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叶酰多聚谷氨酸合成酶基因一个新的
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　　［摘　要］　目的　研究叶酰多聚谷氨酸合成酶（ＦＰＧＳ）基因编码区突变及多态性在中国汉族急性白血病（ＡＬ）
患儿与健康儿童中的频率分布特征，为探讨 ＦＰＧＳ基因多态性与肿瘤化疗个体化用药之间的关系提供理论依据。
方法　采用ＰＣＲＤＧＧＥ结合ＤＮＡ直接测序的方法对９１例ＡＬ患儿和１２４例上呼吸道感染儿童（对照组）的ＦＰＧＳ基
因第５号外显子的突变及多态性情况进行分析，计算等位基因频率和基因型频率并分析其差异性。结果　在对照组
儿童ＦＰＧＳ编码区中发现了一个国内外未见报道的错义突变５０２／４９０Ｔ＞Ｃ（Ｌ１５１／１０１Ｐ），分别在ＦＰＧＳ线粒体型和
胞浆型中发现了新突变２例和３例，并鉴定了其等位基因频率为０．７０％（胞浆型）和０．４７％（线粒体型）。这个新
的错义突变与儿童ＡＬ无明显的相关性。结论　首次在中国汉族儿童中发现ＦＰＧＳ外显子５的一个新的错义突变
５０２／４９０Ｔ＞Ｃ（Ｌ１５１／１０１Ｐ），其在中国汉族儿童中的等位基因频率为 ０．７０％（胞浆型）和０．４７％（线粒体型）。
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　　叶酰多聚谷氨酸合成酶（ｆｏｌｙｐｏｌｙｇｌｕｔａｍａｔｅｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ，ＦＰＧＳ）催化叶酸及叶酸拮抗剂多聚谷氨酸
化形成相应的多聚谷氨酰衍生物，是叶酸拮抗剂类

抗肿瘤药物如甲氨喋呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）、培美
曲塞等在细胞内代谢过程中的关键酶［１］。ＭＴＸ是
目前急性白血病（ａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬ）治疗中最有

效的药物之一，对ＭＴＸ耐药可导致绝大多数 ＡＬ治
疗失败。体内外研究表明，ＦＰＧＳ低表达或突变是
ＭＴＸ类药物耐药的一个重要原因［２５］。近年来，关

于人类 ＦＰＧＳ基因多态性的研究被陆续报道，其多
态性越来越受到关注［６７］。本研究以 ＡＬ患儿及急
性上呼吸道感染患儿作为研究对象，旨在阐明中国
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汉族人群中ＦＰＧＳ多态性的分布特征，为 ＭＴＸ的个
体化用药以及肿瘤化疗个体化提供参考。

１　资料与方法

１．１　研究对象
病例组为２００３年１月至２０１０年１２月深圳市儿

童医院血液科住院的初治 ＡＬ患儿９１例，其中男性
５１例，女性４０例，中位年龄４．１３岁 （５ｄ～１２岁）；诊
断符合《血液病诊断及疗效标准》［８］。对照组为

２００８年６月至２０１１年７月于我院门诊就诊的单纯
上呼吸道感染患儿１２４例，男性６８例，女性５６例，
中位年龄 ４．２１岁（３７ｄ～１２岁）。两组儿童均为
汉族。

１．２　研究方法
１．２．１　ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ制备　　经深圳市儿童
医院伦理委员会审批通过，并获得患儿家长知情同

意后，采集患儿治疗前骨髓液１～１．５ｍＬ，对照组儿
童空腹静脉血１．５ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝。使用 ＱＩＡａｍｐ

ＲＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ提取总 ＲＮＡ，禽成髓细胞瘤病
毒（ＡＭＶ）逆转录酶逆转录获取ｃＤＮＡ。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　　（１）ＦＰＧＳｃＤＮＡ全编码区扩
增参照 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＦＰＧＳ两种亚型的 ｍＲＮＡ序列
（序列号：线粒体型为 ＮＭ００４９５７．４，胞浆型为 ＮＭ
００１０１８０７８．１），分别设计两对可扩增 ＦＰＧＳ全编码
区的引物。线粒体型上游引物 ５′ＣＧＣＣＧＧＧＡＣ
ＴＡＴＧＴＣＧ３′，下游引物５′ＧＧＡＧＣＣＣＣＴＣＴＧＣＴＡＴＣ
３′。胞 浆 型 上 游 引 物 ５′ＴＧＡＴＣＣＣＧＧＡＧＴＣＴ
ＧＡＡＣＣ３′，下 游 引 物 ５′ＧＣＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧ
ＧＡＡＡＴＣＴＡ３′。反应体系２５μＬ，包括：２×ＧＣＢｕｆｆ
ｅｒⅠ１２．５μＬ，１μｇｃＤＮＡ，４００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，上下
游引物各０．２μｍｏｌ／Ｌ，１．５ＵＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶
（ＴａＫａＲａ，中国）。反应条件为９４℃预变性 ３ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸４ｍｉｎ，循环
３６次；最后７２℃末次延伸５ｍｉｎ。（２）巢式 ＰＣＲ根
据ＮＣＢＩＳＮＰ数据库中 ＦＰＧＳ基因第 ５号外显子
４７３／４６１位点，结合 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５、Ｏｌｉｇｏ６．０和
ＷｉｎＭｅｌｔ２．０软件设计引物，在其中一条引物的５′端
加入６０ｂｐ的 ＧＣ夹。ＰＣＲ扩增上下游引物分别为
Ｆ４：５′ＴＡＴＧＣＣＧＴＣＴＴＣＴＧＣＣＣＴＡＡ３′与 Ｒ４：５′
ＧＣＴＣＴＴＣＧＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＴＣ３′。ＧＣ 夹 序 列 为

５′ＧＣＣＣＧＣＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＧＣＣＣＧＴＧＣＣＣＧＣＧ
ＣＣＣＣＧＣＧＣＣＧＣＣＣＧＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＧＣ３′。
１．２．３　变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）筛查变异　　制
备变性梯度为３０％～６３％（１００％变性为４０％甲酰胺

及７ｍｏｌ／Ｌ尿素混合物）的１０％聚丙烯酰胺凝胶，梯
度方向与电泳方向平行。ＰＣＲ产物２５μＬ混合等量
载样缓冲液，６０℃、１５０Ｖ恒压电泳 ６ｈ，ＧｏｌｄＶｉｅｗ
染色后紫外灯下根据条带位置初步判断基因型并

摄像。

１．２．４　ＤＮＡ测序　　对ＤＧＧＥ筛查中发现的异常
电泳行为的全部样本和随机挑选的２～３个正常条
带的样本进行测序，以确定变异碱基的序列。

１．３　统计学分析
等位基因频率及基因型频率通过直接计数法获

取，经ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律检验。用 ＳＰＳＳ１３．０
统计软件进行分析，组间等位基因频率及基因型频率

分布的比较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＤＧＧＥ及ＤＮＡ测序结果
应用 ＤＧＧＥ结合 ＤＮＡ测序法对 ９１例 ＡＬ患

儿和１２４例对照儿童 ＦＰＧＳ基因第５号外显子进
行了包含已报道的 ４７３／４６１位点的 ｃＳＮＰｓ检测。
ＤＧＧＥ发现５例对照组样本出现异常电泳带型，
在电泳图上，除了与正常位置相同的一条单链条

带外，尚可见异常位置上出现的 ３条带，初步判
定为杂合型碱基改变（图 １）。经过 ＤＮＡ测序证
实为 ＦＰＧＳ基因第 ５外显子的杂合型单碱基变
异，是目前国际上尚未发现的一个新的错义突

变：５０２／４９０Ｔ＞Ｃ。该变异在 ＦＰＧＳ两种亚型的
编码基因中均有发现，５例出现异常电泳带型的
样本，其中 ２例为线粒体型变异即 Ｌ１５１Ｐ，另外
３例为胞浆型变异即 Ｌ１０１Ｐ，见图２。

! "

　　图１　ＤＧＧＥ检测代表图　１：ＴＴ基因型（野生型）；２：ＣＴ
基因型（杂合型变异）。
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　　图２　５０２／４９０Ｔ＞Ｃ（Ｌ１５１／１０１Ｐ）测序代表图　箭头代表变异的碱基。

２．２　ＦＰＧＳ突变分析
借助于２１５例ｃＤＮＡｓ片段的ＰＣＲＤＧＧＥ分析及

ＤＮＡ序列测定，本研究在国内外首次发现了ＦＰＧＳ基
因外显子５的一个新的错义突变５０２／４９０Ｔ＞Ｃ，此突
变在ＦＰＧＳ基因的两种亚型中均有发现。线粒体型
和胞浆型变异在对照组儿童中的等位基因频率分别

为０．８１％和１．２１％，ＡＬ患儿中未检测到变异，故线
粒体型和胞浆型变异的等位基因总频率分别为

０．４７％和０．７０％。两种亚型的等位基因频率差异
无统计学意义（χ２＝０．２０，Ｐ＞０．０５）。两种亚型变
异碱基的定位、氨基酸改变、等位基因频率和基因型

在两组人群中的分布见表 １。本组研究人群并未检
测出４７３／４６１位点变异。

经χ２检验，本研究中ＦＰＧＳ５０２／４９０Ｔ＞Ｃ基因
频率分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，具有群体
代表性。

表１　中国汉族儿童 ＦＰＧＳ５０２／４９０Ｔ＞Ｃ多态性

亚型
碱基

改变

外显子

位置

氨基酸

改变

等位基因频率（％）

白血病组（ｎ＝９１） 对照组（ｎ＝１２４） 总频率（ｒ２）

线粒体型 ５０２Ｔ＞Ｃ ５ Ｌｅｕ１５１＞Ｐｒｏ ０（０ＣＴ，０ＣＣ） ０．８１（２ＣＴ，０ＣＣ） ０．４７
胞浆型 ４９０Ｔ＞Ｃ ５ Ｌｅｕ１０１＞Ｐｒｏ ０（０ＣＴ，０ＣＣ） １．２１（３ＣＴ，０ＣＣ） ０．７０

３　讨论

作为叶酸拮抗剂药物代谢过程中的关键酶，

ＦＰＧＳ在叶酸拮抗剂类抗肿瘤药物（如 ＭＴＸ、培美曲
塞等）的体内代谢中起着重要作用。以 ＭＴＸ为例，
在ＡＴＰ催化下，ＦＰＧＳ可以迅速地将进入细胞内的
ＭＴＸ连接上长度不等的谷氨酸，形成ＭＴＸ多聚谷氨
酸盐。细胞内 ＭＴＸ的多聚谷氨酸化能防止其从细
胞内流出；与单谷氨酸形式相比，多聚谷氨酸形式与

靶酶的亲和性显著增高［１］。细胞内存在两种亚型的

ＦＰＧＳ：胞浆型（ｃＦＰＧＳ）和线粒体型（ｍＦＰＧＳ），ｃＦＰＧＳ
和ｍＦＰＧＳ源自同一基因即 ＦＰＧＳ基因，由于第１号
外显子使用了不同起始密码子的开放阅读框而导致

表达产物有所不同：ｍＦＰＧＳ包含一段５０个氨基酸
的线粒体引导肽而 ｃＦＰＧＳ没有。ｃＦＰＧＳ和 ｍＦＰＧＳ
共同构成了ＦＰＧＳ酶的活性［９］。

ＦＰＧＳ基因多态性可导致其表达水平、活性等的
改变，近年研究发现ＦＰＧＳｍＲＮＡ低表达及突变都可
导致叶酸拮抗剂抵抗，因此研究 ＦＰＧＳ基因多态性
对恶性肿瘤的药物治疗及预后具有重要指导意

义［１０］。目前，国外研究较多的是 ＦＰＧＳ基因几个标

签单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＳＮＰｓ）与肿瘤易感性及预后关系的研究，关于编码区
的ＳＮＰｓ（ｃｏｄｉｎｇＳＮＰｓ，ｃＳＮＰｓ）研究则比较少，国内未
见报道［１１１２］。本研究应用ＰＣＲＤＧＧＥ技术对２１５例
样本（包括９１例 ＡＬ患儿和１２４例对照儿童）ＦＰＧＳ
基因的第５号外显子进行扫描分析，以获得此外显
子的ＳＮＰｓ情况。

本研究发现了一个目前国际上尚未报道的错义

突变。这个新的错义突变是在ＦＰＧＳ基因５０２／４９０碱
基位点发生Ｔ→Ｃ置换，引起亮氨酸突变为脯氨酸即
Ｌ１５１／１０１Ｐ。该变异在ＦＰＧＳ两种亚型的编码基因中
均有发现，５例出现异常电泳带型的样本中２例为线
粒体型变异即 Ｌ１５１Ｐ，另外 ３例为胞浆型变异即
Ｌ１０１Ｐ。在本研究人群中，对照组儿童 Ｔ１５１／１０１Ｃ的
等位基因频率为１．２１％（Ｌ１０１Ｐ）和０．８１％（Ｌ１５１／Ｐ），
ＡＬ组未检出此变异，其总等位基因频率为０．７０％
（Ｌ１０１Ｐ）和０．４７％（Ｌ１５１／Ｐ）。Ｔ１５１／１０１Ｃ变异是一
个新的错义突变，由于 ＦＰＧＳ氨基酸的改变，推测其
有可能改变ＦＰＧＳ酶活性，进而影响 ＦＰＧＳ的正常功
能，对ＭＴＸ类抗肿瘤药物的耐药性产生一定的影响。
由于检出的Ｔ１５１／１０１Ｃ标本均为杂合子，且例数较少
（线粒体型２例，胞浆型３例），关于此突变可能引起
·１３５·
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的酶活性改变还需进一步的功能分析研究阐明。另

外，本研究中未发现ＮＣＢＩ数据库中第５号外显子唯
一已知的ｃＳＮＰ位点４７３／４６１（Ｒ１４１／９１Ｒ）突变，推测
可能与ＳＮＰｓ的种族差异性有关，中国汉族人群中可
能并不存在此 ＳＮＰ位点，但尚需更多的或者进一步
大样本量研究证实。

目前对于ＦＰＧＳ基因多态性与ＭＴＸ类叶酸拮抗
剂抗肿瘤治疗的研究才刚刚开始，本项研究发现了

ＦＰＧＳ基因一个新的错义突变 Ｔ１５１／１０１Ｃ，确定了其
在中国汉族儿童中的等位基因频率，由于这是国内

外第一次发现的变异，有必要大样本量检测此变异

在其他种族的多态性分布和研究多态性导致的功能

改变，进一步研究 ＦＰＧＳ基因多态性与 ＭＴＸ类抗肿
瘤药物耐药的关系，从而明确 ＦＰＧＳ在肿瘤化疗个
体化用药中的角色。
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