

C677T不同基因型的叶酸和 Hcy水平差异有统计学意义(P<0.05)。TT
基因型的叶酸水平低于CC基因型,TT基因型的Hcy水平高于CC基因型。经单因素Logistic回归分析发现,

MTHFR
 

C677T
 

TT基 因 型 发 生 高 Hcy血 症 的 危 险 性 是 CC基 因 型 的9.97倍(95%CI:3.81~26.05)。

MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G不同基因型与血清叶酸及 Hcy水平差异无统计学意义(P>0.05)。(4)经

单因素回归分析,Hcy水平与叶酸水平呈负相关(R2=0.061,P<0.05),叶酸水平可解释Hcy水平个体差异的

6.1%。结论 获取了上海市汉族育龄女性 MTHFR和 MTRR基因多态性的群体遗传学特征,血清 Hcy水平

与 MTHFR
 

C677T基因多态性以及血清叶酸水平有关。筛查 MTHFR和 MTRR基因多态性并监测 Hcy水

平对围生期保健有重要的指导意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

distribution
 

characteristics
 

of
 

5,10-methylenetetrahydrofolate
 

re-
ductase

 

(MTHFR)
 

C677T,A1298C
 

and
 

methionine
 

synthase
 

reductase(MTRR)
 

A66G
 

polymorphism
 

in
 

women
 

of
 

childbearing
 

age,and
 

to
 

analyze
 

the
 

influence
 

of
 

different
 

genetic
 

characteristics
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

folic
 

acid
 

and
 

homocysteine
 

(Hcy)
 

in
 

peripheral
 

blood.Methods A
 

total
 

of
 

2
 

651
 

Han
 

women
 

of
 

childbearing
 

age
 

in
 

the
 

gynecology
 

department
 

of
 

the
 

Shanghai
 

Family
 

Planning
 

Institute
 

Hospital
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected.According
 

to
 

the
 

principle
 

of
 

informed
 

consent,the
 

epithelial
 

exfoliated
 

cells
 

of
 

oral
 

muco-
sa

 

were
 

collected,and
 

the
 

genomic
 

DNA
 

was
 

extracted.The
 

MTHFR
 

C677T,A1298C
 

and
 

MTRR
 

A66G
 

gene
 

polymorphisms
 

were
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.The
 

folic
 

acid
 

level
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
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detected
 

by
 

chemiluminescence.The
 

Hcy
 

level
 

in
 

serum
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

circulating
 

enzyme
 

method.Re-
sults (1)

 

The
 

genotype
 

frequencies
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

CC,CT
 

and
 

TT
 

were
 

33.2%,47.9%
 

and
 

18.9%,re-
spectively,and

 

the
 

allele
 

frequencies
 

of
 

C
 

and
 

T
 

were
 

57.1%
 

and
 

42.9%,respectively;
 

the
 

genotype
 

frequen-
cies

 

of
 

MTHFR
 

A1298C
 

AA,AC
 

and
 

CC
 

were
 

66.6%,30.5%
 

and
 

2.9%,and
 

the
 

allele
 

frequencies
 

of
 

A
 

and
 

C
 

were
 

81.8%
 

and
 

18.2%,respectively.The
 

genotype
 

frequencies
 

of
 

MTRR
 

A66G
 

AA,AG
 

and
 

GG
 

were
 

56.4%,36.9%
 

and
 

6.8%
 

respectively,and
 

the
 

allele
 

frequencies
 

of
 

A
 

and
 

G
 

were
 

74.8%
 

and
 

25.2%
 

respec-
tively.(2)

 

The
 

two
 

sites
 

linkage
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

and
 

A1298C
 

had
 

seven
 

combinations,in
 

which
 

the
 

highest
 

frequency
 

was
 

CT
 

/
 

AA
 

(31.9%).And
 

there
 

was
 

no
 

combination
 

of
 

CT
 

/
 

CC
 

and
 

TT/
 

CC.There
 

existed
 

complete
 

linkage
 

disequilibrium
 

between
 

the
 

two
 

loci
 

(D'=0.984,R2=0.161).(3)
 

The
 

levels
 

of
 

folate
 

and
 

Hcy
 

in
 

different
 

genotypes
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

had
 

statistically
 

significantly
 

difference
 

(P<0.05).The
 

folic
 

acid
 

level
 

of
 

TT
 

genotype
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

CC
 

genotype,and
 

the
 

Hcy
 

level
 

of
 

TT
 

genotype
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CC
 

genotype.The
 

single
 

factor
 

logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

risk
 

of
 

hyperhomocys-
teinemia

 

in
 

MTHFR
 

C677T
 

TT
 

genotype
 

was
 

9.97
 

times
 

that
 

of
 

CC
 

genotype
 

(95%CI:3.81-26.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

folic
 

acid
 

and
 

Hcy
 

levels
 

between
 

MTHFR
 

A1298C
 

and
 

MTRR
 

A66G
 

genotypes
 

(P>0.05).(4)
 

After
 

the
 

univariate
 

regression
 

analysis,the
 

Hcy
 

level
 

was
 

negatively
 

corre-
lated

 

with
 

the
 

folic
 

acid
 

level
 

(R2=0.061,P<0.05),and
 

the
 

folic
 

acid
 

level
 

could
 

explain
 

6.1%
 

of
 

the
 

indi-
vidual

 

differences
 

in
 

the
 

Hcy
 

level.Conclusion The
 

population
 

genetic
 

characteristics
 

of
 

MTHFR
 

and
 

MTRR
 

gene
 

polymorphisms
 

are
 

obtained
 

in
 

Shanghai
 

Han
 

women
 

of
 

childbearing
 

age.The
 

serum
 

Hcy
 

level
 

is
 

related
 

to
 

MTHFR
 

C677T
 

gene
 

polymorphisms
 

and
 

serum
 

folic
 

acid
 

level.Screening
 

MTHFR
 

and
 

MTRR
 

gene
 

poly-
morphisms

 

and
 

monitoring
 

Hcy
 

level
 

are
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

perinatal
 

health
 

care.
Key

 

words:5,10-methylenetetrahydrofolate
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  叶酸是人体重要的营养素,叶酸摄入不足或代谢

障碍会造成体内同型半胱氨酸(Hcy)升高和甲基化降

低,从而导致高同型半胱氨酸血症(≥15
 

μmol/L)
[1]

的发生。同时孕期叶酸营养不足会导致神经管畸

形[2]、先天性心脏病[3]、唐氏综合征[4]、唇腭裂[5]等出

生缺陷,并与流产[6]、早产[7]等不良妊娠结局及妊娠

期糖尿病[8]、妊娠期高血压[9]等疾病密切相关。5,10-
亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)和甲硫氨酸合成酶

还原酶(MTRR)是叶酸代谢通路中的关键酶,基因多

态性决定了不同的酶活性及叶酸利用能力。本研究

旨在分析上海市汉族育龄女性MTHFR和MTRR基

因多态性分布,以及基因多态性与血清叶酸、Hcy水

平的相互关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年3月至2020年1月在

上海计生所医院进行妇科检查的女性2
 

651例,均为

汉族、非 孕 期,年 龄 19~59 岁,平 均 (33.77±
5.27)岁。

1.2 研究方法 依据知情同意原则采集口腔黏膜细

胞。利用硅胶吸附法提取基因组DNA。采用荧光定

量 PCR 技 术,检 测 MTHFR
 

C677T、A1298C 和

MTRR
 

A66G基因多态性。相关仪器、试剂均购自美

国ABI公司。
抽取研究对象空腹静脉血,及时分离血清并置于

-20
 

℃冰箱备检。用雅培全自动化学发光免疫分析

仪i2000,化学发光法测定血清叶酸水平,试剂盒购自

雅培商贸(上海)有限公司;用 Mindray
 

BS-860生化

分析仪以酶法测定血清Hcy
 

水平,试剂盒购自重庆中

元生物技术有限公司。

1.3 统计学处理 采用 HaploView4.2软件进行基

因多态性的 Hardy-Weinberg平衡、连锁不平衡水平

(LD)分析。采用SPSS
 

19.0统计学软件进行数据分

析,计量资料采用x±s 表示,两组间比较采用t 检

验,多组间比较采用 Kruskal-Wallis检验或方差分

析;计数资料采用例数或百分率表示,组间比较采用

χ2 检验。相关性分析采用Pearson积矩相关分析和

单因素Logistic回归分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 MTHFR
 

C677T、A1298C和 MTRR
 

A66G基

因多 态 性 分 布  入 组 对 象 的 MTHFR
 

C677T、

A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性分布符合遗传

平衡(P>0.05),见表1。说明数据来自同一孟德尔

群体,标 本 具 有 群 体 代 表 性。入 组 对 象 MTHFR
 

C677T
 

CC、CT、TT 基 因 型 多 态 性 分 布 分 别 为

33.2%、47.9%、18.9%,C、T等位基因频率分别为

57.1%、42.9%;MTHFR
 

A1298C
 

AA、AC、CC基因

型的多态性分布分别为66.6%、30.5%、2.9%,A、C
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等位基因频率分别为81.8%、18.2%;MTRR
 

A66G
 

AA、AG、GG基因型的多态性分布分别为56.4%、
36.9%、6.8%,A、G等位基因频率分别为74.8%、

25.2%。

表1  Hardy-Weinberg平衡分析(n)

频数
MTHFR

 

C677T

CC CT TT χ2 P

MTHFR
 

A1298C

AA AC CC χ2 P

MTRR
 

A66G

AA AG GG χ2 P

实际频数 880 1
 

270 501 1.27 0.26 1
 

765 808 78 1.58 0.21 1
 

494 978 179 1.21 0.27

预计频数 866 1
 

298 487 1
 

775 789 88 1
 

483 999 168

2.2 MTHFR
 

C677T和 A1298C连锁及单倍型分

析 MTHFR
 

C677T和 A1298C两位点连锁情况见

表2,有7种组合,频率最高的是CT/AA(31.9%),没
有 CT/CC 和 TT/CC 组 合。MTHFR

 

C677T 和

A1298C两个位点构建的单倍型存在4种组合:TA
(42.7%)、CA(39.1%)、CC(18.1%)、TC(0.1%),两
位点 间 存 在 完 全 连 锁 不 平 衡 (D'=0.984,R2=
0.161)。

表2  MTHFR
 

C677T和A1298C连锁型分布[n(%)]

MTHFR
 

C677T
MTHFR

 

A1298C

AA AC CC

CC 422(15.9) 380(14.3) 78(2.9)

CT 846(31.9) 424(16.0) 0(0.0)

TT 497(18.7)  4(0.2) 0(0.0)

2.3 不同基因型与血清叶酸和Hcy水平的相关性 
MTHFR

 

C677T不同基因型的叶酸和 Hcy水平差异

有统计学意义(P<0.05)。TT基因型的叶酸水平低

于CC基因型,TT基因型的 Hcy水平比CC基因型

高17.9%。MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G不同

基因型的叶酸及 Hcy水平差异无统计学意义(P>
0.05)。见表3。同时经单因素 Logistic分析发现,

MTHFR
 

C677T中CT
 

型与
 

TT
 

型发生高 Hcy血症

的OR 值 为9.97倍(95%CI:3.81~26.05,P<
0.05),见表4。

表3  MTHFR、MTRR不同基因型女性血清叶酸和

   Hcy水平分析(x±s)

SNP位点 基因型 n 叶酸(nmol/L) Hcy
 

(μmol/L)

MTHFR
 

C677T CC 880 28.22±8.17 8.09±2.58

CT 1
 

270 27.20±8.64 8.35±2.72

TT 501 25.62±9.21 9.54±3.10

F 14.57 47.90

P 5.11×10-7 3.68×10-21

MTHFR
 

A1298C AA 1
 

765 27.07±8.78 8.57±2.83

AC 808 27.47±8.39 8.33±2.75

CC 78 28.69±7.97 8.40±2.46

F 1.725 2.063

续表3  MTHFR、MTRR不同基因型女性血清叶酸和

   Hcy水平分析(x±s)

SNP位点 基因型 n 叶酸(nmol/L) Hcy
 

(μmol/L)

P 0.178 0.127

MTRR
 

A66G AA 1
 

494 27.14±8.63 8.46±2.84

AG 978 27.42±8.66 8.47±2.73

GG 179 27.02±8.64 8.86±2.81

F 0.366 1.691

P 0.694 0.185

表4  MTHFR
 

C677T与高 Hcy血症的单因素

   Logistic分析

MTHFR
 

C677T β SE Wals OR 95%CI P

CC 1.00

CT 0.51 0.53 0.92 1.67 0.58~4.76 0.34

TT 2.3 0.49 22.00 9.97 3.81~26.052.72×10-6

2.4 Hcy与叶酸水平的相关性 将叶酸水平与 Hcy
水平进行单因素分析,结果显示呈线性相关关系(Y=
0.079

 

7X+10.6,R2=0.061,P<0.01),表明在其他

因素不变的情况下,叶酸水平可解释Hcy水平个体差

异的6.1%,且 Hcy水平与叶酸水平呈负相关。见

图1。

图1  Hcy与血清叶酸关系的散点图

3 讨  论

Hcy是蛋氨酸代谢的中间产物,俗称“邪恶氨基

酸”。体内 Hcy蓄积会降低甲基化水平,损伤血管内

皮细胞,是心血管疾病、神经系统疾病的危险因素。

Hcy水平与母婴健康密切相关,可以指导孕前保健和

优生优育,作为叶酸营养评价指标及妊娠相关疾病和
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胎儿出生缺陷的预测指标[10-12]。在叶酸代谢通路中,

MTHFR和 MTRR是关键酶,在蛋氨酸转化及DNA
合成过程中,Hcy发挥重要作用。MTHFR是叶酸代

谢过程中的关键酶,催化5,10-亚甲基四氢叶酸生成

5-甲基四氢叶酸,这是Hcy转化为甲硫氨酸的必要条

件[13]。MTHFR
 

C677T是重要的基因多态性位点,
不同的基因型决定了不同的酶活性,从而影响体内的

叶酸代谢能力和 Hcy水平。目前对于不同地区育龄

女性MTHFR、MTRR基因多态性分布的研究有很多

报道[14-15],这些研究为育龄女性补充叶酸提供重要依

据。2017年方绮雯等[16]对上海地区孕妇
 

MTHFR
 

C677T
 

基因多态性与血浆 Hcy水平的关联性进行分

析,该研究为筛选高危孕妇提供理论依据,但并未对

MTHFR、MTRR基因多态性分布与血清叶酸和 Hcy
水平的关系进行研究。上海市育龄女性 MTHFR

 

C677T
 

TT的基因型频率为18.9%,C677T
 

T等位基

因频 率 为 42.9%,低 于 已 有 报 道 的 山 东 淄 博 市

(43.6%,65.6%)[17]、河 南 新 乡 市 (38.9%,

62.0%)[18]、辽宁沈阳市(31.3%,56.6%)[19]等地数

据,高于浙江丽水市(14.0%、37.7%)[20]、广东佛山市

(5.6%,21.5%)[21]等地,显示出明显的地域特异性。

MTHFR
 

C677T和A1298C连锁及单倍型分析,研究

发现这两个位点构建的单倍型存在4种组合,频率最

高的 是 TA(42.7%),两 位 点 间 存 在 连 锁 不 平 衡

(D'=0.984,R2 =0.161)。MTHFR
 

A1298C 和

MTRR
 

A66G不同基因型的叶酸及 Hcy水平差异无

统计学意义(P>0.05),而 MTHFR
 

C677T
 

TT基因

型女性的Hcy水平比CC基因型高17.9%,且TT基

因型更易得高 Hcy血症,危险性是CC型的9倍以

上,因此也提示研究者需关注遗传信息,对于 TT基

因型人群,更应关注 Hcy指标。另外,血清叶酸和

Hcy也关系密切,叶酸是 Hcy代谢的必需因子,能够

明显降低Hcy水平,其水平和 Hcy水平呈负相关,随
着血清叶酸水平降低,Hcy

 

水平逐渐升高,在体内大

量积累会进一步破坏机体凝血与纤溶之间的平衡,使
得机体处于血栓前状态,容易导致自然流产的发生,
也可能导致妊娠期高血压、神经管畸形、唐氏综合征

等妊娠相关疾病发病率增加。
 

本研究可为上海市育龄女性MTHFR、MTRR基

因多态性与血清叶酸和 Hcy代谢相关疾病的相关性

研究提供依据。截至目前,在全球公共卫生干预措施

中提出孕妇在围孕期需要增补叶酸,我国的孕期保健

措施为孕前3个月到孕早期3个月,每天增补叶酸

0.4
 

mg,但是对于不同遗传体质的人群,0.4
 

mg叶酸

并不能满足日常所需。因此在围孕期保健中,综合

MTHFR
 

C677T基因型筛查、Hcy监测,以及营养、生
活方式等流行病学调查信息,建立风险人群的识别和

管理系统尤为重要。针对风险人群,指导叶酸、维生

素B12 等营养素的个体化增补,提高孕期保健的依从

性和规范性,加强产前筛查和产前诊断等,是保障围

孕期健康和降低出生缺陷的重要措施,也是精准医学

在妇幼保健领域的实践应用。
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重要作用。WNT信号通路能够调控基质细胞与上皮

细胞交互促进肿瘤转移等,本文发现 WNT2在异位

组织中高表达,提示 WNT2可能通过操控下游基因

表达促进EM 的发生、发展,这与以往报道一致[15]。
转录因子GATA4与发育密切相关,通过调控下游基

因影响心脏、肝脏等器官发育,影响、调控体细胞行为

改变,包括癌变[16]。
检测多个相关基因有望为解释EM 的发生、发展

提供数据支撑。本研究首次发现HOXB7基因与EM
的疾病进展程度相关。由于研究样本量较少并且未

建立动物模型,基因表达差异的调控机制尚未得到进

一步解释,更大样本量、动物模型、细胞模型的建立将

有助于进一步研究基因转录调控的机制。
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