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论著·临床研究

甲基化特异性 ＭＬＰＡ技术在 ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ
综合征诊断中的应用价值
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　　［摘　要］　目的　不同发病机制的ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ综合征（ＰＷＳ）在临床表现、预后和遗传风险上均存在一定差
异，目前临床常用的确诊方法甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰＣＲ）不能区分发病机制，本研究采用甲基化特异性多重连接
依赖的探针扩增（ＭＳＭＬＰＡ）技术诊断ＰＷＳ，探讨其在诊断以及分辨发病机制上的优势。方法　采用系统对照的
方法，取经临床ＭＳＰＣＲ检查的３０例患儿的外周血样本，其中包括通过ＭＳＰＣＲ确诊为ＰＷＳ的病例１６例，阴性对
照病例１４例，重新提取ＤＮＡ，采用ＭＳＭＬＰＡ试剂盒Ｍｅ０２８进行基因检测分析。结果　ＭＳＭＬＰＡ检测结果与ＭＳ
ＰＣＲ检测结果一致，且检测出１６例ＰＷＳ病例中４例源于母源性同源二倍体，１２例源于父源性１５ｑ１１ｑ１３区域缺失。
结论　ＭＳＭＬＰＡ是能鉴别ＰＷＳ发病机制的一种可靠的实验诊断方法。
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　　ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ综合征（ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＷＳ）是基因组印迹遗传的典型代表，是由于染色体
１５ｑ１１～ｑ１３区域父源等位基因表达异常所致。ＰＷＳ
在新生儿中的发病率约１／３００００，全部人口中的发病
率约 １／５００００［１２］。其发病机制包括：（１）父源性
１５ｑ１１～ｑ１３区域缺失（６５％～７０％）；（２）母源性同源
二倍体（２０％～３０％）；（３）印迹中心突变或缺失
（２％～５％）；（４）染色体平衡易位（＜１％）［３］。而不
同发病机制所致的临床表现和再发风险率均存在一

定差异。现临床确诊 ＰＷＳ主要依靠甲基化特异性
ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰＣＲ），该方法可
以确诊９９％以上的病例，缺陷是不能区分具体发病
机制。而甲基化特异性多重连接探针依赖的扩增技

术 （ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｍｕｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＳＭＬＰＡ）能够区分ＰＷＳ两种主
要发病机制，且该方法操作简单，虽不能鉴别印迹中

心突变或缺失以及染色体平衡易位，但已能区分约

９５％的病例，临床意义重大，且国内关于该方法诊断
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ＰＷＳ少有报道。因此本研究对 ＭＳＭＬＰＡ方法诊断
ＰＷＳ的优越性行对照研究，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象
以２００９年６月至２０１１年８月于北京军区总医

院附属八一儿童医院门诊及病房就诊并通过 ＭＳ
ＰＣＲ检测检查为ＰＷＳ的患儿为阳性组；同时取相同
时间段内经 ＭＳＰＣＲ检查为阴性的患儿作为对照
组。其中阳性组 １６例，男 １０例，女 ６例；对照组
１４例，男女各７例；年龄４ｄ至６岁。所有参与本研
究的患儿家属均签署了知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取及浓度测定　　取３０例患儿的
外周血１～２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝。采用天根生化科技有
限公司生产的血液ＤＮＡ提取试剂盒，按说明书提取
样本ＤＮＡ。通过美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产的
ＤＵ８００型紫外分光光度计测定样本ＤＮＡ浓度。
１．２．２　ＭＳＭＬＰＡ检测　　按照 ＭＳＭＬＰＡ试剂盒
Ｍｅ０２８（ＭＲＣＨｏｌｌａｎｄ公司，荷兰）说明书，首先取每
个样本１２０ｎｇ基因组 ＤＮＡ，于 ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪中
９８℃变性１０ｍｉｎ，后加入ＳＡＬＳＡ探针混合杂交至少
１６ｈ。杂交后每个样本分别用连接酶和连接 －消化
酶进行拷贝数分析试验及甲基化分析试验，反应条

件为：４９℃ ３０ｍｉｎ，９８℃ ５ｍｉｎ，１５℃终止；最后每管
中分别加入聚合酶混合物进行ＰＣＲ扩增，反应条件
为：９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共
３５个循环；７２℃延伸２０ｍｉｎ；１５℃终止。用ＡＢ３１３０
基因分析仪对扩增产物进行分析，最终所得数据以

ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ软件分析。
１．２．３　结果判定　　基因拷贝数判定：特异性探针
峰值与内参信号峰值比的正常阈值为０．７～１．３，提
示基因拷贝数无变异，为２个拷贝；比值小于０．７，

提示基因缺失，仅１个拷贝；比值大于１．３，提示基
因重复，为３个拷贝。
１．２．４　甲基化异常判定　　ＭＳＭＬＰＡ试剂盒甲基
化试验中，母源性基因可被甲基化，父源性基因不能

被甲基化；未甲基化的父源性基因与５个特异性探
针结合后能被 ＨｈａＩ酶切断，不能扩增出特异性条
带。故在基因拷贝数无异常的前提下，同一反应中

５个甲基化特异性探针经 ＨｈａＩ酶切后峰值比较酶
切前减少一半，提示甲基化无异常；信号峰完全消

失，提示甲基化的母源性等位基因缺失；信号峰不

变，提示甲基化的母源性等位基因增加了１倍。

２　结果

２．１　ＭＳＭＬＰＡ检测结果
１６例经 ＭＳＰＣＲ检测确诊为 ＰＷＳ的患儿行

ＭＳＭＬＰＡ检测亦显示为ＰＷＳ阳性；ＭＳＰＣＲ检测为
阴性的１４例患儿经ＭＳＭＬＰＡ检测亦为阴性。
２．２　基因拷贝数试验结果

图１为两组儿童基因拷贝数 ＭＳＭＬＰＡ分析图
谱，可见对照组特异性探针的峰值比均在０．７～１．３
之间（图１Ａ）。阳性组１６例患儿中，４例患儿特异
性探针峰值比在０．７～１．３之间，提示基因拷贝数无
异常（图 １Ｂ）；１２例患儿特异性探针的峰值比
＜０．７，提示基因缺失（图 １Ｃ）。同时从 ＭＳＭＬＰＡ
ＰＣＲ产物扩增峰值图可见，阳性组中１２例患儿５个
特异性探针峰较对照组降低，提示基因拷贝数异常，

存在基因缺失；４例患儿５个特异性探针峰与对照
组相近，提示基因拷贝数无异常。见图２Ａ～Ｃ。
２．３　甲基化试验结果

经ＨｈａＩ酶切后数据分析显示：（１）阳性组中
１２例患儿５个特异性探针峰与对照组相近，为１个
拷贝；４例患儿５个特异性探针峰较对照组增加１倍，
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　　图１　基因拷贝数ＭＳＭＬＰＡ分析图谱　图中的两条绿线代表正常峰值比范围（０．７～１．３），比值 ＞１．３提示基因重复，
比值＜０．７提示基因缺失；蓝色方块代表内部对照探针，绿色方块代表目的探针，红色方块代表基因拷贝异常的探针。Ａ为对照组患

儿ＭＳＭＬＰＡ图，可见基因拷贝数无异常；Ｂ为母源性同源二倍体所致ＰＷＳ患儿ＭＳＭＬＰＡ图，所有探针均位于两条绿线之内，基因拷

贝数无异常；Ｃ为父源性缺失型所致ＰＷＳ患儿ＭＳＭＬＰＡ图，在＜０．７范围内存在许多红色方块，提示基因缺失。
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为２个拷贝。（２）各组自身甲基化前后比较，甲基化
后对照组５个特异性探针峰较甲基化前减半，为１个
拷贝；而阳性组１６例患儿的５个特异性探针峰酶
切后信号不变，分别为１个拷贝（１２例）和２个拷

贝（４例）。见图２Ｄ～Ｆ。
综上可确定，１６例患儿中，４例发病机制为母源

性同源二倍体，１２例为父源性１５ｑ１１ｑ１３区域缺失。
对照组无假阳性结果，均检测为阴性。
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　　图２　ＭＳＭＬＰＡ的基因拷贝数试验和甲基化试验的结果　红色方框内的探针为甲基化酶切位点的特异性探针，片段
大小从左到右为１４２ｂｐ、１６６ｂｐ、１９０ｂｐ、２４７ｂｐ和４１８ｂｐ。Ａ：对照组，基因拷贝数正常；Ｂ：阳性组，５个特异性探针峰与对照组接近，

示基因拷贝数正常，为母源性同源二倍体所致；Ｃ：阳性组，５个特异性探针峰较对照组降低，示存在基因缺失，为父源性缺失型所致；

Ｄ：对照组酶切后，５个特异性探针信号减半，示甲基化无异常；Ｅ：阳性组（母源性同源二倍体）酶切后，５个特异性探针信号不变，仍

为２个拷贝；Ｆ：阳性组（父源性缺失型）酶切后，５个特异性探针信号也不变，仍为１个拷贝数。
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ＰＷＳ以新生儿严重中枢性肌张力低下和喂养
困难为特征，婴儿后期或幼儿早期开始过量饮食，会

逐渐出现病理性肥胖、运动和语言发育延迟、不同程

度认知缺陷及行为异常（脾气暴躁、倔强、强迫症

等）、性腺发育不良、特殊面容、斜视及脊柱侧凸等

特征［４］。目前已公认有４种发病机制，其中父源性
缺失型和母源性同源二倍体为主要机制。据文献报

道，父源性１５ｑ１１ｑ１３区域缺失较母源性同源二倍
体所致ＰＷＳ患儿生后，睡眠障碍、色素减退及语言
发育延迟等症状的发率更高［５］；而母源性同源二倍

体所致ＰＷＳ患儿智商较父源性缺失型患儿高，行为
异常程度轻，但却更容易伴有精神异常现象及孤独

症［６］。本病再发风险情况取决于发病机制及先证

者性别，女性缺失型 ＰＷＳ先证者有５０％ Ａｎｇｌｅｍａｎ
综合征（ＡＳ）的再发风险，若先证者为男性，则有
５０％ＰＷＳ的再发风险。而绝大多数染色体的微缺
失和单亲二倍体的再发风险为１％。可见明确发病
机制对于ＰＷＳ患儿的终生干预治疗指导及遗传咨
询意义重大。

目前国内外用于确诊 ＰＷＳ的技术主要为 ＭＳ
ＰＣＲ，该方法的诊断率不低于９９％，但是不能区分发
病机制。

２００５年 Ｎｙｇｒｅｎ等［７］改进 ＭＬＰＡ技术为 ＭＳ
ＭＬＰＡ，用来检测 ＰＷＳ／ＡＳ。ＭＳＭＬＰＡ已经成为研
究若干基因组甲基化状态的诊断性实验。其剂量分

析为检测大片段缺失提供可能，同时它可以检测

ＵＢＥ３Ａ基因或 ＳＮＯＲＤ１１６基因区域的缺失。该方
法的优点是需要的ＤＮＡ量少（２０～２００ｎｇ），且不需
要父母标本，检测分辨率高，从单个碱基的突变到整

条染色体的数量变化都可检测到，但不能反映平衡

易位和倒位现象；与 ＭＳＰＣＲ相比，ＭＳＭＬＰＡ不需
要对ＤＮＡ进行硫化处理，仅以 ＨｈａＩ内切酶对特异
性探针和ＤＮＡ结合序列进行消化，试剂盒中有５个
特异性酶切位点的探针，可判断甲基化状态；而且即

使有一个探针出现失误，仍有４个探针可以评估检
测，大大降低失误率。缺点是不能将母源性二倍体

和印迹中心的缺陷相区分。本研究通过该技术将确

诊的１６例 ＰＷＳ患儿进一步辨别出父源性缺失型
１２例和母源性同源二倍体４例，由于不同的发病机
制所致ＰＷＳ的临床表现存在差异，鉴别其发病机制
为临床干预治疗和遗传咨询提供了更好的帮助。

国内对ＭＳＭＬＰＡ用于ＰＷＳ诊断研究的报道较
少。国外对该方法的研究及应用较国内早，有关报道

相对较多。其中一个样本量较大的研究［８］对６２例
ＰＷＳ、１０例 ＡＳ患者通过 ＤＮＡ微卫星分析、ＦＩＳＨ、
ＭＳＭＬＰＡ等方法进行检测，最终验证 ＭＳＭＬＰＡ可
以精确地鉴定包括缺失、母源性二倍体和印迹中心

缺陷的各种异常［８］。本研究对１６例经 ＭＳＰＣＲ确
诊为ＰＷＳ的患儿行ＭＳＭＬＰＡ检测均可再次证实为
阳性，并明确了其发病机制；ＭＳＰＣＲ检测为 ＰＷＳ
阴性的１４例患儿经 ＭＳＭＬＰＡ检测亦为阴性，检测
的３０例病例无一例假阳性或假阴性结果。本研究
为迄今为止报道国内病例数最多，并首次经系统对

照研究方法证实了ＭＳＭＬＰＡ在诊断ＰＷＳ上的高度
敏感性和特异性，提示该方法是一种快捷、可靠的实

验诊断方法。
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