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［摘要］ 目的　分析 3 种苯丙氨酸羟化酶 （phenylalanine hydroxylase, PAH） 突变体 （p.R243Q、p.R241C 和

p.Y356X） 的体外表达，确定 3 种突变体的致病性。方法　利用生物信息学技术预测 PAH 突变体对 PAH 蛋白结构

和功能的影响。构建相应的 PAH 突变型质粒，在人胚胎肾细胞 HEK293T 中进行表达，采用定量逆转录聚合酶链

反应检测 3 种 PAH 突变体的 mRNA 表达水平，利用蛋白质印迹法与酶联免疫吸附试验检测突变体的 PAH 蛋白表

达水平。结果　生物信息学分析预测结果显示，3 种突变体均具备致病性。突变体 p.R243Q 和 p.R241C 质粒在

HEK293T 细胞中的 mRNA 表达水平与野生型类似 （P>0.05），而 p.Y356X 突变体质粒的 mRNA 表达水平明显下降

（P<0.05）。3 种突变体 PAH 蛋白的表达水平与野生型相比均显著降低 （P<0.05）。p.R241C 和 p.Y356X 的细胞外

PAH 蛋白浓度较野生型降低 （P<0.05），p.R243Q 与野生型相比差异无统计学意义 （P>0.05）。结论　p.R243Q、

p.R241C 和 p.Y356X 降低真核细胞中 PAH 蛋白的表达量，其中 p.R241C 和 p.Y356X 还影响 PAH 蛋白的功能，这 3

种 PAH 突变体均为致病性突变。 ［中国当代儿科杂志，2024，26 （2）：188-193］
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p.Y356X of the human phenylalanine hydroxylase
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Abstract: Objective　 To study the in vitro expression of three phenylalanine hydroxylase (PAH) mutants 

(p.R243Q, p.R241C, and p.Y356X) and determine their pathogenicity. Methods　Bioinformatics techniques were used 

to predict the impact of PAH mutants on the structure and function of PAH protein. Corresponding mutant plasmids of 

PAH were constructed and expressed in HEK293T cells. Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

was used to measure the mRNA expression levels of the three PAH mutants, and their protein levels were assessed using 

Western blot and enzyme-linked immunosorbent assay. Results　Bioinformatics analysis predicted that all three mutants 

were pathogenic. The mRNA expression levels of the p.R243Q and p.R241C mutants in HEK293T cells were similar to 

the mRNA expression level of the wild-type control (P>0.05), while the mRNA expression level of the p.Y356X mutant 

significantly decreased (P<0.05). The PAH protein expression levels of all three mutants were significantly reduced 

compared to the wild-type control (P<0.05). The extracellular concentration of PAH protein was reduced in the p.R241C 

and p.Y356X mutants compared to the wild-type control (P<0.05), while there was no significant difference between the 

p.R243Q mutant and the wild type control (P>0.05). Conclusions　p.R243Q, p.R241C and p.Y356X mutants lead to 

reduced expression levels of PAH protein in eukaryotic cells, with p. R241C and p. Y356X mutants also affecting the 
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苯 丙 氨 酸 羟 化 酶 （phenylalanine hydroxylase, 

PAH） 缺乏症是一种由于 PAH 基因突变导致酶活

性降低，苯丙氨酸及其代谢产物在体内蓄积导致

患儿发生智力损伤、生长发育迟缓等症状的常染

色体隐性遗传病。全球发病率为 0.64/10 000［1］，我

国发病率高于全球平均水平，约为 0.86/10 000［2］。

根据新生儿期血液苯丙氨酸浓度，PAH 缺乏症分

为无需治疗的 PAH 缺乏症、轻度高苯丙氨酸血症

（hyperphenylalanemia, HPA）、 轻 度 苯 丙 酮 尿 症

（phenylketonuria, PKU）、中度 PKU 和典型 PKU［1］。

PAH 是苯丙氨酸转化为酪氨酸的限速酶，PAH 基

因突变引起 PAH 活性降低，苯丙氨酸转化酪氨酸

受阻，高浓度的苯丙氨酸及其代谢产物造成各系

统损伤，严重时导致脑损伤，出现智力发育落后

等症状［3］。此外，1%~2% PAH 缺乏症病例继发于

四氢生物蝶呤 （tetrahydropterine, BH4） 缺乏，BH4

是 PAH 和其他氨基酸代谢酶的必要辅助因子［4-5］。

1953 年发现 PKU 主要由 PAH 缺乏导致［6］。20

世纪 60 年代世界各国陆续开始了新生儿 PKU 筛查

工作，早期诊断和干预确实使患者预后得到了有

效改善［7］，然而，传统的限制苯丙氨酸的饮食疗

法会严重恶化患者的生活质量［8-9］。此外，长期严

格的 PKU 饮食可造成维生素、矿物质缺乏和骨质

疏松等躯体疾病［3，10-11］，社会功能缺陷等心理疾

病［12-13］，以及家庭、社会的经济负担过重等问

题［14］，寻找 PKU 新的治疗方法逐渐成为研究新热

点。截至 2023 年 8 月 22 日，PAH 基因突变种类已

达 2 209 种 （http://www.biopku.org/pah）。既往对淮

海经济区汉族 PKU 人群 PAH 基因的研究发现了 24

种突变，其中 p.R243Q、p.R241C 和 p.Y356X 是常

见的 3 种突变体，相对突变频率分别为 18.317%、

8.416% 和 3.960%［15］。然而，关于以上 3 种突变体

的蛋白质稳定性、酶活性和其他关键生物参数的

研究较少，开展以上研究有助于解锁 PKU 的病理

机制，为 PKU 的治疗方法，包括可能的药物干预

或基因疗法提供新思路和新线索。

1 材料与方法

1.1　命名法和生物信息学软件分析

突变命名遵循国际指南 （http://www.hgvs.org/

content/guidelines）。突变位点基于 PAH 转录本参考

序列 （NM_000277.1） 进行编号。同时，在生物信

息学网站 （https://swissmodel.expasy.org/） 分析突变

位点空间变化和氨基酸相互作用，并预测突变对

蛋白质的影响。

1.2　PAH野生型及突变型质粒的构建

野 生 型 （wild type, WT） 质 粒 （pUC57-PAH-

WT） 和 3 个 诱 变 后 的 突 变 体 质 粒 （pUC57-p.

R243Q、pUC57-p.R241C 和 pUC57-p.Y356X） 均由

江苏赛索飞生物科技有限公司提供，并对整个编

码区进行测序验证。

1.3　突变PAH蛋白在HEK293T细胞中的表达

使用H-DMEM培养基 （含10% FBS和1% P/S），

在 37℃、5% CO2条件下培养 HEK293T 细胞。当细

胞 增 殖 达 到 80% 时 ， 使 用 Lipofectamine 2000

（Invitrogen, Grand Island, NY, USA） 将与载体相连

的质粒 pUC57-PAH-WT、pUC57-p.R243Q、pUC57-

p.R241C 和 pUC57-p.Y356X 分别转染到细胞中。培

养 48 h 后收集细胞用于后续实验。

1.4　PAH 基因转录的定量逆转录聚合酶链反应

分析

收集细胞后提取总 RNA 并反转录为 cDNA，用

于扩增。设计引物如下，PAH_F：AGTCGCGGAA-

TCAGAGCGAT； PAH_R： AGGTCTCTGGCTTTTT-

AGGGC； GAPDH_F： GCCGCATCTTCTTTTGCG-

TC； GAPDH_R： GAGAACAGTGAGCGCCTAGT；

采用相对定量进行统计学分析，样品目的基因的

相对表达量用公式 2-△△CT 计算。分别使用 Excel 分

析数据，GraphPad Prism 5 软件作图。

1.5　蛋白质印迹法检测PAH胞内水平

细胞裂解缓冲液提取蛋白质，使用 Flag 标签

抗体，以 β-actin 为内参，通过蛋白质印迹法检测

Flag-PAH 蛋白在 HEK293T 细胞中的表达。

1.6　酶联免疫吸附试验检测PAH分泌水平

采用人 PAH 的酶联免疫吸附试验 （enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA） 试剂盒 （上海

诺渊生物技术有限公司） 检测细胞外 PAH 蛋白浓

度。实验独立重复 3 次，创建标准曲线后，计算每

个样品的 PAH 浓度。

1.7　统计学分析

采用 GraphPad Prism 5 软件进行统计分析。正
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态分布计量资料以均数±标准差 （x̄ ± s） 表示，

组间比较采用两样本 t 检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　生物信息学分析结果

经生物学信息网站预测 3 种突变体 p.R243Q、

p.R241C 和 p.Y356X 位于酶活性位点附近，均会影

响 PAH 催化域中的氨基酸残基，残基的突变可能

都改变了氨基酸的亲水性和/或氢键。通过搜索公

共人群数据库 （ClinVar 数据库，http://www.ncbi.

nlm. nih. gov/clinvar； HGMD 数 据 库 ， http://www.

hgmd.cf.ac.uk），参照既往文献报道的与本研究中

相同种族的基因数据，并分析基因突变的频率，

发现 p.R243Q、p.R241C 和 p.Y356X 3 种突变体均具

备致病性，见表 1。

2.2　pUC57-PAH-WT质粒的构建和定点诱变

为了研究 PAH 突变体 p.R243Q、p.R241C 和

p.Y356X 在真核细胞中的表达，首先构建 pUC57-

PAH-WT 质粒，DNA 测序显示该质粒中 PAH 序列

与参考序列 （NM_000277.1） 完全匹配，然后在

pUC57-PAH-WT 质粒中分别进行定点诱变，引物序

列 见 表 2。 突 变 质 粒 pUC57-p. R243Q、 pUC57-p.

R241C 和 pUC57-p.Y356X 的测序结果显示定点基因

位点被目标碱基成功取代，测序结果见图 1。

2.3　PAH突变蛋白在HEK293T细胞中的表达

为了研究 PAH 突变体在真核细胞中的表达，

将质粒转染至 HEK293T 细胞中，采用定量逆转录

聚合酶链反应检测突变体的 mRNA 转录差异。空

对 照 mRNA 的 表 达 量 为 1.01±0.18。 突 变 体

p.R243Q 和 p.R241C 的 mRNA 相对表达量与 WT 相

似 （P>0.05），p.Y356X 的 mRNA 相对表达量明显

下降 （P<0.05），见表 3。

使用蛋白质印迹法检测突变体蛋白质表达量。

空对照蛋白质印迹灰度值为 0.013±0.003，说明

HEK293T 细胞本身几乎没有 PAH 蛋白表达。3 种

突变体的 Flag-PAH 蛋白相对表达量与 WT 相比均有

不同程度的降低 （P<0.05），其中突变体 p.Y356X

表达量最低，见表 4。

使用 ELISA 测试突变体细胞外 PAH 蛋白浓度。

空对照细胞外 PAH 蛋白浓度为 （95±30） pg/mL，

说明 HEK293T 细胞本身有少量 PAH 表达。与 WT

比较，p.R241C 和 p.Y356X 突变体的细胞外 PAH 蛋

白浓度均有明显降低 （P<0.05），p.R243Q 虽然降

低，但差异无统计学意义 （P>0.05），见表 5。

表1　3种PAH突变体 （p.R243Q、p.R241C和p.Y356X） 的致病性分析

cDNA 突变

c.728G>A

c.721C>T

c.1068C>A

氨基酸突变

p.R243Q

p.R241C

p.Y356TX

致病证据*

PS4+PM2_supporting+PM3_very strong+PP3+PP4

PS3+PM2_supporting+PM3_strong+PP3+PP4_Moderate

PVS1+PM2+PM3_Strong+PP4_Moderate

结论

致病

致病

致病

注：*示致病性分析参考文献 ［16］。

表2　3种PAH突变体定点诱变引物表

突变位点

p.R243Q
(c.728G>A)

p.R241C
(c.721C>T)

p.Y356X
(c.1068C>A)

正向引物

CAGACTTGCACTGGTTTCCGCCTCCAACCTGTG
GCTGGCCTGCTTTCCTCT

TCTCAATTCCTGCAGACTTGCACTGGTTTCTGCC
TCCGACCTGTGGCTGGCCTGCTTTCC

TGTCATCCTTTGGTGAATTACAGTAATGCTTATC
AGAGAAGCCAAAGCTTCT

反向引物

AGAGGAAAGCAGGCCAGCCACAGGTTGGAGGCGGAAACCA
GTGCAAGTCTG

GGAAAGCAGGCCAGCCACAGGTCGGAGGCAGAAACCAGTG
CAAGTCTGCAGGAATTGAGA

AGAAGCTTTGGCTTCTCTGATAAGCATTACTGTAATTCACCA
AAGGATGACA

注：PAH 转录序列号为 NM_000277.1 （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene）。

3 讨论

人类 PAH 基因的突变谱丰富，大多数突变体

（约占 58.3%） 为错义突变［17-18］。该酶包含 3 个域：

调节域、催化域和四聚化域，多数突变位于催化

域 ［19］。本研究通过检索公共人群数据库并参照既

往研究数据，分析基因突变频率，预测 p.R243Q、

p.R241C 和 p.Y356X 均具有致病性［16］，为后续体外

表达研究奠定了理论基础。

既 往 研 究 认 为 所 有 PAH 突 变 体 都 不 影 响

mRNA 转录，突变基因通过干扰蛋白质的翻译发挥

作用［20］。本研究发现 p.R243Q 和 p.R241C 的 mRNA

相对表达量和 WT 相比没有差别，但 p.Y356X 引起

mRNA 转录下调。另有研究表明 PAH 基因突变可

以破坏正常的剪接机制，而剪接机制保真度的变

化可以产生多种 mRNA［21］。本研究中 p.Y356X 的

mRNA 转录水平降低的原因，可能是基因突变造成

剪接机制保真度的改变，转录出异常的 mRNA。根

据本研究结果，推测 PAH 突变体的致病途径除了

从 RNA 到蛋白质的异常翻译，可能还包括从干扰

RNA 转录开始进而导致上述异常蛋白质翻译，确

切的致病途径还需要扩大样本量，在不同表达系

统中进行验证。

R243Q 作为淮海经济区汉族 PKU 人群中最常

见的一种突变，在既往的报道中，既与轻度 PKU

相关，也与经典型 PKU 相关，其残留酶活性分别

为 46%［22］、12.8%［23］、6%［24］ 和 14%［25］。本研究

图1　体外定点诱变质粒测序图  框内部分为突变位置，PAH 基因参考序列为 NM_000277.1。

表4　3种PAH突变体与WT的Flag-PAH

蛋白相对表达量比较 （x̄ ± s）

注：［PAH］ 苯丙氨酸羟化酶；［WT］ 野生型。a 示与 WT 的
Flag-PAH 蛋白相对表达量比较的统计学分析结果。

表3　3种PAH突变体与WT的mRNA相对表达量比较

（x̄ ± s）

注：［PAH］ 苯丙氨酸羟化酶 ；［WT］ 野生型。a 示与 WT 
mRNA 的相对表达量比较的统计学分析结果。

表5　3种PAH突变体与WT的细胞外PAH蛋白浓度比较

（x̄ ± s，pg/mL）

注：［PAH］ 为苯丙氨酸羟化酶；［WT］ 野生型。a 示与 WT 的
细胞外 PAH 蛋白浓度比较的统计学分析结果。
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3 讨论

人类 PAH 基因的突变谱丰富，大多数突变体

（约占 58.3%） 为错义突变［17-18］。该酶包含 3 个域：

调节域、催化域和四聚化域，多数突变位于催化

域 ［19］。本研究通过检索公共人群数据库并参照既

往研究数据，分析基因突变频率，预测 p.R243Q、

p.R241C 和 p.Y356X 均具有致病性［16］，为后续体外

表达研究奠定了理论基础。

既 往 研 究 认 为 所 有 PAH 突 变 体 都 不 影 响

mRNA 转录，突变基因通过干扰蛋白质的翻译发挥

作用［20］。本研究发现 p.R243Q 和 p.R241C 的 mRNA

相对表达量和 WT 相比没有差别，但 p.Y356X 引起

mRNA 转录下调。另有研究表明 PAH 基因突变可

以破坏正常的剪接机制，而剪接机制保真度的变

化可以产生多种 mRNA［21］。本研究中 p.Y356X 的

mRNA 转录水平降低的原因，可能是基因突变造成

剪接机制保真度的改变，转录出异常的 mRNA。根

据本研究结果，推测 PAH 突变体的致病途径除了

从 RNA 到蛋白质的异常翻译，可能还包括从干扰

RNA 转录开始进而导致上述异常蛋白质翻译，确

切的致病途径还需要扩大样本量，在不同表达系

统中进行验证。

R243Q 作为淮海经济区汉族 PKU 人群中最常

见的一种突变，在既往的报道中，既与轻度 PKU

相关，也与经典型 PKU 相关，其残留酶活性分别

为 46%［22］、12.8%［23］、6%［24］ 和 14%［25］。本研究

图1　体外定点诱变质粒测序图  框内部分为突变位置，PAH 基因参考序列为 NM_000277.1。

表4　3种PAH突变体与WT的Flag-PAH

蛋白相对表达量比较 （x̄ ± s）

PAH 突变体

WT

p.R243Q

p.R241C

p.Y356X

Flag-PAH 蛋白相对
表达量

0.886±0.036

0.113±0.013

0.240±0.035

0.043±0.006

t 值 a

-34.842

-22.393

-39.776

P 值 a

<0.001

<0.001

<0.001

注：［PAH］ 苯丙氨酸羟化酶；［WT］ 野生型。a 示与 WT 的
Flag-PAH 蛋白相对表达量比较的统计学分析结果。

表3　3种PAH突变体与WT的mRNA相对表达量比较

（x̄ ± s）

PAH 突变体

WT

p.R243Q

p.R241C

p.Y356X

mRNA 相对表达量

24.5±7.4

15.8±1.8

17.3±5.9

2.1±0.4

t 值 a

-1.991

-1.316

-5.244

P 值 a

0.117

0.258

0.034

注：［PAH］ 苯丙氨酸羟化酶 ；［WT］ 野生型。a 示与 WT 
mRNA 的相对表达量比较的统计学分析结果。

表5　3种PAH突变体与WT的细胞外PAH蛋白浓度比较

（x̄ ± s，pg/mL）

PAH 突变体

WT

p.R243Q

p.R241C

p.Y356X

细胞外 PAH 蛋白浓度

576±10

549±31

384±12

373±59

t 值 a

-1.426

-21.510

-5.855

P 值 a

0.227

<0.001

0.024

注：［PAH］ 为苯丙氨酸羟化酶；［WT］ 野生型。a 示与 WT 的
细胞外 PAH 蛋白浓度比较的统计学分析结果。
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发现 p.R243Q 的蛋白表达量明显降低，但该突变有

比较高的细胞外蛋白浓度，这与该突变的临床表

型不一致。可能的原因有以下几点：第一，在体

外酶活性测定的体系中，底物和辅助因子浓度均

高于体内，因此所获得的酶活性水平一般略高［24］。

第二，在体内存在强大的异常蛋白降解调控系统，

错误折叠的蛋白质，随后可被清除，蛋白质处于

合成降解的动态平衡中［26］，在体外瞬时表达系统

中，质粒 DNA 并没有稳定整合到基因组中，因此

对突变蛋白的折叠、聚合和降解缺少必要的调控，

部分突变体会出现一过性的高表达［27］。第三，由

于大多数 PKU 患者基因型是复合杂合子［4，28］，不

同变异等位基因的共表达 （阳性或阴性） 可能影

响肝 PAH 活性［29］。体外纯合子 PAH 活性在与体内

半合子相同的患者进行比较时，代谢表型并不总

是完全一致。第四，各种策略中包含不同的细胞

系统、PAH 测定法、温度、反应时间和底物 （BH4

或 6-甲基四氢蝶呤），这些差异将使得测量结果不

完全相同［24］。PAH 缺乏症是由于 PAH 酶的活力降

低及消失所致，蛋白表达水平只是一个初始指标，

不能直接反映酶的活性。下一步研究中我们将使

用不同的细胞系，规范实验条件，综合分析结果。

既往研究表明大部分 PAH 突变体蛋白表达水

平下降和酶活性降低的原因是突变蛋白错误折叠

导致蛋白聚集和降解的趋势增加［26］。本研究发现

p.R243Q、p.R241C 和 p.Y356X 可导致蛋白表达量

的减少，但具体的分子机制尚不明了。DNAJC12

是一种多功能分子伴侣，与热休克蛋白 70 和核苷

酸交换因子一起调节 PAH 的适当折叠、降解，维

持细胞内蛋白质稳定性，在体外转染的细胞中，

这些分子伴侣也可以纠正一些突变蛋白的折叠缺

陷，稳定蛋白质［30］。下一步将研究分子伴侣是否

可以在体外纠正 PAH 突变体的蛋白表达量，探索

PAH 突变体致病的分子机制。

人类 PAH 主要在肝脏表达，少部分在肾脏表

达。HEK293T 来源于人体胚胎肾细胞，理论上有

少量 PAH 蛋白表达。为了区分来自背景 HEK293T

细胞和突变体的 PAH 蛋白表达，蛋白质印迹法检

测使用了抗 Flag 抗体作为一抗，结果显示空对照

组几乎没有 Flag-PAH 蛋白表达，而 ELISA 使用的

是抗 PAH，空对照组检测到较低的 PAH。这一结

果表明需要考虑背景 HEK293T 细胞本身 PAH 的

表达。

本 研 究 的 局 限 性 主 要 包 括 以 下 2 个 方 面 ：

（1） HEK293T 可以少量表达 PAH 蛋白。尽管使用

针对 Flag 标签的抗体可以指定质粒中的 PAH 表达，

但背景中的 PAH 单体可能会以某种方式影响 PAH

四聚体的形成。下一步研究中将结合使用其他细

胞系，如 COS-7 细胞或 NIH3T3 细胞来表达 PAH 突

变并综合分析，弥补这一不足。（2） 突变样本量

较小，下一步研究将扩大突变样本量，提高研究

精度。

综上所述，在体外表达中 PAH 的 3 种突变体

p.R243Q、p.R241C 和 p.Y356X 导致细胞内 PAH 蛋

白表达量减少，其中 p.R241C 和 p.Y356X 还引起细

胞外酶浓度降低，这些结果为 p.R243Q、p.R241C

和 p.Y356X 的致病性研究提供了证据，但还需要进

一步在不同表达系统中进行验证。
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