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甘肃地区1 159例苯丙酮尿症患儿基因型与干预策略分析
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［摘要］ 目的　对甘肃地区苯丙酮尿症 （phenylketonuria, PKU） 患儿进行分子流行病学调查，以期为 PKU 的

干预策略提供基础性数据。方法　回顾性收集 2012 年 1 月—2024 年 12 月甘肃省妇幼保健院就诊的 1 159 个 PKU

患儿家系，通过 Sanger 测序、多重连接依赖探针扩增技术、全外显子组测序以及深部内含子变异分析对 PAH 基

因进行分析。结果　1 159 例 PKU 患儿中，患儿的 2 318 个等位基因中检测到 2 295 个变异，检出率为 99.01%。其

中 457 个经典型 PKU 患儿家系检出率为 100% （914/914），456 个轻度 PKU 患儿家系检出率为 99.45% （907/912），

246 个轻度高苯丙氨酸血症患儿家系检出率为 96.34% （474/492）。检测到的 2 295 个等位基因变异分属于 208 种变

异，其中出现频率最高的是 c.728G>A （14.95%，343/2 295），其次为 c.611A>G （4.88%，112/2 295），随后为

c.721C>T （4.79%，110/2 295）。前 23 位热点变异的累计频率达 70.28% （1 613/2 295）。外显子 7 上检测到的变异

等位最多 （29.19%，670/2 295）。结论　对 PAH 基因进行深部内含子变异分析，可以进一步提高 PKU 基因诊断

率。针对 PAH 基因热点变异位点与区域设计研发相应检测试剂盒可能有助于 PKU 的精准筛查与防控。
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Abstract: Objective　 To investigate the molecular epidemiology of children with phenylketonuria (PKU) in 

Gansu, China, providing foundational data for intervention strategies. Methods　A retrospective analysis was conducted 

on 1 159 PKU families who attended Gansu Provincial Maternity and Child Care Hospital from January 2012 to 

December 2024. Sanger sequencing, multiplex ligation-dependent probe amplification, whole exome sequencing, and 

deep intronic variant analysis were used to analyze the PAH gene. Results　 For the 1 159 children with PKU, 2 295 

variants were identified in 2 318 alleles, resulting in a detection rate of 99.01%. The detection rates were 100% (914/914) 

in 457 classic PKU families, 99.45% (907/912) in 456 mild PKU families, and 96.34% (474/492) in 246 mild 

hyperphenylalaninemia families. The 2 295 variants detected comprised 208 distinct mutation types, among which 
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c. 728G>A (14.95%, 343/2 295) had the highest frequency, followed by c. 611A>G (4.88%, 112/2 295) and c. 721C>T 

(4.79%, 110/2 295). The cumulative frequency of the top 23 hotspot variants reached 70.28% (1 613/2 295), and most 

variant alleles were detected in exon 7 (29.19%, 670/2 295). Conclusions　Deep intronic variant analysis of the PAH 

gene can improve the genetic diagnostic rate of PKU. The development of targeted detection kits for PAH hotspot 

variants may enable precision screening programs and enhance preventive strategies for PKU.

Citation:[Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2025, 27(7): 808-814]
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苯丙酮尿症 （phenylketonuria, PKU） 是最常见

的先天性常染色体隐性遗传的代谢疾病，由苯丙

氨酸羟化酶 （phenylalanine hydroxylase, PAH） 基因

纯合或复合杂合突变引起［1］。PKU 的患病率在世

界各地的种族和地理区域之间存在显著差异。美

国 PKU 患病率约为 1/10 000［2］。欧洲芬兰的 PKU 患

病率相对较低，为 1/112 000［3］；而俄罗斯部分地

区新生儿的患病率高达 1/850~1/332［4］。在亚洲，

日本和泰国的 PKU 发病率相对较低［5-6］；中国 PKU

的平均发病率为 1/15 924［7］，其中甘肃省的发病率

最高，为 1/3 083［8］。2025 年 2 月，BIOPKU 数据库

（http://www. biopku. org/home/pah. asp） 已 经 收 录 了

PAH 3 370 种致病变异，变异位点覆盖了 PAH 基因

的 5'UTR、外显子、内含子、3'UTR 以及深部内含

子区域。既往研究主要对 PAH 基因外显子及其测

序序列的变异位点进行检测，对深部内含子变异

的检测较少，对 PKU 的诊断率也未达到令人满意

的效果［1-4］。本研究对甘肃地区 PKU 患儿 PAH 基因

所有变异类型进行了全面的分析，为 PKU 的分子

遗传学诊断、干预治疗、生育指导及遗传咨询提

供了理论依据与技术支持。

1 资料与方法

1.1　研究对象

回顾性收集 2012 年 1 月—2024 年 12 月甘肃省

妇幼保健院就诊的 1 159 个 PKU 患儿家系资料。本

研究在取得患儿家属知情同意并签署知情同意书

的前提下进行基因检测，并通过甘肃省妇幼保健

院伦理委员会审查 ［（2021） GSFY 伦审 65 号］。

1.2　基因组DNA提取及检测流程

采集患儿及其父母外周静脉血 2~3 mL，乙二

胺四乙酸抗凝。应用北京天根生化科技有限公司

生 产 的 血 液 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 （货 号 ：

DP348） 提取基因组 DNA，检测策略见图 1。

1.3　Sanger测序

利 用 Primer Premier 5.0 软 件 （Premier Biosoft 

International, Palo Alto, CA, US） 设计了 13 对聚合酶

链反应 （polymerase chain reaction, PCR） 引物，分

别针对 PAH 基因的外显子和侧翼序列［9］。PCR 扩

增产物经琼脂电泳鉴定后，对目的条带单一的产

图1　PAH基因检测策略图  ［PKU］ 苯丙酮尿症；［MLPA］ 多重连接依赖探针扩增技术。
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物采用 PCR 产物纯化试剂盒 （北京天根生化科技

有限公司） 纯化后，在 ABI 3500 型测序仪 （ABI，

美国） 上进行双向测序，使用 SeqMan 软件与标准

序列对测序结果进行比对分析。

1.4　多重连接依赖探针扩增技术分析

对于仅检测到 PAH 基因一个变异的患儿，进

行多重连接依赖探针扩增技术 （multiplex ligation-

dependent probe amplification, MLPA） 检测，分析患

儿是否存在 PAH 基因外显子水平的缺失或重复。

MLPA 试剂盒 P055 探针购自荷兰 MRC-Holland 公

司，按照本实验室建立的方法进行 MLPA 检测［9］。

MLPA 反应产物在 ABI 3500DX 测序仪上进行毛细

管电泳。电泳结果采用 MLPA 数据分析专用软件

Coffalyser 进行分析，判断是否存在外显子缺失。

1.5　全外显子组测序分析

采用全外显子组测序技术进行检测，目标区

域 20×以上，覆盖率达 95%。检测区域包括外显

子区和剪接区、部分内含子区；可检测的变异类

型包括非重复区域的单碱基变异、小片段插入/缺

失 （≤20 bp） 以及部分外显子缺失/重复和拷贝数

变异。

高 通 量 测 序 得 到 的 结 果 与 参 考 基 因 组

（GRCh37/hg19） 进 行 比 对 ， 得 到 所 有 变 异 的

SNP_INDEL 文件，研究者对检测到的碱基改变进

行筛选，最后依据美国医学遗传学与基因组学学

会 （American College of Medicaland Genomics, 

ACMG） 指南［10］判读新变异的致病性。

1.6　PAH基因深部内含子变异分析

通 过 13 对 引 物 ， 将 PAH 基 因 进 行 全 长 扩

增［11］，使用 1% 的琼脂糖凝胶电泳对 PCR 的扩增片

段进行检测，扩增成功合格后将产物 1~13 混匀后

送北京诺禾致源科技股份有限公司进行靶向测序，

测序范围覆盖整个 PAH 基因，测序深度 10 000×，

测序数据在 pgenomics 平台 （https://pgenomics.cn）

上进行分析，数据分析同 1.5。

2 结果

2.1　PAH基因变异检测结果

1 159 例患儿中，轻度高苯丙氨酸血症 （mild 

hyperphenylalaninemia, MHP） 患 儿 为 246 例

（21.23%），轻度苯丙酮尿症 （mild phenylketonuria, 

mPKU） 456 例 （39.34%）， 经 典 型 苯 丙 酮 尿 症

（classical phenylketonuria, cPKU） 457 例 （39.43%）。

经过 Sanger 测序、MLPA 检测、全外显子组测序及

深部内含子变异检测，1 136 例 （98.02%） 患儿得

到明确的基因诊断，MHP、mPKU、cPKU 的基因

诊断率分别为 92.68% （228/246）、98.90% （451/

456）、100% （457/457）。

2.2　PAH基因变异及分布特点

1 159 例 PKU 患 儿 中 ， 2 318 个 PAH 基 因

（NM_000277.3） 等位基因共检测到 2 295 个变异，

检出率为 99.01%。其中 457 个 cPKU 患儿家系检出

率为 100% （914/914），456 个 mPKU 患儿家系检出

率为 99.45% （907/912），246 个 MHP 患儿家系检出

率为 96.34% （474/492）。

1 136 例 PKU 患儿检测到两个等位基因变异，

其中复合杂合变异 1 058 例 （93.13%），纯合变异

78 例 （6.87%），检测到的变异均进行了父母来源

验证；23 例仅检测到一个杂合变异。1 135 例的变

异符合家系共分离，另 1 例是由一个母源致病变异

与一个自发变异引起。

检测到的 2 295 个等位基因变异分属于 208 种

变异，其中出现频率最高的是 c.728G>A （14.95%，

343/2 295）， 其 次 为 c. 611A>G （4.88%， 112/

2 295）， 随 后 为 c. 721C>T （4.79%， 110/2 295）、

c. 158G>A （4.40%， 101/2 295） 、 c. 442-1G>A

（4.31%，99/2 295） 等。前 23 位热点变异的累计频

率达 70.28% （1 613/2 295）（表 1）。PKU 的 3 种类

型 cPKU、mPKU 及 MHP 中，热变变异位点不同，

见表 2。

检测到的 208 种变异中，从变异类型来看，错

义变异最多 （133 种，63.94%），其次为剪接变异

（26 种，12.50%） 与无义变异 （21 种，10.10%）。

从外显子和内含子水平来看，外显子 7 上检测到的

变异种类最多 （31 种，14.90%），随后为外显子 11

（21 种，10.10%） 与 6 （19 种，9.13%）。检测到的

2 295 个等位基因变异中，外显子 7 上的变异等位

最多 （670 个，29.19%），其次为外显子 11 （301

个，13.12%）。虽然内含子 4 上仅检测到 3 种变异，

但 等 位 基 因 数 却 高 达 107 个 。 见 表 3。 当 采 用

Sanger 测序技术检测 PAH 基因变异时，对外显子

3、6、7、11、12 及其侧翼序列进行扩增测序即可

检 测 到 74.95% （1 720/2 295） 的 变 异 位 点 。

见表 4。
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表1　PKU患儿PAH基因变异频数≥10的位点分布 （n=2 295）

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

碱基改变

c.728G>A

c.611A>G

c.721C>T

c.158G>A

c.442-1G>A

c.1068C>A

c.1238G>C

c.1197A>T

c.331C>T

c.842+2T>A

外显子 1 上游到外显子 1 缺失

c.208_210delTCT

c.782G>A

c.194T>C

c.1199G>A

c.764T>C

c.1301C>A

c.740G>T

c.1315+6T>A

c.694C>T

c.1256A>G

c.1252A>C

c.526C>T

c.688G>A

c.1199+502A>T

c.482T>C

c.168+5G>C

c.320A>G

c.781C>T

c.498C>G

c.971T>A

c.1174T>A

c.1222C>T

c.838G>A

c.739G>C

c.722delG

外显子 1 缺失

c.977G>A

c.940C>A

c.842C>T

c.671T>C

c.473G>A

c.472C>T

c.1223G>A

氨基酸改变

R243Q

EX6-96A>G

R241C

R53H

IVS4-1G>A

Y356*

R413P

V399V

R111*

IVS7+2T>A

/

S70del

R261Q

I65T

R400K

L255S

A434D

G247V

IVS12+6T>A

Q232*

Q419R

T418P

R176*

V230I

IVS11+502A>T

F161S

IVS2+5G>C

H107R

R261*

Y166*

I324N

F392I

R408W

E280K

G247R

R241fs*5

/

W326*

P314T

P281L

I224T

R158Q

R158W

R408Q

位置

外显子 7

外显子 6

外显子 7

外显子 2

内含子 4

外显子 11

外显子 12

外显子 11

外显子 3

内含子 7

/

外显子 3

外显子 7

外显子 3

外显子 11

外显子 7

外显子 12

外显子 7

内含子 12

外显子 6

外显子 12

外显子 12

外显子 6

外显子 6

外显子 11

外显子 5

内含子 2

外显子 3

外显子 7

外显子 5

外显子 10

外显子 11

外显子 12

外显子 7

外显子 7

外显子 7

/

外显子 10

外显子 9

外显子 7

外显子 6

外显子 5

外显子 5

外显子 12

变异类型

错义变异

剪接变异

错义变异

错义变异

剪接变异

无义变异

错义变异

错义变异

无义变异

剪接变异

大片段缺失

移码变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

剪接变异

无义变异

错义变异

错义变异

无义变异

错义变异

深部内含子

错义变异

剪接变异

错义变异

无义变异

无义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

移码变异

大片段缺失

无义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

错义变异

频数

343

112

110

101

99

96

92

84

79

66

50

47

41

38

37

33

31

29

29

26

25

23

22

22

20

17

17

16

15

15

14

14

13

12

12

12

11

11

11

11

11

11

11

10

频率 (%)

14.95

4.88

4.79

4.40

4.31

4.18

4.01

3.66

3.44

2.88

2.18

2.05

1.79

1.66

1.61

1.44

1.35

1.26

1.26

1.13

1.09

1.00

0.96

0.96

0.87

0.74

0.74

0.70

0.65

0.65

0.61

0.61

0.57

0.52

0.52

0.52

0.48

0.48

0.48

0.48

0.48

0.48

0.48

0.44

累计频率 (%)

14.95

19.83

24.62

29.02

33.33

37.52

41.53

45.19

48.63

51.50

53.68

55.73

57.52

59.17

60.78

62.22

63.57

64.84

66.10

67.23

68.32

69.32

70.28

71.24

72.11

72.85

73.59

74.29

74.95

75.60

76.21

76.82

77.39

77.91

78.43

78.95

79.43

79.91

80.39

80.87

81.35

81.83

82.31

82.75

注：/示未知。
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3 讨论

研究表明，尽管 PAH 基因发生变异，但大量

变异仍会不同程度地残留 PAH 酶活性，这些酶活

性的差异与 PKU 的不同临床表型密切相关［1］。因

此，研究 PKU 致病基因 PAH 基因的变异谱是阐明

PKU 基因型与临床表型关联性，进行 PKU 治疗和

生育指导、遗传咨询及产前诊断的基础。此外，

通过 PAH 基因型来预测 PKU 的表型在临床上有非

常重要的价值，特别是在血苯丙氨酸浓度处于临

表3　PAH基因变异分布

位置

外显子 1

内含子 1

外显子 2

内含子 2

外显子 3

内含子 3

外显子 4

内含子 4

外显子 5

内含子 5

外显子 6

内含子 6

外显子 7

内含子 7

外显子 8

内含子 8

外显子 9

内含子 9

外显子 10

内含子 10

外显子 11

内含子 11

外显子 12

内含子 12

外显子 13

大片段缺失

大片段重复

5'UTR

合计

变异位点分布
(n=208)

频数

3

0

3

8

17

0

5

3

15

0

19

4

31

6

9

2

8

1

11

2

21

3

17

5

2

10

2

1

208

频率 (%)

1.44

0

1.44

3.85

8.17

0

2.40

1.44

7.21

0

9.13

1.92

14.90

2.88

4.33

0.96

3.85

0.48

5.29

0.96

10.10

1.44

8.17

2.40

0.96

4.81

0.96

0.48

1

等位基因变异分布
(n=2 295)

频数

3

0

112

22

210

0

7

107

88

0

217

7

670

71

27

2

25

1

51

9

301

7

218

44

2

91

2

1

2 295

频率 (%)

0.13

0

4.88

0.96

9.15

0

0.31

4.66

3.83

0

9.46

0.31

29.19

3.09

1.18

0.09

1.09

0.04

2.22

0.39

13.12

0.31

9.50

1.92

0.09

3.97

0.09

0.04

1

注：［5'UTR］ 5'非翻译区。

表4　PAH基因外显子及其侧翼序列的覆盖等位基因数

（n=2 295）

扩增位置

外显子 7

外显子 11

外显子 12

外显子 6

外显子 3

外显子 2

外显子 4

大片段缺失

外显子 5

外显子 10

外显子 8

深部内含子

外显子 9

外显子 1

外显子 13

5'UTR

外显子长度 
(bp)

137

134

116

197

184

108

89

/

68

96

70

/

57

60

44

/

等位
基因数

741

288

262

219

210

134

114

93

88

57

29

28

26

3

2

1

频率
(%)

32.29

12.55

11.42

9.54

9.15

5.84

4.97

4.05

3.83

2.48

1.26

1.22

1.13

0.13

0.09

0.04

累计频率
(%)

32.29

44.84

56.25

65.80

74.95

80.78

85.75

89.80

93.64

96.12

97.39

98.61

99.74

99.87

99.96

100

注：［5'UTR］ 5'非翻译区。/示未知。

表2　cPKU、mPKU及MHP中热变变异位点分布 （前10种）

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

cPKU (n=914)

变异位点

c.728G>A

c.1068C>A

c.611A>G

c.442-1G>A

c.331C>T

c.1238G>C

c.1197A>T

c.842+2T>A

c.764T>C

c.194T>C

频数

166

58

57

51

47

44

41

24

22

20

频率 (%)

18.16

6.35

6.24

5.58

5.14

4.81

4.49

2.63

2.41

2.19

mPKU (n=907)

变异位点

c.728G>A

c.721C>T

c.611A>G

c.1197A>T

c.1238G>C

c.442-1G>A

c.842+2T>A

c.208_210delTCT

c.1301C>A

EXUp_1del

频数

140

76

39

36

33

32

32

25

25

25

频率 (%)

15.44

8.38

4.30

3.97

3.64

3.53

3.53

2.76

2.76

2.76

MHP (n=474)

变异位点

c.158G>A

c.728G>A

c.721C>T

c.1256A>G

c.688G>A

c.611A>G

c.1238G>C

c.442-1G>A

c.1068C>A

c.1174T>A

频数

97

35

21

17

17

16

15

15

14

13

频率 (%)

20.46

7.38

4.43

3.59

3.59

3.38

3.16

3.16

2.95

2.74

注：［cPKU］ 经典型苯丙酮尿症；［mPKU］ 轻度苯丙酮尿症；［MHP］ 轻度高苯丙氨酸血症。
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界值患儿的治疗或患儿家属的遗传咨询方面［1］。

PKU 的 3 种亚型分布存在地域性差异，cPKU

在爱沙尼亚人群中所占比例最高 （93.5%），其次

为斯洛伐克 （72.6%），cPKU 在我国 PKU 中所占比

例约 62.1%［1］。本研究中，cPKU 所占 PKU 患儿比

例为 39.43%，明显低于我国平均比例，这可能与

甘肃地区独特的遗传背景有关。

本研究的 1 159 例 PKU 患儿中共发现 208 种变

异，其中错义变异最多，其次为剪接变异、无义

变异。外显子 7 上检测到的变异等位最多，其次为

外显子 11、12、6、3 及内含子 4，提示以上区域为

PAH 基因变异的热点区域。而研究报道，欧洲

PKU 患儿中 PAH 基因热点变异主要集中在外显子

12 和内含子 12 上［12-13］，美国则主要集中在内含子

10 上［14］，提示 PAH 基因变异位点的分布存在地域

性差异。

在本研究检测到的 PAH 基因 208 种变异中，等

位基因频率最高的是 c.728G>A （14.95%），其次为

c. 611A>G （4.88%）， 随 后 为 c. 721C>T （4.79%）、

c.158G>A （4.40%）、c.442-1G>A （4.31%） 等。在

cPKU 中 排 名 前 3 位 的 变 异 位 点 为 c. 728G>A、

c.1068C>A 和 c.611A>G，mPKU 前 3 位为 c.728G>A、

c.721C>T 和 c.611A>G，MHP 前 3 位为 c.158G>A、

c.728G>A 和 c.721C>T。Li 等［15］ 对 796 例 PKU 患儿

基因分型后发现 PAH 等位基因频率较高的位点依

次 为 c. 728G>A （17.53%）， c. 611A>G （7.66%），

c.1197A>T （5.84%），c.721C>T （5.40%），c.331C>

T （4.77%）， c. 1068C>A （4.46%）， c. 1238G>C

（4.33%），c.442-1G>A （3.77%）。而 Wang 等［16］ 对

808 例 PKU 患儿的研究发现，PAH 等位基因频率较

高 的 有 c. 728G>A （17.0%）、 p. Y204_T236delinsS

（7.4%）、c.721C>T （5.4）（7.2%）、p.W356Efs*22

（5.4%）、c.331C>T （4.4%）、c.1068C>A （3.9%）、

c.1238G>C （3.8%） 和 c.442-1G>A （3.7%）。本研

究发现的热点变异位点与以上 2 个国内样本研

究［15-16］ 有 一 定 差 异 ， 说 明 在 我 国 的 不 同 地 区 ，

PAH 基因变异位点及频率存在地域性差异。

PKU 3 种不同类型患儿中的基因变异检出率及

诊断率存在较大差异，mPKU 与 cPKU 的诊断率要

明显高于 MHP［17-18］。本研究 1 159 例 PKU 患儿中，

患 儿 的 致 病 等 位 基 因 检 出 率 为 99.01%， MHP、

mPKU、 cPKU 的 基 因 诊 断 率 分 别 为 92.68%、

98.90% 和 100%。本研究对 PKU 患儿的等位基因检

出率及 3 种 PKU 亚型的基因诊断率相对于以往的研

究［13-14，16-25］ 来说均较高，这是由于以往对 PAH 基

因变异的研究主要集中在外显子及其侧翼序列，

而本研究对 PAH 基因深部内含子变异进行了检测，

使得基因诊断率进一步提高。

本研究中尚有 23 例患儿未得到明确基因诊断，

其中 mPKU 5 例，MHP 18 例。本研究除了对 PAH

基因外显子及侧翼内含子区域进行了变异分析，

还对深部内含子区域变异进行了分析，但仅研究

了深部内含子错义变异，未对缺失变异行进一步

分析；此外，也未对 PAH 基因的结构重排进行分

析，今后需继续对深部内含子区域其他变异、PAH

基因结构重排、5'UTR 及 3'UTR 区域变异进行分析

以进一步对这些患儿进行基因分型。

本研究发现，超过 70% 的 PKU 患儿通过筛选

前 23 个 PAH 基因热点变异被检测出来。因此，可

以进行大规模的新生儿筛查，以识别超过 70% 的

PKU 患儿。对 PAH 基因的 3、6、7、11、12 及其侧

翼序列进行直接测序，可检测到 74.95% 的变异位

点，该方法可用于 PKU 的初步诊断。

本研究存在一定的局限性，未对患儿的种族

因素进行分析，未分析甘肃地区不同民族间 PKU

发病率、PAH 基因变异位点及频率是否存在差异，

今后尚需通过随访来补充这些信息。

综上，本研究通过对 PAH 基因进行了较为全

面的分析，3 种类型 PKU 患儿的等位基因检出率及

基因诊断率相对于以往的研究均较高。对 PAH 基

因进行深部内含子变异分析，可以进一步提高

PKU 基因诊断率，有助于 PKU 患儿家庭的干预治

疗、遗传咨询与生育指导。针对 PAH 基因热点变

异位点与区域设计研发相应的检测试剂盒，有可

能有助于 PKU 的精准筛查与防控。
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