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位点多态性及与

肝豆状核变性的连锁关系
①

徐评议② 梁秀龄 刘烨霖 潘锡榜

(中山医科大学神经病学教研室 ; 广州
,

5 10 0 80)

提 要 D
l

aS
3 ,

标记位于 D
, 3 q , 4

·

3 ,

其 T aq
.

内切酶切点的等位片段在中国人群中与白种人相同
,

且等位片

段频率差异不明显
。

通过对 75 名中国人正常个体分析
,

该标记的多态性等位片段频率结果如下
:
4

.

k6 b 片段

的频率为 54 %
、

6
.

k7 b 片段的频率为 46 %
、

4
.

6k b / 6
.

k7 b 杂合子频率为 53 写
。

通过对 12 个肝豆状核变性家系

连锁分析
,

我们证实 1D
3

3S
:

标记位点与肝豆状核变性基因位点存在紧密连锁关系 (e ~ 。
.

00
,

L do cS or
e ~

5
.

19 )
.

在 12 个肝豆状核变性家系 44 名同胞中
,

检出 4 名症状前患者
,

14 名杂合子及 3 名正常纯合子
。

其结

果表明
,

D ” 5 3 ,

/ T aq
,

可用于肝豆状核变性的症状前诊断和杂合子检测
。

主题词 肝豆状核变性 , 基因
;

连锁 (遗传学 )

中图号 R 7 4 .2 4

w ils
o n 氏病 ( w D )也称肝豆状核 变性

( H e p a t o l e n t i e u l a r D e g e n e r a t io n ,

H L D )
,

是

一种常染色体隐性遗传病
。

据估计
,

该病的世

界发病率为 0
.

5 / 1 0 万 ~ 1八 0 万
,

基 因频率

为 0
.

5 6 %
。

该病在我国神经遗传病中比较常

见 (李询华
,

全国第四届神经遗传病会议资料

报道 )
。

该病以铜代谢障碍为特征
,

金属铜 沉

积于肝
、

大脑基底节
、

肾及角膜
,

从而引起相

应的临床症状
。

其诊断主要依据临床症状
、

体

征及铜生化检测
,

如血清铜 蓝蛋白
、

血清铜 水

平及 24 小时尿铜含量
。

但 目前利用铜生化检

测
,

其结果在正常人
、

杂合子及患病纯合子之

间有重叠
,

无法准确地检出杂合子
,

其症状前

诊断或早期诊断也存在困难
。

故近年来国内

外学者利用分子生物学技术
,

对 W D 基因进

行连锁分析
,

以建立有效的早期诊断及杂合

子检测方法
,

并取得较大成果
。

目前该病致病

基因精确定位于 D
1 3
q
` .4 ’ ,

在此区域 已分离获

得 2 0 余种与 W D 基因紧密连锁的 D N A 标

记探针
,

且认为 1D
3

3S
,

位点与 W D 基因位点

的遗传距离最近
,

故本文选用 D
, 3
5

3 ;

标记分

析中国人在此位点的等位片段频率及与 W D

基因在 12 个 W D 家 系中的连锁关系
,

并讨

论其意义和作用
。

1 材料和方法

1
.

1 群体 D N A 标本

抽取无 亲缘关系正常个体 75 例外周抗

凝全 血 4 o m l
,

加 双 蒸水 3 o m l 摇匀 s m i n ,

3 s o o r /m i n 离 心 l o m i n ,

弃上清
,

加 生 理盐

水 4 o m l 摇匀 3 s o o r /m i n 离心 l o m i n Z 次
,

弃上清液 后于 sm l S T E ( 15m m o l / L )
、

8 0拜 l

蛋 白酶 K ( l o m g /m l )和 0
.

sm l l o % S D S 反应

体系中 42 ℃消化过夜
。

经酚
、

氯仿抽提
,

无水

酒精沉淀后 T E 溶解基 因组 D N A
,

T aq
,

酶

切 5 ~ 10拌g 基因组 D N A 并经 S o u t h e r n b lo t

转移至硝酸纤维膜上
。

1
.

2 W D 家系 D N A 标本

W D 患者经中山医科大学附属第一 医院

神经科确诊
,

具有典型 的症 状和体征
,

角膜

K
一

F 环阳性以及血清铜蓝蛋白和血清铜水平

低下
,

24 小时尿铜含量增高等生化特征
。

家

系组包括患者父母及同胞兄妹
。

D N A 抽提方

法同上
。

① 本课题由国家教委博士点基金资助

② 第一作者
,

1 9 64 年出生
,

男
,

博士
,

讲师

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1995. 0005
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1
.

3 限制性片段长度多态性 ( R F L P )

连锁分析

D
1 3

5
3 ;

位 点 探针 菌 种 P C R 1 3 2 4 ( 质 粒

p u c s ) 由美国 A T C C 公司提供
。

所需生物试

剂 T aq
: 、

E co R : 、

随机 引物 标记 盒 由美 国

P or m e g a
公司提供

。

通过随机引物标记法以

5 0拌e i (微居里 ) a 一 ” P
一
C T P 标记 2 5 n g D N A 探

针
。

放 射 比活度 为 6
·

1 2 x 10 ` e p m / n g
,

经

S e p h d e x 一

5 0 过柱后与基 因组 D N A 膜 42 ℃

杂交 1 2~ 1 6 h
,

Z x S S C 一 0
.

5% S D S 洗膜压 X

线底片经放射性自显影阅读带型
。

.1 4 统计学处理

L o d s
值计算

。

L o d S e o r e s
值 ( Z )和 0 值

计算根据 E m er g
.

E A 提 供的方法计算并假

设 氏一 ef
。

2 结 果

.2 I D
: 3
5

3 ,

/ T a q l

在中国人群中的多态性

用 T a q
:

酶切人类基因组 D N A
,

D 1 3
5

31

位

点 P C R 1 3 2 4 探针杂交后出现 2 条等位片段
。

片段长度分别为 6
.

k7 b 和 4
.

k6 b
。

我们检测

了 15 0 条无亲缘关系个体的染色体
,

结果显

示
: 6

.

7 k b 等位片段的频率为 4 6%
, 4

.

6k b 片

段的频率为 54 %
,

杂合子频率为 53 %
,

信息

含量值较高
,

提示此位点可作为有用的连锁

分析标记 (见表 1 )
。

1

汽哥
习

、

{况
昌

一
,

一
盆 一 硫一

,

~
`
喊

家系工 家系.2 家系 1

:

吊
:`
贺饱

家系东 家系 6

家系 6

:

愚
:

怨
家系 7 家系 8

黑
:

吊
:

:凑含热
)

家系 .9

家系 1 0

1 : 4
.

6k b
家系 1 1

2 : 6
.

7 k b

家系 1 2

附图 12 个肝豆状核变性家系结构图



第 l 期 徐评议
,

等
.

中国人 D
1 3
s

, ,

位点多态性及与肝豆状核变性的连锁关系 l 9

表 1 1D
3

sa
,

等位片段及频率

探 针 基因颇率 染色体数目 杂合率

ō.上O八 甘6一bP C R 1 3 2 4

位 点

D
一3
S

a -

内切酶

T
a q l

基因片段

1 : 4
.

6 k b

2
:
6

.

7 k b

5 4写

4 6%

5 3写

2
.

2 W D 家系 R F L P 连锁分析

分析 1 2 个 W D 家系 (见 附图 ) D
1 3
5

3 ;

位

点的多态性及与 W D 基因位点的传递规律
,

发现 D 1 3
5

3 ;

等位片段 6
.

7k b 和 4
.

6 k b 片段相

分离
,

其传递规律符合孟德尔规则
,

经配对连

锁分析
,

二位点之间的 a为 0
.

0 0 ,

L o
ds 值 (Z )

为 5
.

1 9 ,

提示存在紧密连锁关系
。

L od
s
值计

算见表 2
。

表 Z D
, 3 5 3 1

位点 L o d s

值计算结果低 = 0m )

子代基因型
家系

a b e d 0
.

0 0 0
.

0 5 0
.

2 0 0
.

3 0 0
.

4 0

姐

姐 3
:
0

X I 3
:
2

0
.

5 0 0

0
.

1 8 3

0
.

7 2 7

一 0
.

0 6 2

0
.

0 1 6

一 0
.

0 5 8

0
.

5 0 0

0
.

1 8 3

1
.

2 0 4

一 0
.

0 4 0

0
.

1 0 0

0
.

1 3 6

0
.

0 1 6

一 0
.

0 5 8

0 0 4 9

0
.

0 6 3

0
.

1 0 0

0
.

1 3 6

0
.

1 2 5

一 0
.

0 5 8

0
.

2 5 0

0
.

0 6 3

0
.

9 7 7

0
.

0 5 8

0
.

4 0 9

0
.

1 3 9

0
.

6 2 5

一 0
.

0 4 7

0
.

0 1 2

一 0
.

0 4 5

0
.

4 0 9

0
.

1 3 9

1
.

0 7 4

一 0
.

0 2 9

0
.

0 7 6

0
.

1 0 3

0
.

0 1 2

一 0
.

0 4 5

0
.

0 3 7

0
.

0 4 4

0
.

0 7 6

0
.

1 0 3

0
.

0 9 8

一 0
.

0 4 5

0
.

1 9 9

0
.

0 4 4

0
。

8 4 6

0
。

0 4 5

0
.

1 0

0
.

3 2 4

O
。

0
-

一 .0

0
。

一 .0

0
.

0
.

0
.

0
.

O
.

O
.

O
.

1 0 4

5 2 3

0 3 5

0 0 9

0 3 4

3 2 4

1 0 4

9 3 1

0 2 1

0 5 7

0 7 6

0 0 9

0 3 4

0 28

0 3 0

0 5 7

0 7 6

0 7 5

0 3 4

1 5 4

0 3 0

7 1 3

3 8

0
.

1 7 9

0
.

0 5

0
.

3 2 7

一 0
.

0 1 7

0
.

0 0 5

一 0
.

0 1 7

0
.

1 7 9

0
.

0 5 5

0
.

6 3 6

0
.

0 1 0

0
.

0 2 8

0
.

0 3 8

0
.

0 0 5

一 0
.

0 1 7

0
.

0 1 4

0
.

0 1 3

0
.

0 2 8

0
.

0 7 8

0
.

0 3 9

一 0
.

0 1 7

0
.

0 8 2

0
.

0 1 3

0
.

4 52

0
.

0 1 6

0
.

0 7 7

0
.

0 2 3

0
.

1 5 8

一 0
.

0 0 7

0
.

0 0 2

一 0
.

0 0 7

0
.

0 7 7

0
.

0 23

0
.

3 4 1

0
.

0 0 4

0
.

0 1 1

0
.

0 1 6

0
.

0 0 2

一 0
.

0 0 7

0
.

0 0 5

0
.

0 0 5

0
.

0 1 1

0
.

0 1 6

0
.

0 1 6

一 0
.

0 0 7

0
.

0 7 5

0
.

0 0 5

0
.

22 1

0
.

0 0 6

0
.

0 1 8

0
.

0 0 6

0
.

0 4 2

一 0
.

0 0 2

0
.

0 0 0

一 0
.

0 0 2

0
.

0 1 8

0
.

0 0 6

0
.

0 9 8

0
.

0 0 1

0
.

0 0 3

0
.

0 0 4

0
。

0 0 0

一 0
.

0 0 2

0
.

0 0 1

0
.

0 0 1

0
.

0 0 3

0
.

0 0 4

0
。

0 0 4

一 0
.

0 0 5

0
.

0 0 8

0
.

0 0 1

0
。

0 5 8

0
.

0 0 1

,工Q乙
.

…
J任11

11..1八j00....

……
,王
40
月任勺乙

一 0
.

O
.

O
。

O
。

O
.

0
。

一 .0

O
.

0,111

……
J任llQ乙

合计 L o d s

值 ( Z ) 5
.

1 9 4
。

3 3 4 3
.

7 4 1 2
.

1 8 6 1
.

0 2 1 0
.

26 9

注
: a

、

b
、
。

、

d 为家系子代基 因型
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1 6 ( l )

在 12 个 W D 家 系 68 名成员中
,

通过连

锁分析
,

在 44 名 同胞 兄妹中
,

获得连锁分析

信息者共 21 名
,

占 47
.

73 %
。

其 中肯定为 W D

杂合子者为 14 名
,

占 31
.

8%
,

正常纯合子 3

名 (家系 4 的 l ; 、

1
5 、

l
。
)

。

获得症状前诊断

者 4 名
,

其基因型 皆为 4
.

6k b 纯合子
,

与其先

证者基 因型相同 (家系 5 的 1
2 、

卜
,

家系 2

的 l :

及家系 12 的 l :
)

。

通过临床体检及铜

生化检测
,

均 显示轻度锥体外系症状及血清

铜低下 (正常值为 1 3
.

0 7一 1 9
.

6 1拌m o l / L )
,

血

清 铜 蓝 蛋 白水平低 下 (正 常值 为 2 1
.

1一

.4 5拌g / d L )及 24 小时尿铜含量升高 (正常值

9
·

8一 3 7
·

6拼g / 2 4 h )
,

另外
,

无法 获得连锁分

析信息而不能确定者 15 名
,

因技术原因不能

确定者 1 名
,

占 3 6
.

3 %
。

3 讨 论

3
.

1 中国人 D
1 3

53
1

位点 D N A 多态性

75 例无 亲缘关 系个体基 因组 D N A 经

D ;

55
3 ;

/ T aq
;

分析表明
,

T aq
,

酶切位点多态性

在所检中国人群中存在
,

等位片段大小与 白

种 人相同
,

频率相近
。

提示这些 R F L P 可能

来自共同的祖先
。

其杂合率大于 50 写
,

有助

于对肝豆状核变性病进行遗传咨询
。

3
.

2 肝豆状核变性家系连锁分析

自 1 9 8 5 年 F r y d m a n [ , ]报告 W D 基因与

红 细胞醋酶 D ( E S D )基因连锁并将其定位

于 D
1 3 q ,
卜

2 ,

以来
,

有关 W D 分子生物学研究

的文献 日趋增多
。

F a r r e r ( 19 5 5 年 ) [2 ]
、

Y u e -

b a s z i y a n 一
G u r k a n ( 1 9 9 1 年 ) [

, 〕 、

F ig u s ( 1 9 5 9

年 ) [`〕、

B o w e o e k ( 1 9 8 7 年
, 一9 8 8 年 ) [ ,一 `〕等相

继发表文献支持这一发现并证实 D I : 5 2。 、

1D
3

5
1。 、

n
1 3
s

5 , 、

n
; 3
5

3 , 、

R B
I

等位点与 W D 基因存

在紧密连锁关系
。

F a r r e r [ ,〕推测 D
1 3
s

3 ,

位点位

于 D
, 3
q .14

’ ,

与 w D 基因位点的遗传距 离为

0
.

4e M ( e e毋 1 e m o r g a n s )
,

适于 作 W D 的连

锁标记
。

s t e w a r t [吕 ]等构建了 D
13 q “

· ’
区域精 ha

遗传图谱
,

从 图谱中可以发现 D
13
5

3 ,

位点与

W D 基因位点的遗传距离仅为 。
.

c3 M
。

我们

的结果显示 1D
3

3S
,

位点与 W D 基因位点存在

紧密连锁关系 ( o = 0
.

0 0 ,

z ~ 5
.

1 9 )
,

与 s t e w
-

ar t 报告相一致
,

且 比 R B I

基 因位点与中
一

国

人 W D 基因的遗传距离为 5
.

oc M (资料待发

表 )更接近 W D 基 因
,

提示应用 1D
3
5

3 1

位点对

W D 家系进行连锁分析
,

可以获得更多的遗

传诊断信息
,

也为进 一步在中国人群中克隆

W D 基因提供了依据
。

根据连锁分析的结果
,

家系 5 的同胞 l
: 、

l
:

同为 W D 症状前患者

的可能性为 94
.

1 %
。

但由于 1D
3

3S
,

位点仍与

W D 基 因位点存 在 3%的重 组率
,

故在家系

3
、

6
、

7
、

8
、

9 等 5个 W D 家系中无法获得遗传

诊断信息
。

当然
,

不能排除这 5 个 W D 家系

中患者系自然突变或受酶切位点的影响
。

据

报道
,

W D 基因大小约 8k0 b
,

由 19 个外显子

或内含子组 成且 以点 突变为主 91[
。

故应 用

R F L P 连锁分析不适为 W D 基因诊断的有效

手段
。

选择两种或两种以上 W D 基因位点附

近的侧翼标记对 其进行单倍体分析
,

可 以获

得更多的遗传诊断信息 (资料待发表 )
。

利用铜 生化检测正常人
、

w D 患者及杂

合子
,

其结果在三者之间重叠
,

不能准确地区

分 W D 症状前患者及杂合子
。

肝穿刺活检禁

忌症较多且病人痛苦不易接受
,

不宜推广
。

因

此
,

运用 R F L P 连锁分析对 W D 家系进行基

因诊断为之开辟了新的途径
。

我们的结果表

明
,

应用 D 1 3
5

3 ,

位点对 W D 家系进行症状前

诊断及杂合子检出是有效的
。
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