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基因芯片法分析 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ还原酶位点多态性与

原因不明不良孕产的关系
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　　摘　要：目的　探讨５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）基因Ｃ６７７Ｔ位点多态性与原因不明不良孕产的关系。方法　选

取２０１４年６月至２０１６年５月在新乡市第一人民医院不孕不育科、妇产科就诊的原因不明不良孕产≥２次３２０例孕妇作为病例

组，３８８例无流产史健康经产妇作为对照组。采用基因芯片法分析两组人群 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ位点多态性；比较组间基因型、

等位基因频率分布的差异，分析原因不明不良孕产与 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点多态性的关系。结果　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型Ｃ／Ｃ

频率分布病例组和对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５、犗犚＝０．２８４）；基因型Ｃ／Ｔ频率分布两组间比较差异无统计学意义

（犘＝０．４００、犗犚＝１．１４０）；基因型Ｔ／Ｔ频率分布两组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５、犗犚＝７．６７２）；等位基因Ｃ、Ｔ频率分布

两组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５、犗犚＝０．３０４）。结论　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型Ｔ／Ｔ的高表达可能是育龄女性妇女原因

不明不良孕产的危险因素。
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　　５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）是叶酸代谢过程

中的关键酶，近年来对叶酸代谢机制的研究发现，ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ突变多态性可导致叶酸水平降低及高同型半胱氨酸血

症，由此引起妊娠相关疾病包括流产、早产、胎儿宫内发育迟缓

等不良孕产现象［１４］。本实验旨在对尚有原因不明不良孕产育

龄妇女的 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性进行分析，并探讨二者

发生的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１４年６月至２０１６年５月在新乡市第一人

民医院不孕不育科、妇产科就诊的原因不明不良孕产≥２次，

孕≤１２周３２０例孕妇作为病例组，年龄１９～４４岁，平均

（２８．０±３．１）岁，本组夫妻双方均经临床排除血栓形成、内分泌

失调、染色体异常、生殖器异常，以及常见泌尿系统传染病，男

方精液常规分析正常；同期在新乡市第一人民医院３８８例无流

产史的健康经产妇作为对照组，孕期无高血压、无糖尿病及无

家族遗传病史，年龄１９～４１岁，平均（２７．０±３．５）岁；两组年龄

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。具有可比性。研究对象

遵从临床试验研究过程规定，实验人群均签署书面知情同意

书，经新乡市第一人民医院伦理委员会批准备案。

１．２　仪器与试剂　基因组提取试剂盒及 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基

因检测试剂盒均购自上海百傲科技有限公司，ＡＢＩ９７００ＰＣＲ扩

增仪，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ超紫外分光光度计，上海百傲科技有
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限公司全自动杂交仪以及生物芯片适读仪。

１．３　方法

１．３．１　提取基因组ＤＮＡ　取实验ＥＤＴＡ抗凝全血２００μＬ，

以ＤＮＡ提取试剂盒流程提取基因组ＤＮＡ，紫外分光光度计检

测ＤＮＡ浓度及纯度，ＤＮＡ浓度≥１０μｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０应为

１．５～２．０。

１．３．２　ＰＣＲ扩增　Ｃ６７７ＴＣ和Ｃ６７７ＴＴ等位基因反应体系：

基因组ＤＮＡ５μＬ，Ｃ６７７ＴＣ和Ｃ６７７ＴＴ扩增液１９μＬ，反应

液Ａ１μＬ，总体积２５μＬ，Ｃ６７７Ｔ扩增液中含生物素残基标记

的引物对。阴性阳性对照和样本一起扩增。等位基因扩增条

件：５０℃５ｍｉｎ、（９４℃２５ｓ、４８℃４０ｓ、７２℃３０ｓ）循环３５次、

７２℃５ｍｉｎ。

１．３．３　杂交显色　配好预杂交液、杂交反应液、洗液、抗体液

及显色液。杂交仓放入预杂交液４２℃５ｍｉｎ吸除，再加入杂

交反应液，放入基因芯片，４２℃５ｍｉｎ，吸除杂交反应液；加洗

液１，４２℃６ｍｉｎ，吸除洗液１，重复１次；加入洗液２，２８℃５

ｍｉｎ，吸除洗液２，重复１次；加入抗体液２８℃２０ｍｉｎ，吸除抗

体液；加入洗液２，２８℃５ｍｉｎ，吸除洗液２，重复１次；加入洗

液３，２８℃３ｍｉｎ，吸除洗液３，重复１次；加入显色液４２℃３０

ｍｉｎ，吸除显色液；芯片显色区用蒸馏水冲洗烘干。

１．３．４　芯片扫描与数据分析　芯片放入适读仪，百傲基因芯

片图像分析软件进行图像扫描与数据分析，输出检测结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行相应统计学分

析，组间基因型频率及等位基因频率的比较采用用χ
２ 检验，基

因型对不明原因胎停育发病的相对风险以犗犚值表示，犗犚值

的９５％犆犐计算采用 Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ法；犘＜０．０５表示差异有统计学

意义。

２　结　　果

病例组和对照组Ｃ６７７Ｔ基因型和等位基因频数频率分布

情况，见表１。病例组和对照组间 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型Ｃ／Ｃ

频率分布比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；基因型Ｃ／Ｔ频率

分布差异无统计学意义（犘＝０．４００）；基因型Ｔ／Ｔ频率分布差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；等位基因Ｃ、Ｔ频率分布差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。

表１　　两组人群Ｃ６７７Ｔ基因型和等位基因频数频率分布［狀（％）］

组别 狀

等位基因频率

Ｃ Ｔ

基因型频率

Ｃ／Ｃ Ｃ／Ｔ Ｔ／Ｔ

病例组 ３２０ ３００（４６．９） ３４０（５３．１） ８１（２５．３） １３８（４３．１） １０１（３１．６）

对照组 ３８８ ５７７（７４．４） １９９（２５．６） ２１１（５４．４） １５５（３９．９） ２２（５．７）

χ
２ １１２．３５０ ６１．１５０ ０．７２９ ８１．９０３

犘 ０．０００ ０．０００ ０．４００ ０．０００

犗犚 ０．３０４ ０．２８４ １．１４０ ７．６７２

９５％犆犐 ０．２４３～０．３８１ ０．２０６～０．３９２ ０．８４４～１．５３９ ４．６９８～１２．５３１

３　讨　　论

ＭＴＨＦＲ基因定位于１ｐ３６．３，１６种突变类型中 ＭＴＨＦＲ

基因６７７ＣＴ位点突变（其编码的丙氨酸被缬氨酸替代，同时

产生一个 ＨｉｎｆⅠ限制性内切酶）最常见，有３种基因型：正常

型Ｃ／Ｃ型（野生型）、Ｃ／Ｔ型（杂合型）和 Ｔ／Ｔ型（纯合突变

型）；Ｃ６７７Ｔ突变可导致酶活力降低约５０％
［５］，使叶酸在甲硫

氨酸代谢循环中的作用丧失或降低。甲硫氨酸是Ｓ腺苷甲硫

氨酸（ＳＡＭ）的直接前体，ＳＡＭ 是细胞内重要的甲基供体，参

与组织发育生长所必需的 ＤＮＡ、蛋白质和脂质等甲基化反

应［６］，甲硫氨酸的合成减少可造成叶酸水平降低，以及流产、早

产、胎儿宫内发育迟缓、胎盘早剥、妊娠高血压综合征等妊娠相

关疾病。引起不良孕产的常见因素很多，主要包括染色体异

常、内分泌异常、感染因素、免疫因素、环境因素等，国内部分相

关报道可见：于凤娜等［７］报道染色体平衡易位导致不良孕产，

朱彩丹［８］高血压患者有较差的妊娠结局，赵永平等［９］报道精子

细胞凋亡率增加、精子质量下降可能与配偶胚胎停止发育有

关，付娟娟等［１０］报道染色体数目异常是导致孕早期胚胎停育

和自然流产的重要因素，其中１６号染色体三体是主要改变。

本研究旨在对除上述临床常见影响因素之外，对原因不明不良

孕产育龄妇女的 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性进行分析，并探

讨其发生的关系。

本实验中两组间ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型Ｃ／Ｃ频率分布差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；基因型Ｔ／Ｔ频率分布差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；等位基因Ｃ、Ｔ频率分布差异有统计学意义

（犘＜０．０５），可以基本得出原因不明不良孕产可能与Ｔ／Ｔ基因

型的高表达相关。国内孕早期丢失妊娠与 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ部

分相关报道可见，尚鹏超［１１］报道不明原因胎停育与Ｔ／Ｔ基因

型的高表达相关，李茜西等［１２］报道 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ与女性不

良孕产的发生有一定的相关性，杨文方等［１３］报道 ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ突变可能是早期妊娠丢失的遗传易感性因素。对照组

基因型分布频率与上述报道［１１１３］略有出入，可能与本实验数

据收集仅限于新乡市第一人民医院、样本量偏少及 ＭＴＨＦＲ

基因多态性分布存在种族差异和地域差异有关［１１］。

由于本研究样本来源的局限性、样本量偏少及仅分析了

ＭＴＨＦＲ基因多态性等原因，育龄妇女原因不明不良孕产的相

关研究结果相对局限。以后应增加样本量和样本来源，并应用

新技术对原因不明不良孕产的相关原因加以分析和研究。
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（犘＜０．０５）。因此测定 ＨＢＶ基因型对于评估判断乙肝患者罹

患ＬＣ和 ＨＣＣ的风险有一定的帮助。

关于 ＨＢＶ基因型与ＨＢｅＡｇ阳性率和ＨＢＶＤＮＡ载量水

平等相关性的研究结果一直存在分歧［１１１２］。研究结果的不一

致可能有多种原因，如研究对象的选择、标本量的大小以及研

究方法学的不一致。本次研究 ＨＢＶ基因型与 ＨＢｅＡｇ阳性率

和ＤＮＡ病毒载量均无统计学意义（犘＞０．０５）。本次研究用巢

式ＰＣＲ法对西安市 ＨＢＶ基因型的分布做出了较为初步的分

析，但由于标本量的局限并不能完全的反映出西安地区 ＨＢＶ

基因型的分布及其与 ＨＢＶ感染者病情的发展关系。希望随

着对 ＨＢＶ的研究更深入更具体，能将 ＨＢＶ基因型在疾病的

发生、发展与治疗转归中扮演的角色更加清晰的阐述出来，让

ＨＢＶ基因型作为 ＨＢＶ感染患者的用药指标和治疗标准的参

考成为可能。
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