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结合毛细管电泳技术用于
A:#&

基因前突变家系分析"

谢建红!余
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!

兴!邱显荣

广东省珠海市妇幼保健院检验科!广东珠海
E&;--&
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摘
!

要"目的
!

应用
=>#

结合毛细管电泳技术检测
A:#&

基因
>WW

重复数并对一个前突变家系进行分

析&方法
!

采用
=>#

结合毛细管电泳方法检测
A:#&

基因前突变家系成员的
>WW

重复数&结果
!

咨询者

>WW

重复数为
EG

(

EE

!父亲为
E.

!母亲为
%+

(

EE

!妹妹为
%%

(

EC

!弟弟为
EG

!丈夫为
%F

&结论
!

=>#

结合毛细管

电泳技术能快速检测
A:#&

基因
>WW

重复数!并能对
A:#&

基因前突变进行准确诊断&

关键词"脆性
`

综合征#

!

A:#&

基因#

!

前突变#

!
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脆性
`

综合征是一种发病率仅次于先天愚型

%

\IR674

综合征&的遗传性先天智力低下综合征(脆

性
`

综合征为
`

连锁不完全显性遗传#在人群中发病

率男性约为
&

"

%.--

#女性为
&

"

.---

$

&

"

G---

#而在

新生儿中发生率为
-,Gg

$

-,.Fg

)

&

*

(

&;;&

年
UY#_Y#_

等)

+

*发现了脆性
`

综合征

相关疾病基因
A:#&

#提出
A:#&

基因内%

>WW

&

0

重

复序列的不稳定性扩展及其上游
>

Q

W

岛的异常甲基

化是该病发生的分子基础(

A:#&

基因位于
`

<

+F,%

#长度为
%C]P

#有
&F

个外显子和
&.

个内含子#

其
E7

端非编码区%

>WW

&

0

具有高度多态性(根据重

复序列的稳定性及其与脆性
`

综合征发生的关系可

分为
G

种类型!%

&

&正常重复范围%

0h.

$

GG

&$%

+

&中

间重复范围%

0hGE

$

EG

&$%

%

&前突变%

0hEE

$

+--

&$

%

G

&全突变%

0

$

+--

&(当重复超过
+--

时#

A:#&

基

因启动子
>

Q

W

岛常发生甲基化#导致
A:#&

转录受

抑制或减弱#脆性
`

智力低下蛋白%

A:#=

&表达受

阻(前突变一般不发生甲基化#并具有相对正常的转

录和蛋白水平$但再传给下一代时该结构极不稳定#

有发展为全突变的潜能#且前突变均发生在母亲传给

孩子时#极少发生在父亲传递给女儿的情况(

近年来基于
=>#

检测
>WW

重复数的方法得到

了广泛的发展和应用(该法操作简便+费用低+易推

广(本文采用
=>#

结合毛细管电泳技术检测
A:#&

基因
>WW

重复数并对一个前突变家系进行分析(

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料
!

咨询者#女#

+C

岁#已婚
&

年(因备

孕来珠海市妇幼保健院遗传门诊咨询#其父母在其他

检测机构检测
A:#&

基因均为前突变#但是该女性无

脆性
`

综合征家族史#家族成员中无智力低下+发育

不良的患者#笔者拟评估该女性妊娠时胎儿患脆性
`

综合征的风险(在知情同意的情况下#采集该女性及

其家系成员包括父亲+母亲+丈夫+弟弟+妹妹的静脉

血#进行
A:#&

基因
>WW

重复数测定和染色体核型

分析(

$,/

!

方法

'

F&&+

'

检验医学与临床
+-&;

年
C

月第
&.

卷第
&E

期
!

'/P:2M>O"6

!

(N

1

N43+-&;

!

UIO,&.

!

?I,&E

"

基金项目!广东省医学科学技术研究基金项目%

(+-&.%.&

&(

!!

作者简介!谢建红#男#主任技师#主要从事遗传病分子诊断方面的研究(
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!

引物设计
!

采用
=0"!20E,-

在
A:#&

基因

%

>WW

&

0

重复区域两端设计引物#上游引物!

E7$)>(

WW>W>)>(W>)>>W)))>WW)))>($%7

$下

游引物!

A(:$E7$((W >W>>() )WW (W>>>>

W>(>))>>$%7

(在下游引物的
E7

端进行
A(:

标

记#为蓝色荧光(产物长度
h++CB%0

%

0

为
>WW

重

复数&(

$,/,/

!

\?(

提取
!

采用全自动核酸提取仪%厦门致

善&提取全血基因组
\?(

#生物紫外分光光度计%

Y

Q

$

Q

26MI0K

#德国&测定
\?(

浓度和纯度(

$,/,'

!

=>#

扩增
A:#&

基因
!

采用
)/_/#/'(

)/

<

&

R"3HW>VNKK20

系统%大连宝生物有限公司&扩

增富含
W>

的基因产物(

+-

(

'

体系各组分如下!

\?(

模板
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(
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缓冲液
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#引物
A

和
#

各
&

(

'

#

+,-!IO

"

'

甜菜碱%

*"

1

!/

#美国&

&

(

'

#

M@

+

^&,.

(

'

(

=>#

反应参数如下!

;Ea

预变性
E!"6

#

;Ea

变性
%-

4

#

ECa

退火
&!"6

#

F+a

延伸
&!"6

#

+C

个循环$最后

F+a

再延伸
&-!"6

(

$,/,1

!

毛细管电泳
!

采用
(V[%E--\̀

遗传分析仪

%

(V[

#美国&

E-5!

毛细管#

=̂ =F

胶进行毛细管电泳

分析(取
&-

(

'

高纯甲酰胺和
-,E

(

'

内标
'"T&+--

%

(V[

#美国&充分混合#加入
&

(

'=>#

产物#瞬时离心

数秒#

;Ea

变性
%!"6

#

c+-a

急冻
+!"6

#自动上样电

泳分析(数据由
(V[%E--\̀

数据收集软件获取#通过

(V[W262:/

QQ

20

软件%

J204"I6G,-

&进行分析(

$,/,2

!

染色体核型分析
!

染色体核型分析按照常规

细胞培养#制片
W

显带#参照
[*>?

%

+--;

&标准进行核

型分析(

/

!

结
!!

果

!!

家系成员
A:#&

基因检测电泳峰可见单峰或双

峰(根据其产物长度#可计算出
A:#&

基因
>WW

重

复数(除咨询者丈夫和弟弟外#其余家系成员均为前

突变或前突变携带者(咨询者
>WW

重复数为
EG

"

EE

#

父亲为
E.

#母亲为
%+

"

EE

#妹妹为
%%

"

EC

#弟弟为
EG

#丈

夫为
%F

%表
&

&(所有家系成员染色体核型结果未见

异常(

表
&

!!

家系各成员
A:#&

基因
>WW

重复数结果

家系成员 性别 年龄%岁&

>WW

重复数

咨询者 女
+C EG

"

EE

父亲 男
E+ E.

母亲 女
EE %+

"

EE

丈夫 男
%- %F

弟弟 男
+G EG

妹妹 女
+F %%

"

EC

'

!!

讨
!!

论

!!

A:#&

基因
E7

端的%

>WW

&

0

具有动态突变的遗

传学特征(正常范围的%

>WW

&

0

在遗传过程中能够

维持稳定性#而前突变和全突变的%

>WW

&

0

则可能在

通过母亲向后代传递的过程中发生动态扩增#使得后

代成为片段长度更大的前突变或者全突变)

%$G

*

(有研

究报道
>WW

重复数为
E.

的前突变母亲携带者生育

了全突变的孩子%

0hE%C

&

)

E

*

(研究发现%

>WW

&

0

%

E-

+

E-

$

FE

+

F.

$

&--

和
$

&--

的前突变发生全突变的

风险分别是
-b

+

Eb

+

%-b

和
&--b

)

.

*

(最近研究表

明!女性前突变携带率为
&

"

+E;

$

&

"

&&%

#男性为

&

"

+C-

$

&

"

+.-

)

F$C

*

(虽然前突变不会表现为脆性
`

综

合征#但携带者学习障碍+注意力缺陷+多动症和自闭

症等的发生率均高于
>WW

未异常扩增者(而女性前

突变者原发性卵巢功能不全发生率较高#携带者中发

生率为正常的
+-

倍)

C

*

(因此
A:#&

基因
>WW

重复

数测定#特别是全突变和前突变的检测对脆性
`

综合

征的筛查和诊断及遗传风险评估均具有重要的临床

指导意义(

*IN3H206$POI3

是检测
A:#&

基因
>WW

重复数

及甲基化水平的金标准#可检出全部前突变和全突变

等位基因及嵌合状态#同时可了解甲基化水平)

+

*

(但

该法不能给出准确的
>WW

重复数#且需要大量

\?(

+同位素标记#操作复杂+耗时#因而不适用于人

群筛查和基层普查(近年来基于
=>#

检测
>WW

重

复数的方法得到了广泛的发展和应用(该法操作简

便+费用低+易推广(但当重复数大于
+--

时#扩增片

段太长#且
>W

含量高#需要解链能量大#普通
=>#

不

易扩增(为使更高
>WW

重复数片段得到扩增#在

=>#

体系中加入
F$

脱氮
$+$

脱氧鸟苷三磷酸%

F$M2/T/$

MW)=

&+二甲基亚砜%

\:*̂

&+甜菜碱等物质#降低其

解链温度#可扩增的
>WW

重复数在男性中可达
%%-

#

前突变女性中至少
&.-

)

;

*

(周雅等)

&-

*进一步优化该

体系后可检出%

>WW

&

0

大于
+.-

个拷贝数的全突变男

性和达到
&C%

个拷贝数的前突变女性(该优化体系

能分辨出相差
&

个
>WW

的两个等位基因#且能准确

测出%

>WW

&

0

的重复数#明显降低对
*IN3H206$POI3

技

术的依赖#可作为临床筛查
A:#&

基因突变的首选

方法(

由于%

>WW

&

0

是富含
W>

的序列#对
=>#

扩增效

率影响很大(普通
=>#

的扩增效率通常只能达到前

突变的下限#对于大多数前突变标本无法检出(因

此#本研究通过加入不同浓度梯度%

-

$

+,E!IO

"

'

&的

甜菜碱对
=>#

反应体系进行优化(经过不同浓度甜

菜碱的筛选#当浓度为
+,-!IO

"

'

时其扩增效率最

好(本实验室建立了在
=>#

反应体系中加入甜菜碱

%

+,-!IO

"

'

&用以扩增
A:#&

基因并结合毛细管电泳

'

C&&+

'

检验医学与临床
+-&;

年
C

月第
&.

卷第
&E

期
!

'/P:2M>O"6

!

(N

1

N43+-&;

!

UIO,&.

!

?I,&E



的方法以准确检测
>WW

重复数(本研究采用该方法

分析了一个
A:#&

基因前突变家系#结果显示#除咨

询者的丈夫和弟弟外#其他家系成员均为前突变或前

突变携带者(从比较父母和儿女的结果来看#存在动

态突变的情形(即儿女的
>WW

重复数存在增加或减

少的情况#其动态突变的范围为
D%

左右(根据家系

检测结果#可对咨询者孕后进行产前筛查和诊断的临

床指导和风险评估(因此#笔者建议咨询者在怀孕后

适当时期采用胎儿绒毛或羊水进行胎儿
A:#&

基因

检测#根据胎儿
A:#&

基因
>WW

重复数#评估胎儿患

脆性
`

综合征的风险(
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