
作者简介%陈远春$

$(-/\

&#主治医师#硕士#主要从事儿科临床诊治工作*

!

#

!

通讯作者#

=.EL#B

!

4

Q

,
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#摘要$

!

目的
!

对
'

例既往多重
CD<

基因检测阴性的杜氏肌营养不良"

2U2

$家系进一步进行基因诊断及家系成员遗传指

导&方法
!

收集先证者及其家系成员的临床资料和基因组
29F

!多重连接依赖的探针扩增"

U7CF

$或第
1

代高通量测序对

29F

样本进行
2U2

基因突变检测&结果
!

家系
$

检测到
'

名男性
=H",-

缺失!

1

名女性杂合子携带者&家系
1

先证者
4>@[.

'10/))1)

的
=H",1'

发现
4&'$1-D

&

8

!其母
4>@[.'10/))1)

存在
4&'$1-D

&

8

杂合突变!患儿母亲目前孕中胎儿系女孩&家系
'

先证者
4>@[.'1;%(;/$

的
=H",1%

发现
4&10$$Z

&

F

!其母
4>@[.'1;%(;/$

存在
4&10$$Z

&

F

的杂合突变&结论
!

U7CF

或联合

第
1

代高通量测序能够有效基因确诊
2U2

患者及其家系成员!为遗传咨询及产前诊断提供依据&
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杜氏肌营养不良$
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2U2

&是

由位于
[

I

1$&1

的
2U2

基因缺陷所致的
[

连锁隐性遗传病#

活产男婴发病率约
$

"$

')%%

%

)%%%

&

'

$

(

*该编码基因包含
-(

个外显子)

-/

个内含子和
/

个启动子#已报道的基因突变多达

-%%%

余种#突变类型多样!大片段缺失突变约
)%W

#大片段重

复占
-W

#微小缺失或插入占
-W

#单碱基点突变占
1%W

#剪切

位点突变占
1W

#还包括少量复杂突变和内含子突变'

1.;

(

*本

研究中
'

例
2U2

家系既往多重
CD<

基因检测均阴性#通过多

重连接探针扩增技术$

U7CF

&和第
1

代高通量测序最终找到

致病的基因突变位点而确诊#为家系成员遗传咨询及产前诊断

提供了准确依据*

E

!

资料与方法

E&E

!

一般资料
!

家系
$

#先证者
$

#男#

)

岁半#

Z-C;

#否认产伤

窒息史#

$

岁
'

个月会走路*自
0

岁开始渐渐出现肢体乏力#

行走缓慢#鸭步#易跌跤#渐加重至蹲起困难#双小腿增粗变硬*

查体!营养中等#鸭步#

Z"N3@

征$

j

&#双侧腓肠肌中度肥大#触

之稍硬#双下肢肌力
'

级*肌电图示肌源性损害%血肌酸激酶

0%;%T

"

7

$参考值
;%

%

11%T

"

7

&*重庆医科大学附属儿童医

院多重
CD<

检测
2U2

基因热点区域基因缺失未见异常*家

系调查!患儿父母体健#非近亲结婚#患儿大哥幼年有类似病

史#现在
$(

j岁#已经瘫卧于床#全身肌肉萎缩*

+

0

$第
'

代第

0

名家系成员&现年
'

j岁#腓肠肌轻度肥大#肌力)肌张力尚正

常*家系
1

#先证者
1

#男#

-

岁#

1%$'

年重庆医科大学附属儿童

医院临床诊断为
2U2

#因患儿母亲再次怀孕
)

个月#为评估此

次怀孕胎儿患病风险而来院复诊*

Z$C$

#无产伤窒息史*

$

岁

半走路*近
0

岁开始渐渐出现行走乏力#渐至蹲起困难#鸭步*

查体!营养尚可#心音有力#无心界扩大#鸭步步态#

Z"N3@

征

$

j

&#双侧腓肠肌中度肥大#触之稍硬#双下肢肌力
'

级*肌电

图示肌源性损害%血肌酸激酶
$10%%T

"

7

%

1%$'

年重庆医科大

学附属儿童医院多重
CD<

基因检测未见异常*家族史无异*

)1(

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



家系
'

#先证者
'

#男#

;

岁#

1%$;

年初重庆医科大学附属儿童医

院临床诊断
2U2

#为进一步了解再次生育后代患病风险而来

院就诊*患儿系
Z$C$

#无产伤窒息史*

$

岁
1

个月走路*

0

岁

半渐出现行走易累#上台阶乏力*查体!营养尚可#未见鸭步步

态#

Z"N3@

征$

b

&#双侧腓肠肌轻度肥大#单足跳稍差*肌电图

示肌源性损害%血肌酸激酶
;$%%T

"

7

%

1%$;

年初重庆医科大

学附属儿童医院多重
CD<

基因检测未见异常*家族史无异*

E&F

!

方法

E&F&E

!

基因组
29F

的提取
!

患儿监护人签署知情同意书#

所有研究经重庆医科大学附属儿童医院临床医学伦理研究委

员会同意*取患儿及其父母亲外周血各
1E7

#家系
$

加取其

他
0

位同胞兄弟姐妹)外祖父母及祖父母外周血各
1E7

#乙二

胺四乙酸钠抗凝*用基因组
29F

提取试剂盒$

f6FLE

I

29F

YB""!U#!#d#5

#

f#L

M

3,

#

c#B!3,

#

Z3@EL,

Q

&提取
29F

*

E&F&F

!

U7CF

!

购买荷兰
U<D.c"BBL,!

公司检测试剂盒

GF7GFC%'0

和
C%';

*根据说明书操作#基因组
29F

变性后

与
GF7GF U7CF

探针杂交#杂交时间
$)>

#加入连接缓冲液

和连接酶进行连接反应#经
CD<

扩增后用
FY6'$'%

基因分析

仪进行毛细管电泳#所得数据用
Z3,3UL@S3@O$&)

软件分析#

通过计算健康对照人群平均扩增峰值#对所扩增峰值进行标准

化处理#分析得出
U7CF

分析结果图*每次
U7CF

检测都包

括一个健康对照样本#检测结果重复
1

次*发现致病的基因突

变即确诊#未发现异常的继续进行第
1

代高通量的测序*

E&F&G

!

第
1

代高通量测序
!

利用
D"OL@#+G11%

超声波仪

$

EL++L4>K+355+

#

TGF

&将先证者
1

和
'

基因组
29F

打断成

1%%

%

1;%A

I

的片段*将
$

#

M

提纯的
29F

片段进行末端修复

并连接上标记性接头#完成单个患者的
29F

建库*用定制的

基因片段捕获芯片
GK@3G3B34529F8L@

M

35=,@#4>E3,5YL#5+

$

F

M

#B3,5834>,"B"

M

#3+

#

GL,5LDBL@L

#

TGF

&#与
1

%

0

个标记好

的患者
29F

库杂交
$)>

#除去未结合的片段*洗脱芯片特异

性筛选的片段#再进行杂交后扩增#最后进行高通量测序仪
6B.

BKE#,Lc#G3

P

1%%%F,LB

Q

3̀@+

$

6BBKE#,L

#

GL,2#3

M

"

#

TGF

&连续

测序
1%%

个循环#并用
6BBKE#,LA4B1JL+5

P

D",O3@+#",

$

3̂@+#",

$&/&0

&读出原始测序数据*用此前经过验证的过滤原则对原

始数据进行筛选#生成双端
$%%A

I

的过滤后数据*再将这些

数据利用软件$

YK@@"N+?>33B3@FB#

M

,3@UKB5#&̂#+#",+"J5NL@3

I

L4SL

M

3

&与参考序列'

5>3@3J3@3,43>KEL,

M

3,"E3J@"E5>3

9DY6!L5LAL+3

$

YK#B!'-

&(进行比对#输出测序结果*最后利

用
GRFC+,

I

软件和
GLE5""B+

I

#B3K

I

软件找出点突变)微小缺

失和插入*

E&F&H

!

GL,

M

3@

法验证
!

对于先证者
1

和
'

发现的致病突变#

在其所在片段上下游设计引物#

CD<

扩增并对产物做
GL,

M

3@

测序#所得结果与
2U2

基因标准序列$

9Z

,

%$11'1&$

&进行比

对#从而验证基因芯片捕获和高通量测序的结果*两位先证者

的父母也进行该法验证*

F

!

结
!!

果

家系
$

的家系图如图
$

所示#先证者
$

的
U7CF

检测发

现
2U2

基因
=H",-

缺失*

+

$

和
+

0

均发现
2U2

基因
=H.

",-

缺失#结合临床均确诊为
2U2

*

)

0

和
*

1

均系该
=H",

-

基因缺失杂合子携带者*

图
$

!!

先证者
$

家系图

!!

家系
1

和
'U7CF

检测未见致病的基因突变#故进行第
1

代高通量测序*先证者
1

的检测结果显示!

4>@[.'10/))1)

位

置
=H",1'

区域发现一处半合子突变!

4&'$1-D

&

8

*家系验

证结果!其母
4>@[.'10/))1)

存在
4&'$1-D

&

8

的杂合突变#其

父未见异常#见图
1

%

'

*患儿母亲到产科进行医学必要胎儿

性别鉴定系女孩*先证者
'

结果!

4>@[.'1;%(;/$

位置
=H",

1%

区域发现一处半合子突变!

4&10$$Z

&

F

*家系验证结果!

其母
4>@[.'1;%(;/$

存在
4&10$$Z

&

F

的杂合突变#其父未见

异常*查询
cZU2

I

@"

数据库发现先证者
1

和
'

的突变系致

病突变*

!!

突变位置用黑色虚线框出*

图
1

!!

患儿
2U2

基因
4>@[.'10/))1)

区域
=H",1'

%

4&'$1-D

&

8

-1(

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



!!

突变位置用红色实线及箭头标出*

图
'

!!

患儿母
4>@[.'10/))1)

存在
4&'$1-D

&

8

的杂合

突变

G

!

讨
!!

论

2U2

是儿科常见的遗传性神经肌肉病#发病男性占绝大

多数#女性常为携带者#约
1

"

'

患儿的病变基因来自于母亲#近

$

"

'

病例系新发突变'

)

(

*一般
'

%

;

岁发病#全身乏力呈进行

性加重#逐渐卧床#最终因心功能不全和$或&呼吸衰竭多于
1%

岁左右死亡#严重影响儿童的身心健康'

$.1

(

*近年来#随着口服

激素等治疗方案的发展#患者的生存期和生活质量较以往有了

一定改善*但是#本病迄今为止仍缺乏有效的根治方法*因

此#高效)准确的基因诊断)携带者检测及遗传咨询对有效减少

新发病例至关重要'

$.1

#

;

(

*

多重
CD<

是
2U2

的主要基因检测手段#可诊断约

'%W

%

0%W

患者数的
2U2

基因外显子热点区域大片段缺失#

但对于非热区的外显子缺失)非缺失突变和女性携带者不能检

测'

-.$1

(

*本研究的
'

个家系多重
CD<

检测未发现致病的基因

突变位点#故进行进一步的基因分析*

U7CF

能有效检测大

片段缺失或重复突变#使基因确诊率提高到
-%W

左右'

-.$0

(

*家

系
$

通过该技术确诊包括先证者在内的
'

名男孩均系
2U2

患者#同胞的
1

名姐妹均未携带致病基因#患儿母亲及外婆系

突变基因携带者#为患儿家系成员的诊断及遗传咨询提供了有

力证据*但是#家系
1

和
'

仍未检测到致病的基因突变位点*

据报道#通过多重
CD<

结合
U7CF

检测#仍有占全部
2U2

致

病突变
'%W

左右的微小突变不能检测到#近年来第
1

代高通

量测序使得这部分微小突变检测成为可能'

-.$1

(

*故家系
1

和
'

继续进行该
1

代测序#均发现先证者和携带者的致病基因突变

位点*家系
1

的母亲此次怀孕系女婴#故可正常分娩*遗传指

导家系成员的生育风险#最大程度杜绝后代中本病的发生*家

系
'

的先证者母亲被证实系突变致病基因携带者#为后期的再

次怀孕给产科提供了准确的依据*本研究的
'

个家系诊断过

程值得临床医生高度关注*

因此#掌握本病正确的基因诊断策略对每个医务工作者都

至关重要*从经济角度考虑#对临床表现和普通血生化检测疑

诊
2U2

患者#先行多重
CD<

分析#阴性者再予
U7CF

#仍阴

性但高度疑诊患者#考虑第
1

代高通量测序*在检测成本进一

步降低后#有望通过该单一检测就能涵盖几乎全部的
2U2

突

变类型及其他上百种肌病的基因突变#缩短了诊断周期#为遗

传咨询以及进行产前诊断提供依据#使患者及其家系成员最大

程度获益*这在目前
2U2

尚缺乏有效根治手段的情况下意

义尤其重大*
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