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还原叶酸载体基因多态性与神经管畸形

关联的父母一病例对照研究
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【摘要】 目的 对神经管畸形(NTDs)发病危险和还原叶酸载体基因(RFCl)A80G多态性进行

关联研究，为寻找NTDs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104

例NTDs儿及其父母和99名正常儿童及其父母的外周血DNA进行RFCl第80位SNP检测，对核

心家庭基因型进行病例对照研究，对NTDs杂合子父母G等位基因进行传递不平衡检验(TDT)。结

果NTDs儿G等位基因频率高于对照儿，0R值为1．64(95％cI：1．08～2．49)；GG基因型的患儿发

生NTDs危险高于AA基因型(0R=2．56，95％a：1．04～6．36)；TDT结果显示，RFCl等位基因G

与NTDs之间存在关联(Y2=5．2364，P<0．05)，携带G等位基因发生NTDs的危险是非携带者的

1．56倍(95％cJ：1．07～2．28)。结论发现在中国人群中RFCl基因多态性与NTDs存在关联，初步

表明该基因G等位基因可能是NTDs发生的遗传易感基因之一。

【关键词】神经管畸形；还原叶酸载体基因；传递不平衡检验
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【Abstract】 0hjective To study the association between reduced folate carrier gene(R．}弋C1 A80G)

polymorphism and the risk for child with neural tube defects(NTDs)，and to provide epidemiological

evidence for the existence of NTDs genetic marker．Methods RFCl(A80G)genotypes were detected

using RFLP—PCR for blood DNAof 104 families with NTDs—affected children and 100 control families with

no history of child—affected birth defects．Case—control study and transmiSSion／disequmbrium teSt(TDT)for

the RFC1 genotype of NTDs pedigree were caHied out．Results The G allele frequency of children with

NTDs was higher than that of controls when compared to A allele(OR=1．64，95％CI：1．08—2．49)．The

offspring of the GG genotype were asSOciated with a 2．56一fold increased risk of NTDs when compared to

the AA genotype(OR=2．56，95％Cf：1．04—6．36)in our study population．There was evidence of

association between G allele and the risk of parent having a child with NTDs(0R=1．56，95％CI：1．07—

2．28) in the TDT analysis． Conclusion our findings indicated that there was potential asSociation

between offspring RFC1 GG genotype and the risk of NTDs，and the G allde was a possible susc印tible

gene marker for an increased NTDs risk in the Chinese population．
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初发和再发Ho一。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MTHFR C677T热敏感性纯合

突变及A1298C突变是NTDs发生的遗传易感因

素¨’4J。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基因(reduced folate carrier

gene，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。本研究的目的是探索
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RFCl G等位基因与NTDs发生危险之间是否存在

关联，为NTDs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：104例NTDs

病例主要来自1996—2003年北京大学生育健康研

究所在对河北省5个市县和山西省5市县进行出生

缺陷监测中确诊的NTDs病例；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：104例NTDs病例家庭中，母亲99

名，父亲93名；无脑畸形占43，3％，脊柱裂45．2％，

脑膨出11．5％；NTDs病例平均年龄为2．6岁，年龄

范围4月龄至8．8岁；病例中男性48例，女性56例。

100个对照家庭中，有1名儿童血标本未采集到，所

以儿童99名，母亲100名，父亲97名；对照是与病

例在同一时期募集；平均年龄为5．88岁，年龄范围

1．9～9．4岁；对照中男性48名，女性52名。NTDs

组和与对照组比较，在性别上均无差别。上述个体

之间无血缘关系。

3．检测方法：抽取静脉血约0．5 ml，滴于s&S

公司生产的ISOCODE采血卡片上，卡片晾干后于

室温下保存。利用美国生产的Puregene Cat#D一

5000A Gentra System试剂从干燥血片中提取基因

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工程技术服务

有限公司合成，dNTPs购自华美生物工程公司。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¨“；反应体

系：10×PcR buffer、25 mm01／L Mgcl2(M孑+的终

浓度为1．5 mmol／L)、25 mm01／L dNTPs、上游引物

(10弘m01／L)0．5弘l、下游弓I物(10 pmol／L)0．5肛l、

Taq DNA p。lymerase(5 u心1)o．2～o．4肛l(1．o～

2．0 U)、DNA模板1肛l，加水使总体积至25弘1；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

工(20 u似1)o．5肛l消化PcR扩增产物，总体积

15肚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)，电泳结果图参见文献[6]。

4．统计学分析：利用SPsS 11．0软件估计RFCl

基因型与NTDs关联之间的0R值及其95％CI；病

例一父母对照研究即为1：2匹配病例对照研究，是以

子女的等位基因作为病例组，以其父母的等位基因

作为对照组，计算可能的突变等位基因“G”与正常

等位基因“A”的传递失衡(transmission／

disequilibrium test，TDT)检验统计量，即配对资料

Y2检验统计量及oR值。

结 果

1．NTDs核心家庭和对照家庭RFcl基因型构

成及等位基因频率比较：表1显示NTDs儿与对照、

NTDs父亲与对照父亲的基因型构成比较，差异均

无统计学意义，而NTDs母亲与对照母亲基因型构

成比较，差异具有统计学意义(Y2=8．108，P=

0．0175)；NTDs儿G等位基因与对照儿比较，差异

具有统计学意义(Y2=5．905，P<0．05)，0R值为

1．64(95％CI：1．08～2．49)。

表1 NTDs核心家庭和对照家庭RFCl基因型构成及

等位基因频率比较

删例数弋广絮L万丢等
NTDs儿104(1咒6)(4箍3⋯是1)(3曼8)(64％。
对刚L 99(2易2)(5恐1)(2敖7)(4器7)(51‰

父亲

病例 93(1嚣3)(5f弓6)(3叠1)(4器1)(5淼)
对照 97(1咒9)(4尹鲁2)(3为9⋯‰)(5器)

母亲

病例 99(8％8)(6恐1)(3f131)(3器8)(6％)
对照 100(2器o)(4‰o)(3‰)(4‰)(5淼)
注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；*NTDs儿

G等位基因与对照儿比较：x2=5 905，P<O 05，oR=1．64(95％

CJ：1．08～2 49)

2．Nn)s核心家庭和对照家庭船C1基因型病例
对照研究：表2显示．携带RFCl G(；基因型发牛
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Nn)S的危险是AA基因型的2．56倍(95％a：1．04～

6．36)。母亲携带GA基因型生育NTI)s儿危险是AA

基因型的3．51倍(95％a：1．34～9．89)。

表2 NTDs核心家庭和对照家庭RFCl基因型

病例对照研究

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)

3．RFCl基因多态性与NTDs病例一父母对照

研究：表3可见，病例组有110个有信息杂合子传

递，G等位基因传递比例是67(67／110=60．9％)，以

父母杂合子基因型作TDT检验，其差异有统计学意

义(Y2=5．2364，P<0．05)，提示与A等位基因携带

者比较，病例父母的G等位基因更可能传递给

NTDs儿(oR=1．56，95％CI：1．07～2．28)。而在

对照核心家庭的TDT分析中，有90个有信息杂合

子传递，G等位基因传递比例是37(37／110=

41．1％)，以父母杂合子基因型作TDT检验，其差异

无统计学意义(Y2=2．84，P>0．05)，提示与A等位

基因比较，对照组亲代G等位基因传递给正常的子

代未偏离50％。

表3 RFCl基因多态性与NTDs病例一父母对照研究

*来自一个完整核心冢庭双亲杂合子的传递数；括号内数据为

构成比(％)

讨 论

目前，本项研究是国内第一个对RFCl基因多

态性与NTDs之间关联的分子流行病学研究，在提

出NTDs是否与RFCl存在关联的假设之前，我们

首先进行中国人群RFCl基因A80G多态性分布研

·667·

究¨1，结果初步认为RFCl基因型分布与北方

NTDs率高于南方的分布特点一致，这一结果为进

一步开展RFCl基因与NTDs等重大出生缺陷之间

关联的假设提供了基础资料。

传统的病例对照研究在选择对照时要求其遗传

背景一致，而且由于候选基因与疾病之间的种族或

地区差异而产生虚假关联，这种差异就是通常提到

的群体分层(population stratification)"1，病例对照

研究最常见的影响因素就是混杂偏倚，而疾病候选

基因研究中常见的偏倚就是基因型分布的群体差

异，这种混杂偏倚不同于其他环境因素引起的偏倚，

对于这类偏倚采用传统的分层分析或多因素回归分

析不能得到有效的控制，最终可能高估或低估基因

在疾病中的作用。利用核心家系数据进行传递不平

衡检验是基于寻找假定的致病等位基因有杂合子父

母传递给患病子女的不平衡传递性，从而推测致病

基因是否存在。研究结果显示，等位基因G在父母

和子代之间存在不平衡传递，即G等位基因与发生

NTDs危险之间存在关联，由此初步推测，RFCl第

80位单核苷酸基因G等位基因可能是NTDs的遗

传易感基因。

Falk，Rubinstein【81早在1987年就提出利用具

有一个患病子代的家系，以父母未传递给患病子代

的等位基因作为对照，进行单体型相对风险分析

(haplotype relative risk，HRR)。1993年Spielman

等∽o在HRR基础上提出了TDT分析，当标记基因

座与疾病存在群体关联时用于检验是否存在连锁。

本次对NTDs群体关联研究结果为RFCl基因

A80G多态性与NTDs存在关联，在此基础上，首先

利用核心家系资料进行经典的TDT分析，检验该基

因座是否与中国人群NTDs存在连锁，结果发现杂

合子父母传递给患病子女的G等位基因频率偏离

50％，提示该标记基因座与疾病基因座存在连锁。

在对NTDs的胚胎发育研究中，调查叶酸通道

候选基因，如叶酸吸收、转运方面的基因非常重

要¨0c。虽然大多数NTDs与叶酸通道基因的关联

研究已经集中在叶酸代谢酶上，但叶酸结合和转运

中涉及到的基因可能是NTDs发病危险的重要

基因‘11|。
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浙江省绍兴市急救中心急诊伤害流行病学调查

朱文琴方强 俞士梅赵晖

2001年绍兴市人民医院参加了全国性的大规模中毒与

伤害调查，现将该市急救中心2001年7月1日0时到2002

年6月30日24时的急诊伤害情况分析报道如下。

1．对象与方法：根据13所调查点医院2000年急诊伤害

人数统计。将12个月分成3份计算伤害的急诊量分布：①

1、4、7、10月占33．3％；②2、5、8、11月占32．8％；(D3、6、9、12

月占34．1％。取①分别与②、③用假设均一分布进行检验，

结果差异无统计学意义(P>0．05)。确定2001年的7、10月

和2002年的1、4月每月的1—15日为抽样点，对就诊的患者

填写调查表。所有数据用“中毒伤害谱调查应用软件”处

理。其中中毒患者全年登记。

2．结果：共调查伤害病例2746例，其中男1801例，女

945例，男女比例为1．9：1。从伤害年龄分布可见，30～35岁

年龄段为最高发，依次向两边递减，按构成比排列前三位分

别为30～35岁年龄组44l例(16．06％)；35～40岁组387例

(14．09％)；25～30岁组340例(12．38％)；20～40岁这一年

龄段的人几乎占了伤害总人数的50％。在5～10岁组

及>65岁组有一个小幅上升。从事农林牧渔业为最主要的

受伤害人群，计827例(30．12％)，几乎占了伤害总人数的三

分之一，其次为从事生产运输业573例(20．87％)，再次为学

生248例(9．03％)，以下依次为专业技术人员、服务业、家

务、办公管理、其他等。伤害类型中，前三位原因分别为机械

性损伤(925例，占33．69％)、交通事故(884例，占32．19％)、
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跌倒(334例，占12．16％)，以下按构成比分别为烧烫伤、其

他、溺水、触电及自然和环境因素损伤。中毒患者全年登记，

计546例，男女比例为1．1：1。意外中毒为主，以20～40岁年

龄段多见，最高发为30～35岁年龄组。职业主要以农林牧渔

业及生产运输业为主。毒物按发生构成顺位，前三位分别为

其他化学品中毒、农药中毒及药物中毒。从伤害地点分布

看，2746例伤害患者中，发生于公共场所2058例，占

74．95％；其中又以发生于街道公路的为最多，计1039例，职

业环境630例，公共娱乐场所281例，发生于家中的686例，

其他2例。

3．讨论：绍兴市人群伤害发生年龄、地点及职业分布与

全国其他地区无明显地区差异。机械性损伤、交通事故和跌

倒分别为绍兴市急性伤害前三位原因。这是因为绍兴市的

各种纺织及纺织机械企业众多，大量的外来人口在企业工作

时没有相应的操作培训并忽视劳动保护，导致受伤事件频

发。急救中心的登记资料表明，近年来因车祸就诊人数每年

均在递增，车祸死亡率也一直居高不下。按此情况发展，交

通事故的排名将会超过机械性损伤。绍兴市中毒前三位原

因(化学品、农药、药物)与深圳前三位排名(食物、其他化学

品和药物)不同，除绍兴市的气候原因外，与绍兴人喜食霉、

腌等不易腐烂变质且易贮存的食品有关。而近年来纺织企

业的增多使与染料直接接触及污染水或食品等引起的中毒

增加，故化学品中毒占了首位。另一方面，与工业发达的深

圳市相比，绍兴市农业及种植业人口相对较多，大部分农民

在进工厂的同时仍不辍耕种，由此引起的农药中毒仍较

常见。

(收稿日期：2004 12—16)
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