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АННОТАЦИЯ
Цель. Проведено ассоциативное популяционно-генетическое исследование для рассмотрения роли SNP C677T 
гена MTHFR в формировании врожденных пороков развития челюстно-лицевой области (ВПР ЧЛО) – врожденных 
расщелин губы и/или неба (ВРГ, ВРН и ВРГН) в Краснодарском крае с целью установления ассоциаций между SNP 
C677T гена MTHFR и формированием врожденных расщелин губы и/или неба. 
Материалы и методы. В Краснодарском крае изучены особенности распространения SNP C677T гена MTHFR у 
детей с врожденными расщелинами губы и/или неба (n=233) и их матерей (n=78) в сравнении с контрольной груп-
пой (n=124). Для детей с ВПР ЧЛО собраны генетико-демографические анкеты, информация о диагнозе получена 
из медицинских карт. У детей с патологией и их матерей собраны биологические образцы: кровь или соскобы сли-
зистой оболочки рта, из которых выделена ДНК стандартными методами. У детей с ВРГ, ВРН и ВРГН, их матерей, 
а также в группе контроля проведено изучение особенностей распределения аллелей SNP C677T гена MTHFR с 
помощью методов ПЦР-ПДРФ с рестриктазой Hinf I или методом тетрапраймерной ПЦР. Статистическая обработка 
полученных данных произведена с помощью алгоритмов программы “Statistica”. 
Результаты. При сравнении профилей частот SNP C677T у детей с ВРГ, ВРН и ВРГН с контрольной группой не 
выявлено достоверных различий ни по частоте данного SNP, ни по особенностям распределения генотипов. Для 
матерей детей с ВРГ, ВРН и ВРГН установлено достоверное различие c контролем по особенностям распростра-
нения генотипов (G=19,5232, d.f.=1, p<0,001), а также объединенных генотипов (С/C и С/T) по отношению к T/T 
(G=10,4657, d.f.=1; p<0,001) и объединенных генотипов (C/T и T/T) по отношению к C/C (G=15,1896, d.f.=1, p<0,001). 
Заключение. Установлена ассоциация SNP C677T гена MTHFR c развитием врожденных расщелин губы и / или 
неба: генотип T/T у матерей сопряжен с повышенным риском рождения детей с ВРГ, ВРН и ВРГН (по сравнению с 
матерями с генотипами C/C+C/T): odds ratio [OR]=16,63, 95% CI: 3,86-71,71; p=0,0003, а также для матерей с гено-
типами (C/T+T/T) по сравнению с матерями с генотипами C/C: OR=3,22, CI:1,71-6,08; p=0,0002. У детей с ВПР ЧЛО 
для генотипа T/T величина риска недостоверна, что позволяет сделать вывод о вкладе SNP C677T гена MTHFR в 
формирование ВРГ, ВРН и ВРГН только в генотипе матери. 
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ABSTRACT
Aim. This research was designed to conduct an associative population genetic study for the consideration of the impact 
of SNP C677T of the gene MTHFR in the congenital maxillofacial developmental anomalies (CMDA): congenital cleft lip 
(CCL), congenital cleft palate (CCP), congenital cleft lip and palate (CCLP) in the Krasnodar territory. The aim of the study 
is to establish the associations between SNP C677T of the gene MTHFR and the development of congenital cleft lip and/
or palate. 
Materials and methods. In this research, the peculiarities of distribution of SNP C667T of the gene MTHFR in children 
with congenital cleft lip and/or palate (n=223) and their mothers (n=78) in comparison with the control group (n=124) were 
studied in the Krasnodar territory. The genetic demographic questionnaires were gathered for children with CMDA, the 
information about diagnosis was obtained from the medical records. The biological samples, including blood or scrapings 
of oral mucosa, were collected from children with the pathology and their mothers. The DNA was extracted from the 
samples by the standard method. The study of the peculiarities of distribution of alleles of SNP C677T of the gene MTHFR 
was performed by PCR-PFLP with endonuclease Hinf I or by tetra-primer ARMS-PCR method in children with CCL, CCP, 
CCLP, their mothers and the control group. Statistical processing of the obtained data was performed by the algorithms of 
the “Statistica” program.
Results. While comparing the profiles of frequencies of SNP C677T in children with CCL, CCP and CCLP with the control 
group, there were identified no significant differences in the frequency of this SNP and no peculiarities of genotypes 
distribution. There was identified a significant difference in the peculiarities of genotypes distribution with the control group 
(G=19,5232, d.f.=1, p<0,001) as well as united genotypes (С/C и С/T) in accordance to T/T (G=10,4657, d.f.=1; p<0,001) 
and united genotypes (C/T и T/T) in accordance to C/C (G=15,1896, d.f.=1, p<0,001) for the mothers of children with CCL, 
CCP and CCLP.
Conclusion. As a result of the study, we established the association of SNP C677T of the MTHFR gene with the 
development of congenital cleft lip and/or palate: mothers’ T/T genotype is associated with the increased risk of giving birth 
to a child with CCL, CCP and CCLP (in comparison with mothers with C/C+C/T genotype): odds ratio [OR]=16,63, 95% 
CI: 3,86-71,71; p=0,0003 and also for mothers with genotypes (C/T+T/T) in comparison with mothers with genotypes C/C: 
OR=3,22, CI:1,71-6,08; p=0,0002. The amount of risk is not significant in children with CMDA for T/T genotype. So it is 
possible to make a conclusion about the impact of C677T of the gene MTHFR in the development of CCL, CCP and CCLP 
only in mother’s genotype.

Keywords: congenital cleft lip and/or palate, C677T of the gene MTHFR, folate, mothers of children with congenital 
cleft lip and/or palate, the Krasnodar territory

Âведение
Врожденные изолированные расщелины губы 

и/или неба (ВРГ, ВРН и ВРГН) – распространен-
ные патологии у новорожденных, обусловленные 
как наследственными, так и средовыми фактора-
ми. Рассматриваемые врожденные пороки интен-
сивно изучаются во всем мире. Проведены мно-
гочисленные исследования для установления кон-
кретных факторов, включая экологические фак-
торы, влияющих на развитие этих пороков, в том 
числе, полногеномные ассоциативные исследова-
ния [1, 2]. Во многих отдельных исследованиях и 
при проведении метаанализа публикаций установ-
лены ассоциации полиморфных вариантов гена 
MTHFR, который является одним из важнейших в 
обеспечении фолатного обмена, с рождением де-
тей с ВРГ, ВРН и ВРГН [3, 4]. Однако результаты 
установления ассоциаций иногда противоречивы 
[5], что зачастую связано с изучением небольших 
выборок. 

Ген MTHFR локализован на 1p36.3 и кодирует 
5,10-метилентетрагидрофолатредуктазу, являю-
щуюся ключевым ферментом фолатного обмена, 
позволяющим переводить фолиевую кислоту в 
активную форму (5-метилтетрагидрофолат); эта 
молекула включает метильную группу, которая 
необходима для реметилирования гомоцистеина. 
В результате мутации гена C677T в экзоне 4 гена 

MTHFR происходит замена аланина на валин (p. 
Ala222Val) (rs18101133) в каталитическом домене 
белка-фермента [6]. У гомозигот по мутантному 
аллелю T/T активность фермента in vitro снижена 
на 70%, а у гетерозигот C/T – на 35% [7]. Поступле-
ние фолата извне с пищей отчасти компенсирует 
вредное воздействие данной мутации.

Генотип T/T C677T гена MTHFR в совокупности 
с низким количеством фолата в организме можно 
считать фактором риска развития заболеваний, 
сопряженных с нарушением метилирования ДНК 
(неопластические процессы). Особая функция 
гена MTHFR определяет его ассоциации со зна-
чительным количеством патологий (онкологиче-
ские, сердечно-сосудистые заболевания, глауко-
ма, неврологические заболевания, психические 
заболевания, псориаз и другие) [7, 8]. Отмечены 
повторные случаи невынашивания беременно-
сти у женщин с мутациями по MTHFR в генотипе 
и гипергомоцистеинемией [9]. У детей с ВРГ, ВРН 
и ВРГН отмечены существенные проблемы сто-
матологической сферы (формирование твердых 
тканей зуба, прорезывание зубов, высокие пока-
затели основных стоматологических заболеваний) 
[10, 11, 12]. Врожденные несращения губы и неба 
некоторые авторы связывают с врожденными 
дефектами нервной трубки [13, 14]. В отдельных 
исследованиях отмечена ассоциация маркеров 
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гена MTHFR, включая SNP C677T, с врожденными 
дефектами нервной трубки, а также с развитием 
кариеса у них и у детей с врожденными расще-
линами губы и неба [14, 15]. Таким образом, роль 
SNP C677T гена MTHFR как в развитии ВПР (ВРГ, 
ВРН и ВРГН), так и в развитии кариеса у детей с 
ВПР, представляет дополнительный интерес. Для 
изучения роли этого маркера в развитии кариеса 
у детей с ВПР ЧЛО необходимо первоначально 
установить его роль в формировании ВПР данной 
группы. 

В результате анализа географического распро-
странения аллеля T и генотипов T/T по C677T в 
Европе выявлен градиент увеличения частоты в 
направлении с севера на юг, а в Китае градиент 
изменения частоты имеет противоположное на-
правление [16, 17]. Однако, в обоих случаях осо-
бенности распространения связывают с диетой 
– поступлением в организм внешнего фолата с 
пищей. Для матерей отмечают, что прием муль-
тивитаминов с фолиевой кислотой снижает риск 
ВРГ до 50% и ВРН от 27-50% по данным разных 
авторов [18], аналогично показано снижение ча-
стоты врожденных дефектов нервной трубки на 
50-70% [19]. Очевидно, что особенности диеты и 
прием фолиевой кислоты нивелируют вредные 
последствия мутации C677T. Таким образом, при-
ем мультивитаминов с фолиевой кислотой до за-
чатия и в первом триместре беременности может 
быть рассмотрен как фактор профилактики дан-
ных ВПР. Представленные данные обусловливают 
пристальное внимание к изучению рассматривае-
мой мутации [20]. 

В связи с перечисленными фактами нами пред-
принято ассоциативное популяционно-генетиче-
ское исследование для рассмотрения роли SNP 
C677T гена MTHFR в формировании ВПР ЧЛО 
(ВРГ, ВРН и ВРГН) в Краснодарском крае, целью 
исследования является установление ассоциаций 
между SNP C677T гена MTHFR и формированием 
врожденных расщелин губы и неба.

Материалы и методы
В отделении челюстно-лицевой хирургии дет-

ской краевой клинической больницы г. Краснодара 
изучены дети с ВПР (ВРГ, ВРН и ВРГН) (n=233) в 
возрасте от 0 до 17 лет, госпитализированные в 
2011-2017гг., а также изучены их матери (n=78) и 
контрольная группа детей (n=124) в возрасте от 5 
до 17 лет. Все дети родились и проживают в Крас-
нодарском крае. В качестве контроля для группы 
матерей детей с ВПР использовали ранее опубли-
кованные данные для контрольной группы мате-
рей с двумя и более здоровыми детьми, изучен-
ными в Краснодарском крае в период, совпавший 
с нашим исследованием [21]. 

Проведено генетико-демографическое анке-
тирование, включавшее данные о дате и месте 
рождения, месте проживания, родителях и бабуш-
ках и дедушках. Данные о диагнозе взяты из меди-

цинских карт. Сибсы не включались в изученную 
выборку. В группе матерей также не представлены 
родственницы. 

Для исследования собраны биологические 
образцы крови или соскобы слизистой оболочки 
рта. В анкете имеется информированное согласие 
родителей на анонимное исследование их самих 
и детей с ВПР с помощью молекулярно-генети-
ческих методов. Данное исследование одобрено 
этическим комитетом Кубанского государственно-
го медицинского университета. 

ДНК выделена из биологических образцов с 
помощью наборов “Изоген” (Москва). Анализ рас-
пространения SNP C677T (rs1801133) гена MTH-
FR проведено частично методом ПЦР-ПДРФ с ре-
стриктазой Hinf I [7], а также методом тетрапрай-
мерной ПЦР [22]. Для проведения ПЦР-амплифи-
кации использовали наборы для ПЦР, изготовлен-
ные фирмой “Изоген” (Москва). ПЦР поведена на 
приборе фирмы “BioRad” MyCycler: денатурация 
при 95oC, 5 мин, отжиг праймеров – 57oC, 30 сек, 
элонгация – 72oC, 30 с, денатурация – 95oC, 15 с 
(30 циклов), финальная элонгация – 72oC, 4 мин.

Расчеты проведены по алгоритмам программы 
“Statistica” (сравнение распределения генотипов 
проведено с помощью G-теста), оценка OR (odds 
ratio) проведена по алгоритмам WinPepi: http://
www.brixtonhealth.com/pepi4window-s.html.

Результаты и обсуждение
В таблице 1 представлены полученные резуль-

таты о распределении C677T гена MTHFR в изу-
ченных группах и представлены результаты стати-
стического анализа для частот генотипов в груп-
пах детей с ВПР ЧЛО и их матерей по сравнению 
с контрольными группами.

Частота аллеля T у детей с ВПР ЧЛО (ВРГ, ВРН 
и ВРГН) практически промежуточная между часто-
той этого аллеля у матерей детей с ВРГ, ВРН и 
ВРГН и в контрольной группе (детей). Сравнение 
распределения генотипов у детей с ВПР не выяви-
ло ни отклонения от равновесия Харди-Вайнберга, 
ни статистически значимых отклонений в оценках 
наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности. Для 
матерей детей с ВРГ, ВРН и ВРГН установлено 
достоверное различие по особенностям распре-
деления генотипов G=19,5232, d.f.=2, p<0,001 по 
сравнению с контрольной группой матерей. 

В таблице 2 представлен результат статистиче-
ского анализа для объединенных генотипов по SNP 
C677T гена MTHFR в группах детей с ВПР ЧЛО и 
их матерей по сравнению с контрольными группа-
ми. Установлено достоверное отличие по частоте 
генотипа T/T c двумя мутантными аллелями про-
тив объединенного класса генотипов (C/C и C/T) 
(G= 10,4657, d.f.=1, p<0,001) матерей детей с ВПР 
ЧЛО по сравнению с контролем, а также генотипа 
C/C против объединенного класса генотипов (C/T и 
T/T) (G=15,1896, d.f. =1, p<0,001). Таким образом, 
матери с генотипами C/T+T/T имеют более высокий 
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риск рождения ребенка с ВПР (OR=3,22, 95% CI: 
1,71-6,08, р=0,0002) по сравнению с матерями с ге-
нотипом C/C, а матери с генотипом T/T также име-
ют более высокий риск рождения ребенка с ВПР 
ЧЛО данной группы: OR = 16.63, CI :1. 3.86-71.71, 
p=2.6E-4 по сравнению с матерями с генотипами C/
C+C/T (табл. 2). Ранее повышенный риск рождения 

детей с ВПР для матерей, имевших в генотипе ал-
лель T или генотип T/T, отмечен в отдельных ис-
следованиях, а также при проведении метаанализа 
для обобщения результатов отдельных исследо-
ваний, направленных на выявление роли генотипа 
матери по C677T гена MTHFR в рождении ребенка 
с рассматриваемыми ВПР ЧЛО [23, 24, 25].

Таблица 1 / Table 1
Распределение SNP C677T гена MTHFR у детей с диагнозами ВПР ЧЛО  

(ВРГ, ВРН и ВРГН), у их матерей и в контрольных группах
Distribution of SNP C677T of the gene MTHFR in children with diagnosis CMDA  

(CCL, CCP and CCLP), their mothers and in the control groups
Контрольная группа (дети)

SNP Генотип N.O. F.O. Частота
аллеля

N.E. G Параметры 
гетерозиготности

C677T

C/C 74 0,5968 PC=0,7863±
0,0260

76,66

2,0258

d.f.=1

p>0,05

He=0,3361±
0,0298 ,

Ho=0,3790± 0,0456,
D=0,1278±

0,0882,
td=0,8143,

p>0,05

C/T 47 0,3790 41,67

T/T 3 0,0242
PT=0,2137±0,0260

5,66

Сумма 124 1,0000 ne=1,5062±
0,0298

Дети ВРГ+ВРН+ВРГН

SNP Генотип N.O. F.O. Частота
аллеля

N.E. G Параметры
гетерозиготности.

C677T

C/C 132 0,5665 PC=0,7575±
0,0199

133,70

0,3679

d.f.=1

p>0,05

He=0,3674±
0,0318,

Ho=0,3820±
0,0204,

D=0,0397±
0,1557,

td=0,3859,
p>0,05

C/T 89 0,3820 85,60

T/T 12 0,0515
PT=0,2425±

0,0199

13,70

Сумма 233 1,0000 ne=1,5807±
0,0204

Сравнение детей с ВПР ЧЛО и контрольной группы: G=1,6666, d.f.=2; p>0,05.
Контрольная группа (матери)

SNP Генотип N.O. F.O. Частота
аллеля N.E. G Параметры

гетерозиготности

C677T

C/C 101 0,7537 PC=0,8769±
0,0201

103,03
0,26424

d.f.=1

p>0,05

He=0,2159±
0,0302,

Ho=0,2463±
0,0302,

D=0,1404±
0,0996,

td=0,6330 ,
p>0,05

C/T 33 0,2463 28,94

T/T 0 0,0000 PT=0,1231±
0,0201

2,03

Сумма 134 1,0000 ne=1,7423±
0,0285

Матери пациентов с ВРГ, ВРН и ВРГН

SNP Генотип N.O. F.O. Частота
аллеля

N.E. G Параметры
гетерозигот-ности

C677T

C/C 38 0,4872 PC=0,6923±
0,0370

37,38
0,1070

d.f.=1

p>0,05

He=0,4260±
0,02850,

Ho=0,4103±
0,0557,

D=-0,0370±
0,1105,

td=0,2522,
p>0,05

C/T 32 0,4102 33,23

T/T 8 0,1026 PT=0,3077±
0,0370

7,38

Сумма 78 1,0000 ne=1,7423±
0,0285

Сравнение матерей и контрольной группы (матери): G = 19,5232, d.f.=2, p<0,001

Примечание: N.O. – наблюдаемая численность генотипов, N.E. – ожидаемая численность геноти-
пов, F.O. – наблюдаемая частота генотипов; He – теоретическая гетерозиготность, Ho – эмпирическая 
гетерозиготность, D=(Ho–He)/He; ne – эффективное число аллелей.
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При сравнении величин частоты аллеля T у 
больных детей и у детей контрольной группы вли-
яние рассматриваемого SNP на формирование 
ВРГ, ВРН и ВРГН у детей не выявлено, так как не 
обнаружено статистически значимых оценок при 
проведении сравнений с контрольной группой 
(табл. 1, 2). Ранее на меньшей выборке нам так-
же не удалось установить достоверных различий 
по профилю частот аллелей и генотипов для этого 
SNP у больных и здоровых детей [26]. Ассоциа-
ция рассматриваемого маркера с формированием 
ВРГ, ВРН и ВРГН у детей не выявлена: для гено-
типа T/T величина OR недостоверна – OR=2,2938, 
95% CI: 0.60-12.89, р=0,273. Таким образом, в 
дальнейшем возможно изучение вероятной роли 
этого маркера в развитии кариеса у детей с дан-
ной патологией без коррекции на его роль в фор-
мировании ВРГ, ВРН и ВРГН. Вероятно, что при 
рассмотрении влияния этого SNP на развитие ка-
риеса у детей с ВПР ЧЛО не будет наблюдаться 
его аддитивное влияние на развитие рассматри-
ваемой патологии и на развитие кариеса.

По данным литературы, нельзя исключить вну-
триутробный отбор, который может влиять на ча-
стоту аллеля T у больных детей. По свидетельству 
[27] мутантные аллели по SNP MTHFR, включая 
C677T, чаще представлены у спонтанно аборти-
рованных плодов. В качестве примера снижение 

действия отбора против аллеля T можно привести 
результаты исследования в Испании, которое по-
казало, что после распространения в популяции 
обязательного приема фолиевой кислоты и муль-
тивитаминов матерями до и после зачатия в стра-
не произошел достоверный рост частоты геноти-
пов T/T c 0,19 до 0,27 в течение четырех поколе-
ний, который также сопровождался ростом часто-
ты T/T среди спонтанно абортированных плодов 
с 0, 20 до 0,33 (p<0,01) [28]. По мнению авторов, 
полученные ими результаты свидетельствуют о 
большей жизнеспособности плодов на ранних ста-
диях эмбрионального развития (обусловленной 
приемом витаминов и фолиевой кислоты матеря-
ми до и после зачатия), что и приводит, в конечном 
итоге, к увеличению частоты мутантных генотипов 
в популяции. 

Полученный нами вывод о роли присутствия 
C677T гена MTHFR в генотипе матерей с досто-
верно высокой предрасположенностью к рожде-
нию детей с врожденными несращениями губы и/
или неба позволяет предположить важность гено-
типирования по SNP С677T гена MTHFR беремен-
ных женщин сразу же после зачатия или заранее 
при планировании беременности с целью профи-
лактики развития ВПР ЧЛО в Краснодарском крае. 
В случае обнаружения генотипа T/T у беременной 
женщины следует рекомендовать на основании 

Таблица 2 / Table 2
Распределение объединенных классов генотипов по SNP C677T гена MTHFR 

у пациентов с ВРН, ВРГ и ВРГН, матерей и в группе контроля
Distribution of the united classes of genotypes by SNP C677T of the gene MTHFR 

in children with CCL, CCP and CCLP, their mothers and in the control groups

Генотип ВРГ, ВРН и ВРГН Контроль (дети)
N.O. F.O. N.O. F.O.

С/С 132 0,5665 74 0,5968
C/T+T/T 101 0,4335 50 0,4032
Сумма 233 1,0000 124 1,0000

Сравнение c контролем G=0,3027 d.f.=1, p>0,05;
OR=1,1324, 95% CI: 0.71-1.81, р=0,653 

T/T 12 0,0515 3 0,0242
C/T+C/C 221 0,9485 121 0,0968
Сумма 233 1,0000 124 1,0000

Сравнение с
контролем

G=1,5764, d.f.=1, p>0,05;
OR=2,2938, 95% CI: 0.60-12.89, р=0,273

Генотип Матери детей ВРГ, ВРН и ВРГН Контроль (матери)
N.O. F.O. N.O. F.O.

С/С 38 0,4872 101 0,7573
C/T+T/T 40 0,5128 33 0,2463
Сумма 233 1,0000 134 1,0000

Сравнение c контролем G=15,1896 d.f.=1, p<0,001;
OR=3,22, 95% CI:1,71-6,08, р=0,0002

T/T 8 0,1026 0 0,0000
C/T+C/C 70 0,8974 134 1,0000
Сумма 78 1,0000 134 1,0000

Сравнение с контролем G= 10, 4657, d.f.=1, p<0,01
OR = 16.63, CI:1. 3.86-71.71, p=0,0003 

Примечание: N.O. – наблюдаемая численность генотипов, F.O. – наблюдаемая частота генотипов.
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данных ранее проведенных исследований специ-
альное внимание к диете в первом триместре бе-
ременности и обязательный регулярный прием 
фолиевой кислоты в сочетании с мультивитамин-
ным комплексом [29]. Доза ежедневного приема 
фолиевой кислоты должна составлять в первом 
триместре беременности – 400 мкг [19]. Однако 
прием фолата должен проводиться с осторож-
ностью с тем, чтобы не превышать допустимые 
нормы, которые должны также регулироваться в 
зависимости от генотипа женщины с учетом и дру-
гих вовлеченных полиморфных локусов, так как 
избыточное употребление фолата может иметь 
серьезные, иногда отдаленные последствия, как 
для матерей, так и для их детей [30].

Заключение
Установленные особенности распределения 

генотипов по C677T гена MTHFR у матерей по 
сравнению с контролем предполагают влияние 
данного SNP на формирование ВПР ЧЛО в Крас-
нодарском крае. Аллель T выступает как аллель 
риска. Отсутствие ассоциаций с рассматривае-
мым маркером у детей с ВПР ЧЛО (ВРГ, ВРН и 
ВРГН) позволяет сделать вывод о его влиянии 
на формирование врожденных пороков только за 
счет генотипа матери и о возможной их профилак-
тике.
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