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基四氢叶酸还原酶基因 

与缺血性脑卒中发病的关系 

李才明 张成 卢锡林 冯慧宇 苏全喜 曾缨 张鸿炼 邱淑莲 

【摘要】 目的 探讨 N ，N 亚甲基 四氢叶酸还原酶 (̂ITHFR)基因与缺血性脑卒中发病的关系。 

方法 454例缺血性脑卒 中患 者按 照 T0AST(Trail of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment)分 型分为 大动 

脉粥样硬化型(LAA)、心源性脑梗死型(cE)、小动脉阻塞型(SAA)、其他明确病因的中风型(SOE)和不明原 

因的中风型(sUE)；根据神经功能缺损评分分为轻、中．重型。应用聚合酶链反应(PCR)和变性高效液相色谱 

(DHPLC)技术筛查脑卒中组和 334例无高血压病、冠心病、脑血管疾病、糖尿病、癌症、肾功能衰竭等疾病的 

患 者或健康人 (对照组 )的 M'I、HFR基 因 C677T的多态 分布 ，详 细记录卒 中危 险因素 。结果 脑卒 中组 CC、 

CT、TT基因型频率分别为 51．8 、40．5 和 7．7 ，对照组分别为 56 9 ．38．3 和 4．8 ，TT基因型和T等 

位基因与中、重型缺血性脑卒中、LAA和CE型缺血性脑卒中相关。吸烟、酗酒 、伴糖尿病群体TT基因型和 T等 

位基因频率显著高于对照组(P均<0．1o)，CC基因型和 c等位基因频率显著低于对照组(P均<0．05)，而 

非吸烟、非酗酒、不伴糖尿病群体的各基因型和等位基因频率与对照组比较差异无显著性。结论 TT基因 

型，T等位基因是缺血性脑卒中的易患因子；MTHFR基因与吸烟、酗酒、糖尿病在缺血性脑卒中的发病过程 

中存在协 同作 用。 

【关键词】 脑卒 中 ，缺血性 ； N ，NlO亚 甲基 四氢 叶酸还原 酶 ； 基 因 ； 遗传易感性 
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[Abstract】 Objective To study the relationship between methylenetrahydrofolate reductase 

(MTHFR)gene and ischemic stroke．Methods Four hundred and fifty—four ischemic stroke patients were 

enrolled in the study．They were divided into large—artery atherosclerosis(I．，AA)，cardioembolism (CE)， 

small—artery occlusion (SAA)，stroke of other determined etiology (SOE) and stroke of undetermined 

etiology (SUE)according to TOAST (Trail of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment)criteria；and they 

were divided into mild，moderate and severe types ischemic stroke according to their scores of neurologic 

impairment．Three hundred and thirty—four subjects，in whom hypertension，coronary heart disease．cerebral 

vascular disease，diabetes mellitus，cancer，renal failure etc．were excluded，served as controls in the study． 

Their C677T polymorphisms of M FHFR gene were determined with polymerase chain reaction (PCR)and 

denaturing high performance liquid chromatography(DHPLC)．and their risk factors of ischemic stroke were 

recorded at the same time．Results The frequencies of CC，CT and TT genotype in ischemic stroke were 

51．8 ，4O．5 and 7．7 ，respecttvely，and they were 56．9 ，38．3 and 4．8 respectively in controls． 

TT genotype and T allele were associated with LAA and CE．moderate type and severe type of ischemic 

stroke．The frequencies of TT genotype and T allele in ischemic stroke patients were significantly higher in 

those with smoking，alcohol abuse or diabetes mellitus than those in controls (all P < 0．1O)，but CC 

genotype and C allele were significantly lower in them than those in controls(all P< O．05)．On the other 

hand，all of genotypes and alleles in ischemic stroke patients with no history of smoking，alcohol abuse or 

diabetes mellitus were not significantly different from those in controls． Conclusion TT genotype and 

T allele are risk factors for ischemic stroke．It exists interactions between smoking，alcohol abuse。diabetes 

mellitus and MTHFR gene in the pathogenesis of ischemic stroke． 

[Key words] ischemic stroke； methylenetrahydrofolate reductase； gene； genetic predisposition to 

disease 
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田 足缺血性 瞄卒 叶·的主要 翳! 基隅 ，且 与商 半 

脆 氨酸有 关．但结沦 小一 ’一 找 们fI：既往研究的基 

础 上 ．剥 MTI1FI 墼 进 了．火 规攘 筛 舟．探 }J 

M FIfFR基崮 与缺血性 腑 咔一发痫 的关 系-以 受基 

与环境因素 在其 挺衍过程 中-的柑 f1．作用 

1 对 象与方法 

I．L 研究对象 ：1，缺 脑卒中组 【54例选 自巾山 

夫学第 一附属 医院 、惠州 l仃 }I．L、l凡弛医院，J一乐药学 

院 第 一附 属医 院 伸经 科 和急 诊 科 观察 室 ．萁 巾 

2 l恻．女 I 83例 ；年 龄 ! ～ ll岁．平均 (67,．2 ci j 

1 2．75】 ；均 符 台史献 I ． 渗断 椎．经临 床、L’T和 

(或 )MRI扫描确 渗 根 据临 l末 状 伴 征及 L'T 和 

t或 )MRl粘 果．将 患 杼按 l芷献I1{_标 准进 行 TI)A刚’ 

t['rail(】r()Rc IIiI 2 in^“lI lI-一k Treal n1 I】1 舒 

咧，分为大动脉 蜊样 硬化 (I AA11_12'琢性腑 艇北 

型(CjE】，小动脉 l塞型 (SAA)、其他I{月确病 I m 

型 (SOE)和不 明隙凼 中风型 (SUE)；根据 冲竖 功能 

缺捌 评分 将 患者 分为轻 唰(I～1 5分 )、中型 (16～ 

3o分)和重型【31～45舒) 按统 -标准 弹细记求 

患 者的高血H主 槠尿病 、高脂 血症、心肌梗 死、卒 中阳 

性家族史、酗酒和吸烟等各种危险因素、 ：对照绀匈 

年龄、性 别相 匹配∞ 334侧同期 其他科住院 患者和 

健 康 体检者 ．其 中男 207例 ．女 1 2 例 ；年龄 3j～ 

岁 ．平均(5H．57土I 71)岁 排除高 血压病 、冠心 

病 、脑ml臂疾病、糖碌稿 ，癌症 、肾功能衰竭 等疾病． 

1．2 研究方法 

1．2 1 基 因组 I)＼A提 取 ：取 外J嗣静 脉 血 5 nd．肝 

索抗凝 ．低 渗法破坏红 细胞 ，分离 向细 胞．经 ■烷 

基硫 酸钠‘SDS)和蛋 fl酶 K消化 ．附 氯仿抽提 ，无 

水 乙醇沉淀 ，提取壁 组 I1NA 

I．2．2 血生化指标删定 ：采空 腹 l!h静脉I血．分离 

血浆 ， 于 '20 球精 中待 删 m精(FBS) 总 HH固 

醇 (T(’) 竹油 酯 【r(；)．低 密度脂蚩 一(I I)I，)、高 

密 度脂 蚩白 【I_11)I_)手̈吡 艘 (U  ̂采川脯 法删定 ； 

血 浆 尿素 氯tI'iUNj采 速 率法 {91lJ定 ；载 脂 蛋 A 

( tpoA) 载情蛋 I I 13【apoB)和肌 自F(L’r】采用 比色法 

测定 ．试卉叫盅 I北 京中生生物 J．程高技术公 司提供 

所柯项 目测定均 有质控血浆c以 k[【I _】]定杯 液作 

为标准品 )，批内 引t匕 变异 系数、 

1．2．3 聚 合腾 链 厦血 1J L、R)缝 删 M fHFR 基 因 

型 参 照文献 ～8 I设 i{-j J物 ．山 I二坶 【_ 物工程 有 

限公 州合成 引物 序列：P L：5 rc AAGGAGAA c 

· 65 · 

G l‘L；I( H CG(，(；A 3 ：P2：5 A(jGACGGT 

( L、(：( Tt；A{：AG1、L； 3 反应总体移l 30 1．常规配 

制(舍 1．5 U高侏真的 Fa(I DNA聚台酶 ．循环条 

件 为 ，5 t、 s．62(、45 s．72 t’ 50 s．45个循环 

刷 翩『 f f J Jl 7：L、 min ．质量分数为 2 ．的琼脂 

糖凝胶 电泳洲 PL’R扩增 产物 ，扩增 片段 1 98 bp。变 

性 高效液Ⅲ 色谱 (DHP[ c)法 模式 整定 MTHFR基 

因 型．牛娈件条件下的温度(Tm)为 6 J．7 L’。 

1．3 统 i{学处理 ：采用 SPSS 1 0lII统 汁软 件 计量 

资 料比较 用 ，检验 ；i1数 资料 比较 x 检 验 ；基因 

型受等 摹 冈相 对 危险 率 以 相对 比 值 比(r)R)受 

9F,： ⅡJ佑 区唰 ((、，)表示 ；I ogisiic回¨分 析确 定独 

芷砬障凶岽 ； (0 f 为差肄有统计学息 义 

2 结 果 

2．1 MTHFR 戢吲 多态 类型 ：l c’R扩 增 出l98 bp 

的DNA片段(图 1) 经 DtfPI．【、法鉴定．在群体中 

町柯 L L’、(’F硬 TT 3种基 因型 ． T 基因 型显 示 

2个峰．而 CC嗣_ I。。1’基网型标 水在单独进样 时仅出 

现单蟑：将L’c和 FT艇凼型 pCR产物混合后再进 

样 可出现 cT基凶型标书类似的双峰(图：) 

M M llk ：一 ⋯ I- 仲At 

图 I 、ITHFR基 目 P R扩增 结粜 

l"igare I P(’R result~of M rlIFR gen~ 

l̈ 【IIIi iti 

囤 ： DHPI c法鉴定 I H R基 因型 结果 

Figur~2 ldentification r~ulls 0r M I HFR genolypes by DHPLC 

n 4 、j  0 _ ， n 

一 三 
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表 1 脑卒 中组和对照组血压及血 生化 指标 比较 ( 士s) 

Table 1 Comparison of blood pressure and biochemical indexes in ischemic stroke and control groups(x~s) 

注 ；1 mm Hg一0．133 kPa 

表 3 各组各基因型患病 的相 对危险度 OR(95 CI) 

Table 3 Odds ratio of different genotypes in different groups(95％C，) 

注：与非吸烟群体比较： P<O．10，一 P<O．05；与非酗酒群体比较： P<O．10， P<O．05；与不伴糖尿病比较： P<O．10， P<O．05 

2．2 血压和血生 化指标 检测 (表 1)：与对 照组 比 表2 脑卒中组和对照组MTHFR基因型分布特征 

较，脑卒 中组收缩压、舒张压、LDL、apoB、FBS和 Table 2 Genotype distributions of MTHFR genes 

Cr均显著升高，HDL显著降低，差异均有显著性 

(P均<0．05)；两组间 TC、TG、apoA和 BUN差异 

均无显著性 。 

2．3 MTHFR基因型分布特征(表 2)：与对照组 比 

较 ，脑卒 中组 TT 基因型频率 (7．7％，OR一1．660) 

较高，其中 CE的 TT基因型频率 (11．1 ，OR一 

2．484)较高。S0E的 TT基因型频率虽然也较高 

(16．7 )，但 由于病例数太少 ，影 响了准确性 ，本研 

究中不对其进行分析。如果将 LAA和 CE合并，则 

OR一2．049；若将中型和重型合并，则TT基因型频 

率 (9．7 ，OR一2．140)显著高于对照组。Logistic 

回归分析表明，TT基因型和 T 等位基因排除年龄、 

性 别、收缩 压、舒 张压、TC、TG、HDL、LDL、apoA、 

apoB、FBS、BUN和 Cr等因素影响后 ，与缺血性脑 

卒中相关；进一步分析表明，TT基因型和 T等位基 

因与 LAA、CE和中、重型缺血性脑卒中相关。脑卒 

中组和对照组患者 MTHFR基因型分布，进行遗传 

平衡定律检测 ，结果符合 Hardy—Weinberg平衡 。 

2．4 MTHFR基因与吸烟 、酗酒 、糖尿病在缺血性 

脑卒中发病过程中的协同作用：本研究中按照统一 

标准。 将缺血性脑卒中患者和对照组分为吸烟群 

体和非吸烟群体、酗酒群体和非酗酒群体；将缺血性 

往 ：与 对 照 组 比 较 ： P一0．024，OR一2．140 

脑卒中患者分为伴糖尿病群体和不伴糖尿病群体。 

各基因型患病 的 0R及 95 CI见表 3。与相应对照 

群体比较，吸烟、酗酒、伴糖尿病群体的 TT基因型 

和 T 等位基因频 率显著升高 (P<0．10)，而 CC基 

因型和c等位基因频率显著降低(P<0．05)。相反， 

非吸烟、非酗酒群体和不伴糖尿病群体 MTHFR基 

因的各基因型和等位基因频率的分布与相应对照群 

体相比，差异均无显著性。 

3 讨 论 

3．1 MTHFR基因多态性与缺血性脑卒中的关系： 
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研究表明，MTHFR基因 C677T突变造成编码的氨 

基酸由丙氨酸变成缬氨酸，使 MTHFR活性大为降 

低u 。TT基因型突变对 MTHFR活性影响最大 ， 

酶活性越低 ，对同型半胱氨酸再甲基化影响越大，血 

浆 同型半胱氨酸水平越高 ，故 TT基 因型可产生 高 

同型半胱氨酸血症 ，而高 同型半胱氨酸血症是诱 发 

心脑血管疾病的中度危险因素 。本研究结果表 

明，TT基 因型和 T等位基因是缺血性脑卒中的易 

患 因子 ，与缺血性脑 卒 中相关 ，尤其 是与 LAA 和 

CE有关 ，而 CE主要 由冠状动脉粥样硬化导致的冠 

心病 、心房颤动引起。因此推测 TT基因型和 T等 

位基因可能通过 动脉粥样硬化而 引起缺 血性 脑卒 

中。本研究结果亦表明，TT基因型和 T等位基因 

与中、重型缺 血性脑卒 中相关 ，这 与 TT基 因型和 

T等位基因与 LAA、CE相关的结果是一致的，因为 

I AA 和 CE多 由于较大动脉栓塞所致 ，病 灶大，损 

害重，这 已经被缺血性脑卒中患者 的尸检结果所证 

实“ 。如果缺血性脑卒 中患者的 MTHFR基 因型为 

TT或 CT型 ，其病情可能会进一步加 重，对这类患 

者应给予积极治疗 ，如补充维生素、降血脂等。因此， 

对缺血性脑卒中患者进行 MTHFR基因检查 ，可能 

有助于指导治疗和预后判断。 

3．2 MTHFR基 因与吸烟、酗酒 、糖 尿病 在缺血性 

脑卒中发病过程中的交互作用 ：目前 关于 MTHFR 

基因与吸烟、酗酒、糖尿病在缺血性脑卒 中发病过程 

中是否存在协同作用的研究不多。本研究结果表明， 

与对照组比较 ，携带有 TT基因型和 T等位基因的 

吸烟、酗酒和伴糖尿病群体患病的OR大于 1，而携 

带有 CC基 因型和 C等位基因 OR则小于 1。相反， 

非吸烟、非酗酒和不伴糖尿病群体 MTHFR基因的 

各基因型和等位基因频率 的分布与对 照组 比较 ，差 

异均无显著性 ，提示携带有 T 等位 基因的吸烟、酗 

酒群体和伴糖尿病群体易患缺血性脑卒中，但携带 

C等位基因的吸烟、酗酒和伴糖尿病群体则不易患 

缺血性脑卒 中，MTHFR基 因与吸烟、酗酒、糖尿病 

在缺血性脑卒 中的发病过程 中存在协同作用 ，这与 

既往的研究结果∽ 。 一致 ，但其机制尚不明确 。 

本研究结果表明，MTHFR基 因可能通过影响 

动脉粥样硬化而引起缺血性脑卒中，吸烟 、酗酒 可以 

促使动脉粥样硬化 ，糖尿病 可以引起血管病 变，吸 

烟、酗酒和 MTHFR基 因的 C677T突变均 可促 使 

同型半胱氨酸水平升高，从而引起动脉粥样硬化 ，故 

它们可能在动脉粥样硬化这一环节上起协 同作用。 

具体机制有待进一步研究 。另外 ，通过戒烟、戒酒 ，积 
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极有效地控制 FBS，降低血黏度 ，改善微循环，对 于 

携带有危险基因型(如 TT、CT基因型)的群体，也 

许可以降低缺血性脑卒中的发生 、发展甚至复发。 
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