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ＳＮＰ基因芯片方法的建立及在 ＭＴＨＦＲ多态性检测中的初步应用


段　梦，李志军，黄恒柳，张　燕，邓少丽△

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所检验科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　建立单核苷酸多态性（ＳＮＰ）的基因芯片检测法，并初步应用于结直肠癌患者 ＭＴＨＦＲ基因位点Ｃ６７７Ｔ的多

态性检测，分析其位点突变与致病性的关系。方法　采用醛基修饰玻璃基片，阵列检测亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）Ｃ６７７Ｔ

基因型，生物素标记显色。应用该芯片检测７８例结直肠癌患者及４０例健康对照组 ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ多态性，并分析 ＭＴＨ

ＦＲ基因多态性与结直肠癌的相关性。结果　建立检测 ＭＴＨＦＲ基因ＳＮＰ的基因芯片。采用基因芯片法检测病例组中 ＭＴＨＦＲ

基因的Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分布频率分别为３８．５％、５３．８％、７．７％，健康对照组中Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分

布频率分别为３５．０％、６２．５％、２．５％。结论　成功建立检测ＳＮＰ的基因芯片法。ＭＴＨＦＲ基因位点Ｃ６７７Ｔ的基因多态性与结

肠癌易感性无明显关系。
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　　当前多采用测序技术检测基因的ＳＮＰ位点，但基因测序

步骤繁琐，需较长检测时间，限制了在临床检验的推广应用。

基因芯片技术是集分子生物学、微电子技术和计算机科学于一

身的新型技术，具有携带信息量大和检测方便的特点，此技术

对ＳＮＰ进行分析具有广阔的前景。本研究构建ＳＮＰ芯片，并

以生物素为报告分子标记靶序列，通过杂交实现芯片的检测。

在世界范围内，结直肠癌发病率和病死率都居常见恶性肿瘤前

４位，中国每年大约有１４万新发病例。流行病学调查显示，机

体叶酸缺乏可能导致罹患结直肠癌风险，５，１０亚甲基四氢叶

酸还原酶在体内叶酸代谢过程中起了很重要的作用，ＭＴＨＦＲ

基因位于１号染色体短臂上（１ｐ３６．３），存在遗传多态性，目前

报道Ｃ６７７Ｔ位点多态性与结直肠癌研究较多，但结论存在争

议［１２］。Ｍｅｔａ分析能控制影响异质性的研究及个体水平的相

关因素，提高可信度。有研究结果表明［３］，饮食叶酸的摄入量

以及血浆叶酸水平与结直肠癌的发生呈负相关。亚甲基四氢

叶酸还原酶是叶酸代谢过程中的关键酶，在ＤＮＡ甲基化中起

重要作用。ＭＴＨＦＲ基因最常见的是Ｃ６７７Ｔ多态，该多态改

变影响叶酸代谢，与个体罹患结直肠癌的风险有关。为进一步

明确中国不同地区人群中是否存在同样的关联，本研究利用构

建的ＳＮＰ基因芯片进行了重庆地区人群的叶酸代谢重要酶

ＭＴＨＦＲ多态性和遗传易感性对结直肠癌发病影响的探究。

１　材料与方法

１．１　一般资料　７８例病例组标本来自第三军医大学第三附

属医院肿瘤科住院及门诊患者。其中男性４８例，女性３０例，

平均年龄（５６．４３±１０．１５）岁，所有患者诊断为结直肠癌，均有

病理学诊断支持。健康对照组４０例，男２６例，女１４例，平均

年龄（５３．５３±８．２６）岁，经体检其身体各功能器官正常，均无急

慢性病等。标本为ＥＤＴＡＫ２ 抗凝管的静脉全血，３～５ｍＬ，采

集后于４℃冰箱保存。

１．２　材料与试剂　ＭＴＨＦＲ基因探针由上海生工合成，芯片

活化液购自上海百傲科技有限公司，血液基因组 ＤＮＡ提取试

剂盒购自Ｔｉａｎｇｅｎ生物公司。实验采用Ｂｅｃｋｍａｎ冷冻高速离

心机，ＢｉｏＲａｄ荧光定量ＰＣＲ仪，兴化分析仪器厂的分子杂交

仪。引物及分子探针由上海生工合成。

１．３　基因芯片建立及 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点检测　ＭＴＨＦＲ

基因 Ｃ６７７Ｔ位点探针分别为５′ＧＴＣＴＧＣＧＧＧＡＧＣＣＧＡ

ＴＴＴＣＡＴＣＡＴ３′，５′ＧＴＣＴＧＣＧＧＧＡＧＴＣＧＡＴＴＴＣＡＴ

ＣＡＴＣ３′，ＭＴＨＦＲ 引物分别为５′ＴＧＡ ＡＧＧ ＡＧＡ ＡＧＧ
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ＴＧＴＣＴＧＣＧＧＧＡ３′和５′ＡＧＧＡＣＧＧＴＧＣＧＧＴＧＡＧＡＧ

ＴＧ３′。将玻璃基片醛基化修饰，通过点样仪将ＤＮＡ探针点

到醛基基片上，然后用芯片活化液固定８ｈ，使醛基修饰载玻片

上醛基的活性增强，提高基因探针的固定效率。固定后ＤＮＡ

探针将与醛基玻片共价结合，形成阵列。提取病例组及健康对

照组血液基因组 ＤＮＡ，用 ＭＴＨＦＲ基因特异引物对其含有

ＭＴＨＦＲ基因所在基因片段进行扩增，并将变性后的ＤＮＡ扩

增产物与基因芯片上探针进行特异性杂交，采用Ｂｉｏｔｉｎ标记的

碱性磷酸酶显色反应，得到结直肠癌患者的 ＭＴＨＦＲ基因位

点Ｃ６７７Ｔ的基因型，进而分析其与结直肠癌的相关性。

１．４　统计学处理　采用χ
２ 检验对获得的数据进行分析，结果

用ＳＰＳＳ１０．０软件进行相关分析，犘＜０．０５具有统计学意义。

２　结　　果

通过扫描芯片，得到样品ＤＮＡ的扩增产物与每个基因位

点的野生型和突变型探针杂交形成的杂交图像，图１为ＣＴ杂

合子，图２为ＣＣ纯合子，图３为ＴＴ纯合子（图１～３见《国际

检验医学杂志》网站“论文附件”）。７８例结直肠癌患者中

ＭＴＨＦＲ基因的Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分别为３０、

４２、６例，所占比例分别为３８．５％、５３．８％、７．７％，４０例健康对

照组中 ＭＴＨＦＲ基因的Ｃ６７７Ｔ位点ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型分别

为１４、２５、１例，所占比例分别为３５．０％、６２．５％、２．５％。从上

述数据统计分析可知χ
２＝０．０５２８，犘＞０．０５，结直肠癌患者的

ＭＴＨＦＲ基因位点Ｃ６７７Ｔ的突变与其致病性无明显相关。

３　讨　　论

亚甲基四氢叶酸还原酶是叶酸代谢途径中的关键酶，它不

可逆地催化５，１０亚甲基四氢叶酸还原为５亚甲基四氢叶酸，

在此过程中产生５腺苷甲硫氨酸这种甲基代谢过程中的通用

供体。这对于同型半胱氨酸甲基化生成甲硫氨酸和ｄＵＭＰ甲

基化为ｄＴＭＰ是十分必要的。ＭＴＨＦＲ基因为一多态性基

因，其基因有多种突变类型，不同的基因突变类型 ＭＴＨＦＲ表

现出各种不同的酶活性和热稳定性。最常见的突变类型是

Ｃ６７７Ｔ点突变，即６７７位核苷酸Ｃ→Ｔ点突变
［４］。此突变具有

遍布世界的相对高频率，在不同种族和人群中发生频率存在较

大差别，欧洲人等位基因频率是２４％～４０％，日本人是２６％～

３７％，非洲美洲人约１１％
［５］。

已有多个报道指出，ＭＴＨＦＲ基因多态性与肿瘤易感性有

关，包括胃癌、乳腺癌、肺癌等［６］，但是关于亚甲基四氢叶酸还

原酶基因多态性与结直肠癌易感性之间的关系所做的研究还

少，并且结论不一。本次研究中发现，在重庆籍汉族人群中，

ＭＴＨＦＲ基因多态性在结直肠癌病例和健康人之间的分布有

无明显差异，犘＞０．０５。该结论与Ｓａｍｅｅｒ等
［７］的结果一致，而

与Ｙｉｎ等
［８］的结论有所不同，这种情况也许与 ＭＴＨＦＲ多态

性在人种之间的分布有所差异有关。

本研究成功构建了检测 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点的基因芯

片，检测方法简单易行，并初步评价了 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ多态性

与结直肠癌易感性的关系。但本研究的样本量偏少，尚需进行

大规模的流行病学和临床研究、综合分析，才能更好地探讨基

因型与表型的内在联系，找出结直肠癌发生发展的分子遗传学

机制，从而指导临床的预防和治疗。

参考文献

［１］ＺｈｏｎｇＳ，ＹａｎｇＪＨ，ＬｉｕＫ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｓ

ｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒｒｉｓｋｉｎＥａｓｔＡｓｉａｎｓ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１２，３３（６）：２０４１

２０５１．

［２］ ＤｅｌｇａｄｏＰｌａｓｅｎｃｉａＬ，ＭｅｄｉｎａＡｒａｎａＶ，ＢｒａｖｏＧｕｔｉéｒｒｅｚＡ，ｅｔａｌ．

ＩｍｐａｃｔｏｆｔｈｅＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｉｎａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｌｏｗｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｏｌｏｒｅｃｔａｌ

Ｄｉｓ，２０１３，２８（９）：１１８７１１９３．

［３］ ＬｅｅＪＥ，ＷｅｉＥＫ，ＦｕｃｈｓＣＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍａｆｏｌａｔｅ，ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＭＴＨＦＲ），ａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｒｉｓｋｉｎ

ｔｈｒｅｅｌａｒｇｅｎｅｓｔｅｄｃａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＣａｕｓｅｓＣｏｎｔｒｏｌ，

２０１２，２３（４）：５３７５４５．

［４］ＳｃｈｅｒＡＩ，ＥｉｒｉｋｓｄｏｔｔｉｒＧ，ＧａｒｃｉａＭ，ｅｔａｌ．Ｌａｃｋｏｆａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔｖａｒｉａｎｔａｎｄｍｉｇｒａｉｎｅｗｉｔｈａｕｒａｉｎａｎ

ｏｌｄｅｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ：Ｃｏｕｌｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅｓｕｒｖｉｖａｌｐｌａｙａｒｏｌｅ？［Ｊ］．Ｃｅｐｈａ

ｌａｌｇｉａ，２０１３，３３（５）：３０８３１５．

［５］ ＬｉｎｎｅｂａｎｋＭ，ＭｏｓｋａｕＳ，ＳｅｍｍｌｅｒＡ，ｅｔａｌ．ＡＰｏｓｓｉｂｌｅＧｅｎｅｔｉｃ

ＬｉｎｋｂｅｔｗｅｅｎＭＴＨＦＲＧｅｎｏｔｙｐｅａｎｄＳｍｏｋｉｎｇＢｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］．ＰｌｏＳ

ｏｎｅ，２０１２，７（１２）：ｅ５３３２２．

［６］ＰｒａｓａｄＷ，ＷｉｌｋｈｏｏＨ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

Ｃ６７７Ｔｉｎｔｈｅｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｇｅｎｅｗｉｔｈｃｏｌｏ

ｒｅｃｔａｌ，ｔｈｙｒｏｉｄ，ｂｒｅａｓｔ，ｏｖａｒｉａｎ，ａｎｄｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｏｎｋｏｌｏ

ｇｉｅ，２０１１，３４（８／９）：４２２４２６．

［７］ＳａｍｅｅｒＡＳ，ＳｈａｈＺＡ，ＮｉｓｓａｒＳ，ｅｔａｌ．Ｒｉｓｋｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＭＴＨＦＲ）

Ｃ６７７ＴｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｔｈｅＫａｓｈｍｉｒｉｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌ

Ｒｅｓ，２０１１，１０（２）：１２００１２１０．

［８］ ＹｉｎＧ，ＭｉｎｇＨ，ＺｈｅｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅＣ６７７Ｔｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ：Ａｃａｓｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１２，４（２）：３６５３６９．

（收稿日期：２０１３０７３０）

（上接第３３２１页）

　　 ａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｗｉｔｈｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ

ｐｅｐｄｕｃｉｎｓｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１１，１７９（１）：５１３

５２３．

［１１］ＢｏｒｅｎｓｚｔａｊｎＫ，ＢｉｊｌｓｍａＭＦ，ＲｅｉｔｓｍａＰＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

Ｘａｉｎｈｉｂｉｔｓｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｖｉａｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｒｏｍｂＲｅｓ，２００９，１２４（２）：２１９２２５．

［１２］ＤａｒｍｏｕｌＤ，ＧｒａｔｉｏＶ，ＤｅｖａｕｄＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，２（９）：５１４５２２．

［１３］ＫｉｍＳＪ，ＳｈｉｎＪＹ，ＬｅｅＫＤ，ｅｔａｌ．Ｇａｌｅｃｔｉｎ３ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ

ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１

（ＰＡＲ１）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＭＭＰ１）［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１１，６（９）：ｅ２５１０３．

［１４］ＺｈｕＬ，ＷａｎｇＸ，ＷｕＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ１ａｎｄｉｎｔｅｇｒｉｎανβ５ｉｎｔｈｒｏｍｂｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１２，２８（２）：５５３５６０．

［１５］ＣｏｈｅｎＩ，ＭａｏｚＭ，Ｔｕｒｍ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｅｔｋ／Ｂｍｘｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＰＡＲ１）ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｖａｓｉｏｎ：ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｒｔｎｅｒｓ，ｈｉｅｒａｒｃｈｙａｎｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１０，５（６）：ｅ１１１３５．

（收稿日期：２０１３０８０３）

·３２３３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４


