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【摘要】 目的 分析 4 个家系 7 例晚发型糖原贮积病Ⅱ型患者之临床特点和基因型，以提高对该

病的认识。方法 收集患者临床资料，并行酸性α⁃葡糖苷酶（GAA）基因突变分析。结果 7 例患者分别

来自 4 个家系，年龄 13 ~ 31 岁、发病年龄 6 ~ 17 岁、初诊年龄 12 ~ 29 岁、明确诊断年龄 12 ~ 30 岁；首发症

状为肢带肌萎缩、无力，酸性α⁃葡糖苷酶活性 0 ~ 5.27 nmol/（mg·h）。GAA基因突变分析共发现 14 种突

变，其中 2 种为新突变位点（Q81X 和 c.1355_1356delC）、2 种假缺陷等位基因位点（G576S 和 E689K）、8 种

多态性位点和 2 种已知的致病突变位点（W746C 和 D645E）。结论 中国大陆地区对糖原贮积病Ⅱ型之

诊断时间存在明显的延误，提高医务人员的认识和理解将有助于改善患者预后。在明确诊断糖原贮积

病Ⅱ型或判断预后时，应结合临床病史、酸性α⁃葡糖苷酶活性检测和 GAA基因突变分析。糖原贮积病Ⅱ

型之临床表型具有异质性，在 GAA基因型相同的情况下，同一家系的不同个体间可存在疾病进程和严重

程度的差异。
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【Abstract】 Objective In order to make a well understanding on glycogen storage disease typeⅡ
(GSD Ⅱ), this paper explored clinical features and genetic analysis of 7 patients with late ⁃ onset glycogen
storage disease typeⅡ. Methods Clinical data of 7 patients with late⁃onset glycogen storage disease type
Ⅱ were collected and acid α ⁃glucosidase (GAA) gene sequencing was performed. Results Seven patients
who belong to 4 families were at the age of 13-31 years old. The first symptom occurred at 6-17 years old,
and the age at first and definitive diagnosis was 12-29 and 12-30 years old, respectively. The initial
symptoms were mostly related to limb girdle muscular atrophy and weakness. The GAA activity ranged
from 0 to 5.27 nmol/(mg·h). Sequencing analysis revealed 14 sequence variants, including 2 novel
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糖原贮积病Ⅱ型（GSDⅡ）又称 Pompe 病或酸性

麦芽糖酶缺乏症（AMD）。目前业已明确，酸性α⁃葡
糖苷酶（GAA）基因突变引起的酸性α⁃葡糖苷酶活性

下降或缺乏，导致糖原在溶酶体内贮积为其发病原

因［1］。从某种意义上说，GAA 基因型决定临床表

型。能够引起酸性α⁃葡糖苷酶活性完全缺乏的重型

GAA基因突变与经典婴儿型糖原贮积病Ⅱ型有关，

患儿出生后不久即发病，表现为全身肌张力下降、

扩张型心肌病、喂养困难和呼吸衰竭，若不及时治

疗，患儿多于 1 岁之内死亡。若 GAA 基因上 2 个等

位基因发生突变后，组织细胞仍能合成部分具有功

能的酸性α⁃葡糖苷酶，则其临床表型为晚发型糖原

贮积病Ⅱ型，患者可于 1 岁后的任何年龄阶段发病，

以缓慢进行性加重的肢带肌无力和呼吸困难为主

要临床表现［2 ⁃5］。关于 GAA基因型特点及其与临床

表型之间的相关性，已有相关分析和总结见诸文献

报道。荷兰糖原贮积病Ⅱ型患者一个等位基因上

c.-32-13T > G 突变常与另一个等位基因上的重型

突变以复合杂合突变形式存在，这种突变方式可见

于 68%以上的晚发型患者。c.-32-13T > G 是荷兰

糖原贮积病Ⅱ型患者最常见的突变，可引起剪接效

率改变，携带此种复合杂合突变的患者，其酸性α⁃葡
糖苷酶活性为正常参照值的 5% ~ 15%，故临床表现

具有明显异质性［6］。而包括日本和我国台湾地区在

内的亚洲人群则以假缺陷等位基因 G576S 常见［7］，

常影响诊断和判断预后。据文献报道，糖原贮积病

Ⅱ型患者临床表现具有明显的异质性，基因型相

同，但临床表现各异，这种现象不仅见于非亲缘个

体间，也存在于同一家系个体中，某些修饰因素可

能在其中发挥作用［8］。为了解我国大陆地区糖原贮

积病Ⅱ型患者临床和基因突变特点，提高对该病的

认识以及早期、及时和准确诊断之能力，本研究对

来自 4 个家系共 7 例晚发型糖原贮积病Ⅱ型患者的

临床资料和 GAA基因突变分析结果进行总结。

对象与方法

一、研究对象

经患者及其家属知情同意，并获得中山大学附

属第一医院伦理委员会批准，收集来自 4 个家系共

计 7 例晚发型糖原贮积病Ⅱ型患者的临床资料，并

以乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝管采集患者及其部分

家系成员外周静脉血 2 ml，用于 GAA 基因突变分

析。糖原贮积病Ⅱ型的诊断基于典型临床病史和

酸性α⁃葡糖苷酶活性检测。患者分别来自我国广东

省、山东省和浙江省，男性 2 例，女性 5 例；年龄 13 ~
31 岁，发病年龄 6 ~ 17 岁，初诊年龄 12 ~ 29 岁，明确

诊断年龄 12 ~ 30 岁；大部分患者首发症状均表现为

肢带肌萎缩、无力（表 1），其中例 1、例 2、例 3 以及例

4、例 5 分属同一家系。为识别每例患者 GAA基因突

变来源，7 例患者之父母也被纳入本研究。所有患

者之父母均非近亲婚配。

二、GAA基因突变分析

1. 外周血 DNA 制备 本研究所用 DNA 检测试

剂盒购自德国 QIA⁃GEN 公司，实验步骤严格按照试

剂盒说明书操作。

2. 引物设计 自行设计 GAA基因分析引物，扩

mutations (Q81X and c.1355_1356delC), 2 pseudodeficiency alleles (G576S and E689K), 8 polymorphic
loci, and 2 sequence variants previously related with glycogen storage disease type Ⅱ pathogenesis
(W746C and D645E). Conclusions Due to the apparently diagnostic delay, prognosis of patients with
glycogen storage disease type Ⅱ could be improved by increasing the clinician's awareness of the disease.
It is essential to combine clinical history with GAA activity and GAA gene analysis when we make a
definitive diagnosis of glycogen storage disease type Ⅱ. Though siblings share the same set of GAA
mutations, the phenotype regarding the course and severity of disease could vary substantially.

【Key words】 Glycogen storage disease type Ⅱ; Alpha⁃glucosidases; Genes; Mutation
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增 GAA 基因外显子 2 ~ 20，以及邻近外显子的部分

内含子序列。引物序列由上海 Invitrogen 生命技术

公司合成（表 2）。

3. 聚合酶链反应 采用两种反应体系和两种退

火温度在 ABI⁃9700 聚合酶链反应（PCR）仪上进行

扩增。外显子 4 ~ 9、16、18、20 由于 GC 含量高，采用

GC ⁃ RICH PCR System（美 国 Roche 公 司）进 行 扩

增。扩增体系为 20 μl，含 dH2O 6.30 μl、GC⁃rich v3
3.80 μl、GC⁃rich v2 3.80 μl、10 mmol/L dNTP 0.70 μl、
3.20 pmol/L 引物各 2 μ l、Enzme mix v1 0.40 μ l 和
DNA 1 μ l。扩增条件为：94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s、
56.6 ℃ 30 s、72 ℃ 2.50 min，共计 10 个循环；94 ℃

30 s，56.6 ℃ 30 s，72 ℃第 1 个循环 2.50 min，此后每

一循环在前一循环基础上增加 5 s，共 25 个循环；

72 ℃ 10 min，于 25 ℃冷却保存。其他外显子均采

用 ActiTaq DNA 聚合酶（美国 Roche 公司）进行扩

增。扩增体系为 20 μ l，含 dH2O 10.10 μ l、10 × PCR
缓 冲 液 2 μ l、25 mmol/L MgCl2 2 μ l、10 mmol/L

dNTP 0.70 μ l、5 ~ 5.60 U/μ l ActiTaq DNA 聚合酶

0.20 μl、3.20 pmol/L 引物各 2 μl 和 DNA 1 μl。扩增

条件为：94 ℃ 12 min；94 ℃ 1 min、55 ℃ 1 min、
72 ℃ 1 min，共 35 个循环；72 ℃ 7 min，于 25 ℃冷却

保存。

4. 基因突变分析 采用 ABI3130xl 全自动测序

仪（美国应用生物系统公司）对 PCR 扩增产物进行

测序，并将 GAA基因测序结果与标准参考序列（NG_
009822.1 和 NM_000152.3）进行比对。

结 果

共发现 14 种 GAA 基因突变位点，除 Q81X 和

c.1355_1356delC 为新突变外，其余 12 种均为既往报

道过的突变，包括 8 种多态性位点（c.1203G > A、

c.2133A/G、c.324T > C、H199R、IVS2-4C/G、R223H、

V780I、IVS4 + 7insCAGCGGG）；2 种假缺陷等位基因

位点（G576S 和 E689K）；2 种已知的致病突变位点

（W746C 和 D645E）。其中，IVS4 + 7insCAGCGGG、

Case

1
2
3

4

5

6

7

Sex

Male
Female
Female

Male

Female

Female

Female

Age(year)
24
31
29

14

13

24

31

Onset age(year)
17
16
17

6

12

6

14

Age at firstmedicalconsultation(year)
20
29
25

18

12

18.50

20

Age atdefinitediagnosis(year)
22
29
27

18

12

22.50

30

First symptom

Difficulty in walkingand climbing stairs
Difficulty in walkingand climbing stairs
Difficulty in climbingstairs; palpitation andpolypnea induced byphysical activities
Getting tired easily

Abnormal posturewhen walking

Difficulty in runningfast

Weakness of lowerlimbs

Case description

Non⁃ambulant and ventilatordependent for more than 2 years
Dyspnea at night, weakness aftermeals and scoliosis
Progressive difficulty in climbing stairsand standing from squatting; non⁃invasive ventilator dependent at night;weakness after meals and scoliosis
Progressive difficulty in standing fromsquating and speaking, scoliosis,dyspnea and assisted ventilatordependent

Abnormal posture when walking

Difficulty in standing from squatingand climbing stairs at 13 years of age;mechanical ventilatordependent since 2009; Myozymeinfusion at 20 mg/kg for 6 timesbetween November 2012 and March2013; extended ventilator⁃free periodand increased muscle strengthobserved after Myozyme treatment
Difficulty in climbing stairs andstanding from squating, non⁃invasiveventilator dependent at night

GAA activity[nmol/(mg·h)]
0

0.20
0

0

0

0

5.27

Allele 1

Q81X*#
Q81X*#
Q81X*#

IVS2-4C/G,H199R,R223H, IVS4 +7insCAGCGGG,G576S△, E689K△,V780I, W746C#

IVS4+7insCAGCGGG,G576S△, D645E,E689K△

c.324T/C,IVS2-4C > G,H199R, R223H,IVS4 +7insCAGCGGG,c.1203G/A,c.1355_1356delC*#,G576S△, E689K△,c.2133A/G,V780I
D645E#

Allele 2

W746C#
W746C#
W746C#

IVS2-4C/G,H199R,R223H,IVS4+7insCAGCGGG,G576S△,D645E#,E689K△, V780I
IVS4 +insCAGCGGG,G576S△,D645E#,E689K△

c.324T/C,IVS2-4C > G,H199R, R223H,IVS4 +7insCAGCGGG,c.1203G/A,G576S△,E689K△,c.2133A/G,V780I
W746C#

表 1 7 例患者的临床资料和基因型

Table 1. Clinical data and genotype of 7 patients

*new mutations, #pathogenic mutations, △pseudodeficiency alleles, others are polymorphic loci。GAA，acid α⁃glucosidase，酸性α⁃葡糖苷酶
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G576S、E689 分布频率达 42.86%（6/14），W746C 为

35.71%（5/14），H199R、IVS2-4C/G、R223H、V780I 为
28.57%（4/14，表 1）。

讨 论

糖原贮积病Ⅱ型是一种以骨骼肌萎缩、无力为

主要临床特征的疾病，患者多预后不良。其致病基

因和酶学基础均已明确，在我国台湾地区，以及日

本、澳大利亚和美国均已将糖原贮积病Ⅱ型列为新

生儿筛查项目，一旦明确诊断，即可在疾病早期获

得有针对性的酶替代治疗（ERT），治疗后大部分患

儿预后改善［9 ⁃12］。目前，糖原贮积病Ⅱ型尚不是我

国大陆地区新生儿筛查的病种。此外，该病为临床

罕见的代谢性肌病，许多临床医师对其认识不足，

我国大部分地区的医疗中心尚不能及时明确诊断

该病。本组患者从出现首发症状至首次就诊时间

为 0 ~ 13 年，首次就诊至明确诊断时间为 0 ~ 10 年，

其中例 1、例 2 和例 6 在依赖呼吸机辅助通气后很长

一段时间方得以明确诊断。此前，他们曾在各级医

疗中心就诊，接诊医师中有中医，也有西医，既有普

通医师，亦有专家教授。由于未能及时明确诊断，

使患者错过了早期进行有针对性治疗和护理的时

机，也为优生优育工作的开展留下了隐患。

Myozyme 是目前唯一针对糖原贮积病Ⅱ型的特

异性治疗药物，2006 年经欧洲和美国食品与药品管

理局（FDA）批准应用于临床，早期用药可获得较好

疗效，显著改善或稳定运动功能和肺功能［10，13］。本

研究例 6 曾接受 Myozyme 治疗，给药剂量为 20 mg/kg
（1 次/2 ~ 4 周），连续治疗 6 次。由于患者治疗前已

依赖呼吸机辅助通气 3 年余，尽管治疗后肌力增加

和脱机时间延长，但停药后 4 个月症状进行性恶化，

疗效不及早期和长期治疗者。因此，加强对糖原贮

积病Ⅱ型的科普宣传、提高医务人员对该病的认识

和理解，对改善患者预后，乃至终止其在家系中的

遗传链，均具有重大现实意义。

自 GAA 基因被克隆以来，根据 Pompe 病中心

（www.pompecenter.nl）统计，迄今已有 468 种 GAA 基

因突变（数据更新至 2013 年 8 月 7 日）。Kroos 等［14］

于细胞水平对该数据库的大部分突变位点进行功

能验证，根据酸性α⁃葡糖苷酶合成过程中不同阶段

产生亚型体的质和量，将 GAA基因突变严重程度分

为 A、B、C、D、E、F 共 6 级，分别命名为非常严重、严

Exon primer
GAA2F
GAA2R
GAA3F
GAA3R
GAA4-5F
GAA4-5R
GAA6F
GAA6R
GAA7-8F
GAA7-8R
GAA9F
GAA9R
GAA10-11F
GAA10-11R
GAA12F
GAA12R
GAA13F
GAA13R

Sequence (5'➝3')
CGCGGTTGATGTCTCAGAGCTGC
ACCCCACCCTTGTGAGGTGC
TGTCCTTGGCGTGCGGGTTGTTC
GGTCGCCCTCCCCATCATGCTG
GGTGCTCTCTGGGTGCTCTCAGG
CATGCGGACCTCCAGTCTCCAGG
CGCCTGTGATTGGCCCATCTGTGG
CAGGCCAACGCCGACTTCATGAG
TTGTGGGTAGGGCCTGCTCCCTG
CCACACAGGCACGAGGATGACGC
GCTGTACACACGCATGATGTC
TCAAATCCCACCGTCTTCCT
CTCAGTGGGGCTTCCATGCAG
GTGCTAAGTCTCCCAGGCCAGA
AGGGAGGGCACCTTGGAGCCTG
GCAGAGGCCCCAACCTTGTAGG
TGCCCTGCTGGTGACAGGGTTCC
CCGGCAAGCCTCCCATAGAGGCC

Size(bp)
749
264

490

280

518

318

443

250

273

SNP
rs78686444: G/T
rs71753033: large deletion
rs8069491: C/G;rs71753033: large deletion
rs2304848: A/G
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Exon primer
GAA14F
GAA14R
GAA15F
GAA15R
GAA16F
GAA16R
GAA17F
GAA17R
GAA18F
GAA18R
GAA19F
GAA19R
GAA20F
GAA20R
GAA20SR

Sequence (5'➝3')
ACTTGGCCTGAGCTGGCTCTGC
TTCCCAGGGGAGAGTCTTGGGT
TGAGAAGTGCAGCTCTCCCG
GACAGGGCTGCCTGGGAGTTACG
ATTCAGCCTCTTCCTGTGCCCC
TTTCCGCCCCTGGTCACCAAC
GGGAGATGGAGAGCGTGGTTCC
CTCCCCCACCATCTCCCTGTGC
TGCTGTACCAGCCTAGCATTCCC
AGTGGCAGGTAGCCATCGTG
CCAGCTGTCTGCTGACACCT
CAGGACGCCCAGCACCTTCTGC
TCTGAGTCGCTGGGGTCTCACTGC
TGGATACATCCTCCCTGCCCTG
GAGGTGGAAACAAGCGATGCG

Size(bp)
277
312

332

313

357
289

289

SNP
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

表 2 GAA基因引物序列

Table 2. GAA primer sequences

SNP，single nucleotide polymorphism，单核苷酸多态性；NA，not applicable，无多态性位点
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重、较重、轻型、可能不致病和不致病。本研究发现

的突变位点多为多态性位点，两种已知的致病突变

位点 W746C 和 D645E 分别为 D 和 B 级。GAA基因突

变具有种族和地域差异性。美国黑人以 c.2560C > T
（R854X）常见［15］；包括我国台湾地区和日本在内的

亚洲人群则以 G576S 和 E689K 分布频率较高，均为

假缺陷等位基因，对酸性α⁃葡糖苷酶活性和临床病

程的修饰作用较大，与酸性α⁃葡糖苷酶活性下降有

关［7］。当 G576S 与其他突变并存时，酸性α⁃葡糖苷

酶活性下降得更明显［16］，因此，G576S 和 E689K 的

存在往往干扰疾病诊断和预后判断。本研究例 4、
例 5 和例 6 均携带这两种假缺陷等位基因，且为纯

合突变，可以解释这些患者酸性α⁃葡糖苷酶活性为

零而临床表型却为晚发型的现象；例 1、例 2 和例 3
均携带相同的复合杂合突变（W746C/Q81X），业已

明确 W746C 突变可以使酸性α⁃葡糖苷酶活性残留

5% ~ 30%，但该家系中 3 例患者酸性α⁃葡糖苷酶活

性均极低［0 或 0.20 nmol/（mg·h）］，可能与另一等位

基因上的无义突变 Q81X 介导 mRNA 或异常多肽链

降解有关［17］；例 7 携带的 D645E/W746C 突变均可使

酸性α⁃葡糖苷酶活性下降，但尚能检测到残留酶活

性，因此其临床表型为晚发型。糖原贮积病Ⅱ型患

者的 GAA 基因型以复合杂合突变多见。本研究例

1、例 2、例 3、例 4 和例 7 均为复合杂合突变，尽管例 5
和例 6 已明确诊断，但目前仅发现其中一个等位基

因携带致病突变，尚待扩大基因测序范围或寻找影

响临床表型的其他修饰因素。糖原贮积病Ⅱ型的

临床表型具有明显异质性，这种现象不仅见于无亲

缘关系的个体间，亦可发生在具有相同遗传背景的

同一家系个体中［6］。本研究例 1、例 2 和例 3 属同一

家系，3 例患者基因型相同，均于近似年龄阶段以下

肢无力首发，但病程进展和严重程度却有较大差

异：例 1 病情进展十分迅速，病情危重，自 22 岁起即

需 24 小时持续呼吸机辅助通气；例 3 次之，27 岁时

曾因呼吸衰竭需 24 小时持续呼吸机辅助通气，经对

症支持治疗 1 个月后改为夜间无创性呼吸机辅助通

气，至今白天能坚持工作；例 2 目前仍坚持工作，虽

伴夜间呼吸困难，但能依靠自主呼吸维持通气需

要。表明除 GAA基因外，环境因素或其他修饰因素

也可能是影响糖原贮积病Ⅱ型临床表型异质性的

因素。

综上所述，糖原贮积病Ⅱ型为临床罕见的代谢

性肌病，在我国大陆地区明确诊断该病存在明显的

时间延误，提高医务人员对该病的认识和理解将有

助于改善患者预后。由于假缺陷等位基因的修饰

作用，或者无义突变介导的 mRNA 或异常蛋白质降

解，使酸性α⁃葡糖苷酶活性为零的患者也可能呈晚

发型临床表型。因此，临床医师在明确诊断糖原贮

积病Ⅱ型和判断预后时，应结合临床病史、酸性α⁃葡
糖苷酶活性检测和 GAA 基因突变分析结果综合考

虑。糖原贮积病Ⅱ型临床表型具有异质性，在 GAA
基因型相同的情况下，即使是同一家系的不同个体

间亦可存在病程进展和严重程度的差异性，除 GAA
基因外，环境因素或其他修饰因素也可能发挥作

用，基因型与临床表型的相关性尚待进一步探讨。
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