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  [摘要] 目的 探讨亚甲基四氢叶酸还原酶 MTHFR 基因C677T多态性对小剂量甲氨喋呤 MTX 治
疗类风湿关节炎的影响 方法 收集类风湿关节炎患者治疗前及治疗后 0 12 24 及 48 w的临床表现及实验
室指标和不良反应信息 评估疗效 采用实时荧光定量聚合酶链反应 FO-PCR 方法测定类风湿关节炎患者
183 例 RA组 及健康对照组 100 例的MTHFR基因C677T多态性 比较两组间基因型分布及等位基因频率 
结果 C677T基因型分布在RA组与健康对照组间差异无统计学意义 P>0.05  C677T各基因型在 MTX治
疗有效率差异无统计学意义 P>0.05  TT基因型组肝毒性及血液系统不良反应的发生率明显高于 CC基
因型组 差异均有统计学意义 P<0.05  结论 MTHFR基因C677T多态性与RA发病和MTX疗效无关 但
与MTX治疗后血液系统不良反应 肝毒性有关联 
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Relationshipbetweensinglenucleotidepolymorphism ofmethylenetetrahydrofolatereductasegeneandthe
sideeffectoflow-dosemethotrexateinthetreatmentofrheumatoidarthritis SHIYu-hong ZHOURun-hua 
XU ia etal.departmentofRheumatologyand Immunology thefffiliated Hospitaloffuilin MediCalUniUersity fuan-
gxi541002 China
   Abstract  Objective ToinvestigatesingIenucIeotidepoIymorhtismofmethyIenetetrahydrofoIate MTHFR 
reductasegeneand itsassociation with thesideeffectofmethotrexatein thetreatmentofrheumatoid arthritis RA .
Methods ThecIinicaIand Iaboratorydataof183 patientswith RAwereevaIuated beforetreatmentand at0 12 24 
48 weeksaftertreatment.Efficacyand sideeffectsofmedication wereaIsoanaIyzed.ReaI-timefIuorescentguantitative
PCRwasconducted totestgenemutationsin RApatientsand 100 heaIthycontroIs.Results Therewasnosignificant
differencein thefrenguencyof6777CC CT TTbetween RApatientsand theheaIthycontroIs P>0.05 .Therewas
nosignificantdifferencein thefrenguencyof6777CC CT TTbetween thegroup in which MTXwaseffectiveand the
othergroupsin which MTXwasnoteffective P>0.05 .Therewassignificantdifferencein thefrenguencyof
6777CC CT TTbetween thegroup with MTXreIated adverseeffectsand group withoutMTXreIated adverseeffects.
TheoccurrencerateofsideeffectsofMTXin thepatientswith 677TTwashigherthan thosewithoutmutation CC  P<
0.05 .Conclusion ThereisnoreIationship between thepathogenesisofRAand theC677Tmutation ofMTHFR
gene.MTHFRgeneC677Tmutation isprobabIyoneofgeneticrisk factorsforthesiddeeffectsofMTX such ashepat-
ictoxicityand adversereactionsofthebIood system.
   Key words  Rheumatoid arthritis RA   MethyIenetetrahydrofoIatereductasegene  SingIenucIeotide
poIymorphism  Methotrexate MTX   Adversereaction
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  类风湿关节炎 rheumatoid arthritis RA 是一类
以对称性外周关节受累为主的多系统炎症的疾病 
是造成我国人群劳动力丧失及致残的主要病因之

一 甲氨喋呤 methotrexate MTX 在 RA的治疗中
占有核心地位 常用于急性期活动控制及长期维持
治疗 不同个体对 MTX的敏感性及耐受性差异较
大 文献报道 1 有 10% ~30%患者因不能耐受不良
反应而被迫停药 研究表明 个体基因遗传差异是
药物疗效和不良反应的重要原因 MTX的作用机制
与抑制依赖叶酸的酶相关 5 10-亚甲基四氢叶酸还
原酶 methyienetetrahydrofoiate MTHFR 为叶酸代谢
过程中的关键酶 具有多态性 2  本研究通过分析
MTHFR基因 C677T多态性与 MTX疗效 血液系统
不良反应 肝毒性的关系 为临床用药提供帮助 
1 对象与方法
1.1 研究对象  1 RA组 选择 2010-01 ~2012-01
在桂林医学院附属医院初诊 RA的患者 183 例 均
为来自广西桂北地区汉族患者 其中男 41 例 女
142 例 年龄 18 ~60 岁 病程 0.3 ~10 年 RA患者
诊断均符合美国风湿病学会 ACR 1987 年 RA分
类标准 剔除联合其它慢作用抗风湿药物  DE-
MARDs 治疗者 严重心肾等重要脏器损伤者 血液
系统疾病 WBC<4 X109 /L Hb <80 g/L PLT<70 X
109 /L 者 肝转氨酶及血肌酐和尿素氮超过正常上
限 1.5 倍者 近 1 个月有失血情况者  2 正常对
照组 随机选择我院健康体检者 100 名作为正常对
照 其中男 38 例 女 62 例 年龄 22 ~58 岁 均为桂
林地区汉族人 本实验符合人体试验委员会制定的
伦理学标准 并获得受试者的知情同意 
1.2 给药方式 MTX 上海信谊药厂有限公司 批
号 国药准字H31020644 10 ~17.5 mg 每周 1 次口
服 根据病情选用非甾体抗炎药 NSAIDs  必要时
加用泼尼松 10 ~15 mg 1 次/d口服 
1.3 疗效及血液系统不良反应的评价 分别于治
疗 0 12 24 48 周对患者进行随访 记录各临床指
标 晨僵时间 关节压痛数 关节肿胀数 医生评估
情况 患者评估情况及健康问卷状况 及实验室指
标 血沉 C反应蛋白 血常规 尿常规 肝功能 肾功
能等  随访期间记录患者口服 MTX后相关不良
反应发生情况及相应处理措施 治疗 24 周后评价疗
效 疗效评价采用ACR20 标准 患者疼痛及肿胀关
节数 28个 的改善以及下列 5 项中至少 3 项改善$
20%  1 受试者评估疼痛采用 10cm目测模拟标
尺 visusanaiogue VAS 结果  2 受试者评估疾病

总体状况VAS评分结果  3 研究者评估疾病总体
状况VAS评分结果  4 健康状况问卷 heaith as-
sessmentiguestionaire HAO 结果  5 急性期反应
物红细胞沉降率 ESR 或 C反应蛋白 CRP 结果 
疗效评价采用 ACR20 标准 达到 ACR20 标准被判
定为治疗有效组 不良反应的观察包括 消化道症
状 恶心 呕吐 消化不良 便秘 腹痛  肝毒性 谷
丙转氨酶 谷草转氨酶较正常上限升高 1.5 倍以
上  血液系统症状 WBC<3.5 X109/L Hb <80 g/L 
PLT<80 X109 /L  皮肤黏膜症状  脱发 口腔溃
疡  生殖系统症状 停经 月经不调  神经系统症
状 头痛 头昏 全身乏力  
1.4 MTHFR基因型分析 取周围静脉血 5 mi 乙
二胺四乙酸 EDTA 抗凝 淋巴细胞分离液分离出白
细胞 用NP40 酚 氯仿法提取基因组 DNA -20 C
保存待测 以 GeneAmp ABI9600 型扩增仪进行扩
增 引物序列参考文献设计 引物 1I5U-GAAG-
GAGAAGGTGTCTGCGGGA-3U 引物 2 I5U-CACTTT-
GTGACCATTCCG-GTTTG-3U 30 $iPCR混合液中含
0.5 $g模板 DNA 0.4 $moi/L各引物 0.1 mmoi/L
dNTP 1.5 mmoi/LMgCL2 1.2 UTap DNA聚合酶及
其 1 X反应缓冲液 PCR在GeneAmp 2400热循环仪
上进行 条件为 94 C预变性 2 min 94 C 30 s 61 C
30 s和 72 C 30 s进行 30 个循环 最后 72 C延伸至
7 min 扩增产物片段长度为 198 bp PCR产物酶
切体系 20 $i BSA0.2 $i ddH207.8 $i 10 X缓冲
液 2 $i 扩增产物 10 $i HinfI0.5 $i 在 3%琼脂
糖凝胶 含 0.5 mg/L溴化乙锭 电泳后 在 UVP凝
聚成像系统中检测 
1.5 统计学方法 应用 SPSS13.0 软件包进行数据
分析 确认各基因型分布是否符合 Hardy-Weinberg
平衡和各组间基因型及等位基因频率比较采用 !2

检验 @<0.05 为差异有统计学意义 
2 结果
2.1 MTHFR基因型分析结果 根据ABI公司提供
的位点信息 C677/T基因型分为 VIC CC 野生
型  FAM TT 纯合突变型  B0TH CT 杂合突变
型  有 6 份RA患者和 4 份健康人DNA的基因型
未检出 获得 177 份RA及 96 例健康对照标本基因
型 检出成功率 96.5% 
2.2 MTHFR基因型和等位基因在各组的分布 计
算各人群中的各等位基因频率 均符合Hardy-Wein-
berg平衡定律 !2 :3.84 @>0.05  表明各等位基
因已经达到遗传平衡 具有群体代表性 实验结果
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表明 677C/T位点的基因型分布 CC/CT/TT 在健
康对照组和 RA患者组中差异无统计学意义 P>
0.05  见表 1 

表 1 MTHFR677C/T基因型在RA组及健康
  对照组的分布#n!%"%

组 别 例数 CC CT TT

RA组 177 32 18.1 117 66.1 28 15.8 

对照组 96 23 24.0 57 59.4 16 16.7 

!2 - 1.33 1.22 0.03

P - 0.25 0.27 0.86

2.3 MTHFRC677T多态性与MTX疗效的关联性
收集检出基因型的 177 例 RA患者的临床资料 24
周后按ACR20 标准评价疗效 分为治疗有效组 143
例 无效组 34 例 MTHFRC677 中CC CT TT基因
型各组患者疗效差异无统计学意义 !2 :0.729 P>
0.05  表明MTHFRC677C/T位点的基因多态性与
疗效无明显关联 P>0.05  见表 2 
表 2 MTHFRC677T基因型患者MTX疗效比较#n!%"%

基因型 例数 有效 无效

CC 32 26 81.3 6 18.7 

CT 117 96 82.1 21 17.9 

TT 28 21 75.0 7 25.0 

 注 各组间两两比较均 P>0.05

2.4 不良反应 177 例患者出现的 MTX相关不良
反应主要为血液系统不良反应及肝毒性 其他不良
反应 皮肤 消化道 神经系统不良反应等 无法用
客观指标评估 且多为一过性反应 干扰因素较多 
尚无法明确其统计学意义 
2.4.1 血液系统不良反应发生情况 177 例RA患
者中有 38 例出现不同程度的血液系统损害 男 6
例 女 32 例 年龄 21 ~67 岁 病程 6 个月 ~20 年  
其中 26 例白细胞减少 9 例达粒细胞缺乏症标准
 WBC<0.5 >109 /L  5 例贫血 均为轻到中度贫
血 其中 1 例轻度贫血患者大便潜血阳性 胃镜检查
示十二指肠球部溃疡 2 例血小板下降 3 例白细胞
减少合并贫血 2 例全血细胞减少  共有 28 例患
者行骨髓检查 其中骨髓增生活跃 14 例 增生减低
9 例 包括全血细胞减少 2 例 剔除不相关的血液
系统不良反应 将有 无血液系统不良反应的两组中
MTHFRC677T各基因型患者MTX治疗血液系统不
良反应发生率比较差异有统计学意义 !2 :9.669 
P<0.01  见表 3 

表 3 MTHFRC677T各基因型患者单用MTX治疗
  血液系统不良反应发生率比较#n!%"%

基因型 例数 有血液系统不良反应 无血液系统不良反应

CC 32 2 6.3 30 93.7 

CT 117 25 21.4 94 78.6 

TT 28 11 39.3 17 60.7 

 注 CCVS TT P:0.002 CTVS TT P:0.05 CCVS CT P<0.05

2.4.2 肝毒性发生情况 177 例患者中有 34 例出
现不同程度的肝功能异常 男 3 例 女 31 例 年龄
26 ~68 岁 病程 2 年~12 年  其中谷丙转氨酶增高
4 例 谷草转氨酶增高 6 例 二者均增高 24 例 均
除外病毒性肝炎所致肝功能异常 MTHFRC677T
各基因型患者 MTX治疗肝毒性发生率比较差异有
统计学意义 !2 :7.029 P<0.05  见表 4 
表 4 MTHFRC677T各基因型患者单用MTX治疗

  肝毒性发生率的比较#n!%"%

基因型 例数 有肝毒性反应 无肝毒性反应

CC 32 3 9.4 29 90.6 

CT 117 21 17.9 96 82.1 

TT 28 10 35.7 18 64.3 

 注 CCVS TT P:0.05 CCVS CT P>0.05 CTVS TT P>0.05

3 讨论
3.1 在RA的治疗中 MTX占有关键地位 常作为
与其他慢作用抗风湿药的联合用药的基石 但其不
良反应是限制其在临床上应用的主要原因 MTX
是二氢叶酸还原酶 DHTF 的竞争性抑制剂 可以
在细胞内抑制二氢叶酸转化为四氢叶酸 使二氢叶
酸及其代谢产物多聚谷氨酸盐在细胞内蓄积 同时
使还原型叶酸成分减少 造成嘌呤和胸腺嘧啶合成
障碍 干扰 DNA RNA和蛋白质合成 抑制细胞增
殖 发挥抗炎 抑制免疫等作用 MTHFR是叶酸代
谢过程中的关键酶 催化 5 10-亚基四氢叶酸还原为
5-甲基四氢叶酸 后者是同型半胱氨酸再甲基化过
程中重要的甲基供体 MTHFR活性或数量改变会影
响叶酸代谢和同型半胱氨酸的甲基化从而引起高同

型半胱氨酸血症 3  
3.2 人类MTHFR基因定位于 1p36.3 整个编码区
长 1 980 bp 包含 11 个外显子和 10 个内含子 存在
数种多态性标记 4  C677T有 3 种基因型 TT纯合
突变型 TC杂合突变型 CC野生型 MTHFR
C677T多态性产生了丙氨酸-缬氨酸的替换 导致了
MTHFR的热力学变异 导致酶活性降低 MTH-
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FR677C%T基因差异很大,Wiichen 等[5]研究显示

不同种族间差异很大,TT基因型在中国北方约有
20%,意大利南部为 26%,墨西哥为 32%,非洲的发
生率较低约为 6.6%O 在本研究中,TT基因型在
RA组中为 21%,对照组中为 18%,其分布均与中国
北方人群分布相符O
3.3 目前国内外关于 MTHFR基因多态性与 MTX
疗效及不良反应的研究结果报道不一O Wesseis
等[1]发现MTHFR677CC型患者使用MTX可得到更
好的疗效,而 Kumagaik 等[6] 研究提示 MTHFR
C677T多态性与 MTX疗效及不良反应无关O Kim
等[7]对韩国 RA患者的研究表明 MTHFRC677T多
态性可能是 RA患者 MTX相关毒副作用的重要预
测指标O 杨丽华等[8]研究发现 MTHFRC677T基因
多态性与高剂量MTX化疗所致肝脏损害密切相关,
MTHFR677CT+TT基因型的急性淋巴细胞白血病
发生肝脏损害的风险明显增高O 引起这些报道研究
结果的差异可能与很多因素有关,如种族差异~多基
因遗传及环境因素~样本数量多少O 而在本研究中
发现广西桂北地区汉族 RA患者中,使用 MTX治疗
的RA患者中,MTHFRC677T多态性与 MTX疗效
无明显相关性,而与不良反应,尤其是血液系统及肝
毒性的不良反应差异有统计学意义 (@<0.05>O
677TT基因型出现以上两种不良反应明显高于 CC
基因型者O 提示 MTHFRC677T突变型可能是不良
反应的危险因素O
3.4 由于我们的研究数量有限,未能进行更深层次
的研究,同时,种族差异~多基因遗传及环境因素都
可能影响研究结果O 目前多数研究采用的是病例对
照研究,研究的样本量多少不同,对于研究结果也可
能带来较大的影响,进一步研究还需要更完善的方

法来揭示 MTHFR基因多态性与小剂量 MTX治疗
RA疗效及不良反应的关系O
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