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MTHFR基因多态性及单体型与大剂量
甲氨蝶呤化疗毒性反应的相关性研究

廖清船李晓蕾刘思婷张永李天媛仇锦春
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【摘要】 目的探讨亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)基因多态性及其单体型与急性淋巴细

胞自血病患儿大剂量甲氨蝶呤(HDMTX)化疗毒性反应的相关性。方法采用聚合酶链反应一限

制性片段长度多态性方法对HDMTx化疗后出现毒性反应(n=61)和无毒性反应的患JL(n--36)

MTHFR基因677C>T、1298A>C单核苷酸多态性(SNP)进行基因分型和单体型分析，并应用病

例对照分析方法进行相关性研究。结果MTHFR 677C>T不周基凶型在两组患儿中的分布频率

差异无统计学意义(f=4．609，P=0．100)。1298A>C不同基因型在两组患儿中的分布频率差异

有统计学意义(f=10．192，P=0．006)，1298C等位基因(AC+CC基因型)携带者出现毒性反应的

风险降低(OR=O．245，95％CI：0．099—0．607，P=0，002)。677C>T与1298A>C存在着强连锁不

平衡(∥----0．895)，CC单体型携带者出现毒性反应的风险降低(OR=O．338，95％a：0．155—0．738，

P----0．005)，而TA单体型携带者出现毒性反应的风险增加(OR=1．907，95％CI：1．045～3．482，P=

0．035)。结论MTHFR 1298C等位基因及CC单体型可能是HDMTX毒性反应的保护因素，TA

单体型可能是危险因素。
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【Abstract】 ObjectiYe To investigate the association between single nucleofide polymorphisms

(SNP)and its haplotypes of methylenetetrahydrofolate reductase(MTHFR)gene with high dose

methotrexate(HDMTX)．induced toxicity i11 children with acute lymphoblastic Ieukemia(ALL)．

Methods HDMTX—treated children with ALL(I．2 to 14-years old)were selected from inpatient

and foIlowed for a retrospective study．The toxieity response of HDMTX chemotherapy was evaluated

using WHO common toxicity criteria．Sixty-one patients with therapy-related toxicity and 36 patients

without therapy．related toxicity were genotyped for 2 SNP(677C>T and 1298A>C)oftlle MTHFR

gene by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism．Frequency of haplotypes

and linkage disequilibrium of MTHFR gene were analyzed by SHEsis program．Results 111e

distribution of MTHFR gene 677C>T polymorphism did not appeare different between groups with

or without toxicity response(x 2=4．609．P=0．100)，but the 1298A>C polymorphism was

significantly different()[7=10．192，P=O．006)．Individuals who carried C allele(AC+CC genotype)

had a decreased riskoftoxicity response comparedtoAAgenotype(OR=O．245．95％CI：0．099—0．607，

P=O．002)．677C>T and 1298A>C polymorphisms showed s仃ong linkage disequilibrium(D’=

0．895)．The CC haplotype was significantly associated with decreased risk oftoxicitv response(OR=

0．338．95％(Y：O．155-o．738。P----0．005)，whiletheTA haplotypewas significantly associatedwith the

incrcased risk of toxicity response(OR=I．907．95％c，：1．045—3．482．P=0．035)．Conelusion
MTHFR gene 1 298C allele and CC haplotype might serve鹊protective factors while TA hapiotype as
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a risk factor for the susceptibility to toxicity response ofHDMTX chemotherapy in children with ALL．
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急性淋巴细胞白血病(ALL)是儿童最常见的恶

性肿瘤，大剂量甲氨蝶呤(HDMTx)在ALL的巩固

治疗及髓外白血病的防治中得到广泛应用，但有些

患儿常因过度敏感产生严重毒性反应而不得不减量

甚至停药。5，10一亚甲基四氢叶酸还原酶(MTHFR)

催化5，10一亚甲基四氢叶酸还原为5一甲基四氢叶

酸，调节细胞内一碳单位代谢，是甲氨蝶呤(MTx)

发挥药理作用的靶点之一。MTHFR基因编码区有

2个常见的单核苷酸多态性(SNP)677C>T和

1298A>C，导致其编码的酶活性显著降低⋯，这2个

SNP是否影响HDMTX的毒性反应尚无定论心·引，另

有研究显示，677C>T和1298A>C存在连锁不平衡

关系n’引，而这2个位点构成的单体型是否与

HDMTX的毒性反应有关，目前也未见报道。为此，

本研究探讨MTHFR基因多态性及单体型与

HDMTX化疗后毒性反应的关系。

对象与方法

1．研究对象：2005年9月至2009年10月，在南

京医科大学附属南京儿童医院住院的南京周边地区

ALL患儿97例，其中男性46例，女性5l例，均经骨

髓细胞学检查确诊，年龄1．2～14．0(6．1±3．5)岁，所

有患儿经诱导治疗处于完全缓解状态，化疗前血常

规、肝肾功能均在正常范围内。应用HDMTX进行

巩固治疗及髓外白血病的防治，HDMTX用法参见

文献[6]，MTX以3．0 g／m2给药，l／6量(每次不超过

500mg)在30min内快速静脉滴注，余量24 h内均匀

滴注。化疗期间检测肝肾功能，并常规对口腔黏膜、

胃肠道以及重要脏器进行保护。化疗后36 h用甲酰

四氢叶酸钙解救，每次15 me,／m2，每6 h给药1次，共

6～8次。同时检测血浆MTX浓度以调整甲酰四氢

叶酸钙应用的次数和剂量，直至血浆MTX浓度<

0．1 Itmol／L时，停止使用甲酰四氢叶酸钙。本研究

取得患儿家长的知情同意，并通过南京医科大学附

属南京儿童医院医学研究伦理委员会的伦理审查。

2．毒性反应评价：HDMTX化疗前，患儿无恶

心、呕吐等反应，口腔黏膜光滑，血常规、肝肾功能检

测结果均在正常范围．化疗后详细记录白细胞计数

降低、血小板计数降低、恶心呕吐反应、口腔黏膜损

害以及肝肾功能损伤等毒性反应，按照WHO统一

标准观察评价，并按照化疗后是否出现毒性反应分

为有毒性反应组和无毒性反应组。

3．基因型检测：

(1)血液基因组DNA提取：抽取研究对象静脉

血2 rrd，EDTA抗凝，常规酚一氯仿抽提法提取基因

组DNA。

(2)引物序列及PCR反应条件：用Premier 5软

件针对MTHFR基因第4外显子(含677C>T多态性

位点)和第7外显子(含1298A>C多态性位点)设计

引物，序列见表1，由北京华大基因公司合成。PCR

反应条件：95℃预变性5 min；94 oC变性30 S，相应

的退火温度退火1 min(表1)，72 oC延伸30 S，35个

循环；72 oC延伸8 min。

表1 MTHFR引物序列、目的片段长度和退火温度

凛R占 引物序邢，一3，)
多态位点

“⋯“”。 。7

片段退火

长度温度

Cop)(℃)

677C>T FR AGTCCCTGTGGTCTCTTCATC
387 56

ItP GGAGATCTGGGAAGAACTCAG

1298A>C FR CTrrGGGGAGCTGAAGGACl．ACTAC
168 55

RP CACT丌GTGACC√气TTCCGG下丌’G

(3)限制性内切酶图谱分析：({)MTHFR 677C>

T：PCR产物经胁矿I酶切后，CC野生基因型产生

387 bp 1个片段；CT杂合子型产生387、235和152 bp

3个片段；1vr纯合突变型产生235、152 bp 2个片

段。(②MTHFR 1298A>C：PCR产物经Mbo U酶切

后，AA野生基因型产生56、31、30、28和18 bp 5个片

段；AC杂合子型产生84、56、31、30、28和18 bp 6个

片段；CC纯合突变型产生84、31、30和18 bp 4个片

段。电泳图谱中的28、30和3l bp 3个片段因条带相

距较近，未能分开，见图1。

注：M：DNA分子质量标记物

图l~fn环R677C>T、MTHFR 1298A>C基因

分型酶切电泳
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4。统计学分析：采用EpiData 3,0软件录入数据

建立数据库，采用SPSS 16．0软件进行统计学分

析。H．W遗传平衡检验采用拟合优度f检验，基因

型及等位基因频率用百分位数表示，用SHEsis软件

进行单体型和连锁不平衡分析。应用x2检验比较

有毒性反应组和无毒性反应组MTHFR基因型和等

位基因频率分布，通过计算比值比(OR)及其95％

可信限(95％CI)对毒性反应与MTHFR基因型进行

关联分析并检验，P<O．05为差异有统计学意义。

结 果

1．一般情况：ALL患儿共97例，61例(62．9％)患

儿HDMTX化疗后出现各类毒性反应，其中23例

(23．7％)出现骨髓抑制，7例(7．2％)出现发热。28例

(28．9％)出现消化道反应，30例(30．9％)出现肝功

能损害，5例(5．2％)出现皮疹。年龄、性别在有毒

性反应组和无毒性反应组中分布的差异无统计学

意义(年龄段总体分布：z2=2．321，P=O．313；性别

分布：Z=0．761。P=O．383)，提示进行关联分析的资

料具有可比性(表2)。

2．H．w遗传平衡检验：MTHFR 677C>T基因

型在有毒性反应组(n=61)的分布为CC型16例

(26．2％)、CT型29例(47．5％)和TT型16例

(26．2％)；在无毒性反应组(n=36)的分布为CC型

12例(33'3％)、CT型2l例(58．3％)和订型3例
(8．3％)，基因型分布在两组均符合H．W遗传平衡检

验(3c2=O．147，P=0．701和x 2=2．151，P=0．142)；

MTHFR 1298A>C基因型在有毒性反应组的分布

为AA型49例(80．3％)、AC型11例(18．0％)和CC型

l例(1．6％)，在无毒性反应组的分布为AA型18例

(50．O％)、AC型15例(4t．7％)和CC型3例(8．3％)，

基因型分布在两组中的分布也符合H．w遗传平衡

检验(x2=0．17l。JP=0．679和x2=0．003，P=O．960)，

提示人选病例具有群体代表性(表2)。
3．MTHFR 677C>T基因型及等位基因频率分

布：677T等位基因频率在有毒性反应组和无毒性反

应组中分布的差异无统计学意义()C2=2．854。尸=

0．091)，677C>T各基因型频率在两组中的总体分布

差异也无统计学意义(Z=4．609，P=O．100)，见表2。
4．MTHFR 1298A>C基因型及等位基因频率

分布：1298C等位基因频率在有毒性反应组和无毒

性反应组中的分布差异有统计学意义(f=10．734，
P=O．001)；1298A>C各基因型频率在两组中总体

分布差异有统计学意义()c2=10．192。P=O．006)；有

毒性反应组C等位基因(AC+CC基因型)携带者的

频率(19．6％)低于无毒性反应组(50．0％)，差异有统

计学意义(f=9．747，P=O．002)；C等位基因携带者

出现毒性反应的风险是AA基因型的0．245倍(OR=

O．245，95％C1：0．099～0．607)，见表2。

5．MTHFR基因677C>T与1298A>C连锁不

平衡及单体型分析：应用SHEsis软件进行单体型分

析，以单体型频率≥3％为入选标准。结果显示

677C>T与1298A>C存在强连锁不平衡(D’=

0．895)，共有CA、CC、TA和TC4种单体型，其中CC

和TA单体型频率在两组中的分布差异有统计学意

义(f=7．853，P=0．005和Z2=4．468，P=O．035)，Cc
单体型携带者发生毒性反应的风险降低(OR=

O．338，95％a：0．155—0．738)，而TA单体型携带者发

生毒性反应的风险增高(OR=1．907，95％CI：

1．045～3．482)，见表2。

讨 论

MTHFR不仅是叶酸代谢的关键酶，也是MTX

发挥药理作用的靶点之一，大量的研究表明，

MTHFR基因多态性与ALL、食管癌以及胃癌等恶

性肿瘤的易感性相关㈤j。近年来，随着药物基因组

学的发展，MTHFR基因多态性与化疗药物的敏感

性以及毒性反应的关系成为新的研究热点。在对

MTHFR基因多态性与化疗药物毒性反应的相关性

研究中，Fisher和Cronstem[引发现，携带677T等位基

因的类风湿性关节炎患者对MTX的毒性反应发生

率较高，Chiusolo等“们的研究也显示携带677T等位

基因的ALL患者对MTX化疗敏感性增强，并易出

现肝功能损害、骨髓抑制等毒性反应，其原因可能与

MTHFR 677C>T突变后导致同型半胱氨酸水平升

高有关n“。在纳入本研究的97例ALL患儿中，并未

观察到MTHFR 677C>T突变导致HDMTX毒性反

应发生风险增加，Seidema仰等¨21的研究也认为

MTHFR 677C>T多态性不能预测HDMTX毒性反

应的发生风险。这可能是由于本研究及Seidemann

等的研究中HDMTX化疗过程均伴有甲酰四氢叶酸

钙的解救，该措施能在一定程度上降低同型半胱氨

酸水平。从而影响677C>T多态性与HDMTx毒性

反应关系的判断，导致得出和前述研究不一致的结

论。除此以外，677T所致效应可能会受到其他阑素

如治疗方案、合用药物、机体叶酸水平、饮食结构以

及环境阑索等的影响，而样本含量的多少也会影响

检验的效能，因而相关研究尚有待进一步深入。
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注：不同年龄段总体分布检验．r=2．321．P=O．313；MTHFR 677CC、CT、TT总体分布检验，f=4．609，P=0．100；MTHFR 1298AA、AC、

cc总体分布检验，Z=lO．192，P=0．006；。等位基因频率由基因型频率计算而得；‘选用校正的f检验结果；‘sHEsis软件计算结果

尽管本研究未发现MTHFR 677C>T多态性与

HDMTX毒性反应的相关性，却“意外”发现1298C

等位基因有可能是HDMTX毒性反应的保护因素，

与AA基因型患儿相比，AC基因型者出现毒性反应

的风险显著降低，CC基因型者出现毒性反应的风险

也降低，但由于CC基因型患者例数较少(4例)，其

差异不具有统计学意义。虽然如此，若将AC和CC

基因型合并，经统计学分析仍可以看出1298C等位

基因(AC+CC基因型)携带者出现毒性反应的风险

低于AA基因型患儿．推测其可能与1298C等位基

因编码的酶活性降低有关，因为MTHFR活性降低

后增加了可利用的5，lo-亚甲基四氢叶酸，有利于

胸腺嘧啶的合成而在一定程度上对抗HDMTX的细

胞毒作用‘13．14]。

目前有关MTHFR基因多态性与MTX毒性反

应的关联研究均为候选基因选择策略，由于单个

SNP提供的信息量较少，对MTHFR基因多态性分

析不够全面。如在候选基因中选取多个位点构成的

单体型进行分析，则更有助于发现与药物反应差异

相关联的遗传标记¨引，本研究结果显示677C>T和

1298A>C存在强连锁不平衡(D’=0．895)，提示这

两个SNP位于一个单体型区域内。通过SHEsis软

件所构建的4种单体型中，CA和TA所占的比例较

大，CC次之，TC最少(且只在无毒性反应组中存

在)。CC和TA单体型在两组中的分布差异有统计

学意义，CC单体型在有毒性反应组中的频率

(10．7％)低于无毒性反应组(26．1％)(P=0．005)，TA

单体型在有毒性反应组中的频率(50．0％)高于无毒

性反应组(34．4％)(P=0．035)。从单体型的核苷酸

多态性组成推测，MTHFR基因的SNP之间可能存
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在协同作用，其中CC单体型是毒性反应的保护因

素，而TA单体型是毒性反应的危险因素。这2个位

点杂合突变如何影响MTHFR基因的功能，有待于

进一步基因组功能学研究。
[本研究得到南京市医学科技发展项目(YKKi0052)及南京市

2011年度科技发展计划(药学项目(2011YX016)的支持]
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