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东莞地区４６９例Ｇ６ＰＤ缺乏症基因突变类型分析
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　　摘　要：目的　了解东莞地区葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）缺乏症的基因突变类型，为Ｇ６ＰＤ缺乏症的临床诊断及预防提供

依据。方法　收集进行Ｇ６ＰＤ酶活性筛查的患者资料，记录其Ｇ６ＰＤ／６磷酸葡萄糖酸脱氢酶（６ＰＧＤ）比值结果，随机抽取４６９例

表型阳性样本，通过反向斑点杂交（ＲＤＢ）技术检测其基因突变类型。结果　采用Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值法共检测１６４６４例标本，检

出阳性标本６７２例（Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ＜１．０），检出率为４．０８％。随机抽取样本中，检出基因突变４６０例，检出率为９８．１％，其中

Ｇ１３７６Ｔ突变１７３例、Ｇ１３８８Ａ突变１４１例、Ａ９５Ｇ突变８２例、Ｇ８７１Ａ突变６０例、Ｇ３９２Ｔ突变２３例、Ｃ１０２４Ｔ突变１４例；还检出中

国地区Ｇ６ＰＤ少见突变基因型Ｃ１００４Ｔ突变６例、Ｔ５１７Ｃ突变２例、Ｃ１３６０Ｔ突变１例；同时检出Ｃ１３１１Ｔ多态性６５例和双重杂合

突变９６例。结论　东莞地区Ｇ６ＰＤ缺乏症发生率较高，Ｇ６ＰＤ基因突变类型具有中国人群普遍代表性，又有该地区的异质性。
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　　葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）缺乏症是常见的Ｘ染色体

隐性遗传性酶缺乏性疾病，全世界大概有４亿人患有该病
［１］。

Ｇ６ＰＤ缺乏症的主要特点是 Ｇ６ＰＤ酶活性降低，该病多数患

者，特别是女性杂合子者，平时不发病，无症状，仅部分患者表

现为慢性溶血性贫血症状［２］。这些患者常因接触蚕豆或具有

氧化作用的药物如奎宁、磺胺等发生急性溶血性贫血，导致红

细胞破坏过多，引起肝、肾或心功能衰竭，甚至死亡［３］。同时，

Ｇ６ＰＤ缺乏症还是导致新生儿病理性黄疸的主要病因，约５０％

的患儿会出现新生儿黄疸，约１２％可发展为核黄疸，如不及时

处理将会导致脑部损害，引起智力低下［４］。因此，对该病及早

做出诊断、预防具有重要意义。本研究采用反向点杂交（ＲＤＢ）

技术同时对东莞地区４６９例Ｇ６ＰＤ缺乏症患者进行了１７个基

因突变位点的２０种基因突变型的检测，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１月至２０１３年１２月于东莞市

第八人民医院通过Ｇ６ＰＤ／６磷酸葡萄糖酸脱氢酶（６ＰＧＤ）比值

法检测为Ｇ６ＰＤ酶活性缺乏的患者标本，从中随机抽取４６９例

采用ＲＤＢ法检测 Ｇ６ＰＤ突变基因型，其中男性１６５例、女性

３０４例，年龄从刚出生１ｈ至５１岁，平均年龄２６．５岁。

１．２　仪器与试剂　血液ＤＮＡ提取试剂盒购自爱思进生物技

术（杭州）有限公司；ＲＤＢ检测试剂盒包括了杂交液Ａ、Ｂ、Ｃ，孵

育液及显色液，为亚能生物技术（深圳）公司产品；ＰＣＲ仪为珠

海黑马公司产品；分子杂交仪为美国 ＨＳＥＬＬＡＢ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　上述患者于空腹时抽取外周静脉血２ｍＬ，

ＥＤＴＡ抗凝，置于４℃保存备用。
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１．３．２　基因组ＤＮＡ抽提　按照爱思进ＡｘｙＰｒｅｐ血液基因组

ＤＮＡ提取试剂盒说明抽提外周血基因组ＤＮＡ，－７０℃保存

备用。

１．３．３　ＰＣＲ反应体系及条件　引物设计参照文献［５６］。多

重ＰＣＲ 采用５０μＬ 扩增体系，包含１×ＰＣＲ 缓冲液１．５

ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，引物各 ０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ，每种 ｄＮＴＰ 各 ０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ，０．１μｍｏｌ／ＬＴａｑＤＮＡ 聚合酶，１μｇ基因组 ＤＮＡ。

ＰＣＲ反应条件：５０℃２ｍｉｎ，９５℃预变性１５ｍｉｎ；然后９５℃，

变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５次循环；最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后取２μＬ扩增产物上样于

１％的琼脂糖凝胶１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ，紫外检测扩增片段，出现

目的条带，扩增样本进行后续实验。

１．３．４　杂交显色程序　１７种Ｇ６ＰＤ突变位点检测探针在膜

条上的排列顺序见附表１（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。Ｇ６ＰＤ膜条上编号，放入１５ｍＬ塑料离心管中，

然后严格按照斑点杂交法试剂盒说明书进行操作，观察结果。

２　结　　果

采用Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值法共进行了１６４６４例筛查，检出

阳性患者６７２例看，其中男性２９５例、女性３７７例。本地区人

群Ｇ６ＰＤ缺乏发生率为４．０８％（６７２／１６４６４）。随机抽取４６９

例酶活性缺乏阳性样本采用 ＲＤＢ进行 Ｇ６ＰＤ突变基因型分

析，检出基因突变４６０例，其余９例未检出突变，检出率为

９８．１％。其中Ｇ１３７６Ｔ突变占３７．６１％（１７３／４６０），Ｇ１３８８Ａ突

变占３０．６５％（１４１／４６０）、Ａ９５Ｇ 突变占１７．８３％（８２／４６０）、

Ｇ８７１Ａ突变占１３．０４％（６０／４６０）、Ｇ３９２Ｔ突变占５．００％（２３／

４６０）、Ｃ１０２４Ｔ突变占３．０４％（１４／４６０）。除以上６种已报道的

广东地区常见Ｇ６ＰＤ突变类型以外，还检出了中国地区Ｇ６ＰＤ

少见突变Ｃ１００４Ｔ突变６例（占１．３０％）、Ｔ５１７Ｃ突变２例（占

０．４３％）、Ｃ１３６０Ｔ突变１例（占０．２２％）；同时检出Ｃ１３１１Ｔ多

态性６５例（占１４．１３％）和双重杂合突变９６例（占２０．８７％）。

见附表２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

Ｇ６ＰＤ缺乏症是人类常见的酶缺陷病，Ｇ６ＰＤ基因全长

２０１１４６ｂｐ，由ｌ３个外显子和１２个内含子组成，目前发现全世

界大约有１４０个基因突变型，我国发现约１７种突变位点，２０

种突变基因型，该病多数为点突变引起的单个氨基酸置换［７］。

本研究首先采用 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值法共筛查了１６４６４人，检

出阳性患者６７２例，本地区人群Ｇ６ＰＤ缺乏发生率是４．０８％，

与文献［８］的报道相符。随机抽取４６９例酶活性缺乏的阳性标

本，采用ＰＣＲ／ＲＤＢ技术进行Ｇ６ＰＤ缺乏症１７个突变位点２０

种基因型的检测，发现东莞地区Ｇ６ＰＤ缺乏症常见的突变基因

型依 次 为 Ｇ１３７６Ｔ 突 变 （占 ３７．６１％）、Ｇ１３８８Ａ 突 变 （占

３０．６５％）、Ａ９５Ｇ突变（占１７．８３％）、Ｇ８７１Ａ突变（占１３．０４％）、

Ｇ３９２Ｔ突变（占５．００％）、Ｃ１０２４Ｔ突变（占３．０４％）。这与Ｙａｎ

等［９］的研究基本一致。除以上６种已报道的广东地区常见

Ｇ６ＰＤ突变类型以外，还检出中国地区 Ｇ６ＰＤ 少见突变：

Ｃ１００４Ｔ突变６例、Ｔ５１７Ｃ突变２例、Ｃ１３６０Ｔ突变１例。同时

检出Ｃ１３１１Ｔ多态性６５例（占１４．１３％）和双重杂合突变９６例

（占２０．８７％）。

本研究采用ＲＤＢ对Ｇ６ＰＤ缺乏症阳性的标本进行基因突

变类型分析，该方法是一种成熟的基因检测方法，可同时用于

检测样本中存在的多个基因改变，尤其在同时检测样本中存在

的多个点突变方面具有很强的优势。该方法将多种探针同时

预先固定于膜上，然后用扩增的靶ＤＮＡ与之杂交。每个样品

均只需扩增一次然后杂交一次即可，故既适用于少量标本的分

型检测，也适用于大量标本的同时分型，无需特殊仪器设备。

本研究中建立的ＲＤＢ检测体系可同时检测 Ｇ６ＰＤ缺乏症１７

个突变位点的２０种基因突变类型，检出率为９８．１％，与以往

的方法相比，大大提高了检出率。

本研究４６９例Ｇ６ＰＤ缺乏症阳性样本中，有９例未确定基

因突变类型，但其Ｇ６ＰＤ酶活性低于正常参考范围，笔者认为

有以下几个原因：（１）Ｇ６ＰＤ在标本收集、运送或处理过程中失

活，导致其活性降低；（２）其他一些疾病或者药物影响而引起

Ｇ６ＰＤ酶活性降低；（３）１７个突变位点以外的基因突变类型，需

要进一步通过基因测序法进行检测，此项工作正在进行中。

综上所述，东莞地区 Ｇ６ＰＤ缺乏发生率较高，Ｇ６ＰＤ基因

突变类型具有中国人群普遍代表性，又有本地区的特征。研究

其突变基因类型有利于Ｇ６ＰＤ缺乏症的诊断及预防。
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