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ＤＭＤ基因外显子缺失导致进行性肌营养不良
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　　摘　要：目的　通过基因分析对ＤＭＤ患者做出准确诊断，以便检出携带者和进行产前诊断。方法　运用多重ＰＣＲ技术对

来该院就诊临床上诊断为ＤＭＤ／ＢＭＤ患者进行ＤＭＤ基因突变分析。结果　１１例诊断为ＤＭＤ／ＢＭＤ患者中发现５例有ＤＭＤ

基因外显子缺失，分别是外显子４５、４８、５１各１例，外显子４有２例。结论　ＤＭＤ基因外显子缺失导致进行性肌营养不良。
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　　进行性肌营养不良症（ＰＭＤ）是一组遗传性肌肉变性疾

病，其临床特征主要为缓慢进行性加重的对称性肌肉无力和萎

缩，无感觉障碍；电生理表现主要为肌源性损害［１］。临床上分

Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型（ＤＭＤ）、Ｂｋｅｒ型（ＢＭＤ）、肢带型、面肩肱型例、远

端型和眼咽型。其中以ＤＭＤ／ＢＭＤ最常见，它是同一基因的

不同类型突变造成的肌肉神经系统中最常见的Ｘ连锁隐性遗

传病，因此患者大多为男性。发病率分别为活产男婴的１／３

５００。女性为携带者，但有约２．５％的女性杂合子患者因携带

正常基因的Ｘ染色体在胚胎早期被灭活而导致发病。ＤＭＤ

基因位于Ｘｐ２１，基因组ＤＮＡ由７９个外显子组成，ｃＤＮＡ长约

１４ｋｂ在ＤＭＤ基因内存在许多重复序列，形成许多断裂和交

换热点，容易导致基因缺失、重复和突变发生［２］。随着分子生

物学技术的快速发展，基因诊断已经被广泛应用到 ＤＭＤ／

ＢＭＤ的临床研究中，研究者运用多重ＰＣＲ技术对来本院就诊

临床上疑诊为ＤＭＤ／ＢＭＤ患者进行了基因诊断，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１１例检测对象均为男性，其中最小发病年龄

为２．５岁。首发症状肢体无力，走路呈现鸭步态，腓肠肌肥大。

５例肌电图检测呈肌源性损害，７例血清酶学检测肌酸激酶

ＣＫ明显升高，高达１７６０ＩＵ／Ｌ。经本院神经科临床诊断为

ＤＭＤ。２例有家族患病史，其余为散发。

１．２　实验方法

１．２．１　人基因组ＤＮＡ提取　抽取ＥＤＴＡ抗凝静脉血１ｍＬ，

取０．２ｍＬ加入等体积裂解液和蛋白酶 Ｋ 混匀，３７℃孵育

１０ｍｉｎ，加入０．２ｍＬＤＮＡ结合液和０．２ｍＬ乙醇充分混匀，

过柱离心，再加入洗液离心清洗２次，加３０μＬＴＥ缓冲液于柱

上，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集ＤＮＡ．Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定ＤＮＡ

的量和纯度，０．８％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＤＮＡ是否有降解。

１．２．２　多重ＰＣＲ检测ＤＭＤ／ＢＭＤ基因突变　选择ＤＭＤ５′

端缺失热点区和中央缺失热点区，设计９对引物。分成５对引

物和４对引物两组，２５μＬ反应体系中加入：模板１００ｎｇ，１０×

ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍＭ，ｅａｃｈ）２μＬ，５对／４对引物混合物

２μＬ（引物终浓度为０．１ｎｍｏｌ／Ｌ），最后加水至２５μＬ，混匀后

离心数秒，至９５℃预变性１０ｍｉｎ，离心１５ｓ，迅速置冰上，加入

Ｔａｇ酶２．５Ｕ，混匀后放入ＰＣＲ仪中按照：９４℃３０ｓ，５６℃３０

ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．２．３　结果判定　取１０μＬ扩增产物加入溴酚蓝载样缓冲液

２μＬ，２．５％琼脂糖凝胶电泳，１００Ｖ电压０．５ｈ，经溴化乙锭染

色后，在凝胶成像检测仪上观察ＤＮＡ条带并照相记录。以正

常男性模板扩增产物为对照，４条或５条扩增带都存在为正

常，缺失任何一条带，经单一引物再扩增确认结果相同后，诊断

为基因缺失型ＤＭＤ／ＢＭＤ。

２　结　　果

１１例临床诊断ＤＭＤ患者外周血ＤＭＤ外显子基因分别

经多重ＰＣＲ扩增和单一引物重复扩增确认发现共５例有缺

失，见表１，分别是外显子４５、４８、５１各１例，外显子４有２例。

检出缺失的外显子片段最长者为４５号（５４７ｂｐ），最短者为４

号外显子１９１ｂｐ，见图１。缺失的外显子分布情况为累及中央

缺失热区（４４～５３号外显子区）者检出率６０％（３／５）；５′端缺失

热区（３～１９号外显子区）为４０％（２／５），且２例均为外显子４
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缺失。

表１　　５例ＤＭＤ患者外显子缺失分布

病例序号 临床诊断 发病年龄 外显子 长度（ｂｐ）

＃１ ＤＭＤ ５ ４ １９１

＃２ ＤＭＤ １１ ５１ ３８８

＃３ ＤＭＤ ９ ４５ ５４６

＃４ ＤＭＤ ４ ４８ ５０６

＃５ ＤＭＤ ８ ４ １９１

　　Ｍ：标记物，１００ｂｐｌａｄｄｅｒ；Ｅｘ：ｅｘｔｒｏｎ。

图１　　５例ＤＭＤ患者外显子缺失单一引物确认电泳图

３　讨　　论

１９８７年由Ｋｕｎｋｅｌ克隆出 ＤＭＤ／ＢＭＤ的致病基因———抗

肌萎缩蛋白基因（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｇｅｎｅ）。Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因由７９个

外显子和 ７８ 个内含子组成长约２１３ Ｍｂ，ｃＤＮＡ 约２３００

ｋｂ
［３］。迄今为止，分子遗传学研究发现抗肌营养不良蛋白基因

是人类分离到的最大的基因。正是由于此基因如此巨大，才使

其具有高度的突变率，在多种突变中，大多数为基因缺失，约占

２／３，缺失的基因主要分布在两个区域，即中央缺失热区（约占

７０％）和５′端缺失热区（约占２０％）
［４］。作者研究分析临床诊

断为ＤＭＤ／ＢＭＤ患者１１例，发现５例具有外显子基因缺失，

总基因突变检出率４５．５％，其中６０％在中央缺失区（外显子

４５、４８、５１），４０％在５′端缺失热区（外显子４），缺失分布基本符

合上述病变特点。５例外显子缺失患者临床诊断均为ＤＭＤ，

但临床表现不尽相同，２例４号外显子缺失临床症状较重：走

路呈现鸭步态，患者会出现上楼困难、蹲下再起来困难，腓肠肌

肥大；肌电图检测呈肌源性损害；血清酶学检测肌酸激酶ＣＫ

明显升高。目前，本病尚无根治办法，新的治疗方法处于试验

阶段，如腺相关病毒为载体介导的小基因（含肌萎缩蛋白编码

中央重复区和羧端区约基因全长的１／３）转染治疗，在 ｍｄｘ小

鼠实验中取得良好治疗效果，并已进入Ⅰ期临床试验
［５］；还有

针对上调与ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白高度同源的ｕｔｒｏｐｈｉｎＡ基因表达

的研究，以替代ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ的部分功能
［６］。所以，孕前遗传咨

询、携带者的家谱分析，通过检出致病基因携带者和鉴别妊娠

携带者的胎儿性别及其基因型，进行产前诊断是预防本病发生

的重要措施。

分子生物学技术的快速发展使得ＤＭＤ／ＢＭＤ的基因诊断

方法不断增加，如从ＰＣＲ、限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰｓ）连

锁分析检测已知的有限的缺失和突变，到可检测微小突变的高

灵敏度探针连接多重扩增（ＭＬＰＡ）技术
［７］、探索未知突变的比

较基因组方法［８］。以及检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｍＲＮＡ的反转录ＰＣＲ

和用抗ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎＮ，Ｃ，Ｒ单克隆抗体进行免疫组化染色、免

疫印记检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白表达是否完整等，对 ＤＭＤ／ＢＭＤ

的诊断更加准确和精确。相信，ＤＭＤ／ＢＭＤ的基因更精细全

面的诊断和基因治疗技术的不断成熟将会给ＤＭＤ／ＢＭＤ疾病

患者的诊断和治疗带来新的福音。
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ｅｒｓ，２００９，１３（１）：２３３０．

［８］ ＨｅｇｄｅＭＲ，ＣｈｉｎＥＬ，ＭｕｌｌｅＪＧ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｂａｓｅｄｍｕｔａｔｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｇｅｎｅ［Ｊ］．Ｈｕｍ Ｍｕｔａｔ，２００８，２９（９）：

１０９１１０９９．

（收稿日期：２０１３０１１１）

（上接第１２２２页）

　　 ［Ｊ］．ＪＡｍＣｏｌｌＣａｒｄｉｏｌ，１９９８，３１（７）：１４６０１４６５．

［１１］王莉，张帆，陈飞．血清超敏Ｃ反应蛋白、血脂水平与颈动脉斑块

和脑梗死的相关性研究［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１１，３２（２１）：

２４３８２４３９．

［１２］彭瑛，邓剑，邓正华，等．超敏Ｃ反应蛋白与冠心病相关性分析

［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１０，３１（５）：４５６４５７．

（收稿日期：２０１３０１１８）
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