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　　【摘要】　目的　对一例层黏连蛋白α２缺失型先天性肌营养不良（ＭＤＣ１Ａ）患儿 ＬＡＭＡ２ 基因突变（ｃ．
７１４７Ｃ＞Ｔ／ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ、ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ／ｐ．２１７２ｄｅｌＶａｌ）进行报道和分析。 方法　提取一例 ＭＤＣ１Ａ患儿
与其父母的外周血 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增 ＬＡＭＡ２基因的全部 ６５个外显子，以琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产物，ＰＣＲ
产物纯化后进行直接基因测序。 结果　检测到先证者 ＬＡＭＡ２基因的多种突变，其中 ｃ．７１４７ Ｃ＞Ｔ（杂合）为
无义突变（ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ）；另一个突变 ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ（杂合）引起编码产物缺失单个氨基酸残基（ｐ．
２１７２ｄｅｌＶａｌ），其余突变均发生于多态性位点或内含子区，仅有较小可能影响 ＬＡＭＡ２ 基因的功能。 先证者母
亲被检出携带了 ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ 杂合突变；父亲被检出携带了 ｃ．７１４７Ｃ＞Ｔ杂合突变。 结论　先证者一
个 ＬＡＭＡ２等位基因发生 ｃ．７１４７ Ｃ＞Ｔ杂合突变，另一个等位基因发生 ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ杂合突变，两个突
变位点均位于编码蛋白 ｌａｍｉｎｉｎ唱２的 Ｇ区域，突变导致 Ｇ区域功能丧失，引起 ＭＤＣ１Ａ的表现型。
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【Abstract】 　 Objective 　 Ｔｏ ｒｅｐｏｒｔ ａ ＬＡＭＡ２ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ （ ｃ．７１４７Ｃ ＞Ｔ／ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ， ｃ．６５１３ ＿
６５１５ｄｅｌＴＧＴ／ｐ．２１７２ｄｅｌＶａｌ） ｉｎ ａ ｐａｔｉｅｎｔ ｏｆ ｍｅｒｏｓｉｎ唱ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｔｙｐｅ １Ａ（ＭＤＣ１Ａ）．
Methods　Ｅｘｔｒａｃｔ ＤＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ａ ＭＤＣ１Ａ ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｅｒ ｐａｒｅｎｔｓ，ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｕｐｌｉｃａｔｅ ａｌｌ
ｔｈｅ ６５ ｅｘｏｎｓ ｏｆ ＬＡＭＡ２ ｇｅｎｅ，Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＡＧＥ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＣＲ ，ａｆｔｅｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＣＲ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｒｉｇｈｔｌｙ．Results　Ｍａｎｙ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＬＡＭＡ２ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ，ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ，ｃ．７１４７ Ｃ＞Ｔ（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ） ｗａｓ ａ ｎｏｎｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ（ｐ．Ａ ｒｇ２３８３Ｘ）．Ａｎｏｔｈｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ｃ．６５１３ ＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ （ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ ） ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｌｏｓｔ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ （ ｐ．２１７２ｄｅｌＶａｌ）， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｌｌ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅ ｏｒ ｉｎｔｒｏｎ ａｒｅａ ，ｏｎｌｙ ｈａｖｅ ａ ｓｍａｌｌ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＬＡＭＡ２ ｇｅｎｅ．Ｔｈｅ ｆａｔｈｅｒ ｏｆ ｐｒｏｂａｎｄ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃ．７１４７ Ｃ ＞Ｔ（ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ），ｍｏｔｈｅｒ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃ．６５１３ ＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ）．Conclusions　Ｏｎｅ ａｌｌｅｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃ．
７１４７ Ｃ＞Ｔ（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ）， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ａｌｌｅｌｅ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃ．６５１３ ＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ（ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ），ｂｏｔｈ ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ Ｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｍｉｎｉｎ 唱２， ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ
ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ．

【Key words】　Ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｅｓ；　ＭＤＣ１Ａ；　ＬＡＭＡ２；　Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　　先天性肌营养不良（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ）
是指出生时或出生后数月内出现的原发性、进行性肌
病，早期即可有关节挛缩，是一类常染色体隐性遗传性
疾病。 肌肉病理表现为肌营养不良的特征性改变，即
肌纤维大小不等，可见小而圆的肌纤维，肌间质增生
等。 在先天性肌营养不良患者中，有 ４０％为层黏连蛋

白α２ 缺失型先天性肌营养不良（ｍｅｒｏｓｉｎ唱ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｎ唱
ｇｅｎｉｔａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｔｙｐｅ １Ａ，ＭＤＣ１Ａ），欧美国家
较多见［１］ 。

层黏连蛋白为一组糖蛋白，是形成人和动物基膜
的骨架蛋白，参与细胞的黏连、分化、生长、成型和移
行。 每一种层黏连蛋白均由一条α重链和两条β、γ轻
链组成，层黏连蛋白 ２（又称 ｍｅｒｏｓｉｎ 或 ｌａｍｉｎｉｎ唱２）是所
有层黏连蛋白亚型中最重要的一种，由α２ 重链、β１ 和
γ１轻链组成。 编码 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 的 ＬＡＭＡ２ 基因定位于
６ｑ２２ ～２３［２］ ，含有 ６５ 个外显子。 ＭＤＣ１Ａ 与 ｌａｍｉｎｉｎ唱２
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的 ３个亚单位之一α２ 链（ ｌａｍｉｎｉｎ唱α２）缺陷有关，层黏
连蛋白 ２（ｌａｍｉｎｉｎ唱２）缺乏可造成细胞骨架与细胞外基
质之间的连接破坏，导致肌纤维变性、坏死。

对象与方法

一、对象
先证者女，足月生产，自出生后，哭声弱，肌张力

低，四肢松软，运动发育迟缓。 ３ 岁时就诊，不会爬，不
会站，四肢肌张力低，膝腱反射未引出，膝关节略挛缩，
神志清楚。 经相关辅助检查初步诊断为 ＭＤＣ１Ａ后，对
其 ＬＡＭＡ２ 基因进行测序来确诊。 对先证者随访，现 ５
岁，仍不会爬，不会站立和行走，智力正常，手部精细活
动基本正常，可用勺子吃饭。 先证者父母非近亲结婚，
身体健康，无家族史，先证者父母后生育了一个 ３ 岁的
健康小孩。
二、方法
１．ＤＮＡ提取：采集先证者和父母的 ＥＤＴＡ唱Ｎａ２ 抗

凝静脉血，采用德国 ＱＩＡｇｅｎ 公司的 ＤＮＡ 提取试剂盒
（ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ ｂｌｏｏｄ ｍｉｎｉ ｋｉｔ）提取外周血 ＤＮＡ。

２．ＰＣＲ反应：根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ＬＡＭＡ２ 基因序列
ＮＧ＿００８６７８畅１，用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５畅０ 软件设计引物，扩
增 ＬＡＭＡ２ 基因全部 ６５ 个外显子的基因序列，引物由
上海英骏生物技术公司合成。 ＰＣＲ反应容积为 １０ μｌ，
每一反应体系中含 １０ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ １畅０ μｌ，
３畅２ μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各 １畅０ μｌ，２畅５ ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ ０畅３５ μｌ， ５畅６ Ｕ／μｌ 的 Ａｃｔｉｔａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
０畅０７ μｌ，模板 ＤＮＡ １畅０ μｌ。 反应条件为 ９４ ℃ １２ ｍｉｎ
（９４ ℃ ３０ ｓ；５５ ℃ ３０ ｓ；７２ ℃ ３０ ｓ）３５ 个循环，７２ ℃
１０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增完成后取 ５畅０ μｌ ＰＣＲ 产物，
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＴＩＡＮＧＥＮ公司的ＭＤ１０１唱ＭａｒｋｅｒⅠ）标记，
于 ２畅０％琼脂糖凝胶，电压 １２０ Ｖ，电泳大约 ３０ ｍｉｎ，
ＢＩＯ唱ＲＡＤ凝胶成像系统观察结果，显示各上样孔扩增
条带清晰，结果可靠，可用于基因测序检测。

３．基因测序检测：（１）测序 ＰＣＲ反应：ＰＣＲ反应体
积为 １０ μｌ，每一反应体系中含 １ μｌ的纯化 ＰＣＲ产物，
１ μｌ Ｐｒｉｍｅｒ（３畅２ ｐｍｏｌ／μｌ），２ μｌ Ｈ２Ｏ，１ μｌ ５ ×Ｓｅｑｕｅｎ唱
ｃｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 和 ０畅３５ μｌ ＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｖ３畅１。 ＰＣＲ 反
应条件为：９６ ℃ １ ｍｉｎ（９６ ℃ １０ ｓ；５０ ℃ ５ ｓ；６０ ℃
４ ｍｉｎ）２５ 个循环，２５ ℃ ｉｎｆｉｎｉｔｅ。 （２）毛细管电泳：对测
序 ＰＣＲ反应产物进行纯化后，每个样本加 １０ μｌ Ｈｉ唱Ｄｉ，
９４ ℃加热４ ｍｉｎ后置于冰上５ ｍｉｎ。 在ＡＢＩ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａ唱
ｌｙｚｅｒ ３１３０ｘｌ上进行毛细管电泳。 （３）结果分析：使用
Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｓｕｒｖｅｙｏｒ 软件和 Ｂｌａｓｔ软件进行结果分析。

结　　果

先证者 ＬＡＭＡ２基因被检测出多种突变，大多数突

变发生于多态性位点或内含子区，仅有较小可能影响
ＬＡＭＡ２基因功能。 在所有突变位点中，仅两个发生于
外显子区域的突变有意义：（１）先证者 ４６ 号外显子区
域杂合突变 ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ，引起编码产物缺失单
个氨基酸残基（ｐ．２１７２ｄｅｌＶａｌ），此突变为国际上尚未报
道的新发突变。 其父亲 ４６ 号外显子区域没有检测到
突变，母亲 ４６ 号外显子区域被检测出杂合突变 ｃ．６５１３
＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ，推测先证者这一突变来自母亲（图 １）；
（２）先证者 ５０ 号外显子区域杂合突变 ｃ．７１４７ Ｃ＞Ｔ，为
无义突变（ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ），引起编码产物氨基酸序列提
前终止，此突变为已报道的治病突变。 其母亲 ５０ 号外
显子区域没有检测到突变，父亲 ５０ 号外显子区域被检
测出杂合突变 ｃ．７１４７ Ｃ＞Ｔ，推测先证者这一突变来自
父亲（图 １）。

讨　　论

ＭＤＣ１Ａ是欧美国家较常见的常染色体隐性遗传
先天性肌营养不良。 患者多于出生后一个月内即出现
严重的肌力、肌张力低下，近端和远端肌肉均受累，以
近端肌力低下为著，早期即可出现关节挛缩。 本例先
证者于出生后起病，临床症状基本符合先天性肌营养
不良的特点，经相关辅助检查初步诊断为 ＭＤＣ１Ａ 后，
对其与父母进行 ＬＡＭＡ２ 基因测序来确诊和遗传学
分析。

ＭＤＣ１Ａ的致病基因是 ＬＡＭＡ２ 基因，含有 ６５ 个外
显子，编码 ３０８８ 个氨基酸的层黏连蛋白 α２ 重链［３］ 。
层黏连蛋白为一组糖蛋白，是形成人和动物基膜的骨
架蛋白，人类骨骼肌中存在 ７ 种层黏连蛋白亚型，其中
最重要的是层黏连蛋白 ２（ｍｅｒｏｓｉｎ 或 ｌａｍｉｎｉｎ唱２），由α２
重链，β１ 及γ１轻链组成。 到目前为止，人类仅编码层
黏连蛋白α２链的 ＬＡＭＡ２ 基因突变被确定可致肌营养
不良的表现型。 ＬＡＭＡ２ 基因有多种突变形式，包括无
义突变、错义突变、剪接突变和缺失突变，突变可发生
在全长的 ＬＡＭＡ２基因上，导致 ｌａｍｉｎｉｎ唱α２ 链部分或全
部缺失［４］ 。 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 不仅丰富地表达于横纹肌的基
膜，同时也表达于脑血管的基膜及雪旺细胞，这种表达
方式正是 ＭＤＣ１Ａ心脏、脑及周围神经系统病理改变的
基础。 在骨骼肌、心肌及周围神经系统中，ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 通
过 ｌａｍｉｎｉｎ唱α２链的羧基端与α唱ｄｙｓｔｒｏｇｌｙｃａｎ（α唱ＤＧ）紧密
相连，从而与 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ唱ｄｙｓｔｒｏｇｌｙｃａｎ 复合体（ＤＧＣ）相
连，这一相互连接的过程依赖于α唱ＤＧ的糖基化糖类部
分。 缺少 ｌａｍｉｎｉｎ唱α２的骨骼肌将直接导致细胞骨架和
细胞外基质之间的联系被破坏，同时导致肌细胞的产
生、突触的形成、力量的产生及肌细胞机械稳定的
障碍［５］ 。
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　　本例 ＭＤＣ１Ａ先证者分别继承了父母含有致病突
变的染色体，两条染色体 ＬＡＭＡ２ 基因发生突变的位置
不在同一位点，但导致了先天性肌营养不良的表现型，
从广义上来说还是属于常染色体隐性遗传，这种遗传
表现形式在其他的一些疾病如 Ｇｉｔｅｌｍａｎ 综合征中也有
报道

［６］ 。 本例患者虽然不是在一对 ＬＡＭＡ２ 等位基因
的两个相同位点上发生的纯合突变，但两个杂合致病
突变的位置均位于编码蛋白 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 的 Ｇ 区域［７］ 。
ｌａｍｉｎｉｎ唱２的 Ｇ区域是通过 Ｃａ２ ＋

介导的，结合类固醇激
素、β１整合素、肝素、硫脂类和α唱ＤＧ的位点，在细胞信
号转导、表面黏附、迁移和分化的过程中起着重要作
用。 ｌａｍｉｎｉｎ唱２的分子结构呈十字架状（图２），有６个结
构域，ｌａｍｉｎｉｎ唱α２链的羧基端形成特征性的 ５ 个串联排
列的 Ｇ样结构，组成 Ｇ 区域［８］ 。 Ｇ 区域与α唱ＤＧ 的结
合依赖 Ｃａ２ ＋

介导，Ｃａ２ ＋
首先通过 Ｇ区域的保守氨基酸

残基与 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 结合，然后再与 α唱ＤＧ 上相应的位点

结合
［９］ 。
先证者检出的 ｃ．７１４７Ｃ＞Ｔ／ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ突变为已

报道的致病突变，首先在意大利人中被发现，由 Ｅ．Ｐｅ唱
ｇｏｒａｒｏ于 ２０００ 年最先报道［９］ ，ｃ．６５１３＿６５１５ｄｅｌＴＧＴ／ｐ．
２１７２ｄｅｌＶａｌ为国际上尚未报道的新发突变。 ｃ．７１４７ Ｃ
＞Ｔ（杂合）为无义突变（ｐ．Ａｒｇ２３８３Ｘ），导致编码蛋白
ｌａｍｉｎｉｎ唱２羧基端 ７０５ 个氨基酸残基缺失，Ｇ 区域被截
断，导致 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 与 α唱ＤＧ 的结合被阻断。 另外一些
临床症状相似的 ＭＤＣ１Ａ病例也被报道过发生在 ｌａｍｉ唱
ｎｉｎ唱２ Ｇ 区域的无义突变， 如有学者报道的 ｐ．
Ａｒｇ２５７８Ｘ［１０］

和 ｃ．Ｔｒｐ２３１６Ｘ［１１］ 。 另一个突变 ｃ．６５１３＿
６５１５ｄｅｌＴＧＴ（杂合）引起编码产物缺失单个氨基酸残基
（ｐ．２１７２ｄｅｌＶａｌ），通过对多个物种该基因的比较，发现
该位点相对较为保守，提示其对生物的基本功能可能
有较为重要的作用

［７］ 。 结合 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 与α唱ＤＧ的结合
机制，推测该位点单个氨基酸残基的缺失可能影响
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Ｃａ２ ＋
与 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 的结合，从而导致 ｌａｍｉｎｉｎ唱２ 与 α唱ＤＧ

结合受阻，进而引起先天性肌营养不良的表现型。 本
例先证者分别遗传了来自父亲和母亲的致病基因，遗
传方式符合常染色体隐性遗传（遗传图谱见图 １）。
ＭＤＣ１Ａ虽然尚无有效的治疗方法，但通过基因检测的
遗传咨询和产前诊断可以有效地预测胎儿患病的风险

值，降低 ＭＤＣ１Ａ的发病率。
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