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摘要：目的　研究探讨怀有先天性心脏病胎儿的孕妇叶酸代谢通路基因的多态性，及其与先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉ
ｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）易感性之间的关系。方法　按照纳入标准收集产前诊断 Ｂ超彩色多普勒心动图诊断先天
性心脏病３２０例，抽取外周静脉血，采用ＰＣＲＲＥＬＰ方法检测ＭＴＨＦＲ６７７位点和ＭＴＨＦＲ１２９８位点的基因多态性。
结果　①基因位点多态性：对照组和病例组的Ｃ和Ｔ等位基因、Ａ和Ｃ等位基因，２组差异均有统计学意义（χ２＝
１６．５８９，Ｐ＜０．００１；χ２＝５．０７８，Ｐ＝０．０２０）。②基因型多态性：对照组和病例组的 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型，２组差异有
统计学意义（χ２＝１５．２８２，Ｐ＜０．００１），对照组和病例组的ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型２组差异无统计学意义（χ２＝５．０９２，
Ｐ＝０．０８０）。③分层研究中：在法洛四联症小组，病例组的ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型及ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型同对照组差异
均存在统计学意义（χ２＝７．７９４，Ｐ＝０．０２０；χ２＝８．９９８，Ｐ＝０．０１０）；在室间隔缺损小组，病例组的ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因
型同对照组差异存在统计学意义（χ２＝１０．４０７，Ｐ＜０．００１），而 ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型同对照组差异无统计学意义
（χ２＝０．６６７，Ｐ＝０．７２０）。结论　母亲 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性与子代先心病发生相关，且分层研究中提示母亲
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性与子代法洛四联症、ＶＳＤ发生相关。另研究结果示病例组和对照组 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因
型虽然无明显差异，但等位基因Ａ／Ｃ差异有统计学意义，提示等位基因Ａ／Ｃ为子代发生ＣＨＤ的一个危险因素。
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　　先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）是指
在怀孕前６周由于各种原因所导致心脏未能完全发
育，从而对心功能产生实际或潜在影响的一组先天畸

形，是排名第一的出生缺陷，全世界每１０００名新生儿

基金项目：浙江省温州市科技局研究项目（Ｙ２０１７０５７５）；浙江省
医药卫生科技计划项目（２０１４ＫＹＢ１４４）
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中会有１９～７５例 ＣＨＤ发生［１］。我国每年有１２万 ～
２０万的先天性心脏病患儿出生，是新生儿及儿童期的
主要死亡原因之一。科学家们经过多年临床研究和流

行病学调查，得出了叶酸缺乏倾向与ＣＨＤ的发生成正
相关的结果［２］。而叶酸代谢通路基因中最重要的基因

是５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶。本研究将探讨怀有
ＣＨＤ胎儿的孕妇叶酸代谢通路基因的多态性，及其与
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ＣＨＤ易感性之间的关系。

１　资料与方法
１．１　临床资料　收集２０１３年６月—２０１７年６月在温
州市中心医院就诊，年龄在１８～４２岁，平均（２６．７０±
７．０８）岁，孕周１８～２８周，经由２名高年资经过专业培
训的产前诊断Ｂ超医师出具彩色多普勒心动图诊断先
天性心脏病孕妇病例３２０例（包括法洛四联症５８例、
室间隔缺损６４例、大动脉转位２４例、右室双流出道１０
例、永存主动脉干５例、右心发育不良１４例、左心发育
不良２２例、二尖瓣狭窄８例、主动脉瓣狭窄３０例、单
心室８例、心内膜垫缺失２０例、其他５７例）。排除标
准：胎儿合并其他部位畸形，孕妇有先心家族史，胎儿

为染色体异常者，孕妇孕早期接触放射线，孕妇有糖尿

病病史且血糖控制不良者。对照组按１∶１配对随机选
取在同一时间在同一医院分娩，随访６个月健康，无遗
传和出生缺陷疾病、患其他与出生缺陷无关疾病婴儿

的孕妇３２０例，平均年龄（２６．４０±６．２０）岁。所有纳入
研究者抽取外周静脉血５ｍｌ。研究经院伦理委员会批
准，所有患者均签署知情同意书。

１．２　检测方法
１．２．１　外周血标本的处理　采集外周血于 ＥＤＴＡ抗
凝管中，４℃１６００×ｇ高速离心机１０ｍｉｎ，小心吸取上
层血浆置于无菌 ＥＰ管，再次离心１０ｍｉｎ，吸取上层血
浆置于无菌ＥＰ管。
１．２．２　血浆总 ＤＮＡ的提取　血浆总游离 ＤＮＡ的提
取（参考ＨｉｐｕｒｅＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔ）。
１．２．３　ＰＣＲ的扩增　应用聚合酶链反应限制性片段
长度多态性（ＰＣＲＲＥＬＰ）分析，Ｃ６７７Ｔ扩增引物上游：
５’ＴＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＣＴＧＣＧＧＣＡ３’，扩增引物下
游：５’ＡＧＧＡＣＧＧＴＧＣＧＧＴＧＡＧＡＧＴＧ３’， ＭＴＨＦＲ
Ａ１２９８Ｃ扩增引 物 上 游：５’ＧＧＴＣＣＣＣＡＣＴＴＣＣＡＧ
ＣＡＴＣ３’。扩增体系为５０μｌ：基因组 ＤＮＡ２μｌ，１０×
ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ３μｌ，引物１．５μｌ，Ｔａｑ酶０．５μｌ。
１．２．４　基因组测序　取 ２０μｌ扩增产物放置 Ｐｙｒｏ
ＭａｒｋＱ２４测序仪。
１．３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析数
据，计数资料采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结　果
２．１　基因位点多态性　对照组的 Ｃ和 Ｔ等位基因分
别占６３．２８％和３６．７２％，先心组的Ｃ和Ｔ等位基因分
别占 ５２．０３％和 ４７．９７％，２组差异有统计学意义
（χ２＝１６．５８９，Ｐ＜０．００１），见表１；对照组的 Ａ和 Ｃ等
位基因分别占７５．３１％和２４．６９％，先心组的Ａ和Ｃ等
位基因分别占６９．６９％和３０．３１％，２组差异有统计学
意义（χ２＝５．０７８，Ｐ＝０．０２０），见表２。

２．２　基因型多态性　对照组的 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分
别占４１．５６％、４３．４４％、１５．００％，先心组的 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ
基因型分别占２９．６９％、４４．６９％、２５．６２％，２组差异有
统计学意义（χ２＝１５．２８２，Ｐ＜０．００１）。对照组的 ＡＡ、
ＡＣ、ＣＣ基因型分别占５６．８７％、３６．８７％、６．２６％，先心
组的 ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型分别占 ４８．４４％、４２．５０％、
９．０６％，２组差异无统计学意义（χ２ ＝５．０９２，Ｐ＝
０．０８０），见表３～４。
２．３　分层研究　法洛四联症小组 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型
分别占２５．８６％、４６．５５％、２７．５９％，ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因
型分别占３６．２１％、５１．７２％、１２．０７％，同对照组均存
在统计学意义（χ２＝７．７９４，Ｐ＝０．０２０；χ２＝８．９９８，Ｐ＝
０．０１０）；室间隔缺损小组 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分别占
２５．００％、４５．３１％、２９．６９％，同对照组均存在统计学意
义（χ２＝１０．４０７，Ｐ＜０．００１），而 ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型分
别占５１．５６％、４２．１９％、６．２５％，同对照组无统计学意
义（χ２＝０．６６７，Ｐ＝０．７２０），见表３～４。

表１　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因两等位基因位点多态性比较

组别
Ｃ

基因数 频率 （％）
Ｔ

基因数 频率（％） χ２值 Ｐ值

病例组

对照组

３３３

４０５

５２．０３

６３．２８

３０７

２３５

４７．９７

３６．７２
１６．５８９ ＜０．００１

表２　ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因两等位基因位点多态性比较

组别
Ａ

基因数 频率（％）
Ｃ

基因数 频率（％） χ２值 Ｐ值

病例组

对照组

４４６

４８２

６９．６９

７５．３１

１９４

１５８

３０．３１

２４．６９
５．０７８ ０．０２０

表３　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态与ＣＨＤ的关系（例）

组别 例数
基因型

ＣＣ ＣＴ ＴＴ χ２值 Ｐ值

法洛四联症 ５８ １５ ２７ １６ ７．７９４ ０．０２０
室间隔缺损 ６４ １６ ２９ １９ １０．４０７ ＜０．００１
总病例数 ３２０ ９５ １４３ ８２ １５．２８２ ＜０．００１
对照组 ３２０ １３３ １３９ ４８

表４　ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因多态与ＣＨＤ的关系（例）

组别 例数
基因型

ＡＡ ＡＣ ＣＣ χ２值 Ｐ值

法洛四联症 ５８ ２１ ３０ ７ ８．９９８ ０．０１０
室间隔缺损 ６４ ３３ ２７ ４ ０．６６７ ０．７２０
总病例数 ３２０ １５５ １３６ ２９ ５．０９２ ０．０８０
对照组 ３２０ １８２ １１８ ２０

３　讨　论
３．１　ＭＴＨＦＲ基因的多态性及应用　研究发现人体
ＭＴＨＦＲ基因存在２９种突变，其中最常见的 Ｃ６７７Ｔ和
Ａ１２９８Ｃ突变，等位基因的突变频率具有种族差异。欧
洲人Ｔ等位基因频率在２２％ ～４４％之间，且６７７ＴＴ纯
合子频率达１８％［３］。一项对非洲撒哈拉地区２３４例
黑人的研究发现，Ｔ等位基因频率为７％且未发现有纯
合子突变［４］。在亚洲阿拉伯国家，Ｃ等位基因频率为
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３４．８％。在中国Ｃ等位基因频率为２３．７％［５］。ＭＴＨ
ＦＲ基因 Ｃ６７７Ｔ突变位点位于 ＭＴＨＦＲ基因第４外显
子的叶酸结合部位，即胸腺嘧啶（Ｔ）置换了胞嘧啶
（Ｃ），使得编码的缬氨酸替代了丙氨酸。此位点可用
多聚酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测并
被Ｉ限制酶特异性地识别。６７７Ｃ→Ｔ突变可使 ＭＴＨ
ＦＲ活性下降，并产生不耐热性。６７７Ｔ纯合子和杂合
子变异可使酶的活性分别降低３０％ ～４０％和６０％ ～
７０％。ＷａｎｇＱ等［６］发现Ｔ／Ｔ基因型的个体如果同时
伴有低叶酸水平，可以导致高同型半胱氨酸血症，其发

生可能与同型半胱氨酸代谢的甲基化或转硫作用的异

常相关。ＭＴＨＦＲ基因 Ａ１２９８Ｃ突变位点位于 ＭＴＨＦＲ
基因调节区域外显子７位点上，即胞嘧啶（Ｃ）替换了
腺嘌呤（Ａ），使得编码的丙氨酸替换了谷氨酸。该位
点可用ＰＣＲ检测并被 ＭｂｏⅡ限制性酶特异性识别。
Ａ１２９８Ｃ等位基因的功能与 Ｃ６７７Ｔ突变相比，在体内
影响酶的功能处于相对次要的地位，并可能和 Ｃ６７７Ｔ
联合下起作用。纯合突变使酶的活性降低 ３０％ ～
４０％，但不能使ＭＴＨＦＲ产生酶的热不稳定性，是否导
致高同型半胱氨酸血症各文献报道不一，Ａ１２９８Ｃ突变
纯合子编码的酶活性只有野生型活性的６０％。陈雪
等［７］研究发现，ＭＴＨＦＲ基因 Ａ１２９８Ｃ位点的多态性对
Ｈｃｙ含量影响不大。
３．２　母源性ＭＴＨＦＲ基因多态性与 ＣＨＤ的关系　孕
妇的基因及其所经受的环境因素可以影响胎儿的生长

发育。其可能的机制：神经管和早期胚胎心脏都来自

神经嵴细胞，而母体 ＭＴＨＦＲ基因缺陷可以导致５甲
基四氢叶酸合成减少，同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）甲基化受
阻，造成高同型半胱氨酸血症。当血液中 Ｈｃｙ浓度升
高，可以造成人体血管堵塞、血管内皮损伤，甚至血压

增高。对于器官形成期的心脏也有明显致畸作用，实

验显示存在剂量反应关系［８］。另外，Ｈｃｙ可产生三磷
酸肌醇，心脏神经嵴细胞内钙离子浓度增加，并干扰细

胞内钙离子介导的信号传导通路，从而发挥致畸效

应［９］。Ｈｃｙ能降低心肌细胞活力，诱发细胞膜膜磷脂
双态稳定的逆转，从而引起心肌细胞凋亡。

ＬｉＣＸ等［１０１１］通过Ｍｅｔａ分析，亚洲儿童患先天性
心脏病和母体人群的 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性遗传
显著性关联。ＰａｔｉｌＡＳ等［１２］研究发现 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ
变异会增加子代圆锥动脉干畸形的发生率，并且在分

层研究中发现会增加法洛四联症和大动脉转位的风

险。ＣｈｅｎＫＢ等［１３］研究提示ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性与
ＶＳＤ、ＡＳＤ、法洛四联症、右心室双出口及 ＰＤＡ患儿存
在相关性。ＯｌｓｈａｋｅｒＨ等［１４］在 ２０１３年报道 ２位
Ｃ６７７Ｔ和Ａ１２９８Ｃ点的突变等位基因携带型其发生先
心病的几率是对照组的２倍。ＢｅｙｚａＤ等［２］研究７９例

先天性心脏病和 ９９例圆锥动脉干畸形心脏病，认为
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ和 Ａ１２９８Ｃ点的突变均可增加其发病
率增加。ＣｈａｕｄｈｕｒｉＭ等［１５］研究发现 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ
变异是一种保护因素，与ＣＨＤ的发病风险降低可能相
关。ＳａｆａｒｉＡｒａｂａｂａｄｉＡ等［１６１７］对国内外 ２４篇文献
Ｍｅｔａ分析得出 ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因多态性可能不是
先天性心脏病的致病因素。蒋幼芳等［１７］研究报道母

亲ＭＴＨＦＲ６７７Ｃ／Ｔ多态性与子代先心病发生未见关
联。本研究结果示病例组和对照组与 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ
在基因型和等位基因上均存在显著差异，与 ＬｉＣＸ
等［１０，１４］大多数的 Ｍｅｔａ分析结果相符合，显示母亲
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性与子代先心病发生相关，且分层
研究中提示母亲 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性与子代法洛四
联症、ＶＳＤ发生相关。另研究结果示病例组和对照组
ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ基因型虽然无明显差异，但等位基因
Ａ／Ｃ还是存在差异显著性的，提示等位基因 Ａ／Ｃ为子
代发生ＣＨＤ的一个危险因素，此结论同 Ｇｏｌｄｍｕｎｔｚ等
不符合，这可能和该基因的地区差异性有关。分层研

究中的大动脉转位、右室双流出道、永存主动脉干、左／
右心室发育不良、二尖瓣重度狭窄、主动脉瓣重度狭

窄、单心室、心内膜垫缺失等分层研究因病例数尚不

足，无法作出统计学研究，有待进一步收集病例再行可

行性研究。

综上所述，５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶多态性与
子代先心病发生相关。且该基因检测方便、快捷，有较

高的临床应用价值，以期指导更加合理的叶酸的个体

化补充，以减少先天性心脏病患儿的产生及出生。与

先天性心脏病相关的基因还有亚甲基四氢叶酸脱氢酶

Ｇ１９５８Ａ基因多态性，同型半胱氨酸，ＣＢＳ基因，Ａｋｔ基
因多态性，ＨｏｘＣ５基因多态性，ＴＢＸ１基因多态性，蛋氨
酸合酶（ＭＳ）等。但上述基因目前仍处于实验研究阶
段。本文下一步研究将同孕妇孕期生活事件，如发热、

感染等因素做关联分析。
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心交感、胃、脾、内分泌，进行耳穴压豆疗法，本病所选

神门穴为镇静安神止痛之第一要穴，临床用于失眠，各

种痛症的治疗，并选用子宫、皮质下等与子宫密切相关

的穴位进行刺激，可有效提高患者的抗疼痛能力［１６］。

同时，于术前１０ｍｉｎ开始给予耳穴电针治疗，直至取
卵结束，可有效防止手术过程中疼痛的发生，结果显

示，治疗组苏醒时间、丙泊酚用量及术后疼痛评分均显

著优于对照组，而２组实验室获卵率、受精率、卵裂率、
临床妊娠率及流产率差异均无统计学意义。提示耳穴

疗法辅助进行麻醉或镇痛，可有效减少麻醉药物用量，

缩短术后苏醒时间，减轻术后疼痛程度，且不良反应较

少，对患者的卵泡质量影响较小，临床安全性较高。

临床研究发现，在 ＩＶＦＥＴ经阴道穿刺取卵手术
中，机体处于应激状态，ＩＬ６、ＩＬ８及 ＴＮＦα等炎性因
子表达可反应性的增高。其中 ＩＬ６、ＩＬ８均属于炎性
反应介质的关键成分，其可对 Ｂ淋巴细胞进行诱导进
而产生抗体，并加重免疫损伤程度；ＴＮＦα属于炎性反
应的启动者，可对ＩＬ６、ＩＬ８及前列腺素等炎性介质进
行激活［１２］。上述炎性因子均可有效反映组织损伤的

程度，取卵手术作为一种有创性操作，可使机体的炎性

因子反应增高，加重组织应激损伤，不利于获得高质量

的卵子。本研究结果显示，２组 ＩＬ６、ＩＬ８及 ＴＮＦα水
平均明显高于治疗前，但治疗组治疗后明显低于对照

组。提示耳穴疗法有效降低了机体炎性因子的升高，

减轻了因取卵术对机体的应激损伤，更有利于患者获

得更高质量的卵子。
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