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影响亚甲基四氢叶酸还原酶和甲硫氨酸合成酶还原酶基因

多态性的因素分析

郭　虹，胡兴文，王　波△（湖北省妇幼保健院检验科，武汉　４３００７０）

　　【摘要】　目的　了解影响女性亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ位点和甲硫氨酸合成酶还原

酶（ＭＴＲＲ）Ａ６６Ｇ位点基因多态性的因素。方法　采用横断面调查研究方法，以湖北省内１９０２例女性为对象，采

集口腔黏膜上皮细胞，提取ＤＮＡ，用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测 ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基因，统计分析不同民族

ＭＴＨＦＲ和ＭＴＲＲ基因多态性的差异，与其他地区人群的ＭＴＨＦＲ和ＭＴＲＲ基因多态性进行比较，并分析不同位

点基因多态性之间的关联关系。结果　（１）湖北省汉族女性和少数民族女性在 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ和 ＭＴＲＲ基因多

态性构成差异无统计学意义（犘＞０．０５），而 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点基因多态性构成差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

（２）ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型ＴＴ的频率从南到北呈上升趋势，ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的纯合突变基

因型ＣＣ的频率从南到北呈下降趋势，而 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点基因多态性在不同地区差异不大。（３）ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ

位点的纯合突变基因型ＴＴ的频率在Ａ１２９８Ｃ位点的正常型、杂合型、纯合突变型中分别为１５．９％、０．１％、０．０％，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型ＴＴ的频率在 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点的正常型、

杂合型、纯合突变型中分别为９．４％、５．９％、０．７％，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点基

因多态分布存在民族差异；而 ＭＴＲＲＣ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ位点基因多态分布存在地区差异；同一基因不同位点的基因

多态性有关联。

【关键词】　亚甲基四氢叶酸还原酶；　甲硫氨酸合成酶还原酶；　基因位点；　基因多态性
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　　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，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ

和Ａ１２９８Ｃ、ＭＴＲＲＡ６６Ｇ等基因位点多态性影响着其编码酶

的活性，血清和红细胞叶酸浓度，血浆同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）浓

度［１３］。血浆 Ｈｃｙ水平升高与神经管缺陷、妊娠高血压综合

征、动静脉栓塞性疾病等出生缺陷有关［４５］。本研究通过分析

湖北省女性 ＭＴＨＦＲ 和 ＭＴＲＲ 的多态性分布特征，了解

ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基因多态性是否与民族、地区和不同基因
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位点基因多态性有关联。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１月至２０１２年１２月在本院进行

叶酸利用能力遗传检测的１９０２例湖北籍女性为研究对象，年

龄１８～５３岁，平均（２８±３）岁，汉族１８７６例，少数民族２６例。

１．２　仪器和试剂　仪器：实时荧光定量ＰＣＲ仪 ＡＢＩ７９００（美

国），试剂：ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（美国）。

１．３　方法

１．３．１　标本ＤＮＡ采集　采集受检者的口腔黏膜上皮细胞，

之后用柱式抽提试剂盒抽提ＤＮＡ标本。

１．３．２　 基因检测 　 对 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 和

ＭＴＲＲ基因Ａ６６Ｇ位点的单核苷酸多态性采用实时荧光定量

ＰＣＲ技术进行检测。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测　对三个位点分别进行荧光定量

ＰＣＲ检测，检测所用 Ｔａｑｍａｎ?ＭＧＢ探针信息如表１所示。

每个反应的体系总体积为１０μＬ，包含浓度为２０ｎｇ／μＬ的

ＤＮＡ模板１μＬ、２×Ｔａｑｍａｎ
? ＵｎｉｖｅｒｓａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，２０

×Ｔａｑｍａｎ
?ＭＧＢ探针０．５μＬ，去离子水３．５μＬ。反应条件

为９５℃１０ｍｉｎ，随后进行２０个循环的扩增（９２℃１５ｓ，６０℃

１ｍｉｎ），再进行３０个循环的扩增（８９℃１５ｓ，６０℃９０ｓ），之后

４℃保存。ＡＢＩ７９００型荧光定量ＰＣＲ仪实时检测每一样品孔

每一扩增循环的荧光强度，根据荧光强度曲线，利用其分析软

件确定各个标本的基因分型结果。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分析，组间

比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　湖北省汉族女性和少数民族女性 ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基

因多态性分布比较　湖北省汉族女性和少数民族 ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型 ＴＴ 的频率分别为１６．０％、

１５．４％，两组间基因型构成差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的纯合突变基因型ＣＣ的频率分别为

３．１％、１１．５％，两组间基因型构成差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点的纯合突变基因型 ＧＧ的频率分别

为６．５％、３．８％，两组间基因型构成差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表２。

２．２　湖北省女性和其他省份女性 ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基因多

态性比较　湖北省女性 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的纯合突变基因

型ＴＴ的频率为１６．０％，高于广东省（７．４％）
［４］和海南省

（８．８８％）
［５］，也 高 于 四 川 省 （８．６３％）

［６］，但 低 于 河 南 省

（３４．５０％）和山东省（４１．８２％）
［６］，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的纯

合突变基因型ＴＴ的频率从南到北呈上升趋势；湖北省女性

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的纯合突变基因型 ＣＣ的频率为３．

２％，比广东省、海南省和四川省低，但比河南省和山东省高，

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的纯合突变基因型ＣＣ的频率从南到北

呈下降趋势；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点的纯合突变基因型ＧＧ的频率

为６．５％，和其他省份差不多，见表３。

表１　Ｔａｑｍａｎ?ＭＧＢ引物及探针序列

检测位点
引物

正向引物（Ｆ） 反向引物（Ｒ）

探针

ＶＩＣ荧光探针 ＦＡＭ荧光探针

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ ＧＡＡＡＡＧＣＴＧＣＧＴＧＡＴＧＡＴＧ ＴＴＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＣ ＡＡＴＣＧ［Ｇ］ＣＴＣＣＣＧＣ ＡＡＴＣＧ［Ａ］ＣＴＣＣＣＧＣ

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ ＡＡＧＡＡＣＧＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡ ＴＧＧＧＧＧＧＡＧＧＡＧＣＴＧＡＣ ＡＣＡＣＴＴ［Ｇ］ＣＴＴＣＡＣＴ ＡＣＡＣＴＴ［Ｔ］ＣＴＴＣＡＣＴ

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ ＡＧＧＣＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＡ ＡＴＣＣＡＴＧＴＡＣＣＡＣＡＧＣＴＴ ＡＡＧＡＡＡＴ［Ａ］ＴＧＴＧＡＧ ＡＡＧＡＡＡＴ［Ｇ］ＴＧＴＧＡＧ

表２　湖北省妇女 ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基因多态性分布［狀（％）］

名族
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ

ＡＡ ＡＣ ＣＣ

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

汉族 ６８３（３６．４） ８９３（４７．６） ３００（１６．０） １２６８（６７．６） ５５０（２９．３） ５８（３．１） １０６７（５６．９） ６８７（３６．６） １２２（６．５）

少数民族 １３（５０．００） ９（３４．６） ４（１５．４） １５（５７．７） ８（３０．８） ３（１１．５） １５（５７．７） １０（３８．５） １（３．８）

合计 ６９６（３６．６） ９０２（４７．４） ３０４（１６．０） １２８３（６７．５） ５５８（２９．３） ６１（３．２） １０８２（５６．９） ６９７（３６．６） １２３（６．５）

　　注：两组间基因多态性比较，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔχ
２＝２．２１３，犘＝０．３３１；ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃχ

２＝６．０９６，犘＝０．０４７；ＭＴＲＲＡ６６Ｇχ
２＝０．３０７，犘＝

０．８５８。ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ：ＣＣ正常型；ＣＴ杂合型；ＴＴ突变型；ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ：ＡＡ正常型；ＡＣ杂合型；ＣＣ突变型；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ：ＡＡ正常型；

ＡＧ杂合型；ＧＧ突变型。

表３　湖北省与其他省份 ＭＴＨＦＲ、ＭＴＲＲ基因型频率分布比较（％）

省份
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ

ＡＡ ＡＣ ＣＣ

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

湖北省 ３６．６ ４７．４ １６．０ ６７．５ ２９．３ ３．２ ５６．９ ３６．６ ６．５

广东省［６］ ５１．４ ４１．２ ７．４ ５９．３ ３５．４ ５．３ ５１．５ ４０．８ ７．７

海南省［７］ ５８．４０ ３２．７２ ８．８８ ５６．６７ ３６．２４ ７．０９ ４９．１０ ４１．６５ ９．２５

四川省［８］ ３９．５７ ５１．８０ ８．６３ ５３．９６ ４０．２９ ５．７６ ５６．８３ ３８．８５ ４．３２

河南省［８］ １７．８３ ４７．６７ ３４．５０ ７２．８７ ２４．４２ ２．７１ ５６．５９ ３７．２１ ６．２０

山东省［８］ １４．５５ ４３．６４ ４１．８２ ７１．５２ ２７．２７ １．２１ ５９．３９ ３３．９４ ６．６７

·６５６１· 检验医学与临床２０１３年７月第１０卷第１３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１３



表４　不同基因型中基因突变频率的比较（％）

基 因
ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ

ＡＡ ＡＣ ＣＣ

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ ＣＣ ３６３（１９．１） ２７４（１４．４） ５９（３．１） ３９０（２０．５） ２５７（１３．５） ４９（２．６）

ＣＴ ６１７（３２．４） ２８３（１４．９） ２（０．１） ５１３（２７．０） ３２８（１７．２） ６１（３．２）

ＴＴ ３０３（１５．９） １（０．１） ０（０．０） １７９（９．４） １１２（５．９） １３（０．７）

　　注：ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ中各型比较，χ
２＝２７８．４７３，犘＝０．０００；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ中各型比较，χ

２＝３．０７１，犘＝０．５４６。

２．３　不同位点基因型中基因突变频率的比较　在 ＭＴＨＦＲ

基因中，在Ｃ６７７Ｔ位点的ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型中，Ａ１２９８Ｃ位

点的纯合突变基因型ＣＣ的频率分别为３．１％、０．１％、０．０％，

呈下降趋势；在 Ａ１２９８Ｃ位点的 ＡＡ、ＡＣ和ＣＣ的基因型中，

Ｃ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型 ＴＴ 的频率分别为１５．９％、

０．１％、０．０％，呈下降趋势，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。在

同一 ＭＴＨＦＲ 基因中，当 Ｃ６７７Ｔ 位点发生纯合突变时，则

Ａ１２９８Ｃ位点不会发生纯合突变；同样当 Ａ１２９８Ｃ位点发生纯

合突变时，则 Ｃ６７７Ｔ位点也不会发生纯合突变。在 ＭＴＲＲ

Ａ６６Ｇ位点的ＡＡ、ＡＧ和ＧＧ基因型中，Ｃ６７７Ｔ位点的纯合突

变基因型ＴＴ的频率分别为９．４％、５．９％、０．７％，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。见表４。

３　讨　　论

本研究显示，在湖北地区汉族女性和少数民族女性在

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ和 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点的基因型构成差异均无

统计学意义（犘＞０．０５），但 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的基因型构

成差异有统计学意义（犘＜０．０５），与文献［６７］研究基本一致。

这一结果也可能由于本研究少数民族的例数太少（只有２６例）

所致，有待加大标本量进一步分析。

不同地区检测的 ＭＴＨＦＲ基因多态性分布差异较大，虽

然有两种不同的方法进行检测，即实时荧光定量ＰＣＲ技术和

聚合酶链反应限制性片段长度多态性法，但两种方法对检测

结果没有影响［８］，说明 ＭＴＨＦＲ基因的多态性可能受环境或

气候的影响较大。湖北地区女性 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点纯合突

变基因型 ＴＴ的频率为１６．０％，比广东省（７．４％）和海南省

（８．８８％）、四川省（８．６３％）高，但比河南省（３４．５０％）和山东省

（４１．８２％）低
［９］，呈现从南方到北方逐步升高的趋势。中部的

湖北省是南方的广东省和海南省的２倍左右，河南省又是湖北

省的２倍多，山东省又比河南省高，升高的幅度较大，频率从

７．４％升高到４１．８％。湖北省女性ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点的纯

合突变基因型ＣＣ的频率为３．２％，湖北省的比广东省（５．３％）

和海南省（７．０９％）的低，但比河南省（２．７１％）和山东省

（１．２１％）的高
［６，９１０］。其变化趋势恰好与 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位

点的相反，呈现从南方到北方逐步降低的趋势，降低幅度从海

南省的７．０９％逐步降到山东省的１．２１％。湖北省女性 ＭＴＲＲ

Ａ６６Ｇ位点的纯合突变基因型 ＧＧ的频率为６．５％，和其他省

份差不多。

本研究结果显示 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点的 ＡＡ、ＡＧ和ＧＧ基

因型，Ｃ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型ＴＴ的频率分别为９．４％、

５．９％、０．７％，差异无统计学意义，提示不同基因的不同位点基

因多态性之间无关联。在同一 ＭＴＨＦＲ基因中，当Ｃ６７７Ｔ位

点发生纯合突变时，则在 Ａ１２９８Ｃ位点不会发生纯合突变；当

Ａ１２９８Ｃ位点发生纯合突变时，则Ｃ６７７Ｔ位点不会发生纯合突

变。在Ｃ６７７Ｔ位点的ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型中，Ａ１２９８Ｃ位点

的纯合突变基因型ＣＣ的频率呈下降趋势；在 Ａ１２９８Ｃ位点的

ＡＡ、ＡＣ和ＣＣ的基因型中，Ｃ６７７Ｔ位点的纯合突变基因型ＴＴ

的频率同样呈下降趋势，显示在同一基因中，一个位点的突变

频率升高时，另一个位点的突变频率就相应地下降，提示同一

基因不同位点的基因多态性有关联。尽管亚甲基四氢叶酸还

原酶和甲硫氨酸合成酶还原酶基因位点存在多态性，但机体在

遗传过程中仍保持了基因的稳定性。
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