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目的
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了解贵阳地区葡萄糖
8L8

磷酸脱氢酶"

[L6:

$缺乏症的发生率及基因突变分布情况%方法
!

选取新生儿脐血

:V"

样本
X;X

例!采用基质辅助激光解吸(电离飞行时间质谱系统检测
[L6:

基因
;X

种突变类型和
;

种多态位点%结果
!

X;X

份样本检出
[L6:

基因突变
;S

例!检出率为
;BIMd

%检出
X

种突变类型&

;9KK[

$

"M

例"

MSBSd

$!

;SJMH

$

5

和
X;IH

$

5

各
J

例"

JSBSd

$!

;9NL[

$

5

和
IX"

$

[

各
;

例"

;SBSd

$%多态位点
;9;;H

$

5

的等位基因频率为
;JBNId

%结论
!

贵阳地区是
[L6:

缺乏症的高发区!

;9KK[

$

"

是该地区最常见的
[L6:

基因突变类型%

"关键词#
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葡萄糖
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磷酸脱氢酶缺乏症#基质辅助激光解吸(电离飞行时间质谱#新生儿#分子筛查
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'缺乏症是最常见的人类酶

缺陷症之一#全世界范围内约有
M

亿人受累$

;

%

"我国长江以南

地区是
[L6:

缺乏症的高发区#人群中基因携带率为
Md

"

JSd

$

J

%

"

[L6:

缺乏症是引起新生儿黄疸的主要原因之一#约

XSd

的患儿有新生儿黄疸#严重者可发展为核黄疸#引起脑组

织病理性损害#导致脑瘫!智力低下等严重后遗症$

9

%

"因此#开

展新生儿
[L6:

缺乏症筛查#可指导临床及早采取措施#预防

新生儿高胆红素血症和核黄疸的发生"目前临床上主要是通

过直接或间接检测
[L6:

活性的方法来进行
[L6:

缺乏症的

筛查"由于女性杂合子的酶活性变异程度较大#这些方法容易

造成女性杂合子的漏检"采用分子筛查的方法可提高杂合子

的检出率"为了解贵阳地区
[L6:

缺乏症的发生率及基因突

变分布情况#本研究采用基质辅助激光解吸)电离飞行时间质
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'技术#对
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例新生儿

的
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基因突变进行分子筛查"
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资料与方法
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一般资料
!

研究样本来自于贵州省人民医院分子生物室

样本库#共
X;X

份新生儿脐血
:V"

样本#其中男
JLM

例#女

JX;

例"
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方法

>B?B>

!

突变位点及引物设计
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选取我国人群中已发现的
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常见突变位点&
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'及
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种常见多态位点&
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'#采用
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软件进行
6H7

引物和延伸引物设计#引物序

列见表
;

"引物由上海英骏生物技术有限公司合成"
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6H7

及引物延伸反应
!

将样本标化至
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#

!

#

按照
9KM

孔板配置试剂"每孔
X

#

!6H7

反应体系含(
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6H7

缓冲液
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行去磷酸化反应以去除未用完的
FV56

"将配置好的
)6!#̀

引物延伸反应混合液
J

#

!

加入已完成
/"6

反应的
6H7

产物

中进行延伸反应"

6H7

反应和引物延伸反应均在
"U$*+4)-)

9KM

孔
6H7

仪上进行"
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检测
!

将完成全部反应过程的产物

用树脂进行脱盐洗涤#再将检测样品从
9KM

孔板中转移到表面

覆盖基质的
.'(("77"T

芯片中#放入
/+

]

D+3=1

质谱仪中进

行检测"根据质谱图中的峰值确定每份样本的基因型#导出基

因分型数据"
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基因突变位点
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检测
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扩增引物和延伸引物

突变位点 引物序列&
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基因突变位点
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检测
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扩增引物和延伸引物

突变位点 引物序列&
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#

(
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%

(上游引物+

7

(下游引物+

#

(延伸引物"

?

!

结
!!

果
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!

基因分型结果
!

将导出的基因分型数据进行聚合分析#

得到
;X

个突变位点和
;

个多态位点的基因型散点图#并判别

出每个位点的基因型分布情况"

;L

个位点的判读成功率均在

IKBXd

以上#总判读成功率为
IIBMd

&

K;IS

)

KJMS

'"

?B?

!

分子筛查结果
!

X;X

份样本中检出
[L6:

基因突变
;S

例&

;BIMd

'#其中男性
M

例&

;BXJd

'#女性
L

例&

JB9Id

'#均为

突变杂合子"共检出
X

种突变类型(

;9KK[

$

"M

例&

MSBSd

'#

;SJMH

$

5

和
X;IH

$

5

各
J

例&

JSBSd

'#

;9NL[

$

5

和
IX"

$

[

各
;

例&

;SBSd

'"多态位点
;9;;H

$

5

在男性中检出半合子

9X

例&

;9BJLd

'+女性中基因型
HH

!

H5

和
55

例数分别为
;I9

例&

NLBKId

'!

X9

例&

J;B;Jd

'和
X

例&

;BIId

'"该组样本中

;9;;H

$

5

的等位基因频率为
;JBNId

"见表
J

"

表
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基因突变类型分布情况

突变位点
%

男性半合子 女性杂合子 女性纯合子 比例&
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;9NL[

$

5 ; ; S S ;SBS
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$

5 J ; ; S JSBS

X;IH

$

5 J J S S JSBS

IX"

$

[ ; S ; S ;SBS

合计
;S M L S ;SSBS
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论
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缺乏症患者临床表现变化较大"多数患者#尤其是

女性杂合子平时可无临床症状"部分患者可表现为药物!食物

或感染诱发的急性溶血#慢性非球形细胞溶血性贫血#新生儿

黄疸等严重的临床症状"开展新生儿
[L6:

缺乏症筛查#不仅

可以及早采取措施#防止核黄疸的发生#同时#可使携带有致病

基因的患儿及家长在患儿的成长过程中做好预防工作#减少各

种感染机会#避免服用或食用可诱发急性溶血的药物及

LSX;

重庆医学
JS;L

年
M

月第
MX

卷第
;;

期



食物$

M

%

"

临床上
[L6:

缺乏症的筛查方法分为
[L6:

活性定性和

定量检测两类"定性方法有高铁血红蛋白还原试验!硝基四氮

唑蓝&

VU5

'纸片法!荧光斑点试验+定量方法有
VU5

定量法!

[L6:

)

L6[:

比值法等"目前对新生儿
[L6:

缺乏症筛查的

流程通常是先进行
[L6:

活性定性检测#阳性者再进行定量检

测#可提高筛查的敏感性和准确性"由于
[L6:

缺乏症是一种

8̀

连锁不完全显性遗传#女性杂合子的
[L6:

活性差异较大"

因此#采用
[L6:

活性检测的方法容易造成表型轻微的女性杂

合子漏诊#而她们会将致病基因继续传给后代"近年来#随着

分子诊断方法的迅速发展和普及#多种新技术用于
[L6:

的分

子筛查#如反向点杂交$

X

%

!变性高效液相色谱$

L

%

!荧光探针

6H7

熔解曲线法$

N

%

!基因芯片$

K

%和飞行时间质谱$

I

%等#提高了

女性杂合子的检出率"

."!:$85̂ %8./

是一种生物分子定性和定量分析的标

准检测方法$

;S

%

#结合引物延伸反应#已发展成为一种常用的单

核苷酸多态性&

/V6

'和点突变检测技术#广泛用于分子诊断和

多态与疾病易感性的关联研究$

;;

%

"本研究采用
."!:$85̂ %8

./

结合引物延伸技术#对新生儿进行
[L6:

基因突变筛查#

包括
;X

种突变位点和
;

种多态位点#涵盖了我国人群中绝大

部分的
[L6:

基因突变类型"由于我国人群中已发现的

[L6:

基因突变类型有
9S

多种#本研究的方法不能检测出其

他少见和未知的突变类型"因此#在实际应用中#仍需要与

[L6:

活性检测的方法相结合#对
[L6:

活性检测阳性而分子

筛查阴性的样本#需要进一步做序列分析以明确"

本研究中
[L6:

的检出率为
;BIMd

#高于文献报道的

;BJ;d

$

;J

%

#这是因为作者采用的是分子筛查方法#而文献报道

采用的是
[L6:

活性检测#说明分子筛查的敏感性更高#降低

了女性杂合子的漏检率"国内最常见的
9

种
[L6:

基因突变

类型#即
;9KK[

$

"

!

;9NL[

$

5

和
IX"

$

[

$

;9

%在本组样本中均

有检出#但所占比例与其他地区有所不同"

;9KK[

$

"

所占比

例最高#达
MSBSd

#其次是
;SJMH

$

5

和
X;IH

$

5

#各占

JSBSd

#而
;9NL[

$

5

和
IX"

$

[

最低#分别占
;SBSd

#说明不

同地区不同人群的
[L6:

基因突变谱不同"

;9;;H

$

5

是不引

起氨基酸改变的多态位点#在世界各地人群中分布广泛"本组

样本中
;9;;H

$

5

的等位基因频率为
;JBNId

#显著高于广西

地区的
NBKd

$

;M

%

#同样也与不同地区和人群有关"这一位点的

分型主要用于
[L6:

基因单倍型研究以确定不同突变发生的

时间#对
[L6:

缺乏症的致病性尚存在一定的争议"
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