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摘要院假肥大型肌营养不良渊D/BMD冤是一种等位基因 X- 连锁隐性遗传病袁本文综述了 D/BMD 基因的定位尧结构尧突变

和致病机理袁并重点阐述了目前对 D/BMD 携带者检测和产前诊断几种基因诊断方法的适用范围和各自的优缺点遥
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假肥大型肌营养不良 (Duchenne爷s/Becker mus-
culardystrophy, D/BMD)是一种等位基因 X- 连锁隐

性遗传病袁在男婴中的发病率为 1/3500 渊DMD冤和

1/30000(BMD)遥约 2/3 的患者基因突变为基因内缺

失袁1/3 为新生突变遥其临床特点为全身骨骼肌进行性

变性萎缩袁多伴有腓肠肌假性肥大袁预后不良袁一般于

13 岁渊DMD冤或 30 岁渊BMD冤前丧失行走能力遥迄今

为止该病尚无有效的治疗办法袁其预防主要依靠遗传

咨询尧携带者检测尧产前诊断和选择性流产遥因此袁发

展特异性好和灵敏度高的携带者检测尧产前诊断方法

是当务之急遥
1 D/BMD 的分子生物学特征

1.1 D/BMD 基因定位及其结构

D/BMD 相关基因定位于 X 染色体短臂 2 区 1
带渊Xp21冤袁与 1 号常染色体平衡易位袁长达 2400kb袁
有 75 个外显子袁约为整个基因组的 0.1%袁占 X 染色

体的 2%遥Koeing 等咱1尧2暂已完成对人类 DMD的 14 kb
cDNA 的完全克隆袁并对 DMD 基因结构作了初步分

析袁得出了其大致结构院5' 端位于 DXS142 位点内袁3'
端从 DL66.6 的缺失断裂点一直向染色体远端延伸遥
1.2 D/BMD 基因缺失的分布

D/BMD 基因缺失型突变的缺失位点多分布于启

动子尧外显子 3尧4尧6尧8尧12尧13尧17尧19尧42尧43尧44尧45尧
47尧48尧50尧51尧52尧60遥其中以外显子 44尧45尧47尧48尧
50尧51 和 52 缺失最多见遥基因缺失热点区主要集中

在基因中心区 3' 端 外 显 子 44~52 和 5' 端 外 显 子

1~19遥近来对基因缺失热点区内含子 44尧45尧49 和 50
的研究发现其中存在许多小的重复序列袁这些重复序

列是基因重组的研究热点咱1尧2暂遥
1.3 D/BMD 基因的表达产物及致病机制

DMD 基 因 所 表 达 的 产 物 是 抗 肌 萎 缩 蛋 白

渊dystrophin冤袁该蛋白的功能是帮助肌细胞减轻因肌

纤维收缩而产生的应力袁使细胞免受损伤咱3暂遥DMD 发

病 主 要 是 由 于 DMD 基 因 突 变 导 致 翻 译 读 框

渊Translational reading frame冤移 位袁造成该基因的编

码产物抗肌萎缩蛋白功能部分或完全缺失曰病情轻重

取决于基因突变对阅读框架的影响,若基因突变打断

或改变读框袁则产生典型的 DMD袁若保持读框则临床

表现为 BMD遥发生 DMD 基因的高频率缺失主要是

同源染色体和非同源染色体不等位交换的结果遥单纯

的染色单体缺失也可以导致 DMD基因缺失袁且后者

使 DMD 基因缺失频率明显增高咱4暂遥由于该病致病基

因庞大袁结构复杂袁因此体内外环境因素的变化很可

能导致新的突变遥事实上约有 1/3 的患者都属于这种

类型袁这些患者亲属的发病风险远较遗传型低遥
2 分子生物学技术在 D/BMD 携带者检测和产前诊

断中的应用

2.1 传统方法

在基因诊断技术开展以前袁对 D/BMD 患者的诊

断主要依靠病史尧家族史渊家系分析冤尧临床表现尧临床

检验渊血清酶学检查冤及其他辅助诊断渊肌电图尧肌活

检冤等综合判断遥通过系谱分析和血清酶学方面的改

变可检出携带者遥虽然血清 CPK 测定对患者诊断和

携带者的检测均有较大意义袁但只有约 70%的携带

者有 CPK 活性增高袁并因致病基因携带者和正常对

照女性有较大的重叠袁使该方法在携带者检测中的应

用受到一定限制遥在产前诊断方面袁传统方法是劝告

携带者孕妇流产所有的男孩袁而导致半数正常男孩被

流产遥1978 年开始用胎儿镜抽取胎血检查 CPK 活性

以决定是否终止妊娠袁但由于部分 DMD 胎儿的 CPK
水平并不升高袁故其结果并不很可靠袁且此法只能在

妊娠晚期进行袁对母子均有较大的风险遥
2.2 基因诊断

2.2.1 Southern 印迹杂交 Southern 印迹杂交是最经

典的基因分析方法遥以往采用基因组克隆探针袁对基

因缺失的检出率较低遥自从 Koeing 等 [1]1987 年完成

了总长 14 kb 的 DMDcDNA 全克隆和 7 个亚克隆

cDNA 探针并应用于 cDNA 检测以来袁 发 现 60%
~70%的患者为 D/BMD 基因缺失突变袁5%为基因重

复袁从此发展了直接检测缺失和重复突变的诊断方

法袁包括用 cDNA 筛选和聚合酶链反应特异性筛选

等袁大大提高了 D/BMD 缺失和重复型的检出率遥在

产前诊断中检测到的缺失袁由于不涉及重组问题袁诊

断可靠性大为增加袁故 cDNA 探针主要用于产前诊

断遥使用 7 个亚克隆探针进行 Southern 印迹杂交即

可覆盖基因的全部外显子袁并且能够确定缺失两端的
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边界类型和判断缺失类型遥由于 DMD 基因庞大袁且

突变位点具有较高的异质性袁加之这些探针与 DMD
位点有一定的重组率袁故容易因互换而引起诊断错

误袁操作也较复杂遥
2.2.2 限制性片段长度多态性的连锁分析 应用有关

D/BMD 的 cDNA 探针袁通过限制性片段长度多态性

渊Restrictionfragment lengthpolymorphisms, RFLPs冤
的 连 锁 分 析 能 检 测 出 多 数 D/BMD 携 带 者 袁是

D/BMD 产前诊断的有效方法遥RFLPs 分析也有一些

缺陷袁如被检测携带者的多态位点必须是杂合子袁使

用的探针越多袁发现杂合子位点的机率就越大曰减数

分裂时 DMD 位点与多态位点间的重组将影响危险

性估计的准确性曰这种技术要求进行家系分析袁建立

有用的连锁谱袁对于尚未出现患者的散发突变不能检

测曰RFLPs 连锁分析进行产前诊断的准确性较低等遥
如将 PCR 和 RFLP 联合应用袁对 DMD 携带者的检

测尧产前诊断和遗传咨询将会有很大益处遥
2.2.3 短串联重复序列渊STR冤多态单体型连锁分析 STR
多态单体型连锁分析以 PCR 为基础袁快速准确袁基因

组 DNA 需要量小袁可提供的信息量高袁适合非缺失

型家系产前诊断遥文献报道[5尧6] D/BMD 基因内存在数

个具有长度多态性的 CA渊5' 端启动子附近袁内含子

44尧49冤或 TTGA(MPIP)短串联重复序列袁杂合率高袁
信息量大袁是进行连锁分析的理想位点遥选择这 4 个

位点进行联合分析袁可大大提高产前诊断的准确率袁
因而联合多重 PCR 和 STR 多态单体型连锁分析是

缺失和重复型检测的理想方法遥但仍有 1/3D/BMD
的散发病例系由新生突变所致袁这些病例无法用

STR 多态单体型连锁分析检测遥
2.2.4 多重 PCR 在对大量 D/BMD 基因缺失分析的

基础上袁Chamberlain咱7暂等 和 Beggs 咱8暂等分别以 9 个不

同的缺失热点外显子旁侧序列设计了两组引物袁用这

两组引物进行多重 PCR 可检测出缺失型突变袁其准

确率是用全长 cDNA 探针检测的 98%遥目前多采用 9
对或 18 对引物两步 mPCR袁具有节省引物尧操作简

便尧勿需特别仪器袁且扩增后对结果的判定较 DNA
杂交直观和容易等优点袁故很适合临床推广应用遥但

多重 PCR 仍能扩增女性携带者的基因缺失片段袁故

对女性携带者的检测受到一定的限制遥现以发展了定

量多重 PCR 以解决这一问题咱3暂遥
2.2.5 定量 PCR 定量 PCR 用于缺失型和重复型携

带者的检测以及产前诊断均有较高的精确度遥应用多

重 PCR 和 cDNA 探针 Southern 印迹杂交技术基本

能全部检测出缺失型男性患者袁但对女性携带者由于

正常 X 染色体的干扰袁仍较难诊断遥用荧光定量 PCR
技术袁在 PCR 对数期对其扩增产物进行荧光标记定

量检测袁可以检测出 98%的缺失和 90%的重复咱13尧14暂遥
定量 PCR 涉及的所有过程的最终自动化可消除该方

法重复性差的问题袁这也是目前检测携带者最为可靠

的方法之一遥定量 PCR 的不足之处是容易受许多因

素的影响袁且荧光定量 PCR 仪器昂贵袁不易普及遥
2.2.6 反转录 PCR 对于热点区域内的缺失型患者

的诊断袁多重 PCR 较为优越遥然而多重 PCR 技术对

重复突变和位于非热点区域内的缺失型突变以及点

突变则无能为力遥反转录 PCR 技术的应用则能解决

上述问题袁并在一定程度上也解决了 STR 多态单体

型连锁分析存在的问题遥反转录 PCR 的最大优点就

是绕过了 2 300 kbDMD 基因的 DNA 序列袁直接在

14 kb 的 多重 RNA 编码序列上筛查 DMD 基因存在

的各种突变类型 咱16尧17暂袁且可用易得的外周血细胞总

RNA 完成 RT-PCR遥该方法简便尧实用袁利于筛查各

种类型的突变袁尤其有利于对缺失型杂合子携带者的

诊断遥由于反转录 PCR 技术难度较大袁故只在多重

PCR 和串联重复序列 PCR 未获得满意的诊断结果时

才用来鉴定 D/BMD 患者的基因突变并确定其类型遥
该技术基于对 DMD 基因突变的直接鉴定袁不存在假

阳性和假阴性结果袁因而具有独到的优势袁从而为杂

合子携带者的鉴定尧产前诊断及遗传咨询提供了有效

方法遥
2.2.7 脉冲电场凝胶电泳的应用 在进行 D/BMD 携

带者检测及产前诊断时袁脉冲电场凝胶电泳渊PFGE冤
因其分辨率高而被作为常规的技术手段袁可以检出常

规凝胶电泳不能检出的缺失咱9暂袁还可通过正常和异常

分子缺失的杂合片段来直接对 D/BMD 携带者分析遥
PFGE 和场交变凝胶电泳渊FIGE冤是两种理想的分析

缺失型携带者和胎儿 DMD 位点部分缺失的方法遥
2.3 存在的问题与展望

近年来 DMD 分子遗传学研究迅速发展袁提高了

DMD 携带者诊断和产前诊断的准确性遥 但由于

DMD 基因庞大袁自发突变率高袁还无法对此类患儿

进行产前诊断袁所以还需要发展更有效的基因检测手

段遥目前对 DMD 基因的完整结构及其外显子尧内含

子的大小尧排列顺序等均已基本查清袁对 DMD 基因

的转录调节尧核苷酸序列及其突变性质的阐明将很快

成为可能袁这将有助于开发新的检测方法 咱10暂遥DMD
性腺嵌合体的存在意味着所有男胎都有发病的危险袁
因此袁应尽量多的应用 cDNA 探针袁以便发现更多的

基因缺失遥单体型风险分析除可用经典的 RFLPs 连

锁分析外袁还可用近期建立的 CA 重复顺序多态性分

析和单链构象多态性分析咱3尧11暂遥还有学者尝试采用直

接分析基因产物抗肌萎缩蛋白进行产前诊断遥可以设

想袁随着对 D/BMD 基因研究的进一步深入和更多多

态位点的发现袁D/BMD 的基因诊断尧预测尧携带者筛

选和产前诊断中存在的一系列问题将最终得到解决袁
该病的治疗策略也会应运而生咱12暂遥
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