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　　［摘　要］　目的　研究１例糖原累积病Ⅰａ型患者及其家系的基因突变情况。方法　应用聚合酶链反应扩增
葡萄糖－６－磷酸酶基因（Ｇ６ＰＣ基因）全部５个外显子，通过ＤＮＡ直接测序的方法，对糖原累积病Ⅰａ型患者及其
家系中父、母、姐姐的Ｇ６ＰＣ基因进行突变检测。结果　在患者Ｇ６ＰＣ基因的第５外显子上的第７４３碱基发生杂和
突变，由Ｇ转变为Ａ，导致Ｇ６Ｐａｓｅ蛋白第２２２位氨基酸由甘氨酸变为精氨酸（Ｇ２２２Ｒ），家系中父亲、姐姐均未发现
该突变，而母亲携带与患者相同突变。结论　首次在国内报道Ｇ６ＰＣ基因的Ｇ２２２Ｒ突变，丰富了糖原累积病Ⅰａ型
在中国人群的突变谱。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１１）：８５６－８５８］
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　　糖原累积病是一组糖原代谢障碍性疾病，其中
Ⅰａ型是一种相对较为常见的糖原代谢障碍疾病，其
活产儿发病率为１／１０００００。糖原累积病Ⅰａ型（ＧＳＤ
Ⅰａ）为先天性葡萄糖６磷酸酶（Ｇ６Ｐａｓｅ）缺陷所致
的常染色体隐性遗传疾病。Ｇ６Ｐａｓｅ是糖原分解和
葡萄糖生成过程的关键酶，主要在肝脏、肾脏和小肠

中表达，对维持正常血糖水平发挥重要作用。ＧＳＤ
Ⅰａ典型的临床表现为低血糖、肝脏肿大、生长落后
和出血倾向，并伴有高脂血症、高尿酸血症、高乳酸

血症，长期的并发症有痛风、肝脏腺瘤、血小板功能

障碍、肾功能不全和骨质疏松等［１２］。

　　Ｇ６ＰＣ基因位于１７号染色体长臂２区１带，长
约１２．５ｋｂ，包含５个外显子［３］。目前 Ｇ６ＰＣ基因编
码区在世界不同种族中至少发现 ８０种基因突变。

已在中国人中鉴定的突变有：７２７Ｇ＞Ｔ、Ａｒｇ８３Ｈｉｓ、
Ｔｈｒ１６Ａｌａ、Ｉｌｅ３４１Ａｓｎ、Ｈｉｓ１１９Ｌｅｕ、３４１ｄｅｌＧ、９３３ｉｎｓＡＡ、
Ｇｌｎ１０４Ｘ和７９３Ｇ＞Ｔ等突变，其中剪接突变 ７２７Ｇ
＞Ｔ和 Ａｒｇ８３Ｈｉｓ突变约占中国人突变的 ８０％［４］。

本研究中应用聚合酶链反应和 ＤＮＡ直接测序法对
１例ＧＳＤⅠａ型患者及其父母的 Ｇ６ＰＣ基因外显子
进行全序列分析，结果发现患者及其母亲为

Ｇｌｙ２２２Ａｒｇ的杂和突变，在国内尚未见报道，现报告
如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象
患儿，男，２岁４个月，因反复腹泻１．５年，腹胀
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伴慢性进行性加重１年余来我院就诊。其父母否认
近亲结婚；患儿大姐因患遗传性球形红细胞增多症

于９岁死亡，死亡时腹大；患儿长兄出生后３ｄ不明
原因死亡；患儿父亲、二姐身体健康，母亲患甲状腺功

能亢进约１０年，经手术治疗后好转。
体查：患儿体重１３ｋｇ，轻度贫血貌；双侧颌下、

左侧腹股沟可触及黄豆至蚕豆大小肿大淋巴结，质

软、表面光滑、可活动；腹部膨隆，以右侧腹部为著，

肝脏右侧肋缘下１２ｃｍ，质软、边缘锐。
辅助检查：白细胞计数６．２９×１０９／Ｌ，网织红细胞

１．０６％，血红蛋白９４．０ｇ／Ｌ；空腹血糖２．４ｍｍｏｌ／Ｌ，γ
谷氨酰转肽酶１１６．０Ｕ／Ｌ，碱性磷酸酶１５３Ｕ／Ｌ，载脂
蛋白Ｂ１．３０ｇ／Ｌ，低密度脂蛋白胆固醇３．１８ｍｍｏｌ／Ｌ，
谷丙转氨酶１１３Ｕ／Ｌ，谷草转氨酶１２９Ｕ／Ｌ，甘油三
脂４．９１ｍｍｏｌ／Ｌ，肌酸激酶同工酶 ２８．０Ｕ／Ｌ，尿酸
８２０μｍｏｌ／Ｌ，乳酸脱氢酶２７１Ｕ／Ｌ；血二氧化碳结合
力１３．２０ｍｍｏｌ／Ｌ。腹部超声示肝脾肿大。
１．２　方法
１．２．１　外周血基因组ＤＮＡ提取　　征得研究对象知
情同意后，提取了先证者及其父母、姐姐外周血，应用

北京Ｔｉａｎｇｅｎ公司的ＴＩＡＮａｍｐＢｌｏｏｄ血液基因组ＤＮＡ
提取试剂盒（目录号：ＤＰ３１８）提取全血基因组ＤＮＡ。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ反应　　选择Ｇ６ＰＣ基因的所有外
显子为扩增对象，引物序列参考文献［４］并稍加更改

（表１），引物合成由上海生物工程有限公司完成。
反应体系为 ２０μＬ，包括 ２×Ｍｉｘ（Ｔｉａｎｇｅｎ公司）
１０μＬ，引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各０．５μＬ，人基因组ＤＮＡ
（５０～１００ｎｇ／μＬ）１μＬ，最后由 ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。
ＰＣＲ在ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）上完成。反应条件为：９４℃ 预变
性３ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产
物用２％的琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．３　ＤＮＡ测序　　纯化的ＰＣＲ产物在全自动测
序仪 ＡＢＩ３１３０（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）上进行双
向测序，并采用ＤＮＡｓｓｉｓｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．０版本）软件比
对测序结果。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增产物鉴定
以患者及其父母基因组ＤＮＡ为模板，采用扩增

Ｇ６ＰＣ基因５个外显子的引物进行目的ＤＮＡ片段扩
增，均获得目的ＤＮＡ片段。

表１　Ｇ６ＰＣ基因外显子ＰＣＲ引物序列

外显子 引物 引物序列（５′→３′） ＰＣＲ产物长度（ｂｐ）

１ 上游 ＴＣＴＧＣＴＧＡＣＡＴＣＴＴＣＣＴ ３０６
下游 ＧＣＣＴＣＴＴＴＴＣＴＴＧＣＴＧＡ

２ 上游 ＧＣＡＴＴＣＡＴＴＣＡＧＴＡＡＣＣＣ １９２
下游 ＴＣＣＡＣＴＣＡＧＣＴＴＣＴＧＴＣＴ

３ 上游 ＣＡＣＣＴＴＴＡＣＴＣＣＡＴＴＣＴＣ ２０９
下游 ＧＴＧＧＴＧＴＧＴＣＡＧＣＴＡＣＡ

４ 上游 ＧＣＣＡＧＧＣＴＣＣＡＡＣＡＴＴＴ ２５９
下游 ＧＧＡＧＡＧＡＡＡＣＧＧＡＡＴＧＧ

５ 上游 ＣＴＴＣＣＴＡＴＣＴＣＴＣＡＣＡＧ ６８１
下游 ＴＣＡＣＴＴＧＣＴＣＣＡＡＡＴＡＣＣ

２．２　ＤＮＡ测序
对目的基因进行双向测序发现患者Ｇ６ＰＣ基因外

显子５上第７４３碱基发生杂和突变，由Ｇ转变为Ａ，导
致第２２２位密码子由ＧＧＡ（图１Ａ）变为ＡＧＡ（图１Ｂ）。
２．３　突变来源分析

为了验证上述序列结果并确定患者 Ｇ６ＰＣ基因
突变位点的遗传来源，对扩增出的患者父亲、母亲、

姐姐的 Ｇ６ＰＣ基因５个外显子的 ＰＣＲ产物进行测
序。患者父亲、姐姐正常，母亲与患者相同，在Ｇ６ＰＣ
基因外显子５上第７４３碱基发生杂和突变。故认为
患者该位点的突变由母亲遗传而来。见图２。

　　图１　患者及正常个体（患者父亲）Ｇ６ＰＣ基因测序结果　Ａ：正常个体的ＤＮＡ序列；Ｂ：患者ＤＮＡ序列，箭头示错义突变
７４３Ｇ＞Ａ导致Ｇ２２２Ｒ突变。
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图２　患者家系图

３　讨论

ＧＳＤⅠａ型临床表现为低血糖、肝肾肿大、高脂
血症、高尿酸血症、高乳酸血症及生长落后，长期的

并发症表现为肝脏腺瘤、血小板减少、肾功能不全、

痛风症等［１］。本患者因腹泻、腹胀入院，住院期间

发现肝脏肿大、高脂血症、高尿酸血症和高乳酸血

症，疑诊为ＧＳＤⅠａ型。
对患者Ｇ６ＰＣ基因的 ５个外显子进行重新测

序，结果发现外显子５发生单个碱基杂和突变，突变
碱基位于第７４３位，由Ｇ转变为Ａ，导致第２２２位密
码子由 ＧＧＡ变为 ＡＧＡ，造成氨基酸由甘氨酸变为
精氨酸。虽然ＧＳＤⅠａ型为常染色体显性遗传，对其
进行基因诊断需发现２个等位基因的突变，但邱文
娟等［５］报道了 ２１例该病患者的基因突变谱中有
８例为杂和突变，他们认为携带１个 Ｄ６Ｐａｓｅ基因突
变且具有典型ＧＳＤⅠａ临床症状的患者患有其他疾
病的可能性极小，我们认为患者是杂和突变而出现

疾病表型的特例。本例患者突变来源分析显示患者

父亲和姐姐未发生突变，而患者母亲为杂和突变，突

变位置、类型与患者相同，因此患者该位点的突变是

由母亲遗传而来，患者的大哥、大姐已死亡，患者家

属提供的临床资料不详细，无法判定其是否也为

ＧＳＤⅠａ型患者。目前ＧＳＤⅠａ型的基因型和表型之
间并没有严格的相关性，该病患者的表型具有异质

性，相同基因型的患者从发病年龄到血生化指标和

临床表现及临床症状的严重程度均有所不同［６］。

本例患者虽然与其母亲的基因型相同，但患者表现

出典型的 ＧＳＤⅠａ临床症状，而患者母亲却没有
ＧＳＤⅠａ的临床症状。

Ｇ６Ｐａｓｅ蛋白为细胞内质网膜蛋白，包含３５７个
氨基酸，为高度疏水性蛋白，有９个跨膜单位，其 Ｎ
端位于内质网腔内，Ｃ端位于质膜上。１９９５年 Ｌｅｉ
等［７］对 ＧＳＤⅠａ的 Ｇ６Ｐａｓｅ的结构功能及突变导致
的酶缺陷进行分析显示，第２２２位氨基酸位于第四
个跨膜蛋白，当野生型甘氨酸突变为精氨酸、谷氨酰

胺或天冬氨酸时，酶活性分别变为原酶活性的４％、
１９．５％和２６．３％。本例患者携带的突变导致酶活
性下降９６％，下降的程度是已报道该位点其他突变
中最低的［７］。

总之，我们在国内首次报道了 Ｇ６ＰＣ基因的
Ｇ２２２Ｒ突变，丰富了ＧＳＤⅠａ型的突变谱，也进一步
丰富了该疾病的遗传及临床数据库，为医务工作者

更好的诊断ＧＳＤⅠａ型提供了资料。
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