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贵州３个民族亚甲基四氢叶酸还原酶基因的遗传多态性


张　婷，谢　渊，李　毅，单可人，官志忠△

（贵阳医学院分子生物学重点实验室　５５０００４）

　　摘　要：目的　对贵州侗族、布依族、苗族亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）基因多态性进行研究。方法　应用 ＴａｑＭａｎ

ＭＧＢ探针基因分型方法检测贵州３个民族 ＭＴＨＦＲ基因两个ＳＮＰ（６７７及１２９８位）多态位点的基因频率及基因型频率，并构建

单倍型。结果　ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ位点３个民族之间基因型和等位基因频率差异有统计学意义（犘＜０．０５），其中布依族与苗族间

基因型和布依族与侗族、苗族间等位基因频率差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＭＴＨＦＲ１２９８Ａ／Ｃ位点３个民族之间基因型和等位

基因频率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。６７７ＣＣ／１２９８ＡＡ双野生型频率以布依族最低，３个民族中均未见６７７ＴＴ／１２９８ＣＣ双纯和

突变及６７７ＴＴ／１２９８ＡＣ组合。３个民族中以６７７Ｃ１２９８Ａ（５４．３％）单倍型所占平率最高。布依族和苗族两位点间存在６７７Ｃ／Ｔ和

１２９８Ａ／Ｃ连锁不平衡现象。结论　ＭＴＨＦＲ基因６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／Ｃ位点在不同民族、不同地区间的分布存在明显差异。
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　　亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）蛋白普遍存在于人、动物及原核生物中，其生

化功能是催化５．１０亚甲基四氢叶酸到５甲基四氢叶酸的还

原反应。ＭＴＨＦＲ酶活性的改变会导致５甲基四氢叶酸的生

成障碍，从而导致同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）复甲基化

障碍，使得血浆 Ｈｃｙ浓度升高
［１２］，从而导致多种疾病的发生。

目前研究较为广泛的是该酶基因的６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／Ｃ多态

位点，已有研究表明其在不同国家、同一国家不同地区、不同民

族或种族中的分布有显著差异性［３５］。布依族、侗族、苗族是贵

州省人口较多的少数民族，本研究所选标本采自封闭的自然群

体。通过了解贵州布依族、侗族及苗族人群中 ＭＴＨＦＲ基因

６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／Ｃ的遗传多态性，获取相关群体遗传数据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　根据知情同意的原则，随机选取贵州世居布

依族、侗族、苗族隔离自然人群，样本总量５９７例，其中布依族

２０１例，男１００例，平均（４６．５±１４．１）岁，女１０１例，平均

（４７．９±１４．０）岁；侗族１９８例，男１０６例，平均（４６．５±１８．２）

岁，女９２例，平均（４５．８±１７．２）岁；苗族１９８例，男１１２例，平

均（４８．３±１２．９）岁，女８６例，平均（４５．０±１０．３）岁。研究对象

彼此间无直接血缘关系，采集受试对象外周静脉血血样，ＥＤ

ＴＡＫ２抗凝后，－２０℃保存。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ提取　采用常规酚氯仿抽提法从全血中提取

ＤＮＡ，并将样品ＤＮＡ标化为２０ｎｇ／μＬ作为模板，－２０℃存放

备用。

１．２．２　ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针基因分型　采用 ＡＢＩ公司的Ｔａｑ

Ｍａｎ? ＳＮＰＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇＡｓｓａｙｓ对 ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ，１２９８Ａ／

Ｃ）进行基因分型。反应体系１０Ｌ，包含５ＬＴａｑＭａｎ? Ｕｎｉ

ｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．２５ＬＴａｑＭａｎＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇＡｓｓａｙ，１

μＬＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ），加双蒸水至１０μＬ。反应条件为６０℃

３０ｓ；９５℃１０ｍｉｎ；９２℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，共４０个循环；６０℃３０

ｓ。所扩增的目的基因片段由于ＳＮＰｓ位点的碱基不同，标记呈

不同的荧光，利用荧光发光特点，通过 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

ＳｔｅｐＯｎｅ
ＴＭ基因分析仪检测，ＳｔｅｐＯｎｅ

ＴＭ软件分析基因分型结果。
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表１　　贵州３个民族 ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ，１２９８Ａ／Ｃ基因型及等位基因频率分布［狀（％）］

ＳＮ犘位点 民族 狀

基因型频率

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ

等位基因频率

Ｃ Ｔ

６７７Ｃ／Ｔｒｓ１８０１１３３ 布依族 ２０１ １１４（５６．７） ７７（３８．３） １０（５．０） ３０５（７５．９） ９７（２４．１）

侗族　 １９８ １３８（６９．７） ５５（２７．８） ５（２．５） ３３１（８３．６） ６５（１６．４）

苗族 １９８ １４６（７３．７） ４８（２４．２） ４（２．０） ３４０（８５．９） ５６（１４．１）

χ
２＝１４．９８，犘＝０．００５ χ

２＝１４．６８，犘＝０．００１

１２９８Ａ／Ｃｒｓ１８０１１３１ Ａ／Ａ（％） Ａ／Ｃ（％） Ｃ／Ｃ（％） Ａ（％） Ｃ（％）

布依族 ２０１ １０１（５０．２） ８５（４２．３） １５（７．５） ２８７（７１．４） １１５（２８．６）

侗族 １９８ １０４（５２．５） ８１（４０．９） １３（６．６） ２８９（７３．０） １０７（２７．０）

苗族 １９８ １０６（５３．５） ７７（３８．９） １５（７．６） ２８９（７３．０） １０７（２７．０）

χ
２＝０．６７２，犘＝０．９５５ χ

２＝０．３３６，犘＝０．８４５

　　：犘＜０．０１，与布依族比较。

１．２．３　测序　用ＡＢＩ３１０型全自动ＤＮＡ测序仪对两基因型

进行测序验证。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，应

用 ＨａｐｌｏＶｉｅｗ４．１软件进行ＳＮＰｓ的 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡、

ＬＤ水平和单倍型结构分析，两位点ＬＤ水平以Ｄ′＝１为判断

标准。计数资料采用率表示，对基因型及等位基因频率进行

χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　基因分型结果　贵州布依族、侗族、苗族人群 ＭＴＨＦＲ

６７７Ｃ／Ｔ（ｒｓ１８０１１３３），１２９８Ａ／Ｃ（ｒｓ１８０１１３３）基因型、等位基因

频率分布见表１。在受检人群中 ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／

Ｃ位点在３个民族之间基因型（χ
２＝１４．９８，犘＝０．００５）和等位

基因频率（χ
２＝１４．６８，犘＝０．００１）差异有统计学意义，其中布

依族与苗族间基因型（χ
２＝１３．２２，犘＝０．００１）和布依族与侗

族、苗族等位基因频率（χ
２＝７．３４，犘＝０．００７；χ

２＝１２．８４，犘＝

０．０００）差异有统计学意义，而布依族与侗族间基因型（χ
２＝

７．６０，犘＝０．０２２），侗族与苗族间基因型、等位基因频率差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；１２９８Ａ／Ｃ位点在３个民族之间基因型

（χ
２＝０．６７２，犘＝０．９５５）和等位基因频率（χ

２＝０．３３６，犘＝

０．８４５）差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

２．２　贵州３个民族 ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ，１２９８Ａ／Ｃ位点组合情

况　６７７ＣＣ／１２９８ＡＡ双野生型频率以布依族最低，分别为布依

族２１．９％，侗族３３．３％，苗族３５．４％；６７７ＣＴ／１２９８ＣＣ组合仅

存在于侗族；３个民族中均未见６７７ＴＴ／１２９８ＣＣ双纯和突变及

６７７ＴＴ／１２９８ＡＣ组合。见表２。

表２　　６７７Ｃ／Ｔ与１２９８Ａ／Ｃ各基因型在

　３个民族中的分布［狀（％）］

基因连锁型 布依族（狀＝２０１） 侗族（狀＝１９８） 苗族（狀＝１９８）

ＣＣ／ＡＡ ４４（２１．９） ６６（３３．３） ７０（３５．４）

ＣＣ／ＡＣ ５５（２７．４） ６０（３０．３） ６１（３０．８）

ＣＣ／ＣＣ １５（７．５） １２（６．１） １５（７．６）

ＣＴ／ＡＡ ４７（２３．４） ３３（１６．７） ３１（１５．７）

ＣＴ／ＡＣ ３０（１４．９ ２１（１０．６） １７（８．６）

ＣＴ／ＣＣ ０（０．０） １（０．５） ０（０．０）

ＴＴ／ＡＡ １０（５．０） ５（２．５） ４（２．０）

ＴＴ／ＡＣ ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）

ＴＴ／ＣＣ ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）

２．３　ＭＴＨＦＲ基因６７７Ｃ／Ｔ与１２９８Ａ／Ｃ两位点连锁情况及

单倍型分析结果　将３个民族样本 ＭＴＨＦＲ基因６７７Ｃ／Ｔ和

１２９８Ａ／Ｃ两位点构建单倍型，发现主要以３种组合的存在，其

分别是：６７７Ｃ１２９８Ａ（５４．３％）、６７７Ｃ１２９８Ｃ（２７．４％）及６７７Ｔ

１２９８Ａ（１８．０％）。６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／Ｃ连锁不平衡分析发现，

布依族和苗族两位点间存在连锁不平衡现象（Ｄ′＝１）。见

表３。

表３　　６７７Ｃ／Ｔ与１２９８Ａ／Ｃ在３个民族中

　　单倍型分布频率（％）

单倍型 布依族（狀＝２０１） 侗族（狀＝１９８） 苗族（狀＝１９８）

ＣＡ ４７．３ ５７．３ ５８．６

ＣＣ ２８．６ ２６．３ ２７．３

ＴＡ ２４．１ １５．７ １４．１

ＴＣ ０．０ ０．８ ０．０

Ｄ′＝１．００ Ｄ′＝０．８３ Ｄ′＝１．００

３　讨　　论

ＭＴＨＦＲ基因定位于染色体１ｐ３６．３
［６］，该基因最常见的

ＳＮＰ位点是６７７Ｃ／Ｔ及１２９８Ａ／Ｃ。据报道他们的突变将导致

酶的耐热性和活性减低［７８］，血浆 Ｈｃｙ水平升高，成为心血管

病和神经管缺损的独立风险因素。现有资料表明，ＭＴＨＦＲ

６７７Ｃ／Ｔ的等位基因和基因型分布具有较强的地域和人种特

征，突变型Ｔ等位基因频率由低到高依次为非洲人（＜１０％）、

欧洲白人（２５．１％～４６．０％）、中东人（１７．４％～２５．７％）、中国

汉族人（２１．０％～４４．８％，由南向北呈增加趋势）和墨西哥人

（５７．０％）。基因型分布在各地区或民族均以 ＣＣ和 ＣＴ 为

主［９１１］。本次研究发现仅有侗族６７７Ｔ等位基因频率与上述结

论相一致，而侗族和苗族突变频率相对较低。１２９８Ａ／Ｃ多态

性也同样存在种族和民族差异性。Ｃ等位基因的频率亚洲为

１７％～３８％，西欧为２７％～３６％。非洲和北美约３０％，中国北

方汉族为２０％
［１１１３］。本次研究结果显示１２９８Ｃ等位基因频率

与报道相符。

上述两位点组合情况研究发现（表２），６７７ＣＴ／１２９８ＣＣ组

合仅存在于侗族；６７７ＣＣ／１２９８ＡＡ双野生型频率以布依族最

低；３个民族中均未见６７７ＴＴ／１２９８ＣＣ双纯和突变及６７７ＴＴ／

１２９８ＡＣ组合，这与已报道文献一致
［１４］；单倍型主要以６７７Ｃ

１２９８Ａ（５４．３％）出现；同时侗族未见已报道的两位点连锁不平

衡现象［１５１６］。

综上所述，ＭＴＨＦＲ 基因６７７Ｃ／Ｔ和１２９８Ａ／Ｃ位点在不

同民族的分布存在明显差异。分子生物学与遗传学研究发现，

个体对疾病的易感性不仅与环境有关更与不同等位基因导致

的表达改变有关。而 ＭＴＨＦＲ与多种疾病的发生相关，因此

对人群 ＭＴＨＦＲ基因多态性的研究有助于进一步弄清人群中

突变等位基因频率，对基因多态与疾病的关系做更明确探讨提

供理论依据，本研究为此提供有意义的数据积累。
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项目。由此也对超声医生提出更高要求，检查一定要细致、全

面，以最大限度减少漏误诊。
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［４］ ＹｅｕｎｇＭＪ，ＳｅｒｐｅｌｌＪＷ．Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｏｌｉｔａｒｙｔｈｙ

ｒｏｉｄｎｏｄｕｌｅ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｉｓｔ，２００８，１３（２）：１０５１１２．

［５］ ＫｉｍＭＪ，ＫｉｍＥＫ，ＫｗａｋＪＹ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｙ

ｒｏｉｄｎｏｄｕｌｅｓｗｉｔｈｍａｃｒｏｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：ｒｏｌｅｏｆｓｕｓｐｉｃｉｏｕｓ

ｓｏｎｏｇｒａｐｈｉｃｆｉｎｄｉｎｇｓ［Ｊ］．ＪＵｌｔｒａｓｏｕｎｄＭｅｄ，２００８，２７（８）：

１１７９１１８４．

［６］ 杨洁瑾，陆雷群，陈玲．超声显示钙化灶对甲状腺良恶性

结节鉴别的临床意义［Ｊ］．上海医学，２０１１，３４（５）：３６４

３６６．

［７］ 龙丽娟，胡蓉，邵波，等．超声探测钙化灶在甲状腺结节诊

断中的临床价值［Ｊ］．中国医学影像学杂志，２００９，１７（４）：

２８６２８８．

［８］ 李逢生，冯海波，徐荣，等．甲状腺微小乳头状癌３６例超

声回顾分析［Ｊ］．中国超声医学杂志，２０１２，２８（４）：３１７

３２０．

［９］ 何庆兰，谭瑶，李世樱，等．超声对甲状腺癌的诊断价值探

讨［Ｊ］．西部医学，２０１１，２３（９）：１７８２１７８３．

［１０］ＭｉｓｅｉｋｙｔｅＫａｕｂｒｉｅｎｅＥ，Ｔｒａｋｙｍａｓ Ｍ，Ｕｌｙｓ Ａ．Ｃｙｓｔｉｃ

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．Ｍｅｄｉｃｉｎａ（Ｋａｕｎａｓ），２００８，４４（６）：４５５４５９．

［１１］夏爱君，韩超，周世胜，等．超声对胶东沿海地区１４１５例

体检人群甲状腺结节的筛查［Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂

志：电子版，２０１１，５（３）：９０３９０４．

［１２］李泉水，张家庭，邹霞，等．甲状腺微小癌超声显像特征的

研究［Ｊ］．超声超声医学杂志，２００９，２５（１０）：９４０９４３．

（收稿日期：２０１３０５０４　修回日期：２０１３０６２７）
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