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中国人 (广州地区 ) 红细胞 G P T

遗传性多态现象的特点及

血痕 G P T 的可测性研究

陈跃龙 郭景元

( 法医系物证教研组

谷丙转 氨 酶 ( G l u t a m i c 一 p y r u v i c T r a n S -

a m ina 女
,

G P )T 是一种具有遗传性多态现 象 的

细胞酶
。

它在机体各器官组织中广泛存在
,

尤 以

肝细胞含量最高
。

红细胞内 G P T 含量 较 少
,

但也有相 当的活性
。

G P T 有两种 形 式
,

分 别

存在于细胞质 ( 可溶性型 ) 和线粒体 ( 线粒体

型 ) 之中
。

G P T 分子由两个亚基 组 成
,

分 子

量约 1 1 4
,

0 0 0道尔顿
。

G P T 催化丙红酸和谷氨酸的氨基 互 换
,

反应 以磷酸毗哆醛 ( P L )P 为辅酶
,

具有很高的

底物专一性
。

反应式如下
:

L 一丙氨酸
一

卜 G P T 一 P L P获二泛丙酮酸
+ G P T 一 P M P ;

a 一酮戊 几酸 :
一

C P T 一 P M P二三泛 L一谷氨酸

十 G P T一 P L P

G P T 的多态少饰开究是 七 十 年 代 初 开 始

的
。

2 9 7 1 年
, C ll e n

,

S
·

I J
·

等
f ’ 〕

采用淀粉 凝 胶

电泳法分离并经特殊染色
,

首次确定了可溶性

G P T 的三种常见的电泳表型
。

三种表 型 是 由

常染色体 G P T 结构基因位点上一对共显 的 等

位基因所控制的
。

G P T 基因位点在 16 号染 色

体短臂上
〔 ’ 」。

进一步研究表 明
,

G P T 位 点 还

存在 9 个稀有等位基因
。

随着研究工 作 的 开

展
,

G P T 在亚
、

非
、

欧
、

美各洲不同群 体 中

的表型分布和基因频率有广泛报道
〔 3一 6 J 。

根据

现有资料
,
G PT 两个常见等位基因的 频 率 在

大多数欧亚群体都比较接近
,

其父权排除率和

个体识别率较高
,

因而可作为法医学亲权鉴定

的一个标记系统
。

此外
,

国外一些学者还探讨
了血痕检材中 G P T 的可测性

。

目 前
,

G竹 型

判定在法医鉴定中已逐步开展
,

而国内尚未见

G P T 分型的报道
。

本文研究了广州地区中国人 G P T 多 态 性

特点
,

计算出 G P T 型的父权排除率和个 体 识

别率
,

同时对不同基质血痕 G P T 的分型 及 其

在不同温度下的可测时间进行了探讨
。

材 朴 和 方 法

一
、

样 品

1
.

血样来源 新鲜血样是由中山医科大学

一附院血库和妇产科提供的 2 77 例健康成人的

静脉血
;
制备血痕的血样取自 1 3例正常志愿献

血者的静脉血
。

2
.

溶血产物制备 将 A C D 抗凝 血 0
.

弓一

l m l 加 5 倍量生理盐水离心洗涤 3 次
。

取 1 份

压积红细胞和一份双蒸水混匀
,

冷冻过夜
,

检

测前于室温下温融
。

3
.

血痕及血痕浸 出液制备 直接抽取静脉

血
,

分别滴在纱布
、

滤纸
、

白棉布和玻璃上凉

干
,

在 4 ℃
、

25 ℃和 37 ℃干燥环境下保存
。

检

测前用 0
。

0 5M 的 D T T 浸泡血痕
。

二
、

淀粉凝胶电泳

1
.

电极缓冲液 为 。
.

I M T ir s一马来酸 (P H

7
.

5 ) ; 凝胶缓冲液按 1 :

10 的 比例将电极缓冲

液用双蒸水稀释而成
。

2
.

混合淀粉凝胶制备 取马铃薯淀粉 ( 生

化试剂
,

上海化学试剂采购供应站 经 销 ) 5
.

5

克
,

可溶性淀粉
.

( 分析纯
,

广东台山化工厂产

品 ) 2
.

5克
,

置 2 00 m l 圆底烧瓶内
,

加凝 胶 缓

冲液 80 m l 和 p
一
琉基 乙醇 o

.

O5m l
,

在喷火酒精
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灯上边摇边加热
,

至成透明糊状
,

随即用负压

吸引器抽气至出现大泡为止
。

待温度下降到约

50 ℃时
,

倾入水平放置的 19 x “ x o
.

3c m 横框

内
,

室温下成形 1 小时
。

.3 加样和 电泳 :
用滤纸片吸附样品

,

仔细

插入凝胶 ( 滤纸和棉布血痕则用 D TT 浸 泡 至

H b微溶时直接插入 )
。

电泳槽于 4 ℃冰 箱 内

水平放置
,

用双层滤纸 搭 桥
,

固定 电 压 1 00

伏
,

电泳16 小时
。

三
、

聚丙烯酸胺垂直板凝胶电泳

1
.

缓冲液 为 75 m M rT i卜 20 m M 硼酸 (P H

8
.

9 )
。

电极缓冲液和凝胶缓冲液相同
。

卫
.

凝胶制 备 胶 浓 度 5 % ( A cr / iB s 二 5 /

0
.

2 5 )
。

将乳酸脱氢 酶 ( L D H
,

S i s m a 公 司 产

品 ) 聚合在凝胶内 ( 1 5OU / 4 Om l )
,

聚合时间

控制在 1 ~ 2 分钟
〔 “ , 。

3
.

加样和 电泳 将溶血液与 40 %蔗糖—
zm M E D T A 钠溶液按 i : 1混合

,

加样 2 5林1
。

在 4 ℃下固定电压理90 伏
、

电泳1 6小时
。

四
、

电泳后 G P T 活性区带的显示

1
.

原 理

G P T 催化 L一丙氨酸和 a 一酮戊二酸转变为
L一谷氨酸和丙酮酸

,

生成的丙酮酸通 过 乳 酸

脱氢酶的催化转变为乳酸
,

在乳酸生成的过程

中伴有还 原 型 辅 酶 (I N A D H ) 氧化 为辅 酶

I ( N A D )
。

在 3 6 5 n m 紫外灯照射下
,

N A D H 发 荧 光

而 N A D不发荧光
。

用双层滤纸饱浸显色液
,

覆盖于电泳后的

凝胶表面
,

于 37 ℃湿盒内温育 1
.

5~ 2小时
,

然

后揭去滤纸
,

在 3 6 5 0入长波紫外分析仪下观察

结果
。

五
、

红细胞 G P T活性测定
仁 7 , 日’

1
.

红细溶血液制备 将 A C D 抗凝血用生

理盐水离心洗涤 3 次
,

取 。
.

2 m l 压积红细胞加

稳定液 ( 0
.

o 5m l 日
一
琉基乙 醉

, 1
.

o m l l o
.

2 7M

E D T A 加 双 蒸水 至 2 o o m l ) Zm l ,

摇 匀
,

置

4 ℃冰箱 1 0分钟备用
。

2
.

反应系统光密度 变化值 测 定 在石英比

色杯中
,

按下列剂量加入试剂
:

试剂 空白杯 `口 ) 标本杯 (川
0

.

SM T r i s一 H C I一 s m M
E D T A

, PH S
.

1

。
.

IM L一丙氨酸

Zm M N A D H

L D H ( 5 0 U /m l )

0
。

4m M P L P

H
2 0

1 ,

20 溶血液

1 0 0 ] 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

6 2 0

2 O

5 2 0

2 O

孙余戈职

丙酮酸

N A D垦雀

图 1 G P T 显色原理示意

2
.

操 作

显色液配制
: L 一丙氨酸 140 m g , a 一酮戊二

酸 10m g ,
N A D H ( S ig m a公司 ) 7m g

,

P L P ( S主g功
a

公司 ) 0
.

z m g 和0
.

z M T r i-S H C I ( p H 7
.

8 ) 5m l
,

加入 L D H ( 5 0 0 U /m l ) 4 0拌1
。

聚丙烯酞胶胶使

用的显色液则不再加 DL H
。

37 ℃温育 10 分钟后
,

在 标 本 杯 中 加 入

0
.

o 1M a 一
酮戊二酸 1 0 0件 l ,

立即 用 日本 岛津

U V 1 2 0一 0 2 型分光光度计于 3峨o n M 测 定 光 密

度
,

空白杯为 B , ,

标本杯为 S
L。 3 7 ℃ 反应 加

分钟后再测定光密度
,

空白杯 为 B Z ,

标 本 杯

为 5
2 。

10 分钟 内光密度变化值 (△ OD ) 二 S , -

S : 一 ( B
l 一 B Z

)
。

3
.

血红蛋白侧定 在 2
.

o m l D r a b k i n 试剂

〔5
.

2 m g K c N
,

2 0m g K 3F e ( C N )
。 , 0

.

z g N a H C o .

加双蒸水至 1 0 0m l 〕中加 0
.

2m l 溶血液
, 1 5 分

钟后
,

以 D r a b k i n 试剂作空白对照
,

在 5 4 0 n M

波长测定光密度为 H
。

4
.

酶活性计算

酶活性
二 △ O D

6
。

2 2

1
入

一
万 入
1 0

一
2一

x

n _

n Z
1 0 0

H x 6 4 4 5 8 x l l

4 4 x 1 0 x 1 0
3

△ OD

H

义 4 9
.

8 8 ( E U / g H b





表 3 G P T三 种 电 泳 表 型 的 活 性

表 型 例数 又 S DS D 实 测 值 P

0
。

6 43 3
。

3 2 4一 5
。

4 4 2

2一 1

1 1

1 6

4
。

43 3

2
。

900 1
。

3 9 4一 3
。

7 6 2 <0
。

0 1

2 2
。

3 45 0
。

8 7 0 1
。

3 0 2一 3
。

3 9 6 <0
。

0 1

3 5 3
。

2 5 5 1
。

1 3 5 1
。

3 20一 5
。

4 4 2

从表 4中可见
,

纱布
、

白棉布
、

滤纸和玻

璃血痕在 4 ℃保存
,

两周 以内全部可以检出
,

其中玻璃血痕的可测时间略长
;
25 ℃保存时

,

4 天以内可以检出 ; 37 ℃保存则 1 ~ 2 天内可

以检出
。

表 4 不同温度下血痕 G P T 的

可测时间

基 质 例数
可测时间 (天 )

4 ℃ 2 5℃ 3 7℃

妙 布 7 1 4 4 1

白棉布

滤 纸

玻 璃

1 5

1 5

5 1 9 5 2

实验中
, 4 ℃ 1 5一 2 1天

、
2 5 oC 5 一 7

3 7℃ 2 ~ 3 天的血痕
, 1 型可检出而 2一 1

2 型则活性消失
。

四
、

血液和血痕 G P T 盲测

将已知 G PT 型的静脉抗凝 血 8 例
,

人编号
,

测定结果全部正确
。

已知 G PT 型的血痕盲测结果如下
:

天和

型和

由 别

表 5 25 ℃保存的血痕盲测结果

基 质 例数
时间
(天 )

正确 . 不能判定 错误

1 3 /13 3 1 3 / 13 0 0

白棉布 13 1 3 / 1 3

8 5 6 / 8 2 / 8 0

*
不能判定

,

系 G P T 活性区带消失

讨 论

一
、

G P T 基因频率的种族差异

G P T 基因频率存在种族差异
。

在 所 有 黑

人群体中
,

G tP ,
频率均在。

.

8 以上
。

亚洲的日

本和台湾 G tP ,
频率在 0

.

5~ 0
.

6之间
,

而南亚

地区一般低 于 0
.

5
。

欧美的白人与日本和台湾

群体相似
。

在西南太平洋群岛
,

由于地域的隔

离
,

G tP
,

频率的差异甚大
。

到 目前为止
,

G p ’ t

的最高频率是伊里安 群 岛的 A u y u 群 体
,

为

0
.

9 6 8 6 ,

最低频率为阿撒巴 斯 卡 A ht n a 群 体

的 0
.

26 。
。

本文测定的 G tP
’

频率为 0
.

5 2 5 ,

此结果
一

与

白种人及亚洲的日本和台湾人群的差异无显著

性
,

而与黑人及菲律宾群体的差异有极显著意

义

产生上述差异的主要因素可能是
:

不同 l也

区的自然选择作用使某些等位基因和等位纂因

的某些组合优先存在
,

从而影响基因频率
。

二
、

G P T 的稳定性及表型与活性的关系

G P T 的稳定性较差
。

血 清 G PT 25 ℃时 可

稳定 3 天
,

O 一 4 ℃可稳定 1 周
。

本文血痕测

定的结果也表明
,

温 度 对 G rP 活 性影 响 甚

大
。

G PT 的活性存在 型 别 差异
。

本 文 3 种

G PT 表型的活性比例为 1 : 0
.

65
:
0

.

53
, 1 型

与 2
一
1 型和 2 型的活性差异有显著性

。

这与国

外同类实验结果相似
。

因此有理由认为
,

血痕

中 3种表型的可测时间不同与它们自身的活性

差异有关
。

三
、

G P下型判定在法医学中的应用

1
.

亲权鉴定 在白人
、

黑人和日本人中
,



·

50
·

从父权排除率来看
,

G PT 都是起主要 作 用 的

酶之一
t . ’ 。

本文报告的 G PT 父 权排 除 率 为

O
,

1 8了
,

略高于其它酶标记
。

可以 认 为
,

G PT
可 作 为 法 医亲权鉴定中的重要 标 记 系统之

2
。

血雍浏定 从理论上 说
,
G P T 的 个 体

识别效能较高
。

但由于血痕 G PT 的持 续 时间

较短
,
因而在实际工作中受到一定限制

。

然而

若能将血痕检材冷藏和及时 送 检
,

血 痕 G PT
检测也有一定的实用价值

。

,
J
、

结

一
、

广州地区中国人 G PT 表型频 率 为
:

1型 2 9
。

6 0%
,

2一 1型 4 5
。

8 5%
, 2 型 2 4

.

5 5% ,

G P t , 频率 0
.

5 2 5
,
G P t

Z

频率 0
.

4 7 5
。

被检群体

处于物
r d y 一W e i n b e r g 遗传平衡状态

。

二
、

G P T 的活性为
:
1型 4

.

4 5 3 士 0
.

6 4 3 E U /

g H b
, 2一 i型 2

.

9 0 0 土 0
.

8 3 5E U / g H b
,

2 型 2
.

3 4 5

士 o
.

8 70 E U / g H b
。

1型与 2一 1 型和 2 型的活性

差异有显著性
。

三
、

G PT 的父权排除率为 。
.

1 87
,

可作为

法医学亲权鉴定的主要标记系统之一
。

四
、

纱布
、

滤纸
、

棉布和玻璃血痕的可测

时间相似
。

在 4 ℃两周
、

25 ℃ 4 天和 37 ℃ 1天

以 内
, 3 种表型均能判定

。

25 ℃ 4 天的血痕盲

测全部正确
。
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S tU d i CS 0 11 t h e

C e l l G P T

G e n e ti e P o ly m o r Ph i s m o f t h e R e d

i n C h i n C S C

D e t e t m i n a t i o n o f t h e G P T

(i n G u a n Zg h o u ) a n d

T y P e S f r o m B l o o d S t a i n s
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