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MTHFＲ基因及 PAI-1基因多态性与复发性流产的相关性分析
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【摘 要】目的:探讨亚甲基四氢叶酸还原酶( MTHFＲ) 基因 C677T的多态性及纤溶酶原激活抑制物( PAI-1) 基因 4G /5G的多
态性与复发性流产的相关性。方法:采用原位杂交荧光染色分析技术检测 98例有生育史的健康妇女和 120例习惯性流产女
性的 C677T基因型和 4G /5G基因型。结果: C677T基因型包括 CC、CT和 TT。病例组 TT型阳性率是 34．2%。4G /5G 基因型
包括 4G4G、4G5G和 5G5G。病例组 4G5G基因型阳性率是 40．8%。结论: MTHFＲ基因 C677T多态性及 PAI-1基因 4G /5G 多
态性与复发性流产密切相关。
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Correlation analysis of MTHFＲ and PAI-1 polymorphisms with recurrent spontaneous
abortion

ZHAN Qiaoqiao，HE Lianzhi
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【Abstract】Objective: To investigate the association of MTHFＲ gene C677T and plasminogen activator inhibitor type 1 ( PAI-1) gene 4G /5G polymor-

phisms with recurrent spontaneous abortion．Methods: Fluorescence in situ hybridization( FISH) was used to detect the C677T and 4G /5G genotypes in 98

healthy women with fertility history and 120 women with recurrent spontaneous abortion．Ｒesults: Variant genotype of C677T consisted of CC，CT and TT

and 4G /5G included 4G4G，4G5G and 5G5G．The positive rate for TT was 34．2% and for 4G5G，40．8%，respectively，in women with recurrent spontaneous

abortion．Conclusion: MTHFＲ gene C677T and PAI-1 4G / 5G polymorphisms are strongly associated with recurrent spontaneous abortion．
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习惯性流产( habitual abortion，HA) 是指在 20
周之前自然流产 2 次或 2 次以上者，也为复发性自
然流产( recurrent spontaneous abortion，ＲSA ) ，是影
响生育年龄夫妻的一个重要的临床问题［1］。ＲSA
使生育年龄夫妻承受着巨大的社会及心理压

力［2－3］，可能引起离婚及一系列的社会问题。妊娠
期发生流产 1次的概率为 15% ～20%，1% ～5%的孕
妇出现 ＲSA。由于一些女性在意识到自己怀孕前
就发生流产，复发性流产的概率比实际报道的要高。
除了已知的自身免疫因素、生殖系统畸形、双方染色
体异常、男性精液异常等因素，其中 40% ～ 55%的
ＲSA目前尚无明确病因［4］。近年来，ＲSA 患者呈上
升趋势，本研究的目的就在于发现不明原因复发性

流产与亚甲基四氢叶酸还原酶( 5，10-methylenetetra-
hydrofolate reductase，MTHFＲ) 基因 C677T 多态性及
纤溶酶原激活抑制物( plasminogen activator inhibitor-
1，PAI-1) 基因 4G /5G 多态性的关系，为临床 ＲSA
的发生提供基础理论研究依据，将来预测及预防

ＲSA的发生。

1 资料与方法
1．1 研究对象 收集 2015 年 3 月 ～2016 年 3 月弋
矶山医院妇科门诊、妇产科住院部及生殖医学中心
就诊的 120 例习惯性流产患者作为病例组，平均年
龄( 29．2±5．5) 岁( 23 ～ 37 岁) ，同期选取我院妇科住
院部 98例有正常生育史的健康女性为对照组，平均
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年龄( 27．4±6．8) 岁( 22 ～ 38 岁) 。所有研究对象均
为随机选择，且签署知情同意书并得到医院道德伦

理委员会的批准。
1．2 纳入及排除标准 ①全部研究对象均排除内
科及内分泌系统疾病; ②流产原因明确与女性生殖
系统畸形无关( 如子宫过小、宫腔粘连、鞍状子宫等
子宫发育异常) ; ③怀孕期间无大量饮用酒精类饮
品、含咖啡因类食品、剧烈运动等严重不良嗜好、不
良生活习惯等;④男方精液常规及夫妻双方染色体
等无异常;⑤TOＲCH( －) 、生殖抗体检测等无异常。
1．3 方法
1．3．1 血标本 采集患者外周静脉血 2～3 mL装于
乙二胺四乙酸钠( EDTA-Na) 抗凝采血真空管中。
1．3．2 实验试剂及器材 L998A 荧光检测仪购买
自西安天隆科技有限公司; 微型高速离心机购买自

杭州奥盛仪器有限公司; 氯化铵溶液购买自北京华

夏时 代 基 因 科 技 发 展 有 限 公 司; PHAＲM-
GENE01SNP 分析保存液购买自北京华夏时代基因
科技发展有限公司，主要成分: 50 μL 60%聚乙二醇
200，40 μL氢氧化钾( 终浓度 20 mmol /L) 和去离子
水; PHAＲM-GENE200SNP 分析样品处理试剂购买
自北京华夏时代基因科技发展有限公司，15 μL 主
要成分: 1 μL Tris． HCl ( 终浓度 20 mmol /L) ，3 μL
KCl( 终浓度 50 mmol /L) ，3 μL MgCl2 ( 终浓度 1．5
mmol /L) ，1 μL 0．1%吐温 20，2 μL 0．01%BSA，1．5
μL H3PO4 ( 终浓度 5 mmol /L ) ，Oligonucleotides，
KOD，1 μL dNTPs( 终浓度 200 μmol /L) 。
1．3．3 实验方法 氯化铵溶液与灭菌注射用水按
照 1∶9比例稀释作为工作液; 在 1．5 mL 离心管中加
入 1mL工作液，取 150 μL 混匀的待检血液标本加
入离心管中，颠倒混匀，室温静置 5 min; 样本放入离
心机，3000 r /min 离心 5 min; 取出离心管，吸去上
清，在离心管底部获得富集的白细胞沉淀; 在离心管

中加入 100 μL耀金保，反复吹打混匀，室温下静置
30 min，得到白细胞保存液; 吸取 1．5 μL白细胞保存
液加入相应耀金分中，完成后盖紧管盖，置入荧光检

测仪; 采用荧光染色原位杂交及染色体核型分析系

统自动判读荧光信号值，获取荧光曲线图，进行

MTHFＲ677C＞T，PAI14G5G 基因分型，并作阳性质
控［5］。
1．4 统计学处理 所有数据均采用 SPSS 18．0 进行
统计学分析。两组基因型频数比较采用 χ2检验; 两
组纯合子及杂合子基因型、等位基因频数之间的比
较采用 χ2检验、OＲ 及 CI。P＜ 0．05 为差异有统计
学意义。

2 结果
2．1 两组 MTHFＲ基因型频率及等位基因频率分析
复发性流产组 MTHFＲ基因 C677T突变基因型明
显高于对照组，差异有统计学意义( P＜0．05) ，其中
TT基因型频率( 34．2%) 高于对照组( 11．2%) ，TT与
CC基因型频率比较( χ2 = 23． 789，P ＜ 0． 05，OＲ =
6．613，95%CI: 2．978 ～ 14．681) 差异有统计学意义。
CT基因频率( 40%) 高于对照组( 32．7%) ，差异有统
计学意义( P＜0．05) 。CT 与 CC 基因型频率比较差
异有统计学意义( χ2 = 9．534，P = 0．010，OＲ = 2．661，
95%CI: 1．421 ～ 4．985) 。复发性流产组总突变 T 等
位基因频率( 54．2%) 高于正常对照组( 27．6%) ，差
异有统计学意义( χ2 = 31．334，P＜0．05，OＲ = 3．108，
95%CI: 2．076～4．652) ，详见表 1、2。

表 1 两组 C677T和 4G /5G基因型频率分布 n( %)

分组
C677T基因型

CC CT TT

PAI-1基因型

5G5G 4G5G 4G4G

病例组 31( 25．8) 48( 40．0) 41( 34．2) 30( 25．0) 49( 40．8) 41( 34．2)

对照组 55( 56．1) 32( 32．7) 11( 11．2) 45( 45．9) 23( 23．5) 30( 30．6)

χ2 值 25．242 28．028

P值 ＜0．01 ＜0．01

表 2 两组 C677T和 4G /5G等位基因频率分布 n( %)

分组
C677T等位基因

C T

4G /5G等位基因

4G 5G

病例组 110( 45．8) 130( 54．2) 109( 45．4) 131( 54．6)

对照组 142( 72．4) 54( 27．6) 113( 57．7) 83( 42．3)

χ2 值 31．334 6．464

P值 ＜0．01 ＜0．05

OＲ 3．108 1．636

CI 2．076～4．652 1．118～2．394

2．2 两组 PAI-1 基因型频率及等位基因频率分析
复发性流产组 PAI-1 基因 4G /5G 突变基因型高
于对照组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 05 ) 。其中
4G4G基因型频率( 34． 2%) 高于对照组( 30． 6%) ，
G4G与 5G5G 基因型频率比较差异有统计学意义
( χ2 = 4．598，P = 0．032，OＲ = 2．050，95%CI: 1．060 ～
3．965) ; 4G5G 基因型频率 ( 40． 8%) 高于对照组
( 23．5%) ，4G5G与 5G5G基因型频率比较差异有统
计学意义 ( χ2 = 11． 631，P = 0． 010，OＲ = 3． 196，
95%CI: 1．623～6．291) ，复发性流产组总突变 4G 等
位基因频率( 54．6%) 高于正常对照组( 42．3%) ，差
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异有统计学意义( χ2 = 6．646，P = 0．011，OＲ = 1．636，
95%CI: 1．118～2．394) 。详细见表 1、2。

3 讨论
尽管已有文献报道 MTHFＲ 基因有几个突变位

点，但 C677T 和 A1298C 突变仍是其最常见的突
变［6］。MTHFＲ是机体代谢过程中的一个关键酶，可
将同型半胱氨酸转变成蛋氨酸，S-腺苷蛋氨酸是
DNA甲基化的重要的甲基供体［7］。而 DNA 甲基化
则在基因表达过程中扮演重要角色。当该酶活性异
常时，可影响血管形成及胚胎的生长发育。已有报
道指出，在正常怀孕前三个月胚胎处于低同型半胱

氨酸及高叶酸、高蛋氨酸的状态。MTHFＲ的催化作
用可使 5，10-亚甲基四氢叶酸还原成 5-甲基四氢叶
酸，5-甲基四氢叶酸再催化高同型半胱氨酸成蛋氨
酸。MTHFＲ基因 C677T 多态性可影响酶的活性，
CT型携带者较 CC 型有 65%的酶活性，而 TT 基因
型携带者较 CC型只有 30%的酶活性。有学者［8］对
2427例复发性流产患者组及 3118 例正常组的对比
研究中发现 TT 基因纯合子患者可增加 ＲSA 的风
险，但对于 3 次及 3 次以上复发性流产患者，除了
TT型纯合子携带者可增加流产率，CT+CC 型与流
产率无明显关系。Nair［9］研究发现 T等位基因与不
明原因复发性流产的关系显著。有资料显示，高同
型半胱氨酸对胚胎的毒性作用远大于其对细胞甲基

化的影响，而且高半胱氨酸通过循环单核细胞诱导

组织因子的表达导致血栓的形成，引发体内的凝血

机制，进而引起胎盘血栓栓塞导致流产。并且，高同
型半胱氨酸通过促进白细胞聚集影响内皮细胞的作

用，使机体处于高氧化应激状态，影响 ＲSA 患者的
妊娠结局。金华［10］对 84例不良妊娠结局的妇女的
研究也发现，较 C677T 的 CC 型相比，CT 型、TT 型
和 CT + TT 型会增加发生不良妊娠的风险。本研究
同样支持该论点，CT 型及 TT 型患者较正常对照组
妇女发生习惯性流产的几率分别增加 1．5倍及4倍。
怀孕期间是一个高凝状态，但如果怀孕被血栓

形成所影响，则怀孕的高凝状态越发严重，而且可能

损害静脉的血液流动，导致深静脉血栓形成、胎盘血
栓形成，引起胎儿生长受限或者胎儿死亡，最终引发

流产。由于血栓形成对复发性流产的影响，抗凝剂
用于治疗复发性流产越来越广泛。纤溶酶原激活物
属于丝氨酸蛋白酶，在酶级联反应中将血纤溶酶原

催化成纤溶酶。PAI-1位于 7号染色体的长臂，由 8
个内含子及 9个外显子组成，其是在滋养层入侵，是

孕产妇组织重构过程中控制蛋白质水解的关键酶。
当该基因位点突变时，纤溶酶原激活物( PA) 与 PAI
的动态平衡即被打破，PAI-1通过与 PA结合形成稳
定、没有活性的复合物，高浓度的 PAI-1通过纤维蛋
白溶解凝固而导致血栓形成［11－12］，可引起胎盘损害

和血栓并发症的形成［13］。PAI-1 基因启动区域 4G
等位基因的纯合型和 PAI-1 基因的转录有关，其可
增加该基因的表达。4G4G 纯合子基因携带者体内
PAI-1浓度最高，4G5G 杂合子基因携带者次之，
5G5G型体内 PAI-1 浓度最低。Patil［14］发现 PAI-1
4G /5G纯合子突变与复发性流产相关性最高，王晓
慧［15］发现 4G /5G多态性与 ＲSA 的风险增加有关，
其中 4G突变是引发 ＲSA的主导因素。本实验结果
也发现 4G4G 型及 4G5G 型携带者发生习惯性流产
的概率均高于正常对照组，更加支持 4G 突变是不
明原因 ＲSA的高危因素之一。
对于不明原因复发性流产基因多态性的研究分

析应在不同地域、不同种族、不同人群中展开全面调
查，这些研究结果可以帮助临床医生制定更好的治

疗策略。本文研究中发现 MTHFＲ T 等位基因及
PAI-1 4G 等位基因在复发性流产的患者中突变率
较高，提示这两种突变等位基因是不明原因复发性

流产的潜在危险因素之一。那么在怀孕前期及怀孕
早期是否可以适当服用叶酸及阿司匹林来预防血栓

形成的可能性，降低因 MTHFＲ 基因及 PAI-1 基因
位点突变引发流产的风险，这一观点仍然需要大量

的临床试验研究来证实。
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8-OHdG、8-isoPGF 2α在预测孕妇早产中的意义
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【摘 要】目的:探讨氧化应激指标 8-OHdG、8-isoPGF 2α在不同样本来源早产孕妇中的表达及意义。方法:测定病例组与对
照组产前及产后尿液，分娩前外周静脉血，分娩时羊水和脐血中 8-OHdG和 8-isoPGF 2α的水平，用统计学方法分析，找出其相
关规律。结果:病例组不同样本来源 8-OHdG和 8-isoPGF 2α的水平均高于对照组水平( P均＜0．05) ; 病例组组 1、组 2、组 3之
间产前产后尿液、静脉血羊水及脐血中的 8-OHdG 和 8-isoPGF 2α 水平均无统计学差异( P＞0．05) 。结论:氧化应激指标( 8-
OHdG、8-isoPGF 2α) 可作为预测早产的诊断指标之一。
【关键词】氧化应激; 早产; 8-羟基脱氧鸟苷; 8-异前列腺素
【中图号】Ｒ 363; Ｒ 714．2 【文献标志码】A
【DOI】10．3969 / j．issn．1002-0217．2017．01．012

Significance of 8-OHdG and 8-isoPGF 2α in predicting preterm delivery
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Department of Obstetrics，Baoan District People's Hospital，Shenzhen 518101，China

【Abstract】Objective: To investigate the expression and significance of oxidative stress indicator 8-OHdG and 8-isoPGF 2α in different samples from

women with preterm delivery．Methods: The pregnant women were initially divided into case group( including group 1，2 and 3) and control group，and re-

ceived measurement of 8-OHdG and 8-isoPGF 2α levels in the samples respectively obtained from the urine before and after delivery，peripheral venous

blood before delivery，amniotic fluid during delivery and umbilical cord blood．Statistics was performed to identify the association of the two markers with

preterm delivery．Ｒesults: The three case group had significantly higher levels of 8-OHdG and 8-isoPGF 2α than the control group( P＜0．05) ，yet the three

case groups remained no significant difference concerning the levels of 8-OHdG and 8-isoPGF 2α in the urine collected before and post delivery as well as

venous blood，amniotic fluid and umbilical cord blood( P＞0．05) ．Conclusion: Both 8-OHdG and 8-isoPGF 2α level can serve as one of the predictors for

preterm delivery．
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