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#基因大片段缺失的情况$方法
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选择
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例苯丙酮尿症患儿为研究对
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测序技术和多重连接探针扩增技术"
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筛查是必要的且能发现大片段缺失的有效方法!同时联合
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测序技术可以提高苯丙酮尿症的诊断率$
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常见的氨基酸代谢障碍性疾病#是因苯丙氨酸羟化酶
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突变导致苯丙氨酸羟化酶!
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"活性下降或缺乏#导

致血中苯丙氨酸!
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"浓度增高并在神经系统和血中
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#造成严重的神经损害#影响患儿发育#甚至危

及生命%据统计#我国苯丙酮尿症发病率约为
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年中国主要城市新生儿筛查
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#而近
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年河南省
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的发病率为
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本课题组使用
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技术联合
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测序#对河南

省人群中
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患者进行
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基因研究#可为
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患

者的诊断以及家系的深入研究提供理论依据%
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资料与方法
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苯丙氨酸血症的患儿!通过
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负荷试验"
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负荷

试验"尿液蝶呤谱分析确诊分型并排除其他代谢性疾

病的
'(

例
!)*

患儿及其父母为研究对象#
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例患

儿的男女性别比例为
&+,&-

!年龄
(./

至
+.

岁#所

有受试者检测均获得患儿监护人的知情同意!并且符

合医院人体试验伦理委员会所制定的伦理学标准!得

到该委员会批准#
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!德国
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公司&按照该试剂盒的
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提取操作说明书

进行外周血样本的基因组
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提取!所得样本基因

组
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经
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的琼脂糖凝胶电泳检测后保存于

E'.F

超低温冷藏箱中备用#
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扩增"基因测序和序列分析比对
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在
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的
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琼脂糖凝胶电泳观察
!GH

产物片段的大小!确定

有目的片段并且同引物设计的目的片段大小一致后

在
3$7(J(.

测序仪上进行测序!测序结果的峰图以

及序列比对分别采用
G"N<98K!N<-0+0(

和
R#S@<N
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进行#
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多重连接探针扩增$
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&法检测
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大片段缺失
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行
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基因大片段缺失检测!该试剂盒含有
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个探
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&探
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个!参考序列探针
+&

个#
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反应参照试剂盒说明书进行!反应产物在

3$7(A..

基因测序仪上进行毛细管电泳!电泳结果采

用
=M!3

专用数据软件
G<YY8;

L

K#N

进行分析!拷贝数

的判定根据同内参照序列电泳峰面积的比值确定%正

常
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拷贝比值范围为
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河南省
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患儿
:
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基因点突变检测结果
!

在对确诊的
'(

例
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患儿中!对其
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基因
+(

个

外显子及其双侧剪接区进行测序分析%在
+BB

条染色

体中共检测到
B-

种!

+B-

个基因突变!突变检出率为

IJ0B+D

#

'(

例患儿中有
&

例只检测出
+

条染色体上

等位基因的突变!

B

例患儿检测到
B

个大片段缺失型

杂合突变!

(

例患儿为纯合型突变!其余
J.

例患儿均

为杂合型突变#
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个突变位点分布于
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基因第
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内含子区域$表
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&!发生突变频率

最高的区域是第
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J
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外显子区域!占总体突变的

B&0+D

'在所有点突变中!发生频率最高突变类型的

为替换突变!其突变频率为
J&0&D

!其余突变类型依

次为剪接区突变"沉默突变"缺失突变和无义突变!突

变频率分别为
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年
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月第
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卷第
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期
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#

P

替换
+A I0B-

4B

:

0]-.BG S0B+J3

#

P

替换
( +0I-

4B

:

0%--.! S0BAI3

#

G

替换
+ .0B&

4B

:

0G-.(] S0B.'P

#

3

替换
+ .0B&

4B

:

06-(-[ S0BI&G

#

5

替换
- +0-'

4J

:

0H-&+G S0J-+G

#

5

替换
++ J0.A

4J

:

0H-&+!N<YK S0J--/#;P

缺失
- +0-'

4J

:

0H-&+% S0J--P

#

3

替换
( +0I-

4J

:

0M-&-\ S0J-&G

#

5

替换
+ .0B&

4J

:

0H-&(6 S0J-'P

#

3

替换
-& +A0('

4J

:

0R-&AR S0J(AP

#

3

沉默
+ .0B&

4J

:

0P-&JH S0J(IP

#

G

替换
( +0I-

4J

:

0P-&JR S0J&.P

#

5

替换
A (0-+

4J

:

0M-AAT S0JB&5

#

G

替换
+ .0B&

4J

:

07(-&2 S0J'-P

#

3

替换
- +0-'

4J

:

0\-B(T S0J''5

#

G

替换
+ .0B&

4J

:

0G-BA] S0JI&P

#

3

替换
+ .0B&

4J

:

0=-JB) S0'-J5

#

3

替换
+ .0B&

4J

:

04-'.) S0'('P

#

3

替换
+ .0B&

4'

:

0T(.(! S0I.J5

#

G

替换
+ .0B&

4I

:

0T(+.G S0I-IG

#

P

替换
+ .0B&

4I

:

0!(+&5 S0I&.G

#

3

替换
+ .0B&

4I

:

03(--1 S0IBAG

#

3

替换
+ .0B&

4I

:

07(-&2 S0IJ+5

#

3

替换
+ .0B&

4+.

:

0](-A[ S0IJAG

#

P

沉默
+ .0B&

4+.

:

0P(&&T S0+.(.P

#

3

替换
+ .0B&

BJ(&

重庆医学
-.+'

年
+-

月第
&J

卷第
(&

期



续表
-

!!

河南省
'(

例
!)*

患儿
:

8"

基因突变情况

突变区域 氨基酸改变 碱基改变 突变类型 等位基因突变数 突变频率$

D

&

4+.

:

0T(&I3 S0+.&A5

#

P

替换
+ .0B&

7+. 7RT+.V++P

#

3 S0+.BBV++P

#

3

剪接
+ .0B&

4++

:

0](AB[ S0+.B'G

#

3

沉默
J &0&I

4++

:

0R(IIR S0++IJ3

#

5

剪接
++ J0.A

4+-

:

03&.(R S0+-.'P

#

5

替换
+ .0B&

4+-

:

0H&+(! S0+-('P

#

G

替换
B (0'A

4+-

:

05&+'! S0+-A-3

#

G

替换
+ .0B&

4+-

:

06&+IH S0+-AB3

#

P

替换
- +0-'

4+-

:

03&(&1 S0+(.+G

#

3

替换
B (0'A

7+- 7RT+-̂ B5

#

3 S0+(+Â B5

#

3

剪接
+ .0B&

"0"

!

河南省
!)*

患儿
:

8"

基因大片段缺失检测结

果
!

在本研究中!通过
=M!3

技术共发现
B

例患者

的
:

8"

基因出现大片段缺失型突变!缺失突变发生在

其
:

8"

基因第
+

"

&

"

A

"

B

"

J

外显子及其基因上游的调

控区域!其中
(

例患者$

!)*.((

"

!)*.(I

"

!)*.AA

&

检测到了发生在
:

8"

第
&

"

A

外显子上的大片段缺失

$图
+3

"

$

"

\

&!其血浆
!"#

浓度分别为
.0+'+

"

.0+IB

C

(

M

和
.0-.-

C

(

M

$表
(

&'

-

例 患 者 $

!)*.+A

"

!)*.-J

&检测到了发生在
:

8"

基因第
+

外显子的大

片段缺失$图
+1

"

4

&!其血浆苯丙氨酸浓度分别为

.0.J-

"

.0+-(

C

(

M

$表
(

&'

+

例患者$

!)*.+-

&检测到

了发生在
:

8"

基因第
A

"

B

"

J

外显子的大片段缺失$图

+G

&!其血浆
!"#

浓度分别为
.0(-I

C

(

M

$表
(

&#

!!

3

%

!)*.((

患者在
:

8"

基因第
&

"

A

外显子区域发现大片段缺失'

$

%

!)*.(I

患者在
:

8"

基因第
&

"

A

外显子区域发现大片段缺失'

G

%

!)*.+-

患者在
:

8"

基因第
A

"

B

"

J

外显子区域发现大片段缺失'

1

%

!)*.+A

患者在
:

8"

基因第
+

外显子区域发现大片段缺失'

4

%

!)*.-J

患者在
:

8"

基因第
+

外显子区域'

\

%

!)*.AA

患者在
:

8"

基因第
&

"

A

外显子发现大片段缺失

图
+

!!

多重连接探针扩增技术!

=M!3

"检测结果图

表
(

!!:

8"

基因大片段缺失型
!)*

患者一般临床资料

患者编号 性别 年龄 血浆苯丙氨酸浓度$

C

(

M

&

!)*.+-

女
(B/ .0(-I

!)*.+A

男
AJ/ .0.J-

!)*.-J

男
+-./ .0+-(

!)*.((

男
I

岁
.0+'+

!)*.(I

女
I./ .0+IB

!)*.AA

女
(./ .0-.-

#

!

讨
!!

论

!!

!)*

是常见的遗传代谢性疾病!其主要机制是

人体内
:

8"

基因发生突变!导致
:

8"

结构及活性改

变)

A

*

#

:

8"

基因突变位点多处于外显子或者外显子与

内含子的交接区)

B

*

!影响一个或多个氨基酸#根据对

:

8"

酶活性有无影响!分为沉默突变和致病突变#沉

默突变对
:

8"

酶活性无影响#致病突变大部分发生

在外显子或外显子和内含子的交接区域!严重影响

:

8"

基因转录和翻译以及蛋白质异常折叠"聚合!使其

加速降解!从而影响
:

8"

酶的催化活性#

:

8"

基因的

突变具有位置多变"类型多样及异质性等特点)

J

*

!而

且不同民族和地区之间基因突变的频率和突变类型

存在较大差异)

'

*

#

:

8"

突变的标准分子分析包括对所有的外显子和

外显子边缘的
T8?

C

#N

测序!同时可使用多重连接探

针扩增技术$

=M!3

技术&进行补充)

I

*

#

:

8"

基因的

基因组
123

分析也可以被扩展到
4$RV

永生化的淋

巴细胞提取的
S123

分析!以确定或确认转录异

常)

+.

*

#

T8?

C

#N

测序主要用于检测错义突变"剪切位

点突变以及小片段的插入和缺失!

=M!3

技术则可检

测大片段的缺失"复杂的重排及拷贝数变异!二者联

合使用可以取长补短!提高诊断准确率)

++

*

#

=M!3

是基于分子诊断的敏感有效的技术!包括缺失和大型

基因组区域的复制)

+-

*

#在
!)*

患者中!大部分等位

基因突变伴随着错义突变和大片段缺失#有研究采

JJ(&

重庆医学
-.+'

年
+-

月第
&J

卷第
(&

期



用
=M!3

技术!对
AI

例未知突变等位基因的捷克

!)*

患者进行检测!发现
(+

例患者携带大片段缺失

突变)

+(

*

#有学者在研究罗马尼亚人的
!)*

基因型

频谱时!采用
T8?

C

#N

测序和
=M!3

"

S123

分析的结

合!达到了对
!)*IID

的诊断效率)

+&

*

#

本研究中
:

8"

基因的突变位点集中在
B

"

J

"

++

"

+-

这
&

个外显子及其两端的内含子剪接区中!同数据库

中的统计结果和以往中国人群中
:

8"

基因突变的调

查结果基本一致#本研究
!GH

扩增产物的直接测序

结果突变频率在
AD

以上的热点突变中
S0J-'P

#

3

"

S0B++3

#

P

"

S0++IJ3

#

5

的突变频率与以往文献资

料相一致)

+A

*

!而
S0J-+G

#

5

和
S0+A'P

#

3

的突变发

生率较高!其频率分别为
J0.AD

和
A0+(D

!同其他省

份人群的
!)*

突变热点不同)

+

!

J

!

+B

*

!提示其可能是河

南人群中
:

8"

基因的特有突变#

测序后使用
=M!3

共检测到
B

例
!)*

患者其

:

8"

基因发生大片段缺失突变!

B

例患者血浆中
!"#

的浓度相差较大!其中血浆中浓度最低的患者其大片

段缺失发生在
:

8"

基因的第
+

外显子!而发生在第
A

"

B

"

J

外显子的大片段缺失突变的患者血浆中
!"#

的浓

度最高达
.0(-I

C

(

M

#这种差异存在可能与大片段缺

失发生的位置有关!由于
:

8"

基因第
+

外显子所编码

的氨基酸位于酶蛋白的调控域!而
A

"

B

"

J

外显子所编

码的氨基酸位于蛋白的活性中心域!因此当区域发生

大片段缺失突变时!酶的活性下降程度相对较大#此

外!由于大片段缺失突变发生频率相对较低!对于这

种突变的基因型表型的关系研究还需要扩大样本量

进行深入的探讨#

综上所述!使用
=M!3

进行
:

8"

基因大片段缺

失的检测!是对
!)*

患者常规突变筛查的补充!为

!)*

患者的诊断治疗以及
!)*

患者家系的研究提

供理论依据!值得进一步推广和应用于临床诊断#
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