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摘 要:目的 探讨亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenetetrahydrofolatereductase,MTHFR)基因遗传变异与缺血性脑卒

中(ischemicstroke,IS)易感性的关系。方法 采用单碱基延伸PCR技术,对各200例IS患者和对照者的MTHFR基因

遗传变异位点rs9651118和rs1801133进行分型,比较rs9651118和rs1801133基因型和等位基因型频率在IS患者和对

照者中的分布差异。结果 在IS患者和对照者中,rs9651118基因型和等位基因型频率分布差异无统计学意义(P>
0.05)。但是,相比rs1801133CC基因型,TT基因型或者TT+CT基因型显著增加IS罹患风险(OR =2.51,95%CI:

1.14~5.55,P=0.023;OR =2.40,95%CI:1.10~5.23,P=0.027)。此外,相比C等位基因型,T等位基因型亦显

著增加IS罹患风险(OR =1.44,95%CI:1.04~2.00,P=0.028)。结论 MTHFR基因遗传变异位点rs1801133可

能与IS易感性相关,该结果可能对IS风险预测具有一定的指导作用。
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  Abstract: Objective Toexploretherelationbetweenthegeneticvariantionofthemethylenetetrahydro-
folatereductase(MTHFR)geneandsusceptibilitytoischemicstroke(IS). Methods PCRwithsinglebase
extensionwasadoptedtodetectthegenotypesofvariantlocirs9651118andrs1801133oftheMTHFRgenea-
mong200ISpatientsand200controls.Thisstudymovedontocomparethedistributiondifferencesofgeno-
typeandallelefrequenciesofrs9651118andrs1801133betweenISpatientsandcontrols. Results Therewas
nosignificantdifferenceinthefrequencydistributionofgenotypesandallelesofthelocirs9651118(P>0.05).
However,comparedwiththers1801133CCgenotype,theTTgenotypeorTT+CTgenotypesignificantlyin-
creasedtheriskofIS(OR =2.51,95%CI:1.14~5.55,P=0.023;OR =2.40,95%CI:1.10~5.23,P =
0.027).Inaddition,comparedwiththeCallele,theTallelealsosignificantlyincreasedtheriskofIS(OR =
1.44,95%CI:1.04~2.00,P=0.028). Conclusion Thegeneticallyvariantlocirs1801133oftheMTHFR
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genemayberelatedtothesusceptibilitytoIS,andtheresultsmayprovidesomeguidanceforthepredictionof
ISrisk.
  Keywords: ischemicstroke;MTHFR;gene;variants

  缺血性脑卒中(ischemicstroke,IS)是世界上常

见的脑血管疾病[1]。根据最近发布的流行病学调查结

果显示,在过去10年里我国IS发病率和患病率一直

呈上升的趋势[2-3],IS已成为威胁广大人民群众健康

的重要疾病,IS病因学研究亦成为医学界一项紧迫而

重要的任务。亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenetet-
rahydrofolatereductase,MTHFR)是人体内同型半胱

氨酸(homocysteine,Hcy)代谢的一个关键酶,它对血

液中Hcy维持在一个正常水平上具有重要作用[4]。
近年来研究发现,MTHFR基因参与了IS的发生,其
遗传变异与IS易感性的关系也成为研究的热点[5-6]。
由于基因遗传变异在不同人群中分布有差别,因此不

同人群疾病易感性亦有差别[7]。截止目前,MTHFR
基因遗传变异位点rs9651118和rs1801133与IS易感

性的相关性少有充分研究。因此,本研究对 MTHFR
基因遗传变异位点rs9651118和rs1801133与IS易感

性的相关性展开研究。

1 对象与方法

1.1 对象 病例组为2018年1月1日—2018年6
月30日到右江民族医学院附属医院神经内科住院的

200例IS患者。每例IS患者均由两名经验丰富的右

江民族医学院附属医院神经内科医生根据临床症状、
磁共振成像、计算机断层扫描和其它神经血管系统检

查诊断。本研究病例组排除复发性IS、出血性脑卒

中、心源性脑血管疾病、肿瘤性、外伤性、感染性及脑血

管畸形等其他原因导致的脑卒中和原因不明性的脑卒

中。病例组男131例,女69例,年龄49~88岁,平均

年龄(61.45± 9.07)岁。对照组为2018年1月1
日—2018年6月30日到右江民族医学院附属医院进

行常规体检的200名健康者。根据体检过程中的临床

实验室及影像学检查结果和对体检者的问询,本研究

对照组排除重大疾病史、脑卒中史、癌症和遗传性、自
身免疫性、神经性或心源性疾病等。对照组男130例,
女70例,年龄46~80岁,平均年龄(60.41±6.70)岁。
本研究已获得右江民族医学院附属医院伦理委员会批

准,所有病例和对照均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 PCR扩增 抽取2mL病例或对照者静脉血,
提取血细胞基因组DNA(Transgen公司)后-80℃
保存。从NationalCenterforBiotechnologyInforma-
tion上下载 MTHFR基因组序列,在PrimerPremier
5软件(PremierBiosoft公司)上设计MTHFR基因遗

传变异位点rs9651118及rs1801133扩增和延伸引

物,再由上海生工公司合成。引物信息如表1所示。

20μL的PCR反应体系:2.0μL的10×PCR反应缓

冲液,2.0μL的0.3mmol/LdNTPs,各1.0μL的10

μmol/L上下游引物,1.0U的 HotStarTaqDNA聚

合酶(Qiagen公司),50ng基因组DNA。PCR反应程

序:94℃15min;94℃30s,60℃30s,72℃20s,
共35个循环;72℃10min。

表1 MTHFR基因遗传变异位点rs9651118及rs1801133扩增和延伸引物

位点 引物 序列

rs9651118 上游引物 5′-GCAGCTGGTTCCACAGAACT-3′
下游引物 5′-TCGTTTCGGAACTTGGCCTT-3′
延伸引物 5′-TTTTTTTTTTCATGATGTCTTAACTCACCTGAGATA-3′

rs1801133 上游引物 5′-CCTCACCTGGATGGGAAAGA-3′
下游引物 5′-TGTGCTGTGCTGTTGGAAGG-3′
延伸引物 5′-TTTTTTTTTTTTTTGAGAAGGTGTCTGCGGGAG-3′

1.2.2 基因分型 使用 MagS磁珠凝胶回收试剂盒

(百奥莱博公司)纯化PCR产物,再进行SNaPshot单

碱基延伸反应(AppliedBiosystems公司)。反应程

序:96℃2min;96℃10s,50℃5s,60℃30s,共25
个循环;4℃forever。延伸产物在毛细管电泳仪(Ap-
pliedBiosystems公司)上样,最后使用 GeneMapper
(AppliedBiosystems公司)解析电泳结果。

1.2.3 统计学方法 使用SPSS17.0软件包进行数

据统计分析。采用 Hardy-Weinberg遗传平衡检测

MTHFR基因遗传变异位点的群体代表性;千人基因

组计划数据从Ensembl数据库(http://asia.ensembl.
org/index.html)获取;使用t检验对比年龄分布差异,
使用χ2 检验对比性别分布差异;使用Logistic回归分

析 MTHFR基因遗传变异位点基因型和等位基因型

分布频率与IS易感性的相关性,使用比值比(Odds
Ratio,OR )及其95%置信区间(ConfidenceInterval,
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CI)表示IS发生的相对风险度,同时使用性别和年龄

校正P 值。检验水准=0.05。

2 结果

2.1 MTHFR 基 因 遗 传 变 异 位 点 rs9651118 及

rs1801133基因型检测结果 本研究中 MTHFR基因

遗传变异位点rs9651118及rs1801133基因型检测结

果显示,MTHFR基因遗传变异位点rs9651118存在3
种基因型,分别为TT、TC和CC,Sanger测序结果如

图1所示。位点rs1801133存在3种基因型,分别为

CC、CT和TT,Sanger测序结果如图2所示。

图1 MTHFR基因SNPrs9651118的Sanger测序结果

图2 MTHFR基因SNPrs1801133的Sanger测序结果

2.2 MTHFR 基 因 遗 传 变 异 位 点 rs9651118 及

rs1801133在不同地区人群中的分布对比 本研究中

IS组和对照组的年龄和性别差异无统计学意义(P>
0.05),同时两组研究对象的 MTHFR基因遗传变异

位点rs9651118及rs1801133基因型分布符合 Hardy-
Weinberg遗传平衡定律,具有良好的群体代表性。不

同地区人群rs9651118及rs1801133基因型和等位基

因型频率的比较结果分别如表2和表3所示。本研究

MTHFR基因遗传变异位点rs9651118TT、TC和CC
3种 基 因 型 在 对 照 组 中 的 频 率 分 别 为 34.00%、
47.00%和19.00%,T、C等位基因型在对照组中的频

率分别为57.50%、42.50%,本研究人群与千人基因

组计划中的越南胡志明及中国华南地区人群的频率分

布差异有统计学意义(P >0.05),但是与中国北京、
尼日利亚埃多、西班牙伊比利亚及斯里兰卡泰米尔地

区人群的频率分布差异有统计学意义(P <0.05)。
本研究 MTHFR基因遗传变异位点rs1801133CC、
CT和 TT3种 基 因 型 在 对 照 组 中 的 频 率 分 别 为

63.00%、32.00%和5.00%,C、T等位基因型在对照

组中的频率分别为79.00%、21.00%,本研究人群与

千人基因组计划中的越南胡志明及中国华南地区人群

的频率分布差异无统计学意义(P>0.05),但是与中

国北京、尼日利亚埃多、西班牙伊比利亚及斯里兰卡泰

米尔地区人群的频率分布差异有统计学意义(P <
0.05)。

表2 不同地区人群rs9651118基因型和等位基因型频率的比较

人群 n
基因型/%

TT TC CC
χ2 P

等位基因型/%

T C
χ2 P

本研究 200 68(34.00)94(47.00)38(19.00) 230(57.50)170(42.50)
越南胡志明 99 33(33.33)45(45.45)21(21.21) 0.207 0.902 111(56.06)87(43.94) 0.112 0.792
中国华南地区 105 31(29.52)50(47.62)24(22.86) 0.935 0.627 112(53.33)98(46.67) 0.971 0.345
中国北京 103 54(52.43)38(36.89)11(10.68) 10.238 0.006 146(70.87)60(29.13) 10.327 0.001
尼日利亚埃多 99 99(100.00)0(0.00) 0(0.00) 116.986 <0.001198(100.00)0(0.00) 117.571 <0.001
西班牙伊比利亚 107 82(76.64)24(22.43) 1(0.93) 54.790 <0.001 188(87.85)26(12.15) 59.094 <0.001
斯里兰卡泰米尔 102 49(48.04)41(40.20)12(11.76) 6.272 0.043 139(68.14)65(31.86) 6.431 0.013

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表3 不同地区人群rs1801133基因型和等位基因型频率的比较

人群 n
基因型/%

TT TC CC
χ2 P

等位基因型/%

T C
χ2 P

本研究 200 126(63.00)64(32.00)10(5.00) 316(79.00)84(21.00)
越南胡志明 99 65(65.66)30(30.30) 4(4.04) 0.264 0.876 160(80.81)38(19.19) 0.267 0.667
中国华南地区 105 54(51.43)42(40.00) 9(8.57) 4.240 0.120 150(71.43)60(28.57) 4.377 0.054
中国北京 103 30(29.13)50(48.54)23(22.33) 38.846 <0.001110(53.40)96(46.60) 46.684 <0.001
尼日利亚埃多 99 83(83.84)16(16.16) 0(0.00) 15.272 <0.001182(91.92)16(8.08) 15.873 <0.001
西班牙伊比利亚 107 30(28.04)59(55.14)18(16.82) 36.767 <0.001119(55.61)95(44.39) 36.936 <0.001
斯里兰卡泰米尔 102 85(83.33)17(16.67) 0(0.00) 15.019 0.001 187(91.67)17(8.33) 15.565 <0.001

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。
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2.3 MTHFR 基 因 遗 传 变 异 位 点 rs9651118 及

rs1801133与IS易感性的相关性 MTHFR基因遗传

变异位点rs9651118及rs1801133与IS易感性的相关

性分析结果如表4所示。MTHFR基因遗传变异位点

rs9651118TT、TC和CC3种基因型在IS组中的频率

分别为34.50%、45.00%和20.50%,在对照组中的频

率分别为34.00%、47.00%和19.00%。在共显性模

式中,相比rs9651118TT基因型,TC和CC基因型对

本研究人群罹患IS风险的影响差异无统计学意义

(OR =0.92,95%CI:0.59~1.44,P =0.726;OR
=1.06,95%CI:0.61~1.85,P =0.828)。在隐性

模式中,相比TT+ TC基因型,CC基因型对IS罹患

风险的影响差异无统计学意义(OR =1.12,95%CI:

0.68~1.84,P=0.653)。在显性模式中,相比TT基

因型,CC+ TC基因型对IS罹患风险的影响差异无统

计学意义(OR =0.97,95%CI:0.64~1.47,P =
0.880)。相比T等位基因型,C等位基因型对IS罹患

风险 的 影 响 亦 差 异 无 统 计 学 意 义 (OR =1.01,

95%CI:0.76~1.33,P=0.960)。MTHFR基因遗

传变异位点rs1801133CC、CT和TT3种基因型在IS
组中的频率分别为56.00%、33.00%和11.00%,在对

照组中的频率分别为63.00%、32.00%和5.00%。在

共显性模式中,相比rs1801133CC基因型,CT基因型

对本研究人群罹患IS风险的影响差异无统计学意义

(OR=1.16,95%CI:0.76~1.78,P=0.493),但是

TT基因型则显著增加IS罹患风险(OR =2.51,

95%CI:1.14~5.55,P =0.023)。在隐性模式中,
相比CC+CT基因型,TT基因型显著增加IS罹患风

险(OR =2.40,95%CI:1.10~5.23,P =0.027)。
在显性模式中,相比CC基因型,TT+CT基因型对IS
罹患风险 的 影 响 差 异 无 统 计 学 意 义(OR =2.18,

95%CI:0.95~4.97,P=0.064)。相比C等位基因

型,T等位基因型亦显著增加IS罹患风险(OR =
1.44,95%CI:1.04~2.00,P=0.028)。

表4 MTHFR基因遗传变异位点rs9651118及rs1801133与IS易感性的相关性

位点 基因型/等位基因
对照组

(n=200)
IS组

(n=200)
OR (95%CI)# P #

rs9651118
 共显性模式 TT 68(34.00) 69(34.50) 1.00

TC 94(47.00) 90(45.00) 0.92(0.59~1.44) 0.726
CC 38(19.00) 41(20.50) 1.06(0.61~1.85) 0.828

 隐性模式 CCvs.TT+TC 1.12(0.68~1.84) 0.653
 显性模式 CC+TCvs.TT 0.97(0.64~1.47) 0.880
 等位基因 T 230(57.50) 228(57.00) 1.00

C 170(42.50) 172(43.00) 1.01(0.76~1.33) 0.960
rs1801133
 共显性模式 CC 126(63.00) 112(56.00) 1.00

CT 64(32.00) 66(33.00) 1.16(0.76~1.78) 0.493
TT 10(5.00) 22(11.00) 2.51(1.14~5.55) 0.023

 隐性模式 TTvs.CC+CT 2.40(1.10~5.23) 0.027
 显性模式 TT+CTvs.CC 2.18(0.95~4.97) 0.064
 等位基因 C 316(79.00) 290(72.50) 1.00

T 84(21.00) 110(27.50) 1.44(1.04~2.00) 0.028

 注:#经性别和年龄校正。

3 讨论

IS是指由于脑部血管堵塞或者狭隘导致脑供血不

足,神经细胞大量死亡进而致死或者致残的疾病,它是

世界上常见的脑血管疾病,在许多国家中是致死致残

的重要因素[1]。在过去10年里,我国IS发病率和患

病率一直呈上升的趋势,其中发病率和患病率分别由

2007年的119/100000和1053/100000上升至2017
年的156/100000和1470/100000,IS已成为威胁广

大人民群众健康的重要疾病,IS病因学研究亦成为医

学界一项紧迫而重要的任务[2-3]。Hcy是人体内甲硫

氨酸代谢的产物,过往研究显示,血液中上升的 Hcy
是LAAIS发生的重要危险因素,在临床调查研究中,

Hcy上升人群罹患 LAAIS的风险显著大于一般人

群[8]。MTHFR是人体内 Hcy代谢的一个关键酶,它
可以将5,10-亚甲基四氢叶酸转换为5-甲基四氢叶酸,
后者和Hcy在甲硫氨酸合成酶和维生素B12的催化作

用下转变为甲硫氨酸,从而使 Hcy保持在一个正常的

水平[4]。近年来研究发现,MTHFR基因参与了IS的
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发生,其遗传变异与IS易感性的关系也成为研究的热

点[5-6]。由于基因遗传变异在不同人群中分布有差别,
因此不同人群疾病易感性亦有差别[7]。截止目前,

MTHFR基因遗传变异位点rs9651118和rs1801133
与IS易感性的相关性少有充分研究。

在本研究中,通过检测各200例的IS患者和对照

者的2个 MTHFR基因遗传变异位点,发现 MTHFR
基因遗传变异位点rs1801133与IS易感性具有相关

性。相比 MTHFR基因遗传变异位点rs1801133CC
基因型,TT基因型或者TT+CT基因型显著增加IS
罹患风险;相比C等位基因型,T等位基因型亦显著增

加IS罹患风险。在最近一项由 MAZDEH M 等[5]开

展的病例对照研究中,通过对来自伊朗的318例IS患

者和400例对照者的rs1801133位点进行检测分析后

发现,rs1801133TT基因型或者TT+ CT基因型相

比CC基因型显著增加伊朗人群罹患IS的风险,T等

位基因型相比C等位基因型亦显著增加伊朗人群罹患

IS的风险。M’BAREKL等[6]通过对来自突尼斯的

161例IS患者和114例对照者的rs1801133位点进行

检测分析后发现了相似的结果。这两项在不同地区人

群中开展的rs1801133与IS罹患风险相关性研究中得

到的研究结果,与本研究的研究结果形成了相互验证。

NationalCenterforBiotechnologyInformation中的

信 息 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)显 示,

rs1801133位 于 MTHFR 基 因 的 蛋 白 编 码 区,当

rs1801133位点从C变成T时,其编码的氨基酸从丙

氨酸变成缬氨酸,过往研究显示,氨基酸的改变可能会

改变蛋白的空间结构,进而影响其功能[9-10]。Hcy是

IS发生的一个重要因素,血液中高浓度的 Hcy可以诱

导血管内皮细胞的凋亡,导致动脉粥样硬化,促进IS
的发生[11-12]。如前所述,Hcy代谢同时也与 MTHFR
酶活性紧密相关[4]。研究表明,MTHFR基因遗传变

异位 点 rs1801133 与 Hcy 血 液 水 平 显 著 相 关。

ZHANGSY等[13]通过分析875例冠心病患者和956
例对照者的rs1801133基因型和等位基因型分布情况

时发现,rs1801133TT基因型个体血液中的Hcy水平

显著高于 CC基因型个体。BAGHERIHAMIDIA
等[14]在一项关于白癜风发病与rs1801133基因型分布

关系的 研 究 中 也 得 到 了 类 似 的 结 果。而 DU X X
等[15]则在分析200例IS患者的rs1801133基因型和

等位基因型分布情况时发现,rs1801133TT基因型IS
患者血液中的Hcy水平亦显著高于CC基因型IS患

者。由此可以初步推测,MTHFR基因遗传变异位点

rs1801133基因型从C到T的改变可能影响了 MTH-
FR蛋白的结构和活性,进而升高了血液中 Hcy表达

水平,最终促进了IS的发生。

在本 研 究 中,MTHFR 基 因 遗 传 变 异 位 点

rs9651118基因型和等位基因型频率在本研究IS患者

和对照者中的分布差异无统计学意义。在一项探讨

rs9651118与婴儿脑瘫易感性相关性的研究中,HOU
RY等[16]调查了105例脑瘫婴儿和114例对照者

rs9651118位点基因型和分布情况,结果显示,CC基

因型相比TT基因型,C等位基因型相比T等位基因

型显著增加婴儿脑瘫发生的概率。LINVC等[17]则

在一项关于 MTHFR基因遗传变异在前列腺癌预后

中作用的研究中发现,rs9651118CC基因型患者相比

TT基因型患者5年生存率显著上升,癌旁组织中

MTHFR表达水平相较癌组织显著下降,而rs9651118
CC基因型患者血液中 MTHFR表达水平相较TT基

因型患者也显著下降,rs9651118CC基因型可能通过

下调 MTHFR表达水平,延长了前列腺患者的生存时

间。在 本 研 究 中,MTHFR 基 因 遗 传 变 异 位 点

rs9651118与本研究人群IS易感性无显著相关性。
综上所述,MTHFR基因遗传变异位点rs9651118

与IS易感性无显著相关性,但是rs1801133与IS易感

性显著相关。相比rs1801133CC基因型,TT基因型

或者TT+CT基因型显著增加IS罹患风险;相比C
等位基因型,T等位基因型亦显著增加IS罹患风险。
由于基因遗传变异在不同人群中分布有差别,因此本

研究的研究结果有待在世界上其它地区人群中开展的

研究结果进一步验证。此外,MTHFR基因遗传变异

位点rs1801133影响IS易感性分子机制目前尚未阐

明,有待后续研究中进一步阐明。
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