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"摘要#

!

目的
!

探讨父亲亚甲基四氢叶酸还原酶"

;6R2A

#基因
7)--6

多态性是否与母亲不明原因反复自然流产"

hAM9

#

的发生有关$方法
!

通过聚合酶链式反应
.

测序"

T7A.

测序#的方法对
'1(

对河南汉族
hAM9

夫妇"观察组#及
1(1

对河南汉族健

康夫妇"对照组#基因型进行分析$结果
!

无论是在对照组中还是观察组中!男%女之间的
;6R2A7)--6

多态性位点的
7

和
6

等位基因频率和各基因型频率分布差异均无统计学意义"

!

%

%&%5

#'观察组中男女各方的
;6R2A7)--6

多态性位点的
6

等位

基因频率和含
6

的各基因型频率均显著高于相应的对照组"

!

$

%&%5

#!在女性中
6

等位基因是
7

等位基因发生
hAM9

风险的

1&1)-

倍"

(5]0J

(

$&/%0

&

1&/0'

#!在男性中
6

等位基因是
7

等位基因发生
hAM9

风险的
1&1'(

倍"

(5]0J

(

$&-/'

&

1&/$$

#$夫

妻联合基因型分析中!夫妇
66

)

66

基因型发生
hAM9

的风险最高!是
77

)

77

基因型夫妇的
$(&(%(

倍"

(5]0J

(

/&)%/

&

0)&%0(

#$结论
!

父母的
;6R2A)--7

%

6

是
hAM9

发生的独立遗传易感因素$
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亚甲基四氢叶酸还原酶$

=CDF

K

JC,CDCDGEF

K

!G"H"JEDCGC!IL.

DE+C

#

;6R2A

%是叶酸代谢途径中的关键酶#突变可导致其酶

活性的降低#牵制
5

#

$%.

亚甲基四氢叶酸$

5

#

$%.;6R2

%向
5.

甲

基四氢叶酸$

5.;6R2

%的转化+

5.;6R2

是体内主要的蛋白

质和
NV9

甲基供体#参与同型半胱氨酸$

RL

K

%向蛋氨酸的转

化#进而影响后续的蛋氨酸代谢循环和
NV9

的合成*修复及

甲基化+因此#

;6R2A

与叶酸的新陈代谢*

NV9

的遗传稳定

性和维持正常的
RL

K

血清水平密切相关+

;6R2A

的多态性

基因位点
7)--6

已被证实与其编码酶的活性*血清叶酸和血

浆同型半胱氨酸浓度密切相关+

;6R2A7)--6

多态性位点

与红细胞和血清叶酸浓度*血浆
RL

K

浓度#以及心血管疾病易

感性的关联性研究在国内外都比较深入#

66

基因型人群的红

细胞叶酸和血清叶酸的浓度均显著低于野生
77

基因型人

群&

$.1

'

#但血浆
RL

K

的浓度却显著增高&

$.1

'

)并且
6

等位基因是

心血管疾病发生的遗传易感因素+

国内外在
hAM9

方面的研究揭示女性
;6R2A7)--6

的

6

等位基因是
hAM9

的遗传风险因素&

'.0

'

#并且与包括不明原

因反复自然流产$

hAM9

%在内的不良妊娠均相关&

5

'

#但
hAM9

与男性
;6R2A

基因相关性的研究鲜见报道+近年来国内外

的研究表明#

;6R2A7)--6

多态性位点与男性不育有关并

可能会影响精子质量&

)./

'

#暗示男性的
7)--6

多态性可能与其

配偶发生
hAM9

有关+王亚文等&

(

'在
'1

个小标本量中国人

群中的调查仅发现男性的
;6R2A7)--6

基因型只有与女性

联合分析时才有意义#单独分析时无意义+因此#本研究旨在
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年
5

月第
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卷第
$'

期

"
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%+

!

作者简介&郭谦楠$
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%#硕士#助理研究员#主要从事不良妊娠基因和单基因

病的研究+
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探讨是否男性像女性一样其男性的
;6R2A7)--6

基因多态

性与
hAM9

的发生有关#这种关联性是男性独立存在的还是

必须和其女性配偶双方一起时才存在#现报道如下+

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

均采集在河南居住的河南籍汉族夫妇双方外

周血血液标本+观察组
'1(

对夫妇$女!

15

&

'1

岁)男!

1-

&

'0

岁%#

5

&

$1

周
hAM9

&

1

次#未曾有过正常妊娠#双方身体健

康#无生殖系统结构异常#无明显肥胖#无家族遗传病史#无支

原体*衣原体及常见的病毒细菌感染#无内分泌异常且染色体

核型均正常+对照组
1(1

对夫妇$女!

10

&

'1

岁)男!

1-

&

'0

岁%#身体健康#无明显肥胖#无家族遗传病史#无任何不良妊娠

史和重大疾病史#并曾至少生育有
$

名健康子女#且女方至少

在妊娠前
1

个月内和妊娠后早期
$

个月内未曾服用过人工叶

酸制剂#男方则从未服用过人工叶酸制剂+

@&A

!

方法

@&A&@

!

基因组
NV9

提取
!

抽取外周血静脉血
1=X

#

[N69

抗凝#

@1%\

保存+利用
689VE=

4

ZC,"=#LNV9e#D

试剂盒

提取
NV9

+

@&A&A

!

T7A.

直接测序分析基因型
!

$

$

%

;6R2A7)--6

位点

扩增的引物设计!参照
ZC,WE,?

中
;6R2A

基因序列#采用

TG#=CG5

软件设计
T7A

引物+

7)--6

位点上游引物
6T$

!

5i.

Z99Z79ZZZ9Z7666Z9ZZ76Z.'i

#下游引物
6T1

!

5i.77796Z67ZZ6Z796Z77667.'i

#由上海生物工程

公司合成#蒸馏水稀释至
$%

%

="J

"

X

+$

1

%反应条件为
(5\

预

变性
5=#,

#

(0\'%+

#

)'\'%+

#

-1\'%+

共
0%

个循环#随

后
-1\

延伸
(=#,

+$

'

%运用下游引物
6T1

进行
T7A

产物基

因序列测序$

T7A

产物送上海生物工程公司测序%+

@&B

!

统计学处理
!

采用
MTMM$'&%

进行统计学分析#通过基

因型频率计算等位基因频率#以
REG!

K

.UC#,PCG

>

平衡检验确

认样本的群体代表性+基因型以及基因频率分布的比较采用

TCG+",

!

1 检验+关联分析用
!

1 检验和
X"

>

#+D#L

回归#必要时

用
2#+FCG

精确概率检验#计算比值比$

!̂!+GED#"+

#

Â+

%评价

相对危险度#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

;6R2A7)--6

多态性位点反向测序结果
!

基因序列

测序见图
$

+

!!

9

!

77

纯合基因型)

W

!

66

纯合基因型+

图
$

!!

;6R2A7)--6

多态性位点反向测序结果

A&A

!

;6R2A7)--6

等位基因频率的分布
!

两组
;6R2A

7)--6

多态性基因位点的基因型分布均符合
REG!

K

.UC#,PCG

>

遗传平衡定律$

!

%

%&%5

%#具有群体代表性+经
!

1 检验$

6

等

位基因分布差异研究以
7

等位基因为参照来进行统计学分

析%!

;6R2A 7)--6

在对照组女性
6

等 位 基 因 频 率 为

'(&-]

#观察组女性为
5(&(]

#对照组男性为
01&)]

#观察组

男性为
)1&5]

+两组内男女之间的频率分布差异无统计学意

义$

!

%

%&%5

%#即
7)--6

的多态性分布在各组内均无性别差

异#见表
$

+观察组中
6

等位基因频率比对照组中男*女均显

著提高$女性之间#

!

1

f5%&1)0

#

!f%&%%%

#

I:f1&1)-

#

(5]

0J

!

$&/%0

&

1&/0'

)男性之间#

!

1

f0/&/'0

#

!f%&%%%

#

I:f

1&1'(

#

(5]0J

!

$&-/'

&

1&/$$

%)女性
6

等位基因是
7

等位基

因发生
hAM9

风险的
1&1)-

倍#男性
6

等位基因是
7

等位基

因发生
hAM9

风险的
1&1'(

倍+

表
$

!!

;6R2A7)--6

基因位点多态性在男'女

!!!!

双方中分布情况的比较"

$

$

]

%#

基因
观察组

女 男

对照组

女 男

7 1)0

$

0%&$

%

10-

$

'-&5

%

'51

$

)%&'

%

''5

$

5-&0

%

6 '(0

$

5(&(

%

0$$

$

)1&5

%

1'1

$

'(&-

%

10(

$

01&)

%

!

1

%&(15 $&%11

! %&'') %&'$1

A&B

!

不同性别
;6R2A7)--6

基因型分析结果
!

经
X"

>

#+D#L

回归分析#观察组与对照组中各基因型频率分布以见表
1

+采

用
!

1 计算#含
6

的各基因型分布差异研究分别以
77

基因型

为参照来进行统计学分析+携带
;6R2A)--76

基因型女性

发生
hAM9

的风险是
)--77

女性的
1&$1)

倍$

!

1

f$0&1%/

#

I:f1&$1)

#

(5]0J

!

$&0'1

&

'&$5-

#

!

$

%&%5

%#

;6R2A

)--66

基因型女性发生
hAM9

的风险是
)--77

女性的
0&)))

倍$

!

1

f05&--(

#

I:f0&)))

#

(5]0J

!

1&(5'

&

-&'-$

#

!

$

%&%5

%)携带
;6R2A)--76

基因型男性使其女性伴侣发生

hAM9

的风险是
)--77

男性的
1&$-/

倍$

!

1

f$'&(0'

#

I:f

1&$-/

#

(5]0J

!

$&001

&

'&1//

#

!

$

%&%5

%#

;6R2A)--66

基

因型男性使其女性伴侣发生
hAM9

的风险是
)--77

男性的

0&)'1

倍$

!

1

f00&/1(

#

I:f0&)'1

#

(5]0J

!

1&(1'

&

-&''/

#

!

$

%&%5

%+

表
1

!!

两组
;6R2A7)--6

基因型分布

基因
对照组

女 男

观察组

女 男

77 $$%

$

'-&-

%

$%%

$

'0&1

%

5/

$

$-&)

%

5%

$

$5&1

%

76 $'1

$

05&1

%

$'5

$

0)&1

%

$0/

$

05&%

%

$0-

$

00&-

%

66 5%

$

$-&$

%

5-

$

$(&5

%

$1'

$

'-&0

%

$'1

$

0%&$

%

A&C

!

男女配对
;6R2A7)--6

基因型合并分析
!

经
X"

>

#+D#L

回归分析#观察组与对照组中各基因型频率分布以及比值比等

数据见表
'

+从
0

个
6

到
$

个
6

的统计学分析均以
%

个
6

为

参照对象进行统计学分析+夫妻为
66

"

66

基因型组合时#

hAM9

发生的风险最大+夫妻双方为
0

个
6

基因型$

66

"
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%

时发生
hAM9

的风险是双方为
%
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6
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个
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不良妊娠夫妇
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合并基因型分析结果

组别
男女基因型组合&
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个
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个
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;6R2A7)--6

对酶活性的不利影响可通过饮食对叶酸

摄取量的增多而得到改善+因此#不同地域和种族间不同的生

活饮食习惯可能是造成
7)--6

这个多态性位点基因频率的地

域&

$%.$$

'和种族&

$1.$'

'间的差异+例如#在中国人群中#

66

纯合

子频率约为
1%]

)而在非洲撒哈拉地区黑人中未发现有
66

纯合突变&

$0

'

+不同的地域和种族拥有不同的基因型频率可能

是造成与本文与研究结果不一致的原因+王亚文等&

(

'对
'1

对

hAM9

的夫妇进行
;6R2A7)--6

多态性位点基因型分析研

究发现#仅夫妻双方都是纯合或杂合突变型#其基因型分布与

流产发生的危险性相关#夫妻双方有一人是纯合或杂合突变

型#而另一人为野生型的#其基因型分布与流产发生的危险性

无关#其研究未对样本进行地域和种族差异的区分且样本量偏

小)另一方面#王亚文等&

(

'的研究未考虑对照组在妊娠前和妊

娠早期是否有服用人工叶酸制剂+本研究中所选的病例和对

照组样本量大#对照组男性均为未曾服用过人工叶酸制剂的人

群#女性则至少在妊娠前
1

个月内和妊娠第
$

个月内未曾服用

过人工叶酸制剂#从而在一定程度上排除了由于服食叶酸改善

了
;6R2A

酶活性继而正常妊娠的高风险基因人群纳入对

照#保证了对照的可信性#使突变等位基因
6

对
hAM9

发生的

影响更加准确地得到反映+

本文研究证实父亲和母亲的
;6R2A7)--6

多态性位点

与母亲
hAM9

的 发 生 密 切 相 关+在 母 亲 方 面#

;6R2A

7)--6

多态性位点
6

等位基因和
66

基因型与
hAM9

的发生

风险相关已得到国内外文献的报道&

'.0

'

#与本研究发现一致+

在父亲方面#其
;6R2A7)--6

多态性位点与
hAM9

发

生的风险易感性可独立于母亲基因型单独成立可能来源于两

个方面的原因+$

$

%父亲
;6R2A

基因对精子
NV9

遗传物质

的影响作用对胚胎的正常发育有重要影响+

;6R2A

基因

7)--6

的多态性位点已证实与男性不育&

)./

'

*精子的活动率和

畸形&

)

#

/

'以及胎儿心脏畸形&

$5.$)

'有关#因此
7)--6

的
6

等位

基因和
66

基因型造成的
hAM9

风险易感性可能来源于其对

男性精子的影响+胚胎
5%]

的基因来源于精子#除了受孕功

能#精子的基因所起的作用贯穿胚胎发育的整个过程+如果精

子的遗传物质
NV9

发生损伤#可以不影响精子受孕功能#精

子可以与卵子相遇并结合#女性同样会正常怀孕#但妊娠到一

定的阶段$取决于精子
NV9

的损伤位置和程度%便会导致胚

胎停止发育#从而出现流产现象+$

1

%父亲
;6R2A7)--6

多

态性位点的基因型对胎儿基因型的影响可能影响胎儿的正常

发育+由表
'

结果可知#夫妻为
66

"

66

基因型时#即胎儿为

66

基因型时#

hAM9

发生的风险最高+女性
;6R2A)--6

等位基因和
66

基因型已证实是胎儿神经管缺陷&

$-

'和
1$

三

体综合征的遗传易感因素&

$/

'

)在成年人中也已证实
;6R2A

)--6

等位基因和
66

基因型是肿瘤癌症的遗传易感因

素&

$(.1%

'

+因此#在胚胎期#胎儿的
;6R2A7)--6

的
6

等位基

因和
66

基因型可能对其本身的发育有关#而父亲
;6R2A

)--7

%

6

突变增加胎儿
6

风险基因型的遗传概率+

本研究从男女双方按性别分组分析及合并分析的研究结

果表明#男*女单独各方的
;6R2A)--7

%

6

突变均是
hAM9

发生的遗传易感因素#当夫妻双方为
66

"

66

基因型时
hAM9

发生的风险最大+已知
;6R2A)--7

%

6

突变导致的
;6R.

2A

酶活性的降低可由叶酸摄入量的增加而得到改善)在女性

中#额外添加叶酸摄入量已公认对提高生育质量有帮助$降低

神经管缺陷和唐氏综合征等妊娠率%+因此#鉴于男性的

;6R2A

基因是女性
hAM9

发生的独立遗传危险因素#对

;6R2A)--66

和
)--76

突变型的男性患者给予适当的叶酸

补充可能也对提高生育质量和防止女性发生
hAM9

有帮助+
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