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·临床研究·

甲基化特异性 ＰＣＲ方法诊断 ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ综合征

王薇，吴晓燕，宋红梅，邱正庆，魏珉

（北京协和医学院，北京协和医院儿科，北京　１００７３０）

　　［摘　要］　目的　ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ综合征（ＰＷＳ）是多系统异常的复杂临床综合征，仅根据临床症状很难诊断，国
外已建立快速、高效、特异性、敏感性均佳的甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰＣＲ）方法用于临床诊断，但我国还未有系统
的对照研究。该研究目的便是建立 ＰＷＳ的ＭＳＰＣＲ诊断方法，并对临床疑似患者进行筛查。方法　将４４例受试
者，分为正常对照组（１６例）、临床确诊患者组（７例）及临床疑似患者组（２１例）。采用盐析法提取基因组ＤＮＡ；应
用ＣｐＧｅｍｏｎｅＴＭＦａｓｔＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ试剂盒行亚硫酸盐修饰；以正常人为阴性对照，未修饰的基因组ＤＮＡ为系统对照，
以Ｍ（母源）、Ｐ（父源）两对引物同时对修饰产物行ＰＣＲ；扩增产物以琼脂糖凝胶电泳分离。结果　①１６例正常对
照的ＰＣＲ结果同时显示Ｍ，Ｐ两条带，７例临床确诊的ＰＷＳ患者均只显示一条Ｍ带；②经ＭＳＰＣＲ筛查的２１例临
床疑似患者，２例确诊为ＰＷＳ，其他１９例排除ＰＷＳ。结论　 该研究成功建立ＭＳＰＣＲ，并对疑似患者进行了筛查确
诊。ＭＳＰＣＲ为特异高效的ＰＷＳ确诊方法且方便易行。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（４）：４８５－４８８］
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　　ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ综合征（ＰＷＳ）是一种复杂的多系
统异常的临床综合征，最早由Ｐｒａｄｅｒ等于１９５６年报
道［１］，新生儿发病率为１∶１２０００～１５０００。其主要临
床特征包括：新生儿肌张力低下、发育迟缓、身材矮

小、行为异常、童年期开始肥胖、下丘脑性性腺发育不

良及长颅、窄脸、杏仁眼、小嘴、薄上唇、嘴角向下的特

征性外貌［２，３］，脊柱侧凸也很常见（３７．５％）且随年龄
增长而发病率增高［４］。该病为１５ｑ１１１３区域的父源
印记基因缺陷所致［５］。由于基因印记不同，正常人非

甲基化的父源等位基因具备活性，而甲基化的母源等

位基因没有活性。ＰＷＳ患者这一区域父源基因功能
缺陷，其主要遗传类型有：１５ｑ１１１３区域约６Ｍｂ的父

·５８４·
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源染色体缺失（７０％）、母源同源二倍体（ｍａｔｅｒｎａｌｕｎｉ
ｐａｒｅｎｔａｌｄｉｓｏｍｙ，ＵＰＤ），（２０％～２５％）、印记中心（ｉｍ
ｐｒｉｎｔｉｎｇｃｅｎｔｅｒ，ＩＣ）微缺失及突变（１％ ～５％），以及
少量的染色体平衡易位［３，６］。ＰＷＳ患者的死亡率高
达３％［７］，且常为突发及不可预期的，所以早期诊断

对患者进行早期治疗、改善生活质量延长其寿命具有

极重要的意义。目前 ＰＷＳ的临床诊断标准已经确
立［８］（表１［２］）。但对于很多疑似患者而言，仅根据临
床症状很难诊断，需要应用分子生物学方法进行遗传

基因的分析。目前的基因分析诊断方法包括：高分辨

染色体分析、荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）、甲基化特异性聚

合酶链式反应（ＭＳＰＣＲ）等［８］。但是高分辨染色体

分析仅适用于大的缺失或染色体异常［９］，ＦＩＳＨ虽可
作为染色体分析的补充，检出存在微缺失的ＰＷＳ患
者，但ＵＰＤ或印记中心突变的患者却由于不存在基
因缺失而被漏诊。近十年来国外已建立了 ＭＳＰＣＲ
方法用于检测ＰＷＳ患者，其耗时短、需样本量少，是
一种快速、高效、特异性、敏感性均佳的分子诊断方

法。然而，我国仅有少数单位进行过少数病例的检测

报道，未进行系统的对照研究。本研究目的是建立一

种快速高效的ＭＳＰＣＲ诊断ＰＷＳ的方法，以对ＰＷＳ
患者进行确定诊断并应用于临床。

表１　ＰＷＳ诊断标准
主要标准

　１．新生儿和婴儿期中枢性肌张力低下，吸吮力差，随年龄增长而逐渐改善；
　２．婴儿期喂养困难，需特殊喂养工具；体重增长不满意；
　３．１２个月到６岁间，额外或快速的体重增加（额外被定义为大于２个百分位），不干预情况下出现中枢性肥胖；
　４．特征性面容：婴儿期长颅、窄脸、杏仁眼、小嘴、薄上唇、嘴角向下（３种及以上）；
　５．在不同年龄段出现的性腺机能减退，生殖器官发育不全。
　　１６岁前：男性阴囊发育不良，隐睾，小阴茎和／或小睾丸（小于同龄人第５百分位）；女性生殖器官缺乏或严重发育不良，小阴唇和／或

小阴蒂；若不干预，１６岁以后仍性腺不成熟或成熟不完全，与之相伴的青春期性征发育延迟。男性呈小性腺、面部或身体毛发减少、
不变声；女性仍无月经或月经少；

　６．６岁以下，整体发育迟缓；再稍大些儿童，有轻到中度的神经发育延迟或学习障碍；
　７．摄食过度或强迫性摄食；
　８．１５ｑ１１１３缺失，通过高分辨染色体分析（＞６５０带）或其他ＰＷＳ染色体的细胞遗传分子学方法分析异常，包括ＵＰＤ。
次要标准

　１．胎动减少或婴儿期无生气或哭声弱，随年龄增长而改善；
　２．特征性行为问题：易怒、猛烈情感爆发和强迫性行为、好争辩、对抗、程序化行为及固执、言语重复症、偷窃和撒谎（５种及以上）；
　３．睡眠紊乱或睡眠呼吸暂停；
　４．没有遗传背景，１５岁时仍身材矮小（无ＧＨ干预者）；
　５．色素减退———与家族其他成员相比颜色较浅的头发、皮肤；
　６．与同身高人相比，手小（＜第２５百分位）和／或脚小（＜第１０百分位）；
　７．手窄，双尺骨边缘缺乏弧度；
　８．眼睛问题（内斜视、近视）；
　９．唾液粘稠，可在嘴角结痂；
　１０．语言清晰度异常；
　１１．自我皮肤损伤（抠、抓等）。
支持证据

　１．痛阈高；
　２．生病时少呕吐；
　３．婴儿期体温不稳定或较大儿童及成年人的体温敏感性改变；
　４．脊柱侧凸或后凸；
　５．早期肾上腺皮质机能初现（ｅａｒｌｙａｄｒｅｎａｒｃｈｅ）；
　６．骨质疏松；
　７．对智力拼图游戏等有不寻常的技能；
　８．神经肌肉检查正常。

　　计算得分：主要标准每个１分，次要标准每个０．５分，支持证据增加了诊断的确定性，但没有得分。＜＝３岁，５分（有４个以上来自主要标
准）；＞３岁和成年人，８分（有５个以上来自主要标准）即可以做出诊断。

１　对象

本研究已经取得所有受试者本人或其家长的知

情同意。将４４例受试者共分为３组：正常对照组、

临床诊断患者组和临床疑似患者组。正常对照组

１６例，男女各８例。临床诊断患者组（７例），２００５
年至今到儿科遗传门诊就诊，就诊年龄１岁１１月至
１７岁，男 ４例，女 ３例。据 １９９３年国际诊断标
准［２］，除主要标准中第８条外，其他总评分均＞８分，
·６８４·
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临床诊断ＰＷＳ。临床疑似患者组２１例，２００５年至今
于本院就诊，就诊年龄３．５～１５岁，男１１例，女１０例，
据临床诊断标准不能确诊的疑似患者（除主要标准第

８条外，评分３．５～７．５分，≥７分的共有３例）。

２　方法

２．１　盐析法提取基因组ＤＮＡ
常规盐析方法提取ＤＮＡ，使终浓度为１μｇ／μＬ。

２．２　亚硫酸盐修饰ＤＮＡ及提纯
亚硫酸修饰 ＤＮＡ及提纯（ＣｐＧｅｍｏｎｅＴＭ Ｆａｓｔ

ＤＮＡＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＣＨＥＭＩＣＯＮ，Ｓ７８２４），取２～
３μｇＤＮＡ按照试剂盒的说明书操作修饰、提纯，所
得修饰后ＤＮＡ终体积为５０～６０μＬ。
２．３　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）

参照文献［１０］设计引物，由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）。Ｍ引物
上游：５′ＴＡＡＡＴＡＡＧＴＡＣＧＴＴＴＧＣＧＣＧＧＴＣ３′；Ｍ引
物下游：５′ＡＡＣＣＴＴＡＣＣＣＧＣＴＣＣＡＴＣＧＣＧ３′；Ｐ引物
上游：５′ＧＴＡＧＧＴＴＧＧＴＧＴＧＴＡＴＧＴＴＴＡＧＧＴ３′；Ｐ引
物下游：５′ＡＣＡＴＣＡＡＡＣＡＴＣＴＣＣＡＡＣＡＡＣＣＡ３′。

以正常人为阴性对照，未修饰的基因组ＤＮＡ为
系统对照。反应体系：１０倍浓度 ＰＣＲ缓冲液（Ｈｏｔ
ｓｔａｒｔＴａｑＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，Ｔｉａｎｇｅｎ）３μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ（Ｔａｋａｒａ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．４μＬ，Ｍ上下游引
物各３．４μＬ，Ｐ上下游引物各 ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８μＬ，
２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２０．６μＬ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），
热启动酶 ＨｏｔｓｔａｒｔＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｔｉａｎｇｅｎ，
２．５Ｕ／μＬ）或ＨｏｔｍａｓｔｅｒＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｔｉａｎ
ｇｅｎ，２．５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，修饰后的模板ＤＮＡ５μＬ，
总体系３０μＬ。扩增条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５９℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。
２．４　凝胶电泳

以 ３％琼脂糖（Ｐｒｏｍｅｇａ）凝胶电泳分离，在
１２０Ｖ电压下电泳３０ｍｉｎ后ＵＶ扫描成像。

３　结果

阴性对照组１６例受试者１７４ｂｐ的Ｍ（母源）条
带及１００ｂｐ的Ｐ（父源）条带皆可见；经临床诊断标
准确诊的患者组７例全部仅显示１７４ｂｐ的Ｍ条带，
Ｐ带缺失；临床疑似患者组１９例 Ｍ、Ｐ带皆可见，未
见父源染色体的异常缺失，从而除外ＰＷＳ；２例仅可
见Ｍ带，结合临床确诊为ＰＷＳ患者 （图１）。
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　　图１　各组病例ＰＣＲ后电泳结果　　Ｓ：系统对照；Ｎ：正
常对照；Ｐ：临床诊断患者；ｐ：疑似患者组中经筛查出来的 ＰＷＳ患
者；ｎ：疑似患者组中被除外ＰＷＳ的受试者。

４　讨论

基因组印记指的是，在配子形成时，由于亲代等

位基因上的标记不同所导致的在发育过程中母源和

父源基因的表达不同。基因印记是一个渐进形成的

过程，需要三个主要步骤：配子ＤＮＡ的标记，标记在
胚胎及成人期体细胞组织中的维持，以及配子发生时

标记的复位。基因印记可以看作是功能失活以及染

色体区域失活的过程，通常伴有ＣｐＧ岛上超甲基化。
ＤＮＡ的甲基化是在印记的维持还是在印记建立阶段
起作用尚不明了，然而ＤＮＡ的甲基化被看作是导致
基因标记以及亲代等位基因不同的主要机制［６］。与

基因组中绝大数的非印记基因不同，某一印记基因不

能从两个亲代等位基因同时表达，而只能从某一特定

的亲代基因（父源或母源）表达，另外一个等位基因便

处于失活状态。ＰＷＳ是基因印记病的一个代表性疾
病。人类１５ｑ１１１３区域中含有很多簇状分布的父源
印记基因，当这些印记基因缺陷时，便导致ＰＷＳ［有趣
的是这一区域中还有一些母源印记基因，同一区域母

源染色体缺失便造成Ａｎｇｌｅｍａｎ综合征（ＡＳ）］。ＰＷＳ
是由两个或两个以上父源表达的基因缺陷引发的临近

基因综合征，至今未见单基因上出现点突变的患者［３］。

ＭＳＰＣＲ的原理为：人类１５ｑ１１１３区域的父源印
记等位基因部分区段高度保守，而母源基因通常伴有

甲基化。位于此区域的小核核蛋白相关多肽 Ｎ
（ＳＮＲＰＮ）基因的ＣｐＧ岛上有不同的甲基化位点，母
源染色体上有 ＞９６％的 ＣｐＧ二核苷酸是甲基化的，
而父源染色体上都是非甲基化的［１０］。经过亚硫酸盐

修饰后，父源ＤＮＡ上非甲基化胞嘧啶转化为尿嘧啶，
而母源ＤＮＡ甲基化胞嘧啶则保持不变，这样等位基
因的序列就产生了差异，再应用相应特异的 ＰＣＲ引
物与之配对（父源Ｐ引物对，母源Ｍ引物对）进行
ＰＣＲ扩增，便可将等位基因区分开［１１］。这两对引物

·７８４·
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与未经处理基因组ＤＮＡ皆无互补配对，因此不会产
生ＰＣＲ产物。正常人父源及母源基因都完整，同时
显示Ｍ、Ｐ两条带；而 ＰＷＳ患者由于父源基因异常，
所以只显示 Ｍ带。除 ＳＮＲＰＮ基因外，ＺＮＦ１２７、一些
临近ＳＮＰＲＮ的位点和印记中心侧翼区也可作为鉴别
靶定位点［１２］。ＳＮＲＰＮ基因是最可靠的诊断位点，可
检出绝大多数ＰＷＳ，并可用于产前诊断［１２］，所以我们

选取ＳＮＲＰＮ作为ＭＳＰＣＲ诊断ＰＷＳ的基因位点。
ＭＳＰＣＲ是一种快速、高效、特异性和敏感性均

佳的分子诊断方法，对于ＰＷＳ三种遗传类型中的父
源基因缺失及 ＵＰＤ都可检出，诊断 ＰＷＳ的覆盖率
可高达９９％［９］。ＭＳＰＣＲ耗时短（从取血到诊断最
快仅需３ｄ），所需样本量少花费少。这样对新生儿
筛查以及临床疑似患者的筛查及高危人群的产前诊

断就具有重要的意义。我们用 ＭＳＰＣＲ所检测的
１６例与该疾病不相关的正常人，无１例出现假阳性
结果，７例临床确诊的 ＰＷＳ均被检测出异常结果。
２１例临床疑似患者中有３例临床评分≥７分，主要
标准评分均≥５分；经由 ＭＳＰＣＲ确诊的２例患者
便在其中（男女各一）。这说明临床评分越高，ＰＷＳ
的可能性越大，如果临床评分达到７分及以上，则需
高度怀疑ＰＷＳ。经 ＭＳＰＣＲ确诊的９例 ＰＷＳ均存
在新生儿期及婴儿期肌张力减低、喂养困难史，１～５
岁开始摄食过度，逐渐出现肥胖，有特殊面容，所以

这些症状在临床上应予以高度重视。

然而要确定患者为哪一种遗传类型，ＭＳＰＣＲ
尚显无能为力。另外一些染色体平衡易位患者以及

可表达 ＳＮＲＰＮ基因，但不表达 ＩＰＷ基因的患者也
可出现不典型的ＰＷＳ表现［１３］，这类患者的ＭＳＰＣＲ
结果为阴性。这时，应进一步行高分辨染色体分析、

ＦＩＳＨ等检查，以弥补诊断缺陷。
与普通的ＰＣＲ方法相比，ＭＳＰＣＲ操作要显得

相对困难，其所要求的条件严格、适宜的可调范围比

较窄，主要包括引物的浓度及比例、复性温度。一定

要将两个引物对的浓度比例调节好，使正常对照的

Ｍ带及 Ｐ带亮度相近，否则，患者有可能出现一条
比Ｍ带暗很多的 Ｐ带的假阴性结果。推测其原因
可能为，尽管经过了亚硫酸盐修饰，但是母源及父源

的等位基因序列仍然十分相近，Ｐ引物过量时，仍可
能与母源基因产生错配。当调节引物浓度比使正常

对照的Ｍ带与Ｐ带调节到亮度相近时，便可用于病
例诊断，且患者均未见假阴性结果出现。所以掌握

好实验条件后，本方法是稳定可靠的。并且由此可

知，在对疑似患者进行诊断的过程中必须要同时设

立系统对照、阴性对照以及阳性对照。
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