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广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因遗传多态性∗
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摘要： 目的　 调查并分析广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因多态性分布情况。 方法　 选取 ２０１６ 年 １ 月至 ２０１８ 年 ７ 月广东

省妇幼保健院行婚检 ／ 孕检的育龄妇女 １３ ３３６ 例，采用 Ｔａｑｍａｎ⁃ＭＧＢ 法测定 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的基因型，并采

用卡方检验比较本地人群与其他人群的基因型频率 ／ 等位基因频率的分布情况。 结果 　 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６６７Ｔ 位点野生型

（ＣＣ）、杂合突变型（ＣＴ）和纯合突变型（ＴＴ）分别占 ５１．５％、３８．７％和 ９．８％，突变 Ｔ 基因频率为 ２９．２％；ＭＴＨＦＲ 基因 Ａ１２９８Ｃ 位

点中，野生型（ＡＡ）、杂合突变型（ＡＣ）和纯合突变型（ＣＣ）分别占 ５９．３％、３５．２％和 ５．５％，突变 Ｃ 基因频率为 ２３．１％。 广东地区

汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点基因型分布和等位基因频率分布与全国人群比较差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。 广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的基因频率和等位基因频率与江苏、九江、齐齐哈尔和长沙

等地区汉族育龄妇女人群相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的

等位基因频率与亚洲、东亚、南亚、欧洲、美洲地区人群等位基因频率的分布存在不同程度的差异。 结论 　 广东地区人群

ＭＴＨＦＲ 基因的多态性分布与其他地区相比存在明显的差异。
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　 　 叶酸作为一种水溶性 Ｂ 族维生素，在 ＤＮＡ 合

成、甲基化和基因表达等方面发挥重要作用，是机体

细胞生长和繁殖必需的物质。 研究发现，叶酸对孕

妇尤其重要，孕妇缺乏叶酸可增加胎儿患神经管发

育缺陷、唐氏综合征、泌尿系统系统畸形、唇腭裂、肛

门闭锁、先天性心脏病等出生缺陷的风险［１⁃４］。 叶

酸被吸收进入体内后在肝脏二氢叶酸还原酶作用下

生成具有活性的四氢叶酸而发挥作用。 人体叶酸缺

乏主要由补充不足和利用障碍 ２ 个方面引起的，其
中，叶酸代谢酶功能异常可导致叶酸利用障碍，从而
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引起叶酸缺乏。 亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）是叶酸代谢过

程中的关键酶之一，ＭＴＨＦＲ 基因多态性也成为近年

来的研究热点之一。 ＭＴＨＦＲ 基因存在多个基因多

态性位点，其中ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 是最常

见的突变位点，可影响编码 ＭＴＨＦＲ 蛋白的活性，进
而影响叶酸代谢和利用能力［５⁃６］。 本研究旨在分析

广东 地 区 汉 族 育 龄 妇 女 ＭＴＨＦＲ 基 因 Ｃ６７７Ｔ、
Ａ１２９８Ｃ 位点多态性分布情况，以期为广东地区汉

族育龄妇女补充叶酸提供实验依据。

１　 资料与方法

１．１　 研究对象　 选取 ２０１６ 年 １ 月至 ２０１８ 年 ７ 月就

诊于广东省妇幼保健院妇科、产科、生殖健康科和医

学遗传中心且进行婚前检查、孕前检查、产前检查和

不孕不育治疗的广东地区汉族育龄女性 １３ ３３６ 例，
年龄（２９．４±４．８）岁，中位年龄 ２９．０ 岁，排除患有遗

传疾病或其他机体异常者。
１．２　 主要仪器与试剂　 ＭＩＣＲＯＬＡＢ ＳＴＡＲ 全自动核

酸提取工作站（瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司）；５４３０ 台式离心

机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＶｉｉＡ ７ Ｄｘ 荧光定量 ＰＣＲ
仪（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）。 Ｍａｇｅｎ 核酸提取

试剂盒（广州美基生物公司）；Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ（Ｐｒｏｂｅ
ｑＰＣＲ）试剂（日本 ＴａＫａＲａ 公司）；ＭＧＢ 探针（上海

铂尚生物技术公司）。
１．３　 方法

１．３．１　 标本采集 　 于初次就诊时采集各研究对象

外周静脉血 ２ ｍＬ，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ⁃Ｋ２）抗凝，
样本置于 ４～８ ℃保存，１ 周内完成检测。
１．３．２　 ＤＮＡ 提取 　 取 ２００ μＬ ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝外周

血，采用 ＭＩＣＲＯＬＡＢ ＳＴＡＲ 全自动核酸提取工作站

及 Ｍａｇｅｎ 核酸提取试剂盒提取外周血基因组 ＤＮＡ。
均严格按照仪器及试剂盒说明书操作。 样本置于

－２０ ℃保存。
１．３．３　 基因多态性检测 　 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０
软件设计引物序列和探针序列，并由北京六合华大

基因科技公司合成，以 ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＲＯＸ、ＣＹ５ 荧光

基团标记探针。 ＭＴＨＦＲ １２９８ 上游引物序列（ Ｆ）：

５′⁃ＣＴＣＴＴＣＴＡＣＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＡＧＴＣＣ⁃３′，下游引物

序列 （ Ｒ ）： ５′⁃ＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＴＣＡＣＴＴＴＧＴ⁃３′；
ＭＴＨＦＲ ６７７ 上游引物序列（Ｆ）：５′⁃ＣＣＧＡＡＧＣＡＧＧＧ
ＡＧＣＴＴＴＧ⁃３′，下游引物序列（Ｒ）：５′⁃ＣＧＧＴＧＣＡＴＧＣ
ＣＴＴＣＡＣＡＡ⁃３′。 ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０ μＬ，包
括２×Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ（Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ）１０ μＬ、４ 条上、下
游引物 ２ μＬ （各 ０． ５ μＬ）、４ 条探针 ３． ２ μＬ （各

０．８ μＬ）、双蒸水 ３．３ μＬ 和 ＤＮＡ 模板 ２ μＬ。 使用

ＶｉｉＡ ７ Ｄｘ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ 反应。 ＰＣＲ
循环参数：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ２０ ｓ、５８ ℃
退火 ２０ ｓ、６５ ℃延伸 ４５ ｓ，４０ 个循环，每个循环延伸

后采集荧光。 采用 ＶｉｉＡ ７ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ１．２．１ 分析软件

确定各个样本的 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点

的基因型。
１．４　 统计学分析　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０．０ 软

件进行数据分析。 资料采用频数 ／构成比进行统计

描述。 用 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡定律检验该人群

的分布，ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ ２ 个位点分型

频率及等位基因频率的组间比较采用卡方检验，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 广东地区汉族育龄妇女人群 ＭＴＨＦＲ 基因型频

率和等位基因频率比较结果　 统计广东地区汉族育

龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的基因型

数据并进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡检验，结果表

明，ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点均符合 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡（Ｐ＞０．０５）。

此外，广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因

Ｃ６７７Ｔ 位点中，野生型（ＣＣ）、杂合突变型（ＣＴ）和纯

合突变型（ＴＴ）分别占 ５１．５％、３８．７％和 ９．８％，突变 Ｔ
基因频率为 ２９．２％；ＭＴＨＦＲ 基因 Ａ１２９８Ｃ 位点中，野
生型（ＡＡ）、杂合突变型（ＡＣ）和纯合突变型（ＣＣ）分
别占 ５９． ３％、３５． ２％和 ５． ５％，突变 Ｔ 基因频率为

２３．１％。 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点基因型分

布和等位基因频率分布与全国人群以及江苏、九江、
齐齐哈尔、长沙等地区报道的结果均存在一定的分

布差异（Ｐ 均＜０．０５）。 见表 １ 和表 ２。

表 １　 广东地区与全国及其他地区 ＭＴＨＦＲ 基因型频率比较［ｎ（％）］
基因位点 基因型 广东 全国 江苏［８］ 九江［９］ 齐齐哈尔［１０］ 长沙［１１］

ＭＴＨＦＲ Ｃ６６７Ｔ ＣＣ ６ ８６２（５１．５） ２２４（２２．０） ａ ３５４（１７．５） ａ ７６５（４１．６） ａ ７２（１９．６） ａ ６６６（４２．０） ａ

ＣＴ ５ １６６（３８．７） ５０９（５０．０） ９５１（４７．１） ８３５（４５．４） １９９（５４．２） ７０４（４４．４）
ＴＴ １ ３０８（９．８） ２８５（２８．０） ７１６（３５．４） ２３９（１３．０） ９６（２６．２） ２１６（１３．６）

ＭＴＨＦＲ Ａ１２９８Ｃ ＡＡ ７ ９１３（５９．３） ６７１（６６．０） ａ １ ４９２（７３．８） ａ １ ２０２（６５．４） ａ ２５９（７０．６） ａ １ ０５０（６６．２） ａ

ＡＣ ４ ６８９（３５．２） ３１５（３１．０） ４８９（２４．２） ５６９（３０．９） ９５（２５．９） ４９０（３０．９）
ＣＣ ７３４（５．５） ３１（３．０） ４０（２．０） ６８（３．７） １３（３．５） ４６（２．９）

　 　 　 　 　 注：ａ，与广东地区比较，Ｐ＜０．０５。
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表 ２　 广东地区与全国及其他地区 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点等位基因频率比较［ｎ（％）］
基因位点 等位基因 广东 全国 江苏［８］ 九江［９］ 齐齐哈尔［１０］ 长沙［１１］

ＭＴＨＦＲ Ｃ６６７Ｔ Ｃ １８ ８９０（７０．８） ４７８（４７．０） ａ １ ６５９（５９．０） ａ ２ ３６５（６４．３） ａ ３４３（４６．７） ａ ２ ０３６（６４．２） ａ

Ｔ ７ ７８２（２９．２） ５３９（５３．０） ２ ３８３（４１．０） １ ３１３（３５．７） ３９１（５３．３） １ １３６（３５．８）
ＭＴＨＦＲ Ａ１２９８Ｃ Ａ ２０ ５１５（７６．９） ８２９（８１．５） ａ ３ ４７３（８５．９） ａ ２ ２３６（６０．８） ａ ６１３（８３．５） ａ ２ ５９０（８１．７） ａ

Ｃ ６ １５７（２３．１） １８８（１８．５） ５６９（１４．１） １ ４４２（１９．２） １２１（１６．５） ５８２（１８．３）

　 　 　 　 　 注：ａ，与广东地区比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　 千人基因组数据库中不同人群等位基因频率

比较　 经千人基因组数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｉｎｔｅｒｎａ⁃
ｔｉｏｎａｌｇｅｎｏｍｅ．ｏｒｇ ／ ）查询发现，本研究中广东地区汉

族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的等

位基因频率与非洲、欧洲、南亚和美洲地区人群等位

基因频率的分布存在不同程度的差异（Ｐ＜０．０５），而
与东亚人群等位基因频率的分布差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。 见表 ３。

表 ３　 与千人基因组数据库中不同人群等位基因频率比较［ｎ（％）］

基因位点 等位基因 广东（ｎ＝ １３ ３３６） 非洲（ｎ＝ １ ３２２） 东亚（ｎ＝ １ ００８） 欧洲（ｎ＝ １ ００６） 南亚（ｎ＝ ９７８） 美洲（ｎ＝ ６９４）
ＭＴＨＦＲ Ｃ６６７Ｔ Ｃ ７０．８ ９１．０ａ ７０．４ ６３．５ａ ８８．０ａ ５３．０ａ

Ｔ ２９．２ ９．０ ２９．６ ３６．５ １２．０ ４７．０
ＭＴＨＦＲ Ａ１２９８Ｃ Ａ ７６．９ ８４．９ａ ７８．１ ６８．７ａ ５８．０ａ ８５．０ａ

Ｃ ２３．１ １５．１ ２１．９ ３１．３ ４２．０ １５．０

　 　 注：ａ，与广东地区比较，Ｐ＜０．０５。

３　 讨论

　 　 ＭＴＨＦＲ 是叶酸－甲硫氨酸代谢途径中的关键

酶之一，可将 ５，１０⁃亚甲基四氢叶酸转化为具有生物

学功能的 ５⁃甲基四氢叶酸。 ＭＴＨＦＲ 基因存在多种

基因多态性位点，其中 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 是最常见的

突变位点，可影响编码的 ＭＴＨＦＲ 蛋白的活性，进而

影响叶酸代谢和利用能力［１２］。 本研究采集广东地

区汉族育龄女性 １３ ３３６ 例样本，发现 ＭＴＨＦＲ 基因

Ｃ６７７Ｔ 位点中杂合突变型（ＣＴ）和纯合突变型（ＴＴ）
分别占 ３８．７％和 ９．８％，突变 Ｔ 基因频率为 ２９．２％，
结果较贺宪民等［７］ 报道的中国人群相比均降低；
ＭＴＨＦＲ 基因 Ａ１２９８Ｃ 位点中杂合突变型（ＡＣ）和纯

合突变型（ＣＣ）分别占 ３５．２％和 ５．５％，突变 Ｔ 基因

频率为 ２３．１％，比贺宪民等［７］ 报道的中国人群均升

高。 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点基因型分布

和等位基因频率分布与贺宪民等［７］ 报道的中国人

群比较差异均有统计学意义。 而孟宏霞等［１４］ 报道

在广东省江门地区 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ 位点基因型

分布和等位基因频率与贺宪民等［７］ 报道的中国人

群比较情况相一致，但是其报道的 ＭＴＨＦＲ 基因

Ａ１２９８Ｃ 位点基因型分布和等位基因频率分布与贺

宪民等［７］中国人群比较结果不一致，分析原因可能

与选择的地区人群和样本量有关。
广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、

Ａ１２９８Ｃ 位点的基因型和等位基因数据与我国其他

已经报道的地区汉族育龄妇女比较发现，广东地区

汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的

基因频率和等位基因频率与江苏［８］、九江［９］、齐齐

哈尔［１０］和长沙［１１］等地区汉族育龄妇女人群相比存

在一定的差异。 广东地区汉族育龄妇女 ＭＴＨＦＲ 基

因 Ｃ６７７Ｔ 位点的纯合突变型（ＴＴ）频率和突变 Ｔ 基

因频率比江苏［８］、九江［９］、齐齐哈尔［１０］ 和长沙［１１］ 等

地区汉族育龄妇女人群均降低。 广东地区育龄妇女

ＭＴＨＦＲ 基因 Ａ１２９８Ｃ 位点的纯合突变型（ＣＣ）频率

和突变 Ｃ 基因频率与江苏［８］、九江［９］、齐齐哈尔［１０］

和长沙［１１］ 等地区汉族育龄妇女人群相比均升高。
本研究和其他研究结果均表明，ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ、
Ａ１２９８Ｃ 位点的多态性分布存在地区差异［１４⁃１８］。 这

种地区差异可能与选择的地区人群和样本量有关。
广东地区的人群主要以汉族人群为主，与其他民族

人群可能存在一定的遗传异质性；此外，南方人群和

北方人群由于长期生活的环境不同，也可能存在一

定的遗传差异；本次研究纳入的样本量与其他研究

的样本量存在较大的差异，也可能是引起分析结果

不一致的一个辅助性因素。 另外，通过对千人基因

组数据库查询发现，本研究中广东地区汉族育龄妇

女 ＭＴＨＦＲ 基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点的等位基因频

率与非洲、欧洲、南亚和美洲地区人群等位基因频率

的分布存在不同程度的差异，与东亚人群等位基因

频率的分布差异无统计学意义。 综上所述，本研究

分析 了 广 东 地 区 汉 族 育 龄 妇 女 ＭＴＨＦＲ 基 因

Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ 位点多态性分布情况，为广东地区

汉族育龄妇女补充叶酸提供了科学依据。
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