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基因缺失与DMD的关系研究及携带者筛查 

曹俊娟，柳 青 

(重庆医科大学附属第一医院临床研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：为了解国内Duchenne型肌营养不良症(Duchenne muscular dys~ophy，DMD)患者基因缺失的分布特点；探讨 

STR位点多态性对 DMD基因携带者的连锁分析。方法：根据 DMD基因中外显子缺失的多发位点，在内标引物参照下，建立一 

个多重 PCR体系对 40例 DMD患者进行多位点检测，同时用 4个 STR多态位点进行连锁分析。结果：40例患者中有 32例为基 

因缺失，缺失率为 80％。在本研究中，所选外显子45、48、51缺失率较高，分别占检出人数的 56％、56％、16％。通过 STR多态位 

点连锁分析检测出6名 DMD患者母亲均为携带者。结论：本实验所选外显子对确定中国地区DMD患者的基因突变位点具有 

重要的临床参考价值，应用 PCR--STR技术进行连锁分析可对 DMD携带者进行筛查。 
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The relative research between gene deletion with DM D and 

carrier screening 

CA0 Jun-jlzan，et ol 

(Department of Clinical Research Center，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University J 

【Abstract】Objective：To understand the distributional characteristics of dystrophin gene deletion in Chinese population and to 

search the linkage analysis of STR polymorphisms for DMD gene carriers．Methods：Contrasted with internal standard primer，A 

multiple PCR system was established according to the multiple sites of DMD exon deletion．The multiple exon deletions were 

examined in 40 DMD patients；At the same time，6 suspected carriers were detected using the linkage analysis of STR 

polymorphisms．Resul~：The thirty-tow of the 40 DMD patients were identified as having gene deletion，In this study，56％ ， 

56％，16％DMD patients could be detected in exon 45、48、51 gene deletion，SO the three pairs primers could be used as best 

combination for detecting the gene deletion；six female relatives were diagnosed as carriers of the genes．Conclusion：It is 

important clinical value of allocating gene mutation sites in Chinese population according to the choosen exons and It is an 

effective approach to applying the linkage analysis of STR polymorphisms to detect carrier． 

【Key words】Gene deletion；STR polymorphic linkage analysis；Carrier detection 

Duchenne型肌营养不良症是神经肌肉系统最 

常见的一种 x连锁隐l生遗传病，发病率占活产男婴 

的 1／3 500。DMD基因较大且复杂，突变类型多样。 

但最多见的突变是基因内部的缺失 ，占 DMD的 

60％ ～70％。目前多采用多重 PCR技术针对不同外 

显子的基因缺失进行检测 。据 国内外研究报道 

dystrophin基因缺失在不同民族有不同的分布特点 
】
。 近年来，在 DMD基因3’，5’端及基因内非编译 

区发现了多个(CA)n短串联重复序列(Short tandem 
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repeat，STR)多态性。采用 STR多态位点的单体型连 

锁分析，适用于部分缺失型及非缺失型 DMD家系 

分析，为 DMD基因携带者筛查提供了有效的检测 

途径。本文拟采用多重 PCR技术 ，分析中国地区 

DMD患者的基因突变特点，同时用 STR多态位点 

的单体型连锁分析进行携带者检测，对了解中国地 

区 DMD患者及携带者基因缺失情况，揭示其基因 

突变与 DMD的发生机制具有重要的现实意义。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 
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①DMD患者：均为来 自本院神经内科门诊或住院的40 

例 DMD男性患者。据其肌酶谱，肌电图和肌肉活检等均可确 

诊，两两之间无血缘关系。 

②正常对照组：52例男性均来 自本院健康体检正常者。 

无 DMD家族史，血清 CK及 LDH检查值在正常范围。 

③可疑携带者：6例，为上述部分 DMD患者的母亲。 

1．2 寡核苷酸引物及 DNA标准 

5对检测缺失型 DMD的引物序列(外显子 8、17、45、48、 

51引物)参考文献161。Y染色体性别决定基因 SRY的引物序 

列如下： 

F：5’一ACGGGAGAAAACAGTAAAGGCAA一3’；R：5’一CT 

GCAA1Tr呷 IcGGCAGCATCTTC一3’；扩增产物为 287bp。4个 

STR多态位点(STR44、STR45、STR49、STR50)引物序列参考 

文献【7】(具体见表 1)。 

DNA marker：1 00bpDNA，pBR322DNA／Hae III和 pBR 

322DNA／Msp I 

1-3 方法 

1．3．1 DNA样品制备 取外周血 3 5ml EDTA抗凝，用饱和 

盐析法提取外周血 DNA。 

1．3．2 PCR扩增 用多重 PCR技术扩增 DMD患者：外显子 

8、17、45、48、51引物扩增目的片段，SRY引物扩增片段作内 

标对照。分为 A、B两体系同时扩增，反应终体积为 25 l，其 

中A体系扩增 ex8、48、51、SRY；B体系扩增 exl7、45、SRY。 

其扩增条件及参数为：50 100ng基因组 DNA；脱氧核糖核 

苷三磷酸(dNTP)200IXmol／L；上下游引物各 lOpmol；10× 

缓冲液 2．5 l。先置于 96％预变性 5rain后加 入 1U Taq 

DNA聚合酶及 12 l石蜡油，再依次按 94％ 45s，55％60s，72~C 

60s，循环 35周，最后在 72％下延伸 5min。每次扩增均同时设 

空白和正常对照。缺失的外显子再以单一引物 PCR扩增验证 

1次。 

取 PCR扩增产物 6 l加 6×凝胶电泳加样缓冲液 2 l 

混匀后 ，行 2％琼脂糖(含 0．5mg／ml EB)凝胶电泳 ，90V电压 

下电泳 30min，在紫外光分析仪下摄影并保存分析。 

用 PCR—STR方法分析 DMD基因携带者：dystrophin基 

因内部 4个 STR位点引物扩增条件及参数如下：反应终体积 

为 30 l，含 50 100ng基因组 DNA，13pmo|的每种引物 ， 

10×缓冲液 3 l，1．3 l MgCl2(25mmol／L)，0．5 l DMSO(二 

甲基亚砜 )，1 l BSA(小牛血清白蛋白 1％)，2．4 l dNTP 

(2．5mmol／L)。先置于 94℃下 5min后加入 1U Taq DNA聚合 

酶及 l5 l石蜡油，再依次按 94％ 30s，58℃ 30s，72％ 60s， 

共 32次循环，最后在 72％下再延伸 7rain。 

取 5 l PCR扩增产物加 1 l 6×载样缓冲液混匀后行 

2％琼脂糖凝胶电泳，以检测扩增效果及估计产物产量。然后再 

取 1 0 l产物与适量上样缓冲液混匀后用 8％非变性聚丙烯酰 

胺凝胶电泳分离。用pBR322DNA／HaelII和pBR322DNA／Msp I 

双 DNA标准测定扩增产物的片段长度 bp数，凝胶厚约 

lmm，当二甲苯青 FF泳动到 1／2板长时停止。取出凝胶浸入含 

0．5m~ml EB溶液中，15 30rain后取出水洗紫外仪下观察结 

果。 

2 结 果 

2．1 利用多重 PCR技术对 DMD患者的检测结果 

用外显子 8、17、45、48、51引物扩增 52名健康 

对照者，其扩增效率达 100％，均出现目的片段，说 

明本实验中的引物特异性较高。 

用外显子 8、17、45、48、51引物扩增 40名患 

者，发现 40名无血缘关系的DMD患者中32例至少 

有 1个外显子缺失，总缺失率为 80％。累及中央缺 

失热区的缺失 32例，占检出病例的 100％。在本试 

验中，8、17号外显子的缺失检出率为 0，即扩增均 

出现目的片段。45、48、51号外显子各自的总缺失检 

出率分别为 45％、45％、12．5％，分别占5对引物检 

出人数的56％ 、56％、16％。3对引物组合即：45、 

48、51号组合缺失检出率最高，检出人数占5对引 

物检出人数的 100％，2对引物的最佳组合为45、48 

表 1 DMD基因5对引物及4个 STR多态位点引物序列 
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号 ， 检 出人 数 占 5 对 引物 检 出人 数 的 9 0 ％ 。

P C R 产 物 的 电 泳 图 谱 ( e x 8 、 1 7 、 4 5 、 4 8 、 5 1 、 S R Y

引 物 的 扩 增 片 段 依 次 为 3 6 0 b p 、 4 1 6 b p 、 5 4 7 b p 、

5 0 6 b p 、 3 8 8 b p 、 2 8 7 b p ) ( 见 图 1 ) 。

M ． P C R m a r k e r ( 10 0 b p ／梯 度 ) ；l 一 2 ， 3 - 4 ， 5 ~ 6 ， 7 - 8 ． 4 位 患 者 的

A 、 B 两 体系扩 增 结果 ；9 — 10 ． 正 常对 照 者扩增 结 果 ；1 1 ． 空 白对

照 。

从 图示 可 见 ：4 位 患 者依 次 缺 失 5 1 ， 4 8 ， 4 5 ／4 8 ， 4 8 号 外 显

子 。

注 ： 1 无 3 8 8 b p 片段 带 ( 缺乏 5 1 号 外 显 子 ) ；

3 无 5 0 6 b p 片段 带 ( 缺 乏 4 8 号外 显 子 ) ；

5 无 5 0 6 b p 片段 带 ( 缺 乏 4 8 号 外 显 子 ) ：

6 无 5 4 7 b p 片段 带 ( 缺乏 4 5 号外显 子 ) ；

7 无 5 0 6 b p 片段 带 ( 缺乏 4 8 号外 显 子 ) 。

图 1 利 用 多重 P C R 对 缺 失 型 患 者检 测 结 果 的 电泳 图

2 ． 2 用 S T R 位 点 多 态 性 连 锁 分 析 D M D 基 因 携 带

者

应 用 S T R 4 4 、 S T R 4 5 、 S T R 4 9 、 S T R 5 0 4 个 S T R

A

S n “4

S n “5

F r R 4 9

S T R 5 0

多态 位 点 对 6 个 D M D 患 者 ( 其 中 5 个 患 者 为缺 失

型 ， 1 个 患 者 为 非 缺 失 型 ) 及 其母 亲 进 行 了 连 锁 分

析 。 结果 6 位母 亲 均 为 D M D 携带者 。

2 ． 2 ． 1 图 2 所 示 患 者 为非 缺 失 型 D M D 患 者 ， 患 儿

的 4 个 S T R 位 点 组 成 的单体链 来 自其母 的 l 条染

色单体 ， 故其母 为 D M D 携带 者 。

2 ． 2 ． 2 图 3 为患 者经 多重 P C R 检 测 为外 显 子 4 8 缺

失 型 突 变 ， 利用 S T R 多 态 性 连 锁 分 析 ， 我 们 发 现 患

者 也 存在 S T R 4 9 的缺 失 ， 其母 基 因 中有 1 条单 体链

与患 儿单体型 相 同 ， 故也 为携带者 。

3 讨 论

D u c h e n n e 型 肌 营养 不 良症 中 以 基 因 缺 失 为 主

要 突变特征 ， 以 往 的研 究表 明 ， 通 过 多重 P C R 技 术 ，

C h a m b e r l a i n 等 『6 J应 用 9 对 引 物 可 检 测 出 8 0 ％ 的 缺

失 患 者 ；B e g g s 等 又 增 设 9 对 引物 ， 发 现 这 1 8 对 引

物可 检测 到 9 8 ％ 的缺 失 。 而 我 们 根 据 d y s t r o p h i n 基

因 的 缺 失 热 点 及 国 内相 关 文 献 报 道 设 计 了 两 组 多

重 P C R 。 研 究结果 显 示 ， 本实验 检测 到 8 0 ％ 的缺 失 ，

主要 累及 中 央 热 区 ， 其 中 4 5 、 4 8 、 5 l 号 外 显 子 检 出

率相 当于 检测 全 部外 显 子 的检 测 结 果 ， 这 恰好验 证

了 国 内外 报 道 的 d y s t r o p h i n 基 因 缺 失 分 布在 不 同 民

族有 不 同的特点 。 因此我们认 为本 实验 中所选 外显

子 对 中 国地 区 D M D 患 者 的基 因 突 变位 点 检测 有 重

要 的 临床参考价 值 ， 即在 国 内如 果 受 条件 限 制 ， 可

以 考 虑 用 5 对 引物来 替代 1 8 对 引物 检 测 或 先行 5

对 引物检 测 。 对 于 条件较 差 的医 院可 以 根 据 本 研 究

R

A ． 为母 子 的 系谱 ；B ． 为 P A G E 电泳 图 ： M 1 ． 分 子 量 标准 p B R 3 2 2 D N A ／H a e m ；M 2 ． 分 子 量 标 准 p B R 3 2 2 D N A ／M s p I ：l ～ 4 ， 5 ～ 8

分 别 为母 亲 ， 患 儿 的 S T R 4 4
， S T R 4 5 ， S T R 4 9 ， S T R 5 0 的 多态 片段 。

图 2 D M D 基 因 携带者 S T R 位 点 多态 �眭连 锁 分 析

r

l 1 ， ■ 2
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A

s 1 1 14 4

s 11H 5

S 聃

S T R 5 0

b p

2 6 7

2 3 4

2 1 3

1 9 2

1 8 4

B C

A ． 外显 子 4 8 缺 失 的 电泳 图 M ． D N A 标准 ；1 ． 母 亲 e x 4 8 引物扩增 片段 ；2 ． 患 儿 仅 S R Y ， 缺 失 e x 4 8 扩增 产物 ；3 ． 正 常男 性 对 照 者 ；

B ． 母 子 的系谱 图 d e l 表示 缺 失 ； C ． P A G E 电泳 图 M 1 ． 分 子 量 标准 p B R 3 2 2 D N A ／H a e lll ；M 2 ． 分 子 量 标 准 p B R 3 2 2 D N A ／M s p

I ；1 ． 空 白对 照 ；2 。 5 ． 6 - 9 分别 为母 亲 ， 患 儿 的 S T R 4 4
， S T R 4 5 ， S T R 4 9

， S T R 5 0 的多态 片段 。

图 3 基 因 携 带者 的 S T R 位 点 多态性 连锁 分 析

统计 的引 物 最 佳 组 合 ， 行 4 5 、 4 8 、 5 1 号 外 显 子 的 三

重 P C R 扩增 ， 可 筛选 出 大部分 的 D M D 患 者 ， 这 对 于

全 国 范 围 内 D M D 的 筛选 ， 尤 其 是 结 合 其 他 方 法 进

行 大范 围的产前 筛选 时 ， 不 失 为 一 种 可 取 的选 择 。

在本 实验 研 究 中 ， 我们针 对 5 对 引物分 两 组 进

行 扩 增 ， 主 要 考 虑 到 不 同 引 物 的 熔 解 温 度 不 同 ， 引

物 间可 相 互 作用 ， 影 响扩增 率 。 如 果 优 势 扩 增 某 对

引 物会 导 致误 诊 ， 所 以 需 不 断摸 索 平 衡 多 对 引 物 的

量 ， 使某 对 引物 都 获 扩 增 ， 而 且 太 多对 引物 无 疑 增

加 了 人 力 、 物 力 、 财力 ， 更 重 要 的 是 有 可 能 影 响准 确

性 。

4 个 S T R 多 态位 点 单 体 型 连 锁 分 析 ， 因 各 位 点

多态 信息量 高 ， 可 较 准确检 出 D M D 携带 者 ， 但 若基

因缺失外 显 子 4 5 至 外 显 子 4 9 ／5 0 片段 时 ， 携带 者 的

一 条染 色体亦 可 能缺 失 S T R 4 5 和 S T R 4 9 信 息 量 最

高 的两 个 位点 ， 且 P C R 扩增过 程 中可 能产 生 滑 动合

成 ， 这 可 能 给结果 分 析带 来 一 定 困难 。 故在 本 文 中

S T R 的 多 态 片 段 长 度 在 p B R 3 2 2 D N A ／H a e III 和

p B R 3 2 2 D N A ／M s p I 的 双 D N A 标 准 下 较 易 筛 出 ， 且

重 复试 验 有 利 精确定 位 ， 当然 最 终 片段 长 度 的确 定

应 进 行序列 分析 ， D M D 家系的连锁分 析 一 般 不 会 受

h p 数小 误 差 所 影 响 ， 其携带者检 出也 较 高 。

C l e m e n s 等 17 1在 D M D 基 因 缺 失 高 发 区 4 4 、 4 5 、

4 9 、 5 0 号 内含 子 中的 ( C A )n 重 复序列 上 进 行 扩增并

作 D M D 家系连 锁分析 ， 发现 这 些 位点杂合率在 7 2 ％

一 9 3 ％ ；许顺 斌 等发 现 上 述 4 种 S T R 在 中 国 人 中的

等位 基 因 片 段 有 4 ～ 1 1 种 ， 多态 信息 含 量 达 0 ． 7 1 8 ～

0 ． 8 7 2 。 由于 上 述 内 含子 中的 ( C A )n 均位 于 基 因缺失

突变 高发 区 ， 尚可 利 用 它 们进 行 基 因 缺 失 型 检 测 。

如 本 文 针 对 缺 失 型 患 者 的 家 系携 带 者 检 测 时 就 筛

查 出也 存在 S T R 4 9 的缺 失 。

由于 S T R — P C R 原 理 仍基 于 连锁分析 ， 基 因 内重

组 可 能导致误 诊 。 为 了降低假 阳性 和 假 阴性频率 ， 可

选 择 多 个 位 于 D M D 基 因 不 同部 位 的 S T R 位 点 组

成 D M D 基 因 多重 S T R — P C R 单体 型 连 锁 分 析 技 术 ，

该 技 术 可 发 现 基 因 内存 在 的单交 换 或 双 交换 事 件 ，

因此 可 提供更 多遗 传信息 。 S c h w a r t z 等把 多重 P C R

和 荧光 标 记 引入 D M D 基 因 S T R — P C R 分 析 中 ， 利用

荧 光 引 物 同时 扩 增 分 布 于 D M D 基 因 全 长 的 4 个

S T R 位 点 ( S T R 5
’

、 S T R 4 5 、 S T R 4 9 、 S T R 3
’

) 。 达 到 了

同时考 查 有 无 基 因 内重 组 的 目的 ， 另 外 带 型 荧 光 强

度分析 自动 化 ， 避 免 了 常规 分析 中肉眼 观 察所 造 成

的误 差 l8 l
。

还 需 要 指 出的是 对 于 检测 缺 失 型 D M D 家系 中

的携带 者 ， 常常 出现 种 系镶 嵌 现 象 19 ． 10 1
， 即 生 有 一 个

或 一 个 以 上 患 儿 并 有其他亲属 患病 的肯定 携带 者 ，

经 过 缺失 检测 并 不 能诊 断 出携带 者 ， 除 患 者 可 能 为

新 的 突变 外 ， 我 们认 为 不 能 排 除种 系 镶 嵌 的 可 能 。

种 系 镶嵌是 近 年 在携 带 者 检 出 中较 为 常 见 的 问题 ，

B a k k e r 等_I ’认 为查 不 到 相 应 缺 失 突变 的母 亲 两 次 以

上 将 D M D 基 因传给后 代 ( 儿 子 或女 儿 ) 的现 象可 能

为种 系镶嵌 。 这 种 情况 为 D M D 的遗传 咨询提 出 了

一 个 重 要 的 问题 ， 即 对 生 过 1 个 D M D 患 儿 ， 而 携 带

者 检 出为 阴 性 的 女 性 ， 再 生 D M D 患 儿 的 风 险有 多

少 。 B a k k e r 等⋯ 】根 据
“

新 突变
”

D M D 家 系基 因分 析

结果 估计 为 14 ％ 。 目前 我 国独 生 子 女 占大 多数 ， 因

此 在 D M D 的遗传 咨询 及 基 因 携带 者 的诊 断 中 ， 对

只 生 过 1 个 D M D 患 儿 的母 亲 ， 排 除携 带 者 的 可 能

，

9 2 0 号
．

1
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要考虑到种系镶嵌的问题【l2】，最为谨慎的方法是进 

行产前诊断。 

利用 PCR扩增多态性等位基因，对筛查 DMD 

家系携带者，检测基因缺失，降低基因内重组以及 

探讨种系镶嵌、新生突变等罕见遗传事件 均可起 

到意想不到的效果。因此，应用 PCR--STR技术进 

行连锁分析已成为DMD家系检测携带者的首选技 

术。 

本文采用的多重 PCR技术，分析了中国地区 

DMD患者的基因突变特点，同时用 STR多态位点 

的单体型连锁分析进行携带者检测，对了解中国地 

区 DMD患者及携带者基因缺失情况，揭示其基因 

突变与 DMD的发生机制具有重要的现实意义。 
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