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　　摘要：目的　探讨亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）基因 Ｃ６７７Ｔ突变在急性肠系膜静脉血栓形
成（ＡＭＶＴ）发病中的意义。方法　采用高效液相色谱法测定 ６３例 ＡＭＶＴ患者和 １２８名健康对照者血

浆的同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平，放射免疫法测定血浆叶酸浓度；应用聚合酶链反应—限制性片段长度

多态性方法进行 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性分析，并进行基因型及等位基因频率的计数。结果　ＡＭＶＴ

组和对照组血浆 Ｈｃｙ水平分别为（２３．５±８．８）μｍｏｌ／Ｌ和（１２．７±６．９）μｍｏｌ／Ｌ，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。Ｈｃｙ水平与叶酸呈负相关（ＡＭＶＴ组：ｒ＝－０．４２，Ｐ＜０．０１；对照组：ｒ＝－０．３９，

Ｐ＜０．０１）。ＭＴＨＦＲＣ６７７ＴＴＴ基因型在 ＡＭＶＴ组的分布频率为 ３３．３％，高于对照组的 １７．２％，差异

有统计学意义（χ２ ＝６．３１，Ｐ＜０．０５）。结论　血浆 Ｈｃｙ水平升高是 ＡＭＶＴ形成的危险因素之一。

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性中 ＴＴ基因型可能是 ＡＭＶＴ形成的一个重要遗传风险因子。
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ｏｆｔｈｅＡＭＶＴｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓ（２３．５±８．８）μｍｏｌ／Ｌ，Ｗｈｉｃｈｄｉｆｆｅｒｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｆｒｏｍｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ，
Ｗｈｉｃｈｗａｓ（１２．７±６．９）μｍｏｌ／Ｌ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｌａｓ
ｍａＨｃｙａｎｄｆｏｌｉｃａｃｉｄｌｅｖｅｌｓ（ＡＭＶＴ：ｒ＝－０．４２，Ｐ＜０．０１，ｃｏｎｔｒｏｌ：ｒ＝－０．３９，Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ
ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＭＴＨＦＲ （Ｃ６７７Ｔ）ｂｅｔｗｅｅｎＡＭＶＴｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｈａｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（３３．３％ ｖｓ．１７．２％，χ２ ＝６．３１，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｐｌａｓｍａ
ＨｃｙｌｅｖｅｌｍｉｇｈｔｂｅａｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｉｎｔｈｅｏｎｓｅｔｏｆＡＭＶＴ．ＴｈｅｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅｏｆＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ（ＴＴ）ｍａｙｂｅａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｏｆＡＭＶＴ． ［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，２００８，１７（１２）：１１９２－１１９５］
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ＭｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅＲｅｄｕｃｔａｓｅ；Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６５７．２　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　研究表明，高同型半胱氨酸血症（ｈｙｐｅｒｈｏｍｏ
ｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａ）是人体静脉血栓形成的独立危险因
素［１］。同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）代谢酶的
基因多态性可通过影响酶的活性而影响血 Ｈｃｙ水
平。５，１０－亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔ
ｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）是蛋氨酸代谢中的
关键酶，其基因第 ６７７位 Ｃ→ Ｔ突变 （ＭＴＨＦＲ
Ｃ６７７Ｔ）可导致血浆 Ｈｃｙ水平的改变［２］。有报道，

Ｈｃｙ代谢酶相关基因—ＭＴＨＦＲ的突变可能是急性
肠系膜静脉血栓形成（ａｃｕｔｅｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍ
ｂｏｓｉｓ，ＡＭＶＴ）的致病因素［３］。本研究旨在探讨血

Ｈｃｙ水平及 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态性与中国北
方汉族人 ＡＭＶＴ发病的关系。

１　对象与方法

１．１　分组及一般资料
（１）ＡＭＶＴ组：为１９９９年１月—２００７年１２月

在中国医科大学附属第一医院和附属盛京医院住

院的 ＡＭＶＴ患者 ６３例，５５例经增强 ＣＴ确诊，有
２９例经手术进一步证实；另有 ８例经腹部探查手
术证实。入选条件：排除肝硬化性门静脉高压症、

脾切除术后、肾病综合征及真性红细胞增多症等

有明确高凝状态疾病患者。（２）对照组：为 １２８
名辽宁省血液中心的健康献血者。两组均为汉族

人群，个体之间无血缘关系；两组性别、年龄及危

险因素的差异见表 １。

表１　ＡＭＶＴ组和对照组危险因素的比较（ｘ±ｓ）

分组 例数 年龄（岁）
性别

男 女
吸烟 饮酒 糖尿病 口服避孕药物

Ｈｃｙ

（μｍｏｌ／Ｌ）

叶酸

（ｎｍｏｌ／Ｌ）

维生素Ｂ１２

（ｐｍｏｌ／Ｌ）

ＡＭＶＴ ６３ ４９．３±１６．８ ４９ １４ １８ ９ １ ２／１４ ２３．５８．８ ３．７±１．８ ３６５±８８

对照 １２８ ４３．２±１３．２ ９５ ３３ ３４ １９ ２ ８／３３ １２．７±６．９ ７．６±２．６ ４０８±１０８

Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５

１．２　实验方法
１．２．１　血浆 Ｈｃｙ，叶酸，维生素 Ｂ１２浓度的测定
　采用放射免疫法测定叶酸和维生素 Ｂ１２浓度；
采用高效液相色谱法测定 Ｈｃｙ水平。
１．２．２　ＤＮＡ提取　抽取 ＡＭＶＴ患者与对照组静
脉血 ３ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，常规酚—氯仿法提取基
因组 ＤＮＡ，其含量用紫外分光光度计测定。
１．２．３　多聚酶链反应（ＰＣＲ）扩增目的片段　
ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ引物序列：上游：为 ５′ＴＧＡＡＧＧＡＧ
ＡＡＧＧＴＧＴＣＴＧＣＧＧＧＡ３′，下游为５′ＡＧＧＡＣＧＧＴＣＣＧ
ＧＴＧＡＧＡＧＴＧ３′；ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：ＳＴＲ缓
冲液（包含 ＭｇＣｌ２，ｄＮＴＰ，１０×缓冲液）２．５μＬ，

上、下 游 引 物 各 ２μＬ，Ｔａｑ酶 １Ｕ，模 板 ＤＮＡ
１．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至 ２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃
预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，６２℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸 ３０ｓ；４０个循环，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。
３％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ扩增产物。
１．２．４　限制性内切酶酶切　取 ＰＣＲ扩增产物
１０μＬ，加 １０×缓冲液 ２μＬ，ＨｉｎｆⅠ限制性内切
酶 ５Ｕ，加去离子水补至 ２０μＬ，３７℃水浴 ３ｈ。
３％琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物，凝胶成像仪
上观察并照相。

１．３　统计学处理
数据资料应用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分

３９１１



中国普通外科杂志 第１７卷

析。对各组间的基因型频率及等位基因频率的

差异进行 χ２检验，均数组间比较采用 ｔ检验，检
验水准 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　两组血浆 Ｈｃｙ、叶酸、维生素 Ｂ１２的浓度

ＡＭＶＴ组血浆 Ｈｃｙ显著高于对照组，而叶酸
浓度显著低于对照组，两组比较差异均有显著

意义 （Ｐ＜０．０１）。Ｈｃｙ与叶酸水平呈负相关
（ＡＭＶＴ：ｒ＝ －０．４２，Ｐ＜０．０１；对 照 组：ｒ＝
－０．３９，Ｐ＜０．０１）。ＡＭＶＴ组与对照组血浆维生
素 Ｂ１２浓度比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 １）。
２．２　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因多态分型

ＰＣＲ扩增出 １９８ｂｐ长的 ＤＮＡ片段，经 Ｈｉｎｆ

Ⅰ限制性内切酶消化后可产生３种基因型：野生
型（ＣＣ型）无酶切位点，仅见 １条 １９８ｂｐ片段电

泳带；纯合突变型（ＴＴ型）酶切后产生 １７５ｂｐ和
２３ｂｐ２片段，凝胶显示 １７５ｂｐ１条带；杂合子
突变（ＣＴ型）既有 １９８ｂｐ片段，又含有 １７５ｂｐ
和 ２３ｂｐ片段，凝胶上显示 １９８ｂｐ和 １７５ｂｐ２
条电泳带。

２．３　两组人群基因型分布的 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
检验

两组人群基因型分布经 χ２检验均符合 Ｈａｒｄｙ
－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，因此具有人群代表性。
２．４　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型及等位基因频率分布

ＡＭＶＴ组 ＴＴ基因型频率和 Ｔ等位基因频率
与对照组比较均显著增高，有统计学意义（χ２ ＝
６．３１，Ｐ＜０．０５；χ２ ＝６．０７，Ｐ＜０．０５）。与 ＣＣ
基因型相比，携带 ＴＴ基因型的人群与 ＡＭＶＴ显
著相 关， 比 值 比 （ｏｄｄｓｒａｔｉｏ， ＯＲ）为 ２．８０
（表２）。

表２　两组ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ基因型和等位基因频率的分布

基因分型 ＡＭＶＴ组（ｎ＝６３）例数（％） 对照组（ｎ＝１２８）例数（％） χ２值（Ｐ值） ＯＲ（９５％ＣＩ）

基因型

　ＣＣ １５（２３．８） ４４（３４．４） χ２＝２．２１（＞０．０５） １．０

　ＣＴ ２７（４２．９） ６２（４８．４） χ２＝０．５３（＞０．０５）

　ＴＴ ２１（３３．３） ２２（１７．２） χ２＝６．３１（＜０．０５） ２．８０（１．２５４～６．２５１）

等位基因

　Ｃ ５７（４５．２） １５０（５８．６） － －

　Ｔ ６９（５４．８） １０６（４１．４） χ２＝６．０７（＜０．０５） １．７１３（１．１１６～２．６２９）

２．５　３种 ＭＴＨＦＲ基因型血浆 Ｈｃｙ水平的比较

ＡＭＶＴ组 ＣＴ型与 ＣＣ型，ＴＴ型与 ＣＣ型相比，

血浆 Ｈｃｙ水平均明显升高（Ｐ＜０．０５）；而对照

组 只 有 ＴＴ 型 与 ＣＣ 型 差 异 有 显 著 意 义

（Ｐ＜０．０５）。无论是 ＣＣ型，ＣＴ型，ＴＴ型，ＡＭＶＴ

组的 Ｈｃｙ水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表３　 ＭＴＨＦＲ不同基因型血浆Ｈｃｙ水平比较（μｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ）

分组 例数
ＣＣ型

例数 Ｈｃｙ

ＣＴ型

例数 Ｈｃｙ

ＴＴ型

例数 Ｈｃｙ

ＡＭＶＴ ６３ １５ １６．９±６．６ ２７ ２４．０±７．２１） ２１ ２８．６±９．５１）

对照 １２８ ４４ １０．９±５．８ ６２ １２．８±６．０ ２２ １８．６±５．４１）

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：１）与本组ＣＣ型比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

ＡＭＶＴ是一种起病隐匿、患病率低、病死率

高、早期无特异症状和体征的缺血性肠疾病，临

床上误诊误治率极高，可高达 ９０％ ～９５％，许

多患者是在剖腹探查术中才得以确诊，往往失去

最佳治疗时机［４］。ＡＭＶＴ的病因并不清楚，目前

认为影响凝血状态的疾病或因素均可导致 ＡＭＶＴ

发病［５］。Ｈｃｙ作为体内的含硫氨基酸，是甲硫氨

酸代谢的中间产物。血浆 Ｈｃｙ的浓度受到遗传因

素、营养状况、肝肾功能、药物及某些疾病状况的

影响，基因突变也可以引起 Ｈｃｙ代谢酶的缺陷或

活性下降，从而导致 Ｈｃｙ升高［６］。血浆 Ｈｃｙ水平

升高可引起同型半胱氨酸在金属离子介导下自

身氧化生成过氧化物及氧自由基，使损伤性的内
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皮素 －１分泌增加，血管内皮衍生松弛因子及前
列腺素分泌减少，导致血管舒缩因子平衡紊乱，

甚至使细胞 ＤＮＡ链断裂，氧化应激反应和细胞
调亡，从而引发血栓形成及心脑血管疾病［７］。

ＭＴＨＦＲ基因定位于常染色体 １ｐ３６．３上，如 ６７７
位的碱基 Ｃ被 Ｔ置换，使其编码的丙氨酸被缬氨
酸取代，则可引起 ＭＴＨＦＲ活性下降，高半胱氨
酸转化为蛋氨酸的能力下降。这是血浆 Ｈｃｙ升高
的重要分子机制之一［８］。

本研究结果表明，ＡＭＶＴ组 Ｈｃｙ水平明显高
于健康对照组（Ｐ＜０．０１），提示 Ｈｃｙ与 ＡＭＶＴ关
系密切。研究发现，两组人群的血浆 Ｈｃｙ水平与
ＭＴＨＦＲ基因型有关：ＡＭＶＴ组中 ＣＴ型与 ＣＣ型相
比、ＴＴ型与 ＣＣ型相比 Ｈｃｙ水平均升高，差异有
显著意义；而在对照组中只有 ＴＴ型与 ＣＣ型相比
较差异有显著意义（Ｐ＜０．０５）。提示 ＴＴ型基因
突变与高 Ｈｃｙ血症有密切关系；ＴＴ型 ＭＴＨＦＲ基
因突变可能是引起 ＡＭＶＴ患者高 Ｈｃｙ血症的重要
遗传因素。本实验进一步研究发现，无论是 ＣＣ
型、ＣＴ型或 ＴＴ型，ＡＭＶＴ组的 Ｈｃｙ水平均明显高
于健康对照组。提示高 Ｈｃｙ血症可能是导致 ＡＭ
ＶＴ发病的重要因素之一。笔者推测，ＭＴＨＦＲ基
因通过 ＴＴ基因突变引起血浆 Ｈｃｙ水平增高，从
而参与 ＡＭＶＴ的发病过程，即 ＴＴ基因型可能是
ＡＭＶＴ形成的一个重要遗传风险因子。有研究表
明，中国人 ＭＴＨＦＲ的 ＴＴ基因突变与血栓性疾病
关系密切［９］。

本研究还表明：血浆 Ｈｃｙ浓度与叶酸水平呈
负相关，提示叶酸缺乏可能是诱发高 Ｈｃｙ的另一
重要因素。这可能是由于叶酸与维生素 Ｂ１２可作
为辅酶参与 Ｈｃｙ的还原和代谢反应有关。因此，
高 Ｈｃｙ血症可能不仅与 ＭＴＨＦＲ基因突变的遗传
因素有关，而且还与营养因素、尤其是叶酸和维

生素 Ｂ１２水平有关。这一因素在 ＡＭＶＴ的发病中
的确切作用尚需进一步证实和评价。我国北方

地区冬季相对漫长，新鲜蔬菜和水果相对缺乏，

如能通过检测 ＭＴＨＦＲ基因型，对于基因突变的
患者采用补充叶酸和维生素 Ｂ１２，对于降低 ＡＭＶＴ
的发病率及改善预后均可能大有裨益。ＡＭＶＴ发
病是多因素参与的病理过程，尚需进一步深入研

究其发病的其他机制，才能提高这类疾病的诊治

水平，以及改善其预后。
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