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　　［摘要］　目的　明确Ｇｉｌｂｅｒｔ综合征患者（Ｇｉｌｂｅｒｔｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＧＳ）ＵＤＰ葡萄糖醛酸基转移酶１Ａ１基
因（ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ１ｇｅｎｅ，ＵＧＴ１Ａ１）致病变异的连锁关系，进一步明确 ＧＳ的遗传机制。
方法　对４６例ＧＳ患者与８０名健康对照者ＵＧＴ１Ａ１基因的增强子ＰＢＲＥＭ、启动子ＴＡＴＡ盒、ＰＥ、ＤＥ及
外显子进行直接测序，把所测得的 ＳＮＰ进行连锁不平衡分析、并构建单体型和单体基因型进行分析。
结果　共测到ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ、ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ、ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ、ｃ．２１１Ｇ＞Ａ、ｃ．６８６Ｃ＞Ａ、ｃ．１４５６Ｔ＞Ｇ等６个ＳＮＰ
位点，对该６个ＳＮＰ位点进行连锁不平衡分析表明ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ的Ｄ’值和ｒ２均等于１，
呈完全的连锁不平衡；进一步构建单体型表明 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和 ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ呈连锁关系、ｃ．２１１Ｇ＞Ａ
和ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ呈连锁关系，他们所构成的单体基因型在病例组中的频率高达０．７１７，而在对照组中的
频率仅为０．００５，两者具有显著的统计学差异，Ｐ＜０．０００。结论　Ｇｉｌｂｅｒｔ综合征的发生与来源于不同同
源染色体的ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ的两两变异相关，而 ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ与它们的各
自连锁发挥了剂量效应作用。
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　　Ｇｉｌｂｅｒｔ综合征（Ｇｉｌｂｅｒｔｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＧＳ）是遗传性非
结合型胆红素血症中的最常见类型，其发病率达１０％
左右，以间断或持续的轻中度非溶血性非结合型胆红

素升高为主要临床表现（ＯＭＩＭ：＃１４３５００）。ＧＳ多数
呈良性结果，但严重者可导致核黄疸甚至与精神疾患

相关［１］；且与其变异相关的胆红素代谢相关基因

ＵＤＰ葡糖醛酸基转移酶 １Ａ１基因（ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ１ｇｅｎｅ，ＵＧＴ１Ａ１）同时也是最重要的编码
药物ＩＩ相代谢酶的基因之一，因而 ＧＳ与多种药物代
谢及毒副作用相关，可引起化疗相关腹泻、黄疸、肝衰

竭［２－５］。因此，对Ｇｉｌｂｅｒｔ综合征患者及其相关基因变
异的精准识别及遗传机制研究尤为重要。

　　ＵＧＴ１Ａ１基因编码的ＵＧＴ１Ａ１酶是肝脏催化脂溶
性葡萄糖醛酸化为水溶性的胆红素的唯一酶，在既往

研究中：一方面，通过对普通人群的全基因组研究表明

该基因的ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ等变异与胆红
素水平升高相关［６］；而病例对照研究也充分证实了在
病例组中ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ以及ｃ．２１１Ｇ＞Ａ等致病变异
与疾病的相关性，功能研究也充分验证了这些变异可

以导致 ＵＧＴ１Ａ１酶的转录及催化活性的显著下
降［７，８］，但并未对 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和 ｃ．２１１Ｇ＞Ａ的连
锁关系得出明确结论，由此也未能充分解释包括

ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ等高频变异在 ＧＳ中的作
用，并对它们是否为致病变异存在争议。

　　本研究对 ４６例 ＧＳ患者与 ８０名健康对照者
ＵＧＴ１Ａ１基因的增强子ＰＢＲＥＭ、启动子ＴＡＴＡ盒、ＰＥ、
ＤＥ及外显子进行直接测序，并通过对所测得的 ＳＮＰ
进行连锁不平衡分析、构建单体型和单体基因型等研

究阐明了ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ分别与完全不
连锁的ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ连锁形成不同的单
体型，阐明了来自不同同源染色体的ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和
ｃ．２１１Ｇ＞Ａ的两两变异是 ＧＳ的主要遗传机制和变异
Ｍａｒｋｅｒ，而ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ与它们的各自
连锁则进一步发挥了剂量效应作用。

１　资料与方法

１．１　病例
　　所纳入的 ４６例无血缘关系的 ＧＳ患者，均为汉族；
其中男性 ３４例，女性 １２例，平均年龄为 ３２．６±１１．５７
岁，总胆红素水平的平均值为 ４３．０１±１１．６５μｍｏｌ／Ｌ，
以非结合型胆红素水平升高为主（详见表 １）。
１．１．１　诊断标准及排除标准
　　诊断标准：①总胆红素＞１．５ｍｇ／ｄＬ（２５．６５μｍｏｌ／Ｌ），
＜６ｍｇ／ｄＬ（１０２．６μｍｏｌ／Ｌ），且以ＵＣＢ为主；②ＡＬＴ、ＡＳＴ
正常，以排除肝脏炎症；③红细胞计数（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，

ＲＢＣ）、血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｇｂ）及网织红细胞计数
（ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ，ＲＴ）正常，以排除潜在的溶血可能。

表１　ＧＳ患者基本情况及胆红素水平等指标

指标 值

例数（男∶女） ４６（３４∶１２）
年龄（岁） ３２．６±１１．５７
胆红素 ＴＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ４３．０１±１１．６５

ＵＣＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ３３．８０±１０．１８

ＣＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ９．２７±３．１９
ＴＢ／ＤＢ ０．２２±０．０５８

转氨酶 ＡＬＴ／Ｕ·Ｌ－１ ２３．１±２０．５

ＡＳＴ／Ｕ·Ｌ－１ ２０．１±１８．６

ＡＬＰ／Ｕ·Ｌ－１ ７０．４±２０．７

ＧＧＴ／Ｕ·Ｌ－１ ２３．０±３１．２
蛋白 ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ ７３．１±６．９

ＡＬＢ／ｇ·Ｌ－１ ４６．１±５．２

ＧＬＯ／ｇ·Ｌ－１ ２５．９±４．９
血脂 ＴＧ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ２．２±１．１

Ｔｃｈ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ４．５±１．９
肾功 Ｃｒ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ４０．３±２０．９（ｍｇ／ｄｌ）

ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ６．９±２．８（ｍｇ／ｄｌ）
空腹血糖 Ｇｌｕ ５．３±１．８（ｍｇ／ｄｌ）

肝脏超声 腹部超声提示肝大、脾大或胆道系统疾病等异常者

病史及药物史
按纳入及排除标准进行，首次检查发现胆红素升

高前９０ｄ之内任何的用药史

ＧＳ：Ｇｉｌｂｅｒｔ综合征；ＴＢ：总胆红素；ＵＣＢ：非结合型胆红素；
ＣＢ：结合型胆红素；ＡＬＴ：谷丙转氨酶；ＡＳＴ：谷草转氨酶；
ＡＬＰ：碱性磷酸酶；ＧＧＴ：谷氨酰转肽酶；ＴＢ：总蛋白；ＡＬＢ：
白蛋白；ＧＬＯ：球蛋白：ＴＧ：甘油三酯；Ｔｃｈ：胆固醇；Ｃｒ：肌
酐；ＢＵＮ：尿素氮；Ｇｌｕ：血糖

　　排除标准：①合并其他疾病；②有饮酒史，且超过
５年，酒精量男性≥４０ｇ／ｄ，女性≥２０ｇ／ｄ，或２周内有
大量饮酒史，折合酒精量＞８０ｇ／ｄ；③首次检查发现胆
红素升高前９０ｄ之内任何的用药史；④腹部超声提示
肝大、脾大或胆道系统疾病等异常者。

１．１．２　病例筛选流程　　根据诊断标准及排除标准，
病例筛选按以下流程进行：１）对于转氨酶正常的以
ＵＣＢ为主的胆红素血症患者，详细询问病史并行体格
检查，排除有慢性肝病史及药物服用史及合并高血压、

糖尿病等其他疾病的患者，并再次复查肝功，仍提示以

ＵＣＢ为主的胆红素血症，ＡＬＴ、ＡＳＴ等转氨酶仍正常；
２）进一步行血常规及网织红细胞计数等检查，排除血
红蛋白及网织红细胞计数异常的患者；３）再进一步行
血清学及腹部彩超等检查：排除病毒表面标志物阳性、

自身抗体阳性及肝脏、胆道形态异常的患者；４）对部
分患者还行溶血试验、血清铜、铜蓝蛋白、异常血红蛋
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白电泳等检查进一步排除相关疾病。

　　在本研究中，共３８３例患者进入初筛，所有患者均
为在第三军医大学西南医院感染科门诊或住院部就诊

患者。通过询问病史、查体等进行初筛，所有患者都存

在持续或间断的非结合型胆红素血症至少３年以上，
且无ＡＬＴ及 ＡＳＴ升高等肝脏炎症表现。除尿黄、眼
黄、肤黄等黄疸表现外，无阳性体征及不适主诉。再进

一步行血常规、网织红细胞计数、甲肝抗体（ＨＡＶ
Ａｂ）、乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、丙肝抗体（ＨＣＶＡｂ）、戊
肝抗体（ＨＥＶＡｂ）、自身抗体以及腹部超声等检查后，
有２８９名患者被排除：２７３例患者检测到乙肝表面抗
原阳性、５例患者结合型胆红素大于非结合型胆红素、
３例患者 ＨＣＶＩｇＭ阳性、１例患者 ＨＡＶＩｇＭ阳性、
１例患者为急性乙肝、５例患者病史不明、１例患者正
在接受干扰素治疗。在余下的 ７９例胆红素水平符
合ＧＳ诊断标准的患者中，有３３例患者被排除：１８例
患者未测网织红细胞计数、８例患者网织红细胞计数
超过１．５％、２例患者在随访过程中出现转氨酶升
高，１例患者存在贫血、４例患者在随访过程中胆红
素呈下降趋势。

１．１．３　对照　　８０例健康对照组成员从我科工作人
员及研究生中招募，包括４４名男性和３６名女性，均为
汉族，平均年龄 ３６．７±１１．４岁。入组前，至少每两年
进行一次健康体检，体检项目包括血常规、肝肾功、乙

型肝炎表明抗原等血清学检测，胸部 Ｘ光检测，腹部
超声等检查，这些检测检查结果均提示正常。入组时，

再次检测包括 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢ、ＵＣＢ、ＣＢ等指标的肝功
能检测，均提示正常。

１．２　ＵＧＴ１Ａ１基因突变分析
１．２．１　引物设计合成　　ＵＧＴ１Ａ１基因位于２号染色
体３区７带，包含６个外显子，除启动子ＴＡＴＡ盒外［－３８
到－２３ｂｐ，Ａ（ＴＡ）６ＴＡＡ］，尚存在启动子ＤＥ（－１３６２ｂｐ
到－１２２０ｂｐ，ｄｉｓｔａｌｅｌｅｍｅｎｔ）和 ＰＥ（－１１３到－７０ｂｐ，
ｐｒｏｘｉｍａｌｅｌｅｍｅｎｔ），另外，在其上游还存在一个与苯巴
比妥相关的增强子（－３４８３ｂｐ到－３１９４ｂｐ）［９－１２］。本
次扩增片段为ＵＧＴ１Ａ１基因的６个外显子及所有功能
元件，但并不包括羧基端的非编码区（引物序列详见

表 ４）。扩增引物用 ｓｏｆｔｗａｒｅＰｒｉｍｅｒ３．０（Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）辅助设计。ＵＧＴ１Ａ１基因的
序列号为：ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＮＴ＿００５１２０．１６。
引物位置避开ＳＮＰ位点，并选取发夹结构形成少的引
物，以避免引物二聚体的产生。对所选取的引物用

ＵＣＳＣ浏览器进一步检测扩增产物是否为目的片段
（详见表 ２）。本次一共扩增 ９个片段，包括了
ＵＧＴ１Ａ１基因的增强子，启动子区 ＴＡＴＡ盒、ＤＥ、ＰＥ，
外显子１、２、３、４、５ａ及５ｂ的编码区。在上述引物中，
引物Ｃｇｔ及ＣＤＥ引用自既往文献。引物设计完成后，
在北京华大基因合成。

表２　引物序列及其对应的靶序列片段长度

引物名称 引物方向 序列（５′→３′） 片段大小／ｂｐ 目的片段

Ｃｇｔ 正向 ＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＡＴＴＣＴＣＴＴ ４００ 增强子

反向 ＣＴＣＡＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣＴＡＧＣＣ
ＣＤＥ 正向 ＣＴＣＴＡＡＧＣＡＣＡＴＣＣＣＣＡＡＧＴＡ ５２５ ＤＥ

反向 ＴＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＡＴＣＣＴＴＣＡ
ＣＰＥ 正向 ＡＡＧＴＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＣＴＡＣＣＴＴ ２４４ ＰＥ

反向 ＴＣＡＡＣＡＧＴＡＴＣＴＴＣＣＣＡＧＣＡＴ
ＴＡＴＡＥ１１ 正向 ＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＡＴＣＴＣＴＧＡＡ ５７８ ＴＡＴＡ盒和外显子１上半段

反向 ＴＧＡＧＣＴＣＣＴＴＧＴＴＧＴＧＣＡＧＴ
Ｅ１２ 正向 ＧＡＴＴＣＴＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣＧＴＧＴ ６４９ 外显子１下半段

反向 ＧＣＡＴＧＴＡＡＡＡＧＴＣＣＣＡＣＴＣＣＡ
Ｅ２ 正向 ＣＡＡＡＣＡＣＧＣＡＴＧＣＣＴＴＴＡＡＴＣ ５００ 外显子２

反向 ＣＡＧＧＧＡＡＡＡＧＣＣＡＡＡＴＣＴＡＡＧＧ
Ｅ３ 正向 ＡＡＧＴＴＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＡＧＡＡＧＣ ５４６ 外显子３

反向 ＧＴＴＡＣＴＣＡＣＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣＡＧ
Ｅ４ 正向 ＣＴＧＣＡＡＧＧＧＣＡＴＧＴＧＡＧＴＡＡＣ ６３２ 外显子４

反向 ＧＡＧＧＣＡＧＡＡＣＴＧＣＴＴＧＡＡＣＧ
Ｅ５ｂ 正向 ＴＣＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧＴＡＡＴＡＧＧＣ ４８３ 外显子５ｂ编码区

反向 ＣＴＣＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＧＣＴＣＡＡＧ
Ｅ５ａ 正向 ＣＡＧＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＣＡＡＧＴＴＴ ５５５ 外显子５ａ编码区

反向 ＡＡＧＣＡＣＴＣＴＧＧＧＧＣＴＧＡＴＴＡ
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１．２．２　基因组ＤＮＡ制备及ＰＣＲ扩增　　采用 Ｗｉｚａｒｄ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）从 ５ｍＬ
新鲜全血中抽提 ＤＮＡ。按鼎国 ＤＮＡＴａｑ聚合酶
（ＢｅｉｊｉｎｇＤｉｎｇｇｕｏＣｈａｎｇｓｈｅｎｇＢｉｏｔｅｃｈＣＯ．ＬＴＤ，Ｃｈｉｎａ）
说明书配制成 ５０μＬＰＣＲ反应体系，扩增条件如下：
９５℃２ｍｉｎ后，以９４℃３０ｓ、５８℃３０ｓ、７２℃４０ｓ进
行 ３５个循环，再以７２℃延长７ｍｉｎ。
　　ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳鉴定后送北京华
大基因纯化特异性片段并使用原 ＰＣＲ扩增引物测序。
１．２．３　ＳＮＰ鉴定及基因分型　　用ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ，ｐｒｏｇｒａｍ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ）进行 ＳＮＰ的鉴
定，先通过Ｃｏｎｓｅｄ程序编写拼接序列，然后使用 ＦＴＰ
网络资源，在Ｗｉｎｄｏｗｓ环境下，读取拼接峰图，进行比
对。除根据程序提示外，对每一个峰再次进行核查。

对于噪音大，背景杂的样品，重新进行ＰＣＲ扩增，并采
用切胶纯化后再进行测序。

１．２．４　ＨＷ 检验、ＬＤ分析、单体型构建　　用
ｈａｐｌｏｖｉｅｗ．ｌｎｋ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ０２１４１，ＵＳＡ）进行 ＬＤ分
析，先制备输入文件，输入文件包括测序结果文件及

ＳＮＰ位点物理距离文件，均为ｔｘｔ格式。该软件可直接
输出每个ＳＮＰ的 ＨＷ检验结果，并以点阵图的形式
展示 ＬＤ的结果，可根据需要展示配对 ｒ２值或 Ｄ’值
等，并使用ＦｏｕｒＦａｍｅｔｅ原则和 ＳｏｌｉｄＳｐｉｎｅｏｆＬＤ法定

义单体型块。但 ｈａｐｌｏｖｉｅｗ只能展示单体型频率及
ｔａｇＳＮＰ的结果。对于每个个体的单体型及双体型，则
使用基于Ｂａｙｅｓｉａｎ统计方法的ＰＨＡＳＥ软件来构建，其
中模糊不清的单体型可根据家系结果选择，ＰＨＡＳＥ软
件在ＤＯＳ环境下运行，构建单体型时，选取在一个单
体型块内的ＳＮＰ位点来构建。
１．２．５　统计学分析　　使用 ＳＰＳＳＰＡＳＷ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
（ｖｅｒｓｉｏｎ１８．０）进行等位基因频率、单体型频率、双体
型频率的统计分析、比较，采用 χ２检验，根据期望值，
样本量大小选取不同的双侧检验结果（样本量＞４０、期
望值＞５：ＰｅａｒｓｏｎＣｈｉＳｑｕｅａｒ；样本量＞４０、期望值＜５：
ＣｏｎｔｉｎｕｉｔｙＣｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；样本量＜４０或期望值＜１：Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ
ＥｘａｔＴｅｓｔ）。

２　结果

２．１　ＵＧＴ１Ａ１基因分型结果
　　在本研究中，在 ４６例无血缘关系的 ＧＳ患者和
８０个健康对照者中，除同义突变外，共检测到６个变
异类型（详见表 ３），它们分别位于增强子，启动子
ＤＥ、ＴＡＴＡ盒，外显子 １、４及 ５ａ，而启动子 ＰＥ、外显
子２、３及 ５ｂ未测到变异。这些变异引起的蛋白质
改变、各变异等位的等位基因频率及与对照组的比

较结果详见表３。

表３　ＵＧＴ１Ａ１测序结果、变异等位频率及比较结果

变异名称
位置氨基酸改

变蛋白改变

ＧＳ（Ｎ＝４６）纯合子杂合
子等位基因频率

对照（Ｎ＝８０）纯合子杂
合子等位基因频率

ＰＧＳ与对照 ｄｂＳＮＰ

ＵＧＴ１Ａ１６０ 增强子 １４ １３ ０．０４８ ｒｓ４１２４８７４
ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ ２３ ４２

０．５５４ ０．４２５
ＵＧＴ１Ａ１１１２ 启动子ＤＥ ９ ２５ ０．０４８ ｒｓ３７５５３１９

ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ ２３ ４２
０．４４６ ０．５７５

ＵＧＴ１Ａ１２８ ＴＡＴＡ盒 ９ １ ０．０００ ｒｓ３０６４７４４
ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ １９ ２１

０．４０２ ０．１４４
ＵＧＴ１Ａ１６ 外显子１ ６ ２ ０．００７ ｒｓ４１４８３２３

ｃ．２１１Ｇ＞Ａ １７ ２３
ｐ．Ｇ７１Ｒ ０．３１５ ０．１６９

ＵＧＴ１Ａ１２７ 外显子１ １ ０ ０．２６１ ｒｓ３５３５０９６０
ｃ．６８６Ｃ＞Ａ ２ ２
ｐ．Ｐ２２９Ｑ ０．０４３ ０．０１３

ＵＧＴ１Ａ１７ 外显子５ａ １ ０ ０．０３３ ｒｓ３４９９３７８０
ｃ．１４５６Ｔ＞Ｇ ２ ０
Ｐ．Ｙ４８６Ｄ ０．０４３ ０．０００
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　　位于 ＴＡＴＡ盒的插入变异 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ变异，
使得野生型的 ＴＡＴＡ盒从 ６个 ＴＡ重复［Ａ（ＴＡ）
６ＴＡＡ］变异为７个ＴＡ重复［Ａ（ＴＡ）７ＴＡＡ］，该变异在
ＧＳ组中的等位基因频率明显高于对照组（０．４０２和
０．１４４；Ｐ＝６．２３７Ｅ６）。位于外显子１的ｃ．２１１Ｇ＞Ａ变
异使ＵＧＴ１Ａ１基因的第 ７１个密码子从 ＧＧＡ变异为
ＡＧＡ，导致ＵＧＴ１Ａ１酶氨基酸序列的第７１个氨基酸从
甘氨酸变异为精氨酸，该变异在 ＧＳ组中的等位基因
频率也明显高于对照组（０．３１５和０．１６９；Ｐ＝０．００７）。
位于外显子５ａ的ｃ．１４５６Ｔ＞Ｇ变异使 ＵＧＴ１Ａ１基因第
４８６个密码子从ＴＡＣ变异为 ＧＡＣ，导致 ＵＧＴ１Ａ１酶第
４８６个氨基酸从酪氨酸变异为天冬氨酸，该变异的等
位基因频率，ＧＳ组高于对照组（０．０４３和 ０．０００；Ｐ＝
０．０３３）。位于外显子１的 ｃ．６８６Ｃ＞Ａ变异使 ＵＧＴ１Ａ１
基因的的 ２２９个密码子从 ＣＣＧ变异为 ＣＡＧ，导致
ＵＧＴ１Ａ１酶氨基酸序列的第２２９个氨基酸从脯氨酸变
异为谷氨酰胺，该变异在 ＧＳ组和对照组中均可测到，
其等位基因频率ＧＳ组与对照组无统计学差异（０．０４３
和０．０１３；Ｐ＝０．２６１）。而位于增强子的 ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ
变异和位于启动子 ＤＥ的 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ变异则在 ＧＳ
组、对照组中均可测到，且其等位基因频率在各组中均

高于０．３００，该两个变异的等位基因频率在ＧＳ组与对
照组中比较的结果，Ｐ值都为０．０４８，略小于０．０５。
２．２　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验和ＬＤ分析结果
　　所有ＳＮＰ均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，Ｐ值均大
于０．０５，相应 Ｐ值如下：ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ（Ｐ＝１．０００），
ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ（Ｐ＝１．０００），ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ（Ｐ＝０．１０４），
ｃ．２１１Ｇ＞Ａ（Ｐ＝０．７１４），ｃ．６８６Ｃ＞Ａ（Ｐ＝０．１１０），
ｃ．１４５６Ｔ＞Ｇ（Ｐ＝０．０７４）。ＬＤ分析显示各个 ＳＮＰ之
间存在强 ＬＤ关系，所有 ＳＮＰ位于一个单体型块内。
ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ变异和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ变异的配对 Ｄ’值及
ｒ２值均等于１，该两个ＳＮＰ呈完全ＬＤ。除ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ

和ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ、ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ和 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ间
的配对Ｄ’值分别为０．９６、０．９６外，其余各位点间的配
对Ｄ’值均为１。
２．３　单个个体单体型构建结果及分析
　　用所测到的 ６个 ＳＮＰ位点构建单体型，共得到
７个单体型（详见表 ４）。其中，存在完全连锁不平衡
关系的两个 ＳＮＰｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ的两个
变异等位ｃ．１３７９Ｇ和ｃ．１３５２Ａ位于不同的同源染色
体上，单体型Ｈ１和Ｈ２除分别含这两个变异等位中的
一个变异等位外，不含其他变异等位，其他单体型分别

由其他的１个或２个变异等位与这两个存在完全不连
锁关系并位于不同的同源染色体上的变异等位

（ｃ．３２７９Ｇ或ｃ．１３５２Ａ）相连形成：ｃ．２１１Ａ、ｃ．１４５６Ｇ
变异等位与ｃ．１３５２Ａ变异等位分别相连形成单体型
Ｈ５、Ｈ７；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ、ｃ．１０９１Ｔ变异等位与ｃ．３２７９Ｇ
变异等位分别相连形成单体型Ｈ３和Ｈ６；ｃ．６８６Ａ变异
等位和 ｃ．４０＿３９ｉｎｓ变异等位与 ｃ．３２７９Ｇ变异等位
相连形成单体型Ｈ４。
　　除ｃ．３２７９Ｇ变异等位和 ｃ．１３５２Ａ变异等位外，
ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ变异等位与 ｃ．２１１Ａ变异等位和
ｃ．１４５６Ｇ变异等位也总是存在于不同的同源染色体
上，但它们的相应 ＳＮＰ之间并不像 ＳＮＰｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ
和ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ那样呈完全连锁不平衡的关系。
　　在这些单体型中，只含有ｃ．３２７９Ｇ变异等位的单
体型Ｈ１和只含有ｃ．１３５２Ａ变异等位的单体型Ｈ２在
对照组中占有明显的优势，均高于 ＧＳ组（０．２８２和
０．０９８，Ｐ＝３．１６０×１０－４；０．３８１和０．０８７，Ｐ＝４．５５７×１０－７）；
而含有ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ变异等位的单体型 Ｈ３和含有
ｃ．２１１Ａ变异等位的单体型Ｈ５则在 ＧＳ组中占有明显
的优势，均高于对照组（０．３５９和 ０．１３１，Ｐ＝２．２７１×
１０－５；０．３１５和０．１６９，Ｐ＝０．００７）。

表４　单体型构建结果及其在ＧＳ组和对照组中的频率与比较结果

位点
单体型

ＧＳ个数（频率）
ｎ＝４６

对照个数

（频率）ｎ＝８０
ＰＧＳ
与对照－３３４５ －３２７９ －１３５２－４０＿－３９ ２１１ ６８６ ７１５ １０９１ １２５３ １４５６

Ｈ１ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ ９（０．０９８） ４５（０．２８２） ０．０００
Ｈ２ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ ８（０．０８７） ６１（０．３８１） ０．０００
Ｈ３ Ｃ Ｇ Ｃ ｉｎｓＴＡ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ ３３（０．３５９） ２１（０．１３１） ０．０００
Ｈ４ Ｃ Ｇ Ｃ ｉｎｓＴＡ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ ４（０．０４３） ２（０．０１３） ０．２６１
Ｈ５ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ ２９（０．３１５） ２７（０．１６９） ０．００７
Ｈ６ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ ５（０．０５４） １（０．００６） ０．０４７
Ｈ７ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ ４（０．０４３） ０（０．０００） ０．０３３

注：下划线等位基因所示为变异等位
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表５　双体型构建结果及在ＧＳ组和对照组中的频率与比较结果
双体型 变异等位 ＧＳ（个数／频率） 对照（个数／频率） Ｐ
Ｈ１／Ｈ２ ［ｃ．３２７９Ｇ］／［ｃ．１３５２Ａ］ ３／０．０６５ ２６／０．３２５ ０．００１
Ｈ２／Ｈ２ ［ｃ．１３５２Ａ］／［ｃ．１３５２Ａ］ １／０．０２２ １３／０．１６３ ０．０１５
Ｈ１／Ｈ３ ［ｃ．３２７９Ｇ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］ ２／０．０４３ ６／０．０７５ ０．７５０
Ｈ１／Ｈ４ ［ｃ．３２７９Ｇ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ；ｃ．６８６Ａ］ １／０．０２１ １／０．０１３ １．０００
Ｈ１／Ｈ５ ［ｃ．３２７９Ｇ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］ ２／０．０４３ ３／０．０３８ １．０００
Ｈ１／Ｈ６ ［ｃ．３２７９Ｇ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ；ｃ．１４５６Ｇ］ １／０．０２２ １／０．０１３ １．０００
Ｈ２／Ｈ３ ［ｃ．１３５２Ａ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］ ３／０．０６５ １２／０．１５０ ０．１５７
Ｈ３／Ｈ３ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］ ７／０．１５２ １／０．０１３ ０．００７
Ｈ３／Ｈ４ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ；ｃ．６８６Ａ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８
Ｈ３／Ｈ５ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］ １１／０．２３９ １／０．０１３ ０．０００
Ｈ３／Ｈ６ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．１０９１Ｔ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８
Ｈ３／Ｈ７ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．１４５６Ｇ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８
Ｈ４／Ｈ４ ［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ；ｃ．６８６Ａ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ；ｃ．６８６Ａ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８
Ｈ５／Ｈ５ ［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］ ６／０．１３０ ２／０．０２５ ０．０５０
Ｈ５／Ｈ６ ［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］／［ｃ．３２７９Ｇ；ｃ．１０９１Ｔ］ ３／０．２７３ ０／０．０００ ０．０００
Ｈ５／Ｈ７ ［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．２１１Ａ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．１４５６Ｇ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８
Ｈ７／Ｈ７ ［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．１４５６Ｇ］／［ｃ．１３５２Ａ；ｃ．１４５６Ｇ］ １／０．０２２ ０／０．０００ ０．７７８

２．４　单个个体单体基因型（双体型）结果分析
　　在病例组及对照组中，一共存在１７种单体基因型
（双体型）（详见表５）。其中，由单体型Ｈ１和Ｈ２组成
的双体型在对照组中占有明显优势：双体型Ｈ１／Ｈ１只
存在于对照组中；双体型 Ｈ１／Ｈ２和 Ｈ２／Ｈ２的频率高
于ＧＳ组（０．３２５和０．０６５，Ｐ＝０．００１；０．１６３和０．０２２，
Ｐ＝０．０１５）双体型 Ｈ３／Ｈ３、Ｈ３／Ｈ５和 Ｈ５／Ｈ６在 ＧＳ组
中占有明显优势，其频率远远高于对照组（０．１５２和
０．０１３，Ｐ＝０．００７；０．２３９和 ０．０１３，Ｐ＝１．１４７×１０－４；
０．２７３和０．０００，Ｐ＝１．１８４×１０－４）；双体型 Ｈ５／Ｈ５的频
率在ＧＳ组中也高于对照组（０．１３０和０．０２５，Ｐ＝０．０５）。

３　讨论

　　ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ变异位于ＵＧＴ１Ａ１基因的增强子上，
ＵＧＴ１Ａ１基因的增强子又称苯巴比妥反应元件
（ｐｈｅｎｏｂａｒｂｉｔａｌｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｎｈａｎｃｅｒｍｏｄｕｌｅ，ＰＢＲＥＭ），
位于ＵＧＴ１Ａ１基因的上游（－３４９９到－３２１０）［１１］。含
ｃ．３２７９Ｇ等位的增强子较含 ｃ．３２７９Ｔ等位的增强子
而言，其转录活性下降到６２％［１３］，可导致转录活性下
降１８％～３０％的被认为是白种人的 ＧＳ致病变异的
ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ变异等位与 ｃ．３２７９Ｇ变异等位连
锁［１４－１５］，构成单体型 Ｈ３。但 ｃ．３２７９Ｇ等位基因频率
是否在ＧＳ组中占优势及可否被鉴定为 ＧＳ的致病变
异，不同的研究存在争议：很多个案报道和病例研究在

患者中都测到了ｃ．３２７９Ｇ变异等位，首都医科大学附
属北京佑安医院梁晨、郑素军等人在４３例包括 ＧＳ及
ＣｒｉｇｌｅｒＮａｊｊａｒ综合征 ＩＩ型的患者中发现，ｃ．３２７９Ｇ等
位普遍存在于 ＧＳ组中高达 ３５％［１６］，但在陈志威等

人［１７］所做的 ＵＧＴ１Ａ１基因与成人高胆红素血症的风
险与定量研究中，胆红素水平在正常范围内波动的人

群ｃ．３２７９Ｇ等位的基因频率仍高达 ２９．５。在本研究
中，ｃ．３２７９Ｇ等位的等位基因频率在 ＧＳ组和对照组
并无明显的统计学差异（０．５５４和０．４２５，Ｐ＝０．０４８），
且只包含 ｃ．３２７９Ｇ变异等位的单体型 Ｈ２在对照组
中占有明显的优势，其频率远远高于 ＧＳ组（０．２８２和
０．０９８，Ｐ＝３．１６×１０－４）；在病例组中占明显优势的是除
ｃ．３２７９Ｇ变异等位外，同时存在 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡＴＡ变
异的单体型 Ｈ４（０．３５９和０．１３１，Ｐ＝２．２７１×１０－５）；因
此，通过个基因位点的连锁关系分析，本研究阐明了造

成ｃ．３２７９Ｇ变异等位在病例组中集中的原因是ｃ．４０
＿３９ｉｎｓＴＡＴＡ变异和该变异的连锁关系，ｃ．４０＿
３９ｉｎｓＴＡＴＡ变异才是ＧＳ发病的致病变异和Ｍａｒｋｅｒ变
异基因。

　　在既往研究中，对于 ＧＳ的遗传模式存在显性和
隐性等争议，白种人普遍存在 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡＴＡ纯
合变异，但亚裔人群除 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡＴＡ纯合变异、
ｃ．２１１Ａ等纯合变异外，尚存在ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ
＞Ａ复合杂合变异，且ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ的
杂合变异也广泛分布在正常人群中。在本研究中，最

重要的是ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ变异的鉴定以及该ＳＮＰ与ＳＮＰ
ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ的连锁关系的鉴定。不知何种原因，既往
研究较少涉及启动子 ＤＥ，而启动子 ＤＥ被鉴定的当
时，及在该启动子上鉴定了 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ变异，含
ｃ．１３５２Ａ等位启动子的 ＵＧＴ１Ａ１基因的转录活性为
含ｃ．１３５２Ｃ等位启动子的 ＵＧＴ１Ａ１基因转录活性的
８５％［１０］。本研究的结果显示，ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ变异与上
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述ｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ变异之间存在完全连锁不平衡的关
系，且ｃ．１３５２Ａ变异等位和 ｃ．３２７９Ｇ变异等位总是
位于不同的同源染色体上，在同一条染色体上，他们非

此即彼。且在亚裔人群ＧＳ患者中除与白种人相同的
ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ变异等位外，最常见变异是可使胆红素
结合的结构域肽段发生构象改变并使ＵＧＴ１Ａ１酶的活
性下降４０％［１７］的ｃ．２１１Ｇ＞Ａ变异，ｃ．２１１Ａ与ｃ．１３５２Ａ
构成单体型Ｈ５。同样，与ｃ．３２７９Ｇ类似的是，只包含
ｃ．１３５２Ａ等位基因的单体型Ｈ２在对照组中也同样占
有明显优势，其频率亦远远高于ＧＳ组（０．３８１和０．０８７，
Ｐ＝４．５５７×１０－７）；在病例组中占明显优势的是单体型
Ｈ５（０．３１５和０．１６９，Ｐ＝０．００７）。因此，本研究通过纳入
既往病例对照研究中被忽略的ｃ．１３５２Ａ重要变异等位，
阐明了在ＧＳ中最常见的变异Ｍａｋｅｒｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和
ｃ．２１１Ｇ＞Ａ来源于不同的亲体，说明 ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ
和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ复合杂合变异的两个变异来源于不同的
亲本，大多数患者表现为“隐性”遗传模式，进一步解

释了ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ的杂合变异在正常
人群中广泛分布的原因。

　　在本课题组既往的家系研究中也充分证实了通过
连锁关系分析所得出的各基因位点的传递关系，ｃ．４０
＿３９ｉｎｓＴＡ和ｃ．２１１Ｇ＞Ａ总是来源于不同的亲本，且总
是分别与 ｃ．３２７９Ｇ和 ｃ．１３５２Ａ各自相连的连锁关
系［１８］。同时，本研究进一步分析了千人基因组（发布

版本２０１１０５２１，下载日期为２０１９年８月９日）中的数
据，ＳＮＰｃ．３２７９Ｔ＞Ｇ和 ｃ．１３５２Ｃ＞Ａ之间仍然存在完
全连锁不平衡的关系，且与 ｃ．３２７９Ｇ和 ｃ．１３５２Ａ各
自相连的连锁关系，各等位之间的连锁关系也与本研

究结果一致。

　　本研究进一步分析了 ＧＳ患者的单体基因型（双
体型），在ＧＳ组及对照组中一共存在 １７种。进一步
分析表明只包括ｃ．３２７９Ｇ和ｃ．１３５２Ａ的Ｈ１和Ｈ２所
构成的单体型（Ｈ１／Ｈ１、Ｈ１／Ｈ２、Ｈ２／Ｈ２）在对照组中的
比例为 ０．５３７，而在 ＧＳ组中的比例仅为 ０．０８７；但
ｃ．４０＿３９ｉｎｓＴＡ和 ｃ．２１１Ａ与之连锁后分别组成的单
体型Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６和 Ｈ７构成的双体型（Ｈ３／Ｈ３、
Ｈ３／Ｈ４、Ｈ３／Ｈ５、Ｈ３／Ｈ６、Ｈ３／Ｈ７、Ｈ４／Ｈ４、Ｈ５／Ｈ５、Ｈ５／
Ｈ６、Ｈ５／Ｈ７、Ｈ７／Ｈ７）的频率在对照组中仅为 ０．０５，而
在ＧＳ组中高达０．７１７。
　　综上所述，尽管既往研究及本研究在 ＧＳ患者中
测出了众多相关的 ＵＧＴ１Ａ１变异，但通过完整的包括
被忽略的重要启动子 ＤＥ的纳入和分析，本研究进一
步阐明了这些变异之间的连锁关系，证明了 ＧＳ的主
要致病变异Ｍａｒｋｅｒ为来源于不同同源染色体的 ｃ．４０
＿３９ｉｎｓＴＡ变异等位和 ｃ．２１１Ａ变异等位，他们的两两

变异是 ＧＳ发生的主要遗传机制；ｃ．３２７９Ｇ和
ｃ．１３５２Ａ仅可能发挥剂量效应作用，他们的单独变异
不足以导致ＧＳ的发生，排除了次要或无关变异位点，
本研究的实施对于ＧＳ的基因诊断的广泛开展和筛查
以及临床转化、兼备诊断等具有重要意义。
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