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杜氏肌营养不良分子诊断技术的研究进展

王　晶 综述，贺　勇△审校

（重庆医科大学附属永川医院检验科，重庆４０２１６０）

　　关键词：肌营养不良，杜氏；　突变；　原位杂交，荧光；　原位标记；　基因，ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１０．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１０１３０７０３

　　杜氏肌营养不良（Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ）是

一种Ｘ连锁隐性遗传致死性神经肌肉系统疾病，发病率高，占

男性活婴的１／３５００。临床表现为全身骨骼肌萎缩，进行性无

力和小腿腓肠肌假性肥大，走路呈鸭形步态，３０％患儿有不同

程度的智力障碍。一般３～５岁隐袭发病，９～１２岁丧失站立

和行走能力，多于２０岁左右因心、肺功能衰竭而死亡
［１］。现阶

段对ＤＭＤ尚无有效的治疗方法，控制ＤＭＤ的发生主要在于

防止患儿的出生，阻断缺陷基因的传递。因此，产前诊断及母

体携带者筛查是预防 ＤＭＤ发生的有效手段
［２］。目前，ＤＭＤ

的分子诊断方法多样且各有优、缺点，本文就ＤＭＤ分子诊断

技术的研究进展做一综述。

１　犇犕犇基因突变和抗肌萎缩蛋白

抗肌萎缩蛋白即Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白，为ＤＭＤ致病基因，位

于染色体 Ｘｑ２１．２上，是目前已知的人类最大基因，长达

２４００ｋｂ，由７９个外显子和７８个内含子构成。１９８７年 Ａｈｎ

等［３］测定全序列后，确定了抗肌萎缩蛋白由３６８５个氨基酸组

成，相对分子质量为４２７０００。该蛋白广泛分布于肌肉组织和

神经组织中，在结构上可分为氨基端区、中央区、半胱氨酸富含

·７０３１·国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０

 基金项目：重庆市教委科研课题资助项目（ＫＪ１００３１４）；重庆医科大学附属永川医院科研课题资助项目（ＹＪＹＢ２０１１０１１）。　作者简介：王

晶，女，在读硕士研究生，主要从事遗传性疾病的分子生物学诊断研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｙｏｎｇｈｅ１９６８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



区和羧基端区４个区域，分别包含１～８号外显子、９～６３号外

显子、６４～６８号外显子、６８～７９号外显子。犇犕犇 基因突变的

特点在于频率高、形式多样，其中１／３突变为当代新生突变而

无遗传性［４］。ＤＭＤ的基因突变以缺失突变最常见，占５５％～

６５％，点突变约占２５％，重复突变约占５％～１０％，其他微小缺

失和微小重复约占８％，此外，还包括少量复杂突变和内含子

突变，其突变位置无固定规律，突变长度不定［５］。犇犕犇 基因

发生缺失和重复突变主要有２个热点区，即５′端缺失热区，位

于２～２０号外显子区，占３０％；中央热区位于４４～５１号外显

子，占７０％；点突变随机分布于整个基因上，无显著分布特点。

犇犕犇 基因大且复杂，突变大小不一，突变位置无规律，给

ＤＭＤ诊断增加了难度。

２　犇犕犇基因诊断方法

鉴于犇犕犇基因突变特点，现阶段ＤＭＤ的基因诊断方法

主要有以下几种：

２．１　多重聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）　

犇狔狊狋狉狅狆犺犻狀基因的缺失主要集中于缺失热点区域，１９８８年，

Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ等
［６］设计缺失热点区域的９对外显子（４、８、１２、

１７、１９、４４、４５、４８及５１）引物，对ＤＭＤ患者的基因进行ＰＣＲ扩

增，约８０％的患者检出基因缺失。后来，Ｂｅｇｇｓ等
［７］在新增９

对外显子（３、６、１３、４３、４７、５０、５２、６０及４９）引物后，缺失检出的

整体敏感性达９８％。此技术仅需极少样本并在较短时间内即

可完成全面分析，但也存在局限性，对于非热区的外显子缺失、

非缺失突变（如重复突变）和女性携带者不能检测。

２．２　逆转录 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）　

犇犕犇基因内含子序列较长且与外显子交替分布，ＲＴＰＣＲ通

过剪切除去内含子，在 ｍＲＮＡ水平上筛查整个编码序列上各

种类型的基因突变。此技术高度特异、灵敏，是国内、外研究

犇犕犇基因突变的重要手段。不过对于许多具有内含子突变

的ＤＭＤ家系也不能检测。

２．３　短串联重复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲ）连锁分

析　ＳＴＲ也称微卫星ＤＮＡ序列，犇犕犇 基因３′端非翻译区的

（ＣＡ）ｎＳＴＲ 序列具有长度多态性，是重要的遗传标记
［８］。

犇犕犇基因有１３个ＳＴＲ，分布于５′端和３′端的非翻译区和中

央区，应用 ＳＴＲＰＣＲ 技术进行连锁分析已成为非缺失型

ＤＭＤ家系产前诊断的首选技术，亦可用于缺失型家系中的携

带者检出，若先证者为新基因突变，则其家族成员不能获得单

体型连锁分析信息。

２．４　多重连接探针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）　ＭＬＰＡ是对核酸靶序列进行定

性和相对定量分析的一种高通量技术。因其具有分辨率高、操

作简便、设备要求低等诸多优势，而被广泛用于检测人类基因

组内拷贝数变异。ＭＬＰＡ是在多重可扩增探针杂交（ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘａｍｐｌｉｆｉａｂｌｅｐｒｏｂｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＭＡＰＨ）技术基础上改进

并优化的［９１０］，利用简单的杂交、连接及ＰＣＲ技术，在２个反

应管中同时杂交和扩增７９个犇犕犇 基因外显子，同时检测缺

失和重复突变。Ｇａｔｔａ等
［１１］通过对因犇犕犇 基因重排致病的

男性患者的检测证实，ＭＬＰＡ敏感性高达１００％，还能检测出

断点缺失。但当基因出现微小改变，如缺失、重复、点突变等，

均会导致检测结果假阳性。因此，通常还需结合其他检测方法

才能确诊［１２］。

２．５　基因芯片　基因芯片技术是将目的基因与一组已知序列

的核酸探针杂交，通过检测杂交信号的强弱，从而获取样品中

靶基因的数量和序列信息。Ｈｅｇｄｅ等
［１３］采用基于芯片平台的

微阵列比较基因组杂交技术，检测１０２份 ＤＭＤ样本，其中

４０％缺失，２５％重复，３３％点突变，联合检测率达９８％。有着

较高的敏感性和特异性，能成功检测出肌营养不良蛋白基因组

区域的重复和缺失。由于此技术固定于支持物上的寡核苷酸

探针数量大，所以可一次性对样品大量序列进行检测和分析，

而且，通过设计不同的探针阵列、使用特定的分析方法可使该

技术具有多种不同的应用价值，但此技术不能检测拷贝数量不

发生改变的突变，因此，具有一些局限性。

２．６　 荧 光 原 位 杂 交 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＦＩＳＨ）　ＦＩＳＨ是以非放射性荧光素标记已知单链核酸为探

针，根据碱基互补原则，经变性后与待检材料中未知的单链核

酸进行特异性结合，形成可被检测的杂交双链核酸，在染色体

基因具体位点上直观显示基因缺失与重复的一种方法［１４］。在

诊断应用中，可以快速、直观地对患者与携带者进行检测［１５］。

Ｌｉｇｏｎ等
［１６］建立了系统的针对缺失热区ＤＭＤ携带者的ＦＩＳＨ

检测方法。Ｈｅｒｍａｎｏｖá等
［１７］采用多探针杂交检测犇犕犇基因

缺失型携带者，并增加阳性对照使结果更为可信。该技术现已

广泛应用于染色体数目畸变、缺失等所致疾病的诊断［１８］。然

而，此技术具有标本制作要求高，探针长，制备耗时、费力且探

针不易透过细胞膜屏障等缺点。

２．７　引物原位标记（ｐｒｉｍｅｄｉｎｓｉｔｕｌａｂｅｌｉｎｇ，ＰＲＩＮＳ）技术　

ＰＲＩＮＳ是在ＦＩＳＨ技术的基础上发展而来，将原位ＤＮＡ合成

和ＰＣＲ 技术结合起来，从而直接、快速地标记靶标序列。

ＰＲＩＮＳ技术通过结合特异性引物，在染色体原基因位点进行

ＰＣＲ，将已经用荧光素标记的核苷酸结合至相应基因位置，通

过系列信号处理，观察到相应信号的缺失，即可诊断犇犕犇 基

因缺失［１９］。此技术具有步骤简单、高度易控的特性，对ＤＮＡ

的定位和检测省时、省力，且成本较低。１９８９年Ｋｏｃｈ等
［２０］首

次建立ＰＲＩＮＳ技术后，Ｇｏｓｄｅｎ等
［２１］对ＰＲＩＮＳ步骤进行优化，

并建立了人类基因组中所有染色体的特异性引物。Ｃｉｎｔｉ等
［２２］

于２００１年用重复ＰＲＩＮＳ技术扩增并显示了犇狔狊狋狉狅狆犺犻狀基因

外显子８，提高了检测低拷贝或单拷贝基因的能力。Ｐｅｌｌｅｓｔｏｒ

等［２３］用ＰＲＩＮＳ技术在原位检测固定的中期染色体和间期细

胞核的单个犇犕犇基因外显子，鉴别女性携带者犇犕犇基因小

的外显子缺失。该技术继承了ＦＩＳＨ 敏感性高、直观化的特

点，克服了ＦＩＳＨ探针特异性差及不易透过细胞膜等缺点
［２４］。

ＰＲＩＮＳ技术降低可探针长度，能快速、准确地结合至染色体相

应基因位点，从而提高标记效率和特异性，并且能够产生多个

独立信号，检测部分单基因缺失。ＰＲＩＮＳ技术是检测染色体

数目异常和结构重排的有效方法，有望成为筛查ＤＭＤ患者及

携带者的新方法。

３　小　　结

犇犕犇基因结构复杂多变，且无有效治疗手段。因此，对

携带者进行筛查和早期产前诊断，进行详细的遗传咨询，是预

防此病的有效方法。目前，基因缺失、内含子突变及微小突变

等的研究仍是各个实验室需面临的挑战。新兴的ＰＲＩＮＳ技术

由于结合了细胞学分析和分子遗传学技术，使其广泛应用于

ＤＭＤ临床诊断成为可能，值得国内、外学者进一步探索和

研究。
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·综　　述·

ＣｈＩＰｃｈｉｐ及ＣｈＩＰｓｅｑ的应用现状及其发展前景


孔令雯１综述，董竞成２△审校

（复旦大学附属华山医院：１．中西医结合科；２．中西医结合科，上海２０００４０）

　　关键词：染色质免疫沉淀法；　芯片分析技术；　寡核苷酸序列分析；　组蛋白类；　ＤＮＡ结合蛋白质类

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１０．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１０１３０９０４

　　目前主要应用染色质免疫共沉淀芯片（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕ

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｃｈｉｐ，ＣｈＩＰｃｈｉｐ）与 ＣｈＩＰ测 序 （ＣｈＩＰｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＣｈＩＰＳｅｑ）技术在全基因组范围内分析组蛋白修饰、转录

因子结合位点（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＴＦＢＳ）、核小体

的定位或其他染色质蛋白结合位点的表观遗传机制，组蛋白修

饰是控制基因转录的关键因素之一，乙酰化、甲基化、磷酸化等

共价修饰的形式共同构成了可以通过特殊解码蛋白解读的组

蛋白密码，在解码过程中每个环节的异常都会影响基因的表

达［１２］，随着ＣｈＩＰｃｈｉｐ与ＣｈＩＰＳｅｑ等高通量技术的出现，组蛋

白修饰的检测变得快捷、高效［３］，但技术应用中的问题也相继
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