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!!5西安交通大学医学院第一附属医院新生儿科# 环境与疾病相关基因教育部重点实验室离子通道研究病室#

"5西安交通大学医学院遗传与分子生物学系"西安交通大学分子生物学研究中心实验室"陕西 西安$=!##<!$

$$!摘$要"$目的$对 ! 个良性家族性婴儿惊厥$8,('P( Q1-'4'14'(Q1(+'4,K*(LM4J'*(J' V7@%%家系进行遗传连锁

分析和基因定位'以探讨V7@%的分子发病机制& 方法$调查一个 B 代V7@%家系& 选择位于染色体 !9i!" Gi!?5!

的S!9Y"BC 和S!9Y"C#'!<.!" Gi!" 的S!<Y?!?! 和S!<Y?!??'"i"B 的 S"Y!C< 和 S"Y";<'"#i!?5? 的 S"#YB;# 和

S"#YB;! 共 ; 个短串连重复序列$J&*2++1(0,-2,.,1+'YRH%作为遗传标记'应用聚合酶链反应$/%H%'变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳$/FW[% 和银染技术'采用X@6eFW[软件包中的 X̂@6e程序计算XZS值'根据XZS值判断连锁关

系& 结果$当重组率在 #5### 至 #5#! 之间'在染色体 !9i!" G!?5!)!<.!" Gi!" 及 "i"B 区域的遗传标记XZS值均

小于:"5##在 "#i!?5?$S"#YB;!%区域'当重组率为 #5### 时'XZS值为 #5?'当重组率为 #5#! 时'XZS值为 #5"C&

结论$ 排除该家系与染色体 !9i!" G!?5!)!<.!" Gi!" 及 "i"B 区域的遗传标记存在连锁关系的可能#在 "#i!?5?

区域'虽然没有显著性意义'但不能排除与 "#i!?5? 区域连锁的可能& !中国当代儿科杂志#!"#"##!$!%&$L %L!"

!关$键$词"$惊厥#遗传标记#基因型# 人类'汉族

!中图分类号"$H=B;$$!文献标识码"$F$$!文章编号"$!##; :;;?#$"#!#%#" :##;9 :#B

M-(N/.*/(/4D+-+/(=.*(*3/AA-(. 010(*?5-(*+*1/3-4D E-,59*(-.(1/3-4-/4-(1/(O

,-4*20()74+-0(+

7/!F&'*/-'' P%%'*5-.' 8$F&'()*/).6' /F%13#2:.' 7/%13,(.*P'.' H/$"-'*P'.69+:;(<=>:.=)?M:B'(=<'ID'

E'<D=%??'@'(=:B /)D;'=(@' P:B'I(@#)@@:6:)?&'C(. N'()=).6 F.'G:<D'=AS$). #2(..:@+'D:(D:8(J)<(=)<A' 0.G'<).>:.=(.B +'D*

:(D:%DD)I'(=:B 3:.:P'.'D=<A)?0B-I(='). $.=:.D'G:8(J)<(=)<A' &'p(. =!##<!' #2'.( $0>('@* O2)-R'2I>('@9RT=-9:B-9I.%

$$ 89+,6/2,* :9;*2,-)*$ R&,.2,J,(+J+M0N.,2Q*2-,0 4'(T1P,1(14NJ'J1(0 P,(,-1..'(P+*Q'(0 +&,.*JJ'84,

K&2*-*J*-,4*KMJ&128*2'(P'( *(,Q1-'4NO'+& 8,('P( Q1-'4'14'(Q1(+'4,K*(LM4J'*(J$V7@%% 1(0 '(L,J+'P1+,+&,.*JJ'84,

-*4,KM412.1+&*P,(,J'J*QV7@%5<*,50=+$FQ*M2>P,(,21+'*( Q1-'4NO'+& V7@%O1J'(L,J+'P1+,05R&,Q1-'4NO1JP,(*+N.,0

MJ'(P,'P&+&N.,2L12'184,-'K2*J1+,44'+,-12T,2JK*L,2'(PQ*M24*K'* S!9Y"BC 1(0 S!9Y"C# Q*2+&,!9i!">!?5! 2,P'*('

S!<Y?!?! 1(0 S!<Y?!?? Q*2+&,!<.!">i!" 2,P'*(' S"Y!C< 1(0 S"Y";< Q*2+&,"i"B 2,P'*(' 1(0 S"#YB;# 1(0 S"#YB;!

Q*2+&,"#i!?5? 2,P'*(5/*4N-*2.&'J-Q21P-,(+JO,2,1-.4'Q',0 MJ'(P.*4N-,21J,K&1'( 2,1K+'*( $/%H% -,+&*05/%H

.2*0MK+JQ*2+&,-12T,2JO,2,JM8U,K+,0 +*,4,K+2*.&*2,J'J*( ;D 0,(1+M2,0 .*4N1K2N41-'0,P,41(0 J'4L,2J+1'('(PQ*24,(P+&

UM0P-,(+*Q1-.4'Q'K1+'*( Q21P-,(+5X'(T1P,1(14NJ'JO1J.,2Q*2-,0 8NMJ,*Q̂ X@6e'( +&,X@6eFW[K*-.M+,2.1KT1P,5

RO*>.*'(+XZSJK*2,JO,2,K14KM41+,0 +*,J+'-1+,+&,4'(T1P,2,41+'*(J&'.5>*+74,+$R&,+O*>.*'(+XZSJK*2,JO,2,4,JJ

+&1( :"5# Q*2+&,P,(,+'K-12T,2J1+K&2*-*J*-,J!9i!">!?5!' !<.!">i!" 1(0 "i"B 1++&,2,K*-8'(1+'*( 21+,8,+O,,(

#5### 1(0 #5#!5R&,+O*>.*'(+XZSJK*2,JQ*2S"#YB;! 1++&,"#i!?5? 2,P'*( O,2,#5? 1(0 #5"C 1++&,2,K*-8'(1+'*(

21+,*Q#5### 1(0 #5#!' 2,J.,K+'L,4N5?0(247+-0(+$R&,2,'J(*,L'0,(K,+&1++&'JQ1-'4NO'+& V7@%'J4'(T,0 +**(,*Q+&,

Q*44*O'(P4*K'* !9i!">!?5!' !<.!">i!" 1(0 "i"B' 8M+1.*JJ'84,4'(T1P,O'+& "#i!?5? 2,P'*( K1((*+8,,jK4M0,05

!?5-(@ ?0(,*3AB*=-/,6' !"#"' #! $!%*$L %L!"

$$C*D E06=+*$%*(LM4J'*(# W,(,+'K-12T,2# W,(*+N.,# ]M-1(J' ]1( ,+&('K

$$良性家族性婴儿惊厥$ 8,('P( Q1-'4'14'(Q1(+'4,

K*(LM4J'*(J' V7@%%是一类常染色体显性遗传的特发

性癫
!

综合征'特征表现为初发于 ? G!" 月龄的无

热惊厥'数周)数月后自行缓解!!"

& 西方国家的连

锁分析研究发现了至少 ? 个疾病基因位点'分别位

于染色体 !9i!" Gi!?5!' !<.!" Gi!"' 和 "i"? G?!

区域'几个中国 V7@%家系的连锁分析在这些区域

却得到了阴性的结果!">?"

& 已有研究发现'另一种生

后早期癫
!

综合征>良性家族性新生儿惊厥与位于

染色体 "#i!?5? 区域的钾离子通道基因 e%6g" 突

(9;(
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变有关!B"

& "##C 年我们在陕西省定边县和宁夏省

永宁县收集到一个 V7@%大家系'先证者母亲和同

父母的 !" 个兄弟姐妹及其所生子女中有多人发病

$家系系谱图见图 !%'本实验选择位于上述 B 个区

域的 ; 个 YRH作为遗传标记'即位于染色体

!9i!" Gi!?5! 的 S!9Y"BC 和 S!9Y"C#' !<.!" G

i!" 的 S!<Y?!?! 和 S!<Y?!??'"i"B 的 S"Y!C<

和 S"Y";<'"#i!?5? 的 S"#YB;# 和 S"#YB;! 对这

个 B 代有 != 位患者的V7@%家系进行连锁分析和基

因定位研究&

!"#$ %"#$ &'!" &'%" () *+$

图 #FPQ'?家系系谱图

#F材料与方法

#5#F材料

!5!5!$临床资料和标本$$该家系 != 例患者来自

陕西省定边县)宁夏省永宁县及陕西省西安市等地'

均为汉族& 所有V7@%患者均根据 "##! 年国际抗癫

!

联盟颁布的癫
!

发作分类标准确诊!C"

& 共采集到

B!份血样'包括全部 !=名患者和家系中 "B名健康人&

!5!5"$试剂$$基因组纯化试剂盒由美国 W,(+21

公司提供'乙二胺四乙酸$[SRF%)R2'J)四甲基乙二

胺$R[̂ [S%)S6FX*01'(PVMQQ,2购自北京鼎国公

司$进口分装%'06R/$"# --*4oX%)R1i S6F聚合

酶$C Ao

$

X%)!# q/%H缓冲液) P̂%@

"

$"C

$

-*4%)标

准S6F分子参照物购自 /2*-,P1公司'; 对引物由

北京奥科生物有限公司合成&

!5!5?$仪器$$垂直电泳仪)\S>9B!# 凝胶真空

干燥器为北京六一仪器厂产品#/%H扩增仪为美国

基因公司/S%>"## 产品#F[>"B# 精密分析天平为瑞

士梅特勒公司产品#高速微型离心机为美国 [..,(>

0*2QCB!B%公司产品#Y\>%)>@7型超净工作台为苏

州净化设备公司产品#精密 /]仪为美国 V,KT-1(

公司产品&

#5!F方法

!5"5!$血样采集及 S6F提取$$B! 名家系成员

每人抽取外周血 ? GC -X$[SRF抗凝%'采用W,(+21

公司提供的基因组纯化试剂盒抽提 S6F'! qR[溶

解' :"#n保存&

!5"5"$YRH位点的选定和引物制备$$本实验共

选了 ; 个 YRH作为标记位点'其中位于染色体

!9i!" Gi!?5! 的 S!9Y"BC 和 S!9Y"C#'!<.!" Gi!"

的 S!<Y?!?! 和 S!<Y?!??' "i"B 的 S"Y!C< 和

S"Y";< 是目前已发现的白种人 V7@%疾病基因位

点'位于 "#i!?5? 的 S"#YB;# 和 S"#YB;! 是已发现

的V76%疾病基因位点& YRH位点的引物序列从人

类连锁中心数据库$ &++.*ooOOO5K&4K5*2P%查询获

得& 扩增这 ; 个 YRH位点所需的引物见表 !'由北

京奥科生物工程有限公司合成&

表 #F各微卫星JR8标记的引物序列

YRH位点 前引物/! 后引物/"

S"Y!C< %%%R%RWRRRW%%RWFFFRF %%FW%%RRWFRRWR%F%F%

S"Y";< RRFFFFRRWRRR%RFRWF%FRWFRW RWWRWWRRRFR%RRF%%FWR%

S!<Y?!?! %RFW%%%%%FFFRWRW %RW%RR%%FR%RRW%%

S!<Y?!?? RWFR%%F%%RW%RRRW WRRRRWRWR%RWW%RRFWFF

S!9Y"BC F%RRR%RRW%FWR%RWRWW% RR%RFWF%%RW%FFR%FW%%

S!9Y"C# FRRRW%%%RFF%FFFRWWRW WFR%RFR%FRRRWR%RFR%

S"#YB;# WRWWRWFF%F%%FFRFFFRWW FFW%FFFRFFFF%%FFRFFF%R%W

S"#YB;! RWWWRRFRWFWRW%F%F%FW FF%FW%FFFFFWF%F%F%FW%

(#9(
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!5"5?$S6F样本扩增和/%H反应条件$$将模板

S6F样品约 #5"

$

P加入标记好 #5C -X的 [..,(>

0*2Q管中'"C

$

X总体积 /%H反应体系的加样量如

下*!# q/%H缓冲液 "5C

$

X) "C

$

-*4oX P̂%X

"

"

$

X)"5C --*4oX06R/"

$

X)!#

$

-*4oX/

!

m/

"

B

$

X)#5"

$

Po

$

X模板S6F!

$

X)"5C

$

Po

$

XR1iS>

6F多聚酶 !

$

X)无菌去离子水 !"5C

$

X& 混匀后进

行扩增'9Bn预变性 C -'( 后'9Bn变性 ?# J'CC G

<!n退火 ?# J'=#n延伸 ?# J'循环 ?? 次'最后 ="n

延伸 = -'(&

!5"5B$变性聚丙烯酰胺凝胶电泳与银染$$将

/%H产物 " G?

$

X与 < q上样缓冲液 !

$

X混匀后'

9Cn变性 C -'('冰浴骤冷'于 <D G;D变性聚丙烯

酰胺凝胶中电泳 " GB & $维持凝胶温度约 ?# G

B#n'恒压 <## 3%& 电泳后将胶板放入银染盒中'

加入 ! ### -X终止液'"C G?#n下水平振荡至二甲

苯青消失#用去离子水漂洗凝胶 ? 次后'现配制硝酸

银染液 ! ### -X'染色 ?# -'(#弃银染液'用去离子

水快速漂洗凝胶 ! 次'将预冷的显影液倒入方盆中

显影'观察并记录聚丙烯酰胺凝胶中的S6F条带的

位置&

!5"5C$连锁分析及判断标准$$根据个体 YRH等

位基因片段所在位置'确定等位基因编号'将所观察

到的等位基因分别从 ! 标记直到最大& 每种表型都

由两种等位基因的编号构成'其中纯合子由两个相

同的等位基因编号标记& 采用 X@6eFW[软件包

$L,2J'*( C5!%中的 X̂@6e程序'在常染色体显性遗

传$FS%模式下'设定致病基因频率为 #5###!'计算

在外显率为 9#D'重组率从 #5### 至 #5C'男女重组

率相等时的 XZS值& 根据 XZS值判断连锁关系*

XZS值
!

!'可能存在连锁关系#XZS值
!

?'肯定存

在连锁关系#XZS值 b:"'肯定不存在连锁关系#

:" bXZS值b!'不能判断是否连锁&

!F结果

对V7@%家系两点间连锁分析示'当重组率在

#5###至 #5#!之间'在染色体 !9i!" G!?5!'!<.!" G

i!"'"i"B 区域的遗传标记 XZS值均小于 :"5#'排

除了与以上位点连锁的可能'各标记位点在不同重

组率下的XZS值见表 "&

在S"#YB;! 标记处'当重组率为 #5### 时'XZS

值为 #5?'当重组率为 #5#! 时'XZS值为 #5"C'虽然

没有显著性意义'但不能排除该家系与 "#i!?5? 区

域存在连锁关系的可能&

表 !FPQ'?家系各位点ST>标记物的M:J值

位点
重组率

#5### #5#! #5#C #5!# #5"# #5?# #5B# #5C#

S!9Y"BC :=5C# :<5"? :B5;B :?5B< :!5!?5:#5=?:#5?" :#5#"

S!9Y"C# :<5B; :B5<C :?5=; :"5C< :!5CC :#5;=:#5?; :#5#!

S!<Y?!?! :C5#" :B5!= :"5?B :#5CB :#5!< :#5#9:#5#B :#5#"

S!<Y?!?? :;5<< :C5?" :?5"; :"5;# :!5C9 :#5==:#5?! :#5#!

S"Y!C< :95#; :C5<= :?5"! :"5!; :!5!C :#5<9:#5?B :#5!=

S"Y";< :<5?" :?5=9 :!5"9 :#5;= :#5"? :#5#<:#5#B :#5!"

S"#YB;# :"5B; :!59; :!5"? :#5<= :#5?B :#5!C:#5#= :#5#?

S"#YB;! #5?# #5"C #5"! #5!; #5!" #5#< #5#! #5#!

HF讨论

本实验应用家系连锁分析法'即以二代或二代

以上的家系材料为基础'观察标记位点与致病基因

位点在家系内是否呈共分离'并根据基因的重组率

计算出它们之间的遗传距离及连锁程度& 在同一条

染色体上'疾病基因与 YRH标记位点是呈线性排列

的'两者相距越远'重组的可能性越大#反之'连锁的

可能性越大& 重组率可以反映出两者之间的遗传学

距离& 重组率为 #'提示紧密连锁'重组率大于 #5C'

提示不在同一条染色体上'重组率为 #5#!'提示两

者之间的遗传学距离为 !K̂ '!K̂ 约相当于一百万

碱基对&

XZS连锁分析是在提供了疾病各有关参数$基

因频率)外显率等%的前提下'用标记基因与疾病基

因连锁o随机遗传的两个概率之比的对数值'来判断

标记基因与疾病基因是否连锁'以及在连锁的状态

下重组率的大小'并根据重组率的大小来计算两个

基因座位之间的染色体图距& 该法优点是对连锁的

判断能力强'能确定连锁程度'适于呈孟德尔遗传)

外显率高的单基因突变病分析& 缺点是需要完整的

系谱材料'结果受遗传模型设定的影响'对遗传参数

如基因频率)基因传递率)外显率及表型模拟率等依

赖较大&

V7@%的临床特点为首发于 ? 个月至 ! 岁的无

热惊厥'发作形式多样'以部分性发作多见'抗癫
!

药治疗后发作控制良好'精神运动发育正常'有婴儿

惊厥家族史& 最早在 !9<? 年'7MTMN1-1

!<"报道了

一个日本家系'!99" 年3'P,L1(*等!="报道了 C 个意

大利家系'并首次提出了该疾病的诊断标准& 此后'

在法国)新加坡)瑞典)美国)德国)澳大利亚)英国等

地也有该疾病的报道& "##! 年 [(P4,

!;"在国际抗癫

!

联盟提出的癫
!

综合征方案中新定义了这一疾

病& V7@%在中国人群中较罕见'目前中国大陆地区

仅有少数家系的报道&

(!9(
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V7@%具有明显的遗传异质性'WM'..*('等!9"对

C 个意大利家系在选用 B# 多个微卫星 S6F标记进

行连锁分析后'证实了此家系的 V7@%疾病基因定

位于染色体 !9i!"5# G!?5!'这是报道的第 ! 个

V7@%疾病基因位点& Yf,.+*OJT'等!!#"对 B 个来自法

国的伴阵发性舞蹈手足徐动的 V7@%家系进行连锁

分析研究'在 S!<Y?!?? 处'重组率为 # 时'获得最

大的 XZS值 <5<=& %1218144*等!!!"选取了 !< 号染

色体上的微卫星标记'对一个 V7@%家系进行研究'

将第 " 个V7@%疾病基因位点定位于 !<.!" Gi!"&

"##! 年 1̂41K12(,等!!""对 ; 个意大利 V7@%家系进

行连锁分析'有 B 个家系在跨距 #5= K-的 S"Y?99

和S"Y"??# 之间获得最大多点 XZS值为 <5"9'从

而将第 ? 个 V7@%致病基因定位于染色体 "i"B& 由

于不同的V7@%家系可能有不同的疾病基因位点'在

V7@%的基因定位研究中'广泛的收集家系非常必要&

V7@%的致病基因尚不明确& "##? 年31(-*4T*+

等!!?"在一个伴有 V7@%的家族性偏头痛 $Q1-'4'14

&,-'.4,P'K-'P21'(,'7]̂ %家系发现了钠钾 FR/酶

%

" 亚单位 FR/!F" 基因突变'推测该基因可能是

V7@%的致病基因'后来的研究推测 FR/!F" 基因与

典型的 V7@%发病关系不大!!B"

& "##< 年 Y+2'1(*

等!!C"在 ! 个典型的遗传了 ? 代的 V7@%家系中'通

过直接测序的方法进行钠离子通道亚单位 Y%6"F

基因突变检测'在 !< 号外显子区发现一个新的致病

突变$R?##?F%'提示 Y%6"F与 V7@%有一定关系'

但尚需更多的家系来验证&

国内王家勤等!!<"

)周军位等!!=" 选用微卫星

S6F标记对V7@%家系进行连锁分析'研究结果发

现'中国V7@%家系与国外已发现的 ? 个 V7@%致病

基因位点无连锁关系& X'等!!;"对 ! 个中国湖南有

B 代遗传的V7@%大家系进行全基因组扫描)连锁分

析及单体型分析'将致病基因定位于一新的位点*

4.?<5!" G.?C5! 上 S!Y";<B 和 S!Y";?# 之间约

!"5BK̂ 的区域& 本研究对 ! 个V7@%家系两点间连

锁分析同样排除了与国外发现的 ? 个 V7@%疾病基

因位点连锁的可能'但不能排除与染色体 "#i!?5?

区域存在连锁关系的可能'研究结果为进一步通过

定位/功能候选克隆途径研究该家系的致病基因奠

定了基础&

致谢&感谢所有家系成员和陕西省定边县人民医院的大

力协助和支持%
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