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原发性肉碱缺乏症一家系的SLC22A5基因
突变检测与产前诊断
苏艳华 刘洋 谢建生 徐志勇 吴维青 耿茜 罗福薇

【摘要】 目的 对1例原发性肉碱缺乏症患儿及其家系进行SLC22A5基因突变检测，确定其突变位

点，为家系提供遗传咨询和产前诊断。方法收集该家系成员的外周血标本及先证者母亲的羊水标本，提

取基因组DNA，运用Sanger法对家系中各成员进行SLC22A5基因10个外显子的直接测序，并对羊水标

本行常规染色体核型分析及应用多重连接依赖探针扩增技术(multiplex ligation—dependent probe

amplificating，MLPA)检测常见染色体微缺失综合征。结果Sanger法DNA测序检测出该家系中先证者

携带SLC22A5基因C．760C>T(P．R254X)纯合突变，先证者父亲、母亲和姐姐均携带SLC22A5基因C．

760C>T(P．R254X)杂合突变。先证者母亲羊水标本也检测出SLC22A5基因C．760C>T(P．R254X)杂合

突变，羊水染色体核型分析及MLPA检测均无异常发现。结论SLC22A5基因C．760C>T突变可能是本家

系中先证者患原发性肉碱缺乏症的致病突变，Sanger测序等技术可为原发性肉碱缺乏症家系提供遗传咨

询和产前诊断服务。
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[Abstract]Objective To identify potential mutation of SLC22A5 gene in a 5-month——old boy affected

with primary carnitine deficiency and provide genetic counseling and prenatal diagnosis for the members of

his family．Methods DNA was extracted from peripheral blood samples derived from the proband，his

parents and elder sister，as well as amniotic fluid from his pregnant mother．All of the 10 exons of the

SLC22A5 gene were amplified by PCR and subj ected to Sanger sequencing．The amniotic fluid sample was

also subjected to G-banded karyotyping and multiplex ligation-dependent probe amplification(MLPA)．

Results A homozygous mutation C．760C>T(P．R254X)of the SLC22A5 gene was detected in the

proband．Heterozygous mutation C．760C>T(P．R254X)was also found in other family members including

the fetus．The karyotyping and chromosomal microdeletion testing for the amniotic fluid sample were both

normal．Conclusion The newly identified homozygous nonsense C．760C>T(P．R254X)mutation of the

SLC22A5 gene probably underlies the primary carnitine deficiency of the proband．Genetic counseling and

prenatal diagnosis have been provided for this family．

[Key words] SLC22A5 gene； Mutation；Primary carnitine deficiency； Novel organic cation

transporter一2
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原发性肉碱缺乏症(primary carnitine deficiency，

PCD)是一种由于肉碱转运障碍而导致的常染色体隐

性遗传病口]，Karpati等比1于1975年首次对该疾病进

行了报道，1988年Treem等[31研究证实细胞膜肉碱转

运障碍会导致PCD的发生。1999年首次在PCD患者

体内检测到编码新型有机阳离子转运体一2(novel

organic cation transporter一2，OCTN2)的基因

SLC22A5发生突变¨“]。原发性肉碱缺乏症患者主

要表现为代谢紊乱相关症状，如低酮性低血糖、转氨酶

升高、血氨升高、肝肿大等或(和)心脏异常如心脏扩

大、左心室射血分数降低、心肌病等口]，可以表现为慢

性进行性损害，也可以表现为急性能量代谢障碍危象，

甚至猝死。该病可以通过补充左旋肉碱治疗而达到临

床痊愈。因此，基因检测对于早期发现、早期诊断、早

期治疗肉碱缺乏症有着重要意义。

SLC22A5基因定位于5q31区，包含10个外显

子¨j。SLC22A5基因编码蛋白OCTN2是一个含有557

个氨基酸的有机阳离子转运体。OCTN2的主要功能是

以一种Na+依赖模式将肉碱(L-B羟一7三甲氨基丁酸)

由细胞外转运至细胞内。而SLC22A5基因突变会导致

细胞膜上的肉碱转运装置OCTN2缺乏或功能丧失，使

肉碱无法正常转运人细胞内。当细胞内肉碱缺乏时，将

会导致长链脂肪酸无法由细胞质转运入线粒体内进行

p氧化反应[7]。长链脂肪酸氧化代谢功能障碍导致组织

能量供应不足，特别是一些高度依赖脂肪酸氧化供能的

组织，如心肌等∞]，无法转运人细胞内的肉碱随尿大量

流失，造成血液中肉碱浓度下降口’7]。

我们对一个PCD家系进行了SLC22A5基因突变

分析和产前诊断。

1对象与方法

1．1对象先证者(1I：)，男，江西省吉安籍，出生后

5个月因突发呕吐伴精神差入院治疗。查体：嗜睡、面

色苍白、反应差伴呻吟、肝脏右肋下6 cm，质硬。辅助

检查：心脏彩超示左心增大，收缩功能正常低限。超声

显示肝脏弥漫性增大。心肌酶谱示乳酸脱氢酶1783

U／L(正常参考值：100～240 U／L)、肌酸激酶865 U／

I。(正常参考值：24～194 U／I。)、天冬氨酸氨基转移酶

354 U／L(正常参考值：0～40 U／I。)、肌酸激酶同工酶

42．9 ng／mL(正常参考值：0．1～4．94 ng／mL)。血糖

4．2 mmol／I。(正常参考值：3．89～6．11 mmol／L)、血

氨126．10 t_tmol／L(正常参考值：1l～35 tzmol／mL)、

谷丙转氨酶118 U／i。(正常参考值：0～40 U／L)。住

院期间患儿突发心室扑动、心室颤动、呼吸衰竭，经抢

救无效于住院21h后死亡。患儿死亡后第2日，其生前

囊
图1 原发性肉碱缺乏症家系图

血清串联质谱分析结果提示肉碱缺乏(游离肉碱

0．918 t-mol／L，正常参考范围为10～50肚tool／L)。死

亡诊断为：原发性肉碱缺乏症、致死性室性心律失常

(室扑、室颤)、心源性休克、急性呼吸衰竭。先证者母

亲再次妊娠后来我院行遗传咨询与产前诊断。先证者

父母双亲(I。、I：)非近亲婚配，无PCD家族史(图

1)。在先证者父母知情同意的原则下完成病例资料采

集，接收Ⅱ：生前保存的外周血DNA标本，并采集

I。、I。及Ⅱ。的外周血5 mI。(EDTA抗凝)，签署了

羊水穿刺术及产前诊断知情同意书后，抽取I。中孕

期胎儿羊水20 mI。备用。

1．2方法

1．2．1 SLC22A5基因突变检测 (1)基因组DNA

提取：采用Gentra Puregene Blood Kit(德国Qiagen

公司生产)提取外周血基因组DNA。羊膜腔穿刺抽取

先证者母亲羊水2管(美国BD 15 mI。离心管)，共20

mL，取其中一管10 mI。采用Gentra Puregene Cell Kit

(德国Qiagen公司生产)提取羊水细胞基因组DNA。

(2)PCR反应：采用Primer5．0对待扩增的SLC22A5

基因的10个外显子进行引物序列设计。采用$1000

Thermal Cycler对目的基因进行扩增。PCR产物经

1．5％琼脂糖凝胶电泳鉴定。采用G：Box凝胶成像系

统对电泳结果进行分析。(3)回收及纯化PCR产物：

采用E．Z．N．A Gel Extraction Kit回收纯化琼脂糖凝

胶中的扩增产物。(4)Sanger测序：运用CEQ8000

Genetic Analysis System对扩增产物进行直接测序分

析。(5)确定突变位点：将测序结果与GeneBank中的

SLC22A5基因参考序列(NM一003060)进行比对，进而

确定突变位点。

1．2．2羊水染色体核型分析取另一管羊水10 mI。，

经培养后常规制备染色体，经瑞氏一吉姆萨染色后油镜

下分析30个核型。

1．2．3羊水染色体微缺失检测应用多重连接依赖探针

扩增技术(multiplex ligation-dependent probe

amplificating，MU)A)P036、P070、P245三类不同种类混

合探针(MRC-Holland公司生产)检测羊水染色体微缺失

综合征(包括了Prader-Willi／Angelman综合征、DiGeorge

综合征、Williams综合征、Cri du Chat综合征)。

水
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图2原发性肉碱缺乏症家系SLC22A5基因第4外显子c．760位点正向(左)和反向(右)测序峰图 A：I l；B：I z；C：Ⅱ1．D：Ⅱz；E：II。；正常序列

为：F-CTTCATCCGAGACTG／R—CAGTCTCGGATGAAG；箭头所指为SLC22A5基因c．760C>T(p．R254X)突变位点；II 2(先证者)，为c．760C>T

突变纯合子，11、I 2、Ⅱl、Ⅱ3峰图均显示为C．760C>T突变杂合子

2结果 3讨论

2．1 Sanger法测序及结果分析 先证者SLC92A5

基因第4外显子存在C．760C>T纯合突变，其父母、

姐姐及先证者母亲腹中胎儿均为C．760C>T杂合突

变(图2)。

2．2羊水细胞染色体G显带核型分析结果 染色体

G显带核型为46，XN。

2．3 MI。PA羊水染色体微缺失检测结果P036、

P070、P245探针均无异常发现。

2．4随访先证者母亲(I：)孕期定期产检，孕程顺

利，中孕期及晚孕期胎儿Ⅲ级超声检查结果未见明显

异常，于2014年8月足月顺产一名男婴，产程顺利，产

后母婴健康；婴儿满月时于儿童保健科常规体检及串

联质谱检测结果未见明显异常(游离肉碱20．412

／,mol／I。，正常参考值为10～50 ttmol／L)。将继续对

该男婴的健康情况进行跟踪随访2～3年。

原发性肉碱缺乏症临床表现因发病年龄及受累器

官不同而有差异。婴幼儿期发病主要表现为低酮性低

血糖，肝脏肿大，谷丙转氨酶和天冬氨基转移酶升高；

儿童期发病主要表现为骨骼肌病变、肌酸激酶升高以

及心肌病；成年期发病主要特征为心肌病、心律失常及

易疲劳。婴幼儿和儿童期I临床表现较典型，成人患者

大多病情轻微或无明显症状[7]。Shibbani等[91对61

例文献报道的PCD患者进行分析发现，心脏功能异常

发生率最高，约62．3％，但同时发生心脏功能异常和

代谢紊乱的概率较低。原发性肉碱缺乏症发病率在日

本为1／40 000，澳大利亚为1／37 000～1／100 000_l⋯。

Lee等[1妇的研究发现，在中国台湾地区，PCD的发病

率在新生儿中约为1／67 000，在母亲中约为1／33 000。

在中国大陆地区，针对PCD的流行病学调查数据尚未

见确切报道。PCD患者血浆游离肉碱浓度通常小于5
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／2mol／L(iE常参考值：10～60 tlmol／L)，该指标是诊断

PCD的重要依据。随着串联质谱分析技术在新生儿

筛查中的应用，越来越多的PCD患儿及母亲得以诊

断[1 2。。为了进一步确诊，可对患者进行皮肤成纤维细

胞肉碱转运能力进行测定(PCD患者皮肤成纤维细胞

肉碱转运能力低于正常入水平的10％)或对

SLC22A5基因突变进行检测[1’7’13]。

SLC22A5基因编码的蛋白质OCTN2由557个

氨基酸组成，定植于细胞膜上，含12个跨膜结构域。

查阅ARUP实验室的SLC22A5数据(http：／／www．

arup．utah．edu／database／OCTN2／OCTN2一display．

php)发现，目前已经报道了184种SLC22A5基因突

变。其中错义突变占54％，无义突变占8％。约81％

的突变为致病性突变。大部分错义突变影响OCTN2

的跨膜区域或者细胞内区域，但有两种错义突变

(P46S和R83L)比较特殊，其主要是影响OCTN2的

糖基化和成熟[14|。Rose等[153调查发现，在女性PCD

患者中，有临床症状的患者无义突变的发生频率明显

高于无症状患者。目前大多数研究表明，PCD患者基

因型与临床表型之间无明显的联系，特别是在有临床

表现的患者中[16 17]。不同患者临床症状的不同可能是

由环境因素导致，如感染、药物(如三甲基乙酸)、长期

禁食、肉碱摄取量等[18。1 9|。

我们报告的家系携带的突变C．760C>T(P．

R254X)位于SLC22A5基因第4外显子，为无义突变。

该突变导致对应的mRNA密码子CGA变为UGA

(终止密码子)，rnRNA在翻译过程中提前终止于第

254位氨基酸，产生了只含有5个跨膜结构域的截短

蛋白，失去了OCTN2的正常功能。该种突变由Tang

等[2叼于2002从两例分别为中国台湾籍和中国澳门籍

的PCD患者身上发现。Tang等对250名中国香港居

民进行R254X突变筛查，发现该种突变的中国香港人

群携带率为1／125，由此估计R254X纯合突变导致

PCD的概率为1／62 500。SLC22A5基因突变谱存在

着显著的种族地区差异，在中国台湾地区，c．760C>T

(P．R254X)突变最为常见，约50％的PCD患者是由该

类突变引起的口1|。Lee等[11]研究发现，在中国台湾地

区，P．$467C是母亲患者中最常见的PCD突变类型，

而P．R254X则在婴幼儿和儿童患者中最常见。在中

国大陆地区尚未见文献确切报道C．760C>T(P．

R254X)突变。

持续规律地补充肉碱是PCD的主要治疗方法，该

法能够改善PCD患者代谢紊乱相关表现及骨骼肌、心

肌功能异常等一系列症状。PCD具有潜在致死性，特

别是在婴幼儿期发病时，若未及时诊断，很可能会导致

死亡。研究表明，在无明显临床表现的PCD患者中，

其发生心脏突发事件的概率明显高于正常人。早期诊

断及治疗可以避免患者受累器官出现不可逆损伤及突

发死亡事件的发生。对患者及其家系进行SLC22A5

基因检测，确定其突变位点，不仅能够确诊PCD及检

出家属中无明显临床表现的患者，而且能够预测其后

代患该病的概率，因此遗传咨询对PCD患者及其家系

成员意义重大。

我们通过对一个PCD家系进行分子遗传学检测，

揭示了该家系致病基因SLC22A5的突变位点，并在

此基础上，为先证者母亲进行了产前诊断。本次研究

是在先证者死亡后进行，所以未能对先证者进行皮肤

成纤维细胞肉碱转运能力测定。由于目前国内此种病

例报道数目偏少，且大部分报道病例未进行SLC22A5

基因突变检测，从而导致调查PCD在中国大陆地区的

流行情况和基因突变谱受到很大限制。相信随着串联

质谱技术普及和分子生物学检测技术的成熟，中国大

陆地区PCD的发病情况和基因突变情况将会得到进

一步的阐明。
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