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还原叶酸载体基因多态性与先天性

心脏病和唇腭裂关联的研究
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·临床流行病学·

【摘要】 目的 检验还原叶酸载体基因(RFcl)A80G多态性与先天性心脏病(cHD)和唇腭裂之

间的关联。为寻找CHD和唇腭裂危险因素的遗传易感标志物提供流行病学依据。方法采用RFLP—

PCR方法，对67个CHD患儿家庭、82个唇腭裂患儿家庭和100个正常儿童家庭成员的外周血DNA

进行RFCl第80位SNP检测，利用核心家庭标本进行以家庭为基础的关联检验(FBAT)，并分析了

子代RFCl基因型与母亲孕期前后增补叶酸的相互作用。结果 不增补叶酸的母亲生育CHD儿的

危险高于增补叶酸的母亲(O尺=2．68，95％CJ：1．14～6．41)，即母亲孕期未增补叶酸与C}{D发生危

险的关联有统计学意义(Y2=6．213，P=0．013)；在FBAT检验中，RFCl G等位基因与CHD发病危

险有统计学关联(z=2．140，P<0．05)，表明RFCl G等位基因可能是CHD发病的遗传易感基因，未

发现唇腭裂与RFcl之间的统计学关联。结论RFcl G等位基因可能是CHD发生的遗传易感基因

之一，子代RFCl基因GG或GA基因型、母亲孕期叶酸缺乏可能增加CHD的发病危险。

【关键词】心脏病，先天性；唇腭裂；还原叶酸载体基因；以家庭为基础的关联检验
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【Abstract】 objective To study the asSociation between reduced folate carrier gene(RFcl)

p01)咖orphism and congenital heart defects(CHD)as well as cleft lip with or without cleft palate(CLP)

and to provide epidemiological evidence on genetic markers of CHD and CLP．Methods RFCl(A80G)

genotype was detected using RFLP—PCR for b100d DNA of the 67 triads with nonsyndromic CHD—affected

child．the 82 triads with child—affected cleft 1iD with or without CLP and the 100 control families without

childaffected birth defects． We performed a family—based association test and analyzed the interaction

between RFCl A80G genotype and maternal periconceptional supplementation of f01ic acid． R髑ults

offSpring of mothers who did not take folic acid had an elevated risk for CHD when comparing with

offsp“ng of mothers who did(0R二2．68，95％CJ：1．14—6．41)．There was a statistical association

between the risk of CHD and matemal periconceptional fOlic acid supplementation(Y‘=6．213，P<0．05)．

In the family-based association teSt，G a11ele was positively asSociated with an increased risk for children

CHD(Z=2．140，P<0．05)while G aUele of RFCl(A80G)polymorphism might increase the risk for

CHD．Elevated risks for either CLP group were not observed between RFCl genotype using or not using

fohc acid．Conclusion our findings suggested that the(；allele was likely to be a genetically susceptible

a11ele for CHD． There was possible association between offsp“ng with GG，GA genotype and matemal

periconceptional f6lic acid deficiency．

【Key words】congenital heart defects；C1eft lip with or without cleft palate；Reduced folate carrier

gene；Family—based association test
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增补叶酸可以有效降低神经管畸形(NTDs)的

初发和再发¨’2。。正如叶酸预防NTDs的情况那样，

有许多叶酸预防先天性心脏病(CHD)和唇裂伴或

不伴腭裂(cleft lip with or without cleft palate，CLP)

的流行病学证据b’7o。但叶酸可以减少这些疾病危

险的机制目前尚不清楚，因此，许多研究者将焦点集

中于研究影响叶酸吸收、转运和代谢的基因上。大

量研究证实，叶酸代谢酶5，10一亚甲基四氢叶酸还

原酶基因(MTHFR)C667T热敏感性纯合突变及

A1298C、突变是NTDs发生的遗传易感因素∽’9|。

然而，在叶酸被吸收转运进入细胞过程中涉及到的

还原叶酸载体(reduced folate carrier，RFC)，它与叶

酸受体相互配合、协同作用，共同完成叶酸从组织到

细胞内的转运。因此，还原叶酸载体基因(RFCl)的

突变或表达异常可能成为叶酸正常代谢过程的重要

影响因素。本研究的目的是检验RFCl第80位单

核苷酸多态性A80G突变与CHD和CLP发生危险

之间是否存在关联，为CHD和CLP的病因研究寻

找遗传易感标志物提供流行病学依据。

对象与方法

1．标本来源与研究对象的确定：44例CHD病

例主要来自1995—1997年北京大学生育健康研究

所在对22万“0～2岁儿童先天性心脏病与孕期前

后服用叶酸增补剂关系的研究”中确诊并存活的

CHD病例¨0I，有23例为2000—2002年期间出生的

CHD病例，上述病例均经过超声心动图确诊，共得

到67个CHD患儿及其父母；82例CLP病例来自

1993—2002年期间中美预防出生缺陷与残疾合作

项目出生缺陷监测系统，再次募集获得。在与病例

相同的现场、同时期出生、不患任何缺陷的正常儿童

及其亲生父母中选择了100个核心家庭作为对照。

规定每个病例和对照家庭成员无明显的心血管疾

病、牛皮癣、未接受过各种癌症后化疗和抗惊厥药物

治疗。对上述研究对象进行问卷调查和采集血标本

前，必须征得本人同意后在知情同意书上签字。本

研究是经北京大学医学部伦理学委员会审查批准后

实施。

2．研究对象：67例非综合征CHD病例家庭中，

母亲65例，父亲63例。其中室间隔缺损占64．2％，

房间隔缺损16．4％，动脉导管未闭14．9％，法乐氏

四联症3．0％，单心室1．5％。CHD病例平均年龄

为4．59岁，年龄范围0．5～9．42岁。CHD病例组男

性28例，女性39例。82例CLP病例中，母亲80

例，父亲76例。单纯腭裂占12．2％，单纯唇裂

37．8％，唇裂伴腭裂50．0％。CLP病例的平均年龄

为5．24岁，其范围是0～9．47岁，CLP病例中，男性

47例，女性35例。100个对照家庭中，儿童99例，

父亲97例，母亲100例，对照是与病例在同一时期

募集，平均年龄为5．88岁，其年龄范围为1．96～9．42

岁，对照中男性48例，女性52例。CHD组和CLP

组分别与对照组比较，在性别上均无差别。

3．增补叶酸的定义：叶酸使用信息来源于调查

问卷，调查是在2001年1月至2002年12月期间，

由经过统一培训的儿科保健医生完成。询问病例和

对照母亲在怀孕前后是否服用叶酸，将孕前3个月

至孕后3个月全程服用叶酸定义为增补叶酸，从未

服用叶酸或服用时间不足一个月的定义为未增补

叶酸。

4．DNA模板的制备：利用美国生产的wizard

Genomic DNA Purification Kit(Promega MadiSon，

wI，USA)从全血中提取基因组DNA，Taq DNA聚

合酶和内切酶Hha工均为Promega产品，引物由上

海生工生物技术有限公司合成，dNTPs购自华美生

物公司。

5．PCR、酶切反应及聚丙烯酰胺凝胶电泳：在

PE 9600扩增仪上扩增RFCl基因第2外显子部分

序列，引物序列上游为5’agt gtc acc ttc gtc ccc tc一

3’，下游为5’一ctc ccg cgt gaa gtt ctt一3’。11。；反应体

系：10×PCR buffer、25 mmol／L MgCl2(M92+的终

浓度为1．5 mmol／L)，25 mmol／L dNTPs、上游引物

(10肛mol／L)0．5弘l，下游弓I物(10弘mol／L)0．5弘l，

Taq DNA polymerase(5 U／弘1)0．2～0．4}上l(1．0～

2．0 u)，DNA模板l肛l，加蒸馏水使总体积至25肛l；

PCR反应条件：95℃5 min(95℃15 s，60℃30 s，

72℃20 s)共35个循环；72℃5 min；限制性内切酶

Hha I(20 U／弘1)0．5肛l消化PCR扩增产物，总体积

15”l，37℃约8 h。12％聚丙烯酰胺凝胶电泳。

结果分析：目的基因长度为230 bp，RFCl基因

多态性表现为GG纯合子(125 bp，68 bp，37 bp)、

AA纯合子(162 bp，68 bp)和GA杂合子(162 bp，

125 bp，68 bp，37 bp)。

6．统计学方法：利用sPSS 10．0估计RFcl基

因型与CHD关联之间的oR值及其95％a；利用

以家庭为基础的关联检验(the family-based

association test，FBAT)模型对RFCl基因型与
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CHD、CLP表型之间是否存在关联进行线性回归模

型检验，以子代、父母基因型作为基因型数据，以子

代是否受累和母亲是否增补叶酸作为表型数据进行

关联检验u2141。检验假设是：假设所检验的基因上

某一个或几个Marker与疾病状态不连锁或不关联。

在无效假设成立前提下，对核心家庭成员的基因型

数据进行综合评价。该软件于2000年由美国

Harvard大学公共卫生学院生物统计学系编制。

结 果

表1所示，母亲未增补叶酸生育CHD的危险是

增补叶酸母亲的2．68倍(95％a：1．14～6．41)，经

Y2检验具有统计学意义(Y2=6．213，P<0．05)，未

检验出与CLP之间的关联(P>0．05)；按照母亲是

否增补叶酸分层，无论在增补叶酸组还是未增补叶

酸组，以CHD子代GA和GG基因型分别与AA比

较，结果差异均无显著性。

表2为CHD和CLP患儿RFCl基因型与母亲

增补叶酸之间的作用。以子代AA基因型和母亲增

补叶酸为非暴露，子代GA、GG基因型和母亲未增

补叶酸为暴露因素进行比较，调整年龄因素后计算

0R值，未得到有意义的0R值。

表3是以家庭为基础的关联检验。从显性遗传

模型中发现，等位基因G与CHD表型之间呈正关

联(P<0．05)，即RFCl基因的G等位基因可增加

CHD的发病风险，但未发现G等位基因与CLP发

病风险存在关联。

讨 论

目前，国内对RFCl突变或功能表达异常与出

生缺陷之间的关联研究尚未起步，国外对RFCl基

因在癌症患者抗癌治疗中的作用及RFC转运氨甲

喋呤(MTX)的研究较多，借助这些研究结果初步探

讨RFC及其基因RFCl缺陷导致的叶酸转运障碍

机制。在提出CHD或CLP是否与RFCl存在关联

的假设过程中，我们首先在国内进行了RFCl基因

A80G在中国人群中的分布研究，结果初步认为

RFCl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¨“，这一结果为进一步开展叶酸代谢

相关基因RFCl与CHD、NTDs等出生缺陷之间关

联研究提供更多依据。

本研究采用了FBAT，利用双亲基因型、受累子

女基因型及其表型的家系数据，进行双等位基因或

多等位基因与疾病表型的关联分析¨2‘14’16。，目的是

研究显性(dominant)和隐性(recessive)候选基因的

特异性遗传假设，这种方法比现有的其他方法有更

高的检验效率。由于它是由传递不平衡检验

(TDT)扩展到对任何表型、对多基因或环境因素的

研究，因此，保留了原来只利用父母亲杂合子不一致

对子进行检验的方法，这样会有一部分父母纯合子

数据不参与分析，损失部分信息，这在FBAT研究

结果可以看出，比如CHD研究中共有67个核心家

表1 母亲增补与未增补叶酸子代RFCl基因型与CHD和CLP发生危险病例对照研究

注：cm病例67例，母亲65例；cLP病例82例，母亲80例；对照儿99例，母亲100例，上述例数是指所收集到的血标本数，因此，对照儿
基因型检测总数为99例

表2 C∞和CLP患儿RFcl基因型与母亲增补叶酸之间的交互作用
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表3 CHD和CLP的FBAT显性模型

注：Fam*：有信息家庭或家系数；S：参与分析的家庭总和得分

统计量；E(s)：5的均数；％r(s)：方差；z score={三，[s，一E

(s。)]}／、压币万习耵；P<o．05表明具有统计学意义
庭参与分析，但在FBAT检验中所显示的有信息家

庭数(Fam8)为34个。然而，TDT或HHRR(基于

单体型的单体型相对危险度)却不能充分利用父母

亲或子代的一个或多个表型数据，这一点上它却不

及FBAT能最大限度的利用表型数据参与分析。

总之，通过本研究得知，FBAT方法比较适合于核心

家庭或家系资料的遗传分析，也是目前为数不多的

进行疾病与基因关联检验的家系分析软件之一，是

值得推广和应用的家系统计分析方法。

RFC是叶酸的膜转运载体，RFCl基因突变可

能影响细胞对叶酸的吸收、转运和代谢。CHD主要

是在怀孕后头6周心脏发育不全导致，孕期增补叶

酸可以降低NTDs和CHD的发生∞’4’⋯川，这一预防

效果使许多学者在叶酸通道中寻找候选基因，其中

MTHFR C677T纯合突变与CHD发病危险有统计

学关联¨8|。RFC是叶酸代谢过程中使还原叶酸进

入细胞的基本途径，RFCl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¨引。RFCl很可

能成为叶酸代谢通道中第二个与CHD发病危险有

关的、新的遗传易感基因之一。因此，我们的研究假

设是，如果母亲孕早期未增补叶酸，RFCl基因GG

基因型与AA基因型比较，GG基因型对CHD发病

危险具有潜在的影响。然而，到目前为止还没有充

分的证据表明子代携带GG基因型和母亲未增补叶

酸之间存在明显的交互作用，本研究以子代AA基

因型和母亲增补叶酸为非暴露，子代携带GA、GG

基因型和母亲未增补叶酸为暴露因素进行比较，未

得到有意义的oR值，这与Shaw等旧叫的研究结果

不完全一致，后者研究发现母亲未增补叶酸组，后代

携带GA基因型可增加CHD发病危险，此研究选择

了163例CHD病例。同时Botto等H o研究显示，怀

孕前后增补含叶酸的多种维生素比未增补的母亲在

生育CHD中有更低的发病危险，但并非所有的

CHD在使用叶酸后具有预防效果，而只是与流出道

缺陷和室间隔缺损有较强的关联。本研究与Shaw

等的研究不一致，可能是由于样本量的限制，并未按

照CHD的不同缺陷类型统计其基因型与CHD的发

病危险。因此，有待于扩大样本量并且选择缺陷类

型一致的CHD病例进一步证实。

许多实验研究结果提示：RFCl基因低表达能

影响正常组织发育，加重叶酸缺乏对于心血管疾病

和胎儿异常以及癌变过程的发展旧1’2 2。。在胎儿发

育关键时期，RFCl缺陷可能对叶酸转运的动力学

产生不利影响，由于RFC异常可降低它与还原叶酸

的亲和力，损害合胞体滋养层和神经口腔上皮细胞

内叶酸饱和状态，增加剥夺叶酸的危险，传递给正发

育胚胎的叶酸不足，发生NTDs或CHD的危险增

加。由此可见，如果父母传递给胎儿两个G等位基

因的同时，能保证叶酸的供给量，则可能有效拮抗因

胎儿携带GG基因型而导致的CHD发生。

加拿大学者观察了RFCl与MTHFR两者联合

作用对总同型半胱氨酸的影响后发现，RFCl 80GG

和MTHFR 677TT基因型同时存在，可提高同型半

胱氨酸水平¨1I，由于该研究中携带80GG／677TT基

因型的病例仅有4例，这些结果还需在更大的人群

研究中证实。所以，今后要把出生缺陷病因研究与

叶酸通道基因、血浆叶酸水平、同型半胱氨酸水平结

合起来，综合评价这些因素在疾病发病中的作用，这

对出生缺陷病因研究具有重要的推动作用。
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·读者·作者·编者·

读《加强新生儿以外人群乙型肝炎疫苗免疫》后的一点建议

倪健儿

拜读贵刊2004年第5期第376页庄辉教授关于《加强

新生儿以外人群乙型肝炎疫苗免疫》的述评文章，文中提出

了我国乙型肝炎(乙肝)防治工作中的重要免疫策略及我国

乙肝计划免疫新的工作重点。我深表赞赏。

上海是我国乙肝计划免疫工作开展比较好的地区。上

海市乙肝疫苗24 h内首针及时接种率和全程接种率都达到

99％以上，乙肝抗体覆盖率85％，I蛆sAg阳性携带率

0．46％～0．98％，已经达到wHO提出的乙肝控制标准。最

近，笔者对上海市632名在新生儿期全程接受重组(酵母)乙

肝疫苗接种的4岁以内儿童给予乙肝病毒血清标志物

(HBVM)定性和定量检测，抗一HBs阳性率82．44％，感染乙肝

病毒率0．95％，结果提示儿童乙肝疫苗初免后的免疫效果是

非常明显的。但仍有16．61％的儿童在新生儿期乙肝疫苗全

程接种后呈无(低)应答状态，这些儿童不能得到有效的抗体

保护，存在极大的乙肝病毒感染的潜在危险。对94名无

(低)应答儿童进行了乙肝疫苗加强接种后随访，在加强接种

完成后一个月给予HBVM定量检测，随访结果抗一腿s阳转
率达100％，呈高应答反应。这表明对无(低)应答儿童进行

加强接种的免疫效果是理想的。因此我们认为：①我国是乙

肝高流行地区，乙肝慢性化进程的关键年龄在婴幼儿期的乙

肝病毒感染，因此乙肝的防治必须从新生儿抓起，这有利于

降低我国乙肝、肝硬化、肝癌的发病率。②乙肝疫苗初免后
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无(低)应答儿童的主要原因为乙肝病毒潜在感染、船sAg携
带、乙肝病毒突变株、遗传因素等，这些已达成共识。对出生

后24 h内未及时首针接种或未全程接种乙肝疫苗和因疫苗

剂型、疫苗剂量、疫苗储存、疫苗接种等其他原因引起的无

(低)应答儿童，采用乙肝疫苗加强接种(更换剂型、加大剂

量)的免疫方案后取得相当满意的效果，因此对初免后无

(低)应答儿童进行加强接种是很有必要的。尤其是船sAg
阳性的母亲所生的新生儿，最好加大乙肝疫苗接种(HBVac)

剂量(由5 pg加量至10 pg)或与乙肝免疫球蛋白(HBIG)联合

应用。③为了全面落实加强新生儿以外人群乙肝疫苗免疫

策略，应制订相应的政策和具体实施方案。如儿童在入幼入

托前应进行常规的HBVM检测，加强幼托儿童和教职员工

的乙肝管理，避免乙肝的水平传播。

我国每年出生约2000万名新生儿，乙肝疫苗初免后无

(低)应答儿童就有300万名之多。由于我国乙肝计划免疫

工作开展不平衡，无(低)应答儿童仍可被乙肝病毒感染。无

(低)应答的确切机理还不清楚。为了早日达到wH0乙肝

控制目标，无(低)应答儿童应该得到社会的广泛关注。鉴于

以上理由：建议在我国乙肝计划免疫工作中继续加强新生儿

乙肝疫苗免疫的同时，应把初免后无(低)应答儿童列入加强

对新生儿以外人群乙肝疫苗免疫的重点人群。

此建议若有不妥之处，敬请庄辉教授指教。
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