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要的理论依据，而且可为降低我国NTDs的发生率

提供参考依据。

对象与方法

1．对象的选择：采用1：1匹配的病例对照研究，

选取2003年1月至2004年10月在山西省6个地

区的医院生育NTDs患儿或B超诊断为NTDs患儿

而引产的母亲99例为病例组，同期生育正常儿的母

亲或与病例组孕周相近的B超诊断为正常的孕妇

99名为对照组。配比条件为：两组母亲该次妊娠时

年龄相差±3岁，孕周相差±4周，同民族、同县乡。

99例NTDs患儿中男性52例，女性47例；无脑儿

41例，脊柱裂27例，脑膨出15例，复合畸形16例。

2．方法：对病例组孕妇在分娩或终止妊娠(对照

组在分娩或B超诊断为正常)后24 h内进行问卷调

查，并采集肘静脉血2 ml，提取DNA，采用

PCR．RFLP方法检测调查对象N，一N，。亚甲基四氢叶

酸还原酶(MTHFR)基因677位点多态性。引物参

照文献【31，分别为P1：5’～TGA AGG AGA AGG TGT

CTG CGG GA-3 7：P2：57一AGG ACG GTG CGG TGA

GAC TG一3 7。调查内容：①一般情况；②NTDs可疑

影响因素(既往史、家族疾病史、孕早期饮食、患病以

及接触有害物质情况等)，可疑影响因素赋值见表

1；③新生儿情况／B超检测情况。

表1 NTDs可疑影响因素及赋值方式

影响因素 赋 值

文化程度 文盲=l，小学=2，初中=3，高中及中专=4，
大专及大学以上=5

孕次 1～5次，规定：I>5次，按5次处理

产次0～4次，规定：>14次，按4次处理

生育缺陷儿史 无=0，有=1

流产史 无=0。有=1

妊娠发热 无=0，有=1

妊娠剧吐 无=0，轻=1。重=2

先兆流产 无=0。有=1

孕期贫衄 无=0，有=1

农药 无=0，有=1

化肥 无=0，有=1

抗菌药物 无=0，有=1

叶酸制剂 无=0，有=1

新鲜蔬菜 未吃=0。1～2次／周=1，≥3次／周=2

新鲜水果 <3次／周=0，≥3次／周=1

发芽上豆 未吃=0，1～2次，周=1，≥3次，周=2
丈夫吸烟 无=0。有=1

MI’HFR基因突变野生型=0，杂合突变型=1，纯合突变型=2

孕早期BMI <24=0，24～=l。26～=2

NTDs 对照=0，病例=1

3．统计学分析：将调查资料与实验室检测结果

核查，建立数据库，用SPSS 11．5统计分析软件对数

据进行分析。统计方法为x2检验、条件logistic回

归单因素及多因素分析。

结 果

1．一般情况：本研究按1：1配对共调查99例

病例和99名对照。其中60．6％为农村人口，26．8％

为城镇人口，12．6％为城市人口。病例组妇女分娩

年龄在20～41岁，平均28．3岁±4．44岁；对照组年

龄为20～44岁，平均27．9岁±4．09岁，两组年龄差

异无统计学意义(配对t=0．72，P>0．1)。

2．MTHFR基因扩增、酶切结果及基因分布：

用设计的引物序列对MTHFR基因进行PCR扩增

后，产生长度为246 bp的目的片段。该片段在677

位点存在多态性，可以被限制性内切酶Hinf I酶

切，呈三种类型：野生型(c／c)、杂合突变型(C／T)和

纯合突变型(T／T)。其中，野生型无Hinf l酶切位

点，电泳图像仅表现为一条带246 bp；纯合突变型的

两条链均可以被切开，表现为两条带174 bp和

72 bp，杂合突变型表现为三条带，246 bp、174 bp和

72 bp(图1)。MTHFR基因677位点基因型分布在

对照组进行Hardy．Weinberg遗传平衡检验(P>

0．05)，符合遗传平衡定律。MTHFR基因677位点

基因型和等位基因在病例组和对照组中的分布见表

2和3，基因型和等位基因频率在两组问分布差异有

统计学意义(P<0．01)。

注：1：PCR扩增产物；2、3、6：纯合突变型；4、7：野生型；5：杂合突

变型

图l MTHFR基因PCR扩增产物及酶切电泳图

3．NTDs可疑影响因素条件logistic回归单因

素分析结果：用条件logistic回归分析方法对可疑影

响因素进行单因素筛查，结果见表4。

表2 MTHFR基因677位点基因型在病例组

和对照组中的分布

注：括号外数据为例数。括号内数据为频率(％)；f=14．605，
P=0．001

 



裹3 MT}玎讯基因677位点等位基因在病例组
和对照组中的分布

注：Y2=14．592，P<0．001

表4 NTⅨ可疑影响因素条件logistic回归单因素分析

可疑冈素 口 品毗c脚值P值 OR值(95％a)
文化程度 一O．584 O．250 5．444 0．唧。 0．558(0．34l～0．911)
孕次 1．304 O．3ll 17．53l 0．0006 3．683(2．ool～6．780)

产次0．493 0．265 3．455 0．063 1．637(O．973～2．752)

生育缺陷儿史 3．954 1．961 4．1165 0．04妒52．120(1．117～2434．9)
流产史 1．聊0．619 9．389 0．0026 6．667(1．98l～22．435)
妊娠发热 2．639 1．1135 6．500 0．0114 14．000(1．841～106．47)

妊娠剧吐0．718 0．3t13 5．59l 0．01酽2．049(1．131～3．715)

先兆流产 1．099 0．516 4．526 0．033" 3．000(1．090～8．254)

孕期贫血 1．拟O．658 3．345 0．067 3．330(0．917～12．112)
农药 2．197 1．054 4．345 0．037* 9．000(1．1411-71．038)
化肥 2．303 1．049 4．820 0．028"10．0∞(1．280～78．n7)

抗菌药物 1．030 0．521 3．906 o．048． 2．800(1．009～7．774)

叶酸制剂 一o．486 0．449 1．167 o．280 0．615(o．255～1．485)

新鲜蔬菜 一o．394 0．288 1．878 o．171 0．674(o．384～1．t85)

新鲜水果 一o．693 0．283 5．083 o．1124． o．528(0．303～O．920)

发芽土豆 1．437 0．357 16．231 o．000b 4．210(2．092～8．472)

丈夫吸烟 o．944 0．315 8．991 O．00矿 2．571(1．387-4．767)

MIⅦ碾基因突变。o．772 0．z15 11．789 o．0016 2．163(1．393～3．361)
孕早期BⅦ o．316 0．087 13．342 O．0006 1．372(1．158～1．625)

注：oP<o．05，6P<O．Ol，‘MI硼i基因677位点等位基因突变个数

从表4可以看出，在a=0．05水平上，单因素有

意义的因素包括：文化程度、孕次、生育缺陷儿史、流

产史、妊娠发热(≥38℃)、妊娠剧吐、先兆流产、接触

农药化肥、使用抗菌药物、食用新鲜水果、食用发芽

土豆、丈夫吸烟、BMI和MTHFR基因677位点突

变。其中高文化程度和孕期经常摄入新鲜水果是保

护因素，其他为危险因素。

4．NTDs可疑影响因素条件logistic回归多因

素分析结果：将单因素分析有意义的因素引入条件

logistic多因素逐步回归模型，分析结果见表5。

表5 NTIN可疑影响因素条件logistic回归多因素分析

里壁里室 e兰型焦!堡竺堡!!!兰垡!
孕次 1．1153 0．413 6．498 0．011n 2．867(1．276～6．444)
化肥 2．784 1．335 4．347 0．037a 16．182(1．182～221．59)
发芽上豆 1．538 0．490 9．843 0．002b 4．656(!．781～12．171)

垒巫竖墨垦壅童!：垡!：丝!：丝Q：竖坚!：!型!：业=!：型2
注：同表4

从表5可以看出，在15个单因素分析有意义的因

素中，最终进入多因素分析有意义的因素有4个，分别

是孕次、化肥、发芽土豆和MTHFR基因677位点突变。

讨 论

NTDs是在胚胎发育的第24—28天，神经管的

关闭受阻所致。多年的研究认为，NTDs是多因素
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疾病，是由多对微效基因共同作用，并受环境因素影

响而引起的疾病。本次调查中，所有调查员经统一

培训，在医院同时收集病例和对照，同一对病例、对

照由同一个调查员登记填写，尽量避免调查对象提

供的信息偏倚。所选病例和对照孕妇孕周相近，回

忆偏倚相差不大。通过对山西省NTDs的影响因素

分析发现，孕次、接触化肥、食用发芽土豆和

MTHFR基因677位点突变是山西省NTDs患儿发

生的主要环境和遗传危险因素。

1．孕次与NTIN的关系：随着孕次的增加和孕妇

年龄的增大，生殖细胞发育不良，进而导致受精卵的

发育、分裂和分化不良；同时，随孕次的增加，子宫内

膜不断受累，致使受孕期间蜕膜发育不良，胚胎的营

养供给不足，容易引发胚胎畸形。多因素条件logistic

回归分析发现孕次是NTDs的危险因素。提示：孕次

增加可能是生育NTDs患儿的危险因素之一。

2．接触化肥与NTDs的关系：山西省地处山区，

经济和信息发展相对落后，绝大多数妇女为农村人

口，并以农业为生，有些孕妇在孕早期难免接触农

药、化肥。化肥的成分主要以磷酸盐、硫酸盐、硝酸

盐和亚硝酸盐等为主，其中硝酸盐和亚硝酸盐类具

有致畸作用，并在一些动物试验中造成了神经系统

发育异常H1。本研究孕妇孕早期接触化肥与NTDs

的发生有一定的关系，单因素分析后引入多因素模

型OR=16．182。在本研究中，孕妇接触“化肥”的

暴露率很低，特别是在对照组，仅一例，偶然性造成

的P值有统计学意义的可能性很大，同时考虑到病

例对照研究难以避免的回忆偏倚，因此对该结果还

需要进一步增加样本量来做解释。但是，由于化肥

的一些成分已经证明对动物有毒性作用，因此妇女

在妊娠期特别是妊娠早期应避免接触农药、化肥。

3．食用发芽土豆与NTDs的关系：在冬春季，山

西省农民以食用储藏白菜和土豆为主，饮食单调，不

仅导致各种维生素和某些微量元素的缺乏，而且长

期储藏的土豆，特别是发芽土豆，含有大量生物碱。

土豆类生物碱对小鼠胚胎的生长发育及分化具有明

显的损害作用"J。它具有极强的胚胎毒性，人类对

生物碱的敏感度比动物高100～450倍，孕妇如长期

大量食用含生物碱较高的土豆，蓄积体内会产生致

畸效应。而且，土豆中的生物碱并不能因常规的水

浸、蒸、煮等烹调而减少。在我国东北长春地区也发

现无脑儿、脊柱裂的形成与食用发芽的土豆有关怕1，

从而更加证实了发芽土豆是导致NTDs患儿发生的
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一个危险因素。因此，妇女在妊娠早期最好不吃发

芽土豆。

4．叶酸与NTDs的关系：从20世纪80年代起，

世界各国学者针对70年代动物试验、临床和流行病

学研究的提示，进行了环境因素对NTDs发生影响

的研究，证实妇女体内叶酸缺乏是NTDs发生的主

要病因【7J，妇女在妊娠前后服用叶酸可降低胎儿发

生NTDs的危险性，使其发病率降低50％～70％。

在本次NTDs影响因素的单因素分析中，并没

有得出叶酸是NTDs的保护性因素这一结论。进一

步的分析可以看出，在我们的调查对象中不论是病

例组还是对照组妇女，叶酸的利用率都非常的低，病

例组的利用率仅为11．1％，对照组16．2％(x2=

1．027，P>0．1)。说明山西省育龄期妇女对叶酸预

防NTDs的知识了解甚少，对叶酸的重视程度不够。

相同的情况也在国内外其他地区存在。调查表明，

美国、英国和挪威的妇女并没有很好的按推荐量来

服用叶酸【8’9J。1997年的一项调查显示美国仅有

32．2％的育龄妇女(25岁以下的妇女仅占19％)服

用叶酸增补剂，到1997年底，美国和英国虽然已经

推荐叶酸增补剂七八年，但是NTDs的发病率似乎

并没有下降【1m12 J。

张乐等¨3’通过对出生缺陷高发区与低发区孕早

期妇女叶酸知信行现况调查比较显示：山西省不论是

城市还是农村地区，妇女对叶酸知识的知晓率和利用

率都低于NTDs低发的江苏省，城市和农村分别仅有

31．1％和8．5％人服用叶酸，并且，大多数妇女是在怀

孕后才开始服用，错过了叶酸的最佳服用期。这一原

因可能是山西省NTDs高发的重要因素。

5．MTHFR基因677位点多态性与NTDs的关

系：同型半胱氨酸(Hcy)是一种有潜在毒性的代谢

产物，孕妇孕早期体内蓄积较多时，就可诱发

NTDs。到目前为止，国内外学者大多数认为

MTHFR基因677位点突变可导致酶活性降低、Hcy

水平升高，是NTDs的危险因素。但也有学者研究

认为，MTHFR基因677位点突变在病例组和对照

组分布无差异，不足以构成NTDs的危险因素。

本次研究中MTHFR基因677位点有3种基因

型，即CC、CT和TT。在对照组其基因型分布符合

Hardy—weinberg遗传平衡定律，说明MTHFR基因

的检测结果具有代表性。基因型频率(cc、CT、1vr)

在病例组的分布分别为14．1％、50．5％和35．4％，在

对照组的分布分别为34．3％、48．5％和17．2％，T易

感等位基因频率在病例组和对照组分别为60．6％、

41．4％，基因型和等位基因频率在两组间分布差异

有统计学意义(P<0．01)；在控制了混杂因素后发

现MTHFR基因677位点突变增加了NTDs的危险

性。说明母亲MTHFR基因677位点突变可能是

山西省NTDs患儿发生的重要遗传因素，证明母亲

MTHFR基因与后代发生NTDs之间存在病因学关

联，与上述部分研究报道相一致，国内的研究也已证

实该结论¨4|。

Herrmann等¨纠国外学者发现MTHFR677位

点TT基因型个体在维生素B12缺乏时容易得高

Hcy血症。Harmon等¨刨报道MTHFR677位点TT

基因型个体在叶酸缺乏时容易得高Hcy血症。这

就提示我们MTHFR基因TT基因型作用的发挥在

很大程度上取决与体内许多已知或未知营养素(包

括叶酸、维生素、微量元素等)水平。因此，携带TT

和CC、CT基因型个体相比，需要摄入更多的营

养素。
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