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多重聚合酶链反应快速诊断基因缺失型

假肥大型肌营养不 良症
①
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提 要 应用 9 对寡核昔酸引物先 5 对后 4 对分 2套分别扩增 uD hc hen en 型肌营养不良症 ( D M D )基因

9 个不同的外显子区域
,

对 9 个 DM D 型肌营养不良症 ( D M D )家系和 l 个 BM D 家系共 13 例 D M D / BM D 患

者进行筛查
,

发现 7 例 D M D 患者的 D M D 基因存在一个或数个外显子所在的区域的缺失
,

从而不但明确了这

些家系 D M D 基因突变的分子基础
,

而且为这些家系的遗传咨询和产前诊断提供了科学依据
。
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D u e h e n n e 型 肌营养不 良症 ( D u e h e n n e

m u s e u l a r d y s t r o p h y
,

D M D ) 和 B e e k e r 型肌

营 养不 良症 ( B e e k e r m u s e u l a r d y s t r o p h y
,

BM D )是人类最常见的 X 连锁隐性遗传病之

一
,

发病占出生 男性活婴的 l 3/ 50 0( D M D )

或 1 / 5 0 0 0 0 ( BM n ) [
` ]

。

D M D 是一种慢性进

行性神经肌肉疾 患
,

3一 5 岁起病
,

12 岁前丧

失站立和行走能 力
,

20 岁左右死于心力衰竭

或呼吸衰竭
;
但它的等位型 BM D 发病较晚

,

病程进展较缓
,

病情较轻
,

部分患者可有生育

能力
。

一般在 16 岁后丧失站立和行走能力
,

可活至 30 岁
,

甚至更长时间
。

D M D 基因发

生部分 缺 失
,

部 分重 复及 单一碱基取代是

D M D / BM D 发病的分子遗传学基础
。

其中缺

失型突变占 60 %
,

大部分分布在 D M D 基因

的 5
`

端和 中央 区 (分别相当于 D M D 基 因外

显子 1~ 1 1 和 4 4 ~ 5 2 之 I司区域 ) [卜
’ 〕

。

依据

这种缺 失 热 点分布特点
,

C ha m bl ia n
等于

一9 8 5 年及 B e g g s
等 1 9 9 0 年分别采用 6 对

,

9

对及 18 对针对上述缺失热 点区域的寡核昔

酸 引物对 D M D / B M D 患者基因组 D M D 基

因扩增
,

并根据扩增片段的出现与否及多少

而达到对缺失型患者基因诊断的目的
,

从而

为这些缺失型家系的遗传咨询和产前诊断提

供了科学的依据 〔`一 6〕
。

与传统的缺失型基因

诊断技术 D N A 印迹杂交 ( S o u t h e r n b l o t h y
-

b r id i z a t i o n )相比
,

本技术耗 时短
,

花费少
,

结

果可靠且易判断
,

已成为国 内外筛查 D M D

基因缺失型突变的首选方法
。

我们应用 9 对寡核昔酸引物先 5 对后 4

对 分 2 套筛查 了 9 个 D M D 家系 和 1 个

BM D 家系共 一3 例 D M D / B M D 患者
。

结果发

现 7 例存在 1个或数个外显子
,

甚至 9 个外

显子所在的片段发生了缺失
,

从而 不但 明确

了这些患者本身的分子遗传学的发病基础
,

而且为在这些缺失型 D M D / BM D 家系中遗

传咨询和产前基因诊断工作的开展奠定了科

学的基础
。

1 材料和方法

1
.

1 病例资料

9 个 D M D 家系中 n 个 D M D 患者及 1

个 B M D 家系中 2 个 BM D 患者的诊断依据

① 广东省科委科研基金资助课题
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② 第一作者
, 1 9 6 5 年出生
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男
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9 对引物多重 P C R

应用 9 对引物先 5 重后 4 重分 2 套多重

P C R 筛查 了 10 个家系 中的 13 个 D M D /

BM D 患者
。

结果发现 7 例患者的 D M D 基因

发生了缺失型突变
,

并且在所考察的 9 个外

显子中受 累最常见的外显子是 48 和 51
,

其

详细缺失情况见附表
。

附表 10 个家系中 13 例 D M D / B M D 患者 9 对引物多重 P C R 结果

家系

编号

患者

编号

扩增外显子

1 0 0 1

4 8 1 2 1 7 1 9 4 4 4 5 4 8 5 1

+ + + + + + + + +

十十++++++十十++++++ ++++++++++ ++++++++++++++++ ++十+ +++++十++++++++十+十十++++++1 0 0 2

1 0 0 3

1 0 0 4

1 0 0 5

1 0 0 6

1 0 0 7

++++一++一
1 0 0 8

1 0 0 9

++ ++1 0 1 0 + +

1 0 1 1 + +

1 0 1 2

1 0 1 3 + + + + +

注
: “
+

”
和

“
一

”
分别表示相应外显子所在的片段扩增成功和失败

3 讨 论

D M D 基 因部分 缺失
,

部分 重复及单碱

基置换突变是 D M D / BM D 发病的分子遗传

学基础
。

缺失型 突变占 60 %左右
,

可 累及

D M D 基 因的全长
,

但绝大部分集中在两个

缺失热点
:
5

`

末端区和中央区 .2[
’ 〕

。

基于上述

D M D 基 因缺失型突变的分布特征
,

1 9 8 8 年

C ha m bl
a in 等应用一系列互补于缺失热点区

域的寡核昔酸引物进行 P C R 扩增
,

依据扩增

成功与否判断 D M D 基因相应部位的存在和

缺失从而获得缺失型 D M D / BM D 患者的基

因诊断 [’]
。

目前多重 P C R 基因诊断技术已成

为国 内外 D M D / B M D 患者基因诊断及其家

系风险女性亲属后代产前基因诊断的首选技

术 [`
·
5

· ’ ]
。

本研究所选用的 9 对引物是 由 C ha m
-

bl ia n
等 1 9 9 0 年所设计合成的

。

我们根 据

D M D 基因缺失事件所 累及其各外显子频率

的高低
,

把频率最高的前 5 对引物组成首套
5 重 P C R

,

而剩下频率较低的 4 对引物则组

成第二套 4 重 P C R
。

每一 D M D / BM D 患者

用 上 述 2 套 P C R 系统先 后 扩增 基 因 组

D N A
,

再根据扩增情况 获得缺 失 型 D M D /

B M D 患者的基因诊断
。

根据文献报道首套 5

重 P C R 和次 套 4 重 P C R 对 D M D / BM D 患

者的基因缺失型诊断分别为 41 %和 8 %
,

所

以 单用 首套 5 重 P C R 就 能诊 断 41 %的

D M D / BM D 患者
,

而只有首套 5 重 P C R 未
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获诊断的情况下才用再次 4 重 P c R 技术 〔, ’
。

从 本研究 的 10 个 D M D / BM D 家系来

看
,

7 例缺失型患者的基 因诊断都可由 5 重

P C R 技术来获得
。

而再次 4 重 P C R 技术只

在上述缺失型患者中发现 2 例 患者还存在

D M D 基因其他部位的缺失 ( 10 1 2 和 10 1 3 )
。

所以单从基因诊断的角度来看
,

加做或不加

做再次 4 重 P C R 是没有区别的
,

但从分析某

一 D M D / BM D 患者 D M D 基因突变的具体

细节来看
,

加做再次 4 重 P C R 就对 D M D 基

因突变的实质具有更全面的了解
。

5对和 4 对引物中分别具有互补于 2 个

缺失热点区域的寡核昔酸引物
,

由于 D M D

基因的缺失型突变事件往往只涉及某一个缺

失热点
,

因而 5 重和 4 重 P C R 中未发生缺失

热点上的引物的 P C R 扩增就可成为缺失部

位 P C R 扩增的阳性对照
。

所以
,

D M D 基因的

5 重和 4 重 P C R 技术无需设置阳性对照
,

非

缺失部位 的 P C R 扩增 就 已成 为每次多 重

P C R 扩增的阳性对照
。

多重 P C R 技术的优点在于单次 P C R 就

可考察多个基因组片段
,

但并非无限制地可

以扩增无数个片段
。

在 D M D 基因多重 P C R

的实践中最多达 n 重 P c tR 6]
,

但由于引物

太多
,

退火时互相干扰
,

导致引物对之间扩增

程度参差不齐
,

扩增产物电泳带型深浅不一
,

有时难于判断
,

甚至无法判断
。

因此
,

近年来

多重 P C R 趋向于把引物对数限制在一定范

围内
。

中国医学科学院基础医学研究所遗传

室首次把 C h a m b l a i n 等 1 9 9 0 年所用的 9 重

P C R 改成首套 5 重和次套 4 重 P C R 技术
,

扩增产物电泳带型清晰
,

结果可靠
,

易于判

断 .6[
’ 〕 。

本研究在上述基础上进一步简化了扩

增程序
,

并扩大 了其应用范 围
,

用常规 P C R

扩增试剂即可完成多重 P C R 扩增
,

值得推广

应用
。
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O n e o r m o r e f r a g m e n t h a s b e e n f o u n d t o b e d e l e t e d i n f i v e D M D a n d t w o B M D p a t ie n t s

b y m u l t iP l e x p o l y m e r a s e e h a i n r e a e t i o n i n a s u r v e y o f t e n m u s e u l a r d y s t r o p h y P e d i g r e e s i n

w h i e h t h i r t e e n m a l e s a r e a f f e e t e d ( o n l y t w o BM D i n a s i n g l e p e d i g r e e )
.

T h e g e n o m i e D N A o f

a 11 t h e a f f e e t e d p a t ie n t s h a v e b e e n a n a l y
z e d b y m u l t i p le x P C R i n v o l v i n g a t w o 一 s t e p m e t h o d i n

w h i e h f iv e f r a g m e n t s w e r e f i r s t l y a m p l if i e d w h e r e a s t h e n e x t f o u r i n a n o t h e r a b s o l u t e e p p e n
-

d o r f l a t e r
.

O u r r e s u l t s r e v e a l e d t h a t e x o n 4 5 a n d e x o n 4 8 a r e t h e m o r e f r e q u e n t o n e s i n v o l v e d

i n t h e e v e n t s o f d e l e t i o n s in t h e d y s t r o p h i n g e n e
.

W i t h t h e s e r e s u l t s w e e a n t a k e a d i r e e t a n d

a e e u r a t e p r e g n a n t d i a g n o s i s in t h e s e f i v e d e le t i o n
一

p o s i t i v e f a m il ie s
.

S u b j e e t h e a d i n g s m u s e u l a r d y s t r o p h y / d i a g n o s i s ; p o l y m e r a s e e h a in r e a e t io n
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`
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In t h e p r e s e n e e o f l m m o l / L e x t r a e e l l u l a r C a Z + ,
t h r o m b i n ( 0

.
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