
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

收稿日期 :2008201222 ;修回日期 :2008206203
基金项目 : 国 家 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

(30760098 ,30560061) ;云南省自然科学基金资助项目
(2005C0028M) ;云南省教育厅科研基金资助项目
(06 Y119B)
作者单位 :1 . 650092 昆明 ,云南师范大学生命科
学学院 ;2 . 昆明医学院第三附属医院
通信作者 :汪旭 ,E2mail : wangxu @fudan. edu. cn
作者简介 :吴暇玉 (19802 ) ,女 ,硕士 ,讲师 ,从事
遗传毒理学研究

叶酸缺乏与 M T H FR C677 T多态性对乳腺癌
患者淋巴细胞遗传损伤的影响
吴暇玉1 ,倪　娟1 ,邹天宁2 ,梁子卿1 ,汪　旭1

Role of Folate Def iciency and MTHFR C677T Polymorphisms on Genetic Damage in Hu2
man Lymphocytes from Breast Cancer Case
WU Xia2yu1 , N I J uan1 , ZOU Tian2ning2 , L IAN G Zi2Qing1 , WAN G Xu1

1 . School of L i f e Sciences , Yunnan N ormal Universit y , Kunming 650092 , China; 2 . Thi rdary A f f i l i2
ated Hos pital of Kunming Medical Col lege

Corres ponding A uthor :W A N G X u , E2mail : w ang x u @f udan. edu. cn

Abstract :Objective　 To investigate the role of folate deficiency and M T HFR C677 T polymorphism on

genetic damage in human lymphocytes f rom breast cancer cases and controls. Methods 　Lymphocytes

with different M T HFR C677 T genotypes f rom the donors were cultured for 9 days in media with differ2
ent concentrations of folic acid ( FA) and the f requencies of micronucleated binucleated cell (MNBN) was

evaluated by cytokinesis2block micronucleus cytome assay (CBMN cyt) . Results　The f requencies of mi2
cronucleated binucleated cell (MNBN) in 30 nmol/ L FA were significantly higher than those in 60 , 120 ,

240 , 2 260 nmol/ L FA ( P < 0 . 001～0 . 05) , but no significant differences were observed either between

those in 60 and 120 nmol/ L FA , or between those in 120 , 240 and 2 260 nmol/ L FA within either groups

when the genotype was the same. Within either of cancer case and control group s , the f requencies of

MNBN of mutant homozygotes ( TT) was significantly higher than that of wild isozygotes ( CC) ( P <

0 . 01～0 . 05) in any FA concentration group . After the genetic damage background of sample was re2
duced , there was no significantly difference in MNBN frequency between lymphocytes with the same gen2
otype f rom case and control at the same FA concentration. Conclusion 　FA concentration below 120

nmol/ L increased genetic damage in human lymphocytes in vit ro . Individuals with M T HFR 677 TT geno2
type may be more sensitive to folic acid deficiency regardless the cancer statues than those with M T HFR

677CC and 677 CT genotypes.
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摘　要 :目的　探讨叶酸缺乏与 M T HFR C677 T基因型多态性对乳腺癌患者淋巴细胞遗传损伤的影响

及其与对照的差异。方法　采用 9天淋巴细胞长期培养辅以胞质阻断微核细胞组分析 (CBMN cyt) ,分

析不同浓度的叶酸对三种 M T HFR C677 T基因型乳腺癌人群和健康人群双核细胞微核率的影响与差

异。结果　M T HFR C677 T三种基因型 (CC ,CT , TT)的乳腺癌个体与对照组淋巴细胞在叶酸浓度为

30 nmol/ L 时双核细胞微核率 (MNBN)均显著高于 60、120、240 和 2 260 nmol/ L 测试组 ( P < 0 . 001～

0 . 05) ,60 和 120 nmol/ L 两个测试组之间以及 120、240和 2 260 nmol/ L 三个测试组之间都未发现显著

性差异。乳腺癌个体和对照组淋巴细胞中 ,M T HFR677 TT在任何培养条件下 ,MNBN频率均显著高于

相应样本组同类培养的野生纯合型 (CC) ( P < 0 . 01～0 . 05) ;消减样本自身遗传损伤背景后 ,相同基因型

的乳腺癌个体和正常个体淋巴细胞在 MNBN 频率上无显著性差异。结论 　在离体情况下 ,低于 120

nmol/ L 的叶酸浓度可增加人类淋巴细胞遗传损伤 ,无论是健康人群还是癌症患者 ,M T HFR 677 TT型

纯合个体 ,对叶酸缺乏都更加敏感。
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0　引言

叶酸是人体正常发育的重要营养物质。它一方

面通过提供甲基完成尿嘧啶脱氧核苷酸 (dUMP)到
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胸腺嘧啶脱氧核苷酸 (d TMP)的合成 ,另一方面通

过同型半胱氨酸 ( Hcy)合成甲硫氨酸 (Met) 、S2腺苷
甲硫氨酸 (SAM)的生化过程影响 DNA 甲基化[ 124 ] ,

因此叶酸在保持基因组稳定性中起着重要的作用。

亚甲基四氢叶酸还原酶 ( M T H FR)是控制叶酸到

d TMP合成以及胞嘧啶2磷酸化2鸟嘌呤核苷酸
(Cp G)甲基化的关键酶 ,在叶酸缺乏情况下 ,M T H2
FR酶活性的下降有可能提高 5 ,102亚甲基四氢叶
酸的浓度 ,降低 52甲基四氢叶酸的浓度[ 5 ]。这种情

况下 ,d TMP的合成过程可能强于 SAM合成过 ,进

而降低 dUMP错配到 DNA 中引发的染色体断裂 ,

并可能消弱甲基供体的合成。因此 M T H FR 对

DNA合成和甲基化发挥着关键作用。M T H FR活

性可能受 M T HFR基因序列变异、Met 或 SAM 浓

度、黄素腺嘌呤二核苷酸和核黄素浓度等因素的影

响[ 526 ]。

鉴于叶酸缺乏和 M T HFR 基因多态性都涉及

到叶酸代谢途径的运行状态和 DNA 的各种代谢活

动 ,而 DNA的结构与功能影响染色体的稳定性又

与肿瘤的发生、发展密切相关 ,本研究拟通过 cyt

CBMN [ 7 ]探索不同叶酸浓度和 M T HFR C677 T 多

态性对乳腺癌患者及其对照淋巴细胞遗传损伤的影

响。

1　材料与方法

1 . 1　材料

在知情同意情况下 ,从昆明医学院第三附属医

院 19 位治疗前女性乳腺癌患者 (35～52 岁)取样 ,

同时从昆明血液中心征集相同年龄段 20 个健康个

体 ,各抽取外周血 5 ml ,分离淋巴细胞进行离体培

养。

1 . 2　试剂

叶酸、无叶酸 RPMI21640 培养基、L2谷氨酰μ
胺、细胞松弛素 B 等购自 Sigma 公司 ;青霉素和链

霉素购自哈药集团制药总厂 ;常规 RPMI21640 购自

Gibco公司 ;新生小牛血清购自杭州四季青生物工

程材料有限公司 ;透析小牛血清购自 Hyclone 公司

(SH30079 . 02) ;淋巴细胞分离液购自上海华精生物

高科技有限公司 ;白介素2Ⅱ购自深圳新吉尔制药
厂 ,肝素 (12 500 u)购自上海生物化学制剂厂 ; Hinf

Ⅰ、Mbo Ⅱ购自华美公司。

1 . 3　PCR2RFL P分析 M T HFR C677 T基因型

以 500μl外周血提取基因组 DNA ,PCR扩增获

取 M T H FR 基因片段 ,扩增产物分别用 Hinf Ⅰ、

Mbo Ⅱ消化 ,琼脂糖凝胶电泳识别 677CC、677CT、

677 T T基因型 ,详见文献[ 6 ]。

1 . 4　细胞培养

根据人血浆叶酸生理浓度 ( 20～ 40 nmol/

L) [ 223 ] ,实验将叶酸浓度设为 30、60、120、240、2 260

nmol/ L (常规 RPMI1640培养基) ,培养基的其他成

分及浓度与 RPMI1640 培养基一致。利用淋巴细

胞分离液从受试个体外周血中分离淋巴细胞 ,以细

胞浓度为0 . 5 ×106 / ml 培养于 1 ml 含 5 %透析小

牛血清、100 单位双抗、2 mmol/ L L2谷氨酰胺、10

μl/ ml P HA ,p H 7 . 0的不同浓度叶酸培养基中。细

胞于 37o C、5 %CO2培养箱中培养 ,每 3 天更换一次

相应培养基 ,培养 8 天后 ,加入细胞松弛素 B (终浓

度为4 . 5μg/ ml) ,继续培养 28 h ,第 9 天 1 000 r/

min 离心弃上清 ,加入约 20μl 含 6 %DMSO 的小

牛血清 ,温和混匀 ,室温静置 8 min ,涂片 ,空气干燥

1 h ,甲醇冰醋酸 (3∶1)固定 10 min ,空气干燥 ,5 %

Giemsa ( p H 7 . 0 ) 染色 5 min ,空气干燥 ,封片 ,

CBMN分析双核细胞微核率 (MNed BN/ 1 000 BN

cells ,MNBN) [ 728 ] ,每张片分析 1 000 个双核细胞 ,

每浓度组分析 5 000个以上双核细胞。

1 . 5　统计学方法

以 SPSS 12 . 0 one2way ANOVA分析不同浓度

叶酸、C677 T基因多态性对乳腺癌个体及正常个体

淋巴细胞遗传毒性效应 ,以 Independent Samples

Test 比较乳腺癌患者与正常个体相同基因型对叶

酸缺乏引发的遗传毒性敏感性差异 ,并以 Diference

of difference 消减各组样本内背景差异后 ,进一步

解析乳腺癌患者与正常个体对叶酸缺乏的敏感性差

异[ 9 ] ,Sigma plot 10 . 0作图。

2　结果

乳腺癌患者或对照 MNBN 频率在 30 nmol/ L

测试组均显著高于 60、120、240和 2 260 nmol/ L 四

个测试组 ( P < 0 . 001～0 . 05) ,而 60 nmol/ L 和 120

nmol/ L 两个浓度间差异无统计学意义 ,120、240、2

260 nmol/ L 三个测试组间差异也无统计学意义 ,在

此基础上 ,我们统计了叶酸浓度分别为 30、120 和

240 nmol/ L 时 ,不同基因型 (野生型纯合子 CC型、

杂合子 CT型、突变纯合子 T T型)的人体淋巴细胞

微核率 ,见表 2 ,图 1、2。结果显示 ,无论是病例或对

照淋巴细胞 , T T基因型在三个浓度组中 ,MNBN均

显著高于同类培养的野生纯合子 CC型 ( P < 0 . 01～

0 . 05) ;去除乳腺癌个体与对照组背景值后 ,当叶酸

浓度相同时 ,同样基因型的乳腺癌个体与正常个体

之间 MNBN频率差异均无统计学意义。
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表 1　不同叶酸浓度下乳腺癌患者和对照组个体胞质阻断淋巴细胞微核频率

Tab 1　Frequency of cytokinesis2blocked MNed BNs lymphocytes cell in different concentration of folic acid

　　　　　MNed BNs　n/ 1 000 BNC (珚x ±s)

Group ( n)
folic acid in medium (nmol/ L)

30 60 120 240 2 260 3

Breast cancer (19) 19 . 96±1 . 16a 11 . 90±0 . 46bc 9 . 99±0 . 85 9 . 66 . ±0 . 34 9 . 69±0 . 40

Control　　(20) 16 . 58±0 . 47a 9 . 31±0 . 38bc 8 . 04±0 . 39 7 . 66±0 . 32 7 . 60±0 . 29

　　3 :常规 RPMI21640培养基 one way2ANOVA , a : P < 0 . 05 vs 120 nmol/ L , b : P < 0 . 05 vs 240 nmol/ L , c : P < 0 . 05 vs 2

260 nmol/ L

表 2　叶酸缺乏诱发 MTHFR C677T多态性

个体胞质阻断淋巴细胞微核率

Tab 2　Folic acid def iciency induce cytokinesis2blocked

MNed BNs lymphocytes cell of MTHFR C677T

　　　　　MNed BNs　n/ 1 000BNC(珚x ±s)

Group

M THFR C677 T

genotype ( n)

folic acid in medium (nmol/ L)

30 120 240

Breast cancer case

CC(9) 17 . 19±0 . 66 ab 10 . 36±0 . 77 9 . 66±0 . 37

CT(8) 21 . 28±2 . 06 ab 8 . 20±1 . 44 9 . 55±0 . 73

TT(2) 27 . 13±1 . 78 ab 15 . 47±0 . 63 14 . 16±0 . 34

All (19) 19 . 96±1 . 16 ab 9 . 99±0 . 85 9 . 66±0 . 34

Cont rol

CC(11) 15 . 82±0 . 62 ab 6 . 99±0 . 29 7 . 59±0 . 51

CT(5) 16 . 68±0 . 61 ab 7 . 88±0 . 79 7 . 68±0 . 37

TT(4) 18 . 53±1 . 11 ab 9 . 66±0 . 58 9 . 02±0 . 83

All (20) 16 . 58±0 . 47 ab 8 . 04±0 . 39 7 . 66±0 . 32

　　one way2ANOVA , a : P < 0 . 05 vs 120nmol/ L , b : P < 0 .

05 vs240 nmol/ L

图 1　相同叶酸浓度下乳腺癌、对照组 MTHFR C677T

不同基因型双核细胞微核频率比较

Fig 1　Comparison of MNBN frequency between different C677T

MTHFR genotype under same concentration of folic acid medium

3　讨论

M T HFR是叶酸代谢中关键性酶 ,主要催化 5 ,

102亚甲基四氢叶酸到 52甲基四氢叶酸的转化 ,对于

平衡 DNA合成与 DNA 甲基化是一个非常重要的

酶。M T HFR酶活影响血浆 5 ,102亚甲基四氢叶酸
浓度 ,而 5 , 102亚甲基四氢叶酸浓度对 dUMP 到

d TMP转化起关键性作用 ,影响着 DNA 的合成与

修复。细胞内高浓度的 5 ,102亚甲基四氢叶酸有益

于 d TMP的合成 ,从而增强了 DNA的稳定性[ 10211 ]。

M T H FR基因 677位点发生 C→T置换[ 12 ] ,677 T T

基因型与许多癌症的发病危险度有不同的关联 : T T

纯合体结肠癌的发病危险度可能降低 ,而胃癌、宫颈

癌发病风险有增加倾向[ 13 ]。研究表明 ,677 T T型突

变纯合体个体血浆同型半胱氨酸显著高于 677CC

野生型纯合体个体 ,而红细胞叶酸浓度则显著低于

677CC野生型个体[ 10 ] ,相关报道也显示 677 T T 个

体相对于 677CT 和 677CC个体 ,可能存在较高乳

腺癌 (或其他相关疾病)发病风险[ 10 ,12 ]。而当叶酸

的摄入不足时 ,同样会增加 dUMP错配到 DNA 中

的机会。本研究发现 ,相同叶酸浓度下 ,677 T T 病

例与对照的淋巴细胞微核率均分别显著高于各样本

组 677CC型个体 ,提示该基因型个体对叶酸缺乏更

加敏感 ,然而 M T H FR 基因多态型如何影响 DNA

稳定性以及恶性肿瘤的转变当前还没有准确的报

道。M T HFR不可逆转的催化 5 ,102亚甲基四氢叶
酸到 52甲基四氢叶酸的转化 ,52甲基四氢叶酸最终
提供甲基完成 SAM的合成 ,这一生化反应对 DNA

甲基化和基因表达至关重要[ 14 ] ,提示 M T H FR 酶

活性的下降可能会减低 52甲基四氢叶酸的浓度、
DNA甲基化程度。本试验结果没有得到 M T H FR

677位点基因突变纯合子增加乳腺癌的遗传不稳定

性的预期假设。随着叶酸浓度的升高 ,乳腺癌患者

基因组遗传损伤显著性降低 ,表明叶酸的摄入可能

会降低乳腺癌的发病风险。本项研究中 ,我们通过

五个浓度组比较发现 ,当叶酸浓度在 30、60 和 120

nmol/ L 时 ,微核率随着叶酸浓度升高而降低 ,而在

叶酸浓度为 120、240和 2 260 nmol/ L 时 ,微核率则

不再随叶酸浓度升高而明显改变 ,因此我们认为 ,离

体情况下 ,低于 120 nmol/ L 的叶酸浓度增加人类淋

巴细胞遗传损伤 ,这与我们过去的研究结果相吻

合[ 15218 ]。鉴于正常人体血浆叶酸生理浓度为 20～

40 nmol/ L ,低于我们所得到的维持遗传稳定性的

最适叶酸浓度 ,提示额外补充叶酸可能有助于降低

人体遗传损伤和相关疾病风险。

·658· 肿瘤防治研究 2008年第 35卷第 12期



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

图 2　消减各组样本内遗传损伤背景值后 ,乳腺癌与对照组 MTHFR C677T

相同基因型间双核细胞微核频率比较( BR :乳腺癌)

Fig 2　Comparison of reduction in MNBN frequency in C677T MTHFR genotype

between patients and controls with difference of difference analysis ( BR :Breast cancer)
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