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　　［摘　要］　目的　分析妇女亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ及甲硫氨酸合成酶还原酶（ＭＴＲＲ）Ａ６６Ｇ基

因多态性与不良孕产史的关联性。方法　采用病例对照研究的方法，以５４９例正常妇女（对照组）及３００例有不良孕产史（观察

组）妇女为对象，采集口腔黏膜上皮细胞，提取基因组ＤＮＡ，采用基因测序技术，进行 ＭＴＨＦＲ及 ＭＴＲＲ基因多态性检测。结果

　ＭＴＨＦＲ６７７ＴＴ基因型在观察组的分布频率（１０．００％）较对照组（３．４６％）明显升高（χ
２＝１５．２５，犘＜０．０１）；ＭＴＨＦＲ１２９８ＣＣ

基因型在观察组的分布频率（１１．００％）较对照组（４．０１％）明显升高（χ
２＝１５．６６，犘＜０．０１）；ＭＴＲＲ６６ＧＧ基因型频率分布两组比

较差异无统计学意义（χ
２＝３．０２，犘＝０．０８２）。两个基因的交互作用分析表明同时携带 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ 突变位点和 ＭＴＲＲ

Ａ６６Ｇ突变位点增加了不良孕产发生的可能性（犗犚＝１．５２，犘＝０．０１１）。结论　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ及Ａ１２９８Ｃ与女性不良孕产的发

生有一定的相关性。
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　　流产、死胎、畸胎和新生儿死亡等不良孕产是生殖医学的

一个研究热点，１０％～１５％的妊娠妇女有发生不良孕产的风

险，给社会公共卫生带来沉重的经济和精神负担。不良孕产的

发生主要是遗传因素和环境因素共同作用的结果。亚甲基四

氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）

和甲硫氨酸合成酶还原酶（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，

ＭＴＲＲ）是叶酸代谢途径的关键酶，有研究表明，ＭＴＨＦＲ及

ＭＴＲＲ基因多态性影响与新生儿神经管缺陷、唇腭裂、妊娠期

高血压、女性胚胎停育、习惯性流产等不良孕产史密切相

关［１６］。已发现 ＭＴＨＦＲ及 ＭＴＲＲ基因存在多种基因多态性

位点，其中最常见的是 ＭＴＨＦＲ 基因的 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和

ＭＴＲＲ的Ａ６６Ｇ。这些基因多态性影响着编码酶的活性，导致

血清中叶酸、维生素Ｂ１２及血同型半胱氨酸发生改变。本研究

旨在分析广西壮族自治区柳州地区育龄妇女 ＭＴＨＦＲ基因的

Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和ＭＴＲＲ的Ａ６６Ｇ３个多态性位点，分析此位

点与不良孕产史的相关性，为该地区人群预防出生缺陷制定针

对性的干预研究提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１３年１２月至２０１４年５月在本院进

行孕期检查或不良孕产史门诊咨询的女性３００例（观察组），年

龄１８～３５岁，平均（２５．７０±７．４０）岁。患者签署知情同意书，

由经过培训的检验科技术人员现场进行口腔黏膜上皮细胞采

样，问卷以无记名的方式由患者独立完成。纳入标准：（１）年龄

１８～４０岁的女性。（２）按照《妇产科学》第８版
［７］的定义纳入

病例，发生难免流产、稽留流产、复发性流产等自然流产史；有

胎儿先天畸形、胎儿生长受限、生育巨大胎儿、胎儿窘迫等胎儿

０３３１ 重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期
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异常史以及有死胎、死产史等生育史的育龄妇女。对照组为妊

娠不超过２０周且无不良妊娠史的育龄妇女５４９例，年龄１９～

３６岁，平均（２５．４０±７．２０）岁，获得研究对象知情同意。

１．２　方法

１．２．１　试剂与设备　普通ＰＣＲ仪ＡＢＩ７５００；叶酸代谢障碍相

关的３个单核苷酸基因多态性位点（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ）：ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ、ＭＴＲＲ

Ａ６６Ｇ的引物由美国 ＡＢＩ公司合成，ＰＣＲ试剂及引物均购自

美国ＡＢＩ公司，ＤＮＡ提取试剂盒购自德国Ｑｉａｇｅｎ公司。反应

所用的基因多态位点引物信息，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ上游引物：５′

ＧＡＡＡＡＧＣＴＧＣＧＴ ＧＡＴ ＧＡＴ Ｇ３′，下游引物：５′ＴＴＧ

ＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＣ３′；ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ上游引物：５′

ＡＡＧＡＡＣＧＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡ３′，下游引物：５′ＴＧＧＧＧＧ

ＧＡＧＧＡＧＣＴＧＡＣ３′；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ上游引物：５′ＡＧＧＣＡＡ

ＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＡ３′，下游引物：５′ＡＴＣＣＡＴＧＴＡＣＣＡ

ＣＡＧＣＴＴ３′。

１．２．２　样本ＤＮＡ提取及叶酸基因分型　采集受检者的口腔

黏膜上皮细胞，利用柱式抽提试剂盒抽提样本ＤＮＡ。采用基

因测序技术，检测 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ

的基因多态性。每个反应体系总体积１０．００μＬ，包含ＤＮＡ模

板（２０．００ｎｇ／μＬ）１．００μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ５．００μＬ，２０×引物

０．５０μＬ，去离子水３．５０μＬ。反应条件为９５℃１０ｍｉｎ，随后

９２℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ进行２０个循环，８９℃１５ｓ，６０℃９０ｓ

再进行３０个循环。反应结束后把样本送至上海生物工程公司

以进行基因测序，确定各个样本的基因分型结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，基

因计数法统计基因型频率和等位基因频率。ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

遗传平衡检验、基因型及等位基因频率比较均使用χ
２ 检验，基

因基因交互作用采用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　两组对象 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ位点基因型和

等位基因频率分布比较　ＭＴＨＦＲ６７７ＴＴ基因型及 ＭＴＨＦＲ

６７７Ｔ等位基因在观察组的分布频率显著高于对照组，差异具

有统计学意义（犘＜０．０５）；ＭＴＨＦＲ基因１２９８ＣＣ基因型及

１２９８Ｃ等位基因在观察组的分布频率均高于对照组，差异有统

计学意义（犘＜０．０５），见表１、２。

表１　　两组对象 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ位点基因型分布和等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频率

Ｃ Ｔ

对照组 ５４９ ３３８（６１．５７） １９２（３４．９７） １９（３．４６） ８６８（７９．０５） ２３０（２０．９５）

观察组 ３００ １６６（５５．３３） １０４（３４．６７） ３０（１０．００） ４３６（７２．６７） １６４（２７．３３）

χ
２ ３．１２ ０．０１ １５．２５ ８．８８

犘 ０．０７７ ０．９２９ ０．０００ ０．００３

表２　　两组对象 ＭＴＨＦＲ基因Ａ１２９８Ｃ位点基因型分布和等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＡＡ ＡＣ ＣＣ

等位基因频率

Ａ Ｃ

对照组 ５４９ ３０６（５５．７４） ２２１（４０．２６） ２２（４．０１） ８３３（７５．８７） ２６５（２４．１３）

观察组 ３００ １５０（５０．００） １１７（３９．００） ３３（１１．００） ４１７（６９．５０） １８３（３０．５０）

χ
２ ２．５７ ０．１３ １５．６６ ８．０９

犘 ０．１０９ ０．７２１ ０．０００ ０．００４

表３　　两组对象 ＭＴＲＲ基因Ａ６６Ｇ位点基因型分布和等位基因频率比较［狀（％）］

组别 狀

基因型频率

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率

Ａ Ｇ

对照组 ５４９ ２７８（５０．６４） ２３６（４２．９９） ３５（６．３８） ７９２（７２．１３） ３０６（２７．８７）

观察组 ３００ １３２（４４．００） １３９（４６．３３） ２９（９．６７） ４０３（６７．１７） １９７（３２．８３）

χ
２ ３．４２ ０．８８ ３．０２ ４．５９

犘 ０．０６４ ０．３４８ ０．０８２ ０．０３２

表４　　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析叶酸代谢基因基因交互作用

基因基因交互作用 犅 犛犈 犠犪犾犱 犘 犗犚 ９５％犆犐

Ｃ６７７ＴＡ１２９８Ｃ ０．３４ ０．２２ ２．３９ ０．１２２ １．４１ ０．９１～２．１８

Ｃ６７７ＴＡ６６Ｇ ０．２９ ０．１８ ２．７７ ０．０９６ １．３５ ０．９５～１．９２

Ａ１２９８ＣＡ６６Ｇ ０．４２ ０．１６ ６．４５ ０．０１１ １．５２ １．１０～２．０９
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２．２　两组对象 ＭＴＲＲ基因 Ａ６６Ｇ位点基因型分布和等位基

因频率分布比较　两组对象 ＭＴＲＲ基因６６ＧＧ基因位点的分

布频率比较，差异无统计学意义（χ
２
总＝５．０５，犘＝０．０８０），观察

组６６Ｇ等位基因位点的分布频率高于对照组（χ
２＝４．５９，犘＝

０．０３２），见表３。

２．３　叶酸代谢相关基因基因交互作用与不良孕产的关系　

经Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，ＭＴＨＦＲ基因Ａ１２９８Ｃ位点与ＭＴＲＲ基

因Ａ６６Ｇ位点分布之间存在交互作用，二者联合作用导致妇女

发生不良孕产的危险性增高（犗犚＝１．５２，犘＝０．０１１），见表４。

３　讨　　论

在体内ＤＮＡ甲基化、ＤＮＡ合成、细胞分裂、组织生长、特

别是在高速生长的细胞中，叶酸代谢过程均起了重要的作用。

因此，有缺陷的叶酸代谢可能会导致ＤＮＡ合成、参与胚胎形

成过程中ＤＮＡ甲基化受损
［８］。ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ是叶酸转

运和代谢过程中关键的酶，这些酶基因多态性是过去１０多年

来的研究热点［９１０］。越来越多的研究表明，ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ

基因多态性与先兆子痫、胎儿生长受限、死胎、唇腭裂、反复自

然流产、胎儿畸形发生等不良孕产结局有关［１６］。

ＭＴＨＦＲ存在多种基因突变类型，常见的突变是ｃＤＮＡ

序列上第４外显子６７７位点胞嘧啶Ｃ被胸腺嘧啶Ｔ取代，这

一变化造成编码的丙氨酸被缬氨酸取代。杂合子ＣＴ的多态

性使得正常酶活性降低３５％，血红细胞叶酸水平降低１０％。

相对于正常的ＣＣ基因型，患者携带ＴＴ基因型的 ＭＴＨＦＲ仅

有正常酶活性的６０％，红细胞叶酸水平下降了 １８％
［１１］。

ＭＴＨＦＲ第７个外显子１２９８位点腺嘌呤 Ａ被胞嘧啶Ｃ替代

后，使得编码谷氨酰胺转变为丙氨酸。而 ＭＴＲＲ６６位点位于

第２外显子，位点腺嘌呤Ａ突变成鸟嘌呤Ｇ后，可引起编码氨

基酸由异亮氨酸变为蛋氨酸。上述３个基因多态性位点的纯

合子个体（６７７ＴＴ、１２９８ＣＣ、６６ＧＧ）血浆叶酸和维生素Ｂ１２水

平较低，血浆同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平上升。总体而言，由于

其潜在的降低 ＭＴＨＦＲ及 ＭＴＲＲ酶活性的作用，引起血浆高

Ｈｃｙ和低叶酸水平，造成 Ｈｃｙ在体内蓄积，从而导致自然流产

和胚胎发育异常等不良孕产的结局。

本研究发现，观察组与对照组妇女相比，其纯合突变

６７７ＴＴ型及等位基因６７７Ｔ基因型频率分布，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），提示６７７位点突变基因与不良孕产结局的发生

有密切关系。Ｙａｎｇ等
［４］的 Ｍｅｔａ分析结果表明，产唐氏综合征

患儿的孕妇比正常妇女更容易携带６７７ＴＴ基因（犗犚＝１．２８，

９５％犆犐＝１．２２～１．４６）。本研究结果表明，６７７Ｔ等位基因型也

影响着不良孕产结局的发生（χ
２＝８．８８，犘＝０．００３），这与国外

的研 究 一 致［１２］。Ｚｈａｏ 等
［１］对 纳 入 的 ９ 篇 关 于 ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ基因多态性与唇腭裂关系的 Ｍｅｔａ分析结果表明，亚洲

儿童中，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性导致发生非综合征性唇

腭裂（ｎｏｎｓｙｎｄｒｏｍｉｃｃｌｅｆｔｌｉｐａｎｄｐａｌａｔｅ，ＮＳＣＬ／Ｐ）的危险性增

高（犗犚＝１．４１，９５％犆犐＝１．２３～１．６１），并且这一关系在生出

ＮＳＣＬ／Ｐ患儿的母亲中得到证实 （犗犚＝１．７０，９５％犆犐＝

１．１９～２．４２）。Ｙａｎｇ等
［３］对１１４篇关于妊娠高血压的文献进

行荟萃分析，该 Ｍｅｔａ分析纳入了１５４１１例有妊娠高血压综合

征（妊高征）的孕妇及２１９７０正常孕妇，结果表明，Ｃ６７７Ｔ基因

多态性显著影响着妊高征的发生（犗犚＝１．２１，９５％犆犐＝１．０８～

１．３２）。ＳｔａｎｇｌｅｒＨｅｒｏｄｅ等
［５］对３５３个自然流产胚胎及２２２

个正常胚胎进行 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ及 Ａ１２９８Ｃ 基因多态性分

析，在自然流产胚胎组发现有较高的 ＭＴＨＦＲ６７７杂合子基因

型（ＣＴ）携带（犘＜０．０１）。

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因多态性与不良孕产结局发生的相

关性早已备受关注［１３］。本研究发现对携带１２９８ＡＡ基因型而

言，无论是１２９８ＣＣ纯合子突变型还是１２９８Ｃ等位基因型，其

发生不良孕产结局的风险均比对照组风险增加（犘＜０．０５）。

相同的结果也在一些研究报道中得到证实。Ｃｈｅｄｒａｕｉ等
［２］对

１５０例有先兆子痫的孕妇及正常妇女检测 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ及

Ａ１２９８Ｃ基因型，结果发现，携带１２９８ＣＣ纯合子突变型的孕妇

更容易发生先兆子痫（病例组ＴＴ频率１５．３％，对照组ＴＴ频

率０．７％，犘＜０．０５）。Ｎａｉｒ等
［６］发表的对１０８０例不明原因反

复流产妇女及７０９例正常妇女 ＭＴＨＦＲ基因 Ａ１２９８Ｃ多态性

进行分析，结果表明，与正常基因型１２９８ＡＡ相比，携带纯合子

基因的风险是前者的４．８３倍（９５％犆犐＝１．７１～１３．６１），携带杂

合子基因的风险是正常型的１．９８倍（９５％犆犐＝１．２３～３．１８）。

ＳｔａｎｇｌｅｒＨｅｒｏｄｅ等
［５］以携带１２９８ＡＡ基因型胚胎为对照组，

与携带 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ的杂合型及纯合子突变型１２９８ＣＣ

相比，后者发生自然流产的风险是对照组的３．０１倍及１．５４倍

（犘＜０．０５），而不管胚胎是单倍体型还是正常核型，说明自然

流产可能与母亲和胎儿基因之间的相互作用有关。

ＭＴＲＲ在叶酸代谢途径中保持甲硫氨酸合成酶在催化

Ｈｃｙ重甲基化为蛋氨酸过程中的活性，间接参与体内甲基化过

程。ＭＴＲＲ基因多态性与不良孕产结局的关系研究较少。本

研究显示，ＭＴＲＲＡ６６Ｇ多态本身似乎与不良孕产发病风险无

关，但发现对６６Ｇ等位基因型而言，其发生不良孕产结局的风

险要较携带６６Ａ基因型者风险增加（犘＝０．０３２），提示６６Ｇ等

位基因的影响也存在，但效应不如 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ及Ａ１２９８Ｃ

明显。Ｙａｎｇ等
［４］研究表明，ＭＴＲＲＡ６６Ｇ基因多态性显著影

响着唐氏综合征患儿的出生（犗犚＝１．２２，９５％犆犐＝１．０２～

１．４６）。Ｐｏｚｚｉ等
［１４］对在意大利产唐氏综合征患儿的７４例妇

女和产正常儿的１８４例妇女进行病例对照研究，结果表明，突

变的Ｇ等位基因无论是以杂合或纯合的形式存在，在产唐氏

综合征母亲中更为常见（犗犚＝２．２１，９５％犆犐＝１．１１～４．４０）。

近年来的研究发现，疾病的发生常常是环境与基因因素相

互作用的结果，而疾病与多个遗传位点多态性的联合作用有

关，即存在基因基因之间的交互作用。叶酸的代谢过程较复

杂，涉及多个调控机制，任何调控步骤中发生遗传变异均可影

响蛋白质功能，进而改变代谢物的平衡状态，以及基因基因的

交互作用。据Ｒｏｂｉｅｎ等
［１５］报道，ＭＴＨＦＲ基因和胱硫醚β合

成酶（ＣＢＳ）基因联合突变，使得产脊柱裂畸形儿的风险比任何

单基因（ＭＴＨＦＲ或ＣＢＳ）发生突变增加了５倍，提示在脊柱裂

这一遗传病中存在基因基因交互作用。本研究结果表明，

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因与 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ基因存在交互作用，使

得发生不良孕产结局的风险增加了１．５２倍，其确切的致病机

制尚待进一步的深入研究加以证实。
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好的术后准备、父母陪伴、各种模型玩具、小丑角色扮演、诱导

时环境安静等是减少躁动的重要方法。

综上所述，术后不同剂量的丙泊酚静脉注射预防七氟醚引

起的ＥＡ效果明显，１．００ｍｇ／ｋｇ两次静脉注射的剂量可以很

好的预防术后ＥＡ的发生，值得临床参考应用。
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