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肝豆状核变性基因连锁图谱的研究
①
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提 要 为寻找适于 中国人 W il so n 氏病 ( WD )基因连锁分析的遗传标记及制定 W D 荃因所在区域的遗传

图谱
,

我们应用 1D
3q ,卜 之, 区域 4 个 D N A 标记对 75 名无亲缘关系个体及 9 个 WD 家系成员进行连锁分析

.

结果

发现 4 个 D N A 标记中 3个标记等位片段与白种人相同而杂合率相异
,

其中 2 个 D N A 标记 1D
3 S 31 ,

P 12 3M I
.

8

与 WD 荃 因存在紧密连锁关系
,

其遗传顺序为
:

着丝点
一
R b

一
D 13 S 31 一

W N D
.

主肠词 肝豆状核变性 /遗传学
.
限制性片段长度多态性

;
染色体图

中图号 R 7 4 2
·

4

肝豆状核变性
,

又称 w il so n 氏病 (w D )
,

是一种

好发于青少年的常染色体隐性遗传病
.

它的生化特

征是铜代谢障碍
.

因该病的临床诊断存在一定程度

不确定性
,

而分子生物学技术的发展为 W D 的早期

诊断 (包括症状前诊 断 )和 杂合子检测 提供 了可

能〔 , 一 ` ] 。

本研究应用 D
, 3 q , ` 一 ”

区域 4 个 D N A 标记 ( R b
,

D
t 3
s

3 , ,
D , 3

5
5 ,

及 E阳 )对 7 5名无亲缘关系正常个体

及 9 个 w D 家系进行 D N A 分析
,

结果报告如下
.

件 L IN K A G E 计算并假设 0
二 = 0 , 。

2 结 果

1 材料与方法

L l D N A 探针

D , :
5

3 , ,
D ,:

5
5 , ,

E S D e D N A 菌 种 探针 由美 国

A T C C 公司提供
。

R b 基因位点 P 12 3 M I
.

8 菌种探

针由美国 W igg
s

博士赠送
。

1
.

2 限制性片段长度多态性分析法

收集 75 例无亲缘关系正常个体及 9 个 W D 家

系 54 名成员外周抗 凝全血各 1
0m l

,

提 取白细胞

D N A
,

用适当限制性内切酶酶切基 因组 D N A
,

再经

oS ut he nr 转移至硝酸纤维膜上并进行杂交和放射性

自显影
。

L 3 统计分析

L
o
ds 值及 0 值计算根据 L at h or p 提供的计算软

2
.

1 4 个 D N A 标记的 D N A 多态性

首次应用 R b 基因位点 P i 2 3M i
.

s / B
a m H I 多

态性对 75 例无亲缘关系正常个体进行 D N A 多态性

分析
,

发现 4
.

4 kb
,
2

.

3k b
,
2

.

kI b 3条等位片段
,

其中

2
.

3 k b 与 2
.

kI b 片段同时出现
.

其基因频率为 4
.

4 k b

( 0
.

4 7 3 )
,
2

.

3 k b + 2
.

I k b ( 0
.

5 2 7 )
,

杂合子 4
.

4 kb / 2
.

3 k b + 2
.

I k b 频率为 0
.

5 2
。

应用 D , 3 5 01

标记 P C R 1 3 2 4 探针对中国人基因组

D N A T aq l 切点进行检测
,

发现 2 条等位片段 4
.

6k b

和 6
.

7k b 与白种人相同
,

其等位片段频率 4
.

6k b 为

0
.

5 4
,
6

.

7 k b 为 0
.

4 6
,

杂合子 4
.

6 kb / 6
.

7 k b 频率为

。
.

53
,

与白种人相近
。

应用 D
1 3 s 5。

位点 P R I ~ 4 探针对 中国人基因组

D N A B a n l 切点进行探测
,

未获 D N A 多态信息
。

应用 E S D 基因
C
D N A 片段 P邓 1D `

·

’ `
对中国人基

因组 D N A 进行 A p a l 切点分析
,

发现 3 条等位片

段
:
8

.

s k b ( 0
.

9 0 )
,
7

.

Zk b ( 0
.

1 0 )
,

另外 3
.

ok b 为恒定

片段
。

等位片段与 白种人相同
,

但杂合子仅为 。
.

15

(见表 1 )
。
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表 1 lD aq , ` 卜 3区域 D N A 标记等位片段及颇率分布

位 点

R b

探针 /醉

P 1 23 M I
.

8 / B
a m H I

等位片段 ( k b )

1
.

2
.

3+ 2
.

1

频率

0
.

5 2 7

杂合率

0
.

52

2
,

4
.

4 0
.

4 7 3

D 1 3S a -

E S D

P C R 13 24 / T
a q l 1

.

4
. 0

.

5 4 0 0
.

5 3

0
.

4 6 0

国外报道频率及杂合率

0
.

70 0
.

50 W ig g s [ 5 ]

0
.

3 0 ( 19 8 8 )

0
.

44 0
.

5 2 B a l e [ 6 ]

0
.

6 6 ( 1 99 1 )

00ō七月了

2
.

.6

P ” D 1 4 1 1 / A p a l 1
。

8
.

8 0
.

9 0
.

1 5 0
,

8

2
.

7
.

2 0
.

1 0
.

2

0
.

3 2 S q u i
r e [ 8 ]

( 1 9 8 6 )

D 1 3S 。 ,
位点 P R i ~ 4 /aB

n l 在中国人群中的多态片段分别为 5
.

6 k b
,

1 1
.

6 k b
, 1 5

.

4k b
,

6
.

gk b
, 4

.

3 k b
, 1

.

g k b
,

而 国外报

道 2 条等位片段为 8
.

s k b ( 0
.

4 4 )
, 4

.

g o k b ( 0
.

5 6 ) [ 7 ]

2
.

2 w D 荃因定位及 1D
3q

’ ` ’一 3

遗传图谱的建立

应用 R b 位点 P 1 2 sM z
.

8 /B
a m H I 对 9 个 w D

家系进行连锁分析
,

发现等位片段在 W D 家系中相

分离
。

两位点配对连锁分析表明
,

R b 基因 P 12 3M I
.

8 标记与 WD 基因 位点存在紧密连锁关系 ( 6一 。

0 5
,

Z = 3
.

8 4 6 )
。
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应用 D
13 S a :

位点 P C R 1 3 2 4 /T
a q l 对 9 个 W D

家系进行 R F L P 连锁分析
,

也发现此位点与 WD 基

因位点存在紧密连锁关系
,

且这种关系比 R b 位点

更为密切 ( 0= 0
.

0 0
,

Z = 5
.

3 7 6 )
。

通过两位点连锁分析表明
,

R b 位点与 1D
3

aS
:

位

点存在紧密连锁关系 (。= 0
.

0 5
,

l
o d s

值 z = 5
.

2 9 6 )
。

3 位点连锁分析表 明
,

其遗传顺序为
:

着丝点
-

R b
一

D
1 3

S
: , 一

WN D (见表 2 )
。

表 2 两位点配对连锁分析结果 (人一 ef )

O

位 点

—
0

.

00 0
.

0 5 0
.

1 0 0
.

2 0 0
。

30 0 4 0

R b一 WN D 一 O 〕

5
。

3 7 6

-
C哎〕

3
.

8 4 6 3
.

5 3 5 2
.

4 7 9 1
.

1 00 0
.

3 1 0

D 一55 3 1一 W N D

R b一 D 一 55 3 1

4
.

4 8 7 3
.

6 7 8 2
.

24 3 1
.

0 75 0
.

2 8 5

3 2 9 6 2
。

9 9 7 2
.

06 6 1
。

0 6 6 0
.

2 9 7

3 讨 论

3
.

1 R b
、
D 13

S
3 , 、

E S D 位点的 n N A 多态性及种族差

异

结果表 明
,

在 中国人群 中
,

1D
3
S

3 ,

及 R b 位 点

1P 2 3 M I
.

8 标记多态性信息含量较高
,

适于作 WD

遗传标记
.

而 E S D 位点在中国人群中 A aP l 切点多

态信息含量较低
,

不适于作 w D 基因的遗传标记
。

另

外
,

1D
3
s

。 ,

/ B
a n l 切点的等位片段与白种人不同

,

此

切点在中国人群中多态信息量较低
,

可能与种族差

异或各遗传漂变有关
。

3
.

2 W D 墓因定位

根据连锁分析结果
,

R b 位点与 W D 基因位点存

在紧密连锁关系 (e ~ 0
.

05
,

Z一 3
.

846 )
.

假设两基因

位点的重组率无性别差异
,

可以认为两者之间遗传

距离在 5
.

oc M 范围 内
,

这一结论与 oB w co ck 川一

致
,

而与 s t e w a r t [ , 〕报告有差异
,

可能与 l
o d s

值计算

时样本大小有关
。

据 F a r r e r [ 3 ]报告
,

D
1 3
S

: ,

位点位于 D , 3q ’ `
·

卜 3 ,

与

W D 基因位点存在高度紧密连锁关系
,

其遗传距离

为 0
.

s e M
.

本文的结果与 F
a r r e r

相一致 (O= 0
.

0 0
,

Z

= 5
.

3 7 6 )
.

而且 R b 位点与 D
, 3 5 3 ,

位点在 W D 家系中

也存在紧密连锁关系 ( O一 0
.

05
,

Z ~ 3
.

2 9 6 )
。

综合以

上结果
,

可以看出该区域的遗传顺序是 R b
一
D , 3

5
3 1-

W N D 或 w N D
一
D 1 3

5
3 1一

R b
,

但由于 R b 基 因已定位于

13 号染色体着丝点近端
,

故可以认为 WD 基 因在

D
; 3 q ’ ` ’ 一 “

的遗传顺序为
:

着 丝 点
一

R b
一
D

1 3

5
3 , 一

w N D
。

这一顺序与 oB w co ck 等报告一致
。

参 考 文 献

F
r y d m a n

F
,

B o n n e r 一 T a m i
r B

,

F a r r e r
L A

.

A s -

s i g n m e n t o f t h e g e n e fo r
W il

s o n , 5
d i

s e a s e t o

e
h

r o m o s o m e 1 3
,

l in k
a g e t o e s t e r

as
e

D l
o e u s

.

P
r o e N a t l cS i U S A

,
.

1 9 8 5
,

82
: 1 8 1 9

oB w
e o e

k AM
,

F a r r e r L A
,

H e b e r t JM
.

E ig h t

e
lo

s e
l y l in k

e d l
o e i P l

a e e t h
e

W il s o n , 5
d i

s e a s e
1
0 -

e u s
w i t h in D , 3q , ` 一之`

.

A m J H u m G
e n e ,

1 9 88
,

4 3

盆 6 4

F a r r e r L A
,

B o
w

e o c k A m
,

H e
b

e r t JM
.

P
r e

d ie
-

t iv e t e s t in g fo r
W i l s o n , 5

d i
s e a s e u s

in g t ig h t l y

li n k e d a n d f la n k in g D N A m a r k e r s
.

N e u r o
l
o g y

,

1 9 9 1
,

4 1 : 9 9 2

Y
u z b a s

i y
a n 一 G

u r k a n V
,

Br
e
w

e r
G J

,

OB
e w in k l

e

E
.

L in k
a g e o

f t h
e

W il
s o n , 5

d i
s e a s e g e n e t o e

h
r o -

m o s o m e 1 3 i n N o r t h 一 A m e r i e a n p e
d i g

r e e s
.

A m

J H u m G e n e ,
1 9 8 8

,

4 2 :
8 2 5

W ig g s J
,

N
o r

d
e n s

k j
o id M

,

Y
a n d e

l l D
.

P r e
d i

e -

t i
o n o f t h

e r is k o f h
e r e

d i t
o r y r e t in o b l

a s t o m a : u s -

i n g D N A p o
l y m o r p h i s m s w it h i n t h

e r e t i n o b l
a s -

t o m
a g e n e

.

N E n g l J M
e
d

,

1 9 8 8
,

3 1 8
: 1 5 1

B
a
l
e

A E
,

R
o u x A F

,

M
e
B

r id
e D W

.

C h
a r a e t e r i

-

: a t i
o n a n d e

h
r o m o s o m a

l l
o e a

l i
z a t i o n o

f 7 p o
l y

-

m o r p h i
e

l
o c

i d
e t e e t e

d w it h p r o b e s f r o m e
h

r o m o -

s o m e 1 3 l ib r a r y ,
L A 1 5 N SO R

.

C y t o g e n e t C
e l l

G
e n e t ,

1 9 8 9
,

4 6 : 5 7 1

B o w e o e
k A M

,

H e
b

e r t JM
.

T h
e a n o n y m o u s

p r o b e
P R I 一 4 id e n t if y in g t h e lo e u s

D
l ,

S
。 。 d e -

t e e t s a
B

a n 1 R F L P
.

N
u e l e ie A e id

s
R

e s ,
1 9 8 9

,

1 7 : 8 3 9 6

( 下转第 2 7 页 )



27增刊 单 鸿
,

等
.

颜下间隙的血管 X 线解剖

V A S C U L A R X 一 R A Y A N A T O M Y O F

I N F R A T EM P O R A L S P A C E

Sh
a n H

o n g L i Y
u a n A i H

o n g X
u

C h
u a n

( eD p a r t m e n t o f R a d i o l o g y , 3 r d A f f i l i a t e d H o s p i t a l
,

s u n Y a t 一

eS
n U n i v e r s i t y o f M e d i e a l cS i e n e e s ,

G u a n g z h o u ,

5 1 0 6 5 0 )

F o r t y
一 n i n e e x t e r n a

l
e a r o t id

a r t e r
i
o g r a p h y w

e r e e a r r ie d o u t in 2 8 p a t ie n t s w it h
o u t m a x i ll o f

a e i a l
a n d n a s a

l

s in u s d i s e a s e s
.

T h
e P o in t o f

o r ig i o n o
f in t e r n a

l m a x il l
a r y a r t e r y

, t h
e s e g m e n t a l t r e n d s o

f d i f f e r e n t b
r a n e

h
e s ,

t h
e r e

l
a t io n s

h i p b
e tw e e n t h

e m a x il l
a r y ar t e r y a n d

e t hm o 一m a x il l
a r y p l a t e

/ p t e r y g o p a
l
a t in e fo s s a , a n d t h

e v a s -

e u la r e o n s t r u e t i
o n o f i n f r a t e m p o r a l s p ac

e
w

e r e o b s e r v e d
.

T h e v a s e u l a r x 一 r a y s
i g n s o f t h

e s p a e e

we
r e d e -

s e ir b e d s y s t e m a t i e a ll y 9 9
.

6%
o f t h

e i n t e r n a l m a x i ll a r y a r t e r
i
e s t o o

k t h
e i r o r i g i o n f

r o m t h e e x t e r n a l e a r o t id

a r t e r y l o m m b y t h
e b o n e m a r

k o f t h
e

f i
r s t e e r v ie a

l
v e r t e b r a e

.

T h e in t e r n a
l m a x i l la r y a r t e r y a n d it

s b r a

cn h
e s

g i
v e m a

in b l o o d s u p p l y t o th
e in f

r a t e m p o r a
l

s p a e e
.

T h e a r t e r y 15 w
r a p p e d b y v e n o u s n e t w o r k

.

T h
e r e is a

e l o s e r e
l
a t i o n b

e t w e e n t h
e t e

l
a n g i o n s s p h

e n o p a
l
a t in a a r t e r y / in f

r a o r b i t a l
a r t e r y a n d

e t h m o 一

m a x il la r y p l
a t e

/

p t e r y g o p a
l
a t i n e

f
o s s a

.

S
u b j e e t h e a 山n g s m a x il l

a r y a r t e r y /
a n a t o m y 乙 h i s t o l

o g y ; r a
d io g r a p h y

(上接第 17 页 )

8 匆
u ir e J

,

T h a
d d

e u s P D
,

D u n n J
.

C lo n i n g o f t h
e

e s t e r a s 七 D g e n e :

A p o
]y m o r p h ie g e n e p r o

b
e

e lo s e
ly l in k

e d t o th
e r e t in o b l a s t o m a

l
o e u s o n

e
h

r o m o s o m e 1 3
.

P
r o e N a t l A e a d S

e i
,

U S A
,

1 9 8 6
,

8 3 : 6 5 7 3

9 S t e w
a r t E A

,

Wh i t e A
,

OB w
e o e

k AM
.

P o
l y m o r -

p h ie m ie r o s a t e
l li t

e s a n d W i l
s o n , 5 d is e a s e (W D )

.

A m J H u m G
e n e t ,

1 9 9 3
,

5 3 : 8 6 4

( 1 9 9 5
一
0 4

一
2 7 收稿 1 9 9 5

一
0 7

一
0 7 修回 )

T H E S T U D Y O F M A P O F W I L S O N
’
5 D I S E A S E

G E N E B Y L I N K A G E A N A L Y S I S

X u P i n g y i L i a n g X i u li n g L i u Z h
u o li n

( D e p a r t nr e n t o f N e u r o l o g y ,

F i r s t A f f生l i a t e d H o s p i t a l
,

S
t ] n Y

a t 一

eS
n U

n
i
v e r s

it y o f M e d i e a l cS i e n e e s ,

G u a n g z h o u , 5 1 0 0 8 0 )

I
n t h i

s p a p e r , t o o b t a in D N A m
a r k e r s m o r e e l o s e l y li n k e

d t o
W il s o n , 5

d i
s e a s e g e n e (W D ) i n C h in e s e a n d

e o n s t r u e t e d a g e n e t i
e m a p o

f D N A m a r
k

e r s
w i t h i

n
D

l o q l ` 一 2 ,
w h i e h w i l l

r e
f i n

e t h
e

l
o e a t io n o

f W D
, t h

e a u t h
o r s

a n a
ly

z e d t h
e s e g r e g a t io n o

f 4 D N A m a r
k

e r s w i t h in D 1 3
q ’卜 2 , in 7 5 u n r e

l
a t e

d
n o r m a

l C h in e s e i n d i
v id

u a
l
s a n d

m e m b
e r s o f 9 C h in e s e f a m il i

e s w it h W D
.

T h
e

D N A
a n a

ly
s is r e v e a

l
e d t h

e p o
l y m o r p h ie a

ll
e
l
e s o

f 3 m a r
k

e r s

卿
r e t h e s a

m
e in C h i n e s e a s i n C

a u e a s ia n s
b

u t t h e a ll e le f r e q u e n e ie s
w

e r e q u i t e d if f
e r e n t ,

w
e e o n

if
r m e d a t ig h t

1i
n k a g e b e t w e e n

W D g e n e a n d 2 m a r
k

e r s D 13 5 3 , ,

R b
.

T h
e g e n e t i e o r

d
e r

w
a s a s

f o ll o w
s : e e n t r o m e r e 一 R b一

D
, 3

5
31一 WN D

.

S u b j
e e t h e a d i n g s

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 / g

e n e t ie s , r e s t r i e t io n f
r a g m e n t l

e n g t h p o ly m
o r p h i

s m ;

e
h

r o m o s o m e m a P P i
n g


