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%%!摘%要"%目的%明确中国人各型脊髓性肌萎缩症$_IS&患儿 D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失(D$-基因转变

及微小突变情况' 方法%对 !$= 例患者(采用0&CBCFP0检测基因缺失(CFP0筛查基因转变(并对 0&C产物进行

测序分析' 基因转变率比较采用P%?7B<精确检验法进行统计学分析' 结果%_IS患儿纯合 D$-! 外显子 # 和O或

: 缺失比率为 <!6?^(发现 ! 例 _IS中存在 D$-! 外显子 # 保留(而 D$-! 非编码外显子 : 缺失' 在 D$-! 外显子

# 缺失而无外显子 : 缺失的患者中(各型间基因转变率差别无统计学意义(在 D$-! 外显子 # 缺失的 _IS中(其基

因转变率为 :6>^' D$-第 # 外显子附近未发现基因微小突变' 结论% D$-! 基因外显子 # 和O或 : 缺失为中国

_IS患儿的主要病因' _IS中存在 D$-基因转变现象' D$-! 基因外显子 : 的单独缺失可能致病' D$-! 基因

外显子 # 附近可能不是此病微小突变的热点区域' !中国当代儿科杂志#"#$##$"$%%&&'Z (&K'"

!关%键%词"%脊髓性肌萎缩#D$-基因缺失#基因转变#微小突变#儿童

!中图分类号"%C#R=6R%%!文献标识码"%S%%!文章编号"%!$$: 9::>$$"$!$&$# 9$?>< 9$?

X31/> 69!"#5*4*04!704*.*+702/,*4:037.804-2;1.+12-,-3,687>

.8#0B%(.%/&'( .8P/&'( $12+&'(0B%( .82/%(4/&;LBG/<CHB&C+M!B=%/C<%@?( 1MM%A%/CB= 2+?G%C/A+M)*%I/&' $B=%@/A

6+AAB'B( )*%I/&' ??$$$R( 67%&/ $$/ 2(0( ,H/%A% H/7+&'SB%!<=$TI/7++;@+H;@&&

%%AB.3,-+3% CBD*+30=*%J+A,81K,'-()V(1-)V-+U'+.+iKN+8A2GA-)V-+UD$-! -[+)A# 2)1 :( D$-N-)-V+)Q-3A(+)

U3-l8-)VK2)1 D$-A8G,5-.8,2,(+)A() V'(513-) W(,' A/()25.8AV85232,3+/'K$_IS&6E*376/.%J'-'+.+iKN+8A1-5-,(+)

W2A1-,-V,-1 GK0&CBCFP0() !$= &'()-A-V'(513-) W(,' _IS( N-)-V+)Q-3A(+) GKCFP02)1 A8G,5-.8,2,(+)AGK

A-l8-)V()N6F*.123.%J'-32,-+U1-5-,(+) +UD$-! -[+)A# 2)1O+3: W2A<!6?^6H-5-,(+) +UD$-! -[+) : G8,-[(A,-)V-

+U-[+) # W2A)+,-1 () +)-V'(51 W(,' _IS6J'-3-W-3-)+A(N)(U(V2),1(UU-3-)V-A() ,'-N-)-V+)Q-3A(+) U3-l8-)VK2.+)N

V'(513-) W(,' 1(UU-3-),,K/-A+U_IS2)1 W'+'21 '+.+iKN+8A1-5-,(+) +UD$-! -[+) # G8,-[(A,-)V-+U-[+) :6J'-N-)-

V+)Q-3A(+) U3-l8-)VKW2A:6>^ () V'(513-) W(,' '+.+iKN+8A1-5-,(+) +UD$-! -[+) #67+A8G,5-.8,2,(+)AW-3-U+8)1

23+8)1 D$-! -[+) #6!64+21.064.%H-5-,(+) +UD$-! -[+)A# 2)1O+3: (A,'-.2() V28A-+U_IS() &'()-A-V'(513-)6

J'-3--[(A,A2D$-N-)-V+)Q-3A(+) /'-)+.-)+) () _IS6H-5-,(+) +U-[+) : .(N',5-21 ,+_IS6J'-'+,23-2+UA8G,5-

.8,2,(+)A+U,'(A1(A-2A-.(N',)+,G-23+8)1 D$-! -[+) #6 !!704G !643*;8H*/0-3,( "#$#( $" $%&%&'Z (&K'"

%%?*> :6,/.%% _/()25.8AV85232,3+/'K# H-5-,(+) +UD$-N-)-# E-)-V+)Q-3A(+)# _8G,5-.8,2,(+)# &'(51

%%脊髓性肌萎缩症$A/()25.8AV85232,3+/'K(_IS&

是婴幼儿时期最常见的神经肌肉病之一(为常染色

体隐性遗传(发病率约 !O= $$$(携带者频率约

!O>?

!!"

' 其特征主要是脊髓前角的
(

运动神经元

退化变性(表现为进行性*对称性肢体近端和躯干肌

肉无力*瘫痪和萎缩' 儿童型 _IS有 > 个$

%

B

'

型&临床型!""

' !<<? 年 D$-! 基因被定为 _IS决

定基因!>"

' D$-基因存在两个高度同源的拷贝(端

粒拷贝$D$-!&和着丝粒拷贝$D$-" &

!R"

' 本研究

通过较大样本对各型临床诊断为 _IS患儿进行

D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失检测(明确中国人各

型 _IS患儿基因缺失情况' 由于在部分 _IS患儿

中有 D$-! 基因外显子 # 缺失而保留其外显子 :(可

能存在 D$-基因转变(通过对未发生 D$-! 基因外

显子 :缺失的患儿进行 D$-基因转变研究(明确其

基因转变情况' 并对 D$-! 基因外显子 # 和 : 均未

缺失的患儿在含外显子 #的 D$-基因末端筛查基因

内微小突变' 通过对 _IS患儿的 D$-基因特征研

究(可近一步明确致病 D$-基因区域的结构和功能(

为深入探讨 _IS的病因及治疗研究奠定基础'

)<>?)
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$I对象与方法

$6$I对象

收集 !<<= ]"$$: 年间在儿科门诊诊断的儿童

_IS患者共 !$= 例(男 ?" 例(女 ?R 例(其中
%

型 R#

例(

&

型 >> 例(

'

型 "= 例(起病年龄为生后 R 1 至

=6" 岁' 并有 >$ 例随机正常对照儿童(其年龄*性

别与研究病例匹配(直系亲属中无 _IS患者' 患儿

临床诊断及分型符合国际 _IS协会依靠起病年龄

和获得的运动能力将儿童 _IS定义的临床型!""

(并

且辅助检查%

)

酶学检测血清肌酸磷酸激酶正常或

稍高#

*

肌电图或肌活检通常为神经源性损害' 通

过 D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失检测(在 _IS患儿

中(选取已发现有 D$-! 基因外显子 # 缺失而无外

显子 : 缺失及外显子 # 和 : 均未缺失的患者'

$6"I方法

!6"6!%基因组 H7S的提取 %%本研究得到了中

国医科大学附属盛京医院伦理委员会的批准(基因

分析获取了患儿家长的知情同意' 留取患儿外周静

脉血 ! ]> .P(DHJS抗凝(酚B氯仿法提取基因组

H7S(于9"$`冰箱保存备用'

!6"6"%检测 _IS患儿的 D$-基因缺失%%采用

聚合酶链反应B限制性片段长度多态性$/+5K.-32A-

V'2() 3-2V,(+)B3-A,3(V,(+) U32N.-),5-)N,' /+5K.+3B

/'(A.( 0&CBCFP0&技术检测 _IS的 D$-! 基因缺

失' D$-! 和 D$-" 基因间外显子 # 存在第七位碱

基&

"

J的差异(该差异在引物中临近碱基差异处

引入一个错配碱基(在 D$-" 外显子 # 内造成H32

%

酶切位点(而 D$-! 无此酶切位点' D$-! 和 D$-"

基因间外显子 : 存在第 "R? 位碱基 E

"

S的差异(

在 D$-" 外显子 : 存在H1-

%

的酶切位点(而 D$-!

无此酶切位点' 因此 _IS患儿中 D$-! 基因缺失

者0&C产物酶切后为完全酶切片段' D$-基因外

显子 #*: 的 0&C扩增引物设计参照文献!>"

(D[+)#

F%?ZBSES&JSJ&SS&JJSSJJJ&JESJ&SB>Z(

D[+)# C% ?ZB&&JJ&&JJ&JJJJJESJJJJEJJJB

>Z# D[+): F% ?ZBEJSSJSS&&SSSJE&SSJEJE

SSB>Z( D[+): C% ?ZB&JS&SS&S&&&JJ&J&S&

SEB>Z' 0&C反应条件均为 <?`预变性? .()(<?`

R? A(??` R? A(#"` ! .()(循环 >? 次(最后在 #"`

延伸 !$ .()$0&C仪为美国0D公司 <=$$ 型0&C扩

增仪&' 0&C产物长度均为 !:: G/' D$-基因外显

子 #*: 的0&C产物分别加入H32

%

与H1-

%

酶切消

化' 终止酶切反应后行 "^琼脂糖凝胶电泳检测酶

切产物'

!6"6>%筛查 D$-基因转变及微小突变%%发生转

变的杂合 D$-基因含有 D$-" 基因的外显子 #$或

伴其内合子 #&(针对 D$-基因内合子 =B外显子 :

进行0&C扩增(因 D$-! 与 D$-" 基因外显子 : 仅

有一处碱基不同(即 "R?E

"

S(故采用识别 D$-" 基

因外显子 : 的 H1-

%

酶切鉴定基因转变(含有部分

被酶切的片段为转变基因片段' D$-! 基因

外显子 #为 _IS常见缺失突变区(针对 D$-! 基因

外显子 #*:保留的患者在 D$-基因末端第 # 外显

子附近筛查 D$-基因微小突变(即针对 D$-基因

内合子 = 至外显子 : 间的区域进行0&C扩增测序'

0&C扩增引物设计参照文献!?"

(引物上游 ?ZBSES&B

JSJ&SS&JJSSJJJ&JESJ&SB>Z(下游 ?ZB&JS&SS

&S&&&JJ&J&S&SEB>Z' 0&C扩增条件为 <R`

预变性 # .()(<R ` R? A(?=` R? A(#"` ! .()(循

环 >$ 次(最后在 #"`延伸 !$ .()' 0&C产物长度

均为! $!$ G/(H1-

%

酶切筛查 D$-基因转变("^

琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物' 测序用 0&C产物

应用双脱氧末端终止法进行测序$美国 S;a公司

>#>$jP测序仪&'

$6'I统计学分析

在 _IS

&

及
'

型患儿中(D$-基因转变率比较

采用P%?7B<精确检验法进行统计学分析' 数据处理

采用 _0__ !>6$ 软件包(以 !L$6$? 作为差异具有

统计学意义'

"I结果

"J$I检测XEA患儿的!"#$ 基因缺失结果

D$-基因外显子 # 的0&C扩增片段酶切后(正

常对照者及无缺失的 _IS患儿结果为部分酶切产

物(出现 !:: G/*!=R G/ 和 "R G/ > 条带$"R G/ 片段

较短(已跑出胶&(缺失外显子# 者为完全酶切产物有

!=R G/和 "R G/两条带(见图 !#D$-基因外显子 :的

0&C扩增片段酶切后( 正常对照者及无缺失的 _IS

患儿结果为部分酶切产物(出现 !:: G/*!"$ G/ 和

=: G/ > 条带$由于电泳时间较长(=: G/带很弱&(而

外显子 : 缺失者为完全酶切产物呈 !"$ G/ 和 =: G/

两条带(见图 "'

对 !$= 例各型 _IS患儿和 >$ 例正常儿童进行

D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失检测(显示 _IS患儿

纯合 D$-! 外显子 # 和O或 : 缺失比率为 <!6?^(另

外 :6?^患儿皆未发现有 D$-! 外显子 # 或 : 缺失(

! 例
'

型 _IS患儿发现 D$-! 基因外显子 : 的单独

)$R?)
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缺失' >$ 例正常儿童未发现有 D$-! 外显子 #或 :

缺失' 具体各型 _IS患儿 D$-! 基因外显子 # 和 :

缺失检测结果见表 !'

%%表 $I各型XEA患儿!"#$ 基因外显子 % 和 O 缺失检

测结果I

!例$^&"

例数
外显子#

缺失

外显子#*

:缺失

外显子#缺失和

外显子:保留

外显子#保留和

外显子:缺失

外显子#*:

保留

%

型 R# R=$<#6<& R=$<#6<& $$$& $$$& !$"6!&

&

型 >> >!$<R6$& "#$:!6:& R$!"6!& $$$& "$=6!&

'

型 "= !<$#>6!& !$$>:6?& <$>R6=& !$>6:& =$">6!&

总计 !$= <=$<$6=& :>$#:6>& !>$!"6>& !$$6<& <$:6?&

"J"I筛查!"#基因转变及微小突变结果

当发生 D$-基因转变时(0&C产物经H1-

%

酶

切后为部分消化产物出现 ! $!$ G/* ::# G/ 和

!"> G/> 个片段(在凝胶电泳图上显示 > 条电泳带

$由于电泳时间长(!"> G/ 电泳带可能较弱&#当未

发生 D$-基因转变时(可见 0&C产物为被完全酶

切消化的片段$::# G/*!"> G/&(在凝胶电泳图上显

示两条电泳带$由于电泳时间长(!"> G/ 电泳带可

能较弱&' 见图 >' 发现 !> 例 D$-! 基因外显子 #

缺失而无外显子 : 缺失的患者中(

&

型中有 " 例

$?$^&发生基因转变(

'

型中有 = 例$=#^&发生基

因转变(在无 D$-! 外显子 : 缺失的情况下(

&

型与

'

型基因转变率差异无统计学意义$P%?7B<精确检

验(!o$6$?&(在所有 D$-! 基因外显子 # 缺失的

_IS患儿中(其基因转变率为 :6>^$:O<=&' 对 <

例 D$-! 基因外显子 #*: 保留的 _IS患儿进行

D$-基因内合子 = 至外显子 : 区基因点突变扫描(

D$-基因末端第 # 外显子及其上下游未发现 D$-

基因内微小突变(见图 R'

!""

#""

$!%

$""

&!%

&%%

'!"

(%%

!%

)*

+ ' & $ ,

'-- )*

'., )*

%%图$I!"#$基因外显子%的H!F扩增片段酶切消化产物

电泳图I泳道!*"为正常对照#泳道>*R为外显子#缺失患者电泳带'

! " # $ % & ' (

)*

# +++

" +++

(&+

&++

,&+

"++

"-- )*

",+ )*

'- )*

%%

图 "I!"#$ 基因外显子 O 的 H!F扩增片段酶切消化

产物电泳图I泳道 !*? 为正常对照#泳道 "*>*R*=*# 为外显子 :

缺失患者电泳带'

! """

# """

$%&

%&&

!%&

#&&

'(

) # ! * + % ,

-"-" '(

..$ '(

%%图 'I筛查!"#基因转变的 H!F扩增片段酶切消化

产物电泳图I泳道 >*R*= 为部分酶切消化产物#泳道 !*"*? 为完

全酶切消化的片段'

!!" !#" !$" !%" !&" !'"

!(" !)" !*" #"" #!" ##" #$"

%%

图 KI!"#$ 基因第七外显子附近微小突变测序图I

!?R 位点为两 D$-外显子 # 正常的&

"

J(无异常突变'

)!R?)
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'I讨论

目前认为 D$-! 基因外显子 # 和O或 : 缺失突变

是 _IS发病的主要原因(国外报道约有 <$^的 _IS

病人显示纯合 D$-! 外显子 # 和O或 : 缺失!>(=B#"

(本

研究采用0&CBCFP0法通过较大样本对各型临床诊

断为 _IS患儿进行 D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失检

测(发现 <!6?^的 _IS患儿有纯合 D$-! 外显子 #

和O或 : 缺失(本研究结果与国外报道基本一致(证

实中国 _IS患儿的发病与 D$-! 基因高度相关' 纯

合 D$-! 基因外显子 # 和O或 : 缺失在
%

型为

<#6<^(

&

型为 <R6$^(

'

型为 #=6<^(提示在
%

*

&

型患儿中 D$-! 基因外显子 # 和O或 : 缺失的发生

频率较
'

型患儿更多'

本研究发现在 _IS各型患儿中(D$-! 基因外

显子 # 和 : 均未缺失的比率为 :6?^(分析原因可能

有以下几个方面%

)

D$-! 基因存在其他微小突变(

除了 D$-! 同源缺失(少数 _IS病人有 D$-! 基因

内微小突变$细微或非缺失突变&(这些病人为杂合

缺失 D$-! 基因(另一条未缺失的 D$-! 等位基因有

微小突变!:"

'

*

遗传异质性的存在' 国外报道在没

有检测出 D$-! 基因的任何突变的患者中(可能为

遗传异质性(;2)K-3等!<"发现在 =/ "!6> 上有 ! 个和

?l !>6! 上 _IS基因区相似的区域(此区域的 < 个

序列的部分特征和 ?l !>6!区域 _IS基因的H7S序

列高度同源(故 =/ "!6> 区域可能包含有和 ?l !>6!

区域 _IS基因相关的基因(可能为同一基因家族(

这也为 _IS的遗传机制研究提供了一条新的思路'

但直到目前为止(此区域和 _IS之间直接的关联尚

未见报道' 最近有研究表明部分不伴有 D$-! 基因

外显子 # 和 : 缺失的
%

型患儿的发病可能与基因定

位于 !!l !> 的伴
%

型呼吸衰竭的脊髓性肌萎缩症

$_ISW(,' 3-A/(32,+3K1(A,3-AA,K/-a( _ISCH!&相关'

_ISCH! 发病机制与婴儿型完全不同(临床表现和

辅助检查与婴儿型相似(但肌萎缩主要累及四肢末

端和膈肌' 提示对患儿的神经系统检查中(特别应

注意呼吸肌受累情况和四肢肌肉受累的部位!!$"

'

因此(除了纯合 D$-! 基因外显子 # 和O或 : 缺失为

_IS发病的主要原因外(应继续深入研究其他 _IS

的发病机制'

通过对 D$-! 基因外显子 # 和 : 缺失检测(发现

在 ! 例
'

型 _IS中存在 D$-! 基因外显子 # 保留(

而 D$-! 基因非编码外显子 : 缺失(患者可能因

D$-! 基因外显子 : 单独缺失致病(国外报道 D$-!

基因非编码外显子 : 单独缺失也可导致
'

型

_IS

!!!"

' 推测在 D$-! 基因外显子 : 内(尤其是外

显子 : 的 D$-! 与 D$-" 基因不同的核苷酸

$ g"R?E

"

S&附近存在较温和的阳性顺式作用元件

即外显子剪接增强子 $-[+)(VA/5(V()N-)'2)V-3(

D_D&(或 D$-" 基因此处存在外显子剪接沉默子

$-[+)(VA/5(V()NA(5-)V-3( D__&' 在
(

球蛋白基因族

中发现了可结合聚合酶
(

的JEEEEJEEEEEJ串联

重复序列!!""

(其与外显子 : 的 D$-! 与 D$-" 基因

不同的核苷酸$ g"R?E

"

S&附近处序列 JEED$-!O

SD$-"EEJEEEEEJ极为相似(故在此区寻找顺式

作用元件和相应剪接蛋白的研究值得进一步深入开

展' 当在患者中发生 D$-! 基因外显子 : 单独缺失

情况下(原被屏蔽的 D$-" 基因外显子 : 发挥了作

用(致使相应的反式作用剪接蛋白不能去识别 D_D

或D__生效(结果使 D$-! 基因其他外显子不能被

剪接机制识别或剪接效率降低(使 D$-! 基因的全

长转录物相应减少(产生 _IS症状' 另外此患者也

可能因并存 D$-! 基因其他区域微小突变而致病'

_IS临床各型间病情差异很大(

%

型是致命的(

而
&

*

'

型病情相对较轻' 与 _IS表型相关的很重

要的一个因素是 D$-" 拷贝数!!"

(其拷贝数通常变

化在 ! ]R 之间' 由于每个 D$-" 拷贝产生约 !$^

的全长 D$-" 转录物(D$-" 基因数目的增加对 _IS

病人有益(且影响 _IS严重性!R"

(产生 D$-" 拷贝

数增加和 D$-! 还原或缺失的潜在机制之一是基因

转变!!>"

' 已证实在 _IS中(可发生 D$-! 至 D$-"

的 D$-基因转变(缺乏双拷贝 D$-! 基因外显子 #

的个体至少保持一个拷贝 D$-! 基因外显子 : 序列

已被描述(在这些个体中一些发现 D$-! 基因外显

子 : 是并列于 D$-" 基因外显子 # 的(符合一个

D$-! 至 D$-" 基因转变事件(其包含了功能性重要

的外显子 # 序列的不同' 以前报道在
&

*

'

型中发

现了基因转变现象!!>"

' 转变后的基因可能在转录

后明显减少外显子 # 排除剪切(含转变的杂合基因

可在一定程度上弥补 D$-! 基因缺失的影响(D$-

基因量的增加可使 D$-转录物大为提高(使 _IS病

人症状相对较轻#且由于含有的 D$-! 基因内含子 #

的杂合转变基因(可使全长转录产物大为提高$由

"<^提高到 <"^&

!!R"

'

@2')-)等!!>"报道在 D$-! 基因外显子 # 缺失

情况下(不同国家 _IS患者的基因转变率在 >^ ]

":^之间' 本研究发现( _IS患儿在 D$-! 基因外

显子 # 缺失情况下(其基因转变率为 :6>^(在无

D$-! 外显子 : 缺失的情况下(

&

型与
'

型基因转变

)"R?)
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率均比较高(基因转变可能与 _IS

&

*

'

型分型无

关(与基因特殊结构有关' 由于样本量较少(以后应

增加样本进一步研究 _IS

&"'

型中未发生 D$-!

基因外显子 : 缺失时的 D$-基因转变率'

关于 D$-! 基因内的微小突变(国外最常报告

的 > 个微小突变是 D$-! 基因外显子 = 的f"#"&错

意突变$:!?SoE&(#=:u##:18/JE&JESJE&JJ移码

突变及外显子 > 的 ><<uR$"1-5SESE移码突变!:"

'

因 D$-! 与 D$-" 基因只有 ? 个核苷酸不同(仅外显

子 #$ g=&

"

J&发生在编码区上(故选外显子 # 附近

做测序研究' 虽然 D$-! 基因外显子 # 附近为 _IS

常见缺失突变区(但可能不是 D$-! 基因内微小突

变的热点区域(应进一步筛查中国人 D$-! 基因微

小突变的热点区域'

总之(本研究通过较大样本明确了中国人各型

_IS患儿 D$-! 基因缺失情况及比率' D$-! 基因

外显子 # 和 : 缺失检测可作为 _IS患儿确诊*鉴别

诊断的重要有效手段' _IS患中 D$-! 基因外显子

: 的单独缺失可能致病' D$-! 基因外显子 # 附近

可能不是此病 D$-! 基因微小突变的热点区域' 本

研究首次在中国人 _IS

&

型与
'

型患儿中发现了

D$-基因转变现象(通过对此现象的深入研究(可以

了解 _IS患儿不同临床表型的发生机制(指导进一

步治疗研究' 对中国脊髓性肌萎缩症患儿的 D$-

基因学研究(对进一步探讨 _IS的发病机制及临床

治疗研究将有重大指导意义'
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