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散发性早发帕金森病 parkin基因 1 、2号
外显子突变的研究

徐严明 , 刘焯霖 , 陈　彪 , 陶恩祥 , 陈国俊 , 黎锦如

(中山医科大学附属第一医院神经科 , 广东 广州　510080)

摘　要:【目的】研究 parkin 基因 1 、2 号外显子突变与散发性早发帕金森病发病的关系。【方法】应用聚合酶链反应

(PCR)、琼脂糖凝胶电泳和单链构象多态性(SSCP)方法检测 52 例散发性早发帕金森病病人外周血白细胞 DNA 的 parkin 基

因 1 、2 号外显子突变情况 ,并对 SSCP 有异常泳动外显子进行 DNA 测序。【结果】发现 1 例病人(1.9%)存在parkin 基因2 号

外显子缺失 , 2 例病人(3.8%)分别存在 parkin 基因 1、2号外显子 PCR产物 SSCP 发生泳动变位 , 测序发现 1号外显子为杂合

突变(T103C), 2 号外显子为纯合突变(G237C)。【结论】parkin基因 1 、2号外显子突变可能与部分散发性早发帕金森病发病有关。
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Mutation Detection on Exon 1 and 2 of Parkin Gene in Sporadic

Early-onset Parkinson' s Disease

XU Yan-ming , LIU Zhuo-lin , CHEN Biao , TAO En-xiang , CHEN Guo-jun , LI Jin-ru

(Department of Neurology , First Affiliated Hospital , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Objective】To study the relationship betw een mutations on exon 1 , 2 of parkin gene and spo-

radic early-onset Parkinson' s disease.【Methods】The deletion and sing le strand mobility shif t on exon 1 and 2 of

parkin gene in peripheral w hite blood cell DNA were detected by using PCR , agarose elect rophoresis , and SSCP

techniques in 52 patients w ith sporadic early-onset(onset age≤50)Parkinson' s disease.The exons w ith mobili-

ty shif t on SSCP were sequenced.【Results】One delet ion(1.9%)of exon 2 , 2 cases with single strand mobility

shift(3.8%)on exon 1 and exon 2 respectively , one heterozygous mutation(T 103C)on exon 1 and one homozy-

gous mutation(G237C)on exon 2 w ere found by sequencing .【Conclusion】Mutations on exon 1 and 2 of parkin

gene are likely to be related to sporadic early-onset Parkinson' s disease.
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　　帕金森病(Parkinson' s disease , PD)是老年人

中常见的神经变性疾病 ,据估计 ,55 岁以上人群中

患病率为 1%,但迄今为止 ,病因尚不清楚。1998

年 Kitada
[ 1]
等发现并克隆了常染色体隐性遗传的

青少年型帕金森综合症(autosomal recessive juve-

nile parkinsonism , AR-JP)的致病基因—parkin 基

因 ,并发现此基因外显子的缺失 ,随后新的缺失及

点突变在欧洲相继被发现[ 2] 。这些研究对于了解

帕金森病病因具有重要意义 , 成为当前研究的热

点。目前 ,散发性早发帕金森病(sporadic early-onset

Parkinson' s disease , sEOPD)与 parkin基因突变的研

究尚少见报道。我们应用聚合酶链反应(PCR)、琼

脂糖电泳和单链构象多态性(SSCP)方法检测 sEOPD

病人 parkin基因 1 、2号外显子突变情况 ,以帮助了
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解parkin基因突变与 sEOPD发病的关系 。

1　资料与方法

1.1　资　料

52例 sEOPD病人均来自中山医科大学附属

第一医院神经科帕金森病专科门诊。PD按照国际

上广泛采用的 CAPIT 标准
[ 3]
诊断 。 sEOPD 发病

年龄要求≤50 岁 ,其中男性 28 例 ,女性 24例 ,年

龄 46 ～ 53岁(平均 51.2 岁),发病年龄 38 ～ 50 岁

(平均 44.4 岁),父母非近亲结婚 , 家族中无类似

PD患者。

对照组:10例正常对照 ,来自门诊健康查体人

员 ,排除肿瘤及神经系统疾病 ,无神经系统遗传病

家族史 ,年龄 28 ～ 50岁 ,平均 43.2岁。

1.2　方　法

1.2.1　PCR扩增及外显子缺失检测　常规酚/氯

仿法抽提新鲜静脉血基因组 DNA。1号 、2号引物

序列参照文献
[ 1]
由 Sagon 合成。25 μL PCR反应

体系含0.5 ～ 1μL DNA样品 ,2 mmol/L dN TP 2.5

μL ,两条 20 pmol/L 引物各 1μL ,10×PCR缓冲液

2.5μL , Taq 酶 1 U ,加去离子双蒸水至 25 μL。

PCR反应条件:预变性 94 ℃5 min;之后 94 ℃30

s , 71 ℃/58 ℃(1号外显子/2号外显子)30 s , 72 ℃

30 s ,共 30个循环;72 ℃延长 10 min。发现有外显

子缺失的标本 ,以 β-actin为内对照 ,与内对照引物

共同扩增 ,证实缺失。15 g/L 琼脂糖凝胶电泳 、溴

化乙啶染色 ,紫外灯下观察 PCR产物 , DNA 分子

质量标准为 pBR322 DNA/ Msp Ⅰ(华美生物工程

公司)。

1.2.2　SSCP　①含 50 mL/ L甘油的 80 g/L 聚丙

烯酰胺凝胶在 220 V(6.6 V/cm)恒压 26 mA 恒流

条件下预电泳 30 min。 ②PCR产物 5μL 加 10 μL

载样液(体积浓度 950 g/L 的去离子甲酰胺 , 20

mmol/ L EDTA , 0.25 g/L 溴酚蓝 , 0.25 g/ L 二甲

苯氰),在 98 ℃变性 10 min ,冰浴 10 min 后上样。

③220 V恒压 26 mA 恒流条件下电泳 5 h(1 号外

显子)/14 h(2号外显子)。取胶 ,固定 、银染 、显色 、

摄影 。

1.2.3　DNA 测序　PE377 DNA测序仪对有单链

泳动变位的外显子进行正反双向测序。

2　结　果

2.1　parkin基因1 、2号外显子缺失琼脂糖电泳结果

52例 sEOPD及 10 例正常对照基因组 DNA

parkin基因 1号外显子扩增 ,均获得长 112 bp的特

异性扩增带 ,1号外显子未见缺失。正常对照及 51

例 sEOPD获得2号外显子长 308 bp的特异性扩增

带 ,1例病人(代号为 A22 ,1.9%)parkin 基因 2 号

外显子纯合子缺失 ,如图 1所示。

图 1　parkin基因 2 号外显子缺失琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1　Agarose electrophoresis on deletion of

exon 2 of parkin gene

Lane 1 , Marker;Lane 2 , no template DNA;Lane 3 , sEOPD

w ith deletion on exon 2;Lane 4 , sEOPD with no delet ion on exon 2;

Lane 5 , normal cont rol

2.2　PCR-SSCP结果

SSCP 分析发现 , 1 例病人(代号为 A119 ,

1.9%)1号外显子有单链泳动变位 ,具体表现两条

单链前多了 1条异常单链泳动带 ,SSCP 结果如图

2所示;1例病人(代号为 A35 , 1.9%)2号外显子

有单链泳动变位 ,具体表现为两条单链中有 1条变

慢的异常泳带 ,因 DNA 单链构象改变而导致泳动

变位 ,其互补碱基序列虽有改变 ,但构象无改变 ,故

与正常等位基因单链迁移率一致。SSCP 结果如图

3所示。

图 2　parkin基因 1号外显子 SSCP电泳图

Fig.2　SSCP on exon 1 of parkin gene

Lane 1 ～ 3 , normal cont rol;Lane 4 , sEOPD wi th single strand

mobility shift;Lane 5～ 9 , sEOPD wi th no single st rand mobilit y shif t
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图 3　parkin基因 2号外显子 SSCP电泳图

Fig.3　SSCP on exon 2 of parkin gene

Lane 1 ～ 5 , normal cont rol;Lane 6 , sEOPD wi th single strand

mobility shift;Lane 7 ～ 10 , sEOPD wi th no single st rand mobility

shif t

2.3　DNA测序结果

有单链泳动变位的 1号外显子测序发现一杂

合突变(T 103C),如图 4所示;有单链泳动变位的 2

号外显子测序发现一杂合突变(G237C),如图 5 所

示。

3　讨　论

我们研究发现了中国 sEOPD病人存在 parkin

基因 2号外显子的纯合子缺失 ,这与 Ujike 等[ 4]对

散发性青年型帕金森病的研究结果相一致;而与

Kruger等[ 5]研究结果不一致 ,可能与下列因素有

关:①Ujike等研究对象为散发性青年型帕金森病

病人 ,发病年龄在 40岁以前 , Kruger等研究对象发

病年龄较晚(平均 46.42岁),年龄范围较宽(22 ～

55岁),我们研究的对象发病年龄居于其中;②U-

jike等研究对象为日本人 , Kruger等研究对象为欧

洲人 ,而我们研究对象为中国人 ,人种与地域差异

可能有一定的影响;③Ujike 等检测了 1 ～ 12 号外

显子 , Kruger等检测了 2 、4号外显子 ,我们检测了

1 、2号外显子 ,这可能导致缺失阳性率的差异。

我们研究首次发现 sEOPD存在 1 、2号外显子

点突变 。1号外显子杂合性突变(T103C)为 mRNA

起始密码子 AUG中对应的 T 碱基 ,突变使起始密

码子 AUG 变成 ACG ,导致蛋白翻译障碍(截短或

无)。尽管是杂合突变 ,可以以另一条 DNA 为模板

进行转录翻译 ,但蛋白合成量可能受到影响 ,从而

促使疾病发生。2号外显子纯合性突变(G237C)为

一错义突变 ,使 46 位氨基酸由丙氨酸(A)变成脯

氨酸(P),可能影响 Parkin 二级结构 ,从而对其功

能造成影响。我们研究与 Abbas 等
[ 6]
、Hattori

等
[ 7]
在家族性 EOPD研究结果一致 ,这些突变改变

了 Parkin结构 ,影响其功能 ,从而对 EOPD发病造

成影响[ 8] , 可能在 AR-JP 病人大脑黑质神经元的

选择性变性中发挥作用。

目前 , Parkin 蛋白功能尚不完全清楚 , parkin

基因突变如何导致黑质神经元变性的具体机制有

待进一步研究。我们的研究发现 sEOPD病人存在

parkin基因 2号外显子缺失及 1 、2号外显子点突

变 ,这些都可能与发病有关。本研究对于理解帕金

森病发病机制及明确诊断具有重要意义。在尽可

能大的范围内进行家族性及散发性 EOPD 的

parkin基因突变及 Parkin蛋白功能研究 ,将是今后

研究的重点。
(本文图 4 , 5 见封 3)
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