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实验研究
·

中国人G 6 P D基因E co R l 酶切位点研究
`

许卫明 杜传书

( 医学遗传学教研室 )

提 要 应用 D N A S o ut h er n 印迹杂交技术
,

以 G 6 P D c D N A 为探针
,

研究了 16 种限制酶的限

制性片段长度多态
,

结果表 明 除 E co R I 外
,

其余 15 种限制酶均无多态改变
,

分析 39 例正常人与 38

例 G 6 P D 缺乏者 G 6 P D 基 因 E co R l 酶切位点时
,

发现约 20 % 的人出现 7
·

。 k b 的片段
,

1 例 G 6 P D

患者出现 6
.

0 k b 片段
,

国外并无类似报道
,

并对这些片段来源及意义进行初步探讨
。
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葡萄糖 6磷酸脱氢酶 ( 简称 G 6 P D ) 是红

细胞戊糖旁路代谢的限速酶
,

此酶缺乏在临床

上与药物性溶血
、

新生儿黄疽
、

蚕豆病及慢性

非球形细胞溶血性贫血密切相关
。

不 同民族的

发病率和基因频率差别较大
,

许延康等对我国

7 个省 ( 自治区 ) 9 个民族的调查表明该病发

病率在我国地理分布上呈南高北低趋势
,

除回

族外
,

汉
、

苗
、

壮
、

傣
、

瑶
、

布依
、

京
、

黎等

民族发病都是较高的
。

在这些人群中
,

杜传书

等至今鉴定 中国人 G 6 p D变异型共有 35 种
〔 `

’ “ , ,

归属于至少 6种 以上 G 6 P D基因点突变
,

表明

不 同生化变异型可以有相同的点突变
〔` ’ ` ’ 。

1 9 8 8

年D ,U r os 〔 5’
等报告 G 6 DP 基因 18 种 限制酶的限

制性片段长度多态 ( R F L P )
,

发现 仅 20 % 的

尼日利亚人无 sP lt 切点
,

其余酶均无多态性
。

1 9 8 8年
,

我们从国内引进含 G 6 PD 全长 c D N A

的质粒 P G D --T
一 SB 为探针

,

对中国人 G 6 P D 基

因R F L p进行研究
,

包括 B a机H l
, B g不 l

, B S t E

I
, E C o R I

, E C o R V
,

H a e
l

,

H玄n d l
,

H艺件 f

I
, K P凡 I

,

M
S P I

, P S云 I
; P , u l

,
R S a l

,

T阅 I
,

X b a l
,

X h o l
,

除 E C o R I 外
,

其 余

的酶都未发现多态改变
,

现将结果报告如下
。

材 杆 与 方 法

对 象 正常组 39 例
,

经我室常规检查排

除G 6 P D缺乏和地中海贫血
,

病人组 38 例
,

均

为我室确诊 G 6 P D缺乏
,

按 W H o 推荐方法作

变异型鉴定
。

材 料 正常组抽取 5 m l静脉血
,

肝素抗

凝
,

低渗全溶法提取外周 血 D N A
,

病人组抽

取 1 0 m l静脉血
,

生理盐水洗涤后
,

表层 白细胞

用于提取 D N A
,

下层红细胞溶血后 纯 化酶蛋

白作变异型鉴定
。

方 法

1
.

变异 型 鉴 定 以 W H O 推 荐 方 法对

G 6 DP 缺乏者
,

分别测定下列指标
:

酶活性
,

电泳迁移率
:

脱氧葡萄糖 6 磷酸钠盐利用率
,

脱氨基辅酶 l 利用率
,

半乳糖 6 磷酸利用率
,

热 稳 定 性
,

葡 萄 糖 6磷 酸 ( G 6 P ) 米 氏常

数
。

2
.

D N A s o u t h e r n 印迹杂 交 取 D N A S

件g ,

30 单位 cE
o R I 酶解过夜

,

置 0
.

8 %琼脂糖

电泳分离
,

S o ut h er n 转移到硝酸纤维膜
。

3
.

探针制备和分子杂交 含 G 6 p D cD N A

的重组质粒 P G D 一 T 一 S B由英国 L u zz at ot 教授赠

送
,

重组质粒转化到 H B 1 01 受体菌
,

筛选
,

扩

增后提取质粒D N A
, c D N A用 E co R I 酶解

,

电

泳分离后透析袋回收
,

用随机引物标记探针
。

杂交条件
:

10 % 硫酸 葡 聚 糖
, s x s S C

,

s x

怜
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一

P ho s Ph a t e

d e h y d r o g
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s e g en e e au s e e n Z y m e d e至让icen
y

a dn m i l d o r s e v e r e h e幻以o l y t i e a n e m i a
.

P r o e

N a t l A e a d S e i U S A 1 9 8 8 ; 8 5 : 5 1 7 1

7
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oY
s h i d a A

, e t a l
.

R F L P o f t h e X e h r o m
-

o so m e一 l i kn e d g l u e o s e一 6
一

Ph o s P h a t e d e
hy d r -

o g e an s e lo e
us i n B l a e k s

.

A m J H u m G e n e t

1 9 8 8 , 4 2 : 8 7 2

8
。

M a r t in i G
, e t a l

.

S t r u e t u r a l a an l y s i s o f

t h e X 一】」n k e d g en
e e n e o d i gn h um

a n 吕l u c o s e -

6一 P ho s Ph a t e d e h y d r o g e n a s e
.

E M B O J 1 9 8 6 ,

5 : 1 8 4 9

9
.

P e r s i e o M
, e t a l

.

e D N A s e q u e n e e o f hu m
-

a n g l u e o s e 一 6一 P ho s P h a t e d e h y d r o g e n a s e

e l o n e d i n P B R 3 2 2
。

N a她 r e 1 9 8 1 , 2 9 4 : 7 7 8

1 0
。

C h i u D T Y
, e t a l

.

T w o e o m m o n l y o e e u r
-

r i n g un
e l e o t i d e b a s e s ub s t i t u t fo n s i n C h in

-

e s e G 6 P D v a r i a n t s
.

B i o e h e m B i o P h y R e s

C O们比刀以

1 1
。

C h a o

i f i C d

1 9 9 1 ; 1 8 0 : 9 8 8

e t a l
.

A t 0 G

e X 0 n 2 o f t h e

s u b s t i t u t i o n i d e n t
-

G 6 P D g e n e a m o n g

A Ci d S

L,in

G 6 P D
r

d e f ie i e n t C h i n e s e
.
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T H E S T U D Y O F E c o R 1 S I T E I N G 6 P D

G E N E F R O M C H I N E S E

X u 习V e lm i n g D u C h u a n s h u

( D印 a r t m e n t o f M e d i e a l G e n e ti e s )

T he er s t r ic t i o n f r a g m e n t l e n g t h Po l y m o r Ph i s m s ( R F L P ) o f Si x t e e n r e s t r i e t i o n e n d o n u e -

lae s e s i n G 6 p D g e n e w e r e i d e n t i f i e d b y u s i n g S o u t h e r n b l o t t i n g
.

F i f t ee n e n d o n u e l ae s e s w e er

fo u n d on
e h a n g e s e x e e P t fo r E C o R I

·

T h e r e s u l t s o f 3 9 c a s e s o f n o r m a l i n d i v i d u a l s a
dn

3 8 e a s e s o f G 6 P D d e f i e i e n t s fo r G 6 P D g e n e d i s e s t ed b y E C o R 1 s h o w e d t h a t 2 0% i n d i v
-

i d u a l s r e v e a l e d 7
.

0 k b b a n d
,

o n e G 6 P D d e f i e i e n t w a s 6
.

0 k b b a n d
,

w h i e h w e r e d i ffe
r e n t

f r o m t he a b r oa d r e P o r t s
.

T h e o r i g i n a n d s i g n i f i e a n e e fo r t h e s e f r a g m e n t s w e r e d i s e u s s e d i n

t h is P a P e r
.
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·
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