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摘!要!对一个中国汉族L7931/0综合征遗传 家 系 致 病 基 因 突 变 位 点 进 行 鉴 定$以 期 了 解 该 病 的 分 子 遗 传 学 基 础)

首先提取先证者基因组M5N$B>O扩增尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶/0&#’#基因的’个外显子$以琼脂糖电泳

鉴定B>O产物$纯化后直接测序鉴定)基因扫描显示$与血清胆红素水平密切相关的/0&#’#基 因 在 第#和 第’
外显子存在纯合突变$而/0&#’#基因启动子区域和内含子+外显子剪接边界位点 序 列 未 检 测 到 突 变)进 一 步 对

其他家系成员该基因的相应位点进行突变检测$结果 显 示 他 们 在 第#和 第’外 显 子 也 存 在 杂 合 突 变$其 中 还 有 两

个成员在启动子区域检测到!FN"插入突变)对家系成员未抗凝新鲜血液进行生化 检 测 证 实 了 基 因 突 变 分 析 的 结

果)综合以上结果发现该家系)种突变并存$致病因素为第#和+或第’外显子突变$为显性遗传$两种突变位点纯

合导致先证者出现严重胆红素代谢功能障碍)该家系因此成为L7931/0综合征突变位点及其致病机理研 究 的 一 个

典型临床病例)
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!!L7931/0综 合 征!L7931/0[482/.D1$L+"又 称 先

天性非溶血性黄疸$#I%#年由L7931/0首先报道&#’)
该综合征男性多见$发现黄疸的年龄一般在#%岁左

右$并有家族性$为常染色体遗传)一般认为$其发

病机理主要是由于尿苷二磷酸葡萄糖醛酸基转移酶

!,/72781 ’‘;27-?.[-?601;C9,:,/.8.[490/68[=1/6[1$

RLF"表达水平或活力下降$导致肝脏内非结合型胆

红素向结合型胆红素的转化过程发生障碍$从而引

起以血清非结合型胆红素水平升高为主的临床综合

征)此 病 在 国 内 外 均 有 报 道$发 病 率 为 )a !
(a&!’)

RLF功能 多 种 多 样$但 主 要 与 各 种 物 质 的 代

谢有关$人体内仅有#种RLF即/0&#’#与胆红

素的代谢有关)目前$已发现)%多个/0&#’#基

因突变位点$分 别 位 于 启 动 子 区 域 和’个 外 显 子

中&)!’’)L7931/0综 合 征 中/0&#’#基 因 异 常 包 括

两种类型# !#"FNFN框FN插入型$为常染色体

隐性遗 传$在/0&#’#的 启 动 子FNFN框 中 一 般

有 FN 插 入$使 正 常 N !FN"$FNN 突 变 为 N
!FN"(FNN&)$$’)!!"单碱基突变$为常染色体显性

遗传$东 方 人 中 多 为 此 类 型$其 中$/0&#’#的

!L94(#N/C" 较 为 多 见$ 另 外$ /0&#’#
!B/.!!IL98"%第&外 显 子 !N/C)$(L94"%第’外

显子 !F4/&"$N[-"的突变等也有报道&!$(’)
目前$国内外对此综合征的研究都有报道$大多

数相关研究都涉及分子水平$深入研究导致产生高

胆红素表型的分子机制$并且通过体外实验研究了

这种突变对 于 酶 活 性 的 影 响&"$I’$还 有 证 据 表 明 磷

酸化修饰 也 是/0&#’#酶 活 性 所 必 需 的&#%’$而 国

内针对中国人群该突变的分子遗传学研究尚未被充

分报道)在对 中 国 人 群L7931/0综 合 征 跟 踪 研 究 的

过程中$我们发现了#个L7931/0综合征遗传 家 系)
为了解其分子遗传学基础$本研究采用B>O及直接

测序的方法$对与胆红素的代谢相关的/0&#’#基

因进行了详细的突变筛查$鉴定了L7931/0综合征家

系中该基因的突变位点$并通过血液生化指标的检

测进一步对突变的表型与基因型的一致性进行了验

证)

#!材料和方法

1=1!样本来源

所研究的核心家系共&人!图#")先证者$男$

I岁$汉族$患者缘于出生后#周即出 现 皮 肤%巩 膜

黄染$至今未退$黄染I年$#年前患发 热 性 疾 病 时

黄染加重$因巩膜黄而到当地医院检查$发现其血中

非结合胆红素高$诊断为黄疸$原因待查)患者无烟

酒嗜好)既往无肝炎$疟疾及血吸虫病)家中有皮

肤黄染类似家族史)根据流行病调查结果排除其他

疾病)调查前每位成员都做到知情同意$并与所有

采血对象签署知情同意书)

图1!!%):"8$综合征核心家系图谱

6%>=1!0."?"9%>8"",-$."!%):"8$#+

+*#98,7"&,8"-(7%)*

1=@!引物设计及合成

设计对/0&#’#进行全外显子扫描的引物$扩

增产物包含外显子及内含子+外显子剪接边界位点

序列$用于鉴 定 该 家 系/0&#’#基 因 突 变 情 况$所

设计的引物见表#)所设计的引物与模板的匹配方

式见图!$全部引物均由上海博亚!G7.N[76"生 物 技

术有限公司合成$使用浓度均为#%#D.9+S)

1=A!基因组BC’制备及D5E扩增

用F6A6O6公 司 试 剂 盒 提 取 外 周 全 血 基 因 组

M5N$操作方法按试剂盒说明书)以基因组M5N作

为模板进行B>O扩增)反应体系为’%!!%%8C基

因组 M5N$上 下 游 引 物 各 #%-D.9$%@!’ DD.9
25FB$SN;&3F酶!F6A6O6公司"!@’R$B>O缓冲液

补充双蒸水至’%#S)B>O反应在FJ>*5J热循环

仪上完成$反应条件为I’b预变性’D78后$I&b变

性)%[$’"b退火)%[$(!b延伸#D78$循环)%次$

(!b再延伸(D78)

!" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表1!扩增/!01’1基因外显子及内含子$外显子剪接边界位点序列引物

0(:)"1!0."+"F3"#&",-?8%7"8+-,8(7?)%-*%#>$.""G,#+,-$."/!01’1>"#"

引物名称B/7D1/86D1 引物序列B/7D1/[1̂,18:1!’‘")‘"
扩增对象

ND-97=712/1C7.8

片断长度

B/.2,:0[7K1!3-"

-RLF#N#-1#-R- >FLNNNLFLNN>F>>>FL>FN>>F -/.D.01/c# ##I’

-RLF#N#-1#-M.\8 NF>>NLNNLNFLNFL>>NNNLN>N

-RLF#N#-1!-R- FFLLNNNN>FNL>N>NFFN>>FLL ! &$)

-RLF#N#-1!-M.\8 FLLNNL>FLLNNLF>FLLLNFFNL

-RLF#N#-1)-R- N>N>>>FFLFNN>FNNN>>F>> ) )#&

-RLF#N#-1)-M.\8 >FNFN>NF>>NNF>>L>>>NN>

-RLF#N#-1&-R- LFNFLFFLLL>LLNFFLLNFLF & ’&"

-RLF#N#-1&-M.\8 NFL>>NFLN>>NNNLFNFF>FF>FLFNF

-RLF#N#-1’-R- NNL>NL>>NFLNL>NFNNNLNL ’ (%$

-RLF#N#-1’-M.\8 FFLNNF>>>L>N>F>>>NNN>N

图@!针对基因/!01’1各外显子所设计的引物与模板的匹配方式

6%>=@!B%(>8(7+.,<+$."),&($%,#(#99%8"&$%,#,-?8%7"8+3+"9-,8(7?)%-*%#>"(&."G,#,-$."/!01’1>"#"

1=H!D5E产物纯化和测序

B>O产物经#a琼脂糖凝胶电泳鉴 定$并 回 收

纯化特异 性 片 段 并 使 用 引 物 测 序)B>O扩 增 产 物

分别采用扩增用引物进行测序)#号外显子扩增产

物包 括 基 因 启 动 子 区 域 的FNFN框 部 分$为 避 免

FNFN框部分FN插入差异对测序结果产生的影响$
在#号外显 子 的 中 间 部 位 设 计 一 个 下 游 测 序 引 物

-RLF#N#-1#-M.\8-+1̂ $’‘;L>NNLNNLNNFN;
>NLFLLL>NL;)‘$位 于#号 外 显 子B>O产 物 的 第

$$"位)测序由 上 海 博 亚 生 物 技 术 有 限 公 司 进 行)
所有测 序 结 果 采 用GSN+F程 序 及+1̂,18:?1/Fd软

件进行综合分析)

1=I!生化检测

生化检测在日本*_FN>*_自动分析仪上进行)
所有家系成员空腹取血)未抗凝新鲜血液!DS用

于肝功检测$主要指标包括谷丙转氨酶NSB!R+S"%
谷草转氨酶N+F!R+S"%总胆红素F@G_S!#D.9+S"和

直接胆红素M@G_S!#D.9+S"&项$对应以上各项采用

正常波动范围 分 别 为%!&%R+S%%!)(R+S%)@&!
!!%@’#D.9+S和%!$@"#D.9+S)间接胆红素!M@
G_S"为总胆红素与直接胆红素之差$正 常 波 动 范 围

为#@(!#)@##D.9+S)参考生化检测结果超出正常

波动范围的样品初步确定为患者)

!!结!果

@=1!先证者启动子区域及全外显子扫描结果

利用’对引物扩增均得到预期大小的特异性扩

增产物)#号 外 显 子 扩 增 产 物 包 括 启 动 子 区 序 列$
扩增产物较长$分别用上%下游引物从两端测序$其

余’个外显 子 扩 增 产 物 较 短$只 用 上 游 引 物 测 序)
将测序结果与基因库中的 序 列 通 过GSN+F软 件 进

行序列比对分析$结果表明$/0&#’#的#号外显子

!1].8#$简记为1#"第!##位的鸟嘌呤!L"突 变 为

腺嘌呤!N"$’号外显子!1].8’$简记为1’"第#&’$

#"!#期!!!!!!!!!!!!!余利红等#一个中国L7931/0综合征家系的遗传学分析



位的胸腺嘧啶!F"突变为鸟嘌呤!L"$且二者均为纯

合突变$这两个突变导致编码产物中第(#位甘氨酸

变为精氨酸!L94(#N/C"$第&"$位的酪氨酸变为天

冬氨酸!F4/&"$N[-")在其余区域未检 测 到 序 列 差

异)启 动 子 区 FNFN 框 为 正 常 纯 合 基 因 型

N!FN"$FNN)对各内含子+外显子剪接边界位点序列

分析发现!表!"$内含子+外显子剪接边界位点序列

都遵循LF+NL法则$未见突变)以上结果排除了非

编码区突变$并明确了编码区的两个突变)因此$推
断先证者的病因为/0&#’#编码区突变$即此家系

的致病突变很可能定位于1#或+和1’)

表@!/!01’1基因的内含子$外显子剪接边界位点序列

0(:)"@!0."+?)%&%#>+$83&$38",-/!01’1>"#"
外显子

J].8

外显子大小

+7K1.=1].8

)‘剪接位点

)‘[-97:1[701

’‘剪接位点

’‘[-97:1[701
# "$& ’‘RFO N>FNF>>>NLC0C0C0600C
! #)! :0CC:0:06CLNNFFFLNNL >>>F>NLN>NC066C66C60
) "" ::::0:::6CLF>>FLFLL> LNF>FL>FFLC060C00CCC
& !!% 0C:60:0:6CLF>N>>>LNF NFLN>NNNNLC066C666C6
’ !I" 00C0C0006CFFN>NNLLNL )‘RFO

!!注#大写为外显子$小写为内含子)

5.01#R--1/:6[191001/[7827:6011].8$9.\1/:6[191001/[=./780/.8@

@=@!其他成员第1和第I外显子突变检测结果

通过对先证者!$;!"的外显子扫描$排除了启

动子和第!%)和&外显子突变$在内含子+外显子剪

接边界位点序列也未突变)因此$将致病原因初步

确定为第#和+或第’外显子的突变$为了明确该家

系突变的具体情况$进一步对此核心家系的其他成

员!$;#%$;!和%;!"的第#和第’外显子测序$发

现在$;#和%;!的扩增产物启动子区有FN插入突

变$导致后续的序列错乱$出现双峰$无法判断在第

!##位 的 碱 基 变 化$进 一 步 用 反 向 测 序 引 物

-/0&#’#-1#-M.\8-+1̂ 对所有成员做反向测序)

’号外显子测序结果见图))分析表明$家系其他成

图A!各家系成员/!01’1突变部位测序结果

6%>=A!0."+"F3"#&"+,-/!01’1>"#"73$($%,#+%$"+%#$."-(7%)*

$" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



员中均存在/0&#’#的1#第!##位的L"N突变

!因用 反 向 引 物 测 序$峰 图 中 显 示 为>"F"$1’第

#&’$位的F"L突变$但与先证者不同的是两个突

变为杂合突变$且有两个成员在启动子区域均存在

FN插入的杂合突变)

@=A!生化检测结果

为了进一步分析基因型与表型之间的一致性$

我们对家系成员的血液样品做了生化检测)检测结

果见表))间接胆红素与直接胆红素之和就是总胆

红素)所有家系成员的间接胆红素值均高于正常波

动范围$基因型为杂合突变的样品$间接胆红素水平

超出正常范围的最大值$而先证者的间接胆红素水

平显著高于家系 其 他 患 者!约’!(倍"$推 测 与1#
和1’纯合突变密切相关)

表A!!%):"8$综合征家系成员血液样品生化检测结果

0(:)"A!0.":%,&."7%+$8*8"+3)$+,-(!%):"8$#++*#98,7"-(7%)*7"7:"8+#:),,9+(7?)"+

编号

5,D31/

NSB
!%!&%R+S"

N+F
!%!)(R+S"

F@G_S
!)@&!!!%@’#D.9+S"

M@G_S
!%!$@"#D.9+S"

_@G_S
!#@(!#)@##D.9+S"

检查结果

O1[,90

$;# !# !’ !) I #& #

$;! !# !’ !) I #& #

%;# #& !$ ##" !%@" I(@! ##

%;! ## !$ !’ (@& #(@$ #

!!##超出正常波动范围的样品$初步确定为患者*###严重超出正常波动范围的样品$先证者)

##_827:601[0?1[,==1/1/[\70??7C?1/91Z19[.=F@G_S$M@G_S682_@G_S*###_827:601[0?1-/.3682\70?1]0/1D194?7C?1/91Z19[.=F@G_S$M@

G_S682_@G_S1]0/1D194?7C?1/0?680?18./D6991Z19@

)!讨!论

L7931/0综 合 征 是 一 个 多 因 素 导 致 的 遗 传 性 疾

病)目 前$已 发 现 与 胆 红 素 代 谢 相 关 的 基 因

/0&#’#有)%多 个/0&#’#突 变 位 点$在 启 动 子

和’个外显子区域有分布)与本文所报道的中国汉

族家系有关的突变位点均已有所报道$例如A.7\67
等&"’#II’年报道了1#的L94(#N/C突变$而启动子

区的FN插 入 突 变 和1’的F4/&"$N[-突 变 也 已 报

道&$’)而该中国汉族家系中)种突变共存的现象在

国内外尚属首次报道$提示了L7931/0综合征遗传突

变的复杂性)
在对该L+家 系 的 研 究 过 程 中$我 们 首 先 对 先

证者进行全面的基因突变筛查$通过测序分析$排除

了启动子区域突变$全部内含子+外显子剪接边界位

点序 列 遵 守LF+NL法 则$也 未 检 测 到 相 关 疾 病 突

变&##$#!’$而在编码区内第#和第’外显子中发现两

个纯合突变)因此$初步判定这两个突变是导致先

证者出现L+症状的原因)进一步对家系其他成员

相应突变位点进行基因型分析$在他们相应位点的

基因型均为杂合突变$同时在两个成员中检测到启

动子区域有FN插入突变)血清中非结合胆红素水

平检测结果证实了发生突变的成员其血清胆红素水

平均高于正常值$支持了基因型分析结论$先证者血

清中非结合胆红素水平大大高于正常值$这可能与

突变的纯合密切相关$而存在杂合突变的成员中血

清非结合胆 红 素 水 平 也 高 于 正 常 变 动 范 围 的 最 大

值$属于轻微 的L+症 状)而 启 动 子 的 插 入 突 变 属

于常染色体隐性突变$在这个家系可能并非致病因

素)综上所述$表型分析与基因型分析的结果是一

致的$本家系中 同 时 存 在/0&#’#启 动 子%第#和

第’外显子突变$但致病因素为第#或+和第’外显

子突变$为显 性 遗 传)提 示 这 种 突 变 与L+之 间 的

关系$可用于临床诊断及干预)
就临床角度而言$本病系先天性良性疾病$预后

良好$通常无需特殊治疗$虽有黄疸$对健康无影响)
但该病患者成年后应避免与同样患有该病的异性婚

配)因L7931/0综合 征 基 因 纯 合 子 的 尿 苷 二 磷 酸 葡

萄糖醛 酸 转 移 酶 数 量 仅 为 正 常 的’a$表 现 为>/7;

C91/;56HH6/综合征%型&#)’$临床症状较重$预后相对

较差)本家系中先证者即为这种情况)由先证者所

表现的更为严重的黄疸进一步明确了此突变位点与

疾病发生有关$且推断其加重了对尿苷二磷酸葡萄

糖醛酸转移酶活性的损伤$预后并不乐观$故本研究

进一步扩展了 对L7931/0综 合 征 发 病 机 制 与 临 床 表

现的认识)以往该病的诊断多依据临床表现$缺乏

%"!#期!!!!!!!!!!!!!余利红等#一个中国L7931/0综合征家系的遗传学分析



客观指标)通过遗传筛查寻找出致病基因位点$针

对临床中不明原因的黄疸病人进行基因筛查诊断$
对该病的明确诊断$与其他黄疸性疾病的鉴别$疾病

的治疗与预后的判断都将有重要意义)
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