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  [摘要] 目的 对X连锁隐性遗传性肾上腺脑白质营养不良(X-ALD)家系进行基因诊断及产前诊断,为

临床遗传咨询提供依据。方法 利用PCR-外显子测序分析家系先证者ABCD1基因突变,然后检测100名健

康男性ABCD1基因在患者突变位点的碱基序列以排除多态性,同时PCR-外显子测序分析家系成员ABCD1基

因该突变位点的碱基序列,明确家系X-ALD携带者,并对携带者进行产前诊断。结果 先证者ABCD1基因存

在c.796位G>A突变,使 ABCD1基因第266位密码子由甘氨酸密码子GGG突变为精氨酸密码子 AGG。
100名健康男性、先证者父亲、哥哥及其妹妹此位点未见该突变,先证者母亲及其姐姐此位点为杂合突变。双胎

中胎儿1标本SRY阳性,ABCD1基因c.796位未见突变,胎儿2标本SRY阴性,ABCD1基因c.796位G>A
杂合突变。结论 明确了该X-ALD家系ABCD1基因的致病性突变,为该家系双胞胎胎儿提供X-ALD产前

诊断。
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  [Abstract] Objective To

 

conduct
 

genetic
 

diagnosis
 

and
 

prenatal
 

diagnosis
 

for
 

a
 

X-linked
 

adrenoleu-
kodystrophy

 

(X-ALD)
 

family,to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

clinical
 

genetic
 

counseling.Methods Potential
 

mutation
 

of
 

ABCD1
 

gene
 

was
 

analyzed
 

in
 

the
 

family
 

proband,suspected
 

mutation
 

was
 

identified
 

in
 

100
 

healthy
 

males
 

to
 

eliminate
 

polymorphism.At
 

the
 

same
 

time,PCR-exon
 

sequencing
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

base
 

sequence
 

of
 

the
 

ABCD1
 

gene
 

mutation
 

site,to
 

identify
 

the
 

X-ALD
 

carriers
 

in
 

the
 

family.Prenatal
 

diagnosis
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

carriers.Results Sequence
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

c.796
 

site
 

G>A
 

mutation
 

of
 

ABCD1
 

gene
 

in
 

the
 

family
 

proband,which
 

has
 

replaced
 

the
 

266th
 

glycine
 

codon
 

(GGG)
 

to
 

arginine
 

codon
 

(AGG).The
 

same
 

mutation
 

did
 

not
 

be
 

found
 

in
 

100
 

healthy
 

males,the
 

proband's
 

father,elder
 

brother
 

and
 

little
 

sister,but
 

the
 

proband's
 

mother
 

and
 

sister
 

had
 

the
 

heterozygous
 

mutation.Upon
 

prenatal
 

diagnosis,the
 

fetus
 

1
 

was
 

a
 

male
 

and
 

did
 

not
 

harbor
 

the
 

same
 

mutation,fetus
 

2
 

was
 

a
 

female
 

and
 

carried
 

the
 

c.796
 

site
 

G>A
 

heterozygous
 

mu-
tation

 

of
 

ABCD1
 

gene.Conclusion The
 

pathogenic
 

mutation
 

of
 

the
 

ABCD1
 

gene
 

in
 

the
 

X-ALD
 

family
 

was
 

clarified,and
 

X-ALD
 

prenatal
 

diagnosis
 

was
 

provided
 

for
 

the
 

family.
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  X连锁隐性遗传性肾上腺脑白质营养不良(X- ALD)是一种主要侵犯脑白质、肾上腺等组织器官的
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先天性基因缺陷引起的伴X染色体隐性遗传过氧化

物酶体病,男性发病,女性多为携带者。X-ALD临床

主要表现为极长链脂肪酸(VLCFAs)在组织和体液

中大量蓄积而引发的中枢神经系统脱髓鞘和肾上腺

功能减退[1]。根据发病年龄和主要受累器官等主要

分为6种临床表型,其中儿童脑型肾上腺脑白质营养

不良(CCALD)临床表现最为严重,患儿多于4~10
岁起病,表现为听、视觉损害,疾病进展快、预后不良,
且缺乏特异性的治疗手段,因此对CCALD家系及早

进行基因诊断并筛查携带者,为携带者提供产前诊断

以预防出生缺陷尤为重要。
X-ALD的 致 病 基 因 为 ABCD1(ATP

 

binding
 

cassette
 

subfamily
 

D
 

member
 

1)基因,定位于 Xq28
区,编码由745个氨基酸组成的肾上腺脑白质营养不

良蛋白(ALDP)。ABCD1基因突变导致ALDP异常

进而引起 VLCFAs代谢障碍是X-ALD发病的根本

原因。因此本研究利用PCR-外显子测序分析技术对

一X-ALD家系进行基因诊断和产前诊断,为临床遗

传咨询提供依据,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

2013年1月来河南省人民医院咨询,要求进行

X-ALD基因诊断及产前诊断的1个家系(图1),其中

先证者(Ⅱ4),男,8岁,其父亲口述患儿渐进性视力下

降,学习成绩下降,且偶尔行走跌倒,于当地医院进行

MRI检查显示双侧脑室后角周围对称性异常信号,呈
蝶翼状向枕叶及顶枕交界白质区蔓延,查 VLCFA

 

C26∶0为1.47(参考值0.24±0.14)。依据X-ALD
诊断标准[2],临床诊断为CCALD,家系中其他成员未

见异常。家系中孕妇(Ⅱ2),女,23岁,为患儿姐姐,首
次咨询时孕10周,B超提示双囊双胎。本研究获得家

系成员知情同意及河南省人民医院伦理委员会批准。

图1  X-ALD家系图

1.2 方法

1.2.1 标本获取及DNA提取

采集家系成员外周血3~5
 

mL,EDTA-K2 抗凝;
在超声引导下对孕中期孕妇行羊膜腔穿刺获取胎儿脱

落细胞。Qiagen基因组DNA提取试剂盒(德国Qiagen
公司)提取外周血及胎儿脱落细胞DNA,具体操作见说

明书。NANODROP
 

2000(美国Thermo
 

公司)定量待

测标本及健康男性基因组DNA,
 

-20
 

℃保存。
1.2.2 PCR-外显子测序分析该家系成员ABCD1基

因突变情况

设计ABCD1基因10个外显子序列引物,PCR
扩增先证者ABCD1基因全外显子及侧翼序列,PCR
扩增产物送上海生工股份有限公司测序。根据家系

中患者ABCD1基因突变位点,PCR-外显子测序分析

该家系成员和100名健康男性ABCD1基因此位点碱

基情况,以排除多态性和明确家系成员 X-ALD 携

带者。
1.2.3 羊水标本质量检测

按照PowerPlex
 

21
 

HS基因分型系统(美国

Promega公司)说明书扩增孕妇及其羊水标本DNA,
借以排除母体污染,确保结果准确性,具体方法参考

文献[3]及说明书。
1.2.4 胎儿性别鉴定

设立健康男性、女性和空白对照,PCR扩增胎儿

SRY基因,引物序列如下:5'-GAA
 

TAT
 

TCC
 

CGC
 

TCT
 

CCG
 

GA-3',5'-GCT
 

GGT
 

GCT
 

CCA
 

TTC
 

TTG
 

AG-3';独立重复3次,具体方法参考文献[4]。
1.2.5 PCR-外显子测序分析胎儿ABCD1基因突变

情况

PCR-外显子测序分析胎儿 ABCD1基因上述突

变位点碱基情况,PCR产物送上海生工股份有限公司

测序,独立重复检测3次。
2 结  果

2.1 家系成员ABCD1基因检测结果

PCR-外显子测序分析结果显示,先证者 ABCD1
基因存在c.796位G>A突变,使ABCD1基因第266
位密码子由甘氨酸密码子GGG突变为精氨酸密码子

AGG。100名健康男性,先证者父亲、哥哥、妹妹及孕

妇丈夫此位点未见该突变(G/G),为健康者;先证者

母亲及其姐姐此位点为杂合突变(G/A),为 X-ALD
携带者,见图2。

  A:先证者父亲(Ⅰ1);B:先证者母亲(Ⅰ2);C:孕妇丈夫(Ⅱ1);D:

先证者姐姐(Ⅱ2);E:先证者哥哥(Ⅱ3);F:先证者(Ⅱ4);G:先证者妹

妹(Ⅱ5);H:健康男性。

图2  X-ALD家系ABCD1基因测序结果

2.2 羊水标本质量检测结果

PowerPlex
 

21
 

HS系统检测结果显示,两个胎
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  A:孕妇(Ⅱ2)DNA分型;B:胎儿1(Ⅲ1)DNA分型;C:胎儿2(Ⅲ2)DNA分型。

图3  羊水标本质量检测

儿的DNA分型中均未见母源性的分型,同时可以看

到胎儿1是男性胎儿(性染色为XY)、胎儿2女性胎

儿(性染色体 XX),且与孕妇的分型符合母子/女关

系,表明羊水标本无母体污染,且羊水标本无误,可进

行后续检测,见图3。
2.3 SRY基因检测结果

经过琼脂糖电泳分析,胎儿1标本扩增出SRY
条带,SRY阳性,为男性胎儿;胎儿2未扩增出SRY
条带,SRY阴性,为女性胎儿。SRY基因检测结果与

PowerPlex
 

21
 

HS系统检测结果一致。
2.4 胎儿标本ABCD1基因检测结果

胎儿1
 

ABCD1基因c.796位未见突变(G/G),为
非X-ALD;胎儿2

 

ABCD1基因c.796位G>A杂合

突变(G/A),为X-ALD携带者。独立重复3次结果

一致,见图4。

  A:胎儿1(Ⅲ1);B:胎儿2(Ⅲ2)。

图4  胎儿标本ABCD1基因检测结果

3 讨  论

X-ALD是一种临床表现多样的脑白质变性病,
呈X连锁隐性遗传,男性受累,发病率约1/21

 

000,女
性多为携带者,携带率约为1/14

 

000。目前研究认

为,X-ALD的致病基因为ABCD1基因,于1993年被

克隆,其 编 码 的 ALDP为 ABC(ATP-binding
 

cas-

sette)转膜转运子超家族D亚家族成员,为一个半转

运子,在体内以异源二聚体或同源二聚体形式形成有

功能的ABC转运子,在VLCFAs的体内转运代谢中

具有重要作用。ABCD1基因突变导致ALDP功能异

常,致使VLCFAs在组织、血浆,尤其是肾上腺、脑白

质大量蓄积,引起肾上腺皮质激素释放激素受体的活

性降低和脑白质髓鞘稳定性下降是X-ALD发病的根

本原因。临床上对 X-ALD的基因诊断即检测 AB-
CD1基因突变情况,结合X-ALD专业网站(http://
www.x-ald.nl)提供的 ABCD1基因突变数据,可方

便地找出X-ALD家系ABCD1基因致病性突变。截

至2018年12月29日,X-ALD专业网站已记录AB-
CD1基因突变共2

 

681个,其中错义突变占61%、无
义突变占10%、移码突变占17%、碳基的插入/缺失

占4%,其余为剪切位点突变或是大片段的缺失,大量

的基因突变相关数据可方便研究者和临床实验室诊

断医生查询突变相关资料,明确突变是否为致病性突

变,为临床实验室检验提供数据支持。
根据发病年龄、受累部位及神经系统症状等,主

要分为6种表型,其中CCALD是临床上较为常见的,
也是临床症状较重的 X-ALD。CCALD发病较早,
4~10岁以进行性的视力、听力、运动能力障碍起病,
病程进展较快,大部分患儿在发病2~4年后成为植

物人状态或死亡,给患者及家庭带来巨大的身心伤害

和经济负担。然而目前对CCALD尚缺乏有效的治

疗手段,尽管激素替代治疗可改善患儿内分泌的状

态,但不能改善神经系统症状;尽管造血干细胞移植

对疾病早期脑型患者有治疗效果,但对疾病快速进展

阶段的脑型患者却不适用[5]。因此,及早对 X-ALD
家系高危人群进行基因检测,明确患者后及早治疗,
发现携带者后进行有效的产前诊断对尽量延缓患者

临床症状进程和预防X-ALD出生缺陷发生具有重要

意义。
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本研究利用PCR-外显子测序分析技术对一 X-
ALD家系进行基因诊断,发现该家系先证者ABCD1
基因存在c.796位G>A突变,使其ABCD1基因第

266位密码子由甘氨酸密码子GGG突变为精氨酸密

码子AGG,经与数据库比对,发现该突变为一致病性

突变。在X-ALD突变数据库中(截至2018年12月

29日),c.796位G>A突变报道次数在所有突变中

占第9位,这表明该突变为 ABCD1基因一个突变热

点。亚洲人突变被报道的最多,其中印度有3例[6]、
日本4例[7-9]、中国5例[10],占比近70%,该突变是否

易在亚洲人群,尤其是中国人群中高发,尚需要更多

该突变在亚洲及中国人群中的报道来证实。对该家

系成员和100名健康男性 ABCD1基因进行检测发

现,100名健康男性、先证者父亲(Ⅰ1)、孕妇丈夫(Ⅱ
1)、先证者哥哥(Ⅱ3)及先证者妹妹(Ⅱ5)ABCD1基

因均未见突变,先证者母亲(Ⅰ2)和先证者姐姐(Ⅱ2)
ABCD1基因存在c.796位G>A杂合突变(G/A),排
除了基因多态性并明确此突变在该家系存在突变与

疾病共分离现象,同时结合数据库中的报道,依据美

国医学遗传学与基因组学会(ACMG)2015年发表的

序列变异临床意义判读标准和指南中对致病性突变

判读要求[11],该家系ABCD1基因c.796位G>A突

变符合PS1+PS4+PM2+PP1+PP4致病性突变判

读规则。因此,笔者认为ABCD1基因c.796位G>A
突变是该家系先证者患病的根本原因。本研究于孕

妇(Ⅱ2)孕19周时对其进行X-ALD产前诊断,在抽

取其双胎羊水时分别标记为胎儿1、胎儿2。在产前

诊断中,笔者利用PowerPlex
 

21
 

HS基因分型系统

来检测胎儿标本中是否含有母体成分,同时明确所取

的两份标本为两个胎儿的而非1个胎儿取两份标本,
以保证产前诊断结果的准确性。本研究发现两份胎

儿标本均未含母源性成分,且DNA分型不同,与孕妇

为母子/女关系,证明所取标本正确且无污染,可进行

后续检测。该检测系统可明确各标本的DNA分型,
笔者建议在产前诊断检测羊水标本有无污染尤其是

在双胎产前诊断中检测羊水抽取是否正确时使用,以
保证所取标本准确无误,保证产前诊断结果准确。产前

诊断结果显示胎儿1
 

SRY阳性,ABCD1基因未见突

变,为健康男性胎儿;胎儿2
 

SRY阴性,ABCD1基因存

在c.796位G>A杂合突变,为女性X-ALD携带者。
X-ALD患者的临床表现复杂多样,与基因突变

类型、VLCFAs水平无明显关系,且有研究发现,同样

的突变在不同的患者中,即使同一家系相同的基因突

变类型,其临床表现仍可相差较远,可表现为临床症

状严重的CCALD,也可表现为发病较晚、症状偏轻的

肾上腺脊髓神经病型等。此外,约60%的X-ALD女

性携带者在40岁后会出现一定的临床症状,以肾上

腺脊髓神经病型为主[12]。因此,在根据产前诊断结果

进行遗传咨询时,尽管该家系中先证者母亲及其姐姐

作为X-ALD携带者目前均无临床症状,但笔者仍将

胎儿2作为X-ALD携带者各种可能出现的情况予以

详细告知,孕妇决定继续妊娠。产后随访,孕妇孕

37+2 周剖宫产1名男婴、1名女婴,Apgar评分均10
分,至2018年11月1日两幼儿4岁9个月,随访未见

异常,笔者会继续随访至其成年。
综上所述,本研究对一双胎X-ALD家系进行了

基因诊断及产前诊断,为该家系提供了可靠的临床实

验室诊断和遗传咨询,同时对X-ALD家系双胎产前

诊断进行报道[12],为X-ALD双胎产前诊断流程提供

参考,对探讨X-ALD遗传异质性提供数据支持。
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