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　　［摘　要］　目的　Ｃｉｔｒｉｎ缺陷导致的新生儿肝内胆汁淤积症（ＮＩＣＣＤ）是一种由ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变引起的常
染色体隐性遗传病，临床可表现为肝内胆汁淤积性黄疸、低出生体重、生长迟缓和低蛋白血症等。本研究通过ＤＮＡ
测序技术探讨中国ＮＩＣＣＤ患儿 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型。方法　针对 ＳＬＣ２５Ａ１３基因的 １８个外显子及其侧翼区
碱基序列设计引物，应用 ＰＣＲ技术扩增目的片度。ＰＣＲ扩增、纯化后直接测序，确定其突变类型。ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突
变则采用巢式 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ进行检测。结果　发现 ７种 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型，包括 ８５１ｄｅｌ４、１６３８ｉｎｓ２３、
ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ、ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ、ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｑ２５９Ｘ）、ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）和 ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｃ４３７Ｃ）；并确认一
种复合突变类型［１６３８ｉｎｓ２３＋ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ］。其中ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｑ２５９Ｘ）、ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）和 ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ
（ｐ．Ｃ４３７Ｃ）为新发现的基因突变类型。在２０例ＮＩＣＣＤ患儿中，６例为 ８５１ｄｅｌ４纯合突变，７例为杂合突变，另有 ７
例为单一突变类型的杂合子。突变类型以 ８５１ｄｅｌ４为主，占所有突变类型的 ６４％；其次为 １６３８ｉｎｓ２３、ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ
和 ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ（分别占１５％、１２％ 和 ６％）。结论　 ８５１ｄｅｌ４突变在 ＮＩＣＣＤ患儿中最为常见。
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　　Ｃｉｔｒｉｎ缺陷导致的新生儿肝内胆汁淤积症（ｎｅｏ
ｎａｔａｌｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｃｉｔｒｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎ
ｃｙ，ＮＩＣＣＤ）是一种常染色体单基因隐性遗传代谢
病，系由编码 ｃｉｔｒｉｎ蛋白的 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变所
致，临床症状主要表现为肝内胆汁淤积性黄疸、肝功

能异常等。流行病学调查显示中国长江以南地区人

群具有很高的 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变携带率，尤以湖
南、广东两地为甚，提示华南地区可能具有较高的

ＮＩＣＣＤ发病率［１］。本研究拟对我院收治的 ＮＩＣＣＤ
患儿 ＳＬＣ２５Ａ１３基因进行 ＤＮＡ序列分析，确定中国
ＮＩＣＣＤ患儿基因突变类型。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００８年 ６月至 ２０１０年 ７月我院收治的 ２０例

ＮＩＣＣＤ患儿，年龄为 ２５ｄ至６个月，其中男 １２例，
女 ８例。在留取患儿血标本的同时，采集其父母血
ＤＮＡ标本，以确定患儿 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变的来源。
本研究经医院学术伦理委员会讨论通过并获得家长

书面知情同意。另外，选取 ５０名健康体检儿童为对
照组。ＮＩＣＣＤ临床诊断参照文献［２］：① 新生儿或婴
儿期起病，持续黄疸不退，肝酶异常；② 血清总胆红
素、直接胆红素和血 ＡＦＰ含量增高；③ 低蛋白血症；
④ 凝血功能障碍；⑤ 尿气相色谱质谱分析发现半乳
糖和／或酪氨酸代谢异常；⑥ 血串联质谱发现瓜氨
酸、甲硫氨酸等氨基酸含量增高；⑦ ＳＬＣ２５Ａ１３基因
热点突变分析异常。另综合国内外研究报道［３４］，如

临床症状符合上述标准，而仅具有 ＳＬＣ２５Ａ１３基因单
一突变的杂合表型，也可确诊为 ＮＩＣＣＤ。
１．２　材料

ＤＮＡ抽提试剂盒（Ｇｅｎｔｒａ），ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａ
Ｒａ公司），ＥｘＴａｑ酶（ＴａＫａＲａ公司），ＤＮＡ纯化试剂
盒（ＴａＫａＲａ公司），ＤＮＡ胶回收试剂盒（ＱＩＡＧｅｎ公
司），红细胞裂解液（ＴＩＡＮＧＥＮ公司），ＲＮＡ抽提试
剂盒（Ａｍｂｉｏｎ公司），１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司）。根据 ＳＬＣ２５Ａ１３基因（Ｇｅｎｂａｎｋ
ＩＤ：ＮＣ＿０００００７）１８个外显子及其侧翼区碱基序列，
采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计相应引物（表１），
部分引物参照文献［１，５６］，引物由上海英骏生物技术

有限公司合成。

１．３　外显子及其侧翼区碱基突变检测
抽取 ＥＤＴＡ抗凝外周血 １ｍＬ，用 ＤＮＡ抽提试

剂盒（Ｇｅｎｔｒａ）提取 ＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系（总体积
３０μＬ）：灭菌双蒸水２１．３μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，１０ｎｍｏｌ／Ｌ

上、下游引物各 １．５μＬ，ｄＮＴＰ０．５μＬ，ＥｘＴａｑ酶
０．２μＬ，ＤＮＡ模板 ２μＬ。ＰＣＲ条件：９４℃ 预变性
３ｍｉｎ，然后 ９４℃ 变性 １５ｓ，６０℃退火 ２０ｓ，７２℃ 延
伸 ２０ｓ，３５个循环，最后 ７２℃ 延伸 ５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩
增产物经２％ 琼脂糖凝胶中电泳３０ｍｉｎ后，溴化乙
锭染色，于凝胶成像系统中观察 ＰＣＲ产物特异性。
扩增产物经 ＤＮＡ纯合试剂盒纯化后，由上海英骏
生物技术有限公司（ＡＢ３７３０ＸＬ自动测序仪）进行
ＤＮＡ测序。

　　表１　ＳＬＣ２５Ａ１３基因外显子及其侧翼区 ＰＣＲ扩增所

用引物

外显子 引物名称 引物序列（５′→３′）
产物大小

（ｂｐ）
１ １Ｆ ＴＧＴＣＣＣＴＧＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴ ３９６

１Ｒ ＡＣＣＡＡＣＣＣＡＧＡＣＡＣＧＴＧＡＧ
２ ２Ｆ ＴＴＴＡＧＡＡＧＣＴＧＣＡＴＡＡＧＧＡＧＴＣ ４９０

２Ｒ ＧＧＴＡＣＴＴＴＣＡＧＴＡＡＡＧＡＴＧＧＧ
３ ３Ｆ ＴＴＧＡＡＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＡＴＡＡＴＧＧ ３７８

３Ｒ ＴＧＡＣＴＴＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＡＧＡＧＣＡ
４ ４Ｆ ＣＴＴＣＡＴＧＧＴＣＡＡＴＧＣＴＧＴＣＡＴ ５００

４Ｒ ＧＡＡＧＡＴＧＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＡＧＣＴ

５
５Ｆ ＧＣＣＡＴＴＣＡＡＴＡＡＣＡＧＡＴＴＴＴＡＴ

ＣＡ
２５２

５Ｒ ＧＧＣＣＡＴＡＣＣＣＴＴＴＴＡＡＣＴＴＴＴＴ
６ ６Ｆ ＴＧＡＧＧＧＣＴＴＧＴＴＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴ ４６７

６Ｒ ＴＴＡＣＣＣＡＧＡＣＡＡＣＡＡＡＴＴＡＡＣＣＴ
７ ７Ｆ ＣＡＴＧＡＴＴＡＧＴＴＧＣＡＧＴＴＧＣＴＴＣ ４０６

７Ｒ ＣＴＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＣＣＴＡＡ
８ ８Ｆ ＴＧＴＧＡＴＧＴＴＣＡＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＴ ６７７

８Ｒ ＧＡＧＣＡＡＡＴＧＣＣＡＡＡＴＡＣＣＴＧＴＴ
９ ９Ｆ ＡＡＡＧＧＡＧＧＴＴＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＣ ３２１

９Ｒ ＧＧＣＡＡＣＴＧＣＡＡＧＴＧＧＡＡＣＡＧＧ
１０ １０Ｆ ＴＴＣＴＧＴＣＡＣＣＴＧＴＴＴＴＣＣＴＧＣ ２２０

１０Ｒ ＴＴＧＴＣＣＴＴＴＡＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＴ
ＧＧ

１１ １１Ｆ ＴＴＧＧＧＣＴＧＴＡＧＣＡＡＴＧＴＧＣＣ ５５７
１１Ｒ ＣＴＡＧＡＴＧＣＣＴＣＣＡＧＣＣＴＡＣＴ

１２ １２Ｆ ＧＧＡＡＴＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧ ５０２
１２Ｒ ＴＴＡＧＣＴＧＣＴＡＣＴＧＣＴＧＴＧＡＴＧ

１３ １３Ｆ ＧＴＧＴＣＴＣＣＣＴＴＣＴＴＡＡＧＣＴＡＴ ４６６
１３Ｒ ＴＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣＣＴＴＡＧＴＣＣＡＣ

１４ １４Ｆ ＴＣＡＴＡＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＣＴＡＡＣＣＧ ４１５
１４Ｒ ＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＧＴＡＧＡＡＡＴＧＣ

１５ １５Ｆ ＧＡＡＴＡＡＡＴＧＡＧＡＡＣＴＧＣＣＣＴＣＣ ４９２
１５Ｒ ＴＡＣＣＣＴＧＴＣＡＡＧＡＡＣＴＡＴＣＡＧＣ

１６／１７ １６Ｆｂ ＧＧＡＧＣＡＧＡＣＡＴＣＴＴＧＣＡＣＡＣ ７０２
１６Ｒ ＧＧＡＧＴＴＧＡＴＡＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＡ

１８ １８Ｆ ＴＧＣＴＧＣＴＡＡＴＧＣＴＣＴＧＴＴＧＴＣ ４９２
１８Ｒ ＣＣＡＧＧＡＧＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＴＡＣＴ

ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ Ｅｘ１４Ｆａ ＴＣＡＧＴＧＣＴＣＴＧＴＣＴＧＴＣＧＴＧ ６４１
ＭＧＣ２３３１Ｒａ，ｂ ＣＴＴＣＣＣＴＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴＴＣＴＴ
ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂＦ２ｃ ＧＣＡＧＴＴＣＡＡＡＧＣＡＣＡＧＴＴＡＴ ４７１
ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂＲ２ｃＧＧＡＴＴＴＧＧＡＡＡＧＣＡＴＧＧＴＣＴ

　　ａ：ＲＴＰＣＲ检测所用引物；ｂ：巢式ＰＣＲ外引物；ｃ：巢式ＰＣＲ内引物
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１．４　巢式 ＰＣＲ检测 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变
ＰＣＲ反应所用 ＤＮＡ模板和反应体系与上述外

显子及其侧翼区碱基突变检测相同。外引物 ＰＣＲ
条件：９４℃ 预变性２ｍｉｎ，１个循环，９４℃２０ｓ，７０℃
退火 ２０ｓ，７２℃ 延伸 ２０ｓ，５０个循环，７２℃ 延伸
２ｍｉｎ。扩增完后取１μＬ的 ＰＣＲ原液稀释１００倍，
作为内引物 ＰＣＲ反应模板。内引物 ＰＣＲ条件：
９４℃ 预变性２ｍｉｎ，１个循环，９４℃ ２０ｓ，６６℃ 退火
２０ｓ，７２℃ 延伸 ２０ｓ，２５个循环，７２℃ 延伸２ｍｉｎ。
产物经２％琼脂糖凝胶电泳后，紫外灯下观察结果。
１．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变

抽取外周血 ３ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝，按 １∶３体积加
入红细胞裂解液，３７℃ 温育 １０ｍｉｎ后，３０００ｒｐｍ离
心 ５ｍｉｎ沉淀白细胞，弃上清。取已分离外周血白
细胞，按试剂盒说明书（Ａｍｂｉｏｎ公司）步骤分离总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测定 ＲＮＡ含量及纯度。按试
剂盒（１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ）说明，取 １μＬＲＮＡ作为模
板，经逆转录合成 ｃＤＮＡ。根据文献报道所用引物
Ｅｘ１４Ｆ和 ＭＧＣ２３３１Ｒ进行 ＲＴＰＣＲ［５］，扩增产物经
２％ 琼脂糖凝胶电泳 ３０ｍｉｎ后，溴化乙锭染色，于
凝胶成像系统中观察结果。

２　结果

２．１　外显子及其侧翼区序列 ＤＮＡ测序结果
经 ＤＮＡ测序，发现２０例中国 ＮＩＣＣＤ患儿存在

６种 ＳＬＣ２５Ａ１３基因外显子及其侧翼区碱基突变，６
例患儿为８５１ｄｅｌ４纯合突变，７例患儿为杂合突变，
另有７例患儿为单一突变类型的杂合子（表 ２）。其
中 ８５１ｄｅｌ４、１６３８ｉｎｓ２３、ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ为热点突变，
突变频率分别为 ２１／３３（６４％）、５／３３（１５％）、２／３３
（６％）。另 外 ３种 为 新 发 突 变，ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ
（ｐ．Ｑ２５９Ｘ）、ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）和 ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ
（ｐ．Ｃ４３７Ｃ）（图 １）。这３种新发突变类型在 ５０例
正常对照中均未发现。

２．２　ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变检测
通过巢式 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ并结合测序结果，发

现 ４例患儿携带有 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变（图２，图３，表
２），突变频率为４／３３（１２％）。其中 Ｐ１８９号患儿父
源 性 等 位 基 因 同 时 携 带 有 １６３８ｉｎｓ２３ 和
ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ两种致病突变，该患儿基因型为
［１６３８ｉｎｓ２３＋ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ］＋［１６３８ｉｎｓ２３］。

!"#$%&'(

!)*+,+&'(

!)*-**&'(

图１　患儿ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变测序图　箭头示碱基改变位置，均为Ｃ／Ｔ杂合双峰。

图２　ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变测序结果　ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变插入位置上游交接区碱基序列正向（左图）和反向（右图）测序图。
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图３　ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变ＰＣＲ检测结果　Ａ：巢式ＰＣＲ，产物长度为４７１ｂｐ；Ｂ：ＲＴＰＣＲ，产物长度为６４１ｂｐ。

２．３　籍贯分析
通过对ＮＩＣＣＤ患儿双亲籍贯（表 ２）分析，发现

ＮＩＣＣＤ患儿籍贯以广东、湖南、四川为主，而且初步
观察到广东籍 ＮＩＣＣＤ患儿双亲均为梅州或潮汕地
区人群（客家语系或潮汕话语系），暂未发现有广州

话语系的广东籍患儿。

　　表２　ＮＩＣＣＤ患儿 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型

患儿 突变类型（父源） 突变类型（母源） 籍贯（父／母）

Ｐ１ ８５１ｄｅｌ４ ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ 湖南／湖南
Ｐ８ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 湖南／四川
Ｐ９ ８５１ｄｅｌ４ ？ 广东／广东
Ｐ２１ ８５１ｄｅｌ４ ？ 四川／江西
Ｐ３３ ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ １６３８ｉｎｓ２３ 广东／广东
Ｐ３６ ８５１ｄｅｌ４ ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ 湖南／湖南
Ｐ３９ ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ １６３８ｉｎｓ２３ 广东／广东
Ｐ４３ ８５１ｄｅｌ４ ？ 四川／河南
Ｐ５２ ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ ？ 河南／河南
Ｐ７２ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 陕西／广东
Ｐ８８ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 湖北／广东
Ｐ９５ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 广东／贵州
Ｐ１１６ ？ １６３８ｉｎｓ２３ 广东／广东
Ｐ１１９ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 江西／江西
Ｐ１２０ ８５１ｄｅｌ４ ８５１ｄｅｌ４ 重庆／重庆
Ｐ１４０ ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ ８５１ｄｅｌ４ 四川／四川
Ｐ１５７ ？ ８５１ｄｅｌ４ 广东／广东
Ｐ１７９ ？ ８５１ｄｅｌ４ 广东／广东
Ｐ１８９ ［１６３８ｉｎｓ２３＋ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ］１６３８ｉｎｓ２３ 山东／吉林
Ｐ１９７ ８５１ｄｅｌ４／ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ 广东／广东

　　：新发突变类型

３　讨论

ＮＩＣＣＤ为常染色体单基因隐性遗传病，临床表
现为肝内胆汁淤积黄疸，肝功能异常并常伴有高瓜

氨酸血症、高乳酸血症、高氨血症、低蛋白血症、半乳

糖血症、酪氨酸血症等，该病系编码 ｃｉｔｒｉｎ蛋白的
ＳＬＣ２５Ａ１３基因发生突变所致。ＳＬＣ２５Ａ１３基因位于
７ｑ５１．３，含 １８个外显子和 １７个内含子，全长约
２００ｋｂ，编码含 ６７５个氨基酸的 ｃｉｔｒｉｎ蛋白，最早由
日本学者发现并克隆定位［７１０］。早期报道 ＮＩＣＣＤ
仅局限于日本流行，后来在亚洲（中国、越南、韩国、

以色列等）、欧洲、北美洲相继发现相关病例［１，５，１１］，

显示在全球地区广泛存在。国外研究表明中国人群

ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变携带率以长江为界，呈现“北低
南高”的特 点，尤 以 湖 南、广 东 两 地 区 人 群

ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变携带率最高，提示该地区中国人
群可能具有较高的发生率［１］。本研究发现的

ＮＩＣＣＤ患儿大部分来自湖南、广东两地，仅少数患
儿为长江以北地方人群，包括陕西、河南、吉林等，其

地理分布与文献报道相一致［１］。此外，籍贯为四川

省的 ＮＩＣＣＤ患儿有５例，占总人数２５％（表 ２），表
明川籍人群具有较高的 ＳＬＣ２５Ａ１３突变携带率，可
能属 ＮＩＣＣＤ高危人群。而广东籍 ＮＩＣＣＤ患儿父母
均为梅州或潮汕地区人群（客家语系或潮汕话语

系），暂未发现有广州话语系的广东籍患儿，提示在

广东地区尤其是客家人或潮汕人携带 ＳＬＣ２５Ａ１３基
因突变的频率会更高。

Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等［１２］曾报道有 ５２种 ＳＬＣ２５Ａ１３基因
突变类型，但未在文献中全部明确列出，推测可能有

部分数据未公开发表。综合目前国内外的相关研

究，报 道 确 认 ４５ 种 ＳＬＣ５Ａ１３ 基 因 致 病 突
变［５，１１，１３１５］，其中中国人群常见的突变类型为

８５１ｄｅｌ４、１６３８ｉｎｓ２３、ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ和 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ。
本研究同时分析了 ＳＬＣ２５Ａ１３基因外显子及其侧翼
区碱基突变和 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ，发现 ＮＩＣＣＤ 患儿
ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变以 ８５１ｄｅｌ４（２１／３３，６４％）为主，
其次 为 １６３８ｉｎｓ２３（５／３３，１５％）和 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ
（４／３３，１２％），而且 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变所占比例不
少，比ＩＶＳ６＋５Ｇ＞Ａ突变（６％，２／３３）所占比例还要
高。因此在外显子 ＤＮＡ测序结果“阴性”的情况
下，有必要考虑是否存在 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变的可能
性。文献报道 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变是 ＳＬＣ２５Ａ１３基因
１６号内含子内插入一段来源于人 ６号染色体的碱
基序列（Ｃ６ｏｒｆ６８），该突变可用 ＬＡＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ
进行检测，ＬＡＰＣＲ检测 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变引起的基
因组片段改变，ＲＴＰＣＲ检测 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变引起
ｍＲＮＡ长度改变［５］。由于 ＬＡＰＣＲ对 ＤＮＡ模板要
求高，ＰＣＲ条件比较苛刻，本研究改用巢式 ＰＣＲ来
·６０３·
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代替 ＬＡＰＣＲ。根据插入序列与原序列设计特异性
跨片段引物，应用巢式 ＰＣＲ扩增 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变
插入位置上游交接区的 ＤＮＡ序列，产物经纯化后
直接测序。ＲＴＰＣＲ和测序结果均证实巢式 ＰＣＲ
可以很好地鉴定 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变类型。

本研究首次确认了３种新发突变类型和一种复
合突变，国内外尚未见有相关突变位点的报道。其中

ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｑ２５９Ｘ）和 ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）为
点突变，ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｃ４３７Ｃ）为同义突变，复合
突变为［１６３８ｉｎｓ２３＋ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ］。ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ突
变为无义突变，可使 ｍＲＮＡ翻译时多肽链合成延伸
提前终止，由原本 ６７５个氨基酸缩短为 ２５８个氨基
酸，造成 ｃｉｔｒｉｎ蛋白功能地异常和丧失。ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ
为错义突变，可导致位于 ｃｉｔｒｉｎ蛋白第 ４跨膜结构
（ＴＭ４）中的第 ５０２号氨基酸残基由脯氨酸转变为
亮氨酸。同源蛋白氨基酸序列比较显示，该序列在

不同物种（从低等到高等生物）中具有高度保守性，

推测 ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ突变影响了 ｃｉｔｒｉｎ蛋白膜结构的
稳定性，进而导致 ｃｉｔｒｉｎ蛋白功能异常。ｃ．１３１１Ｃ＞Ｔ
（ｐ．Ｃ４３７Ｃ）为同义突变，由于该突变并未引起 ｃｉｔ
ｒｉｎ蛋白氨基酸序列的改变，因此推测此突变与本病
并无关联。携带 ｃ．７７５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｑ２５９Ｘ）和
［１６３８ｉｎｓ２３＋ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ］突变的患儿经去乳糖饮
食治疗，黄疸明显消退，肝功能等生化指标逐步恢复

正常，预后良好。但上述两种突变类型是否对患儿

发展成为成人瓜氨酸血症Ⅱ型（ＣＴＬＮ２）产生重要影
响，有待进一步研究证实。携带 ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ
（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）突变的患儿经去乳糖饮食治疗后，临床
症状未得到明显改善，最终死于肝功能衰竭。因此，

ｃ．１５０５Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐ５０２Ｌ）可能与其预后密切相关，属
致死突变。另有 ７名 ＮＩＣＣＤ患儿属 ＳＬＣ２５Ａ１３基
因单一突变类型的杂合携带者（表 ２），伴有半乳糖
和／或酪氨酸代谢异常，血瓜氨酸、丝氨酸、精氨酸、
甲硫氨酸等氨基酸含量增高的生化改变。至于这 ７
名患儿其相应 ＳＬＣ２５Ａ１３等位基因突变类型，由于
本研究仅对 ＳＬＣ２５Ａ１３基因外显子及其侧翼区碱基
和 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ突变进行测序分析，不能对位于内
含子区域或者是大片段插入或缺失这两种突变类型

进行分析，因此推测这７名 ＮＩＣＣＤ患儿其相应等位
基因突变可能为上述两种突变。目前已报道的

ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型中有 ３种大片段插入或缺
失，分别为 ＩＶＳ１６ｉｎｓ３ｋｂ，Ｅｘ１６＋７４＿ＩＶＳ１７３２ｄｅｌ５１６
和包括外显子 ３在内的 ４．５ｋｂ片段缺失［５，１６１７］。

据此本研究对上述 ７名患儿进行了 Ｅｘ１６＋７４＿
ＩＶＳ１７３２ｄｅｌ５１６和 ４．５ｋｂ片段缺失这两个突变类

型进行验证实验，以了解其是否存在上述两种突变

的可能，但是最终实验结果均未发现异常。因此，上

述 ７名 ＮＩＣＣＤ患儿 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型仍有
待进一步深入研究。

由于国内对 ＮＩＣＣＤ的了解认识相对较晚，中国
人群 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型绝大部分为日本学者
或中国学者在日本实验室发现报道。现在国内少数

的几个实验室开展 ＳＬＣ２５Ａ１３基因的突变分析工
作［１３１４，１８１９］，发现不少的 ＮＩＣＣＤ患者，但新发现的
突变类型不多。中国人口基数庞大，民族构成复杂，

人口分布不均衡等众多因素决定了在国内将会发现

更多的 ＳＬＣ２５Ａ１３基因突变类型，尤其是新的突变。
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全国胎儿、婴幼儿发育新进展与早期干预学习班报名通知

为适应儿童保健发展的新趋势———由既往的预防接种、合理营养的＂保＂健型，进展到强体健身益智的全面型而举
办该学习班。中南大学湘雅二医院儿科学研究所是湖南省重点学科、博士点，并利用大型综合医院多学科之优势，集

胎儿、婴幼儿保健，心理卫生，高危儿监测及早期干预于一体，具有系统性；且注重理论联系实际、可操作性与实用性，

安排了婴儿５２项神经运动检查、婴幼儿智测、婴儿神经发育疗法等操作示范、见习、实习及综合医院儿童保健康复运
作模式探讨等。授Ｉ类学分和《智测证》。该学习班将于２０１１年７月１３～１８日在长沙市举办，面向全国从事儿科、儿
童保健、妇幼保健工作的中高级医护人员。并于２０１１年７月１９～２１日举办新生儿行为神经测定（ＮＢＮＡ）学习班，发
两证。通信地址：湖南省长沙市人民中路８６号，湘雅二医院１５号信箱，邮编４１００１１，联系人：刘继红、李介民。电子
邮箱：ｍｉｎ１２７９１０＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；联系电话：０７３１－８５２９５０２６（办）；手机１３８７５９９１９９７；１３９７４８７７５１３。

中南大学湘雅二医院儿科学研究所

·８０３·




