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·现场调查·

微量元素与神经管畸形关系的病例对照研究
张卫任爱国 裴丽君都玲欧阳荔钟新艳章斐然

刁慈辉骆维波周林籽张美琳李竹

【摘要l 目的探讨多种微量元素与神经管畸形的关系，及其他危险因素。方法采用l：l配比

的病例对照研究方法，在“中美出生缺陷监测系统”中，募集新近发生的88对神经营畸形病例和对照，

问卷调查出生缺陷其他已知危险因素的暴露情况；采用微波消化、原子吸收、IcP质谱分析等方法，测

定了病例和对照孕妇怀孕早期阶段，毛发中必需微量元素(铬、锰、铜、锌、钴、钼)、毒性元素(铅、砷、

镉、汞)以及部分稀土元素(钇、镧、镨、钕)的含量；用cox比例风险模型进行了流行病学多因素分析。

结果孕期发热是神经管畸形的危险因素(oR=6 525，P=0 034)，而孕妇早期发锌含量(oR=

O．541剧100 g，P=0 02)和产前检盎次数(oR=O．634，P<0 001)作为保护性因素保留在多因素模
型中。结论孕早期锌缺乏可能是神经管畸形的原因之一，避免孕早期发热性感染，以厦定期产前检

查，可降低神经管畸形的发生率。

【关键词】神经管畸形；微量元素；病例对照研究
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神经管畸形是胚胎发育早期阶段由于神经管闭

合障碍而导致的胎儿出生时出现无脑、脊柱裂和脑
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膨出畸形。自20世纪90年代初，北京大学生育健

康研究所与美国疾病预防控制中心合作，对我国浙

江、江苏、河北和山西4个省的33个项目县市，进行

以人群为基础的出生缺陷监测，同时开展了补充叶

酸预防神经管畸形的干预措施”’2。结果表明：叶

酸可以预防大约70％的神经管畸形，然而仍有部分

的神经管畸形原因未明，为进一步探讨除叶酸以外

的其他因素与出生缺陷的关系，我们进行了一项微

量元素与出生缺陷关系的研究。
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对象与方法

1．研究对象：

(1)病例：从2003年10月1日开始，在山西、河

北、江苏、浙江省33个中美出生缺陷监测项目县市

内，募集新监测到的神经管畸形胎儿的母亲作为病

例。畸形诊断首先经过专业培训的各项目点出生缺

陷监测人员依据B超图像、畸形肉眼观等做出初步

诊断，畸形儿拍照后的图片资料每月邮寄至北京大

学生育健康研究所，由中美出生缺陷监测专家组最

后确诊。截止2004年6月底，共募集88例神经管

畸形病例。

(2)对照：按1：1个体匹配进行。配对条件：与

病例来自同一项目县市，同一民族，胎儿出生日期不

超过±1个月，产妇年龄±3岁以内，经检查无出生

缺陷的正常产妇。

2．研究方法：

(1)样品采集：每个研究对象在调查采样前均经

过口头知情同意。采样用于净不锈钢剪刀，在产妇

枕部紧贴头皮剪取一束直径≥3 mm的头发，以细

线在剪端固定标明远端和近端，记录采样时间和末

次月经日期，保持发样原长度，装人带有标签的干净

自封袋中。要求所采毛发要有足够长度，过短、怀孕

期间至采样时有染发、烫发等毛发处理的产妇不作

为研究对象。

(2)问卷调查：由培训合格的各项目点出生缺陷

监测人员完成。调查内容包括一般情况、饮食情况、

烹饪习惯、药物使用情况、患病情况、有害因素接触

情况、被动吸烟和饮酒情况、月经和生育情况、家族

史和丈夫基本情况等，问卷内容主要是影响出生缺

陷发生的孕期前3个月的暴露因素。

(3)样品处理和测定：毛发洗涤按照国际原子能

机构推荐的丙酮一水、丙酮的洗涤程序进行，洗涤后

的发样放在不锈钢烤箱中75℃烘干3 h，取75 mg毛

发、1 5 m1硝酸于10 ml超纯石英消化罐中冷消化

12 h，然后添加0．5 ml过氧化氢于德国Bergh。f公司

生产的Mws一2型程序控制微波消化炉中消化。微

量元素测定主要采用美国PE公司ELAN DRcⅡ型

IcP质谱仪，主要设置参数为：雾化汽流量

0 9 L／min，辅助汽流量1 8 L／min，等离子汽流量

15 L／min，自动透镜电压，检测器电压为模拟模式，

一1781．25 v，脉冲模式，900 v。

(4)质控措施：每个项目点的调查员均经过项目

专题培训，并按照现场操作手册进行调查和采样，项

目研究负责人适时组织抽查、复查，并进行问卷一致

性检验，发现问题及时解决。实验室分析中所有器

皿均使用硝酸溶液浸泡，18 M0以上超纯水清洗，减

少样品污染。实验室称量质量用分析天平、测定体

积用量具均严格标定，以减少系统误差；多次盲法使

用发样标准物质，并按lO％左右的比例插入平行

肓样。

3统计学分析：数据录入使用Epid8ta 3．0软

件，并进行逻辑检错，数据分析软件使用sPss 11．5

软件，以该软件生存分析模块中cox回归分析程

序，进行1：l配比的条件109istic回归分析。

结 果

1．研究对象的基本情况：共募集到88例神经

管畸形病例，其中北方地区53例，南方地区35例；

87例为单胎，1例双胎；畸形儿中男性43例，女性

42例，不能确定性别3例；37例孕妇为首次怀孕。

病例组母亲乎均年龄26 66岁，对照组母亲平均年龄

26 63岁，经检验两组年龄差异无统计学意义(P=

0．96)。

2．单因素分析：

(1)变量赋值：饮茶习惯、(孕期)做饭习惯、服用

叶酸、孕期用药、发热、贫血、妊娠剧吐以及农药、油

漆、噪声、吸烟、被动吸烟、饮酒等有害因素暴露，有

为1，无为0；文化程度按照小学、初中、高中和大学

以E的顺序依次赋值为1，2，3，4；主要食物的摄入

频率每周>6次为1，每周4～6次为2，每周1～3次

为3，每周<1次为4；燃料类型等分类变量引入哑

变量；洗发间隔天数、产前检查次数等视为连续型

变量直接引入模型分析。

(2)问卷重复信度：为检验现场问卷调查的质

量，在首次调查1个月后，随机抽取21名被调查对

象以同样的调查表进行二次调查，表1即是重复调

查结果。由于本次调查资料和出生缺陷监测数据相

连接，监测系统内每一名孕妇均有围产保健册，对于

孕早期建册的孕妇，该保健册详细记录了孕妇每个

阶段的主要危险因素的接触情况，因此产妇职业、饮

食习惯、孕期发热、贫血、妊娠剧吐、孕期有害因素暴

露、生育史、家族史等许多变量重复调查结果完全一

致，最小的Knp加值也在o．4以上，问卷具有很高的

重复信度。

表2为调查表资料单因素分析结果，其中孕早
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期奶类食品、腌制品摄人频率、孕期发热、妊娠剧吐、

产前检查次数、文化程度为差异有统计学意义的变

量。燃料类型引入哑变量后，以柴为燃料做饭相对

于以煤为燃料的做饭，对神经管畸形的单因素分析

表现为保护性因素，产妇文化程度单因素分析结果

接近显著性标准(尸=0．052)。

裹l 神经管畸形问卷调查中主要分析变量

重复调查一致性检验结果(阀卷信度)

变量 Kn声却值 变量 ‰伽值
产妇文化程度 0 930 噪声 1 000

产妇职业 1 000 其他有害因素 0 770

平均洗发问隔 0 860+ 产妇吸烟 1 000

膳食摄八 被动哑烟 0 610

肉鱼类 O 790 产妇饮酒 l 000

蛋类 0 620 分娩胎数 1．000

奶类 O 640 胎儿性别 l 000

豆制品 0 470 产前检查次数 0 890。

蔬菜类 1 000 不孕治疗史 0 620

水果类 0 560 自然流产次数 0 680

腌制品 0 720 死胎死产次数 1 000

戗茶习惯 1 000 生育畸形史 1 000

做饭习惯(孕期) 0 870 家燕史 】000

服用叶酸 0 810 丈夫民族 1 0∞

孕期用药 0 530 丈夫年龄 1 000

孕期发热 1 000 丈夫职业 1 000

孕期贫血 l帅0 丈夫文化程度 1 000

妊娠剧吐 1 000 丈夫饮酒 0 780

接触农药 1 00。 丈夫吸烟 0 660

接触油漆 1 000

*连续变量爰等级变量以两次调查的相关系数表示

寰2 神经管畸形调查表资料单因素分析结果

变量 0R值(95％cr) 变量oR值(95％c，)

产妇文化程鹱0弱(o 3凹～l 00酌 其他努目肓 3．0呻(0 3】2～摆斟1)

产妇职业 3如(O四～168惦) 接触农药 4．0卿蛳～35镯)
平均洗发间隔1 11们．915～1瑚) 接触油潦 3 0啪312～赞．8蛆)
内鱼类 1唧研～1 sz7) 噪声 1 3挪40～3 80)
蛋类 1 2刚Ⅻ～1 714) 其他有害因素65 2盼(0位l～铀咖)
奶类 1 412。(1 0璐～l 884) 产妇EE烟 l 00叫0 0∞～15嘲)

豆制品 1．丑7(0 8匣～1 d79) 被动吸烟 0锄(0 354～1m4)
蔬菜类 1弼咖蝤5～1 9蛄) 产妇饮酒 0 m5(0 0。0～加．∞砷

水果类 1 118(0舯5～L蹦) 分娩胎数 岱2酬0卿～2．瞄)
腌制品 06B+(04巧～0 9霓) 产1}0柱查次数0曲8(0 s74～0 8吣
镣习惯nⅢ(0凹一2删) 不孕治疗史 3加啦3控～盘靴)
做饭习惯 1．40叫0 6翌～3．1翌) 自然流产日(敬l 11烈O 6露～1 g聊

燃料类型 死胎死产口【数0㈣3曰～22锄
柴6 01(n。(0眦1—0 9轴) 生育畸形史 岱踟404～∞0∞)
煤气6 0 2)0(0 0甄～1 316) 家族史 65瑚(0㈣～砷0∞)

液化气6 0．筒(0嘶～1跚) 丈夫年龄 0 911(0咀9～l 013)

服用叶酸 0 69缸。倒r_l∞0) 止丈的职业 1．7踟5幢～5 9瑚
孕期用药 1 5科O’瑚～3 2眈) 丈夫文化程度0，曲8(0 2孵～0 8耐

孕期发热 5【m’(1_096～丑㈣ 丈夫馈酒 l 0踟Ⅱ卜1 9田)
孕期贫血 1【“×0 2勋～3 9粥) 丈走吸烟 0圈剐0 4田～l显5)

妊娠剧吐 6 000。(1 343～衢8㈣

*P<0 05；#P<0 01；△哑变量设置．以煤为参照

3．实验室微量元素测定：表3资料显示出在所

分析的14个元素中除铅、钼和汞对照平均值低于病

例均值外，其余元素均为对照高于病例，但只有元素

锌和钼两组配对￡检验结果有统计学意义，对照组

孕妇毛发锌的均值为214．256"g／g，病例组为

188．857 pg／g，对照组发锌显著高于病例组(P=

0．036)。

表3 神经管畸形病例和对照组各微量元素

单因素配对￡检验结果。

*88侧神经臂晴形有2倒无台适对照．所以配对研冤时软件自

动给}剔除

4多因素分析：为综合评价微量元素和出生缺

陷其他危险因素对神经管畸形的影响，消除混杂作

用，将调查表资料单因素分析结果中有显著性的奶

类和腌制品摄人频率、燃料类型、孕期发热、妊娠剧

吐、产前检查次数、丈夫文化程度等变量引入条件

logistic回归模型。产妇文化程度在单因素分析结

果中很接近显著性水准，也引人多因素模型。考虑

到生活中洗发可能对毛发元素有一定影响，故将该

变量作为混杂因素引入模型。微量元素与神经管畸

形的关系是本次研究的重点，因此全部引入多因素

分析模型中。

表4是条件logistic回归(逐步回归)得到的结

果。在排除了混杂因素的影响后，孕期发热和产前

检查次数保留在最终的模型中，发锌作为惟一有保

护性的元素保留在模型中，由于锌在模型中眦连续

性变量引入的，它代表了每单位(pg／g)锌的变化对

神经管畸形的oR值的贡献，所以oR值比较小，

如果将锌的数值除以100，则锌在模型中的()R值

为0．541，是一个显著的神经管畸形的保护性因素。
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5动物性食品的摄人频率与发锌的关系：为进

一步探讨产妇锌缺乏的原因，特别是膳食因素与发

锌含量的关系，将研究中所有病例和对照合并为一

个总体，按照膳食调查中每个对象平均每周动物性

食品的摄人频率不同，分为不同的组，分别计算各组

的平均发锌含量。

衰4 神经管畸形条件109istic多因素逐步回归分析

窭兰 g 生 ￥!型堡!堕壁堡堕!墅兰竺!
孕期发热 l 876 o 886 4 481 o

034(1 14；!雾．045)
产前检查次数一o 456 o 108 17 675 o 000(o 5品嚣784)
发锌(旭／g) o．006 o 003 5 377 o

020(o 93三翟999)

如图1、2所示：按照肉鱼类食物摄入频率分

组，>6次／周、4～6次／周、1～3次／周、<1次／周，分

4个比较组后，孕妇发锌在各对应组的平均值分别

为221．98、217．5l、200．92和i90．13”一g，趋势检验

统计量F=13．66，P<0．00l，呈现出显著的随肉鱼

类食物的摄人频率降低，发锌含量下降的态势。同

样趋势还见于蛋类食物摄人频率和发锌的关系，按

照上述食物摄人频率分组，发锌含量均值分别是

221．38、215．23、209 57和195．70 pg／g，趋势性检验

F=6．466。P=0．011。

次／周

围l 肉鱼类食物摄人频率与孕妇毛发中锌含量的关系

图2 蛋类食物摄人频率与孕妇毛发中锌含量的关系

讨 论
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流行病学病因推断的原则之一是暴露在先结果

在后。本项研究的显著特点之一是畸形发生前的主

要研究危险因素的获得不是依靠回顾，而是客观精

确地测定。胚胎发育研究认为：孕早期是神经管畸

形发生的重要阶段，测定该阶段母体微量元素负荷

水平，才可能作为探讨微量元素与神经管畸形流行

病学病因关联的依据，如果采集畸形儿出生后母亲

的血液，或者畸形儿本身的血样进行微量元素测定，

则不能反映胚胎早期的暴露水平，更不能视为出生

缺陷的病因。母亲毛发为评价妊娠早期阶段微量元

素负荷水平提供了很好的生物材料。毛发由根部以

平均每月10 mm的生长速度，自毛囊逐步向外生长

延伸”1，毛囊的周围环绕丰富的毛细血管，血液中的

微量元素通过毛囊向毛发中富集，因此，母亲毛发不

同部位的含量代表了胎儿胚胎发育不同阶段的暴露

水平，通过记录母亲末次月经日期和毛发采集日期，

根据毛发的平均生长速度即可计算出母亲妊娠早期

阶段所生长出的毛发位置，进而测定出该时期孕妇

毛发中微量元素的含量，以评价发育中的胎儿微量

元素暴露水平。

本项研究的另外一个显著特点是测定方法先

进，结果可靠。我们选择毛发作为评价机体微量元

素暴露水平的样品，提高了检测的灵敏度，因为毛发

中绝大多数微量元素含量显著高于血液样品。和血

液相比，毛发暴露在自然环境中，可能会带来一定量

的外在环境污染，为此，我们采用国际原子能机构及

美国环保署推荐丙酮一水一丙酮的洗涤方法“。，并以

中性表面活性剂Triton Tx一100为去污剂，得到很

好的毛发洗涤效果。另外，样品消化和测定方法也

是影响微量元素测定的关键环节。密闭石英消化罐

微波消化法，是当前最好的消化方法，由于消化温度

低，消化过程加压密闭，一般不会受到外界污染，也

不会因敞开消化丢失元素。在测定仪器方面，本研

究采用高分辨率ICP质谱分析方法，是当今多元素

测定中最为理想的方法，因此，研究结果真实可靠。

另外．研究中畸形病例的定义不再是广泛意义

上的畸形，而是在众多类型畸形中分离出神经管畸

形单独研究，这在微量元素与出生缺陷关系的研究

中比较少见。由于受到各种客观条件的限制，过去

人们往往不分类型地将所有种类的出生缺陷合并分

析，尽管可能会发现一些出生缺陷的共同危险因素，

0基美篙0uZ
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但不同具体类型的出生缺陷病因不尽相同。本研究

对象全部选自“中美出生缺陷监测系统”，该系统为

详尽的缺陷分类和样品募集提供了得天独厚的条

件。除了实验室微量元素检测数据来自畸形发生的

早期阶段，作为控制混杂的流行病学调查资料也尽

可能追寻到母体早期阶段的暴露情况。“中美出生

缺陷监测系统”也为流行病学现场调查提供可靠的

母亲孕早期其他危险因素的暴露资料”“1：监测系

统中多数孕妇自怀孕早期便开始建立围产保健册，

较详细地记录了妊娠的每个阶段的情况，因此结果

更加可靠。

叶酸与神经管畸形的关系已经被广泛证实，研

究中未见叶酸补充与神经管畸形间显著性的关联，

一方面可能因为没有进行血液叶酸的测定，另外一

个可能的方面是研究对象均来鱼进行广泛叶酸干预

的出生缺陷监测地区，在样本量小的情况下，叶酸的

作用不能显现出来。所以，本项研究对叶酸在神经

管畸形发生中的作用研究灵敏度不高，但并不影响

探讨微量元素与出生缺陷的关系。在多因素分析

中，锌是神经管畸形发生的保护性因素。锌作为神

经管畸形可能的病因，有其生物学机理方面的支持。

研究发现，锌等微量元素与实验动物的出生缺陷有

关，机体内锌的主要生理功能是参与多种生物酶的

代谢，促进细胞的分裂、生长和再生。实验证明，孕

鼠严重缺锌时仔鼠畸形达98％，其中40％为中枢神

经系统畸形，如无脑及脑积水。本项研究结果从人

群角度验证了锌与神经管畸形可能的因果关联o“。

食物营养成本分析表明，动物性食品是锌等微

量元素的良好来源，而且动物食品中锌的生物利用

率比较高。图l和图2显示母亲发锌含量随着肉鱼

类和蛋类的摄人频率减少而降低，揭示古锌较高的

动物性食品摄人不足，可能与神经管畸形的发生

有关。

(本项研究得到“中美出生缺陷监测系统”各个项目点的

大力支持和配台，在样品采集、调查问卷过程中付出了辛勤

的劳动，谨此衷心感谢)
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