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３例无家族史Ｄｕｃｈｅｎｎｅ肌营养不良患者的基因突变研究

赵慧茹，王　莉，廖世秀△

（河南省人民医院医学遗传研究所，河南郑州４５０００３）

　　摘　要：目的　探讨３例无Ｄｕｃｈｅｎｎｅ肌营养不良（ＤＭＤ）家族史ＤＭＤ患者的发病原因。方法　采用１７对引物检测ｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｉｎ基因外显子的缺失，结合４５ＣＡ、４９ＣＡ、５０ＣＡ、３′ＣＡ和５′ＣＡ这５个短串联重复序列（ＳＴＲ）多态位点，对３个无ＤＭＤ家族

史而只有１例明确患者的家系进行连锁分析。结果　ＳＴＲ连锁分析显示３例患者的４９ＣＡ位点ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因缺失，但其母亲

４９ＣＡ位点均为杂合子。结论　３个家系中的３位母亲均不是致病基因的携带者，ＤＭＤ是由于患者自身发生基因突变所致。
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　　Ｄｕｃｈｅｎｎｅ肌营养不良（Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，

ＤＭＤ）是由于基因突变影响了抗肌萎缩蛋白（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ）在横

纹肌组织中的表达，导致肢体近端骨骼肌进行性变性、坏死和

小腿腓肠肌假性肥大。典型表现为运动发育迟缓，甚至发育倒

退。患者呈特殊的“鸭步”步态，患者血清肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）活性升高，心肌细胞受损，大多数患者在１３岁前失

去独立行走能力，随着病情加重，２０岁左右死于呼吸功能衰竭

和（或）心脏并发症［１］。本病主要累及男性，发病率约占活产男

婴的１／３５００
［２］，女性大部分为携带者，通常不发病。ＤＭＤ是

一种Ｘ连锁的隐性遗传病，有１／３为散发病例，目前尚无有效

的治疗方法。因此，对患者和基因突变携带者进行基因诊断和

遗传咨询成为降低ＤＭＤ发病率的重要措施。编码ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ

的基因是目前所知ＤＭＤ的惟一致病基因，定位于Ｘｐ２１．２，全

长２．４ｍｂ，是迄今发现的人类最大的基因。共有７９个外显

子，编码全长１４ｋｂ的ｍＲＮＡ
［３６］。目前研究表明，５５％～６５％

的ＤＭＤ是因ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的一个或多个外显子缺失所致，

基因缺失突变多集中在基因的５′端和围绕中央区４４～５３外显

子［７８］。５％～１０％的患者为重复突变，其余为点突变和微小插

入或缺失突变［９１１］。本研究对象为无 ＤＭＤ家族史的３个家

系，采用ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因１７个外显子缺失实验及短串联重复

序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲ）连锁分析实验，证实３个家

系中的ＤＭＤ均为患者自身基因突变所致。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集无ＤＭＤ家族史的３个家系，每个家系

各有１例男性患者及１例正常兄弟姐妹。家系１中患者７岁，

姐姐正常；家系２中患者６岁，哥哥正常；家系３中患者９岁，

哥哥正常，且母亲处于妊娠中期。３例患者的心肌酶谱均显示

异常，肌电图检测结果显示为双侧腓肠肌呈神经源性损害 ，经

医院确诊为“进行性ＤＭＤ”。以上患者及其家系成员的外周血

均由本研究所采集，并收集其相关病历资料，３个ＤＭＤ家系图

谱见图１。

　　○：患者母亲；□：患者父亲；■：患者；◇：性别未知的胎儿；箭头：

先证者。

图１　　无ＤＭＤ家族史的３个家系图谱

１．２　基因组ＤＮＡ的提取　采用常规Ｃｈｅｌｅｘ法提取家系成员

外周静脉血的基因组ＤＮＡ。家系３在孕妇妊娠第２０周时采

集羊水，提取羊水ＤＮＡ。

１．３　外显子缺失的分析　对３个家系中的先证者进行基因组

ＤＮＡ外显子缺失分析。根据文献，针对１７个外显子（３、４、６、

８、１２、１３、１７、１９、４３、４４、４５、４７、４８、５０、５１、５２、５３）及其侧翼序列

设计引物［１２］，以基因组ＤＮＡ为模板，扩增ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的

１７个外显子片段。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，其中，模板５０ｎｇ，

１０×缓冲液２．５μＬ，上、下游引物各为０．４μｍｏｌ／Ｌ，三磷酸脱

氧 核 糖 核 苷 （ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）

１００μｍｏｌ／Ｌ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．１Ｕ。循环参数：９４℃预变性

３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０～５４℃复性７５ｓ，７２℃延伸１５ｓ，共

３５个循环；最后７２℃延伸６ｍｉｎ。

１．４　ＳＴＲ多态位点的单体型连锁分析　选取平均分布的

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因及其侧翼序列５个内含子（ＣＡ）ｎ作为ＳＴＲ标
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表１　　３个家系ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的缺失位点与心肌酶谱、肌电图检测结果

家系
年龄

（岁）
性别 基因缺失位点

心肌酶谱（ＩＵ／Ｌ）

ＡＳＴ１

（０～４０）

ＨＢＤＨ２

（７２～１８２）

ＣＫ

（１０～１９０）

ＣＫＭＢ３

（０～２５）

ＬＤＨ４

（１０９～２４５）

肌电图

患者编号１ ７ 男 ４８、５０、５１、５２、５３ ２１８ １０８６ ５９０１ ３３６ １４３６ 双侧腓肠肌呈神经源性损害

患者编号２ ６ 男 ４８、５０ － ９５１２ ６０１ － － 双侧腓肠肌呈神经源性损害

患者编号３ ９ 男 ５０ １５５ ８７５ ９４８２ ４２１ － 双侧腓肠肌呈神经源性损害

　　１：天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）；２：α羟丁酸脱氢酶（ａｌｐｈａｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，αＨＢＤＨ）；３：肌酸激酶 ＭＢ

型同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅＭＢｉｓｏｅｎｚｙｍｅ，ＣＫＭＢ）；４：乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）；－：此项目无数据。

　　Ａ：１～４、５～８、９～１２、１３～１６、１７～２０泳道分别为采用４５ＣＡ、４９ＣＡ、５０ＣＡ、３′ＣＡ、５′ＣＡ引物扩增家系１中父、母、患者及正常姐姐的ｄｙｓ

ｔｒｏｐｈｉｎ基因；Ｂ：１～３、４～６、７～９泳道分别为采用４５ＣＡ、４９ＣＡ、５０ＣＡ引物扩增家系２中父、母、患者的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因；Ｃ：１～５、６～１０泳道分别

为采用４５ＣＡ、４９ＣＡ引物扩增家系３中父、母、患者哥哥、患者及胎儿的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因。

图２　　３个家系的ＳＴＲ连锁分析聚丙烯酰胺凝胶电泳图

记，引物序列参照文献［１３］，均由生工生物工程（上海）有限公

司合成。以３个家系成员的 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，含５０～１００ｎｇ基因组ＤＮＡ，５０μｍｏｌ／

Ｌ的引物各０．２μＬ，１０×缓冲液２．５μＬ，１％小牛血清清蛋白１

μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶１Ｕ。循环

参数：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃

延伸６０ｓ，共３２个循环，最后，７２℃延伸７ｍｉｎ。ＳＴＲ标记后

进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，分析ＳＴＲ标记的等位基因型。

２　结　　果

２．１　ＤＭＤ患者ｄｙｔｒｏｐｈｉｎ基因的缺失位点分析　本研究采用

１７对外显子ＰＣＲ引物对３个家系的３例患者的基因组ＤＮＡ

进行基因缺失位点检测，结果显示：家系１患者４８、５０、５１、５２

及５３位点的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子缺失；家系２患者４８、５０

位点ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子缺失；家系３患者５０位点ｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｉｎ基因外显子缺失，见表１。

２．２　ＳＴＲ位点多态性连锁分析　应用４５ＣＡ、４９ＣＡ、５０ＣＡ、

３′ＣＡ和５′ＣＡ这５个ＳＴＲ多态位点对上述３个家系成员进

行了连锁分析。４５ＣＡ和５′ＣＡ的ＳＴＲ连锁分析表明家系１

姐姐获得的母源Ｘ染色体与患者弟弟不同，且４９ＣＡ的ＳＴＲ

连锁分析表明母亲的此位点为杂合子，但患者此位点缺失，见

图２Ａ。ＳＴＲ连锁分析表明家系２母亲４５ＣＡ和４９ＣＡ位点

为杂合子，且患者４９ＣＡ缺失，见图２Ｂ。ＳＴＲ连锁分析表明

家系３母亲４５ＣＡ和４９ＣＡ位点为杂合子，胎儿获得与患者

不同的母源Ｘ染色单体，且患者４９ＣＡ缺失，见图２Ｃ。因此，

这３个家系中母亲均不是ＤＭＤ携带者，ＤＭＤ患者的发病是

因为自身发生了基因突变。

３　讨　　论

Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ等
［１４］用１８对引物进行ＰＣＲ检测，发现９８％

的患者存在ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因缺失，该技术成为ＤＭＤ／Ｂｅｃｋｅｒ肌

营养不良患者临床基因诊断及产前基因诊断的首选技术。

Ｃｌｅｍｅｎｓ等
［１３］在ＤＭＤ基因缺失高发区４４、４５、４９、５０内含子

中的（ＣＡ）ｎ重复序列上进行扩增，并进行 ＤＭＤ家系连锁分

析，发现这些位点的杂合率为７２％～９３％。有研究报道ｄｙｓ

ｔｒｏｐｈｉｎ基因４４、４５、４９、５０内含子ＳＴＲ位点的多态信息含量

（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）分别为０．８６４、０．８９２、

０．９０７、０．７１３，这４个位点杂合率高，信息量大，完全适用于中

国ＤＭＤ患者ＳＴＲ家族的单体连锁分析。因此，应用ＰＣＲ技

术检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因缺失，同时辅助ＰＣＲＳＴＲ技术进行连

锁分析已成为ＤＭＤ家系检测携带者的首选技术。本实验先

用１７对引物检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子的缺失，结合４５ＣＡ、

４９ＣＡ、５０ＣＡ、３′ＣＡ和５′ＣＡ这５个ＳＴＲ多态位点进行连锁

分析，进一步证明在４８或５０外显子位点缺失的患者在４５ＣＡ

或４９ＣＡ位点缺失。尤其值得注意的是３个家系均无ＤＭＤ

家族史，３位患者的母亲在４９ＣＡ位点处均为杂合子，而３位

患者在４９ＣＡ位点处均缺失。从而推测这３位母亲不是致病

基因的携带者，患者不是因为遗传因素致病，而是由于自身发

生基因突变而致病。
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髓核细胞的功能，从而实现了向髓核样细胞表型的分化。
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［８］ ＧｒｅｅｎＡＪ，ＳｍｉｔｈＭ，ＹａｔｅｓＪＲ．Ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙｏｎ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１６ｐ１３．３ｉｎｈａｍａｒｔｏｍａｓｆｒｏｍｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅ

ｒｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＮａｔＧｅｎｅｔ，１９９４，６（２）：１９３１９６．

［９］ＰｌａｎｋＴＬ，ＹｅｕｎｇＲＳ，ＨｅｎｓｋｅＥＰ．Ｈａｍａｒｔｉｎ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆｔｈｅｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅｒｏｓｉｓ１（ＴＳＣ１）ｇｅｎｅ，ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｔｕ

ｂｅｒｉｎａｎｄａｐｐｅａｒｓｔｏｂｅｌｏｃａｌｉｚｅｄｔｏｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｖｅｓｉｃｌｅｓ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９８，５８（２１）：４７６６４７７０．

［１０］ＬａｍｂＲＦ，ＲｏｙＣ，ＤｉｅｆｅｎｂａｃｈＴＪ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＴＳＣ１ｔｕｍｏｕｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｈａｍａｒｔｉｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＥＲＭ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅＧＴＰａｓｅＲｈｏ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０００，２

（５）：２８１２８７．

［１１］ＨａｄｄａｄＬＡ，ＳｍｉｔｈＮ，ＢｏｗｓｅｒＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＴＳＣ１ｔｕｍｏｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｈａｍａｒｔｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔＬａｎｄ

ｐｏｓｓｉｂｌｙｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｎｏｖｅｌｉｎｔｅｇｒａｔｏｒｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｎａｌ

ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（４６）：４４１８０

４４１８６．

［１２］ＳｅｒｔｉＪ，ＢａｒｉｓｉＮ，ＳｏｓｔａｒｋｏＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ

ｔｈｅＤｕｃｈｅｎｎｅ／ＢｅｃｋｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙｇｅｎｅｉｎＣｒｏａ

ｔｉａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｏｌｌＡｎｔｒｏｐｏｌ，１９９７，２１（１）：１５１１５６．

［１３］ＣｌｅｍｅｎｓＰＲ，ＦｅｎｗｉｃｋＲＧ，ＣｈａｍｂｅｒｌａｉｎＪＳ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｒｉｅｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｉｎＤｕｃｈｅｎｎｅａｎｄＢｅｃｋｅｒ

ｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙｆａｍｉｌｉｅｓ，ｕｓｉｎｇｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｐｅａｔ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，１９９１，４９（５）：９５１

９６０．

［１４］ＣｈａｍｂｅｒｌａｉｎＪＳ，ＧｉｂｂｓＲＡ，ＲａｎｉｅｒＪＥ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ＰＣＲｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＤｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ

［Ｍ］．ＳａｎＤｉｅｇｏ：ＡｃａｄｅｍｉｃＰｒｅｓｓ，１９９０．

（收稿日期：２０１２０４２７　修回日期：２０１２０９１２）

２１ 重庆医学２０１３年１月第４２卷第１期




