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育龄女性叶酸代谢相关基因位点多态性研究
陈延冰　梁杰　张艳霞
（广东省妇幼保健院，广东广州　５１１４４０）

【摘要】　目的　利用基因检测技术，调查广东地区育龄妇女叶酸代谢相关基因多态性分布，筛查出机
体叶酸利用能力有缺陷的高风险个体，为其叶酸增补方案提供科学理论指导。方法　选取５３８６例育龄
妇女作为研究样本，利用ＤＮＡ提取以及多重连接探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）检测技术，检测亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＭＴＨＦＲ）叶酸代谢相关基因多态性分布。结果　犕犜犎犉犚基因６７７位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型频率分别
为５３．５％、３７．４％、９．１％；犕犜犎犉犚基因１２９８位点ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型的频率分别为５９．７％，３５．１％
，５．２％。结论　犕犜犎犉犚基因相关位点的检测可成功筛查出叶酸利用欠缺的高风险育龄妇女，为其叶
酸增补方案提供科学量化指导。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｆｏｌｉｃａｃｉｄｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ；Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＭＴＨＦＲ）；Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；
Ｇｅｎｅｔｉｃ；Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ

　　《中国出生缺陷防治报告（２０１２）》中提到，我国
出生缺陷发生率高达５．６％，叶酸在出生缺陷的防
护起到关键作用。科学合理的叶酸增补，可降低出
生缺陷发生率（例如神经管畸形、唐氏综合征、先天
性心脏病等）、孕妇贫血、妊娠高血压、早期流产、复

发性流产、早产等［１，２］。因此，建议育龄妇女自孕前
３个月开始持续增补叶酸。

叶酸匮乏的其一普遍原因是孕妇机体叶酸的利
用能力低下。叶酸的利用能力与叶酸相关代谢基因
有密切关联［２６］。具体而言，亚甲基四氢叶酸还原酶
（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）
和甲硫氨酸合成酶还原酶（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ
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ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＲＲ）在叶酸代谢过程中起到关键作
用。犕犜犎犉犚基因和犕犜犚犚基因存在多种基因多
态性位点，其基因的多态性会导致酶的生物活性发
生改变，进而影响叶酸水平及同型半胱氨酸水平
等［３］。本研究旨在利用基因检测技术，通过分析育
龄期妇女犕犜犎犉犚基因的典型突变位点Ｃ６７７Ｔ
Ａ１２９８Ｃ的多态性分布，筛查出异常的叶酸相关代
谢基因，并且进一步筛查出机体叶酸利用障碍的高
风险育龄妇女，为其合理增补叶酸提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０２０年１月至２０２０年８月
在广东省妇幼保健院门诊自愿进行叶酸利用能力基
因检测的育龄妇女作为研究对象，共计８５９９８例，
年龄范围１９～４５岁，均获得受检者知情同意。
１．２　实验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　采用乙二胺四乙酸盐（ｅｔｈｙｌ
ｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｍ，ＥＤＴＡ）抗凝管抽取受
试者３ｍｌ静脉血，用厦门致善公司基因组ＤＮＡ试
剂盒提取ＤＮＡ，ＴＥ（ＴｒｉｓＥＤＴＡ）缓冲液溶解，调
节ＤＮＡ浓度１００ｇｌ。
１．２．２　四色荧光探针（见表１）荧光定量ＰＣＲ检测
犕犜犎犉犚Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ的位点多态性。相关仪
器购于美国ＡＢ公司，试剂购买于北京六合华大基
因科技有限公司。反应结束后在ＡＢＶｉｉＡ７型荧光
定量ＰＣＲ仪上读取样品孔中的终点荧光。根据荧
光信号分析Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ基因多态性，利用分析
软件（ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｏｆｔｗａｒｅ）
确定各个样本的基因分型结果。

表１　四色荧光探针
引物名称 碱基序列（５’ｔｏ３’）

ＭＴＨＦＲ６７７ＬＮＡＭ ＦＡＭＣＧＧＧ＋ＡＧ＋Ｔ＋ＣＧＡＴＴＴＢＨＱ１
ＭＴＨＦＲ６７７ＬＮＡＮ ＨＥＸＧＧＧ＋ＡＧ＋Ｃ＋ＣＧＡＴＴＴＢＨＱ１
ＭＴＨＦＲ１２９８ＭＧＢＭ ＲＯＸＡＣＣＡＧＴＧＡＡＧＣＡＡＧＴＧＴＭＧＢ
ＭＴＨＦＲ１２９８ＭＧＢＮ ＣＹ５ＡＣＣＡＧＴＧＡＡＧＡＡＡＧＴＧＴＭＧＢ

２　结果

犕犜犎犉犚Ｃ６７７ＴＡ１２９８Ｃ基因多态性分布，统
计５３８６例正常育龄妇女犕犜犎犉犚基因Ｃ６７７Ｔ
Ａ１２９８Ｃ位点的基因型分布发现，犕犜犎犉犚基因
Ｃ６７７Ｔ位点在育龄妇女中的多态性，ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基
因型频率分别为５３．５％、３７．４％、９．１％（见表１）；
犕犜犎犉犚基因Ａ１２９８Ｃ位点在育龄妇女中的多态
性，ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型的频率分别为５９．７％、
３５．１％、５．２％（见表２）。

表２　育龄妇女中ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ位点基因型分布
基因型 例数（例） 比例（％）

ＣＣ无风险 ２８８３ ５３．５
ＣＴ无风险 ２０１２ ３７．４
ＴＴ有风险 ４９１ ９．１
总计 ５３８６ １００．０

表３　育龄妇女中ＭＴＨＦＲ基因Ａ１２９８Ｃ位点基因型分布
基因型 例数（例） 比例（％）

ＡＡ无风险 ３２１８ ５９．７
ＡＣ无风险 １８８８ ３５．１
ＣＣ有风险 ２８０ ５．２
总计 ５３８６ １００．０

表４　广东地区育龄女性与其他地区育龄女性犕犜犎犉犚基因型频率比较［例（％）］
地区 犕犜犎犉犚Ｃ６７７Ｔ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ χ２ 犘 犕犜犎犉犚Ａ１２９８Ｃ
ＡＡ ＡＣ ＣＣ χ２ 犘

本研究 ２８８３（５３．５）２０１２（３７．４）４９１（９．１） ３２１８（５９．７）１８８８（３５．１）２８０（５．２）
延边 ５５１（２１．０）１２５３（４７．８）８１６（３１．１） １９１２（７３．０）６３９（２４．４） ６９（２．６）
淄博 １３０（１２．５）４５７（４３．９）４５４（４３．６） ８２２（７９．０）２０４（１９．６） １５（１．４）
廊坊 ２２０（１７．４）６１７（４８．７）４３０（３３．９） ９４７（７４．７）２９６（２３．４） ２４（１．９）
遵义 １１４（３６．０）１６０（５０．５）４３（１３．６） ２０８（６５．５）９８（３０．９） １１（３．５）
南宁 ２９３（５９．４）１６２（３２．９） ３８（７．７） ２７９（５６．６）１８７（３７．９） ２７（５．５）
琼海 ７５６（６１．９）３９０（３１．９） ７５（６．１） ６９９（５７．２）４３５（３５．６） ８７（７．１）
阳江 ３０２（５９．３）１８７（３６．７） ２０（３．９） ２９２（５７．４）１７７（３４．８） ４０（７．９）

２３６９．５５４＜０．０００１ ３７５．４８５＜０．０００１

　　位点基因型频率与其他地区女性比较，具有明
显的地域差异。其中χ２检验结果显示，８个地区的
犕犜犎犉犚（Ｃ６７７Ｔ）基因型分布有统计学差异（犘＜
０．０５），其中ＣＣ型琼海地区最高，占６１．９％；ＣＴ型

遵义地区最高，占５０．５％；ＴＴ型淄博地区最高，占
４３．６％。８个地区的犕犜犎犉犚（Ａ１２９８Ｃ）基因型分
布有统计学差异（犘＜０．０５），其中ＡＡ型淄博地区
最高，占７９．０％；ＡＣ型南宁地区最高，占３７．９％；
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ＣＣ型阳江地区最高，占７．９％，见表３。

３　讨论

ＭＴＨＦＲ酶在叶酸代谢过程中起到关键作用。
犕犜犎犉犚基因位点的突变可导致机体叶酸水平的降低
及同型半胱氨酸的升高，进而导致出生缺陷、孕妇贫
血、妊娠高血压、早期流产、复发性流产、早产等［４７］。

本研究通过分析育龄妇女犕犜犎犉犚基因，发现
犕犜犎犉犚Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型频率分别
为５３．５％、３７．４％、９．１％。ＴＴ型所占比例与已知
的南宁地区ＴＴ基因型频率（７．７％）接近［１１］，低于
延边、淄博、廊坊地区ＴＴ基因型频率（分别为３１．１％、
４３．６％、３３．９％）［１２１７］。笔者认为，采样人群不同研
究地区不同都可能造成研究结果的差异。研究结果
与我国神经管畸形患病率北高南低的分布特征基本
一致［１８］。有研究发现，携带６７７ＴＴ纯合子基因型
时其体内ＭＴＨＦＲ酶活性仅为４５％，１２９８ＡＣ杂合
子基因型其体内ＭＴＨＦＲ酶活性为６８％，而
（６７７ＣＴ１２９８ＡＣ）复合杂合子基因型个体ＭＴＨＦＲ
酶活性为４１％，６７７ＣＴ和６７７ＴＴ变异基因型发生
较高人群的血清叶酸浓度会显著降低，同型半胱氨
酸水平会升高，这些改变与巨幼细胞性贫血密切相
关［１９２３］。

研究结果表明，叶酸代谢相关基因多态性检测
可用于直接筛选叶酸利用能力有缺陷的个体，为制
定个性化叶酸增补方案，降低出生缺陷率及实现优
生提供科学量化的指导依据。
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