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摘要　 目的　 探究广西人群葡萄糖⁃６⁃磷酸脱氢酶 （Ｇ６ＰＤ）
基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ） 位点 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和ｃ． １００４Ｃ ＞
Ａ 与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症的发病风险相关性。 方法　 随机选取 ４１７
例 Ｇ６ＰＤ 缺乏症患者作为病例组，２９５ 例健康人群作为对照

组。 使用 ＳＮＰｓｃａｎＴＭ 多 重 ＳＮＰ 方 法 对 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和

ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 进行基因分型，通过 ＳＨＥｓｉｓ 分析两位点单倍型

频率。 结果　 在病例组和对照组中，ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 位点的基

因型 ＴＴ，ＣＣ ＋ ＣＴ 和等位基因 Ｔ 的分布频率差异具有统计学

意义［ＴＴ ｖｓ ＣＣ：（Ｐ ＝ ０. ００１， ＯＲ ＝ ０. ３７３， ９５％ ＣＩ ＝ ０. ２０４ ～
０. ６８３）； ＴＴ ｖｓ ＣＣ ＋ ＣＴ：（Ｐ ＝ ０. ００１， ＯＲ ＝ ０. ３７１， ９５％ ＣＩ ＝
０. ２０３ ～ ０. ６７８）；Ｔ ｖｓ Ｃ：（Ｐ ＝ ０. ００２， ＯＲ ＝ ０. ６０１， ９５％ ＣＩ ＝
０. ４３５ ～ ０. ８２９）］；而 ｃ． １００４ Ｃ ＞ Ａ 位点的基因型和等位基因

分布频率差异不具有统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 速率法检测

结果显示：相对于基因型 ＣＣ，ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 位点的基因型 ＣＴ
增加 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平，基因型 ＴＴ 降低 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平

（Ｐ ＜ ０. ０５），单倍型结果显示 Ｃ⁃Ｃ 和 Ｔ⁃Ｃ 与 Ｇ６ＰＤ 发病风险

有关（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 在广西人群中，ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 位点基

因型 ＴＴ、ＣＣ ＋ ＣＴ 和等位基因 Ｔ 与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症的发病风险

降低具有相关性。
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　 　 先天性溶血性贫血包括红细胞酶异常、红细胞

膜异常和血红蛋白异常，其中葡萄糖⁃６⁃磷酸脱氢酶

（ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，Ｇ６ＰＤ） 缺乏症

是常见的因红细胞酶异常而引起的溶血性疾病［１］。
Ｇ６ＰＤ 是以 Ｘ 染色体连锁不完全的显性遗传性溶血

性疾病，俗称“蚕豆病”， 临床表现为 Ｇ６ＰＤ 酶表达

水平降低，在中国南方广东、广西地区的发病率较

高。 由于其遗传特性，在男性患者的发病率明显高

于女性患者［２］。 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平不足可影响红细

胞的不稳定性，导致红细胞氧化损伤、引起溶血反

应，严重者可引起高胆红素血症进而产生神经毒性，
威胁患者生命健康［３］。 Ｇ６ＰＤ 基因突变可能会引起

Ｇ６ＰＤ 酶表达水平降低，广西最常见的突变基因位

点包括 ９５Ａ ＞ Ｇ、１３７６Ｇ ＞ Ｔ、１３８８Ｇ ＞ Ａ［４］。 该研究

分析 Ｇ６ＰＤ 基因 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和 ｃ． １００４ Ｃ ＞ Ａ 位点

突变与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症和酶表达水平的相关性，探讨

该位点突变是否会引起表型改变，为 Ｇ６ＰＤ 缺乏症

提供实验数据支撑，为筛查 Ｇ６ＰＤ 缺乏症患者提供

更加全面的检测指标。

１　 材料与方法

１． １　 研究对象　 随机选取 ２０１７ 年 １ 月—２０１９ 年 ６
月经确诊的 ４１７ 例 Ｇ６ＰＤ 缺乏症患者作为病例组，
并选取同期进行 Ｇ６ＰＤ 筛查的 ２９５ 例健康人群作为

对照组，其中，病例组男性 ２６１ 例，女性 １５６ 例；对照

组男性 ９８ 例，女性 １９７ 例。 病例组年龄为 １ ～ ９０
（３５. ０５ ± ２２. ３３） 岁，对照组年龄为 １ ～ ８６（３６. １１ ±
１８. ４８）岁，两组年龄差异不具有统计学意义（Ｐ ＝
０. ４９１）。 所有研究样本均于右江民族医学院附属

医院检验科检测，并经临床医师诊断确诊。 本研究

的所有研究对象均经受试者本人知情同意并签署知

情同意书。
１． ２　 全基因组 ＤＮＡ 提取 　 采集受试者 ＥＤＴＡ⁃Ｋ２

抗凝全血 ２ ｍｌ，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，去掉上清

液，吸取 ２０ μｌ 压积红细胞于 １ ｍｌ 去离子水完全溶

解，使用 Ｇ６ＰＤ 酶检测试剂盒（上海执诚生物科技有

限公司），采用日立 ７６００⁃ｓｅｒｉｅｓ 全自动生化分析仪

（日本株式会社日立高新技术公司） 检测 Ｇ６ＰＤ 酶

活性的表达。 再提取全基因组 ＤＮＡ，于 － ８０ ℃超低

温冰箱保存待测。
１． ３　 多重单核苷酸多态性（ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙ⁃
ｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）分型检测 　 使用 ＳＮＰｓｃａｎＴＭ 多重

ＳＮＰ 方法对 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰ ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ
进行分型。 操作步骤为：① 设计 ３ 条探针引物序

列，包括 ５′端的通用引物序列和等位基因鉴别引物
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序列，以及 １ 条 ３′端特异性序列、位点鉴别连接序

列。 两个等位基因特异性鉴别序列与通用引物连接

生成产物基因型，引物序列如表 １ 所示。 ② 高温处

理短片段基因组 ＤＮＡ 并与探针混合物变性复性。
③ 加入连接酶反应体系，特异性连接同一模板上紧

邻的配对探针，生成连接产物。 ④ 通过荧光标记的

通用引物扩增连接产物，使用荧光毛细管电泳鉴别

不同长度的扩增产物，通过其峰谱鉴定不同位点的

基因型。 ＰＣＲ 反应程序为：９８ ℃、２ ｍｉｎ；９４ ℃、２０ ｓ，
６２ ℃、４０ ｓ，７２ ℃、１. ５ ｍｉｎ，９ 个循坏；９４ ℃、２０ ｓ，５７
℃、４０ ｓ，７２ ℃、１. ５ ｍｉｎ，２５ 个循坏。

表 １　 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 引物序列

ＳＮＰ 引物序列

ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ Ａ１： ＡＡＣＧＴＧＡＡＧＣＴＣＣＣＴＧＡＣＧＣＣＡＡＣ
Ａ２： ＡＡＣＧＴＧＡＡＧＣＴＣＣＣＴＧＡＣＧＣＣＧＡＴ
Ｐｃ： ＧＡＧＣＧＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＧＡＹＧＴ

ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ Ａ１： ＣＣＣＧＣＧＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣ
Ａ２： ＣＣＣＧＣＧＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＡＧＡ
Ｐｃ： ＣＡＣＴＴＴＴＧＣＡＧＣＣＧＴＣＧＴＣ

　 　 Ａ１、Ａ２ 分别代表等位基因鉴别序列；Ｐｃ 代表通用引物序列

１． ４ 　 统计学处理 　 Ｇ６ＰＤ 病例组和对照组的基因

型和等位基因频率采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计所得，两组

的基因型和等位基因分布差异通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归计

算，并经年龄和性别校正计算 Ｐ 值和风险值。 通过

在线 ＳＨＥｓｉｓ 软件计算两个 ＳＮＰｓ 位点的单倍型分布

频率。 检验水准 α ＝ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 Ｇ６ＰＤ 病例组与对照组的性别差异比较 　 本

研究纳入对象共 ７１２ 例，病例组男性 ２６１ 例，占

６２. ６％ ，女性 １５６ 例，占 ３７. ４％ ；对照组男性 ９８ 例，
占 ３３. ２％ ，女性 １９７ 例，占 ６６. ８％ 。 与对照组相比，
病例组男性发病率升高（６２. ６％ ），差异具有统计学

意义 （Ｐ ＜ ０. ００１，ＯＲ ＝ ３. ３６３， ９５％ ＣＩ ＝ ２. ４５９ ～
４. ６００）。
２． ２　 两组 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰ 比较　 本研究选取 Ｇ６ＰＤ 基

因两个多态性位点 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 进

行基因型和等位基因比较，如表 ２ 所示，在病例组和

对照组中， ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 位点的基因型 ＴＴ 和 ＣＣ ＋
ＣＴ 和等位基因 Ｔ 与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症的发病风险降低

有关［ＴＴ ｖｓ ＣＣ：（Ｐ ＝ ０. ００１， ＯＲ ＝ ０. ３７３， ９５％ ＣＩ ＝
０. ２０４ ～ ０. ６８３）； ＴＴ ｖｓ ＣＣ ＋ ＣＴ：（Ｐ ＝ ０. ００１， ＯＲ ＝
０. ３７１， ９５％ ＣＩ ＝ ０. ２０３ ～ ０. ６７８ ）； Ｔ ｖｓ Ｃ： （ Ｐ ＝
０. ００２， ＯＲ ＝ ０. ６０１， ９５％ ＣＩ ＝ ０. ４３５ ～ ０. ８２９）。 然

而，ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 位点的基因型和等位基因在两组间

的分布频率差异无统计学意义。
２． ３　 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰ 与 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平的相关性　
检测 Ｇ６ＰＤ 病例组和对照组两组 Ｇ６ＰＤ 酶的表达水

平，并比较 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰ ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 不同基因型之间

Ｇ６ＰＤ 的表达水平差异，研究结果显示，Ｇ６ＰＤ 病例

组的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平低于对照组（Ｐ ＜ ０. ００１），见
图 １Ａ。 在 Ｇ６ＰＤ 病例组中，相对于 ｃ． １３１１ 基因型

ＴＴ和ｃ ． １３１１基因型ＣＣ患者，携带ｃ ． １３１１基因型

表 ２　 两组间 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰｓ基因型和等位基因分布频率比较［ｎ（％ ）］

基因名称 病例组（ｎ ＝ ４１７） 对照组（ｎ ＝ ２９５） Ｐ 值 ＯＲ（９５％ ＣＩ） Ｐａ 值 ＯＲ（９５％ ＣＩ） ａ

ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ
　 ＣＣ ３５３（８４． ７） ２２３（７５． ６）
　 ＣＴ ４１（９． ８） ４３（１４． ６） ０． ０３１ ０． ６０２（０． ３８０ ～ ０． ９５４） ０． ７４４ １． ０８５（０． ６６５ ～ １． ７７０）
　 ＴＴ ２３（５． ５） ２９（９． ８） ０． ０１８ ０． ５０１（０． ２８３ ～ ０． ８８８） ０． ００１ ０． ３７３（０． ２０４ ～ ０． ６８３）
ＣＣ ＋ ＣＴ ０． ０３１ ０． ５３５（０． ３０３ ～ ０． ９４６） ０． ００１ ０． ３７１（０． ２０３ ～ ０． ６７８）
ＣＴ ＋ ＴＴ ０． ００３ ０． ５６２（０． ３８５ ～ ０． ８１８） ０． ０９２ ０． ７１２（０． ４８０ ～ １． ０５６）
　 Ｃ ７４７（８９． ６） ４８９（８２． ９）
　 Ｔ ８７（１０． ４） １０１（１７． １） ＜ ０． ００１ ０． ５６４（０． ４１４ ～ ０． ７６８） ０． ００２ ０． ６０１（０． ４３５ ～ ０． ８２９）
ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ
　 ＣＣ ４０９（９８． １） ２９５（１００． ０）
　 ＣＡ ４（１． ０） ０（０） ０． ９９９ － ０． ９９９ －
　 ＡＡ ４（１． ０） ０（０） ０． ９９９ － ０． ９９９ －
ＣＣ ＋ ＣＡ ０． ９９９ － ０． ９９９ －
ＣＡ ＋ ＡＡ ０． ９９９ － ０． ９９９ －
　 Ｃ ８２２（９８． ６） ５９０（１００． ０）
　 Ａ １２（１． ４） ０（０） ０． ９９９ － ０． ９９９ －

　 　 ａ：经年龄和性别校正后的值
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图 １　 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 基因多态性与 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平

　 　 Ａ：两组的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平差异；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜０. ００１；Ｂ：病例组 Ｇ６ＰＤ 基因多态性位点 ｃ． １３１１ 不同基因型的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平差

异；Ｃ：对照组和病例组 ＣＴ 的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平差异；与 ＣＣ 组比较：△△△Ｐ ＜０. ００１；与 ＣＴ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜０. ００１；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜０. ００１

ＣＴ 患者有较高 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平（Ｐ ＜ ０. ００１），见
图 １Ｂ，但其仍低于对照组 ｃ． １３１１ 基因型 ＣＴ 的表达

水平（Ｐ ＜ ０. ００１），见图 １Ｃ。
２． ４　 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰｓ 单倍型分析　 将本研究 Ｇ６ＰＤ 突

变的两位点 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 进行在线

ＳＨＥｓｉｓ 单倍型分型。 结果显示，该两多态性位点有

３ 种单倍型组合，包括 Ｃ⁃Ｃ、Ｔ⁃Ｃ 和 Ｔ⁃Ａ，主要为 Ｃ⁃Ｃ
单倍型，在 Ｇ６ＰＤ 病例组和对照组分别占 ８９. ６％ 和

８２. ９％ 。 Ｃ⁃Ｃ 单倍型在两组间差异具有统计学意

义，携带 Ｃ⁃Ｃ 单倍型与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症发病风险增加

有关（Ｐ ＜ ０. ００１， ＯＲ ＝ ２. ０５７， ９５％ ＣＩ ＝ １. ４９４ ～
２. ８３２），而携带 Ｔ⁃Ｃ 单倍型与 Ｇ６ＰＤ 缺乏症发病风

险降低有关 （Ｐ ＜ ０. ００１， ＯＲ ＝ ０. ４８６， ９５％ ＣＩ ＝
０. ３５３ ～ ０. ６６９）。 见表 ３。

表 ３　 病例组和对照组的 Ｇ６ＰＤ ＳＮＰ 单倍型分析［ｎ（％ ）］

单倍型 病例组（ｎ ＝ ８３４） 对照组（ｎ ＝ ５９０） χ２ 值 Ｐ 值 ＯＲ（９５％ ＣＩ）
Ｃ⁃Ｃ ７４７（８９． ６） ４８８（８２． ９） ２０． １２ ＜ ０． ００１ ２． ０５７（１． ４９４ ～ ２． ８３２）
Ｔ⁃Ｃ ７５（９． ０） １０１（１７． １） ２０． １２ ＜ ０． ００１ ０． ４８６（０． ３５３ ～ ０． ６６９）
Ｔ⁃Ａ １２（１． ４） ０（０． ０） － － －

３　 讨论

　 　 Ｇ６ＰＤ 酶是在磷酸戊糖途径中的关键酶，能使

反应产物还原型辅酶Ⅱ作为保持谷胱甘肽还原性的

供氢体，维持红细胞的稳定性。 ２０１７ 年，中国 Ｇ６ＰＤ
缺乏症的总体发病率达到 ０. ７７％ ，而新生儿 Ｇ６ＰＤ
缺乏症发病率高达 ３. ３９％ ，其中山西的发病率最

低，而广西的发病率最高［５］。 Ｇ６ＰＤ 酶缺陷引起患

者严重溶血反应、高胆红素血症和神经性脑病。 既

往研究［６］表明 ＳＮＰ 影响基因功能。 Ｇ６ＰＤ 缺乏症主

要是由于基因突变以及遗传因素导致 Ｇ６ＰＤ 酶表达

活性或表达水平降低引起，Ｇ６ＰＤ 位于 Ｘ 染色体长

臂，遗传方式呈 Ｘ 连锁不完全显性遗传。 男性只有

一条 Ｘ 染色体，女性有两条 Ｘ 染色体。 因此，男性

只要发生 Ｇ６ＰＤ 染色体变异即呈致病表现。 男性发

病率较女性高。 然而，Ｇ６ＰＤ 酶缺陷患者在没有外

源诱导发病机制时不发病，如蚕豆、某些化学药物

等［７］。 在广西人群中，常见的 Ｇ６ＰＤ 突变位点包括

ｃ． ９５Ａ ＞ Ｇ、ｃ． ８７１Ｇ ＞ Ａ、ｃ． １０２４Ｃ ＞ Ｔ、ｃ． １３７６Ｇ ＞ Ｔ
和 ｃ． １３８８Ｇ ＞ Ａ［５］。 ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 是指 Ｇ６ＰＤ 基因 １１
外显子发生 Ｃ→Ｔ 突变。 近年来，研究［８ － １０］ 表明

ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 联合其他多态性位点的单倍型分型与

Ｇ６ＰＤ 酶活性降低有关。 广西地区处于多种遗传性

疾病的高发地区。 因此，研究广西群体的基因多态

性具有重要价值。
　 　 该研究检测了 Ｇ６ＰＤ 酶缺陷患者的 ｃ． １３１１Ｃ ＞
Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 两位点。 结果显示，在该研究群体

中，男性 Ｇ６ＰＤ 发病风险高于女性患者，相对于对照

组，Ｇ６ＰＤ 缺乏症患者的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平显著降

低；相对于 ｃ． １３１１ 基因型 ＴＴ 和 ＣＣ 患者，携带

ｃ． １３１１基因型 ＣＴ 患者有较高的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平，
然而，ｃ． １３１１ 基因型 ＣＴ 患者的 Ｇ６ＰＤ 酶表达水平

仍比正常组人群的 Ｇ６ＰＤ 表达水平低。 该研究显示

ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 与 Ｇ６ＰＤ 的发病风险无关。 将ｃ． １３１１Ｃ
＞ Ｔ 和 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 位点联合进行单倍型分析，结果

显示，单倍型 Ｃ⁃Ｃ 与 Ｇ６ＰＤ 发病风险增加有关，而单

倍型 Ｃ⁃Ｔ 与 Ｇ６ＰＤ 发病风险降低有关。 ｃ． １００４Ｃ ＞
Ａ 是国内少见的 Ｇ６ＰＤ 基因突变类型，在李文瑞

等［１１］研究结果中，６７２ 例 Ｇ６ＰＤ 缺乏症患者出现

ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 基因突变例数仅有 ６ 例。 在该研究中，
共检出 ｃ． １００４Ｃ ＞ Ａ 基因突变 ８ 例，其中包括 ４ 例

杂合子突变 ＣＡ 和 ４ 例纯合子突变 ＡＡ。 以往研

究［１２］表明 Ｇ６ＰＤ 基因 ｃ． １３１１ 的等位基因 Ｃ 突变为

Ｔ，其氨基酸及蛋白并未发生改变，属于同义突变，
与 Ｇ６ＰＤ 缺乏无关，并且该基因突变位点主要出现

于地中海贫血性疾病中。 然而，该研究ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ
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位点突变降低 Ｇ６ＰＤ 疾病的发病风险，并且本研究

群体的疾病诊断排除了地中海贫血。 然而，该基因

位点不同基因型的 Ｇ６ＰＤ 表达水平存在统计学差

异，与以上研究结果不一致。 其可能原因：第一，
Ｇ６ＰＤ 病例组研究群体所选样本均来自长期居住在

广西地区，可能存在影响该位点的遗传特异性；第
二，病例组人群可能存在其他位点的基因突变，影响

ｃ． １３１１Ｃ ＞ Ｔ 位点突变结果以及干扰 Ｇ６ＰＤ 表达水

平。
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