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中国南北方人群还原叶酸载体基因

多态性分布研究
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【摘要】 目的 描述中国人群还原叶酸载体（!"#!）基因型频率、等位基因频率在南北方、不同
性别人群中的分布。方法 采用聚合酶链反应"限制性片段长度多态性方法，对#$%份正常人外周血
片&’(进行!"#!第)%位*’+检测。结果 北方人群!"#!（()%,）基因的((、,,和,(基因型
频率分别为$$-$).、/!-%0.和12-2/.，南方人群!"#!（()%,）基因型频率分别为!)-32.、$$-#3.
和3)-2).，南北方基因型频率差异存在统计学意义（$!%-%!）。南北方人群,等位基因频率（分别
为3$-!%.和31-1%.）差异无统计学意义（$"%-%3）；男性!"#!（()%,）基因的((、,,和,(基因
型频率分别为$1-)).、$3-)3.和10-$#.，女性分别为!)-)/.、$#-##.和3/-1%.，不同性别人群

!"#!基因型频率差异无统计学意义（$"%-%3）。男女性别,等位基因频率（分别为3%-10.和

31-1#.）差异无统计学意义（$"%-%3）。结论 初步认为!"#!基因型分布与北方神经管畸形率高
于南方的分布特点一致。人群!"#!基因型分布研究可为!"#!基因突变与叶酸代谢相关疾病病因
研究假设提供遗传学数据。
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叶酸对神经管畸形（!"#$）、先天性心脏病的预
防效果使许多学者从叶酸吸收、代谢和利用全过程

寻找候选基因，已证实%"&’(基因第)**位热敏
感性纯合突变可导致高同型半胱氨酸血症，进而增

加!"#$发病危险，%"&’(基因是!"#$发生的
遗传易感因素之一［+，,］。然而，在叶酸通道中的其

他候选基因也逐渐引起人们的关注［-］，如叶酸受

体、还原叶酸载体（./012/034567/26..8/.，(’9）等叶
酸结合蛋白的基因表达异常也会影响叶酸的正常代

谢过程。!"#+基因点突变同样可引起叶酸转运缺
陷，进而可能导致与叶酸代谢有关的出生缺陷发病

危险性增加。本研究首次在中国人群中进行!"#+
基因多态性分布研究，为研究叶酸转运、代谢过程的

遗传易感标志物和出生缺陷相关基因提供可靠的群

体遗传学数据。

材料与方法

+:标本来源与研究对象的确定：从+;;-年+<
月开始，中美预防神经管畸形合作项目在中国北方

河北、山西，南方江苏、浙江=省-<个市、县、区建立
了出生缺陷和围产保健监测系统［=］，在收集监测数

据的同时，募集婚检妇女，用纸片法采集婚检妇女及

其丈夫+>万份外周血片标本，并建立标本库。本研
究以现有血片标本库为抽样总体，分南北方两部分，

分别随机抽样作为研究对象。

,:选择标本的条件及率的样本量估计：选择
无明显心血管疾病、不患牛皮癣、无癫痫病史、无抗

惊厥药物史、未接受过各种癌症后化疗的婚检妇女

及其丈夫外周血片标本［>］。根据国外报道，不同地

区、不同种族人群!"#+基因型频率存在差异，加
拿大正常 人 !"#+ 突 变 纯 合 子 ?? 频 率 为

,*:+@［)］，中国人群没有这方面的资料，为保证样
本量，以估计-<@作为纯合突变的期望频率，容许
误差为<:<>，则南北方共抽取*,=份血片标本。

-:#!A 模板的制备：利用美国生产的

B1./C/D/#E><<<A?/D7.6FG$7/H试剂盒制备血纸
片#!A模板，"6I#!A聚合酶和内切酶&J6!均
为B.4H/C6产品，引物由上海生工合成，0!"B$购
自华美生物公司。

=:聚合酶链反应（B9(）、酶切反应及聚丙烯酰
胺凝胶电泳：在BK;)<<扩增仪上扩增!"#+基因
第,外显子部分序列，引物序列上游为>’6C7C72622
772C7222272E-’，下游为>’E27222C2C7C66C77277E

-’；反应体系：+<LB9(M133/.,:>"5，,>HH45／N
%C95,+:>"5（%C,O 的终浓度为+:>HH45／N），

,>HH45／N0!"B$<:,"5（,<<"H45／N），上游引物
（+<"H45／N）<:>"5，下游引物（+<"H45／N）<:>"5，

"6I#!AP45GH/.6$/（>Q／"5）<:,#<:="5（+:<#
,:<Q），#!A模板+#,"5，加水使总体积至,>"5；

B9(反应条件：;>R>H8D；（;>R+>$，)<R-<$，

*,R,<$）共->个循环；*,R>H8D。
限制性内切酶：&J6!（,<Q／"5）<:>"5消化

B9(扩增产物，总体积+>"5，-*R约SJ。+,@聚丙
烯酰胺凝胶电泳。结果目的基因长度为,-<MP，

!"#+基因多态性表现为 ?? 纯合子（-条带：

+,>MP，)SMP，-*MP）、AA纯合子（,条带：+),MP，

)SMP）和?A杂合子（=条带：+),MP，+,>MP，)SMP，

-*MP）（图+）。

图! !"#+基因第S<位单核苷酸多态性

>:统计学分析：用’4TP.4U>:<建立数据库，
用FBFF+<:<软件进行统计分析。计算!"#+基因
型频率、等位基因频率并进行$,检验；对等位基因
频率在中国人群、南北方人群的&6.0GEV/8DM/.C平
衡（&EV平衡）吻合度分别进行检验［*］。将??、?A
与AA基因型比较，并计算$,值、比值比（$!）及

$!;>@可信区间（#%）。

结 果

+:南北方正常人群!"#+基因型频率及等位
基因频率分布：本研究共随机抽取血片标本*,=份，
剔除#!A不合格标本=份，即参与分析的标本*,<
份，占抽样总人数的;;:=@。!"#+基因型频率在
南方（$,W>:,S+，&W<:+--）、北方（$,W<:*>S，&W
<:)S>）和总体人群（$,W<:S)<，&W<:)><）中均符
合&EV平衡。中国南、北方人群!"#+基因型频率
（表+），经$,检验差异具有统计学意义（&!<:<+）；
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南、北方人群!等位基因频率分别为"#$%&’和

"($(&’，经!#检验差异无显著性（!!&$&"）。

表! 中国南北方人群"#$%基因型频率

地区 ))纯合型 !!纯合型 !)杂合型 合计

北方 *+（##$#*）%#&（,%$&-）%*&（(+$+,）,*+（%&&$&）
南方 +#（%*$"+） .+（##$."）%-+（"*$+*）,,(（%&&$&）
合计 %(*（#&$"+）%-+（#.$##）,.+（"#$#*）.#&（%&&$&）

注：括号外数据为人数，括号内数据为构成比（’）；!#/

%&$."&*，!/&$&&(+

#$不同性别人群"#$%基因型及等位基因频
率分布：表#为中国人群男女性别"#$%基因型频
率比较，正常人群.#&人中，男性#&"人，女性"%"
人，分别占#*$"’和.%$"’；男性中以!)杂合子占
较高比例(-$#.’，!!和))纯合子比例非常接近，
分别为#"$*"’和#($**’；女性中!!比))基因
型高出大约-’；经!#检验三种基因型在男女性别
间差异无显著性（!!&$&"），认为不同性别人群

"#$%基因型差异无显著性。

表" 中国人群不同性别"#$%基因型频率比较

性别 ))纯合型 !!纯合型 !)杂合型 合计

男 "%（#($**） ",（#"$*"）%&%（(-$#.）#&"（%&&$&）
女 -.（%*$*,）%(,（#.$..）#."（",$(&）"%"（%&&$&）
合计 %(*（#&$"+）%-+（#.$##）,.+（"#$##）.#&（%&&$&）

注：同表%；!#/,$#*%%，!/&$%-,-

讨 论

国外对"#$%的研究多为动物实验和药物基
础研究，关于"#$%基因多态性在人群中的分布研
究很少，加拿大学者非随机选择%+-名正常人，检测

"#$%基因型，发现纯合子!!、))频率分别是

#.$#’和#%$-’；"#$%多态性!!和 01234纯
合突变 11可使总同型半胱氨酸（5267）中度升
高［+］。本次研究从中国南北方%"万人群中随机选
择.#&名婚检妇女及其丈夫的血片标本进行"#$%
基因型鉴定，发现人群中!!和))纯合子频率分
别是#.$##’和#&$"+’，与加拿大人的很接近。然
而，中国北方人群!!纯合子频率高于南方的特点，
与北方819:率显著高于南方的分布特点一致［*］。
提示这些观察对于叶酸和同型半胱氨酸水平的遗传

学研究极为有用，如果将!!基因型看作是导致

819:等缺陷的突变基因，该研究结果提示：人群中

"#$%突变基因!!与叶酸水平、同型半胱氨酸水
平之间可能存在生态学相关性。今后可以考虑进行

人群"#$%基因、01234基因及其他叶酸通道基

因多态性与叶酸、同型半胱氨酸水平和819:、先心
病等出生缺陷的遗传学研究，进一步确定叶酸通道

基因在出生缺陷发病中的作用，这对叶酸代谢相关

疾病病因研究具有重要的影响。

本研究是一项样本量大、严格设计的人群

"#$%基因多态性分布研究，对人群"#$%等位基
因频率2;<平衡检验结果表明：第一，该基因在所研
究群体中比较稳定；第二，本资料具有较高的可靠性

和精确性［.］。因此，这一研究结果可为819:、先天
性心脏病等叶酸代谢相关缺陷的病因研究假设提供

线索。

人类 "#$%定位在#%染色体（#%=##$#"
##$,）上［+］，并且编码一个相对分子质量（%>）为

*&?%&,"%#&?%&,的完整膜蛋白。在"#$%第#
外显子第*&位基因上，具有高频率的)"!单核苷
酸多态性（@8A）。目前国外关于"#$%基因的研究
主要是针对癌症患者使用叶酸类似物氨甲碟呤

（01B）化疗过程中产生的抗药性而进行的各种实
验研究。大量研究证明，"#$%基因不同位点的突
变，可导致明显的 01B转运缺陷［-］；主动转运

01B进入细胞是通过与正常情况下转运";甲基四
氢叶酸及其他叶酸的机制完全一致，均由相同的

43C调节机制完成［%&］。因此，"#$%基因点突变同
样可以引起叶酸转运缺陷。"#$%对正发育的胚
胎，特别是叶酸穿过胎盘的运输具有重要影响；

"#$%基因低水平表达能影响正常组织发育，可能
导致出生缺陷发病危险性增加［%%］。因此，研究

"#$%基因多态性的人群分布，将对叶酸预防神经
管畸形、先天性心脏病等出生缺陷病因机制具有重

要的意义。
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（收稿日期：5669;67;69）
（本文编辑：张林东）

·疾病控制·

发热门诊患者自我措施及就医行为调查

左惠娟 姚崇华 林桂洪 董磊 苏江莲

早期发现和隔离严重急性呼吸综合征（BKIB）患者是控
制传染源的关键。我们对北京市安贞医院BKIB期间发热
患者采取措施和就医行为、就医过程存在的问题进行了调

查。

:1调查对象及方法：!调查对象为北京市安贞医院5669
年<月9"7日就诊的发热患者，排除标准：当日确诊或医院
留观的患者、没有留下电话的患者、7<岁以上老年患者、:<
岁以下患者。放弃调查对象的标准：电话为空号、非同日拨

打电话9次无人应答者、拨打手机9次故意不接者。#制定
统一调查表，内容包括基本情况、目前体温、可能发热原因、

主要接触史、发热后采取的措施、就医行为等。以上问题均

为开放式问题。由统一培训的调查员通过电话进行询问，每

天就诊的患者一周内完成调查。资料用A&SL=&E16软件建
立数据库，BTBB:616软件进行统计学分析。

51结果：
（:）门诊发热患者情况：5669年<月9"7日，安贞医院
共记录发热患者5E6例，符合条件并且可供电话调查者:DG
例，接受调查:6E例，应答率为7:1:V。其中<例因BKIB或
疑似BKIB住院。:6:例患者中男性占<E1DV，女性占

D91EV。:<"9D岁年龄组所占比重最大，为E<19V，9<"<D
岁年龄组占561FV，<<"7D岁年龄组占:91GV。北京市户口
占<71DV，外地户口占D61EV。G<V发热患者接受调查时体
温恢复正常，DV被诊断为BKIB。发热最高体温超过9FW
者占F915V。
（5）发热后自我行为及措施：G<16V发热患者拥有体温
计。F<1:V不舒服时马上测量体温，71GV不舒服超过:天
测量体温，<1GV每天测量体温，:V在医院或小区门口体温
测量时发现体温升高。9:17V患者发热后首先自己服药，

D91EV直接去医院，:<1FV拨打急救电话，<1GV先进行咨
询，9V先观察体温变化。其中D71<V发热患者发热期间采
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取家庭自我隔离措施，其中发热第:天进行隔离者占
771:V。医生建议是发热患者采取家庭内隔离措施的影响
因素（获得医生建议隔离者采取率为G51GV，未获得建议者
采取率为9<16V，$5X:91FG，!X61666）。而体温高低并不
影响患者采取家庭内隔离措施，体温超过9FW者采取率为
<91:V，体温低于9FW者采取率为971FV（$5X51:G7，!X
61:9F）。
（9）发热患者初次去医院的平均时间为发热第:1EF天，
发热当天就诊率为E61DV、未当天就诊者971<V担心到医院
会感染BKIB。就医时自我保护行为和社会责任感：G<1:V
患者就医时戴口罩，EE19V患者候诊时距其他患者:.以上
距离，初次就诊时:<1FV患者乘坐:56急救车，9:17V患者
步行或骑车，9:17V乘公交车或出租车，561FV自己或家人
开车。

（D）患者在发热门诊获得的建议中:91GV患者被要求进
行家庭隔离，5E17V患者被要求5"9天随访，561FV被要求
监测体温，D<1<V没有获得指导性建议。

91讨论：BKIB期间监测体温是早期发现发热患者的重
要措施，社区居民监测体温措施得到良好执行，不舒服时马

上测体温率达到F<1:V，但是发热患者发热期间采取家庭自
我隔离措施率仅D71<V。社区居民调查说明家庭隔离具有
可行性，医生的建议对于患者采取措施具有重要影响，但是

仅:91GV的患者曾从医生那里获得家庭自我隔离建议。

BKIB流行期间应倡导发热患者自觉实施家庭内隔离，同时
发热门诊医生应根据患者病情向发热患者提供家庭隔离的

建议和要求。本次调查结果表明，发热患者具有较强的自我

保护意识以及对他人的社会责任感。但医院方对发热患者

就医环境和支持性环境方面还有待改善，以杜绝患者在医院

内的传播。

（收稿日期：5669;6E;:G）

（本文编辑：尹廉）
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