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%%"摘%要#%目的%至今已有多种筛查和诊断脆性 K综合征$U32S(5-KRX)13+.-(@KZ&的方法(以 0&O法和

Z+V,'-3)印迹方法应用最广(然而每种方法均存在各自的局限性' 该研究探讨发根脆性K智力低下蛋白$U32S(5-K

.-),253-,2312,(+) /3+,-()(@AO0&检测在诊断或筛查 @KZ 中的可靠性(以建立一种快速*简便*价廉且可靠的诊断

@KZ的方法' 方法%采用发根@AO0免疫组化的检测方法对 B" 例健康儿童*=" 例不明原因智力低下儿童*已确诊

@KZ家系成员 !# 例进行检查# 用 MG1-o2G1_H00&O法进行对照(探讨其对诊断@KZ 的应用价值' 结果%在 B" 例

健康儿童中(发根@AO0的表达率均在 B"I以上' =" 例不明原因智力低下患儿中(# 例确诊为 @KZ 患儿的发根

@AO0表达率分别为 !"I和 "(另 ;B 例非@KZ患者发根@AO0的表达率均在 B"I以上' 在@KZ家系调查中(确诊

的 # 例@KZ患者的发根@AO0表达率均为 "' 结论%发根 @AO0检测诊断 @KZ 具有快速*简便*价廉*可靠等特

点(值得进一步推广应用' "中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"&' )"#$#

"关%键%词#%智力低下#脆性K综合征#脆性K智力低下蛋白#免疫组织化学检测#儿童

"中图分类号#%O;$= :;;%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B!M :"=

N2+55,,3052.+-1\:1;32-51325823+,;<5,31+;2662? 0,53718+2.;,6+6,0052.+-1\

6?;85,:1

5"#1*+9%3A( .'#)!2-/3+,-3( .'4)!1-/0+.8%3( .#"$-3( &'()$03A( 6"'*/+L-3A($"1-03A+$-3A:E%F/M=+

?%3=0>)%*M0@0AB( 2-/3AK-&8-@CM%3R<'0<F-=/@( )/3G8/3A ;;""">(&8-3/ $.803A 2+,( (?/-@% J803AI?P!>;:G0?&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%@32S(5-KRX)13+.-$@KZ& .2XT-(1-),(U(-1 TX.2)X.-,'+1R( RV9' 2R0&O2RR2X2)1

Z+V,'-3) T5+,6L+Y-Q-3( -29' .-,'+1 '2R(,R5(.(,R+3R'+3,9+.()SR6H'(RR,V1X-\/5+3-1 ,'-3-5(2T(5(,X+U,'-32/(1(

9+)Q-)(-),2)1 ()-\/-)R(Q-'2(33++,U32S(5-K.-),253-,2312,(+) /3+,-() $@AO0& 2RR2X() ,'-(1-),(U(92,(+) +U@KZ6

D137,86%@AO0() '2(33++,RY2R1-,-3.()-1 TX(..V)+'(R,+9'-.(R,3X2RR2X() B" '-25,'X9'(513-)( () =" 9'(513-) Y(,'

.-),253-,2312,(+) +UV)W)+Y) -,(+5+SX2)1 () !# U2.(5X.-.T-3R() +)-/-1(S3--+U@KZ6@KZ Y2R9+)U(3.-1 TXMG1-o2G

1_H00&O6E164-36%H'-3-Y2R2'(S' -\/3-RR(+) +U@AO0() '2(33++,R$

"

B"I& () '-25,'X9'(513-)6HY+9'(513-) Y-3-

9+)U(3.-1 Y(,' @KZ TXMG1-o2G1_H00&O() =" 9'(513-) Y(,' .-),253-,2312,(+) +UV)W)+Y) -,(+5+SX6@AO0-\/3-RR(+)

Y2R!"I 2)1 o-3+3-R/-9,(Q-5X() ,'-,Y+9'(513-)6H'-+,'-3;B 9'(513-) '21 @AO0-\/3-RR(+) +U.+3-,'2) B"I6@AO0

Y2R)+,-\/3-RR-1 () ,'-,Y+92R-R+U@KZ U3+.,'-/-1(S3--+U@KZ6F,;/-46+,;6%[)-\/-)R(Q-( 32/(1 2)1 9+)Q-)(-),'2(3

3++,@AO02RR2X(R3-5(2T5-U+3,'-1(2S)+R(R+U@KZ 2)1 .2XT-Y(1-5X2//5(-1 U+3R93--)()S2)1 1(2S)+R()S@KZ ()

9'(513-) Y(,' .-),253-,2312,(+)6 !F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"&' )"#$"

%%I1? J,586%%A-),253-,2312,(+)# @32S(5-KRX)13+.-# @32S(5-K.-),253-,2312,(+) /3+,-()# [..V)+'(R,+9'-.(R,3X

2RR2X# &'(51

%%脆性 K综合征$U32S(5-KRX)13+.-(@KZ& 是一

种三核苷酸&__动态突变所致的遗传性疾病' 男

性发病率为 !a= """ (女性为 !a> """

!!"

' @KZ 患者

在所有智障人群中所占比例为 #6>I EB6MI

!!"

'

至今已有多种筛查和诊断方法(但以聚合酶链反应

技术0&O法和 Z+V,'-3)印迹方法应用最广!#"

(然而

每种方法均存在各自的局限性' 如细胞遗传学方法

由于脆性位点表达率不高( 容易产生假阴性( 而经

典的 Z+V,'-3) 印迹方法虽然准确性最高( 但方法过

于繁杂*诊断周期长且实验技术难度大' 其他基因

诊断的方法对实验室条件要求也较高(且所需仪器

价格不菲(操作条件要求较为严格(难以在基层开

展' 所以对@KZ简易*快速诊断方法的研究仍是热

点之一' 本试验采用发根脆性 K智力低下蛋白

)M!B)
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$U32S(5-K.-),253-,2312,(+) /3+,-()( @AO0&检测的

方法来诊断或筛查 @KZ(以期建立一种简便*快速*

价廉*可靠的诊断方法(现报道如下'

&K对象和方法

&6&K研究对象

不明原因智力低下患儿 =" 例(来源于江西省儿

童医院神经内科与儿童保健门诊(全部符合美国

,精神疾病诊断统计手册-$NZAG

*

&中智力低下诊

断标准(并除外
"

分娩损伤#

#

窒息*颅内出血#

$

后

天致残$包括中毒*外伤*各种脑炎*脑膜炎*脑病以

及惊厥后脑损伤等&#

%

营养不良及常见代谢*内分

泌性疾病#

+

社会心理因素#

,

染色体数目异常等继

发性智力低下' 其中男性 ;; 例(女性 M 例(年龄 <

个月至 !; 岁 B 个月(其中 ; 岁以下 !; 人(; EM 岁

!> 人( dM 岁 !! 人'

体检健康儿童 B" 例作为对照' 其中男性 <!

例(女性 #$ 例#年龄 < 个月至 !< 岁 ! 个月(; 岁以下

!= 人(; EM 岁 #! 人( dM 岁 =< 人'

经细胞遗传学证实的 @KZ 家系一个(共有成员

!# 人(其中@KZ # 例 !;"

'

本研究获得了所有参与检测者家属的知情

同意'

&6#K实验方法

所有研究对象均采用 MG1-o2G1_H00&O和发根

@AO0免疫组织化学检测法进行检测'

!6#6!%MG1-o2G1_H00&O%%实验方法和结果判断

参照文献报道!="的方法进行(试剂盒由湖南计划生

育研究所提供(0H&G#""0&O仪为 F[8GOCN公司

产品'

!6#6#%发根 @AO0免疫组织化学方法%%按

n(55-.R-)等!<"创立的发根 @AO0免疫组织化学方

法的原理(用 J0管代替培养皿作为试验的载体进

行操作' 采集耳后各区带有毛囊的发根(女性 #"

根(男性 !" 根' :B"k低温冰箱保存'

!6#6#6!%主要试剂%%一抗采用美国 &LJA[&87

公司 的 鼠 抗 人 @AO0单 克 隆 抗 体 $ 批 号%

D4!;<"=!"&#二抗采用北京中杉金桥生物技术有限

公司的 Z0G$""# L(R,+R,2()HAG0DhZ g(,R免疫组化染

色试剂盒$批号%!;MB>==&#lD[G$";# NCFg(,aNCF

浓缩型NCF试剂盒'

!6#6#6#%实验步骤%%用 ;I多聚甲醛固定发根 !"

.()(!""I甲醇渗透 #" .()("6!A0FZ 洗涤 < .() s

;次(过氧化物 $ ;IL

#

8

#

去离子水& 室温孵育

;" .()("6!A0FZ液洗涤 < .() s; 次(鼠抗人@AO0

单克隆抗体$! B̂""&孵育 ; '$;Mk&("6! A0FZ 液

洗涤 < .() s; 次(再用生物素标记的羊抗鼠 [S_孵

育$;Mk孵育 ;" .()&("6! A0FZ 液洗涤 < .() s

; 次(辣根酶标记链霉卵白素工作液溶液孵育$;Mk

孵育 ;" .()&("6! A0FZ液洗涤 < .() s; 次(最后

用NCF显色 ! .()后终止染色并置于玻片上(在显

微镜下观测结果'

!6#6#6;%结果判断%%当发根有@AO0表达时(发

根NCF显色为棕黄色或黄色#当发根无@AO0表达

时(发根NCF不显色而呈白色' 发根@AO0表达率

b阳性发根数a检测的总发根数'

#K结果

#L&K'=81]2=8YOHHFE检测结果

在 B" 例健康儿童中(均可见目标带及内参带#

不明原因智力低下患儿 =" 例中(两例可见内参带正

常表达(目标带消失(符合@KZ' 其他患儿均可见目

标带及内参带(没有发现携带者#在 @KZ 家系中(两

例患儿均未见目标带(只见内参带' 其他成员均可

见目标带及内参带' 见图 !'

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

!"())"*+

&)),*+

%))"*+

$))"*+

#))"*+

%%图 &K'=81]2=8YOHHFE法产物电泳图K

!(# 泳道为患

者(均只见内参带(没有出现 <"" T/ 或 ! """ T/ 目标带' 其中 ! 泳

道为智力低下的@KZ阳性患者(# 泳道为 @KZ 家系中的患者# ;(=

泳道为非@KZ患者(可见清晰的 <"" T/ 的目标带及内参带(未见

! """ T/ 以上目标带# < 泳道为生理盐水对照带# .23W 泳道为标记

泳道(用于确定产物分子量的大小'

#L#K发根TDEH检测结果

在 B" 例健康儿童中(发根 @AO0表达率均为

B"I以上' 不明原因智力低下患儿 =" 例中(发现 #

例发根@AO0表达率分别为 !"I和 "(均通过 MG1-G

o2G1_H00&O法诊断为 @KZ 病例(其余 ;B 例发根

@AO0表达率均在 B"I以上' 在 @KZ 家系中(有两

)B!B)
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例@AO0表达率为 "(且均为 K染色体脆性位点和

MG1-o2G1_H00&O检测诊断为 @KZ 病例(其余成员

@AO0表达率均大于 B"I' 不同人群发根@AO0表

达率见图 #'

!
"

!
"
#
$
#

$
%
&
%
'

&'(

)(

*(

+(

,(

(

()*+ ,-./*+ 01

%%图 #K不同人群发根 TDEH表达率比较K健康儿童 B"

例发根@AO0表达率均为 B"I以上#不明原因智力低下儿童 =" 例

中(发现 ! 例表达率为 !"I(另 ! 例为 "(余发根均为 B"I以上#在

@KZ家系中(两例@KZ全突变患者发根@AO0表达率均为 "(余发根

@AO0表达率均为 B"I以上'

(K讨论

@KZ是遗传性智力低下疾病中最常见的一种(

由致病基因 @AO! 启动区 &__三联重复序列不稳

定扩增所引起' 其发生率在先天性智力低下患者中

仅次于唐氏综合征' @KZ 临床表型包括智力低下*

注意障碍*学习困难*孤独症样行为*多动症*癫
!

发

作等#典型患者尚具有高前额*大耳和下颌突出(青

春期后大睾丸(关节活动度过大等体格特征!>"

' 由

于在青春期前儿童无特症性临床表现(诊断主要依

据基因检测!>"

' 近年来发现 @AO0的表达与智力

低下之间存在密切的关系!M(B"

(为通过 @AO0检测

来诊断@KZ提供了理论依据'

本研究中 =" 例不明原因智力低下患儿中(发现

! 例男性病例发根 @AO0表达率为 !"I(另 ! 例女

性病例完全没有表达(而非 @KZ 患者的发根 @AO0

表达率均大于 B"I' 在男性患者(只存在一条K染

色体(如果该染色体发生病变(发根@AO0的表达率

为零(本例患者表达率为 !"I(且合并有长脸*大耳

等外貌特征(由于患儿年幼(尚未进入青春期(大睾

丸不明显(推测可能为嵌合体所致(即全突变和前突

变相混合的类型(与 n(55-.R-) 等!$"文献报道相似(

可采用 Z+V,'-3)印迹法进一步确定其基因型' 对于

女性患者(有两条 K染色体(在胚胎发育时期存在

随机失活现象(在外周血涂片检测 @AO0时由于女

性患者K染色体的失活(仍然可以出现外周血淋巴

细胞内的@AO0的高表达$可达到 B"I&

!$"

' 由于

发根和大脑组织均来源于胚胎发育的外胚层(两者

具有更好的同源性(检测发根的 @AO0可以间接推

测 @AO0在大脑组织的表达(有文献认为发根

@AO0检测要比外周血检测@AO0诊断@KZ更具有

优势!<"

' n(55-.R-) 等!M" 对女性携带者的发根

@AO0检测发现发根@AO0表达率与智力水平成正

相关(提示该方法也可应用于女性患者的诊断(本例

患者的@AO0表达率为零(且具有大耳*长脸等体格

特征(说明该患者为全突变' 在 @KZ 家系中的 # 例

患者中(@AO0表达率均为 "(也与 MG1-o2G1_H00&O

检测结果相符' 进一步验证了该方法的特异性和灵

敏度'

在本研究中(B" 例健康儿童的发根 @AO0检测

发现 =# 例$<#6<I&发根@AO0表达率为 !""I(发

根@AO0表达率最低为 B"I(与国外文献报道相

符!<"

' 为达到较好的诊断效能(操作时应注意以下

几个方面%

"

所有使用液体的操作中(液体使用量

以全部浸没发根为宜#

#

开始实验时(要对采集的

发根进行必要的修剪(使其长度方便操作#

$

;Mk

孵育时必须盖紧盖子(以防液体蒸发(从而改变试剂

浓度(影响实验结果#

%

整个操作过程中(建议戴无

菌乳胶手套#由于头发及 J0管均属于细小物品(建

议采用眼科镊进行操作较为方便#

(

本方法试验结

果为阴性时诊断为患者(所以每例患者诊断时都

应该加用阳性对照来提高诊断效能(防止假阴性

的发生'

在本研究中(发根 @AO0表达的结果与 MG1-o2G

1_H00&O和细胞遗传学方法完全吻合(说明其灵

敏性和特异性与 MG1-o2G1_H00&O相似' 在所有不

明原因的智力低下患者中发现患者两例(检出率为

<I(与文献报道 @KZ 患者在所有智障人群中所占

比例为 #6> I EB6M I相符!!"

(但高于02)S等!!""对

! !#M 名中国智力低下患者进行 @AO! 基因分析的

#6BI检出率(这可能与本组资料中已排除了已知原

因的智力低下患儿有关#低于我们以前报道!!!"的外

周血@AO0检测男性患者的 !;6!>I检出率(分析

其原因(可能与本组资料包括女性患者有关(因为本

病女性发病率远低于男性!!"

' 以现有的初步研究

来看(非 @KZ 患者发根 @AO0表达率大于 B"I(低

于该值则可能为 @KZ 病例' 由于本试验病例数过

少(存在抽样误差的可能(有待进一步进行大样本并

按实验诊断的流行病学评价及采用受试者工作曲线

$3-9-(Q-3+/-32,()S9'2329,-3(R,(99V3Q-(O8&&来探讨

其诊断界值'

)$!B)
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与 !$$$ 年n(55-.R-)等!<"创立的发根@AO0免

疫组织化学检测方法相比(由于采用了 #""

&

DJ0

管代替直径 ; 9.培养皿作为实验的载体(极大地减

少了检测试剂的用量(从而减少了检测的费用(使之

在经济欠发达的中国全面推广具有了扎实的基础(

并且由于发根在 J0管中可以完全浸泡(并不需要

摇床就可以达到完全浸泡的目的(使目标蛋白和一

抗完全结合' 整个实验过程仅需 B '(且相对无创(

家长及患儿容易接受(标本采集方便且易于保存(甚

至家长可以自行采集标本(以邮件邮寄的方式送达

实验室' 较之0&O及 Z+V,'-3) 印迹法(无需严格的

实验条件和昂贵的实验设备(在普通实验室即可开

展(已有商品化试剂盒(且价格低廉(可以在基层医

疗机构开展应用'

综上所述(发根 @AO0检测是一种快速*简便*

价廉*可靠的诊断方法(也可用于女性患者的检测(

并且由于该方法直接检测 @AO0(可检测三核苷酸

动态突变或 @AO! 基因点突变所致的 @KZ 患者(弥

补了目前0&O检测无法诊断 @AO! 基因点突变的

缺陷' 发根@AO0检测特别适合于大规模智力低下

患者@KZ的筛查' 我国人口基数大(病人绝对数目

并不少(开发一种快速*简便*价廉*可靠的诊断方法

具有重要的意义' 首先(作出早期诊断(可以对患者

进行尽早干预(以改善生活技能和提高生活自理能

力#其次(对于筛查出患者的家庭进行完善的基因型

检测(可以指导计划生育(防止智力低下人口的出

生(从而提高人口素质' 对 @KZ 的筛查可从特殊的

医疗机构或者教育机构开始(比如智障中心(特殊教

育学校等(对不明原因智力低下的患儿进行筛查(进

而对@KZ病例进行家系调查(可进一步提高检出的

阳性率并降低检测费用'
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