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Abstract 
AIM: To screen SLC25A13 gene mutations in 
idiopathic infantile hepatitis cholestasis in 
Guangxi, China.

METHODS: Sixty-three patients with idiopathic 
infantile cholestasis, who were hospitalized in 
the Department of Pediatrics of the First Affiliat-
ed Hospital of Guangxi Medical University from 
September 2010 to June 2012, and 50 infants 

without intrahepatic cholestasis were included 
in this study. Genomic DNA was prepared from 
peripheral blood of all subjects for further analy-
sis. For the case group, Citrin deficiency was 
screened using the tandem mass spectrometry 
(MS-MS, using blood samples) and gas chro-
matography mass spectrometry (GC-MS, using 
urine samples). Direct gene sequencing was per-
formed in patients who were suspected to have 
Citrin deficiency. Twelve common SLC25A13 
gene hot-spot mutations were screened by poly-
merase chain reaction-single strand conforma-
tion polymorphism (PCR-SSCP) in the remain-
ing patients and controls.

RESULTS: MS-MS and GC-MS analyses sug-
gested that five patients were suspected to have 
Citrin deficiency, but the 12 common SLC25A13 
gene hot-spot mutations were not detected in 
these patients in a further DNA sequencing 
analysis. The 12 common SLC25A13 gene hot-
spot mutations were also not detected by PCR-
SSCP in the remaining patients and controls. 

CONCLUSION: The 12 common SLC25A13 gene 
hot-spot mutations were not found in patients 
who were suspected to have Citrin deficiency 
and the other patients and controls. Other rare 
SLC25A13 gene mutations should be screened in 
more patients.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 对广西婴儿特发性肝内胆汁淤积的患
者进行SLC25A13基因筛查, 了解有无突变.  

■背景资料
目前证实SLC25A
13 突变可导致成
人发病Ⅱ型瓜氨
酸血症(adult-on-
set-type Ⅱ citrul-
linemia, CTLN2))
及柠檬素(Citrin, 
SLC25A13 基因
编码产物)缺乏性
新生儿肝内胆汁
淤积症(neonatal 
intrahepatic cho-
lestasis caused by 
Citrin deficiency, 
N I C C D ) 两 大 类
常 染 色 体 隐 性
遗 传 病 .  国 内 外
相 关 研 究 表 明 , 
SLC25A13 基因的
热点突变呈现明
显的地域和种族
差异, 不同人群中
SLC25A13 基因的
突变形式和频率
有很大差别.

■同行评议者
樊红, 教授, 东南
大学医学院发育
与疾病相关基因
教育部重点实验
室; 莫发荣, 副教
授, 广西医科大学
组织学与胚胎学
教研室
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方法: 收集2010-09/2012-06就诊于广西医科
大学第一附属医院的婴儿特发性肝内胆汁淤
积的患者63例作为病例组, 另选取50例无肝
内胆汁淤积, 肝功能正常的婴儿为对照组. 病
例组患者送检血串联质谱、尿气相质谱分
析筛查, 对串联质谱怀疑为Citrin病的病例全
部直接进行DNA测序分析. 同时对阴性病例
组及对照组采用聚合酶链反应-单链构象多
态性(polymerase chain reaction-single strand 
conformation polymorphism, PCR-SSCP)联合
DNA测序技术对SLC25A13 基因国内外报道
最常见的12种热点突变进行筛查, 了解有无
SLC25A13基因突变.  

结果: 在病例组进行蛋白质串联质谱分析有
5例考虑为Citrin缺陷病, 在进一步的DNA序
列直接测序当中, 未发现SLC25A13 基因的
12种常见突变. 在其余病例组和正常组当中, 
PCR-SSCP筛查当中, 均未发现相关的12种
常见突变.   

结论: 串联质谱分析考虑为Citrin缺陷病的5
例患者、其余病例组患者及正常对照组当
中均未发现SLC25A13 基因常见的12种突变, 
广西婴儿特发性肝内胆汁淤积是否会存在
SLC25A13 基因的其他少见突变, 仍需进一步
的研究证实, 包括纳入更多的样本研究及对其
他未报道过的外显子进行研究.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本文对5例高度怀疑为Citrin缺陷病的患

者进行研究, 其他病例组及对照组在经过聚合酶链
反应-单链构象多态性(polymerase chain reaction-
single strand conformation polymorphism)和DNA
直接测序突变筛查研究中都没有发现SLC25A13基

因12种常见突变, 这可能与地域和种族差异有关. 
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0  引言

婴儿肝内胆汁淤积发病率约为1/2 500-1/5 000, 
是儿童最常见的肝病类型之一 .  我国一些地

区进行的遗传代谢选择性筛查研究结果 [1]表

明, 在中国遗传代谢病高危患者中阳性率居第

2位, 仅次于甲基丙二酸尿症. 尽管新的诊断技

术不断发展, 大概有70%的婴儿肝内胆汁淤积

目前仍找不到确切的发病原因, 被称为特发性

婴儿肝内胆汁淤积, 相关研究认为遗传代谢扮

演一定的作用, 随着技术发展将来可能被逐渐

阐明. Ohura等在2001年首先在日本对婴儿肝

内胆汁淤积症患者进行遗传代谢病筛查发现

存在SLC25A13基因突变, 目前证实SLC25A13
突变可导致Ⅱ型瓜氨酸血症(adult-onset-type 
Ⅱ citrullinemia, CTLN2)及柠檬素(Citrin, SL-
C25A13基因编码产物)缺乏性新生儿肝内胆汁

淤积症(neonatal intrahepatic cholestasis caused by 
Citrin deficiency, NICCD)两大类常染色体隐性

遗传病[2,3]. 国内外相关研究表明, SLC25A13基
因的热点突变呈现明显的地域和种族差异[4]. 不
同人群中SLC25A13基因的突变形式和频率有

很大差别, 日本的报道以突变[Ⅰ]85ldel4和[Ⅱ]
ⅣSll+1G>A居多, 中国人群常见的突变类型为

[Ⅰ]851-854del4、[Ⅲ]1638ins23、[Ⅹ]ⅣS6+5G
＞A. 日本健康人群中SLC25A13基因突变携带

者率为1/65; 韩国健康人群中突变携带者率为

1/108; 中国健康人群中突变携带者率1/63[5]. Lu
等[6]对正常中国人突变筛查显示851del4(70%), 
1638ins23(3%)和ⅣS6+5G>A(23%)突变在中国

人中多见. 此外, 以长江为界, 南方人群的突变

携带率明显高于北方人群[7]. 其中南方人群中

以湖南、广东、香港多见. 本研究通过PCR-单
链构象多态性(polymerase chain reaction-single 
strand conformation polymorphism, PCR-SSCP)和
DNA直接测序技术, 对广西患者的特发性婴儿肝

内胆汁淤积患者进行SLC25A13基因的常见12种
热点突变筛查研究, 了解广西患者特发性婴儿肝

内胆汁淤积有无SLC25A13基因突变情况.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-09/2012-06在广西医科大学

第一附属医院儿科住院的特发性婴儿肝内胆汁

淤积性肝炎患者63例. 病例组纳入标准[8]: 婴儿

期(包括新生儿期)起病; 黄疸难消退或退而复

升, 黄疸属于肝细胞性, 血清结合胆红素和未结

合胆红素均可升高, 但以结合胆红素增高为主; 
肝大和/或脾大, 质地改变; 肝功能损害: 以丙氨

酸转氨酶、门冬氨酸转移酶及胆汁酸升高为主; 
除外胆道闭锁, 肝炎病毒、巨细胞病毒、梅毒

螺旋体、结核杆菌、弓形虫及人类免疫缺陷病

毒感染等. 病例组全部进行串联质谱检查; 所有

■相关报道
邱文娟等在2007
年对就诊于上海
交通大学医学院
附属新华医院和
上海儿童医学中
心治疗并随访的 
NICCD患者12例
进 行 基 因 测 序 , 
结果12例患者只
发 现 5 例 携 带 有
SLC25A13基因的
致病突变.
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患者均进行上述检查, 纳入研究对象严格参照

上述标准执行. 同期随机在广西医科大学第一

附属医院选取相同年龄段且肝功能正常且家属

无肝炎病史的患者50例为对照组. 所有受检对

象均签署由医院伦理委员会批准的知情同意书.  
1.2 方法

1.2.1 血串联质谱分析: 患者全血标本采集用干

血滤纸片法, 滴于专用采血滤纸(S&S903#)上晾

干后送检. 样品处理: 采用文献报道的方法, 干
血滤纸片经含酰基肉碱和氨基酸内标的甲醇萃

取, 盐酸正丁醇衍生后, 加入80%乙腈100 μL溶
解, 即可上样检测. 仪器采用美国生物应用系统

公司串联质谱仪(API 200型), 高效液相仪采用

美国安捷仑公司(Agilent 1100)产品. 定量分析采

用美国应用生物系统公司软件ChemoView 1.2
版本. 采用美国疾病控制和预防中心(Centers for 
Disease Control and Prevention, CDC)新生儿筛

查质控部门提供的串联质谱酰基肉碱血滤纸片.  
串联质谱检测的肉碱和氨基酸正常上、下限值

取1 480例健康儿童的第99.8和0.002百分位, 参
考美国CDC报告的参考值设定.  

1.2.2 尿气相色谱质谱有机酸分析: 收集63例患

者新鲜尿液5-10 mL. 样品处理: 采用文献报道的

方法, 尿样中加入尿素酶后, 37 ℃温育30 min, 加
入托品酸、17烷酸、24酸, 加入盐酸羟胺、氢

氧化钠, 混匀后室温静置60 min. 加入盐酸, 离心

分取上清液, 加入乙酸乙酯, 离心分取上清液,再
加入乙酸乙酯5 mL, 分取上清液. 加入无水硫酸, 
离心除去水分, 再次分取上清液, 60 ℃下用氮气

仪吹干. 最后加入BSTFA与TMCS混合物80 ℃
衍生30 min, 移至日本岛津GCMS2QP 2010分析

仪分析.  
1.2.3 基因组DNA提取: 在清晨空腹状态下受试

者分别抽取外周血2 mL, EDTA抗凝, 用DNA提

取试剂盒(天根生物科技北京有限公司), 严格按

照说明书操作, 提取DNA.  
1.2.4 SLC25A13 基因的扩增: 选择亚洲人中最

常见的12种SLC25A13基因突变并设计引物, 引
物均来源于文献[9,10], 引物见表1(引物由上海

生工生物工程有限公司合成). PCR反应体系为; 
Premix Tap(CWBIO)13 μL, DNA模板1 μL, 上下

游引物各0.5 μmol/L, ddH2O补充体积至25 μL, 

表  1  PCR扩增SLC25A13 外显子的基因序列

     突变类型                           引物序列                                                           外显子 产物长度(bp)

[Ⅰ]851-854del 上游5'-AAAGGAGGTTAGGAGGAGGGC-3'     9       321

下游5'-GGCAACTGCAAGTGGAACAGG-3'

[Ⅱ]IVS11+1G>A 上游 5'-TGCAGAACCAACGATCAACTG-3'           11       205

下游 5'-ACGCAGTCTTGCTAATTCATGT-3'

[Ⅲ]1638-1660dup23 上游 5'-TGTTGTGTCTCTCCTGCAGG-3' 16       123

下游 5'-GCAGTCTATCACTCCGCTGT-3'

[Ⅳ]S225X  上游 5'-GGAGAGTACAAGTTCTGGTC-3'             7       426

下游 5'-ACTAGTTGCCTTCTTCACCC-3'         

[V]ⅣS13+1G>A 上游 5'-GTGAACGATTTTGTGAGGGATA-3'         13       210

下游 5'-CCTAGTAGACTCTGCCCTTG-3'

[Ⅵ]1800-1801insA 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3'          17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'

[Ⅶ]R605X 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'

[Ⅷ]E601X 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'       

[Ⅸ]E601K 上游 5'-CTAATTATATCTGTGATTTCTCCA-3' 17       307

下游 5'-GGAGTTGATACATTCTCATCAG-3'       

[Ⅹ]ⅣS6+5G>A 上游5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'           6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'   

[Ⅺ]R184X 上游 5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'           6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'   

[ⅪⅤ]Ⅳ+1G>C 上游 5'-TGAGGGCTTGTTAGATCAAGAT -3'            6       467

下游 5'-TTACCCAGACAACAAATTAACCT-3'         

■创新盘点
SLC25A13 基因的
热点突变呈现明
显的地域和种族
差异. 不同人群中
SLC25A13 基因的
突变形式和频率
有很大差别. 本研
究采用PCR-SSCP
和DNA直接测序
技术探讨广西婴
儿特发性肝内胆
汁淤积症患者有
无SLC25A13 基因
的12种常见热点
突变.
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具体扩增条件见表2.
1.2.5 PCR-SSCP: 取PCR产物3 μL加入上样缓

冲液9 μL混匀, 经98 ℃变性10 min后迅速放入

散冰中5-10 min, 室温条件下在非变性聚丙烯

酰胺凝胶(39∶1)下进行电泳5-7 h. 聚丙烯酰胺

凝胶的染色与显色分析; 电泳后的聚丙烯酰胺

凝胶用固定液浸泡5-10 min, 用染色液(0.2%的

AgNO3、1%的冰醋酸、10%的无水乙醇)进行银

染10 min, 蒸馏水漂洗2次, 加入显影液(3%的无

水NaOH, 每200 mL溶液加1 mL甲醛)进行显色, 
最后直接用蒸馏水直接终止显色[11].   
1.2.6 Citrin缺陷病基因测序分析: 病例组患者送

检血串联质谱、尿气相质谱分析筛查, 对串联

质谱筛查怀疑为Citr in病的病例直接进行测序

分析. 其余经PCR-SSCP分析. PCR产物用ABI-
PRISM3730进行测序分析. 所得的序列结果与

GenBank基因库上所提供的SLC25A13基因正常

序列进行比对, 以发现突变位点, 并验证PCR扩
增产物均为目的基因片段. PCR-SSCP未发现异

常条带的外显子也分别进行直接测序, 以验证

PCR扩增的产物均为目的基因片段. 

2  结果  

2.1 经血串联质谱、尿气相质谱分析怀疑为

NICCD的患者肝功能检测结果见表3.  
2.2 血串联质谱分析和尿气相质谱有机酸分析

结果见表4. 

5例患者血串联质谱检测氨基酸和酰基肉碱

结果(μmol/L)及尿气相质谱分析. 经血串联质谱

检测, 所有患者甲硫氨酸、瓜氨酸、苏氨酸均

升高, 除2号外酪氨酸都升高, 并有长链C14-1、
C16-1升高. C18-1有2例患者增高. 经尿气相质谱

分析, 所有患者的苯乳酸-2、4-羟基苯乳酸都升

高, 除4号外4-羟基苯乙酸-2都升高, 2号患者未

测到4-羟基苯丙酮酸, 其余均升高(表4). 其余病

例组及正常组儿童的7个外显子PCR产物均进行 
SSCP筛查, 7个外显子均未发现异常条带. 未发

现异常条带的外显子也分别抽取进行测序. 均
未发现相关的12种常见突变, 测序结果见图1.  

3  讨论

人类SLC25A13基因位于染色体7q21.3, 此基因

含18个外显子, 长度约为200 kb. 由675个氨基酸

组成, 编码的蛋白质称希特林蛋白(Citrin)[12], 相
对分子质量为74 000. 研究表明, Citrin是主要表

达于肝细胞线粒体内膜的一种钙调节蛋白, 含
有4个EF手模体和6个跨膜结构域, 其功能主要

是作为线粒体中天冬氨酸/谷氨酸载体, 将线粒

体内合成的天冬氨酸转运到胞质, 同时把胞质

中的谷氨酸和质子转运进线粒体内.  
研究证实Citr in缺陷症是我国婴儿肝内胆

汁淤积症的重要原因之一[13], 大部分合并多种

氨基酸谱异常的肝内胆汁淤积症均因Citr in缺
陷引起[14]. 到2010年为止SLC25A13基因已经报

表  2  PCR扩增SLC25A13 外显子的反应条件

     扩增子 预变性(℃, min) 变性(℃, s) 退火(℃) 延伸(℃, min) 循环次数

外显子6        94, 3   94, 30     55       72, 1     35

外显子7        94, 3   94, 30     56       72, 1     35

外显子9        94, 3   94, 30     62       72, 1     30

外显子11        94, 3   94, 30     50       72, 1     40

外显子13        94, 3   94, 30     57       72, 1     35

外显子16        94, 3   94, 30     60       72, 1     35

外显子17        94, 3   94, 30     54       72, 1     35

最后一个循环延伸4 min.

 200                                            210                                             220                                            230                                           240

图  1  DNA外显子5正常测序图. 

■应用要点
本文可为婴儿肝
内胆汁淤积的病
因提供实验室数
据. SLC25A13 基
因常见的12种热
点突变可能并非
本地区的常见突
变位点, 突变位点
可能存在于其他
外显子和/或内含
子邻近区域突变.
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道了54种突变, 包括17种错义, 14种剪切突变, 
13种无义5种插入, 5种缺失[15,16]. 其中12种突变

为热点突变, 国内外相关研究表明, SLC25A13
基因的热点突变呈现明显的地域和种族差异. 
目前国内文献报道851d e l4、1638i n s23和Ⅳ

S6+5G>A突变在中国人中多见. 本研究中, 病例

组行血串联质谱分析、尿气相质谱分析筛查出

5例怀疑为Citrin蛋白缺陷症, DNA测序直接分

析报道的最常见的12种常见热点均未发现突变. 
患者临床体征、血生化和蛋白质酰基肉碱谱分

析对诊断NICCD有重要的作用[17], 但NICCD的

确诊仍然只有依赖基因诊断, 即检测SLC25A13
基因有无突变, 但有文献报道大约仍有5%-6%
的病例监测不到突变 .  与有关的文献报道相

似, 并不是全部怀疑为Citrin缺陷的患者都存在

SLC25A13基因突变. 邱文娟等[18]在2007年对就

诊于上海交通大学医学院附属新华医院和上海

儿童医学中心治疗并随访的NICCD患者12例
进行基因测序, 结果12例患者只发现5例携带有

SLC25A13基因的致病突变.  

本研究从亚洲人群中报道的SLC25A13常
见的12种热点突变着手探讨特发性婴儿肝内胆

汁淤积SLC25A13基因突变情况, 对经串联质谱

分析结果: 1号患者甲硫氨酸、酪氨酸级瓜氨酸

显著增高, 伴多种长链酰基肉碱增高, 4-羟基苯

乳酸、4-羟基苯丙酮酸增高, 提示Citrin蛋白缺

乏, 提示酪氨酸尿; 2号患者蛋氨酸、亮氨酸、

缬氨酸、瓜氨酸、苏氨酸升高, 需除外Ci t r in
缺乏症(NICCD), 进一步可行基因明确诊断. 4-
羟基苯乳酸显著增高, 结合串联质谱结果提示

Citrin蛋白缺乏; 3号患者蛋氨酸、瓜氨酸、酪

氨酸、苏氨酸增高, 多种长链酰基肉碱偏高, 考
虑Citr in蛋白缺陷所致新生儿肝内胆汁淤积症

可能. 苯乳酸、4-羟基苯乳酸、4-羟基苯丙酮酸

增高, 结合串联质谱, 提示NICCD; 4号患者蛋氨

酸、酪氨酸、瓜氨酸、苏氨酸明显升高, 结合

病史, 考虑Citrin蛋白缺陷症. 4-羟基苯乳酸明显

升高, 结合串联质谱结果, 符合Citrin蛋白缺陷

症; 5号患者蛋氨酸、酪氨酸、瓜氨酸、苏氨酸

明显升高, 考虑Citrin蛋白缺乏症. 苯乳酸、4-

表  3  5例疑似为新生儿肝内胆汁淤积症患儿肝功能

     项目    1    2       3    4     5    mean±SD 参考范围

总胆红素(μmol/ L) 153.9 118.7     91.8 230.8 115.6 143.24±54.62 3.00-22.00

直接总胆汁酸(μmol/ L)   57.7   68     71.9 171.1   70.3   87.80±46.80  0.00-6.00

胆红素(μmol/ L) 244.8 196.7   103.5 226.8 211 196.56±55.02 0.00-10.00

谷丙转氨酶(U/L)   22   78     88   42   25   51.00±30.39 5.00-40.00

谷草转氨酶(U/L)   98 201   117 118 132 133.20±39.78 8.00-45.00

谷氨酰转肽酶(U/L) 183 343 1007   58   94 337.00±390.36 0.00-50.00

血乳酸(mmol/L)     3.04     4.69      -     3.19     4.9     3.95±0.97 0.63-2.44

血氨(μg/dL) 183 101   130 177 151 148.40±33.93 0.00-75.00

表  4  5例考虑为Citrin缺陷病患儿血串联质谱和尿气相质谱分析

     项目        1      2     3        4       5       mean±SD 参考范围

血串联质谱

  甲硫氨酸   107.44   90.4   58.5     54.54     98.7     81.91±23.99      8-35

  酪氨酸   114.17   53.57 195.34   142.25   132.7   127.54±51.20    20-100

  瓜氨酸   127.36 101.0   71.06     75.09     90.53     93.00±22.64      7-35

  苏氨酸   117.7 115.18 106.34   108.74   121.2   113.83±6.18    15-100

  C14-1       0.29     0.37     0.39       0.38       0.31       0.34±0.04 0.02-0.25

  C16-1       3.57     2.84     5.27       2.4       4.13       3.64±1.12   0.3-2

  C18-1       1.23     0.68     1.67       0.56       0.76       0.98±0.46   0.2-1.2

尿气相质谱分析

  苯乳酸-2     17.98     8.92   32.61       7.74     13.25     16.1±10.07      0-4.9

  4-羟基苯乙酸   326.03   87.9 465.8     62.95     97.5   208.03±178.93   8.6-73.2

  4-羟基苯乳酸-2     2 656.56 963.02 487.53       2 218.3        1 784.3  1 621.9±890.7      0-7

  4-羟基苯丙酮酸     12.55     -   26.83       2.78       4.75     11.72±10.91      0-0.9

■同行评价
本文针对广西婴
儿特发性肝内胆
汁淤积的患者进
行SLC25A13 基
因筛查, 具有地域
和 种 族 特 色 ,  结
果提示并不是全
部怀疑为Citrin缺
陷的患者都存在
SLC25A13 基因
突变. 实验方法可
靠 ,  实 验 数 据 可
信, 可为婴儿肝内
胆汁淤积的病因
提供实验室数据. 
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羟基苯乳酸, 结合串联质谱分析, 符合Citrin缺
乏症. 对高度怀疑为Citrin缺陷病的5例患者进

行DNA直接测序分析, 未发现SLC25A13基因

的12种常见突变, 同时在正常患者对照组及其

他黄疸患者的D N A突变筛查研究也没有发现

SLC25A13基因突变. 这可能与地域和种族差异

有关. SLC25A13基因常见的12种热点突变可能

并非本地区的常见突变位点, 突变位点可能存

在于其他外显子和/或内含子邻近区域突变. 因
此, 广西特发性婴儿肝内胆汁淤积患者是否存

在其他SLC25A13基因突变需要进一步的研究

证实. 我们将进一步扩大研究, 对SLC25A13基
因全部外显子进行筛查, 同时用更大的样本量

来证实这一观点.  
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