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［摘要］　目的　葡萄糖 -6- 磷酸脱氢酶（G6PD）缺乏症是最常见的遗传性溶血性红细胞酶缺陷病，

绝大多数为编码区单碱基突变，现有的多种基因突变检测方法均存在漏检率。该研究拟探讨 RT-PCR 测序法

检测 G6PD 缺乏症基因突变的可行性。方法　将 2013 年 8 月至 2014 年 7 月的 195 例贫血查因或体检儿童根

据 G6PD/6GPD 比值（<1.00）分为 G6PD 缺乏组（130 例）和对照组（G6PD/6GPD 比值≥ 1.00）65 例，优化引

物设计及 PCR 扩增条件，采用 RT-PCR 测序法对 G6PD 缺乏组及对照组进行全编码序列分析，基因组 DNA 测

序验证。结果   G6PD 缺乏组的基因突变检出率为 100%，共检出 13 种错义突变，包括 1 种新突变。对照组中

28 例男性均没有检出错义突变；37 例女性中 13 例检出杂合型错义突变，1 例国内外未见报道的纯合型同义突

变 C1191T，14 例 C1311T 多态位点。对照组的女性标本存在较高的 G6PD 缺乏症（携带者）漏检率（35%，

13/37）。结论　RT-PCR 测序法对 G6PD 基因突变检出率高，具有较大临床诊断价值。

［中国当代儿科杂志，2016，18（7）：630-634］
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Abstract: Objective    Since glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is the most common 
hereditary hemolytic erythrocyte enzyme deficiency, most cases have single nucleotide mutations in the coding region, 
and current test methods for gene mutation have some missed detections, this study aimed to investigate the feasibility of 
RT-PCR sequencing in the detection of gene mutation in G6PD deficiency. Methods    According to the G6PD/6GPD ratio, 
195 children with anemia of unknown cause or who underwent physical examination between August 2013 and July 
2014 were classified into G6PD-deficiency group with 130 children (G6PD/6GPD ratio <1.00) and control group with 65 
children (G6PD/6GPD ratio ≥1.00). The primer design and PCR amplification conditions were optimized, and RT-PCR 
sequencing was used to analyze the complete coding sequence and verify the genomic DNA sequence in the two groups. 
Results    In the G6PD-deficiency group, the detection rate of gene mutation was 100% and 13 missense mutations 
were detected, including one new mutation. In the control group, no missense mutation was detected in 28 boys; 13 
heterozygous missense mutations, 1 homozygous same-sense mutation (C1191T) which had not been reported in China 
and abroad, and 14 single nucleotide polymorphisms of C1311T were detected in 37 girls. The control group showed a 
high rate of missed detection of G6PD deficiency (carriers) in the specimens from girls (35%, 13/37). Conclusions    RT-
PCR sequencing has a high detection rate of G6PD gene mutation and a certain value in clinical diagnosis of G6PD 
deficiency.                                                                                                [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(7): 630-634]
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葡萄糖 -6- 磷酸脱氢酶（glucose-6-phosphate 

dehydrogenase, G6PD）缺乏症是最常见的一种遗传

性溶血性红细胞酶缺陷病，全球约 4 亿人受累 [1]。

已发现近 200 种基因突变 [2]，绝大多数为编码区单

个碱基突变，个别研究报道存在内含子剪切位点

突变，中国人群也已发现 30 余种 [3-5]，均未见其功

能影响的研究 [6]。文献报道的多种基因突变检测方

法对于部分 G6PD 缺乏症患者均存在未能检出任

何突变的情况 [4-8]。推测其原因主要为 G6PD 基因

组 DNA 长（共 18 kb）、突变点多且散在分布于

10 余个外显子上，常见突变检测方法难以兼顾各

突变位点，而全基因分析成本昂贵。基于 G6PD 全

基因 DNA 测序成本高、操作难度大，本研究在国

内外首次尝试利用 RT-PCR 结合第一代 Sanger 测

序法对 G6PD 缺乏症患者基因全编码区进行检测分

析，现报告如下。

1　资料与方法

1.1　研究对象

收集 2013 年 8 月至 2014 年 7 月期间，深圳

市儿童医院血液专科门诊及儿保科就诊的贫血查

因或体检儿童 195 例，根据其外周静脉血测定的

四氮唑蓝 G6PD/6GPD 比值（改良 G6PD 定量比值

法试剂盒，广州市米基医疗器械有限公司生产），

分为 G6PD 缺乏组（比值 <1.00）和对照组（比值

≥ 1.00）。缺乏组 130 例，男 117 例、女 13 例，

年龄 32 d 至 193 个月，中位年龄 26 个月；对照组

65 例，男 28 例、女 37 例，年龄 2 个月至 192 个月，

中位年龄 28 个月。本研究获得到医院医学伦理委

员会批准和研究对象监护人的知情同意。

1.2　DNA、总 RNA 提取，cDNA 获取

应用 QIAamp RNA Blood Mini Kit 和 FlexiGene 

DNA Kit（QIAGEN， 德 国 ） 分 别 提 取 样 本 总

RNA 和 DNA。1 μg 总 RNA 采 用 逆 转 录 试 剂 盒

（TaKaRa，大连）获取 cDNA，操作如下：70℃ 

10 min，再冰上孵育 10 min，加入 Random primer 

1 μL、PrimeScript Buffer 4 μL、PrimeScript Reverse 

Transcriptase 1 μL、Ribonuclease Inhibitor 0.5 μL、

dNTP Mixture 1 μL，RNase-Free Water 补至 20 μL，

42 ℃ 60 min，90 ℃ 2 min。RNA 冻 存 于 -80 ℃，

DNA、cDNA 冻存于 -20℃备用。

1.3　引物设计

根 据 G6PD 基 因 mRNA 序 列（NCBI 号：

BC000337）和 DNA 序列（NCBI 号：L44140.1），

采用软件 Prime Premier 5.0 设计以 cDNA 为模板可

扩增基因全编码区的引物（上游引物：AGCGCAG-
ACAGCGTCATG，下游引物：GTAGTAGCAGCAGC-
GAGGG， 扩 增 长 度 为 1 715 bp）、 测 序 引 物

（AG-GGAGGAGAT GTGGTTGGA，GCTGGAA-
CCGCATCATCG，CCACCACCGCCACTTTTG）；针

对需验证的特定位点设计以基因组 DNA 为模板的

PCR 扩增引物（引物未列出）。

1.4　PCR 直接测序

以 cDNA 为模板，采用高 GC 含量扩增体系进

行 PCR 扩增，扩增体系如下： Ex-Taq 聚合酶 0.4 μL，

2×GC buffer Ⅰ 25 μL，dNTP 8 μL，RNase-Free 

Water 13.6 μL，上、下游引物各 1 μL，cDNA 样本

1 μL。扩增参数：初始变性 94℃ 2 min，30 循环

（94℃ 30 s，59℃ 30 s，72℃ 2 min），延伸 72℃ 

8 min。 逆 转 录 及 PCR 扩 增 均 在 Tprofessional Std 

Gradient 96 扩 增 仪（Biometra， 德 国） 上 进 行。

扩增产物以 10 g/L 琼脂糖凝胶进行电泳，电泳

25 min 后，于凝胶成像系统进行分析。特异性产

物送英潍捷基（上海）有限公司测序。对女性样

本中 RT-PCR 测序为纯合突变样本者，设计相应引

物对其基因组 DNA 扩增并测序验证。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 17.0 软件进行数据处理。计数资料

用百分率表示。

2　结果

2.1　RT-PCR 及琼脂糖电泳检测

采用本实验优选引物及针对 GC 含量较高的

PCR 扩 增 体 系， 可 通 过 一 次 PCR 对 G6PD 基 因

cDNA 全编码序列进行高效扩增，扩增片段长度约

1 700 bp，与设计长度 1 715 bp 相符，见图 1。
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3　讨论

G6PD 缺乏症是最常见的 X 连锁不完全显性

遗传性酶缺陷病，该病主要为编码区单个碱基突

变导致酶活性改变。关于 G6PD 缺乏症分子诊断

的研究，国内外有不少报道 [4-8]。由于 G6PD 缺乏

症具有高度遗传异质性，迄今已报道 186 种突变

类型 [2]，且这些突变位点覆盖基因全长，除第 3

和 13 外显子外皆可见到。G6PD 基因组 DNA 全长

18 kb，含 13 个外显子，因此针对全 G6PD 基因组

DNA 的测序成本太高，而且要进行多次 PCR 扩增。

由于 G6PD 基因结构及其突变特点，使得针对特定

位点的等位基因特异性扩增、错配引物限制性酶

切、Mass-array 基因芯片技术，或者针对全基因区

域分段进行分析的 PCR- 变性梯度凝胶电泳、变性

高效液相色谱、高分辨率熔解曲线分析等方法 [4-10]，

由于灵敏度以及实验繁琐、同时需兼顾成本等原

因，其基因突变检出率均难以达到 100%。

图 2　DNA 测序图　　左图箭头所示为 A1088T 位点，右

图箭头所示为正常野生型 1088A 位点。

图 3　DNA 测序图　　左图箭头所示为 C1191T 同义突变（RT-PCR 测序），中间图箭头所示为对照样本 1191 位点，

右图箭头所示 C1191T 位点为纯合突变（DNA 扩增测序）。

表 1　G6PD 缺乏组和对照组检出的突变类型

组别 例数 突变类型（例数）

对照组 ( 男性 ) 28 无突变

缺乏组 ( 男性 ) 117 G1376T(45), G1388A(38), A95G(12), 
C 1 0 2 4 T ( 9 ) ,  C 3 9 2 A ( 4 ) ,  G 4 8 7 A ( 1 ) , 
C592T(1), G871A(1), 1360T(1), C406T/
C1311T(1), C563T/C1311T(1), G871A/
C1311T(2), A1088T(1, 新 )

对照组 ( 女性 ) 37 G1388A(5) ,  G1376T(4) ,  G871A(2) , 
A95G/C1311T(1), G1388A/C1311T(1), 
C1311T(14), C1191T(1, 新 )

缺乏组 ( 女性 ) 13 G 1 3 7 6 T ( 3 ) ,  A 9 5 G ( 3 ) ,  G 1 3 8 8 A ( 2 ) , 
C392A(1), C1024T(1), G871A/C1311T(2), 
A95G/G1376T(1)

图 1　G6PD 基因 cDNA 扩增琼脂糖电泳图　　泳道

1~9：G6PD 缺乏患儿的代表性样本；泳道 M：DNA 分子标准。

2.2　扩增产物测序结果

G6PD 缺乏组的 130 例样本均检出错义突变

（见表 1），共 13 种错义突变，其中 1 例男性样

本检出新发现错义突变 A1088T（测序结果见图 2），

其 G6PD/6GPD 比值（0.37）是所有标本中活性最

低的。1 例女性样本为少见的 G1388A 纯合突变，

其 G6PD/6GPD 比值为 0.5；另 1 例证实为 A95G/

G1376T，G6PD/6GPD 比值 0.58。65 例对照组标本

中，28 例男性样本未检出任何突变；37 例女性标

本中除有 14 例为单纯 C1311T 多态性，1 例为国内

外尚未报道的纯合型同义突变 C1191T（测序结果

见图 3）外，另有 13 例存在杂合型错义突变，显

示女性标本在比值法筛查中存在一定的 G6PD 缺乏

症（携带者）的漏检（13/37，35%）。

bp
1 500
1 000

500
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本研究通过优化引物和扩增条件，通过一次

普通 RT-PCR 成功扩增出 G6PD 基因全编码序列，

结合测序可检测全编码区上所有已知和未知突变。

研究结果也证实，对于 G6PD/6GPD 比值法诊断出

的 G6PD 缺乏患儿用本方法均检出到编码区的有效

错义突变，检出率达 100%。本方法共检出 13 种

错义突变（不包括双杂合突变等），其中包括 1

例新的错义突变，另外还有 1 例新的纯合型同义

突变（对照组），充分证明了本方法的有效性。

RT-PCR 扩增分析是一项发展已久的分子生物学技

术，而基因测序则是基因突变检测的金标准。RT-
PCR 结合基因测序法进行基因诊断国内外早已有

报道 [11-12]，但应用于 G6PD 基因突变检测分析尚未

见报道。本课题组虽尝试过采用本方法对 G6PD 基

因突变进行检测分析，但没有高效率地扩增出全

长片段，无法保证大多数样本能直接测序。本研

究通过对 G6PD 基因的 mRNA 全长序列复杂度的

全面分析，发现该序列存在多个高 GC 含量区域，

为此我们采用针对高 GC 含量的 PCR 扩增体系，

对设计的多对引物进行尝试，最后优选出采用高

GC 含量 PCR 扩增体系，高效扩增出全长 cDNA 片

段的引物对。

本研究还在 37 例女性对照组标本中检出 13

例样本有杂合型错义突变，且突变类型与缺乏组

女性类似，这也意味着常规 G6PD/6GPD 比值法的

漏检率高达 35%（13/37）。与胡淑芬等采用的从

G6PD 缺乏男婴追溯其母亲酶缺陷报道的漏检率

33.3% 基本一致 [13]。这么高的漏检率，究其原因，

一是本研究收集的样本主要来自血液专科门诊及

儿保科就诊的贫血查因或体检儿童，对照组可能

包含较大比例的携带者（突变杂合子），同一种

杂合突变在个体中表达的相对量不同，对活性的

影响也不同，而根据酶学检测将活性比值 <1 的归

属于 G6PD 缺乏，>1 的归属于 G6PD 活性正常，

因此有可能将 G6PD 缺乏症携带者判断为 G6PD 活

性正常；二是根据酶学检测的 G6PD/6GPD 比值受

贫血、感染等因素的影响，可能存在误诊；三是

本方法的突变检出率较高，从而携带者的检出率

得到提高。

G6PD 缺乏症在广东、广西、四川、贵州、云

南、海南等地区的发病率高达 4%~11%[6-7]， 而临

床中杂合子检测一直是 G6PD 缺乏症诊断的一大难

题。因此，我们认为本方法对于常规方法可能漏

检的弥补及携带者的检出具有重要的参考意义。

尤其是携带者的检出对于优生优育具有重要意义，

因为其男性子代可能存在 G6PD 严重缺乏的风险，

而携带者与 G6PD 缺乏症男性的男女子代均有患

G6PD 严重缺乏的风险。

本方法由于只针对 cDNA 编码区突变进行分

析，不能对涉及内含子的剪切突变等进行检出，

理论检出率应该不足 100%。但可能由于剪切突

变发生频率低，而且这些位点也没有被证实能导

致 G6PD 缺乏，导致本研究没有此类标本或者有

但没有检出，如果是后者则更为支持本方法的应

用价值。当然，如果遇到存在酶降低而未发现基

因突变的样本，必要时可通过检测外显子内含子

连接区以及内含子区域进行排除 [14]。另外，由于

表现度的原因，本方法检测到的纯合突变理论上

需结合 DNA-PCR 测序以排除由于表现度的原因

导致正常等位基因型被漏检，但这不影响该标本

作为 G6PD 缺乏症的检出。本研究的基因组 DNA

测序确证结果也与本方法基本一致，比如少见的

G1388A 纯合突变的检出及确证。另外，本研究以

mRNA 逆录的 cDNA 为模板，比提取 DNA 相对复杂，

但现阶段提取 RNA 已非难事，而且考虑到 G6PD

作为 X 连锁基因，由于女性存在 X 染色体随机失

活导致表现度不一的原因，G6PD 基因的 mRNA 更

能体现突变基因与临床症状的对应关系。

综上所述，本研究发展的 RT-PCR 测序法，

通过 1 次普通 RT-PCR 扩增全编码序列、3 个普通

第一代 Sanger 测序反应，就可检出 G6PD 基因几

乎全部突变位点（现已达近 200 种），性价比高，

具有较大的临床应用价值。特别是对于常规 G6PD/

G6PD 比值法检测为临界值（比值为 1.0 左右）而

临床可疑的患者，本方法将为其提供简单、快捷、

相对可靠的诊断依据。因此，该方法值得进一步

扩大样本数量以推广研究应用，从而为 G6PD 缺乏

症的临床诊断提供新参考。
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