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要"目的
!

通过对孕期育龄女性叶酸代谢关键酶
,

!

$)1

亚甲基四氢叶酸还原酶"

X2!RG

%

I+((2

的基因多态性检测!分

析
X2!RGI+((2

基因多态性与外周血红细胞中叶酸浓度之间的关系&方法
!

收集孕期育龄女性
$))

例!采用基因芯片法检测

外周血红细胞中
X2!RGI+((2

的基因多态性!并对所有研究对象中的育龄女性给予口服
-))

&

:

)

?

叶酸
$

个月!抽取口服叶酸

前后
ZS20

抗凝血各
,DF

!化学发光法检测口服叶酸前后不同基因型女性外周血细胞中叶酸浓度的变化&结果
!

$))

例育龄妇

女
X2!RGI+((2

基因
II

型'

I2

型'

22

型的检出频率分别为
%+.

'

,'.

'

%).

$

II

型受试者口服叶酸前后平均红细胞叶酸浓

度之间差异无统计学意义"

E

&

)&),

%!

I2

型和
22

型受试者口服叶酸后红细胞叶酸浓度较口服前升高!差异有统计学意义"

E

$

)&),

%&结论
!

外周血中
X2!RGI+((2

基因分型可以影响细胞内叶酸的浓度!口服叶酸可以提高育龄女性红细胞内叶酸浓度&

关键词"亚甲基四氢叶酸还原酶$
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基因多态性$
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育龄女性$
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叶酸
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出生缺陷在我国比较常见#总发病率为
,&+.

)

$

*

#出生缺

陷的围生儿给社会和家庭带来了沉重的负担'育龄女性体内

的叶酸不能被机体有效利用或者摄入不足#均可导致新生儿出

生缺陷的发生'叶酸的吸收或代谢障碍可以导致多种出生缺

陷性疾病的发生#如神经管畸形(先天性心脏病(唇腭裂等)

%

*

#

以神经管畸形最为常见'

,

#

$)1

亚甲基四氢叶酸还原酶
X2!1

RG

是叶酸代谢过程中的关键酶#该基因的突变可以导致摄入

的叶酸代谢及利用途径障碍#进而增加神经管缺陷的发生)

*

*

'

其中
X2!RG

最常见的基因突变是
+((

位核苷酸突变为
II

(

I2

(

22

三种'杂合型
I2

突变和纯合型
22

突变均可以导致

X2!RG

酶活性的降低#进而增加出生缺陷性疾病的发生率'

本研究采用基因芯片法检测育龄女性
X2!RGI+((2

等位基

因的突变#分析不同
X2!RG

基因型与红细胞中叶酸浓度的

关系#为育龄女性的叶酸补充提供个体化的指导建议'

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

收集本院
%)$'

年
,

月至
%)$,

年
'

月门诊接

待的孕期育龄女性
$))

例#研究对象的纳入标准!夫妻双方无

家族性遗传病史#无急慢性疾病#无血液系统或免疫系统疾病#

同意进行叶酸及基因多态性检测'取得其书面知情同意后#采

集其血液标本#并给予口服叶酸治疗'研究对象平均年龄

$

%+&,U'&/

&岁'均统一口服叶酸$爱乐维复合维生素片#德国

拜耳&

-))

&

:

"

?

#连续
$

个月'

$&/

!

叶酸治疗
!

根据基因检测结果#将研究对象分为
II

组(

I2

组和
22

组'所有育龄女性给予
-))

&

:

"

?

剂量叶酸口服
$

个月'抽取口服叶酸前及口服叶酸
$

个月以后空腹外周
ZS1

201h

%

抗凝血
,DF

用于检测叶酸浓度'

$&'

!

试剂与仪器
!

全血
ST0

提取试剂盒$北京天根&%

TS1

%)))

微量核酸定量仪$

2<7BD3

公司&%

"Z(,))

扩增仪$

0VO

&%

+

'%/$
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检验医学与临床
%)$+

年
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月第
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卷第
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期
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全自动化学发光仪$西门子&%基因芯片

仪(芯片识读仪$上海百傲&%叶酸浓度检测试剂盒$山东鑫科&'

$&'

!

检测指标及方法

$&'&$

!

叶酸浓度
!

空腹抽取
$))

名育龄女性口服叶酸前及口

服叶酸
$

个月后外周
ZS201h

%

抗凝血
,DF

#在全自动化学

发光仪上检测每位育龄女性外周血中的叶酸浓度'叶酸检测

标准品由厂家提供#所有检测及定标均按照操作说明书严格执

行#并在试剂有效期内使用'

$&'&/

!

X2!RGI+((2

等位基因
!

空腹抽取
$))

名育龄女性

口服叶酸前及口服叶酸
$

个月后外周
ZS201h

%

抗凝血
%

DF

#按照核酸提取试剂盒操作说明提取核酸'提取后的核酸

进行
"IG

扩增或者
Q-)[

保存备用'

"IG

扩增条件!

,)[,

D45

%

/'[,D45

%

/' [ %,8

#

(% [ %,8

#

*,

个循环%

(% [ ,

D45

'对上述
"IG

产物进行杂交#杂交体系及杂交条件参照说

明书进行'杂交结束后#将芯片放置于芯片识读仪中对结果进

行扫描判定'

$&1

!

统计学处理
!

应用
N"NN

统计学软件进行统计学分析#

计量资料用
LU=

表示#采用两独立样本
8

检验#以
E

$

)&),

为

差异具有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/&$

!

X2!RG I+((2

基因多态性分析
!

本组
$))

例中#

X2!RGI+((2

基因
II

型(

I2

型(

22

型的检出频率分别为

%+.

(

,'.

(

%).

#等位基因频率
I

为
,*.

(

2

为
'(.

'各基因

型$

II

型(

I2

型(

22

型&的判读结果如图
$

所示'

图
$

!!

X2!RGI+((2

基因多态性判读结果

/&/

!

口服叶酸前后叶酸浓度的变化
!

结果显示#

II

型受试者

口服叶酸前后平均红细胞叶酸浓度之间差异无统计学意义

$

E

&

)&),

&#

I2

型和
22

型受试者口服叶酸后平均红细胞叶

酸浓度较口服前高#差异有统计学意义$

E

$

)&)$

&#见表
$

'

表
$

!!

不同基因型受试者口服叶酸前后叶酸浓度的

!!!!

变化#

5D3E

&

F

%

LU=

$

基因型 口服前 口服后

II %(-&(U'/&) %/*&,U,)&)

I2 %+*&$U'(&+ *$%&(U'(&$
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22 %*,&,U,)&- **)&/U'-&'
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注!与口服前比较#
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论

新生儿出生缺陷是一个全球性问题#尤其在发展中国家#

叶酸的摄入和代谢障碍是导致出生缺陷的重要原因之一)

'

*

'

叶酸是一种水溶性的
V

族维生素#吸收的叶酸以
T,1

甲基四氢

叶酸的形式存在于血液中#和白蛋白疏松结合运输#通过叶酸

受体被摄入细胞内#在维生素
V

$%

依赖的蛋氨酸合成酶作用下

形成四氢叶酸而发挥作用'

,

#

$)1

亚甲基四氢叶酸还原酶

X2!RG

是叶酸代谢过程中的关键酶#在叶酸代谢过程中起到

重要作用'研究表明
X2!RG+((

位点的基因多态性可以影

响到该酶的活性#引起叶酸代谢途径障碍#增加一系列出生缺

陷$唇腭裂(先心病以及神经管畸形&的发病率)

,1(

*

'由于

X2!RG

基因分型的变化#会导致育龄女性体内叶酸浓度的变

化#进而影响机体叶酸的代谢'所以通过检测
X2!RG

基因

的多态性#可以为育龄女性个体化摄入叶酸提供一定的理论指

导依据)

-

*

'

微阵列技术就是利用分子杂交原理#使同时被比较的标本

$用同位素或荧光素标记&与微阵列杂交#并包被于芯片上#每

张芯片上均标记有阳性对照探针(阴性对照探针以及空白对

照)

/

*

'通过检测包被芯片杂交信号强度及数据处理#用一种直

观图像反映出基因多态性的分型#如阳性对照探针显色#阴性

对照及空白对照探针不显色表明实验成功'此方法常常用于

遗传性基因多态性的分析'本研究采用
ST0

微阵列芯片法

检测育龄女性外周血中
X2!RG

基因多态性发现#

X2!RG

I+((2

基因
II

型(

I2

型(

22

型的检出频率分别为
%+.

(

,'.

(

%).

#采用此方法可以很好的检出
X2!RGI+((2

基因

多态性分型'由于基因多态性与遗传性(地域性以及民族性有

很大关系#并且我国的
X2!RGI+((2

纯合突变的
22

型有

着北高南低的趋势#并且这种趋势差异与我国的神经管缺陷的

北高南低趋势一致)

$)1$$

*

#因此对育龄女性进行
X2!RG

基因

多态性的检测对本地区的本地区的新生儿神经管缺陷有一定

的预防作用'

X2!RG

是叶酸依赖性酶#具有遗传多态性#其中
+((I

&

2

突变最为常见'

X2!RG

酶缺陷及叶酸缺乏可以使胚胎发

育所必需的
ST0

和蛋白质的甲基化不足#易引起基因突变#

导致胎儿畸形或胚胎发育停止)

$%

*

'董素芹等)

$*

*采用单因素

分析及
X2!RG

基因型进行多元回归发现#在控制其他干扰

因素后#叶酸浓度(

22

型仍具有相关性#表明红细胞叶酸浓

度(

22

型是不明原因重复性自然流产发病的独立预测因素'

X2!RG

基因
+((I

&

2

位点发生突变#可以导致其编码的蛋

白质氨基酸序列的改变#进而使得酶热稳定性和活性降低'据

报道纯合子突变型$

+((22

&酶活性只有体外野生型$

+((II

&

活性的
*).

#而杂合突变$

+((I2

&有正常酶活性的
+,.

)

$'

*

'

所以补充叶酸能降低维生素
h

依赖的凝血因子的水平#从而

降低妊娠期胎盘血管血栓性病变的危险性#起到保护作用'

本研究对育龄女性口服叶酸后#检测口服前后叶酸浓度的

变化发现#

II

型受试者口服叶酸前后平均红细胞叶酸浓度变

化不明显#而
I2

型和
22

型受试者口服叶酸前叶酸浓度相对

较低#口服
-))

&

:

"

?

的叶酸后#可以维持红细胞内较高的叶酸

浓度#对于降低新生儿出生缺陷有一定预防作用#这与国内张

洁琼等)

$,

*的研究一致'这种
-))

&

:

"

?

的增补叶酸对于维持

突变型女性体内叶酸代谢途径平衡有着重要意义'

综上所述#通过检测本地区
$))

名育龄女性
X2!RG

I+((2

基因多态性#可以对不同基因型的育龄女性因地制宜

地制定个体化的叶酸增补方案#对降低婴幼儿出生缺陷率有一

定的预防指导意义'但还需要加大样本量#进一步了解本地区

育龄女性
X2!RG

基因的遗传特征#进而制定合理的预防

措施'
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