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宁夏苯丙酮尿症患儿苯丙氨酸羟化酶
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［摘要］　目的　探讨宁夏地区苯丙酮尿症（PKU）患儿苯丙氨酸羟化酶（PAH）基因外显子 7 突变类型

及频率，为该地区 PKU 的基因诊断和产前诊断提供依据。方法　应用 PCR 产物直接测序方法，对宁夏 73 例经

典型 PKU 患儿（回族 39 例，汉族 34 例）的 146 个 PAH 等位基因外显子 7 及其旁侧内含子区域进行序列分析。

结果　共检测出 6 种突变基因型，分别是 R243Q（14.4%）、R241C（6.8%）、IVS7+2T → A（2.7%）、L255S（0.7%）、

G247V（0.7%）和 G247R（0.7%）。外显子 7 突变基因总频率为 26.0%（38/146），包括错义突变和剪接位点

突变两种。回族患儿 R241C 等位基因突变检出率高于汉族（10％ vs 3％，P<0.05）。结论　宁夏地区 PKU 患儿

PAH 基因外显子 7 突变频率最高的是 R243Q，其次为 R241C；回族和汉族 PKU 患儿 R241C 等位基因突变率不同。

［中国当代儿科杂志，2014，16（3）：259-262］
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Abstract: Objective    To investigate the type and frequency of mutations in exon 7 of phenylalanine hydroxylase 
(PAH) gene among children with phenylketonuria (PKU) in Ningxia, China and to provide a basis for the genetic 
diagnosis and prenatal diagnosis of PKU in this region. Methods    Direct sequencing of PCR product was performed to 
analyze the sequences of exon 7 and its flanking introns of 146 PAH alleles in 73 children with typical PKU (39 cases 
of Hui nationality and 34 cases of Han nationality) in Ningxia. Results    Six mutations were detected, including R243Q 
(14.4%), R241C (6.8%), IVS7+2T→A (2.7%), L255S (0.7%), G247V (0.7%), and G247R (0.7%). The overall frequency 
of mutations (missense mutation and splice site mutation) in exon 7 was 26.0% (38/146). The detection rate of R241C 
mutation was significantly higher in children of Hui nationality than in children of Han nationality(10% vs 3%; P<0.05). 
Conclusions    In Ningxia, R243Q mutation in exon 7 of PAH gene is most common in children with PKU, followed by 
R241C. The frequency of R241C mutation in exon 7 of PAH gene varies between children with PKU of Hui and Han 
nationality.                                                                                               [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(3): 259-262]
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苯 丙 酮 尿 症（phenylketonuria, PKU） 是 由 于

肝 脏 苯 丙 氨 酸 羟 化 酶（phenylalanine hydroxylase, 

PAH）活性减低或缺乏，导致苯丙氨酸（pheny-
latanine, Phe）代谢障碍的一种常染色体隐性遗传病，

其主要致病原因是苯丙氨酸羟化酶（PAH）基因发

生突变 [1]。研究发现，我国 PKU 患者 PAH 基因外

显子 7 突变检出率最高 [2]。宁夏位于我国西北地区，

人口以回族和汉族为主，其中回族约占 1/3，PKU
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发病率为 0.29‰（1/3 423）[3]。本研究对临床确诊

的 73 例经典型 PKU 患儿 PAH 基因外显子 7 进行

突变检测分析，探讨宁夏地区 PAH 基因突变的特

点，为该地区开展 PKU 产前基因诊断提供依据。

1　资料与方法

1.1　研究对象

73 例（回族 39 例，汉族 34 例）经典型 PKU

患儿均为宁夏新生儿疾病筛查中心于 2010 年 1 月

至 2012 年 12 月确诊，其中 64 例为新生儿筛查确诊，

9 例为出现症状后确诊。年龄 15 d 至 13 岁，男性

38 例（回族 17 例），女性 35 例（回族 22 例）。

初 诊 血 Phe 浓 度 在 582~2 940 μmol/L 之 间（ 正 常

参考值 <120 μmol/L）。所有患儿均进行了尿喋呤

谱分析、血二氢蝶啶还原酶测定和四氢生物蝶呤

负荷实验，排除了四氢生物蝶呤缺乏症。另选取

100 名正常对照者（回族 50 名，汉族 50 名，均为

2012 年宁夏新生儿筛查标本），其血清 Phe 浓度

<120 μmol/L，无 PKU 家族史。本研究获得患儿家

长或监护人的书面知情同意。

1.2　研究方法

1.2.1　DNA 提 取　　 应 用 血 片 卡 快 速 酚 / 氯 仿

抽提法，将带有血样的干滤纸卡片沿血滴 4 周

剪 下， 用 1×TE500 μL+ NaCl（250 mmol/L）

800 μL 洗 涤 1 次， 加 入 200 μL 消 化 缓 冲 液

（100 mmol/L Tris pH 8.0，20 mmol/L ED-TA，

150 mmol/L NaCl，2% SDS），5 μL 蛋 白 酶 K，

65℃水浴 1 h。不去除纸片直接在消化液中加入

200 μL 饱和酚 - 氯仿 - 异戊醇（25 : 24 : 1）提取基

因组 DNA。

1.2.2　PCR 扩增　　PAH 基因外显子 7 区域 PCR

引物，严格按照引物序列设计原则设计完成 [4]，正

向引物序列：5'-ATGTCCCTGGGCAGTTATGTG-3'；

反 向 引 物 序 列：5'-TGAGAACAGGAACAAGTGG-
CA-3'，产物大小为 512 bp。PCR 反应在 ABI 9700

型 扩 增 仪 上 进 行（ABI 公 司， 美 国）， 总 体 积

20 μL， 其 中 含 1.5 U Taq DNA 聚 合 酶（GeneAmp 

High Fidelity Enzyme， 美 国 ABI 公 司 ）5 U/μL，

2 pmol/L 引 物 浓 度，2.5 mmol/LM dNTP。 循 环 条

件为 95℃预变性 15 min，先进行 95℃变性 45 s，

62℃退火或复性 45 s（每个循环降 0.5℃），72℃

延 伸 60 s， 共 循 环 11 次； 然 后 进 行 95 ℃ 变 性

45 s，57℃退火或复性 45 s，72℃延伸 60 s，共 24

个循环；最后 72℃延伸 7 min 后降温至 4℃备用。

PCR 产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。

1.2.3　序列测定　　应用 PCR 产物直接测序的方

法，样品纯化及序列分析由中国优生优育基因科

学专家指导中心应用 ABI 3130 XL 型序列分析仪完

成（ABI 公司，美国）。

2　结果

2.1　突变类型

对 73 例 PKU 患儿共 146 个 PAH 等位基因外

显子 7 及其旁侧内含子区域进行测序分析，结果

检测出 6 种突变基因型，分别是 R243Q、R241C、

IVS7+2T → A、L255S、G247V 和 G247R（图 1），

其等位基因频率分别为 14.4%、6.9%、2.7%、0.7%、

0.7% 和 0.7%，分为错义突变和剪接位点突变两种

（表 1）。73 例患儿中 4 例检测出 2 个基因突变

（R243Q/R243Q 突变 2 例， R243Q/R241C 突变 1 例，

IVS7+2T → A/G247R 突 变 1 例），30 例 检 测 出 1

个基因突变，外显子 7 突变基因总频率为 26.0%

（38/146），其中回族为 28.2％，汉族为 23.5％

（χ2=1.09，P=0.297）。

图 1　73 例 PKU 患儿的 6 种 PAH 突变基因型

PAH 基因 R243Q 杂合突变（箭头所示） PAH 基因 R241C 杂合子（箭头所示） PAH 基因 IVS7+2T → A 杂合突变（箭头所示）

PAH 基因 L255S 杂合突变（箭头所示） PAH 基因 G247R 杂合突变（箭头所示） PAH 基因 G247V 杂合突变（箭头所示）
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2.2　突变频率

在检出的 6 种 PAH 突变基因中，突变频率最

高的是 R243Q（14.4%），其中回、汉族儿童分别

为 14.1％和 14.7％（χ2=0.01，P=0.91）。突变频率

居第二位的是 R241C（6.8%）。R241C 等位基因

突变的 10 例患儿中，有 8 例为回族儿童，回族患

儿检出率为 10%，高于汉族儿童（3％），差异有

统计学意义（χ2=4.22，P=0.04）。IVS7+2T → A 突

变频率居第三位，G247V、G247R 和 L255S 少见。

3　讨论

PKU 的病理基础是 PAH 基因突变，正常 PAH

基因由编码区的 13 个外显子和非编码区的 12 个

内含子组成，转录 1 353 bp 的 mRNA，翻译成含

451 个氨基酸的酶单体，PAH 每个亚基的改变都

会引起酶结构和功能的改变，当编码区及其两侧

表 1　73 例 PKU 患儿 PAH 基因外显子 7 突变结果

突变
核苷酸

改变
突变

基因数
突变
类型

相对频率
(%)

R243Q c.728G>A 21 错义突变 14.4

R241C c.721C>T 10 错义突变 6.8

IVS7+2T → A c.842+2 T>A 4 剪接位点突变 2.7

G247V c.740G>T 1 错义突变 0.7

L255S c.764T>C 1 错义突变 0.7

G247R c739G>C 1 错义突变 0.7

合计 38 26.0

内含子有基因突变发生时，就会引起 PAH 的功能

缺失或减低，导致相应的临床表现 [5]。PAH 基因

第 7 外显子编码 PAH 蛋白核心功能区 , 对保持该

酶活性起关键性作用 [6]，是基因分析的重点区域。

在 13 个外显子中，我国最为常见的 PAH 基因突变

区域发生于外显子 7，以台湾地区为最高，达到了

42.0%[7]，中国南方地区较低，为 16.4%[8]。本研究

中外显子 7 及其旁侧内含子区域检出率为 26.0%，

与河北、河南、内蒙古、山西接近 [9-12]，但低于北

方地区 [2]、新疆地区 [13] 和天津地区 [14] 的相关报道。

因此在宁夏地区开展 PAH 基因突变研究时应更多

关注外显子 7 及其旁侧内含子区域。

本研究在宁夏地区 PAH 基因外显子 7 中共检

出了 6 种突变类型，其中 R243Q 等位基因频率最

高（14.4%），但与其他北方地区相比仍属较低频率。

现有报道显示，R243Q 主要存在于亚洲，多集中于

我国北方地区，而在河南的频率达到了 20.5%[10]。

处于第二位的 R241C 以台湾地区最普遍（32.0%）[7]，

日本（7.3%）[15] 和韩国（6.0%）[16] 也较为常见。

但在大陆，宁夏地区 R241C 突变比率高于其他地

区。另外 4 种突变 IVS7+2T → A、L255S、G247R

和 G247V 近几年在国内一些地区逐渐被报道，

IVS7+2T → A 以山西、内蒙古多见 [11-12]，L255S 河南、

新疆多见 [10,13]，G247V 河南、天津多见 [10,14]。值得

关注的是 G247R 仅散在分布于我国京津冀及宁夏

地区 [2,8,14]，极为少见，似是我国北方地区特有的

一种突变基因类型（表 2）。

有关 PAH 基因外显子 7 的报道各有差异，本

研究表明，宁夏地区 PAH 外显子 7 中基因突变与

其他地区相比有所不同。因此，掌握宁夏回族和

汉族中的 PAH 基因第 7 外显子突变规律和特征，

将为宁夏地区深入开展 PKU 的基因诊断、产前诊

断提供依据，为实现该地区的优生优育奠定基础。
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·消息·

“新生儿热点问题”研讨班通知
国家继续医学教育项目（2014-06-03-034）

为进一步提高新生儿诊疗水平，广东省继续医学教育委员会、暨南大学医学院附属东莞医院，拟于 2014 年 8 月

20~23 日在中外驰名的东莞市虎门镇举办国家级继续教育项目 : “新生儿热点问题”研讨班。

将邀请全国著名新生儿学专家讲授国内外新生儿医学领域的热点问题，如新生儿严重呼吸衰竭的体外循环膜充

氧（extracorporial membrane oxygenation, ECMO）治疗技术，新生儿缺氧缺血性脑病高压氧治疗作用机制研究的最新进

展和最佳治疗方案，亚低温疗法国内多中心研究最新成果及国外五项大型多中心研究结果，严重高未结合胆红素血症、

败血症、中毒性疾病的中心动静脉快速、高效、同步换血术，能查 110 余种新生儿先天性代谢缺陷病最新筛查技术，

支气管肺发育不良（BPD）、早产儿视网膜病（ROP）、早产儿动脉导管未闭、新生儿肺动脉高压、坏死性小肠结肠

炎等国内外研究的最新进展，新生儿医患纠纷的原因及对策，以及医学科研的选题、论文写作和投稿等问题。搭建

一个相互交流和学习的平台，进一步提高新生儿科的整体医疗、科研水平。参加学员每人赠送人民卫生出版社出版

的我国 26 位著名围产新生儿学专家的科研成果和临床经验结集《围生儿窒息及多脏器损伤诊疗进展》一册。

招收对象：适合各医药院校附属医院、综合性医院、儿童医院、妇幼保健院新生儿科、

儿科、妇产科医师、护师参加学习，建议各单位选派 1 名医师和 1 名护师参加。

地点：广东省东莞市虎门镇虎门大道 154 号暨南大学医学院附属东莞医院

联系人： 暨南大学医学院附属东莞医院新生儿科

联系地址：广东省东莞市虎门镇虎门大道 邮编：523900

会 务 组：李 薇  电话：0769-85010147；13600281216 ；电子邮箱：dr.li.wei@163.com

王德胜 电话：0769-85010147；13622690778 ；电子邮箱：wds197606@163.com




