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摘要：目的 探究985例云南地区人群亚甲基四氢叶酸还原酶（MTHFR）C677T基因多态性与同型半胱氨酸（Hcy）水平的相关

性。方法 选取2018年1月至2019年3月就诊于云南省第三人民医院并进行MTHFR C677T基因检测的985例汉族人群（包

括住院病人559例、体检人群426例）作为研究对象，将所有研究对象按照基因型分为CC、CT、TT三组。采用PCR⁃芯片杂交法

检测MTHFR C677T基因型。结果 男性CC、CT、TT基因型分布频率与女性比较差异无统计学意义（P＞0.05）。三种基因型

在不同年龄组中分布差异无统计学意义（P＞0.05）。985例研究对象Hcy检出最高浓度为 86.40 mmol/L，最低浓度为 5.00
mmol/L，均为 CT基因型。三种基因型Hcy浓度为 13.50（5.55，21.45）mmol/L，其中 CC基因型Hcy水平为 12.30（6.73，17.87）
mmol/L，CT基因型Hcy水平为 12.68（7.20，18.16）mmol/L，TT基因型Hcy水平为 19.04（4.11，42.19）mmol/L，TT基因型Hcy水平

高于CC和CT，差异有统计学意义（P＜0.001），CC和CT基因型的Hcy水平差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 985例云南地

区人群MTHFR C677T基因多态性与Hcy水平具有相关性，TT基因型可能为高Hcy血症的危险因素。
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Abstract：Objective To explore the relationship between MTHFR C677T gene polymorphism and homocysteine（Hcy） level of
985 people from Yunnan Province.Methods Nine hundred and eighty⁃five Han patients（including 559 hospitalized patients and
426 physical examination patients）who were treated in the Yunnan Third People’s Hospital from January 2018 to March 2019 and
tested for the MTHFR C677T gene were selected for the study subjects.All subjects were assigned into CC，CT and TT groups ac⁃
cording to genotype.Chain reaction（PCR）⁃chip hybridization was used to detect the MTHFR C677T genotype.Results There was
no significant difference in the frequency of genotype CC，CT and TT between men and women（P＞0.05）.There was no significant
difference in the distribution of three genotypes in different age groups（P＞0.05）.The highest concentration of Hcy detected in
985 subjects was 86.40 μmol/L and the lowest concentration was 5.00 μmol/L，and both were CT genotypes.The mean Hcy level of
three genotypes was 13.50（5.55，21.45）mmol/L.Hcy level of CC genotype was 12.30（6.73，17.87）μmol/L，CT genotype Hcy lev⁃
el was 12.68（7.20，18.16）μmol/L，TT genotype Hcy level was 19.04（4.11，42.19）μmol/L.The Hcy level of TT genotype was
higher than CC and CT，and the difference was statistically significant（P＜0.001）.There was no significant difference in Hcy lev⁃
els between CC and CT genotypes（P＞0.05）.Conclusion The polymorphism of MTHFR C677T gene is correlated with Hcy lev⁃
els in 985 cases from Yunnan Province，and TT genotype may be a risk factor for hyperhomocysteinemia.
Key words：Methylenetetrahydrofolate reductase（NADPH2）； Polymorphism，single nucleotide； Microchip analytical proce⁃
dures； Homocysteine

同型半胱氨酸（Hcy）水平升高是多种疾病发生

的独立危险因素。有研究表明，Hcy水平每升高 5
mmol/L，缺血性心脏病的发生风险增加32%，Hcy水
平每降低 3 mmol/L，缺血性心脏病的发生风险降低

16%［1］；Hcy≥16 mmol/L的脑卒中病人，其病死率和

复发率是Hcy正常病人的1.47倍和1.31倍［2］。亚甲

基四氢叶酸还原酶（MTHFR）是Hcy代谢途径中的

关键酶，它能够催化5，10⁃亚甲基四氢叶酸还原为5⁃
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甲基四氢叶酸，为Hcy再甲基化为甲硫氨酸提供甲

基，并维持体内正常的Hcy水平。当MTHFR基因发

生突变，可使体内MTHFR酶活性下降，Hcy发生再

甲基化途径受阻，造成Hcy在体内蓄积，进而引发高

Hcy血症［3］。MTHFR C677T是目前发现MTHFR最

常见的突变位点［4］，存在CC、CT、TT三种基因型，有

研究表明，TT 基因型可增加高 Hcy 血症的发病风

险［5］。MTHFR C677T基因在不同国家、地区、民族

的分布具有明显差异：欧洲人群的T等位基因分布

较多（24.5%~43.8%），亚洲居中（2.5%~36%），非洲

最低（4.9%~9.1%）［6］。因此，通过研究不同地域人

群MTHFR C677T基因多态性以及与Hcy水平的相

关性，将有助于该地区人群在疾病发生前后采取有

效的预防和治疗措施。目前国内外关于 MTHFR
C677T基因多态性的地域分布以及与Hcy相关性的

报道很多，但云南地区还未见有大数据的相关研

究。本研究通过探讨 985例云南地区人群MTHFR
C677T基因分布特征及其与Hcy水平的相关性，旨

在为本地区人群预防和治疗MTHFR C677T基因突

变引起的高Hcy血症及其相关疾病提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2019年3月就诊

于云南省第三人民医院并进行MTHFR C677T基因检

测的985例汉族人群（包括住院病人559例、体检人群

426例）作为研究对象，病人或其近亲属知情同意，本

研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

入选标准：在该院进行MTHFR C677T基因检测

并在云南省长期居住的汉族人群，研究个体间无血

缘关系。排除标准：检测Hcy水平前 2周曾服用或

目前正在服用叶酸、B族维生素类或复合维生素药

物的病人；合并肿瘤、肝、肾功能不全者；甲状腺功

能异常者。

1.2 方法

1.2.1 分组 将所有研究对象按照基因型分为CC、
CT、TT三组进行分析，并按照年龄分为青年组（＜45
岁）、中年组（45~60岁）与老年组（＞60岁）；由于高

Hcy血症的诊断目前还没有统一标准，因此本研究

按照 Hcy 水平分为正常组（5~10 mmol/L），临界组

（＞10~15 mmol/L），高Hcy组（＞15 mmol/L）。
1.2.2 数据收集 本研究收集数据包括：①人口学

数据：姓名、性别、年龄、体质量、民族、职业等；

②既往病历资料：包括家族史，既往病史及现病史，

用药情况（是否服用过叶酸、B族维生素类药物）；

③相关实验室检查：Hcy检测结果。去除个人标识

信息。

1.2.3 MTHFR C677T基因多态性检测

1.2.3.1 样本采集 要求受检者清晨空腹状态下

（采血前一天晚餐后至第 2天早上采血前禁食 8~14
h），取坐位，采集肘静脉血，约 3~5 mL，加至 EDTA
抗凝管中，并充分混匀，避免凝血或溶血，立即放置

于－20 ℃冰箱保存，用于测定MTHFR C677T基因

多态性。

1.2.3.2 全血 DNA 提取 实验前准备：打开金属

浴，设置为 56 ℃；从 2~8 ℃冰箱中取出核酸提取试

剂盒，向缓冲液BW1中加入5 mL无水乙醇、向缓冲

液 BW2 中加入 7 mL 无水乙醇，并做标记。随后

进行①活化吸附柱、②裂解细胞、③洗涤。

洗脱获得DNA：取 1.5 mL离心管，将吸附柱插

入其中，弃去装废液的收集管，向吸附柱膜中间位

置悬空滴加 60 mL洗脱液BE，盖紧盖子，室温放置

5 min，12 000 r/min离心 2 min（DNA样本－20 ℃保

存1个月，期间反复冻融不超过3次）。

1.2.3.3 PCR⁃芯片杂交法检测MTHFR C677T基因

型 PCR扩增：－20 ℃冰箱中取出试剂（扩增液，反

应液A）放置室温，低速离心；将新开启的扩增液进

行冰上分装（扩增液忌反复冻融）：取12个0.2 mL的

PCR管，每管分装22 mL，留用实验所需数量的扩增

液，其余放入－20 ℃冰箱保存（用于之后实验按需

取出相应数量分装好的扩增液）；在 PCR管盖上进

行样本编号；在各扩增管中依次加入 1 mL反应液

A，2 mL提取好的DNA样品溶液，混匀；将各扩增管

放入PCR仪中，按下列条件进行扩增：50 ℃ 5 min；
94 ℃ 5 min；94 ℃ 25 s，56 ℃ 25 s，72 ℃ 25 s，35个循

环；72 ℃ 5 min；取出扩增产物，2~8 ℃保存。

芯片杂交显色：-20 ℃冰箱中取出反应液B，室
温解冻后，低速离心，取 10 mL加入杂交缓冲液中，

做好标记，在手中转动混匀；-20 ℃冰箱中取出抗体

和抗体稀释剂，将抗体和抗体稀释剂按照 1∶3 000
比例混匀，12 000 r/min离心30 s，取上清液使用；从

杂交显色试剂盒中取出所需数量的 8联管，在 8联

管圆头的侧壁标注样本编号并放置于试剂架上；吸

取190 mL杂交缓冲液加入其中，再加入10 mL扩增

液的扩增产物，吸打混匀；加入 200 mL抗体；加入

200 mL显色液；－20 ℃冰箱中取出MTHFR基因芯

片，将芯片与8联管依次放入杂交仪中，加载杂交程

序，进行杂交反应。

读取结果：使用生物芯片识读仪读取结果。

1.3 统计学方法 运用SPSS 22.0软件进行数据处

理，定量资料不服从正态分布时采用中位数（下、上

四分位数）［M（P25，P75）］描述。采用 χ 2 检验进行各

··1222



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2020 Jun，24（6）

基因组性别、年龄频率的比较，分析MTHFR C677T
基因多态性与性别、年龄的相关性；采用 Kruskal⁃
Wallis秩和检验进行组间Hcy水平总体差异的比较，

采用Games⁃Howell检验进行多组间的两两比较，分

析MTHFR C677T基因多态性与Hcy水平的相关性；

采用趋势 χ 2 检验比较不同组间基因型分布频率随

Hcy水平分层变化的趋势。P＜0.05认为差异有统

计学意义。应用Hardy⁃Weinberg遗传平衡吻合度检

验方法检测样本的群体代表性，P＞0.05说明样本人

群该基因型频率符合Hardy⁃Weinberg平衡定律。

2 结果

2.1 985例检测人群MTHFR C677T基因分布特

征 MTHFR C677T中CT基因型分布频率相对较高

49.9%（492 / 985），CC 基因型分布频率相对较低

19.6%（193/985），TT 基因型分布频率居中 30.5%
（300/985）。经检验，样本人群符合Hardy⁃Weinberg
平衡定律（χ 2＝0.115，P＝0.944），具有群体代表性。

2.2 不同性别MTHFR C677T基因分布特征 男

性CC、CT、TT基因型分布频率与女性比较差异无统

计学意义（χ 2＝5.88，P＝0.053），见表1。
表1 不同性别汉族人群MTHFR C677T基因型频数

和频率分布/例（%）

性别

男

女

例数

617
368

CC
130（67.4）
63（32.6）

CT
290（58.9）
202（41.1）

TT
197（65.7）
103（34.3）

注：整体比较χ 2＝5.88，P＝0.053
2.3 不同年龄MTHFR C677T基因分布特征

结果显示三种基因型在不同年龄组中分布差异无

统计学意义（χ2＝4.33，P＝0.363），见表2。
表2 不同年龄汉族人群MTHFR C677T基因型频数

和频率分布/例（%）

年龄

＜45岁
45~60岁
＞60岁

例数

143
390
452

CC
25（12.9）
77（39.9）
91（47.2）

CT
76（15.4）

205（41.7）
211（42.9）

TT
42（14.0）

108（36.0）
150（50.0）

注：整体比较χ 2＝4.33，P＝0.363
2.4 MTHFR C677T基因多态性与血浆 Hcy相
关性

2.4.1 MTHFR C677T 不同基因型血浆 Hcy 水平比

较 Hcy检出最高浓度为86.40 mmol/L，最低浓度为

5.00 mmol/L，均为CT基因型。经正态性检验，血浆

Hcy水平不服从正态分布，三种基因型Hcy浓度为

13.50（5.55，21.45）mmol/L，CC、CT、TT基因型Hcy浓
度分别为 12.30（6.73，17.87）mmol / L、12.68（7.20，
18.16）mmol/L、19.04（4.11，42.19）mmol/L。经Krus⁃

kal⁃Wallis检验，不同基因型组间Hcy水平总体差异

有统计学意义（H＝134.96，P＜0.001），采用Games⁃
Howell检验进行组间两两比较，结果显示，TT基因

型的Hcy水平高于CC和CT（P＜0.001），CC和CT基

因型的Hcy水平差异无统计学意义（P＞0.05）。
2.4.2 Hcy水平不同分层中MTHFR C677T基因分布

特征 CC、CT 基因型在 Hcy 水平临界组（＞10~15
mmol/L）中分布频率相对较高，TT基因型在高Hcy
组（Hcy＞15 mmol/L）中分布频率相对较高，见表3。

表3 Hcy（同型半胱氨酸）水平不同分层中汉族人群

MTHFR C677T基因分布特征/例（%）

Hcy水平

5~10 μmol/L
＞10~15 μmol/L
＞15 μmol/L

例数

179
409
397

MTHFR C677T基因型分布

CC
46（23.8）
90（46.6）
57（29.5）

CT
106（21.5）
237（48.2）
149（30.3）

TT
27（9.0）

82（27.3）
191（63.7）

注：三种MTHFR C677T基因型在Hcy水平不同组间整体比较，

χ 2＝99.81，P＜0.001；TT基因型在Hcy 水平不同组中的比较，χ 2＝

64.77，P＜0.001
3 讨论

MTHFR是Hcy代谢的关键酶，MTHFR基因突

变可改变体内MTHFR氨基酸结构，使MTHFR酶活

性降低，导致Hcy再甲基化受阻，Hcy水平升高，进

而引发高Hcy血症。MTHFR C677T是MTHFR最常

见的突变位点［4］，同时MTHFR C677T基因多态性也

是乳腺癌、食管癌、胃癌等恶性肿瘤的易感基因［7⁃9］，

《中国高血压防治指南 2010》中将 Hcy 水平≥10
mmol/L列为心血管事件发生的独立危险因素。

Frosst 等［4］在 1995 年首次提出 MTHFR 核苷酸

第 677 位胞嘧啶（C）被胸腺嘧啶（T）替换，导致第

222位氨基酸由高度保守的丙氨酸变为缬氨酸，由

此突变产生了CC、CT、TT三种基因型，研究表明CT
基因型可使酶活性降低35%，TT基因型可使酶活性

降低70%［10］。

本研究对 985例云南地区人群MTHFR C677T
基因多态性进行了分析，结果显示CC型 19.6%，CT
型 49.9%，TT型 30.5%。与其他地区相比，CC基因

型分布高于北方山东（14.6%）、河南（16.6%），低于

天津（21.4%）、陕西（21.7%），且低于南方江苏

（32.7%）、湖 北（36.2%）、四 川（41.8%）、云 南

（42.7%）、广东（51.3%）、海南（58.5%），TT基因型分

布在北方地区高于天津和陕西（均为 30.4%），低于

山 东（40.8%）、河 南（37.0%），高 于 南 方 江 苏

（19.7%）、湖 北（16.8%）、四 川（13.8%）、云 南

（15.3%）、广东（8.3%）、海南（6.4%）［19］。上述结果表
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明 985例云南地区人群MTHFR C677T基因多态性

与其他地区相比存在地域差异性。此外，本研究

中，与其他民族相比，汉族TT基因型（30.5%）分布频

率较高（布依族 0.84%、苗族 7.45%、回族 3.42%、壮

族 0%、维吾尔族 5.26%、蒙古族 15.20%［11］），表明

MTHFR C677T基因多态性分布具有民族差异性，以

上结论与国内外相关报道结论一致［12⁃15］。

在不同性别方面，大部分研究结论认为MTHFR
C677T基因多态性不存在性别差异［11，16］，但也有个别

研究得出相反结论。如吴自强、徐韫健［17］研究结果显

示突变基因型CT、TT在女性中的分布频率（38.7%，

16.1%）均高于男性（30.2%，9.8%），（P＜0.05）。本研

究中CC、CT、TT基因型分布频率男性（67.4%，58.9%，

65.7%）与女性（32.6%，41.1%，34.3%）差异无统计学

意义（P＝0.053）。在不同年龄方面，本研究结果显

示：CC、CT、TT基因型在 60岁及以上人群中分布频

率（47.2%，42.9%，50.0%）与 在 45 岁 以 下 人 群

（12.9%，15.4%，14.0%）也差异无统计学意义（P＝

0.363）。此结论与任玮等［18］研究结论相一致。

MTHFR C677T基因突变引起的Hcy水平升高

是目前最常见的遗传因素之一，并且由 MTHFR
C677T基因突变引起的Hcy水平变化可增加疾病的

发生风险。本研究对MTHFR C677T多态性与Hcy
水平相关性进行分析，结果显示：TT基因型的Hcy
水平19.04（4.11，42.19）μmol/L较高，其次为CT基因

型 12.68（7.20，18.16）μmol /L，CC 型 Hcy 水平较低

12.30（6.73，17.87）μmol /L，TT 基因型与 CC、CT 型

Hcy水平差异有统计学意义。进一步对Hcy水平进

行分组，结果显示：TT基因型在Hcy水平正常组（5~
10 mmol/L）、临界组（＞10~15 μmol/L）以及高Hcy组
（Hcy＞15 μmol / L）中的分布频率分别为 9.0%、

27.3%、63.7%，TT基因型的分布频率随着Hcy水平

的升高而增大。以上结果表明MTHFR C677T多态

性与Hcy水平存在关联，并且TT基因型可能是发生

高Hcy血症的危险因素，此结论也与国内外大部分

相关研究结论一致［19⁃20］。
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