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"摘要#!目的(采用检测遗传性多发性外生性骨疣 $ +'0'@41-0:>,214=2''H39139'9!L<Q%患者 IR>O 基

因的突变!分析该方法的敏感性及用于 L<Q基因诊断的可行性" 方法(收集 ; 个 L<Q家系和 % 个 L<Q

散发患者!利用变性梯度凝胶电泳方法对 IR>O 基因的所有编码外显子及其旁侧内含子序列进行检测!

并对出现异常构象的片段进行 6YP测序分析" 结果(在两个家系中分别发现了一种 P%G%B的无义突

变和一种 %GV4(9̂B的移码突变" 结论(在 L<Q患者中发现了 " 个 IR>O 基因致病突变!6̂ Q̂可作为基

因诊断理想的候选方法"
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"中图分类号#!N$%K7G!!"文献标识码#!P!!"文章编号#!GX$"*$%W$ $ "##$ % #"*#%"%*#;

1987E3<78EA<7B498EA9@9@9HE<>;C><9=4=48EC9A989E4HB47A8>=4=

>?C9<9B4E7<6 F3@E4;@99:>=E>=9=

LQL3()*A3

G

# LO.+'()*>-3

"

# ]ML'*\,(

G

# .LOb3()

G

#

8LMc4-3*24,

%

# ]QM̂ ,-()*+,-

G

# .LIO54-()*(-(

G

# ]MT-()*+,-

G

! G20#?17%5#$%'9X7%)'?1#.+/;# R+1$Q81 L';?+%13# "#$%713&'(%) *$+,#7;+%8# ")1$Q;)1 WG###K % "2E1%+'$13416'71%'78'9

-#.+/13:#$#%+/;'9")+$1# "#$%713&'(%) *$+,#7;+%8# ")1$Q;)1 WG##$K % %20#?17%5#$%'9:1;%7'#$%#7'3'Q8# &#/'$.

R+1$Q81 L';?+%13# "#$%713&'(%) *$+,#7;+%8# ")1$Q;)1 WG##GG # ")+$1"

(G=E<7HE$!$GS9HE4O9!B3@'1'?11+'>,1-143(93EIR>O )'('4( +'0'@41-0:>,214=2''H39139'9
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9?0''('@ E301+'>,1-143( @'1'?143( 4( -22'H3(93EIR>O )'('?3D'04()1+'?3@4()9'S,'(?'-(@ 1+'

E2-(C4()4(103(4?9'S,'(?'A:6̂ Q̂# -(@ 6YP9'S,'(?4()F-9='0E30>'@ E30=03@,?19F41+ -A(3>-2

?3(E30>-143(7%9=3@E=!P>3()1+'9'L<Q=-14'(19# F'E3,(@ " @49'-9'*?-,94()>,1-143(9$ P%G%B
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!!遗传性多发性外生性骨疣 ! +'0'@41-0:>,214=2'

'H39139'9#L<Q"是一种累及软骨化骨的常染色体

显性遗传病#以长骨近骺部多发的外生骨疣形成

为特征#是骨系统常见的肿瘤#约 " %̀ 有阳性家族

史&G'

, 目前已定位的 L<Q致病基因位点至少有

K S"W7G 上的 IR>C

&"'

# GG =GG 上的 IR>O

&%' 及 GV =

%"%

!
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上的 IR>G

&W'

#其中 IR>C #IR>O 基因分别于 GVV;

年和 GVVX 年被克隆&; i$'

, 近年来的研究已在欧美

人群的 L<Q家系中发现了多种 IR>C 与 IR>O 基

因的致病突变#突变方式多种多样, 已报道的

IR>基因突变检测方法包括$UJN*直接测序法-单

链构象多态性法 !UJN*88JU" -变性高效液相色谱

!6LU]J"等&K'

#但是尚未见到变性梯度凝胶电泳

法! 6̂ Q̂"用于此基因突变的检测, 为进一步了

解中国人群 IR>O 基因突变的情况#笔者以 ; 个汉

族 L<Q家系和 % 个散发患者作为研究对象#采用

6̂ Q̂测序对 IR>O 基因的所有编码外显子进行了

突变分析,

!"材料与方法

G7G!家系收集!!所有 L<Q患者均由中南大学

医学遗传学国家重点实验室-湘雅医院及湘雅二

医院骨科联合收集#每一家系成员的先证者由专

科教授确诊#其中有 ; 个为家系发病#% 个为散发

患者, 患者年龄 K iW# !平均 GK "岁#男女各 $ 位,

; 个家系先证者和 % 个散发患者的发病年龄为G i

X 岁#其肱骨-膝部及肋骨等处均有大小数目不等

的骨疣,

G7"!标本采集及 6YP抽提!!在获得书面的知

情同意后#每个个体抽取 G# >]外周血 !肝素抗

凝" #采用苯酚氯仿法抽提基因组 6YP,

G7%!UJN扩增!!引物序列参照 U+424=='等&V'的

方法, 引物合成由上海博亚生物技术有限公司完

成, UJN反应体系如下$总体积 ;#

(

]#包括 G# p

A,EE'0;

(

]%G; >>32̀]<)J2

"

;

(

]%G# >>32̀]@YBU

G

(

]%)6YP! G## ()̀

(

]" G7;

(

]及 B-S 6YP=32:*

>'0-9'#7%

(

]%不带 Ĵ 夹的引物 "## ()#带 Ĵ 夹

的引物 X## (), 反应在 U'0C4( Q2>'0公司的 V$##

型 UJN仪上完成, 反应条件为$ VX n预变性 "

>4(%V; n变性 %# 9#适当温度退火 %# 9#$" n延伸

;# 9#共 %" i%W 个循环%$" n延伸 G# >4(%W n保

存, UJN产物加入等体积的载样缓冲液#用 " p

BPQ溶解至 G# >]终止反应#经中性胶检测后即

可用于 6̂ Q̂电泳, 反应所用的 B-S 酶及配套的

/,EE'0#<)J2

"

#@YBU均购自上海生工生物工程技术

服务公司,

G7W!6̂ Q̂检测!!制备 "#R i$#R变性强度

的垂直梯度胶#聚丙烯酰胺胶浓度为 KR#胶黏度

为%$7;mG , 放入装有 G pBPQ电泳缓冲液的电泳

槽内预热#预电泳 G; >4( 后取 ;#

(

]混有载样缓

冲液的 UJN产物上样于胶孔#;X n恒温# G%# i

GW# d恒电压下电泳至二甲苯青刚好出胶时下胶#

然后银染显色, 如发现异常构象#则改平行梯度

胶!梯度范围不变"检测家系成员及正常对照#电

压 G;# d#电泳时间 X iV +,

G7;!测序反应与序列分析!!对 6̂ Q̂检测出

现异常构象的标本进行放大反应体积 UJN扩增#

产物纯化#并用正反向引物在 P/M公司 %G## 型的

自动测序仪上完成测序, 同时对所有家系先证者

IR>O 基因的 " 号和 K 号外显子测序, 测序结果

用 8'S<-( 软件与正常序列比较并判断核苷酸及

编码的氨基酸是否发生改变,

#"结""果

"7G!6̂ Q̂检测结果

"7G7G!垂直 6̂ Q̂结果!!本实验在 ; 个家系

的先证者及 % 个散发患者中发现了两个家系的构

象改变#其中一个家系在外显子 " 的第二对引物

的扩增产物中发现异常构象带#另一家系在外显

子 " 的两对引物的扩增产物中都发现有异常构象

带!图 G " ,

! " # $

图!"IR>O 基因突变的垂直 6̂ Q̂电泳图谱!P$正常对照#表现为一种单一曲线%/$在 W% 号家系患者 " 号外显子的第二对

引物的扩增产物中发现异常构象带%J#6$在 GW 号家系先证者 " 号外显子的两对引物的扩增产物中都发现异常构象带

*4AN!d'014?-26̂ Q̂'2'?103=+30'9493EIR>O )'('!P$ J3(1032# 1+'0'9,219+3F4()-94()2'?,0D'% /$ U-14'(14( &->42:W%# 1+'UJN

E0-)>'(13E1+''H3( " ->=24E4'@ A:1+'9'?3(@ =-403E=04>'099+3F4()-A(30>-2?3(E30>-143( A-(@9% J-(@ 6$ U03A-(@ 4(

&->42:GW# 1+'UJNE0-)>'(193E1+''H3( " ->=24E4'@ A:" =-4093E=04>'099+3F4()-A(30>-2?3(E30>-143( A-(@9

W"%
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"7G7"!平行 6̂ Q̂结果!!上述扩增片段的平

行 6̂ Q̂结果见图 " , 上述扩增片段的平行 6̂ Q̂

结果证实了垂直 6̂ Q̂的结果#一个家系在外显

子 " 的第二对引物的扩增产物中出现异常构象

带#另一家系在外显子 " 的两对引物都出现异常

构象带,

"7"!序列分析结果!!对上述异常片段测序后

发现了 % 种核苷酸序列的杂合性改变$其中在 GW

号家系有一个 P%G%B!图 %P" #该变异使第 G#; 位

密码子 PP̂ !编码精氨酸 "变为终止密码 BP̂ #为

无义突变#家系中的两患者 !父亲-儿子 "均有此

突变#正常人无%在 GW 号家系还有一 J"KP!图

%/" #使第 G# 位密码子由 Ĵ ^变为 P̂ #̂但均编

码精氨酸#是一个多态, 在 W% 号家系患者编码区

有一个 %GV4(9̂B!图 %J" #该变异导致其后的阅读

框移码#并于第 GGG 位氨基酸后出现终止密码子

BP̂ #此突变仅见于家系中的患者, 对其他家系

中先证者的外显子 " 和 K 直接测序#未发现有突

变或多态,

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

图#"IR>O 基因突变的平行 6̂ Q̂电泳图谱!G#" 和 % 为 "

号外显子的第二对引物的扩增产物#其中 G 为正常对
照#仅见单一构象带%" 为 W% 号家系患者的扩增片段
构象带#其中两条迁移率明显慢于正常%% 为 GW 号家
系患者的扩增片段#见明显 % 条构象带, W 和 ; 为 "

号外显子的第一对引物的扩增产物#其中 W 为 GW 号家
系患者的扩增片段#见明显 % 条构象带%; 为家系内正
常对照#仅见单一构象带

*4AN#U-0-22'26̂ Q̂'2'?103=+30'9493EIR>O )'('!]-('G#

]-('" -(@ 2-('% 9+3F4()1+'UJNE0-)>'(193E1+'Qc*

IY" ->=24E4'@ A:1+'"(@ =-403E=04>'09!]-('G$ I(2:

-94()2'?3(E30>-143( A-(@ 4( 1+'?3(1032% ]-('"$ PA(30*

>-2?3(E30>-143( A-(@94( 1+'=-14'(14( &->42:W%% 1+'

>30A4241:3E1F33EF+4?+ F-93AD43,92:923F'0?3>=-0'@

F41+ ]-('G% ]-('%$ U-14'(14( &->42:GW# % -==-0'(1

=4'?'93E?3(E30>-143( A-(@94( 1+'=-14'(14( &->42:GW7

]-('W -(@ ]-('; 9+3F4()1+'UJNE0-)>'(193E1+'Qc*

IY" ->=24E4'@ A:1+'G91=-403E=04>'09% ]-('W$ B+0''

-==-0'(1=4'?'93E?3(E30>-143( A-(@94( 1+'=-14'(14(

&->42:GW% ]-(';$ I(2:-94()2'?3(E30>-143( A-(@ 4(

1+'?3(10324( &->42:GW
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图$"出现异常构象的UJN扩增片段的测序结果!P$GW 号家系患者的P%G%B%/$GW 号家系患者的 J"KP!反向序列"%J$ W%

号家系患者的 %GV4(9̂B#导致其阅读框移码#并于第 GGG 位氨基酸后出现终止密码子 B̂P

*4AN$8'S,'(?4()3E1+'UJNE0-)>'(19F+4?+ 9+3F'@ 1+'-A(30>-2?3(E30>-143( A-(@94( &4)7G -(@ &4)7"!P$ P%G%B4( =-14'(14(

&->42:GW% /$ J"KP4( =-14'(14( &->42:GW !0'D'09'9'S,'(?'"% J$ =-14'(14( &->42:W%#%GV4(9̂BF+4?+ 2'-@9131+'9+4E14()

3E0'-@4()E0->'-(@ ?-,9'91+'-=='-0-(?'3E913= ?3@'B̂P-E1'01+'GGG1+ ->4(3-?4@923?-143(
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遗传性多发性外生性骨疣!L<Q"可有多种并

发症# 较 正 常 人 群 有 较 高 的 恶 变 率 ! #7; i

"R"

&G'

, 根据 L<Q人群有较高的恶变率 !如考虑

年龄 因 素 可 达 "R i;R# 而 正 常 人 群 为 G `

G## ###"

&G#'以及在散发骨软骨肉瘤或 QcB继发的

骨软骨肉瘤中发现的多个 IR>基因位点的杂合性

丢失! ]IL" 现象#L'1?+ 等&G#' 认为 IR>基因可能

属于一新的肿瘤抑制基因家族#而近年的研究表

明$IR>C #IR>O 基因都编码肝素硫酸盐聚合酶#该

酶既具有 0*葡萄糖醛酸转移酶活性又具有 E*乙

酰*0*氨基酸葡萄糖转移酶活性#参与肝素硫酸

! +'=-0-( 9,2E-1'#L8 "的合成#L8 是蛋白多糖的重

要组成部分#而蛋白多糖在 L<Q的发病中起重要

作用&X'

, 笔者对找到致病突变的 GW 号和 W% 号家

系进行了基因型和表型的相关分析#发现 GW 号家

系的先证者和 W% 号家系的先证者发病年龄都较

早#分别是 G 和 " 岁#这两个家系的患者都有不同

程度的身材矮小#而且骨疣数目比较多#大约有

"# 个左右可扪及的骨疣#分布在肱骨-前臂-膝

部-踝关节以及脊椎等多处, IR>O 基因共编码

$GK 个氨基酸&GG'

#本研究发现的 " 种 QcB" 致病突

变#P%G%B和 %GV4(9̂B是两种已报导的致病突然

袭击变#P%G%B和 %GV4(9̂B均可能导致蛋白合成

提前终止, 经查阅文献及在互联网上查询#发现

是两种已报导的致病突变#均可能导致蛋白合成

提前终止#且终止出现在氨基端#致使编码蛋白羧

基端的大多数氨基酸丢失#使该蛋白功能丧失#导

致肝素硫酸盐的生物合成不足#从而可能引起调

节软骨细胞增殖与成熟的负反馈环遭到破坏#使

软骨细胞过早分化#造成局部骨生长异常而发

病&G"'

, IR>O 基因编码蛋白质的大多数氨基酸丢

失可能导致比较严重的症状#而患者严重的临床

表现与其突变类型也是对应的,

对于 L<Q#目前尚无特效药物进行预防或抑

制其生长#手术治疗有复发风险#而且对一些多发

性病例也不可能做到全部切除#更由于此病的遗

传早发现象 !后一代较前一代发病早-症状重 " #

使得基因诊断-特别是产前诊断具有重要意义,

已有的连锁分析与突变研究的结果认为 $#R以上

L<Q家系或病例是由 IR>C 或 IR>O 基因突变所

致&G%'

, 据人类基因突变数据库 ! B+'L,>-( '̂('

<,1-143( 6-1-A-9'# L̂ <6" 统计#到 "##; 年底#在

IR>C 基因中共发现了 GGG 种突变%在 IR>O 基因

中发现了 WV 种突变, 从目前已发现的 IR>C 与

IR>O 基因突变情况分析#突变形式以无义突变或

移码突变为主#本研究中发现的两种突变亦属于

这两种类型, 从发生突变的位点上看#未发现突

变热点#但相对集中在少数几个外显子$在 IR>C

基因中#$KR的突变发生在第 G #" 和 X 号外显子,

在 IR>O 基因中#XXR的突变发生在 " 号和 K 号外

显子, 此结果为临床基因诊断提供了便利,

变性梯度凝胶电泳最初是由 &49+'0等&GW' 于

GVK% 年创立#现在该技术与 UJN技术相结合已被

广泛应用于各种突变分析, 它主要是利用梯度变

性胶来分离 6YP片段, 一个 6YP片段其特定的

序列组成决定了其解链区域!>'214()@3>-4(# <6"

和解链行为!>'214()A'+-D430"

&GW'

#不同的双链 6YP

片段因为其序列组成不一样#所以其解链区域及

各解链区域的解链温度也不一样, 当它们进行

6̂ Q̂ B̀̂ Q̂时#初时变性剂浓度 !或温度 " 比较

小#6YP片段的迁移行为与在一般的聚丙烯酰胺

凝胶中一样, 然而一旦 6YP片段迁移到一特定位

置#其变性剂浓度!或温度"刚好能使双链 6YP片

段最低的解链区域解链时#双链 6YP片段最低的

解链区域立即发生解链#部分解链的 6YP片段在

胶中的迁移速率会急剧降低, 同样长度但序列不

同的 6YP片段会在胶中不同位置达到各自最低

解链区域的解链温度#因此它们会在胶中的不同

位置发生部分解链导致迁移速率大大下降#从而

在胶中被区分开来, 尤其是当加了 Ĵ夹子后#

6YP片段中基本上每个碱基处的序列差异都能被

区分开&G;#GX'

, 于波等&G$'研究发现用 6̂ Q̂检测皮

肤癌 ?SG 基因第 ; iK 外显子的总突变率为 %%R#

而 88JU只有 ";R, 侯君等&GK'比较了 6̂ Q̂#88JU

和 N&]U% 种方法后认为$ 6̂ Q̂检测结果具有无

假阳性#重复性好-准确率高等优势, 而且 6̂ Q̂

可初步判断基因型$野生型为一条带%杂合子有

% iW 条带%而纯合子只有一条带#但与野生型不

同, 本研究采用 6̂ Q̂对 IR>O 基因进行突变检

测#结果显示$具有移码突变的模板在 6̂ Q̂构象

图中出现明显的 W 条构象带#而仅有单核苷酸改

变的则在垂直胶中出现了明显的 " 条构象带#可

能是由于 W 种双链中的 % 种因构象改变相似而使

迁移率相近所致!构成深色曲线 " #与其对应的平

行 6̂ Q̂电泳图谱也可见 % 条构象带, 可见由于

X"%



变性梯度凝胶电泳在遗传性多发性外生性骨疣基因诊断中的应用!何洪波#等

错配的异源双链的存在#使 6̂ Q̂在检测突变时

较其他方法更易发现异常构象#假阴性率更低,

考虑到 IR>O 基因中#XXR的突变发生在 " 号和 K

号外显子#笔者对其他家系中先证者的外显子 "

和 K 直接测序#未发现有 6̂ Q̂未检出的突变或

多态, 6̂ Q̂对 IR>O 基因外显子 " 和 K 的变异检

出率达到了 G##R,

总之#与 88JU相比# 6̂ Q̂不但具有重复性

好-准确率高等优势%而且 6̂ Q̂可检测较长片

段#而 88JU在片段大于 %## A= 时检出率已经大打

折扣&GV'

, 与 6LU]J相比#6LU]J虽然检出率高#

但是其所需仪器设备价格昂贵, 与直接测序相

比#6̂ Q̂所需仪器设备及直接成本更低, 因此我

们认为$采用 6̂ Q̂法结合测序#对 IR>C 和 IR>O

基因发生突变相对集中的几个外显子进行突变分

析#既经济又可信#是对 L<Q进行基因诊断与产

前诊断的一种较好的候选方法,
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