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摘 要：目的 观察叶酸代谢的关键酶亚甲基四氢叶酸还原酶（MT~FR）基因C677T、Al298C 多态与乳腺癌患者对化疗

敏感性的关系。方法 收集经病理学确诊的晚期乳腺癌患者6l 例，所有病例化疗前抽静脉血，提取白细胞DNA，用PCR!

RFLP 技术检测MT~FR 基因型。接受6 种不同的化疗方案化疗。结果 6l 例乳腺癌癌患者中，MT~FR C／C 基因型l7 例

（27 .9 %）、C／T 29 例（47 .5 %）、T／Tl5 例（24 .6 %）。MT~FR Al298C A／A 基因型42 例（68 .9 %），l7 例（27 .9 %）A／C 基因

型，2 例（3 .3 %）C／C 基因型。化疗总有效率为67 .2 %（4l／6l ），其中CR3 例（4 .9 %），PR38 例（62 .3 %），SDl5 例（24 .6 %），

PD5 例（8 .2 %）。6 种化疗方案的有效率无统计学差异（P = .397）。MT~FR C／C 基因型、C／T 基因型、T／T 基因型的有效率

分别为58 .8 %、58 .6 %、93 .3 %，T／T 基因型患者的有效率显著高于C／C 基因型（P = . 4l ）和C／T 基因型患者（P = . 34）。

MT~FR Al298C A／A 基因型、A／C 基因型、C／C 基因型的有效率分别为7l .4 %、64 .7 %、 . %，MT~FR Al298C A／A 基因型

患者的有效率与A／C 基因型（P = .756）、C／C 基因型患者之间无统计学差异（P = . 96 ）。结论 本研究初步结果显示

MT~FR C677T 基因多态性对预测乳腺癌化疗疗效具有较好的临床应用价值。
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ABSTRACT 0bjective：Methylene tetrahydrof olate reductase（MT~FR）is a key enzyme i n
t he metabolism of f olic aci d and plays an i mportant role i n t he methylation of DNA. The acti vity of
MT~FR can i nfl uence t he methylation of DNA. Our research observed t he relationshi p bet ween
chemosensiti vit y of advanced breast cancer and polymorphism of MT~FR . Methods We collected
6l speci mens fromadvanced breast cancer patients wit h fi nal diagnosis of pat hology . The genotypes
of MT~FR were detected by PCR!RFLP methods . These patients were treated wit h si x diff erent
chemotherapy regi mens . Results There is no significant diff erence among the response rate of t he
si x diff erent chemotherapy regi mens（P ! . 5）. The response rate of chemotherapy on MT~FR
T／Tgenotype is much higher t han t hat of MT~FR C／C genotype（P = . 4l ）and MT~FR C／T
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genOtype（!=0 .034）. NO significant diff erence Of respOnse rate Was f Ound amOng A1298C A／A
genOtype，A1298C A／C genOtype（!!0 .05）and A1298C C／C genOtype（!= 0 .096）. Conclu-
sion POlymOrphism Of MTHFR can i nfl uence t he chemOsensiti vit y Of advanced breast cancer and
is Of value as t he gui deli ne Of breast cancer t herapy .

KEY WORDS：advanced breast cancer ；methylenetetrahydrOf Olate reductase；genOtype；

chemOtherapy

亚甲基四氢叶酸还原酶（MTHFR）是叶酸代

谢的 关 键 酶，在 DNA 甲 基 化 中 起 重 要 作 用。

MTHFR 基因是多态的，其中最常见的是C677T
和A1298C 多态［1!2］。MTHFR 基因突变频率在

不同国家、同一国家不同地区及同一地区不同民

族的分布有显著差异。欧洲人677T 等位基因频

率为22 % "44 %；亚洲人中，日本人677T 等位

基因频率为34 %，中国汉族人为40 %［3!4］。对

1298A"C 突变频率在人群中的分布研究显示：C
等位基因频率在亚洲人为17 % "19 %，西欧为

27 %"36 %［5］。在677 位点发生C!T 改变和在1
298 位点发生A!C 改变都将影响酶的活性。研究

发现677 C／T、677 T／T 基因型 MTHFR 的活性

是677 C／C 基因型的60 % 和30 %，而 MTHFR
活性的高低将影响基因组DNA 的甲基化。体外

研究已经证明一些基因（如有丝分裂关卡基因

CHFR、DNA 修复基因、14 -3 -3#基因、MDR1
基因等）的异常甲基化可以影响细胞毒性药物和

干扰DNA 合成药物的敏感性［6!9］。在乳腺癌、胃

肠道癌、白血病等患者中已有检测 MTHTF 基因

多态与MTX 的化疗毒性以及5!Fu 的临床有效

率的报道［10!14］。

化疗能改善晚期乳腺癌的症状，延长生存，但

仍存在缓解期短、长期生存率低等问题，特别是相

同的化疗方案针对不同的患者得到的结果可以完

全不同，这种现象说明患者之间在药物敏感性方

面存在个体差异。因此从药物遗传学和药物基因

组学角度研究患者之间药物敏感性的差异，寻找

可靠的预测指标，对指导乳腺癌的个体化治疗具

有重要的意义。先前作者已经报告了 MTHFR
多态与胃癌化疗敏感性的关系［18!19］，本文报告

MTHFR 基因多态性与乳腺癌化疗敏感性关系的

研究结果。

1 临床资料与方法

1 .1 一般资料

2003 年1 月"2005 年12 月，在江苏省肿瘤

医院收集经病理学或细胞学确诊的乳腺癌患者

61 例，均为女性。年龄28 "72 岁，中位年龄50
岁，患者均为汉族。以往化疗22 例；新辅助化疗

33 例；可测量病灶部位：原发灶35 例，淋巴结32
例，肝5 例，肺7 例，其他6 例；化疗方案：CTX+
EADM+ 5!Fu（CAF 方案）17 例，EADM+ PTX

（AT 方案）16 例，NVB + DDP（NP 方案）8 例，

NVB+ EADM（NA 方案）7 例，CTX + EADM+
DDP（CAP 方案）6 例，PTX + DDP（TP 方案）7
例。（注：CTX：环鳞酰胺；EADM：表阿霉素；5
!Fu：5!氟尿嘧啶；PTX：紫杉醇；NVB：长春瑞

膑；DDP：顺铂）。所有病例均经CT 证实具有可

测量肿瘤病灶。化疗前血常规、肝功能、肾功能均

在正常范围，心电图无明显异常，功能状况评分均

大于60 分。

1 .2 样本收集

所有病例化疗前抽静脉血2 mL，置乙二胺

四乙 酸 钠 抗 凝 管，分 离 白 细 胞 层。用  I Aamp
DNA提取试剂盒提取白细胞DNA，DNA置-30 C
低温冰箱保存备用。

1 .3 基因型分析

按照作者以前的报道［15］，用PCR!RFLP 技

术检测研究对象的 MTHFR C677T 基因型，所用

引物为5/ - TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA
- 3/ 和 5/ - AGGACGGTGCGGTGAGAGTG -
3/ 。反应总体积25 $L，含引物（25 pmOl／$L）各

0 .5 $L、4 > dNTP（各2 .5 mmOl／L）2 .5 $L、TaC
酶1I U、基因组 DNA 溶液1 $L、10 > Buff er（含

MgCl2）2 .5 $L。反应条件为94 C预变性2 mi n；

94 C 30 s、62 C 30 s、72 C 30 s，共40 个循环；

72 C延伸7 mi n。PCR 产物用Hinf I 内切酶在37
C消化3 h，用3 %琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭染

色确定MTHFR 基因型。基因型分为 野生型纯

合子（C／C，198 bp）、杂合子（C／T，198 bp／175
bp）、变 异 型 纯 合 子（T／T，175 bp ）3 种 类 型。

MTHFR A1298C 基因型检测［7］所用引物为5/ -
CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC-3/ 和5/
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- CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG - 3 。反

应总体积25 !L，含引物溶液各1 !L、4 > dNTP
溶液2 . 5 !L、25 mmOl／L 的 MgCl 2 溶液3 !L，

TaC 酶1 I U、基因组DNA 溶液1 !L、1 > Buff er
2 .5 !L。反应条件为95 C预变性5 mi n；95 C
3 s、58 C 3 s、72 C 3 s，共35 个循环；72 C
延伸7 mi n。取PCR 产物4 !L，加MbOII 内切酶

（购自Takara 生物工程有限公司） .5 !L（4 I U）、

1 > Buff er 1 !L 和重蒸水4 .5 !L，在37 C消化

2 .5 h，用4 %琼脂糖凝胶（含溴化乙锭）、电压1  
V 电泳2 .5 h。MTHFRA1298C 基因型分为纯合

子AA（56 bp）、杂合子AC（56bp／84bp）和纯合子

CC（84bp）3 种类型。

1 .4 治疗方案

化疗方案包括：CTX+ EADM+ 5"FU（CAF）

方案；EADM + PTX（AT）方 案；NVB + DDP
（NP）方 案；NVB + EADM（NA）方 案；CTX +

EADM+ DDP（CAP）方案；PTX + DDP（TP）方

案。方案为每3 周为1 周期，2 周期后评定疗效。

1 .5 疗效评定标准

参照WHO 实体瘤疗效评定标准，分为完全

缓解（CR）、部分缓解（PR）、无变化（SD）和进展

（PD），以CR 和PR 为有效。

2 结 果

2 .1 MTHFR 基因型分布和化疗有效率（表1）

61 例 乳 腺 癌 癌 患 者 中，17 例（27 . 9 %）为

MTHFR C677T C／C 基因型，29 例（47 .5 %）为

C／T 基因型，15 例（24 .6 %）为T／T 基因型。42
例（68 .9 %）为MTHFR A1298C A／A 基因型，17
例（27 .9 %）A／C 基因型，2 例（3 .3 %）C／C 基因

型 。化疗总有效率为67 .2 %（41／61），其中CR3例

（4 .9 % ），PR38 例（62 .3 % ），SD15 例（24 .6 % ），

PD5 例（8 .2 %）。

表1 不同MTHFR基因型患者的有效率

C677T 基因型病例（%）

C／C C／T T／T

A1298C 基因型病例（%）

A／A A／C C／C

完全缓解 1（ 5 .9） 2（ 6 .9）  （ . ） 1（ 2 .4） 2（11 .8）  （ . ）

部分缓解 9（52 .9） 15（51 .7） 14（93 .3） 29（69 . ） 9（52 .9）  （ . ）

稳定 6（35 .3） 8（27 .6） 1（ 6 .7） 1 （23 .8） 4（23 .5） 1（5 . ）

进展 1（ 5 .9） 4（13 .8） 1（ 5 .9） 2（ 4 .8） 2（11 .8） 1（5 . ）

总有效率 1 （58 .8） 17（58 .6） 14（93 .3） 3 （71 .4） 11（64 .7）  （ . ）

2 .2 MTHFR 基因型与化疗疗效的关系

表1 显示，MTHFR C677T C／C 基因型、C／

T基因型、T／T 基因型的有效率分别为58 .8 %、

58 .6 %、93 .3 %，T／T 基因型患者的有效率显著

高于C／C基因型（Fisher 检验，双侧法，!= . 41；

OR=9 .8 ，95 % CI ：1 . 36#92 .696）和C／T 基

因型患者（Fisher 检验，双侧法，!= . 34；OR
=9 .882，95 % CI ：1 .141 #85 .619 ）。MTHFR
A1298C A／A 基因型、A／C 基因型、C／C 基因型的

有效 率 分 别 为 71 . 4 %、64 . 7 %、 %，MTHFR
A1298C A／A 基因型患者的有效率与 A／C 基因

型（!= .756）和C／C 基因型患者（!= . 96）之

间无统计学差异。

2 .3 不同化疗方案中MTHFR 基因型与化疗疗

效的关系

6 种化疗方案：CAF、AT、NP、NA、CAP、TP
方案的有效率分别为：58 .8 %（1 ／17）、87 .5（14／

16）、62 .5 %（5／8 ）、57 .1 %（4／7 ）、5 . %（3／6 ）、

71 .4 %（5／7），无显著性差异（!= .397）。表2
显示，在不同化疗方案亚组中，除CAP 方案亚组

中C677T T／T 基因型患者的有效率为5 % 外，

其它化疗方案亚组T／T 基因型患者的有效率均

为1  %，但因各化疗方案组病例数少，均无统计

学差异。AT、NA、CAP、TP 方案亚组中均未检测

到A1298C C／C 基因型患者，在CAP 方案亚组中

同样未检测到A／C 基因型患者。在各化疗方案

亚组中，不同A1298C 基因型患者之间的化疗有

效率无统计学差异。

3 讨 论

MTHFR 不可逆的催化5，1 - 亚甲基四氢

叶酸（5，1 - MTHF），使其转变为5 - 甲基四氢

叶酸，后者作为甲基供体经蛋氨酸合成酶的催化，

使同型半胱氨酸转化为蛋氨酸，进而转化为S"腺

苷蛋氨酸，在DNA甲基化中起重要作用。MTHFR
基因变异可导致作为甲基供体的蛋氨酸合成障
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表2 不同化疗方案中MTHFR基因型与化疗疗效的关系

化疗方案 病例数
C677T 基因型

C／C（% ） C／T（% ） C／C（% ）
!值

A1Z98C 基因型

A／A（（% ） A／C（% ） C／C（% ）
!值

CAF 17 3（ 4Z .9 ） 4（57 .1 ） 3（100 .0 ） 0 .358 7（ 70 .0 ） 3（ 50 .0 ） 0（0 .0 ） 0 .4Z6
AT 16 3（100 .0 ） 5（71 .4 ） 6（100 .0 ） 0 .659 10（ 90 .9 ） 4（ 80 .0 ） - -
NP 8 Z（100 .0 ） Z（40 .0 ） 1（100 .0 ） 0 .643 4（100 .0 ） 1（ 33 .3 ） 0（0 .0 ） 0 .075
NA 7 1（ 33 .3 ） 1（50 .0 ） Z（100 .0 ） 0 .666 3（ 50 .0 ） 1（100 .0 ） - -
CAP 6 0（ 0 .0 ） Z（66 .7 ） 1（ 50 .0 ） - 3（ 50 .0 ） - - -
TP 7 1（100 .0 ） 3（60 .0 ） 1（100 .0 ） - 3（ 60 .0 ） Z（100 .0 ） - -

Fisher 检验，双侧法。

碍，进而导致了DNA 的低甲基化［16 ］。肿瘤或外

周血单核细胞DNA 中 MT~FR 677T／T 基因型

与5!甲基四氢叶酸低水平以及基因组DNA 的低

甲基化有明确的相关性。因此细胞DNA 的甲基

化水平，特别是有关基因表达控制点的甲基化水

平对基因表达起调节作用，甲基化水平降低，相关

基因的转录水平就增高。Satoh A 等［6 ］人在胃癌

研究 中 发 现 细 胞 有 丝 分 裂 关 卡 基 因（mitotic
checkpoi nt gene ）C~FR 的异常甲基化可导致基因

沉默，从而增加细胞对 TAX 和 TXT 的敏感性，

认为C~FR 基因的异常甲基化对于预测胃癌对

微管抑制剂的敏感性可能是一个很好的分子指

标。范可尼氏贫血互补基因（FANC）在细胞对顺

铂和其他药物引起的DNA 链交错连接的修复途

径中起重要作用。FANC 蛋白与乳癌BRCA 基因

互相影响，形成一个调节细胞对顺铂等药物敏感

性的FA-BRCA 途径［7 ］。最近在对宫颈癌细胞

株的研究已经证明FANCF 基因促进子过度甲基

化可使FA!BRCA 途径中断，导致细胞对顺铂的

耐药性［8 ］。多药耐药基因 MDR1 促进子低甲基

化与其过度表达和增加耐药有关［9 ］。14 -3 -3"
基 因 的 甲 基 化 能 提 高 对 顺 铂 和 阿 霉 素 的 敏 感

性［10 ］。

已有研究者进行了 MT~FR 基因多态与癌

症化 疗 敏 感 性 方 面 的 研 究［13!14 ］。最 近 有 报 道

MT~FR C677T 基因多态性与晚期乳腺癌的生存

期有关，T／T 基因型患者的生存期明显差于C／C
基因型患者，但未发现 MT~FR A1Z98C 基因多

态性与乳腺癌的死亡率具有明显的相关性。本研

究显示 MTF~R C677T T／T 基因型患者的有效

率显著高于C／C 基因型和C／T 基因型患者。

不同化疗方案亚组分析显示 MTF~R C677T
T／T 基因型患者的有效的可能性高于其它基因

型患者，但无统计学差异［18!Z0 ］。MT~FR A1Z98C

A／A 基因型患者的化疗敏感性也明显高于其它

基因型患者，但同样未取得统计学差异。
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少，结肠粘膜细胞增殖指数（Pi ）降低。反之，添加

了SCFAs 的大鼠结肠粘膜细胞的增殖期（S 期）

细胞数增加，增殖指数（Pi ）增高。推测由于5!Fu
为周期特异性药物，主要通过杀灭增殖周期中S
期的细胞而干扰 DNA 的合成，抑制细胞增殖。

对于应用 TPN 支持的化疗大鼠而言，SCFAs 能

促进其结肠粘膜细胞的增殖，增强结肠粘膜细胞

的营养，可能通过调整结肠粘膜细胞的增殖周期，

从而影响其增殖活性。由此可见，在TPN 中添加

SCFAs 是安全有利的。
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