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　　摘　要：目的　运用 ＭＬＰＡ技术和ＤＮＡ及ｃＤＮＡ测序技术对ＤＭＤ／ＢＭＤ进行家系分析，对患者、可能携带者基因诊断并探

讨诊断流程的临床可行性。方法　对２个ＤＭＤ／ＢＭＤ家系中６例患者、１３例女性可能携带者、６例男性家系成员，６例女性和男

性健康对照共３１例采集外周血提取ＤＮＡ，运用 ＭＬＰＡ技术分析对以上３１例的ＤＭＤ基因７９个外显子；患者取右侧腓肠肌１０～

３０ｍｇ肌肉提取ＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ；分别进行ＤＮＡ及ｃＤＮＡ序列测定，测序结果与 ＭＬＰＡ结果进行比较。结果　经 ＭＬＰＡ检

测，家系１的４例患者均缺失ＤＭＤ基因Ｅｘｏｎ５０，家系２中２例患者均缺失Ｅｘｏｎ４３。以上结果经肌肉ｃＤＮＡ测序证实了相应外

显子缺失。结论　ＭＬＰＡ技术结合ＤＮＡ及ｃＤＮＡ测序技术进行ＤＭＤ家系分析具有可靠的临床应用价值。
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　　杜氏肌营养不良症（ＤＭＤ）是１种严重致死性Ｘ连锁隐性

遗传病，肌肉呈进行性萎缩，外周血肌酸肌酶显著增高［１］，其发

病率为１／３５００活男婴。患者２～５岁起病，２０岁前死亡。贝

氏进行性肌营养不良（ＢＭＤ）和ＤＭＤ由同一基因突变所致，其

发病较晚且症状轻，１２岁之后还能行走
［２］。本病女性携带者

一般无症状，其生育的男胎有１／２概率是患儿，女胎有１／２概

率是致病基因携带者。由于本病目前无有效的治疗方法，所以

检出携带者及对胎儿进行产前诊断是有效控制致病基因传递、

防止患儿出生、降低发病率的主要措施。本研究采用多重连接

依赖式探针扩增（ＭＬＰＡ）技术结合ＤＮＡ和ｃＤＮＡ测序技术

进行ＤＭＤ家系分析，对患者进行基因诊断。

１　资料与方法

１．１　一般资料　家系１（图１）是具有遗传早现表现的ＢＭＤ家

系，患者Ⅱ１、Ⅱ３和Ⅱ６的发病年龄３０～３５岁，先证者Ⅳ１２岁

发病。家系Ⅰ患者血清肌酸肌酶均增高，以Ⅳ１显著。家系２

（图２）先证者Ⅴ２现８岁，具有行走和上楼梯困难、下肢无力、

鸭步步态、腓肠肌肥大等ＤＭＤ典型的临床表现；血清肌酸肌

酶显著增高；肌电图和神经传导速度检查呈肌源性损害。回顾

家系２五代人中共有８位男性患者。

图１　　家系Ｉ

图２　　家系Ⅱ

１．２　方法
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１．２．１　ＤＮＡ和ＲＮＡ标本获取　采集６例患者，１３例女性可

能携带者、６例男性家系成员、３例女性健康对照和３例男性健

康对照共３１例的外周静脉血，常规酚氯法提取基因组ＤＮＡ。

患者取右侧腓肠肌肉１０～３０ｍｇ，ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ，逆转录

成ｃＤＮＡ，测定浓度，－７０℃保存备用。

１．２．２　ＭＬＰＡ技术基因分析 用 ＭＬＰＡ（荷兰 ＭＲＣＨｏｌｌａｎｄ

公司）Ｐ０３４／Ｐ０３５于分析 ＤＭＤ 基因的７９个外显子。运用

Ｆｒａｇｍｅｎｔ模块分析 ＭＬＰＡ图谱数据，比较ＤＭＤ／ＢＭＤ患者、

双亲、可能携带者及正常对照的各个外显子的信号峰高，分析

ＤＭＤ基因外显子缺失、重复情况。

１．２．３　ＧａｐＰＣＲ及ＤＮＡ／ｃＤＮＡ测序　以管家基因 ＧＡＰｄｈ

为模板设计引物，检测ｃＤＮＡ的质量及扩增效果。根据 ＭＬ

ＰＡ结果针对缺失部位进行引物设计，家系２患者缺失 Ｅｘ

ｏｎ４３，则在ＤＮＡ水平Ｉｎｔｒｏ４３和Ｉｎｔｒｏ４４序列设计引物Ｉｎｔｒｏ４３

Ｆ和Ｉｎｔｒｏ４４Ｒ。家系１患者缺失Ｅｘｏｎ５０，则以ｃＤＮＡ为模板

设计跨越Ｅｘｏｎ５０序列的引物 Ｅｘｏｎ４８Ｆ和 Ｅｘｏｎ５１Ｒ；家系２

患者缺失Ｅｘｏｎ４３，在Ｅｘｏｎ４２和Ｅｘｏｎ４５序列内设计引物Ｅｘ

ｏｎ４２Ｆ和Ｅｘｏｎ４５Ｒ行跨越断裂点的 ＧａｐＰＣＲ。扩增产物用

２％琼脂糖电泳，紫外成像系统分析结果。以切胶纯化的回收

产物为模板，进行测序反应。

２　结　　果

２．１　ＭＬＰＡ检测结果　家系Ⅰ中４例患者均缺失ＤＭＤ基因

Ｅｘｏｎ５０，母亲Ｅｘｏｎ５０处信号比家系中正常女性及健康女性对

照的信号低约５０％，为缺失Ｅｘｏｎ５０杂合子。家系Ⅱ中Ⅴ１和

Ⅴ２检测图谱中２１８ｂｐ缺失提示缺失Ｅｘｏｎ４３；Ⅳ１和Ⅳ２均为

携带者，其２１８ｂｐ处信号比家系中正常女性及健康女性对照

的信号低约５０％。见图３～６（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。

２．２　ＤＮＡ和ｃＤＮＡ测序结果　家系Ⅰ患者Ⅳ１扩增ｃＤＮＡ

片段进行测序，见Ｅｘｏｎ４９拼接Ｅｘｏｎ５１，Ｅｘｏｎ５０缺失。家系Ⅱ

患者Ⅴ２扩增的ｃＤＮＡ片段进行测序，见Ｅｘｏｎ４２拼接Ｅｘｏｎ４３

序列，Ｅｘｏｎ４３缺失。

３　讨　　论

ＤＭＤ由人类 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因突变引起，该基因定位于

Ｘｐ２１．１３，ＤＮＡ全长为２．４Ｍｂ，ＲＮＡ全长为１４．２Ｋｂ，含有

７９个外显子，是目前发现的人类最大的基因
［３］。由于ＤＭＤ基

因内存在许多重复序列，并有许多断裂和交换热点，具有突变

长度不一，突变位置无固定规律的特点，给临床检测难度大。

目前国内常用多重ＰＣＲ技术，针对ＤＭＤ基因突变热点的十

几个至二十几多个外显子进行检测［４５］，因其只能检测部分外

显子及不能检测出女性携带者，给基因诊断和产前诊断带来很

多不确定因素。本研究运用 ＭＬＰＡ技术检测ＤＭＤ基因全部

外显子，并在ＤＮＡ和ｃＤＮＡ水平上进行突变位点测序检测，

对两家系中患者、携带者进行基因诊断［６８］。

ＭＬＰＡ技术于２００２年由荷兰的Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等设计发明，是

一种高通量、针对待测核酸中靶序列进行定性和半定量分析技

术［９］。其原理是根据ＤＭＤ每一个外显子的保守序列设计 Ａ

探针和和 Ｍ１３噬菌体衍生法制备的Ｂ探针，只有Ａ、Ｂ探针连

反应完成，才能进行ＰＣＲ扩增并收集到相应探针的扩增峰，如

果靶序列发生点突变、缺失或拷贝数目变化，那么相应探针的

信号峰便会缺失、降低或增加，因此，根据信号峰的改变就可判

断靶序列是否有点突变或拷贝数的异常。

本研究ＤＭＤ家系Ⅰ中４位患者Ｐ０３４检测结果均为４６６

ｂｐ片段峰信号缺失，提示ＤＭＤ基因Ｅｘｏｎ５０缺失；其母亲４６６

ｂｐ片段峰信号比家系中正常女性及健康对照女性的信号低约

５０％，ＤＭＤ致病基因携带者可能性较大。家系Ⅱ现存两患者

均为Ｅｘｏｎ４３缺失。由于以上两家系的 ＭＬＰＡ检测结果均为

单个外显子缺失，为了使诊断结果更为可靠［１０］，进一步对

ＤＭＤ基因突变部位进行ＤＮＡ序列测定，并在ｃＤＮＡ水平上

设计ＧａｐＰＣＲ，通过对突变外显子ｃＤＮＡ序列测定，证实 ＭＬ

ＰＡ检测结果。

本研究表明，运用 ＭＬＰＡ技术快速对ＤＭＤ基因７９个外

显子进行检测，根据基因突变位点设计引物并结合 ＤＮＡ及

ｃＤＮＡ测序技术对ＤＭＤ患者进行基因诊断；该检测流程和检

测方案可应用于 ＤＭＤ临床基因诊断，具有临床实用性和可

行性。
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