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中文摘要

研究背景

尿素循环障碍 （ ＵｒｅａＣｙｃ ｌｅＤ ｉｓｏｒｄｅｒｓ
，ＵＣＤ ） 是由于参与尿素循环的六种酶

中任意
一

种酶的基因发生突变而导致的出生缺陷 ， 发病率据文献报道从 １ ： ８０００

到 １ ：４５
，
０００ 不等 。 除鸟氨酸氨 甲酰基转移酶缺陷 （

Ｏｒｎ ｉｔｈ ｉｎｅＴｒａｎｓｃａｒｂａｍｙ ｌａｓｅ

Ｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ，
０ＴＣＤ

）为 Ｘ 连锁遗传外 ， 其余五种均为常染色体隐性遗传 。 ＵＣＤ 根

据发病时间分为早发型和晚发型 ， 临床多表现为高氨血症的疾病过程 。 早发型

ＵＣＤ 因酶严重缺乏或缺失而致临床症状极其严重 ， 进展迅速 ， 死亡率高达 ５ ０％

以上 ， 存活者神经系统后遗症多严重 ； 晚发型则可反复出现程度不
一

的高氨血症 ，

亦合并神经系统损害 ， 严重影响人类健康和生活质量 。 然而 ， 由于 ＵＣＤ 的罕见

性和临床症状的不典型性 ， 临床上面临识别难 、 诊断难、 治疗难的困境 ， 死亡率

和致残率居高不下 。 因此 ， ＵＣＤ 患者的早期识别 、 早期诊断 、 早期干预 ， 对挽

留患者生命和改善患者预后都有着极为重要的意义 。

诱导性多能干细胞 （
ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐ ｌｕｒｉｐｏ ｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅ ｌ ｌｓ ， ｉＰＳＣ
）
是由体细胞经重编

程而获得的具有胚胎干细胞特性和功能的干细胞 ， 其细胞来源广 ， 诱导和培养技

术成熟 ， 建立后可长期培养 ， 且病人来源的 ｉＰＳＣ 天然携带病人的致病基因 ， 是

建立疾病细胞模型的理想选择 。 将其诱导分化为 目 的细胞 ， 可进行疾病模型的建

立 、 治疗方法的对比 、 药物的筛选和毒理的研宄并应用于再生医学领域的研究 ，

应用前景广阔 。

鉴于上述研究背景 ， 本论文围绕汇总 ＵＣＤ 病人的临床资料和构建其外周血

单个核细胞 （
Ｐｅｒ ｉｐｈｅｒａ ｌＢ ｌｏｏｄＭｏｎｏｎｕｃ ｌｅａｒＣｅ ｌ ｌ

，
ＰＢＭＣ

）来源的 ｉＰＳＣ 与肝类器官这

两方面展开研宄 ， 试图为 ＵＣＤ 的诊疗提供循证医学依据 ， 并期望将 ｉＰＳＣ 和肝

类器官作为 ＯＴＣＤ 的体外细胞模型 。

１
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研究目的

１ ． 对 ７ 例 ＵＣＤ 患儿的临床特征 、 疾病过程 、 实验室检查及基因检测结果进行汇

总分析 ， 总结疾病过程及特点 ， 探索基因型与临床表型之间 的关系 。

２ ． 建立 ＯＴＣＤ 患儿 ＰＢＭＣ 来源的 ｉＰＳ 细胞系 ， 并通过 ３Ｄ 培养技术诱导分化为

肝类器官 ， 以期将其作为研宄 ＯＴＣＤ 的体外疾病模型 。

研究方法

１ ． 对 ２０ １ ６ 年 １ ０ 月 至 ２０２０ 年 １ ２ 月 期间于山 东大学齐鲁儿童医院就诊的 １ ６ １ ５４

名遗传代谢病高危儿进行血和尿串联质谱筛查 ， 同时对临床出现意识障碍 、 惊厥

等脑病表现的患儿进行血装氨检测与遗传学检查 ， 共确诊 ７ 例 ＵＣＤ 的患儿 ， 分

析其临床表型 、 实验室检查及基因检测结果 。

２ ． 分离不同基因变异 ＯＴＣＤ 患儿的 ＰＢＭＣ ， 以非整合方法进行重编程 ， 挑取具

备干细胞形态的克隆进行纯化和培养 。 采用细胞免疫荧光技术对 ｉＰＳＣ 进行多能

性分子标记物鉴定 ； 利用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 方法检测 内源性多能基因 的表达 ； 并采用拟

胚体 自分化实验检测三个胚层的分子标记物表达情况 ， 验证 ｉＰＳＣ 多 向分化潜能 ；

通过 ＰＣＲ 技术证明外源基因 的表达消失来验证非整合性重编程模式 。 利用染色

体核型鉴定 、 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 和 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术确认所构建的 ｉＰＳ 具有 ＯＴＣＤ 病人特

异性 。

３ ． 将 ＯＴＣＤ 患儿的 ｉＰＳＣ 与正常儿童 ｉＰＳＣ 同时诱导分化为定型 内胚层细胞

（
ｄｅｆｉｎ ｉｔ ｉｖｅｅｎｄｏｄｅｒｍａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓ

，
ＤＥＣ

）
， 然后利用 ３Ｄ 培养方式进行悬浮培养 ， 使其分

化成熟为肝脏类器官 。 分别应用 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 和免疫荧光的方式对不同阶段特异性

基因和肝特征性蛋 白 的表达进行检测 ， 从而证明肝类器官构建成功 。 在基因和蛋

白水平对肝类器官中 ＯＴＣ 的表达进行检测 ， 初步探讨新发变异对 ＯＴＣ 的影响 。

研鄕果

１ ． 临床资料及实验室检查 ： ７ 例 ＵＣＤ 患儿中有 ６ 例早发型病例 ， １ 例晚发型病

例 ， 均表现为急性高氨血症的临床过程 ， 且合并多脏器功能障碍 ， 但以神经系统

症状为突 出表现 。 凝血功能障碍先于肝酶异常出现 ， 且其中纤维蛋 白原的降低与

血浆氨的升高有明显相关性 。 早发型 ＵＣＤ 患者均合并低钙血症 ， 且血筛中均有

血丙氨酸和脯氨酸水平的显著升高 。 ２ 例患者在接受血液净化治疗以后 ， 虽然血

浆氨水平明显下降 ， 但临床症状均未见明显好转 。

２
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２ ． 遗传学结果 ： ７ 个病例发现 ６ 个新发变异 ， 包括 ５ 个点变异和 １ 个 ３
－９ 号外显

子缺失 ， 均位于基因保守区域 ； 导致早发型病例的基因变异均造成蛋 白结构的改

变 。 对比基因型和临床表型发现 ， ２ 个无义变异和 ３
－９ 号外显子缺失的患儿或病

情进展更迅速 ， 或临床症状更严重 、 治疗效果差 。

３ ． ｉＰＳＣ 的建立和鉴定 ： 重编程后 ， ＯＴＣＤ 患儿来源的 ＰＢＭＣ 呈现出显著的胚胎

干细胞形态 。 重编程所得的 ２ 株 ＯＴＣＤ－

ｉＰＳＣ 不但可表达 ＴＲＡ－６０ 、 ＴＲＡ－ ８ １ 、

ＯＣＴ４ 、 Ｓ ＳＥＡ４ 和 ＮＡＮＯＧ 等多能性标志物 以及 ０ＣＴ４ 、 Ｓ０Ｘ２ 、 ＮＡＮＯＧ 等内

源性多能基因 ， 还可 自分化形成典型的拟胚体结构 ， 并可以检测到 内 、 中 、 外

胚层的特异性标志物 。 构建的 ｉＰＳＣ 与患儿外周血样本染色体核型相同 ， 且保留

了细胞源原有的基因变异 ， 未整合质粒基因 。

４ ． 肝类器官的建立和鉴定 ： 不同时期的细胞明场图证明 ｉＰＳ 细胞经历不同的阶

段最终呈现肝细胞形态 ， 随着 ｉＰＳＣ 向肝细胞方向分化 ， 定型 内胚层的标记物在

基因和蛋 白两个层面的表达均下降 ， 而肝细胞特征性标记物 ， 如 ＡＬＢ 、 ＣＹＰ３Ａ４ 、

ＡＦＰ 等的表达则逐渐升高 。 ３ －

９ 号外显子缺失患儿 ＰＢＭＣ 来源的肝类器官不表达

细胞源缺失的外显子 ， 且 ＯＴＣ 蛋 白 的表达量也显著下降 。

研究结论

１ ． 凝血功能障碍可能是 ＵＣＤ 病人肝损伤更早期的表现 ， 且需动态监测早发型

ＵＣＤ 病人的血钙水平 ； 血丙氨酸和脯氨酸水平可能对早发型近端 ＵＣＤ 病人有辅

助诊断价值 。

２ ． 血液净化治疗可有效降低血浆氨浓度 ， 但其临床症状的改善可能与血浆氨的

降低不成 比例 ； 其临床表型和预后仍取决于基因变异对酶的结构和 ／或功能的影

响程度 ； 发生在基因保守区域、 酶反应域 、 严重影响蛋 白结构的变异 以及大的片

段缺失和无义变异可能对酶的影响更为明显 ， 从而导致更为严重的临床表型 。

３ ． 采用非整合重编程技术成功构建 ２ 株 ＰＢＭＣ 来源的 ＯＴＣＤ 病人特异性的 ｉＰＳ

细胞系 ； 将其 向肝细胞方向诱导 ， 成功建立 了该病首个 ＰＢＭＣ 来源的肝脏类器

官 ，可作为 ＯＴＣＤ 潜在的肝类器官模型进行相关研宄 。

关键词 ： 尿素循环障碍 ， 高氨血症 ， 诱导性多能干细胞 ， 肝类器官

３





山东大学博士学位论文


Ｃ ｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
，
ｍｕｔａｔｉｏｎａｎａ ｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎ ｔ

ｏｆ ｉＰＳｃｅｌｌｓｌｉｎｅｗｉｔｈｌｉｖｅｒｏｒｇａｎｏｉｄｆｒｏｍＣｈ ｉｎｅｓｅ
ｐａｔｉｅｎ ｔｓｗｉｔｈ

ＵｒｅａＣｙｃｌｅＤ ｉｓｏｒｄｅｒ

ＡＢＳＴＲＡＣＴ

ＰｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅＢｅｉｂｅ ｉＹａｎ

Ｓｕｐｅｒｖ ｉｓｏｒＰｒｏｆ．ＺｈｏｎｇｔａｏＧａ ｉ

Ｍａ
ｊ
ｏｒＰｅｄ ｉａｔｒｉｃｓ

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ

ＵｒｅａＣｙｃ ｌｅＤ ｉｓｏｒｄｅｒ
（
ＵＣＤ

）
ｉ ｓａｎｉｎｂｏｒｎｅｒｒｏｒｄ ｉｓｅａｓｅｗｈ ｉｃｈｃａｕ ｓｅｄｂｙ

ｍｕｔａｔ ｉｏｎｓ ｉｎ

ａｎｙ
ｏｎｅｏｆ ｔｈｅｓ ｉｘｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉｎｔｈｅＵｒｅａＣｙｃ ｌｅ ．Ｔｈｅｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅｏｆ ＵＣＤｖａｒ ｉｅｓ

ｆｒｏｍ１ ：８
，
０００ｔｏ １ ：４５

，
０００

，ａｓｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎｔｈｅ ｌ ｉｔｅｒａｔｕｒｅ ．ＥｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅＸ －

ｌ ｉｎｋｅｄ

ｉｎｈｅｒ ｉｔａｎｃｅｏｆ Ｏｒｎ ｉｔｈ ｉｎｅＴｒａｎｓｃａｒｂａｍｙ
ｌａｓｅＤｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ（

ＯＴＣＤ
） ，

ｔｈｅｏｔｈｅｒｆｉｖｅａｒｅａ ｌ ｌ

ａｕｔｏ ｓｏｍａｌｒｅｃｅｓｓ ｉｖｅｉｎｈｅｒ ｉｔａｎｃｅ ＊Ａｃｃｏｒｄ ｉｎｇｔｏ
ｔｈｅｏｎｓｅｔｔ ｉｍｅ

，ＵＣＤｃａｎｂｅｄ ｉｖ ｉｄｅｄ

ｉｎｔｏｅａｒｌｙ
ｏｎｓｅｔａｎｄｌａｔｅｏｎｓｅｔ

，
ｗｈ ｉｃｈｉｓｃｌ ｉｎ ｉｃａｌ ｌｙ

ｍａｎ ｉｆｅｓｔｅｄａｓｔｈｅｄ ｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｃｅ ｓｓｏｆ

ｈ
ｙｐｅｒａｍ ｉｎｅｍ ｉａ ．Ｔｈｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｓｙ

ｍ
ｐ
ｔｏｍｓｏｆ ｅａｒ ｌｙ

－

ｏｎｓｅｔＵＣＤａｒｅｅｘｔｒｅｍｅ ｌ
ｙ

ｓｅｒ ｉｏｕｓｄｕｅ

ｔｏｓｅｖｅｒｅｅｎｚｙｍｅｄｅ ｆｉｃ ｉｅｎｃ
ｙ
ｏｒｍｉｓｓ ｉｎｇ

．Ｔｈｅｍｏｒｔａ ｌ ｉｔ
ｙ

ｒａｔｅｉｓａｓｈ ｉ

ｇ
ｈａｓ５０％

，ａｎｄｔｈｅ

ｓｕｒｖ ｉｖｏｒｓａｒｅｏｆｔｅｎｓｕｆｆｅｒｅｄｆｒｏｍｓｅｖｅｒｅｎｅｕｒｏ ｌｏｇ
ｉｃａ ｌｓｅｑｕｅ ｌａｅ ．Ｔｈｅ ｌａｔｅｏｎｓｅｔ

ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

ｃａｎｅｘｐｅｒ ｉｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｅｄ ｌｙｈｙｐｅｒａｍｍｏｎｅｍ ｉａｅｐ ｉｓｏｄｅ ｉｎｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅ ，ｏｆｔｅｎ

ｃｏｍｐ ｌ ｉｃａｔｅｄｗ ｉｔｈｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓ
ｔｅｍｄａｍａｇｅ ，

ｓｅｒ ｉｏｕｓ ｌｙａｆｆｅｃｔ ｉｎｇｈｕｍａｎｈｅａ ｌｔｈａｎｄ

ｑｕａ ｌ ｉｔｙ
ｏｆ  ｌ ｉｆｅ ．Ｈｏｗｅｖｅｒ

，ｄｕｅｔｏｔｈｅｒａｒ ｉｔｙ
ｏｆ ＵＣＤａｎｄｔｈｅａｔｙｐ

ｉｃａ ｌｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｓｙｍｐｔｏｍｓ
，

ｉｔｉｓｄ ｉｆｆｉｃｕ ｌｔｔｏｉｄｅｎｔ ｉｆｙ，
ｄ ｉａ

ｇ
ｎｏ ｓｅｏｒ ｔｒｅａｔＵＣＤｃ ｌ ｉｎｉｃａ ｌ ｌｙ，ａｓａｒｅｓｕ ｌｔ

，
ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ａｎｄ

ｄ ｉｓａｂ ｉ ｌ ｉｔｙ
ｒａｔｅ ｓｒｅｍａ ｉｎｈ ｉｇｈ ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ

，ｅａｒｌｙ ｉｄｅｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ
，ｅａｒ ｌｙ

ｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉｓａｎｄｅａｒ ｌｙ

ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ ｉｏｎｏｆＵＣＤ
ｐａ

ｔ ｉｅｎｔ ｓａｒｅｏｆ
ｇ

ｒｅａｔｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｃｅｔｏｒｅｔａ ｉｎｔｈｅｌ ｉｖｅｓｏｆ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ｐｒｏｇｎｏｓ ｉｓｏｆｐａｔ ｉｅｎｔｓ ．

Ｉｎｄｕｃｅｄｐ ｌｕｒ ｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅ ｌ ｌｓ（
ｉＰＳＣ

）ｉｓａｃｑｕ ｉｒｅｄｂｙｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｉｎｇｓｏｍａｔ ｉｃｃｅ ｌ ｌｓ

ｗ ｉｔｈ
ｐ ｌｕｒ ｉｐｏｔｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄ

ｇｅ
ｎｅｒａｔ ｉｎｇ

ｆｅａｔｕｒｅ ｓａｎｄｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓｏｆ ｓｔｅｍｃｅ ｌｌ ｓ ．Ｏｗ ｉｎｇ
ｔｏ

ｔｈｅｗ ｉｄｅｃｅ ｌ ｌｓｏｕｒｃｅ
，ｍａｔｕｒｅｉｎｄｕｃｔ ｉｏｎａｎｄｃｕ ｌｔｕｒｅｔｅｃｈｎ ｉ

ｑ
ｕｅ ｓ

， ｌｏｎｇ
－

ｔｅｒｍｃｕ ｌｔｕｒｅ

ａｂ ｉ ｌ ｉｔｙ，
ｅａｒｒ ｉｎｇ

ｔｈｅｓａｍｅｍｕｔａｔ ｉｏｎ
ｇｅｎｅ ｓｗ ｉｔｈ

ｐａ
ｔ ｉｅｎｔｓ

，

ｉＰＳＣ ｉ ｓａｎ ｉｄｅａ ｌｋ ｉｎｄｏｆ ｃｅ ｌ ｌ ｓｔｏ

ｅｓｔａｂｌ ｉｓｈｄ ｉｓｅａｓｅｃｅ ｌ ｌｍｏｄ ｌｅｓ ．Ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅ ｉＰＳＣｔｏｔａｒｇｅｔｃｅ
ｌ ｌｓ

，ｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏ

４





山东大学博士学位论文


ｅｓｔａｂ ｌ ｉｓｈｄ ｉｓｅａｓｅｍｏｄｅ ｌ
，ｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｍｅｔｈｏｄｓ

，ｓｃｒｅｅｎｄｒｕｇｓａｎｄｓｔｕｄｙ

ｔｏｘ ｉｃｏ ｌｏｇｙ，
ａｎｄｂｅｕｓｅｄｉｎｒｅｇｅｎｅｒａｔ ｉｖｅｍｅｄ ｉｃｉｎｅｆｉｅ ｌｄ

，
ｗｈ ｉｃｈｈａｓ

ｐｒｏｍ ｉｓ ｉｎｇｐｒｏ ｓｐｅｃｔ
．

Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅａｂｏｖｅｒｅｓｅａｒｃｈｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ，ｔｈ ｉｓｔｈｅｓ ｉ ｓｆｏｃｕｓｅｓｏｎｔｈｅｓｕｍｍａｒｙｏ
ｆ

ｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｄａｔａｏｆＵＣＤ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｉｏｎｏｆＩＰＳＣ ｓａｎｄｈｅｐａｔ ｉｃｏｒｇａｎｏ

ｉｄ ｓ

ｄｅｒ ｉｖｅｄｆｒｏｍＰｅｒ ｉｐｈｅｒａ ｌＢ ｌｏｏｄＭｏｎｏｎｕｃ ｌｅａｒｃｅ ｌ ｌｓ
（
ＰＢＭＣ

） ，ｉｎａｎａｔｔｅｍｐｔｔｏ
ｐｒｏｖ ｉｄｅ

ｅｖ ｉｄｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄｍｅｄ ｉｃａ ｌｅｖ ｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｄ ｉａｇｎｏ ｓ ｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＵＣＤ
，ａｎｄ

ｅｓｔａｂ ｌ ｉ ｓｈ ｉｎｖ ｉｔｒｏｃｅ ｌ ｌｍｏｄｅ ｌｓｏｆ ＯＴＣＤ ．

Ｏｂ
ｊ
ｅｃｔｉｖｅｓ

１ ．Ｓｕｍｍａｒ ｉｚｅｄａｎｄａｎａ ｌｙｚｅｄｔｈｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉｓｔ ｉｃｓ
，ｄ ｉｓｅａｓｅｃｏｕｒｓｅ

，ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

ｅｘａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｔ ｉｃｔｅｓｔｒｅｓｕ ｌｔ ｓｏｆ７ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈＵＣＤ
，ｔｏｓｕｍｕｐｄ ｉｓｅａｓｅ

ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉｓｔ ｉｃ ｓ
，ａｎｄｅｘｐ

ｌｏ ｒｅｔｈｅｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｓｈ ｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ

ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ．

２ ．Ｅ ｓｔａｂ ｌ ｉｓｈｅｄｉＰＳｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓｄｅｒ ｉｖｅｄｆｒｏｍＰＢＭＣ ｉｎｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈＯＴＣＤａｎｄ

ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｌｙ
ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｅｉｎｔｏｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄｂｙ３Ｄｃｕ ｌｔｕｒｅｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ， ｉｎｏｒｄｅｒｔｏ

ｓｅｒｖｅａ ｓａｎ ｉｎｖ ｉｔｒｏｄ ｉｓｅａｓｅｍｏｄｅ ｌｆｏｒ ｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｏｆ ＯＴＣＤ ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ

１ ．Ａｔｏｔａｌｏｆ１ ６
，
１ ５４ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎａｔｈ ｉｇｈｒ ｉｓｋｏｆ

ｇｅｎｅｔ
ｉｃｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｃｄ ｉｓｅａｓｅｓｗｈｏｗｅｒｅ

ｐｒｅ ｓｅｎｔｅｄｉｎ
Ｑ ｉ ｌｕＣｈ ｉ ｌｄｒｅｎ

＇

ｓＨｏ ｓｐ ｉｔａ ｌｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＵｎ ｉｖｅｒｓ ｉｔｙ
ｆｒｏｍＯｃｔｏｂｅｒ２０ １ ６ｔｏ

Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２０ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｂ ｌｏｏｄａｎｄｕｒ ｉｎｅｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ．

Ｍｅａｎｗｈ ｉ ｌｅ
，ｐ ｌａｓｍａａｍｍｏｎ ｉａｔｅｓｔａｎｄｇｅｎｅｔ ｉｃｅｘａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ

ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｓｙｍｐ
ｔｏｍｓｏｆｅｎｃｅｐｈａ ｌｏｐａｔｈｙｓｕｃｈａｓｄ ｉｓｔｕｒｂａｎｃｅｏ ｆ

ｃｏｎｓｃ ｉｏｕｓｎｅｓｓａｎｄｃｏｎｖｕ ｌｓ ｉｏｎ ．Ａｔｏｔａ ｌｏｆ７ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈＵＣＤｗｅｒｅｄ ｉａｇｎｏ ｓｅｄ ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕ ｌｔ ｓｏｆ ｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ， ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｅｘａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎａｎｄ

ｇｅｎｅｔｅ ｓｔｗｅｒｅａｎａ ｌｙｚｅｄ ．

２ ．ＰＢＭＣｏｆＯＴＣＤｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗｉｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｔ ｉｃｖａｒ ｉａｎｔ ｓｗａｓ ｉｓｏ ｌａｔｅｄ
，ａｎｄ

ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｂｙｎｏｎ
－

ｉｎｔｅｇｒａｔ ｉｏｎｍｅｔｈｏｄ ．Ｃ ｌｏｎｅ ｓｗｉｔｈｓｔｅｍｃｅ ｌ ｌｍｏｒｐｈｏ ｌｏｇｙｗｅｒｅ

ｓｅ ｌｅｃｔｅｄｆｏｒ
ｐｕｒ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎａｎｄｃｕ ｌｔｕｒｅ ．Ｔｈｅ

ｐ ｌｕｒ ｉ

ｐｏｔｅｎｔｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｍａｒｋｅｒｓｏｆ  ｉＰＳＣ ｓｗｅｒｅ

ｉｄｅｎｔ ｉｆｉｅｄｂｙｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎ ｉｑｕｅ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆｅｎｄｏｇｅｎ
ｏｕｓ

ｐ
ｌｕｒ ｉｐｏｔｅｎｔ

ｇｅ
ｎｅ ｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑ

ＲＴ－ＰＣＲ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｍａｒｋｅｒｓｉｎ

ｔｈｅｔｈｒｅｅｇｅｒｍ ｌａｙｅｒｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｍｂｒｙｏ ｉｄｂｏｄｙｓｅ ｌｆ－ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎａｓｓａｙ
ｔｏ

ｖｅｒｉｆｙｔｈｅｍｕ ｌｔ ｉｄ ｉｒｅｃｔ ｉｏｎａ ｌｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎｐｏｔｅｎｔ ｉａｌｏｆ ｉＰＳＣ ｓ ．Ｔｈｅｕｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｉｎｇｐａｔｔｅｒｎｗａｓｖｅｒ ｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲｔｏｐｒｏｖｅｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｆｏｒｅ ｉ

ｇｎｇｅｎｅｄ ｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ．Ｃｈｒｏｍ ｉｃｋａｒｙｏｔ
ｙｐｅｉｄｅｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎ

，ｑＲＴ
－ＰＣＲａｎｄＳａｎｇｅｒ

５




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

ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉＰＳｗａｓｐａｔ ｉｅｎｔｓｐｅｃ ｉｆｉｃｆｏｒ

ＯＴＣＤ ．

３ ．Ｔｈｅ ｉＰＳＣ ｓｏｆＯＴＣＤｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎａｎｄｎｏｒｍａ ｌｃｈｉｌｄｒｅｎｗｅｒｅｂｏｔｈ ｉｎｄｕｃｅｄｔｏ

ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｅ ｉｎｔｏｄｅｆｉｎ ｉｔ ｉｖｅｅｎｄｏｄｅｒｍａ ｌｃｅ ｌ ｌｓ（
ＤＥＣ

）ａｔｔｈｅｓａｍｅｔ ｉｍｅ
，
ａｎｄｔｈｅｎ

ｃｕ ｌｔｕｒｅｅｄｕｓ ｉｎｇ
３Ｄｃｕ ｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｔｏｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｅｉｎｔｏｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ｏｆ ｓｐｅ
ｃ ｉｆｉｃ

ｇｅｎｅｓａｎｄｌ ｉｖｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉ ｓｔ ｉｃ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｓａｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｑＲＴ
－ＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅｒｅｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ，ｗｈ ｉｃｈｐｒｏｖｅｄｔｈｅｓｕｃｃｅｓ ｓ ｆｕ ｌ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｉｏｎｏｆ  ｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｓ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆ ＯＴＣｉｎｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔ

ｂｏｔｈ
ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅ ｉｎｌｅｖｅ ｌｓｔｏ

ｐｒｅ ｌ ｉｍ ｉｎａｒ ｉ ｌｙ
ｅｘｐ

ｌｏｒｅｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ ｎｅｗ ｌｙ
ｅｍｅｒｇｅｄ

ｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｏｎＯＴＣ ．

Ｒｅｓｕ ｌｔｓ

１ ．Ｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄａｔａ ：Ａｍｏｎｇｔｈｅ７ＵＣＤｃａｓｅｓ ，６ｏｆｔｈｅｍｂｅ ｌｏｎｇｅｄｔｏ

ｅａｒ ｌｙ
ｏｎｓｅｔｔｙｐｅａｎｄ１ｗ ｉｔｈｌａｔｅｏｎｓｅｔｔｙｐｅ ，

ａ ｌ ｌｏｆ ｗｈ ｉｃｈｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ

ｐｒｏｃｅ ｓｓｏｆ

ａｃｕｔｅｈｙｐｅｒａｍ ｉｎｅｍ ｉａ
，ｃｏｍｂ ｉｎｅｄｗ ｉｔｈｍｕ ｌｔ ｉｐ ｌｅｏｒｇａｎｄｙｓ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ

，ｂｕｔｎｅｕｒｏ ｌｏｇ
ｉｃａ ｌ

ｓｙｍｐｔｏｍｓｗｅｒｅｔｈｅ
ｐｒｏｍ ｉｎｅｎｔｍａｎ ｉｆｅｓｔａｔ ｉｏｎｓ ．Ｃｏａｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｄｙｓｆｕｎｃｔ ｉｏｎ

ｐｒｅｃｅｄｅｓｌ ｉｖｅｒ

ｅｎｚｙｍｅａｂｎｏｒｍａ ｌ ｉｔｙ，
ａｎｄｔｈｅｄｅｃｒｅａ ｓｅｏｆｆｉｂｒ ｉｎｏｇｅｎｉｓｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙｃｏ ｒｒｅ ｌａｔｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ
ｐ ｌａｓｍａａｍｍｏｎ ｉａ ．Ａｌ ｌｔｈｅｐａｔ ｉｅｎｔ ｓｗ ｉｔｈｅａｒ ｌｙｏｎｓｅｔＵＣＤｗｅｒｅ

ｃｏｍｐ ｌ ｉｃａｔｅｄｗ ｉｔｈｈｙｐｏｃａ ｌｃｅｍ ｉａ
，ａｎｄｔｈｅｓｅｒｕｍａｌａｎ ｉｎｅａｎｄｐｒｏ ｌ ｉｎｅ ｌｅｖｅ ｌｓｗｅｒｅ

ｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ ．Ａｆｔｅｒｒｅｃｅ ｉｖ ｉｎｇｂ ｌｏｏｄｐｕｒ
ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

，
ａ ｌｔｈｏｕｇｈｔｈｅ

ｐ ｌａｓｍａａｍｍｏｎ ｉａ ｌｅｖｅ ｌｗａｓｓ ｉｇｎ
ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ２ｐａｔ ｉｅｎｔ ｓ

，ｔｈｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ

ｓｙｍｐｔｏｍｓｗｅｒｅｎｏｔｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ．

２ ．Ｇｅｎｅｔｉｃｒｅｓｕ ｌｔｓ ：６ｎｅｗｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎ ｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎ７ｃａｓｅｓ
，

ｉｎｃ ｌｕｄ ｉｎｇ
５ｓｐｏ

ｔｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｓ

ａｎｄ１ｄｅ ｌｅｔ ｉｏｎｏ ｆ ｅｘｏｎ３
－９

，
ａ ｌ ｌｏｆ ｗｈ ｉｃｈｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇ ｉｏｎｏｆ

ｇｅｎｅｓ ．

Ｔｈｅ
ｇｅｎｅｔ ｉｃｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｓｔｈａｔｃａｕｓｅｅａｒ ｌｙ

ｏｎｓｅｔｃａｓｅｓａ ｌ ｌ ｒｅ ｓｕ ｌｔ ｉｎａ ｌｔｅｒｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ．

Ｂｙ
ｃｏｍｐａｒ ｉｎｇｇｅｎｏ

ｔｙｐｅｓａｎｄｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈ

２ｎｏｎｓｅｎｓｅｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎ ｓａｎｄｔｈｅｄｅ ｌｅｔ ｉｏｎｏｆ ｅｘｏｎ３
－９ｈａｄｍｏｒｅｒａｐ

ｉｄｄ ｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｏｎ

，

ｏ ｒｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌｓｙｍｐ
ｔｏｍｓａｎｄ

ｐｏｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｅ ｆｆｅｃｔ ．

３ ．Ｅｓｔａｂ ｌ ｉｓｈｍｅｎｔａｎｄ ｉｄｅｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｏｆ ｉＰＳＣ ｓ ：Ａｆｔｅｒｒｅｐｒｏｇｒａｍ
ｍ ｉｎｇ ，ＰＢＭＣ ｊｆｒｏｍ

ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈＯＴＣＤｓｈｏｗｅｄｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔｅｍｂｒｙｏｎ ｉｃｓｔｅｍｃｅ ｌ ｌｍｏｒ
ｐｈｏ ｌｏｇｙ．Ｔｈｅｔｗｏ

ＯＴＣＤ＿

ｉＰＳＣ ｓｏｂｔａ ｉｎｅｄｂｙ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｉｎｇ

ｃｏｕ ｌｄｅｘｐｒｅ ｓｓｐ ｌｕｒ ｉ

ｐｏ
ｔｅｎｔｍａｒｋｅｒｓｓｕｃｈａ ｓ

ＴＲ－

６０
，ＴＲ

－

８ １
，ＯＣＴ４ ，ＳＳＥＡ４ａｎｄＮａｎｏｇ ，ａｓｗｅ ｌ ｌａｓｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

ｐ ｌｕｒ ｉ

ｐｏｔｅｎｔ
ｇｅｎｅ ｓ

ｓｕｃｈａｓＯＣＴ４
，ＳＯＸ２ａｎｄＮａｎｏｇ ．Ｂｏｔｈｏｆ ｔｈｅｒｅｔｗｏｉＰＳＣ ｓｃａｎｓｅ ｌｆ－ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｅｉｎｔｏ

６
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ｔｙｐ ｉｃａ ｌｅｍｂｒｙｏｍｏ ｉｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｗ ｉｔｈｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｎｇｓｐｅｃ ｉｆｉｃｍａｒｋｅｒｓｏｆｅｎｄｏｄｅｒｍ
，

ｍｅｓｏｄｅｒｍａｎｄｅｃｔｏｄｅｒｍ．Ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉＰＳＣ ｓｈａｄｔｈｅｓａｍｅｃｈｒｏｍｏ ｓｏｍｅｋａｒｙｏｔｙｐｅ

ａｓｔｈｅｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎ
＇

ｓ
ｐｅｒ ｉｐｈｅｒａｌｂ ｌｏｏｄｓａｍｐ ｌｅｓ

，
ａｎｄｒｅｔａ ｉｎｅｄｔｈｅｏｒ ｉｇ ｉｎａ ｌ

ｇｅｎｅｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｏｆ

ｃｅ ｌ ｌｏｒ ｉｇ
ｉｎａｎｄｕｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｐ ｌａｓｍ ｉｄ
ｇｅｎｅｓ ．

４ ．Ｅｓｔａｂ ｌ ｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｉｄｅｎｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｏｆｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄ ：Ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｂｒ ｉｇｈｔｆｉｅ ｌｄｍａｐｓａｔ

ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ ｉＰＳｃｅ ｌ ｌｓｕｎｄｅｒｗｅｎｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓａｎｄｆｉｎａ ｌ ｌｙｐｒｅｓｅｎｔｅｄ

ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｍｏｒｐｈｏ ｌｏｇｙ．Ｗｉｔｈｔｈｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｉｏｎｏｆｉＰＳＣｓｔｏｗａｒｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
，ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｍａｒｋｅｒｓｉｎｔｈｅｆｏｒｍａ ｌ ｉｚｅｄｅｎｄｏｄｅｎｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔｂｏｔｈ
ｇｅｎｅａｎｄ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｌｅｖｅ ｌｓ
，ｗｈ ｉ ｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉｓｔ ｉｃｍａｒｋｅｒｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

，ｓｕｃｈａｓＡＬＢ ，

ＣＹＰ３Ａ４
，
ＡＦＰ

，ｗｅｒｅａｌ ｌ

ｇｒａｄｕａ ｌ ｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ．ＴｈｅＰＢＭＣ －ｄｅｒ ｉｖｅｄｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄｏｆ ｔｈｅ

ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎｗ ｉｔｈｅｘｏｎｄｅ ｌｅｔ ｉｏｎｄｉｄｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｔｈｅｃｅ ｌ ｌ
－ｄｅｒ ｉｖｅｄｅｘｏｎｄｅ ｌｅｔ ｉｏｎ

，
ａｎｄｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ＯＴＣ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｗａｓａ ｌｓｏｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ．

Ｃｏｎｃ ｌｕｓ ｉｏｎ

１ ．Ｃｏａｇｕ ｌｏｐａｔｈｙ

ｍａｙ
ｂｅａｎｅａｒ ｌ ｉｅｒｍａｎｉｆｅｓｔａｔ ｉｏｎｏｆ ｌ ｉｖｅｒ ｉｎ

ｊ
ｕｒｙ

ｉｎ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓｗ ｉｔｈＵＣＤ

，

ａｎｄｄｙｎａｍ ｉｃｍｏｎ ｉｔｏｒ ｉｎｇ
ｏｆ ｓｅｒｕｍｃａ ｌｃ ｉｕｍ ｌｅｖｅ ｌｓｉｎ

ｐａｔ ｉｅｎｔｓｗ ｉｔｈｅａｒ ｌｙ
ｏｎｓｅｔｏｆ ＵＣＤ

ｉｓｎｅｅｄｅｄ ．Ｓｅｒｕｍａ ｌａｎｉｎｅａｎｄ
ｐｒｏ ｌ ｉｎｅｌｅｖｅ ｌｓｍａｙｂｅｏｆａｕｘ ｉ ｌ ｉａｒｙ

ｄ ｉａｇｎｏｓｔ ｉｃｖａ ｌｕｅ ｉｎ

ｅａｒ ｌｙ
ｏｎｓｅｔ

ｐｒｏｘｉｍａｌＵＣＤ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ．

２ ．Ｂ ｌｏｏｄ
ｐｕｒ

ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｃａｎｅｆｆｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ
ｒｅｄｕｃｅ

ｐ ｌａｓｍａａｍｍｏｎ ｉａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎ
，

ｈｏｗｅｖｅｒ
，

ｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｃ ｌ ｉｎ ｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｍａｙｎｏｔｂｅ
ｐｒｏｐｏｒｔ ｉｏｎａｌｔｏｔｈｅ

ｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ
ｐ ｌａｓｍａａｍｍｏｎｉａ ．Ｉｔｓｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ

ｐｈｅｎｏｔ
ｙｐｅａｎｄ

ｐｒｏｇｎｏ ｓ ｉｓｓｔ ｉｌ ｌｄｅｐｅｎｄｏｎｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｇｅ

ｎｅｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｏｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ／ｏｒｆｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅ ．Ｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｓ

ｏｃｃｕｒｒｉｎｇｉｎｃｏｎｓｅｒｖｅｄｇｅｎｅｒｅｇ ｉｏｎｓ
，ｅｎｚｙｍｅｒｅａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ

ｄｏｍａ ｉｎ ｓ
：

，ｓｅｖｅｒｅ ｌｙａｆｆｅｃｔ ｉｎｇ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
，ａｓｗｅ ｌ ｌａｓｌａｒｇｅｆｒａｇｍｅｎｔｄｅ ｌｅｔ ｉｏｎｓａｎｄｍｅａｎ ｉｎｇ ｌｅ ｓｓｖａｒ ｉａｔ ｉｏｎｓｍａｙ

ｈａｖｅｍｏｒｅｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄｅｆｆｅｃｔ ｓｏｎｅｎｚｙ
ｍｅ ｓ

，
ｌｅａｄ ｉｎｇｔｏｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｃ ｌ ｉｎ ｉｃａ ｌ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｓ ．

３ ．ＴｗｏＰＢＭＣ －ｄｅｒ ｉｖｅｄＯＴＣＤｐａｔ ｉｅｎｔ－ ｓｐｅｃ
ｉｆｉｃ ｉＰＳｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓ ｆｕ ｌ ｌｙ

ｅ ｓｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｅｄｂｙｎｏｎ
－

ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ．Ｔｈｅｆｉｒｓｔ ｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｏ ｉｄ

ｄｅｒ ｉｖｅｄｆｒｏｍＰＢＭＣｆｏｒｔｈ ｉｓｄ ｉ ｓｅａｓｅｗａｓｓｕｃｃｅ ｓｓｆｕ ｌ ｌｙｅｓｔａｂ ｌ ｉｓｈｅｄｂｙｉｎｄｕｃ ｉｎｇｉｔｔｏ

ｌ ｉｖｅｒｃｅ ｌｌｓ
，ｗｈ ｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａ

ｐｏｔｅｎｔ ｉａ ｌ ｌ ｉｖｅｒｏｒｇａｎｍｏｄｅ ｌｆｏｒＯＴＣＤｆｏｒｒｅ ｌａｔｅｄ

ｓｔｕｄ ｉｅｓ ．

Ｋｅｙ
ｗｏｒｄｓ ：ＵｒｅａＣｙｃ ｌｅＤ ｉｓｏｒｄｅｒ

，
Ｈ
ｙｐｅｒａｍｍｏｎｅｍ ｉａ

，
ｉＰＳＣ ｓ

，
Ｌ ｉｖｅｒｏｇａｎｏ ｉｄ

７
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符号綱

英文缩写 英文全称 中文全称

ＰＢＭＣＰｅｒ ｉｐｈｅｒａ
ｌＢ ｌｏｏｄＭｏｎｏｎｕｃ ｌｅａｒＣｅ ｌ ｌ外周血单个核细胞

ｈ ｉＰＳＣＨｕｍａｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｐ ｌｕｒ ｉ

ｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍ ｃｅ ｌ ｌｓ人诱导性多能干细胞

ＵＣＤＵｒｅａＣｙｃ ｌｅＤ ｉｓｏｒｄｅｒｓ尿素循环障碍

ＯＴＣＤＯｒｎ ｉｔｈ ｉｎｅＴｒａｎｓｃａｒｂａｍｙ ｌａｓｅＤｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ鸟氨酸氨 甲酰基转移酶缺陷

ＣＰＳ １ＤＣａｒｂａｍｏｙ ｌＰｈｏｓｐｈａｔｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅＩ

氨 甲酰磷酸合成酶Ｊ缺陷
Ｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ

ＤＥＣ ｄｅｆｉｎ ｉｔ ｉｖｅｅｎｄｏｄｅｒｍａ ｌｃｅ ｌ ｌｓ定型 内胚层细胞

ＮＡＧＳＤＮ－Ａｃｅｔｙ
ｌｇ ｌｕｔａｍａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ乙酰谷氨酸合成酶缺陷

ＡＳＳＤＡｒｇ ｉｎ ｉｎｏｓｕｃｃ ｉｎａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ精氨酸瑭拍酸合成酶缺陷

ＡＳＬＤＡｒｇ ｉｎ ｉｎｏ ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ精氨琥拍酸裂解酶缺陷

ＡＲＧＤＡｒｇ ｉｎａｓｅＤｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ精氨酸酶缺陷

ＥＳＣ ｅｍｂｒｙｏｎ ｉｃｓｔｅｍ ｃｅ ｌｌｓ胚胎干细胞

ＥＢ Ｅｍｂｒｙｏ  ｉｄｂｏｄ ｉｅｓ 拟胚体

ＡＦＰＡ ｌｐｈａ
－ｆｅｔｏｐｒｏｔｅ ｉｎ 甲胎蛋 白

ＡＬＢ Ａ ｌｂｕｍ ｉｎ 白蛋 白

ＡＡＴＡ ｌｐｈａｏ
－

ａｎｔ ｉｔｒｙｐ ｓ ｉｎ ａ抗胰蛋 白酶

８
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

前 言 （文献综述 ）

－

、 尿索循环障瓶述

１ ． 尿索循环的过程及功能

尿素循环 （Ｕｒｅａｃｙｃ ｌｅ ） ， 也称鸟氨酸循环 （ Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｃｙｃ ｌｅ ）
，
由ＨａｎｓＫｒｅｂｓ

等人于 １ ９３２ 年在 鼠肝切片的体外实验中发现 ， 后来被 ＫｕｒｔＨｅｎｓｅ ｌｅ ｉｔ 等人完善

（
ＫｒｅｂｓＨ

，
１ ９３２

）
， 是人类发现的第

一

个代谢循环 。

哺乳动物的尿素循环主要发生在肝细胞中 ， 共 ５ 个反应 ， 其中 ２ 个发生在线

粒体内 ， ３ 个发生在细胞质 内 （ 图 １ ） 。 在肝细胞线粒体 内 ， １ 分子的氨 （
ＮＨ

３ ）
和

１ 分子的二氧化碳 （
Ｃ〇２）在氨 甲酰磷酸合成酶 Ｉ

（
ＣａｒｂａｍｏｙｌＰｈｏ ｓｐｈａｔｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅＩ

，

ＣＰＳ １
）催化下生成氨 甲 酰磷酸 （

Ｃａｒｂａｍｏｙｌｐｈｏ ｓｐｈａｔｅ
）

。 ＣＰＳ １ 以 Ｎ－ 乙酰谷氨酸

（
Ｎ－Ａｃｅｔｙｌｇ ｌｕｔａｍａｔｅ

，
ＮＡＧ

）为辅助 因 子 ， 乙酰谷氨酸合成酶 （
Ｎ－Ａｃｅｔｙｌｇ ｌｕｔａｍａｔｅ

Ｓｙｎｔｈａｓｅ
，
ＮＡＧＳ

）活性升高可 以通过 ＮＡＧ 的增多而增强氨 甲酰磷酸的合成 ， 从而

促进尿素生成 。

在线粒体 中 ， 氨 甲 酰磷酸和 鸟氨酸在 鸟氨酸氨 甲 酰基转移酶 （
Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ

Ｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ
，
ＯＴＣ

）催化下生成瓜氨酸 ， 后者被转运至胞液 ， 在精氨酸琥珀酸

合成酶 ｌ
（
Ａｒｇ ｉｎｉｎｏｓｕｃｃ ｉｎａｔｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅ１

，
ＡＳＳ １

）的作用下 ， 瓜氨酸与天冬氨酸缩合

成精氨琥拍酸 ， 精氨酸琥拍酸分解酶 （
Ａｒｇ ｉｎｉｎｏ ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅＬｙｓａｓｅ ，ＡＳＬ

）将精氦琥拍

酸裂解成精氨酸和延胡索酸 ， 最后 ， 精氨酸在精氨酸酶（
ＡｇｒｉｎａＳｅ ，

ＡＲＧ
）的催化下

分解为鸟氨酸和尿素 。 鸟氨酸可进入线粒体再参与鸟氨酸循环 ， 尿素则扩散入血 ，

随尿排出 。 总的方程式为 ： ２ＮＨ３
＋Ｃ０ ２

＋３ＡＴＰ＋Ｈ２０— 尿素 ＋２ＡＤＰ＋４Ｐ ｉ＋

ＡＭＰ＋ＰＰ ｉ
（
ＫｒｅｂｓＨ

，
１ ９３２

）
， 概括为两个氨与

一

个二氧化碳消耗了三个 ＡＴＰ 形成

了尿素的过程 。

９
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

＼ Ｃａ ｒ ｂａｍｏ
ｙ

ｌ

＼ Ｐｈｏｓ ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ

Ｓｙｎ ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｓｅ  Ｉ

２ ＡＴＰ ＋ ＨＣ〇
！ 

＋￣
＋ ？Ｄ Ｐ ＋ Ｐ ｉ

Ｎ
：Ａｃ ｅ ｔ

ｙ
ｌ

ｇ
ｌ ｕ ｔ ａｍ ａ ｔ ｅ



？

？

Ｓ
ｙ
ｎ ｔ ｈ ａ ｓ ｅ

ｎ ａｇ ｓ
） Ｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎ ｅ Ｃ ｉ ｔ ｒ ｕ ｌ

ｌ ｉ ｎｅ

ｅ Ｔ ｒａ ｎ ｓ ｃ ａ ｒ ｂａｍｙ ｌａ ｓｅ Ｎ ．

Ｍ ｉ ｔｏ ｃｈ ｏ ｎｄ ｒ ｉ ｏ ｎ／ （ｏｔｃ ）Ｘ

／＼
／ Ａ ｒｇ ｉ ｎ ｉ ｎｏ ｓｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ａ ｔ ｅＶＶ．

Ｃｙ ｔ ｏ ｐ ｌ ａ ｓｍＯ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎ ｅ Ｓ^ ｓＴ
＇

＼？他

｜ Ｕ Ｒ ＥＡ Ｉ

｜ ＣＹＣ Ｌ Ｅ ｆ

＼ Ａ ｒ
ｇ ｉ ｎ ｉ ｎ ｏ ｓ ｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ

Ｗｎ ａ． ／
＼  （

Ａ ＲＧ １
） ４Ｊ

＼ Ａ ｒ
ｇ

ｉ ｎ ｏ ｓｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ／

ｊ

＼ ． Ｌ
ｙ
ｓ ａ ｓｅ  （

ＡＳ Ｌ ） ／

ｈ
，

°
Ｎ
ｓ
^

Ａ ｒ
ｇ

ｉ ｎ ｉ ｎｅ
＾


— ／

Ｆ ｕｍ ａ ｒ ａ ｔｅ

图 １ 尿素循环过程图 （
Ｂ ｌａ ｉｒ ＮＦ

，
２ ０ １ ５

）

蛋 白 质作为人体三大营养物质之
一

， 参与各项生理活动 。 生物体中 的蛋 白 质

并不是固定不变的 ， 而是处于分解与合成的动态平衡之 中 。 内 生的蛋 白 质分解为

氨基酸 ， 氨基酸再合成新的蛋 白 ， 这个过程消耗的蛋 白 （ ３ ００ －４００ 克 ／天 ） 约为人

类每天摄入蛋 白 质 （ ５ ０
－

８ ０ 克 ／天 ） 的 ５
－ ６ 倍 （ 新生儿 、 生长发育 中 的儿童更高 ）

（
Ｓ ｃｈｕｔｚ Ｙ

，

２ ０ １ １
）

， 中 间会产生大量的代谢产物
一

氨 。 氨对于机体是有毒的 ， 神

经系统尤为敏感 ， 除再利用 外 ， 多余的氨必须排 出 ， 而尿素循环则担负着这个重

要的使命
——

将有毒的氨转换为无毒 的尿素排出 体外 ， 维持机体正常的血氨水

平 。 尿素不仅是机体清除废物氨的途径 ， 也是氮在体 内转运的安全形式 。

所有的动物 ， 从无脊椎动物到哺乳动物 ， 天生都可 以合成尿素 ， 也就相应地

都拥有尿素循环 （
ＷｉｔｈｅｒｓＰＣ

，
１ ９ ９ ８

）
。 在哺乳动物 ， 尿素循环在胎儿期就 己经发挥

作用 ， 以此保证氨基酸可 以 作为能量来源维持胎儿的生长 （
Ｓ ｃｈｕ ｔｚ Ｙ

，
２ ０ ］ ］

）
。 因此 ，

尿素循环对生长发育和健康生存中都有着举足轻重的作用 。

２ ． 尿素循环障碍

如上所述 ， 尿素循环是机体 内维持氨平衡 的最重要的代谢通路 ， 当尿素循环

障碍 （
Ｕｒｅ ａｃｙｃ ｌｅｄｅｆｅｃ ｔ ｓ

，
ＵＣＤ

）
发生时 ， 机体的氨平衡被打破 ， 从而产生轻重不

一

的临床症状 ， 严重者则致 命 。

ＵＣＤ 的病因是尿素循环相关的六种酶的缺陷 导致的氨代谢异常 ， 除鸟氨酸

１ ０
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氨 甲酰基转移酶基因位于 Ｘ 染色体外 ， 其余五种均位于常染色体 。 ＵＣＤ 的发病

率因临床症状的不典型性和疾病程度的轻重差别而很难估测 ， 文献报道从 １ ： ８ ０ ００

到 １ ： ４５
，
０００ 不等 （

Ｗａ ｌｋｅｒＶ
，

２ ０ １ ４
）

。 临床症状的轻重取决于酶缺陷 的严重程度 ， 完

全缺陷 的患者多在生后数天 即 发病 ， 死亡率可高达 ５ ０％ ； 而部分缺陷者可 出现非

常轻微的甚至被忽视的临床症状 ， 也有的会发生反复 出现的高氨血症 （
Ｎａ ｓ ｓｏｇｎｅ

ＭＣ
，
２ ００ ５

）
。

２ ． １截甲酿镇酸合成酶－

１缺陷 （ Ｃ ａ ｒｂａｍ ｏｙ 丨ｐｈ ｏ ｓｐ ｈａ ｔｅＳｙｎｔｈ ｅ ｔａ ｓｅ１Ｄ ｅｆｉ ｃ ｉｅｎ ｃｙ，

ＣＰＳ １Ｄ ）

氨 甲醜磷酸合成酶 －

１ （
Ｃ ａｒｂａｍｏｙ ｌｐｈｏ ｓｐｈａ ｔ ｅＳｙｎｔｈｅｔａ ｓｅ １

，ＣＰ Ｓ １
）是尿素循环的

第
一

个酶 ， 也是整个尿素循环的限速步骤 。 编码 ＣＰ Ｓ １ 的基因在 ２ 号染色体长臂

２ｑ３ ５
（
ＳｍｎｍａｒＭＬ

，１ ９９ ５
）

， 包括 ３ ８ 个外显子和 ３ ７ 个 内 含子 ， ４ ５ ００ 个编码核苷酸 。

在形成 ＣＰ Ｓ １ 蛋 白 时 ， 氮端的 ３ ８ 个氨基酸会与碳端的 １ ４６２ 个成熟氨基酸区段分

离 。 人类的 ＣＰ Ｓ １ 蛋 白含有 ４ 个亚基 ， 其作用 是将氨和碳酸氢根合成氨 甲酰磷酸 ，

反应式为２ＡＴＰ＋ＮＨ ３＋ＨＣ ＣＶ
－

＞２ＡＤＰ＋ＨＰ０ ４

２
－

＋ＮＨ ２Ｃ０ ２Ｐ０ ３

２
－

（
Ｒｕｂ ｉｏＶ

，

１ ９９ ３
）

。 这个过程共有三步 ， 分别为碳酸氢盐和氨基 甲酸酯的鱗酸化 （ ＡＴＰ 依赖 ）

以及氨基 甲酸酯 的合成过程 。 图 ２ 分别指 出 了上述三步反应及发生的不同位置

（
Ｄ ｉ

＇

ｅｚ
－Ｆ ｅ ｒｎ ｄｎｄ ｅｚＣ

，

２ ０ １ ４
）

。

ＡＮ －

ｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｏ ｉ ｅ ｔｙ Ｃ －

ｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ａ ｌｍ ｏ ｉ ｅ ｔｙ

ｌ

＾
１ ７ｋＤａ？

２３ｋＤａ

＾

＼ｒ－４５ｋＤａ，

１５ｋＤａ￣

４５ｋＤａ＾

１ ５ｋＤａ

Ｉ＿ Ｃａ ｒｂａｍａ ｔｅＩｄ
（
Ｕ ＦＳＤ

）ｐｈ ｏｓｐ ｈ ｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｆｆｉ

ｒ
—
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丨
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
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
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） （
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ｐ
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
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ｐ
ｈ ａ ｔｅ

） （
ｃａ ｒｂａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
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ｐ
ｈａ ｔｅ
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３

图 ２ 氨 甲酰磷酸合成酶－

１ 的结构及反应步骤

图 ２Ａ ：ＣＰ Ｓ １ 包括 ４０ｋＤ ａ 的氮端亚基和 １ ２ ０ｋＤ ａ 的碳端亚基 ， 绿色的 ＢＰ ＳＤ 表示碳酸氢

根发生磷酸化的部位 ， 而红色的 ＣＰ ＳＤ 表示氨基 甲酸酯磷酸化的部位 。

图 ２Ｂ ： 分步解释 了碳酸氢根与氨形成氨 甲 酰磷酸的过程 。 第
一

步是碳酸氢根的磷酸化

１ １
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过程 ， 形成羧基磷酸盐 ， 后者与氨形成氨基甲酸酯 ， 氨基甲酸酯被运送到另
一

个亚基
（
ＣＰＳＤ

）

进行磷酸化 ， 形成氨甲酰磷酸 （
Ｃａｒｂａｍｏｙｌ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
）

。

ＣＰＳ １Ｄ 即是 由于 ＣＰＳ １ 基因 出现不同类型的突变而发生的酶异常性先天性

出生缺陷 ， 发病率在美国报道为 ｌ ： ９７５
，
０００

（
Ｂａｔｓｈａｗ ＭＬ

，
２０ １ ４

）
， 而在 日本报道约

为 ｌ ： ８００
，
０００

（
Ｎａｇａｔａ Ｎ ，１ ９９ １

）
。 由于 ＣＰ Ｓ １ 是尿素循环的限速步骤 ， 大多数 ＣＰＳ １Ｄ ，

尤其是早发型多为致命性的 。

一

项历时 ６ 年的 ＵＣＤ 研宄显示 ， 新生儿期发病的

ＵＣＤ 总 的死亡率约 ２４％ ， 但 ＣＰＳ １Ｄ 的死亡率可达 ４２％ ， 为各种 ＵＣＤ 之首 （
Ｂａｔ ｓｈａｗ

ＭＬ
，２０ １ ４

）
。 早发型 目 前仍缺乏有效的治疗方法 ， 新生儿期的幸存者 日 后会因感

染或摄入蛋 白过多而经历反复的高氨血症 。 而晚发型的患者则 出现类似于杂合子

的临床表现 ， 如摄食困难 、 生长发育落后 、 精神运动迟滞等表现 。

２ ．２乙酿谷氧酸合成酶缺陷 （Ｎ－Ａｃｅｔ
ｙｌｇｌｕｔａｍａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，

ＮＡＧＳＤ ）

谷氨酸与 乙酰辅酶 Ａ 在 乙酰谷氨酸合成酶 的催化下形成 乙酰谷氨酸

（ＮＡＧ ） ， ＮＡＧ 作为 ＣＰＳ １ 的协同因子 ， 在尿素循环的第
一

步上也发挥着重要

作用 。 由于两者实际上是导致同
一

个酶功能异常 ， 因此 ， 要诊断 ＣＰＳ １Ｄ 需要先

排除 ＮＡＧＳＤ 。

ＮＡＧＳＤ 是尿素循环中最少见的
一

种 ， 仅 占尿素循环的 ０ ． ５
－

１％ ， 其发病率估

计在ｌ ／３ ，
５ ００

，
０００ －７

，

０００
，
０００

（
ＳｕｍｍａｒＭＬ

，２０ １ ３
）

， ＮＡＧＳＤ的发病年龄可从新生儿

期到 ５ ０ 岁 以后 （
Ｔｕｃｈｍａｎ

Ｈ
２００８

）
。 由于 ＮＡＧＳ 与 ＣＰＳ １ 的密切关系 ， 其临床表

现与 ＣＰＳ １Ｄ 类似 ； 实验室检查上也可 以表现为血氨和谷氨酰胺水平的升高 ， 血

瓜氨酸和尿乳清酸水平的降低 。 目 前 已有至少来 自 ４５ 个家庭的 ５ ９ 名病人被报道

为 ＮＡＧ ＳＤ ， ＮＡＧＳ 基因 的突变也是非常个体化的 （
Ｅ ｉｍａｎＨ ．Ａ １Ｋａａｂｉ

，
２０ １ ６

）
。 尽

管 ＮＡＧＳＤ 的发病率很低 ， 但它却是唯
一一

个有特殊治疗方法的 ＵＣＤ 。 氨 甲酰

谷氨酸 （
Ｎ －ｃａｒｂａｍｙｌｇｌｕｔａｍａｔｅ

，
ＮＣＧ

）作为 ＮＡＧ 的类似物 ， 可 以激活 ＣＰＳ １ 。 有证

据表明 ， 给 ＮＡＧＳＤ 的新生儿提供 ＮＣＧ 可 以重新恢复体内 的尿素生成过程 ， 并

可 以在今后的慢性过程中减少其他药物的应用和饮食的限制 （
Ｎｉｃｈｏ ｌａｓＡｈＭｅｗ

，

２０ １ １
）

， 甚至有建议说所有高氨血症疑似 ＵＣＤ 的新生儿均应该接受 ＮＣＧ 的治疗 ，

因为这对于 ＮＡＧＳＤ 患儿是可 以挽救生命的治疗方法 ， 且对某些 ＣＰＳ １Ｄ 的病例

也有
一

定的效果 （
Ｇｕｆｆｏｎ Ｎ

，
２００５

）
。

２ ．３ 鸟氨黢氨 甲 酰基转移酶缺陷（ Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙ ｌａｓｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，

１ ２
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ＯＴＣＤ）

鸟氨酸氨甲酰基转移酶 （
Ｏｒｎ ｉｔｈ ｉｎｅｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ

，
ＯＴＣ

）
也是线粒体酶 ， 其作

用是催化氨甲酰磷酸和鸟氨酸形成瓜氨酸 。 人类的 ＯＴＣ 基因位于 Ｘ 染色体的

Ｘｐ２ １ ． １
（
Ｌ ｉｎｄｇｒｅｎ Ｖ

，
１ ９８４

）
， 因此 ＯＴＣＤ 是尿素循环障碍中唯

一一

个伴性遗传的疾

病 。 ＵＣＤ中大概有
一

半是ＯＴＣＤ
（
ＳｅｍｉｎａｒａＪ

，
２０ １ ０

）
， 其发病率约１ ／６２

，
０００－７７

，
０００

，

至 ２０ １ ５ 年 ， 共报道 了４ １ ７ 种致病性基因突变 （ Ｃａ ｌｄｏｖ ｉｃ Ｌ
，
２０ １ ５ ） 。 由于是 Ｘ 连

锁基因突变 ， 绝大多数的患者都是男性纯合子 ， 且约 ５０％的新生儿期发病的男性

患儿均难以存活 （
Ｌ ｉｃｈｔｅｒ

－Ｋｏｎｅｃｋｉ Ｕ
，
２０ １ ３

）
。 对于女性携带者 ， 约 ２０％会表现出临

床症状 （Ｍａｅ ｓｔｒ ｉ ＮＥ
，１ ９９６ ） 。

ＯＴＣＤ 的临床症状还是呈现较为经典的高氨血症的过程 。 在治疗上 ， 除常规

的限制氨基酸摄入等经典治疗外 ， 目前己有对 ＯＴＣＤ 的产前干预及早期干预的

报道。 如对两位怀有男婴且携带 ＯＴＣＤ 基因 的孕母在分娩前给予 Ａｍｍｃｍｕ ｌ（苯

甲酸钠和苯乙酸钠的复合制剂 ） 、 精氨酸及含糖液体静脉输注 ， 出生之后立即给

予婴儿维持剂量的 Ａｍｍｏｎｕ ｌ 、 精氨酸和高热卡的营养供给 ， 结果显示患儿的谷

氨酰胺水平正常 ， 生后 ２ 天的血氨水平均在正常范围 ， 且未出现任何高氨血症的

神经系统症状 （
Ｗｉ ｌｎａ ｉ Ｙ

，
２０ １ ８

）
。 而对于

一

个晚发型 ＯＴＣＤ 家族中多个携带基因的

女性分娩的 ＯＴＣＤ 患儿的早期干预结果显示 ， 自新生儿期即开始接受精氨酸治

疗的患儿没有出现高氨血症 ， 且生长发育同正常儿童 （
Ｆｕ

ｊ
ｉｓａｗａ Ｄ

，
２０ １ ５

）
。 这些结

果
一

方面提示基因诊断的重要性 ， 另
一

方面也为提高 ＯＴＣＤ 患儿生存率和生活

质量提供了诊疗方向和依据 。

２ ．４精粗勘虎由酸合成酶缺陷 （Ａｉ＾ ｉｎ ｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ， 
ＡＳＳＤ

（
Ｃ ｉｔｒｕ ｌ ｌｉｎｅｍ ｉａＩ

，
ＣＴＬＮ１

）
）

精氨酸號拍酸合成酶 （ Ａｒｇ ｉｎ ｉｎｏ ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ
， 
ＡＳＳ ） 的作用是催化瓜氨

酸与天冬氨酸形成精氨琥珀酸 ， ＡＳ Ｓ 的缺陷导致瓜氨酸在体 内 累积 ， 因此 ＡＳＳＤ

是瓜氨酸血症 中 的
一

种 。 编码 ＡＳ Ｓ 的基因是 ＡＳＳ １ ， 位于 ９ 号染色体 ｑ３
４ ． １ ， 含

１ ６个外显子 ， 编码 ４ １ ２个氣基酸 ， 目 前已报道至少 １ ３ ７种致病基因 （Ｄ ｉｅｚ－Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ

Ｃ
，
２０ １ ７ ） 。 经典型 ＣＴＬＮ １ 表现为新生儿期发病的致命性的高氨血症 ， 晚发型和

／或轻微症状的表现为轻度瓜氨酸血症 ， 还有
一

大部分无临床症状、 仅被新生儿

筛查检测出 的为生物学表型 （
Ｌ ｉｎ

，
２０ １ ９

）
。 但是需要注意的是 ， 瓜氨酸的增高在 ＩＩ

１３
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型瓜氨酸血症 （ Ｃ ｉｔｒ ｉｎ 缺乏 ） 、 精氨琥珀酸裂解酶缺乏 、 丙酮酸羧化酶缺乏等疾

病中 同样可以见到 ， 应注意鉴别 （ ＳａｎｄｅｒＪ
，
２００３ ） 。

Ｚ ｉｅ ｌｏｎｋａ 建立了
一

种哺乳动物等位基因的表达系统来预测 ＡＳＳ 的酶活性 ，

发现酶活性在 ８％以下的患者有更频繁且更严重的高氨血症事件 ， 认知功能也较

酶活性在 ８％以上的低 （
Ｚ ｉｅ ｌｏｎｋａ

，
２０ １ ９

）
。 治疗方面 ， 除饮食控制外 ， 肝脏移植对

新生儿期发病的 ＣＴＬＮ １ 有非常理想的疗效 ， 不但可使病人在正常饮食情况下仍

保持血氨和瓜氨酸在正常水平 ， 还对患者的发育落后有 良好的改善效果 （
Ｌ ｉｕ

，

２０２ １
）

。

２ ．５精 酸裂解酶缺陷ＣＡ ｉ＾ ｉｎ ｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｌｙａｓｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， 
ＡＳＬＤ ）

精氨琥拍酸裂解酶 （Ａｒｇ ｉｎ ｉｎｏ ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ
，
ＡＳＬ ） 是尿素循环的第五个酶 ，

其作 用 是将精氨琥珀酸裂解成为精氨酸和 延胡 索酸 。 ＡＳＬＤ 发病 率 约 为

ｌ ／７００００
（
Ｂｒｕｓ ｉ ｌｏｗ ＳＷ

，
２００９

）
， 仅次于ＯＴＣＤ 。 编码ＡＳＬ的基因位于７ｑ

ｌ ｌ ．２ １ ， 存

在超过 ３００ 种基因多态型 ， 至少 ６７ 种致病变异 。 Ｂａｌｍｅ 等人对 １ ３４ 个 ＡＳＬＤ 病

人的样本进行了基因分析 ， 发现绝大多数的基因突变是错义突变 ； 虽然没有发现

非常明显的突变热点 ， 但 ４ 号
，
６ 号和 １ ２ 号外显子的突变可能会导致更为严重的

临床表型 （
Ｂａ ｌｍｅｒＣ

，

２０ １ ３
）
。 ＡＳＬＤ 也分为早发型和晚发型 ， 早发型与其他 ＵＣＤ

一

样 ， 以高氨血症为主要临床表现 ， 但 ＡＳＬＤ 有比较特征性的表现 ， 即肝脏肿大

和结节性脆发症（
Ｂｒｕｓ ｉ ｌｏｗＳＷ

，
２００９

）
。 而晚发型则临床表现差异显著 ， 可能表现

为周期性的高氨血症 ， 也可能完全没有因高氨血症就诊却发生严重的神经认知障

碍 、 肝脏疾病 （甚至肝纤维化 ） 及系统性高血压 （
Ｓａｎｄｅ ｓｈ Ｃ

，
２０ １ ３

）
。

２ ．６精和教｜缺陷 （Ａｉ＾ ｉｎａｓｅＤｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ， 
ＡＧＤ ）

精氨酸酶是尿素循环的最后
一

个酶 ， 催化精氨酸水解为鸟氨酸和尿素 ， 前者

再次进入尿素循环 ， 而后者则作为氨的最终代谢产物被排出体外 ， 从而实现氨的

解毒过程 。 ＡＧＤ 的发病率从 １ ／３００
，
０００ 到 １ ／２

，
０００

，
０００ 不等 ， 欧美国家的数据显

示约在 ｌ ／９５０
，
０００

（
ＳｕｍｍａｒＭＬ

，
２０ １ ３

）
。 编码 ＡＲＧ 的基因位于 ６ｑ

２３ ， 目 前已知至

少 ４３ 种致病的变异 ， 多数为错义突变 （
Ｓ ｉｎＹＹ

，
２０ １ ５

）
。

ＡＧＤ 通常不会导致非常严重的高氨血症 ， 而 以严重的高精氨酸血症为主要

表现 ， 神经系统对于高精氨酸的毒性非常敏感（
Ｃａｒｖａ ｌｈｏ０＾ ２０ １ ２

）
。 因此 ， 虽然

ＡＧＤ 通常不会在新生儿期发病 ， 但其发病后可表现为严重的痉挛 、 运动能力丧

１４
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失 、 肠道和膀胱控制能力 的完全丧失 、 惊厥 、 生长落后及严重的智力受损等

（
Ｋｉｒｔ ｉｋａＨ

，

２０ １ ８
）

。 由于 ＡＧＤ 的病人多数经历较为漫长的疾病过程 ， 相对于其他

ＵＣＤ ， 对于 ＡＧＤ 治疗的研究更为广泛和深入 。 基础的标准治疗仍然是饮食控制 ，

包括低蛋 白饮食联合无精氨酸或瓜氨酸的必须氨基酸供给 （
Ｈａｂｅｒ ｌｅ Ｊ

，
２０ １ ２

）
， 但各

种基于细胞移植 、 ｍＲＮＡ 及基因编辑技术的动物实验均为 ＡＧＤ 提供 了 更为广阔

的治疗空间和潜在的精准治疗可能 （
ＳｔｅｐｈａｎｉｅＡ ．Ｋ ．Ａ

，２０ １ ９
；Ｋｉｒｔ ｉｋａＨ

，
２０ １ ８

；Ｓ ｉｎ

ＹＹ
，
２０ １ ７

）
。

二 、 诱导性多能干细胞的研究进展

１ ． 诱导性多能干细胞 （
ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐ ｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
，

ｉＰＳＣ
）的发现和建立

进入 ２ １ 世纪 以来 ， 细胞和基因水平的研宄 日 新月 异 ， 但是 ， 胚胎干细胞

（
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅ ｌｌｓ

，
ＥＳＣ

）的研究面临多重挑战 ， 如细胞来源 、 伦理限制等 。 因

此 ， Ｔａｋａｈａｓｈｉ 等人发明 了
一

种替代 ＥＳＣ 的方法 ， 在培养 ＥＳＣ 的条件下 ， 利用

Ｏｃｔ３ ／４
，
Ｓｏｘ２

，ｃ
－Ｍｙｃ 以及 Ｋｌｆ４这四种因子将小 鼠胚胎或人纤维母细胞来源的多能

干细胞进行诱导 ， 使其不仅可 以出现 ＥＳＣ 同样的形态学和生长特性 ， 还可以表

达 ＥＳＣ 的标记基因 ， 他们将这种细胞命名为诱导性多能干细胞 （
ｉＰＳＣ

）
。 将这些细

胞注入裸鼠后 ， 生长出来的肿瘤包含了三个胚层的不同组织 ， 注入囊胚的 ｉＰＳＣ

也有助于胚胎的发育 （
Ｔａｋａｈａｓｈｉ 艮 ２００６

）
。 随后的研究证实了这四种因子同样可

以重编辑人类的细胞 ， 包括胚胎干细胞和体细胞 ， 使它们也成为 ｉＰＳＣ
（
ＰａｒｋＩＨ

，

２００８
）

。 上述多能性转录因子在重编程细胞的过程中使 ＤＮＡ 发生 了 甲基化并修饰

组蛋 白 ， 使得染色质 结构发生 了 改变 ， 效仿 了 胚胎阶段的状态 （
Ｐａｌａｋｋａｎ ＡＡ

，

２０ １ ７
）

。 对于体细胞来说 ， 这些转录因子并不能完全控制其表观状态 ， 但是这些

转录因子的长时间表达和正 向调节反馈环缓慢地改变着体细胞的表观状态 ， 从而

建立起新的多能性路径 ， 改变 了细胞的命运 （
Ｙｏｕｎｇ

Ｒ４
２０ １ １

）
。

重编程并不能改变所有细胞的命运 ， 如果在有限的时间窗 内去检测重编程因

子的表达率 ， 重编程的效率其实很低 （
Ｂ ｉｌｉｃ Ｊ

，
２０ １ ２

）
， 这就需要建立

一

套标准来验

证是否真正建立 了 ｉＰＳＣ 。 Ｓｔｅｍ Ｃｅ ｌ ｌｓ 杂志认为这个标准包括重编程后的细胞需要

呈现出胚胎干细胞的形态学特征 ， 有
一

定的增殖效率 ， 可以形成畸胎瘤 ， 并能在

囊泡中促进胚胎的发育等 ； 而外源性多能转录基因需要在重编程的细胞中先激活

后消失 。 最后 ， ｉＰＳＣ 应该能够通过四倍体胚胎互补技术形成
一

个完整的动物 （图

１ ５
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

３
）

。 然而受限于现实条件 ， 这些指标在大多数细胞株上都难 以实现 ， 譬如最后
一

项就受限于伦理 （
Ｂ ｉ ｌ ｉｃ Ｊ

，２ ０ １ ２
）

。 因此 ， 目 前对多数 ｉＰ ＳＣ 细胞系 的鉴定都是在上

述标准中选择其 中 的几项作为依据 。

， ？ Ｍａ ｒｋｅ ｒｓ ：



日＾ｃｅ ｉ ｆ ｍｏ ｒ
ｐｈｏ ｌｏｇ ｙ

Ｆ ｕ ｎｃ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｌ ｉ ｔｙ
： ｉＭ Ｓ ＳＥＡ ｍａ ｒ ｋｅｆ

ｓｐｏｎ ｔａｎｅｏｕ ｓｖ ｒｔｒｏ  ｄ ， ｆｆｅ ｒ ｅｎ ｔ？ ｌ ，ｏ ｎ

｜１＾＾

 ＾ ｕｎ ｐｏ ｌｅｎｃｙ 
Ｕ ａｎ ｓｃ ｒ＾ｃｎ  ｆ ａｃ ｔ ｃｘ

４ ｌ ｌ ｅ ｘｐ ｒ ｅ ｓｓ ｉｏ ｎ

ｌｅｒ ａ ｔｏ ｎ＾ ｆｏｆｍａ ｌｗｎ＿ ｜ｗ＾ｎ〇ｑＳｏ ｘ２ＯＣＴ４ ）

Ｓ＜）
、

〇
ｃａｍｅｒａ ｃｏｒｎｒ ｉｂｕ ｌＫ ， － ．

｜ ▼ ｔ
－

ａ ｎｓ＾ ｎ．  Ｓ ， ｌ？ ？ ｃ ， ｎ
ｇ

ｇｅ
ｒｍ ｔ ｎｅ  ｃ ｏｎｔｎ ｂｕｌｏｎＱ．

＾

ＣＺ）

^

ｔ ｅ ｌ ｒ ａ ｐｔａ ｉｄ  ｃｏｍ ｐｔｅＴ＞ｅｎ ｔａ ｔ Ｋ＞ｎ＊〇．

 Ｉ ！ 〇 ｜
ｍｏｕ ｓ ｅ ． Ｄ ｌ ｋ

－Ｄ ｉｏ ３  ｌｏｃｕ ｓ  ｓ ｉ ｌ ｅｎｃｅｄ Ｊ

图 ３ 体细胞来源的 ｉＰＳＣ 的鉴定指标 （
Ｂ ｉｌｉ ｃＪ

，
２ ０ １ ２

）

２ ．ｉＰＳＣ 的应用

ｉＰ ＳＣ 的发现避开 了 伦理学的束缚 ， 使培养
“

定制
”

多能细胞成为可能 ， 也是

特定病人 、 特定疾病模型的理想细胞 ， 并且可应用 于再生医学和生殖医学 （
Ｐｅ ｓ ｓ６ ａ

ＬＶＦ
，２０ １ ９

）
， 因此成为近年来研究的热点 。 除人类外 ， 其他物种 ， 如啮齿类 （

Ｌ ｉａｏ

Ｊ
，
２００９

）
、 灵长类 （

ＬｉｕＨ
，
２００ ８

）
、 反刍类 、 家畜类 （

Ｅｓ ｔｅｂａｎＭＡ
，
２００９

）的ｉＰＳＣ也 已

经被建立 ， 某些甚至形成 了特定的动物模型被应用于 各领域的研宄 。 譬如羊 ， 由

于与人类有着更相似的 多基因特性 、 更相似的体型及寿命 （
Ｈ ａｒｄ ｉｎｇ

Ｊ
，

２０ １ ３
）

， 因此

被更广泛地应用 于母婴医学的研究中 （
Ｍｏｒｒ ｉｓｏｎＪＬ

，

２ ０ １ ８
）

。

在肝脏相关疾病 的研宄 中 ， ｉＰ ＳＣ 也发挥 了 重要 的作用 （ 图 ４
）

。 Ｓ ｏｎｇ 等人首先

将人类来源的 ｉＰ ＳＣ 诱导为类肝细胞 ， 发现后者不仅可 以表达 白 蛋 白 （
ＡＬＢ

）
、 甲

胎蛋 白 （
ＡＦＰ

）和细胞角 蛋 白 １ ８
（
ＣＫ １ ８

）等肝脏的特异性标记物 ， 还能表达 ｃｄ 抗胰

蛋 白酶 （
ＡＡＴ

）和细胞色素 ３Ａ４
（
ＣＹ３Ａ４

）等功能蛋 白 ， 与 内源性的正常肝细胞有着

相似的表型 （
Ｓｏｎｇ

Ｚ
，
２ ００９

）
， 为 ｉＰ ＳＣ 在肝脏疾病领域的研究揭开 了 序幕 。 作为肝

脏疾病之
一

的尿素循环障碍 ， 在近十年间也利用 ｉＰ ＳＣ 进行 了 多项研究 。 利用

ＡＳＬＤ 的 小 鼠模型和通过 ＡＳＬＤ 病人的 ｉＰ ＳＣ 衍生的 内 皮细胞 ， Ｊｏ ｒｄａｎ 等人证实

缺乏 ＡＳＬ 的 内 皮细胞会因
一

氧化氮的合成降低 、 氧化应激增多及血管再生能力

受损而导致高血压 （
Ｊｏ ｒｄａｎＫ

，

２ ０ １ ８
）

。 Ｓ ｉｎ 等人试 图通过修复 ＡＧＤ 小 鼠缺失的外显

１ ６
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

子来恢复精氨酸酶的功能 。 他们将修复后的 ｉＰ ＳＣ 诱导成为类肝细胞 ， 发现后者

不仅表达 了肝细胞的标记物 ， 还具有糖原贮存的功能 。 尽管这些类肝细胞只 表现

出 了 非常微弱 的尿素循环的功能 ， 但诱导 出来的肥大细胞却表达 出 了
一

定量的精

氨酸酶 ， 为基因编辑治疗ＡＧＤ提供 了 理论基础 （
Ｓ ｉｎＹＹ

，

２ ０ １ ７
）

。 虽然 尚未开展 ｉＰＳＣ

来源的肝细胞的临床研究 （
Ｖ ｉｖｉａｎａ Ｃ

，

２０２０
）

， 但已有研究表明 ， 由 ｉＰＳＣ 诱导分化

出 的肝细胞可 以在动物模型体 内成熟 （
Ｔｍｉｂｏｕ ｌＴ

，２ ０ １ ０
）

， 为今后的临床应用奠定

了
一

定基础 。

ａ

Ｎ ｏ ｒｍａ ｌ Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌ Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌ

Ｉ
ｆ

ｌ
１ ｓｏｍａ＾ ｃ ｃ ｅ ｌ ｌ ｉ ＰＳ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉ Ｈ ｅ

＾
ｃｅ ｌ ｌ ｓ

＾－？ ［

Ｒ ｅｐ ｒ ｏｇ ｒ ａｍｍ ｉ ｎ

ｇ ｜Ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ＾ ？ ＊ ？

？

？ ？
：， ‘ ？

？
Ｄ ｒｕ ｇ

ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎｇ

Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌ
？
Ａ ｌ ｌ ｏ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｐ ｌ ａ ｎ ｔ

ｂＭ ｕ ｔ ａ ｎ ｔ^

ｓｏｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｃ ｅ ｌ ｌ

 Ｋ ｉ Ｐ Ｓ^ Ｉ ｌ ｌ ｓ

＾＾
ｉ Ｈｅ ｐ＾ｅ Ｈ ｓ

⑵＾ ｌ

Ｒ ｅｐ ｒ ｏｇ
ｒａｍｍ ｉ ｎ

ｇ＞ ｊ
｜Ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ

？
Ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｍ ｏ ｄ ｅ ｌ ｉ ｎｇ

？
Ｄ ｒ ｕ ｇ

ｄ ｉ ｓ ｃｏ ｖ ｅ ｒｙ

Ｐａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ

Ｇ ｅ ｎｅ

ＣＭ ｕ ｔ

．

ａ ｎ ｔ

 丨 丨 ｃ ｏｒｒ ｅ ｃ ｔ ｅ ｄ ａ^ ｔｏ ｌ ｏ＾ｏｕｓ
ｓｏｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｃ ｅ ｌ ｌｋ ｉ Ｐ Ｓ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｋ ｉ ＰＳ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ［＼ ｉ Ｈ ｅ ｐ

ｓ

｜

Ｒ ｅ ｐ
ｒ ｏ

－（

Ｉ

￣

Ｇ ｅ ｎ ｅ ＾
Ｄ ｉ

ｆ ｆｅ ｒ ｅ ｎ＼
＇ ｇ

＼ａ ｒｒ＼ ｒｒ＼

＇

＼ ｒ＼

ｇ／＜Ｓ^ Ｚ＾Ｊｃｏ ｒ ｒ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｉ

）
／ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ／

 

？


－

’Ａｕ ｔｏ ｌ ｏｇｏ ｕ ｓ

Ｐａ ｔ ＇ ｅ ｎ ｔ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｐ ｌ ａ ｎ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

图 ４ 人类 ｉＰＳＣ 在肝脏疾病中的用途 （
Ｒｏｙ

－Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ
Ｎ

，
２〇 ｌ ６

）

当然 ， ｉＰ ＳＣ 仍面临很多挑战 ， 如重编程的效率并不高 ， 在重编程的过程中细

胞还可能会 出现异质性 ；
且相对于 ＥＳＣ ， ｉＰ ＳＣ 在表观遗传学上仍可能会受来源

细胞的记忆基因 的影响 （
Ｂ ｉ ｌ ｉｃＪ

，

２ ０ １ ２
）

， 但是不可否认的是 ， ｉＰ ＳＣ 具备与 ＥＳＣ 相

似的多能分化潜能却没有 Ｅ ＳＣ 的伦理约束 ， 而且 ， ｉＰ ＳＣ 己经被成功诱导分化成

多种细胞 、 组织用于药学研宄 、 疾病模型和再生生物学 中 ， 有着 良好的发展前景

和广 阔 的应用空间 。

三 、 肝脏类器官的 （
Ｌ ｉｖｅｒＯ ｒｇａｎｏ ｉｄ ｓ

）的研究进展

类器官最早的研宄高峰期可以追溯到 １ ９６ ５
－

１ ９ ８ ５年期 间 ， 至今 已有半个多世纪

的历史 （
Ｃ ｌｅｖｅｒｓ Ｈ

，

２０ １ ６
）

。 到 目 前为止 ， 类器官仍没有非常统
一

确定 的界定标准 ，

但均认为类器官是细胞 （ 包括干细胞 、 原代细胞或组织等 ） 在 ３Ｄ培养模式中培

１ ７
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养出 的类似某种器官的组织 （
ＳｈａｍｉｒＥＲ

，

２０ １ ４
；
Ｌａｎｃ ａ ｓ ｔ ｅｒＭＡ

，
２０ １ ４

；
Ｃ ｌｅｖｅｒｓＨ

，

２ ０ １ ６
；
Ｆａｔ ｅｈｕ ｌ ｌａｈＡ

，
２ ０ １ ６

）
。 分类阐述更为详细 ， 譬如对于乳腺 ， 类器官被定义为

将上皮小管放在 ３ Ｄ基质胶 中培养出 的组织 ； 肠道类器官则是将胚胎干细胞或者

ｉＰ ＳＣ在没有间充质或者与上皮间充质共培养的环境下衍生 出 的原始上皮干细胞

的克隆 （
Ｓ ｈａｍ ｉ ｒＥＲ

，２ ０ １ ４
）

。

Ｃ 
ｌｅｖｅｒｓ团 队将Ｌｇｒ

－

５阳性的干细胞诱导分化成小肠组织 ， 标志着干细胞分化

为类器官的开端 （
Ｓ ａｔｏＴ

，２ ００９ ）
。 在过去 的十余年间 ， 科学家们建立 了 多种类器官

的培养条件 ， 培养 出 的类器官作为人类发育和疾病 的 良好模型 ， 极大促进 了干细

胞领域的发展
（
Ｓ ｉｍ ｉ ａｎＭ

，

２ ０ １ ６
）

。 由 于人类和动物在器官的功能和发育上存在差

异 ， 在某些器官 的研宄领域 ， 用类器官作为疾病模型有着动物模型不可 替代的优

势 ， 比如脑 、 皮肤和肝脏 （ Ｌ ａｎｃ ａ ｓ ｔ ｅｒＭＡ
，
２０ １ ３

；
Ｎｕｃ ｉｆｏ ｒｏ Ｓ

，
２ ０２０ ） 。 随着 ３Ｄ培养

技术的飞速发展 ， 目 前 己经建立了 多种类器官 （ 图 ５ ） ， 除上面提到 的脑 （ 包括

垂体 、 皮质 、 海马等 ） 、 肝和皮肤外 ， 还有视网膜 、 肺 、 甲状腺 、 胃 、 肠等类器

官 ， 均为相关疾病 的研宄提供 了 良好疾病模型 （
Ｃ ｌｅｖｅ ｒｓＨ

，

２ ０ １ ６
）
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图 ５ ｉＰＳＣ来源的不同类型的类器官 （
Ｃ ｌｅｖ ｅｒ ｓＨ

，
２ ０ １ ６

）

由于 ３Ｄ的培养模式可以增加细胞间 的接触 ， 从而增加 了细胞间 的交流 ， 有

利于物质交换 （
Ｓ ａ ｌｔｚｍａｎ ＷＭ

，
２ ０ １ ４

）
， 因此 ， 相对于 ２Ｄ培养的类肝细胞 ， ３Ｄ培养

所得的肝脏类器官具有更高的 Ｐ４ ５ ０酶活性 、 更高的 白蛋 白水平 、 更高的基因表达

水平和更高的细胞均质性 （
Ｎｇ Ｓ Ｓ

，

２０ １ ８ ；Ｋｕ ｌｋｅ ａｗ Ｋ
，

２ ０２ ０
）

。 而且 ， 细胞在 ３Ｄ培养

的过程中可 以正确地完成染色体的分裂 ， 从而降低 了 
２Ｄ培养可能造成基因和表

观学变异的可能性 以及染色体的不稳定性 （
ＬｕｎｄＲ Ｊ

，２ ０ １ ８
；Ｋｎｏｕ ｓｅＫＡ

，

２ ０ １ ８
）

。 甚

１ ８
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

至有研究表 明 ， ３Ｄ培养所得的肝小芽有与成人肝细胞类似的血氨清除能力

（
Ｔａｋｅｂｅ Ｔ

，
２ ０ １ ７

）
， 因此 ， 肝类器官是 目 前再生生物学的研宄热点和未来的发展方

向 。

人们最早尝试使用成人和胎儿的肝组织去培养类器官 ， 这样的类器官有葡萄

样的结构 ， 细胞成多角形 （
Ｍｕｎ Ｓ Ｊ

，
２０ １ ９

）
。 相较于原代肝细胞 ， 虽然此种类器官

分泌的ＡＡＴ明显减低 ， 但却有很好的 白 蛋 白 分泌能力 ； 而且 ， 胎儿肝脏来源的类

器官有长期培养的能力 ， 可 以传 １ ６代 以上 （
Ｈｕ Ｈ

，
２０ １ ８

）
。 然而 ， 成人和胎儿肝组

织的供体来源都非常有限 ， 成为这类类器官研宄的最大限制 ， 而 ｉＰＳＣ则很好地解

决 了这个 问题 。 如上所述 ， ｉＰＳＣ可来源于病人 自 身 ， 是
“

定制
”

的细胞株 。 因此 ，

将其分化为类器官再移植回人体 ， 不仅可 以代替病变脏器的功能 ， 而且极大降低

了 免疫排斥反应的可能性 ， 更重要的是没有伦理的限制 。

从 ｉＰ ＳＣ到肝细胞的体外分化过程主要包括 ３个主要的阶段 （
Ｐ ａ ｌａｋｋａｎ ＡＡ

，

２ ０ １ ７
）

。 第
一

阶段是从 ｉＰＳＣ分化成定型 内 胚层细胞 ， 第二阶段是从定型 内胚层 向

肝干细胞分化的过程 ， 最后则是肝细胞的成熟过程 （ 图 ６
）
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图 ６ 干细胞分化为肝类器官的过程示意图 （
Ｅｄｉｔｅｄｆｒｏｍ Ｎ ｕｃ ｉｆｏｒｏＳ

，
２ 〇 ２〇

）

在传统 ２Ｄ培养的基础上 ， Ｔａｋｅｂｅ团 队首先将 ｉＰ ＳＣ分化出 的 内胚层细胞与 间

充质干细胞 以及人脐血上皮细胞共 同培养 ， 分化成为 ｉＰ ＳＣ －肝芽组织 ， 标志着肝

脏类器官的开始 （
Ｔａｋｅｂｅ Ｔ

，
２ ０ １ ３

）
。 在随后 的研宂中 ， 不 同 的分化条件培养 出 的不

同结构和功能的肝类器官被相继报道 ， 为肝脏疾病提供 了 多种新的可能的体外疾

病模型 ， 这些肝脏模型可用于治疗方案的对 比筛选 、 新药研发 、 毒理测试甚至基

因编辑后进行移植等 （ 图 ７
）

。

１ ９
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图 ７ 肝类器官模型的应用前景 （
Ｎ ｕｄｆｏ ｒｏ Ｓ

，

２ 〇 ２ 〇
）

因ＡＳ ＳＤ导致的ＣＴＬＮ １ 就 己经建立 了肝脏类器官模型 ， 该类器官模型有着与

正常肝类器官相 同 的分化潜能和形态学特征 ， 而且蛋 白 分泌 、 糖原贮备和脂肪摄

入功能等也类似 。 区别 的是ＣＴＬＮ １病人来源的肝类器官 中氨的蓄积 明 显增多 ， 而

这可被ＡＳ Ｓ基因 的过表达所纠正 ， 为今后用基因编辑技术治疗ＣＴＬＮ １提供 了 良好

的理论基础
（
Ａｋｂａ ｒ ｉ Ｓ

，
２０ １ ９

）
。 在其他单基因疾病 中 ， 利用 肝类器官进行的研宄达

到 了 更深层次 。 如因ＡＴＰ ７Ｂ基因突变而导致铜代谢异常的肝豆状核变性 （
Ｗ ｉ ｌ ｓｏｎ

病 ）
， Ｎ ａｎｔ ａ ｓａｎｔ ｉ团队先将从铜代谢异常的狗来源的 ｉＰ ＳＣ进行基因纠 正 ， 然后将 由

此分化 出 的肝类器官通过门静脉移植 回体 内 ， 发现类器官可在体 内存活 ２年 以上 ，

为今后 自 体移植的安全性提供 了证据 （
Ｋｒｕ ｉｔｗ ａｇｅｎＨ Ｓ

，２ ０２ ０ ）
。 酒精性肝病是常见

的慢性肝损伤 ， 为此建立的肝类器官模型是用胚胎干细胞与胎儿肝间充质干细胞

联合培养分化的 。 将其暴露于酒精后 ， 该类器官表现出 与酒精性肝病相 同 的病理

过程 ， 如细胞色素酶的上调 、 氧化应激反应 、 细胞外基质 的沉积及细胞凋亡等

（
Ｗａｎｇ

Ｓ
，
２ ０ １ ９

）
。 此外 ， 为研究病毒与宿主之间 的相互作用关系 ， Ｎ ｉｅ等利用 乙肝

病毒去感染 ｉＰ ＳＣ来源的肝类器官 ， 发现病毒的 多种 ＲＮＡ和 ＤＮＡ都 出现于类器官

的肝细胞中 ， 且相对于 ２Ｄ培养的肝细胞 ， 肝类器官对病毒有更高的 易感性 （
Ｎ ｉｅＹＺ

，

２ ０ １ ８
）

。 在原发性肝癌 的研究中 ， 人们期待能够建立瘤细胞来源的类器官并进行

免疫缺陷 鼠的移植 ， 从而既能研 究肿瘤细胞的遗传学和组织学特征 ， 又能研究肿

瘤和宿主的相互作用 。 然而 ， 肿瘤活检组织到类器官的诱导率 只有约 ２ ６％

（
Ｂ ｒｏｕｔ ｉｅｒＬ

，２０ １ ７
）

， 而手术切除组织的分化诱导率也 只有约 ２ ７％（ Ｎｕｃ ｉｆｏ ｒｏＳ
，

２ ０
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２０ １ ８ ） ， 肝癌方面的类器官研宄尚未成熟 。

综上所述 ， 类器官因其具有更好的器官功能和更稳定的遗传学特征成为体外

疾病模型研宄的首选 。 肝脏疾病严重危害着人类健康 ， 肝脏移植是终末期肝病的

唯
一

治疗方法 ， 却长期面临供体来源严重匮乏的困境 ， 因此 ， 我们迫切需要建立

更多功能性好、 安全性高 、 遗传学稳定的肝脏类器官来作为研究肝脏疾病发病机

制 、 病理特征 、 药物筛选和精准治疗的应用平台 。

２１
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第一部分 尿素循环障碍的临床表现与遗传学研究

尿素循环障碍是因基因 突变导致的出生缺陷 ， 早发型病例死亡率高 ， 晚发

型病例临床表现多样 ， 病程迁延反复 ， 且不论早发型还是晚发型均缺乏特异性临

床表现 。 由于 ＵＣＤ 发病率低 ， 且基因突变个体化显著 ， 因此 ＵＣＤ 的文献资料

多为个案报道 ， 缺乏系统性的梳理分析 ， 导致临床认识不足 ， 极易 出现漏诊和误

诊 。 本研宄对 ７ 例 ＵＣＤ 病例的临床资料 、 实验室检查及遗传学检测结果进行分

析研宄 ， 提供循证医学依据 ， 意在提高临床医生对 ＵＣＤ 的认识 ， 从而将 ＵＣＤ

的诊断治疗窗 口提前 ， 降低病死率和致残率 。

１ ？ 材料与方法

１ ． １ 伦理学声明

本研宄征得山东大学齐鲁儿童医院伦理委员会同意 ， 在进行临床及实验室检

查前 ， 已详细将实验 目 的等告知患儿监护人 ， 并取得同意 。 保证病人所有信息均

保密 、 不外泄 ， 保证血液样本和体液样本均仅用于本课题研宄 。 本研宄工作所有

相关规章制度及实验步骤均遵循赫尔辛基宣言 ， 整个工作过程中所有病人的信息

均被匿名化处理 。

１ ．２研

２０ １ ６年 １ ０月 至２０２０年 １ ２月 期间在山东大学齐鲁儿童医院就诊并最终确诊为

ＵＣＤ的 ７例病例 ， 分别来 自无任何血缘关系的中 国家庭 ， 孩子的父母及祖父母均

身体健康且非同族关系 ， 采血前均告知家长并取得书面同意书 。

１ ．３ 主要实验仪器

ＧＣ／ＭＳ －

ＱＰ２０ １ ０ｕ ｌｔｒａ（ 日本岛津公司气相色谱质谱联用仪 ）
；

ＢＳ８００ 全 自动生化分析仪 （深圳迈生物仪器有限公司 ） ；

ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ３２００ＱＴＲＡＰ 液相串联质谱仪 （ ＡＢ Ｉ ３２００
， 美国应用系统公司 ）

；

超微量生物检验仪 （ＮＤ －２０００
，
ＴＨＥＲＭＯ

， 美国 ）
；

ＡＢ Ｉ２７２〇
Ｔｈｅｒｍｏｃｙ

ｃ ｌｅｒＰＣＲ 仪 （ Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ
ｉｅ ｓ

， 美国 ）
；

ＳｃａｎＳｐｅｅｄＭ ｉｎ ｉ离心机 （ ＬａｂｏＧｅｎｅ
， 丹麦 ）

ＳｃａｎＳｐｅｅｄ ４ １ ６９６孔板离心机 （ ＬａｂｏＧｅｎｅ
， 丹麦 ）

ＶＯＲＴＥＸＧＥＮＩＥ２涡旋混匀仪 （ Ｓｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒ ｉｅｓ
， 美国 ）

２２
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

Ｎａｎｏ －

１ ００ 微量分光光度计 （杭州奥盛仪器有限公司 ， 中 国 ）

Ｑｕｂ ｉｔ２ ．０ 超微量分光光度计 （ Ｌ ｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ
，
美国 ）

Ｔａｎｏｎ－

１ ６００ 电泳系统 （上海天能科技有限公司 ， 中 国 ）

Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ
－ＤｙｎａＭａｇ

－２ｍａｇｎｅｔ磁力架 （ Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ
， 美国 ）

Ｐ １ ０００Ｎ／Ｐ２００Ｎ／Ｐ １ ００Ｎ／Ｐ １ ０Ｎ移液器 （ Ｇ ｉ ｌｓｏｎ
， 美国 ）

Ｂ ｉｏｒｕｐｔｏｒ ｐ ｌｕｓ ＤＮＡ 超声破碎仪 （Ｄ ｉａｇｅｎｏｄｅ ，
比利时 ）

ＦｒａｇｍｅｎｔＡｎａ ｌｙｚｅｒＡｕｔｏｍａｔｅｄＣＥＳｙｓｔｅｍＤＮＡ片段分析仪 （ Ａｄｖａｎｃｅｄ

Ａｎａ ｌ

ｙｔ ｉｃａｌＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ
， 美国 ）

真空浓缩仪 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德国 ）

ＢＣＤ －

５６８Ｅ２Ｗ 冰箱 （

－２０／４
°

Ｃ
）

（惠而浦投资有限公司 ， 中 国 ）

高通量基因分析仪 （
Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａ Ｈ ｉＳｅｑ２０００ ， 美国 ）

微量移液枪 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德国 ）

微型离心机 （珠海黑马 ， 中 国 ）

ｖｏｒｔｅｘ ＱＬ
－９０ １ 型旋涡混合器 （其林贝尔 ， 中 国 ）

低温高速离心机 （ Ｓ ｉｇｍａ３ｋ ｌ ５ ， 德国 ）

全 自动雪花制冰机 （宁波新芝 ， 浙江宁波 ）

数显恒温水浴锅 （ＨＨ－４ ， 国华电器有限公司 ， 中 国 ）

超微量分光光度计 （ＮＤ－２０００ ， Ｔｈｅｒｍｏ ， 美国 ）

ＰＴＣ －２００ ＰＣＲ
仪 （ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ， 德国 ）

微波炉 （美的 ， 中 国 ）

琼脂糖凝胶电泳仪 （ Ｔａｎ〇ｎ ＥＰＳ３ ００ ， 上海天能科技有限公司 ， 中 国 ）

凝胶电泳条带观察成像系统 （ Ｔａｎ〇ｎ ２５００ ， 上海天能科技有限公司 ， 中 国 ）

低温冰箱 （海尔 ， 中 国 ）

－

８０

°

Ｃ低温冰箱 （ＤＷ－ＨＬ６６８ ， 中科美菱 ， 中 国 ）

定量ＰＣＲ 仪 （ Ｌ ｉｇｈｔＣｙｃ ｌｅｒ４８０ ， 美国 ）

Ｓａｎｇｅｉ

？ 基因测序仪 （ ＡＢ Ｉ ３ ７３０ ， 美国 ）

１ ．４ 主要实觀剂及耗材

血液 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ Ｑ ｉａｇｅｎ ，
德国 ）

ＳｕｒｅＳｅ ｌｅｃｔＸＴＴａｒｇｅｔＥｎｒ ｉｃｈｍｅｎｔＳｙｓｔｅｍｆｏｒＩ ｌ ｌｕｍ ｉｎａＰａ ｉｒｅｄ －ＥｎｄＳｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ

Ｌ ｉｂｒａｒｙ
Ｋ ｉｔ

（
Ａｇｉ ｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏ 

ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ） ；

２３
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

ＤｙｎａｂｅａｄｓＭｙＯｎｅＳｔｒｅｐｔａｖ ｉｄ ｉｎＴ １
（
Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ

， 美国 ）

Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ？ ＡＭＰｕｒｅ？ ＸＰＫ ｉｔ
（
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ

， 美国 ）

Ｈｅｒｃｕ ｌａｓｅＩＩＦｕｓ ｉｏｎＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ（
４００Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ

） （
Ａｇ ｉ ｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏ ｌｏ

ｇ
ｉｅ ｓ

，

美国 ）

ＰＣＲ
ｇｒａｄｅＷａｔｅｒ

（
Ｓ ｉｇｍａ

，
日 本 ）

Ｓ ｔａｎｄａｒｄＳｅｎｓ ｉｔ ｉｖ ｉｔｙＮＧＳＦｒａｇｍｅｎｔＡｎａ ｌｙｓ ｉｓＫ ｉｔ（
ｌ
－

６０００ｂｐ）（
Ａｄｖａｎｃｅｄ

Ａｎａ ｌｙｔ ｉｃａ ｌＴｅｃｈｎｏ  ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ）

ＫＡＰＡ Ｌ ｉｂｒａｒｙＱｕａｎｔＫｉｔ
（
ＫＡＰＡ

， 美国 ）

Ｑｕｂ ｉｔｄｓＤＮＡ ＨＳＡｓｓａｙ
Ｋ ｉｔ

（
Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ

， 美国 ）

无水乙醇 （
Ｓ ｉｇｍａ

＾ 日本）

ＢＳＴＦＡ＋ＴＭＣＳ
（
９９ ： １

）（ Ｓ ｉ

ｇｍａ
，
日本 ）

Ｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅＫ（ ＴＩＡＮＧＥＮ ， 中 国 ）

醋酸钠 （天津市广成化学试剂有限公司 ， 中 国 ）

异丙醇 （天津市富宇精细化工有限公司 ， 中 国 ）

无水乙醇 （烟台市双双化工有限公司 ， 中 国 ）

２ ＞＜Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ（ ｎｏｖｏｐｒｏｔｅ ｉｎ
， 中 国 ）

引物合成 （ Ｂ ｉｏＳｕｎｅ
， 中 国 ）

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
（
Ｄ２０００

）（ ＴＩＡＮＧＥＮ
， 中 国 ）

ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ ＤＮＡ染料 （ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ ， 中 国 ）

６ ＞＜ＤＮＡ Ｌｏａｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（ ＴＩＡＮＧＥＮ

， 中 国 ）

琼脂糖 （ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ
， 中 国 ）

电泳缓冲液 （
２５ ＞＜ＴＡＥ ， ＲＮａｓｅ ｆｔｅｅ

）Ｃ北京雷根生物技术有限公司 ， 中 国 ）

Ａ ｌｋａ ｌ ｉｎｅＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅ憐酸酶 （ ＴａＫａＲａ
，
日本 ）

Ｅｘｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＩ外切酶 （ ＴａＫａＲａ
＾曰本 ）

Ｂ ｉｇＤｙｅ？Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３ ． １ｃｙｃ ｌｅＳｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ
Ｋ ｉｔ（ＡＢＩＰＲＩＳＭ

， 美国 ）

１ ．５ 研究方法

１ ．５ ． １ 临床资料

所有患儿入院后均经仔细询 问病史 ， 采集信息包括 ： 现病史 、 既往史 、 喂养

史 、 个人史 、 家族史 ， 并按系统进行详细的体格检查 。 结合患儿的发病年龄、 临

床表现、 家族遗传史 、 母亲孕期异常产科病史等信息做出初步诊断 ， 与相关疾病

２４
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

进行鉴别诊断 ， 进而制定相应的治疗方案 。

１ ．５ ．２ 实验室检查和遗传学糊

１ ．５ ．２ ． １ 血标本

收集 ７ 例患儿的外周静脉血标本分别进行血常规 、 血衆氨 、 血气分析 、 血乳

酸 、 肝功能 、 肾功能 、 血糖 、 心肌酶 、 Ｃ 反应蛋白 （
Ｃ －Ｒｅａｃｔ ｉｖｅ Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

，
ＣＲＰ

）
、 降

钙素原 （
Ｐｒｏｃａ ｌｃ ｉｔｏｎ ｉｎ

，ＰＣＴ）
、 血培养等常规实验室检查 ； 并将外周血干纸片应用

液 相 串 联 质 谱 技 术 （ Ｌ ｉ

ｑｕ
ｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

－

ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 进行血液氨基酸分析 （以下简称血筛 ）
。 对高度怀疑 ＵＣＤ 的患儿同时

抽取患儿及其父母的外周静脉血进行遗传学检测 。 门诊代谢病高危儿仅留取外周

血干纸片进行血筛检查 。

（ １ ） 血筛的标本处理

切取适当大小的血点片 ， 经过提取 、 反应 （衍生化法 ） 等步骤 ， 对氨基酸、

有机酸和脂肪酸代谢进行筛查和诊断 。

（２ ） 内标准品的溶解和 日常萃取工作溶液的面制

将氨基酸同位素 内标准品及肉碱同位素 内标准品 ， 按体积比 １ ： １ １ ０ 的比例稀

释成萃取工作液 。

（３） 样品处理

使用手动打孔器将质控和待测样本打孔 ， 依次放入洁净的 Ｕ 型底微孔板中 。

每孔加入配制好的萃取工作溶液 １ ００４ ， 粘性封片覆盖后立即置于振荡器 内 ，

３０

°

Ｃ（ ±５
°

Ｃ ） ， ６５０
？

７５０ｒ
ｐ
ｍ ， 振荡孵育 ４５ 分钟 ， 然后转移 ７５ ｎ ｌ／孔至对应孔位

的 Ｖ 型底微孔板 。 铝箔覆盖后放入 自动进样器中进行检测 。

（ ４） 上机检测

平衡预热后 ， 启动 Ａｎａ ｌ

ｙｓｔ

？
软件采集数据 ， 应用 ＣｈｅｍｏＶｉｅｗ 软件处理数据 ，

最后 自动生成系列样品报告 。

１ ．５ ．２ ．２ 尿液财 （尿液有机黢糊 ， 简称尿筛 ）

⑴ 尿液收集

收集 ７ 例患儿的尿液样本应用气相色谱质谱技术 （ Ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ／ＭＳ ） 进行尿液有机酸分析 。

（２） 样本前处理

２５
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

先利用生化仪测定样本尿液的肌酐值 ， 然后取相当于 ０ ．２ｍｇ 肌酐的患儿尿

液 ， 加入尿素酶等去除蛋 白质 ， 萃取有机酸并用氮气吹干 ， 柱前衍生前处理后上

样于 ＧＣ／ＭＳ 检测分析系统 （ 岛津 ＧＣＭＳ －２０ １ ０ ｕ ｌｔｒａ ） 。

（ ３） 结果分析

利用 日 本岛津研配套的ｉｎｂｏｒｎｅｒｒｏｒｓｏｆ ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍｓｃｒｅｅｎ ｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ软件 ， 对

上样结果进行数据分析与处理 。

（ ４ ） 尿筛前处理操作规程

计算尿量 ： 将报告单上 Ｃｒ
（
ｍｍｏ ｌ／ ｌ

）结果 Ｘ１ １ ３ ． １ ／ １ ０ ， 换算成单位为 ｍｇ／ｄ ｌ 的值 。

见表 １
－

１
； 计算加入水量方法见表 １

－２ 。

表 １
－

１计算尿》^

尿肌酐浓度 （
ｍｇ／ｄｌ

）


尿量


１ ０
－

１ ００ 按实际计算尿量
＜ １ ０ ２０００ｕｌ

（
尿样不足 ２０００ｕｌ 时 ， 记录实际加入量 ）

＞ １ ００ 实际计算尿量ｘ２ 倍（备注记录尿量）

＞２００


实际计算尿量 ＞＜４ 倍（备注记录尿量 ）


表 １
－２计算加入水量方法

尿肌酐浓度 （
ｍｇ／ｄｌ

） ＴＡ／ＩＳ 量
一

？

１ ０ ４０ｄ

＜ １ ０


尿肌酐浓度 ｘ４（如 ２０ｕｌ 以下均加 ２０ｕｌ ）

（５） 检测分析

在气相色谱质谱分析仪上进行样本的检测 ， 然后利用新生儿遗传代谢分析

软件 ４ ．０ 对结果进行分析 。

１ ．５ ．３ 基因捕获和下一代测序

利用基因捕获和高通量测序技术 ， 采用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａ Ｈ ｉｓｅｑ ２０００ 测序系统 。 重点

分析与尿素循环障碍相关的基因 。 简要步骤如下 ：

⑴ 外周血基因组 ＤＮＡ提取

Ｑ ｉａｇｅｎ 血液 ＤＮＡ 提取试剂盒提取患儿外周血中的 ＤＮＡ ， 测量 ＤＮＡ 的浓度

后使用仪器配套软件进行分析 。

样品满足高通量测序的要求为 ： １ ． 浓度为 ２０ｎｇ４ｉ ｌ
－２００ｎｇ／

ｊ
ｉ ｌ 的基因组 ＤＮＡ

共需 １ ． ５ 呢 ；
２ ． 凝胶电泳验证基因组 ＤＮＡ 无降解 ；

３ ． 基因组 ＤＮＡ 未经扩增 ；

４ ． 经 ＲＮａｓｅ 处理清除残余 ＲＮＡ 的基因组 ＤＮＡ ；５ ．ＯＤ 值 ： Ａ２６０／Ａ２８０彡 １ ． ８
，

Ａ２６０／Ａ２３０ 彡 １ ．９ 。

２６
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

（ ２） 文库构建

首先通过酶切的方法将 ＤＮＡ 样品片段化 ， 目标片段化长度为 ２００
－２５０ｂｐ ；

然后利用磁珠化试剂盒 （ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓＤＮＡ Ｐｕｒ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｋ ｉｔ ） 对已经片段化的

ＤＮＡ 进行纯化 。 之后分别进行片段分析 、 末端修复及纯化 、 ３
＇

端加入 Ａ 碱基及

纯化 、 接头连接及纯化 、 扩增接头文库及纯化、 片段分析等
一

系列步骤。

（３） 文库捕获

包括以下步骤 ： ＤＮＡ 文库浓缩 ； 使用磁珠富集捕获文库 ； 扩增富集捕获文

库 ； 扩增富集捕获文库纯化 ； 片段分析 。

（ ４） 高龍测序

利用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａＨ ｉＳｅ
ｑ
Ｘｔｅｎ 平台进行高通量测序 ， 主要应用桥式 ＰＣＲ 原理 ，

边合成边测序 。

（ ５） 数据分析

测序数据采用 ＮｅｘｔＧｅｎｅＶ ２ ． ３ ．４ 软件与 ＵＣＳＣ ｈｇ
１ ９ 人类参考基因组序列进行

比对和鉴别遗传变异 ， 并收集 目标区域的覆盖度和平均测序深度等质量参数 ， 对

目 标序列的 ９７ ．４５％测序深度达 ２０Ｘ 以上 。 同时采用 ＮｅｘｔＧｅｎｅＶ２ ． ３ ．４ 进行注释 ，

并对遗传变异进行进
一

步的筛选。 临床解读主要依据送检医生提供的家族史和临

床表型 ， 结合已知的基因 －疾病相关性知识 。 依据美国医学遗传学与基因组学学

会 （ＡＣＭＧ ） 的 《序列变异解读标准及指南 》
（
２０ １ ５ 版）对遗传变异的致病性进行

评估 ， 并采用 ＨＧＶＳ 命名法 。

１ ．５ ．４Ｓａｎｇｅｒ测序

１ ．５ ．４ ． １ 测序片段的扩增

（ １ ） 全血基因组 ＤＮＡ 的提取

试剂盒提取患儿及其父母外周血 ＤＮＡ ， 并测定浓度 ， 具体操作步骤同 １ ．５ ． ３ 。

（ ２） 引物设计

使用 ＵＣＳＣ 数据库 （ ｈｔｔｐ ：／／ｇｅｎｏｍｅ ．ｕｃｓｃ ．ｅｄｕ／ ） 查找基因序列 ， 利用 引物设计

软件 ｐｒ ｉｍｅｒ５ ．０ 进行引物设计 ， 并由 Ｂ ｉｏＳｕｎｅ 公司完成引 物合成 。 本研究中所用

引物如表 １
－３ 和表 １

－４ 所示 。

表 １
－３ＣＰＳ １ 及 ＯＴＣ 基因变异位点 Ｓａｎｇｅｒ验证引物

基因 Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ产物 （
ｂｐ）

ＣＰＳ１ Ｅ２４ＧＧＧｎＴＣＣＡＧＡＧＡＣＴＡＡＴＡＧＡＧＡＣＣＡＣＴＣＴＡＣＣＡＣＴＡＡＡＴＡＧＣＴＧＴＡ ３ ８８

ＣＰＳＪ Ｅ７ＡＡＣＴＧＣＣＡＧＴＣＡＣＴＣＣＣＴＡＧＴＡＧＣＣＡＴＧＴｎＴＡＧＴＧＧＣＣＣＴＴＧＡＧＧ ４６０

２７
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

ＯＴＣ ＴＡＣＧＣＣＴＧＧＡＴＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＡＡＴＧＣ ４ ８３

表 １ －４ＯＴＣ 基因外显子缺失定量 ＰＣＲ 引物

基因 Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ产物 （
ｂｐ）

ＯＴ ｌ^ ＣＣＧＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＡＣＴＣＴＡＡＴＧＴＴＡＣＡＴＡＣＣＴＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＨ Ｏ

ＯＴＣ－６ ＴＴＧＣＣＡＣＡＧＴＧＴＡＴＴＧＴＣＴＡＧＣＧＴＧＡＧＧＴＡＡＴＣＡＧＣＣＡＧＧＡＴＣＴ １ ５ ６

（３）ＰＣＲ扩增反应

ＰＣＲ 反应体系如表 １
－５ 所示 。

表 ｌ
－５ ２０ｕｌ ＰＣＲ反应体系

材料 容量最终浓度

２ｘＫａｐａ Ｆａｓｔ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ １ ０ｕｌ ｌ ｘ

ｌ ＯｕＭ ＦＰ ０ ．４ｕｌ ２００ｎＭ

ｌ ＯｕＭ ＲＰ ０ ．４ｕｌ ２００ｎＭ

Ｔｅｍｐ ｌａｔｅ １ ０ｎｇ＜２０ｎｇ

ｄｄＨ ２０ Ｕｐ 

ｔｏ２０ｕｌＮ／Ａ



Ｔｏｔａｌ ２０ｕｌ ｒｘｎ


（ ４）ＰＣＲ謂条件

ＰＣＲ 扩增条件如表 １
－６ 所示。

表 １
－６ ＰＣＲ謂条件

反应温度 ｉ？ｉ

９４
°

Ｃ ２ ｉＳｎ

９４
°

Ｃ ３ ０ｓ

６５ 

？

５ ５
°

Ｃ ３ ０ｓ

７２
°

Ｃ ３ ０ｓ

循环 ３ ５ｃｙｃ ｌｅｓ

７２
°

Ｃ ５ｍｉｎ

４
Ｑ

Ｃ


ｆｏｒｅｖｅｒ


（ ５） 琼脂糖凝胶电泳

安装模具 ： 选择 １ ． ５ ｘ １ ８ 孔的梳子插在安装好并水平放置的模具上 ；

配制 电泳缓冲液 ： 将 ２５ ＸＴＡＥ 电泳缓冲液以去离子水稀释 ， 配制成 ｌ
ｘＴＡＥ

缓冲液倒入电泳槽中 ；

制备琼脂糖凝胶 ： 将 １ ．２ｇ 琼脂糖与 ＴＡＥ 缓冲液加热混悬液成浓度为 １ ． ５％

的凝胶 。 冷却片刻后将胶液垂直倒在模具塑料板上 ， 然后冷却 ４０ｍ ｉｎ ， 待胶完全

凝固后拔出梳齿 ， 将琼脂糖凝胶缓缓置于电泳槽中 ；

配制上样混合物和参照标记物 ： 用 １ｍ ｌ 去离子水和 １ｍ ｌ 的 ６ ｘＤＮＡ Ｌｏａｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 上样缓冲液将 １
ｐ ｉＳＹＢＲＧＲＥＥＮ 核酸染料原液稀释至 １ ：２０００ ， 振荡混匀 ，

配制成染料工作液 ， 避光保存 。 上样混合液 由 ２
ｕ ｌ 工作液与 ５

ｐ ｌ ＰＣＲ 产物混匀

配制 ， 参照标记物为 ２
 ｆ

ｘ ｌ 工作液与 ６
ｕ ｌＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

（
Ｄ２０００

）混勾配制 。 两种混合

２８





山 东大学博士学位论文


液均需避光反应 １ ５ｍ ｉｎ 待染色充分 。

上样 ： 吸取样品 ， 并将样品缓缓推至点样孔中 间位置 ， 不要产生气泡 。

电泳 ： 电压 ９０Ｖ ， 电泳时间约为 ３０ｍ ｉｎ ， 条带前进至凝胶 ２／３ 位置时停止电

泳 。

观察并拍照 ： 将凝胶在凝胶成像系统下观察 ＤＮＡ 条带 ， 并保存图片 。

１ ．５ ．４．２
—Ｒ测序

（ １ ）ＰＣＲ 纯化＾配置

将
ＴａＫａＲａＡ ｌｋａ ｌ ｉｎｅＰｈｏ ｓｐｈａｔａｓ虫下碱酶和ＴａＫａＲａＥｘｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＩ外切酶各０ ． ５

Ｈ
ｉ 混匀 ， 配制成消化液 ， 加入到 ＰＣＲ 反应液中 。 ＰＣＲ仪进行纯化 ， 程序为 ＳＡＰ ：

３ ７

°

Ｃ６０ｍ ｉｎ ， ８０

°

Ｃ１ ５ｍｉｎ ， ４／ １ ５

°

Ｃｆｏｒｅｖｅｒ 。

（ ２） 测序反应

ＳＥＱ
ＭＩＸ 成分表如表 １

－７ 所示 ； ＳＥＱ 程序如表 １
－

８ 所示 。

表 １
－７ＳＥＱ 

ＭＩＸ 成分表

试剂


用量


Ｂ ｉｇＤｙｅ ０Ａ
［
ｉｌ

Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ Ｏ ． Ｓ
＾
ｉ Ｉ

Ｈ
２０ １ ． ８＾１

Ｐｒｉｍｅｒ
（引物可单加 ） １ 只 １

模板 （
纯化后的产物）

表 ＳＥＱ 反应条件

反应温度时间
＂

９６
°

Ｃ ２ｍｉｎ

９６
°

Ｃ １ ０ｓ

５ ５
°

Ｃ ５ ｓ

６０
°

Ｃ ９０ ｓ

循环 ２５ｃｙｃ ｌｅｓ

４／ １ ５ 

°

Ｃ


ｆｏｒｅｖｅｒ


（ ３）ＤＮＡ纯化与测序

利用去离子水配制浓度为 ０ ． １ ２５ｍｏ ｌ／Ｌ ＥＤＴＡ－Ｎａ２溶液 ， ６５

°

Ｃ水浴加热并间歇

震荡混匀直至完全溶解 ， 定容至 ５０ｍ ｌ ， 震荡混匀 ； 测序反应板离心 ， 加入 ２ ． ５
ｎ ｌ

／孔 ￡０丁人 －他２溶液和 ４ （＾１ ８５％乙醇 ， 充分震荡 ３１１１ １１１ ， ４

＜

£ ， ３ ００ （＾ 离心 ３〇 １＾ １１ ；

之后将测序反应板倒置于吸水纸上 ， 倒离心至离心力达 ９００ｒｐｍ时立即停止离心 ；

然后每孔加入 ５０
ｎ ｌ７０％乙醇 ， 充分震荡 １ｍｉｎ ， 在 ４

°

Ｃ下 ３０００
ｇ 离心 １ ５ｍ ｉｎ

； 重

复倒离心步骤后避光风干大约 １ ５
？

３〇 １１＾ ， 每孔加 １ 〇 ４ １１１０ １ ， 离心 ， ？０１仪中

２９
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９６

°

Ｃ反应 ２ ｍｉｎ
， 降温至 ４

°

Ｃ后取出 ， 然后上测序仪 ＡＢ Ｉ ３ ７３０ 进行测序 。

（４） 测序结果分析

应用 Ｆ ｉｎｃｈＴＶ 软件分析测序图谱 ， 并与 ＵＣＳＣＢ ｌａｓｔ 中 Ｆｅｂ ．２００９（ＧＲＣｈ３

７／ｈｇ ｌ ９ ） 进行比对 ， 以明确变异位点在染色体上的位置 。 将 Ｂ ｌａｓｔｃ 的序列提交到

ＮＣＢ Ｉ 中的 Ｇ ｌｏｂａ ｌＡ ｌ ｉｇｎ 进行比对 ， 以明确其变异类型 。

１ ．５ ．４ ．３实时辦定置ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）

（ １ ） 粒 ｑＰＣＲ酿体系

以正常男性和女性 ＤＮＡ 为参照物 ， 选取 ＧＡＰＤＨ 作为内参定标 ， 利用 日本

ＫＡＴＡＲＡ 公司 的 ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ 试剂盒进行扩增 ， 其反应体系如表 １
－９ 所示 。

表 ｌ
－９ ｑＰＣＲ酿体系

ｉｉ

ｄｄＨ
２
０￣２５

 ｊ
ｘ ｌ

Ｓｙｂｅｒ Ｇｒｅｅｎ ７ ． ５
 ｜

ｉｌ

Ｐｒｉｍｅｒ
－

ｒ ２
＾１

Ｐｒｉｍｅｒ－ｆ ２
＾１

ＤＮＡ


５
ｊ
ｄ


（２）舰謂效率

将正常人 ＤＮＡ 按 １ ：４ 梯度依次稀释为 ｌ Ｏｎｇ／Ｖｌ
２ｎｇ／ｐ ｌ

，
０ ．４ｎｇ４ｉ ｌ

，
０ ． ０８ｎｇ／ｎ ｌ ， 并

且每个浓度梯度 ＤＮＡ 均特异性扩增 目 的 ＤＮＡ 和 内参 ＧＡＰＤＨ 。 然后 ， 根据四个

浓度的对数值与相应的 Ｃｔ 值作图 ， 得到扩增效率 。 结果显示扩增效率效果最佳

的浓度是 ２ｎｇ
／ｐ ｌ 。

（ ３） 设定实时荧光定量 ＰＣＲ反应程序

在 Ｌ ｉｇｈｔＣｙｃ ｌｅｒ４８０ 上将反应程序设定如表 １
－

１ ０ ：

表 ｌ
－

１ ０ ｑＰＣＲ 反应程序

ｑＰＣＲ反应时间循环次数
＿

９５

°

Ｃ预变性 ｌ Ｏｍ ｉｎ

９５

。

〇变性 １ ０ ｓ

５ ９

°

Ｃ退火 １ ５ ｓＵ循环 ４５ 次

７２

°

Ｃ
延伸


１ ５ ｓＪ


４５ 次循环后 ， 将延伸的 ７２

°

Ｃ逐步升至 ９５

°

Ｃ
， 每升温 ０ ．２

°

Ｃ停留 １ 秒收集
一

次荧光信号 ， 绘制 引物的溶解曲线 ； 然后按标准确定靶片段的拷贝数变异 。

１ ．５ ．５ 抗生素杀菌计数

在平板上随机挑取大肠杆菌 Ｋ １ ２ 单菌落至 ５ｍＬ ＬＢ 培养基中 ， ３ ７

°

Ｃ ， ２００ｒｐｍ

过夜培养 。 ３ ０００ｇ 离心收菌 ， ＰＢ Ｓ 洗三次后 ， 用不含有 ＮＨ４＋的 Ｍ９ 培养基重悬 。

３０
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配制含有氨苄西林 （
ＡＭＰ

，
３ ００ｍｇ／Ｌ

）或美罗培南（
ＭＥＭ２０ｍｇ／Ｌ

）的 Ｍ９ 培养基 ， 分别

加入 Ｏ ． ｌｍＬ１ ０６ＣＦＵ ／ｍＬ 菌液和氯化铵 ／氦水 。 ３ ７

°

Ｃ静止培养 ６ｈ 以后 ， 稀释计数 。

对照组仅含有抗生素 （ＡＭＰ 或 ＭＥＭ ） 。

ｉ ．６ｍｍｍ

应用上述技术筛选并验证的潜在致病性位点变异 ， 利用 ＵＣＳＣ 、 Ｅｎｓｅｍｂ ｌ 数

据库 、 Ｃ ｌｕｓｔｘ 和 ＧＥＲＰ 等进行蛋 白质保守性预测 ；
Ｐｏ ｌｙ

Ｐｈｅｎ２ 、 Ｍｕｔａｔ ｉｏｎ
＿

ｔａｓｔｅｒ 等

生物信息学软件进行致病性预测 ； Ｓｗｉｓｓ
－ＰＤＢＶ ｉｅｗｅｒ 软件进行蛋 白质新变异位点

的三级结构预测 。 利用 ＳＰＳ Ｓ２ １ ． ０ 进行数据相关性分析 ，

／
；
＜０ ．０５ 认为有统计学

意义 。

２ ． 结 果

２ ． １ 临床病 验室检查结果

病例 １ ： 患儿女 ， ３天 ， 因
“

发热 、 反应差２天 ， 惊厥２次 ， 青紫伴 昏迷半天
”

入院 。 患儿系胎龄４０周经阴分娩 ， 出生体重２ ．９５ｋｇ ， 无缺氧复苏史 ， 生后半小时

即开奶 ， 混合喂养 ， 吃奶可。 但生后第 ２天出现发热 、 反应差等症状 ， 于当地医

院就诊 ， 给予物理降温 、 抗生素 、 补液等治疗。 入院 ５小时出现惊厥发作２次 ， 住

院第２天出现呼吸循环衰竭给予管插管呼吸机辅助通气 、 生理盐水扩容等治疗 ，

体温仍波动在３７ ．８
－

３ ８ ．９
°

Ｃ之间 。 首次血浆氨浓度为 １４０４
ｊ

ｘｍｏ ｌ／Ｌ ， 给予乳果糖、 精

氨酸等治疗 ， 血衆氨仍进行性升高至 １ ６６３
ｐｍｏ ｌ／Ｌ 。 入院后处于反复抢救状态 ，

后家长放弃治疗 ， 患儿死亡 。

病例 ２ ： 患儿女 ， ３天 ， 因
“

反应差 、 呻吟半天
”

入院 。 母亲系Ｇ２Ｐ２ ， 平素体

检 ， 第 １胎为足月 顺产男婴 ， 生后 ３天不明原因夭折 。 患儿胎龄３９
＋４

周 ， 经阴分娩 ，

出生体重２ ．９ｋｇ ， Ａｐｇａｒ评分 １ ０分 。 生后第３天出现反应差 、 呻吟 、 少哭、 吃奶差

等表现 ， 起病 ５小时后于当地医院就诊 ， 给予机械通气 、 抗生素等治疗 ， 但患儿

病情进行性加重 ， 出现
“

肺出血 、 消化道出血
”

等表现而转运来我院 。 首次血浆

氨为 ６５〇 ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， 给予乳果糖 、 精氨酸等治疗后血衆氨亦升高至 ８３ 〇 ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， 后

家长放弃治疗 ， 患儿死亡 。

病例 ３ ： 患儿男 ， ４天 ， 因
“

气促４天 ， 水肿２天 ， 反应差 １天 ， 惊厥 １次
”

入院 。

患儿胎龄 ３７
＋２

周 ， 选择性剖宫产娩出 ， 出生体重２ ． ８ｋｇ ， Ａｐｇａｒ评分 １ ０分 。 生后因

“

气促 、 呻吟、 口周青紫 、 口吐泡沫
”

转入当地医院ＮＩＣＵ ， 给予
“

吸氧
”

治疗。 生

３１
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后第 ３天患儿出现水肿 ， 伴尿量减少 ， 且出现吃奶差 、 反应差 ， 并呼吸暂停 １次 ，

遂转入当地上级医院治疗 ， 但病情进行性加重 ， 出现发热 、 惊厥及肺出血 ， 先后

给予呼吸机辅助通气 、 肺表面活性物质气管 内注入 、 抗感染 、 止血等治疗 ， 效果

欠佳 。 首次血浆氨 １ ５４６
ｐｍｏ ｌ／Ｌ ， 除乳果糖 、 精氨酸等治疗外还立即开展 了持续

血液透析加滤过治疗 ， 血衆氨 曾最低降至 ２ ９ ７
｜

＿ｉｍｏ ｌ／Ｌ（ 图 卜 １ ） ， 但患儿意识状态

仍呈 昏迷状 ， 家长放弃治疗 ， 患儿死亡 。

２０

１病例 ３ 血 浆氨水平

３
１ ． ５

－

＇

Ｉ
－

＼铁＼
＾０ ． ５

－＼
＾

．？

￣

ｉ



１



１



１



１

—

１ ２３４ ５

图 １
－

１ 病例 ３血液净化前后血浆氨的变化

病例 ４ ： 患儿男 ， ３天 ， 因
“

呼吸 困难 ３天 ， 发热 １天 ， 无尿半天
”

入院 。 患儿胎

龄 ３ ８

＋ ３

周顺产娩 出 ， 生后不久 即 出现呼吸困难 ， 表现为气促 、 呻吟 、 四肢末梢青

紫 ， 转入当地医院新生儿科 ， 给予
“

Ｃ ＰＡＰ辅助通气 、 抗生素
”

等治疗 ， 呼吸困难

一

度好转 ， 并 曾给予 胃 肠道喂养 ， 但病情很快出现恶化 ， 出现刺激无反应 、 四肢

抖动 、 反复发热 、 全身发花 、 四肢湿冷 、 低血压 、 少尿 、 水肿等表现 ， 给予气管

插管机械通气 、 肺表面活性物质 、 血管活性药物等治疗 ， 效果欠佳 。 患儿炎症指

标明显升高 ， 且痰培养提示肺炎克雷伯菌 （
Ｅ ＳＢＬ ｓ

）
。 首次血浆氨为 ７２ ５

）

ａｍｏ ｌ／Ｌ ，

曾应用盐酸精氨酸 、 乳果糖治疗 ， 入院第 ２天家长 由于个人原因放弃治疗 ， 患儿

死亡 。

病例 ５ ： 患儿男 ， ３天 ， 因
“

吃奶差 、 反应差进行性加重２天 ， 惊厥 １ 次
”

入院 。

母亲 ３ ９岁 ， Ｇ７Ｐ ５Ａ２
； 曾有

一

子 ， 生后 ３
－４天不明原 因夭折 ； 第 ４个孩子为女孩 ，

生后 １ 岁余因
“

呕吐 、 精神差
”

等症状于当地医院住院十余天死亡 ， 其血筛提示

为
“

鸟氨酸氨 甲酰基转移酶缺陷
”

； 目 前存活２个女孩 ， 分别 １ ５岁 、 ４岁 ， 身体状

态可 ， 但饮食不喜 肉类 ， 身材偏瘦 。 患儿系胎龄 ３ ９周顺产 ， 出生体重 ３ ． ２ｋｇ 。 生

后２小时开奶 ， 无异常 ， 但第 ２天即 出现吃奶差 、 反应差 ， 生后第 ３天出现青紫 ，

伴叹息样呼吸 ， 并出现惊厥发作 １次 ， 给予气管插管 、 机械通气等治疗 ， 当地查

血浆氨 ７４４ ．２
ｐｍｏ ｌ／Ｌ ， 入我院后首次血浆氨高达 １ ６ ７０

｜

ａｍｏ ｌ／Ｌ ， 立即给予禁食 、 停

３ ２
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止氨基酸摄入 ， 并应用乳果糖 、 精氨酸等治疗 ， 患儿血楽氨仍进行性升高至３２３４

（

ａｍｏ ｌ／Ｌ ， 入院第２天家长放弃治疗 ， 患儿死亡 。

病例 ６ ： 患儿男 ， ３天 ， 因
“

反应差进行性加重 １天 ， 惊厥 １次
”

入院 。 母亲系

Ｇ３Ｐ２Ａ １ ， 平素体健 ， 自然流产 １次 。 曾与前夫有
一

子 ， 生后２天因
“

青紫
”

于当

地医院抢救无效夭折 。 患儿胎龄３９
＋２

周 ， 出生体重４ ． １ｋｇ ， 否认窒息抢救复苏病

史 。 生后即开始经 口喂养 ， 但生后第２天出现反应差 、 嗜睡、 吃奶差 ， 并出现惊

厥 １次 ， 后因呼吸微弱 、 青紫 ， 查血气分析提示
“

Ｉ Ｉ型呼吸衰竭
”

， 给予气管插

管 、 机械通气后转入我院 。 入院查血气分析 ： ＰＨ ： ７ ．５ １
，
Ｐ０２ ： ７７ ｍｍＨｇ ，

ＰＣ０２ ： ２３

ｍｍＨｇ，
ＨＣ０

３ ： １ ８ ．４ ｍｍｏ ｌ／Ｌ
，
ＢＥ ：

－４ ．６ ｍｍｏ ｌ／Ｌ
； 乳酸．

？

１ ０ ．２ｍｍｏ ｌ／Ｌ ， 多次给予生理

盐水 、 白蛋 白等扩容治疗 ， 并给予多巴胺改善循环 ， 后复查血气分析仍提示代谢

性酸中毒及高乳酸血症 ， 多次给予碱性液治疗 。 患儿首次血浆氨高达２６９８

ｐｍｏ ｌ／Ｌ ， 家长不同意进行血液滤过 ， 因此给予乳果糖及精氨酸治疗。 患儿查心脏

超声提示左室射血分数减低 ， 后血压难 以维持 ， 应用多种血管活性药物 。 经治疗

患儿多次复查血浆氨波动于４２０ －

７０ １ ｐｍｏ Ｉ／Ｌ之间 ， 意识状态较前好转 ， 后血筛及

尿筛结果提示ＯＴＣＤ后家长放弃治疗 ， 患儿死亡。

病例 ７ ： 患儿男 ， ４岁 ， 因
“

呕吐２天 ， 嗜睡、 发热 １天 ， 惊厥半天
”

入院 。 患

儿系Ｇ １ Ｐ １ ， 双胎之大 ， 足月 因
“

双胎妊娠
”

行剖宫产娩出 ， 出生体重２ ．７ｋｇ ， 否

认室息缺氧病史 ， 生后至发病前生长发育 同正常同龄儿童 ， 其双胎妹妹身体健康 。

患儿于入院前２天无明显诱因 出现非喷射性反复呕吐 ， 第２天出现嗜睡 、 语言交流

能力差 ， 随后 出现烦躁不安 、 胡言乱语 ， 偶有 口吐泡沫及咬牙动作 ， 伴发热 ， 体

温最高达 ３９ ．２

°

Ｃ ， 就诊于当地医院 ， 给予
“

抗感染
”

治疗 ， 效果欠佳 。 入院前半

天突然出现惊厥发作 ， 并出现 昏迷 。 血浆氨高达 １ ２６３
ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， 立即开展血浆置

换 ， 血浆氨很快降至 １ ２３
｜

ａｍｏ ｌ／Ｌ ， 后多次复查维持在４０－６〇 ｎｍｏ ｌ／Ｌ之间 （图 １
－２

）
，

但患儿入院时即呈脑死亡状态 ， 住院近４月 意识状态仍无好转 ， 且期间合并惊厥 、

低血压 、 凝血功能障碍等多种合并症 ， 最终家长放弃出 院 。

３３
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

１ ＊ ５
１病例 ７ 血 浆氨水平

卜
ｍ＼
＾０ ． ５

－Ｉ

＇Ｖ
〇 ‘ 〇

￣ ＾￣

Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ ？了

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

图 １
－２ 病例 ７血液净化前后血浆氨的变化

上述７个病例 的
一

般资料 、 临床表现 、 入院查体分别总结于表 卜 １ １ 、 表 １
－

１ ２

和表 １
－

１ ３ 。

表 １
－

１ １ 尿素循环障碍患儿的
一

？资料

病例 １病例 ２病例 ３病例 ４病例 ５病例 ６病例 ７

Ｈ５＊ＩＩＩＩＩ

母 亲 既 往Ｇ２Ｐ １
，
药Ｇ２Ｐ２

，
第Ｇ １ Ｐ １Ｇ２Ｐ２ ．第 

１ 胎Ｇ ７Ｐ ５ ． １
子生Ｇ３ Ｐ ２Ａ １ ，Ｇ １ Ｐ １

孕＾史物流产 １
一

胎生后孕 ４月 时发现 后 Ｓ
－

４天夭曾与前夫

次 ３天不 明胎儿唇腭裂折 ， １女在 １有
一

子 ，

原 因夭折行人工流产岁 余时夭生后 ２天

折 ， 血筛提 因
“

青紫
”

示
“

ＯＴＣＤ
”

夭折 ；

孕期疾病轻度贫血 无高血糖 、 孕 ３ ２周 时 出无轻度贫血 无

低血压 、 现腹痛 ， 接受

阴道炎
“

保胎
”

治疗

孕期药物无无口服药 ，
“

保胎
，
’

治疗无 无 无

夕卜用药

近亲婚配否否 否 否否 否 否

胎龄 （周 ）４０ ３９
＋ ５

 ３ ７

＋２ ３ ８

＋３

 ３ ９ ３ ９

＋２

足月

分娩方式经阴分娩 经阴 分娩 剖 宫产经阴 分娩经阴分娩剖 宫产剖 宫产

｛ ＪＢ生体重２ ． ９ ５ ２ ． ９ ２ ． ８ ３ ． １ ８ ３ ． ２ ４ ． １２ ． ７

（
ｋｇ ）

Ａ
ｐｇａ ｒＷ分 １ 〇 １ 〇 １ 〇不详 １ ０不详不详

发病年龄第 ２天第 ３天第 ３天第 ２天第 ２天第 ２天４岁

病程 ３天２天 ３天 ３天 ２天 ８天 １ ０ ３天

ｌ

ｉｆｅ床过程急性高氨 急性高氨 急性高氨 急性高氨血 急性高氨血 急． 性高氨 急性高氨

血症血症血症症症血症血症

治疗乳果糖 、 乳果糖 、 床旁血滤 乳果糖 、 精氨 乳果糖 、 精 乳果糖 、 血浆置换

精氨酸精氨酸酸氨酸精氨酸

转归


死亡死亡死亡死亡
 

死亡死亡

表 １
－

１ ２ 尿素循环障碍患儿的临床表现

病例 １病例 ２病例 ３病例 ４病例 ５病例 ６病例 ７

神经系统
发热＋＋＋＋－＋

惊厥＋＋＋＋＋＋＋

反应差＋＋＋＋＋＋＋

昏迷＋＋＋＋＋＋＋

呼吸系统


３４
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

青紫＋＋＋＋＋＋＋

呼吸困难自主呼吸 呻吟 、 抽泣样 气促 、 呻吟 、 气促 、 呻吟 、 叹息样呼吸自主呼吸弱气促 ， 不规则

弱呼吸呼吸暂停抽泣样呼吸

呼吸支持常频机械 高频机械通气 高频机械通气 高频机械通气 常频机械通气 常频机械通气 常频机械通气

通气

肺出血一＋＋＋一
——

獅系统
心率先慢后快正常正常增快减慢增快增快

心音极低钝低钝低钝低钝低钝低钝有力

心功能不全＋ ＋＋＋－＋—

低血压＋－＋＋＋＋＋

高乳酸血症＋＋＋＋＋＋＋

扩容剂＋ ＋＋＋＋＋＋

水肿一
＿

＋＋—

＋—

血管活性多 巴胺 、 多 多巴胺、 多 巴 多 巴胺 、 多 巴 多 巴胺 、 多巴 多 巴胺多 巴胺 、 多 巴 多巴胺 、 多 巴酚

药物巴酚丁酚丁胺酚丁胺 、 肾上 酚丁胺 、 去 甲 酚丁胺 、 米丁胺 、 肾上腺

胺 、 米力腺素 、 去 甲 肾 肾上腺素 力农 、 肾上素 、 去 甲 肾上

农上腺素腺素 、 去 甲腺素

肾上腺素

消化系统
喂养困难＋＋＋＋＋＋＋

腹胀＋＋—一一一一

消化道出血一＋一＋一＋一

泌尿系统
尿量少尿少尿

“

少尿
”

少尿少尿血尿正常

肾功能不全＋ ＋ ＿＋＿

＋—

尿潘留一一＋—＋＋—

血液系统
贫血—＋——一 一—

凝血功能障＋ ＋＋＋＋＋＋

 ；

表 １
－ １３ 尿素循环障碍患儿的入院査体

１＃病例 １ 病例 ２

￣

ｍｍ病例 ４ｍｆｅｍＷｒ

̄

发育异常＝＝＝双眼眼距
－１＝

宽 、 鼻梁

低平 、 耳

位低

肤色黄染苍灰苍灰 ， 肢 尚红润苍黄 、 晦 苍黄、 发 尚红润

端青紫暗灰 ， 四肢

末端发绀

意识状态昏迷昏迷昏迷昏迷昏迷昏迷昏迷

自主呼吸无抽泣样 无抽泣样无 无 无

瞳孔直径 ３４ ３ ５ ４ ３ ３

（
ｍｍ

）

瞳孔对光消失消失迟钝消失消失消失迟钝

反射

心率 （次／分 ）１８０ １２０１４８１４８１２０１５ １ １９０

心音低钝低钝低钝低钝低纯低钝有力

ＣＲＴ
（
秒 ）５４ ４ ４ ４ ４ ３

肺部啰音
－

湿罗音
＿－

痰鸣音
＿－

腹部平软膨隆平软平软平软平软平软

肝脾肿大
－



－



－



￣

：

—



－



３５
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

肠鸣音Ｈ ｉｌ

肌张力低低低低低低低

原始反射消失消失消失消失消失消失消失

２ ．２ 实验室检査

７ 例患儿的实验室检查均表现出典型的高氨血症 ， 峰值最高者为病例 ５ ， 达

３２３４ ｕｍｏ ｌ／Ｌ ， 但病例 ６ 的首次血浆氨浓度最高 ， 为 ２６９８ ｕｍｏ Ｉ／Ｌ ， 而这两例病人

都是有不 良家族史的 。 血气分析多表现为难以纠正的代谢性酸中毒 ， 如有机酸代

谢异常 ； 但是 由于氨为碱性物质 ， ＵＣＤ 患儿的血气分析的代谢性酸中毒相对于

有机酸代谢异常较轻 ， 且呼吸性碱中毒可见于 ５ ０％以上的新生儿 ＵＣＤ 病例

（
Ｍａｒｔ ｉｎ－Ｈｅｍａｎｄｅｚ Ｅ

，
２０ １ ４

）
。 内环境方面 ， ７ 例患儿均合并不同程度的 电解质紊

乱 ， 其中 以低钙血症最为突出 ， 所有 ６ 例早发型病例均合并不同程度的低钙血症 ，

与文献报道
一

致 （Ｎａｋ ｉｐ
ＯＳ

，
２０２０ ） 。 所有病例都出现多脏器功能障碍 ， 除神经

系统 、 呼吸系统 、 循环系统的临床表现外 ， 实验室检查提示转氨酶异常并不是非

常普遍的现象 （
３ ／７

）
， 反而更需要注意的是凝血功能障碍 （

７／７
）

， 且有 ４ 例病人出现

不同程度的 出血表现 。 经相关性分析发现 ， 血氨与纤维蛋 白原的相关性系数为

０ ．７５
（ｐ

＝

０ ．０２６
）

， 而与谷丙转氨酶的相关性系数仅为 ０ ．４５ 。

尿素循环障碍作为代谢性疾病的
一

种 ， 必然会导致血和尿中代谢产物的变

化 ， 典型 的 ＣＰＳ １Ｄ 患者可见到非常低的瓜氨酸水平和升高的谷氨酰胺水平 ， 而

尿中则可见降低的乳清酸水平 （
Ｆｕｎｇｈ ｉｎ ｉＳ

，
２０ １ ２

）
。 ＯＴＣＤ 患儿则 同样可见到升高

的谷氨酰胺和降低甚至缺失的瓜氨酸 ， 但尿中 的乳清酸水平是升高的 。 病例 １ 和

病例 ２ 都是 ＣＰＳ １Ｄ 病例 ， 血和尿的有机酸分析均提示血中瓜氨酸降低 ， 而尿中

除均未检测到乳清酸 。 反观 ＯＴＣＤ 病人的有机酸分析结果 ， 血筛结果与 ＣＰＳ １Ｄ

类似 ， 但尿筛却提示乳清酸明显升高 。 本研究还发现 ， ＣＰＳ １Ｄ 的病人和早发型

ＯＴＣＤ 的病人血筛中还可见丙氨酸和脯氨酸的显著升高 ， 而晚发型 ＯＴＣＤ 的病

例有轻度升高 （表 １
－

１ ４
）

。

表 １
－

１ ４ 尿素獅障碍病例的实验室检査结果

病例 １病例 ２病例 ３病例 ４病例 Ｓ病例 ６病例 ７

ｊｆｉＬ＾Ｒ（
１ ８

－７２
ｎｍｏ ｌ／Ｌ

）

首次值 １ ４０４６５ ０ １ ５４６７２ ５ １ ６７０２６９ ８ １ ２６３

复查值 １ ６６３８２３２９７－ ３２３４４２０ －７０ １４０ －７０

动ＩＪｃｊｌｉＬ气分析
ＰＨ

（
７ ．２５ －７ ．４５

）７ ． １ ３
Ｊ ．７ ． １ ０｜７ ．２９

ｉ７ ．４９
Ｔ７ ．２３

！７ ． ５ １
｜７ ．４６

Ｔ

Ｐ〇
２


６７


７２


５４


５ ８ ５ ８


７７


１ ００

３６
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

（
５ ０－

８０ｍｍ Ｈｇ）

ＰｆＯ

（
４０ － ６０ｍｍ Ｈｇ）

４２６２
丨料２３

丨 ５４
丨２３

丨２６
丄

（
ｌＳ ｏ ｍｍｏ ｌ／Ｌ

）叫 １ ９ ＇２ １ ４ ．４
丄 １ ７ ＿ ５

丄２０１ １ ８ ４
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

图 １
－３ 病例 １ 的基因学检测结果及变异溯源

图 １
－

３Ａ ： 病 例 １ 的 ＣＰＳ １ 基 因 存 在 两 个 错 义 变 异 ， 分 别 为 １ ５ 号 染 色 体 的

ｃ ． ｌ ６ ３ １ Ｃ＞Ｔ
（ｐ ．Ｔ５４４Ｍ

）
， 由 苏氨酸变异为蛋氨酸 ； １ ７ 号染色体的 ｃ ． ｌ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ

（ ｐ ．Ｇ ６６ １ Ｃ
）

， 由甘

氨酸变异为半胱氨酸 。

图 １
－ ３Ｂ ： 病例 １ 的家系 图提示患儿父亲携带 ｃ ． ｌ ６３ １ Ｃ＞Ｔ

（ｐ ． Ｔ５４４Ｍ
）

， 而患儿母亲携带

ｃ ． ｌ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ ６ ６ １ Ｃ

）
， 但均正常无表型 ， 患儿 同时存在上述两个变异 ， 罹患 ＣＰＳ １ Ｄ 。

ｃ ． ｌ ６ ３ １ Ｃ＞Ｔ
（ｐ ．Ｔ５４４Ｍ

） 被报 道 为 已 知 致 病 性 变 异 （
Ｆ ｉｎｃｋｈＵ

，

１ ９９８
）

， 虽 然

ｃ ． ｌ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ ６６ １ Ｃ

） 未 被 报 道 过 ， 但 在 该 位 点 发 生 过 其 他 的 致 病 性 变 异

（ｐ ． Ｇ６６ １ Ｒ
） （
Ｆｕｎｇｈ ｉｎ ｉＳ

，
２ ０ １ ２

）
。 我们利用生物信息分析软件ＨｕｍａｎＳｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ

Ｆ ｉｎｄｅｒ

（
Ｈ ＳＦ

）进行 了变异对剪接位点影响 的预测 ， 结果显示 ｃ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ 很可能影响剪接

位点 。 致病性分析软件 Ｓ ＩＦＴ 、 Ｍｕｔ ａ ｔ ｉｏｎＴａｓ ｔｅ ｒ 以及 Ｐｏ ｌｙＰｈｅｎ
－

２ 均认为 ｃ ．１ ９ ８ １ Ｇ＞

Ｔ 与 ＣＰＳ １Ｄ 发病有关 ， 其中 Ｐｏ ＩｙＰｈｅｎ
－２ 将其预测为很有可能的损害 ， 其预测得

分为 １ ． ０００
（敏感性 ： ０ ． ００ ， 特异性 ： １ ． ００ ， 图 １

－４Ａ
）

。 利用 Ｃ ｌｕ ｓ ｔ ａ ｌＸ 和 ＧＥＲＰ 对变

异 位 点 保 守 性 的 评 价 显 示 Ｐ ． Ｇ ６６ １ 在 不 同 的 物 种 都 是 高 度 保 守 的 ， 且

ｃ ． Ｉ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ ６６ １ Ｃ

；
）这个错义变异被预测为可改变 ＣＰ Ｓ １ 高度进化保守 的氨基酸

变异 （ 图 １
－４Ｂ

）
。 另 外 ， ＣＰＳ １ 的 ３Ｄ 结构显示 ， Ｐ ． Ｇ ６６ １ Ｃ 的变异可 以改变 ＣＰＳ １ 的

侧链结构和氢键 （ 图 １
－
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＇
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－

１＾－ＳＴＯｎＰＳ ．＃ Ｎ

＊

Ｅ ＨＣｆｆｉｌ

ｍＭｓｍｍｍｍｍ ｍＩ＾ － ｉ ｉ
？ ？ ：

图 １
－４ｃ ．１ ９８ １Ｇ 

＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ６６ １Ｃ

） 变异位点的致病性和保守性分析结果

图 １
－４Ａ ：Ｐｏ ｌｙＰｈｅｎ

－ ２ 对 ＣＰ Ｓ １ 的 ｃ ． ｌ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ ６６ １ Ｃ

） 变异 的致病性分析结果提示
‘ ‘

很

有可能的损害
”

， 预测得分为 １ ． 〇 〇〇
（敏感性 ： 〇 ．

〇〇 ， 特异性 ： １ ． ００
）

。

图 １
－４Ｂ ： 对 ＣＰＳ １ 基因 ｐ ．Ｇ６６ １ 位点 的计算机模拟分析结果显示在人类 、 黒猩猩 、 丛猴 、

马 、 羊驼 、 鸡 、 变色龙及鳕鱼等不 同物种 中均高度保守 。

３ ９
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

關圏
图 １

－５ 野生型和病例 １ 变异后的 ＣＰＳ １３Ｄ 结构

图 １
－

５ ： 左 图为野生型 ＣＰＳ ｌ ｐ ．Ｇ６ ６ １ 的结构 ， 右 图 为变异后的结构 ， 这
一

变异改变了侧

链结构和氢键 。

病例 ２ 的基因检测结果显示患儿存在 ＣＰ Ｓ １ 的 ２ 个杂合变异 ， 其中 ７ 号 内 含

子上的 ｃ ． ６２２
－

３Ｃ＞Ｇ 为剪切变异 ， 而 ２４ 号外显子上的 ｃ ． ２ ８ ９６Ｇ＞Ｔ（ｐ ． Ｅ９６６Ｘ
）为无

义变异 。 患儿母亲携带 ｃ ． ６２２
－

３Ｃ＞Ｇ 的杂合变异 ， 父亲携带 ｃ ． ２ ８ ９６Ｇ＞Ｔ
（ ｐ ．Ｅ９６６Ｘ

）

的杂合变异 （图 １
－

６
）

。

Ａ

基
Ｓ絶体ＳＳ核 ！》改￥ ＮＭ 号

＃匕
」

？ＪＳ戠 ５ＵＴ
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曼区 豪 合
 

ｕ 紉
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？  ｆ ：ｍ变Ｎ Ａ餅 １
１找Ｍ 

？

播

Ｑｆ ； ：ｎ ５Ｗ ７＾ ｃ ： ＳＰ６Ｇ Ｔ ＣＤＳ： ４
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ａｓｃ
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ｉａ（３＼
？Ａ ｉ ｒ

ｃ ．６２２
－

３Ｃ ＝Ｃ ｃ ．６２ ２
－

３Ｃ ＞Ｇ

ａ
Ａ
１

． １．ＴＬＡ ，

＇

， ！ａ

／ＡＺＮＡ＾／ｘ■ ｖ／－
Ｖ／Ｗ Ｖ^

／ＫＪ戶／

ｃ ． ２８９６Ｇ＞Ｔ ｃ ．６２ ２
－

３Ｃ ＞Ｇ

１ １

图 １
－ ６ 病例 ２ 的基因学检测结果及变异溯源

图 １
－ ６Ａ ： 病例 ２ＣＰＳ １ 基因 的两个杂合变异分别为 ７ 号 内 含子上 ｃ ． ６２２ －

３Ｃ＞Ｇ 的剪切变

４０
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

异和 ２４ 号外显子上 ｃ ． ２ ８ ９ ６Ｇ＞Ｔ
（ｐ ． Ｅ９ ６ ６Ｘ

）的无义变异 。

图 １
－ ６Ｂ ： 病 例 ２ 的 家 系 图 提示 患 儿 父亲携 带 ｃ ．

２ ８９ ６Ｇ＞Ｔ
（ｐ ． Ｅ９６ ６Ｘ

）
， 母 亲 携 带

ｃ ． ６２２
－

３Ｃ＞Ｇ ， 但均正常无表型 ， 患儿同时存在上述两个变异 ， 罹患 ＣＰ Ｓ １ Ｄ 。

我们 查 阅 了既往 的 文 献及ＯＭ ＩＭ
，ＵＣ ＳＣ

，ＨＧＭＤ ，ｄｂＳＮＰ
， ｌ ＯＯＯｇｅｎｏｍｅ ｓ

，

ＥｘＡＣ
，ｇｎｏｍＡＤ 等人类基因数据库 ， 均未见 ｃ ．６２２ －

３０Ｇ 和 ｃ ．２ ８ ９６Ｇ＞Ｔ 的记录 ，

为新发变异 。 Ｈ ＳＦ 预测上述两个新发变异可能影响 ｍＲＮＡ 的正常剪切 。 Ｃ ｌｕｓ ｔ ａ ｌＸ

的结果显示 Ｐ ．Ｅ ９９６ 位点在不同 的物种均是高度保守的 （图 １
－

７Ａ
）

， 这个无义变异

会产生
一

个提前的终止子 ， 翻译 出
一

个缺失 了ＣＰ Ｓ １ 保守位点并减少 了５ ３４ 个氨

基酸的缺失蛋 白 （图 １
－

７Ｂ
）

。

Ａ
Ｐ ． Ｅ ９ ６ ６ Ｘ

？ 學 參 ？ ？ ？ ？？ ？ ？ ＃ ？？ ？ ？ ？ ？ ？ ＃ ■？ ？ 參 ？？ ？ ？ 參 ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？ 鲁 ■ ？ 暑 ？ 蜃 ■？ ？？ 參 ＊■ ？ ？ ？ ？ 畢
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：論｜
：

ｐ觀 丨

ｉｎ： ：讓會＾１１ ：棚細 ：

ｂ二Ａ ｔ ＇

．

 Ｅ＃ｒ

－

＞ ：

？

１ｑＭｓＨｆｃｉ ７１

ＫＫｐ ｐ
ｎ ：

：

［ ＾ ｉ ：

ｉ｜ 

ｊ馨圓 ： ｅ

■
＿ ＿ 

ｉ＃
ｉ堪 澤

：

ｉｍ ：ｉ 議黼ｈ
－

＾§ｔ｜

－

Ｅｌ ｔ ｍ ｉＩ ｔｔ ］

图 １
－７ 病例 ２

Ｐ ．Ｅ９６６Ｘ 位点的保守性分析和变异后的蛋白结构

图 １
－

７Ａ ： 对 ＣＰＳ １ 基因 ｐ ．Ｅ９ ６ ６ 位点的计算机模拟分析结果显示该位点在人类 、 黑猩猩 、

丛猴 、 马 、 羊驼 、 鸡 、 变色龙及鳕鱼等不同物种 中都是高度保守的 。

图 １
－

７Ｂ ： 左 图为野生型 ＣＰＳ １ 的 Ｅ９６６ 结构 ， 右 图为变异后的结构 ， 这
一

变异使翻译 出

的蛋 白减少 了５ ３ ４ 个氨基酸 。

我们应用高通量测序的方法检测 了病例 ３ 患儿 Ｘ 染色体上 ＨＧＭＤ 报道的深

度 内 含子区域致病位点 的 １ ３ １ ５ 个基因共 ６ ５ ２４ 个位点 ， 结果显示该患儿的 ＯＴＣ

基因 出现 了３
－ ９ 号外显子的大面积缺失 （

ｃｈｒＸ ： ３ ８ ２２ ９０ ３ ９ －

３ ８２ ７ １ ２ ７４
；
） （图 １

－

８Ａ
）

， 长度

约 ４２２３ ５ｂｐ ， 相关文献及各基因组数据库未见报道 ， 为新发变异 。 对缺失来源的

ｑＰＣＲ 验证结果显示 ， 患儿母亲和患儿的 ＯＣＴ 基因 的 １ 号外显子均是正常的 ，

４ １
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而 ６ 号外显子则均出现 了缺失 （图 １
－

８Ｂ
） ，

？ 蛋 白模拟图提示该片段缺失导致 ＯＴＣ

蛋 白 发生 了 明 显改变 （
图 １

－

８Ｃ
）

。

Ａ

￣￣

缺 又 １ 莨 》 丨
句 外 粱 ｆ適 ？ ｖ ＞ 衣 ｙ

如
Ｌ 巧丄

— ^

１ ９Ｃ １ ５ ５４ ３ ７

＿＿＿＿＿
Ｂ Ｃ

２ ． ０
－

ｊ
ｒ
—

！０〇！！■■
Ｅ ｘ ｏ ｎ  １Ｅ ｘ ｏ ｎ ６

图 １
－ ８ 病例 ３ 的基因学检测结果 、 溯源验证及三维结构图

图 １
－

８Ａ ： 对 Ｘ 染色体上所有可能致病的基因位点进行检测 ， 结果显示患儿的 ＯＴＣ 基因

出现 了３
－９ 号外显子的缺失 。

图 １

－

８Ｂ ： 利用 ｑ
ＰＣＲ 对患 儿及其母外周血单核细胞 ＯＴＣ 基因 不 同外显子拷贝数进行检

测 ， 其中 １
，

２
，３ 代表 １ 号外显子 ： １ 为正常 男性 ， ２ 为患儿母亲 ， ３ 为患儿 ；

４
，５ ，６ 代表 ６

号外显子 ：
４ 为正常男性 ， ５ 为患 儿母亲 ， ６ 为患儿 。 该 图显示未缺失的 １ 号外显子患儿与

正常 男性的拷 贝数
一

致 ， 其母 由于有 ２ 条 Ｘ 染色体故拷 贝 数为 ２ ； 而包含在缺失部分 （ ３
－ ９

号外显子 ） 的 ６ 号外显子 ， 母亲 的拷 贝数与正常男性
一

致 ， 证 明有
一

条染色体上出现 了０ＴＣ６

号外显子的缺失 ， 而患 儿拷 贝数为 ０ ， 为完全缺失 ， 证明 患儿的片段缺失来源于其母 。

图 １
－ ８Ｃ ：３

－９ 号外显子 的缺失使得 ０ＴＣ 蛋 白 的结构发生 了 明 显 的改变 ， 仅残损少部分

结构 （右 图 ）
。

病例 ４ 也携带 了ＯＴＣ 基因的
一

个新发变异 ｃ ． ６ ３ ３＋２Ｔ＞Ｇ ， Ｓ ａｎｇｅｒ 测序证 明患

儿母亲存在该位点 的杂合变异变 （图 １
－

９Ａ
，

１
－ ９Ｂ

）
。 该变异为 内含子上的剪接变异 ，

根据 ＡＣＭＧ 指南可判定为疑似致病性变异 （
Ｌ ｉｋ ｅ ｌｙｐ ａ ｔｈｏ

ｇ ｅｎ ｉ ｃ
）

， 在 Ｓｐ
ｌ ｉ ｃ ｅＡＩ 上的

预测结果是
“

可能影响剪切
”

。 但是这个病人存在外观发育异常 ， 其染色体核型

分析提示为 ４７ＸＸＹ 。 目 前仅有
一

篇克 氏综合征合并 ０ＴＣＤ 的病例报道 ， 具体发

４ ２
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病原因仍不 明确 （
Ｓｗ ａｒｔ ｓＬ

，２ ００７ ）
， 因此难 以判断染色体异常与 ＯＴＣＤ 之间 的联

系 。

ＡＯＴＣ ＊
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？
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ｌｃ ｌｕ Ｘ３ ８ ２ ６ ２９９ ？ｃ ６６ ３ ， ＪＴ 。

ＭＯ
＊

－ 镛 蟪 ？？ ３ ？ ？ ＾ ？ １ 

？
． Ｍ ？ 

—  ？

 ．  ？ ＞ ＿
 ｒ ＇Ｃ ＊／ ｅ 

？
＊ ｆ ？

Ｃ＊ｆ Ｃ ７ＣＡＡＡ ？ ＊ ？ ＊ＯＯｒ＊Ａ ｉｆ
ｍ ａ

ＴＴ

／Ｖ ＼ ａ ／ ＼ａ ／
ｖ

／＼／＾Ａ ／

ｖＶｖ＼＾＿

ｖ ／

ｖ
ｖ ／ｖ

ｖｊ＾
？
」？ 

ｘｖｖｉ

ＢＯＴＣｄ？ｒＸ－３８２６２９９５ｃ ６６ ３， ２Ｋｉ ｓｐＵｃｓｏｇ ｔ

■

，？ ？▼ ｃ ＞ ？
－

Ａ ／ ．

＊＂

 ｒ ．
－

００ ０
－

ｘ ＾
．

＾表 ＴＴ

Ａ
Ａ八 八 ＇／

＇

／
＇

＇

＼
人 ＡＡ 八 广

，

／ ＼
、

八 八 八
， ＼／ ＿

ｎ
」ａｉ＂）ｎ、

＿ １ １ 丨 １ １ １ ＿＿ １圓＿ ｌ＿＿ 丨 ｌｌ＿＿ ｌ＿＿ Ｂ Ｉ ■旧＿

ｌ＿ ｌｉｌ＿ ｆｉ＿＿ ｌ ｌ 丨 丨 丨ｆｌ ｌ Ｒ ＥＷＨ＿ ｌｌ ｌ闕 
１ 圖醐Ｈ Ｉ

？ ｉ
Ｗ— ？—？？ ， 《—？



图 １
－９ 病例 ４ 的基因学检测及染色体核型分析结果截屏

图 １
－９Ａ ： 病例 ４ 患儿的 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果显示其 ＯＴＣ 基因 ６ 号外显子上游的第 ２ 个 内

含子 的 Ｔ 碱基变异为 Ｇ 碱基 ， 导致剪切变异 。

图 １
－ ９Ｂ ： 病例 ４ 母亲的 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序结果显示其携带与患儿相 同 的剪切变异 。

图 １
－ ９Ｃ ： 图 中红框提示病例 ４ 的 Ｘ 染色体拷 贝数为 ２ ， 证明其存在两条 Ｘ 染色体 。

病例 ５ 有非常明确 的家族史 ， 因此我们 同时收集 了全家五 口 的外周血进行基

因学检测 。 结果显示患儿携带 ＯＴＣ 基因 Ｃ ． ２ ７４Ｃ＞Ｔ （ ｐ ． Ｒ９２Ｘ ） 的半合子变异 ，

即基因编码区第 ２ ７４ 位碱基 由 Ｃ 碱基变异为 Ｔ 碱基 ， 导致编码蛋 白 的第 ９２ 位氨

基酸 由精氨酸变异成终止密码子 。 Ｓ ａｎｇｅ ｉ

？

验证提示患儿母亲 、 大姐 、 二姐均携

带该位点的杂合变异 （图 １
－

１ ０
）

。

４３
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

Ａ

基因染色体坐标核苷酸 ／基因 合子 变异 遗传

（参考转录本） （ ＧＲＣ ｈ３ ７／ｈ
ｇ
ｌ ９） 氨基酸变化 亚区 状态 分类 模式

ｍＺｓ＾
ｌ

Ｃ ｈ ｒＸ？
Ｃ

ｐ
ｒｘ

Ｔ ／

 １

ＣＤＳ ３

１

＾
１

ｐ

备注 ： 变异分类 ： Ｐ （Ｐａ ｔｈｏ
ｇ
ｅ ｎ 丨 ｃ ， 致病的 ） ；

遗传模式 ： ＸＲ （Ｘ连镄隐性 ）

Ｐ ．Ｒ ９ ２Ｘ

Ｂ
？

 ？
、 暴

：

？

ｍｉ ｍ
ｐ

ｔ
ｘ ｐ Ｒ

ｒ？
ｐ Ｒ

＊

９ ２Ｘ

／  ＼  ＩＡ ／

＇

ｌ ／  １ ／ ＼ｒｔ （ Ｉ ｌ ＼ Ｉ  ＼ Ｉ  ＼  ｉ
／ ＼ Ｉ  Ｓ  Ｖ ，  Ｉ ｉ ＼ ｉ ？ 

 ／ ＼ （ ？ ／ Ｉ ＇ Ｉ ｉ

／ Ｖ Ｖ Ｖｖ

？

 ／
ｖ ｙＶ ｙ

＂ ？ ／

Ｖｍ ＼
ｌ

图 １ － １ ０ 病例 １ ０ 的基因学检测结果及溯源验证

图 １
－

１ ０Ａ ： 病例 ５ 的基因检测结果提示发现 了ＯＴＣ 基因 ｃ ． ２７４Ｃ＞Ｔ（
Ｐ ． Ｒ９ ２Ｘ ） 的无义变

异 ；

图 １
－

１ ０Ｂ ： 家系 图表明 患儿母亲和现存的两个姐姐均携带该位点 的杂合变异 。

ｃ ． ２７４Ｃ＞Ｔ（ ｐ ．Ｒ９２Ｘ ） 为 己知 的发生在 ３ 号外显子上的无义变异 （
Ｇ ｒｏｍｐｅＭ ，

］ ９９ １
）
。 从计算机模拟的 ＯＴＣ 蛋 白 ３Ｄ 结构上可 以看 出 ， 该变异导致蛋 白翻译的

提前终止 ， 翻译 出 的蛋 白缺少 了２ ６ ３ 个氨基酸 （ 图 １
－

１ １
）

。

Ｒ ｅ ｆｅ ｒｅ ｎ ｃｅ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

Ｃ Ｄ ｉ，

ｒ Ｌ ＲＩ ｖ
＂

ｖ Ｒ

＇

ｉ Ｆ
Ｊ

ｌ Ｃ ＱＱ
？ ＩＱ

Ｉ ，

＊ Ｄ－
Ｔ

．

－


ｆ
Ｔ Ｇ  Ｅ Ｅ Ｉ ＫＶ ．  ． ￥

Ｊｆ＞ ｉ ｌＡ０ Ｌ Ｘ Ｆ ？Ｈ ＾ （ ｊ ｆ Ｖ＾ Ｌ ｉ Ｑ＆ Ｃ  ５ Ｌ （？ ！Ｉ ．

ｃ

ｆ ＜ ８Ｓ  Ｔｆ ｌｌ ＬＳ Ｔ ｆ Ｔ Ｇ  Ｆ Ａｌ ｌ ＧｆｉＨＰ Ｃ ｆ  ｌ Ｉ Ｔ
〇
ｔＵ Ｈ Ｌ ＣＶ

＾ ＼ｊ １ ２ １？ ＳＬ Ｔ〇 Ｉ ？ＲＶ  Ｌ Ｓ Ｓ
？Ｗ０ＡＶ ＬＡ  Ｒｍ

Ｑ
Ｓ ＤＬ Ｄ Ｔ  ＬＡＫ ＥＡＳ ＩＰ １ Ｉ  Ｎ６Ｌ Ｓ０ Ｌ ＶＷ １  Ｑ ＩＵＤＹ Ｉ Ｔ Ｉ Ｑ

＾ １ ８ １ Ｅ ＨＹ Ｓ ５Ｕ ＧＩ Ｔ  Ｌ Ｓｔａ ＧＯＧＷ Ｉ  ＬＭＳＤＷ Ｓ ＡＡＫ  ＦＷＭ Ｉ ＱＡＡ Ｔ Ｐ  ＫＧＹｔ Ｐ ＤＡＳ ＶＴ Ｉ Ｃ ＬＡ Ｅ
ＱＹ

Ａ Ｋ Ｅ Ｎ

？ （ｔ ＼＾ ２４ １Ｇ Ｔ Ｈ ＬＵ Ｔ ＩＣＰ  Ｉ ＥＷＷＧ －Ｗ Ｉ  Ｉ Ｔ 〇Ｍ ５？ＧＱ 
Ｅ Ｅ Ｅ Ｋ Ｋ Ｋ Ｒ Ｌ

Ｑ
Ａ  Ｆ

ＱＧ
Ｙ
Ｑ Ｖ

Ｔ ＪｉａＵ ＶＵＳＯＭＴ Ｆ

ｊＰ
＾＾ｉｔ ＊ ３０ １ ＬＫ Ｌ ＰＲＫＰｆ Ｅ  ＶＤＯ Ｅ ＶＦ Ｖ ＳＷ Ｓ Ｉ Ｖ Ｆ ＰＥ ＡＥ ＮＰ  ＫＫＴ Ｉ ＩＵＷＶ Ｓ  Ｌ Ｌ Ｔ ＤＶ ＳＰ

Ｑ
Ｉ
Ｑ 

Ｋ ＰＩＰ

Ｐ ． Ｒ ９ ２ Ｘ
？



４４
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图 １
－

１ １ 病例 ５ 的基因变异所致 ＯＴＣ 蛋 白三维结构的改变

图 １
－

１ １Ａ ：ＯＴＣ 蛋 白 的正常结构 ； 图 １
－

１ １ Ｂ ：ＯＴＣ 蛋 白 ｐ ．Ｒ９ ２ 位点的正常结构 ； 图 １
－

１ １ Ｃ ：

ＯＴＣ 蛋 白 ｐ ．Ｒ９ ２ 发生无义变异后 的结构 ： 图 １
－

１ １ Ｄ ： 红色字母部分为 ＯＴＣ 蛋 白 ｐ ． Ｒ９ ２ 位点

发生无义变异后翻译缺失 的氨基酸序列 。

病例 ６ 的家族史高度提示 Ｘ 连锁的遗传性疾病 ， 基因检测结果证实患儿 ＯＴＣ

基因第 ７６ １ 位的 Ｃ 碱基变异为 Ａ 碱基 ， 导致第 ２ ５４ 位氨基酸 由丙氨酸变异为谷

氨酸 ， Ｓ ａｎｇｅｒ 测序提示患儿母亲存在 ｃ ． ７６ １ Ｃ＞Ａ
（ｐ ．Ａ２ ５４Ｅ

）的杂合变异 ， 父亲不携

带该变异基因 （ 图 １
－

１ ２ ） 。

ＭＳ ？￥１

＾

终合／ 正常人囊 預 致病性分Ｗ

Ａ
ｍａ？外戛子篆基硪条含 率》析嫌

０ ７Ｔ
ＨＰ ｈ ｅｍ ｉ－Ｄ ｌ

；

ｎ？ ｉｕｍ猶 

５Ｊ ■鴨玲關缺ｍＸＬＲ ｌ？

；

：

： ＲＦ Ｖ Ｈ ｌ －Ｄ ：Ｕ ） ： Ｂ ：？

： ４ ； ３Ｓ Ｉ

ｃ ．７６ １ Ｃ＞Ａ

Ｂ— ＡＭ


１祕 ；
＞ ：

；
 ｃ ． ７ ６ １ Ｃ ＝Ｃ

＾ Ａ ｉ

＇

Ａ
＊
 ／ ＼Ａ ／ １

０■
ｃ ． ７６ １ Ｃ＞Ａ

广＇

 ＇ 丨

ＬＬ  ｉ Ｌ＿Ｏｌ

图 １
－

１ ２ 病例 ６ 的基因学检测结果及溯源验证

图 １
－

１ ２Ａ ： 患儿存在 ＯＴＣ 基因 的 ｃ ． ７ ６ １ Ｃ＞Ａ
（ｐ ．Ａ２ ５４Ｅ

） 变异 ， 该变异来源于患儿母亲 ，

被 ＲＥＶＥＬ 软件预测为有害性变异 。

图 １

－

１ ２Ｂ ： 患儿母亲存在 ＯＴＣ 基因的 ｃ ． ７ ６ １ Ｃ＞Ａ
（ｐ ． Ａ２ ５４Ｅ

）
的半合子变异 ， 而患儿父亲

不携带该变异 。

该变异未见文献报道 ， Ｐｏ ｌｙＰ ｈｅｎ
－ ２ 对其致病性的预测结果显示为

“

很可能有

害
”

， 预测得分为 １ ． ０００（ 图 １
－

１ ３Ａ ） 。 保守性分析提示 Ｐ ．Ａ２ ５４ 在不 同 的物种都

是髙度保守 的 （ 图 １
－

１ ３Ｂ ） ， 该变异可导致 ＯＴＣ 蛋 白 的侧链发生改变 （图 １
－

１ ３Ｃ
）

。

４ ５
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

Ｔｈ ｉ ｓ ｍｍａ ｉ ｉｏｎ  ｉ ｓ
ｐ

ｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔｅ ｄ  ｔｏ ｂｅＰ Ｒ Ｏ Ｂ Ａ Ｂ Ｌ ＹＤ Ａ Ｍ Ａ Ｇ Ｉ Ｎ Ｇｗ ｉ ｔｎ ａ ｓｃｏｒｅ ｏ ｆ  １ ． ０００  ｉ
ｓｅ ｎｓ ａ ｔ ｉｖ ｉ ｔｖ０ ００ｓｐｅｃ ｉａ ｌｔｙ １ ．０ ０

ＶＢＬ■■■
ｅ ．

ａ ａ ｅ ． ＾ｅ ｈ
？ 相 ？ ． ６？ ｅ

． ｆｍ ｉ ． ｂｑ

Ｂ
２４４２

－４６２
－１ Ｂ２Ｓ０２５ ２ ２ ５４２５６２５８２６０２５ ２２６ ４

＾ ■ ^

［Ｈｏｍｏｓａｐ ｉｅｎｓ］ Ｌ Ｌ Ｌ
丁Ｎ Ｄ Ｐ Ｌ ５ Ａ Ａ ｉ Ｇ Ｇ Ｎ Ｖ ＬＩ Ｔ Ｄ Ｔ

［Ｃａｎ ｔｓ ｌｕｐｕｓｆａｍ ｉｔｉａｒｉｓ］ ＬＳＬ
Ｔ
ＮＤＰＬＥＡＡＲＧＧＮＶＬＩＴＤＴ

［Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ］ ＬＳ Ｌ丁Ｎ ＤＰ ＬＥ Ａ Ａ
圊 

Ｇ Ｇ Ｎ Ｖ Ｌ Ｉ Ｔ Ｄ Ｔ

［Ｍｕｓｍｕｓｃｕ ｌｕｓ］ Ｌ Ｓ Ｍ Ｔ Ｎ Ｄ Ｐ Ｌ Ｅ Ａ ａ Ｉ ｒ Ｇ Ｇ Ｎ Ｖ ＬＩ Ｔ Ｄ Ｔ

［Ｒａ ｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇ ｉｃｕｓｊ Ｌ Ｓ Ｍ丁Ｎ Ｄ Ｐ Ｌ Ｓ Ａ ＡＲ Ｇ Ｇ ｒ Ｊ Ｖ Ｌｉ
｜

ｔ Ｄ Ｔ

［Ｇａｆ／ｕｓ
ｇａ ｌｌｕｓ］ ＬＬＬ Ｔ ＴＤ ＰＬ Ｅ Ａ Ａ Ｎ Ｇ Ａ Ｎ ＼／ Ｌ ＼／ Ｔ Ｄ Ｔ

［Ｄａｎ ｉｏｒｅｒｉｏ］ Ｌ Ｑ Ｆ Ｖ Ｓ Ｄ Ｐ Ｖ Ｅ Ａ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ＳＶＬＶＴＤＴ

图 １
－

１ ３ 病例 ６ 变异位点的致病性和保守性分析以及对蛋 白结构的影响

图 １
－

１ ３Ａ ：Ｐｏ ｌｙＰｈｅｎ
－ ２ 对 ＯＴＣ 基因 ｃ ． ７６ １ Ｃ＞Ａ

（ｐ ．
Ａ２ ５４Ｅ

）
变异的致病性分析结果提示

“

很

有可能的损害
”

， 其预测得分为 １ ． 〇〇〇
（
敏感性 ： 〇 ． 〇 〇 ， 特异性 ： １ ． ００

）
。

图 １
－

１ ３Ｂ ： 对 ＯＴＣ 基因 ｐ ． Ａ２ ５４ 的计算机模拟分析结果显示该位点在人类 、 黑猩猩 、 牛 、

小家 鼠 、 褐家 鼠 、 鸡 、 斑马鱼等不 同物种 中 都是尚度保守的 。

图 １
－

１ ３Ｃ ： 左 图为正常的 ０ＴＣ 蛋 白 ｐ
．Ａ２ ５４ 位置的结构 ， 右 图为该位点变异为谷氨酸后

的侧链结构 。

病例 ７ 是
一

个晚发型病例 ， 但起病急 、 病情重 ， 表现为急性高氨血症的临

床过程 。 基因检测结果显示该患儿 ０ＴＣ 基因 的第 １ １ ９ 位碱基 的 Ｇ 变异为 Ａ
； 这

个位于 ２ 号外显子的错义变异使第 ４０ 位氨基酸 由精氨酸变为 了组氨酸 。 患儿母

亲存在 ｃ ． ｌ ｌ ９Ｇ＞Ａ
（ｐ ．Ｒ４０Ｈ

）的杂合变异 ， 而患儿父亲该位点无变异 （ 图 １
－

１ ４ ） 。

４ ６
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 丨 柃 农
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＊
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？
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■〇
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
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丨
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图 １
－

１ ４ 病例 ７ 的基因学检测结果及溯源验证

图 １
－

１ ４ ： 患儿存在 ＯＴＣ 基因 的 Ｃ ． １ １ ９Ｇ＞Ａ
（Ｐ ．Ｒ４０Ｈ

） 变异 ， 该变异来源于其母 。

该变异为 己知变异 ， 且既往报道的病例也是晚发型病例
（
ＴｕｃｈｍａｎＭ

，１ ９９４ｂ
）

，

Ｍｕ ｔａ ｔ ｉｏｎｔａ ｓ ｔ ｅｒ 对该变异的有害性分析结果提示为致病性变异 （图 １
－

１ ５Ａ
）

； 保守性

分析提示 Ｐ ．Ｒ４０ 在不 同物种均高度保守 （图 １
－

１ ５Ｂ
）

， 但是三维模拟 图显示这个变

异并没有导致蛋 白结构发生改变 （ 图 １
－

１ ５Ｃ
）

。

Ａ
ｍ ｕ ｔａ ｔ ｉ ｏｎ ｔｓ ｔ ｉ ｎ ｇ

＾ｒｃ＾ ｂｏｎ ｄ ＞ＭＭ？  ＣＭＭＭ Ｉ

＊
了 Ｍ ｌ ＿ ＿ ａａ  ？  ＿ ＿＿ ＿ ＿

＿ ■

■

■ ． ．
． ．

？ ｍｔｍ  ■ ■ ｐ ？ ｗ ｒ ｉ

ｗｃ

．  － ？ ｎ ｎ ｉ ｗ

？ ｋ ？

Ｂ ｎ
［Ｈｏｍｏ ｓａｐ ｉｅｎ ｓ ） ＰＱＮ

！ 

ＫＶＱ
■ 

Ｋ
＿

ＢＤ
■ 

Ｋ  ＮＦＴ


Ｇ

［Ｃａｍｓ  ｌｕｐｕｓ  ｆａｍ ｉ ｈａｒ ｉｓ ］ Ｐ ｌＱ
Ｎ

｜

ＫＶ
Ｑ

Ｍ Ｋ １Ｒ０ Ｉ ＩＴ ＩＫＮＦＴＧ

［Ｂｏｓ  ｔａｕｒｕｓ ］ Ｐｌ
［ｑ

｜

ＤＫＶＱ 
Ｂ ｋ ｉＢＤ ｌ ｌＴ １ＫＮＦＴＧ

［
Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕ ｌｕｓ

ｊ Ｐ  Ｖ
Ｑ

ＳＱ
Ｖ
ｑ

Ｉ ｋｇ ＦＴＧ

［Ｒａ ｔ ｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇ ｉｃｕ ｓ
ｊ Ｖ

Ｑ ［ 
ＳＱ

ＶＱ ＩＫ ｉＰＤ ｌ ｌ Ｔ ｔＫ
ｊ

ＮＦＴ （ ；

［Ｇａ ｌ ｌｏｓ
ｇａ ｌＩｕｓ ］ ｐ

Ｎ＾Ｍ ｉ

． 
ＮＶ

■ 【

卜
“ ｉ ｉ 了

墜 ＱＮＹ
Ｊ

［
Ｄｓｎ ｉｏ ｒｅｒ ｉｏ］＿ Ｔ＿ ＤＳＶ Ｎ Ｌ

｜

ｋ Ｂ Ｒ Ｓ Ｆ ｌＴ ｔＫ Ｄ Ｙ Ｎ ^

［Ｓａｃｃ ｈａ ｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅ ｖ ｉ ｓ ｉａｅ Ｓ２８８Ｃ］ＴＴＡＳＴＰ ＳＳ
＿

… ＨＳ
礓 

ＫｏＨ ｓ０

［
Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ  ｌａｃｄｓ

ｊ Ａ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｇ 「 ） １Ｈ ｈ ＾ １Ｓ ｌＫ Ｄ＿ Ｓ Ｄ

４ ７
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

ｍｓｍｍｍｇｍｍ

图 １
－

１ ５ 病例 ７ 变异位点的致病性和保守性分析

图 １
－

１ ５Ａ ：Ｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ ｔａ ｓ ｔｅｒ 的预测结果提示 ｃ ． ｌ ｌ ９Ｇ＞Ａ
（ｐ ．Ｒ４０Ｈ

） 变异为致病性变异 。

图 １
－

１ ５Ｂ ： 对 ＯＴＣ 基因 ｐ ．Ｒ４０ 位点的计算机模拟分析提示该位点在人类 、 狼 、 牛 、 小

家 鼠 、 褐家 鼠 、 鸡 、 斑马鱼 、 酵母菌等不 同物种 中呈高度保守 。

图 １
－

１ ５Ｃ ： 左图为野生型 ＯＴＣ 蛋 白 ｐ ．Ｒ４ ０ 位点 的结构 ， 右图为变异为组氨酸后该位点

的结构 ， 对比显示该变异并未造成 ＯＴＣ 蛋 白 的结构改变 。

７ 例 ＵＣＤ 病人的基因学检测共发现 了５ 个新发的点变异和 １ 个 ３ － ９ 号外显

子长达 ４２２ ３ ５ｂ 的大片段缺失 ， 由 于大片的外显子缺失可导致蛋 白翻译 的严重缺

失 ， 是 ＡＣＭＧ 中 ＰＶＳ １ 致病等级的变异方式 ， 因此 ， 仅将 ５ 个新发点变异 的有

害性预测和保守性分析结果总结入表 １
－

１ ５ 。

表 １
－

１ ５ＵＣＤ 新发变异位点的分析汇总

ＡＣＭ

＿細 变异健ＧＥＲＰＳ ＩＦＴＰ

＝
ｈ

５＝Ｒｅｖｄ



ＰＭ ３
＿

Ｓ ｔｒ

ｃ １ ９ ８ １ Ｇ＞ＴＤＤＤＤ
ｏｎｇＪ

ＰＭ ｌ
，

１ＣＰ Ｓ １

 （Ｐ ．Ｇ ６ ６ １ Ｃ
）

Ｃ
＇

５ － ６ １

０ １ １ ０ ． ９ ６ ３Ｐ

^
ＰＰ３

’

２ＣＰ Ｓ １ｃ ． ６２２ －

３Ｃ＞Ｇ ＬＰ＝／丄

２ＣＰ Ｓ １ Ｃ
＇

５４２－－ｆ－ＰＰＭ ３Ｓ ｔｒ

（Ｐ Ｅ％６Ｘ
） １ ｏｎｇ ，

ＰＭ２

ＰＭ １

４ＯＴＣ
Ｃ ＊

Ｃ５９ １ＤＤＤＤＵＰＭ ２

６３ ３＋２Ｔ＞Ｇ
５

０ ． ００ １０ ． ９ ９ ８ １ ０ ． ９ ７７

ＰＳ４
，

ｃ ． ７６ １ Ｃ＞Ａｒ４
，

４
ＤＤＡＤ ＰＭ １

，

（Ｐ ． Ａ２ ５４Ｅ
）

５

０ ． ０ １ ８ １ ０ ． ９ ８ ８０ ． ６ １ ３ ＰＭ ２
，



ＰＭ ５

注 ： ＧＥＲＰ ：Ｇ ｅｎｏｍｉ ｃＥｖｏ ｌｕｔ ｉ ｏｎａｒｙ 
Ｒａ ｔｅＰ ｒｏ ｆｉ ｌ ｉｎｇ ， 用于衡量进化 中跨物种基因序列的保守情

况 。 Ｃ 代表保守 ， 高 ＧＥＲＰ 分数意味着序列高度保守 ， 因此改变是有害的 。

４ ８
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

Ｓ ＩＦＴ ：Ｓ ｏｒｔ ｉ ｎｇ
Ｉｎｔｏ ｌ ｅｒａｎｔ ＦｒｏｍＴｏ ｌ ｅｒａｎｔ

， 预测错义替换是否影响蛋 白质功能 ， 从而得知这

个氨基酸 替代是否有害 ； 分数范围 ０
－

１ ， 分值＜ ０ ． ０ ５ 的位置被预测为有害 Ｄ ：Ｄ ｅ ｌ ｅ ｔｅｒ ｉｏｕ ｓ
，
分

值 ＞ ０ ． ０ ５ ， 则预测为无害 Ｔ ：Ｔｏ ｌ ｅｒａ ｔｅｄ 。

Ｐｏ ｌ

ｙ
Ｐｈ ｅｎ２ ：Ｐｏ ｌ

ｙｍ ｏ ｒｐｈ
ｉ ｓｍＰｈ ｅｎｏ ｔｙｐ

ｉ ｎ
ｇ
ｖ２

，
预测结果Ｄ ：Ｐ ｒｏｂａｂ ｌｙ

ｄａｍａｇ ｉｎｇ（
很可能有害 ，

分值Ｘ） ． ９０９
）

， Ｐ ：Ｐｏｓｓ ｉｂ ｌｙ
ｄａｍａｇ ｉｎｇ （可能有害 ， ０ ．

４４ ７Ｓ分值＜ ０ ． ９ ０９
）

， Ｂ ：Ｂｅｎ ｉｇｎ（无害 ， 分

值彡 ０ ．４４６
）

。

Ｍｕｔａ ｔ ｉｏｎ ｔａ ｓｔｅｒ ： 用 于预测 内 含子和非同义变异 、 短插入缺失变异 以及跨越 内 含子－外显

子边界变异的对功能的影响 。 预测结果 Ａ ：Ｄ ｉ ｓｅａ ｓｅ ｃａｕｓ ｉｎｇ
ａｕｔｏｍａｔ ｉ ｃ

（有害 ）
， Ｄ ：Ｄ ｉ ｓ ｅａ ｓ ｅ

ｃａｕｓ ｉｎｇ  （
可能有害

）
， Ｎ ：Ｐｏ ｌｙｍｏｒｐ

ｈｉ ｓｍ
（
可能无害 ）

， Ｐ ：Ｐｏ ｌｙｍｏｒｐ
ｈ ｉ ｓｍ ａｕｔｏｍａｔ ｉ ｃ

（无害 ）
。

Ｒｅｖｅ ｌ ： 单个变异 的预测得分范 围 ０
－

１ ， 分值越高致病可能越大 。

ＡＣＭＧ致病性分析 ： Ｐ
：Ｐａｔｈｏｇ ｅｎ ｉ ｃ ， 致病 ；

ＬＰ ：Ｌ ｉ ｋｅ ｌｙｐａｔｈｏｇｅｎｉ ｃ
，
可能致病 ； Ｕ ：Ｕｎ ｃ ｅｒｔａ ｉｎ

，

不确定 。

２ ．４ 截对抗生素杀菌效率的影响

研宄证实 ， 代谢物可 以提高抗生素的杀菌效率 ， 延胡索酸因为可 以增强氨基

糖苷类抗生素的杀菌效率 ， 已经被美国食品药品管理局批准用于临床治疗

（ Ｍｅｙ ｌａｎＳ
，

２０ １ ７ ） 。 本研宄对 ＵＣＤ 患者临床资料的分析发现 ， 感染可加重 ＵＣＤ

的临床表型 ， 但抗生素的选择却 只 能经验用药 。 因此 ， 我们利用大肠杆菌 Ｋ １ ２

作为模式菌进行 了氨对抗生素杀菌效率影响 的初步研宄 ， 以期为 ＵＣＤ 患儿抗生

素的临床应用提供
一

定的理论基础 。

在加入不 同浓度的氯化铵 以后 ， 实验组大肠杆菌 的生存率 比对照组显著下

降 。 对比分析不 同氯化铵浓度的影响 ， 氨苄西林 （ ＡＭＰ ） 在 ０ ． ２ｍＭ 氯化铵浓度

下使大肠杆菌的生存率下降最显著 （ １ ３ ． １ 倍 ） ， 其余两组 （ ０ ． ０２ｍＭ
，
２ｍＭ ） 分别

下降 了６ ． ８ 和 ７ ． ８ 倍 （ 图 １
－

１ ６Ａ ） 。 美罗培南 （ ＭＥＭ ） 则未表现 出浓度依赖效应 ，

三个实验组的生存率相近 ， 大肠杆菌的生存率相 比对照组下降 ４ ． １
－

５ ． ９ 倍 。 因此

在含有氯化铵的培养基中 ， ＡＭＰ 和 ＭＥＭ 的杀菌效率均显著增强 （ 图 １
－

１ ６Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

２〇
－

｜ＡＭ Ｐ ２ ５
－

｜Ｍ ＥＭ

！

、－

ｉｉ
ｉ 〇

＜

■ ｉ
４ ０

＇

Ｈ
１

＾ａ１

：

ｉ

ｐ
ｎｒｆ

－

ｉｎ
０ ０ ． ０ ２ ０ ． ２ ２ｍＭ 〇 ０ ． ０ ２ ０ ．２ ２ｍＭ

４９
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图 １
－

１ ６ 不同浓度氯化铵对氣苄西林和美罗培南杀菌效率的影响

由于氯化铵溶液呈弱酸性 ， 氨水呈弱碱性 ， 为排除 ｐＨ 对抗生素杀菌效率的

干扰 ， 采用相 同方法检测 了氨水对 ＡＭＰ 和 ＭＥＭ 杀菌效率的影响 。 结果显示 ，

氨水对 ＡＭＰ 和 ＭＥＭ 杀菌效率的影响相近 ， 实验组的生存率下降 ４ ． ３
－

６ ． ６ 倍 （ 图

１
－

１ ７ ） 。 因此 ， 铵离子对 ＡＭＰ 和 ＭＥＭ 杀菌效率的影响与 ｐＨ 无关 。 此外还检测

了氯化铵对头孢他啶和环丙沙星的影响 ， 结果未发现显著差异 。

Ａ Ｂ

２ Ｓ
－

］ＡＭＰ ２０
－

］
－

Ｊ

－Ｍ ＥＭ

＿ Ｉ

１ ５
＇

■
ｉ

１ ５
＇

■ １ １ 〇
－■

ｉ
１ ０

－

■■
＾

ＸｍＰ—Ｐ〇－


＾

ｊｐ〇ｎｎ
０ ０ ． Ｇ２ ０ ． ２ ２ｍＭ 〇０ ． ０ ２０ ．２ ２ｍＭ

图 １
－

１ ７ 不同浓度氨水对氣苄西林和美罗培南杀菌效率的影响

３ ． 讨 论

３ ． １ 尿素循环障碍的临床和分子生物学表现

３ ． １ ． １ 尿素循环障碍的临床表现

２０ １ ２ 年 ， 由欧洲 的代谢病儿科专家与医学生物学家 、 心理学家 、 代谢营养

师及神经放射学家历时 ３ 年联合制 定的第
一

个 ＵＣＤ 诊疗推荐指南首次发表

（
Ｈａｂｅ ｒ ｌｅ Ｊ

，

２０ １ ２
）

， 并在 ２０ １ ９ 年进行 了更新 （
Ｈ ａｂｅ ｒ ｌｅ Ｊ

，
２０ １ ９

）
。 根据这两个指南 ，

ＵＣＤ 的临床症状可发生于任何年龄段 ， 可 以是急性的 、 慢性的或者是间断性的 。

对于急性高氨血症 ， 最常见的临床症状是神经系统症状 ， 如意识障碍 、 急性脑病

表现、 惊厥 、 脑梗塞样表现 、 短暂的视觉丧失 ， 并可合并精神病症状 ， 如幻觉 、

偏执 、 躁狂和情绪改变等 ， 还易 出现呕吐 、 多脏器功能衰竭 、 外周循环衰竭等症

状 。 新生儿期主要表现为败血症样的临床症状 ， 以及体温的不稳定 、 呼吸窘迫 、

过度通气等 。 慢性病人则较多 的表现为乏力 、 头晕 、 头疼 、 学习 障碍 、 蛋 白 质 回

避 、 生长发育落后 、 反复的腹痛和呕吐 、 肝脏肿大 、 肝酶升高等非特异性表现 。

比较特异性的表现是 ＡＬ ＳＤ 的结节性脆发症和 ＡＲＧ １ Ｄ 的进行性痉挛性截瘫 （表

卜 １ ６ ） 。 诱发高氨血症的原因除 了脱离母体环境导致新生儿期发病 以外 ， 常见的

有感染 、 发热 、 呕吐 、 消化道 出血 、 能量摄入的 降低或者过度的蛋 白摄入等 。

５０
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本研宄的 ７ 例 ＵＣＤ 患者有 ６ 例为新生儿期发病 ， 在脱离母体的代谢环境并

开始摄入蛋 白后很快就 出现了高氨血症典型的临床过程 ： 首先是吃奶差 、 反应差 ，

伴呼吸窘迫 ， 后迅速进展为意识障碍 、 惊厥 、 呼吸衰竭 ， 最终合并多脏器功能衰

竭 。 但是 ， ＵＣＤ 的临床表现可能是多种因素共同作用 的结果 ， 需要注意鉴别 。

首先 ， 新生儿期发病的 ＵＣＤ 临床表现与新生儿败血症极为类似 ， 而且 ， 还可能

与之同时存在 。 病例 １ 和病例 ２ 均为 ＣＰＳ １ Ｄ 的病人 ， 理论上病例 ２ 的变异为无

义变异 ， 蛋 白翻译被截断 ， 很可能翻译出没有功能的酶 ， 但是其血浆氨浓度却低

于病例 １ 。 分析临床资料发现 ， 两个病人均有发热的表现 ， 但是病例 １ 的降钙素

原明显升高 ， 考虑其血浆氨的显著升高可能是 ＵＣＤ 和败血症共同作用 的结果 。

病例 ４ 携带 ＯＴＣ 基因的 内含子剪接变异 ， 其血浆氨水平为 ５ 例 ＯＴＣＤ 病人最低 ，

但却 出现 了类似于其他病例非常严重的临床表型 ， 结合其 ＰＣＴ 为 ＯＴＣＤ 病人中

的最高值 ， 且有反复发热 ， 痰培养提示耐碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌 ， 考虑其全

身发花 、 四肢湿冷、 低血压 、 少尿 、 水肿等表现为革兰 氏阴性杆菌败血症休克的

表现 。 由于感染不仅为 ＵＣＤ 病人出现急性高氨血症最常见的触发因素 ， 还可增

加病人住院次数 、 住院时间等 （
Ｇｕ ｉｒｅ ＰＪＭ

，
２０ １ ３

）
， 因此 ， 病例 １ 和病例 ４ 严重的

临床表型很可能是感染加重了ＵＣＤ 的表现 。 其次 ， 病例 ３ 自生后即 因
“

呼吸急

促 、 呻吟
”

等呼吸窘迫的症状于当地医院新生儿科进行治疗 ， 但直至生后第 ３ 天

才出现病情的快速恶化 。 鉴于患儿为胎龄 ３ ７
＋２

周经选择性剖宫产所生的男婴 ， 易

合并新生儿湿肺和 ／或新生儿呼吸窘迫综合征 ， 且经初始呼吸支持后病情好转 ，

考虑生后的呼吸窘迫表现并非为高氨血症所致 ， 真正的高氨血症导致的呼吸系统

症状是在生后第 ３ 天出现的呼吸暂停 ， 需注意鉴别 。

病例 ７ 是晚发型的 ＯＴＣＤ 病人 ， 首发表现为反复呕吐 ， 符合 ＵＣＤ 病人常见

的临床症状 。 该病人携带的 ｃ ． ｌ ｌ ９Ｇ＞Ａ
（ｐ ．Ｒ４０Ｈ

）突变使 ＯＴＣ 酶活性降至正常的

２ ８％
（
Ｎ ｉｓｈ ｉ

ｙｏｒ ｉ Ａ
，１ ９９７

）
， 而 １ ０－２０％的 ＯＴＣ 酶活性即可维持基本低限的尿素合成

功能 （
Ｂａｃｈｍａｎｎ Ｃ ， １ ９８ １

；Ｋｕｃｈｅ ｌＰＷ
，１ ９７７

）
， 因此 ， 病例 ７ 在发病前的 ４ 年间

并没有 出现 ＯＴＣＤ 的相关症状 ， 且生长发育正常 。 但是 ， 相较于正常 ＯＴＣ ， 突

变后的酶更为不稳定 ， 且衰减更快 （
Ｎ ｉｓｈ ｉｙｏｒ ｉＡ

，
１ ９９７

）
， 故当其出现呕吐 、 进食

差时 ， 体内糖异生増加 ， 蛋 白分解的增多导致氨的代谢负担加大 ， 从而使本就不

稳定的突变 ＯＴＣ 酶衰减加速 ， 无法维持正常的尿素循环 ， 进而出现了高氨血症

的临床症状 。 另外 ， 该患儿入院前即有发热病史 ， 入院后炎症指标进行性升高 ，

５ １
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且在血浆置换后因脓毒血症进行了血液滤过治疗 ， 因此 ， 其起病后疾病迅速进展

且表型严重亦考虑与感染因素有关 。

病例 ５ 的家庭是
一

个 ＯＴＣＤ 的家族 ， 至少已有两个孩子死于 ＯＴＣＤ ， 母亲

和现存的两个姐姐均携带同样的致病基因 。 详细追问病史发现 ， 这两个女孩平素

不喜摄入蛋 白类食物 ， 很少吃如排骨 、 炖肉等含大量蛋 白 的食物 ， 体格相对于同

龄儿童也偏矮偏瘦 ， 考虑这两个女孩可能存在轻度的慢性高氨血症症状 ， 但家长

不同意进
一

步检查 ， 未能进行明确 。 该家族疑似死于 ＯＴＣＤ 的女孩在 １ ． ５ 岁时发

病 ， 其临床症状也是首先表现为呕吐 ， 后进展为脑病表现 ， 与病例 ７ 的临床过程

极为相似 ， 因此认为呕吐可能是晚发型 ＵＣＤ 病例发病时较为常见的首发症状和

触发因素 。

总结上述 ＵＣＤ 病人的临床表现认为 ， 即使是急性高氨血症 ， 临床表现仍缺

乏特异性 ， 且可能在任何年龄被多种因素所诱发。 对于新生儿 ， 当 出现与败血症

类似的临床表现又不能 以颅内感染解释脑病表现时 ， 需完善血浆氨的检查来排除

ＵＣＤ 。 而对于其他年龄的儿童 ， 当 出现反复呕吐合并神经系统表现时 ， 亦需考虑

到晚发型 ＵＣＤ 。

３ ． １ ．２ 氨在脑中的代谢及其影响

高氨血症引起的神经系统症状是 ＵＣＤ 最主要的临床表现 。 脑中的氨主要来

源于血液 ， 少部分来源于脑脊液和脑的 自身代谢（
Ｂｍｓ ｉ ｌｏｗＳＷ

，
２０ １ ０

，Ｃｏｏｐｅｒ ＡＪＬ
，

２０ １ ２
）

。 谷氨酰胺 （
Ｇ ｌｕｔａｍｉｎｅ

，
Ｇ ｉｎ

）在谷氨酸脱氢酶 （
Ｇｌｕｔａｍ ｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ，ＧＤＨ）

作用 下发生氧化脱氨基作用生成的氨可能是脑 自 身代谢形成的氨的主要来源

（
Ｂｍｓ ｉ ｌｏｗＳＷ

，

２０ １ ０
）

。

正常脑氨与血氨的 比例是 １ ． ５
－

３ ． ０ ： １（
ＣｏｏｐｅｒＡＪＬ

，
１ ９８７

）
。 目 前的证据认为大

部分的氨是通过不饱和弥散的形式进入脑中 的 （
Ｃｏｏｐｅｒ ＡＪＬ

，
２０ １ ２

）
， 弥散量与血液

的 ｐＨ 成正比而与脑血流 （
ｃｅｒｅｂｒａ ｌｂ ｌｏｏｄｆｌｏｗ

，
ＣＢＦ

）成反比 。 氨对所有动物都具有

神经毒性 （
Ｉｐ

ＹＩＱ
２０ １ ０

）
， 因此 ， 氨在脑中的稳态受到的严格调控 （图 １

－

１ ８
）
。 氨由

血液入脑后在谷氨酰胺合成酶 （
Ｇ ｌｕｔａｍ ｉｎｅＳ

ｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ

，
ＧＳ

）的作用下合成 Ｇ ｌｎ ， 是脑

中氨最主要的解毒方式 。 这个过程发生得非常迅速 ， 但也是有限的 ， 如果氨的入

脑速度超过了Ｇ ｉｎ 的合成速度 ， 则无法维持氨在脑中 的稳态 。

５２
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Ｐ ｒｅ ｓｙ ｎ ａ ｐｔ ｉ ｃ ｎ ｅ ｕ ｒｏ ｎ ／＼

＼
Ｇ ｌ ｕ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ （ ？Ｇ ｌ ｕ ｔａｍ ｉ ｎ ｅ

－ｍＧ ｌ ｕ ｔ ａｍ ｉ

ｎ ｅ ＼

ＰＡＧ ／Ｇ Ｓ＼

＼Ｇ ｌ ｕ ｔ ａｍａ ｔ ｅ丨 Ｇ ｌ ｕ ｔ ａｍ ａ ｔ ｅ＋Ｎ Ｈ
，Ｎ Ｈ

，

＼Ｔｙ４
？

丄
Ｇ ｌ ｕ ｔａｍ ａ ｔｅ ／

Ｇ ｌ ｕ ｔ ａｍａ ｔｅ

＼Ａ ｓｔ ｒｏ ｃｙ ｔｅＪ
＼（ Ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ） ／Ｎ．

＼Ｐｏ ｓ ｔ ｓｙ ｎ ａ ｐ ｔ ｉ ｃ ｎ ｅ ｕ ｒｏ ｎｊ① Ｇ ＬＡＳＴ ／Ｓ ＬＣ １ Ａ３

＼ ／② Ｇ ＬＴ １ ／Ｓ ＬＣＡ １

③ ＳＮＡＴ３ ／５

｜ ④ ＳＮＡＴ １ ／２ ／７

图 １
－

１ ８ 谷氨酸 ／谷氨酰胺循环 （
Ｗａ ｌｋｅ ｒ Ｖ

，
２ ０ １ ４

）

图 １
－

１ ８ ： 氨进入星形胶质细胞后在 Ｇ Ｓ 的作用 下与谷氨酸 （
Ｇ ｌｕｔａｍａ ｔｅ

，Ｇ ｌ ｕ
）
合成谷氨酰胺

（
Ｇ ｉｎ

）
， 被 ＳＮＡＴ 转运到细胞外 间隙 ， 然后 由

一

个或多个 ＳＮＡＴ 运输进谷氨酸能神经元并被

ＰＧＡ 水解成 Ｇ ｌｕ 和氨 。 由于 ＰＡＧ 会被 Ｇ ｌｕ 和氨所抑制 ， 因此 Ｇ ｌｕ 的产生 即被控制 。 释放到

突触间 隙且不被突触后受体所结合的 Ｇ ｌ ｕ 被 ＧＬＡ ＳＴ 和 ＳＬＣ １ Ａ３ 转运 回 星形胶质细胞 ， 再次

用来合成 Ｇ ｉｎ 。

缩写 ： ＰＡＧ
，
磷酸活化的谷氨酰胺酶 ；

ＳＮＡＴ
，
钠耦合的氨基酸转运蛋 白 ；

ＧＬＡＳＴ
，
谷氨

酸－天冬氨酸转运蛋 白 ；
ＳＬＣ １ Ａ３

（
ＥＡＡＴ １

， 兴奋性氨基酸转运蛋 白 －

１
） ；ＧＬＴ １

，
谷氨酸转运蛋

白 －

１
；

ＳＬＣＡ １
（
ＥＡＡＴ２

） ，
兴奋性氨基酸转运蛋 白 －２

；Ｒ ’ ＮＭＤＡ受体 （
Ｎ －ｍｅ ｔｈｙ ｌ

－Ｄ －

ａ ｓｐａ ｒｔ ｉ ｃ ａ ｃ ｉｄ

ｒｅｃ ｅｐ ｔｏｒ
）即 Ｎ－ 甲基－Ｄ － 天冬氨酸受体 。

过多的氨对神经系统的损伤机制
一

直是神经学家的研究热点 。 由于 ＧＳ 仅表

达于星形胶质细胞 ， 因此大量的研宄集中于氨对星形胶质细胞的影响上 。 最早的

理论认为 ， 升高的氨抑制 了Ｇ ｌｕ 生成 ａ 酮戊二酸 （
ａ

－ｋｅ ｔｏｇ ｌｕｔ ａｒａｔ ｅ
，ａ

－ＫＧ
）

， 从而导

致三羧酸循环的原料不足 ， ＡＴＰ 产生减少 （
Ｂｅ ｓ ｓｍａｎ ＳＰ

，１ ９９ ５
）

。 但在随后几十年的

研宄中 发现 ， 过多 的氨并没有 明显影响 ａ
－ＫＧ 的浓度 （

Ｂ ｏ ｓｏ ｉ ＣＲ
，

２ ０ １ ４
）

， 真正影响

的是 Ｇ ｉｎ 的浓度 ， 因此提 出 了胶质细胞的渗透损伤假说 （
Ｂｍ ｓ ｉ ｌｏｗ ＳＷ

，

２ ０ １ ０
）

。 即

在星形胶质细胞中 ， 升高的氨导致 Ｇ ｉｎ 合成增多 ， 由于渗透作用使细胞水肿 ， 进

而发生颅 内压的升高 ， 影响 了细胞功能和大脑结构 ， 最终产生
一

系列临床症状 。

然而 ， 细胞水肿并不能解释高氨血症的所有神经毒性 （
Ｊｏ ｓｈ ｉＤ

，

２ ０ １ ４
）

。 其他可能

的途径还包括 ： １ ． 高氨损伤 了 星形胶质细胞的氧化代谢 ， 通过增强糖酵解导致

脑 内乳酸的危险性升高 （
ＤａｍＧ

，２ ０ １ ３
；Ｂ ｏ ｓｏ ｉＣＲ

，２ ０ １ ４
）

。 ２ ． 氨离子作为
一

种弱碱

可能通过改变 ｐＨ 以及与钠 －钾 －ＡＴＰ 酶 、 钾离子通道或钠 －钾 －氯协同转运蛋 白上的

５ ３
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钾离子竞争 ， 打破了钾离子的稳态而影响细胞功能 （
ＲａｎｇｒｏｏＴＶ，２０ １ ４

）
。 ３ ． 细胞

外急性升高的氨和钾离子都可 以导致 丫 氨基丁酸 （
ＧＡＢＡ

）平衡蛋 白 的去极化 ， 从

而发生神经元细胞 的抑制 ， 这很可能是高氨血症导致惊厥的原 因 （
ＲａｎｇｒｏｏＴＶ，

２０ １ ３
）
。 ４ ． 由于氨水平的升高 ， ＮＭＤＡ 受体被过度激活 ， 通过神经毒性途径导致

轴突变性和细胞死亡 ； 另
一

方面 ， 激活的钙调磷酸蛋 白使得钠－钾 －ＡＴＰ 酶出现去

磷酸化 ， 严重增加 了ＡＴＰ 的消耗 （ 约 ８０％ ） ， 产生的 自 由基诱发氧化应激反应 ，

也增加 了细胞的死亡 （
Ｐａｐｒｏｃｋａ Ｊ

，
２０ １ ２

）
。 ５ ． 高氨也有可能影响脑血流的 自 调节功

能 ， 导致脑充血 （
Ｄｕｃｈａｒｍｅ－Ｃｒｅｖｉｅｒ Ｌ

，
２０ １ ６

）
。 总之 ， 关于高氨血症造成脑病和脑

损伤的机制 目 前仍没有确定的解释 ， 多数都是假说 ， 大量的研究仍在进行中 。

３ ． １ ．３縣循环障碍的分托物学表现

ＵＣＤ 的首要分子生物学表现即为高血氨 ， 但是需要注意的是 ， 血氨的正常范

围有年龄差异 。 根据临床生物学及实验室医学协会的标准 （
ＨａｗｋｅＬ

，

２０ １ ２
）

， 早产

儿血氨 的正常范 围是＜ １ ５ ０ｐｎｏ ｌ／Ｌ（
２５ ５ｎｇ／ｄ ｌ

） ； 足月 新生儿＜ １ ００ｐｍｏ ｌ／Ｌ（
１ ７０

Ｈｇ／ｄ ｌ

） ； 婴儿和儿童＜４０
ｐｍｏ ｌ／Ｌ

（
６８

ｎｇ／ｄ ｌ

） ； 青少年和成人为１ １
—

３２， １／Ｌ
（

１ ９
－

５４

ｐｇ／ｄ ｌ

）
。

一

旦发现高氨血症 ， 需要立即完善血浆氨基酸 、 全血和血浆酰基肉碱 、

尿有机酸测定和乳清酸等检查 ， 同时完善血气分析、 血尿素 、 电解质 、 肝功能 、

凝血检查 、 血糖 、 乳酸以及尿酮体等基本的实验室检查 （
ＵＫＮａｔ ｉｏｎａｌＭｅｔａｂｏ ｌｉｃ

Ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ 

Ｎｅｔｗｏｒｋ
）〇

除高血氨外 ， 血谷氨酰胺水平的升高也是尿素循环障碍的特征性表现之
一

，

而二者的 同时显著增高则预示病人易发生高氨血症性脑病 （
Ｂｒｕｓ ｉｌｏｗＳＷ

，１ ９９５
）
。

遗憾的是本院的血筛检查未能包括谷氨酰胺的测定 。

氨 甲酰磷酸和鸟氨酸在鸟氨酸转氨 甲酰酶的催化下生成瓜氨酸 ， 因此 ， 在

ＵＣＤ 中 ， 只有 ＣＰＳ １Ｄ 和 ＯＴＣＤ 会导致血瓜氨酸水平的降低 。 氨 甲酰磷酸同时参

与尿素循环和嘧啶合成 ， 由于尿素循环相关酶的缺乏 ， 氨 甲酰磷酸积聚 ， 导致嘧

啶生物合成中间产物乳清酸明显升高 。 因此 ， 绝大多数 ＵＣＤ 病人尿中 的乳清酸

是升高的 。 而 ＣＰＳ １Ｄ 的病人由于不能合成或者只能少量合成氨 甲酰磷酸 ， 故尿

中乳清酸水平是降低甚至缺失的 ， 这也是 ＣＰＳ １Ｄ 区别于其他 ＵＣＤ 的主要鉴别点

（表１
－

１ ６
）

。

表 １
－

１６ 尿素 障碍的临床及分子生物学特征

５４
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

疾病名称临床特点ｆ
酸的麟性

言 尿乳清黢

ＣＰＳ １Ｄ高氨血症瓜氨酸丄 ／

ＯＴＣＤ高氨血症瓜氨酸 ｜ ／＋＋

ＡＳＳＤ高氨血症瓜氨酸 丨瓜氨酸 丨＋＋

ＡＳＬＤ高氨血症精氨酸玻珀酸 Ｔ ／＋

肝脏肿大瓜氨酸 Ｔ

结节性脆发症

ＡＲＧ １Ｄ高氨血症精氨酸 丨 丨精氨酸 Ｔ＋＋

发育迟滞 赖氨酸 Ｔ

痉挛性截瘫胱氨酸 Ｔ

ＮＡＧＳＤ高氨血症 ／ ／－

本研宄中病例 １ 和病例 ２ 均表现为血瓜氨酸水平的升高 ， 而尿中未检测到乳

清酸 ， 符合 ＣＰＳ １ Ｄ 病人典型的血尿筛表现 。 对于 ５ 位 ＯＴＣＤ 的病人 ， 其中 ３ 人

出现血瓜氨酸的 明显减低伴尿乳清酸的 明显升高 ， 亦符合 ＯＴＣＤ 的血尿筛表现 。

病例 ６ 的瓜氨酸水平虽然在正常范围 ， 但其尿乳清酸水平出现数十倍升高 ， 结合

患儿明确的家族史 ， 仍可初步诊断为 ＯＴＣＤ 。 既往文献也有报道 ＯＴＣＤ 病人的

血瓜氨酸在正常范围 （
Ｚｈｅｎｇ

Ｚ
，
２０ １ ９

）
， 因此 ， 在对高氨血症的患儿应同时完善血

筛和尿筛的检查 ， 并将两者以及家族史等多方面信息进行综合分析 。

另外 ， 本研宄还发现 ， 所有早发型 ＵＣＤ 病人的丙氨酸和脯氨酸都是明显升

高的 。 ＣＰＳ １Ｄ 和 ＯＴＣＤ 作为 ＵＣＤ 的前两步限速反应 ， 均可导致鸟氨酸的蓄积和

瓜氨酸的降低 。 鸟氨酸在天冬氨酸转氨酶 ｌ
（
ＧＯＴ ｌ

）的催化下可生成脯氨酸 ， 故鸟

氨酸的蓄积导致脯氨酸水平的升高 （图 １
－

１ ９
）

， 但该反应是可逆的 。 将 ＯＴＣＤ 病人

血瓜氨酸和脯氨酸数值进行相关性分析发现 ，
二者的相关性系数达 ０ ． ９９ ， ／

Ｋ０ ． ０５ ，

考虑为脯氨酸的过多蓄积导致脯氨酸向鸟氨酸转化 ， 进而促使机体利用仅存的

ＯＴＣ 将鸟氨酸转化为瓜氨酸 ； 且精氨酸也可在
一

氧化氮合成酶的催化下少量合

成瓜氨酸 ， 因此 ， 病例 ４ 和病例 ５ 的血瓜氨酸水平在正常范围 。 另
一

方面 ， 天冬

氨酸 由于瓜氨酸的减低不能进行后续的尿素循环而出现蓄积 ， 过多的天冬氨酸可

通过天冬氨酸脱羧酶形成丙氨酸 ， 从而导致丙氨酸的升高 。 晚发型病例可能由于

突变后 的酶仍具有
一

定程度 的活性 ， 虽丙氨酸和脯氨酸 已有升高 （
达正常值上

限 ）
， 但未及早发型病例如此显著 。 因此 ， 丙氨酸和脯氨酸的升高可为早发型

５５
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

ＣＰ Ｓ １ Ｄ 和 ＯＴＣＤ 的诊断提供
一

定的指导意义 。

ｒ
－

Ｐｙ ｒ
＾
？ Ａ ｓ ｐ

Ｇ ｕａ Ｋｇ
７… ＼ ｆＡＳＳ ｌ ｌ．

ＺＣ ｉ ｔ

——、■

丨

 ＊
Ａ ｒｇ

－

ｓ ｕ ｃ

ＴＣＡ

’

ｃｙｃ ｌ ｅ｝
＊

—

［Ｕ ｒｅ ａｃｙｃ ｌ ｅ ］^
Ｚｒ ｐ ｓ ｉ ｙ

Ｎ Ｈ ３
？ Ｃ ａ ｒ ｂ ａｍ ｏｙ ｌ

－ Ｐ
乂

＼
ｌ

Ａ ＲＧ
ｌ ？

 〇ｍ—

＾


Ａ ｒｇ

Ｕ ｒｅａ

图 １
－

１ ９ 丙氨酸和脯氨酸与尿素循环的关系

缩写 ： ＴＣＡ ｃｙｃ ｌｅ ： 三羧酸循环循环 ；
Ｐｙｒ ： 丙酮酸 ； ＡＬＴ ： 谷丙转氨酶 ；

Ａ ｌ ａ ： 丙氨酸 ；
Ａ ｓｄＡ ：

天冬氨酸脱羧酶 ； Ａ ｓｐ ： 天 冬氨酸 ； ＡＳ Ｓ １ ： 精氨酸琥珀酸合成酶 １ ；Ａｒｇ
－

ｓｕｃ ： 精氨琥珀酸 ，

ＡＳＬ ： 精氨酸琥珀酸分解酶 ；
Ａｒｇ ： 精氨酸和延胡索酸 ， ＡＲＧ ： 精氨酸酶 ；

Ｕｒｅａ ： 尿素 ；
Ｏｍ ： 鸟

氨酸 ；
ＯＴＣ ： 鸟氨酸转氨 甲 酰酶 ； Ｃ ｉ ｔ ： 瓜氨酸 ；

Ｇ０Ｔ １ ： 天 冬氨酸转氨酶 １
；Ｐｒｏ ： 脯氨酸 ；

ＣＰ Ｓ １ ： 氨 甲酰隣酸合成酶 １
；Ｃａｒｂａｍｏｙ ｌ

－Ｐ ： 氣 甲 酰隣酸 ；
Ｇ ｌｕ ： 谷氨酸 ：

ａ Ｋ
ｇ ：ａ 酮戊二酸 。

分析 ７ 例患儿的生化检查发现 ， 所有 ６ 例新生儿病例均 出现 了低钙血症 。 新

生儿因母源性高降钙素的影响且 自 身对 甲状旁腺素反应延迟 ， 在生后早期 易 出现

低钙血症 （
Ｊ ａ ｉｎＡ

，

２ ００ ８
）

。 但需要指 出 的是 ， 有研究对 ８ ５ 例 ＵＣＤ 病人的 回顾性分

析发现 ， 低钙血症与血氨的峰值明显相关 （
Ｎ ａｋ ｉ

ｐＯ Ｓ
，

２ ０２ ０
）

， 因此 ， 需注意监测

高氨血症患儿的血钙水平 ， 避免加重惊厥等脑损伤症状 。

尿素循环主要发生在肝脏 中 ， 因此肝功能损伤甚至急性肝衰竭 （
Ａｃｕ ｔ ｅＬ ｉｖｅ ｒ

Ｆａ ｉ ｌｕｒｅ
，ＡＬＦ ）是 ＵＣＤ 常 见 的并发症 ， 且 易合并凝血功能障碍 （

Ｍｏ ｒ ｉＴ
，２００２ ；

ｄｅ

Ｇ ｒｏｏ ｔＭＪ
，２ ０ １ １

；Ｇ ａ ｌ ｌａｇｈｅ ｒＲＣ
，

２ ０ １ ４
）

。 既往的研究认为 ， 高氨血症导致肝脏合成

凝血 因子功能降低 ， 因此 ＯＴＣＤ 的病人在高氨血症时会合并 国 际标准化 比值

（
Ｉｎｔｅｒｎａ ｔ ｉｏｎａ ｌＮｏ ｒｍａ ｌ ｉｚ ｅｄＲａ ｔ ｉｏ

，
ＩＮＲ

）的升高和 ＶＩＩ因子的减少 （
Ｌａｅｍｍ ｌｅＡ

，
２０ ］ ６

）
：

高氨血症合并凝血功能障碍先于血清转氨酶峰值的 出现可能是女性 ＯＴＣＤ 患者

肝功能异常的特征性表现形式 （
Ｃ ｌａ ｒｋ ｓ ｔｏｎＫ

，２ ０２ １
）
。 而对精氨酸血症患者的分析则

５ ６
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发现这些患者均存在凝血酶原时间 （ｐｒｏｔｈｒｏｍｂ ｉｎｔ ｉｍｅ
，
ＰＴ

）和 ＩＮＲ 的延长 ， 但他们

的肝酶却大多正常或仅轻度升高 （
Ｋ ｉｙｋｉｍＥ

，
２０ １ ８

）
。 本研宄的 ７ 例 ＵＣＤ 病人仅有

１ 例 出现明显的肝酶升高 ， 却全部合并凝血功能障碍 ， 且有 ４ 例病人存在症状性

出血 ， 与上述研宄结果吻合 。 但对血浆氨水平与 ＩＮＲ 、 ＰＴ 、 部分凝血酶原时间 、

纤维蛋 白 原等凝血功能指标进行的相关性分析显示 ， 与血浆氨水平呈明显相关的

是纤维蛋 白原 （
ｒ
＝

０ ． ７５
， ／

？
＝

０ ． ０２６
）

。 由于纤维蛋白原也是 由肝细胞合成 ， 考虑凝

血功能障碍仍继发于肝功能损伤 。 综合上述文献研宄结果及本研宄的发现 ， 认为

凝血功能障碍可能是 ＵＣＤ 患者肝功能损伤的早期标记物 。 因此 ， 对不明原因的

肝功能损害 、 凝血功能异常的病人也要进行血浆氨的检查 ， 排除 ＵＣＤ 。

３ ．２ 新生儿筛查在尿索循环中的应用价值

新生儿筛查 （
ＮｅｗｂｏｒｎＳｃｒｅｅｎ ｉｎｇ ，ＮＢＳ

）
是指在新生儿生后几小时到几天 内进

行的多种检测 ， 其 目 的是为了避免新生儿出现严重的健康问题甚至死亡 。 广义的

新生儿筛查包括利用血液和尿液样本进行的遗传代谢病筛查 以及听力检测 、 先天

性心脏病筛查等多种检查 （
Ｔｈｅｒｒｅ ｌ ｌ ＢＬ

，
２０ １ ５

）
， 对 ＵＣＤ 病人来说 ， 最为重要的是

血筛和尿筛的早期检查 。

新生儿疾病筛查已有半个世纪的历史 ， 随着实验技术的进步 ， 质谱分析很快

应用到遗传代谢性疾病的筛查中 （
Ｔａｎａｋａ 氏 １ ９６７

）
， 如今 ， 以 串联质谱分析作为

技术手段 ， 干燥血片作为样本的新生儿疾病筛查己可以检测超过 ５０ 种先天性遗

传代谢性疾病 （
１＾的 丨 １ ８１＾

，
２０ １ ０

）
。 在美国和加拿大 ， 仰 ３ 已达到全覆盖 ， 大多

数发达国家的覆盖率也超过 ９５％ 。 我国新生儿疾病筛查起步于 ２０ 世纪 ８０ 年代

初 ， 在 ２００４ 年开始利用 串联质谱进行扩展的 ＮＢＳ ， 随后 ， 这项检测在全国范围

内逐渐推广 ， 但并不包括 ＵＣＤ 的筛查 。

目 前 ， 世界卫生组织的 Ｗｉ ｌｓｏｎ－

Ｊｉｍｇｎｅｒ 标准仍然是决定 ＮＢＳ 筛查范围的金标

准 。 根据这个标准 ， 如果
一

种疾病符合 以下特征 ， 则需要进行筛查 ：
（
１
）
重要的

健康问题 ； （
２
）需要 了解疾病的 自然过程 ； （

３
）需要在疾病早期就被识别的疾病 ；

（
４

）
有合适的检测或者检查方式 ； （

５
）检测方式需要被大众所接受 ； （

６
）需要决定定

期复查的时间 ； （
７
）有可接受的治疗方法 ； （

８
）有可以进行诊断和治疗的设备 ； （

９
）

应该有公认的标准来决定哪些人是病人 ； （
１ ０

）花费应与益处达到经济学的平衡

（
ＷｉｌｓｏｎＪＭ

，１ ９６８
）
。 在 ２０ １ ２ 年的 ＵＣＤ 建议指南中 ， 新生儿筛查被认为对于 ＵＣＤ

５７
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的病人意义不大 。 原因是新生儿发病的 ＵＣＤ 临床表型都非常严重 ， 即使早期诊

断也不能对患儿的预后产生决定性的作用 。而且 ，对于 ＮＡＧＳＤ ， ＣＰＳ １Ｄ和 ＯＴＣＤ ，

分子生物学的改变主要是血中谷氨酰胺水平的升高和瓜氨酸水平的降低 ， 而在新

生儿筛查的检测方法中 ， 前者不稳定 ， 后者的特异性和敏感性都很低 （
Ｃａｖ ｉｃｃｈ ｉ Ｃ

，

２００９
）
。 美国 、 澳大利亚和我国 台湾地区 曾通过千血片法进行瓜氨酸 、 精氨酸和

精氨酸琥珀酸的检测来筛查 ＡＳＳＤ ，ＡＲＧ １ Ｄ 和 ＡＳＬＤ 。 但随后发现很多 ＡＳＬＤ

筛查阳性的新生儿仅是 ＡＳＬ 的部分缺陷 ， 临床并不会出现症状 ， 于是澳大利亚

政府停止了对ＡＳＬＤ的筛查 （
Ｍｅｒｃ ｉｍｅｋ－Ｍａｈｍｕｔｏｇ

ｌｕＳ
，
２０ １ ０

）
。 ２０ １ ９

年ＵＣＤ的更

新指南认为 ， 对于 ＮＡＧＳＤ ， ＣＰＳ １Ｄ 和 ＯＴＣＤ ， 即使早期诊断对于患儿家长再生

育时有
一

定 的产前保健意义 ， 仍不推荐进行筛查 ； 而对于 ＡＳＳＤ ， ＡＳＬＤ 和

ＡＲＧ １Ｄ ， 需要更多 的评估来衡量利弊 （
Ｈａｂｅｒ ｌｅＪ

，
２０ １ ９

）
。 尽管如此 ， Ｖａｓｑｕｅｚ

－Ｌｏａｒｔｅ

对 ＰｕｂＭｅｄ 上关于近端 ＵＣＤ ， 即 ＣＰＳ １Ｄ 、 ＯＴＣＤ 和 ＮＡＧＳＤ 的 ３ １ 篇文献进行的

系统分析 ， 认为 ＮＢＳ 对以上三种疾病的患儿有改善发育落后 、 降低死亡率的显

著意义 ， 建议开展针对近端 ＵＣＤ 的筛查 ， 但需要提高 ＮＢＳ 的敏感性和特异性

（
Ｖａｓｑｕｅｚ

－ＬｏａｒｔｅＴ
，
２０２０

）
。

本院在 ４ 年期间共进行了１ ６ １ ５４ 例高危儿童的遗传代谢病筛查 ， 最终经基因

检测确诊的均为近端 ＵＣＤ 病例 ， 虽最终未能改变这些病人的预后 ， 但对病人父

母今后的生育选择有重大意义 ； 而且 ， 这 ７ 例病人均为外地转入病人 ， 入院前已

出现了非常严重的高氨血症和难 以逆转的脑损伤 ， 如能早期发现和确诊可能改善

患儿的预后 。 另外 ， 近端 ＵＣＤ 的筛查所需指标较为单
一

， 仅需血谷氨酿胺 、 瓜

氨酸和尿乳清酸等指标即有特异性的提示意义 ， 技术成熟 、 操作简便且不会对病

人家庭或社会造成巨大的经济负担 ， 因此认为可以考虑将近端 ＵＣＤ 的筛查加入

到 ＮＢＳ 的范围 中 。

３ ．３ 尿索循环陣碍的基因学分析

由于 ＵＣＤ 的罕见性和临床表现的不典型性 ， 其诊断很大程度上依赖于实验

室检查 。 但如上所述 ， 虽然有谷氨酰胺 、 瓜氨酸 、 尿乳清酸等较为特异的代谢产

物异常 ， 但很难单独依靠生化检查来诊断 ＵＣＤ 并与有机酸代谢异常等其他遗传

代谢病相鉴别 ； 而酶活性的检测需要进行相关组织的活检 （如肝脏 、 肠粘膜等 ） ，

因此 ， 遗传学检查成为 ＵＣＤ 确诊的首选检查 （
Ｈａｂｅｒ ｌｅＪ

，
２０ １ ２

）
。 基因突变检测的

５８
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敏感性至少有 ８ ０％
（
ＹａｍａｇｕｃｈｉＳ

，
２ ００６

）
， 除诊断外还可 以用于携带者的识别 、 产

前诊断 、 家系分析 、 遗传咨询 以及分析基因型和临床表型的相关性 ， 甚至可 以让

某些基因治疗成为可能 。 下面 ， 就我们 ７ 例病人的两种 ＵＣＤ 的基因学检测做
一

总结分析 。

３ ＿３ ． １ 氨甲酰磷酸合成酶 １ 缺陷的基因学分析

ＣＰ Ｓ １ 基因位于 ２ 号染色体 ｑ３ ４ ， 长度约 １ ２２ｋｂ ， 含有 ３ ８ 个外显子 ， 编码
一

个含 １ ５ ００ 个氨基酸的多肽 。 ＣＰ Ｓ １ 基因 的变异类型包括错义变异 、 无义变异 、 小

的缺失 、 小的插入 、 小 的插入重复 以及大的缺失 。 包括我们发现的 ３ 个 ， 目 前至

少 己有 ２ ７４ 个不同 的 ＣＰ Ｓ １ 基因变异被报道 （附表 １
）

。 其 中最常见的是错义变异 ，

而最少见的是小的插入缺失和大的插入 ／重复
（图 １

－２ ０
）

。 ＣＰ Ｓ １ 基因有非常大的变

异性 ， 且非常个体化 ， 重复性非常低 （
Ｈ Ｓｂｅ ｒ ｌｅ Ｊ

，
２ ０ １ １

）
， 我们 的统计也进

一

步证实

了这
一

点 。

ｉ ｎ％
ｍ^

〇 ２８％

纏

■Ｍ ｉ ｓｓ ｅ ｎ ｓｅ ／ ｎ ｏｎ ｓｅ ｎ ｓｅ

－ ＾—

Ｓｍ ａ ｌ
ｌ ｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉｏ ｎ ｓ

－ Ｓｍ ａ ｌ ｌ  ｉ ｎ ｓｅ ｒｔ ｏ ｎ ｓ

６ ６ － １ ０％Ｇ ｒｏ ｓ ｓ ｄｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ

图 １
－２０ＣＰＳ １Ｄ 基因变异类型的 比例分布

病例 １ 的 基 因检测 发现 了ＣＰＳ １ 的 两种 错 义 变异 ， 分别 为 Ｃ ． １ ６３ １ Ｃ＞Ｔ

（Ｐ ．Ｔ ５ ４４Ｍ
）
和ｃ ． ｌ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ

（ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ
）

， 其 中ｃ ． １ ６ ３ １ Ｃ＞Ｔ （ｐ ．Ｔ ５ ４４Ｍ
） 为 已 知 突 变

（
Ｆ ｉｎｃｋｈ Ｕ

， １ ９ ９ ８
；
Ｈａｂｅ ｒ ｌ ｅ Ｊ

，
２０ １ １

）
。 利用大肠杆菌对该突变进行重组发现 ， 该突变

影响 了碳酸氢根磷酸化的 区域 （
ＢＰ ＳＤ

）
， 而这个区域是 ＣＰ Ｓ １ 酶最初的两步反应发

生的位置 ， 因此 ， 包括 ＡＴＰ 、 碳酸氢根及氨在 内 的所有底物的催化都受到 了影响 。

而对酶活性的检测发现 ， 该突变使碳酸氢根的 Ｋｍ 值增加 了 约 ６０ 倍 ， ＮＡＧ 的

Ｋａ 值增加 了 约 ２ ０ 倍 ； 而氨的最大反应速度 Ｖｍａｘ 值则 降低 了４ 倍 ， Ｋｍ 值增加

５ ９
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了４ 倍 ， 从而导致 ＣＰＳ １ 活性的严重下降 。 ＮＡＧ 的 Ｋａ 值虽然增加了２０ 倍 ， 但

是并没有直接影响 ＮＡＧ 的位置 ， 而是阻碍 了ＢＰＳＤ 和 ＮＡＧ 连接区的交叉反应 ，

从而严重降低 了ＮＡＧ 与 ＣＰＳ １ 的亲和力 （
Ｄ ｉｅｚ－ＦｅｒｎａｎｄｅｚＣ

，
２０ １ ３

）
。

病例 １ 的另
一

个变异 ｃ ． ｌ ９８ １Ｇ ＞ Ｔ
（ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ

）
是我们新发现的变异 。 如结果中

所示 ， 这个氨基酸位点在不同的物种是高度保守的 ， 多个致病性预测分析软件均

认为其为致病性变异 ， ＨＳＦ 软件对剪接位点影响 的评估认为其可能使 ５
’

端出现

了
一

个错误从而影响 了ｘｎＲＮＡ 的剪接 。 因此 ， ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ 从甘氨酸到半胱氨酸的

变异被预测为不仅影响 了甘氨酸的保守位点 ， 而且还改变了ＣＰＳ １ 蛋 白 的侧链结

构 ， 从而改变 了其晶体学形态 ， 产生了
一

个有缺陷的蛋 白 。

一

个与之在 同
一

位置

的类似变异 Ｃ ． １ ９ ８ １Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ６６ １Ｒ

）导致
一

个大的侧链取代 了甘氨酸 ， 从而降低 了

蛋 白结构的稳定性 （
ＦｕｎｇｈｉｎｉＳ

，

２０ １ ２
）
。 因此 ， 我们推断 Ｃ ． １ ９８ １ Ｇ＞Ｔ

（ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ
）
也

可能影响 ＣＰＳ １ 蛋 白 的稳定性。 综上所述 ， 病例 １ 的两个变异的综合作用是既影

响 了 蛋 白 的结构也影响 了蛋 白 的功能 ， 从而导致了严重的临床症状 。

病例 ２ 的基因检测发现了
一

个新的无义变异和
一

个剪接位点 的改变 ， 分别为

Ｃ ．２８９６Ｇ＞Ｔ
（ｐ ．Ｇ９６６Ｘ

）
和 Ｃ ． ６２２ －

３Ｃ ＞Ｇ 。 其中无义变异发生在 ２４ 号外显子的第
一

个外显子上 ， ＨＳＦ 认为其很可能通过改变了外显子剪接的加强子而影响 了剪接 ；

而终止密码子的提前出现导致 ＣＰＳ １ 蛋 白缺失了５ ３４ 个氨基酸 ， 蛋 白 ３Ｄ 结构的

模拟图也进
一

步说明该变异产生的是
一

个明显缩短了 的蛋 白 。 Ｃ ． ６２２ －３Ｃ＞Ｇ 变异

发生在 ７ 号 内含子上 ， ＨＳＦ 的预测认为其改变 了ＣＰＳ １ 基因 的连接点位置并影响

了ｍＲＮＡ 的剪接 。
＇

结合临床看 ， 虽然病例 ２ 的血氨水平低于病例 １ ， 但是病例 ２ 的病情进展更

为迅猛 ， 起病后 ５ 小时即于当地医院就诊 ， 却迅速发生了
“

肺出血
”

这种多脏器

衰竭终末期才易 出现的合并症 ， 转入我院后仅 １ ３ 小时即死亡 ， 考虑在这两个变

异的综合作用 下产生的 ＣＰＳ １ 是没有功能的酶 ， 导致了极为严重的临床表型 。 另

夕卜 ， 该患儿 曾有
一

哥哥生后 ３ 天即不明原因夭折 ， 我们有理由相信这个男婴可能

也携带相 同的基因 ， 最终死于 ＵＣＤ ， 若母亲再次妊娠 ， 产前诊断尤为重要 。

ＣＰＳ １ 蛋 白是
一

个复杂的多 区域蛋 白 ， 包括 ４０ｋＤａ 的氮端部分和 １ ２０ｋＤａ 的碳

端部分 以及两个未知功能的区域 ， 其中碳端部分又包含 了 四个域 ， 分别为碳酸氢

根憐酸化区 （
ＢＰＳＤ

）
， 整合 区

（
Ｉｎｔｅｒｇｒａｔｉｎｇｄｏｍａ ｉｎＩＤ

）
， 氣基 甲 酸酯憐酸化 区

（
Ｃａｒｂａｍａｔｅｐｈｏ ｓｐｈｏｒｙｌａｔ ｉｏｎｄｏｍａｉｘｉ

ｊＣＰＳＤ） 以及ＮＡＧ的变构结合 区 （
ａｌｌｏ ｓｔｅｒｉｃ

６０
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ＮＡＧｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｄｏｍａ ｉｎ

，ＡＳＤ
） （ Ｈａ ｂｅ ｒ ｌ ｅＪ

，
２ ０ １ １ ） 。 其中碳端部分包含 了两个ＡＴＰ

的结合点 ， 且对 ＣＰ Ｓ １ 在形成过程中 的折叠也发挥着至关重要的作用 ， 对蛋 白结

构 和 功 能 都 有 重要 意 义 ， 而 多 数 的 错 义 变 异 也 发 生 在 此 （
Ｈ Ｓｂ ｅ ｒ ｌｅＪ

，
２ ０ １ １

；

Ｄ ｉｅｚ
－ＦｅｒｎａｎｄｅｚＣ

，

２ ０ １ ３
；
Ｄ ｉ ｅｚ－ＦｅｒｎａｎｄｅｚＣ

，２０ １ ４
）

。 我们分析 了 己经报道的２ ７４种

ＣＰ Ｓ １ 基因 的变异 ， 发现仅有 １ ／４ 的变异发生在氮端 ， ３ ／４ 发生在碳端 。 病例 １ 的

两个变异均在 ＢＰ ＳＤ
； 病例 ２ 的两个变异 中无义变异在碳端的 ＩＤ ， 剪接变异在氮

端的 ＧＳＤ
（ 图 １

－２ １
）

， 即 ３ 个在碳端部分 ， １ 个在氮端部分 ， 与之前的报道 比例相

符 。 由于病例 １ 的两个错义变异均发生在 ＢＰ ＳＤ 这个即结合 ＡＴＰ 又发生磷酸化

反应的 区域 ， 导致病例 １ 为早发型病例 。 而病例 ２ 的无义变异发生在 ＩＤ ， 导致

ＣＰ ＳＤ 区域的翻译缺失 ， 而这部分是第二个磷酸化反应发生的部位 ， 故这个缺失

的蛋 白不能完成底物的催化 ， 进而 出现酶功能的严重缺失 。

Ｎ －

ｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ａ ｌ ｍ ｏ ｉ ｅ ｔｙ Ｃ －

ｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ａ ｌ ｍ ｏ ｉ ｅ ｔｙ

／
＂

Ｃ ．６２２
－

３Ｃ ＞Ｇ Ｔ ５４４ＭＧ６６ １ＣＥ９６６Ｘ＼

１ ７ｋＤａ２３ｋＤａ ４５ｋＤａ １ ５ｋＤａ４５ｋＤａ １５ｋＤｏ

Ｃ Ｐ ＳＤＡ ＳＤ

ｌ＾ Ａ
Ｅ ｘｏ

ｊ

ｉ
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图 １
－２ １ 病例 １ 和病例 ２ 的变异位点在 ＣＰＳ １ 基因上的位置

图 １ ２ １ ： 本图源 自 本人发表的文章 。 ＣＰＳ １ 多肽含有 ４０ｋＤ ａ 的氮端部分和 １ ２ ０ｋＤ ａ 的碳

端部分 ， 不 同 的颜色代表不同 的 区域 ： ＬＰ 是线粒体靶 向肽 ， 不在成熟的 ＣＰＳ １ 中 ； 氮端包

括 Ｉ ＳＤ
（
Ｉｎ ｔ ｅｒ ｓｕｂｕｎｉ ｔｄｏｍａ ｉｎ ， 亚基 内 区域 ）

和 Ｇ ＳＤ（ 原始无活性的谷氨酰胺酶 ）
； 而碳端包含

ＢＰＳＤ ．ＩＤ ，ＣＰＳＤ 和 ＡＳＤ 。 贯穿各个区域的黑线及数字显示 了 从 ５
’

的氮端到 ３
’

的碳端不同

区域所对应的 ３ ８ 个外显子分别的位置 。 图 中可见与 ＡＴＰ 相关的两步反应分别 发生在 ＢＰＳＤ

和 ＣＰＳＤ 。 图 中 的 四个红色箭头分别表示我们报道的四个基因变异所在的位置 ： 即病例 １ 的

２个变异 ， ｃ ． ｌ ６３ １Ｃ ＞ Ｔ
（ｐ ． Ｔ５４４Ｍ

）
和ｃ ． ｌ ９８ １Ｇ ＞ Ｔ

（ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ
）均在ＢＰＳＤ ； 病例２的２个变异 ，

６ １
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

Ｃ ．２ ８９ ６Ｇ ＞ Ｔ
（ｐ ．Ｅ９６６Ｘ

）在 ＤＯ ， Ｃ ． ６２２－

３Ｃ 
＞

Ｇ 在氮端的ＧＳＤ 。

总上所述 ， ＣＰＳ １ 基因的变异种类很多 ， ９０％ 以上为个体变异 ， 且不均等地分

布在不同 的外显子上 ， 提示 ＣＰＳ １ 酶的某些区域酶的稳定性 、 折叠或者功能上可

能有着 比其他区域更为重要的作用 （
Ｄ ｉｅｚ

－ＦｅｍａｎｄｅｚＣ
，
２０ １ ４

）
。 当变异 出现在这些

可能更为重要的 区域上 ， 或者出现无义变异等对蛋 白结构影响较大的变异时 ， 则

可能导致更为严重的后果 ， 即导致酶的活性更低甚至完全失活 ， 出现更为严重的

临床表型 。

３ ．３ ．２ 鸟氨酸转氨甲酰酶鹏的基因学分析

人类的 ＯＴＣ 基因在 Ｘ 染色体短臂的 Ｘｐ２ １ ． １ 上 ， 包含 １ ０ 个外显子和 ９ 个 内

含子 ， 长度约 ７３ｋｂ ， 开放阅读框 由 １ ０６２ 个核苷酸组成 （
Ｈｏｒｗ ｉｃｈＡＬ

，１ ９ ８４ ；
ＨａｔａＡ

，

１ ９８６
）

。 ＯＴＣ 前体蛋 白共有 ３ ５４ 个氨基酸 ， 分子量约 ３ ９ ． ９ｋＤａ ， 在进入线粒体时 ，

氮端
一

个含 ３２ 个氨基酸的前导序列被移除 （
Ｈｏｒｗｉｃｈ ＡＬ

，１ ９８６
）

， 因此 ， 成熟的

ＯＴＣ 蛋 白共有 ３ ２２ 个氨基酸 ， 分子量为 ３ ６ ． １ ｋＤａ 。 ＯＴＣ 的功能部分是
一

个同源

三聚体 ， 并有 ３ 个位于蛋 白单体界面之间 的活性 立点 （
Ｓｈｉ Ｄ

，１ ９９８
）

。 表达上 ， ＯＴＣ

主要表达在于肝脏和肠粘膜中 。 肠粘膜中的 ＯＴＣ 也可 以将氨 甲酰磷酸和鸟氨酸

催化形成瓜氨酸和磷酸 ， 但是肠粘膜中 的尿素循环并不是完整的尿素循环 ， 只能

将氨转化到瓜氨酸－精氨酸的前体 ， 也是
一

氧化氮信号途径的 中 间体 （
Ｂｒｕｓ ｉｌｏｗＳＷ

，

２０ １ １
）

。

关于 ＯＴＣ 基因变异和多态性的总结 目 前有五次 ， 分别在 １ ９９５ ，１ ９９８ ，２００２ ，

２００６和２０ １ ５
（
ＴｕｃｈｍａｎＭ

，１ ９９５
； 
ＴｕｃｈｍａｎＭ

，
１ ９９ ８

；
ＴｕｃｈｍａｎＭ

，
２００２

； 
ＹａｍａｇｕｃｈｉＳ

，

２００６
；
Ｌ

ｊ
ｕｂ ｉｃａ Ｃ

，
２０ １ ５

）
。 在 ２０ １ ５ 年的更新中 ， 共报道了４ １ ７ 种基因变异 ， 我们在

此基础上查询 了ＯＴＣＤ 的相关文献 ， 并将我们新发现的 １ 个 ３
－９ 号外显子的缺失 、

１ 个剪接变异 、 １ 个错义变异添加后 ， 将 ５２０ 种 ＯＴＣＤ 相关的基因变异总结于附

表 ２ 。 分析变异类型可以看出 ， 变异类型还是以错义变异为主 ， 占半数 以上 ， 最

少见的 同样为小的插入缺失和大的插入／重复 （ 图 １
－２２ ）

６ ２
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

。 ３

《
％

厂
１４８％

９ － ４４
■ Ｍ ｉ ｓ ｓｅ ｎ ｓｅ ／ ｎ ｏ ｎ ｓ ｅ ｎ ｓｅ

２ ． ９６％■ Ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ
ｇ

Ｒ ｅ
ｇ ｕ ｌ ａ ｔｏ ｒ

ｙ

９ ２６

■ Ｓｍａ ｌ １

１ ． ６ ７％＂ Ｓｍａ ｌ ｌ

６３ ． ５２％

１ ０ ３ ７％ ＜３ ｒｏｓ ｓ

＾

 Ｇ ｒｏ ｓ ｓ ｉ ｎ ｓｅ ｒｔ ｉｏ ｎ ｓ ／ｄ ｕｐ ｌ ｉｃａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ

Ｃ ｏｍｐ ｌ ｅｘ  ｒｅ ａ ｒｒａ ｎ ｇ ｅｍｅ ｎ ｔ ｓ

图 １
－２ ２ＯＴＣＤ 基因变异类型的比例分布

新生儿期发病的 ＯＴＣＤ 多为 ＯＴＣ 的完全缺乏 ， 大的缺失是其 中
一

个重要的

原因 ， 另外还包括框移 、无义突变和能够终止酶活性或折叠的错义突变 （
Ｌ

ｊ
ｕｂ ｉｃａＣ

，

２０ １ ５
）

。 Ｔｕｃｈｍａｎ认为 ， ＯＴＣ基因大的缺失约 占ＯＴＣＤ的１ ０ －

１ ５％
（
ＴｕｃｈｍａｎＭ

，

１ ９９ ５
）

。 既往对于 ＯＴＣ 基因大片缺失的机制研究非常有限 ， Ｑｕｅｎｔ ａ ｌ 对于 ２ 号外

显子和 ６ －９ 号外显子缺失的研究显示 ， ２ 号外显子的缺失可能是 由于两个重复的

反向 Ａ ｌｕ 元件形成 了
一

个二级结构 ， 促进 了 复制滑动而导致 ； 而 Ａ ｌｕ
－Ａ ｌｕ 的同源

重组可能导致 了６
－ ９ 号外显子的缺失 （Ｑｕ ｅｎｔ ａ ｌ Ｒ

，

２ ００９
）

。

在 ２ ０ １ ５ 年 ＯＴＣ 基因变异 的更新中 ， 共报道 了５ ２ 种基因缺失 ， 但没有包括

３
－ ９ 号外显子的缺失 ， 病例 ３ 的大片缺失为首次报道 。 根据 ＡＣＭＧ 指南 ， 大片的

缺失被认为是 ＰＶ Ｓ １ 级别 的最高等级致病性 （
Ｒ ｉｃｈａｒｄｓＳ

，

２ ０ １ ５
）

。 千人数据库

（
１ ０００ｇ２ ０ １ ５ ａｕｇ

＿

ａ ｌ ｌ
）
和 ＥｘＡＣ ＡＬＬ 数据库的数据均显示该位点在正常人数据库 中

为低频变异 ， 为中等致病性的证据 （
ＰＭ２

）
， 因此我们认为该 ３

－

９ 号外显子的缺失

为致病性变异 。 结合该患儿生后虽因呼吸系统症状于当地医院治疗 ， 但病情 曾
一

度好转 ， 生后第 ３ 天却 出现 了 明显的病情变化 ， 且进展迅速 、 临床表型严重 ， 即

使进行了积极治疗 ， 并应用 了床旁血滤技术 ， 但患儿的临床症状并没有好转 ， 考

虑 ＯＴＣ 基因 的大片缺失导致 了ＯＴＣ 的完全或近似完全的失活 ； 对变异后 ＯＴＣ

蛋 白 的三维结构 图模拟也可看 出 ， 该变异导致 ＯＴＣ 仅残存少部分结构 ， 亦与临

床表型 的严重性相符 。

在病例 ５ 家庭中检测 出 的 ｃ ．２ ７４Ｃ＞Ｔ（ ｐ ．Ｒ９２Ｘ ） 变异为 ＯＴＣＤ 已知的无义变

异 。 既往的研究认为 ， 症状性女性 ＯＴＣＤ 病人携带的变异如果发生在男性患者 ，

６ ３





山 东大学博士学位论文
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则均为新生儿期发病的病例 （
ＭｃＣｕｌｌｏｕｇｈＢＡ

，
２０００

）
。 患儿的三个姐姐均有轻重不

同的症状 ， 且该变异为无义变异 ， 可使 ＯＴＣ 完全失活 （
Ｌ
ｊ
ｕｂ ｉｃａ Ｃ

，

２０ １ ５
）

， 因此 ，

病例 ５ 患儿的血浆氨上升速度极为迅猛 （第
一

次为 ７４４ ．２
ｎｍｏ Ｉ／Ｌ ， 第二天升至 １ ６７０

ｐｍｏ ｌ／Ｌ ） ， 峰值也是所有病例之最 （ ３２３４
＾
ｉｍ〇 ］／Ｌ ） 。

对于症状性女性杂合子 ， 其疾病严重程度除决定于基因型外还与变异的 Ｘ

染色体的失活程度有关系 。 Ｘ 染色体的失活是发生于胚胎早期的
一

个随机的过

程 ， 但是对于某些个体 ， 这个过程却非常有倾向性 。 如果个体更多地表达 了携带

变异基因 的 Ｘ 染色体 ， 那这个伴性遗传 的疾病 则可能导致女性杂合子发病

（
Ｙｏｒｉ ｆＵ

ｊ
ｉ Ｔ

，１ ９９８ ）
。 Ｍｕｓａｌｋｏｖａ 对携带 ＯＴＣＤ 变异基因 的女性进行肝脏活检的结果

显示 ， 携带变异基因的 Ｘ 染色体失活的 比例变化很大 ， 从 ５９ ： ４ １ 到 ８２ ： １ ８ 不等 ，

且失活比与 ＯＴＣ 酶的活性成反比 （
Ｍｕｓａ ｌｋｏｖａＤ

，
２０ １ ８

）
。 回归病例 ５ 的家庭 ， 四个

女性成员从妈妈的无症状 ， 两个姐姐的蛋 白规避到小女儿的死亡 ， 临床表型差距

非常大 ， 考虑可能为各 自携带变异基因的 Ｘ 染色体的失活程度不 同所致 。

本研宄病例 ６ 为 ＯＴＣ 基因 ｃ ． ７６ １Ｃ＞Ａ
（ｐ ．Ａ２５４Ｅ

）
的变异 ， 为新发变异 。 相对

于其他病例 ， 该患儿突出 的临床表现为严重的循环衰竭 ， 表现为顽固 的低血压和

高乳酸血症 ， 心脏超声提示左室射血分数降低 ， 待其循环衰竭症状逐渐纠正后 ，

其血浆氨水平也 明显下降 （图 １
－２３

）
。 该病例还是 ７ 例 ＵＣＤ 病例 中唯

一

应用精氨

酸 、 乳果糖等治疗高氨血症药物后临床有效的病例 。 在应用药物治疗 １ 次后其血

浆氨水平即 由 ２６９８ 叫ｉｏ ｌ／Ｌ 降至 ６６９
ｐｍｏ ｌ／Ｌ ， 且住院第 ３ 天出现 自 主呼吸 ， 第 ５

天刺激后 出现肢体回缩动作 。 反观存在 ＯＴＣ 基因 ３
－９ 号外显子缺失的病例 ３ ， 即

使应用血滤治疗临床仍无改善 ， 而携带 ＯＴＣ 基因无义变异的病例 ５ 血浆氨水平

上升极为迅速 ， 对于精氨酸等药物治疗无反应 ， 血浆氨仍进行性升高 。 因此认为 ，

ｃ ． ７６ １ Ｃ＞Ａ
（ｐ ． Ａ２５４Ｅ

） 变异对 ＯＴＣ 酶活性的影响应低于大片缺失和无义变异 ， 其

临床表型主要表现为循环功能衰竭 ， 循环衰竭的纠 正可能与血浆氨下降互为因

果 ， 故临床需注意对该变异病人的循环支持 。

６４
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３０００
－

｜十＾ｒ

１ ５

３＼：＾酸ｇ

ｉ ｉ

ｇ

１ ０００
－

Ｙ
－

５３

祕 ｜

０ ？ ｉ Ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ０

１２３４５６７

图 １
－２３ 病例 ６ 住院期间血楽氨和乳酸水平的变化

病例 ７ 是本研究 中唯
——

个晚发型病例 ， 其携带的 ｃ ． ｌ ｌ ９Ｇ＞Ａ
（ｐ ．Ｒ４０Ｈ

） 变异

为 己知的 ＯＴＣ 基因 的错义变异 。 这个变异最早报道于 日 本九州 岛 ， 随后发现该

地区频发 ， 因此 Ｎ ｉ ｓｈ ｉｙｏ ｒ ｉ 等对该变异的 ６ 例病人进行 了汇总分析 ， 结果发现 ，

该变异虽然发生在 ０ＴＣ 基因 的保守区域 ， 但在 ｍＲＮＡ 水平的表达与野生型 ＯＴＣ

相似 （
Ｎ ｉｓｈ ｉ

ｙｏ
ｒ ｉ Ａ

，１ ９９ ７
）

， 且我们利用三维模拟图发现 ， 该变异并未对 ０ＴＣ 的蛋

白结构造成影响 。 因此 ， 该变异的病例均为晚发型病例 。

综上所述 ， 基因学检测仍是 ＵＣＤ 确诊的首要方法 。 对酶影响较大的因素可

能包括 ： １ ． 发生在基因保守区域的变异 ；
２ ． 发生在酶与底物反应区域的变异 ；

３ ． 对蛋 白结构影响较大的变异 ；
４ ． 无义变异和大的缺失变异 ；

５ ． 症状性女性

０ＴＣＤ 患者携带的变异 。 对于伴性遗传的 ＯＴＣＤ ， 发病的早晚及疾病程度除取决

于基因表型外 ， 女性携带者的 Ｘ 染色体失活程度对疾病过程也起着非常重要的

作用 。

３ ．４ 高？对抗生素杀菌效率的影响

新生儿期发病 的 ＵＣＤ 与新生儿败血症难 以 区别 ， 我们对上述 ７ 例 ＵＣＤ 病

人的临床资料分析也发现 ， 感染会加重 ＵＣＤ 的临床表型 ， 此类患儿的临床治疗

均会经验性应用抗生素 ， 但是抗生素的选择却没有指南或文献指导 。 因此 ， 我们

利用模式菌种大肠杆菌 Ｋ １ ２ 和氯化铵进行了氨对青霉素类 、 头孢菌素类 、 碳青

霉烯类和喳诺酮类抗生素杀菌效率影响 的检测 。 结果表明 ， 氯化铵可増强氨苄西

林和美罗培南对大肠杆菌的杀菌效率 ， 且不受 ｐ
Ｈ 的影响 ， 而对头孢他啶和环丙

沙星则无影响 。

６ ５





山东大学博士学位论文


新陈代谢是
一

切生命活动的基础 ， 细菌细胞 内代谢物的平衡状态对细菌的生

存有重要意义 。 外源添加代谢物可以打破细菌细胞 内 的代谢平衡状态 ， 而后者与

抗生素杀菌效率密切相关 。 细菌面对抗生素表现出 两种代谢状态 ，

一

种是抗生素

敏感状态 ， 另
一

种是耐药状态 ， 而外源添加代谢物可以将细菌 由耐药状态转变为

敏感状态 ， 从而提高抗生素的杀菌效率 （ Ｐｅｎｇ Ｂ ，
２０ １ ５ ） 。 ２０ １ １ 年 ， Ａ ｌ ｌ ｉ ｓｏｎ 等人

在 Ｎａｔｕｒｅ 发表论文指出 ， 葡萄糖、 果糖和丙酮酸等代谢物可以通过提高质子动

力势 （ ＰＭＦ ） ， 促进氨基糖苷类抗生素进入细菌细胞内 ， 最终提高抗生素对耐药

菌的杀菌效率 （Ａ ｌ ｌ ｉｓｏｎＫＲ
，
２０ １ １ ） 。 随后 Ｐｅｎｇ等人通过 ＧＣ －ＭＳ 结合同位素示

踪法发现葡萄糖和丙氨酸等代谢物流向 ＴＣＡ 循环 ， 从而提高卡那霉素对多重耐

药的金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯菌的杀菌效率 （ ＰｅｎｇＢ ，
２０ １ ５ ） 。 另有研宄发

现 ， 果糖和甘露醇可以通过 ＴＣＡ 循环提高卡那霉素对迟缓爱德华菌和铜绿假单

胞菌的杀菌能力 （
５ １＾８

，
２０ １ ５

；
８＆咖１１ （１忱 ２０ １ ３

）
， 因此 ， 代谢物可通过多种方式改

变细菌的生存状态进而影响抗生素的杀菌效率 。 ＵＣＤ 患儿血浆氨的显著升高不

仅打破了人体内环境的稳定 ， 也会对细菌的生存环境产生多方面的影响 。 虽然我

们并不能确定氨增强青霉素类和碳青霉烯类抗生素杀菌效率的分子机制 ， 但该现

象提示 ， 高氨血症患儿的抗生素选择可考虑首选上述两类抗生素 ， 可能对合并感

染者能达到事半功倍的治疗效果 。

３ ．５Ｊ＆Ｌ液净化治疗在尿素循环障爾中的应用

高氨血症是尿素循环障碍的主要临床表现 ， 研宄证明 ， 如果血氨浓度高于 ８００

ｊ

ａｍｏ ｌ／Ｌ 超过 ２４ 小时或者高氨性 昏迷超过 ２ －

３ 天 ， 则可能造成神经系统的不可逆

的损伤（
ＬｅｏｎａｒｄＪＶ

，
２００２

）
。 日本在 １ ０ 年间对 １ ７７ 名 ＵＣＤ 病人的治疗评估显示 ，

血氨浓度超过 ３６０
 ｊ

ａｍｏ ｌ／Ｌ 即与严重的脑损伤相关 （
Ｋ ｉｄｏＪ

，
２０ １ ２

）
。 因此 ， 多个 ＵＣＤ

指南都指 出 ， 当病人对饮食治疗及药物治疗效果不佳而血氨浓度仍明显升高时

（美国指南血氨浓度为＞７００
ｐｍｏ ｌ／Ｌ ， 欧洲指南为＞５００

 ｊ

ａｍｏ ｌ／Ｌ
）

， 应立即进行血液

净化治疗来尽快清除血中的氨 （
Ｈａｂｅｒ ｌｅＪ

，
２０ １ ２ ；Ｈａｂｅｒ ｌｅＪ

，
２０ １ ９

；ＮＯＲＤｏｎ ｌ ｉｎｅ

ｇｕ ｉｄｅ ｌ ｉｎｅ
）
。

血液净化可以非常 速有效地清除血液中 的氨 ， 从而减少氨对神经系统的毒

性 ， 降低致残率和死亡率 。 目 前常用 的净化方式包括血液透析 （ Ｈｅｍｏｄ ｉａ ｌｙｓ ｉｓ
，

ＨＤ ） ， 持续肾脏替代治疗 （
Ｃｏｎｔ ｉｎｕｏｕｓＲｅｎａｌＲｅｐ ｌａｃｅｍｅｎｔＴｈｅｒａｐｙ，ＣＲＲＴ）

， 血液

６６
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滤过 （
Ｈｅｍｏｆｉ ｌｔｒａｔ ｉｏｎ

，
ＨＦ

）
， 血楽置换 （

Ｐ ｌａｓｍａＥｘｃｈａｎｇｅ ，ＰＥ）和腹膜透析 （
Ｐｅｒｉｔｏｎｅａ ｌ

Ｄ ｉａ ｌｙｓ ｉ ｓ
，
ＰＤ

）
。 由于置管 、 病人耐受性等多方面因素影响 ， 持续静脉－静脉血液透

析
（
ｃｏｎｔ ｉｎｕｏｕｓｖｅｎｏ －ｖｅｎｏｕｓｈｅｍｏｄ ｉａｌｙｓ ｉｓ

，ＣＷＨＤ
）或持续静脉－静脉血液滤过

ｃｏｎｔ ｉｎｕｏｕｓｈｅｍｏｄ ｉａｆｉ ｌｔｒａｔ ｉｏｎ
，
ＣＶＶＨＤＦ

）
是新生儿或小婴儿更为理想的血液净化方

式 ， 可作为
一

线选择 （
Ｈａｂｅｒ ｌｅ Ｊ

，
２０ １ ９

） ； 而发生代谢性危象时 ， ＣＲＲＴ 可能是 ＵＣＤ

是更为理想的治疗方法 （
ＰｉｃｃａＳ

，
２００ １

）
。 相较于 ＨＤ 或 ＨＦ ，ＰＤ 的滤过效能明显

不足 ， 其原因可能是由于腹膜的多层细胞结构形成了
一

个天然的距离而阻碍了有

毒物质的弥散 （
Ｄｅｖｕｙｓｔ０ ，２００８）

， 因此 ， ＰＤ 并未被 ＵＣＤ 的指南所推荐 。 而 ＰＥ

自上世纪五十年代应用于肝衰竭病人的治疗以来 ， 文献报道其对肝性脑病的有效

率可达 ｌ ＯＯ％
（
Ｓｔｅｎｂ０ｇＰ，

２０ １ ３
）

， 且高容量 的 ＰＥ 可纠 正 降低 的凝血 因子和

ＩＮＲ
（
Ｔｙｇｓｔｍｐ Ｎ ，

１ ９９７
）

。 然而 ， 血氨水平并不是决定预后的唯
一

因素 。 ２０ １ ９ 年的

ＵＣＤ 指南认为 ， 提示预后不 良 的 因素包括 昏迷大于 ３ 天 ， 血浆氨浓度＞ １ ０００

Ｕｍｏ ｌ／Ｌ 等 。 Ｃｅ ｌ ｉｋ 的研究则表明 ， 除了高氨血症持续的时间外 ， 影响预后最重要

的因素是导致高氨血症的原因 ： ＵＣＤ 比有机酸血症的死亡率高了８ ．３ 倍 （
Ｃｅ ｌ ｉｋ Ｍ

，

２０ １ ９
）

， 而其中预后最差的 ＣＰＳ １Ｄ 。 Ｐｅ ｌａ 等人的研究则表明 ， 相较于透析方式 ，

高氨血症性 昏迷持续的时间对于预后有更为重要的预测价值 （
Ｐｅ ｌａＩ

，
２００８

）
。

病例 ３ 入院时处于 昏迷状态 ， 血氨高达 １ ５４６
ｇｍｏ ｌ／Ｌ ， 达到血液净化的标准 ，

因此立即进行了持续血液滤过治疗 ， 患儿血浆氨水平很快降至 ３４６
ｎｍｏ ｌ／Ｌ 。 然而 ，

临床上该患儿并没有明显的好转 ， 仍然处于 昏迷状态 ， 这也是家长最终放弃治疗

的主要原因 。 而病例 ７ 是晚发型 ＯＴＣＤ 病人 ， 转入我院 ＰＩＣＵ 后即刻进行了血浆

置换治疗 ， 其血氨水平很快 由 １ ２６３
（

ｘｍｏ ｌ／Ｌ 降至 ４８０ｆ
ｉｍｏ ｌ／Ｌ ， 并于 ４８ 小时 内 降

至 １ ２３ ｎｍｏ Ｉ／Ｌ ， 后维持在 ４０－６５ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 之间 。 然而遗憾的是 ， 患儿在入院时即呈

现脑死亡状态 ， 血液净化治疗仍难以改变患儿预后 。 两例患儿在进行血液净化时

血浆氨水平均超过 １ ０００
ｐｍｏ ｉ／Ｌ ， 且均为昏迷后转入我院 ， 考虑高氨血症严重 ，

对神经系统已造成不可逆的损伤 ， 即使血液净化后血浆氨水平迅速下降 ， 仍难 以

逆转不 良结局 。

鉴于上述经验我们认为 ， ＨＤ 和 ＨＥ 均可以达到 良好的血氨清除作用 ， 但病

人最终预后如何还取决于病人的原发疾病 、 血滤前血浆氨的水平及高氨性脑损伤

的持续时间 。
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第二部分 ＯＴＣＤ病人 ＰＢＭＣ来源 ｉＰＳ 细胞系的构建及验证

通过对 ＵＣＤ 患儿临床资料和遗传学检测结果的分析我们发现 ， ＵＣＤ 有
一

定

的病例特点 ， 但其临床症状仍然缺乏特异性 ， 不易与败血症等疾病相鉴别 ， 且

ＯＴＣ 基因变异位点和种类繁多 ， 难以与临床表型针对性地关联 ， 亦缺乏特效的

治疗方法 。 因此 ， 深化 ＯＴＣＤ 的基础研宄 ， 明确 ＯＴＣＤ 的病理生理过程 、 致病

机制 ， 在此基础上进
一

步寻找特异性的诊断方法和针对性的治疗手段 ， 是解决

ＵＣＤ 早期识别 、 早期诊断 、 有效治疗的根本方法 。

ｉＰＳＣ 是
一

类由多种细胞经重编程后产生的具有多种分化潜能的干细胞 ， 由

于其细胞来源广 、 免疫原性小且跨越了伦理限制 ， 己经迅速成为干细胞领域的研

宄热点 。 自 ｉＰＳＣ 建立至今的 １ ５ 年期间 ， 不论是重编程技术还是培养条件都有了

飞速的发展 ， 且将其定向诱导分化后培养出 的各种类型的细胞和 ／或类器官 已经

成为各系统疾病理想的细胞研宄平台 。

本研究拟通过将 ＯＴＣＤ 患儿的 ＰＢＭＣ 进行重编程 ， 使其重新具有多潜能分

化能力而建立 ＯＴＣＤ 患儿的 ｉＰＳ细胞系 ， 并对其多能基因和特异性标记物的表达、

自分化能力 、 遗传信息以及基因缺陷等进行鉴定 ， 为进
一

步建立 ＯＴＣＤ 的肝类

器官模型构建理想的细胞源 ， 奠定前期工作基础 。

１ ． 材料与方法

１ ． １ 伦理学声明

本研宄经山东大学齐鲁儿童医院伦理委员会审核通过 ， 由本人在山 东大学齐

鲁儿童医院儿科研究所进行 ， 保证本工作所有实验均遵循赫尔辛基宣言 。 采样过

程及样本用途均向患儿监护人详细说明 ， 并取得书面同意书 ； 保证样本仅供本研

宂所用且病人所有信息均被保密 。

１ ．２研

自 ２０ １ ９ 年 ３ 月 至 ２０２０ 年 １ ２ 月 收住于 山 东大学齐鲁儿童医院新生儿监护室

的 ３ 名鸟氨酸转氨 甲酰酶缺陷 的患儿 ， 并将 日龄 （ 生后第 ７ 天 ） 、 性别 （均为男

婴 ） 相匹配的非遗传性疾病新生儿作为对照组。

１ ．３主要实验材料

６８
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Ｋｎｏｃｋｏｕｔ

？
ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２培养液 （

Ｇ ｉｂｃｏ
， 美国 ）

ＩＭＤＭ 培养基 （
Ｇ ｉｂｃｏ

， 美国 ）

Ｆ １ ２Ｋ ｎｕｔｒ ｉｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅ培养液 （
Ｇｉｂｃｏ

， 美国 ）

ＲｅｐｒｏＴｅＳＲ
？

－Ｅ７
？

重编程培养基 （
ＳｔｅｍＣｅ ｌ ｌ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅ ｓ

， 美国 ）

ｍＴｅ ｓＲ ｌ 人胚胎干细胞培养基 （
ＳｔｅｍＣｅ ｌ ｌＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ

， 美国 ）

Ｌ－谷氨酰胺 （
Ｇ ｉｂｃｏ

， 美国 ）

Ｃｈｅｍ ｉｃａ ｌｌｙ
ＤｅｆｉｎｅｄＬ ｉｐ ｉｄＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ（ Ｇ ｉｂｃｏ

， 美国 ）

ＲｅＬｅＳＲ
？
细胞消化液 （

ＳｔｅｍＣｅ ｌ ｌＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ）

胎牛血清 （ Ｈｙｃ ｌｏｎｅ
， 美国 ）

抗坏血酸 （
Ｓ ｉｇｍａ

， 美国 ）

牛血清 白蛋 白 （
ＢＳＡ

）（
Ｓ ｉｇｍａ

， 美国 ）

硫代甘油 （
Ｓ ｉｇｍａ

， 美国 ）

ｈＳＣＦ
，

ＩＬ －３
，
ＩＧＦ－

ｌ（ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ ， 美国 ）

Ｆ ｉｃｏ ｌ ｌ试剂 （
Ｇ＆Ｅ Ｈｅａ ｌｔｈｃａｒｅ

，
德国 ）

Ｔｒｉｚｏ ｌ
（赛默飞世尔科技中 国有限公司 ， 中 国 ）

Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ００
（
Ｓ ｉｇｍａ

， 美国 ）

ＢＣＫＤＨ－Ｅ ｌ ａ
（
Ｅ４Ｔ３Ｄ

）
Ｒａｂｂ ｉｔｍＡｂ

（
Ｃｅ ｌ ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ， 美国 ）

Ｐ
－Ａｃｔ ｉｎ 抗体 （北京中杉金桥公司 ， 中 国 ）

辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （
Ｈ＋Ｌ

）
（亲和纯化 ）

（北京中杉金桥公司 ， 中 国 ）

辣根酶标记山羊抗小 鼠 Ｉ
ｇＧ（

Ｈ＋Ｌ
）

（亲和纯化 ）
（北京中杉金桥公司 ， 中 国 ）

氯仿 、 异丙醇 、 ７５％乙醇 （天津市大茂化学试剂厂 ， 中 国 ）

ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 水 （北京天根生化科技有限公司 ，
中 国

）

ＴａｋａＲａ 试剂盒 （ ＴａＫａＲｉ 曰本 ）

无水乙醇 （天津市大茂化学试剂厂 ， 中 国 ）

异丙醇 （天津市大茂化学试剂厂 ， 中 国 ）

１ ．４ 主要实验仪器 （同第一章实验仪器）

１ ．５ 实验方法

１ ．５ ． １ＰＢＭＣ 的分离及培养

无菌条件下取外周血 ２ｍｌ ， 立即放入肝素抗凝管中 ， 混匀避免凝集 。 用生

６９
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理盐水稀释后移入含 Ｆ ｉｃｏ ｌ ｌ 的离心管 ， 离心后取中 间的 白色云雾层 ， 用生理盐

水重悬 ， 离心洗涤最终得到单个核细胞 。 随后用含转铁蛋 白 、 地塞米松 、 ＥＰＯ 、

ＳＦＭ、 ＩＬ －３ 等成分的红系培养基进行培养 。

１ ．５ ．２ＰＢＭＣ 重编程

应用 电转仪对上述培养 ４－

６ 天的细胞进行质粒组合的核转染 。 电转后第二

天 ， 观察细胞状态 ， 及时更换 ＲｅｐｒｏＴｅＳＲ 培养液 ， 直至出现明显的干细胞形态 ，

换成 ｍＴｅｓＲ ｌ 培养基 ？

， 待克隆达
一

定数量和大小后挑取克隆 ， 用 ＴＲＡ－

１
－６０ 进行

活染鉴定 ， 并对克隆进行纯化和培养 。

１ ．５ ．３ 干细胞体外自分化过程

用 ＲｅＬｅＳＲ
？在 ３ ７

°

Ｃ 条件下消化多 能干细胞 ， 离心后用 ＥＢ 溶液 （ 含

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 、 ２０％ｋｎｏｃｋ－ｏｕｔ血清置换液 ， ｌ％ Ｌ －Ｇ ｌｕｔａＭａｘ ， ０ ． １％
Ｐ

＿巯基乙醇等 ）

重悬并进行悬浮培养 。 ３
－７ 天后把形成的 ＥＢ ｓ 转移到包被有基质胶的孔中 ， 继续

培养 ３ －

７ 天 ， 使细胞持续进行分化 。

１ ．５ ．４ 免疫荧光法检测 １ＰＳＣ 多功能性标志物

将第十代的 ｉＰＳＣ 接种到 已提前做好细胞爬片的 ２４ 孔培养板上 ， 多聚 甲醛

固定 ３０ｍｉｎ ， 并用 ＰＢＳ 洗去多聚 甲醛。 ０ ． １％Ｔｒ ｉｔｏｎ－Ｘ－

１ ００ 进行透膜处理后用 ５％

山羊血清和 ０ ．３％ＢＳＡ 以 ＰＢＳ 作为溶剂配制 的封闭液进行封闭 。 ＰＢＳ 洗去封闭

液后与
一

抗孵育 ， ４
°

Ｃ过夜 。 第二天用 ＰＢＳ 洗去
一

抗 ， 再用二抗在 ３ ７

°

Ｃ条件下

孵育 ２ｈ ， 期间注意避光 。 ＰＢＳ 洗去二抗后用 ＤＰＡＩ 染核 ， 拍照 。

１ ．５ ．５
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测系统

１ ．５ ．５ ． １ ＲＮＡ
提取

预先配制 ７５ ％ 乙醇 ， 置于冰上备用 ； 离心机提前预冷至 ４
°

Ｃ备用 。 取适量

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ 充分裂解细胞后 ， 加入 ２００
ｎ 丨 三氯 甲烷 ， 涡旋震荡 １ ５ｓ ， 冰上静置 ３

－

５ 分

钟 。 ４

°

Ｃ离心机 １ ２０００ 转／分钟离心 １ ５ 分钟 。 小心吸取上层水相液转入新 ＥＰ 管 ，

加入等体积异丙醇 ， 轻柔颠倒数次 ， 冰上放置 １ ０ 分钟 ， ４
°

Ｃ离心机 １ ２０００ 转／分

再次离心 １ ０ 分钟 。 小心弃去上清 ， 加入 ｌ ｍ ｌ 预冷的 ７５％ 乙醇轻柔洗漆 ， ７ ５００

转／分钟 ， ４
°

Ｃ离心 ５ 分钟 。 然后吸弃上层的 乙醇 ， 将 ＥＰ 管置于管架上 ， 等待乙

醇挥发干净 ， 再在管中加入适量的 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ 水 ， 反复吹打至 ＲＮＡ 完全溶解 ，

然后利用紫外核酸蛋 白分析仪测 ＲＮＡ 浓度 。

７０
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１ ．５ ．５ ．２ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ

第
一

步去除基因组 ＤＮＡ ， 在冰上配制 以下反应体系 ：

５ 

ｘ
ｇＤＮＡ ＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ ２

［
ｉ ｌ

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １
＾１

Ｔｏｔａ ｌ ＲＮＡ １
 ｊ

ｘｇ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２〇


Ｕｐ
ｔｏ１ ０

＾１



反应条件 ： ４２ 

°

Ｃ
，

２ｍｉｎ
；４

°

Ｃ
，

ｈｏ ｌｄｅｒ 〇

第二步为逆转录反应 ， 冰上配制 以下反应体系 ：

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｔ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍ ＩＸ １
 ｊ

ｘｌ

ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ ＭＩＸ １
…

５ｘ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ２ ４
 ｜

ｊ ．ｌ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ
２
〇 ４

＾１

将第
一

步和第二步所得的各 ｌ 〇ｕ ｌ 体系混合 ， 上机 ， 反应条件为 ３７

°

Ｃ
，１ ５ｍｉｎ ；

８５

°

Ｃ
，
５ ｓ

；４
°

Ｃ
，
ｈｏ ｌｄｅｒ 。

１ ．５ ．５ ．３
ｑＲＴ

－ＰＣＲ

提前备好冰 ， 取出 ｃＤＮＡ 、 ＴａｋａＲａ 荧光定量试剂盒以及引物放置在冰上缓

慢融化 。 按照试剂盒说明书配置 １ ５
ｐ ｉ 反应体系上机检测 ， 以 ＧＡＰＤＨ 为 内参 ，

每个样本做 ３ 个复孔 ， 采用相对定量法比较相关基因 的 ｍＲＮＡ 表达差异 。

１ ．５ ．６ 载体的非整合性 ＰＣＲ 检测

提取培养状态 良好的第 １ ０ 代多能干细胞的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ验证 ， 以 Ｐ
－Ａｃｔ ｉｎ

作为 内参 。 配置 ２〇１１１ 的反应体系如下 ：

２ｘＥａｓｙ 

Ｔａｑ 
Ｓｕｐｅｒ Ｍ ｉｘ １ ０

＾１

Ｐｒｉｍｅｒ ＭＩＸ １
 （

ｘｌ

ＤＮＡ
模板 １ ００ ｎｇ

ｄｄＨ２Ｑ


Ｕｐ
ｔｏ９

 ｜

ｘｌ



反应条件 ： 在９４
°

Ｃ２ｍｉｎ ；９４
°

Ｃ３ ０ ｓ ；５５
°

Ｃ３ ０ ｓ ；７２
°

Ｃ３ ０ｓ
； 总循环数３ ５次 ，

最后在 ７２

°

Ｃ条件下再延伸 ３ｍｉｎ 。 取 ＰＣＲ 结束后的产物跑琼脂糖凝胶 电泳 （ 具体

步骤参照第
一

部分 １ ． ５ ．４ ． １ 的琼脂糖凝胶电泳 ） ， 然后拍照 ， 观察 ， 分析 。

１ ．５ ．７ 核型分析和 ＳＴＲ 分析

将秋水仙碱固定后的细胞离心 １ ０ 分钟之后去上清 。 ＫＣＬ 低渗处理后进行预

固定 ， 离心 １ ０ 分钟 ， 去上清 ， 留沉淀物加入固定液 。 重复 以上固定和离心操作

３ 次后制片 ， 然后进行染色分析 。

１ ．５ ．８ 基因缺陷验证

７ １
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按照说明书应用 ３ １ ３ ０ＸＬ ＤＮＡ Ａｎａ ｌｙｚ ｅｒ 分析仪来进行 Ｓ ａｎｇ ｅｒ 测序 ， 验证是否

存在基因缺陷 。

１ ． ６ 统计学分析

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 采用 相对定量法进行 比较相关基因 的 ｍＲＮＡ 表达差异 ， 计数资料

采用卡方检验 ， 计量资料采用方差分析进行统计分析 ， ０ ． ０ ５ 差异具有统计学

意义 。

２ ． 实验结果

２ ． １ＯＴＣＤ－

ｉＰＳＣ 展现多能性细胞的形态

３ 例 ＯＴＣＤ 病人的 ＰＢＭＣ 进行重编程后共建立 ２ 株 ｉＰ ＳＣ ， 成功建立 ｉＰ ＳＣ

的 ＰＢＭＣ 在重编程后逐渐产生边缘锐利 ， 与周 围分 界清楚的细胞克隆 ， 呈现显

著的胚胎干细胞的形态及特征 （ 图 ２ －

１ ） 。 另 １ 例病人的 ＰＢＭＣ 在 电转后未见 明

显胚胎干细胞形态的克隆 出现 。

图 ２ －

１ｉＰＳＣ 克隆的形态

注 ： 左 图为病例 ３ ｉＰＳＣ 克隆 的形态 ， 右 图为病例 ４ ｉＰＳＣ 克隆的形态 。

２ ．２ＯＴＣＤ－

ｉＰＳ 细胞表面多能性标志物的检测结果

利用免疫荧光技术检测两株 ＯＴＣＤ 病人来源的 ｉＰ ＳＣ 的 多能性 ， 结果显示多

能性细胞表面标志物 （
ＴＲＡ－

１
－ ６０

，
ＴＲＡ－

１
－

８ １
，Ｓ ＳＥＡ４

）
以及多潜能特异性转录因子

（
ＯＣＴ４ 和 ＮＡＮＯＧ

）均成功表达 （ 图 ２ －２ ） 。

７ ２
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ＴＲＡ －

１
－６ ０ＴＲＡ －

１
－８ １ＯＣＴ４ＳＳ ＥＡＮＡＮＯＧ

图 ２－２ 免疫荧光检测 ｉＰＳＣ 多能性

图 Ａ 和 图 Ｂ 分别为病例 ３ 和病例 ４ 的 ＰＢＭＣ 经重编程后多能性细胞表面标志物及转录

因子的免疫荧光检测结果 。 图 中第
一

排的绿色和红色荧光为不 同抗体的特异性表达情况 ，

第二排的蓝色为细胞核的 ＤＡＰＩ 染色 。

２ ．３
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 对内源性多能基因表达的验证

利用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 的方法检测 ３ 种 内源性多能基因 ＯＣＴ４ 、 ＳＯＸ２ 、 ＮＡＮＯＧ 的

表达情况 。 结果显示上述三者在转录水平均有与胚胎干细胞相近的表达量 （图

２ －

３Ａ
）

， 而不具有多能性的 ＰＢＭＣ 则不表达这些基因
（
图 ２ －

３Ｂ
）

。

Ａ Ｂ

１ ００００

１口Ｈ １ １ ５ ０ ０
－

１ＯＰ ＢＭＣ ｓ

｜Ｏ ，侧 ３ §

測． 隨 娜

１

觸？

门＿Ｈｅ １－ｇ
Ｉ ｌ ｏｏ

－ｉＳＨｍｔ
８ 〇

．

ｅ

Ｉ ， 。
．Ｓ圓 義Ｉ－ＩＩ ：

－

ｊ
ｌ Ｈ 丨＿ 丨 圓Ｋ

 ；

ｌ ｎｋ ｌｎ ｉｌｎ ｉ ｌ

ＮＡ ＮＯ Ｇ Ｓ ０ Ｘ ２０ Ｃ Ｔ４ ｓ°ｘ２Ｎａｎ〇９〇ｃ ｔ４

图 ２－３
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测 内源性多能基因在 ｉＰＳＣ 中 的表达情况

７ ３
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图 ２ －

３Ａ
： 图 中标注 Ｈ １ 为胚胎干细胞

，
结果显示病例 ３ 来源的 ｉＰＳＣ 内源性 多能基因 的

表达量与胚胎干细胞相似 。

图 ２ －

３Ｂ ： 病例 ４ 来源的 ｉＰＳＣ 内源性多能基因表达显著 ， ；ＰＢＭＣ 为 阴性对照 。

２ ．４ 三个胚层标志物的表达情况的检测

ｉＰ ＳＣ 具有与 ＥＳＣ 类似的 多 向分化潜能 ， 因此 ， 我们将 ｉＰ ＳＣ 诱导成拟胚体

（
Ｅｍｂｒｙｏ ｉｄｂｏｄ ｉｅ ｓ ， ＥＢ

）
， 然后选用 了三个胚层不同 的特异性标志物进行检测 。

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 的结果显示两株 ｉＰＳＣ 分化成的拟胚体均可表达三个胚层的特异性标志

物 （ 图 ２ －４ ） 。
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图 ２ －４
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测 ＥＢ三个胚层标志物的表达情况

图 ２ －４Ａ ： 选取 ＦｏｘＡ２ 和 Ａ ｆｐ 作为 内 胚层标志物 ， Ｈａｎｄ ｌ 和 Ｍ ｓｘ ｌ 作为 中胚层标志物 ，

Ｎｒ２ ｆ２ 和 Ｔｆ＾ ａ 作为外胚层标志物进行三胚层分化潜能的检测 ， 结果显示病例 ３ 来源的 ｉＰＳ

自 分化 出 的 ＥＢ 高表达上述标志物基 因 。

图 ２ －４Ｂ
： 图 中 Ｇａ ｔａ４ 和 Ｓｏｘ ｌ ７ 为 内 胚层标志物 ， Ｍ ｓｘ ｌ 和 Ｔｂｘ ｔ 为 中 胚层标志物 ， Ｎ ｅｓ ｔ ｉｎ

和 Ｐａｘ ６ 为外胚层标志物 。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果显示病例 ４ 来源的 ｉＰ Ｓ 自分化 出 的 ＥＢ 高表达上述

标志物基因 。

７４





山 东大学博士学位论文


２ ．５ 染色体核型鉴定结果

病例 ３ 的染色体核型分析提示该患儿染色体核型为 ４６ＸＹ ， 而病例 ４ 为异常

的 ４７ＸＸＹ 。 对诱导 出 的多能干细胞进行核型分析结果显示二者的染色体核型均

与外周血结果相
一

致 （ 图 ２ －

５ ） 。
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图 ２ －５ 两株 ｉＰＳＣ 核型分析及验证图

图 ２ －

５Ａ ： 病例 ３ 来源的 ｉＰＳＣ 的染色体核型分析显示该患 儿染色体核型为正常男性的

４６ＸＹ 。

图 ２ － ５Ｂ ： 病例 ４ 来源的 ｉＰＳＣ 的染色体核型分析显示该患儿染色体核型为 ４７ＸＸＹ 。

图 ２ －

５Ｃ ： 病例 ４ 外周血样本染色体核型分析结果 ， 红框 中显示其 Ｘ 染色体的数 目 为 ２ 。

２ ． ６ 外源质粒验证

我们 的 ｉＰ ＳＣ 是 以 质粒为载体 ， 通过非整合性 电转方式进行重编程构建 ， 随

着细胞扩增传代 ， 外源质粒应消失 。 图 ２ －６ 的结果显示第十代的 ｉＰＳＣ 己无质粒

基因 的表达 。

７ ５
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图 ２ －６ 外源质粒 整合的验证

图 ２
－ ６ ： 图 中 ＥＢＮＡ ｌ 和 Ｗ ＰＲＥ 为质粒基因 ， ＧＡＰＤＨ 为正常组织细胞和血细胞中表达

的甘油醛－３ －磷酸脱氢酶 ， 即 内参 ；
ＰＢＭＣ 为阴性对照 ， 质粒为阳性对照 ； 图 Ａ 为病例 ３

的验证结果 ， 图 Ｂ 为病例 ４ 的验证结果 。 图 中 的结果显示两个病例来源的 ｉＰ ＳＣ 均无质粒

基 因 的表达 。

２ ． ７ ｉＰＳＣ 的基因变异验证结果

病例 ３ 的 ＯＴＣ 基因存在 ３
－９ 号外显子的大片缺失 ， 利用 ｑＲＴ

－ＰＣＲ 的方法对

患儿外周血单核细胞和 ｉＰ ＳＣ 中 ＯＴＣ 基因进行缺失验证 ， 结果显示 ｉＰ ＳＣ 的 ＯＴＣ

基因缺失的外显子与外周血单核细胞相符 （ 图 ２ －

７ ） 。
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图 ２ －７
ｑＰＣＲ 检测病例 ３ 的 ＯＣＴ 基因缺失

图 ２ －

７Ａ ： 病例 ３ 及其母 ＯＴＣ 基因不同外显子的 ｑＰＣＲ 结果 ， 证明 患儿及其母均可正常

表达 ＯＴＣ 的 ２ 号外显子 ， 而包含在缺失中 的 ５ 号外显子患儿没有表达 ， 其母表达量减半 ，

说 明该外显子的缺失来源于母亲 。

图 ２
－

７Ｂ ： 利用正常男性和正常女性的 ＤＮＡ 作为对照来检测病例 ３ 患儿 ｉＰＳＣ 中 ＯＴＣ 基

因 多个外显子的表达情况 ， 结果显示 ｉＰ ＳＣ 可表达正常的 ＯＴＣ 的 ２ 号外显子 ， 而 ３ 号和 ９

号外显子均没有表达 。

病例 ４ 为 ＯＴＣ基因 内 含子的剪接变异 ， Ｓ ａｎｇｅｒ 测序的结果显示诱导 出 的 ｉＰＳＣ

存在与患儿外周血细胞相 同 的剪接变异 （ 图 ２ － ８ ） 。
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图 ２ －８ 病例 ４ 外周血及 ｉＰＳ 细胞 ＯＴＣ 基因的测序结果

图 Ａ 为病例 ４ 外周血单核细胞 ＯＴＣ 基因 的二代测序结果截屏 ， 图 Ｂ 和 Ｃ 分别为对该

患 儿 ｉＰＳＣ 和外周 血 ＯＴＣ 基因 的 Ｓ ａｎｇｅｒ 检测结果截屏 ， 均提示存在 ｃ ． ６６３＋２Ｔ＞Ｇ 的剪接变

异 。 图 Ｂ 中 ＷＴ 为野生型 ＯＴＣ 基因 ， Ｍｕｔ 为该患儿在该位点 的碱基序列 ， 显示 Ｔ 碱基变异

为 Ｇ 减基 。

３ ． 讨论

自 ｉＰ ＳＣ 建立至今 ， 多种类型的细胞被重编程为 ｉＰＳＣ ， 如皮肤成纤维细胞 、

尿中 的肾小管上皮细胞 、 脐血的上皮细胞 、 骨髓细胞等 （
Ｒ〇ｙ

－Ｃｈｏｗｄｈｕ ｒｙ Ｎ ，

２ ０ １ ６
）

。

７ ７
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我们选择利用 ＰＢＭＣ 作为 ｉＰＳＣ 的细胞来源主要有以下三方面原因 。 首先 ， 我们

曾尝试利用尿液的肾小管上皮细胞建立 ｉＰＳＣ ， 由于儿童尿量尤其是新生儿尿量

很少 ， 因此可用细胞量过少 ， 不适宜进行儿童 ， 尤其是新生儿 ｉＰＳＣ 的建立 。 其

次 ， 虽然脐血间充质千细胞具有最低的免疫原性 ， 是再生医学 良好的细胞来源

（
Ｍｅｂａｒｋｉ Ｍ

，
２０２ １

）
， 但即使是早发型 ＵＣＤ ， 发病时间至少是出生数天 ， 难 以 留取

脐血进行重编程 。 最后 ， 皮肤和骨髓等细胞的获取需要进行活检或骨髓穿刺等有

创操作 ， 增加 了 患儿痛苦 。 相对来说 ， 外周血的获取操作简单 、 创伤性小 、 价格

低 ， 是最方便可得的细胞来源 。 而且 ， 有文献报道 ， ＰＢＭＣ 来源的 ｉＰＳＣ 比皮肤

成纤维细胞来源的更容易分化为类肝细胞 （
Ｒｏｙ

－Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ Ｎ ，
２０ １ ６

）
。 因此 ， 就我

院近年来的研宄认为 ， ＰＢＭＣ 至少是儿童建立 ｉＰＳＣ 的 良好细胞来源。

ｉＰ ＳＣ 是通过转入多能性转录因子进行细胞重编程而获得 ， 多能基因的转入

方式分为整合型和非整合型 。 整合型转入方式最大的 问题是基因 的随机转入会造

成细胞原基因组的改变 ， 从而增加 了细胞基因突变的机会和成瘤性 （
Ｏｋ ｉｔａ Ｋ

２００７
；

Ｂ ｅｎ－Ｄａｖ ｉｄＵ
，２０ １ １

） ； 而且 ， 转入基因的持续存在会影响 ｉＰＳＣ 的分化 （
Ｋａ

ｊ
ｉ 艮

２００９
）
。 非整合型转入方式则可保持原细胞的基因组 ， 避免 了插入突变的产生和

转 入 基 因 的 再 激 活 ， 而 这 是 ｉＰＳＣ 能 够 最 终 应 用 于 临 床 的 前 提 条 件

（
Ｈａｒｉｄｈａｓａｐａｖａ ｌａｎ ＫＫ

＾
２０ １ ９

）
。 质粒转入的重编程形式属于非整合型转入的

一

种 ，

通过检测十代后 ｉＰＳＣ 质粒基因的表达消失 ， 证明转入的多能性因子并未整合到

原体细胞中 ， 保证了ｉＰＳＣ 的安全性 。

重编程后的体细胞具有与胚胎干细胞类似的特性和功能 ， 其形态特征也相

似 。 但是在重编程的过程中 ， 会出现多种不同 的克隆 ， 而挑选
“

高质量
”

克隆的

首要标准就是形态学 ， 即好的 ｉＰＳＣ 克隆应是如胚胎干细胞
一

样的排列整齐紧密 ，

且边缘锐利的细胞团 （
Ｍｅ ｉｓｓｎｅｒ Ａ

，
２００７

）
。 从培养的过程中我们也发现 ， ＰＢＭＣ 在

重编程后 ２ 周左右会出现不同形态的克隆 ， 我们挑取的克隆均符合上述标准 ， 为

最终成功建立 ｉＰＳＣ 提供了保障 。

ｉＰＳＣ 是具有多 向分化潜能的
一

类干细胞 ， 因此 ， 对于来 自两例不同病人的

ｉＰＳＣ ， 我们分别用免疫荧光和 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 的方法对多能性因子和标志物进行了鉴

定 ， 证明 ＰＢＭＣ 经重编程后的 ｉＰＳＣ 表达上述因子和标志物 ， 具有多 向分化潜能 。

随后 ， 我们将 ｉＰＳＣ 进行 自 分化为拟胚体 ， 进
一

步验证 ｉＰＳＣ 的分化能力 。 ＥＢ 的

形成过程是多能干细胞 自 我组织的过程 ， 在这个过程中 ， 相对均质 的上皮细胞样

７８
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的多能干细胞克隆分化为多种细胞类型 ， 可以反映早期的胚胎形成过程 （
Ｚｅｅｖａｅｒｔ

２０２０
）

， 因此 ， 形成 ＥＢ 的能力被认为是 ＥＳ 和 ｉＰＳＣ 的天然能力 （
Ｂｒ ｉｃｋｍａｎＪＭ

，

２０ １ ７
）

。 本研宄构建的 ｉＰＳ 细胞系不仅成功 自 分化为拟胚体 ， 且表达三个胚层的

特异性基因 ， 再次验证构建的 ｉＰＳＣ 具有多能性 。

最后 ， 我们对两个 ｉＰＳ 细胞系进行 了基因缺陷 的验证 ， 以此说明构建的 ｉＰＳＣ

可以作为病人特异性的细胞模型 。 对病例 ３ 患儿外周血和 ｉＰＳＣ 中 ＯＴＣ 基因的

多个外显子的检测结果显示 ， 其 ＯＴＣ 基因 的 ２ 号外显子表达正常 ， 而包含在

３
－９ 号缺失中 的多个外显子均无表达 ； 而对病例 ４ 来源 ｉＰＳＣ 的 Ｓｎｇｅｒ 测序也检

出 了与外周血相同的变异位点 ， 且染色体核型
一

致 ， 证明此两株 ｉＰＳＣ 均保留 了

原细胞来源的基因缺陷 。

总结上述分析 ， 本研究通过对 ＯＴＣＤ 患儿外周血单个核细胞进行非整合型重

编程 ， 成功将两个不同变异方式的 ＯＣＴＤ 患儿的 ＰＢＭＣ 诱导为 ｉＰＳＣ ， 经检索国

内外各大数据库未见相关报道 ， 创新性强 。 这两个 ｉＰＳ 细胞模型的建立为深入进

行 ＯＴＣＤ ， 甚至 ＵＣＤ 的相关研宄奠定了科学基础 。

７９
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第三部分 ＯＴＣＤ 病人 ｉＰＳ细胞来源肝类器官的建立及 ＯＴＣ表

达舰

ｉＰＳＣ 是
一

类具有多种分化潜能的细胞 ， 但却不具备任何
一

种体细胞的功能 。

尿素循环主要发生在肝细胞中 ， 因此 ， ＵＣＤ 理想的体外细胞模型应该建立在肝

细胞的基础上。 ｉＰＳＣ 来源的类肝细胞／肝类器官可 以帮助我们 了解遗传代谢性肝

脏疾病的发病机制 ， 亦可以作为毒理研宄和药物筛选的 良好平台 ； 而基于单基因

代谢病病人的 ｉＰ ＳＣ 建立的类肝细胞 ／肝类器官则可以在某些特异的方面反应疾病

的特点 ， 并提供可能的治疗方法（
ＰａｒｋＩＨ

，
２００８

）
， 有 良好的应用前景 。 ＯＴＣＤ 作

为 Ｘ 连锁的单基因代谢病 ， 是 ＵＣＤ 发病率最高的疾病 ， 虽然可以通过敲除 ＯＴＣ

基因的 ２ 号外显子来建立 ｓｐｆ小 鼠模型 ， 但是小 鼠毕竟与人类在发育和代谢各方

面都有差异 ， 且纯合子雄鼠发育不 良 ， 不易存活 ， 因此 ， 建立 ＯＴＣＤ 病人来源

的人源肝细胞模型对深化 ＯＴＣＤ 乃至 ＵＣＤ 的研宄都有着重要意义 。

本课题前期工作 已经建立了ＯＴＣＤ 病人 ＰＢＭＣ 来源的 ｉＰＳＣ ， 经过鉴定具备

多向分化潜能并携带病人原致病基因 ， 是建立 ＯＴＣＤ 类器官模型的 良好细胞源 。

因此 ， 我们将前期建立的 ＯＴＣＤ－

ｉＰＳＣ 进行肝细胞方向 的分化诱导 ， 并利用 ３Ｄ

培养模式进行类器官的培养 ， 为 ＯＴＣＤ 的研宄建立 良好的肝类器官模型 。

１ ． 实验材料与实验方法

１ ． １ 主要试剂

ｍＴｅ ｓＲ ｌ 人胚胎干细胞培养基 （ ＳｔｅｍＣｅ ｌ ｌＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ）

Ａｃｔ ｉｖ ｉｎＡ
（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ

， 美国 ）

ＲＰＭＩＭｅｄ ｉｕｍ１ ６４０培养基 （ Ｇ ｉｂｃｏ
， 美国 ）

Ｇ ｌｕｔａＭＡＸ
？

－

Ｉ（ Ｇ ｉｂｃｏ
， 美国 ）

人非必须氨基酸 （Ｍｅｎ ＮＥＡＡ ）（ Ｇ ｉｂｃｏ
，
美国 ）

ＣＨＩＲ９９０２ １ （Ｔｏｃｒｉｓ
， 美国 ）

ＡｄｖａｎｃｅｄＤＭＥＭ／Ｆ １ ２培养基 （Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ）

Ａｃｃｕｔａｓｅ消化液 （Ｌ ｉｆｅＴｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅ ｓ
， 美国 ）

定型 内胚层分化血清替代品 （上海弗元生物科技公司 ， 中 国 ）

肝类器官分化试剂盒 （上海弗元生物科技公司 ， 中 国 ）

８０
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ＣＥＬＬＳＡＶＩＮＧ 细胞冻存液 （新赛美生物科技有限公司 ， 中 国 ）

Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ００（Ｓ ｉｇｍａ
，
美国 ）

ＴＲＩｚｏ ｌ

？
Ｒｅａｇｅｎ

ｔ
（ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

， 美国 ）

ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 （南京诺唯赞生物科技股份有限公司 ，

中 国 ）

牛血清 白蛋 白 （北京鼎 国 昌盛生物技术有限责任公司 ， 中 国 ）

０ ．Ｃ ．Ｔ．Ｃｏｍｐｏｕｎｄ（
Ｓａｋｕｒａ Ｆ ｉｎｅｔｅｋ

， 美国 ）

１ ．２ 焚光定置 ＰＣＲ
（ｑＲＴ

－ＰＣＲ
）引物序列

—

基因正向引物 （５
，

ｔｏ３
，

）反向引物 （５
，

ｔｏ３
，

）

ＧＡＰＤＨＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ

ＦＯＸＡ２ＧＧＡＧＣＡＧＣＴＡＣＴＡＴＧＣＡＧＡＧＣＣＧＴＧＴＴＣＡＴＧＣＣＧＴＴＣＡＴＣＣ

ＳＯＸ  １ ７ＧＴＧＧＡＣＣＧＣＡＣＧＧＡＡＴＴＴＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＣＡＣＣＧＧＡＧＴＣＡ

ＡＦＰＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＣＴＣＧＣＴＡＴＧＡＧＣＡＴＧ ＩＴＧＡＴＴＴＡＡＣＡＡＧＣＴＧＣＴ

ＡＬＢＧＡＧＡＣＣＡＧＡＧＧＴＴＧＡＴＧＴＧＡＴＧＡＧＴＴＣＣＧＧＧＧＣＡＴＡＡＡＡＧＴＡＡＧ

ＨＮＦ４ＡＣＧＡＡＧＧＴＣＡＡＧＣＴＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＴＧＣＧＡＴＧＣＴＧＧＣＡＡＴＣＴ

ＧＧＴ １ＣＴＧＡＧＣＴＧＡＴＣＧＡＧＣＡＣＣＣＣＴＣＴＡＣＧＡＴＧＣＧＧＴＧＧＴＡＣＧ

ＣＹＰ３Ａ４ＡＡＧＴＣＧＣＣＴＣＧＡＡＧＡＴＡＣＡＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＴＧＣＴＣＧＴＧ

ＣＫ １ ８ＴＣＧＣＡＡＡＴＡＣＴＧＴＧＧＡＣＡＡＴＧＣＧＣＡＧＴＣＧＴＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＴ

ＣＫ １ ９ＡＣＣＡＡＧＴＴＴＧＡＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＣＣＴＣＡＧＣＧＴＡＣＴＧＡＴＴＴＣＣＴ

ＯＴＣＴＧＣＴＧＴＴＴＡＡＴＣＴＧＡＧＧＡＴＣＣＴＧＴＧＣＣＣＩＴＣＡＧＣＴＧＣＡＣＴＴＴＡＴＴＴ

ｅｘｏｎ ｌ
－２

ＯＴＣＴＣＧＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴＣＴＧＧＡＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＧＴＡＡＴＣ

ｅｘｏｎ９ －

１ ０


１ ．３ 抗体
—

抗体 雜比例 妒厂家 货号

Ｂｅｃｔｏｎ
，
Ｄ ｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄ

ＳＯＸ  １ ７ １ ： １ ００ ５６２２０５

Ｃｏｍｐａｎｙ （
ＢＤ

）

Ｂｅｃｔｏｎ
，
Ｄ ｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄ

ＦＯＸＡ２ １
：
１ ００ ５ ６ １ ５ ８９

Ｃｏｍｐａｎｙ （
ＢＤ

）

８１
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ＭＢ １ ： １ ００ ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＭＡ５ －２９０２２

ＡＦＰ １ ： ５ ０ Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ ＳＣ－

１ ３ ０３ ０２

ＣＹＰ３Ａ４ １ ： ５ ０ Ａｂｅａｍ ＳＣ－

５３ ８ ５０

ＯＴＣ １ ：２５０ Ａｂｅａｍ ａｂ２６２８６４

Ｄｏｎｋｅｙ 
ａｎｔｉ

－Ｍｏｕｓｅ

１ ： ５００ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＡ３２７６６

ＩｇＧ（
Ｈ＋Ｌ

）

Ｄｏｎｋｅｙ 
ａｎｔｉ

－Ｍｏｕｓｅ

１ ：２００ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃＡ３２７９４

ＩｇＧ （
Ｈ＋Ｌ

）

１ ．４ 仪器和设备

Ｃｏ ｓｔａｒＲ超低粘附 ６ 孔细胞培养板 （
Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司 ， 美国 ）

ＳＯＲＦＡ ３ ．５ｍｍ细胞培养皿 （
Ｌ ｉｆｅＳｃ ｉｅｎｃｅ

， 美国 ）

－８０
°

Ｃ超低温冰箱 ： ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

医用 －２０
°

Ｃ低温冰箱 、 医用 ４０Ｃ 冷藏箱 ： 青岛海尔特种 电器有限公司

Ｃ〇２ 培养箱 ： ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

超净工作台 ： Ｅ ｓｃｏ 公司

倒置显微镜 ： 德国卡尔蔡司公司

正置激光共聚焦显微镜 （
ＬＳＭ８８０

）
： 德国卡尔蔡司 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００ 超微量紫 夕卜可见分光光度计 ： ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

Ｂ ｉｏｅｒＰＣＲ 仪 ： 杭州博 日科技有限公司

ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 ： 美国 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ 公司

ＣＭ３０５０Ｓ 冰冻切片机 ： 徕卡公司

１ ．５ 实验方法 （本部分实验 由本人在中 国科学院广州生物医药与健康研究院进行 ）

１ ．５ ． １ｉＰＳＣ 的ｆｔ苏和培养

提前至少 １ 小时将用 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２稀释好的 Ｍａｔｒ ｉ

ｇｅ
ｌ 以 １ｍ ｌ／孔加入 ６孔板孔 ，

置于 ３ ７

＂

Ｃ培养箱备用 。 从液氮冻存盒中取出需诱导的 ｉＰＳＣ ， 快速移入 ３ ７

°

Ｃ水浴

锅中晃动至冻存管余少许碎冰后转入 １ ５ｍｌ 离心管 ， 加入约 ５ 倍细胞液体积的

ｍＴｅｓＲｌ 培养基 ， １ ０００ 转／分钟 ， 离心 ５ 分钟 。 弃上清后用 ｍＴｅｓＲ ｌ 培养基重悬细

胞 。 吸弃 Ｍａｔｒ ｉｇｅ 丨 后将细胞接种于培养板 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ培养箱中培养 。

１ ．５ ．２ｉＰＳＣ 向定型内胚层细胞分化

６ 孔板细胞生长至 ９０％汇合度时 ， 用 Ａｃｃｕｔａｓｅ 消化液消化细胞 ， 用含 １ ０

８２
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Ｒｏｃｋ ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒ 的 ｍＴｅ ｓＲ ｌ 培养基轻柔吹打细胞数次 ， 将细胞收集于 １ ５ｍ ｌ 离心管

中 。 １ ０００ 转／分钟离心 ５ 分钟后弃上清 ， 重悬细胞 ， 以 ６００ｐ ｉ／孔种入 ４ 个 ２４ 孔

板的孔。 过夜后观察细胞状态 ， ２４ 孔板 内细胞汇合度达 ９０％时开始进入定型 内

胚层细胞诱导分化阶段 。 吸弃原 ｍＴｅｓＲ ｌ 培养基 ， ＲＰＭＩＭｅｄ ｉｕｍ１ ６４０ 培养基轻

柔洗
一

次 ， 加入 ６００
＾ １／孔定型 内胚层细胞诱导分化培养基 （含 １ ００ｎｇ／ｍｌ Ａｃｔ ｉｖ ｉｎＡ

和 ２ｐＭＣＨＩＲ９９０２ １
）

。 然后每天按时换液 ， 换液前无需用其他培养基洗 。 培养

７２ 小时后 ｉＰＳＣ 分化成为定型 内胚层细胞 。

１ ．５ ．３定型内胚层细胞分化为肝类器官

这个阶段细胞需经历三个时期 ， 分别为肝前体类器官诱导分化时期 （ Ｓ １ 期 ） 、

胎肝类器官诱导分化时期 （ Ｓ２ 期 ） 、 成熟肝类器官诱导分化时期 （ Ｓ３ 期 ） ， 其

中 Ｓ １ 期 ４－６ 天 ， Ｓ２ 期 ６－

８ 天 ， Ｓ３ 期 ８ －

１ ０ 天。 将定型 内胚层细胞用 Ａｃｃｕｔａｓｅ 消

化后离心 ， Ｓ １ 培养基重悬后将细胞种入超低粘附的 ６ 孔板中 。 自 Ｓ １ 期开始 ， 细

胞进入悬浮培养阶段 ， 每天半量换液。 更换阶段时需用 巴 氏管将细胞团转移到离

心管中 ， ５０ －

８０ｇ 离心 ３ 分钟后用下
一

阶段的培养基重悬细胞团 ， 然后再种回原超

低粘附板中 。

１ ．５ ．４ＲＮＡ 的收集和提取

分别收集培养开始 （
Ｄ０

）
、 第 ３ 天 （

Ｄ３ ， 代表 ＤＥＣ
）
、 第 １ ３ 天 （

Ｄ １ ３ ， 代表类器

官前体）和第 ２ １ 天 （
Ｄ２ １ ， 代表成熟类器官 ）时的细胞 ＲＮＡ 进行每个阶段特异性基

因 的检测 。 取各个阶段的细胞／细胞团 ， 离心后用 Ｔｒｉｚｏ ｌ 充分裂解 ， 置于－

８０
°

Ｃ冰

箱保存 。 ＲＮＡ 提取的步骤请参照第三部分 １ ．５ ． ５ 中 ＲＮＡ 提取部分 。

１ ．５ ．５ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ

按照试剂盒说明书配制 ２０ｕ ｌ 的反应体系 。

ＲＮＡ ２ ｕｇ

Ｏ ｌ ｉｇｏｄＴ １
＾

ｉ ｌ

ｄＮＴＰ ４
［
ｉｌ

ｄｄＨ２Ｑ


＋ＲＮＡ＝９
＾ １



６５
°

Ｃ水浴 ５ｍ ｉｎ 后立即放冰上 。然后再加入 ５ｘＲＴ ｂｕｆｆｅｒ４ｕ ｌ
，
ＲＲＩ１

ｎ ｌ
，
ＲＮａｓｅ

Ａｃｅ ｌ ｕ ｌ 。 上机 ， 反应程序为４２
°

Ｃ ６０ｍ ｉｎ
；９９

°

Ｃ ５ｍ ｉｎ ；１ ６
°

Ｃｈｏ ｌｄｅｒ 。

１ ．５ ．６
ｑＲＴ

－ＰＣＲ

根据 ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书配置 ２０

ｎ ｌ 反应体系 ， 如下 ：

ｃＤＮＡ
（稀释 ５０ 倍后 ） ８ ｐ ｌ

８３
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２ｘＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ ＭＩＸ ＼ 〇 ＾ｌ

Ｆ／Ｒ
ｐｒｉｍｅｓ（ ２ ．５Ｍ ） １ ． ６

 ＼
ｘ ｌ

ｍｏ


０ ．４
 ＼
ｘ ＼



每个样本做 ２
－

３ 个复孔 ， 反应条件如下 ：

步薄 温度（

°
ｃ

＞时间循环

１ ９５ １ 分钟－

２ ９５ １ ０秒－

３ ６０ ２０秒 ４０



４


７０


５ ＃


－



１ ． ５ ．７ 冰冻切片制备

将 ３Ｄ 立体分化得到的肝类器官制备为冰冻切片样品进行相关蛋 白 的检测 。

将分化至 ２ １ 天的肝类器官用 巴 氏管移入 １ ．５ｍ ｌＥＰ 管中 ， 加入 ４％多聚 甲醛 甲

醛 ， ４
°

Ｃ固定过夜 ；
ＤＰＢ Ｓ 洗 ３ 次后小心将类器官移入包埋盒 ， 加入 ０ ．Ｃ ．Ｔ ， 放

入干冰盒中速冻后按照实验需要行冰冻切片 ， 切片厚度为 １ ６ｐｍ ， 切片置于－８０
°
Ｃ

保存 。

１ ．５ ．８免 触

将 自 － ８０
°
Ｃ冰箱取出 的冰冻切片在 ＤＰＢＳ 中泡洗 ２ 次 ， 然后用疏水笔画出样

本所在区域 ， 加 ０ ．２％的 ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ 室温通透 ４０ 分钟 ， ＤＰＢＳ 洗去 Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ００ 。

５％牛血清 白蛋 白 （
ＢＳＡ

）
４
°
Ｃ封闭 ４ 小时后小心弃去 ＢＳＡ ， 加入一抗 ， ４

°

Ｃ孵育过

夜 。 第二天将样品置于 ＤＰＢ Ｓ 中洗 ２ －３ 次 ， 洗去
一

抗 ； 然后加入适量二抗 ， 室温

避光孵育 ２ 小时 ； 同样用 ＤＰＢＳ 洗去二抗 ； 最后用 ＤＡＰＩ 染核 ；
ＤＰＢＳ 洗去 ＤＡＰＩ

后封片 、 拍照 。

１ ．６ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２ １ ．０ 统计软件对实验结果进行统计学处理和分析 ， 计量资料两组

比较采用 ｔ 检验 ； 两组以上比较采用单因素方差检验 。 数据 以平均值 ：ｔ标准差

（
ｍｅａｎ＋ＳＤ

）
表示 ， ／

？＜ ０ ．０５ 认为有统计学意义 。

２ ． 实验结果

２ ． １ｉＰＳＣＭＪｆｆ类器官的形态学改变

ｉＰ ＳＣ 分化成为肝脏类器官的过程经历 了定型 内胚层期 、 肝类器官形成前期 、

类器官扩增期 以及类器官成熟等 ４ 个不同的阶段 。 分化过程及不同时期的形态改

８４
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变如 图 ３
－

１ 所示 。 进入 ３ Ｄ 培养模式后 ， 细胞呈现小球状 ； 在肝细胞逐渐成熟后

表现 出
“

葡萄
”

样形态 ， 并可见多 角形肝细胞 出现 。

Ａ ｜ＷＴ ｜ ｜ＯＴＣ Ｄ

ｉ ＰＳＣ

３ｄ

＊

ＤＥｃｅ ｌ ｌ ｓ

４ －６ｄ

 ＳＨ
｜
ｋ

Ｌ ｉｖｅ ｒ

ｄｅ ｔｅ ｒｍ ｉ ｎａ ｔ ｉｏｎ

６ －８ｄ

Ｕｖｅ

［

ｂｕｄ ｉＳｗ＞￡＾ ：

８
－

１ ０ｄ

ｙ

Ｂ

Ｉ
＇’

ｒ

图 ３ ＿

１ 肝类器官分化的阶段及相应的形态

８ ５
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图 ３
－

ｌ Ａ ： ｉＰＳＣ 分别经历 了 定型 内胚层细 胞 、 肝类器官形成前期 、 肝芽期 以及类器官期

不 同阶段分化成熟为肝类器官 ， 每个阶段的细胞呈现不 同 的形态 。

图 ３
－

１ Ｂ
： 第 ２ １ 天的类器官整体呈现

“

葡萄
”

样形态 ， 其 中可见多角形的肝细胞 （ 图 中

箭头标注处 ） 。

２ ． ２ 免疫焚光检测定型内胚层细胞特异性抗体

利用 免疫荧光的方法检测 了ＤＥＣ 特异性基因 ＳＯＸ １７ 和 ＦＯＸＡ２ 在第 ３ 天细

胞 中 的表达 ， 结果证实第三天的细胞为 ＤＥＣ ， 且分化效率较高 （图 ３
－２

）
。

國■■國
圓■■國

图 ３－２ＤＥＣ 特异性基因 ＳＯＸ １７ 和 ＦＯＸＡ２ 在第 ３ 天细胞 ＲＮＡ 中 的表达

２ ．３
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测肝分化不同阶段特异性基因的表达

细胞在不 同 的分化阶段会表达不同 的特异性基因 。 定型 内胚层阶段的特异性

基因为 ＳＯＸ １ ７ 和 ＦＯＸＡ２ ， 结果显示这两个基因 在 ｉＰＳ 细胞不表达 ， Ｓ０Ｘ １ ７ 在第

３ 天的 ＤＥＣ 阶段达到高峰 ， 后随着细胞逐渐 向肝细胞方 向 分化而迅速衰减 ，

ＦＯＸＡ２ 的高峰期有所延迟 ， 但在肝细胞的成熟期 （
Ｄ ２ １

）亦明 显下调 。 而肝细胞特

征性基因ＡＦＰ 、 ＡＬＢ 、 ＧＧＴ １ 、 ＣＹＰ ３Ａ４ 、 ＨＮ Ｆ４Ａ 、 ＧＧＴ １ 、 ＣＫ １ ８ 、 ＣＫ １ ９等则随

着肝细胞的逐渐成熟表达量逐渐上调 （ 图 ３
－

３ ， 图 ３
－４ ） 。

８ ６
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ＦＯ ＸＡ２ ＳＯＸ １ ７ ＨＮ Ｆ４Ａ

１ ６００  ｒ ＢＯＯＯＯ ｒ １ ２００００

１ ４００ Ｔ ７瞻

麵
． ０００００＿

１ ２００  ｈ ６ （Ｘ ＞ ０ Ｃ
 ＾＿■

１ Ｋ ）Ｃ■ ５０Ｃ ０ Ｃ■ ６００００
｜｜

８０Ｃ ｉ＿ ４ ００ ００ ｌ＿ ６ ００００Ｓ
６００■＾

３００ ０Ｃ■ ， 〇〇〇〇＿
４Ｘ ｌ ２００ ０Ｃ ｉＨ 圓

Ｔ ｔＩ＿＿■＿＿－ ＿ ．
■

．

ＤＯ ０ ３ Ｄ １ ３ Ｄ２ １ Ｄ Ｏ Ｄ ３ ０ １ ３ ０２ １ ＤＯＤ３ Ｄ １ ３ ０ ２ １

Ａ Ｆ Ｐ ＡＬ Ｂ Ｃ Ｙ Ｐ ３Ａ４
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图 ３ －４ＯＴＣＤ 病人 ｉＰＳＣ 肝分化不同阶段特异性基因的表达

２ ． ４ 免疫焚光检测肝细胞特异性蛋 白 的表达

利用免疫荧光的方法检测 白 蛋 白 、 甲胎蛋 白 、 细胞色素酶 （ ＣＹＰ３Ａ４ ） 在肝

类器官的表达情况 ， 结果显示诱导分化 出 的对照组和病例组肝类器官均特异性地

表达上述三个标记物 （图 ３
－

５ ， 图 ３
－６

）
。

８ ７
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图 ３ － ５ 对照组肝类器官特异性蛋 白表达情况

國■圃

８ ８
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■＿
图 ３－６ＯＴＣＤ 肝类器官特异性蛋 白 的表达

２ ． ５ＯＴＣ 在肝类器官中的表达

利用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 的方法检测 了ＯＴＣ 基因不 同外显子在两组类器官 中 的表达情

况 。 随着肝细胞的成熟 ， ＯＴＣ 基因表达量逐渐升高 。 病人未缺失的 ＯＴＣ 基因 １
－２

号外显子的在正常肝类器官和病人肝类器官均正常表达 ， 但包含 了病人缺失外显

子的 ９ －

１ ０ 号外显子表达量则相对于正常组 明显减低 。
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利 用 免疫荧光法对 ＯＴＣ 再病例组和对照组类器官 中 的表达进行检测 （ 图

３
－

８
）

， 并利用 Ｉｍａｇ ｅＪ 软件进行平均荧光强度分析 ， 从而对特异性蛋 白 表达进行

半定量分析 。 结果显示病例组 ＯＴＣ 蛋 白 的平均荧光强度 明显低于对照组 ， 即 蛋

白表达量减低 （图 ３
－ ９

）
。

ｈ
＇Ｉ

ｉ ｊ  Ｉ ！Ｏ ＴＣＤ

图 ３ － ８ＯＴＣ 蛋 白在肝类器官中的表达
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图 ３ － ９Ｉｍ ａ ｇｅＪ 对 ＯＴＣ 蛋 白表达的半定量分析结果

３ ． 讨论

９ ０
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关于肝脏的形成和发育 ， 目 前的理论认为 ， 肝脏中最主要的两种细胞 ， 即肝

细胞和胆管细胞 ， 都是来源于原肠期的前原条形成的 内胚层 ， 在人类胚胎的第三

周 即 已经出现 （ Ｇ〇ｒｄｉ ｌ ｌ〇 Ｍ
，
２０ １ ５ ） 。 对胚胎肝细胞模型的研宄发现 ， 有两极分化

特性的中 内胚层先形成 ＤＥＣ ， 然后分化为前肠 、 中肠和后肠 ， 其中前肠细胞逐

渐形成肝脏 （
Ｔｒｅｍｂ ｌａｙＫＤ ，

２００５
）

。 肝母细胞细胞在胚胎第 ５ 周开始形成肝芽

（
Ｍ ｉｇ ｌ ｉａｃｃ ｉｏ Ｇ

，１ ９８６
）

， 自胚胎第 ５６
－

５ ８ 天开始向肝细胞和胆管细胞分化 （ Ｇｏｒｄ ｉ ｌ ｌｏ

Ｍ
，
２０ １ ５ ） 。

从诱导分化的流程图 中可以看出 ， 肝脏类器官的诱导分化就是在体外模拟上

述分化过程 。 首先在形态学上 ， 细胞进入悬浮培养阶段后形成多个细胞球 ， 随着

肝细胞的成熟逐渐呈现出典型的
“

葡萄
”

样形态 ， 表面可以看到与肝实质细胞相同

的多角形形态 （
ＭｉｍＳＪ

，
２０ １ ９

）
， 这与将正常成人肝组织进行体外培养所获得的肝

类器官具有相同的单层上皮细胞样结构 （
Ｈｕｃｈ Ｍ

，
２０ １ ５

）
， 从形态学上证明该类器

官为肝脏类器官 。

不同阶段的细胞会表达特异性的基因 。 核蛋 白 ＳＯＸ １ ７ 是 ＤＥＣ 发育过程中至

关重要且高度保守的调节因子 （
Ｓ６ｇｕ ｉｎＣＡ

，
２００８

）
， 在定型 内胚层和 内脏内胚层细

胞都高表达 （
Ｍａｎｕｅ ｌＶ

，
２０ １ ４

）
， 且 ＳＯＸ １ ７ 阴性的细胞无法继续在前肠或中肠发育

（
Ｌｅｗ ｉｓＳＬ

，
２００６

）
。 而 ＦＯＸＡ２ 虽然也是 内胚层细胞的标记物 ， 但是其在哺乳动物

自胚胎发育到器官形成的多个生命阶段都发挥重要作用 ， 尤其是在肝脏的发育过

程中 ， 是重要的调节因子 （
１＾ １＾ ？８

，
２０ １ ８

）
。 ３〇乂 １ ７ 和 ？〇又＾ 的表达标志着肝

分化过程的开始 （
Ｋｕｍａｒ ＰＳ

，２０２０）
。 免疫荧光结果均显示 ， ＳＯＸ １ ７ 和 ＦＯＸＡ２ 在

第三天的 ＤＥＣ 高表达 ， 证明我们的诱导分化经历了确定的定型 内胚层时期 ， 且

分化效率较高 ， 为下
一

步向肝细胞方向的分化奠定了坚实的基础 。 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果

所示 ＦＯＸＡ２ 表达高峰出现在第 １ ３ 天 ， 可能是 由于 ＦＯＸＡ２ 在肝的器官形成中亦

发挥调节作用 ， 而 ｉＰＳＣ 在肝分化过程中存在着细胞的不均质性有关 。 但第 ２ １

天的结果显示二者的表达均下调 ， 而肝细胞特异性基因上调 ， 说明肝类器官中成

熟的肝细胞形成并增多 。

对于肝细胞的鉴定 ， 我们首先在 ＲＮＡ 水平用 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 了肝细胞

特异性基因的表达情况 ， 包括ＨＮＦ４Ａ
，
ＡＦＰ

， 
ＡＬＢ

，
ＧＧＴ １

，
ＣＹＰ３Ａ４

，
ＣＫ １ ８

，
ＣＫ １ ９ 。

从结果中我们可以看到 ， 随着 ＤＥＣ 逐渐分化为肝细胞 ， 这些肝细胞的特征性基

因在肝芽期 （
Ｄ １ ３

）即开始明显升高 ， 到类器官的成熟期 （
Ｄ２ １

）达到高峰 ， 证明我们

９１





山 东大学博士学位论文


分化培养 出 的确定是肝脏 的类器官 。 另 外 ， 代表成人肝细胞的基因 ＡＬＢ 、

ＣＹＰ３Ａ４
（
Ｈａｎｎａｎ ＮＲＦ

，
２０ １ ３

）在肝芽期表达非常低 ， 而到了成熟期明显上调 ， 证明

我们培养出 的类器官已经相对成熟 。 然后 ， 我们进
一

步用免疫荧光的方法在蛋白

水平验证了 白 蛋 白 、 细胞色素酶及 甲胎蛋 白在类器官切片 中的表达 ， 结果显示上

述三种蛋 白在肝类器官中大量表达 ， 再次证明我们诱导分化的类器官是相对成熟

的肝脏类器官 。

由于 ｉＰＳＣ 是 ＯＴＣＤ 病人来源的 ， 我们还检测 了ＯＴＣ 基因的表达情况 。 病

例 ３ 存在 ＯＴＣ 基因 ３ －９ 号外显子的大缺失 ， 是
一

个新发变异 ， 我们检测 了ＯＴＣ

基因 １
－２ 号外显子和 ９ －

１ ０ 号外显子的表达情况 ， 结果显示其 １
－２ 号外显子在对照

组和病例组的肝类器官中均正常表达 ， 而 ＯＴＣＤ 肝类器官中 ９－

１ ０ 号外显子的表

达量则 明显降低 。 在蛋 白水平 ， ＯＴＣ 蛋白在对照组和病例组均有表达 ， 但蛋 白

半定量分析显示病例组 ＯＴＣ 蛋 白 的表达量亦降低 ， 证明 ＯＴＣ 基因新发的 ３ －９ 号

外显子的缺失在转录和翻译两个水平均影响 了酶的形成 ， 从而导致临床症状 。

已有文献报道成功建立了ＯＴＣＤ 的体外细胞模型 ， 分别来源于 ＯＴＣＤ 病人

的原代肝细胞和肝成纤维细胞 （
ＳｕＳ

，
２０ １ ９

；
Ｚａｂｕ ｌ ｉｃａ Ｍ

，
２０２ １

）
。 原代肝细胞来源的

肝类器官被认为是最接近于正常肝脏生理功能的 （
ＬａＵＳｃｈｋｅ ＶＭ

，

２０ １ ９
）

， 然而 ， 众

所周知 ， 原代肝细胞在体外无法长时间培养传代 ， 即使 Ｓｕ 等建立的原代肝细胞

来源的 ＯＴＣＤ 类肝细胞可稳定传代 １ ５ 代 ， 仍对下游实验提出 了非常严格的时间

限制 ， 且不利于将来应用于再生医学中 。 而肝成纤维细胞的获取仍需要采用肝脏

穿刺这类有创操作的方式 ， 损伤大 ， 病人痛苦大 ， 且类器官的培养分化周期近 １

月 。 我们利用病人 ＰＢＭＣ 重编程为 ｉＰＳＣ ， 然后进
一

步分化培养为肝脏类器官 ，

不仅细胞来源简单易得 ， 成本低 ， 病人痛苦小 ， 而且诱导分化为类器官的周期更

短 （ ２ １ 天 ） ， 白蛋 白 、 ＣＹＰ３Ａ４ 等功能蛋 白 的表达高 ， 是此类细胞模型非常理

想的建立模式 ， 可以推广应用于其他肝脏相关疾病的类器官模型建立和研宄中 。

综上所述 ， 我们利用前期工作建立的 ＯＴＣＤ 病人 ＰＢＭＣ 来源的 ｉＰＳＣ ， 诱导

分化成病人特异性的肝类器官 ， 成功搭建了首个 ＯＴＣＤ 病人 ＰＢＭＣ 来源的肝类

器官 ， 并利用该模型进行 了ＯＴＣ 基因 ３ －

９ 号外显子缺失致病机制的初步探讨 ，

为深入进行 ＯＴＣＤ／ＵＣＤ 的病理生理过程 、 药物筛选及基因编辑等治疗技术提供

了潜在的体外肝类器官模型 。

９２
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

结 论

本研究回顾性分析了７ 例尿素循环障碍患儿的临床特征 、 实验室检查 、 基因

学检查 ， 并将其中 ２ 例病人的 ＰＢＭＣ 经过重编程技术获得多能型诱导干细胞 ，

进
一

步诱导分化为病人特异性的肝脏类器官 ， 得出 以下结论 ：

１ ． 对临床有败血症表现的新生儿和呕吐伴神经系统症状的儿童均应进行血浆氨

的检测来排除 ＵＣＤ ； 凝血功能障碍可能是 ＵＣＤ 病人肝损伤更早期的表现 ， 且需

动态监测早发型 ＵＣＤ 病人的血钙水平 ；
血丙氨酸和脯氨酸水平可能对早发型近

端 ＵＣＤ 病人有辅助诊断价值 。

２ ． 感染可加重 ＵＣＤ 病人的临床表型 ， 对于合并感染的高氨血症患者 ， 可考虑首

选氨苄西林和美罗培南作为抗感染药物 ； 血液净化可有效降低血浆氨水平 ， 但预

后不单纯取决于后者 。

３ ．７ 例病人的遗传学检查共发现 ６ 个新发变异 ， ＵＣＤ 的临床表型和预后仍主要取

决于其基因型 ； 发生在基因保守区域和酶反应区域的 、 显著影响蛋 白结构的 、 以

及大的缺失和无义变异可能对酶的影响更为明显 ， 从而导致更为严重的临床表

型 。

４ ． 利用非整合性重编程的方法成功构建了２ 株 ＯＴＣＤ 病人 ＰＢＭＣ 来源的 ｉＰＳ 细

胞系 ， 并在 ３Ｄ 培养条件下诱导分化为肝脏类器官 ， 成功构建 了首个 ＯＴＣＤ 病人

ＰＢＭＣ 来源的肝类器官 ； 利用该类器官证实 ， ＯＴＣ 基因 ３ －９ 号外显子的缺失在转

录和翻译水平均导致 ＯＴＣ 的表达降低 ， 从而导致尿素循环障碍 。

９３
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

不足与展望

不足

１ ． 由于尿素循环障碍的罕见性 ， 我们 的病例数仍较少 ， 所得临床部分结论

仍需进
一

步验证 。

２ ． 未能建立 ＣＰＳ １Ｄ 的 ｉＰＳＣ 及类器官模型 。

３ ． 对己经建立起的 ＯＴＣＤ 病人的肝类器官模型需进
一

步进行功能检测 。

展望

１ ． 我院作为区域性儿童医学中心 ， 将联盟山 东大学齐鲁医疗集团 内 多家医

疗机构或筛查中心 ， 整合多方资源 ， 进行 ＵＣＤ 的流行病学研宄和产前筛查 ， 开

展对基因携带家庭、 孕妇的早期干预 ， 避免悲剧反复发生 ， 提高人 口质量 。

２ ． 我院作为山东省最大的危重儿转运中心 ， 可发挥 自 身优势 ， 对可疑病例

进行尽早转运 ， 尽力提供最好的治疗和生命支持 。

３ ． 在已经建立的 ＯＴＣＤ 的 ｉＰＳＣ 模型的实验基础上 ， 争取收集更多 ＯＴＣＤ

及其他 ＵＣＤ 病人的标本 ， 建立山东乃至全国 的 ＵＣＤ 基因库 、 ｉＰＳＣ 库 。

４ ． 利用 已经建立的 ＯＴＣＤ 的 ｉＰＳ 模型和肝脏类器官模型 ， 进
一

步优化培养

条件 ， 完善类器官的肝功能 ， 尤其是代谢功能 ， 进行发病机制研宄及寻找相应治

疗方法 ， 如可尝试基因编辑治疗的基础研宄 ， 并逐渐延伸至产前干预和临床早期

干预 ， 提高产前筛查率和患儿存活率 ， 并通过早期诊断和早期识别改善患儿的生

活质量和神经系统预后 。

９４
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

附 表



財表 １
－Ａ ＣＰＳ１ 基因变异＾义变异


外显子核苷酸較氣基黢贼＃＃文献
￣

１ ２ Ｃ ． １ ２８０ＴｐＡ４３Ｖｆｆｉｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２〇Ｔ ｌ

２２ ｃ ． １ ７３Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ ５ ８ＤＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

３２ ｃ ． １ ７３Ｇ＞ＴＰ ．Ｇ ５ ８Ｖ Ｃｈｅｎｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ ８

４２ Ｃ ． １ ９４０Ｔ Ｐ ． Ｓ６５ＦＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ １

５２ ｃ ．２ １ ２Ｔ＞Ｇ Ｐ ．Ｖ７ １ＧＨＭｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

６２ ｃ ．２３６Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｇ ７９ＥＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

，
２００７

７ ３ Ｃ ．２５９０ＴＰ ．Ｐ８７５ＳＨＭｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

８ ３ ｃ ．２６５Ｔ＞Ｇ ｐ ．Ｙ８９ＤＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａＬ
， 
２０ １ １

９ ３ Ｃ ．２９６０Ｔ Ｐ ．Ｐ９９ＬＫｒｅｔｚ ｅｔ ａＬ
， 
２０ １２

１ ０ ３ ｃ ． ３６８Ｃ＞ＴＰ ．Ｓ １ ２３Ｆ Ｓｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ ．

，
１ ９９８

１ １ ３ Ｃ ． ３ ６８０ＡＰ ． Ｓ １ ２３ＴＡ ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ６

１ ２４ ｃ ． ３２３Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ １ ０８ＥＹａｎｇ
ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ ７

１ ３４ ｃ ．４４６Ｔ＞Ｃ ｐ丄  １ ４９ＳＣｈｅｎｅｔ ａＬ
， 
２０ １ ７

１ ４ ５ ｃ ．４７８Ｇ＞ＡＰ ．Ａ １ ６０Ｔ Ｆａｎｅｔ ａｌ ．

， 
２０２０

１ ５ ５ ｃ ．４９４Ａ＞ＧＰ ．Ｄ １ ６５ＧＨＭｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ６ ５ Ｃ ．５２０ＯＴＰ ．Ｒ １ ７４ＷＡｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

１ ７ ７ ｃ ．６３４Ｔ＞Ａｐ ．Ｙ２ １ ２ＮＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ
， 
２００７

１ ８ ７ ｃ ． ６７ １Ａ＞Ｔｐ ．Ｄ２２４ＶＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ９７ Ｃ ． ６９７０Ｔｐ ．Ｒ２３ ３ＣＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２０ ｃ ．７ １ ３Ｇ＞ＣＰ ．Ｒ２３ ８ＰＸｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０２０

２ １ ８ ｃ ．７２８Ａ＞ＣＰ ．Ｈ２４３ ＰＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２２ ８ ｃ ． ７７３Ｇ＞Ａｐ ．Ｇ２５ ８ＥＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２３ ８ ｃ ． ７８８Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ２６３ＥＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２４ ８ Ｃ ． ７９４０ＴＰ ．Ｐ２６５ＬＫｒｅｔｚ ｅｔ ａｌ ．

５
２０ １ ２

２５ ８ ｃ ．７９６Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ２６６Ｒ ｃｈｅｎｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ８

２６ ８ ｃ ． ８４０Ｇ＞Ｃｐ ．Ｋ２ ８０ＮＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａ ｌ ．

，
２００７

２７ ９ ｃ ．９０２Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ３０ １Ｅ Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

，
２００６

２ ８ ９ Ｃ ．９ １ １０ＴＰ ．Ａ３ ０４ＶＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２９ １ ０ ｃ ．９５０Ｇ＞Ａ ｐ
．Ｇ３ １ ７ＥＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

？ 
２０ １ １

３ ０ １ ０ ｃ ． １ ０ １ ０Ａ＞Ｇ ｐ ．Ｈ３ ３７ＲＡｏｓｈ ｉｍａｅｔ ａｌ ．

， 
２００ １

３ １ １ ０ Ｃ ． １ ０２２ ＴＸ：ｐ ．Ｌ３４ １ ＳＦｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ２

３２ １ ０ ｃ ． １ ０６３Ａ＞Ｇ Ｐ
．Ｎ３ ５ ５Ｄ Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

，
２００６

３ ３ １ ０ ｃ ． １ ０７２Ｇ＞Ｃ Ｐ ．Ｄ ３ ５ ８ＨＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

３４ １ １ Ｃ ． １ １ ４５０ＴＰ ．Ｐ３ ８２ＬＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

３ ５ １ ２ ｃ ．  １ １ ６６Ａ＞Ｇ ｐ ．Ｙ ３ ８９Ｃ Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

９ 
２００６

３ ６ １ ２ ｃ ． １ １ ６９Ｔ＞Ｇ ｐ丄３ ９０Ｒ Ｅｅｄｓｅ ｔ ａ ｌ ．

， 
２００６

３ ７ １ ２ ｃ ． ！ ２０ １ Ｇ＞Ｃ Ｐ ．Ｇ４０ １ＲＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

３ ８ １ ３ ｃ ． １ ２９ １Ｇ＞Ａ Ｐ ．Ｇ４３ １ ＲＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

３ ９ １ ３ ｃ ． １ ２９５Ｇ＞Ｔ Ｐ ．Ｇ４３２ＶＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

９ 
２０ １ １

４０ １ ３ ｃ ． １ ３ １２Ｇ＞Ａ Ｐ ．Ａ４３ ８ＴＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

４ １ １ ３ ｃ ． １ ３ １ ２Ｇ＞Ｃ Ｐ ．Ａ４３ ８ＰＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａ ｌ ．

，
２００７

４２ １ ３ ｃ ． １ ３４８Ａ＞Ｇ Ｐ ．Ｋ４５０ＥＨＭｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

４３ １ ４ ｃ ． ｌ ３７０Ｉ＞Ｇ Ｐ ．Ｖ４５７ＧＦｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００３

４４ １４ Ｃ ． １ ４ １２０Ａ Ｐ
．Ｔ４７ １Ｎ Ｐｅｋｋａｌａ ｅｔ ａＬ

， 
２０ １ ０



４５


１ ４


ｃ ． １４９２Ｇ＞Ｃ


ｐ ．Ａ４９８Ｐ


Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

９５
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４６ １ ５ ｃ ． １ ５９２Ｔ＞Ａｐ ．Ｖ５３ １ＥＨＳｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

４７ １ ５ ｃ ． １ ５ ９２Ｔ＞Ｇｐ ．Ｖ５ ３ １ＧＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

Ａ Ｏ ｉｄ 广、ｔＴｃ ／ ｉｍＦｉｎｃｋｈ ｅｔ ａｌ ．

，
１ ９９ ８

； 
Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ

４ ８ １ ５ ｃ ． ｌ ６３ １Ｃ＞Ｔｐ
．Ｔ５４４Ｍ ａＬ

，

２０ １ １
； 本文

４９ １ ６ ｃ ． １ ７５９Ｃ＞Ｔｐ ．Ｒ５ ８７ＣＨａｂｅｒ ｌ ｅ ｅｔ ａ ｌ
？ 
２０ １ １

ｃａ〇ｃｏ＾ｕＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ
， 
２００７

；
Ｗａｎｇ 

ｅ ｔ

５０ １ ６ ｃ ． １ ７６０Ｇ＞Ａ ｐ
＿Ｒ５ ８ ７Ｈ ａＬ

， 
２０ １ １

； 
Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

３
２〇ｎ

５ １ １ ６ ｃ ． １ ７６０Ｇ＞ＴＰ ．Ｒ５ ８７ＬＨａｂｅｒ ｌ ｅ ｅｔ ａｈ
，
２０ １ １

５２ １ ６ ｃ ． １ ７６５Ｇ＞Ａｐ ．Ａ５ ８９Ｔ Ｅｅｄｓ ｅｔ ａＬ
， 
２００６

５ ３ １ ６ ｃ ． １ ７７７Ｇ＞ＣＰ ．Ｇ ５９３ＲＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００７

５４ １ ６ Ｃ ． １ ７９０ＯＴｐ ． Ｓ５９７ＬＨａｂｅｒｌ ｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

５ ５ ｃ ． １ ７９９Ｇ＞Ａｐ ．Ｃ６００ＹＺｈａｎｇ 
ｅｔ ａｌ ．３ １ ８

５ ６ １ ７ ｃ ． １ ８６４Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｖ６２２ＭＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

５ ７ １ ７ ｃ ． Ｉ ８ ８３Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｇ６２８ＤＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

５ ８ １ ７ ｃ ． １ ８９５Ｉ＞ＧＰ ． Ｉ６３２ＲＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

５９ １ ７ ｃ ． １ ９ １ ３Ｇ＞ＣＰ ．Ｒ６３ ８ＰＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

６０ １ ７ ｃ ． １ ９ １ ８Ｇ＞Ｔ Ｐ
．Ａ６４０Ｓ Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

５ 
２００６

６ １ １ ７ ｃ ． １ ９４３Ｇ＞Ａｐ ．Ｃ６４ ８ＹＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

６２ １ ７ ｃ ． １ ９５ １ Ｇ＞ＡＰ ．Ｅ６５ １ ＫＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

， 
２００７

６３ １ ７ Ｃ ． １ ９５８Ｔ 
＞ＧＰ ．Ｖ６５ ３Ｇ Ｆａｎｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０２０

６４ １ ７ ｃ ． １ ９６ １Ａ＞ＴＰ ．Ｄ６５４ＶＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

６５ １ ７ ｃ ． １ ９８ １Ｇ＞ＣＰ ．Ｇ６６ １ＲＦｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ ２

６６ １ ７ ｃ ． １ ９８ １Ｇ＞ＴＰ ．Ｇ６６ １ Ｃ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

６７ １ ８ ｃ ．２０２ １Ａ＞ＴＰ ．Ｎ６７４ ＩＫｕｒｏｌａｗａｅｔ ａｌ ．

， 
２００７

６８ １ ８ ｃ ．２０２２Ｔ＞ＡＰ ．Ｎ６７４ＫＨＳｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

６９ １ ８ ｃ ．２０３ ３Ａ＞Ｃ ｐ ．Ｑ６７８ＰＰｅｋｋａｌａ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ０

７０ １ ８ ｃ ．２０９３Ａ＞Ｇ Ｐ ．Ｎ６９８ＳＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

７ １ １ ８ ｃ ．２ １ ４８Ｔ＞Ａｐ ．Ｎ７ １ ６ＫＳｕｍｍａｒ ｅｔＥｅｄｓ ｅｔ ａ ｌ
－

７２ １ ８ ｃ ．２ １ ５３Ｇ＞ＡＰ ．Ｒ７ １ ８ＫＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

７３ １ ８ ｃ ．２ １ ６２Ｇ＞ＡＰ ．Ｒ７２ １ ＱＨａｂｅｒ ｌ ｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

７４ １ ８ ｃ ，
２ １ ７０Ｇ＞Ｃｐ ．Ａ７２４ＰＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

７５ １ ８ ｃ ．２ １ ７６Ｇ＞Ａｐ ．Ａ７２６ＴＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

７６ １ ９ ｃ ．２３ ００Ａ＞Ｔｐ ．Ｄ７６７ＶＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

７７ １ ９ ｃ ．２３２ １ Ｃ＞ＴＰ ．Ｐ７７４ＬＰｅｋｋａ ｌａ ｅｔ ａｌ ．

［
２０ １ ０

］

７８ １ ９ ｃ ．２３ ３ ９Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｒ７８ ０Ｈｆｆｉｂｅｒｆｅ

７９ １ ９ ｃ ．２３ ７６Ｇ＞Ｃ Ｐ ．Ｍ７９２ ＩＨａｂｅｒｌ ｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

８０ ２０ ｃ ．２４０７Ｃ＞Ａ ｐ ．Ｒ８０３ ＳＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

８ １ ２０ ｃ ．２４０７Ｃ＞Ｇ ｐ ．Ｒ８０３Ｇ〇ｍ＞ ｅｔ ａｌＪＯ

＾＾
ｂｅｒｉｅｅｔａＬ

，

８２ ２０ ｃ ．２４０７Ｃ＞ＴｐＲ８０３ＣＨａｂｅｒｌ ｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

８３ ２０ ｃ ．２４ １ ３ Ｔ＞Ｃｐ ．Ｆ８０５Ｌ Ｅｅｄｓ ｅｔ ａＬ
， 
２００６

８４ ２０ ｃ ．２４ １ ４Ｔ＞ＣＰ ．Ｆ８ ０５ ＳＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

５ 
２０ １ １

８５ ２０ ｃ ．２４２９Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｑ ８ １ ０ＲＦｕｎｇｈｉｎｉ＆ Ｅｅｄｓｅｔ

８６ ２０ Ｃ ．２４４０ＯＴ ｐ ．Ｒ８ １ ４ＷＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａｌ ， 
２０ １ ７

； 
Ｈａｂｅｒ ｌｅｅｔ

８７ ２０ ｃ ．２４４６Ｔ＞Ｃ ｐ ．ＣＳ ｌ ６ＲＨａｂ ｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

９ 
２０ １ １

８８ ２０


ｃ ．２５２８Ｔ＞Ｃ


ｐ丄８４３ Ｓ


Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００３

９６
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８９ ２０ ｃ ．２５３ ７Ｃ＞Ｔｐ ．Ｐ８４６ＬＺｈａｎｇ 
ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ ８

９０ ２０ ｃ ．２５４８Ｃ＞Ｔｐ ．Ｒ８５０ＣＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００７

９ １ ２０ ｃ ．２５４９Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｒ８５ ０ＨＷａｋｕｔａｎｉ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０Ｍ

； 
Ｈａｂｅｒｌｅ

９２ ２ １ ｃ ． ２６ １ １ Ａ＞ＣＰ ．Ｔ８７ １ＰＫｒｅｔｚ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ２

９３ ２ １ ｃ ．２６２３Ａ＞ＧＰ ．Ｋ８７５ＥＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａＬ
， 
２００３

９４ ２２ ｃ ．２７３２Ｇ＞ＡＰ ．Ｇ９ １ ＩＥｆｆｉｂｅｒｉｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

９５ ２２ ｃ ．２７３ ２Ｇ＞Ｔ Ｐ ．Ｇ９ １ １Ｖ Ｅｅｄｓｅｔ ａＬ
， 
２００６

９６ ２２ Ｃ ．２７３ ８０ＴＰ ． Ｓ９ １ ３ＬＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

ｓ
２０ １ １

９７ ２２ ｃ ．２７４０Ｇ＞Ｃｐ ．Ｄ９ １ ４ＨＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

ｓ 
２０ １ １

９８ ２２ ｃ ．２７４ １Ａ＞ＧＰ ．Ｄ９ １ ４ＧＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

９９ ２２ ｃ ．２７５２Ｔ＞ＣＰ ． Ｓ９ １ ８ＰＷａｋｕｔａｎｉ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００４

１ ００２３ Ｃ ．２７ ５ ８Ｇ 
＞

Ｃ
；ｐ ．Ｄ９２０ＨＭｅｈｒｄａｄ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ９

１ ０ １２２ ｃ ．２７９５Ｇ＞ＣＰ ．Ｒ９３２ＴＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

５ 
２０ １ １

１ ０２２３ ｃ ．２８４５Ｇ＞Ａ Ｐ ．Ａ９４９ＴＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ０３ ２３ ｃ ．２ ８７３Ｔ＞Ｃｐ丄９５ ８Ｐ Ｅｅｄｓ ｅｔ ａｌ
， 
２００６

１ ０４２３ ｃ ．２８７６Ａ＞ＧＰ ．Ｙ９５９ＣＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

１ ０５２３ ｃ ．２ ８ ８ ５Ａ＞ＧＰ ．Ｙ９６２ＣＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

１ ０６２３ ｃ ．２ ８９ １Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｇ９６４ＤＦｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １２

１ ０７２４ ｃ ．２９３ ３Ｔ＞Ａ Ｐ ．Ｖ９７８ＥＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ ０８ ２４ ｃ ．２９４４Ｇ＞Ａｐ ．Ｇ９８２Ｓ Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

，
２００６

１ ０９２４ ｃ ．２９４５Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｇ９８２ＤＫｕｒｏｋａｗａｅｔ２００７
； 
Ｈａｂｅｒｌｅ

ｒ

 ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ １

１ １ ０２４ ｃ ．２９４５Ｇ＞Ｔｐ ．Ｇ９８２ｖＷａｎｇ 
ｅｔ ａ ｌ ．

丨
Ｈａｂｅｒ ｌｅｅｔ

ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ １ １２４ ｃ ．２９５ ０Ｔ＞Ｃｐ ．Ｙ９８４ＨＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ １ ２２４ ｃ ．２９５ ７Ｔ＞Ｃｐ ． Ｉ９８６ＴＨａｂｉ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ １ ３２４ ｃ ．２９５９Ｇ＞Ｔ ｐ ．Ｇ９８７ＣＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ １４ ２５ ｃ ．２９７５Ｔ＞ＣＰ ．Ｆ９９２ＳＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ １ ５２５ ｃ ．２９９３Ｃ＞ＴＰ ．Ｓ９９８Ｆ Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

１ １ ６２５ ｃ ．３ ０４７Ａ＞Ｇ Ｐ ．Ｎ １ ０ １ ６ＳＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

９ 
２０ １ １

１ １ ７２５ ｃ ． ３ ０５ ０Ｃ＞Ｔｐ
．Ｐ １ ０ １ ７ＬＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ

５ 
２０ １ １

１ １ ８ ２５ Ｃ ． ３０６５ＯＴ ｐ ．Ｔ ｌ
０２２１Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ １ ９２５ ｃ ． ３ １ ０ １Ａ＞ＧＰ ．Ｅ １ ０３４ＧＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ２０ ２５ ｃ ． ３ １ ３４Ａ＞Ｇ Ｐ ．Ｈ １ ０４５ＲＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ ２ １ ２６ ｃ３ １ ６ １Ｔ＞Ｇ Ｐ ． Ｉ １ ０５４ＲＲａｐｐ
ｅｔ ａｌ ，

，
２００ １

１ ２２２６ ｃ ．３ １ ７６Ａ＞Ｇ ｐ ．Ｑ １ ０５９ＲＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ２３２６ Ｃ ． ３ １ ９４０ＡＰ ．Ａ １ ０６５ＥＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ ２４２６ ｃ ． ３２６５Ｃ＞ＴＰ ．Ｒ １ ０８９ＣＫｈａｙａｔ ｅｔ ａｌ
， 
２００９

；
Ｈａｂｅｒ ｌｅｅｔ

１ ２５２６ ｃ ． ３２６６Ｇ＞ＴＰ ．Ｒ １ ０ ８９ＬＳｕｍｍａｒ ｅｔ ａ ｌ

ｇ＝
８

； 
Ｅｅｄｓ ｅｔ ａ ｌ

”

１ ２６２６ ｃ ． ３ ３０８Ａ＞Ｇ ｐ ．Ｑ １ １ ０３ＲＫｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００７

１ ０ ７ｒ， ＼ｎ ＾ Ａ ｕ
＾Ｗａｋｕｔａｎｉ ｅｔ ａｌ

，
２００４

；

１ ２７２８ ｃ ． ３４２２Ｔ＞Ｇ Ｐ －ＶＨ ４ １ＧＫｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００７

１ ２８２ ８ ｃ ．３４４３Ｔ＞Ａｐ ．Ｍ １ １４８ＫＺｈａｎｇ 

ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ８

１ ２９２ ８ ｃ ． ３４６４Ｃ＞Ａ ｐ ．Ａ １ １ ５ ５ＥＨａｂｉｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ３ ０２８ Ｃ ．３４６４０Ｔ ｐ ．Ａ １ １ ５５ＶＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ ３ １



２９


Ｃ ． ３ ５ＱＯＯＧ


ｐ ．Ｔ １ １ ６７Ｒ


Ｆｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ
９
２０ １ ２

９７




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

１ ３２ ３０ ｃ ． ３ ５ ８２Ａ＞Ｃｐ ．Ｅ １ １ ９４ＤＫｒｅｔｚ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ２

１ ３ ３ ３０ ｃ ． ３ ５ ８４Ａ＞Ｃ ｐ ．Ｈ １ １ ９５ＰＫｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００７

１ ３４ ３０ ｃ ． ３６０７Ｔ＞Ｃ Ｐ ． Ｓ １ ２０３ＰＳｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ
－

１ ＾９８
； 
Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

，

＾Ｕｕｏ

１ ３ ５ ３０ ｃ ．３６０８Ｃ＞Ｔ Ｐ ． Ｓ １ ２０３ＬＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ３６ ３ ０ ｃ ． ３６ １ ３Ｇ＞ＡＰ ．Ｄ １ ２０５ＮＥｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

１ ３７ ３０ ｃ ． ３ ６３２Ｃ＞Ｇ ｐ ．Ｐ １ ２ １ １ Ｒ Ｓｕｆｉｎｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ９

１ ３ ８ ３ ０ ｃ ． ３６４３Ａ＞Ｇ ｐ ． Ｉ １ ２ １ ５ＶＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

， 
２００７

１ ３ ９ ３ １ ｃ ．３ ６８３Ｇ＞Ａｐ ．Ｒ １ ２２ ８ＱＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

５
２０ １ １

１ ４０ ３ １ ｃ ． ３６９ １ Ｇ＞Ｃ ｐ ．Ａ １ ２３ １ ＰＲｏｋｉ ｃｋｉ ｅｔ ａ ｌ ．

？ 
２０ １ ７

１ ４ １ ３ １ ｃ ．３７２３Ｃ＞Ａｐ ．Ｎ １ ２４ １ ＫＫｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａ ｌ
”
２００７

１ ４２ ３ ２ ｃ ． ３ ７６０Ａ＞ＴＰ ．Ｉ １ ２５４ＦＡｌ ｉ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ６

１ ４３ ３ ２ ｃ ． ３７６５Ｇ＞ＣＰ ．Ｅ １ ２５ ５ＤＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ４４ ３ ２ ｃ ． ３７８５Ｇ＞Ａｐ ．Ｒ １ ２６２ＱＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ４５ ３ ２ ｃ ． ３ ７８５Ｇ＞Ｃ ｐ ．Ｒ １ ２６２ＰＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ４６ ３２ ｃ ． ３ ８２０Ｇ＞Ｃｐ ．Ｄ １ ２７４ＨＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ４７ ３ ３ Ｃ ． ３ ９４５Ｇ 
＞Ａｐ ．Ｗ １ ３ １ ５Ｘ

（
１ ８６

）Ｆａｎ ｅｔ ａｌ
”
２０２０

１ ４８ ３ ３ Ｃ ． ３ ９４９Ｃ
＞Ｔｐ ．Ｒ １ ３ １ ７ＷＦａｎｅｔ ａｌ ．

， 
２０２０

１ ４９ ３ ３ ｃ ． ３ ９７９Ｔ＞Ｃ ｐ ．Ｃ １ ３２７ＲＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ ５０ ３ ３ ｃ ． ３９８０Ｇ＞ＡＰ ．Ｃ １ ３２７ＹＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ７

１ ５ １ ３ ３ ｃ ． ３９９ １ Ｔ＞ＣＰ ． Ｓ １ ３ ３ １Ｐ Ｅｅｄｓ ｅｔ ａｌ ．

，
２００６

１ ５２ ３ ３ ｃ ． ３９９８Ｇ＞ＡＰ
．Ｇ １ ３ ３ ３ＥＨａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ５３ ３ ５ ｃ ．４ １ １ ２Ｇ＞Ｔ Ｐ ．Ｒ １ ３ ７ １ＬＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

９ 
２０ １ １

１ ５４ ３ ５ ｃ ．４ １ ３２Ｇ＞Ａｐ ．Ａ １ ３７ ８ＴＥｅｄｓ ｅｔ ａｌ ．

，
２００６

１ ５ ５ ３ ５ ｃ ．４ １ ４２Ｔ＞Ｃ Ｐ ．Ｌ １ ３ ８ １ Ｓ Ｓｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ ．

，
１ ９９８

１ ５６ ３６ ｃ ．４ １ ７２Ｃ＞ＴＰ ．Ｔ １ ３ ９ １ＭＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

９ 
２０ １ １

１ ５ ７ ３ ６ ｃ ．４ １ ９２Ｃ＞Ｇ ｐ丄  １ ３ ９ ８Ｖ ｆＫｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

１ ５ ８ ３６ ｃ ．４２３２Ｃ＞Ｔ Ｐ ．Ｐ １ ４ １ １ＬＳｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ
－

１ ９９８
；
Ｅｅｄｓ ｅｔ ａｌ ．

，

２Ｕｕｏ

１ ５ ９ ３ ７ ｃ ．４３ １ ６Ｃ＞Ｔ ｐ ．Ｐ １ ４３ ９ＬＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ ６０ ３７ ｃ ．４３２７Ａ＞ＧＰ
．Ｔ １ ４４３ＡＥｅｄｓ ｅｔ ａｌ

， 
２００６

１ ６ １ ３ ７ ｃ ．４３ ５７Ｃ＞Ｔｐ ．Ｒ １ ４５３ＷＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａＵ 
２０ １ １

〇

； 
Ｐｅｋｋａ ｌａｅｔ

１ ６２ ３７ ｃ ．４３ ５ ８Ｇ＞Ａｐ ．Ｒ １ ４ ５３Ｑ Ｐｅｋｋａ ｌａｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ０

１ ６３ ３７ ｃ ．４３ ８５Ｃ＞Ｇ Ｐ ．Ｐ １ ４６２ＲＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ６４


３ ８


ｃ ．４４７ １ Ｉ＞Ｃ


ｐ ．Ｙ １ ４９ １Ｈ


Ｓｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ ．

，１ ９９８




附表 １
－ＢＣＰＳ １ 基因变异一无义变异


序号 外显子 核苷酸改变 氮基酸贼 参考文献

１ ６５２ ｃ ． １ ３０Ｃ＞ＴｐＱ４４Ｘ
Ｉｈａｒａ ｅｔ ａ ｌ ＿

，
１ ９

ｇ＾
ｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａ ｌ ．

，

１ ６６ ３ ｃ ．２６７Ｃ＞ＧＰ ．Ｙ８９ＸＨａｂｅｒ ｌ ｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

１ ６７４ Ｃ ．４２０ＯＡｐ ．Ｙ １ ４０Ｘ Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

１ ６ ８６ Ｃ ． ５ ８０ＯＴｐ ．Ｑ １ ９４Ｘ Ｃｈｏｉ Ｒ ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ ７

１ ６９ ８ ｃ ． ７ １ ２Ｃ＞ＴＰ ．Ｒ２３ ８ＸＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００ ３

１ ７０ １ １ ｃ ． ｌ ｌ ２３Ｃ＞Ｔ ｐ ．Ｑ３ ７５ＸＡｏｓｈ ｉｍａ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００ １ ｂ

１ ７ １ １ ３ ｃ ． １２８９Ｃ＞Ｇ Ｐ ．Ｓ４３ ０ＸＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

１ ７２ １４ Ｃ ． １ ４３２０Ｔｐ ．Ｑ４７８Ｘ Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００６

１ ７３ １ ５


ｃ ． １ ６ １ ５Ｇ＞Ｔ


ｐ ．Ｅ５ ３９Ｘ


Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

？ 
２０ １ １



９８




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

１ ７４ １ ５ ｃ ． １ ６４２Ｃ＞Ｔｐ ．Ｑ５４８ＸＡ ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

１ ７５ １ ６ｃ ． １ ７７０１＞Ｇ ｐ ． Ｙ５９０ＸＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ７６ １ ８ ｃ ．２ １ ６ １ Ｃ＞Ｔ ｐ ．Ｒ７２ １ＸＨａｂｅｒ ｌ ｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００３

１ ７７ １ ９ ｃ ．２３ ５９Ｃ＞Ｔ Ｐ ．Ｒ７８７ＸＲａｐｐ
ｅｔａ ｌ ．

， 
２００ １

＾
Ｋｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａｌ ．

９

１ ７８２３ ｃ ．２８９３Ｃ＞Ｔ ｐ ．Ｑ９６５ＸＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ７９２４ｃ ．２８９６Ｇ＞Ｔ ｐ ．Ｅ９６６Ｘ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

１ ８０２５ｃ ． ３ ０９３Ｃ＞ＡＰ ．Ｙ １ ０３ １ＸＫｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

，
２００７

１ ８ １２５ Ｃ ． ３ １ ３６０Ｔｐ ．Ｑ １ ０４６ＸＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ ７

１ ８２２６ｃ ． ３ ３ １ ７Ｇ＞Ａｐ
．Ｗ ｌ １ ０６ＸＨａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

１ ８３２９ Ｃ ． ３ ５２０ＯＴｐ ．Ｒ ｌ １ ７４ＸＨ ａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

Ｗａｋｕｔａｎｉ ｅｔ ａｌ ．

？ 
２００４

； 
Ｅｅｄｓ ｅｔ ａｌ ．

，

１ ８４３２ ｃ ． ３７８４Ｃ＞ＴＰ ．Ｒ １ ２６２Ｘ２００６
； 
Ｋｕｒｏｋａｗａｅｔ ａＬ

， 
２００７

；
Ｏｎｏ

ｅｔ ａｌ ．

，
２００９

１ ８ ５３ ３ ｃ ． ３９５ ３Ｔ＞ＡＰ ．Ｌ １ ３ １ ８Ｘ Ｆｕｎｇｈｉｎｉｅｔ ａｌ ．

９ 
２０ １ ２

１ ８６３ ６


ｃ ．４２２９Ｇ＞Ａ


ｐ ．Ｗ １４ １ ０Ｘ


Ｋｒｅｔｚ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ２




財表 ｉ
－ｃｃｐｓｉ 基因变异 一 炔失、 插入、



序号 外显子


核苷酸贼


氣基酸贼


＃＃嫌

１ ８７ １ ｃ ． ｌ２５ｄｅＩＡ ｐ ．Ｋ４２ＲｆｓＸ １ ５Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

＂＂

１ ８８２ ｃ ． １ ５４
＿

１ ６０ｄｅ ｌＧＡＴＧＧＡＡｐ ．Ｄ ５２ＬｆｓＸ３Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

５ 
２０ １ １

ＩｎｔｒｏｎＮｏ ｅｘａｃｔ

１ ８９＊

ｐ

Ｘ〇Ｄ
２

＿

３ 

，

ＵＴＲｄｅｌ １ ３４ｋｂ
＿

７６ ７ｋｂ
（
Ｉｎｔｒｏｎｂｒｅａｋｐｏ ｉｎｔｓＷａｎｇ

ｅｔ ａＬ
， 
２０ １ １

３
＇

＾
〇ｎ

一

２
＿

３
，

ＵＴＲｄｅ ＩＥｘｏｎ３ －

３ ８
） ａｖａ ｉ ｌａｂ ｌｅ

１ ９０４ ｃ ．４０９
＿

４ １ ０ ｉｎｓＴＡＴＡ ｐ ． Ｓ １ ３７ＩｆｓＸ２Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

５ 
２０ １ １

１ ９ １５ ｃ ． ５２７
＿

５２８ ｉｎｓＧＡ ｐ ． Ｇ １ ７７ＲｆｓＸ２５Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａ ｌ ．

５ 
２０ １ １

１ ９２７ ｃ ， ７００ｄｅ ｌＣ ｐ ．Ｌ２３４ＣｆｓＸ２Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

５ 
２０ １ １

１ ９３８ ｃ ． ７３ １ ｄｅｌＴ Ｐ ．Ｌ２４４ＸＥｅｄｓ ｅｔ ａＬ
， 
２００６

１ ９４９ ｃ ． ８４８ｄｅｌＡ ｐ ．Ｅ２ ８３ＧｆｅＸ １ ６Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
，
２０ １ １

１ ９５９ ｃ ． ８５０ｄｅ ｌＡ ｐ ． Ｓ２ ８４ＶｆｓＸ １ ５Ｒｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

１ ９６９ ｃ ． ８６０ｄｅｌＡ ｐ ．Ｋ２８ ７ＲｆｓＸ １２Ｋｕｒｏｋａｗａ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００７

１ ９７９ ｃ ． ８６６ｄｅｌＣ ｐ ．Ｐ２８９ＨｆｅＸ １ ０Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

１ ９８９ ｃ ． ９００
＿

９０ １ ｉｎｓＡＧ ｐ ．Ｇ ３０ １ＥｆｅＸ２４Ｈａｂｅｒｌｅｅｔ ａｌ ．

９ 
２０ １ １

１ ９９ １２ ｃ ． ｌ ｌ ９５
＿

１ １ ９６ｄｅ ｌＡＡｐ ．Ｋ３９９Ｅ６Ｘ２２Ｅｅｄｓｅｔ ａＬ
， 
２００６

２００ １ ４ｃ ． ｌ ３ ９０
＿

１ ３９７ｄｅＩＣＣＡＡＡＣＡＴｐ ．Ｐ４６４ＣｆｓＸ ７Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

２０ １ １ ４ ｃ ． ｌ ４ １ ３Ｊ ４ １ ４ ｉｎｓＣ ｐ ．Ｎ４７２ＱｆｓＸ２Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

２０２ １ ４ ｃ ． １ ４４０
＿

１４４ １ ｄｅｌＴＡｐ ．Ｔｈｒ４８ １ＣｙｓｆｓＸ５ ８Ｆｕｎｇｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ ２

２０３ １ ４ ｃ ｉ ５２８ｄｄＧ ｐ ．Ｇ ５ ｉ ＧＡｆｓｘ５

２０４ １ ４ ｃ ． ｌ ５４７ｄｅ ｌＧ ｐ ．Ｇ５ １ ６ＡｆｓＸ５Ｋｕｒｏｋａｗａｅｔ ａ ｌ ．

，
２００７

Ｃ ｌ ５４９＋ １Ｇ＞Ｔ ｐ ．Ｖ４７４ＥｆｓＸ １ ５

２０５ Ｉｎｔｒｏｎ ｌ ４ ｆｃ１ ４２０１ ５４９ｄｅ ｌ ｌ ３ ０

＇

）Ｄｏｎｏｒ ｓｐ
ｌ ｉｃｅｓ ｉｔｅＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

卜－ ） ｅｒｒｏｒ

２０６ １ ６ ｃ ． ｌ ７７８ ｉｎｓＧ ｐ ．Ｇ５ ９４Ｗ ｆｓＸ４２Ｋｒｅｔｚ ｅｔ ａＬ
，
２０ １ ２

１ ８３ ７８Ａ＞Ｇ ｐ ．Ａ６ １ ３ＦｆｓＸ２５

２０７ ｉｎｔｒｏｎ ｌ ６

（
ｃ ． １ ８３ ６

Ｃ ，

１ ８３ ７ｉｎｓｒｒＴＣＴＡＧ
）

Ａｃｃｅｐｔｏ
ｒｓｐ ｌ ｉ ｃｅＥｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００６

、一 ’

 ｓ ｉｔｅｅｒｒｏｒ

２０８ １ ７ ｃ ． ｌ ９７４ｄｅ ｌＴ ｐ ．Ｈ６５９ＴｆｓＸ２２Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

２０９ Ｉｎｔｒｏｎ ｌ Ｔ

 （
ｃ ． １ ８３

Ｃ

７；＝ｏｎ ｌ ７
）Ｐ －Ａ６ １ ３Ｖ＆Ｘ２０Ｈａｂｅｒ ｌｅｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

２ １ ０ １ ７


Ｃ２０２３ｄｅ ｌＴ


ｐ ．Ｃｙｓ６７５ｆｅ


Ｙａｎｇ 
ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ ７

９９
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

２ １ １ １ ８ ｃ ．２ １ １ ５
＿

２２ １ ６ ｉｎｓ３ ５ｐ ．Ａ７ １ ７ＡｆｅＸ２８Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００３

２ １ ２ １ ８ｃ２ １ ７０
＿

２ １ ７３ ｄｅｌＧＣＴＣ ｉｎｓＣＣＡｐ ．Ａ７２４ＰｆｓＸ２７Ｒａｐｐ
ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００ １

２ １ ３ １ ８ ｃ ．２ １ ７３ｄｅｌＣ ｐ丄７２５Ｗ＆Ｘ １ ９Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

９ 
２０ １ １

２ １４ １ ９ ｃ ．２２２７ｄｅ ｌＣ ｐ丄７４３ＸＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

２ １ ５ １ ９ ｃ ．２２５２ｄｅＩＡ ｐ ．Ｋ７５ １Ｒ６Ｘ４２Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

５ 
２０ １ １

２ １ ６ １ ９ｃ ．２２８３
＿

２２８７ｄｅｌＴＴＴＴＧ ｉｎｓＡ Ｐ ．Ｃ７６ １ＸＭｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａＬ
，
２０ １ １

２ １ ７ １ ９ ｃ ．２３ ３ ８ｄｅｌＣ ｐ ．Ｒ７８０ＶｆｓＸ １ ３Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００６

２ １ ８２０ ｃ ．２４０４ｄｅ ｌＧ ｐ ．Ｇ ８０２ＶｆｅＸ １ ９Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

２ １ ９２０ ｃ ．２４９４
＿

２４９５ ｉｎｓＴ ｐ ．Ｅ８３２ＶｆｓＸ ５Ｋｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

ｓ
２００７

２２０２０ ｃ ．２４９４ｄｅｌＧ ｉｎｓＡＡ ｐ ．Ｅ８３２Ｋ ｆｓＸ９Ｋｕｒｏｋａｗａｅｔ ａＬ
，
２００７

２２ １２２ ｃ ．２７ １ ９
＿

２７２ １ ｄｅｌＧＣＡｉｎｓＣＣｐ ．Ａ９０７ＰｆｓＸ２５Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ
，
２０ １ １

２２２２２ ｃ ．２７９７ｄｅ ｌＴ ｐ丄９３ ３ＸＷａｋｕｔａｎｉ ｅｔ ａｌ ．

， 
２００４

２２３２２ ｃ ．２８０９
＿

２ ８ １ ０ｄｅｌＡＴ ｐ
． Ｉ９３ ７Ｐ ｆｓＸ５Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

２２４２３ ｃ ．２８６５
＿

ｃ ．２ ８６９ｄｅｌＡＡＡＣＴｐ ．Ｔ９５ ５Ｔｆｅ ＊
１ ２Ｆａｎ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０２０

２２５２ ３ ｃ ．２８７６ ２ ８７７ｄｅｌＡＴ ｐ ．Ｙ９５ ９ＣｆｓＸ９Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

２２６２ ３ ｃ ．２ ８ ８３
＿

２ ８９５ｄｅｌ ｌ ３ ｐ ．Ｙ９６２ＳｆｓＸ ｌ  １Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

，
２００６

Ｉｎｔｒｏｎ ２３

， ，， ／Ｅｘｏｎｃ ．２ ８９５＋４２９ｃ ．２９６０－２８ １ ｄｅｌ２５ ５ ９

２２７２４／Ｉｎｔｒｏｎ （
ｃ ．２ ８９６

＿

２９５ ９ｄｅｌＥｘｏｎ２４
）Ｐ ．Ｅ９６６ＡｆｓＸ２７Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ

， 
２０ １ １

２４

２２８２５ ｃ ．３０４４
＿

３０４５ ｉｎｓＧ ｐ ．Ｃ １ ０ １ ５ＷｆｅＸ４Ｅｅｄｓｅｔ ａ ｌ ． ２００６

２２９２６ ｃ ． ３ １ ８５ｄｅ ｌＡ ｐ ．Ｎ １ ０６２ＴｆｅＸ３ ８Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ． ２００６

ｒｍ ７ －

ｉ ｒ＞Ｔ ｐ ．Ｎ １ １ １ ３ＷｆｓＸ １ ０

２３ ０ Ｉｎｔｒｏｎ ２６ ｆｃ ３ ３ ３７３４０４ｄｅｌＥｘｏｎ２７）Ａｃｃｅｐｔｏｒｓｐ ｌ ｉｃｅＨａｂｉ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

＾ ＊

－ ’ ｓ ｉｔｅ ｅｒｒｏｒ

２３ １２７ｃ ． ３ ３４ １
＿

３ ３４２ ｉｎｓＴＴＡＡＡＡＴＧＡｐ ．Ｅ ｌ １ １ ４ＤＸＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

２３ ２２７ ｃ ． ３ ３ ５ ８
＿

３ ３ ５ ９ｄｅｌＡＡｐ ．Ｋ １ １ ２０ＶｆｅＸ２５Ｓｕｍｍａｒ ｅｔ ａ ｌ ．

，
１ ９９８

２３ ３２９ ｃ ． ３４ ８４ｄｅ ｌＣ Ｐ ．Ｈ １ １ ６２ＴｆｅＸ５

２３４２９ ｃ ．３４ ８ ５ｄｅｌＡ ｐ ．Ｈ １ １ ６２ＰｆｅＸ ５Ｋｒｅｔｚｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １２

２３ ５３ １ ｃ ． ３ ６ ８０
＿

３６８ １ ｉｎｓＴＴＴＣ ｐ ．Ｒ １ ２２８ＦｆｓＸ２４Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

２３ ６３ ２ ｃ ．３ ８６９
＿

３ ８７０ ｉｎｓＣＣｐ ．Ｅ １ ２９０ＤｆｓＸ １ ２Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

２３ ７３ ３ ｃ ．３９６５
＿

３ ９６６ ｉｎｓＣＣ ｐ ．Ｄ １ ３２２ＡｆｓＸ５Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

２３ ８３ ３ ｃ ．３９６９
＿

３ ９７０ ｉｎｓＣ ｐ ． Ｉ １ ３２４ＨｆｓＸ５Ｋｕｒｏ ｌａｗａ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２００７

２３ ９３ ３ ｃ ． ３９６９
＿

３ ９７０ ｉｎｓＣＣ ｐ
． Ｉ １ ３２４ＰｆｓＸ３Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ

， 
２０ １ １

２４０ Ｉｎｔｒｏｎ ３４ｃ ．４ １ ０２ －２３ ９Ａ＞Ｇ
（
ｃ ．４ １ ０ １ ｉｎｓ８９

）ｐ ．Ｑ １ ３ ６８ ＳｆｅＸ １ ７Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ １

２４ １３ ３ ｃ ． ３９７２ｄｅ ｌＴ ｐ丄 １ ３２５ＸＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ ７

２４２ ３ ３ ｃ ． ３９７９ｄｅ ｌＴ ｐ ．Ｃ １ ３ ２７ＶｆｓＸ２ １Ａ ｌ ｉ ｅｔ ａｌ
， 
２０ １ ６

２４３３ ５ ｃ ．４ １ ４８ｄｅ ｌＡ ｐ ．Ｎ １ ３ ８３ＭｆｅＸ４４Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

２４４３７ ｃ ．４３ ９７
＿

４３ ９８ ｉｎｓＴ ｐ ．Ｑ １ ４６ ８ＳｆｓＸ８Ｅｅｄｓｅｔ ａｌ ．

， 
２００６

Ｅｘｏｎ
 ｃ ４４０４＋ １ Ｇ＞Ａ

２４ ５３ ７／

＾
ｏｎ

 （
ｃ ．４２７７ｒ〇４ｄｅｌＥｘｏｎ３ ７

）Ｐ －Ｌ １ ４２６ＸＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １

２４６ Ｉｎｔｒｏｎ３ ７ｃ ．４４０５ －９Ｔ＞Ｇ
（
ｃ ．４４０４ ｉｎｓ８

）ｐ ．Ｖ １ ４６９ ＩｆｅＸ２Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ １



附表 １
－Ｄ ＣＰＳ １ 基因变异 一 框内缺失、 插入、 剪接错误变异



序号外显子核苷酸贼


氨基黢贼


辧嫌
－

Ｔ
．

。ｃ ．２３６＋６Ｔ＞Ｃ
（
ｍＲＮＡｎ

．

Ｕ １
，

ｒ Ｋｕｒｏｋａｗａｅｔ ａｌ ．

，

２４７ｆａｔｒ〇ｎ ２ｃｈａｎｇｅ ｎｏｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
）

Ｐ〇ＳＳ ｌｂ ｌｅｄ〇ｎ〇ｒＳｐｈｃｅ Ｓ ｌｔｅｅｒｒ〇ｒ

 ２００７

Ｓｕｍｍａｒ ｅｔ ａｌ ．

，

２４８３ｃ ． ３０６
＿

３ １ １ ｄｕｐＧＡＡＴＧＧｐ ．Ｎ １ ０３
＿

Ｇ １ ０４ ｉｎｓＧＮ ２０ １ １
； 
Ｅｅｄｓ ｅｔ ａｌ ．

，



２００６

１００




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

￣

４^９

￣￣

４^，

 ４、

￣￣

Ｐ ． １ ２８Ｖ
＿

１ ５ ７Ｋｄｅ ｌ３０Ｄｏｎｏｒｓｐｌ ｉｃｅ

＾２〇 ］ ］

（
ｃ ． ３ ８２

一

２７ １ ｄｅ ｌＥｘｏｎ４
） ｓｉｔｅｅｒｒｏｒ

２５ ０ Ｉｎｔｒｏｎ５
ｃ ． ５２９３Ｔ＞Ｇ

（ｍＲＮＡＡｃｃｅｐｔｏｒ ｓｐｌ ｉｃｅｓ ｉｔｅｅｒｒｏｒＥｅｄｓ ｅｔ ａ ｌ
”
２００６

ｃｈａｎｇｅｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄ
）

ｒｒ

２５ １Ｉｎｔｒｏｎ７ Ｃ ．６２２ －

３０ＧＡｃｃｅｐｔｏｒｓｐ ｌ ｉｃｅｓ ｉｔｅ ｅｒｒｏｒＴｈｉｓ ｓｔｕ ＜ｆｙ

ｔ一ｎ ｃ ． ６２２
－７Ａ＞Ｇｐ．Ｋ２０７

＿

Ｄ２０８ ｉｎｓＷＱ 
Ａｃｃｅｐｔｏｒｕ

． ．ｕ ，
， ，

ｏｎ ｉ ｌ

〇ｎ

 （
ｃ ．６２  ｌ

＿

６２２ ｉｎｓＴＧＧＣＡＧ
）ｓｐ ｌ ｉｃｅｓ ｉｔｅｃｒｅａｔｅｄ ｗ ｉｔｈｉｎ ｉｎｔｒｏｎ ６

ａ沈 ｅａ ■

，

２５ ３７％Ｔ２２ ｌＴｒＳ＾５５

ｅｄ

 Ｐ －Ｄ２０８
＿

Ｋ２３ ６ｄｅｌ３ ０Ｈａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

ｎ ｅ Ａ ｊ
，

ｎ ｃ ． ７ １ １ ＋ ｌＧ＞Ａｐ ．Ｄ２０８Ｋ２３ ６ｄｅｌ３ ０Ｄｏｎｏｒｓｐｌ ｉｃｅ＾ ｉ〇ｎ ｎ
２５４ Ｉｎｔｒｏｎ ７ ／ ＾

７ １ １ ｊｍ＾
－ｖＨａｂｅｒ ｌｅ ｅｔ ａＬ

，
２０ １ １

（
ｃ ．６２２

＿

７ １  ｌ ｄｅ ｌＥｘｏｎ７
） ｓ ｉｔｅ ｅｒｒｏｒ

ｃ ． ７ １ １ ＋６８ ６
＿

１ １ ６４＋ １ ３ ６ｄｅｌ４

２５ ５８
－

１ ０２６０
（
ｃ ．７ １ ２－

１ ０ ８６ｄｅｌＥｘｏｎｓｐ ．Ｒ２３ ８
＿

Ｅ３６２ｄｅｌ ｌ ２５
Ａｏｓｔｉ

＝ 

ｅｔ ａｈ
，

８－

１ ０
）

２ＵＵ １

ｃ ． ８４０Ｇ＞Ｃ ， ，

２５６８ （
ｃ ． ８３２８４０ｄｅ ｌＧＴＣＡＧＡＡｐ ．Ｖ２７８Ｋ２８０ｄｅｌＶＲＫ

ｍｓｍａｅ ｅｔ ａｉ ．

，

￣

ＡＧ
）

—

 １ ９９３

Ｅｘｏｎｃ ． ８４ １
－

１ ９４
＿

１ ０８６＋７７ｄｅｌ ｌ ４４

２５７９／Ｉｎｔｒｏｎ０
（
ｃ ． ８４ １

＿

１ ０８６ｄｅｌＥｘｏｎｓ９－

ｌＰ ． Ｉ２８ １
＿

Ｅ３６２ｄｅ ｌＷａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ １

９／Ｅｘｏｎ１ ０ ０
）

Ｅｘｏｎ

＝
ｔｒｏｎ
ｃ ． ８４ ｉ

＿

２ １ ２
＿

ｃ ． ｌ  １ ６４＋２６ｄｅｌ２

２５ ８ ！ 〇／^ 〇ｎ３ ９５
（
ｃ ．８４ １

＿

１ １ ６４ｄｅＩＥｘｏｎｓ９Ｐ ． Ｉ２８ １
＿

Ｅ３ ８ ８ｄｅｌ ｌ ０ ８Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ ．

， 
２０ １ １

１ ０／Ｅｘｏｎ
＿

１ １
）

１ １

２５９Ｉｎｔｒｏｎ１ ０
ｃ ．  １ ０８７ （

ｍｌＷＡＡｃｃｅｐｔｏｒ ｓｐｌ ｉｃｅｓ ｉ ｔｅｅｒｒｏｒＥｅｄｓ ｅｔ ａＬ
， 
２００６

ｃｈａｎｇｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍ ｉｎｅｄ
）

ｒ^

ａ ｔ ｉ ｉ ｃ ． １ １ ６４＋ １Ｇ＞Ａ ｐ ．Ｇ３６３Ｅ３ ８ ８ｄｅ ｌ２６Ｄｏｎｏｒ ｓｐｌｉｃｅ，．，

ｏｎ ｉ ｌ

２６０ Ｉｎｔｒｏｎ１ １／ ｉ １ｍ” 、
一

？

‘Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

（
ｃ ． １ ０８７

—

１ １ ６４ｄｅ ｌＥｘｏｎ ｌ  １
） ｓｉｔｅ ｅｒｒｏｒ

： ｉ ｒ＊＊ １ ， ｃ ． １ ２６３＋５Ｇ＞ＣＰ ．Ｙ３ ８９Ｅ４２ １ ｄｅｌ３ ３Ｄｏｎｏｒ ｓｐｌ ｉｃｅ

２６ １ Ｉｎｔｒｏｎ１ ２ ／ ， ｔ 
，

ｃ ｉ ｒ： ｉ ， 、
一

．

‘ Ｈａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａＬ
， 
２００３

（
ｃ ． ｌ １ ６５

－

１ ２６３ｄｅ ｌＥｘｏｎ ｌ ２
） ｓ ｉｔｅｅｒｒｏｒ

，

２６２ １ ７ ｃ ． １ ９２３」 ９２５ｄｅｌＴＧＡ ｐ ．Ｄ６４２ｄｅｌＲｏｋｉｃｋｉ ｅｔ ａＬ
，
２０ １ ７

ｒ＊＊ ｃ ．２ ８９５＋ ｌ Ｇ＞Ａ ｐ ． Ｉ９４４Ｑ９６５ｄｅ ｌ２２Ｄｏｎｏｒｓｐｌ ｉｃｅ ，， ，ＯＡ １ １

２６３Ｉｎｔｒｏｎ ２３ ，ｍＨａｂｉ ｌｅ ｅｔ ａｌ ．

５
２０ １ １

（
ｃ ，２ ８ ３ ０

＿

２ ８９５ｄｅｌＥｘｏｎ２３
） ｓ ｉｔｅ ｅｒｒｏｒ

’

２６４２５ ｃ ．２９９５
＿

２９９７ｄｅｌＡＧＴ ｐ ． Ｓ９９９ｄｅ ｌＨａｂｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ ．

，
２０ １ １

２６５２５ ｃ ． ３０３ ６
＿
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本课题在我的导师盖中涛教授的悉心指导和严格要求下业已完成 ， 从课题的
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专业技术
｜

是否博导

￣￣￣

ｒｒｒ＾

￣￣

ｌ一入

姓 名
？＾所 在 单 位 总体评价



职 务 （硕导 ）


＾匿名优秀

５匿名合格
评

＾匿名优秀
人

匿名


合格

匿名合格

专业技术 是否博导阳 女 苗 产＾＾职
＿＿

务 卿
戶ｍｋ

主席 汪运山 主任医师博导山东大学济南市中心医院

史卫峰教授博导山东第
一

医科大学

｜李霞 雏酬 鮮

委

员
委 于华凤 主任医师硕导山东大学齐鲁儿童医院

＾高媛研宄员硕导山东大学基础医学院

员

员

Ｂ答辩秘书 吕欣 答辩 日 期 ２０２ １ ． ５ ． ２６

又的总，评价 ｜ 丨



备注
Ｉ

^

１４ ３



＾
ｆｒｏｎｔ ｉｅｒｓ Ｏ Ｒ Ｉ Ｇ Ｉ ＮＡ Ｌ Ｒ ＥＳＥＡＲＣ Ｈ

＾
． ｐｕｂ ｌ ｉｓｈｅｄ ： ２２ Ａｕｇ ｕｓ

ｔ ２０ １ ９

ｉｎ〇６Ｉ１６ｔｌＣＳ ｄｏ ｉ ：  ｉ ０ ． ３３８９ ／ｆｇｅｎｅ ． ２０ １ ９ ． ００ ７ １ ８

屬
Ｃｈ ｏ ＜＾ ；  ｆｔ ｓ ｒ

ｕｐ ＜ｉｓｉ ｔ５

Ｎｏｖｅ ｌＮｅｏｎａｔａ ｌＶａ ｒ ｉａｎｔｓｏｆｔｈｅ

Ｃａ ｒｂａｍｏｙ ｌＰｈｏｓｐｈａｔｅＳｙｎｔｈｅｔａｓｅ１

Ｄｅｆ ｉｃ ｉｅｎｃｙ ：ＴｗｏＣａｓｅＲｅｐｏ ｒｔｓａｎｄ

Ｒｅｖ ｉｅｗｏｆＬ ｉｔｅ ｒａｔｕ ｒｅ

Ｂｅ ｉｂｅｉ Ｙａｎ
１

，ＣｈａｏＷａｎｇ
２

，Ｋａ ｉｈｕ ｉ Ｚｈａｎｇ
３

，Ｈａ ｉｙａｎ Ｚｈａｎｇ
３

，ＭｉｎＧａｏ
３

，Ｙｕｑ ｉａｎｇ 
Ｌ ｖ

３

，

Ｘｉａｏｙｉｎｇ
Ｌ ｉ ＼Ｙｉ Ｌ ｉｕ

３
＊

ａｎｄ Ｚｈｏｎｇ ｔａｏＧａ ｉ
３ ＊

１

Ｎｅｏｎａ ｔｏｌｏｇｙ 

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎ ｔ
， Ｑｉｌｕ Ｃｈ ｉｌｄｒｅｎ

＇

ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏ ｆ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ 

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉ

＇

ｎａｎ
， Ｃｈ ｉｎａ

， 

２
Ｓｈａｎｄｏｎｇ 

Ｆｒｅｓｈｗａ ｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｉｎｓ ｔｉｔｕｔｅ
， 
Ｊｉ

＇

ｎａｎ
， Ｃｈｉｎａ

， 

３ Ｐｅｄｉａ ｔｒｉｃ Ｒｅｓ ｅａｒｃｈ  Ｉｎｓ ｔｉｔｕ ｔｅ
， Ｑｉｌｕ Ｃｈ ｉｌｄｒｅｎ

＇

ｓ Ｈｏｓｐ ｉｔａ ｌ ｏ ｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ 
Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉｔｙ， Ｊｉ

＇

ｎａｎ
， Ｃｈ ｉｎａ

Ｃａ ｒｂａｍ ｏｙ ｌｐ ｈｏｓ ｐ ｈ ａｔｅｓｙｎ ｔｈｅ ｔａｓｅ Ｉ （

ＣＰＳ 
１

）ｄ ｅ ｆ ｉｃ ｉ ｅｎｃｙ （
ＣＰＳ  １ Ｄ

）
， ｉ ｓａｒａ ｒｅａｕ ｔｏｓｏｍａ ｌ

ｒｅｃｅｓｓ ｉｖ一ｄ ｉ ｓｏ ｒｄｅ ｒ
，ｃｈａ ｒａｃｔｅ ｒ ｉｚｅｄｂｙ ｌ ｉ ｆｅ ｔ ｈ ｒｅａｔｅ ｎ ｉ ｎｇｈｙｐｅ ｒａｍｍｏｎｅｍ ｉ ａ ． Ｉ ｎｔｈ ｉｓｓｔｕｄｙ ，

ＯＰＥＮ ＡＣＣＥＳＳｗｅｐ ｒｅｓｅｎ ｔｅｄｔｈ ｅｄｅｔａ ｉ ｌ ｅｄｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃａ ｌｆｅａｔｕ ｒｅｓａｎｄｇｅｎｅｔ ｉｃａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏｆｔｗｏｐａｔ ｉ ｅｎｔｓｗ ｉ ｔｈ

． ｎｅｏｎ ａ ｔａ ｌ ｏｎ ｓｅ ｔＣＰＳ １ Ｄｃａ ｒ ｒｙ ｉ ｎｇｔｗｏｃｏｍ ｐｏｕ ｎｄｈｅ ｔｅ ｒｏｚｙｇｏｕ ｓｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔｓｏｆＣ ． １ ６３ １ Ｃ＞Ｔ
Ｅｄｉｔｅｄ ｂｙ：

ｎｅ ｉｉｕ Ｓｈｉ
， （ｐ ． Ｔ５４４Ｍ

）
／ｃ ． １ ９８ １ Ｇ＞Ｔ

 （ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ
） ，ａｎｄＣ ． ２８９６Ｇ＞Ｔ

 （ｐ ． Ｅ９６６Ｘ
）
／ｃ６２２

－

３Ｃ＞Ｇ ｉ ｎＣＰＳ １

Ｅａｓ ｔ Ｃｈ ｉｎａ Ｎｏｒｍａｌ ｕｎ ｉｖｅｒｓｉｔｙ，

ｇｅｎ ｅ ， ｉ ｎｄ ｉ ｖ ｉｄ ｕａ ｌ ｌｙ ．Ｏ ｕ ｔｏｆ ｔ ｈｅｍ
，ｔ ｈ ｒｅｅ ｖａ ｒ ｉａｎ ｔｓａ ｒｅｎｏｖｅ ｌ

，ｕ ｎ ｒｅｐｏ ｒｔｅｄ ｉ ｎｃ ｌ ｕｄ ｉ ｎｇ
ａｍ ｉ ｓｓｅｎｓｅ

Ｃｈ ｉｎａ

 （
Ｃ ． １ ９８ １ Ｇ＞Ｔ

，ｐ ． Ｇ６６ １ Ｃ
） ，ａｎｏｎｓｅｎ ｓｅ

 （

Ｃ ． ２８９６Ｇ＞Ｔ
，ｐ ． Ｅ９６６Ｘ

）
，ａｎｄａｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ ｇｃｈａｎｇｅｏｆ

ＲＱ ｖｉＱＷＱｄ ｂｙ

Ｄｏｎｇ 

ＤｏｎｇＣ ． ６２２
－

３Ｃ＞Ｇ ．Ｗｅｒｅｖ ｉ ｅｗｅｄａ ｌ ｌａｖａ ｉ ｌ ａｂ ｌ ｅ
ｐｕ ｂ ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏｎ ｓｒｅｇ ａ ｒｄ ｉ ｎ ｇ

ＣＰＳ ７ｍ ｕ ｔａｔ ｉｏｎｓ
，

ａｎｄ ｉ ｎ

Ｅａｓ ｔ Ｃｈ ｉｎａ Ｎｏｒｍａ ｌ Ｕｎ ｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｔｏ ｔａ ｌ２６４ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｖａ ｒ
ｉ ａｎ ｔｓｈａｖｅｂｅｅｎｒｅｐｏ ｒｔｅｄ

，ｗ ｉ ｔ ｈｍａ
ｊ
ｏ ｒ ｉ ｔｙ

ｏｆ１ ５ ７
 （
５９ ． ５％

）
ｍ ｉ ｓｓｅｎｓｅ

，

Ａｂｄａ ｉｉａｈ ｅｉ ｓａｙｅｄ Ａ ｉｉａｍ ｂｙ
３５

 （
１ ３ ． ２％

）
ｓｍａ ｌ ｌ ｄｅ ｌ ｅｔ ｉｏｎｓ ．Ｔｈ ｉ ｓｓｔ ｕｄｙ

ｅｘｐａｎｄ ｅｄｔｈｅｍ ｕ ｔａｔ ｉ ｏｎａ ｌｓｐｅｃｔ ｒｕｍｏｆ

Ｔａｎ ｔａ Ｕｎ ｉｖｅｒｓ ｉ ｔｙ， Ｅｇｙｐ ｔＣＰＳ １ ．Ｍ ｏ ｒｅｏｖｅ ｒ
，ｏ ｕ ｒ ｃａｓｅｓａｎｄｒｅｖ ｉ ｅｗ ｆｕ ｒｔ ｈ ｅ ｒｓｕｐｐｏ ｒｔ ｔ ｈ ｅ ｉ ｄ ｅａｔｈａｔｍｏ ｓ ｔ

 （

＞９０％
）
ｏｆ  ｔｈ ｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅｍ ｕ ｔａｔ ｉｏｎｓｗｅ ｒｅ

“

ｐ ｒ ｉｖａｔｅ
”

ａｎｄｏｎ ｌｙ

？

１ ０％ ｒｅｃｕ ｒｒｅｄ ｉ ｎｕ ｎ ｒｅ ｌａｔｅｄｆａｍ ｉ ｌ ｉｅｓ ．

Ｙｉ Ｕｕ

Ｋｅｙｗｏ ｒｄ ｓ ：ｃａ ｒｂ ａｍ ｏｙ ｌｐｈ ｏｓ ｐ ｈ ａｔｅｓ ｙｎ ｔｈｅ ｔａｓ ｅ １ｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉｅｎ ｃｙ ，ｃａ ｒｂａｍ ｏｙ ｌｐ ｈ ｏ ｓ ｐｈ ａ ｔ ｅｓ ｙｎ ｔ ｈ ｅ ｔａｓｅ１
，ｕ ｒｅ ａｃ ｙｃ ｌ ｅ

Ｚｈｏｎｇｔａｏ Ｇａｉｄ ｉ ｓ ｏ ｒｄ ｅ ｒｓ
， 
ｎｅｘｔ

－

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｅｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ， 

ｍ ｉ ｓ ｓｅ ｎ ｓｅ
， 
ｎ ｏ ｎ ｓ ｅｎ ｓ ｅ

， 
ｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ

， 
ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ ｇ

Ｓｐｅｃｉａ ｌ ｔｙ 

ｓｅｃ ｔｉｏｎ ： ＩＮＴＲＯＤＵＣＴ ＩＯＮ

Ｔｈ ｉｓ ａｒ ｔ ｉｃ ｌｅ ｗａｓ ｓｕｂｍｉｔ ｔｅｄ  ｔｏ

Ｇｅｎｅ ｔｉｃ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
，Ｃ ａ ｒｂ ａｍ ｏ

ｙ
ｌ
ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈａｔｅｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔａ ｓ ｅ Ｉ （

Ｃ Ｐ Ｓ １
）ｄ ｅｆｉｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ （
ＣＰ Ｓ Ｉ Ｄ

） ｉ ｓａｒａ ｒｅａｕ ｔｏ ｓｏｍａ ｌｒｅ ｃ ｅ ｓｓ ｉｖｅｕ ｒｅ ａ

ａ ｓｅｃ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ  ｔｈｅ
 ｊ
ｏｕｒｎａ ｌｃ

ｙ
ｃ ｌｅｄ ｉ ｓｏ ｒｄｅ ｒ

，ｃｈ ａ ｒａｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｚｅｄｂ
ｙ

ｈ
ｙｐ

ｅ ｒａｍｍｏｎ ｅｍ ｉ ａｗ ｉ ｔｈｔｈ ｅ ｉｎ ｃ ｉｄ ｅｎ ｃ ｅｏ ｆ １ ／ ５ ０
，
０００ｔｏ１ ／３ ００

，
０ ０ ０

Ｆｒｏｎ ｔｉｅｒｓ  ｉｎ Ｇｅｎｅ ｔｉｃｓ （
Ｄ ｉ ｅ ｚ

－

Ｆ ｅ ｒｎ ａｎ ｄ ｅ ｚ ｅ ｔａ ｌ ．

， ２ ０ １ ５
）

． ＣＰ Ｓ １Ｄ ｉ ｓ ｃｕ ｒ ｒｅｎ ｔ ｌ

ｙ 

ｄ ｉｖ ｉｄｅｄ ｉ ｎ ｔｏ  ｔｗｏ  ｔ
ｙｐ

ｅ ｓ ｏｆ ｎｅｏｎ ａ ｔ ａｌ ｏｎ ｓｅ ｔ ａ ｎｄ  ｌ ａ ｔｅ

Ｒｅｃｅ ｉｖｅｄ： ２９ Ｊｕｎｅ ２０ １ ８ｏｎ ｓｅ ｔ
，ｗｈｅ ｒｅ ａｓＣＰＳ  Ｉ Ｄｗ ｉ ｔｈｓ ｅｖｅ ｒ ｅｍ ａｎ ｉｆｅ ｓ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ ｓｏｆ ｈ

ｙｐ
ｅ ｒａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉ ａ ｉ ｓｃｏｍｍｏｎ ｉ ｎｎ ｅｏｎａ ｔ ａ ｌ

－

Ａｃｃｅｐ ｔｅｄ： ０９ Ｊｕｌｙ 

２０ １ ９ｏｎ ｓｅ ｔ
ｐ

ａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ （
Ｃｈｏ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， 
２ ０ １ ７

； Ｒｏｋｉ ｃｋ ｉｅ ｔａ ｌ ．

， ２ ０ １ ７
； 
Ｙａｎ

ｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ７
； Ｚｈａ ｎ

ｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ８
）

． Ｔ
ｙｐ

ｉ ｃ ａ ｌ ｌ

ｙ，

Ｐｕｂ ｌｉｓｈｅｄ： ２２ Ａｕｇｕｓ ｔ ２０ １ ９ ｔｈｅｎｅｏｎａｔａ ｌ

－

ｏｎ ｓ ｅ ｔ
ｐ

ａ ｔ ｉｅｎ ｔｗ ｉ ｔｈＣＰ Ｓ 
Ｉ Ｄａｐｐ

ｅ ａｒｓ ｔｏｂ ｅｈｅ ａ ｌ ｔｈ
ｙ

ａ ｔｂ ｉ ｒ ｔｈ
，ｂｕ ｔｄ ｅ ｔ ｅ ｒ ｉ ｏ ｒａ ｔｅｓｒａ

ｐ
ｉｄｌ

ｙ

Ｃｉｔａ ｔｉｏｎ ： ｉｎ ｔｏｓ ｅｖｅ ｒ ｅｈ
ｙｐ

ｅ ｒａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉａ
，

ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔ ｉ ｎ

ｇｐ
ｏ ｏ ｒｆｅ ｅｄ ｉｎ

ｇ ， 
ｖｏｍ ｉ ｔ ｉ ｎ

ｇ ，ｈｙｐ
ｏ ｔ ｏ ｎ ｉ ａ

，  ｉ ｒ ｒ ｉ ｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ

ｙ，ｓ ｅ ｉ ｚｕ ｒｅ ｓ
，

Ｙａｎ Ｂ
，Ｗａｎｇ 

Ｃ
， Ｚｈａｎｇ 

Ｋ
， 
Ｚｈａｎｇ 

Ｈ
，ｈ＾ｏ ｔｈｅ ｒｍ ｉ ａ

，  ｌ ｅ ｔｈａ ｒ
ｇｙ，ｃｏｍａ

， ａｐ
ｎ ｅ ａ

， ａｎｄｅｖｅｎｄ ｅ ａ ｔ ｈａｆｔ ｅ ｒ ｆｉ ｒ ｓ ｔ ｆｅｅｄ ｉｎ
ｇ （

Ｆｕ ｎ
ｇ
ｈ ｉｎ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ２
；Ｃｈｏ ｉ

Ｇａｏ Ｍ
ｉ

Ｌｖ Ｙ Ｕ Ｘ Ｕｕ Ｙ ａｎｄ Ｇａ ｉ Ｚｅ ｔ ａ ｌ
， ２０ １ ７

； Ｒｏｋ ｉ ｃｋ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ７
； Ｚｈ ａ ｎ

ｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ８
）

．

（
２０ １ ９

） 
Ｎｏ ｖｅ ｌ Ｎｅｏｎａ ｔａｌ Ｖａｒｉａｎ ｔｓ ｏ ｆ

 ｔｈｅ

Ｔｈｅ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ ｕｒｅ ａ ｃ
ｙ
ｃ ｌｅ  ｉ ｓ  ｔ ｏ  ｔ ｒａｎ ｓｆｏ ｒｍ  ｔｏｘ ｉｃ ａｍｍｏｎ ｉａ  ｉｎｔｏ ｎｏｎ

－

ｔｏｘ ｉ ｃ ｕ ｒｅ ａ ． ＣＰ Ｓ １ｃａ ｔ ａ ｌ

ｙ
ｚｅ ｓ  ｔｈｅ

Ｃａｒｂａｍｏｙｌ Ｐｈｏｓｐｈａ ｔｅ Ｓｙｎ ｔｈｅ ｔａｓｅ １ ． ． ． ，，

，
，

．

，
． ． ．

，

． ｔ
， ．

ｒｃ
．

。 ｆ丁〇＾」 ｉｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｌ ａｎ ｄ ｈｍ ｉ ｔｍ ｅ ｓ ｔ ｅｐ
ｏ ｉ ｔｈ ｅ ｕｒ ｅ ａ ｃｙｃ ｌ ｅ

， 
ｗｈ ｉ ｃｈ ｉ ｓ ｃ ｒ ｉ ｔ ｉｃ ａ ｌ  ｉｎ ｔｈ ｅｄ ｅ ｔｏｘ ｉｎ ｃ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｅｘｃｅ ｓ ｓａｍｍｏｎ ｉａ

，

Ｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ： Ｔｗｏ Ｃａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｓ ａｎｄｏ ｒ ／

Ｒｅｖｉｅｗ ｏ ｆ Ｌ ｉｔｅｒａ ｔｕｒｅｓ ｏＣＰ Ｓ 
ＩＤ

ｐ
ａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓｕ ｆｆｅ ｒ ｉｎ

ｇ
ｆｒｏｍ ｈ

ｙｐ
ｅｒ ａｍｍｏｎ ｅｍ ｉａｗｉ ｌ ｌ

ｐ
ｒ ｅ ｓ ｅｎ ｔ ａｄｅ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｅｄ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｏ ｆ ｃ ｉ ｔ ｒｕ ｌ ｌ ｉｎｅｂｕ ｔ

Ｆｒｏｎ ｔ ．Ｇｅｎｅｔ １ ０ ： ７ １ ８ ．ｅ ｌ ｅｖａｔ ｅｄ
ｇ

ｌｕ ｔａｍ ｉｎｅ  ｉｎ ｂ ｌ ｏｏｄ ａｍｉｎｏ ａｃ ｉｄ ａｎａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ

， 
ａｎｄ ａ  ｌｏｗ  ｌｅｖｅ ｌ ｏ ｆ ｏ ｒｏ ｔ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ  ｉｎ ｕ ｒ ｉｎ ｅ  ｔｅ ｓ ｔ

 （
Ｆｕ ｎ

ｇ
ｈ ｉｎ ｉ

ｄｏ ｉ ：  ｌ ０ ． ３３８９／ｆｇｅｎｅ ． ２０ ｌ ９ ． ００ ７ １ ８ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２０ １ ２
； 
ｄｅ Ｃ ｉｍ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２０ １ ５
； Ａ ｌ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ １ ６
）

．

Ｆ ｒｏｎｔ ｉｅ ｒｓ  ｉｎ Ｇｅｎｅｔ ｉ ｃｓ ｗｗｗ ． ｆｒｏｎ ｔ ｉｅ ｒｓ ｉ ｎ ． ｏ ｒ
ｇ １ Ａｕｇ ｕ ｓｔ ２０ １ ９ 

Ｖｏ ｕｍｅ  １ ０ 丨Ａｒｔ ｉｃ ｌ ｅ ７ １ ８



Ｙａ ｒ ！

ｅｔ ａ ｌ ． Ｎｏ ｖｅ ｌ ＧＰ３ １Ｖａ ｌ ｉａｎｔｓ ａｎｄ Ｌ ｉ ｔ ｓｒａｔｕ ｒｏ Ｒｅｖｉ ｅｗ

ｉ ｔ ｉｓｄ ｉ伍 ｃ ｕ ｌ ｔｔ〇ｔ ｉｍ ｅ ｌ

ｙ
ｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓｅｃｐ ｓ ｉｄｄｕ ｅｔ 〇ａ ｔ

ｙｐ
ｉ ｃ ａ ｌＲｏｕｔ ｉｎｅＥｘａｍ ｉ ｎａｔ ｉｏｎａ ｎｄＢ ｉｏｃｈｅｍ ｉｃａ ｌ

ｍａｎ ｉ ｆｅ ｓ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ ｓ ｌ ｉｋｅｓｕｄｄｅｎｏｎ ｓ ｅ ｔ
，ｒａ

ｐ
ｉｄｐ

ｒｏ
ｇ
ｒｅ ｓ ｓ

，ａｎｄ ｌｏｗＬａｂｏ ｒａｔｏ ｒｙ
Ｔｅｓｔｓ

ｍｏ ｒｂ ｉｄ ｉ ｔ
ｙ，ａ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓｃｏｍｐ

ｌ ｉｃａ ｔｅｄａｎｄｎ ｏｎ
－

ｒｅ ｃｕ ｒ ｒｅｎｔ
ｇ

ｅｎ ｅｔ ｉｃＲｏｕｔ ｉｎｅ
ｐ

ｈ
ｙ
ｓ ｉｃａ ｌｅｘａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎ ，ｃｏｍｐ

ｌ ｅ ｔｅｂ ｌ ｏｏｄｃｏｕｎ ｔ （
ＣＢＣ

） ，

ｍｕｔａ ｔ ｉｏｎ ｓ  ｉｎＣＰＳ １
ｇ

ｅｎ ｅ
 （
Ｃｈ ｏ ｉｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２０ １  ／

；Ｒｏｋ ｉ ｃｋ ｉｅ ｔａ ｌ ．

， ２ ０ １  ／
；Ｃ－

ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ
 （ＣＲＰ ） ， ｈｅｍｏｃｕ ｌｔｕ ｒｅ

， 
ａｎｄ ｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉｃａｌ  ｌａｂｏ ｒａｔｏ ｒｙ

Ｚｈ ａｎ
ｇ

ａｎｄＬ ｉ
，２ ０ １ ／

）
．Ｆｏ ｒｍｏ ｒｅ ｔｈａｎａｄ ｅ ｃ ａｄｅ

， ｔｈｅｄ ｉ ａ
ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓ ｔｅｓｔ ｓ

，ｓｕｃｈａｓ ｌ ｉｖｅ ｒ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ
， ｋｉｄｎ ｅ

ｙ
ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ

，ｇ
ｌｕｃｏ ｓｅ

，ａｍｍ ｏｎ ｉａ
，

ｏ ｆＣＰＳ 
Ｉ Ｄｈ ａ ｓｂ ｅ ｅｎｍ ａ ｉｎ ｌ

ｙ
ｒｅ ｌ ｉ ｅｄｏｎｔｈ ｅ ｌ ａｂｏ ｒａｔｏｒ

ｙｔｅ ｓ ｔ ｓ ｌａｃ ｔ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ
， 
ａｎｄ ｂ ｌ ｏｏｄ

ｇ
ａｓ ａｎａ ｌ

ｙ
ｓｅ ｓ

， 
ｗｅ ｒｅ ｃａ ｒ ｒ ｉｅｄ ｏｕｔ ．

ｏ ｆｔ ａｎｄ ｅｍｍ ａ ｓ ｓｓ
ｐ
ｅ ｃｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒ

ｙ（
ＭＳ ／Ｍ Ｓ

） ｉ ｎ ｃ ｌｕｄ ｉ ｎ
ｇ ｌ ｉ

ｑ
ｕ ｉｄＴｈ ｅ  ｌｅｖｅ ｌ ｏｆ ｏ ｒｏ ｔ ｉｃ ａｃ ｉｄｓ  ｉｎ ｕｒ ｉｎ ｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕ ｒｅｄ ｂｙ 

ＧＣ ／ＭＳ ｗｉ ｔｈ

ｃｈ ｒｏｍ ａ ｔｏ
ｇ
ｒａ
ｐ
ｈ
ｙ

－

ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓ
ｐ
ｅｃ ｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒ

ｙ （
ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ

）ＧＣＭ Ｓ
－

ＱＰ２０ １ ０ ａｎａ ｌ

ｙ
ｚｅｒ

 （ Ｓｈ ｉｍ ａｄｚｕ
， 
Ｔｏｋ

ｙ
ｏ

，  Ｊ
ａ
ｐ
ａｎ

） 
ａｎｄ ａｎａ ｌ

ｙ
ｚｅｄ

ａｎｄ
ｇ

ａ ｓｃｈ ｒｏｍ ａ ｔ ｏ
ｇ
ｒａ
ｐ
ｈ
ｙ
ｍ ａｓ ｓｓ

ｐ
ｅｃ ｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒ

ｙ （
ＧＣ ／Ｍ Ｓ

）
．Ｍ Ｓ ／ｂ

ｙ
ｔｈｅ ＩｎｂｏｒｎＥ ｒ ｒｏ ｒｓｏｆ Ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍＳｃ ｒｅ ｅｎ ｉｎ

ｇ
Ｓ
ｙ
ｓ ｔ ｅｍｓｏ ｆｔｗａ ｒｅ

Ｍ Ｓ ｉ ｓａｈ ｉ
ｇ
ｈ －

ｔｈ ｒｏｕ
ｇ
ｈ
ｐ
ｕ ｔｔｅｃｈｎ ｉ

ｑ
ｕ ｅｆｏ ｒｍ ｅａ ｓｕｒｅｍ ｅｎ ｔｏ ｆ （

Ｓｈ ｉｍ ａｄｚｕ
） ，ｗｈｅ ｒｅ ａｓａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ ｓ ｌｅｖｅ ｌ ｉｎｂ ｌｏｏｄｗａｓｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｅｄ

ｔｈ ｅ ｉｎ ｔｅ ｒｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｍ ｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｔ ｅ ｓａｎｄｈａ ｓｂ ｅ ｅｎｗ ｉｄｅ ｌ

ｙ
ｕ ｓ ｅｄｔｏｂ

ｙＬＣ
－ＭＳ／Ｍ Ｓｗ ｉ ｔｈＡ

ｐｐ
ｌ ｉｅｄＢ ｉｏ ｓ

ｙ
ｓｔｅｍ ｓＡＰ Ｉ３２００ａｎ ａｌ

ｙ
ｚｅ ｒ

ｄ ｉ ｓ ｔ ｉｎ
ｇ
ｕ ｉ ｓｈｄｏｚｅｎ ｓｏ ｆｍ ｅ ｔａｂ ｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓｅ ｓ（

Ｌｅｈ ｏ ｔ ａ
ｙｅ ｔａ ｌ ．

， （
ＡＢＳＣ ＩＥＸ

，Ｆｏ ｓｔｅ ｒＣ ｉ ｔ
ｙ，ＣＡ ）ａｎｄａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚｅｄｂ

ｙ
ｔｈｅＣｈ ｅｍ ｏＶ ｉｅｗ

２ ０ １ １
； Ｊ

ａｎ ｅｃｋｏｖａｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ２
；Ｈ ａ ｏｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ８
）

．Ｈｏｗｅｖｅ ｒ
， ｔｈ ｉ ｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ

 （
Ａ Ｂ ＳＣ ＩＥＸ

）
．

ｔｅ ｃｈｎｏ ｌｏ
ｇｙ 

ｃａｎｎ ｏ ｔ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｔｅ ＣＰ Ｓ  １ Ｄ ｆｒｏｍ Ｎ－

ａ ｃｅ ｔ
ｙ

ｌ

ｇ
ｌｕ ｔａｍ ａｔ ｅ

ｓ
ｙ
ｎ ｔｈａｓ ｅｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎｃｙ （

ＮＡＧＳＤ
） ｉｎＵＣＤ ｓｄｕ ｅ ｔｏ ｔｈ ｅ ｉ ｒｓ ｉｍ ｉ ｌａｒ

ｉｎ ｔｅ ｒｍ ｅｄ ｉ ａ ｔｅｍ ｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｔｅ ｓ ．Ｕｎｔ ｉ ｌｒｅｃ ｅｎ ｔ ｌ

ｙ，ｎ ｅｘｔ
－

ｇ
ｅｎｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏｎＮｅｘｔ

－Ｇｅｎｅ ｒａｔ ｉｏｎＳｅｑｕｅｎｃ ｉ ｎｇ
ａｎｄＶａ ｒ ｉ ａ ｎ ｔ

ｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃ ｉｎ

ｇ（
ＮＧ Ｓ

） ，
ａ
ｐ

ｏｗｅ ｒ ｆｕ ｌＤＮＡｓ ｅｑ
ｕ ｅｎｃ ｉｎ

ｇ
ｔｅｃｈｎｏ ｌ ｏ

ｇ ｙ ，Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅ ｒｙ

ｈ ａ ｓｒｅｖｏ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｚｅｄ
ｇ

ｅｎｏｍ ｉ ｃｒｅ ｓ ｅ ａ ｒｃｈｗｉ ｔｈ
ｇ

ｒｅａ ｔｕ ｔ ｉ ｌ ｉ ｔ
ｙ

ｉｎ ｔｈ ｅＧｅｎｏｍ ｉｃＤＮＡｗａｓｅｘｔ ｒａｃ ｔｅｄａｎｄｐｕ ｒ ｉｆｉ ｅｄｆｒｏｍｐ
ｅ ｒ ｉ

ｐ
ｈｅ ｒａ ｌ

ｍｏ ｌｅ ｃｕ ｌ ａ ｒ ｄ ｉ ａ
ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓｏｆ

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｔ ｉｃｄ ｉ ｓｏ ｒｄ ｅ ｒ ｓ （

Ｃｈｏ ｉ ｅ ｔａ ｌ
，２ ０ １ ７

； Ｊ
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ＱＣＨＳＵＰ ｌ ａ ｔｅ ｌ ｅｔ ｃｏｕｎ ｔ
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） １ ９ ５ １ １ ７
１

ｂ ｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅ ｓｏｆａｍｍｏｎ ｉａ
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｜

ｉｍｏ ｌ ／Ｌ
） ；ｃ ｉ ｔ ｒｕ ｌ ｌ ｉｎｅ
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ｉｍｏ ｌ ／Ｌ ） ；ｐｒｏ
 （

ｎｅｇａｔ ｉｖｅ
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５ ． ８ｍｍｏ ｌ ／Ｌ （
ｒｅｆｅ ｒｅｎｃｅ

，０ ． ７
－２ ． １ｍｍｏ ｌ／Ｌ
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ｅｃ ｔ ｉ ｏｎ  ｆｒａｃ ｔ ｉｏ ｎ ３８％ ｉ ３７％ ｜

ｔｈ ｅｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ｄ ｉ ｅｄｓｕ ｄｄ ｅｎ ｌ

ｙ
ａ ｔｔｈ ｅ ｔｈ ｉｒｄｄ ａ

ｙ
ａ ｆｔｅ ｒｂ ｉ ｒ ｔｈｗ ｉ ｔｈｏｕ ｔａＰａ ｔｅｎ ｔ ｄｕｃｔ ｕ ｓ ａ ｒｔｅｒｉ ｏ ｓ ｕ ｓ＋

－

ｄ ｅ ｆｉｎ ｉ ｔ ｅｄ ｉ ａ
ｇ
ｎ ｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｈ ｅ ｒｍ ｏ ｔｈ ｅ ｒｈ ａｄｒｅ

ｇ
ｕｌａｒ

ｐ
ｒｅｎ ａ ｔ ａ ｌｃ ａ ｒｅ

，ａｎｄＰａ ｔｅｎ ｔ  ｆｏ ｒａｍｅｎ ｏｖａ ｌ ｅ ＋ ＋

ｓｈ ｅｗａ ｓｎｏ ｒｍａ ｌａｔｂ ｉ ｒ ｔｈｗ ｉ ｔｈａｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｏｆ ２ ． ９ｋｇ ，Ａｐｇａ ｒｓ ｃｏ ｒｅＣＰ

Ａ＾

１

，

ｖ＾丁

ｏ ｉ １ ０ａ ｔ １ａｎｄ５ｍ ｉｎａ ｆｔｅ ｒｂ ｉ ｒ ｔｈ ．Ｏｎ ｔｈｅｔｈ ｉ ｒｄｄ ａ
ｙ，ｈ ｏｗｅｖｅ ｒ

，

 （ｐ Ｔ５４４Ｍ
） （ｐ 

Ｅ９６６Ｘ
）

ｓｈ ｅｈ ａｄａｓｕｄｄ ｅｎｏｎ ｓ ｅ ｔｏ ｆ ｈ
ｙｐ

ｅ ｒ ｌ ａｃ ｔ ａｃ ｉ ｄ ｅｍ ｉ ａａｎｄｄｅ ｔｅ ｒ ｉ ｏ ｒａ ｔｅｄＡ ｌ ｌ ｅ ｌｅ ２
 （

ｆｒｏｍ ｍｏｔｈ ｅ ｒ
） Ｃ ． １ ９８ １ Ｇ ＞ Ｔｃ ． ６２２

－

３Ｃ ＞ Ｇ

ｅｖｅｎｆａ ｓ ｔ ｅ ｒ  ｔｈ ａｎＰ Ｉｄ ｉｄ ．Ａ ｔ  ｔｈｅ ｂ ｅ
ｇ

ｉｎｎ ｉｎ
ｇ ， ｓｈ ｅ ｗａ ｓ ｈ

ｙｐ ｏ ｒｅａｃ ｔ ｉｖｅ


（ｐ
．Ｇ６６ ｉ Ｃ

）


ｐ
ｒ ｅ ｓ ｅｎ ｔ ｉｎ

ｇｇ
ｒｕｎ ｔ ｉｎ

ｇ
ａｎ ｄａｎｏ ｒｅｃ ｔ ｉ ｃ

，ｂｕ ｔｎｏｍａｎ ｉｆｅ ｓ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ ｓｏｆ ＋ｐ〇ｓ ｉ ｔｉｖｅ
， ＼
ｅ ｉｅｖａ ｔｅｄ

， ［ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ．

Ｆ ｒｏｎｔ ｉｅ ｒｓ  ｉｎ Ｇｅｎｅｔ ｉ ｃ ｓ 丨ｗｗｗ
．ｆｒｏｎ ｔ ｉｅｒｓ ｉ ｎ ．ｏ ｒ

ｇ ３ Ａｕｇ ｕｓｔ ２０ １ ９ Ｖｏ ｌ ｕｍｅ  １ ０ Ａｒｔ ｉｃ ｌ ｅ 
７ １ ８



Ｙａｎ ｅ ｔ ａ ｌ
． Ｎｏｖｅ ｌ ＣＰＳ １Ｖａｒｉａｎｔ ｓ ａｎｄＬ ｉ ｔｅ ｒａｔｕｒｅ Ｒｅｖ ｉ ｅｗ

ｆｅｖｅ ｒ
，ｖｏｍ ｉ ｔ ｉｎ

ｇ ，ａｎｄｓ ｅ ｉ ｚｕ ｒ ｅ ｓ ．Ｆ ｉｖｅｈｏｕ ｒ ｓ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ
，ｓｈ ｅｄ ｅｖ ｅ ｌ ｏ

ｐ
ｅｄｗｅ ｒ ｅ

ｐ
ｒｅｄ ｉ ｃ ｔ ｅｄ ｔｏｂ ｅ

ｐ
ａ ｔｈ ｏ

ｇ
ｅｎ ｉ ｃｂ

ｙ
Ｓ Ｉ ＦＴ

，Ｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎＴａ ｓ ｔｅ ｒ
，ａｎ ｄ

ｐ
ｎ ｅｕｍｏ ｒ ｒｈ ａ

ｇ
ｉ ａ

，ｇ
ａ ｓ ｔ ｒｏ ｉｎ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉｎ ａ ｌｈ ｅｍ ｏ ｒ ｒｈ ａ

ｇ
ｅ

，ａｎｄａｎｕ ｒ ｉ ａ
，ｓ ｏＰｏ ｌ

ｙ
Ｐｈ ｅｎ

－

２ （
Ｆ ｉ

ｇ
ｕｒｅ３Ａ

）
．Ｔｈ ｅｃｏ ｎ ｓ ｅ ｒｖａ ｔ ｉｏ ｎａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｔ ｈ ｅ

ｔｈ ａ ｔ ｓｈ ｅ ｗａ ｓ ｉｍｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔｅ ｌ

ｙ
ｔ ｒ ａｎ ｓ ｆｅ ｒ ｒ ｅ ｄ ｔ ｏＮ ＩＣＵ ｉ ｎＱＣＨ ＳＵｆｒｏｍｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓｏ ｆ Ｃ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ

 （ｐ
． Ｇ６６ １ Ｃ

）ａ ｎ ｄＣ ． ２ ８ ９ ６Ｇ＞Ｔ （ｐ
． Ｇ９ ６ ６Ｘ

）

ｈ ｅ ｒ  ｌ ｏ ｃ ａ ｌｈｏ ｓ
ｐ

ｉ ｔ ａ ｌ ．Ｏ ｎ ｔｈ ｅｗａ
ｙ 

ｔｏ  ｔｈ ｅ ｈｏ ｓ
ｐ

ｉ ｔ ａ ｌ
， ｈ ｅ ｒ ｈ ｅ ａ ｒ ｔｒ ａ ｔ ｅａｎｄ ｉｎＣＰ Ｓ  １ｓｈｏｗｅｄｔｈ ａ ｔｂ ｏ ｔｈｓ ｉ ｔ ｅ ｓｗｅ ｒ ｅｈ ｉ

ｇ
ｈ ｌ

ｙ
ｃ ｏｎ ｓ ｅ ｒｖａ ｔ ｉｖｅ ｉ ｎ

ｏｘ
ｙｇ

ｅ ｎｓ ａｔｕ ｒａ ｔ ｉ ｏｎｃｏ ｕ ｌ ｄｎｏ ｔｂ ｅｍ ａ ｉ ｎ ｔ ａ ｉｎ ｅｄ
；ｃ ａ ｒｄ ｉ ｏ

ｐ
ｕ ｌｍ ｏｎ ａ ｒ

ｙｄ ｉｆｆｅ ｒ ｅ ｎ ｔｓ
ｐ
ｅ ｃ ｉ ｅ ｓｂ

ｙ
ｕ ｓ ｉ ｎ

ｇＣ ｌｕ ｓ ｔ ａ ｌＸ（
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ ｓ３Ｂ

，Ｃ ） ，ｗｈ ｅ ｒｅ ａ ｓ

ｒ ｅ ｓｕ ｓ ｃ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｍ ｅ ｃｈ ａｎ ｉ ｃ ａ ｌ ｖｅｎ ｔ ｉ ｌ ａ ｔｏ ｒ ｈ ａｄ ｔｏ ｂ ｅａｄｍ ｉ ｎ ｉ ｓ ｔ ｅ ｒ ｅｄ ． ｔｈ ｅｍ ｉ ｓ ｓ ｅｎ ｓ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔＣ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ （ ｐ
．Ｇ６ ６ １ Ｃ

）ｗａ ｓ
ｐ

ｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔｅｄ ｔｏ

Ｎ ｅｖｅ ｒ ｔｈ ｅ ｌ ｅ ｓ ｓ
，ｓｈ ｅｄｅ ｔ ｅ ｒ ｉ ｏ ｒ ａ ｔｅｄｖｅ ｒ

ｙｑ
ｕ ｉ ｃｋｌ

ｙ，ｐ
ｒ ｅ ｓ ｅｎ ｔ ｉｎ

ｇ
ｃｏｍ ａ

，ｃｈ ａｎ
ｇ
ｅ ｔｈ ｅｈ ｉ

ｇ
ｈ ｌ

ｙ
ｅｖｏ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｒ

ｙ
ｃｏｎ ｓｅ ｒｖｅｄａｍ ｉｎ ｏａｃ ｉｄ ｉｎＣＰ Ｓ １

，

ｓｈｏ ｃｋ
，ａｎｄ ｉ ｒ ｒ ｅ

ｇ
ｕ ｌ ａ ｒｒｅ ｓ

ｐ
ｉ ｒａｔ ｉ ｏｎ ｓ ．Ｗｈ ｅｎｓｈｅｗａ ｓａｄｍ ｉ ｔ ｔ ｅｄ

，ａｎｄｔｈｅｎｏｎ ｓ ｅｎ ｓ ｅｖａ ｒ ｉ ａ ｎ ｔＣ ． ２ ８ ９ ６Ｇ＞Ｔ （ｐ
． Ｇ９ ６６Ｘ

）ｃ ａｕ ｓ ｉｎ
ｇ

ｓｈ ｅ ｌ ｏｏｋｅｄｐ
ａ ｌ ｅｗ ｉ ｔｈｒｅ ｄ ｕ ｃ ｅｄｐ

ｅ ｒ ｆｕ ｓ ｉ ｏｎａｎｄａ ｌ ｏｗｅ
ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉｏｎａｐ ｒｅｍ ａ ｔｕ ｒ ｅｓ ｔｏ

ｐｃｏ ｕ ｌｄｇｅｎ ｅ ｒａ ｔｅａｔ ｒｕｎ ｃ ａ ｔ ｅｄｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｗ ｉ ｔ ｈ

ｆｒａ ｃ ｔ ｉ ｏｎ （
３ ７ ． ９％

） ｉ ｎｈ ｅ ｒｅ ｃｈ ｏ ｃ ａ ｒｄ ｉ ｏ
ｇ
ｒａ
ｐ
ｈ
ｙ

．Ｔｈ ｅｂ ｌ ｏｏ ｄｆｌ ｏｗｅｄｍ ｉ ｓ ｓ ｉｎ
ｇ

ｃｏｎ ｓ ｅ ｒｖｅｄｓ ｉ ｔ ｅｏ ｆ ＣＰ Ｓ ｌ ． Ｉ ｎａｄｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ
， ｔｈ ｅＣＰ Ｓ １ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ

ｏｕ ｔｏ ｆ ｈ ｅ ｒ ｉ ｎ ｔ ｒａ ｔ ｒ ａｃｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｕｂ ｅａｎ ｄｎｏ ｓ ｅ ．Ｈ ｅ ｒ
ｐ

ｕ
ｐ

ｉ ｌｄ ｉ ａｍ ｅ ｔｅ ｒ ｗａ ｓｃ ｒ
ｙ

ｓ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ
ｇ
ｒａ
ｐ
ｈ ｉｃｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒ ｅｏ ｆ ｂｏ ｔ ｈｍ ｕ ｔ ａｎ ｔ ｔ

ｙｐ
ｅ ｓ （ ｐ

．Ｇ６６ １ Ｃａｎ ｄ

ａｂｏｕ ｔ ４ｍｍ
，ａｎｄ

ｐ
ｕ
ｐ

ｉ ｌ ｌ ａ ｒ
ｙ

ｒｅ ｆｌ ｅｘｄ ｉ ｓａ
ｐｐ

ｅａｒｅｄ ．Ｌａｂｏ ｒａ ｔ ｏ ｒ
ｙ

ｔｅ ｓ ｔ ｓｐ
．Ｇ９ ６ ６Ｘ

）ｒ ｅｖｅ ａ ｌ ｅｄ ｔｈ ｅｃｈ ａｎ
ｇ
ｅ ｓｏ ｆｓ ｉｄ ｅｓ ｔ ｒ ａｎｄｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔ ｕ ｒｅａｎ ｄ

ｒｅｖｅａ ｌ ｅｄａｂｎｏ ｒｍ ａ ｌｂ ｌ ｏ ｏｄ ｉ ｎｄ ｅｘｅｓｏ ｆａｍｍ ｏｎ ｉ ａ
，８２ ３ ［

ｉｍ ｏ ｌ ／ Ｌ
；Ｈ－

ｂ ｏｎ ｄ  ｉｎ ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｏ ｆ
ｐ

．Ｇ６６ １ Ｃ
， ａ ｎ ｄ ａ  ｔ ｒｕｎ ｃ ａ ｔ ｅｄ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｗ ｉ ｔｈ  ｌ ｏ ｓ ｓ

ｃ ｉ ｌ ｒｕ ｌ ｌ ｉｎ ｅ
，３ ． ０ ８ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ

；ａ ｌ ａｎ ｉ ｎ ｅ
，３ ，

３ ３ ７ ． ９ ９ ｆ

ｉｍ ｏ ｌ ／ Ｌ（
ｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ

，ｏｆ ５ ３ ４ａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ ｓ ｉｎｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔｏｆ
ｐ

． Ｇ ９ ６ ６Ｘ （
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ ｓ４Ａ

，Ｂ ）
．Ａ ｌ ｌ

６ ２ ． ９
－

３ ２ ８
 （

ａｍ ｏ ｌ ／ Ｌ
） ； ｌ ａ ｃ ｔ ｉ ｃ ａ ｃ ｉ ｄ

，５ ． ６ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ
；

ｇ
ｌ ｕ ｃｏ ｓ ｅ

， １ ２ｍｍ ｏ ｌ ／ Ｌ
； ｔ ｈ ｅｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｉｎ ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃ ａ ｌｄ ａ ｔ ａｗｅ ｒ ｅｕ

ｐ
ｌｏ ａ ｄ ｅ ｄ ｉ ｎ ｔ ｏ

ａｎｄｗｈ ｉ ｔｅｂ ｌ ｏ ｏｄｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，２ ４ ． ７ ７ｘ１ ０

９

／ Ｌ
，ａ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓａｂｎｏ ｒｍ ａ ｌｅＲＡＭ

 （ Ｊ
ｉ ａ ｅ ｔ ａ ｌ

，２ ０ １ ８
）

．

ｕ ｒ ｉ ｎ ａ ｒ
ｙ 

ｉ ｎｄ ｅ ｘ ｅ ｓｏ ｆ ｕｎｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄ ｏ ｒｏ ｔ ｉ ｃ ａ ｃ ｉ ｄａｎｄ ｉｎ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｅ ｓ３ ＭＧＡ

４ ５ ． ７ ５ｍｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ．Ｔｈ ｅｃｈ ｅ ｓ ｔｒ ａｄ ｉ ｏ
ｇ
ｒ ａ
ｐ
ｈｓｈ ｏｗｅｄｅｘｕｄ ａ ｔ ｉｖｅ ｌ ｅ ｓ ｉ ｏｎ ｓ

，

ｗｈ ｉ ｃｈｍ ａ ｔｃｈ ｅｄ ｈ ｅ ｒ
ｐ
ｕ ｌｍ ｏｎ ａ ｒ

ｙ 

ｈ ｅｍ ｏ ｒ ｒｈ ａ
ｇ
ｅ ． Ｄ ＩＳＣＵＳＳ ＩＯＮ

Ｔｈ ｉ ｓ
ｐ

ａ ｔ ｉ ｅｎ ｔｒｅ ｃ ｅ ｉｖ ｅｄ ｉｍｍ ｅｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｔ ｒｅ ａ ｔｍ ｅｎ ｔ ｔ ｈ ａ ｔｗａ ｓｓ ｉｍ ｉ ｌ ａ ｒ

ａ ｓＰ Ｉｗ ｉ ｔｈｍ ｅｃｈ ａｎ ｉ ｃ ａ ｌ ｖｅｎ ｔ ｉ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ
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ｙ， 
ｗｈ ｉ ｃｈｃ ａｎ ｂ ｅ ｏｂｖ ｉ ｏ ｕ ｓ ｌ
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，ｄ ｉ ｌ ａｔｏ ｒ

，ａ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓｔｏ ｔａ ｌｐ ａ ｒ ｅｎ ｔｅ ｒａ ｌａ ｎ ｄ ｔ ｒ ｅ ａ ｔｍ ｅｎ ｔ （ ． ）
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ｐ

ａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ
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ｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｅ ｄ ｉ ｎＰ ２ ．Ｏ ｆ ｗｈ ｉ ｃｈ
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ｐ

ａ ｔ ｈ ｏ
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ｌ ｉ ｃｅ ｓ ｉ ｔｅ ．Ｃ Ｐ Ｓ ｌ ｉ ｓａｎｅｎ ｚ
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ｍ ｅ ｔｈ ａ ｔｃ ａ ｔ ａ ｌ

ｙ
ｚ ｅ ｓ ｔｈ ｅｆｉ ｒ ｓ ｔａ ｎ ｄ ｒ ａ ｔｅ
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Ｔｈ ｅ ｒｅｗｅ ｒｅｎｏｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｆｏｕｎｄ ｉ ｎ ｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌｓ ａｍ
ｐ

ｌ ｅ ｓ ｂ
ｙ

ｕ ｓ ｉ ｎ
ｇ ｌ ｉｍ ｉ ｔ ｉ ｎ

ｇｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｔｈ ｒｅ ｅｓ ｔ ｅ
ｐ
ｓ ｉｎａｍｍ ｏ ｎ ｉ ａｄ ｅ ｔｏｘ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ｓ ａｎ
ｇ
ｅ ｒ  ｓ ｅ

ｑ
ｕｅｎｃ ｉ ｎ

ｇ
． ｏ ｆ  ｔｈ ｅｕ ｒ ｅ ａｃ

ｙ
ｃ ｌｅｆｒｏｍａｍｍ ｏｎ ｉ ａ ｔ ｏｃ ａ ｒｂ ａｍ ｏｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ（

ｄ ｅ

Ｔｈ ｅｐ
ａ ｔ ｈ ｏ

ｇ
ｅ ｎ ｉ ｃ ｉ ｔ

ｙｏ ｆ ｔ ｈ ｒ ｅ ｅｎｏｖ ｅ ｌｖ ａｒ ｉ ａｎ ｔ ｓｗ ａ ｓｆｕ ｒ ｔ ｈ ｅ ｒＣ ｉｍ ａｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ５
；Ａ ｌ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ６ ）
．Ｎｏ ｒｍ ａ ｌｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｔｈ ｅ

ａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚ ｅｄ ｕ ｓ ｉ ｎ

ｇ 

ｖａ ｒ ｉ ｏｕ ｓ
ｐ

ｒ ｅｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｎ ｌ ｉｎ ｅ  ｔｏ ｏ ｌ ｓ ． Ｉｎ ｂ ｒ ｉ ｅ ｆ
， Ｈ ＳＦ ｗ ａ ｓｕ ｒ ｅ ａｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅｒ ｅ

ｑ
ｕ ｉ ｒ ｅ ｓｓ ｉｘｅｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅ ｓ

， ｉ ｎ ｃ ｌｕ ｄ ｉｎ
ｇ
ＣＰ Ｓ ｌａ ｓｗ ｅ ｌ ｌａ ｓ

ａ
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ｌ ｉ ｅｄ ｔｏａ ｓ ｓ ｅ ｓ ｓ ｔｈ ｅ
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ｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｉｍ
ｐ
ａ ｃ ｔ ｓｏｎ ｔ ｈ ｅｓ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ
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ｏ ｆ  ｔ ｈ ｒ ｅ ｅ ｔｗｏｍ ｉ ｔ ｏ ｃｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌ ｔ ｒ ａｎ ｓｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ ｓ （

Ｈ ｅ ｌｍ ａｎｅ ｔａ ｌ
．

，２ ０ １ ４
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．ＣＰ Ｓ ｌ

ｎ ｏｖｅ ｌｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓａ ｓａ ｌ ｌ ｔｈ ｅ ｓ ｅｖ ａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｅｄｎ ｅ ａ ｒ ｉ ｎ ｔ ｒｏ ｎ
－

ｅｘｏ ｎｄ ｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ
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ｌ ｅ ａｄ ｓｔ ｏ

ｊ
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ｐ
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ｙｐ

ｒ ｅ ｓ ｅ ｎ ｔ ｓ

ｉｎ ｔｈ ｅｅｘｏｎ １ ７ （
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） ， ｉｎｔ ｒｏｎ７ （
Ｃ ． ６２ ２

－

３Ｃ＞Ｇ
） ，ａｎｄ ｓ ｅｖｅ ｒ ｅｈ

ｙｐ
ｅ ｒａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉ ａ

，ｗｈ ｉ ｃｈ ｉ ｓｎ ｅｕ ｒｏ ｔ ｏｘ ｉ ｃｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｉ ｎ
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ｇ
ｅ ｉｎ

２Ａ －Ｃ
）

．Ｔｈｅｍ ｉ ｓ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓｏ ｆＣ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ （ ｐ
．Ｇ６ ６ １ Ｃ

） ｔｈ ｅｄ ｅｖｅ ｌ ｏ
ｐ

ｉｎ
ｇ

ａｎ ｄｍ ａ ｔ ｕ ｒｅｂ ｒ ａ ｉ ｎ （
Ｆｕ ｎ

ｇ
ｈ ｉｎ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ２
；Ｃｈ ｏ ｉ

Ｆ ｒｏｎ ｔ ｉ ｅ ｒｓ  ｉ ｎ Ｇｅｎｅ ｔ ｉｃ ｓ ｜ｗｗｗ ． ｆｒｏｎｔ ｉｅｒｓ ｉｎ ． ｏ ｒ
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Ｙａｎ ｅｔ ａ ｌ ． Ｎｏｖｅ ｌ ＣＰＳ １ Ｖａ ｒ ｉａｎ ｔｓ ａｎｄ Ｌ ｔｅ ｒａｔ ｕ ｒｅ Ｒｅｖ ｉ ｅｗ
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ｃ ． １６３ １Ｃ ＞Ｔ．

Ａ

ｒｒｉ ｚ＾ＡｘＡＭ
Ｃ ． １ ９８ １Ｇ ＝Ｇ

￣ Ｃ ． １９８ １Ｇ ＞Ｔ

Ａ／ｖＷ＼▲ＡＡｉＡＡ

ｃ ． １ ６ ３ １Ｃ ＞Ｔ
＾ Ｃ ． １９８ １Ｇ ＞Ｔ
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ｙｖ

ｃ ．６ ２ ２
－
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－

３Ｃ ＞Ｇ

八八Ｉ／Ｖｖ ＡａＩｍ
Ｆ Ｉ ＧＵ Ｒ Ｅ  １

 ｜ 
Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ Ｃ ＰＳ １ｍ ｕｔａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ａ ｎｄ

ｐｅｄ ｉ ｇ
ｒｅ ｅ ｏ ｆ  ｔ ｈ ｅ  ｔｗｏ  ｆａｍ ｉ ｅ ｓ ｗ ｔ ｈ Ｃ ＰＳ １ Ｄ

ｐ
ｒｏｂａｎｄ ｓ ．

 （
Ａ

） 
Ｐ １ｈａｓ  ｔｗｏ ｃ ｏｍｐｏｕ

ｎｄ ｈｅ ｔ ｅ ｒｏｚｙｇ ｏ
ｕ ｓ ｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ｏ ｆ

ｃ ． １ ６３ １ Ｃ ＞ Ｔ ａｎ ｄ ｃ ． １ ９８ １ Ｇ ＞ Ｔ
，  ｉ ｎ ｈｅ ｒ ｉ ｔ ｅｄ  ｆ ｒｏｍ ｈｅ ｒ  ｆａ ｔ ｈｅ ｒ ａｎｄ ｍｏ ｔ ｈｅ ｒ

，  ｒｅｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｌ

ｙ
．

 （

Ｂ
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Ｐ２ ｈａｓ  ｔｗｏ ｃｏｍｐｏ ｕ ｎｄ ｈｅｔｅ ｒｏｚｙｇｏｕ ｓ ｍ ｕ ｔａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ｏ ｆ Ｃ ２ ８９６Ｇ ＞ Ｔ ａｎｄ

Ｃ ． ６２２
－

３Ｃ＞ Ｇ ．  ｉ ｎ ｈ ｅ ｒ ｔ ｅｄ  ｆｒｏｍ ｈｅ ｒ  ｆａｔ ｈｅ ｒ ａｎｄ ｍ ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ
，  ｒｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌ ｙ ．

ｅ ｔａ 】
， ２ ０ １ ７

；Ｒｏ ｋ ｉ ｃ ｋ ｉｅ ｔａ ｌ ． 、 ２ ０ １ ７
；Ｙａｎ

ｇ
ｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ０ １ ７

）
．ＣＰ Ｓ  Ｉ Ｄａ ｒ ｅｅｖａ ｌｕ ａ ｔ ｉｏｎａ ｓ ｉ ｔｏ ｆｔ ｅｎｒ ｅ ａ ｃｈ ｅ ｓ１ ５ ０

（

ｉｍ ｏ ｌ ／ Ｌｏ ｒｈ ｉ

ｇ
ｈ ｅ ｒ ｉｎａｃｕ ｔ ｅ

ｄ ｉ ｖ ｉ ｄ ｅ ｄ ｉ ｎ ｔ ｏ ｔｗｏ ｔ
ｙｐ

ｅ ｓｏ ｆ  ｌ ｅ ｔ ｈ ａ ｌｎ ｅ ｏｎ ａ ｔ ａ ｌ

－

ｏ ｎ ｓ ｅ ｔｏ ｒ ｌ ｅ ｓ ｓｓ ｅ ｖ ｅ ｒ ｅ ｓ ｔ ａ
ｇ
ｅ（

Ｌａ ｓ ｚ ｌｏｅ ｔａ ｌ ．

，１ ９ ９ １
）

．Ａｂ ｎｏ ｒｍ ａ ｌ ｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆａｍ ｉｎ ｏａ ｃ ｉｄ ｓ

ｌ ａ ｔ ｅ
－

ｏ ｎ ｓ ｅ ｔｂ ａ ｓ ｅ ｄｏ ｎ ｔ ｈ ｅａ
ｇ
ｅｏ ｆｏｎ ｓ ｅ ｔ

，ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌｆｅ ａ ｔｕ ｒ ｅ ｓ
，ａ ｎ ｄｃ ａｎｂ ｅｄｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂ

ｙｍ ａ ｓ ｓｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒ

ｙ， ｌ ｉｋ ｅｅ ｌ ｅｖａ ｔ ｅ ｄｂ ｌ ｏｏ ｄ

ｓ ｅｖｅ ｒ ｉ ｔ
ｙ

ｏ ｆ Ｃ Ｐ Ｓ １ｄ ｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃｙ （
Ｄ ｉ ｅ ｚ Ｆ ｅ ｒｎ ａ ｎ ｄ ｅ ｚｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ７
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．Ｔｏｇ
ｌ ｕ ｔ ａｍ ａ ｔ ｅ

，ｇ
ｌｕ ｔ ａｍ ｉ ｎ ｅ

，ａｎ ｄａ ｌ ａｎ ｉｎ ｅ
，ａｎ ｄｒ ｅｄｕ ｃ ｅ ｄｃ ｉ ｔ ｒｕ ｌ ｌ ｉ ｎ ｅａｎ ｄ

ｄ ａ ｔ ｅ
，ｍ ｏ ｓ ｔｏｆ ｔｈ ｅｒ ｅ

ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅ ｄＣＰ Ｓ  Ｉ Ｄｃ ａ ｓ ｅ ｓａ ｒｅｎ ｅ ｏ ｎ ａ ｔ ａ ｌ ｏｎ ｓ ｅ ｔａ ｒ

ｇ
ｉｎ ｉ ｎ ｅ

，ｗｈ ｅ ｒ ｅ ａ ｓｄ ｅ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｅｄｕ ｒ ｉｎ ａ ｒ
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ｗ ｉ ｔｈｓ ｅｖｅ ｒｅｈ
ｙｐ

ｅ ｒ ａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉ ａａｎ ｄｕ ｓｕ ａ ｌ ｌ
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ｄ ｉ ｅ ｄｏ ｆ ｍｕ ｌ ｔ ｉ ｏ ｒ

ｇ
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３
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Ｌ ｅｈｏ ｔ ａ

ｙ
ｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ０ １ １

； Ｊ
ａ ｎ ｅ ｃｋ ｏ ｖｄｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ０ １ ２
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ｇ
ｎ ｓａ ｎ ｄｓ

ｙ
ｍ
ｐ
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ｑ
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ｇ
ｌ
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ａ ｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉｂ ｌ ｅ
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ｇ
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ｌ ｏｗｍ ｏ ｒｂ ｉ ｄ ｉ ｔ
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 （

Ｂ
） 
Ｐ ｒｅｄ ｉ ｃｔ ｏ ｎ ｏ ｆ ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎｇ 

ｅ ｒｒｏ ｒｓ

ｆｏ ｒ Ｃ ． ６ ２ ２ ３Ｃ ＞ Ｇ ｏ ｆ ＣＰＳ １ｓｈ ｏｗｓ  ｔｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｅ ｒａｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ  ｔ ｈ ｅ ａｃ ｃ ｅｐ ｔｏ ｒ ｓ ｉ ｔｅ ｏ ｆ ＣＰＳ ７ ａｆ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｎｇ 
ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ

ｇ
．

 （
Ｃ

） 
Ｐ ｒｅｄ ｉｃｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ  ｓｐ ｌ ｉｃ ｉ ｎ

ｇ 
ｅ ｒｒｏ ｒｓ  ｆｏ ｒ Ｃ ． ２ ８９６Ｇ ＞ Ｔ ｏ ｆ ＣＰＳ １ｓ ｈｏｗ ｓ

ａ ｌ ｔｅ ｒａｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ ａｎ ｅｘｏｎ ｉ ｃ ＥＳＥ
 （

ｅｘ ｏ ｎ ｉ ｃ ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎｇ 
ｅｎ ｈａｎ ｃｅ ｒ

） 
ｓ ｉ ｔｅ

， ｐｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｌｙ 
ａｆ ｆｅｃ ｔ ｎ

ｇ 
ｓｐ ｌ

ｉ ｃ ｉ ｎ ｇ ．

ＣＰＳ １ （
ＮＭ

＿

００ １ ８ ７ ５ ． ４
） ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｅ ｄｏｎｃｈ ｒｏｍ ｏ ｓｏｍ ｅ２

ｑ
３ ４

，ｓ
ｐ
ａｎ ｓｂ

ｙＭｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎＴａ ｓ ｔ ｅ ｒ
，ａｎｄ

“

ｐ
ｒｏｂ ａｂ ｌ

ｙｄ ａｍ ａ
ｇ

ｉ ｎ
ｇ

”

ｗ ｉ ｔｈａｓ ｃｏ ｒ ｅ

ｏｖｅ ｒ  １ ２ ２ ｋｂ ｃ ｏｎ ｓ ｉ ｓ ｔ ｉｎ
ｇ 

ｏ ｆ ３ ８ ｅｘｏｎ ｓ
， 

ｗｈ ｉ ｃｈ ｅｎ ｃ ｏ ｄ ｅ ａ
ｐ
ｏ ｌ

ｙｐ
ｅ
ｐ

ｔ ｉ ｄ ｅ ｏ ｆｏ ｆ １ ． ０ ０ ０ （
ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉ ｔ

ｙ
：０ ． ０ ０

；ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｉ ｆｉ ｃ ｉ ｔ

ｙ
：１ ． ０ ０

）ｂ
ｙＰｏ ｌ

ｙ
Ｐｈ ｅ ｎ －

２
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，
５ ００ａｍ ｉ ｎ ｏａ ｃ ｉｄ ｓ ．Ｕ

ｐ
ｔ ｏｎ ｏｗ

， ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ｏ ｆ Ｃ Ｐ Ｓ １ｈ ａｖｅ （
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．Ａｓ ｔｈ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔｏ ｃ ｃｕ ｒ ｒｅｄａｔ ｔｈ ｅ ｌ ａ ｓ ｔｅｘｏｎｂ ａｓ ｅｏ ｆ

ｂ ｅ ｅｎｒ ｅ
ｐ
ｏ ｒ ｔｅｄ

， ｉｎ ｃ ｌｕｄ ｉｎ
ｇ
ｍ ｉ ｓｓ ｅｎｓ ｅ

，ｎｏｎ ｓ ｅｎ ｓ ｅ
，ｓｍ ａ ｌ ｌｄ ｅ ｌｅ ｔ ｉｏｎｓ

， ｔｈ ｅ１ ７ｅ ｘｏｎ
， ｔ ｈ ｅ

ｐ
ｏ ｔ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｓ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎ

ｇ
ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｗａ ｓａ ｓ ｓ ｅ ｓ ｓ ｅｄｂ

ｙ
Ｈ ＳＦ

，

ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉｎ ｓ ｅ ｒ ｔ ｉ ｏｎ ｓ
，ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｎ ｄ ｅ ｌ ｓ （

ｉ ｎ ｓ ｅ ｒ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ＋ ｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏｎ ｓ
） ，ａｎｄ ｌ ａ ｒ

ｇ
ｅｗｈ ｉ ｃｈｒｅｖｅ ａ ｌ ｅ ｄａ

ｐ
ｏ ｓ ｓ ｉ ｂ ｌ ｅ ｄ ｏ ｎ ｏ ｒ ｓ ｉ ｔｅ ｅ ｒ ｒｏ ｒ ａ ｆＴｅ ｃ ｔ ｉｎ

ｇ
ｔｈ ｅｓ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎ

ｇ

ｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ．Ａ ｓｆａ ｒａ ｓｂ ｏ ｔｈｃ ａ ｓ ｅ ｓｏ ｆ  ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄ
ｙ 

ａ ｒ ｅｃｏｎ ｃ ｅ ｒ ｎ ｅｄ
， ｔｗｏｏ ｆ ｍ ＲＮＡ （

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２Ａ

）
．Ｍｏ ｒ ｅ ｏｖｅ ｒ

，ｔｈ ｅａｍ ｉｎｏａ ｃ ｉｄｓｕｂ ｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔ ｉ ｏｎ

ｍ ｉ ｓ ｓ ｅｎ ｓ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓｏ ｆ ｃ ．  １ ６ ３ １ Ｃ＞Ｔ （ｐ
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ｇ
ｈ ｌ
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ｃ ｏｎ ｓ ｅ ｒｖａ ｔ ｉ ｖｅ ｉｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｓ

ｐ
ｅ ｃ ｉ ｅ ｓａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚ ｅ ｄｂｙ

（ ｐ
．Ｇ ６ ６ １ Ｃ

）ｗｅ ｒ ｅｆｏｕｎｄ ｉ ｎａ２ ｄ ａ
ｙ
ｎ ｅ ｏｎ ａ ｔ ｅ

ｇ
ｉ ｒ ｌ

 （
Ｐ Ｉ

）
ｗ ｉ ｔｈｓ ｅｖｅ ｒｅＣ ｌ ｕ ｓ ｔａ ｌＸ

 （
Ｆ ｉ
ｇ
ｕ ｒｅ ３Ｂ

） ，  ｓ ｏ  ｔｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ
ｐ

． Ｇ ６ ６ １ Ｃ ｆｒｏｍ
ｇ

ｌ

ｙ
ｃ ｉ ｎ ｅ

ｈ
ｙｐ

ｅ ｒ ａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉ ａ ．Ｔｈ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔｏ ｆ ｃ ．  １ ６ ３ １ Ｃ＞Ｔ （ｐ
． Ｔ ５ ４４Ｍ

）ｗ ａ ｓ ｔｏｃ
ｙ
ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ｅｗａ ｓ

ｐ
ｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄｔｏｎｏ ｔｏｎ ｌ

ｙ
ｉ ｎ ｔｅ ｒ ｒｕ

ｐ
ｔ ｔｈ ｅｃｏｎ ｓ ｅ ｒｖｅｄ

ａ
ｐ

ｒｅｖ ｉ ｏｕ ｓ ｌ

ｙ
ｒｅ
ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅｄｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ （

Ｆ ｉｎ ｃｋｈｅ ｔａ ｌ 〇 １ ９ ９ ８
；Ｈ ａ ｂ ｅ ｒ ｌ ｅｐ

ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎｏｆ
ｇ

ｌ

ｙ
ｃ ｉｎ ｅｂ ｕ ｔａ ｌ ｓ ｏｃｈ ａｎ

ｇ
ｅｔｈ ｅｓ ｉｄ ｅｓ ｔ ｒ ａｎｄｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒｅ ｉ ｎ

ｅ ｔａ ｌ ．
，２ ０ １ １

）ａｎ ｄｗａ ｓ
ｐ

ｒｏｖ ｅｎ ｉ ｎｔｈ ｅｅｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｓ ｔ ｕｄ
ｙ

ｃａｕ ｓ ｉｎ
ｇ ｔｈ ｅＣＰ Ｓ １ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｃ ｒ
ｙ

ｓ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ
ｇ
ｒ ａ
ｐ
ｈ ｉ ｃｍ ｏ ｄ ｅ ｌ

，ｗｈ ｉ ｃｈｐ
ｒｏｄｕ ｃ ｅ ｄａ

ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅｄ ｅ ｃ ｒ ｅ ａ ｓ ｅｏ ｆ  ｔ ｈ ｅｅｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅａ ｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔ

ｙ
ｄｕ ｅ ｔ ｏｈ ａｍ

ｐ
ｅ ｒ ｉｎ

ｇ
ｏｆ  ｔｈ ｅｄ ｅ ｆｅ ｃ ｔ ｉｖｅ

ｐ
ｒ ｏ ｔ ｅ ｉｎ （

Ｆ ｉ
ｇ
ｕ ｒｅ ４Ａ

）
． Ｉ ｎａ ｄｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ

，  ｔｈ ｅｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉｏｎｓ ｉ ｔｅｏ ｆ

ｃ ｒｏ ｓ ｓ
－

ｔ ａ ｌｋｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎ ｔｈ ｅｂ ｉ ｃ ａ ｒｂ ｏｎ ａ ｔ ｅ
ｐ

ｈ ｏ ｓ
ｐ
ｈｏ ｒ

ｙ
ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｄｏｍ ａ ｉｎＣ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ （ ｐ

． Ｇ６ ６ １ Ｃ
） ｉ ｓ ｉｄ ｅｎ ｔ ｉ ｃ ａ ｌａ ｓ ｔｈ ａ ｔｏ ｆ ａｋｎｏｗｎｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ

（
Ｂ Ｐ ＳＤ

）ａｎｄ ｔｈ ｅａ ｌ ｌ ｏ ｓ ｔ ｅ ｒ ｉ ｃＮＡＧｂ ｉ ｎ ｄ ｉｎ
ｇｄ ｏｍ ａ ｉ ｎ （

Ａ ＳＤ
）Ｃ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｃ （ ｐ

．Ｇ ６ ６ １ Ｒ
） ｗ ｉ ｔｈ ｔｈ ｅ ｓ ｕｂ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｓｍ ａ ｌ ｌ

ｇ
ｌ

ｙ
ｃ ｉ ｎ ｅ

（
Ｄ ｉ ｅ ｚ Ｆ ｅ ｒ ｎ ａｎｄ ｅ ｚｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ３
）

．Ａ ｎ ｏ ｔｈ ｅ ｒｍ ｉ ｓ ｓ ｅｎ ｓ ｅｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｒ ｅ ｓ ｉｄｕ ｅｂ
ｙ

ａ ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅｓ ｉｄ ｅｃｈ ａ ｉｎ

，ｗｈ ｉ ｃｈｗａ ｓ
ｐ

ｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｅｄｔ ｏｄ ｅ ｃ ｒｅ ａｓ ｅ

（
ｃ ． １ ９ ８ １Ｇ＞Ｔ

，ｐ
．Ｇ６ ６ １ Ｃ

） ｉｎＰ Ｉｗａ ｓｎｏｖｅ ｌａｎ ｄｕｎ ｒ ｅ
ｐ
ｏ ｒ ｌ ｅ ｄ ．Ｉｈ ｅ ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒａ ｌｓ ｔ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ

ｙ
ｏ ｆ  ｔｈ ｅ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ （

Ｆｕ ｎ
ｇ
ｈ ｉ ｎ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ２
）

．

ｒ

Ｉ ｈｕ ｓ
，

ｐ
ａ ｔｈｏ

ｇ
ｅｎ ｉ ｃ ｉ ｔ

ｙ
ｏ ｆＣ ． １ ９ ８ １ Ｇ＞Ｔ （ｐ

．Ｇ ６６ １ Ｃ
）ｗａ ｓａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚｅ ｄａｎ ｄｗｅ  ｉ ｎ ｆｅ ｒ ｒ ｅｄ ｔｈ ａ ｔ  ｔｈ ｅ ｓｕｂｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｍ ｉｎｏａ ｃ ｉｄ ｓ ｆｒｏｍ

ｇ
ｌ

ｙ
ｃ ｉｎｅ  ｔｏ

ｐ
ｒ ｅｄ ｉ ｃ ｔｅｄａ ｓ

“

ｄ ｅ ｌ ｅ ｔｅ ｒ ｉ ｏ ｕ ｓ

”

ｂ
ｙＳ

Ｉ ＦＴ
，

“

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｆｅ ａ ｔｕ ｒ ｅ ｓａｆｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄ

”

 ｃ
ｙ
ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ｅ （ ｐ

．Ｇ ６ ６ １ Ｃ
）ｍ ｉ

ｇ
ｈ ｔｈ ａｖｅａｓ ｉｍ ｉ ｌ ａ ｒｄ ａｍ ａ

ｇ
ｅ ｔｏ ｔｈ ｅＣ Ｐ Ｓ １

Ｆｒｏｎｔ ｉ ｅ ｒｓ  ｉ ｎ Ｇｅｎｅｔ ｉｃｓ ｗｗｗ ． ｆｒＧｎ ｔ ｉｅ ｒｓ ｉｎ ．ｏ ｒ
ｇ ６ Ａｕｇｕｓ ｔ ２０ １ ９ ｜Ｖｏ ｌｕｍｅ  １ ０ ｜Ａｒｔ ｉｃ ｌｅ ７ １ ８
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Ｔ ｈ ｉ ｓ ｍｕ ｔａ ｔ ｉｏｎ  ｉ ｓ
ｐ

ｒｅｄ ｉｃ ｔｅ ｄ  ｔｏ ｂｅＰ Ｒ Ｏ Ｂ Ａ Ｂ Ｌ ＹＤ Ａ Ｍ Ａ Ｇ Ｉ Ｎ Ｇ ｖ

．

．
ｉ ｔ ｈ ａ ｓｃｏ ｒｅ ｏ ｆ  １ ． ０ ０ ０  ｉ
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ｗａ ｓｈ ｉ

ｇ
ｈ ｌ

ｙｃｏｎ ｓ ｅ ｒｖ ａ ｔ ｉｖｅ ｉ ｎｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｉ ｅ ｓａｎ ａ ｌ

ｙ
ｚ ｅｄｂ

ｙ ｔｈ ｅ３ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄ
ｙ ）ｈ ａｖｅｂ ｅ ｅｎｒ ｅ

ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅｄ ．Ａｍ ｏｎ

ｇ

Ｃ ｌｕ ｓ ｔ ａ ｌＸ （
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３Ｃ

） ； ｔｈ ｅｖ ａ ｒ ｉ ａｎ ｔｗａ ｓ
ｐ

ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｅｄ ｔｏ
ｇ

ｅ ｎ ｅ ｒａ ｔｅａ ｔｈ ｅｍ
， ｔ ｈ ｅｍ ｉ ｓ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓｗｅ ｒ ｅｔｈ ｅｍ ａ

ｊ

ｏ ｒ ｉ ｔ

ｙ
ａ ｃ ｃ ｏｕｎ ｔ ｉ ｎ

ｇ

ｔ ｒｕ ｎ ｃ ａ ｔ ｅｄ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｗ ｉ ｔｈ ａ  ｌ ｏ ｓ ｓ ｏ ｆ ５ ３ ４ ａｍ ｉｎｏ ａ ｃ ｉｄ ｓ ａｎｄ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｓｈ  ｔｈ ｅｆｏ ｒ１ ５ ７ （
５ ９ ． ５％

） ，ｆｏ ｌ ｌ ｏｗｅ ｄｂ
ｙ

ｓｍ ａ ｌ ｌｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏｎ ｓｏ ｆ３ ５ （
１ ３ ． ２％

） ，

ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ

ｙ
ｏ ｆ ｔｈ ｅｅ ｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅ ．Ｔｈ ｅｃ ｒ

ｙ
ｓ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ

ｇ
ｒ ａ
ｐ
ｈ ｉ ｃｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅｍ ｏ ｄ ｅ ｌ ｓ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ｅｓ ｉ ｔ ｅｃｈ ａｎ

ｇ
ｅ ｓｏ ｆ２ ５ （

９ ． ５％
） ，ａｎ ｄｎ ｏ ｎ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅｏ ｆ２ ２ （

８ ． ３％
） ，

ｏ ｆ ｔ ｈ ｅＧ ９ ６ ６Ｘｆｕ ｒ ｔｈ ｅ ｒｄ ｅｍ ｏｎ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ ｔｈ ｅｔ ｒ ｕｎ ｃ ａ ｔ ｅｄｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｗｈ ｅ ｒ ｅ ａ ｓ  ｔｈ ｅ ｍ ｉｎ ｏ ｒ ｉ ｔ
ｙ 

ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ ｗ ｅ ｒ ｅ ４
 （

１ ． ５％
） 

ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉｎ ｄ ｅ ｌ ｓ

（
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ４Ｂ

）
．Ｔｈ ｅｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＣ ． ６ ２ ２

－

３Ｃ＞Ｇ ｉｎ ｉｎ ｔ ｒｏｎ７ｗａ ｓａａｎｄ５ （
１ ． ９％

） ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ｓ ｓ ｉｎ

ｇ １
，
００ ０ｂ

ｐｔ ｏ７ ６ ７

ｓ
ｐ

ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ
ｇ

ｓ ｉ ｔｅｃｈ ａｎ
ｇ
ｅ ｔｈ ａ ｔｗ ａ ｓ

ｐ
ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔｅｄ ｔ ｏａ ｌ ｔ ｅ ｒ ｔｈ ｅａ ｃ ｃ ｅ

ｐ ｔ ｏ ｒｋｂ
，ｗｈ ｉ ｃｈｗｅ ｒｅｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔｅｄｂ

ｙｇ
ｅ ｎ ｏｍ ｉ ｃｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒａ

ｙ （
Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ５

）
．

ｓ ｉ ｔ ｅｏ ｆＣＰＳ １ｇｅ ｎ ｅａｎ ｄａ ｆｆｅ ｃ ｔｍＲＮＡｓ
ｐ

ｌ ｉ ｃ ｉｎ
ｇ ，ｗｈ ｉ ｃｈｗｏｕ ｌ ｄＯ ｆ ｔｈ ｅｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ

，８ １ （
３ ０ ． ７％

）ｗｅ ｒｅ
ｐ

ｒｅｄ ｉ ｃ ｔ ｅ ｄ ｔ ｏｃ ａｕ ｓ ｅ
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

ｐ
ｒｏ ｄｕ ｃ ｅａｎ ｏｎ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ａ ｌｅｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅ （

Ｆ ｉ
ｇ
ｕｒｅ２Ｂ

）
．Ｔｈ ｅｓ ｅｖ ｅ ｒｅ ｔ ｒｕ ｎ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎ

，  ｉ ｎ ｃ ｌ ｕ ｄ ｉ ｎ
ｇ 

２ ２ｎ ｏ ｎ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅ
， 
３ １ｓｍ ａ ｌ ｌ ｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ

， １ ６ ｓｍ ａ ｌ ｌ

ｐ
ｈ ｅｎｏ ｔ

ｙｐ
ｅｏ ｆＰ ２ｗ ｉ ｔｈｍ ｏ ｒｅｒ ａ

ｐ
ｉｄｐ

ｒｏ
ｇ
ｒ ｅ ｓ ｓ ｔ ｏｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅ

－

ｏ ｒ
ｇ
ａｎ ｉ ｎ ｓ ｅ ｒ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ

，４ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｎ ｄ ｅ ｌ ｓ
，６ｓ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ

ｇ
ｓ ｉ ｔ ｅｃｈ ａｎ

ｇ
ｅ ｓ

，ａｎ ｄ２ ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅ

ｆａ ｉ ｌ ｕ ｒ ｅｗ ｉ ｔｈ ｉ ｎ１ ３ｈｆｒｏｍｈ ｅ ｒｏｎ ｓ ｅ ｔｓｕ
ｇ ｇ

ｅ ｓ ｔｅｄ ｔｈ ａ ｔｂ ｏ ｔ ｈａ ｌ ｌ ｅ ｌ ｅ ｓｄ ｅ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ．Ｏ ｕ ｒ ｒｅ ｖ ｉ ｅｗ ｉ ｎ
ｇ
ｄ ａ ｔ ａｆｕ ｒ ｔｈ ｅ ｒｃ ｌ ａ ｒ ｉ ｆｉ ｅ ｄ ｔ ｈ ａ ｔｍ ｏ ｓ ｔＣＰＳ １

ｅｎ ｃｏ ｄ ｅａｎ ｏｎ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｌｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ．Ａｄｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｌ ｌ

ｙ，ａｎｕｎｕ ｓｕ ａ ｌｖ ａ ｒ ｉ ａｎ ｌ ｓ （

＞ ９ ０％
）ｗ ｅ ｒｅ

＜ ＜

ｐ
ｒ ｉｖａ ｌ ｅ

＞ ，

ｗ ｉ ｔ ｈｎ ｏ ｎ ｒｅ ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ
，ａｎ ｄ ｔｈ ｅ

ｄ ｅ ａ ｔ ｈｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｆｉ ｒ ｓ ｔ ｂ ｏ
ｙ

ｉｎｔｈ ｅ ｆａｍ ｉ ｌ

ｙ 
ｄ ｒ ｅｗｏｕ ｒａ ｔ ｔ ｅｎ ｔ ｉ ｏ ｎ ． Ｔｈ ｅｆｉ ｒｓ ｔ ｆｅｗ ｒ ｅ ｃｕ ｒ ｒｅ ｎ ｔｍｕ ｔ ａｔ ｉ ｏ ｎ ｓ  ｔ ｅｎ ｄ ｅ ｄ ｔ ｏｏ ｃ ｃｕ ｒ ａ ｔ Ｃ

ｐ
Ｇｄ ｉ ｎｕ ｃ ｌ ｅｏ ｔ ｉｄ ｅ ｓ

，

ｃｈ ｉ ｌ ｄｗａ ｓｂ ｏ ｒｎａ ｔｔ ｅ ｒｍａｎ ｄａ
ｐｐ ａ ｒｅ ｎ ｔ ｌ

ｙ
ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ

ｙ
ａ ｆｔ ｅ ｒａｎ ｏ ｒｍ ａ ｌｗｈ ｉ ｃｈｍ ａｄ ｅ ｔｈ ｅｄ ｉ ａ

ｇ
ｎ ｏ ｓ ｉ ｓｍ ｏ ｒ ｅｃ ｏｍ

ｐ
ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｅｄ （

Ｓｕｐｐ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ ａ ｒｙ

ｐ
ｒ ｅ

ｇ
ｎ ａｎ ｃ

ｙ
．Ｈ ｅ ｈ ａ ｄｓｕ ｄ ｄ ｅｎｄ ｅ ｔ ｅ ｒ ｉ ｏ ｒ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｄ ｉ ｅｄｏｎ ｔｈ ｅ ｔｈ ｉ ｒｄＴａｂ ｌｅ ｓＳ Ｉ ｔ ｏＳ４

）（
Ｈ ｏ ｓ ｈ ｉ ｄ ｅｅ ｔａ ｌ ．

，１ ９ ９ ３
；Ｆ ｉ ｎ ｃｋｈｅ ｔａ ｌ ．

， １ ９ ９ ８
；

ｄａ
ｙ
ｗ ｉ ｔｈｏｕ ｔａｄｅ ｆｉｎ ｉ ｔ ｅｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｔｈ ｅｒｅ ｔ ｒｏ ｓ

ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉｖｅａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓｏｆＳｕｍｍ ａ ｒｅ ｔａ ｌ ．

， １ ９ ９ ８
； Ｉ ｈ ａ ｒ ａｅ ｔａ ｌ ．

，１ ９ ９ ９
；Ａｏ ｓ ｈ ｉｍ ａｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ ０ １ ａ
；

ｔｈ ｅ ｆｉ ｒ ｓ ｔｂ ｏ
ｙ 

ｆｒｏｍ ｔｈ ｉ ｓｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ｄ ｅｍｏｎ ｓ ｔ ｒａ ｔ ｅ ｄ ｔｈ ａ ｔ ｈ ｅｈ ａｄｓ ｉｍ ｉ ｌ ａ ｒＡｏ ｓｈ ｉｍ ａｅ ｔ ａ ｌ ．

，２０ ０ １ ｂ
； Ｒａ

ｐｐ
ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ０ ０ １
；
Ｗａｋ ｕ ｔ ａｎ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ ０ １
；

ｆｅ ａ ｔｕｒｅ ｓａ ｓＰ ２ ．Ｗｅｃ ｏ ｎ
ｊ
ｅ ｃ ｔｕ ｒｅｄ ｔｈ ａ ｔ ｔｈ ｅｆｉ ｒ ｓ ｔｃｈ ｉ ｌｄｍ ｉ

ｇ
ｈ ｔｃ ａ ｒ ｒ

ｙＨ ａｂ ｅ ｒ ｌ ｅｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ ０ ３ ；Ｅ ｅｄ ｓｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ ０ ６ ；Ｋｕ ｒｏｋａｗａｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ ０ ７
；

Ｆ ｒｏｎ ｔ ｉｅｒｓ  ｉ ｎ Ｇｅｎ ｅｔ ｉｃｓ ｜ｗｗｗ ． ｆｒｏｎｔ ｉｅｒｓ ｉｎ ． ｏ ｒ
ｇ ７ Ａｕｇｕｓｔ ２０ １ ９ ｜Ｖｏ ｌｕｍｅ  １ ０ Ａｒｔ ｉｃ ｌｅ ７ １ ８



Ｙａｎ ｅｔ ａ ｌ ． Ｎｏｖｅ Ｃ－ ＰＳ １Ｖａｒ ｉａｎ ｔｓ ａｎｄ Ｌ ｉ ｔｅ ｒａｔ ｕ ｒｅ Ｒｅｖ ｉ ｅｗ

Ｈ
Ｆ Ｉ Ｇ Ｕ Ｒ Ｅ ４

 ｜ 
３Ｄ ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔ ｕ ｒｅ ｏ ｆ ｗ ｉ ｌ ｄ  ｔｙｐ ｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎ ｔ  ｔｙｐｅ ｏｆ

ｐ ．Ｇ６６ １ Ｃ ａｎｄ
ｐ ． Ｅ９６６Ｘ  ｉ ｎ Ｃ ＰＳ １ ．

 （
Ａ

） 
Ｗ ｉ ｌ ｄ  ｔ

ｙｐｅ ａｎｄ ｍ ｕ ｔａｎ ｔ  ｔｙｐｅ ｏ ｆ
ｐ

． Ｇ６６ １ ｉ ｎ ＣＰＳ １ｓｈｏｗｓ  ｔ ｈ ｅ ｍ ｕ ｔ ａｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ

Ｇ６６ １ Ｃ ｃ ｈ ａ ｎ ｇ
ｅ ｓ  ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｄｅ ｓｔｒａ ｎｄ ｓ ｔ ｒｕｃｔ ｕ ｒｅ ａ ｎ ｄ ｈ

－

ｂｏ ｎ ｄ ．

 （

Ｂ
） 
Ｗ ｉ ｌ ｄ  ｔ

ｙｐｅ ａｎｄ ｍｕ ｔａｎ ｔ  ｔ
ｙｐ ｅ ｏ ｆ Ｅ９６ ６  ｉ ｎ ＣＰＳ １ｓ ｈｏｗｓ  ｔ ｈ ｅ ｍｕｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ Ｅ６６ １ Ｘ  ｅａｄ ｉ ｎｇ 

ｔｏ ａ  ｔ ｎｊ ｎ ｃ ａｔ ｅｄ
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

ｗ ｉ ｔ ｈ ｍ ｉ ｓ ｓ ｉ ｎ
ｇ 

５ ３４ ａｍ ｉ ｎｏ ａ ｃ ｉ ｄ ｓ ． Ｔｈｅ  ｒｅｄ ａ ｒ ｒｏｗ ｓ ｍ ａ ｒｋｅｄ  ｔｈ ｅ ｓ ｉ ｔｅｓ ｏｆ ｗ ｉ ｌ ｄ
－

ｔｙｐ ｅ Ｇ６６ １
， Ｅ９６６ ， ａｎｄ ｍ ｕｔａｔ ｅｄ Ｃ６６ １

， Ｘ９６６ ．

Ｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉ ｂ ｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｕ ｔａ ｔ ｉ ｏｎｓ ｐｅ ｃｔ ｒｕｍ ｉ ｎＣＰＳ１

１ ． ５％
．

１３

°
／〇
■ｍ ｉ ｓｓｅ ｎ ｓｅ

６ ． １％＾９ ． ５％ ■ｎｏ ｎ ｓｅ ｎｓｅ

隊■ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｎ ｓｅ ｒｔ ｉ ｏｎ
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■ｓｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｎ ｄ ｅ ｌ
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ｓ ｐ ｌ ｉ ｃ ｉ ｎ ｇ
ｖａ ｒ ｉ ａ ｎ ｔ
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 ｜ 
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， ８ ． ５％

ｎｏ ｎ ｓｅｎ ｓｅ
，  １ ３ ． ５％ ｓｍａ ｌ ｌ ｄ ｅ ｌ ｅｔ ｉ ｏ ｎ

， ６ ． ２％  ｓｍａ ｌ ｌ  ｉ ｎ ｓｅｒ ｔ ｉ ｏｎ
， ９ ． ６％  ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉ

ｎ
ｇ ，  １ ． ６％ ｓｍ ａ ｌ ｌ  ｉ ｎｄ ｅ ｌ
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Ｋ ｈ ａ
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ａ ｔ
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．
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ｅ ｔ ａ ｌ ．
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；Ｗａｎ
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ｅ ｔ ａ ｌ ．
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ｔ ｅ ｒｍ ｉｎ ａ ｌｍ ｏ ｉ ｅ ｔ
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，２０ １ ６
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ｅ ｔａ ｌ ．
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ｇ
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ｇ
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ｅ ｔａ ｌ
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；ｄ ｅＣ ｉｍ ａｅ ｔａ ｌ
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．Ｔｈ ｅＣ ｔ ｅ ｒｍ ｉｎ ａ ｌｍ ｏ ｉ ｅ ｔ

ｙａｎ ｄＨ ｊ ｉｂｅｒ ｌ ｅ
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． Ｉｎｃａｓ ｅｏｆｓ ｅｖｅ ｒ ｅｈ
ｙｐ

ｅ ｒ ａｍｍ ｏｎ ｅｍ ｉａ
，

ｃ ｏ ｎ ｔ ａ ｉ ｎ ｓ ｔｗｏＡＴ Ｐ － ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎ
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ｙ
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ｐ
ｌ ａｎ ｔ ａｔ ｉ ｏｎ

，ｗｈ ｉ ｃｈｈ ａ ｓｄｅｍ ｏｎ ｓ ｔ ｒａｔｅ ｄ

ｉ ｎｆｏ ｌ ｄ ｉ ｎ
ｇ

ｏｆｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒ ａ ｌｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ ｓ ｌ ｅ ａｄ ｉ ｎ
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ｔｏｄ ｅ ｃ ｒ ｅ ａ ｓ ｅ ｄ
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ｇ
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， ｔｈ ｏ ｕ
ｇ
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ｉ ｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎ
ｇ 

Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉ ｔ
ｙ

． Ｗｒｉｔｔｅｎ  ｉｎｆｏｒｍ ｅｄ ｃｏｎ ｓｅｎｔｓ

ｗａｓ ｏｂｔａ ｉｎｅｄ ｆｒｏｍ  ｔｈｅ
ｐ

ａｔ ｉ ｅｎｔ ｓ

＇

ｐ
ａ ｒｅｎｔｓ ａｎｄ  ｔｈｅ

ｐ
ａｔ ｉｅｎｔｓ

，

 ｉｎｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉｏｎ
ｒ

Ｉｈｅ Ｓｕｐｐ
ｌ ｅｍ ｅｎ ｔａ ｒ

ｙ 

Ｍ ａ ｔｅ ｒ ｉａ ｌ ｆｏ ｒ  ｔｈ ｉｓ ａ ｒ ｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ｃ ａｎ ｂ ｅ ｆｏｕｎｄ ｏｎ ｌ ｉｎ ｅ ａ ｔ ：

ｗａｓａｎｏｎ
ｙ
ｍ ｉｚｅｄ ｂ ｅｆｏ ｒｅｓｕｂｍｉ ｓｓ ｉｏｎ ．Ａｌｌ ｔｈｅ

ｐ
ｒｏｃｅｄｕ ｒｅｓ

ｐ
ｅ ｒｆｏ ｒｍｅｄｈ ｔ ｔ

ｐ
ｓ ： ／ ／ｗｗｗ ． ｆｒｏｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓ ｉ ｎ ． ｏ ｒ

ｇ
／ ａ ｒｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ｓ ／ １ ０ ． ３ ３ ８ ９ ／ ｆ

ｇ
ｅｎ ｅ ． ２ ０ １ ９ ． ００ ７ １ ８ ／

ｉｎ  ｔｈｅ ｓｔｕｄ
ｙ 

ｗｅ ｒｅ  ｉｎ ａｃｃｏ ｒｄａｎｃｅ ｗｉ ｔｈ  ｔｈ ｅ Ｄｅｃ ｌａｒａｔｉ ｏｎ ｏｆ Ｈｅｌ ｓ ｉｎｋｉ ． ｆｕ ｌｌ＃ ｓｕ
ｐｐ

ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ ａｒ
ｙ

－

ｍ ａ ｔ ｅ ｒ ｉ ａ ｌ

Ｒ ＥＦＥＲ ＥＮＣ ＥＳ ｃｏ ｎ ｃｅ ｎ ｔ ｒａ ｔｅ ｉ ｎａｃｅｎ ｔ ｒａｌｄｏｍａ ｉ ｎｏｆ ｕｎｋｎｏｗｎｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ ．Ｍｏ ｌ ．Ｇｅｎ ｅ ｔ ．Ｍｅ ｔａｂ．

１ １ ２
 （
２

） ，  １ ２３ － １ ３ ２ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６ ／
ｊ

．

ｙ
ｍ

ｇ
ｍｅ ． ２０ １ ４ ． ０４ ． ０ ０ ３

Ａｌ ｉ
， 
Ｅ ． Ｚ ．

， Ｋｈａ ｌ ｉｄ
， Ｍ ． Ｋ ． Ｎ ． Ｍ ．

， Ｙｕｎｕ ｓ
， Ｚ ． Ｍ ．

， Ｙａｋｏｂ ， 
Ｙ．

， Ｃｈ ｉ ｎ
， Ｃ ． Ｂ ．

， 
Ｌａ ｔ ｉ ｆ

， 
Ｋ ． Ａ ．

，Ｄ ｉｅ ｚ
－ Ｆｅｍ ａｎｄ ｅ ｚ

，Ｃ ．

，Ｇａ ｌ ｌ ｅ
ｇ
ｏ ， Ｊ

．

，Ｈａｂ ｅ ｒ ｌ ｅ
， Ｊ

．

，Ｃｅｒｖｅ ｒａ
， Ｊ

．

，ａｎｄＲｕｂ ｉｏ
，Ｖ． （

２０ １ ５
）

．

ｅ ｔ ａＬ （
２０ １ ６

）
． Ｃ ａｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈａ ｔｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ （

Ｃ ＰＳ １
）ｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ

ｙ
：ｃｌ ｉｎ ｉｃ ａｌ ， Ｔｈ ｅ  ｓ ｔｕｄ

ｙ 
ｏ ｆ ｃａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ 
ｓｈｅｄ ｓ  ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｏｎ  ｔｈｅ

ｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉ ｃ ａ ｌ
，ａｎｄｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕｌ ａｒｃｈ ａｒａｃ ｔｅｒｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎＭ ａ ｌａ

ｙ
ｓ ｉ ａｎ

ｐ
ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓ ．Ｅｕｒ．Ｊ

．ｍ ｅ ｃｈ ａｎ ｉ ｓｍ ｆｏｒ  ｓｗｉ ｔｃ ｈ ｉｎ
ｇ
ｏｎ ／ ｏ ｆｆ  ｔｈｅＵｒｅ ａＣ

ｙ
ｃ ｌｅ ．

Ｊ．Ｇｅｎ ｅ ｔ ．Ｇｅ ｎｏｍ ｉｃｓ ４ ２ （
５

） ，

Ｐｅｄｉａ ｔｒ．  １ ７ ５
 （
３

） ， 
３ ３ ９ ３４６ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００ ７ ／ ｓ００４ ３ １

－

０ １ ５ ２６４４
－

ｚ ２４９
－

２ ６ ０ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

．

ｊ ｇｇ
． ２０ １ ５ ．０ ３ ． ００ ９

Ａｏｓｈｉｍａ
，Ｔ．

，
Ｋａ

ｊ

ｉ ｔａ
，Ｍ ．

， Ｓ ｅｋ ｉｄｏ
，Ｙ．

，
Ｋｉｋｕ ｃｈ ｉ

，Ｓ ．

，
Ｙａ ｓｕｄａ ， Ｉ ．

， Ｓ ａｈ ｅｋ ｉ
，Ｔ”ｅ ｔａ ｌ ．Ｅ ｅｄ ｓ

， 
Ａ ． Ｍ．

， 
Ｈａ ｌ ｌ

， 
Ｌ ． Ｄ ．

， 
Ｙａｄａｖ

， 
Ｍ ．

， 
Ｗ ｉｌ ｌ ｉ ｓ

， 
Ａ ．

， 
Ｓｕｍｍａ ｒ

， 
Ｓ ．

， 
Ｐｕ ｔｎ ａｍ

， 
Ａ ．

， 
ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２ ００６

）
．

（
２ ００ １ ａ

）
． Ｎｏｖｅ ｌｍｕｔ ａ ｔ ｉｏｎ ｓ （

Ｈ ３ ３ ７Ｒａｎｄ ２ ３ ８ ３ ６２ｄｅ ｌ
） ｉｎ ｔｈ ｅＣＰＳ １

ｇ
ｅｎ ｅ ｃａ ｕ ｓ ｅ Ｔｈ ｅ ｆｒｅ

ｑｕ
ｅｎ ｔ ｏｂ ｓｅ ｒｖａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｅｖ ｉｄｅｎｃｅｆｏ ｒ ｎｏｎ ｓ ｅｎ ｓ ｅ

－ ｍｅｄｉ ａ ｔ ｅ ｄｄｅｃａ
ｙ 

ｉｎＲＮＡ

ｃａｒｂａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ  ｓ

）
Ｔｉ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ  Ｉ ｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ

ｙ
． Ｈｕｍ ． Ｈｅｒｅｄ ． ５ ２

 （
２

） ， 
９９

－

１ ０ １ ． ｄｏ ｉ ： ｆｒｏｍ
ｐ

ａｔ ｉ ｅｎｔ ｓ ｗｉ ｔｈｃａｒｂａｍ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓｅ Ｉｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃ

ｙ
． Ｍｏ ｌ．Ｇｅｎ ｅ ｔ ．

１ ０ ． １ １ ５９ ／００００ ５３ ３ ６ ０ ８９
 （

１
－

２
） ，

８０
－

８６ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

．

ｙ
ｍ

ｇ
ｍ ｅ ． ２ ０ ０６ ． ０４ ．００６

Ａｏｓｈｉｍａ
， 

Ｔ．

， 
Ｋａ

ｊ

ｉ ｔ ａ
， 
Ｍ ．

， 
Ｓｅｋｉｄｏ ， 

Ｙ．

， 
Ｍ ｉｍｕ ｒａ

， 
Ｓ ．

， 

Ｉ ｔ ａｋｕ ｒａ
， 
Ａ ．

， 
Ｙａ ｓｕｄａ

， 
Ｉ ．

， 

ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２０ ０ １ ｂ

）
．Ｆ ｉｎｃｋｈ

， 
Ｕ．

， 
Ｋｏｈｌ ｓ ｃｈｕ ｅ ｔ ｔ ｅ ｒ

， 
Ａ ．

， 
Ｓ ｃｈ ａ ｅ ｆｅ ｒ

， 
Ｈ ．

， 
Ｓ
ｐ
ｅ ｒｈ ａｋｅ

， 
Ｋ ．

， Ｃ ｏ ｌｏｍｂｏ
，  Ｊ

． Ｐ．
， 
ａｎｄ Ｇ ａｌ

， 
Ａ ．

Ｃａｒｂａｍ ｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓｙ

ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａｓ ｅ  Ｉ ｄ ｅｆｉｃ ｉ ｅｎ ｃ
ｙ

： ｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ
ｇ

ｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｆｉｎ ｄ ｉ ｎ
ｇ

ｓ ａｎ ｄ （
１ ９ ９ ８

）
． Ｐｒｅｎａ ｔ ａ ｌ ｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓ ｏｆ  ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔａ ｓ ｅ  Ｉ ｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ 
ｂ
ｙ

ｐ
ｒｅｎ ａｔａ ｌ ｄｉａ

ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｐｒｅ ｎ ａ ｔ ． Ｄ ｉａ

ｇ
ｎ ． ２ １  （

８
） ， 
６ ３ ４

－

６ ３７ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００２ ／ｐ
ｄ ． ｌ ２ ３ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ａ ｍ ｉ ｓ ｓｅｎ ｓｅ ｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ  ｉｎ ＣＰＳ １ ． Ｈｕｍ ． Ｍｕ ｔａ ｔ ． １ ２  （

３
）

， ２ ０６
－ ２ １ １ ．

Ｃｈ ｅｎ
， Ｍ ．

， Ｚｈ ａｎ
ｇ ， Ａ ．

， ａｎｄ Ｘｕ
， Ｑ ．  （

２０ １ ３
）

． Ａ ｃ ａ ｓｅ  ｒｅ
ｐｏ

ｒ ｔ ｏ ｆ  ｃａｒｂａｍｏｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００２ ／

（
Ｓ ＩＣ Ｉ

） 

１ ０９ ８
－

１ ００４
（

１ ９９ ８
） 

１ ２ ： ３ ＜ ２０６ ： ：Ａ ＩＤ － ＨＵＭＵ８＞ ３ ． ０ ．ＣＯ ；
２

－ Ｅ

ｓ
）
ｎ ｔｈｅ ｔａ ｓｅ  Ｉ ｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ
．

Ｊ
ｉ ｌ ｉｎ Ｍｅｄ．

 （
ｉｎ Ｃｈ ｉｎ ｅｓｅ

） 
３４

 （
３ ５

）
， 
７５ ６ ３ ７ ５６４ ． Ｆｕｎ

ｇ
ｈ ｉｎ ｉ ， Ｓ ．

， 
Ｔｈ ｕ ｓｂ ｅ ｒ

ｇ ，  Ｊ
．

， Ｓｐ
ａｄａ

， Ｍ ．
， Ｇ ａ ｓ

ｐ
ｅ ｒ ｉｎ ｉ

，Ｓ ．

， Ｐａｒ ｉｎ ｉ
， Ｒ ．

， Ｖｅｎ ｔ ｕｒａ
， Ｌ ．

， ｅ ｔ ａｌ ．

Ｃｈ ｅｎ
，Ｘ ．

，Ｙｕａ ｎ ，Ｌ ．
，Ｓｕ ｎ ，Ｍ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｑ ．

，ａ ｎｄＷｕ
，Ｙ． （

２ ０ １ ８
）

．Ｔｗｏｎｏｖｅ ｌＣＰＳ １ （
２ ０ １ ２

）
．Ｃａｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ
ｐ

ｈｏ ｓ
ｐｈ

ａ ｔ ｅ ｓ
ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓｅ １ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ
ｉｎ Ｉ ｔａｌｙ

：ｃ ｌｉｎ ｉｃａｌａｎｄ

ｍｕｔａ ｔ ｉｏｎｓ  ｉｎａ ｃａ ｓ ｅ ｏｆ  ｃａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａｔ ｅ ｓｙ

ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ
ｙ 

ｃａ ｕ ｓ ｉｎ
ｇ ｇ

ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃｆｉｎｄｉｎ
ｇ
ｓ ｉｎａｈ ｅ ｔ ｅｒｏ

ｇ
ｅｎ ｅｏｕｓｃｏｈｏ ｒｔ ．Ｇｅｎ ｅ４ ９ ３ （

２
） ，２２８

－

２ ３４ ．ｄｏ ｉ ：

ｈ
ｙｐ

ｅｒａｍｍｏ ｎ ｅｍ ｉ ａ ａｎｄ  ｌ ｅｕｋｏｄ
ｙ
ｓ ｔ ｒｏ

ｐ
ｈ
ｙ

．

 ／
．Ｃｌ ｉｎ ． Ｌａｂ ． Ａｎａ ｌ ． ３２ （

５
）

， 
ｅ ２ ２３ ７ ５ ． ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／

ｊ
．

ｇ
ｅ ｎ ｅ ．２０ １ １ ． １ １ ．０ ５ ２

１ ０ ． １ ００２／
ｊ

ｄａ ．２ ２ ３ ７５Ｈａｏ
， 
Ｃ ．

， 
Ｇｕｏ

，  Ｊ
．

， 
Ｇｕｏ

， 
Ｒ ．

， Ｑ ｉ
， 
Ｚ ．

， 
Ｌ ｉ ， 
Ｗ．

， 
ａｎｄ Ｎ ｉ

， 
Ｘ ．

 （
２０ １ ８

）
． Ｃｏｍｐｏｕ

ｎｄ ｈｅ ｔｅ ｒｏｚ
ｙｇ

ｏｕｓ

Ｃｈｏ ｉ
， 
Ｒ？ 

Ｐａｒｋ
， 
Ｈ ． Ｄ ．

， 
Ｙａｎ

ｇ ， 
Ｍ ．

， 
Ｋｉ

， 
Ｃ ． Ｓ ．

， 
Ｌｅｅ

， Ｓ ． Ｙ．

， 
Ｋ ｉｍ

，  Ｊ
． ＷＭ  ｅ ｔ ａ ｌ ．

 （
２０ １ ７

）
． Ｎｏｖｅ ｌ ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｎ ｔ ｓ ｉｎＰＯＲ

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｉ ｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉｅｄｂｙ

ｗｈｏ ｌ ｅ
－

ｅｘｏｍ ｅ ｓ ｅ
ｑ
ｕｅｎ ｃ ｉｎ

ｇ
ｉｎａＣｈ ｉｎｅｓ ｅ

ｐ
ａｔｈｏ

ｇ
ｅ ｎ ｉ ｃ ｖａｒｉ ａｎ ｔ

 （
ｃ ． ５ ８０Ｃ ＞ Ｔ

） 
ｉｎ  ｔｈ ｅ ＣＰ Ｓ １

ｇ
ｅｎ ｅ  ｉ ｎ ａ ｎ ｅｗｂｏ ｒｎ ｗｉ ｔｈ  ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ ｐ

ｅｄ ｉ

ｇ
ｒｅｅｗ ｉ ｔ ｈｃ

ｙ
ｔ ｏｃｈ ｒｏｍ ｅＰ４ ５ ０ｏｘ ｉｄｏｒｅｄｕｃ ｔ ａｓ ｅｄｅ ｆ ｉ ｃ ｉｅｎ ｃｙ

．Ｐｅｄｉａ ｔｒ． Ｉｎｖｅｓ ｔ ．

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ  １ ｄ ｅｆｉｃ ｉ ｅｎｃ

ｙ 

ｉ ｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅ ｄ ｂ
ｙ 

ｗｈｏ ｌ ｅ ｅｘｏｍｅ  ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｉｎ

ｇ
． Ａｎ ｎ ． ２

 （
２

） ， 
９ ０

－

９ ５ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００２ ／ ｐ
ｅｄ ４ ． １ ２ ０ ３５

Ｌａｂ． Ｍｅｄ ． ３ ７
 （

１
） ， ５８

－

６ ２ ． ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． ３ ３４ ３ ／ ａｌｍ ． ２０ １ ７ ． ３ ７ ． １ ． ５ ８ Ｈ ａｂ ｅ ｒ ｌ ｅ ，
 Ｊ

．

 （
２ ０ １ ２

）
． Ｃａｒ

ｇ
ｌｕｍ ｉｃ ａｃ ｉ ｄ ｆｏ ｒ  ｔｈ ｅ  ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅｎ ｔ ｏｆ Ｎ －

ａｃｅ ｔ

ｙ
ｌ

ｇ
ｌ ｕ ｔａｍａｔｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈａｓ ｅ

ｄｅ Ｃ ｉｍａ
， Ｓ ．

， Ｐｏ ｌ ｏ
， Ｌ ． Ｍ．

， 
Ｄ ｉ ｅ ｚ

－ Ｆｅｍａｎｄ ｅ ｚ
， Ｃ ．

， Ｍ ａｒｔ ｉ ｎｅ ｚ
， Ａ ．  Ｉ ．

， Ｃ ｅ ｒｖｅ ｒａ
，  Ｊ

．

， Ｆ ｉ ｔ ａ
， 

Ｉ ．

， ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ
ｙ 

ａｎｄ ａｃ ｕ ｔｅ ｈ＾ ｅ ｒａｍｍｏｎ ｅｍ ｉ ａ ． Ｅｘｐ ｅ ｒ ｔ Ｒｅ ｖ． Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎ ｏ ｌ ． Ｍｅ ｔａ ｂ． ７  （
３

）
，

ｅｔ ａｌ ．

 （
２０ １ ５

）
． Ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅ ｏ ｆ ｈｕｍａｎ  ｃａｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔ ａ ｓｅ ： ｄｅｃ ｉ

ｐ
ｈ ｅ ｒ ｉｎ

ｇ ２６３
－

２７ １ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ５ ８６／ｅｅｍ ． １ ２ ． １ ７

ｔｈ ｅｏｎ／ｏｆｆ  ｓｗｉ ｔ ｃｈｏｆ ｈｕｍ ａｎｕｒｅ ａ
ｇ
ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ ．Ｓｃ ｉ ．Ｒ ｅ

ｐ
．５

， １ ６９５ ０ ．ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ３８ ／Ｈ ａｂｅ ｒ ｌ ｅ
，  Ｊ

．

， 
Ｓｃｈｍｉｄ ｔ

， 
Ｅ ．

， 
Ｐａ ｕ ｌ ｉ

， 
Ｓ ．

， 
Ｒａ

ｐｐ ， 
Ｂ ．

， 
Ｃｈｒｉｓ ｔｅｎ ｓｅｎ

， 
Ｅ ．

， 
Ｗｅｒｍｕ ｔｈ ， 

Ｂ ．

， 
ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２００３

）
．

ｓｒｅ
ｐ

１ ６ ９５０ Ｇｅ ｎ ｅ  ｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｒｂ ａｍ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔａｓｅ  １ａｎｄ ｎｏｖｅ ｌ ｍｕｔａｔ ｉｏｎ ｓ

Ｄ ｉｅｚ Ｆｅｒｎａｎｄｅ ｚ
， 
Ｃ ．

， ａ ｎ ｄ Ｈ ａ ｂ ｅ ｒ ｌ ｅ ，  Ｊ
．  （

２０ １ ７
）

． Ｔａ ｒ
ｇ
ｅ ｔ ｉ ｎ

ｇ 
ＣＰ Ｓ １ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ  ｔ ｒｅ ａ ｔｍ ｅ ｎ ｔ ｏ ｆ ｉｎ

ｐ
ａｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ ｗｉ ｔｈ ｎｅｏｎ ａ ｔａ ｌ ｏｎｓｅ ｔ ． Ｈｕｍ ． Ｍｕ ｔａ ｔ ． ２ １

 （
４

） ， 
４４４ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００ ２／ｈｕｍｕ．９ １ １ ８

ｃａｒｂａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔａ ｓ ｅ １ （

ＣＰＳ １
） ｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ ， ａ ｕ ｒｅ ａ  ｃ
ｙ
ｃ ｌ ｅｄ ｉ ｓｏｒｄ ｅ ｒ ．Ｈ ａｂ ｅ ｒ ｌ ｅ

，  Ｊ
．

， Ｓｈ ｃｈｅ ｌｏ ｃｈｋｏ ｖ
， Ｏ ． Ａ ．

，Ｗａ ｎ
ｇ ，  Ｊ

．

， Ｋａ ｔ ｓｏｎ ｉ ｓ
， Ｐ ．

，Ｈａｌ ｌ
， Ｌ ．

， Ｒｅ ｉ ｓ ｓ
， Ｓ ．

，ｅ ｔ ａ ｌ ．

Ｅｘ
ｐ
ｅｒ ｔＯ

ｐ
ｉｎ ．Ｔｈ ｅｒ ．Ｔａ ｒ

ｇ
ｅ ｔｓ２ １ （

４
）

，３ ９ １ ３ ９ ９ ．ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０８ ０ ／ １ ４ ７ ２ ８ ２ ２ ２ ． ２ ０ １ ７ ． （
２ ０ １ １

）
．Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａ ｒｄｅ ｆｅｃ ｔ ｓ ｉ ｎｈｕｍａｎｃａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌｐｈｏ ｓｐ

ｈａ ｔｅｓ
ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔａｓｅ Ｉ ：

１ ２ ９ ４６８ ５ｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎａ ｌ  ｓ
ｐ
ｅｃ ｔ ｒｕｍ

， ｄ ｉ ａ
ｇ
ｎｏ ｓ ｔ ｉ ｃａｎｄ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅ ｃｏｎ ｓ ｉｄｅｒａ ｔ ｉｏｎ ｓ ． Ｈｕｍ ．

Ｄ ｉｅ ｚ Ｆｅｒｎ ａｎｄ ｅｚ
，Ｃ ．

，Ｍａｒ ｔ ｉｎ ｅ ｚ
，Ａ ． Ｉ ．

，Ｐｅｋｋａ ｌ ａ
，Ｓ ．

，Ｂ ａ ｒｃ ｅ ｌ ｏｎ ａ
，Ｂ ．

，Ｐｅ ｒｅｚ
－Ａ ｒｅ ｌ ｌ ａｎ ｏ

，Ｍｕ ｔａ ｔ ． ３ ２
 （
６

） ， 
５ ７ ９

－

５ ８９ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ０ ２ ／ｈｕｍ ｕ ． ２ １ ４０ ６

Ｉ ．

， 
Ｇｕａｄａ ｌ ａ

ｊ

ａ ｒａ
， 
Ａ ． Ｍ ．

， 
ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２０ １ ３

）
． Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕｌａ ｒ ｃｈ ａ ｒａｃ ｔ ｅｒ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ｃａ ｒｂａｍｏ

ｙ
ｌ

－Ｈｅ ｌｍ ａｎ
，Ｇ ．

，Ｐａｃｈ ｅ ｃｏ
－ Ｃｏ ｌ ｏｎ

， Ｉ ．

，ａｎｄＧｒｏ
ｐ
ｍ ａｎ

，Ａ ．Ｌ ． （
２０ １ ４

）
．Ｔｈ ｅｕｒｅａｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅ

ｐ
ｈｏｓ

ｐｈ
ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａｓ ｅ  （

ＣＰ Ｓ １
） 
ｄｅ ｉ ｉｃ ｉｅｎ ｃ

ｙ 
ｕ ｓ ｉｎ

ｇ 
ｈ ｕｍａｎ  ｒｅ ｃｏｍｂ ｉｎ ａｎ ｔ ＣＰＳ １ ａ ｓ ａ ｄ ｉ ｓｏｒｄ ｅ ｒｓ ． Ｓｅｍ ｉｎ ． Ｎｅｕ ｒｏ ｌ ． ３４

 （
３

） ， 
３ ４ １

－

３４９ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０５５ ／ ｓ
－

００ ３４ １ ３ ８６７７ １

ｋｅ
ｙ 

ｔｏｏ ｌ ． Ｈｕｍ ． Ｍｕ ｔａ ｔ ． ３４
 （
８

） ，  １ １ ４ ９
－

１ １ ５ ９ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ０ ２ ／ｈｕｍｕ ． ２ ２ ３ ４ ９ Ｈｏ ｓｈ ｉ ｄｅ
， 
Ｒ ．

， 
Ｍａ ｔｓ ｕｕｒａ

， 
Ｔ．

， 
Ｈａ ｒａ

ｇ
ｕ ｃｈ ｉ

， 
Ｙ．

， 
Ｅｎｄｏ

， 
Ｆ ．

， 
Ｙｏ ｓｈ ｉｎ ａ

ｇ
ａ

， 
Ｍ ．

， 
ａｎ ｄ Ｍａ ｔｓ ｕｄａ

， 
Ｉ ．

Ｄ ｉｅｚ
－

Ｆｅｍ ａｎｄｅｚ
，Ｃ ．

，Ｈｕ
，Ｌ ．

，Ｃ ｅｒｖｅ ｒａ
， Ｊ

．

，Ｈａｂ ｅ ｒ ｌｅ
， Ｊ

．

，ａｎｄＲｕｂ ｉｏ
，Ｖ． （

２０ １ ４
）

． （
１ ９ ９ ３

）
．Ｃａ ｒｂ ａｍ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ Ｉ ｄ ｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎｃ

ｙ
． Ｏｎｅ ｂ ａ ｓ ｅ  ｓ ｕｂｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔｉｏｎ ｉｎ

Ｕｎｄｅｒｓ ｔａ ｎｄ ｉ ｎ
ｇ

ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔａ ｓ ｅ （

ＣＰＳ １
）ｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ 
ｂ
ｙ

ｕ ｓ ｉｎ
ｇ ａｎ  ｅｘｏｎ ｏ ｆ  ｔｈｅ ＣＰＳ １

ｇ
ｅ ｎ ｅ ｃ ａｕ ｓｅ ｓ  ａ ９

－

ｂ ａ ｓ ｅ
ｐ
ａ ｉｒ ｄ ｅ ｌｅ ｔ ｉ ｏｎ ｄｕ ｅ  ｔｏ ａｂ ｅｒ ｒａｎ ｔ  ｓｐ

ｌ ｉ ｃ ｉｎ
ｇ

，

ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｈ ｉ ｎ ａｎｔ ｌ

ｙｐ
ｕ ｒ ｉｆｉ ｅｄｈｕｍ ａｎｅ ｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅ ： ｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏｆ ＣＰＳ ｌｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ｔｈ ａ ｔ ／． Ｃｌ ｉｎ ．  Ｉｎｖｅｓ ｔ ． ９ １

 （
５

） ，  １ ８ ８ ４ １ ８ ８ ７ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ １ ７２ ／
Ｊ
Ｃ Ｉ １ １ ６４０ ５

Ｆｒｍ ｔ ｉｅｒｓ  ｉｎ Ｇｅｎｅｔ ｉｃｓ ｗｗｗ ．ｆｒｏｎｔ ｉｅ ｒｓ ｉ ｎ ． ｏ ｒｇ １ ０ Ａｕｇｕ ｓｔ ２０ １ ９ ｊＶｏ ｌｕｍｅ  １ ０ ｜Ａｒｔ ｉｃ ｌ ｅ ７ １ ８



Ｙａｎ ｅｔ ａ ３ ． Ｎｏｖ －＾ ＣＰＳ １Ｖａｒ
ｉａｎ ｔｓ ａｎｄ Ｌ ｉ ｔｅｒａｔｕ ｒｅ Ｒｅ＾ｅｗ

Ｉ ｈ ａ ｒａ
， 
Ｋ ．

， Ｎａｋａ
ｙ
ａｍａ

， Ｈ ．

， 
Ｈｉｋｉ ｎｏ

， 
Ｓ ．

， 
ａｎ ｄ Ｈａｒａ

， 
Ｔ ．

 （
１ ９ ９９

）
． Ｍｕ ｔ ａｔ ｉ ｏｎ  ｉｎ ＣＰ Ｓ １ ． Ｈｕｍ ． ａｎ ｎｏ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ｏｎ  ｔｈ ｅ ＵＣＳＣ Ｇｅｎｏｍ ｅ Ｂ ｒｏｗｓｅ ｒ ．

Ｂ ｉｏ ｉｎｆｏ
ｒｍ ａ ｔ ｉｃｓ ３ ０

，
１ ００ ３

－

１ ００ ５ ． ｄｏ ｉ ：

Ｇｅ ｎ ｅｔ ． １ ０５
， 
３７ ５ ． １ ０ ． １ ０９ ３ ／ｂ ｉｏ ｉｎ ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｓ ／ｂ ｔ ｔ６ ３ ７

Ｊ
ａｎｅ ｃｋｏｖａ

， Ｈ ．
， Ｈｒｏｎ

， Ｋ ．
， 
Ｗｏ

ｊ

ｔｏｗｉ ｃ ｚ
， 
Ｐ．

， 
Ｈｌ ｉｄｋｏｖａ

， Ｅ ．

， 
Ｂ ａｒｅｓ ｏｖａ

， 
Ａ ．

， 
Ｆｒｉｅｄｅｃｋ

ｙ， 
Ｄ ．

， 
ｅ ｔ ａｌＲ ａ

ｐｐ ， Ｂ ．

， 
Ｈ ａｂ ｅ ｒ ｌ ｅ

，

 Ｊ
．

， 
Ｌ ｉ ｎ ｎｅｂ ａｎｋ

， Ｍ ．
， 
Ｗｅ ｒｍ ｕ ｔｈ

， Ｂ ．
， Ｍａ ｒ

ｑ
ｕ ａ ｒｄ ｔ

， 
Ｔ

， 
Ｈ ａ ｒｍ ｓ

， Ｅ ．

， 
ｅ ｔ ａ ｌ ．

（
２０ １ ２

）
．Ｔａｒ

ｇ
ｅ ｔｅｄｍ ｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｏｍ ｉ ｃｓ ａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ ｏ ｆ

ｐ
ｌ ａ ｓｍａ ｓａｍ

ｐ ｌ ｅ ｓ ｆｏ ｒ  ｔｈ ｅ ｄ ｉ ａ
ｇ
ｎｏ ｓ ｉｓ （

２００ １
）

．Ｇ ｅｎ ｅ ｔ ｉｃａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓｏｆ ｃａｒｂａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐｈｏ ｓ
ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａｓ ｅ Ｉａｎｄｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉｎｅ

ｏ ｆ  ｉ ｎｈ ｅ ｒ ｉ ｔｅｄ ｍｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｃ ｄ ｉ ｓｏ ｒｄｅ ｒ ｓ ．

／． Ｃｈ ｒｏｍａ ｔｏ
ｇ
ｒ． Ａ １ ２２６ ，  １ １

－

１ ７ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６ ／
ｊ

． ｔ ｒａｎ ｓ ｃ ａ ｒｂ ａｍ
ｙ

ｌ ａ ｓ ｅ ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎｃ
ｙ 

ｕ ｓ ｉｎ
ｇ 
ｆｉｂｒｏｂ ｌａ ｓ ｔ ｓ ． Ｅｕ ｒ．

 Ｊ
． Ｐｅｄｉａ ｔ ｒ． １ ６０  （

５
） ， 

２ ８ ３
－ ２８ ７ ．

ｃｈ ｒｏｍａ ． ２０ １ １ ． ０９ ．０ ７４ ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００ ７ ／ ｓ００４ ３ １ ０ １ ００７ ２ ５

Ｊ
ｉａ

，  Ｊ
．

， 
ａｎｄ Ｓｈ ｉ

， 
Ｔ．

 （
２０ １ ７

）
． Ｔｏｗａｒｄｓ ｅｆｆｉｃ ｉ ｅｎｃ

ｙ 

ｉｎ  ｒａ ｒｅ ｄ ｉ ｓｅａｓｅ  ｒｅｓｅ ａｒｃｈ ： ｗｈａ ｔ  ｉ ｓ ｄ ｉｓｔ ｉｎｃｔ ｉｖｅＲｉ ｃｈ ａ ｒｄ ｓ
， Ｓ ．

， Ａ ｚ ｉ ｚ
，Ｎ ．

， Ｂ ａ ｌ ｅ
， Ｓ ．

， Ｂ ｉ ｃｋ
，Ｄ ．

， Ｄ ａ ｓ ， Ｓ ．
，Ｇ ａ ｓ ｔ ｉ ｅ ｒ

－

Ｆｏ ｓ ｔ ｅ ｒ
， Ｊ

．

， ｅ ｔ ａ ｌ ．  （
２ ０ １ ５

）
．

ａｎｄ  ｉｍｐｏ
ｒｔａｎ ｔ ？ Ｓｃ ｉ ． Ｃｈ ｉｎａ Ｌ ｉｆｅ Ｓｃ ｉ ． ６０

 （
７

） ， 
６８６

－

６９ １ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００７ ／ ｓ ｌ  １ ４ ２ ７ ０ １ ７ ９０９９
－

３ Ｓ ｔ ａｎ ｄａ ｒｄ ｓ ａｎ ｄ
ｇ

ｕ ｉｄｅ ｌ ｉｎ ｅ ｓ ｆｏ ｒ  ｔｈ ｅ ｉｎ ｔｅ ｒ
ｐ

ｒｅ ｔ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ  ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅ ｎ ｃｅ ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ ： ａ

 ｊ

ｏ ｉ ｎ ｔ

Ｊ
ｉａ

，  Ｊ
．

， Ａｎ
， Ｚ ．

， Ｍ ｉｎ
ｇ

， Ｙ．

， Ｇｕｏ
， Ｙ．

， ａｎ ｄＬ ｉ
， 
Ｗ．

 （
２０ １ ８

）
． ｅＲＡＭ ： ｅ ｎ ｃ

ｙ
ｃ ｌ ｏ

ｐ
ｅｄｉ ａ ｏ ｆ  ｒ ａｒｅ ｃｏ ｎ ｓ ｅｎ ｓｕ ｓ  ｒｅｃｏｍｍ ｅｎ ｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ Ａｍｅ ｒ ｉ ｃａ ｎ Ｃｏ ｌ ｌ ｅ

ｇ
ｅ ｏ ｆ Ｍ ｅｄ ｉ ｃａ ｌ Ｇ ｅ ｎｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ａ ｎｄ

ｄ ｉ ｓ ｅ ａｓｅ ａｎ ｎｏｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ  ｆｏ ｒ
ｐ

ｒｅｃ ｉ ｓ ｉ ｏｎ ｍｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ ． Ｎｕｃ ｌｅ ｉｃ Ａ ｃ ｉｄｓ Ｒｅｓ ． ４ ６ ， 
Ｄ９ ３ ７

－Ｄ９４ ３ ．Ｇｅ ｎｏｍ ｉ ｃ ｓ ａｎｄ  ｔ ｈｅ Ａ ｓ ｓｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｆｏ ｒ Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒ Ｐａ ｔｈ ｏ ｌ ｏ
ｇｙ

． Ｇｅｎ ｅｔ ． Ｍｅｄ ． １ ７
， 
４０ ５

－

ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ９ ３ ／ｎ ａ ｒ ／
ｇ
ｋｘ  １ ０６ ２ ４ ２ ４ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ３ ８ ／

ｇ
ｉｍ ． ２ ０ １ ５ ． ３ ０

Ｊ
ｉ ｎ

， 
Ｙ．

， 
Ｚｈ ａ ｎ

ｇ ， 
Ｌ ．

， 
Ｎ ｉ ｎ

ｇ ， 
Ｂ

．

， 
Ｈｏｎ

ｇ ， 
Ｈ ．

， Ｘ ｉ ａ ｏ
， 
Ｗ．

， Ｔｏｎｇ ， 
Ｗ ．

， 
ｅ ｔ ａ ｌ ．

 （
２ ０ １ ８

）
． Ａ

ｐｐ
ｌ ｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎＲｏｋｉ ｃｋｉ

，Ｄ ．
， Ｐ ａ

ｊ

ｄ ｏｗ ｓｋａ
，Ｍ ．

， Ｔｒｕ ｂ ｉ ｃｋａ
， Ｊ

．

， Ｔｈｏｎ
ｇ

，Ｍ ．Ｋ ．

， Ｃ ｉ ａ ｒ ａ
，Ｅ ．

， Ｐ ｉ ｅｋｕ ｔｏｗ ｓｋａ －

ｏ ｆ
ｇ

ｅ ｎ ｏｍｅａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ ｓ ｔ ｒａ ｔ ｅ

ｇ
ｉ ｅ ｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ ｔ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ

ｇ
ｆｏ ｒ

ｐ
ｅｄ ｉ ａ ｔ ｒ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ ．Ａｂ ｒａｍ ｃ ｚｕｋ

，Ｄ ．

，ｅ ｔａ ｌ ． （
２ ０ １ ７

）
．３

－ Ｍ ｅ ｔｈ
ｙ

ｌ

ｇ
ｌ ｕ ｔ ａ ｃｏ ｎ ｉ ｃａｃ ｉ ｄｕ ｒ ｉ ａ

，ｆｒｅ
ｑ
ｕ ｅ ｎ ｔｂｕ ｔ

Ｐｅｄｉａ ｔ ｒ．  Ｉｎ ｖｅｓ ｔ ． ２
 （
２

）
， ７２

－

８ １ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ０ ２ ／
ｐ
ｅｄ ４ ． １ ２ ０４ ４ ｕｎｄｅ ｒ ｒｅ ｃ ｏ

ｇ
ｎ ｉ ｚｅｄ ｆｉｎ ｄ ｉｎ

ｇ 

ｉ ｎ  ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔ ａ ｓ ｅ  Ｉ ｄｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ
． Ｃｌ ｉ ｎ ．

Ｋｈａ
ｙ
ａ ｔ

，Ｍ ． （
２ ００ ９

）
．Ｎｏｖｅ ｌ ｈ ｕｍａｎ

ｐ
ａ ｔｈｏ ｌｏ

ｇ
ｉ ｃａ ｌ ｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ．Ｇ ｅｎ ｅ ｓ

ｙ
ｍｂｏ ｌ ：ＣＰ Ｓ ｌ ．Ｃｈ ｉｍ． Ａ ｃｔａ ４ ７ １

，
９ ５

－

１ ００ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

． ｃｃａ ． ２０ １ ７ ． ０５ ． ０ ２３

Ｄ ｉ ｓ ｅａ ｓ ｅ ： ｃａ ｒ ｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐｈ
ａ ｔ ｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔａ ｓｅ Ｉｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃ

ｙ
． Ｈｕｍ ．Ｇｅｎ ｅ ｔ ． １ ２ ５ （

３
） ， Ｓ ｕｍｍａ ｒ

，Ｍ ．Ｌ ． （
１ ９ ９ ８

）
．Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ

ｇ
ｅｎ ｅ ｔ ｉｃ ｒｅ ｓ ｅａｒｃｈ ｉ ｎ ｔｏｃａｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

－

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａｔｅ

３ ３ ６ ． ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ００ ７ ／ ｓ０ ０ ４ ３９
－

００ ９
－

０ ６４ ２
－

９ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈａｓｅ  Ｉ ：ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒ ｄ ｅｆｅ ｃ ｔ ｓ ａ ｎｄ  ｌ ｉｎｋａ

ｇ
ｅ ｍａｒｋｅ ｒ ｓ ．

／
．Ｉｎｈｅｒｉｔ ．Ｍｅ ｔａ ｂ ．Ｄ ｉｓ ．２ １

Ｋｒｅ ｔｚ ， 
Ｒ ．

， 
Ｈｕ

， 
Ｌ ．

， 

Ｗｅ ｔｔ ｓｔｅ ｉｎ
， 

Ｖ
， 

Ｌｅ ｉ ｔｅｒ ｉ ｔｚ
， 

Ｄ ．

， 

ａｎｄ Ｈａｂｅ ｒ ｌ ｅ
，  Ｊ

．

 （
２０ １ ２

）
． Ｐｈ

ｙ
ｔｏｈｅｍａ

ｇｇ
ｌｕ ｔ ｉｎ ｉｎ Ｓ ｕ

ｐｐ
ｌ  １

， ３０
－

３ ９ ． ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ２ ３ ／Ａ ： １ ００ ５ ３ ４９ ３０６ ３ １ １

ｓ ｔ ｉｍｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ
＾Ｔｎ

ｐ
ｈｏｃ

ｙ
ｔｅｓ  ｉｍ

ｐ
ｒｏｖｅ ｓ ｍｕ ｔａ ｔ ｉｏｎ ａｎａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓｏ ｆ  ｃａｒｂ ａｍｏ

ｙ
ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈａ ｔｅＷａｋｕ ｔ ａｎ ｉ

，Ｙ．

，Ｎａｋａ
ｙ
ａ ｓｕ

，Ｈ ．

，Ｔａ ｋｅ ｓｈ ｉｍ ａ
， Ｔ．

，Ｍｏ ｒ ｉ ，Ｎ ．
，Ｋｏｂ ａ

ｙ
ａ ｓｈｉ

，Ｋ ．
，Ｅｎｄｏ ，Ｆ．

，

ｓ
＞
Ｔ ｉ ｔｈｅ ｔａｓｅ  ｌ ． ＭｏＬ Ｇｅｎｅｔ Ｍｅｔａｂ ．  １ ０６

 （
３

） ， 

３ ７５
－

３ ７８ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

．

＞
ＴＴ ｉ

ｇ
ｍｅ２０ １ ２ ．０４ ．０ １ １ ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２０ ０ １

）
． Ａ ｃ ａ ｓ ｅ ｏ ｆ ｌ ａ ｌ ｅ ｏｎ ｓｅ ｔ  ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ ｌ

ｐｈ
ｏ ｓ

ｐ
ｈａ ｔ ｅ  ｓｙ

ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ  Ｉ ｄｅｆｉ ｃ ｉｅ ｎ ｃ
ｙ ，

Ｋｕ ｒｏｋａｗａ
， Ｋ ．

， Ｙｏ ｒ ｉ ｆｕ
ｊ

ｉ ， Ｘ ， Ｋ ａｗａ ｉ
， Ｍ ．

， Ｍｏｍｏ ｉ ， Ｔ．
， Ｎａ

ｇ
ａ ｓａｋａ ， Ｈ ．

， Ｔａ ｋａｙａｎ ａ
ｇ

ｉ
， Ｍ ．

， ｐ
ｒｅ ｓｅ ｎ ｔ ｉ ｎ

ｇｐ
ｅ ｒ ｉ ｏｄ ｉ ｃ

ｐ
ｓ
ｙ
ｃｈｏ ｔ ｉ ｃｅ

ｐ
ｉ ｓｏｄ ｅ ｓｃｏ ｉｎ ｃ ｉｄ ｉｎ

ｇ
ｗｉ ｔｈｍ ｅｎ ｓ ｔ ｒ ｕ ａｌ

ｐ
ｅｒｉｏｄｓ ，

ｅ ｔａｌ ． （
２００７

）
．Ｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒａｎ ｄｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃａ ｌａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓｅ ｓｏ ｆ Ｊ

ａ
ｐ
ａ ｎ ｅ ｓ ｅ

ｐ
ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓｗ ｉ ｔ ｈＲ ｉｎ ｓｈ ｏ Ｓｈ ｉｎｋｅ ｉ

ｇ
ａｋｕ ４ １

 （
１ １

） ， 
７８ ０

－

７８ ５ ．

ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ （

ＣＰ Ｓ ｌ
） 
ｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ
．

／． Ｈｕｍ ． Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． ５ ２
 （
４

） ，Ｗａｎ
ｇ ，

 Ｊ
．

， Ｓｈ ｃ ｈ ｅ ｌｏ ｃｈｋｏｖ
， Ｏ ． Ａ ．

， 
Ｚｈ ａ ｎ

， Ｈ ．

， 
Ｌ ｉ ， 

Ｆ ．

， Ｃｈ ｅｎ
， Ｌ ． Ｃ ．

， Ｂ ｒｕｎｄａ
ｇ
ｅ

， Ｅ ． Ｋ ．

， 
ｅ ｔ ａ ｌ ．

３４９
－

３５４ ． ｄｏｉ ：  １ ０ ． １ ００７／ ｓ ｌ ００ ３８
－

００７
－

０ １ ２ ２
－

９ （
２０ １ １

）
．Ｍｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ａｒｃｈａｒａ ｃ ｔｅ ｒ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ＣＰＳ ｌｄｅ ｌ ｅ ｔ ｉｏｎ ｓｂ

ｙ
ａｒｒａ

ｙ
ＣＧＨ ．Ｍｏｌ

Ｌａｓｚ ｌ ｏ
，Ａ．

，Ｋａ ｒ ｓａ ｉ
，Ｔ．

，ａ ｎｄＶａ ｒｋｏ ｎ
＞
ｉ ，Ａ ． （

１ ９ ９ １
）

．Ｃｏｎ
ｇ
ｅｎ ｉ ｔ ａ ｌｈ

ｙｐｅ ｒａｍｍｏｎ ｅｍ ｉ ａ ： Ｇｅｎ ｅｔ ． Ｍｅ ｔａ ｂ ． １ ０ ２
 （

１
） ， 

１ ０ ３
－

１ ０６ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

．

）
ＴＨ

ｇ
ｍ ｅ ． ２０ １ ０ ． ０８ ．０２ ０

ｓ
ｙ
ｍ
ｐ

ｔｏｍａ ｔ ｉ ｃ ｃ ａ ｒｒｉ ｅ ｒ
ｇ

ｉ ｒ ｌ

ｐ
ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ａｎｄ ｈｅ ｒ ａ ｓ

ｙ
ｍ

ｐ
ｔｏｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｈｅ ｔ ｅ ｒｏ ｚ

ｙｇ
ｏｕ ｓ ｍｏ ｔ ｈ ｅ ｒＷａｎ

ｇ ， 
Ｋ ．

， 
Ｌ ｉ

， 
Ｍ ．

， 
ａ ｎｄ Ｈａｋｏｎ ａｒ ｓｏｎ

， Ｈ ．

 （
２ ０ １ ０

）
． ＡＮＮＯＶ ＥＲ ：  ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ａ ｌ ａｎ ｎｏ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ

ｆｏ ｒ ｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎ ｅ  ｔ ｒａｎｓ ｃ ａｒｂ ａｍ
ｙ

ｌ ａ ｓ ｅ （
ＯＴＣ

） ｄｅ ｆ ｉ ｃ ｉｅ ｎ ｃ
ｙ

：  ｓ
ｐ
ｅｃ ｉｆｉｃ ｅ ｎ ｚ

ｙ
ｍ ｅ ｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｏ ｆ

ｇ
ｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｖａｒ ｉ ａｎ ｔ ｓ  ｆｒｏｍ ｈ ｉ

ｇ
ｈ ｔｈ ｒｏｕ

ｇ
ｈ
ｐ
ｕ ｔ  ｓｅ

ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｉ ｎ

ｇ 

ｄ ａ ｔ ａ ． Ｎｕ ｃｌｅ ｉｃ ． Ａ ｃ ｉｄｓ ． Ｒｅｓ ．

ａｎ ｄ ｋｉ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ  ｉｎｖｅ ｓ ｔｉ
ｇ
ａ ｔ ｉｏｎ ｓ ｆｏ ｒ  ｔｈ ｅ ｄｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ｈ ｅ ｔ ｅ ｒｏ ｚ

ｙｇ
ｏｕ ｓ

ｇ
ｅｎ ｏ ｓ ｔ ａ ｔｕ ｓ ． Ａ ｃ ｔａ ３ ８

， 
ｅ ｌ ６４ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ９ ３ ／ｎ ａ ｒ ／

ｇ
ｋ
ｑ
６０ ３

Ｐａ ｅｄ ｉａ ｔｒ． Ｈｕ ｎ
ｇ

． ３ １
 （ ３ ） ， 

２９ １
－

２ ９７ ． Ｙａｎ
ｇ ， Ｘ ． Ｙ．

，Ｓｈｉ
， Ｊ

．
，Ｌ ｅ ｉ

，Ｈ ．Ｈ ．
，Ｘ ｉａ ，Ｂ ．

，ａｎｄＭｕ ，Ｄ ． Ｚ ． （
２０ １ ７

）
．Ｎｅｏｎａ ｔ ａｌ

－ｏｎ ｓｅｔ

Ｌｅｈｏｔ ａ
ｙ， Ｄ ． Ｃ ．

， Ｈａｌ ｌ ， Ｐ．

， Ｌｅ
ｐ
ａ
ｇ
ｅ

，  Ｊ
．

， Ｅｉｃｈｈｏ ｒｓ ｔ
，  Ｊ

． Ｃ ．

， 
Ｅ ｔ ｔｅ ｒ， Ｍ ． Ｌ ．

， 
ａｎｄ Ｇ ｒｅｅｎｂｅ ｉ＾ ， 

Ｃ ． Ｒ ． ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈ ｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ Ｉｄｅ ｆｉ ｃ ｉ ｅｎｃ

ｙ
． Ｍｅｄ ｉｃ ｉｎｅ （Ｂａ ｌ ｔ ｉｍｏ ｒｅ）９６ （

２６
） ，

（
２０ １ １

）
． ＬＣ－ＭＳ ／ＭＳ

ｐ
ｒｏ

ｇ
ｒｅ ｓｓ  ｉ ｎ ｎｅｗｂｏｒｎ  ｓｃｒｅｅｎ ｉｎ

ｇ
． Ｃｌｉｎ ． Ｂ ｉｏｃｈｅｍ ． ４４

 （
１

） ， 
２ １

－

３ １ ． ｅ７ ３ ６ ５ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ９ ７ ／ＭＤ ． ００ ００ ０ ０ ０００ ０ ００ ７ ３ ６ ５

ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

． ｃ ｌ ｉｎｂ ｉｏｃｈｅｍ ． ２０ １ ０ ． ０８ ．００７ Ｚｈ ａｎ
ｇ ，Ｙ．

，ａｎ ｄＬ ｉ
，Ｂ ． （

２０ １ ７
）

．Ｃｅ ｌ ｌａ ｎｄ
ｇ

ｅ ｎ ｅ ｔｈｅ ｒａ
ｐｙ

ｆｏ ｒｃａｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ

Ｌ ｉ
，



Ｘ ．

， 

Ｙａｎ
ｇ ，



Ｙ．

， 
Ｇａ ｏ

，
Ｑ ．

， 
Ｇａｏ

， 

Ｍ ．

， 

Ｌｖ，


Ｙ．
， 
Ｄ ｏｎ

ｇ ， 

Ｒ ．

， 

ｅ ｔ ａｌ ．

 （
２ ０ １ ８

）
．

Ｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃ ａ ｌ  ｃｈ ａ ｒａｃ ｔｅ ｒ ｉ ｓ ｔ ｉｃ ｓ ｓ
ｙ
ｎ ｔｈｅ ｔ ａ ｓ ｅ  １ ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ

ｙ
．

 ／ ． Ｐｅｄ ｉａ ｔｒ． Ｎｅｏ ｎ ａ ｔａ ｌ Ｃａ ｒｅ ７
（

１
） ， 

００ ２ ７ ３ ．

ａｎｄ ｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ ｏ ｆ

ｆｉｖｅ Ｃｈ ｉｎｅ ｓ ｅ
ｐ

ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓ ｗｉ ｔｈ ｍ ａ
ｐ

ｌ ｅ  ｓ
ｙ
ｒｕ

ｐ 

ｕ ｒ ｉｎ ｅ ｄｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｚｈ ａｎ
ｇ

，Ｇ ．

，Ｃｈ ｅｎ
，Ｙ．

， Ｊ
ｕ

，Ｈ ．

，Ｂ ｅ ｉ
，Ｆ．

，Ｌ ｉ
， Ｊ

．

，Ｗａｎ
ｇ ， Ｊ

．

，ｅ ｔａｌ ． （
２０ １ ８

）
．Ｃ ａｒｂａｍｏ

ｙ
ｌ

Ｍｅ ｔａｂ． Ｂｒａ ｉｎ Ｄ ｉｓ ． ３ ３
 （
３

）
， ７４ １

－

７ ５ １ ． ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ００ ７／ ｓ ｌ  １ ０ １ １
－

０ １ ７
－

０ １ ６ ８
－

０ ｐｈ
ｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ ｓ

ｙ
ｎ ｔｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ
ｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓｅ ｄｂ

ｙ
ｗｈｏ ｌ ｅｅｘｏｍ ｅ ｓ ｅ

ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｉ ｎ

ｇ
．

Ｘ ｉ
， 
Ｘ ．

， ａｎｄ Ｓｈ ｉ
， 
Ｔ． Ｌ ．

 （
２０ １ ７

）
． Ｔｈ ｅ Ｃｈ ａ ｌ ｌ ｅｎ

ｇ
ｅ ａｎ ｄ

ｐ
ｒｏｍ ｉ ｓ ｅ ｏ ｆ  ｒ ａｒｅ ｄ ｉ ｓ ｅａ ｓ ｅ ｄ ｉ ａ

ｇ
ｎｏ ｓ ｉ ｓ ／

． Ｃ ｌ ｉｎ ． Ｌａ ｂ ． Ａｎａ ｌ ． ３ ２  （
２

） ， 
ｅ２ ２ ２ ４ １ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００ ２ ／

ｊ

ｃ ｌ ａ ． ２ ２２ ４ １

ｉ ｎ Ｃｈ ｉ ｎ ａ ． Ｓｃ ｉ ． Ｃｈ ｉｎ ａ Ｌ ｉｆｅ Ｓｃ ｉ ． ６０  （
７

） ， 
６ ８ １ ６ ８ ５ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ ０ ７ ／ ｓ ｌ  １ ４ ２ ７ ０ １ ７ ９ １ ０ ０ １

Ｏｎｏ
， Ｈ ．

， 
Ｓ ｕ ｔｏ

， 
Ｔ．

， 
Ｋ ｉ ｎ ｏ ｓｈ ｉ ｔ ａ

， 
Ｙ．

， 
Ｓａｋａ ｎｏ

， 
Ｔ ．

， 
Ｆｕ ｒ ｕ ｅ

， 
Ｔ．

， 
ａｎｄ Ｏｈ ｔ ａ

， 
Ｔ．

 （
２ ００９

）
． Ａ ｃａ ｓ ｅＣｏｎｆｌ ｉｃ ｔｏ ｆ Ｉ ｎ ｔｅ ｒｅ ｓ ｔＳ ｔ ａ ｔ ｅｍ ｅｎ ｔ ：Ｔｈ ｅａｕ ｔｈｏ ｒ ｓｄ ｅｃ ｌ ａｒｅ ｔｈ ａｔ ｔｈｅ ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃｈｗａｓ

ｏ ｆ ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ
ｙ

ｌ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｅ  ｓ

ｙ
ｎ ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ １ｄｅｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙ ｐ
ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔ ｉｎ

ｇ 
ｓ
ｙ
ｍ
ｐ

ｔｏｍｓ ａ ｔ ｏｎｅ ｃｏｎｄｕｃ ｔ ｅ ｄ  ｉｎ  ｔｈｅ ａｂ ｓ ｅｎ ｃ ｅ ｏ ｆ  ａｎ
ｙ 

ｃｏｍｍ ｅ ｒｃ ｉ ａ ｌ ｏ ｒ ｆｉｎ ａｎ ｃ ｉ ａ ｌ  ｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｓｈ ｉ

ｐ
ｓ  ｔｈ ａ ｔ ｃｏｕｌ ｄ

ｍｏｎ ｔｈ ｏ ｆ  ａ
ｇ
ｅ ． Ｂ ｒａ ｉｎ Ｄｅ ｖ． ３ １

 （
１ ０

） ， 
７ ７ ９

－

７ ８ １ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

． ｂ ｒａ ｉ ｎｄｅｖ ． ２００ ８ ． １ ２ ． ０ １ ３ ｂ ｅ ｃ ｏｎ ｓ ｔ ｒｕ ｅｄ  ａ ｓ ａ
ｐ
ｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｃｏｎ ｆｌｉｃ ｔ ｏ ｆ  ｉｎ ｔ ｅ ｒｅ ｓ ｔ ．

Ｐｅｋｋａ ｌ ａ ， 
Ｓ ．

， 
Ｍａｒ ｔ ｉ ｎ ｅ ｚ

， 
Ａ ．  Ｉ ．

， Ｂ ａ ｒｃｅ ｌ ｏｎ ａ
， Ｂ ．

， 
Ｙｅｆｉｍ ｅｎｋｏ

， 
Ｉ ．

， Ｆ ｉｎｃｋｈ ， 
Ｕ ．

， 
Ｒｕｂ ｉ ｏ

， 
Ｖ．

， 
ｅ ｔ ａ ｌ ．

（
２ ０ １ ０

）
．Ｕｎｄｅｒｓ ｔ ａｎ ｄ ｉｎ

ｇ
ｃ ａ ｒｂ ａｍｏ

ｙ ｌ

－

ｐｈ
ｏ ｓ
ｐｈ

ａ ｔ ｅ ｓ
ｙ
ｎ ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｓ ｅ Ｉ （

Ｃ ＰＳ ｌ
）ｄｅｆｉｃ ｉ ｅｎ ｃ

ｙＣｏ
ｐｙ

ｒ ｉ

ｇ
ｈ ｔ？２０ １ ９Ｙａｎ ，Ｗａ ｎｇ ，Ｚｈａｎｇ ， Ｚｈ ａ ｎｇ ，Ｇａ ｏ ， Ｌｖ

， Ｌ ｉ
， Ｌ ｉｕａ ｎｄＧａ ｉ ．Ｔｈ ｅｕｓｅ

，

ｂ
ｙ 
ｕ ｓ ｉ ｎ

ｇ 

ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ  ｓ ｔ ｕ ｄ ｉｅ ｓ ａ ｎｄ  ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔ ｕｒｅ －

ｂａ ｓ ｅｄ ａ ｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ ． Ｈｕｍ ． Ｍｕ ｔａ ｔ ． ３ １  （

７
） ，ｄｉｓ ｔ ｒ ｉｂｕ ｔ ｉｏ ｎｏ ｒｒｅ

ｐ
ｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉｏｎ ｉｎｏ ｔｈ ｅ ｒ

ｆｏ ｒｕｍ ｓ ｉｓ
ｐｅ ｒｍ ｉ ｔ ｔｅｄ

，

ｐ
ｒｏｖ ｉｄｅｄ ｔｈｅｏ ｒｉｇ

ｉｎ ａ ｌ

８ ０ １
－ ８０８ ． ｄｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ００２ ／ｈ ｕｍｕ ． ２ １ ２ ７ ２ ａｕ ｔｈｏ ｒ

（ｓ） 
ａ ｎｄ  ｔｈ ｅ ｃｏ

ｐｙ
ｒ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｏｗｎ ｅｒ（ｓ） 

ａ ｒｅ ｃｒｅｄ ｉ ｔ ｅｄ ａ ｎｄ  ｔ ｈａ ｔ  ｔｈ ｅ ｏ ｒ ｉ

ｇ
ｉｎａ ｌ

ｐ
ｕ ｂ ｌ ｉ ｃａ ｔ ｉｏｎ

Ｒａｎ ｅ
ｙ

， Ｂ ．  Ｊ
．

， Ｄ ｒｅ ｓ ｚｃ ｒ
， Ｔ． Ｒ ．

， Ｂ ａｒｂ ｅ ｒ
， Ｇ ． Ｐ．

， 
Ｃ ｌａｗｓｏｎ

， 
Ｈ ．

， 
Ｆｕ

ｊ

ｉ ｔ ａ ， Ｐ． Ａ ．
， 
Ｗａｎ

ｇ ， 
Ｔ．

， ｅ ｔ ａ ｌ ． ｉｎ ｔｈ ｉｓ
 ｊ
ｏ ｕ ｒｎ ａ ｌ ｉｓｃ ｉ ｔｅｄ， ｉｎａ ｃｃｏｒｄａｎ ｃｅｗ ｉ ｔｈａ ｃｃｅ

ｐ ｔｅｄ ａ ｃａｄｅｍ ｉｃ
ｐ

ｒａ ｃ ｔ ｉ ｃｅ ．Ｎｏｕｓｅ ，

（
２ ０ １ ４

）
．Ｔｒａ ｃｋｄａ ｔ ａｈｕｂ ｓｅ ｎ ａｂ ｌｅｖ ｉ ｓ ｕ ａｌ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｏ ｆｕ ｓ ｅ ｒ ｄｅｆｉｎｅ ｄ

ｇ
ｅｎｏｍｅ

－ ｗ ｉｄ ｅｄ ｉｓ ｔ ｒ ｉｂ ｕ ｔ ｉｏ ｎ ｏ ｒ  ｒｅ
ｐ
ｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉｏ ｎ  ｉｓ

ｐ
ｅ ｒｍ ｉｔ ｔ ｅｄ ｗｈ ｉ ｃｈ ｄｏ ｅｓ ｎ ｏ ｔ  ｃｏｍｐ

ｌ

ｙ 

ｗ ｉ ｔｈ  ｔｈｅｓｅ  ｔ ｅ ｒｍｓ ．

Ｆ ｒｏｎ ｔ ｉｅ ｒｓ  ｉｎ Ｇｅｎｅｔ ｉｃ ｓ ｗｗｗ．ｆｒｏｎ ｔ ｉｅｒｓ ｉ ｎ ． ｏ ｒ
ｇ １ １ Ａｕｇ ｕ ｓ ｔ ２ ０

＊

９ Ｖｏ ｌ ｕｍｅ 

＂

０ Ａｒｔ ｉ ｃ ｌｅ 
７ １ ８



Ｓ ｔ ｅｍＣｅ ｌ ｌ Ｒｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃｈ４ ３ （
２０２０ ）  １ ０ １ ７０ ４

Ｃｏｎ ｔｅｎ ｔｓ ｌ ｉ ｓ ｔｓ ａｖａ ｉ ｌａｂ ｌｅａ ｔ Ｓｃ ｉ ｅｎ ｃ ｅＤ ｉ ｒｅｃ ｔ ：



？墜 ＳｔｅｍＣｅ ｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ画■国
ｊ
ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｈ ｏｍ ｅ ｐ ａ ｇ ｅ ：ｗｗｗ ． ｅ ｌ ｓ ｅ ｖ ｉ ｅ ｒ ． ｃ ｏ ｍ ／ ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｅ ／ｓ ｃ ｒ

Ｌａｂｒｅ ｓ ｏｕ ｒｃ ｅ ：Ｓ ｔｅｍＣｅ ｌ ｌＬ ｉｎｅ

Ｇｅｎｅｒａｔ ｉｏｎｏｆａｎｉｎｄｕ ｃｅｄ
ｐ ｌｕｒ ｉｐｏ ｔｅｎ ｔｓ ｔｅｍｃｅ ｌ ｌｌ ｉｎｅ（ＳＤＱＬＣＨ ｉ００９ －Ａ

）ｆｒｏｍａＨ）

ｐａｔ ｉ ｅｎ ｔｗｉ ｔｈ４７
，

ＸＸＹａｎｄｏｒｎ ｉ ｔｈ ｉｎｅｔｒａｎ ｓｃａｒｂａｍｙ ｌａｓｅｄｅｆｉｃ ｉｅｎ ｃｙｃａｒｒｙ ｉｎｇａ

ｈｅｍ ｉ ｚｙｇｏ ｔｅｍｕ ｔａｔ ｉｏｎｉｎＯＴＣ

Ｘｉａｏｍ ｅｎｇ
Ｙａｎｇ

ａ
，

１

，

Ｂ ｅ ｉｂｅ ｉＹａｎ
ｂ

，
１

，
Ｈ ａ ｉｙａｎＺｈａｎｇ＇

ＹａｎｙａｎＭａ
ａ

， Ｑ ｉＺｈｏｕ
Ｌ

，

Ｙｕ ｅＬ ｉ

１

，

Ｊ ｉｎｇｙｕｎＧｕａｎ
； ！

，

Ｄｏｎ
ｇ
Ｗａｎｇ

＂

，Ｙ ｉＬ ｉｕ
ａ

，

 ，Ｚｈｏｎｇ ｔａｏＧａ ｉ

ａ
，

ａ

Ｐ ｅ ｄ ｉａ ｔｒｉ ｃ Ｒ ｅｓ ｅａ ｒｃｈ  Ｉｎｓｔｉ ｔｕｔｅ
， Ｑ ｉ ｌｕ Ｃｈ ｉ ｌｄｒｅｎ

＇

ｓ Ｈｏｓ
ｐ ｉ ｔａ ｌ  ｏｆ 

Ｓｈ ａｎｄｏｎｇ 
Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉ ｔｙ， Ｊｉｎａｎ

， Ｓｈａｎｄｏｎｇ 

２５００２２
，Ｃｈｉｎ ａ

ｂ

Ｎｅｏｎａ ｔｏ ｌｏｇｙ 
Ｄ ｅｐ ａｒ ｔｍｅ ｎ ｔ

， Ｑ ｉ ｌｕ Ｃｈ ｉ ｌ ｄｒｅｎ
＇

ｓ Ｈｏｓ
ｐ

ｉ ｔａ ｌ ｏｆ 

Ｓｈａ ｎｄｏｎ
ｇ 
Ｕｎ ｉｖ ｅｒｓ ｉ ｔｙ， Ｊ ｉｎａｎ

， 
Ｓｈ ａｎ ｄｏｎｇ 

２５００２２
，Ｃｈｉｎａ

Ａ Ｂ Ｓ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｔ

Ａｎ  ｉ ｎ ｄｕ ｃｅｄ
ｐ

ｌｕ ｒ ｉ ｐｏ ｔ ｅｎ ｔ  ｓ ｔ ｅｍ ｃｅ ｌ ｌ
 （

ｉ Ｐ ＳＣ ） 
ｌ ｉ ｎｅ ｗ ａ ｓ

ｇ
ｅｎ ｅ ｒａ ｔｅｄ  ｆｒｏｍ

ｐ
ｅ ｒ ｉ

ｐｈ
ｅ ｒａ ｌ ｂ ｌ ｏｏｄ ｍ ｏｎｏｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａｒ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｏ ｆ ａ ３

－

ｄａｙ
－

ｏ ｌ ｄ ｂｏｙ 

ｗ ｉ ｔｈ ４７
，
ＸＸＹ ａｎ ｄ ｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉｎｅ  ｔｒａｎ ｓ ｃ ａｒｂ ａｍｙ ｌ ａ ｓｅ

ｄｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ
ｙ 

ｃ ａ ｒｒ
ｙ ｉ ｎ ｇ 

ｈ ｅｍ ｉ ｚｙ ｇ ｏ ｔ ｅ ｍ ｕ ｔａ ｔ ｉ ｏｎ  （
ｃ ． ６６ ３ ＋ ２Ｔ ＞ Ｇ （ｓ ｌ ｉｐ ｉ ｎ

ｇ ） ）  ｉ ｎ Ｏ ＴＣ ． Ｔｈ ｅ  ｉＰＳＣ ｓ ｈ ａ ｄ ｏ ｒ ｉ ｇ ｉ ｎ ａ ｌ４７
，
ＸＸＹ

， ａｎｄｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｉｎＯＴＣ
， ｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｎ
ｇｐ ｌｕ ｒ ｉ ｐｏ ｔ ｅｎ ｃｙ 

ｍ ａ ｒｋ ｅ ｒｓ

ａｎ ｄｂ ｅ ａｒｉ ｎ
ｇ 

ｄ ｉ ｆｆｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉａ ｔ ｉ ｏｎ
ｐ

ｏ ｔｅ ｎ ｔ ｉ ａｌ  ｉ ｎ ｖ ｉ ｔｒｏ ．

Ｒｅ ｓｏｕｒ ｃｅ Ｔａｂ ｌｅ Ｃｅ ｌ ｌ  ｌ ｉ ｎ ｅ  ｒｅｐｏ ｓ ｉ ｔｏｒｙ／ｂ ａｎ ｋｈ ｔ ｔｐ ｓ ：ｈ ｐ ｓ ｃ ｒ ｅ
ｇ

． ｅ ｕ ／ ｕ ｓ ｅ ｒ ／ ｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉ ｎ ｅ／ ｅｄ ｉ ｔ／ Ｓ ＤＱ ＬＣＨ ｉ ００ ９ Ａ

Ｅ ｔｈ ｉ ｃ ａ ｌ ａｐ ｐ ｒｏｖａ ｌ Ｔｈ ｅ  ｓ ｔｕｄｙ 
ｗ ａ ｓ  ａ

ｐ ｐ
ｒｏｖ ｅ ｄ ｂ ｙ 

Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌ Ｅ ｔｈ ｉ ｃ ｓ Ｃ ｏｍｍ ｉ ｔｔ ｅ ｅ ｏ ｆ

 Ｑ ｉ ｌ ｕ Ｃｈ ｉ ｌ ｄ ｒｅ ｎ
＇

ｓ Ｈ ｏ ｓｐ ｉ ｔａ ｌ ｏ ｆ  Ｓｈ ａｎ ｄ ｏ ｎ
ｇ 
Ｕｎ ｉｖ ｅｒ ｓ ｉ ｔｙ ，

Ｕｎ ｉ ｑ
ｕ ｅ  ｓ ｔｅｍ ｃｅＵ Ｕｎｅ  ｉ ｄ ＳＤＱ ＬＣＨ ｉ ０ ０９

－Ａ

Ａｐ ｐ ｒ ｏ ｖ ａ ｌ ｎ ｕｍ ｂ ｅ ｒ ： ＥＴＹＹ ２０ １ ９ ２ ０ ３



ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅ ｒ

Ａｌ ｔ ｅｒｎａ ｔ ｉｖｅ ｎ ａｍ ｅ
（
ｓ
） 
ｏ ｆ  ｓ

－Ｎ ／Ａ－？
． ． ．

，？
１ ．Ｒｅ ｓ ｏｕ ｒｃ ｅｕ ｔｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｔｅ ｒｎ  ｃｅ ｌ ｌ  ｌ ｉｎ ｅ
Ｊ

Ｉｎ ｓｔｉ ｔｕ ｔ ｉ ｏ ｎ Ｐ ｅ ｄ ｉ ａ ｔｒ ｉ ｃ Ｒｅ ｓ ｅ ａｒ ｃｈ  Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔ ｅ
， Ｑ ｉ ｌ ｕ Ｃｈ ｉ ｌ ｄ ｒｅ ｎ ｓ Ｈ ｏ ｓｐ ｉ ｔａ ｌ ｏ ｆ

Ｓ ｈ ａｎ ｄ ｏｎ
ｇ 
Ｕｎ ｉ ｖｅ ｒｓ ｉ ｔｙ Ｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎｅｔｒａｎ ｓｃａ ｒｂａｍ

ｙ ｌａｓ ｅｄｅ ｆｉ ｃ ｉｅｎｃｙ （ＯＴＣＤ
，３ １ １ ２ ５０ ） ｉ ｓａｎＸ －

Ｃｏ ｎ ｔａ ｃ ｔ  ｉｎｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ ｌ ｉｎｋ ｅｄｈｙｐ ｅｒａｍｍｏｎｅｍ ｉ ａｃａｕｓｅｄｂｙｍｕ ｔａ ｔ ｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅｇｅ
ｎｅｅｎ ｃｏ ｄ ｉｎ

ｇ

ｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉ ｂ ｕ ｔｏ ｒ

 ｏｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎｅｃａｒｂａｍｏｙ ｌ ｔｒ ａｎｓ ｆｅｒａｓ ｅ （
ＯＴＣ

，３ ０ ０ ４６ １ ）ｏｎｃｈｒｏｍｏ ｓ ｏｍｅＸｐ ｌ ｌ

Ｔｙｐｅ ｏ ｆ  ｃ ｅ ｌ ｌ  ｌ ｉ ｎｅ ｉ ＰＳＣ？ ． ，

〇 ｒ ｉ

ｇ
ｉｎ Ｈｕｍ ａｎ （Ｓ ｃ ｏ ｔ ｔ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，１ ９ ７ ２ ） ．Ｉｎｄｕｃ ｅｄ  ｉ ＰＳＣ ｌ ｉｎｅ ｓｆｒｏｍＯＴＣＤ
ｐ ａ ｔｉｅｎ ｔ ｗ ｉ ｌ ｌ

ｐ ｒｏ ｖ ｉ ｄｅ

Ａｄ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｌ ｏ ｒ ｉ

ｇ
ｉ ｎ  ｉ ｎｆｏＡ ｇｅ

： ３ ｄ ａｙｓ ｏ ｌ ｄ ａ ｈｅ ｌｐ ｆｕ ｌ ｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒ ｍｏｄ ｅ ｌ ｆｏ ｒ  ｉｎｖｅｓ ｔｉｇａｔｉｎｇ 
ｔｈｅ

ｐａ ｔｈｏ
ｇｅ
ｎｉ ｃ ｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｓ ｏ ｆ

Ｓ ｅｘ ： ｍ ａ ｌ ｅ ＯＴＣＤｒ ｅ ｌａ ｔ ｅｄ ｔｏ ＯＴＣ ｍｕ ｔａｔｉｏｎ ｓ ．

Ｅ ｔｈｎ ｉ ｃ ｉ ｔｙ 
ｉ ｆ ｋｎｏｗｎ ： Ｈ ａ ｎ

Ｃ ｈ ｉ ｎ ｅ ｓ ｅ

 ）Ｒ ｐ ｃ ｎｕ ｒ ｒ ｐ

Ｃ ｅ ｌ ｌ Ｓｏｕ ｒｃｅ Ｐ ｅ ｒ ｉ

ｐ
ｈ ｅ ｒａ ｌ ｂ ｌ ｏ ｏｄ ｍ ｏｎｏ ｎ ｕｃ ｌ ｅ ａ ｒ  ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

＊

Ｃ ｌｏｎ ａ ｌ ｉ ｔｙ Ｃ ｌ ｏｎ ａ ｌ

Ｍ ｅ ｔｈ ｏｄ ｏ ｆ  ｒｅ
ｐ
ｒｏ

ｇ
ｒａｍ－Ｔ ｒａｎ ｓ

ｇ
ｅｎ ｅ ｆｒｅ ｅ  （

ｅ ｐ ｉ ｓ ｏｍ ａ ｌ ｖ ｅ ｃ ｔｏ ｒ ｓ
） Ｏ ｒｎ ｉ ｔｈ ｉ ｎｅ  ｔ ｒａｎ ｓ ｃａ ｒｂａｍｙ ｌａｓｅ ｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅｎｃｙ  （

ＯＴＣＤ ）  ｉ ｓ ａｎ Ｘ －

ｌ ｉｎｋｅｄ  ｉｎｂｏ ｒｎ

ｍ ｉ ｎ
ｇ ｅ ｒｒｏ ｒｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｏ ｆ ｔｈ ｅｕｒｅａｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅ

，ｃｈ ａｒａｃ ｔｅ ｒｉ ｚｅｄｂ
ｙ

ｔｈｅ ｔｒ ｉａｄｏ ｆ ｈ
ｙ

－
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