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血浆同型半胱氨酸水平及亚甲基四氢叶酸
还原酶基因突变与脑卒中关系的
病例对照研究

叶辉严江涛 邵娇梅 张帆 洪茂林 汪道文

·现场调查·

【摘要】 目的探讨中国人脑卒中与血浆同型半胱氨酸(Hjy)水平及N5N”亚甲基四氢叶酸还

原酶(MTHFR)基因突变的关系。方法收集脑卒中患者300例为病例组，选择300名性别、年龄和

种族等与病例组相匹配的无脑卒中者作为对照组，采用高效液相色谱的方法检测两组的血浆Hcy水

平，并通过聚合酶链反应和限制性酶切的方法对其MT卸PR C677T基因型进行鉴定，统计分析血浆

Hcy水平与脑卒中的关系，以及MTHFR C677T基因突变与脑卒中发生的关系及其对血浆Hcy水平

的影响。结果脑卒中组血浆Hcy水平显著高于对照组[(16．92±3．43)牡mol／L协．(14．57±2．59)

加nol／L，P<0．05]；MTHFR C677T基因突变率在脑卒中组与对照组之间差异无统计学意义(P>

0．05)，在脑溢血和脑梗死组之间差异也无统计学意义(P>0．05)；MTHFR C677T基因变异对血浆

Hcy水平无明显影响[(15．28±2．17)弘mol／L w．(15．11±3．81)舯ol／L，P>O．05]。结论 血浆Hcy

水平升高在中国人脑卒中的发生中起着重要的作用，而Hcy代谢过程中的关键酶MTHFR基因的

C677T突变与血浆Hcy水平无明显关系，而且与脑卒中的发生无相关性，因此控制血浆Hcy水平在

预防心脑血管疾病的发生中有重要意义。
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【Abstract】 Objective To study the relationship of stroke and plasma homocySteine(Hcy)1evel and

the mutation of methylenetetrahydrofolate reductase(MTHFR)gene．Methods Three hundred patients

with strc瓜e were included as the case grDup in this study while 300 subjects without stro-ke matched with

the case g∞up for sex and age were c011ected as the contr01 group．P1asma Hcy level was m朗sured uSing

}Ⅱ’LC and MTHFR 667C斗T mutant was detemined by polymerase chain reaction and restriction

fra舯ent analysis．The relationship of stroke and plasma Hcy 1evel and the mutation of MTHFR gene was

then analySed．R幅ults The plaSma Hcy levd of the case group was significantly higher than that of the

contmlgzDup(16．92±3．43 pmol／L珊．14．57±2．59 l“mol／L，P<O．05)．There was no significant

difference in mutation rate of MTHFR C677T between stroke group and∞ntrol group(P>0．05)，as weU

aS between ischenlic stroke group and homoHhagic stroke group(P>0．05)．The mutation of MTHFR

C677T had no s堙nificant innuence on the Hcy 1evel(15．28±2．17肛mol／L邯．15．11±3．81肛mol／L，P>

0．05)．ConcIusi蚰 Increased plasma Hcy 1evel played an important role in the occurrence of stroke in

Chinese people，and the mutation of MTHFR C677T was not associated with Hcy level or stroke which 1ed

to the speculation that plasma Hcy level was important in the prevention of cardi伊cerebr伊vascular diseases

among Chinese people．
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同型半胱氨酸(homocysteine，Hcy)是一种含硫

氨基酸，来源于蛋氨酸代谢途径的中间产物u1。遗

传因素和环境因素可引起血浆Hcy水平的升高，前

者主要见于Hcy代谢酶的异常，如胱硫醚口合成酶

(CBS)和N5N10亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)

基因异常，如MTHFR 667C—T的基因多态性幢。40，

后者见于生活习惯、营养状况以及疾病和药物的影

响¨J。国外资料显示，升高的血浆Hcy水平是心脑

血管疾病发生的独立危险因素№o，然而中国人的有

关脑卒中与血浆Hcy水平的研究还鲜有报道，特别

是大样本多因素分析的研究，因此我们对300对脑

卒中病例与对照的血浆H蚵水平进行了检测并对

其MTHFR基因型进行分析，从而探讨中国人脑卒

中与血浆Hcy水平及MTHFR基因突变的关系。

对象与方法

一、研究人群

1．病例组来源：从2000年12月至2002年6

月在武汉同济医院等6家医疗单位连续收集脑卒中

病例300例，其中脑溢血患者100例，脑梗死患者

200例，入选标准依据1995年脑血管疾病分类及诊

断标准"]，仅收集动脉粥样硬化性脑梗死、腔隙性脑

梗死及高血压脑出血病例，所有病例均经CT或核

磁共振确诊，不包括出血性脑梗死及无症状腔隙性

脑梗死。非血管性脑卒中、先天性和后天性心脏病

(心肌梗死除外)、脑血管畸形、创伤及或血管夹层引

起的血管损伤、感染、代谢性疾病(糖尿病除外)、胶

原性疾病和脑肿瘤患者被排除在外。

2．对照来源与标准：本研究所选对照为未患脑

卒中的健康人或医院内其他与脑血管疾病无关的患

者，其性别、种族、居住地与病例相匹配，年龄差别在

(±5)岁内。在本研究中患有心脏病、感染、胶原病、

自身免疫性疾病、肿瘤以及严重的慢性疾病(如肝硬

化、肾功能衰竭等)被排除在外。

二、方法

1．血浆Hcy水平的测定：采集空腹静脉血5 ml，

EDTA抗凝，3000 r／min离心15 min，分离血浆，

一80℃保存备用。通过高效液相色谱的方法检测血

浆Hcy浓度哺。。

2．四氢叶酸还原酶基因C677T变异的检测：

分离血浆中的白细胞，采用酚／氯仿抽提的方法提取

白细胞中的DNA。应用紫外分光光度计测定DNA

浓度，置于一80℃保存备用。取所提取出来的DNA

作聚合酶链反应(PCR)扩增(上游引物：5’一

TGAAGGAGAAGGTGTCTCGGGA．3’，下游引物：

5’一AGGACGGTGCGGTGAGAGTG．3’)。经PCR

扩增出198个碱基对的片段。将反应产物用限制性

内切酶Hinf酶切消化，消化产物经2％琼脂糖凝胶

电泳。野生型纯合子CC基因型不含Hinf限制性内

切酶的靶序列，因此形成198 bp的条带，TT型突变

纯合子由于两条等位基因均含Hinf内切酶序列，从

而酶切形成152 bp条带，突变杂合子CT型则形成

152 bp和198 bp两个条带(图1)。

1：2000 bp Marker；2：MTHFR基因677TT型152 bp条带；

3：阴性对照；4：MTHFR基因677CT型，152 bp条带及198 bp条

带；5：MTHFR基因677cc型，198 bp条带；6j2000 bp Marker

图1 PCR产物MTHFR基因C677T多态性的结果

3．统计学分析：本研究采用SAS统计软件，数

值变量用孟±s表示，组间差异用￡检验，记数资料

和率的比较用X2检验。

结 果

1．人群特点：脑卒中组血浆Hcy水平显著高于

对照组[(16．92±3．43)弘mol／L粥．(14．57±

2．59)pmol／L，P<0．05]，提示血浆Hcy水平升高与

脑卒中的发生有关(表1)。

表1 病例组与对照组基本情况
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2．MTHFR基因C677T多态性与脑卒中患者

关系：病例组MTHFR C677T型84例，27例677TT

型，其基因C677T突变率为37％，MTHFR 677T基

因频率为23％，在对照组有87例C677T基因型，21

例6771vr型，其基因C677T突变率为36％，677T

基因频率为22％，脑卒中组与对照组比较，C677T

突变率差异无统计学意义(P>0．05)。在脑梗死组

有MTHFR基因C677T型54例，677TT型14例，

其基因突变率为34％，677T基因频率为21％。脑

溢血组MTHFR基因C677T型27例，677TT型10

例，其基因突变率为37％，677T基因频率为24％，

两组基因突变率比较差异无统计学意义(P>0．05)

(表2)。

表2 MTHFR基因C677T多态性情况

3．MTHFR基因C677T多态性与血浆Hcy水

平的关系：将人群按MTHFR基因C677T多态性分

为两组，CC基因型组和TT与CT基因型组，比较

两组之间血浆Hcy水平。结果发现：CC基因型组

血浆Hcy为6．42～82．99扯mol／L，平均(15．28±

2．17)肛mol／L，1vr与CT基因型组血浆Hcy为

5．20～117．23肛m01／L，：平均(15．11±3．81)肛m01／

L，两组差异无统计学意义(P>0．05)。

讨 论

高Hcy水平升高是心脑血管疾病发生的独立

危险因素，Boushey等¨1通过对已有的流行病学资

料总结分析发现，血浆Hcy水平每增加5肛mol／L可

能使冠心病发生的危险增加60％～80％，使脑血管

疾病发生的危险增加50％，这一危险程度与胆固醇

水平增加20 mg／d1相当。本研究对300对脑卒中病

例对照研究发现，血浆Hcy水平在脑卒中组显著升

高，显示血浆Hcy水平与脑卒中的发生相关，由此

可见血浆Hcy水平升高在中国人脑卒中的发生中

起着重要作用。实验研究发现Hcy可以直接或间

接导致血管内皮细胞损伤凹J，促进血管平滑肌细胞

增殖n0。，影响低密度脂蛋白的氧化¨1|，增强血小板

功能u2|，增强组织因子和V因子的活性，促进血栓

形成，抑制凝血酶调制素一蛋白C途径和肝素样葡糖

胺聚糖一抗凝血酶Ⅲ反应途径抗凝机制u2’16|，并且与

血浆纤溶酶原激活物抑制剂一1和纤溶酶原激活物

抗原H7 o等抑制纤维蛋白溶解机制的物质升高有关，

从而使心脑血管疾病发生的危险性增高。

N5N10 MTHFR在Hcy代谢中起着重要的作

用，Frosst等H副于1995年描述了MTHFR基因

C677T的变异，有研究证实这种变异可使血浆Hcy

的水平增高。然而本研究显示，MTHFR C677T的

变异似乎对血浆Hcy水平无明显影响，而且这一基

因多态性与中国人脑卒中的发生无明显关系。血浆

Hcy水平受到多种因素的影响，主要为环境因素和

遗传因素，Jacques等H引通过对365名研究对象的研

究发现，血浆叶酸在低于15．4 nmol／L水平时，

MTHFR基因突变组的血浆Hcy水平明显高于正常

基因型组，而在叶酸水平高于15．4 nmol／L时，两组

之间差异无统计学意义，因而提示MTHFR基因突

变时，需要更多的叶酸水平来调节体内Hcy的代

谢，从而维持其在体内的平衡，这在另一方面也说明

对于MTHFR基因突变者，可通过代偿性的叶酸摄

人来防止Hcy水平提高。因为血浆Hcy受到环境

因素和遗传因素的共同作用，所以单纯的MTHFR

C677T变异对脑卒中的发生所起的作用可能不大，

国外研究也有相似的结果。Salooja等旧叫研究271

例经CT证实的脑血管病患者和173名对照，

MTHFR C677T突变两组差别无统计学意义。

Lalouschek等旧纠对比了96例脑卒中患者，96名年

龄、性别匹配的对照组，发现病例组血浆Hcy水平

明显高于对照组，但MTHFR C677T突变差异无统

计学意义。

总之，我们通过对脑卒中病例对照研究发现，血

浆Hcy水平升高在中国人脑卒中的发生中起着重

要的作用，而Hcy代谢过程中的关键酶MTHFR基

因的C677T突变与血浆Hcy水平无明显关系，从而

与脑卒中的发生无相关性，因此控制血浆Hcy水平

在预防心脑血管疾病的发生中有重要意义，补充叶

酸可能是降低Hcy水平的重要手段。
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