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#姐弟的家系酸性
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#基因的新致病性突变$方

法
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个外

显子及剪接位点序列!对
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糖原贮积症
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型$
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O7̂

'
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称
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病#是一种由于酸性
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葡萄糖苷酶$
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&或酸性麦芽糖酶$

89'&1&$&1%

#

7J#++R26"?

2$%1M'

&缺陷引起的常染色体隐性溶酶体储积症*根据发病

年龄#

O7̂

'

可分为婴儿型和晚发型%其中婴儿型又可分为经

典及非经典两类#晚发型可进一步分为青少年及成年起病

型'

$

(

*婴儿型症状最为严重#快速进展的骨骼肌无力所致呼吸

衰竭及心肌肥大所致心力衰竭为其特征性表现%如不及时治

疗#多在
$

岁内死亡*青年型患者表现为缓慢进展的肌无力或

进行性肌营养不良#常累及呼吸肌需要机械通气#极少累及心

肌'

1

(

*

O;;

酶活性下降程度与发病年龄及
O7̂

'

疾病的严

重程度有关'

'

(

*

O;;

酶活性降低是由
O;;

基因$

YK

.

%%%$M1

&突变引起的*

O7̂

'

的确诊依赖于
O;;

酶活性的测

定或
O;;

基 因 分 析*

O7̂

'

普 遍 发 病 率 大 约 为
$m

0%%%%

'

0

(

*中国台湾
O7̂

'

新生儿的发病率为
$m1%%%%

"

0%%%%

'

M

(

*中 国 台 湾 婴 儿 型
O7̂

'

的 发 病 率 大 约 为

$m'''''

'

)

(

*迄今中国大陆仅有少数几篇关于
O;;

突变分析

的报道'

-.$0

(

*本文对一患有青年型
O7̂

'

的姐弟俩的家系
O;;

基因的新致病性突变$

5&$1$)O

%

;

#

5&$('M9

%
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&进行分析*

D

!

资料与方法

D&D

!

一般资料
!

本项目研究对象为临床诊断为
O7̂

'

的一

家系$二代人#共
M

人&一患病姐弟及健康的父母和姐姐$图

$

&*该家系来自福建三明市#汉族*先证者父母为非近亲婚

配#其母孕期体健#先证者父母和姐姐有均无心脏)骨骼或肌肉

的异常表现#血缘亲属中无相应病史*先证者
$

!男#弟弟#

1

岁#

1%$1

年
$1

月出生#足月顺产#出生体质量
0&-W

@

#出生时

无窒息抢救史#因+咳嗽)呼吸困难并全身肌肉无力
1

个月余,

于
1%$0

年
$1

月
1-

日入住中山大学附属第一医院儿童重症监

%)01

重庆医学
1%$)

年
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卷第
$/

期

"

基金项目!

1%$%

年国家临床重点专科建设项目$部
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作者简介!徐玲玲$
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&#主治医师#硕士研究生#主要从事儿童内分泌及重

症医学的研究*
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通讯作者#
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护病房抢救*患儿
'

个月抬头#

)

个月坐#

$

岁能扶站#

$

岁
/

个月能独立行走*入院查体!机控呼吸
1%

次"分#体质量
(&%

W

@

$

R'&%7̂

&#身高
(M54

$

%&17̂

&#消瘦#身高别体质量
R'&1

7̂

'

$M

(

#未见明显的肝脾肿大及舌体肥大*神经系统检查双上

肢肌力
1

或
'

级#双下肢肌力
1

级#膝腱及跟腱反射消失*血

肌酸激酶升高为
1%$

"

$-))k

"

3

$正常值
1M

"

1%%k

"

3

&*心

脏彩超提示肥厚性心肌病*肌电图显示左侧股直肌)左侧肱二

头肌)双侧胫骨前肌及右侧腓肠肌神经源性损伤*先证者
1

!

女#姐姐#

0

岁#

1%$%

年
$1

月出生#足月顺产#出生体质量
'&(

W

@

#出生时无窒息抢救史#因+反复呼吸道感染)呼吸困难并全

身肌肉无力
$

个月余,于
1%$0

年
$1

月
'%

日入住中山大学附

属第一医院儿童重症监护病房抢救*患儿
'

个月抬头#

)

个月

坐#

$

岁能扶站#

$

岁
1

个月能独立行走*入院查体!机控呼吸

1%

次"分#体质量
$1&%W

@

$

R'&M7̂

&#身高
(M54

$

R1&%7̂

&#

消瘦#身高别体质量
R1&17̂

'

$M

(

#未见明显的肝脾肿大及舌体

肥大*神经系统检查双上肢肌力
0

级#双下肢肌力
'

级#膝腱

及跟腱反射减弱*血肌酸激酶升高$

1'-

"

/%'k

"

3

&*心脏彩

超提示左心室肥大*肌电图显示左侧腓肠肌)双侧肱二头肌及

胫骨前肌神经源性损伤*
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方法

D&E&D

!

O;;

酶活性测定
!

用外周血白细胞法检测'

$)

(

*

D&E&E

!

提取
Ŷ;

!

基因组
Ŷ;

的提取经患者家属知情同

意#并经中山大学伦理委员会批准后#取先证者
$

及其父母外

周血
143

#应用过柱法$

fN;A4

F

PC""! Ŷ; K#,#Q#?

#

fN;.

O8Y

公司#美国&提取外周血
Ŷ;

*

D&E&F

!

对患者及其父母和姐姐的
O;;

基因序列分析
!

基因

的全部
1%

个外显子及剪接位点进行直接序列分析*应用

26#4>626>4#>6M&%

软件针对
O;;

基因的外显子编码区设计

引物#应用
1T29< KA+?>6K#I

聚合酶$

:N;YO8Y

#天根&进

行
29<

扩增$

;PN(-%%

型
29<

仪#

3#E>?>5B,"C"

@G

#美国&#然

后对
29<

产物进行直接测序$

;PN'M%%

测序仪#

3#E>?>5B,"C".

@G

#美国&#与参考序列$

YO

.

%%(/11&$

与
YK

.

%%%$M1&'

&进行

比较#从而发现可能存在的基因突变*变异位点的描述按人类

基因组变异协会所推荐的命名法则$
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E

!

结
!!

果

E&D

!

先证者
O;;

酶活性水平
!

先证者
$

的
O;;

酶活性为

$&0M,4"C

-

B

R$

-

4

@

R$

$正常值为大于
$0&%%,4"C

-

B

R$

-

4

@

R$

&#先证者
1

的
O;;

酶活性为
$&%',4"C

-

B

R$

-

4

@

R$

#

均诊断为青年型
O7̂
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E&E
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先证者
$

的
O;;

基因
!

先证者
$

的
O;;

基因有两个

复合杂合性突变!

5&$1$)O

%

;

和
5&$('M9

%

;

*其中位于第
/

外显子的
5&$1$)O

%

;

突变#使第
0%)

位密码子
O;9

变为

;;9

#导致正常的天门冬氨酸$

;+

F

&变为天冬酰胺$

;+,

&#即

F

&;+

F

0%);+,

错 义 突 变 $图
1;

&%位 于 第
$0

外 显 子 的

5&$('M9

%

;

突变#使第
)0M

位密码子
O;9

变为
O;;

#导致正

常的天门冬氨酸$

;+

F

&变为谷氨酸$

OCD

&#即
F

&;+

F

)0MOCD

错

义突变$图
1P

&*其中
5&$1$)O

%

;

突变来自父亲#父亲为该

突变的杂合子%

5&$('M9

%

;

突变来自母亲#母亲为该突变的

杂合子*先证者
1

及未患病的姐姐因其父母不同意#未行基因

检测*由于
O;;

基因位于常染色体上#该突变在此家系中的

传递符合孟德尔遗传规律#遗传方式符合常染色体隐性遗传病

的特征*

O;;

基因的
5&$1$)O

%

;

和
5&$('M9

%

;

复合杂合

性突变导致了姐弟俩出现以呼吸困难及心肌肥大为特征的青

年型
O7̂

'

*先证者父母因社会因素拒绝给先证者
1

及未患

病姐姐行基因学检查*两位先证者住院期间予小潮气量机械

通气#抗生素静滴控制肺部感染#加强翻身拍背吸痰#营养神

经)护心)护肝等对症支持治疗后#均很快撤离呼吸机#感染控

制后出院*现姐姐可自行爬楼梯#弟弟可自行行走*两者因为

社会因素均未使用酶治疗*

图
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!!

一个青年型
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的家系
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!患者及其父亲的
5&$1$)O

%

;

$

F
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F
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&基因突变%

P

!患

者及其母亲的
5&$('M9

%

;

$

F

&;+

F

)0MOCD

&基因突变*

图
1

!!

O;;

基因外显子
$0

和
/

的部分测序结果

F

!

讨
!!

论

O7̂

'

是由于
&

.$

#

0

葡萄糖苷酶缺乏引起一种常染色体

隐性遗传病'

$/

(

*目前
O7̂

'

在世界范围内均有发病#约为
$m

0%%%%

"

$m$0)%%%

'

0

(

%中国大陆地区仅见散发病例报道*

O;;

基因是
O7̂

'

的致病基因
0

#位于
$-

S

1M&'

#长约
1/QH

#

包含
1%

个外显子*

O;;

酶是由
(M1

个氨基酸组成$

B??

F

!""

@

>,"4>&D5+5&>!D

&的相对分子质量为
$%M%%%k

的酶蛋白#包

含
-

个不同部位的树状结构#其前体需经过广泛的翻译后修

$)01

重庆医学
1%$)

年
)

月第
0M

卷第
$/

期



饰#才成为成熟的酶'

$/
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迄今全世界已发现的引起
O7̂

'

的
O;;

基因突变
M%%

种 $

B??

F

!""

JJJ&B

@

4!&5E&A5&DW

#

VOK^ 26"E>++#",AC

#

1%$0&%(

&*

O;;

基因突变主要集中在基因的
'

个临界区域!

包含起始密码子的外显子
1

#包含酶催化部位的外显子
$%

和

$$

#及与蛋白高度保守区域相对应的
$0

号外显子'

$(

(

*突变类

型主要为错义突变及无义突变等'

1%

(

*

O;;

基因突变具有种

族差异*如最常见的突变为高加索患者的
5&.'1.$':

%

O

突

变'

1$

(

*然而
5&$('M9

%

;

$

F

&;+

F

)0MOCD

&和
5&11'/O

%

9

$

:6

F

-0)9

G

+

&是中国台湾患者常见的突变类型'

/

#

11

(

#但这两突

变不存在日本人中'

1'

(

*在中国大陆
O;;

突变所致
O7̂

'

仅

见散发病例报道*

D̀

等'

/

(学者对
$/

例中国婴儿型
O7̂

'

的

患儿进行基因分析#发现中国大陆
)

种新突变$

5&$'M)!>C9

#

5&'-/O

%

;

#

5&$/1-9

%

O

#

5&/M(.1;

%

:

#

5&$MM$l1:

%

O

#

A,!

5&$0)MO

%

:

&*本研究报道中国大陆一青年型
O7̂

'

家系的

两个新突变基因
5&$('M9

%

;

$

F

&;+

F

)0MOCD

&和
5&$1$)O

%

;

$

F

&;+

F

0%);+,

&*

5&$1$)O

%

;

突变尚少见在国内外患者中报

道*

5&$('M9

%

;

突变已被证实可引起突变等位基因编码的蛋

白残存的
O;;

酶活性严重减少*

本研究报道的这一青年型
O7̂

'

的姐弟除了有反复呼吸

道感染)呼吸困难)呼吸肌及四肢肌肉无力主要表现这些症状

外#同时合并心肌的受累*呼吸困难是青年型
O7̂

'

常见的

临床表现#常常进展为呼吸衰竭#需要呼吸机辅助通气治

疗'

10

(

*有研究表明#晚发型$青年型和成年型&小于
$%U

的患

者出现心血管受累#如心电生理的异常和心肌肥大'

1M

(

*本研

究患病姐姐存在左心室肥大%患病弟弟存在肥厚型心肌病*这

在晚发型中是少见的*本研究在治疗上予小潮气量机械通气)

抗生素抗感染)加强翻身拍背吸痰#同时营养神经)护心)护肝

等对症支持治疗#患儿很快撤离呼吸机*由于社会因素#两例

患儿均未予酶替代治疗*

本研究发现#先证者$即弟弟&遗传了母亲的
5&$('M9

%

;

$

F

&;+

F

)0MOCD

&突变基因和父亲的
5&$1$)O

%

;

$

F

&;+

F

0%);+,

&

突变 基 因*其 父 母 均 为 无 症 状 的 携 带 者*错 义 突 变

5&$1$)O

%

;

#位于第
/

外显子#可能为不全或低外显率突变基

因#需注意基因的多态性#但结合临床可以确诊为
O7̂

'

#且

目前尚未被报道*另一个错义突变
5&$('M9

%

;

#位于外显子

$0

#已在台湾患者中发现'

1)

(

*现在在中国大陆已有早发型和

晚发型患者发现
5&$('M9

%

;

突变基因文献'

/

#

1-

(

*错义突变

被报道与酶的合成)转运)翻译后修饰及功能有关'

1/

(

*

7B#>B

等'

1(

(报道中国患儿
/%U

存在
;+

F

.)0M

&

OCD

改变*基因突变

导致
;+

F

.)0M

&

OCD

被证实影响合成
&

葡萄糖苷酶前体的转

运)磷酸化和蛋白酶加工的过程#最终导致
&

葡萄糖苷酶活性

下降
)-U

'

'%

(

*

5&$1$)O

%

;

基因突变导致患病的可能原因有

几种*$

$

&在多重序列比对分析中发现#在数种哺乳动物中该

酶均存在氨基酸高度保守区域#该保守区域改变可能导致患

病*$

1

&该突变导致带电荷的天门冬氨酸变为不带电荷的天冬

酰胺#可能导致蛋白质构象的改变从而影响酶的活性*研究也

发现许多错义突变产生单一的氨基酸的改变在迟发型
O7̂

'

患者中多见'

'$

(

*

本研究中#患儿父亲携带
5&$1$)O

%

;

基因突变#母亲携

带
5&$('M9

%

;

#均为杂合状态#临床上无症状*弟弟有

5&$('M9

%

;

$

F

&;+

F

)0MOCD

&和
5&$1$)O

%

;

$

F

&;+

F

0%);+,

&两

个基因突变*不幸的是#健康姐姐及患病姐姐的基因因社会因

素未能检测*结合患病的情况#推测患病姐姐携带同弟弟一样

的两个基因突变*健康姐姐的基因突变可能与父亲或母亲的

一样*文献报道
O;;

酶活性下降程度与发病年龄与
O7̂

'

疾病的严重程度有关'

'1

(

*但临床上发现弟弟较患病姐姐发病

早#病情重#

O;;

酶活性较姐姐的高*已有的报道发现中国患

者
5&$('M9

%

;

基因突变所致的临床表型存在变异性*而且

文献报道#

O7̂

'

的临床表型除了受基因型影响#还受其他因

素#如生后的环境因素来影响疾病的临床表现及疾病病程'

''

(

*

因此#

5&$1$)O

%

;

基因突变导致
2"4

F

>

病的临床表型难以

确定*

K

G

"L

G

4>

$重组
O;;

酶&替代治疗是目前婴儿型及晚发

型
O7̂

'

的惟一特异性治疗方法%治疗越早#疗效越显

著'

'0.'M

(

*但治疗费用极其昂贵)部分患者存在免疫反应及神

经肌肉的不可修复损害等*

总之#本研究通过酶学及基因学确诊了中国大陆一患青年

型
O7̂

'

姐弟#发现一新的杂合
O;;

基因突变
5&$1$)O

%

;

和
5&$('M9

%

;

*这对迟发型
O7̂

'

来说#该基因突变的发

现#对以后早期诊断具有重要意义*
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