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　　［摘　要］　目的　运用多聚酶链反应变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲＤＧＧＥ）技术检测葡萄糖６磷酸脱氢酶
（Ｇ６ＰＤ）缺乏患者及基因携带者基因变异，探讨其对该病的诊断和研究价值。方法　提取Ｇ６ＰＤ缺乏症患者及
其家系（患者父亲和／或母亲等）的外周血ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ后，选取第１１至１２外显子部分ｃＤＮＡ片段进行
ＰＣＲＤＧＧＥ，观察其电泳行为，将电泳行为异常的标本进行基因测序，最后做出基因诊断。结果　３６个家系中３３
个家系发现Ｇ６ＰＤ基因在１３０４至１５２０片段出现ＰＣＲＤＧＧＥ多种异常电泳区带。９例母亲Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值低
于１．００，其中３例比值低于０．５０，而且ＰＣＲＤＧＧＥ电泳行为一致，基因测序发现为双重杂合子；比值正常的Ｇ６ＰＤ
缺乏基因携带者母亲均为单杂合子。该片段基因测序发现３个突变位点分别为：Ｃ１３１１Ｔ，Ｇ１３７６Ｔ，Ｇ１３８８Ａ。各基
因突变的位点有其特殊的电泳行为。结论　 ＰＣＲＤＧＧＥ技术是一种敏感性高、可靠性强的筛查基因突变的方法。
在临床研究Ｇ６ＰＤ缺乏，特别是常规诊断技术不能发现的女性Ｇ６ＰＤ缺乏基因携带者的检测中具有很强的应用
价值。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５２９－５３２］
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　　红细胞葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）缺乏症，
是最常见的遗传性红细胞酶缺陷性疾病，据估计全

球约有该病基因携带者４亿［１］。在我国南方地区常

见，部分地区近十年来已将其列为产前和围生期重

点筛查的疾病之一。但目前所采用的检测方法常出

现假阴性或假阳性，特别是对母系Ｇ６ＰＤ缺乏基因
携带者的检出阳性率并非十分理想，从而影响了本

病准确筛查和防治。近年开展的基因诊断技术，由

于所要求的技术条件、设备及检验成本高，加之该病

的突变位点多达１３０余种，因此目前临床上尚无法

·９２５·
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检测所有突变位点，从而限制了临床的广泛开展。

为此我们采用发现基因突变位点的敏感技术———变

性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）法对该病进行研究，以弥
补上述的不足，探讨临床应用和研究的可行性。初

步研究显示效果满意，报告如下。

１　材料及方法

１．１　资料来源
４３名患儿，３６个家系（３０个全家系，包括患儿

及父母和兄妹等直系亲属），均来自我院门诊及住

院病人。

１．２　诊断标准及依据
根据临床和／或实验室葡萄糖６磷酸脱氢酶／６

磷酸葡萄糖脱氢酶（Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ）比值测定结果。
比值低于１．００者，诊断为Ｇ６ＰＤ缺乏［２］。

１．３　Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定
采用广州市天一医药保健品有限公司生产的改

良Ｇ６ＰＤ定量比值法试剂盒。检测方法按试剂盒
说明书进行。

１．４　Ｇ６ＰＤｃＤＮＡ的制备
１．４．１　ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ的制备　　ＲＮＡ提
取：１．５ｍＬ全血，采用德国ＱＩＡＧＥＮ公司ＲＮＡ提取
试剂盒（ＱＩＡａｍｐＲＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ）按说明书操
作。提取的ＲＮＡ质量由 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值（＞
１．９）和０．７％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

ｃＤＮＡ合成：取１μｇＲＮＡ，以ｐｏｌｙ（Ｎ）６为引物
进行反转录。２０μＬ体系中含有ＭｇＣｌ２５ｍＭ，ｄＮＴＰ
１０ｍＭ，Ｒｎａｓｅ抑制剂０．８Ｕ，ＡＭＶ逆转录酶０．２Ｕ，
ｐｏｌｙ（Ｎ）６２０ｐｍｏｌ，ＲＮＡ１μｇ。逆转录反应条件为：
７０℃ １０ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ。逆转录制备成ｃＤＮＡ后
置－２０℃冰箱保存备测。
１．４．２　Ｇ６ＰＤ片段基因引物的设计及 ＰＣＲ扩增
　　①ｃＤＮＡ编码区全长扩增：参照 ｍＲＮＡ碱基序
列 （ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＢＣ０００３３７）设计引物；上游引
物：５′ＧＡＡＧＣＧＣＡＧＡＣＡＧＣＧＴＣＡＴＧＧＣＡＧＡ，下游引
物：５′ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＣＴＣＡＧＡＧＣＴＴＧＴ。②巢式ＰＣＲ：
应用软件 ＷｉｎＭｅｌｔＴＭ２．０自行设计引物，上游引物
为：５′ＧＣＧＧＴＣＧＧＡＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＡ３′，下游引
物为：５′ＧＣＧＧＧＣＧＧＣＧＣＧＧＧＧＣＧＣＧＧＧＣＡＧＧＧＣＧ
ＧＣＧＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＣＴＣＧＧＣＴＧＣＣＡＴＡ３′，反应条件：
９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，循环３０
次；７２℃５ｍｉｎＰＣＲ扩增在ＰＴＣ２００Ｐｅｌｔｉｅｒ热循环仪
（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＴＭ，美国）上进行。（注：引物由上海生
物工程技术服务有限公司合成。所检测的 Ｇ６ＰＤ

ｃＤＮＡ的片段为第１３０４至１５２０，扩增后电泳片段总长
为２５６ｂｐ）。
１．４．３　ＤＧＧＥ筛查变异　　制备１０％聚丙烯酰胺
凝胶（丙烯：双丙烯 ＝３７．５∶１），变性剂梯度范围为
３０％～６０％（１００％变性为４０ｇ／ｄＬ甲酰胺及７ｍｏｌ／
Ｌ尿素），呈线性梯度增加，方向与电泳方向平行。
２５μＬＰＣＲ扩增产物与等量的载样缓冲液混合，于
６０℃，１５０Ｖ的条件下电泳６ｈ，用５０ｍｇ／Ｌ溴化乙
锭１×ＴＡＥ染色 ５ｍｉｎ，１×ＴＡＥ缓冲液浸泡脱色
２０ｍｉｎ，紫外灯下观察电泳结果并摄像。主要仪器
为ＤＣｏｄｅＴＭ基因突变检测系统（ＢＩＯＲＡＤ，美国），
ＧＤＳ８００凝胶成像分析系统（ＵＶＰ，美国）。主要试
剂为丙烯酰胺、双丙烯酰胺、去离子甲酰胺和尿素

（ＡＭＲＥＳＣＯ，美国）。
１．５　ＤＮＡ序列测定及分析

对部分 ＰＣＲＤＧＧＥ出现异常条带的样本进行
测序（测序由上海生工或大连 ＴａＫａＲａ完成）。参照
ＧｅｎＢａｎｋ中 ｍＲＮＡ序列判断每一个变异，并经基因
组ＤＮＡ扩增测序再验证。

２　结果

２．１　Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定
对４３例患儿，３６个家系，共１１２个血液标本

例进行了 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定。４３例患儿中
女性患儿３例（６．９７％）。对３６个患儿的母亲进行
了Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值检测。结果发现 ９例 Ｇ６
ＰＤ／６ＰＧＤ比值降低（其中４例比值低于０．７０），占
被检家系的２５％；３０例患儿的父亲中有３例 Ｇ６
ＰＤ／６ＰＧＤ比值降低（占１０％）。
２．２　ＰＣＲＤＧＧＥ检测结果

３６个家系中有３３个家系的患儿及母亲扩增的
Ｇ６ＰＤ基因在 １３０４至 １５２０片段出现异常条带。
阳性率达 ９１．６７％。两个家系在该片段的 ＰＣＲ
ＤＧＧＥ未发现异常，提示基因突变位点可能发生在
其他片段。２例女性患儿的 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值均
低于 ０．５０，家系 ＰＣＲＤＧＧＥ结果显示：１例父系
ＰＣＲＤＧＧＥ未见异常泳带，母与女均发现异常泳带
但泳带不同，另１例父系发现异常泳带，但母系泳带
未见异常。提示可能系其他片段的基因突变。

从图１可以看到：①正常女性纯合子表现为只
有一条泳带（标号４６），而Ｇ６ＰＤ正常的父亲（标号
５１，５４，５７，５９，６４，６９，７１）的电泳行为与正常女性纯
合子的电泳行为一致；②Ｇ６ＰＤ缺乏男性患儿中出
现３种不同的电泳条带（标号５０，５３，５６，６２，６３，６６，
·０３５·
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　　注：标号 ５０，５３，５６，５８，６２，６３，６６，６７，７０为 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ＜
１．００男性患者ＤＧＥＥ电泳表现；标号５２，５５，６１，６０，６５，６８为患者母

亲杂合子，ＤＧＧＥ电泳表现为４条或２条电泳带。标号下方数字示

为经基因测序证实的异常电泳带的突变位点。

６７）；③母系Ｇ６ＰＤ缺乏基因携带者也呈现出２～４
条不同的电泳条带，说明存在多种不同的基因突变

位点，而其子的电泳条带只有一条，且与母系的其中

一个条带一致。图中６２，６３为同卵双胞 Ｇ６ＰＤ缺
乏男性患儿，两者的电泳条带一致，基因测序均为

Ｇ１３７６Ｔ突变；６４为患儿父亲为正常电泳区带，６５为
患儿母亲，呈两条电泳带。

２．３　基因测序
对本组异常电泳条带进行基因测序发现３个基

因突变位点，分别为 Ｇ１３１１Ａ、Ｇ１３７６Ｔ及 Ｇ１３８８Ａ。
对３例Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值低于０．５０的母亲，ＰＣＲ
ＤＧＧＥ结果呈现同样为两条区带进行了基因测序，
证实均为１３７６及１３８８双重突变杂合子（如标号６０
及６５）。本组未发现该项片段纯合子。见图２。

　　图２　上图示 Ｇ１３７６Ｔ男性患儿基因序列图；下图示
Ｇ１３７６Ｔ及Ｇ１３８８Ａ双重突变杂合子母亲基因序列图

３　讨论

有关Ｇ６ＰＤ的检测可分为定性、定量及基因诊
断。目前临床最常采用的定性和定量检查方法是

Ｇ６ＰＤ活性、Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值及四唑氮蓝试验，
后两者 Ｇ６ＰＤ缺乏的检出率相近［２，３］。但这两类

检验方法只能做为临床诊断，并不能确定具体病变

位点，而且存在一定的假阳性和假阴性，特别是针对

杂合子的检出阳性率并不十分理想，易造成临床漏

诊或误诊，不利于该病的防治和研究。各家采用 Ｇ
６ＰＤ／６ＰＧＤ比值法的阳性杂合子的检出率从２２％
～７１％不等，但大多数阳性率不超过５０％［４～９］。有

人对Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值的检测方法进行了改良可
以将母系杂合子的检出率提高至 ８７％［１０］，但仍会

使一部份Ｇ６ＰＤ突变基因的杂合子女性漏诊，因此
目前尚无一个理想的该病的筛查方法。

基因诊断虽可以明确该病的基因突变位点是确

诊的最直接证据。但由于该病的基因突变位点众

多，采用目前已开展的位点特异性寡核苷酸探针杂

交法、ＰＣＲ错配限制性酶切法及突变特异性扩增系
统等检测 Ｇ６ＰＤ基因突变［４，１１～１３］进行基因诊断的

话，则需大量引物，而且要求的技术条件及临床检验

成本高，因此限制了临床的普及应用。

ＤＧＧＥ的原理是双链（ｄｓ）ＤＮＡ在递增的变性
剂浓度梯度或递增的温度梯度中进行电泳。随着变

性剂浓度或温度的递增，ＤＮＡ上的不同区段则依据
它们不同的熔解温度（Ｔｍ）而解离，进而导致 ＤＮＡ
在电泳中的速度发生变化，当不同基因位点发生突

变时其电泳行为也会不一样。是目前发现基因突变

理想的实验方法之一［１３，１４］。Ｔｅｈｅｒｎｉｔｃｈｋｏ等 ［１５］认

为，当所检测的ＤＮＡ同时包括由正义链和反义链形
成的杂合体，且链的未端 附带有ＧＣ夹时，可查出近
１００％的点突变。

我们运用该项技术对 Ｇ６ＰＤ缺乏的患者及家
系的研究证实，不同的突变位点其电泳的行为不同，

较常规的定性和定量方法更为直观，也为进一步进

行临床和基础研究提供了可能。该项技术不但可以

弥补现行Ｇ６ＰＤ定性、定量检测上的不足，也突破
了目前基因点突变检测方法一对引物仅能检测一个

突变位点的制约，及大片段基因测序所需要昂贵仪

器和高检验成本、高耗时的弊端。根据 ＰＣＲＤＧＧＥ
条带的异常的情况初步估计突变位点并选择性地进

行基因测序，减少工作量，提高准确性。另外，由于

无基因诊断的依据，常规定量和定性方法在临床上

无法确定患儿及母亲的 Ｇ６ＰＤ基因携带状态（是
否属于单位点或多位点突变、单杂合子、双重杂合子

还是纯合子）。以往对母系该病基因携带状态的研

究罕有报道。本项对家系 Ｇ６ＰＤ基因的初步研究
提示，ＰＣＲＤＧＧＥ方法可以避免上述假阴性或假阳
·１３５·



第９卷第６期
２００７年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

中国当代儿科杂志
ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．６
Ｄｅｃ．２００７

性的发生。而且能够直观地了解和显示母系该病基

因的携带状况。本组３６个家系的母亲中有９位母
亲检测出 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值低于正常，基因分析
显示有３例为双重杂合子。本组单杂合子母亲在
Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定时大都在正常值范围，而双
重杂合子的女性 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值明显降低。说
明通过ＤＧＧＥ法可以更清晰地了解基因有否发生
突变，明显提高杂合子状态的女性阳性检出率。另

外，本组尚有３个家系在该片段 ＰＣＲＤＧＧＥ结果为
阴性，提示突变位点可能发生在其他片段。另有２
例女性患儿的家系调查结果也提示可能存在本次研

究片段以外的基因位点上发生突变，上述两种情况

有待进一步研究加以证实。

本组研究采用的是ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ后，进
行 ＰＣＲＤＧＧＥ检测，这样可以减少引物设计数量
（３～４对引物），提高 Ｇ６ＰＤｃＤＮＡ片段突变位点
的检出率。为临床开展该病的研究提供了良好的实

验手段。目前有人采用变性高效液相色谱（ＤＨ
ＰＬＣ）法，对该病的ＤＮＡ序列进行了研究，也显示了
对该病基因变异型的筛查具有准确、高效、半自动化

及经济等优点［１１，１６，１７］。尤其对无症状女性杂合子及

临床Ⅳ型个体的筛查具有重要意义。但由于该种技
术要求的检验设备价格昂贵，要求设计的引物多，技

术要求较高，从而也限制了临床的普及。
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