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Research progress of detection methods for glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency TANG Juan，TAN 

Yi．Clinical Laboratory Center，the People S Hospital ofGuangxi Zhuang Autonomou~Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] Glucose-6一phosphate dehydrogenase(G6PD)deficiency is an X-linked incomplete dominant ge— 

netie hemolytic disease that afflicts millions of people worldwide．The clinical deteetions of G6PD deficiency includes 

qu~itmive detection，quantitative detection，cytology testing，genetic testing and SO on．In this paper，various detec· 

tion methods for G6PD deficiency are reviewed． 

[Key words] Glucose一6一phosphate dehydrogenase deficiency； Methodology； Influencing factors 

葡萄糖_6一磷酸脱氢酶(glucose-6一phosphate de— 

hydrogenase，G6PD)是存在于所有细胞和组织中的 
一 种看家酶，是磷酸戊糖旁路代谢的起始酶，它提供 

戊糖用于核酸合成，用以保持还原型谷胱甘肽生成 

还原型辅酶 Ⅱ(NADPH)，维持红细胞的还原能力， 

防止过氧化氢等物质对红细胞的损伤。G6PD缺乏 

症是人类最常见的酶缺陷病、单基因遗传病之一，全 

球约400万人受到影响  ̈。据统计资料表明，G6PD 

缺乏症患病率最高的报道在非洲、南欧、中东、东南 

亚以及中部和南部太平洋岛屿，随着人口流动，目前 

已迁移成为一种世界性疾病。在我国 G6PD缺乏症 

是南方地区人群中常见的血液遗传病之一，主要集 

中在广西、广东、云南和四川西南地区 。据国内近期 

资料统计，广西 G6PD缺乏症的发病率为 10．75％ ， 

云南省为 19．00％Es]。该病无法根治，但可以积极 

预防：如密切观察 66PD缺乏的新生儿，可避免急性 

溶血、黄疸甚至核黄疸；在围手术期或麻醉过程中， 

应避免使用氧化应激药物 ；G6PD缺乏的疟疾患 

者应避免使用伯氨喹啉药物以致造成急性溶血 。 

因此，在高危地区对大规模人群特别是孕产妇和新 

生儿进行G6PD的检测很有必要。本文综合国内外 

文献报道，对近年来 G6PD缺乏症检测的主要方法 

学优缺点及影响因素做较全面的阐述。G6PD缺乏 

症检测方法一般包括定性检测法、定量检测法、细胞 

学检测法、基因检测法等。 

1 定性检测法 

该法在临床上通常作为 G6PD缺乏症的筛查检 

测方法，方法学主要包括高铁血红蛋白还原法、荧光 

斑点法、G6PD／6PGD比值法等。检验结果判断以切 

值为临界点为 G6PD缺乏症提供正常和缺乏的分类。 

样本类型有干血片和抗凝全血。 

1．1 高铁血红蛋 白还原法 该法是在有足量的 

NADPH存在下，反应液中的高铁血红蛋白能被高铁 

血红蛋白还原酶即细胞色素b5(黄素酶)还原成亚 

铁血红蛋白。在体外，这一还原过程还需递氢体亚 

甲蓝的参与。当红细胞内G6PD含量正常时，由磷 

酸戊糖代谢途径生成的 NADPH数量足可以完成还 
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原反应，当红细胞内GrPD量不足或缺乏，高铁血红 

蛋白还原速度减慢，不能还原。高铁血红蛋白呈褐 

色，在波长 635 nm处吸收峰，可用分光光度计测定。 

G6PD酶正常者高铁血红蛋白还原率超过 75％，杂 

合子呈中间值多在 31％ ～74％，纯合子一般在 30％ 

以下。此方法优点是不需要昂贵的试剂或仪器，操 

作简单，可用于普查 。但由于方法学本身的影响， 

该法是通过谷胱甘肽系统测定高铁血红蛋白还原能 

力间接诊断 G6PD缺陷，因此用于新生儿筛查时，新 

生儿的生理特征显示G6PD酶、谷胱甘肽还原酶(GSH— 

R)比成人增高，而维生素 E和谷胱甘肽过氧化物酶 

(GSH—P)较成人低，又由于红细胞膜磷脂含有多不 

饱和脂肪酸，极易受到氧化刺激，细胞的稳定下降， 

直接影响高铁血红蛋 白还原能力。陈姆等 报道 

在检测正常 10 678名新生儿脐血中有 691名结果 

不同程度低于正常(<75％)，假阳性率为6．46％。 

1．2 荧光斑点法 该法是在 G6P(葡萄糖 一磷酸) 

和辅酶Ⅱ(NADP)存在下，G6PD能使 NADP还原成 

NADPH，后者在紫外线照射下会发出荧光。正常人 

会出现甚强的荧光。G6PD缺陷者的荧光很弱或无 

荧光；杂合子或某些G6PD变异者可能有轻到中度 

荧光。该方法优点是操作简单，直接测定 NADPH 

的量，特异性较好，假阳性率低。缺点为标本(即干 

血片)的保存方式、保存时间需严格控制，并且操作 

过程中对反应时环境温度、时间判断也极其苛刻，做 

好此方法的分析前、分析中、分析后质量控制才能得 

出准确的阴阳性报告。分析前，章印红等 。̈。研究表 

明血滴到滤纸后水平 自然干燥 3 h，放4℃冰箱保 

存，且防潮、避光，7 d内测定 G6PD活性不受影响； 

放置室温及 37℃环境，G6PD随着保存温度的升高 

和时间延长，G6PD活性降低，导致假阳性结果出 

现。因此，要避免干血片标本长时间暴露于室温或 

高温环境中。分析中，宋诚燕等 对 60例荧光斑 

点法检测做了分析。60份干血片分别在4℃、12～ 

20℃、25℃、35℃环境中放置 10、20、30 min，操作 

实验观察荧光反应，得出几个环境温度对标本操作 

过程的影响。4 oC环境，标本可保存30 d，但需延长 
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反应时间(即标本保存 15 d需延长反应时间20 min， 

保存30 d需延长反应时间30 min)。标本在 12—20℃ 

环境中(气温变化大的季节)比在恒温 25℃环境下 

更易失去酶的活性。高温暴露下的标本极易影响酶 

的活性，温度越高或标本保存时间越长，荧光出现时 

间就越迟。无限期延长反应时间将导致假阴性结 

果。第3版《全国临床检验操作规程》 中明确指 

出，分析中应做好正常对照和阳性对照及 G6PD缺 

陷者的标本对照，反应温度应控制在 25℃。分析 

后，阴阳性结果根据荧光颜色判定，受主观因素影 

响大。 

1．3 葡萄糖 一磷酸脱氢酶直接比值法(G6PD／6P— 

GD) 该法是血液中的G6PD催化G6P转化为6PC 

时，伴有 NADP转化为 NADPH，NADPH的量反映了 

G6PD的活性。用分光光度计在 650 nm同时测定 

G6PD和 6PG生成的 NADPH量，通过 C6PD／6PGD 

比值判断NADPH生成的相对含量。该方法优点是 

准确性较高、试剂便宜、简单易行，适于条件有限的 

基层医疗单位，若样本为抗凝血且未溶血，4℃环境 

可保存 45 d̈引。缺点是样本制备成溶血液后不立 

即检测，G6PD酶呈明显下降趋势，结果根据比值判 

断易存在杂合子漏检。吴小梅L1 报道改良的G6PD 

定量比值法男性检测率与预期值符合，而女性检出 

率偏低。其从方法学的角度阐述了检出率低的原 

因：女性两条 x染色体，只有一条 x染色体有缺陷 

(杂合子)的频率较大，杂合子可有一定活性的G6PD。 

以G6P为底物反应测定 NADPH，一部分 NADPH是 

6PGD催化产生的，比值法反映的是 G6PD活性和部 

分G6PD／6PGD比值。当G6PD活性降低不明显时， 

G6PD活性和部分C6PD／6PGD比值降低不明显，女 

性杂合子活性下降不显著，易造成漏检。该法用于 

新生儿筛查时，由于新生儿时期网织红细胞释放人 

外周血增加，新生红细胞的 C,6PD活性较成人高，掩 

盖了G6PD缺乏的实质，该法对新生儿 G6PD检出 

敏感性低。 

2 定量检测法 

方法学以全 自动生化分析仪检测的紫外速率法 

为主。检验结果提供了每克血红蛋白G6PD酶活性 

含量。样本为抗凝血标本。紫外速率法是G6PD在 

NADP存在条件下催化葡萄糖．6一磷酸生成6一磷酸葡 

萄糖醛酸和 NADPH。在 340 nm处测定 NADPH的 

生成速率，即可测定 G6PD的活性。结合血红蛋白 

含量或者溶血指数的测定，可以计算出每克血红蛋 

白中G6PD的活性。该法通常用双试剂测定，试剂 

一 加入 6PGD抑制剂，可消除 6PGD在测定过程中 

的干拢，所测结果为 G6PD的真实活性值。采用全 

自动直接定量法检测时，样本为经过离心后的压积 

红细胞，直接检测红细胞膜上的 C,6PD，排除了定量 

比值法采用全血因红细胞减少而导致 G6PD活性结 

果降低的可能，也有效地减少了白细胞膜 G6PD及 

血浆中游离还原性酶对检测结果的干扰  ̈ 。该 

方法优点是基本实现了自动化分析，最大可能地减 

小了人为因素造成的误差，标本用量少、快捷，可快 

速进行大批量标本的检测。分析前，标本在2～8 oC 

环境可以获得较长的保存时间。杨发达等  ̈用 日 

立7060生化分析仪分别检测 ACD、枸橼酸钠和ED— 

TA．K 三种抗凝剂抗凝全血标本用于 G6PD活性浓 

度检测时，其检验结果具有良好的一致性，在2～8 o【_= 

保存条件下，3种抗凝剂抗凝全血用于 G6PD活性 

浓度检测可保存 34 d。抗凝样本 2～8"12环境可保 

存较长时间，便于回顾性研究。分析中，标本在制备 

成溶血液后检测时间和温度对检测结果会造成较大 

影响。贾璋林等 报道抗凝血样本进行红细胞溶m 

前处理，溶血液制备后，若不能立即进行测定，30 min 

后 C6PD活性呈明显下降趋势，导致假阳性结果出 

现。在实际工作中，标本量大，样本前处理时间控制 

不佳，溶血液制备后来不及上机检测，将导致假阳性 

结果出现，因此对假阳性样本应给予复查，确保检测 

结果的准确性。定量检测虽可以实现 自动化 ，报告 

定量数据，但抗凝血样本在运输、检测过程中及分析 

后长时问保存同样易受温度、时间、湿度等因素影 

响。为了便于回顾研究 ，Kahn及其团队 对抗凝 

血样本的保存进行研究，以甘油作为保护剂，将红细 

胞洗涤后按照一定比例逐滴加入，置于深低温保存 

对冷冻前和冷冻后复苏的红细胞中 C6PD酶进行榆 

测，数据显示，用冻存管分装经甘油保护的红细胞压 

积可在 一8O。C环境中稳定6个月，C6PD活性不变。 

3 细胞学检测法 

该方法主要是以单个红细胞为研究对象，它扩 

展了经典的高铁血红蛋白还原试验，通过加人荧光 

物质，酶缺乏的红细胞与荧光物质不反应或呈低反 

应，正常红细胞与荧光物质发生连续反应。将加入 

荧光物质孵育好的红细胞上机检测，做流式细胞分 

析，经高通量的细胞数据收集，通过 SSC和 FL1：二 

维直方图能直观区分出纯合子、杂合子、正常细胞。 

用荧光显微镜做形态学分析，可观察到 C6PD缺乏 

细胞内低荧光或非常朦胧，G6PD正常红细胞内有 

明亮的绿色荧光，且整个低荧光信号在细胞都均匀 
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分布。该方法优点是由于检测对象是单个红细胞， 

因此在女性杂合子检测中提供了准确的检测及直观 

图，消除了上述两种检测方法对女性杂合子漏检的 

缺点，Shah等 对马里 42名儿童进行初步研究，通 

过基因检测、酶活性检测、流式细胞检测、荧光显微 

镜分析，得出该法与基 因检测的相关性最为密切。 

但该法高通量检测，涉及到昂贵的设备、复杂的人工 

操作步骤，不适合在基层用做筛查。 

4 基因检测法 

该方法能提供明确诊断，清晰得出特定的基因 

突变。常用方法有限制性片段多态性分析(restric— 

tion fragment length polymorphism，RFLP) 、变性高 

效液相色谱法(denaturing high performance liquid ch— 

romatography，DHPLC)、变性梯度凝胶电泳(denatu— 

ring gradient gel electrophoresis，DGGE)、单链构象多 

态性 (single—strand conformation polymorphism，SS— 

CP)、突变扩增阻滞系统(amplification refractory mu— 

tation system，ARMS)、反向斑点杂交、多色探针荧光 

PCR熔解曲线法(muhicolor melting curve analysis， 

MMCA)、DNA测序等。目前报道较多的是高通量 

DNA测序、DHPLC、MMCA。ARMS只能检测几个已 

知点突变，RFLP、SSCP、DGGE需要反复摸索条件， 

步骤繁琐，还有交叉污染的可能。高通量 DNA测序 

可以得出大数据量，但需要进行复杂的分析，成本 

高。DHPLC是分离核苷酸片段及分析检测已知基 

因突变核苷酸多肽性的最佳技术，为基因突变提供 

了新的检测平台，其分析的PCR产物不需要纯化，可 

自动化操作，结果以图表显示，直观易判断。MMCA 

是PCR与荧光探针杂交在同一反应体系内实时进 

行，不需要 PCR扩增后的复杂杂交过程，不易造成 

污染_2 ，检测结果通过熔解曲线 Tm值判断，结果 

直观，易判定，整个过程只需 2．5 h完成。尽管各种 

基因检测方法不断改进，但未确定的基因型仍是制 

约基因诊断的重要因素。 

5 结语 

综合以上各种 G6PD缺乏症检测方法，除基因 

检测法外，其基本原理均为 G6PD在 NADP存在条 

件下催化葡萄糖一6．磷酸生成 6一磷酸葡萄糖醛酸和 

NADPH，测定 NADPH的量，即反映 G6PD量。除了 

方法学本身存在的局限陛之外，样本的保存方式、环 

境温度、湿度、操作时间均是影响检测结果的原因。 

以上阐述的四类方法均为G6PD缺乏症诊断提供了 

辅助诊断和诊断依据。不同地区实验室可根据自身 

情况结合经费、操作技术对方法学进行选择，了解各 
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种方法学影响因素做好质量控制，保证 G6PD检测 

结果准确性。 
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