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  [摘要] 目的 探讨西藏自治区昌都市人民医院藏族育龄妇女亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)基因

C667T、A1298C位点及甲硫氨酸合成酶还原酶(MTRR)基 因 A66G位 点 多 态 性 与 不 良 妊 娠 结 局 的 关 系。
 

方法 以西藏自治区昌都市人民医院的718例孕期藏族女性为研究对象,采集口腔黏膜上皮细胞提取DNA标

本,采用Taqman-MGB技术进行 MTHFR和 MTRR基因多态性检测,并进行相关的统计分析。结果 MTH-
FR基因C677T和A1298C两位点存在完全连锁不平衡现象(D'=1.0,r2=0.803);两组MTHFR

 

C677T基因

多态性比较,差异无统计学意义(P>0.05);病例组早产妇女 MTHFR
 

C677T基因多态性与对照组比较,差异

有统计学意义(P<0.05);MTHFR基因型与早产的Logistic分析显示C677T位点 TT型OR(95%CI)为

5.73(2.05,16.00)。结论 藏族妇女叶酸代谢基因多态性与早产的发生具有显著相关性,MTHFR基因

C677T位点为早产发生的风险因素。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

polymorphisms
 

of
 

methylenetetrahydrofolate
 

reductase
 

(MTHFR)
 

genes
 

C667T,A1298C
 

locus
 

and
 

methionine
 

synthase
 

reductase
 

(MTRR)
 

genes
 

A66G
 

locus
 

in
 

Ti-
betan

 

reproductive
 

age
 

women,and
 

the
 

association
 

between
 

the
 

polymorphisms
 

and
 

adverse
 

pregnancy
 

out-
come.Methods A

 

total
 

of
 

718
 

pregnant
 

Tibetan
 

women
 

in
 

Changdu
 

People's
 

Hospital
 

were
 

selected
 

for
 

the
 

extraction
 

of
 

DNA
 

samples
 

from
 

oral
 

mucosal
 

epithelial
 

cells.The
 

polymorphisms
 

of
 

MTHFR
 

and
 

MTRR
 

genes
 

were
 

detected
 

by
 

Taqman-MGB
 

technique,and
 

relevant
 

statistical
 

analysis
 

was
 

performed.Results 
There

 

was
 

complete
 

linkage
 

disequilibrium
 

between
 

MTHFR
 

C677T
 

and
 

A1298C
 

(D'=1.0,r2=0.803);

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

MTHFR
 

C677T
 

gene
 

polymorphism
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>
0.05);Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,MTHFR
 

C677T
 

gene
 

polymorphism
 

in
 

preterm
 

women
 

in
 

the
 

case
 

group
 

was
 

significantly
 

different
 

(P<0.05).The
 

Logistic
 

analysis
 

of
 

MTHFR
 

genotype
 

and
 

preterm
 

birth
 

showed
 

that
 

OR(95%CI)
 

of
 

C677T
 

TT
 

type
 

was
 

5.73(2.05,16.00).Conclusion The
 

folate
 

metabolism
 

gene
 

polymorphism
 

in
 

Tibetan
 

women
 

is
 

significantly
 

associated
 

with
 

the
 

occurrence
 

of
 

preterm
 

birth,MTHFR
 

C677T
 

genotype
 

is
 

a
 

risk
 

factor
 

for
 

preterm
 

birth.
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  叶酸也叫维生素B9,可参与人体内多种能量代谢

的过程,对细胞的分裂生长及核酸、氨基酸、蛋白质的

合成均起到重要作用[1]。在胚胎形成和胎儿发育的

过程中,人体对叶酸的需求会急速增加。为孕前及孕

早期女性补充小剂量的叶酸可有效防止胎儿神经管

缺陷的发生[2]。为了加强出生缺陷干预方面的工作,
降低胎儿神经管缺陷的发生率,近年来国家人口和计

划生育委员会及财政部共同实施了为孕产妇免费发

放叶酸的工作[3],我国多个省份也将“增补叶酸”列为

其“妇幼重大公共卫生服务项目”,并每年进行相关指

标的绩效考核。临床实践证实,围生期女性增补叶酸

的规范性与其是否接受有效的健康教育有密切的

关系。
我国原卫生部也于2009年6月启动了“增补叶

酸预防神经管缺陷”重大公共卫生项目,向农村及城

镇妇女免费发放叶酸,目前已取得了显著成效。但由

于我国幅员辽阔,不同地区的生活习惯、饮食习惯乃

至饮用水都有明显差异,因此我国围生期妇女每日补

充多少剂量的叶酸才能实现所需水平,目前尚无统一

定论,不同研究和不同地区的情况都不一致,需要多

中心、大样本量的研究数据统计。本研究的目的在于

分析西藏自治区昌都市藏族妇女亚甲基四氢叶酸还

原酶(MTHFR)基 因 C677T 位 点、MTHFR 基 因

A1298C位点、甲硫氨酸合成酶还原酶(MTRR)基因

A66G位点多态性在正常人群和有不良妊娠结局史人

群的分布情况,以探讨叶酸代谢基因与不良妊娠结局

的关系,为该地域的人群预防出生缺陷制订具有针对

性的干预措施并提供有效的科学依据,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究选取西藏自治区昌都市人民

医院的718例建卡及做孕期保健的藏族女性为研究

对象,平均年龄28.3岁。在探究叶酸基因多态性与

不良妊娠结局的关系中,以427例无不良妊娠结局史

的妇女为对照组,以291例具有不良妊娠结局史如自

然流产、早产、子痫前期、死胎死产、先兆流产、胎儿畸

形、妊娠高血压的妇女为病例组进行分组研究。所有

受检者均在签署知情同意书后,通过提取口腔黏膜细

胞中的DNA进行基因检测,评估其叶酸利用能力。

1.2 方法

1.2.1 标本DNA采集 由经过专业培训的人员进

行标本采集工作。使用专用的口腔黏膜上皮细胞采

集器进行操作,提取受检者的口腔黏膜上皮细胞,具
体方法为:在口腔内一侧上下刮拭40次以上,力量以

略微鼓起为宜,然后利用柱式抽提试剂盒抽提标本的

DNA。

1.2.2 基因检测 MTHFR基因C677T、A1298C位

点和 MTRR基因A66G位点的SNP分型采用Taq-
man-MGB技术测定,相关仪器、试剂均使用美国Ap-
plied

 

Biosystems(AB)公司产品。

1.2.3 荧光定量PCR检测 对3个位点同时进行

荧光定量PCR反应,反应所用探针信息见表1。每个

反应体系的总体积为10.0
 

μL,包含浓度为20
 

ng/μL
的DNA模板1.0

 

μL,2×Taqman
 

Universal
 

Master
 

Mix
 

5.0
 

μL,20×Taqman-MGB探针0.5
 

μL,去离子

水3.5
 

μL。反应条件:95
 

℃
 

10
 

min,92
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,20个循环扩增,再进行30个循环的扩增(80
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

90
 

s)。反应结束后在ABI7900型荧光

定量PCR仪上读取样品孔中的终点荧光,利用分析

软件确定各个样品的基因分型结果。

1.3 统计学处理 采用SPSS19.0
 

软件进行数据分

析,计数资料以频数或百分率表示,比较采用χ2 检

验;采用 HaploView4.2软件进行 Hardy-Weinberg
平衡及连锁不平衡水平(LD)分析,以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 Hardy-Weinberg平衡检验 本研究Hardy-Wein-
berg平衡校验目的是验证标本的可靠性。结果表明,
收集到的西藏自治区昌都市藏族人群的 MTHFR

 

C677T、A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性分布情

况符合遗传平衡,数据来自同一孟德尔群体,标本具

有区域代表性。

2.2 基因型频率分析 本研究对427例病例组和

291例对照组进行基因型频率分析,结果显示两组

MTHFR
 

C677T、A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态

性分布比较,差异无统计学意义(P>0.05),见表2。

2.3 等位基因分布情况 对427例病例组和291例

对照组进行等位基因频率分析,结果显示两组 MTH-
FR

 

C677T、A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性分

布比较,差异无统计学意义(P>0.05),见表3。

表1  Taqman-MGB探针所在位置

基因多态位点 检测探针所在位置

MTHFR
 

C677T GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG[G/A]CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA

MTHFR
 

A1298C AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTT[G/T]CTTCACTGGTCAGCTCCTCCCCCCA

MTRR
 

A66G AGGCAAAGGCCATCGCAGAAGAAAT[A/G]TGTGAGCAAGCTGTGGTACATGGAT
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表2  两组 MTHFR
 

C677T、MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G位点基因型频率比较[n(%)]

组别 n
MTHFR

 

C677T

CC CT TT

MTHFR
 

A1298C

AA AC CC

MTRR
 

A66G

AA AG GG

对照组 427 243(56.91)157(36.77) 27(6.32) 268(62.76)137(32.09) 22(5.15) 175(40.98)202(47.31) 50(11.71)

病例组 291 152(52.23)116(39.86) 23(7.91) 181(62.20) 96(32.99) 14(4.81) 102(35.05)150(51.55) 39(13.40)

表3  两组 MTHFR
 

C677T、MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G位点等位基因频率比较[n(%)]

组别 n
MTHFR

 

C677T

C T

MTHFR
 

A1298C

A C

MTRR
 

A66G

A G

对照组 427 643(75.29) 211(24.71) 673(78.81) 181(21.19) 552(64.64) 302(35.36)

病例组 291 420(72.16) 162(27.84) 458(78.69) 124(21.31) 354(60.82) 228(39.18)

2.4 MTHFR基因两位点单倍型分析及连锁情况 
西藏自治区昌都市藏族育龄妇女 MTHFR基因C677T
和A1298C两位点的组合情况有6种可能。单倍型分

析表明,存在3种组合:CA占74.8%,TC占21.3%,

TA占3.9%。MTHFR基因C677T和A1298C两位

点存在较高程度的连锁不平衡现象(D'=1.0,r2=
0.803),见表4。

2.5 基因多态性与不良妊娠结局的关系 将291例

病例组中不良妊娠结局细分为自然流产、早产、子痫

前期、死胎死产、先兆流产、胎儿畸形和妊娠高血压与

对照组进行分析,发现早产患者 MTHFR
 

C677T基

因多态性的分布与对照组比较,差异有统计学意义

(χ2=12.89,P<0.05),见表5,其等位基因的分布与

对照组比较,差异有统计学意义(χ2=10.67,P<
0.05),见表6。

表4  MTHFR基因C677T和A1298C位点

   连锁型分布[n(%)]

MTHFR
 

C677T
MTHFR

 

A1298C

AA AC CC

 CC 382(28.2) 311(23.0) 67(5.0)

 CT 373(27.6) 131(9.7) 0(0)

 TT 89(6.6) 0(0) 0(0)

表5  两组 MTHFR
 

C677T、MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性位点分布比较[n(%)]

组别 n
MTHFR

 

C677T

CC CT TT

MTHFR
 

A1298C

AA AC CC

MTRR
 

A66G

AA AG GG

对照组 427 243(56.91) 157(36.77) 27(6.32) 268(62.76) 137(32.09) 22(5.15) 175(40.98) 202(47.31) 50(11.71)

病例组

 自然流产 44 21(47.73) 17(38.63) 6(13.64) 27(61.36) 16(36.37) 1(2.27) 15(34.09) 24(54.55) 5(11.36)

 早产 31 11(35.48) 13(41.94) 7(22.58)a 22(70.96) 8(25.81) 1(3.23) 12(38.71) 16(51.61) 3(9.68)

 子痫前期 55 36(65.45) 18(32.73) 1(1.82) 31(56.36) 21(38.18) 3(5.46) 16(29.09) 29(52.73) 10(18.18)

 死胎死产 95 58(61.05) 33(34.74) 4(4.21) 59(62.11) 27(28.42) 9(9.47) 35(36.84) 46(48.42) 14(14.74)

 先兆流产 54 23(42.59) 26(48.15) 5(9.26) 35(64.81) 19(35.19) 0(0) 22(40.74) 27(50.00) 5(9.26)

 胎儿畸形 11 3(27.27) 8(72.73) 0(0) 6(54.55) 5(45.45) 0(0) 2(18.18) 8(72.73) 1(9.09)

 妊娠高血压 1 0(0) 1(100.00) 0(0) 1(100.00) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100.00)

  a:P<0.05,与对照组比较

表6  两组 MTHFR
 

C677T、MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性位点等位基因分布比较[n(%)]

组别 n
MTHFR

 

C677T

C T

MTHFR
 

A1298C

A C

MTRR
 

A66G

A G

对照组 427 643(75.29) 211(24.71) 673(78.81) 181(21.19) 552(64.64) 302(35.36)

病例组

 自然流产 44 59(67.05) 29(32.95) 70(79.55) 18(20.45) 54(61.36) 34(38.64)
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续表6  两组 MTHFR
 

C677T、MTHFR
 

A1298C和 MTRR
 

A66G基因多态性

   位点等位基因分布比较[n(%)]

组别 n
MTHFR

 

C677T

C T

MTHFR
 

A1298C

A C

MTRR
 

A66G

A G

 早产 31 35(56.45) 27(43.55)a 52(83.87) 10(16.13) 40(64.52) 22(35.48)

 子痫前期 55 90(81.82) 20(18.18) 83(75.45) 27(24.55) 61(55.45) 49(44.55)

 死胎死产 95 149(78.42) 41(21.58) 145(76.32) 45(23.68) 116(61.05) 74(38.95)

 先兆流产 54 72(66.67) 36(33.33) 89(82.41) 19(17.59) 71(65.74) 37(34.26)

 胎儿畸形 11 14(63.64) 8(36.36) 17(77.27) 5(22.73) 12(54.55) 10(45.45)

 妊娠高血压 1 1(50.00) 1(50.00) 2(100.00) 0(0) 0(0) 2(100.00)

  a:P<0.05,与对照组比较

2.6 MTHFR基因型与早产的Logistic分析 通过

单因素分析发现早产与 MTHFR
 

C677T基因型具有相

关性(χ2=12.89,P<0.05)。以 MTHFR
 

C677T基因

型为自变量(CC型=1,CT型=2,TT型=3),早产为

因变量作Logistic回归分析,结果显示CT型OR=
1.83,95%CI 为0.80~4.19(P=0.153);TT 型

OR=5.73,95%CI为2.05~16.00(P=0.001)。

3 讨  论

  叶酸是人体所需的重要营养素,属于B族维生

素。叶酸在体内被还原成具有生理活性的5-甲基四

氢叶酸(活性叶酸),作为一碳单位的供体,主要参与

DNA氧化损伤修复、细胞增殖及组织生长过程[4-5]。
在叶酸代谢通路中,有多种酶共同参与了叶酸的转运

和代谢,其中MTHFR、MTRR为叶酸代谢的关键酶,

MTHFR和 MTRR基因在自然人群中存在单核苷酸

多态性(SNP),其突变可引起酶活性的改变[6],并造

成叶酸代谢的异常,使得活性叶酸水平降低[7]及同型

半胱氨酸(Hcy)水平升高[8-9]。
据报道,MTHFR和 MTRR基因突变与多种出

生缺陷相关。早有研究证实母亲 MTHFR
 

677C>T
和 MTRR

 

66A>G位点多态性是子代发生神经管畸

形的危险因素[10-11]。LI等[12]通过 Meta分析,指出

MTHFR
 

677C>T多态性是先天性心脏病发生的危

险因素。WU等[13]Meta分析结果表明,亚洲妇女携

带 MTHFR基因677T位点等位基因增加唐氏综合

征患病风险(OR=1.75,95%CI:1.084~2.824,P=
0.022)。MTHFR基因C677T位点多与人体内叶酸

缺乏及其各种症状直接相关,而 MTHFR
 

A1298C和

MTRR基因A66G位点更偏向于通过影响血浆 Hcy
水平而间接影响人体代谢。本研究在进行相关分析

的时候也支持了这一点,即在西藏昌都市育龄妇女的

叶酸代谢基因多态性与不良妊娠结局分析中,两组

MTHFR
 

C677T基因多态性比较,差异无统计学意义

(P>0.05),表明西藏昌都市育龄妇女的叶酸代谢基

因多态性与总不良妊娠结局无相关性。值得注意的

是,将不良妊娠结局的因素进行具体划分,发现病例

组早产妇女 MTHFR
 

C677T基因多态性与对照组比

较,差异有统计学意义(P<0.05),这与已有的研究报

道不同,推测这与本研究样本量较小有关。另外,为
了进一步揭示该地区人群中 MTHFR基因C677T位

点与早产发生之间的联系,从而进行了 Logistic分

析,发现TT型OR=5.73,95%CI 为2.05~16.00
(P<0.05),表明西藏昌都市育龄妇女的C677T

 

TT
型是导致早产发生的风险因素,其发生早产的风险是

野生型的5.73倍,提示在今后的临床诊疗中,应关注

叶酸基因的缺陷情况,并提供相关的叶酸补服建议。
此外,值得注意的是,西藏地处“世界屋脊”青藏

高原,其独特的地理位置造就了当地长期困难的交通

和相对与世隔绝的生活习惯。在一项较小样本量的

研究中就曾指出,西藏藏族女性C677T位点TT基因

型频率显著低于汉族女性[14]。因此,推测叶酸基因多

态性分布可能呈现与全国其他民族不同的个性化趋势。
本研究通过分析发现西藏昌都市藏族妇女的 MTHFR
基因C677T位点TT基因型频率为6.32%,低于文献

报道 中 的 思 南 苗 族[15](12.9%)、延 边 朝 鲜 族[16]

(18.8%)、银川回族[17](16.5%)、新疆维吾尔族[18]

(10.9%)、张家界土家族[19](14.6%),高于南宁壮

族[20](5.1%)、乌苏哈萨克族[21](5.0%),总体上呈现

MTHFR基因A1298C位点上的C等位基因频率从

北到南整体逐渐升高的趋势。根据以上数据对比可

以看出,不同民族 MTHFR、MTRR的基因多态性分

布有所不同,其分布具有民族特异性。
本文通过开展对西藏昌都市藏族妇女 MTHFR

和 MTRR基因多态性与不良妊娠结局关系研究,可
了解西藏昌都市藏族妇女个性化的基因分布特点,揭
示了不良妊娠结局与叶酸代谢基因的关系,可指导医

务工作者采取个性化的围产干预措施,减少出生缺陷

的发生。但本研究同时存在不足,如样本量较小,关
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于叶酸基因多态性与不良妊娠结局之间的机制也待

进一步探索。
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