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要"目的
!

拟通过多重连接探针扩增技术"

RMI2

$对
!

个假肥大型进行性肌营养不良"

[R[

$家系进行检测以明确

[R[

的诊断!结合患者临床表现进行分析并对
RMI2

技术用于
[R[

临床诊断进行探讨%方法
!

收集
!

个
[R[

患者家系!该

家系共
!"

人!男性患者
"

例%分离外周血并提取
[T2

!用
RMI2

的方法对其进行基因诊断%结果
!

先证者符合
[R[

诊断%基

因检测提示先证者和其弟弟携带抗肌萎缩蛋白基因缺失突变
[R[

"

Hf40'1!!

$%先证者母亲为致病基因携带者%结论
!

通过

RMI2

检查技术明确了一个中国汉族
[R[

家系的致病基因!

RMI2

技术能够用于
[R[

疾病的诊断%
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假肥大型进行性肌营养不良$

[R[

&为
j1

连锁隐性遗传性

疾病#男性多发#女性多为致病基因的携带者'阳性患者的特

点为进行性对称性肌无力#

J4<6;

征阳性#腓肠肌假性肥大'

一般
&

岁前发病#

+

岁后出现行走困难#

!'

岁丧失行走能力而

依靠轮椅生活#

"%

岁左右因心力衰竭而死亡'根据目前的研

究#

[R[

发病多与遗传因素有关'多重连接探针扩增技术

$

RMI2

&于
"%%"

年由
KA=4D760

等首先报道#是近几年发展起

来的一种针对
[T2

序列进行定性和半定量分析的新技术'

该技术高效(特异#在一次反应中可以检测
$&

个核苷酸序列拷

贝数的改变#目前已经应用于多个领域(多种疾病的研究'近

年来报道
[R[

是位于
j

染色体短臂
j

:

"!

的抗肌萎缩蛋白基

因$又称
?

@

/7;4

:

=.0

基因(

[R[

基因&突变所致'目前#在众多

确定与肌营养不良发生有关的致病基因中#抗肌萎缩蛋白基因

备受关注'它是目前已知的人类最长的基因#包括
()

个外显

子'根据国外报道#其主要突变类型为基因部分缺失#占全部

突变类型的
+%*

!

+&*

)

!1'

*

'本研究对一个
[R[

家系采用多

重连接基因探针扩增技术进行基因诊断和临床研究#现报道

如下'

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

"%!&

年四川省人民医院临床初诊为
[R[

的

先证者和此家系其他成员#共
'

代
!"

人'

@#A

!

方法

@#A#@

!

标本采集
!

在征得先证者及家属知情同意后#采集

&*

乙二胺四乙酸$

H[32

&抗凝静脉血#

`,%N

保存#用试剂

盒提取
[T2

#

"̀%N

保存待用'选择健康男性对照#健康女

性对照#且对照均无心脏病(肌无力(肌萎缩和血清肌酶升高#

无遗传病家族史'家庭成员需签署知情同意书'

@#A#A

!

检测方法
!

$

!

&对所有研究对象进行外周血
[T2

的

提取'$

"

&

RMI2

的方法对先证者及家系成员进行基因突变

的研究和分析'

RMI2

即探针与靶序列
[T2

杂交#之后通过

-

$"+!

-

国际检验医学杂志
"%!+

年
+

月第
'(

卷第
!"

期
!

P07QM9FR6?

!

QD06"%!+

!

S4>#'(

!

T4#!"

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

,!$%%$'(

&'

!!

作者简介"杨家良#女#硕士研究生#主要从事遗传学研究'

!

%

!

通讯作者'
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连接#

IO\

扩增#产物通过毛细管电泳及数据收集进行分析最

后得出结论'通过每个探针的相对峰值比$

\I\

&来判断标本

[R[

目的片段的拷贝数'正常!

%#(

$

\I\

$

!#'

%缺失!

\I\

$

%#(

%重复!

\I\

#

!#'

'

O4CC9>

@

/6;)#$

软件分析扫描数

据得到柱形图'对于单个外显子缺失的情况#要用
IO\

和测

序对其进行验证'

@#B

!

治疗与随访
!

对通过基因诊断确诊的患者进行适当的治

疗和随访'

@#C

!

统计学处理
!

O4CC9>

@

/6;)#$

软件进行数据处理及统计

分析'

A

!

结
!!

果

A#@

!

患者及家系
!

该家系来自四川省#家系图见图
!

#该家系

中共有
!"

人$不含先证者&'先证者的弟弟
!))'

年
"

月出生#

也出现双下肢无力#双侧腓肠肌代偿性肥大#于当地医院诊断

为
[R[

'另外先证者的妹妹
"%%$

年出生#未出现
[R[

的临

床表现'

[R[

的病因和发病机制复杂多变#结合该家系的特

点#可归纳如下!$

!

&多在男性身上发病#且多在
&

岁前发病%

$

"

&首发症状通常会表现为行走慢(足尖着地(登梯困难(不能

正常跑步#容易跌倒%肌无力自躯干和四肢近端开始缓慢进展#

下肢重于上肢%步态呈鸭步%攀登起立征$

J4<6;

征&阳性#为本

病特征性表现%$

'

&随着病情的进一步发展#近端肌肉有所萎

缩#腓肠肌代偿性肥大%$

$

&晚期患者的四肢(躯干(肩部肌肉均

见明显萎缩#最后因呼吸肌萎缩而出现呼吸困难(咳嗽无力#心

律失常等#多在
"&

!

'%

岁以前死于呼吸道感染(心力衰竭或消

耗性疾病'$

&

&辅助检查!实验室检查较特征性的改变为显著

升高的血清肌酸激酶$

OZ

&水平#患儿出生后其
OZ

水平即可

显著升高#随年龄的增长而逐渐上升#最高可达正常上限的

!%%

倍以上#到疾病中后期#因大部分肌纤维已被破坏#

OZ

水

平则逐渐下降'

!!

注!箭头所示为先证者'

图
!

!!

家系图

A#A

!

临床资料
!

先证者#男#

"$

岁#因.呼吸困难#双下肢乏

力/入院#血压
!'&

"

+$BB]

8

#脉搏
!"!

次"分#呼吸
!,

次"分#

平车推入病房#呼叫睁眼#不发音#四肢迟缓'头颅五官无畸

形#全身皮肤黏膜无黄染#浅表淋巴结无肿大#巩膜无黄染#双

侧瞳孔等大等圆#对光反射灵敏'颈软#无抵抗#颈静脉无充盈

怒张#已行气管切开术#人工气道通畅#甲状腺未扪及肿大#胸

廓漏斗状#听诊双肺呼吸音清晰#未闻及湿音及哮鸣音'心

界不大#心率
!"!

次"分#律齐#各瓣膜区听诊未闻及病理性杂

音#全腹平软#无压痛#无肌紧张及反跳痛#肝脾肋下未触及#未

触及包块#肝颈静脉回流征$

`

&#移动性浊音$

`

&#膀胱叩诊

$

`

&#肠鸣音无增强及减弱'已行导尿术#尿管在位(通畅#双

下肢无水肿'四肢肌力
%

级#生理反射及病理反射均未引出'

先证者经心肺复苏后#因缺血缺氧性脑病于
"%!&

年
&

月
"&

日

死亡#死亡年龄
"$

岁'

A#B

!

[T2

序列分析
!

先证者
+

1!

和家系成员
+

1"

(

'

1$

均携

带抗肌萎缩蛋白基因缺失突变
[R[

$

Hf40'1!!

&#见图
"

$见

+国际检验医学杂志,网站主页.论文附件/&'从图中可以看出

携带该基因缺失突变的男性外显子
[R[

$

'1!!

&全部缺失#其

母亲因为有两条
j

染色体而表现出约
&%*

的缺失'每个探针

的
\I\

见表
'

#所有患者在外显子
'1!!

的
\I\

都为
%

#表明这

些区域完全缺失并表现出
[R[

的典型临床症状'其母亲为

携带者#

\I\

在
%#&

左右#并不表现出
[R[

的典型临床表现'

其他成员及正常男性和女性
\I\

在
%#(

!

!#'

为正常#未检出

携带此突变'

表
'

!!

RMI2

探针的
\I\

外显子缺失序

号及缺失
\I\

先证者
+

1"

'

1$

女性

健康对照

男性

健康对照

[R[' % % %#&! %#)$ !#%%

[R[$ % % %#+% !#%' !#"(

[R[& % % %#&) !#!% !#"%

[R[+ % % %#+( !#!+ !#%%

[R[( % % %#+' !#!+ !#%%

[R[, % % %#&) !#%( !#%$

[R[) % % %#&( %#)' !#%%

[R[!% % % %#&+ %#)( !#%%

[R[!! % % %#(+ !#%% !#!$

!!

注!

RMI2

显示家系中先证者
+

1!

#以及家系成员
+

1"

(

'

1$

均携

带抗肌萎缩蛋白基因缺失突变
[R[

外显子$

'

!

!!

&#其他家系成员及

健康男女对照均未发现此突变'

B

!

讨
!!

论

!!

[R[

是最常见的一类
j

连锁隐性遗传病#以进行性肌营

养不良症为主要临床表现'主要是男性发病#女性为致病基因

的携带者'本病的发生是由于编码抗肌萎缩蛋白基因的突变

所引起#该基因位于
j

染色体
:

"!

上#是人体最大的基因#长

达
"#'RF

#含
()

个外显子#

()

个内含子#编码约
!$h!%

' 的

\T2

#翻译产物为抗肌萎缩蛋白#它于肌细胞膜脂质中#对稳

定细胞膜(防止细胞坏死自溶起重要作用'定量分析表示#

[R[

患者肌细胞内抗肌萎缩蛋白近乎完全缺失#故该病通常

&

岁左右发病#肌进行性萎缩#预后差'没有切实有效的临床

治疗方法'有约
!

"

'

病例为散发#没有家族史#是由基因新突

变造成'

本研究通过
RMI2

的方法对
!

例
[R[

家系进行抗肌萎

缩蛋白基因的全外显子检测#发现其母为
[R[

外显子
'

!

!!

缺失突变携带者#其所生两个儿子也都为
[R[

外显子$

'

!

!!

&基因缺失#并有典型的
[R[

临床表现#在本医院通过基因

分析和一系列临床检查确诊为
[R[

患者'其女并未检出基

因突变#也没有
[R[

的典型临床症状及实验检查结果'

张晓)

$

*提出本病无明显种族和地域的差异'但杜青)

&

*则

通过单链构象多态性分析$

KKOI

&筛查确诊患者第
$,

号外显

子存在明显的异常#而提出中国人种
[R[

疾病的基因突变位

点可能和外国人种存在着区别'而本研究通过
RMI2

的方法

-

&"+!

-

国际检验医学杂志
"%!+

年
+

月第
'(

卷第
!"

期
!

P07QM9FR6?

!

QD06"%!+

!

S4>#'(

!

T4#!"



对
[R[

家系进行抗肌萎缩蛋白基因的全外显子研究#发现其

母为
[R[

外显子
'

!

!!

缺失突变携带者#其所生两个儿子也

为
[R[

外显子$

'

!

!!

&基因缺失#并有典型的
[R[

临床表

现#在本医院通过基因分析和一系列临床检查确诊为
[R[

患

者#且先证者因心肺复苏术后#缺血缺氧性脑病于
"%!&

年
&

月

"&

日死亡#死亡年龄
"$

岁'先证者妹妹并未检出基因突变#

也没有
[R[

的典型临床及实验检查的表现#也没有发现
$,

号外显子的突变'正如目前已知的抗肌萎缩蛋白基因突变类

型中最为常见的为缺失#存在
"

个缺失热区'一个位于中央区

域#多包括
$&

!

&&

号外显子#另一个缺失热区位于基因的
&X

端#多包括
"

!

"%

号外显子)

+1(

*

'而本研究显示
'

!

!!

号外显

子丢失#符合上诉者的
&X

端的缺失热点区'上述两个缺失热

区中的外显子缺失约占全部缺失突变的
),*

'有研究显示于

!

!

"%

号外显子#

"!

!

$%

号外显子#

$!

!

+%

号外显子#

+!

!

()

号外显子上的点突变率分别为
'%#$*

(

'%#$*

(

"$#+*

及

!$#&*

)

,

*

'所以#

[R[

发病的表现形式及基因突变的位置因

人而异#在检测
[R[

时只检测热点区域#或只查其中的一种

突变是不够的'

目前检测
[R[

的方法主要有
K4D7=6;0

印迹杂交(

[R[

基因多重
IO\

(短串联重复序列
IO\

及反转录
IO\

'

O=9B1

F6;>9.0

等)

)

*设计了
)

对引物$针对外显子
$

(

,

(

!"

(

!(

(

!)

(

$$

(

$&

(

$,

(

&!

&的
IO\

%

V6

88

/

等)

!%

*增设了另外
)

对引物$针对外显

子
'

(

+

(

!'

(

$'

(

$(

(

&%

(

&"

(

+%

(

$)

&#这
!,

对引物可检出大部分的

[R[

基因缺失患者'但这种方法不能检测
[R[

基因缺失型

和重复型杂合子携带者'而
RMI2

技术可以全面地检测抗肌

萎缩蛋白基因
()

个外显子的全部缺失和重复突变'该方法灵

敏(特异#广泛用于
[R[

患者和携带者的检测)

!!1!'

*

'但
RM1

I2

也有其自身的缺点#即邻近探针连接位点的微小突变或多

态会影响探针杂交及连接#导致扩增失败%

RMI2

也无法检测

出
j

染色体的平衡易位及抗肌萎缩蛋白基因内的微小突

变)

!$

*

'因此对于单个外显子缺失的情况#要用
IO\

和测序对

其进行验证'但对于
[R[

的诊断还应结合临床表现(病理肌

电(实验室检查等综合地来诊断该病'由于该病尚无更好的治

疗方法#所以切实有效的产前诊断和遗传咨询显得尤为必要'

该家系中其母亲为致病基因的携带者#而其所生两个儿子

均患
[R[

#且临床表现非常典型!进行性对称性肌无力和腓肠

肌代偿性肿大'肌电图(肌肉病理及实验室的检查都符合

[R[

的诊断#与
RMI2

所得结果是一致的'且先证者的妹妹

用
RMI2

的方法没有检测到基因突变#其也没有
[R[

的临

床表现#这更好地说明了
RMI2

是一种可以用于临床
[R[

诊断和产前筛查的简单(灵敏(特异的方法'正如上面所说

RMI2

也有其自身局限性'所以期待更多的家系报道#基因

位点和突变类型的报导及基因相关功能的研究#更多的诊断及

治疗方法被发现#为
[R[

的预防(诊断和治疗开拓新篇章'
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