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&&!摘&要"&目的&探讨应用逆转录M1'SM变性梯度凝胶电泳法$SRM1'SMUVVW%对葡萄糖M?M磷酸脱氢酶

$V?1U%基因缺陷女性携带者人群进行分子诊断的可行性( 方法&对 D> 例 V?1U基因缺陷可疑携带女性的血液

标本)应用外周血提取总S89并逆转录成FU89#针对已报道的中国人群 !@ 种突变位点)以FU89为模版)分段设

计 ? 对UVVW引物)1'S扩增,UVVW筛查分型)必要时进行测序验证( 结果&D> 例可疑标本共检出 ! 例 !$#>'OR,

#$ 例 !=@?VOR,!# 例 !=""VO9)共检出杂合突变标本 == 例)总检出率为 ?!7!Q( 结论& SRM1'SMUVVW对 V?1U

基因缺陷女性携带者人群具有较高的检出率)具有临床诊断意义( !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&$I '&$&"

!关&键&词"&葡萄糖M?M磷酸脱氢酶#基因#变性梯度凝胶电泳#女性
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&&红细胞葡萄糖M?M磷酸脱氢酶$V?1U%缺乏症)

是全球最常见的遗传性溶血性疾病( 它是导致多种

药物性溶血,蚕豆病,新生儿黄疸,某些感染性溶血

及非球性细胞溶血性贫血的遗传基础( 目前)临床

上筛查和诊断V?1U缺乏的方法主要有高铁血红蛋

白还原试验,荧光斑点试验)V?1UO?1VU比值法,硝

基四氮唑蓝$8BR%定量法,TKb标准定量法等)这

些方法普遍存在对V?1U基因缺陷女性携带者人群

检出率偏低等缺陷)使部分患者不能早期诊断!!) #"

(

我们曾采用逆转录M1'SM变性梯度凝胶电泳法$4.M

[.4J.-43*JF4)0-3J.M1'SM2.*3-:4)*;;432).*-;.6.6.FM

-4,0(,4.J)J) SRM1'SMUVVW%对 V?1U缺乏症的分子

诊断进行了研究探讨)取得了一些进展!="

( 因此)

我们运用该法对临床可疑V?1U基因缺陷女性携带

者进行了研究(
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$H材料与方法

$7$H标本来源

V?1U定量比值法测试 V?1U比值为 !7$ N

!7#D的女性V?1U基因缺陷携带者可疑标本 D> 例)

均来自 #$$? 年 !$ 月至 #$$" 年 !! 月间我院门诊及

住院女性V?1U缺陷症可疑患儿及 V?1U缺乏患者

母亲)年龄 > 个月至 =? 岁(

$J!HN&F(L&FN(比值测定

采用广州市米基医疗器械有限公司生产的改良

V?1U定量比值法试剂盒)检测方法按试剂盒说明

书进行( V?1U基因缺陷携带者可疑标本选择标

准*原方法 V?1UO?V1U比值 g!7$$ 为缺乏)比值

P!7$$为正常)但结合临床实践及本课题组前期有

关研究)比值为 !7$$ N!7#D 可疑标本中包含许多杂

合子)因此本研究选取比值为 !7$$ N!7#D 标本作为

研究对象(

$JIH(X=和BX=提取及7(X=的制备

外周血 = N> /c)使用 dC93/0

%

S89B6,,2

\)*)e)-$德 国 dC9VW8 公 司 % 抽 提 总 S89)

dC93/0

%

U89B6,,2 \)*)e)-抽提基因组 U89)紫

外分光光度计测定浓度和纯度( !

$

;总 S89使用

禽成髓细胞瘤病毒逆转录酶$大连宝生物工程有限

公司%逆转录获取FU89( 所有方法按说明书进行(

$JMHFCB

$!%全长 FU89编码区扩增*参照 /S89碱基

序列$基因库登录号*B'$$$==@% 设计引物( 上游

引 物* DiMV99V'V'9V9'9V'VR'9RVV'9V9M=i)

下游引物* DiMRV'''9VVV'R'9V9V'RRVRM=i)由

上海生工或大连宝生物公司合成( $#%巢式或半巢

式1'S*应用软件 T)*\.6-

R\

#7$ 自行设计 ? 对引

物)设计的突变检测范围涵盖国内已发现的所有 !@

种突变位点$? 对引物的检测范围几乎包含了整个

编码区)同时通过软件分析理论上也可以检出许多

国内未报道甚至全新的突变位点%

!!)#) >"

)其中每对

引物中有一条的 Di端加上 >$ 个只含 V'碱基的片

段$V'F63/0 )V'夹% $表 !%( 1'S扩增在 1R'M

#$$ 1.6-).4热循环仪$美国 \+S.J.34F(R\公司%上

进行(

表 $HN&F(基因FCBO(NNW的引物序列

引物对 包含的检测突变位点 引物序列

! ÒS 9%DV DiMVVV9R''RV'VVV99V9V'RRRM=iOV'夹MDiMV99VV''9R'''VV99'9V'M=i

# ÒS V=%#R DiMV'VRV'''V'99'R''R9RVM=iOV'夹MDiM'R'VRV99RVRR'RRVVRV9'M=i

= ÒS V>"@9,9>%=V,RD!@','D!%R,'D%#R DiM'9''99V99'9RR'9'V9VR'M=iOV'夹MDiM''RVRRVV'999R'R'9V'9'M=i

> ÒS 9"=DV,9"=DR,V"@!9 V'夹MDiM'V'VVVVV'R9RRR'V9RV99RRRM=iODiM'''9VV9''9'9RRVRRVM=i

D ÒS '!$$>R,'!$#>R DiM9VVV'V9VV''9''999M=iOV'夹MDiMV''V'9V'V'9VV9RV99M=i

? ÒS '!=?$R,V!=@?R,V!="!9,'!="@R,V!=""9 DiMVR'VV9V'RVV9''RV9''R9M=iOV'夹MDiMVVVV''R'VV'RV''9R9M=i

&&注*V'夹序列为*DiMV'''V'''''V''V'''RV'''V'V''''V'V''V'''V'M=i

$JPH变性梯度凝胶电泳$(NNW%筛查变异

制备 !$Q聚丙烯酰胺凝胶 $丙烯j双丙烯 k

=@7Dj!%)变性剂梯度范围为 =$Q N?$Q$!$$Q变

性为 >$Q甲酰胺及 @ /,6Oc尿素%)呈线性梯度增

加)方向与电泳方向平行( #D

$

c1'S扩增产物与

等量的载样缓冲液混合)于 ?$l)!D$ 5的条件下电

泳 ? ()用 D$ /;Oc溴化乙锭 ! mR9W染色 D /)*)

! mR9W缓冲液浸泡脱色 #$ /)*)紫外灯下观察电泳

结果并摄像( 主要仪器为U',2.R\基因突变检测系

统$美国BCbMS9U公司%)VUL"$$凝胶成像分析系统

$美国n51公司%( 主要试剂为丙烯酰胺,双丙烯酰

胺,去离子甲酰胺和尿素$美国9\SWL'b公司%(

$J&H(X=测序分析

对在UVVW分析中发现的有异常条带的样本

进行测序$测序由上海生工或大连宝生物完成%(

参照基因库中 /S89序列判断每一变异)并经基因

组U89扩增测序再验证(

$JUH统计学分析

用基因计数法统计基因突变检出率(

!H结果

!J$H(NNW筛查结果及测序验证

对 D> 例上述V?1U缺陷症可疑女性标本)? 对

引物采用同样的1'S扩增参数和UVVW电泳条件)

其中引物对 D ÒS成功检测到 ! 例杂合子)引物对

? ÒS成功检测到 =# 例杂合子)代表性 UVVW电泳

图见图 !( 由于杂合子在UVVW电泳中显示为 > 条

+>!?+
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条带)而正常标本则为 ! 条条带)因此从图中可以一

目了然地判断出哪些标本是杂合子)且基本可以判

断这些杂合子分为 = 类)经测序验证这 = 类杂合子

分别为 !$#> 'OR,!=@? VOR,!="" VO9)其代表性测

序图谱见图 #( 经过测序校验后)对样本的UVVW电

泳图谱进行带型分析$正常条带的位置以及 > 条条带

相互之间的距离等%基本就能判断杂合子的类型(

!J!H各型杂合子的检出率

UVVW结合测序发现 V?1U缺陷症可疑女性标

本的各型杂合子的检出率*!$#> 'OR类为 !7"DQ

$!OD>%)!=@? VOR类为 =@7$Q $#$OD>%)!="" VO9

类为 ##7#Q $!#OD>%)总检出率分别为 ?!7!Q(

&&图 $HI 种杂合位点代表性 (NNW电泳图H泳道 !,D*

!=@? VOR$杂合突变型%#泳道 =,@*!="" VO9$杂合突变型%#泳道

#,>,?,"*!=@? VOVo!="" VOV$!=@?,!="" 位点均为野生型%#泳道

!$*!$#> 'OR$杂合突变型%#泳道 %*!$#> 'O'$野生型%(

注*泳道 ! N" 为引物对 ? ÒS扩增产物)泳道 %,!$ 为 D ÒS扩

增产物(

!"#$%&'

!()*+&'

!(,,+&-

$""(."!."

图 !HI 种杂合位点代表性测序图H杂合位点的位置在图的上方表示)箭头$

"

%代表变异的碱基( 各图箭

头指示位点均显示该位点为两种碱基$两种颜色%的杂合子(

IH讨论

V?1U缺乏症是我国南方最常见的E连锁遗传

病)在广东,广西,四川,贵州,云南等地区的发病率

为 >Q N!DQ)有的地方甚至高达 >$Q( 轻度V?1U

缺乏者$主要包括一些 V?1U基因缺陷携带者%往

往不为人注意)但可能在服用一些药物或吃蚕豆后

会出现症状)而研究发现 #%Q ND#Q的 V?1U缺乏

者在生后头几天发生溶血性黄疸)严重的会发展为

新生儿核黄疸导致死亡或终生智力低下( V?1U缺乏

症无特殊治疗)应及早确诊)从而采取一些措施预防

V?1U缺乏症引起的新生儿黄疸,急性溶血等症状(

UVVW是近年来发展较快的一种基因突变检测

方法)以其高敏感性,高检出率 $甚至可高达

!$$Q%,重现性好等特点而受到普遍关注)以UVVW

方法作为基因诊断工具的报道也日渐增多!D N%"

(

UVVW对异源双链$杂合突变型%U89的检出具有

尤其敏感的特点)使得其可以大大弥补常规方法对

V?1U缺乏症杂合子检出率偏低的缺陷( 考虑到以

U89为模板针对覆盖全长范围突变位点需要至少

!# 对的UVVW引物对)对基因诊断而言)引物量大)

很难一次同时进行分析#而且作为 E连锁基因)由

于女性存在 E染色体随机失活的原因)V?1U基因

的/S89更能体现突变基因与临床症状$即蛋白表

达%的对应关系)因此)本研究选择 /S89作为起始

研究模板)进行SRM1'SMUVVW分析(

研究结果显示)利用此方法在 D> 例 V?1U缺陷

症可疑女性标本中成功检出 == 例杂合突变)具体分

为 = 种基因型)总检出率为 ?!7!Q( 尽管 ?!7!Q的

突变检出率从数字上看有点偏低)但考虑到这一部

分标本常被临床误判为正常标本而被漏检的前提)

我们认为该方法对于V?1U基因缺陷女性携带者的

检出还是具有较高的临床应用价值( 当然)作为临

床应用)其引物设计参数及实验条件可能需要进一

步完善( 对于其他未检出突变 #! 例$="7%Q%可疑

标本)我们分析可能存在如下几种情形*

!

参与基因

表达调控的非编码区序列变异)造成 V?1U基因表

达下调从而使酶的总活性下降#

"

内含子变异造成

/S89非正常剪切从而使酶的活性丧失或下调#

#

+D!?+
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引物设计及实验条件等原因造成的国内未报道的某

些突变位点不能检出)这种情况可通过对此类标本

基因编码区全片段测序确认后)再通过调整引物或

实验条件来摸索改善#

&

由于个体差异$不同的遗

传背景%造成V?1U基因正常的标本酶活性偏低(

通过观察电泳图谱)我们发现该方法对于杂合

子突变的结果非常容易判读)扩增后电泳出现 > 条

带的即为杂合子( 正常对照的电泳结果为 ! 条带)

但罕见的女性纯合子突变者也为 ! 条带)但与正常

对照条相比较)其电泳行为)即电泳条带位置不一

样( 在实验中往往会设计正常对照)另外实验中非

杂合子的单一条带绝大部分往往就是正常对照条

带( 因此从灵敏度的角度来看)该方法也显示其临

床应用上的价值)可以在一定程度上填补 V?1U缺

陷症可疑女性标本诊断方面的空白( 另外)作为基

因诊断方法)该方法也可以在一定程度上弥补酶学

检测的V?1UO?V1U比值定量法等受贫血,感染等

因素的影响而可能存在的误诊现象(

综上所述)我们认为)该方法可作为对V?1U缺

陷症可疑女性对象的一种新的检验方法)但需得到

临床进一步的扩大验证和再优化)使其成为 V?1U

缺乏症临床诊断的理想的临床诊断方法(

!参&考&文&献"

!!"&杜传书7我国葡萄糖M?M磷酸脱氢酶缺乏症研究 >$ 年的回顾

和展望!+"7中华血液学杂志) #$$$) #!$>%*!@>M!@D7

!#"&朱平7临床分子遗传学!\"7北京* 北京医科大学出版社)

#$$#) #D$M#@=7

!="&陈小文) 岳丽杰) 李长钢) 张民) 陈运生) 李成荣7逆转录M

1'SM变性梯度凝胶电泳法检测葡萄糖M?M磷酸脱氢酶缺乏症

!+"7中华检验医学杂志) #$$@) =$$%%*!$>"M!$D!7

!>"&+)3*;T) h: V) c): 1) V.*;d) '(.* c) c)* d) .-367L-4:F-:4.

3*2 Y:*F-),* ,Y;6:F,J.M?M0(,J0(3-.2.(I24,;.*3J.M2.Y)F).*-[34)M

3*-J)* '()*.J.0,0:63-),*!+"7K:/V.*.-) #$$?) !!%$D%*>?=M

>@"7

!D"&ep4__p+) 9**:*.* L) 1)(63q3/33R) 14,F_,0 U+) 963Me,__,c7

',*Y,4/3-),* J.*J)-)[.;.6.6.F-4,0(,4.J)JY,4J)/06.3*2 3FF:43-.

2.-.F-),* ,Y/:-3-),*J* F,/034)J,* Z)-( 2.*3-:4)*;;432).*-;.6

.6.F-4,0(,4.J)J3*2 *:F6.,-)2.J.̂:.*F)*;!+"714,F83-69F32 LF)

nL 9) !%%") %D$>%*!?"!M!?"D7

!?"&[3* 2.4K,:-9K) [3* 2.* b:Z.63*2 9\) [3* 2.4c:)q-SB)

V)66.K+) B,2/.4U) B4r;;.*Z)4-( K) .-3679UVVWJIJ-./Y,4

F,/04.(.*J-)[./:-3-),* JF4..*)*;,YBS'9! 3*2 BS'9#* 3006)M

F3-),* )* 3U:-F( F3*F.4F6)*)FJ.--)*;!+"7K:/\:-3-) #$$?) #@

$@%*?D>M???7

!@"&9*:_3/e') S.)2 V7b4;3*)J/J3JJ,F)3-.2 Z)-( G3F-.4)36[3;)*,M

J)J)* 8);.4)3* Z,/.* 3J2.-.4/)*.2 GI1'SMUVVW3*2 !?L

4S89;.*.J.̂:.*F.!+"79Y4K.36-( LF)) #$$@) @$#%*?"M@#7

!""&S.*2-,4YY8U) Bq.44.;3342 B) 4̀p2)* \) eq3.4;3342 L) K,[.K)
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