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深圳地区婚检人群葡萄糖-6-磷酸脱氢酶缺乏症基因突变检测分析*

何 英1,陈雄豪2,凌利芬1,王 琼1,林广城3,张银辉1△

(1.中山大学附属第八医院检验医学部,广东深圳
 

518033;2.深圳市福田区妇幼保健院检验科,广东

深圳518026;3.深圳市龙岗区第七人民医院检验科,广东深圳
 

518114)

  摘 要:目的 了解深圳地区育龄人群葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PD)缺乏症发生率及常见基因突变类型,
为优生优育遗传性疾病筛查、诊断及预防提供实验依据。方法 应用定量G6PD酶活性检测方法对深圳婚检

人群进行筛查,采用PCR导流杂交法对酶活性筛查阳性人群及随机选择的酶活性筛查阴性女性进行基因突变

检测。统计分析G6PD缺乏症发生率及各种基因突变频率,比较两种检测方法在女性中的检测效果。结果 
共筛查24

 

190例婚检人群,571例酶活性检测阳性,G6PD缺乏症总体检出率为2.36%,其中男347例,有332
例(95.68%)检出基因突变,女224例,有215例(95.98%)检出基因突变。酶活性筛查阳性人群共检出11种基

因突变类型,55种基因型。最常见3种基因突变类型为c.1388
 

G>A、c.1376
 

G>T和c.95
 

A>G,合计占比

约70.40%,其次为c.392
 

G>T(5.95%),c.871
 

G>A(5.95%)和c.1024
 

C>T(4.73%);c.1311
 

C>T多态性

位点突变比例为11.38%。随机选择的428例酶活性正常女性,96例(22.43%)检出基因突变,其中78例为c.
1311

 

C>T多态性位点突变,18例为致病性位点突变,致病性突变基因检出率为4.20%。与基因突变检测相

比,酶活性检测对女性人群漏检率达68.63%。结论 深圳地区育龄人群常见G6PD基因突变类型为c.1388
 

G
>A、c.1376

 

G>T、c.95
 

A>G。表型检测和分子检测相结合的筛查、确诊方式有助于女性婚检人群G6PD缺

乏症婚前遗传咨询。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

prevalence
 

of
 

glucose-6-phosphate
 

dehydrogenase
 

(G6PD)
 

defi-
ciency

 

and
 

the
 

types
 

of
 

common
 

gene
 

mutations
 

in
 

the
 

population
 

of
 

childbearing
 

age
 

in
 

Shenzhen,and
 

to
 

pro-
vide

 

experimental
 

basis
 

for
 

screening,diagnosis
 

and
 

prevention
 

of
 

genetic
 

diseases
 

of
 

eugenics
 

and
 

eugenics.
Methods Quantitative

 

G6PD
 

enzyme
 

activity
 

test
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

married
 

people
 

in
 

Shenzhen.PCR
 

guided
 

hybridization
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

gene
 

mutation
 

in
 

the
 

positive
 

group
 

and
 

the
 

randomly
 

selected
 

negative
 

group.The
 

incidence
 

of
 

G6PD
 

deficiency
 

and
 

the
 

frequency
 

of
 

gene
 

mutation
 

were
 

analyzed.The
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

in
 

female
 

population
 

were
 

compared.Results A
 

total
 

of
 

24
 

190
 

premarital
 

people
 

were
 

screened,

571
 

of
 

whom
 

were
 

positive
 

for
 

enzyme
 

activity.The
 

total
 

physical
 

examination
 

rate
 

of
 

G6PD
 

deficiency
 

was
 

2.36%.A
 

total
 

of
 

347
 

of
 

them
 

were
 

male,332
 

(95.68%)
 

were
 

gene
 

mutations,224
 

of
 

them
 

were
 

female,215
 

(95.98%)
 

were
 

gene
 

mutations.There
 

were
 

11
 

gene
 

mutation
 

types
 

and
 

55
 

gene
 

types
 

in
 

the
 

positive
 

popula-
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tion.The
 

most
 

common
 

three
 

types
 

of
 

gene
 

mutations
 

were
 

c.1388
 

G>A,c.1376
 

G>T
 

and
 

c.95
 

A>G,ac-
counting

 

for
 

70.40%
 

of
 

the
 

total,followed
 

by
 

c.392
 

G>T(5.95%),c.871
 

G>A(5.95%)
 

and
 

c.1024
 

C>T
(4.73%),and

 

c.1311
 

C>T
 

polymorphism
 

mutation
 

was
 

11.38%.Among
 

the
 

428
 

randomly
 

selected
 

women
 

with
 

normal
 

enzyme
 

activity,96
 

(22.43%)
 

had
 

gene
 

mutations,78
 

had
 

c.1311
 

C>T
 

polymorphism
 

and
 

18
 

had
 

pathogenic
 

site
 

mutation,and
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

pathogenic
 

mutation
 

gene
 

was
 

4.20%.Compared
 

with
 

gene
 

mutation
 

detection,the
 

rate
 

of
 

missing
 

detection
 

of
 

enzyme
 

activity
 

in
 

female
 

population
 

was
 

68.63%.
Conclusion The

 

most
 

common
 

G6PD
 

gene
 

mutations
 

in
 

the
 

population
 

of
 

childbearing
 

age
 

in
 

Shenzhen
 

are
 

c.
1388

 

G>A,c.1376
 

G>t,c.95
 

A>G.The
 

combination
 

of
 

phenotype
 

test
 

and
 

molecular
 

test
 

is
 

helpful
 

for
 

the
 

pre
 

marital
 

genetic
 

consultation
 

of
 

G6PD
 

deficiency
 

in
 

female
 

premarital
 

population.
Key

 

words:glucose-6-phosphate
 

hydrogenase
 

deficiency; incidence; gene
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for
 

premarital
 

check-up

  葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PD)缺乏症是世界范围

内最常见的一种遗传性酶缺乏病,全球患者约有4亿

例,我国亦为G6PD缺乏症的高发地区之一,特别是

长江以南的广东、广西、海南、云南及四川等地区人群

患病率高[1-3]。G6PD缺乏症属典型的X连锁不完全

显性遗传红细胞酶缺陷疾病,G6PD基因位于染色体

Xq28,由13个外显子和12个内含子组成,参与515
种氨基酸编码,基因突变导致的氨基酸取代可引发蛋

白变异,从而导致不同程度的酶活性水平改变,使红

细胞抗氧化应急、损伤能力减弱或破坏[1]。世界各地

已鉴定出200多种G6PD基因型突变,中国人群中发

现的突变类型约35种,常见致病性变异有9种,占总

变异的90.00%以上[2-4]。
虽然大多数 G6PD缺乏症人群可能终生无临床

症状,也不影响生活质量,但在外源性药物、食物及感

染刺激下,可引发急性溶血,严重者未及时诊断、治疗

可引起肝、肾、或心功能衰竭,威胁患者的生命[1,5]。

G6PD
 

缺乏症是新生儿病理性黄疸的主要原因,严重

者常并发胆红素脑病,进而导致新生儿智力迟钝和死

亡[1,3,6]。有研究发现,G6PD缺乏症育龄夫妇,近期

生育风险与远期相关疾病患病风险较健康群体高,给
家庭造成精神和经济负担,也给优生优育带来挑

战[7]。对育龄夫妇进行婚前或孕前筛查,可让育龄夫

妇提前知晓生育风险,更有针对性地进行孕期检查,
提早对G6PD缺乏症可能导致的新生儿黄疸进行针

对性干预,相较于新生儿筛查更为经济有效,更有临

床意义。本研究通过对婚检人群进行酶活性及G6PD
基因突变检测,分析基因突变检测在婚前筛查中的价

值,为制订有效可行的人群G6PD缺乏症预防方案提

供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 2017年10月至2018年9月24
 

190
例到深圳市某妇幼保健院进行婚前检查者纳入研究,
男1

 

295例,女1
 

295例;平均(29.07±4.26)岁,均为

汉族。定量酶活性检测异常人群进行基因检测,基因

检测阴性者进一步进行测序分析。在酶活性正常女

性人群中,随机选取428例进行基因检测。

1.2 仪器与试剂 全自动生化分析仪(日立7600
型,日本);基因扩增仪(GeneAmp

 

PCR
 

System
 

9700,
美国);凯普医用核酸分子快速杂交仪(凯普生物科技

股份有限公司,广东);基因测序仪(ABI
 

3500
 

DX,美
国);G6PD定量检测试剂盒(速率法,广州科方生物技

术股份有限公司,广州);G6PD缺乏症基因检测试剂

盒(PCR+导流杂交法,凯普生物科技股份有限公司,
广东);血液基因组DNA提取试剂盒(离心柱型,凯普

生物科技股份有限公司,广东);扩增产物纯化试剂盒

QiagenDyeEx
 

2.0
 

Spin
 

Kit
 

(Qiagen,美国);BigDye
 

Terminator测序试剂盒(ABI,美国)。

1.3 方法

1.3.1 G6PD 酶活性检测 采用全自动生化仪、

G6PD定量检测试剂盒(速率法)进行酶活性检测。采

集静脉血2
 

mL于EDTA抗凝采血管中,离心后,取
20

 

μL红细胞加入1
 

mL溶解液溶解2
 

min,样品中

G6PD催化 G6P生成6PD,同时将 氧 化 型 辅 酶Ⅱ
(NADP)变成还原型辅酶Ⅱ(NADPH),25

 

min内通

过生化仪检测340
 

nm吸光度上升的速率,计算出标

本G6PD酶活性。G6PD酶活性<1
 

300
 

U/L判断为

G6PD酶活性降低。

1.3.2 G6PD基因突变检测 将酶活性检测剩余全

血标本存于-20
 

℃冰箱备用。采用血液基因组DNA
提取试 剂 盒(离 心 柱 型)、G6PD 基 因 检 测 试 剂 盒

(PCR+导流杂交法)进行核酸提取、PCR扩增及导流

杂交。用生物素标记的引物分别对 G6PD基因突变

区域进行特异度扩增,将扩增产物与固定在尼龙膜上

的不同突变位点探针在导流杂交仪上进行导流杂交,
然后通过化学显色对结果进行判读。严格按照试剂

说明书进行操作和结果判读,正常样本为生物素点及

所有正常探针处出现蓝紫色斑点;杂合突变为正常探

针及对应的突变探针位点都出现蓝紫色斑点;纯合突

变为突变探针出现蓝紫色斑点,而对应的正常探针位
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点没有出现蓝紫色斑点。方法试剂盒可检测 G6PD
基因6个外显子上14个中国人常见基因突变位点,
分别为c.95

 

A>G、c.392
 

G>T、
 

c.493
 

A>G、c.487
 

G>A、c.592
 

C>T、c.1311
 

C>T、c.1360
 

C>
 

T、

c.1376
 

G>T、c.1381
 

G>A、c.871
 

G>A、c.1004
 

C>A、c.1024
 

C>T、c.1387
 

C>T、c.1388
 

G>
 

A。

1.3.3 G6PD基因测序 将要测序的样本抽提DNA
后,采用5对序列分析引物进行2、5、6、9、11、12外显

子扩增,扩增产物用QiagenDyeEx
 

2.0
 

Spin测序试剂

盒进行纯化后,进一步用
 

BigDye
 

Terminator测序试

剂盒进行测序PCR,最后采用ABI3500DX测序仪进

行分析。用DNAman进行序列比对,确定测定的序

列为目标外显子序列。共21个测序位点,包括上述

14个基因突变检测位点及c.383
 

T>C、c.517
 

T>C、

c.519
 

C>T、c.563
 

C>T、c.1004
 

C>A 和c.1340
 

G>T。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计学软件对数

据进行处理分析。采用频数分析方法对各种变异位

点出现的频率进行统计分析;率的比较采用χ2 检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。女性人群漏检率

通过筛查女性人群总数、酶活性筛查检出率以及致病

性基因突变检出率进行计算。

2 结  果

2.1 酶活性检测结果 24
 

190例婚检人群中G6PD
酶活性检测阳性者共571例,G6PD缺乏症总体检出

率为2.36%(571/24
 

190),其中男性、女性酶活性筛

查阳性人数分别为347例和224例,检出率分别为

2.87%(347/12
 

095)和1.85%(224/12
 

095),经χ2 检

验,男性人群 G6PD缺乏症发生率明显高于女性人

群,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 基因检测结果 347例酶活性筛查阳性男性人

群,332例检出基因突变,突变检出率为95.68%;224
例酶活性筛查阳性女性,215例检出基因突变,突变检

出率为95.98%;共有24例(男15例、女9例)未检出

试剂盒所包含的14种基因突变,对标本进一步测序

分析发现4例男性存在基因突变,分别为c.1388
 

G>A突变2例,c.1360
 

C>T突变1例,c.517
 

T>C
突变1例。

571例酶活性检测阳性G6PD缺乏症人群,共检

出10种致病性基因突变和1种多态性位点,鉴定出

55种基因型。最常见3种基因突变为c.1388
 

G>A、

c.1376
 

G>T和c.95
 

A>G,合计占比为70.40%,其次

为c.392
 

G>T,c.871
 

G>A和
 

c.1024
 

C>T,占比分别

为5.95%、5.95%和4.73%。酶活性筛查阳性人群中,
合计65例检测到c.1311

 

C>T多态性位点,比例为

11.38%
 

(65/571),其中11例仅检测到c.1311
 

C>T
突变,未同时检测到致病性基因突变。40例标本(男

22例,女18例)
 

包含c.871
 

G>A突变的人群,均伴

随着c.1311
 

C>T多态性位点突变。各种基因突变

比例详见表1。
428例酶活性筛查阴性女性,96例检出基因突

变,含杂合子突变87例,纯合子突变9例,基因突变

检出率为22.43%,致病性基因突变检出率为4.20%
 

(18/428),与致病性无关的多态性位点c.1311
 

C>T
突变78例,比例为18.22%

 

(78/428)。共检测出6
种基因突变类型,致病性基因突变类型为c.1388

 

G>
 

A、c.1376
 

G>T和
 

c.95
 

A>G,详见表2。
表1  571例酶活性筛查阳性人群基因突变分布情况

突变类型
半合子

(n)
杂合子

(n)
纯合子

(n)
合计

(n)
构成比

(%)

c.1388
 

G>A 126* 42 11 179 31.35

c.1376
 

G>T 95 52 8 155 27.14

c.95
 

A>G 49 18 1 68 11.91

c.392
 

G>T 20 13 1 34 5.95

c.1024
 

C>T 14 13 0 27 4.73

c.1311
 

C>T 5 6 0 11 1.93

c.592
 

C>T 0 3 0 3 0.52

c.1360
 

C>T 3* 4 0 7 1.23

c.871
 

G>A 21 12 1 34 5.95

c.493
 

A>G 1 0 0 1 0.18

c.1004
 

C>A 1 0 0 1 0.18

c.517
 

T>G 1* 0 0 1 0.18

双重 0 30 0 30 5.25

未知 11 9 0 20 3.50

合计 347 202 22 571 100.00

  注:*共4例测序结果,其中2例
 

c.1388
 

G>A,1例c.1360
 

C>T,

1例c.517
 

T>G
 

突变为测序结果。

表2  428例酶活性筛查阴性女性基因突变分布

突变类型 纯合子(n)杂合子(n) 合计(n) 构成比(%)

c.1388
 

G>A 1 8* 9 2.10

c.95
 

A>G 0 3* 3 0.70

c.1311
 

C>T 8 70 78 18.23

c.1376G>T 0 4 4 0.94

c.1024
 

C>T 0 1 1 0.23

c.392G>T 0 1 1 0.23

未知 0 0 332 77.57

合计 9 87 428 100.00

  注:*5例伴随c.1311
 

C>T多态性位点突变,其中c.1388
 

G>A
突变中3例,c.95

 

A>G突变中2例。

3 讨  论

广东省是G6PD缺乏症的高发区之一。本研究

发现深圳婚检人群G6PD缺乏症检出率为2.36%,低
于早前报道范围。近年报道邻近深圳的东莞、广州地
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区G6PD缺乏症发生率分别为4.08%和3.40%[8-9]。
虽然,影响G6PD缺乏症流行病学的因素很多,如纳

入人群特点、检测方法等,但人口流动可明显影响

G6PD缺乏症的分布[1,10-11],深圳地区 G6PD缺乏症

检出率低可能与深圳人口来源特点关联密切[1],

G6PD缺乏症在我国的分布具有明显的地域差异性,
呈现南高北低的趋势[5],深圳虽地处G6PD缺乏症高

发区,但非广东地区外来人口越来越多,特别是低

G6PD缺乏症省市人口的流入将明显影响筛查结果。

G6PD缺乏症为X染色体连锁遗传,且存在X染色体

随机失活现象,因此,基于酶活性检测时男性检出率

明显高于女性,本研究男性人群检出率为2.87%,女
性人群检出率为1.85%,前者明显高于后者,差异有

统计学意义(P<0.05),与其他研究报道相同[1,5,9-11]。
研究显示,c.1388

 

G>A、c.1376
 

G>T和c.95
 

A
>G

 

3种基因突变类型在深圳人群中占据主导地位,
其次依次为c.392

 

G>T、c.871
 

G>A和c.1024
 

C>
T,这种基因突变分布特点与广东省内外汉族人群相

关研究结果一致[3,4,8-9,12]。c.592
 

C>T
 

、c.1360
 

C>
T和c.517

 

T>G突变较少在中国人群中报道[13],本
研究分别检出3、7、1例,表明深圳既具有中国人群

G6PD基因突变的普遍代表性,又显示出特定的地域

基因突变异质性。G6PD突变大多为单碱基取代突

变,从而导致氨基酸取代、蛋白质变异及酶活性水平

改变[1]。根据突变类型分类,本研究在酶活性筛查阳

性人群共检测到10种突变类型和1种多态性位点突

变,致病 性 突 变 以 单 碱 基 取 代 突 变 为 主,比 例 为

91.24%,检测到多重致病性突变30例,共计11种多

重突变基因型,与文献报道一致[1,4,11-13]。数据分析发

现,40例染色体含c.871
 

G>A突变的人群,无论是

男性还是女性,抑或单个碱基还是多重突变,均检测

到多态性c.1311
 

C>T突变,c.871
 

G>A和c.1311
 

C>T间的连锁不平衡现象在其他中国人群G6PD基

因突变研究中也有观察到[8,14]。事实上,在亚洲人群

以及欧洲人群中,也观察到c.1311
 

C>T与c.871
 

G
>A或其他致病性突变的连锁不平衡现象[15]。

位于11内含子的c.1311
 

C>T被认为是一种多

态性的同义突变,不会导致氨基酸取代,在国内外各

种族人群中普遍存在,无论 G6PD缺乏人群,还是

G6PD正常人群均可检测到c.1311
 

C突变的存在,但
各种族人群检出率差异明显(13.00%~45.00%)[16-18]。
本研究中酶活性异常人群c.1311

 

C>T检出率为

11.30%,酶活性正常女性人群检出率为18.23%。在

65例 酶 活 性 异 常 且 检 出c.1311
 

C>T 人 群 中,

83.08%(54/65)检出致病性G6PD基因突变,但在96
例检出基因突变的正常女性人群中,81.25%(78/96)
仅检测到c.1311

 

C>T突变,暗示1311位点突变可

能是 G6PD 基因的一个多 态 性 标 志 物,可 独 立 于

G6PD缺乏症存在[17]。一般认为c.1311
 

C>T突变

不会影响酶活性,但是,在酶活性筛查阳性人群中,观
察到11例单纯c.1311

 

C>T突变,包括5例男性半

合子,6例女性杂合子,可能原因包括试剂盒基因覆盖

不全、酶活性检测假阳性[18]。研究发现,c.1311
 

C>
T复合11内含子93T→C突变在人群中常见,且可导

致酶活性降低,机制尚未明确[19-21]。
G6PD缺乏症的X连锁不完全显性遗传方式导

致女性杂合子总体G6PD酶活性具有极大异质性,可
以表现正常、中度缺乏或显著缺乏,这种表型与基因

型之间的明显不一致,使得基于酶活性的表型检测方

法,对于筛查、确诊女性杂合子人群存在困难[1-4]。本

研究中428例酶活性检测正常女性,18例检出致病性

基因突变,比例为4.20%,根据本研究女性人群基数

以及酶活性筛查检出率和基因检测检出率评估,漏检

率高达68.63%。JIANG等[22]研究报道,78.50%的

女性杂合子人群G6PD酶活性正常;YAN等[23]研究

评估女性杂合子人群采用酶活性检测法的漏检率为

40.70%。根据G6PD遗传特点,女性杂合子漏检率

总体而言应在50.00%左右[1],充分表明酶活性检测

不足以用于女性杂合子诊断。G6PD缺乏症育龄夫

妇,近期生育风险与远期相关疾病患病风险较正常群

体高,采用酶活性及基因检测相结合的检测方式可充

分有效检测女性杂合子人群。
4 结  论

c.1388
 

G>A、c.1376
 

G>T、c.95
 

A>G、c.392
 

G>T、c.871
 

G>A和
 

c.1024
 

C>T是深圳地区常为

常见的6种G6PD基因突变类型,G6PD缺乏症表型

检测方法漏检率高,采用表型检测和分子检测相结合

的筛查、确诊方式有助于女性婚检人群G6PD缺乏症

婚前遗传咨询。
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