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口腔黏膜脱落细胞用于高血压患者 MTHFR
 

C677T基因
突变快速检测的有效性和安全性研究*

余将丽,高必贞,党书毅,王俊峰,魏云杰,周港彦,董 晓△

(湖北医药学院附属医院/十堰市太和医院心血管疾病诊疗中心,湖北十堰
 

442000)

  [摘要] 目的 研究使用荧光探针法床边快速检测口腔黏膜脱落细胞标 本 亚 甲 基 四 氢 叶 酸 还 原 酶

(MTHFR)C677T基因型的准确率和安全性。方法 选取2019年1月至2020年9月间就诊于十堰市太和医

院心血管内科的门诊和住院高血压患者,患者均在实验室检测血浆同型半胱氨酸(Hcy)水平,选取 Hcy≥10
 

μmol/L的高血压患者共482例,患者均采集口腔黏膜细胞及全血标本,分别用口腔黏膜脱落细胞荧光探针法

及全血标本对比试剂检测上述标本 MTHFR
 

C677T基因型,若两者检测结果不一致则使用“金标准”Sanger测

序法检测全血标本对 MTHFR
 

C677T基因型进行最终判定。比较两种检测方法的符合率并观察记录采集标

本过程中发生不良事件的概率,评价荧光探针法检测患者口腔黏膜脱落细胞 MTHFR
 

C677T基因型的准确率

和安全性。结果 482例高血压患者口腔黏膜脱落细胞标本和全血标本成功完成采集,且采样过程中患者未发

生明显不良反应。荧光探针法和对比试剂检测 MTHFR
 

C677T基因总突变发生率为73.23%(353/482),两种

方法检测 MTHFR
 

C677T基因纯合野生型(CC型)符合率为100.00%(95%CI:97.11~100.00),杂合突变型

(CT型)符合率为99.14%(95%CI:96.91~99.76),纯合突变型(TT型)符合率为99.17%(95%CI:95.47~
99.85),MTHFR

 

C677T基因型总符合率为99.38%(95%CI:98.19~99.79),检测结果一致性 Kappa 值为

0.990
 

2。结论 采集口腔黏膜脱落细胞使用荧光探针法检测 MTHFR
 

C677T基因突变操作简便、创伤小,且

快速、安全、准确。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

accuracy
 

and
 

safety
 

of
 

oral
 

mucosal
 

exfoliated
 

cell
 

specimens
 

used
 

in
 

the
 

bedside
 

rapid
 

detection
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

genotype
 

by
 

using
 

the
 

fluorescent
 

probe
 

method.Methods The
 

outpatients
 

and
 

inpatients
 

with
 

hypertension
 

visited
 

and
 

admitted
 

in
 

the
 

department
 

of
 

cardiovascular
 

medicine
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

September
 

2020
 

were
 

selected.The
 

plasma
 

homocysteine
 

(Hcy)
 

level
 

in
 

all
 

patients
 

was
 

detected
 

in
 

the
 

laboratory,a
 

total
 

of
 

482
 

hypertensive
 

patients
 

with
 

Hcy≥10
 

μmol/L
 

were
 

se-
lected,and

 

the
 

oral
 

mucosal
 

cells
 

and
 

whole
 

blood
 

sample
 

were
 

collected
 

in
 

all
 

patients,and
 

the
 

genotypes
 

of
 

the
 

above
 

specimens
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

oral
 

mucosal
 

exfoliative
 

cell
 

fluorescent
 

probe
 

method
 

and
 

whole
 

blood
 

sample
 

contrast
 

reagents.If
 

the
 

two
 

test
 

results
 

were
 

inconsistent,the
 

“gold
 

standard”
 

Sanger
 

sequen-
cing

 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

whole
 

blood
 

sample
 

for
 

the
 

final
 

determination
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

geno-
type.The

 

coincidence
 

rate
 

was
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

detection
 

methods,and
 

the
 

probability
 

of
 

adverse
 

e-
vents

 

during
 

the
 

samples
 

collection
 

was
 

observed
 

and
 

recorded.The
 

accuracy
 

and
 

safety
 

of
 

fluorescence
 

probe
 

method
 

for
 

detecting
 

MTHFR
 

C677T
 

genotype
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

oral
 

mucosa
 

exfoliation
 

was
 

evaluated.Re-
sults The

 

oral
 

mucosal
 

exfoliated
 

cell
 

samples
 

and
 

whole
 

blood
 

samples
 

from
 

482
 

hypertensive
 

patients
 

were
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successfully
 

collected,and
 

no
 

obvious
 

adverse
 

reactions
 

occurred
 

during
 

the
 

sampling
 

process.The
 

incidence
 

rate
 

of
 

total
 

mutation
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

gene
 

detected
 

by
 

the
 

fluorescence
 

probe
 

method
 

and
 

contrast
 

reagent
 

all
 

were
 

73.23%
 

(353/482),the
 

coincidence
 

rate
 

of
 

homozygous
 

wild
 

type
 

(CC
 

type)
 

in
 

MTHFR
 

C677T
 

gene
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

100.00%
 

(95%CI:97.11-100.00),which
 

of
 

heterozygous
 

mutant
 

type
 

(CT
 

type)
 

was
 

99.14%
 

(95%CI:96.91-99.76),which
 

of
 

homozygous
 

mutant
 

type
 

(TT
 

type)
 

was
 

99.17%
(95%CI:95.47-99.85),the

 

total
 

coincident
 

rate
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

genotype
 

was
 

99.38%
 

(95%CI:
98.19-99.79)and

 

the
 

detection
 

results
 

consistency
 

Kappa
 

value
 

was
 

0.990
 

2.Conclusion The
 

detection
 

of
 

MTHFR
 

C677T
 

gene
 

mutation
 

in
 

oral
 

mucosal
 

exfoliated
 

cells
 

by
 

fluorescent
 

probe
 

method
 

is
 

simple
 

with
 

less
 

invasion,moreover
 

which
 

is
 

rapid,safe
 

and
 

accurate.
[Key

 

words] methylenetetrahydrofolate
 

reductase;gene
 

polymorphisms;fluorescent
 

probe
 

rapid
 

detec-
tion;Sanger

 

sequencing
 

method

  亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenetetrahydrofo-
late

 

reductase,MTHFR)的基因位于1号染色体的短

臂末端(1p36.6),是体内叶酸代谢通路中不可缺少的

一种酶[1]。该酶重要的生理作用是在叶酸代谢过程

中将亚甲基四氢叶酸转化为5-甲基四氢叶酸,后者具

有生物活性,可为同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)
代谢过程提供甲基,使其甲基化并转化为甲硫氨酸,
而甲硫氨酸则在特定反应的情况下转变为S-腺苷甲

硫氨酸(S-adenosyl
 

methionine,SAM),SAM 间接为

DNA和蛋白质的甲基化提供甲基,这一转化过程可

使血液中的Hcy保持动态平衡,避免高同型半胱氨酸

血症的发生[2-3]。编码 MTHFR的基因具有多态性,
其中C677T位的碱基突变最常见且最重要,可分为纯

合野生型(CC型)、杂合突变型(CT型)和纯合突变型

(TT型)[4]。MTHFR基因的点突变、片段缺失等都

会引起基因多态性的改变,从而导致机体内多个生化

代谢过程发生紊乱,引发神经缺陷、认知功能障碍、心
脑血管疾病等多种疾病[4-5]。检测高血压患者 MTH-
FR

 

C677T基因突变类型将有助于患者的预后评估和

危险分层,为制订个体化降压方案提供依据。
目前临床使用的 MTHFR

 

C677T基因突变检测

方法较多,本研究采用荧光探针法快速检测口腔黏膜

脱落细胞的 MTHFR
 

C677T基因型,同时采集患者

全血标本使用对比试剂检测 MTHFR
 

C677T基因

型,通过对两种方法的比较,评价前者检测 MTHFR
 

C677T基因的准确性和安全性,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2019年1月至2020年12月本院门诊和住

院部Hcy≥10
 

μmol/L的482例高血压患者参与研

究。纳入标准:(1)明确诊断高血压[6],在未使用降压

药物的情况下,非同一天测量3次血压,收缩压≥140
 

mmHg和/或舒张压≥90
 

mmHg;(2)患者性别、年龄

不限;(3)患者自愿签署知情同意书。排除标准:(1)
患者无法配合采样;(2)既往有输血史及骨髓移植。

本研究经本院伦理委员会批准[审批号:201912第

(01)号]。

1.2 方法

所有入选患者分别采集口腔黏膜脱落细胞和全

血标本用于 MTHFR
 

C677T基因型检测,将标本按

要求保管,3
 

d内完成DNA的提取和检测,血样采集

后7
 

d内完成DNA的提取和检测。

1.2.1 盲法

研究过程采用盲法进行采样和检测,标本采集和

检测由不同研究者进行,负责检测操作的研究者不接

触标本信息,收集的口腔黏膜脱落细胞和全血标本需

要分别进行检测,试验结束后再公布标本信息。

1.2.2 口腔黏膜脱落细胞荧光探针法

采用重庆京因生物科技有限责任公司生产的

MTHFR
 

C677T基因多态性检测试剂盒(荧光探针

法)进行检测,在退火及延伸阶段,根据荧光信号在特

定阈值时循环数(Ct值)判定基因型,若试验中质控品

或空白对照检测结果不符合要求,则该次检测无效,
排查原因后重新检测。检测中不需要DNA提纯等操

作,即可快速获得检测结果。每次操作过程中需要保

证 MTHFR
 

C677T质控品及空白对照的有效性。

1.2.3 全血标本对比试剂检测

采用苏州旷远生物分子技术有限公司生产的人

MTHFR基因多态性检测试剂盒(荧光PCR法)作为

对比试剂进行检测;常规采集4
 

mL血液,EDTA抗

凝,7
 

d内提取DNA标本,使用对比试剂按操作说明

在ABI7500实时荧光定量PCR仪(美国ABI公司)中
进行基因型检测。

1.2.4 Sanger测序法

当口腔黏膜脱落细胞荧光探针法检测结果与全

血标本对比试剂检测结果不一致时,则将血液标本采

用Sanger测序法进行复核。Sanger测序法可作为基

因序列检测的“金标准”。

1.2.5 不良反应记录

记录采集口腔黏膜脱落细胞及血液标本过程中
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患者可能发生的不良反应,包括以下表现:口腔黏膜

刮拭部位疼痛、黏膜破损、局部渗血,采血部位出血不

止、局部肿胀、局部血栓形成等。

1.2.6 MTHFR
 

C677T基因突变结果判定方法

(1)口腔黏膜细胞荧光探针法:①若红通道 Ct
值<38,绿 通 道 Ct值≥38或 未 出 现 Ct值,判 断

MTHFR
 

C677T基因型结果为TT型;②若红通道Ct
值<38,绿通道Ct值<38,判断 MTHFR

 

C677T基

因型为CT型;③若红通道Ct值≥38或未出现Ct
值,绿通道Ct值<38,判断 MTHFR

 

C677T基因型

为CC型;④若红通道和绿通道Ct值同时≥38或未

出现Ct值,表示标本量不足或被污染,无法判定基因

型。(2)全血标本对比试剂:根据荧光定量PCR仪上

的Ct值判断 MTHFR基因C677T位点核苷酸类型。
(3)Sanger测序法:通过序列信息得出相应位点的序

列排序并进行基因型判读。

1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行统计分析,计数资料以

例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。分别计算两种检测方法

的符合率和95%CI,符合率越接近100%,两种方法

的检测结果符合程度越高,若符合率>0.9,则95%
CI采用 Wilson

 

score
 

method进行校正计算。计算

两种检测方法的Kappa 值,Kappa<0.40表示两种

检 测 方 法 的 检 测 结 果 一 致 性 差;当 Kappa 在

0.40~<0.8时,表示两种检测方法的检测结果基本

一致;当Kappa≥0.8时,表示两种检测方法的检测

结果高度一致,即可认为一致性成立。

2 结  果

2.1 受试者一般资料情况

482例患者中,男202例(41.91%),女280例

(58.09%),平均年龄为(56.67±9.37)岁,
 

428例为

(88.80%)门诊患者,54例为(11.20%)住院患者。

2.2 两种方法检测 MTHFR
 

C677T基因突变检测

结果比较

采用 荧 光 探 针 法 检 测 口 腔 黏 膜 脱 落 细 胞 的

MTHFR
 

C677T基因总突变发生率为73.23%(353/

482),全血标本对比试剂检测的总突变发 生 率 为

73.23%(353/482),差异无统计学意义(P>0.05),见
表1。

表1  两种方法检测 MTHFR
 

C677T基因突变检测

   结果比较(n)

项目 n
基因型

CC型 CT型 TT型

口腔黏膜脱落细胞 482 129 231 122

全血标本 482 129 232 121

2.3 两种方法检测结果的符合率分析

两种方法检测 MTHFR
 

C677T基因CC型符合

率为100.00%,CT型符合率为99.14%,TT型符合

率为99.17%,总符合率为99.38%,见表2。
表2  两种方法检测结果的符合率分析(n=482)

基因型 符合率(%) 95%CI

CC型 100.00 97.11~100.00

CT型 99.14 96.91~99.76

TT型 99.17 95.47~99.85

合计 99.38 98.19~99.79

2.4 两种方法检测结果的一致性分析结果

口腔黏膜脱落细胞荧光探针法与全血标本对比

试剂一致性评价结果显示,MTHFR
 

C677T基因型总

Kappa 值为0.990
 

2,估计值的标准误为0.005
 

7,

95%CI:0.979
 

1~1.000
 

0,提示荧光探针法与对比试

剂检测结果高度一致。荧光探针法中有3例检测基

因型与对比试剂结果不相符,后行Sanger测序法再

次确认结果,2例荧光探针法结果与Sanger测序法复

核结论一致,1例对比试剂与Sanger测序法复核结论

一致。

2.5 两种方法不良反应发生率

两种方法在取样过程中均未发生不良反应。
3 讨  论

  MTHFR及其代谢途径在细胞DNA合成等方面

发挥着不可替代的作用,一旦 MTHFR基因发生突

变,会引起酶的结构改变,从而降低酶的活性和耐热

性,导致细胞DNA结构和相应代谢过程发生异常,引
发心、脑、肾系统疾病[7-9]。研究证明,高同型半胱氨

酸血症也会导致左心室肥厚、认知功能障碍和痴呆

等[9-11],高水平 Hcy可引起血小板活化、内皮细胞功

能障碍、氧化应激反应和慢性炎症[12-13]。目前,已有

15种 MTHFR的基因突变类型被发现,临床普遍认

为 C677T 位 点 突 变 最 易 引 发 疾 病[4,14]。MTHFR
 

C677T位 点 突 变 的 流 行 病 学 研 究 显 示,MTHFR
 

C677T多态性的频率在不同的地理位置和种族间存

在明显差异[15-16]。研究显示,中国 MTHFR
 

677T基

因和 MTHFR
 

677TT基因频率沿着南-中-北的方向

逐渐增加[15]。国外人群研究显示,MTHFR
 

677T基

因和TT型突变频率在不同的人群中存在异质性[17]。
本研究人群中,MTHFR

 

677T基因突变发生率高于

全国平均水平,提示本地区人群患H型高血压的临床

风险更高,可能与摄入叶酸量相关[18]。目前,研究认

为高血压与 MTHFR
 

C677T基因存在相关性,部分

研究结果显示H型高血压与血管内皮功能障碍、平滑

肌肥大、氧自由基形成等病理变化有关[19],也可能是

通过刺激血管平滑肌细胞增殖诱导、增加胆固醇氧化
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的作用引起动脉粥样硬化,从而导致血压升高[20-21]。

FU等[22]研究表明,Hcy增加5
 

μmol/L,高血压发生

风险提高1.32倍。TRAN等[23]研究表明,Hcy处于

高水平患者比例随人群血压水平升高而逐渐增高,血
浆Hcy水平每升高5

 

μmol/L,收缩压升高约10
 

mm-
Hg[23]。MTHFR

 

C677T基因多态性与心脑血管疾

病之间的关系尚未完全阐明,需要大量临床和基础研

究进行验证[24-25];前瞻性研究结果显示,部分其他药

物能够降低Hcy水平[26]。
目前已有多种检测基因多态性的方法。其中,

Sanger测序法是基因检测的“金标准”,但其灵敏度较

低,操作步骤复杂,且收集标本时易发生标本污染,因
此难以在临床上开展快速检测。荧光探针法虽不能

检测出所有基因的突变类型,但针对已知的基因突

变,只需通过已知的突变类型设定引物、探针即可进

行检测。荧光探针法灵敏度高,不需要操作PCR产

物,但目前常规的荧光探针法检测需采集全血标本,
过程较为复杂,难以适应床边快速检测需求,若采用

口腔黏膜脱落细胞标本进行检测,则可以大大简化检

测过程。由于国内采用口腔黏膜脱落细胞标本检测

MTHFR
 

C677T基因突变的研究较少,故作者采用不

同方法检测患者 MTHFR
 

C677T基因型。
本研究结果显示纳入的482例患者中,两种检测

方法检出的 MTHFR
 

C677T总突变发生率、不同基

因型符合率无明显差异,Kappa 值显示两种检测方

法准确率高度一致,提示荧光探针法可准确地检测口

腔黏膜脱落细胞标本的 MTHFR
 

C677T基因突变类

型,可作为一种快速的床边检测手段。在安全性方

面,两种方法采样中未发生明显的不良反应。相比静

脉采血检测,荧光探针法更易被患者接纳,不需专业

护理人员采集标本,简化了操作流程的同时可提高患

者的配合度。
综上所述,口腔黏膜脱落细胞荧光探针法检测

MTHFR
 

C677T基因突变操作简便、创伤小,能为高

血压患者 MTHFR
 

C677T基因型的临床诊断提供一

种快速、安全、准确的方法,并帮助医生对高血压患者

进行早期诊断和预后评估,改善患者临床预后。
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