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Klinefelter综合征及双亲 X染色体着丝粒区 

Q 一 卫星 DNA变异研究 

李 恬，翁亚光，王应雄，何俊琳，刘学庆，陈雪梅 

(重庆医科大学遗传优生教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：本文从DNA分子水、Fx,t Klinifelter综合征患者及双亲x染色体着丝粒区域的a一卫星 DNA变异进行研究， 

探讨 Klinefelter综合征患者 X染色体 分离形成的原因。方法：采用(representative．sampling of multiple repetitive units，rep) 

P( 方法，通过设计适当的引物，对 卫星 DNA多个拷贝串联重复序列同时进行扩增，检测患者、双亲和正常人重复序列中 

变异发生。结果：(1)扩增产物【{1分别出现 1774bp、570bp(由缺失产生)片段和 1410bp、583bp(由缺失产生)、220bp(由缺失产 

生)片段，(2)患者组 570bp和583bp产生率高于正常组， 统计有显著性意义(P<0．05)。(3)患者与患者双亲比较差异不显 

著。结论：Klinefelter综合征患者及舣亲的X染色体着丝粒区 a一卫星 DNA表现出较正常人具更多的变异。提示通过孕前或 

产前对双亲外周血 x染色体着丝粒区域的a 卫星 DNA变异分析，对 Klinefelter综合征发生风险进行估计，为产前绒毛或羊 

水染色体检查提供重要的依据。 
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X chromosome centromeric alpha satell ire DNA variation 

in Kl inefelter’s syndrome patients and their parents 

LI T n et al 

(Department ofGenetic，CkongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：rr(]study the variation of X chromosome centromeric Alpha Satellite DNA in Klinefeher’S syndrome patients． 

their parents and normal individuals and tO discuss the meehanism of Klinefeher’S syndrome X chromosome nondisjunction．Methods： 

The multi—copies of a 2Kb tandem repeat unit on X chromo．some of centromeric Alpha Satellite DNA were simuha1100usly amplified 

with rexsonable primers by(representative．samplingofmultiple repetitive units，rep)PCR，andthemechanism ofX clzromosome aneu— 

ploidy resulted by abnormal structure of centromere was investigated．Results：1774bp，570bp and 1410bp，583bp，220 bp(three short 

fragments are resulted by deletion in alpha,satellite DNA)were detected in Klinefeher’s syndrome patients，their parents and normal 

karyotype controls．There were 1774bp and 1410bp DNA fragm ents in all of．samples
． The relative frequencies of 570bp and 583 bp 

were significantly higher in Klinefeher’s syn drome patients than in normal karyotype controls，the 220bp was not found sign ificantly 

different in the three groups．()inclusion：Deletion in the region of Al pha Sa tellite DNA is present at centromeres of a11 human X chro— 

mo．some，while Klinefeher’ syndrome patients and their parents show higher frequency than norm al individuals
． These resuIts implv 

that analysis of deletion on X specific a~tellite of the parents during the pre—pregnancy and pregn ancy plays a importan t role either 

in estimating the risk of repruducing Klinefeher’S syndrome or in providing the guideline for prenatal chrom(x-some diagnosis of villus 

and amniotic fluid． 

【Key words】Aneuploidy；Klinefeher’S syndrome；Alpha Satellite DNA；Centromere 

在细胞分裂过程中，染色体着丝粒是纺锤丝与 

染色体连接的重要部位，染色体着丝粒的功能将直 
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接影响染色体的正常分离。人类染色体着丝粒包括 

着丝粒 DNA和着丝粒蛋白两个重要成分。X染色 

体非整倍体畸变引起的染色体病在群体中的发病率 

高达 1／300。目前，国内外尚未见从分子水平对非 

整倍体畸变的x染色体着丝粒区 a一卫星 DNA研 

究的报道，为此采用(representative sampling of mu1一 
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tiple repetitive units，rep)PCR等方法 ]对 Klinefel— 

ter综合征(47，XXY)患者、患者_舣亲、正常双亲的 x 

染色体着丝粒区 a 星 I)NA串联重复序列变l异 

的程度和特点进行 J，研究。 

1 材料和方法 

1．1 实验取材和模板 DNA的制备 

患者组为 32例年龄为 20～39岁之问的 Klinefelter综合 

征患者。双亲组为患者双亲 96例，正常组为无亲缘关系，已 

生育正常后代 ，染色体核型正常，年龄 与患者双亲相近的正 

常女性、男性个体各 48例(分别收取外周血各 2ml，6：1体积 

加入 3．2％柠檬酸 钠抗凝 ，然后取 200ul用上海生工提供 

的基因组 DNA抽提试剂盒按说明书所示方法快速提取基因 

组 DNA，并用紫外分光光度计测 ode60值，调节ode60值使其 

1410bp 

为0．53±0．04(A260／A280均为 1．8～1．9)，一20℃保存备 

用。 

1．2 第一 次 repl~R 

1．2．1 引物的设计和合成 参照Warburton P．E．等设计【 】 

和 x染色体 a 卫星 DNA序列 (GeneBank：X02418．1 GI； 

36361)变化的特点，筛选和设计了两对引物，x染色体 a 卫 

星 DNA序列应扩增出 1410bp和 1774bp片段 ，如有 DNA片 

段丢失或增加，将会有其它长度的 DNA片段 出现。引物由 

上海生工公司合成。引物 1：1A：5 aag CCt ttt CCt tta tct tea 

ca 3 

1B：5 一ctg aga atg ctt ccg ttt gcc 3 (1410bp) 

引物 2：2A：5 att CtC aga aag ttt tct gc一3 

2B：5 ata acg aat gtt cag CtC ee 3 (1774bp) 

每对引物町分别对各个拷贝的特定片段(1—12组成一 

个拷贝)同时进行扩增(此即 repPCR)，可检测该拷贝的变异 

情况(见图 1)。 

1774bp 
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图 1 X染色体 a卫星 DNA结构示意图 

1．2．2 (rep)PCR反应体系 每个样本分别进行 2个独立 

的 PCR反应，各含 1对引物。 

200／~IPCR离心管 内：67／,1灭菌重 蒸水 +PCR缓冲液 

10／*1+MgC128／*l+dNTP 2／．1+ I'aq酶 1{+弓I物 1A2／*l、1B2／*l 

或 2A2／*1、2B2／*1，稍离心后平分成两管 ，每管再加模板 4／．1，稍 

离心后即得 50／*IPCR反应体系。 

各组份在 50／*IPCR反应体系中的终浓度分别为： 

dNTP 2()(】 ol／L／每个 M ．2mmol／L 

Taq酶 2．5U 引物 0．5／*mol／L／ 

每个 

模板 0．05／*g／／*l 

(上海生工提供的 10xPCR buffer的组成：lOOrnmol／L 

KC1，80mmol／L(NH4)2SO4，100mM Tris HC1，pH=9．0，NP 

一 40．) 

1．2．3 (rep)PCR反应参数 引物 1 变性 94℃ 5min；变性 

94℃ 50s，复性 60℃ 1min，延伸 72℃ 2min，30个循环；延伸 

72℃ 7min。 

引物 2 变性 94℃ 5min；变性 94℃ 50s，复性 58℃ 

lmin，延伸 72177 2min，30个循环；延伸 72'C 7min。 

PCR反应在美国 PE公司9700型扩增仪上完成。 

1、2．4 电泳检测 从每个反应管中各取扩增产物 10／*1，用 

I I 

●——● 
I 1 

个 t 体 

1．5％的琼脂糖凝胶电泳，4V／cm，50min，电泳缓冲液 0．5× 

TBE。琼脂糖为 BBI公司产品(上海生工货号为 AB0014)。 

Marker采用 MBI的 GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus 

(0．5mg DNA／ml，lug marker含 133ng的 500bp片段)，电泳 

时均取 1．0／*1。电泳结束后在 BIO RAD凝胶成像系统中分 

析并记录、保存试验结果。 

1．3 从 凝胶 中提 取 DNA 

将引物 1扩增出的非原始 目的片段(即非 1410bp片段) 

对应的凝胶条带切下，再从凝胶中提取 DNA(胶 回收试剂盒 

由上海华舜提供)。 

将引物 2扩增 出的非 1774bp片段对应的凝胶条带切 

下，同上提取 DNA。 

各组均按上述方法提取对应的 DNA片段，以便第二次 

repPCR时对照。 

1．4 第二次 repPCR 

将上述提取的 DNA用相应的引物再次做 repPCR(方法 

同上)，同一模板再用另一引物做 repPCR，以作对照，防止出 

现假阳性，验证其是否为特异非 目的片段。 

1、5 实验结果分析 

各组样本的实验结果，利用 BIO—RAD凝胶成像系统及 

分析软件对 DNA片段进行分析；如有特异非 目的片段，计数 

●  
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发 ·次数．境计埘比 川门 也 } 跆 川 I J tI】、̂ 串心 【。-J．LU．栉似成 【 {I 掉，fII Il1) 高丁正 

发 {·。蚯辟n0 蔓性业化i： 耵双庶 ．12(]片段 ：-纠 允 若正"．1 见丧 

2 结 果 

川 I．N刊，jl物 埘心 川 、蚁 lI技 _l 常 逝 f r 

f rei',-1 (’K，均川l J 【4】c11 J1)H_I774]l1)．1 ll lhJ行纠I 1 

程慢的 ：曾交换 ⋯J。 f19 562hi 220lII) 

570bp”段 符"段终删l 茸 J( _lI·I Ik I 剁进 

{九匕较分 ， I _土J x染包怍行鲐十 n lJ LI I)NA 

【”文i、]沧) 

f】)行 标水均⋯脱 l4I c】l l：剐 l7741 『 的 

片段 f J 

f2 『jI物 l l缘』 扩增Ⅲ I41⋯ 『 片段 土￡扩 ⋯ 

562 h]-』t段 f11 220bi}片段《 j J，讣圳提淑．if段 

f1 为f 扳．川1 JI物 Il 0}做 I ( 乐啦 【4101l1)H段， 

见扩J骨⋯钿眦的 板¨段 川”n0挝收段扳川-jl物 

2无法搿刮ff：Y,,f”段．蜕⋯562[ } 22(i)1 片段山址 

I物 l扩坩 l 0片段 』 r 562 I⋯ 的 

! 

表 I 患者组、双亲组和正常疆 5621ll一片段的产生率比较 

’  

小‘ ill 矧 【比较 f_!l̂ II： 计． ：If)84，P<l】l 05 

表 2 患者组、双亲组和正常组 22(Ibl一片段的产生率比较 

表 j 患者组、双亲组和正常组 5701 I片段的产生率比较 

矗小。JII 耵川 E鞍h 舯 ”， ：IO 07．1~<11(15 

1 2 3 4 5 6 7 

41Dbp 

图 2 引物 I和引物 !【 L、I{扩增产 物电泳图 

4为Ma rk—r；1、5为患者：：、n为患者双亲；j、7为正常组：[41I)1 I 7741 1]片段分别为gl物 I和gl物2扩增产物 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

图 3 患者和双亲引物 II 【 H产物电泳图 

I为 M I rkcr；4、5、】I]为患者，均有 1 41O1 I s[-21·lJ和22o} 片段：2和3分别为4的父亲和母亲；n和 7分别为 5的父亲和母亲 

8和9分别为 10的父亲和母亲 患者双亲均出现 1411) 片段．不同程度出现562)卅和 2201 片段 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 774bp 

图 4 患者和双亲 引物 2Pt’R产物电泳图 

【、4、8为患者； 、3分别为 】的父母；j、n分别为 4的父母；q、l”分别为 的父母：7为 M州k 

l 3)-jl物2j 扩增出5701@l 段( 『剥41． 再提 拷 贝{f{J={)之暇复序列J_乏度的改变．d llif,DNA的 

取泼片段作为模板．川，jl物 !lI}献做 f (’R．未发现 变肆u J能会 响荷始托盘l m l々1 常附着．从而造成 

l774bp片段，，i{扩上惶 ：fll 镆椒『 段，l叫样的提 卉丝粒蠢火J 的功能．最终导敛染色体 能正常 

取懂板川引物 1尢浊i }刮fr̈ I 段、睫f J 570bp『 分离，引起染包体 『f：棼俯作畸，餐 5i 

段 是 jI物2扩增n0【⋯qH段 j1_I 57f ，片段的 我室竹对染色忭着缒粒形怠f 变件- lI： 倍体 

- 生率患并鲥 并蕊 ri1{常蚁康纠，fIj心1I：f 0心 肜成进行 r系列研究 【 阿行川 县有一定 的．)∈ 

者烈亲 lïlJ尢 并 3： 系 “’。 I ．从卉 礼DNA升 水 r进 ．步桥 

染色体 ：分离或王火fCJW,1 3~『】】脯f／q不清楚 染 

色傩蒋 粒址 j 也怍移功街州中̈是的一个重- 站 

构，荷蜓托蛋I I‘j行托牲 【)NA rl{常I}叶符．蓿拙牲 

能fH 行使』 功能：荇蝗粒DNA主 为 染包质， 

其中 。 I DNA垃 F1 发 n 忙一仃存 r所仃 

凡炎染色体符丝 』 域f／,J I)NA家旌 I ，je基 

本组成 他为 一1、l 7l hpI)NA II 段n 单伴，多1、 

体组成一个I'}=L拷姒的{}5胍啊复J 州 佴⋯多个 拷 

l的串联 复序列组lJ 。 I J．'LI r) ^ 然I(I J， 

染色体荷缒糙l 域旧 “ I)NA f 联雨复序列 

的拷 数 同，一个拷Ⅱ!的f 联 匝复l 列一十T l71l 1． 

单体的数rf以硬 I71 b1]巾体片段的 许峻组成也小 

I司( 】-_ 此，iif利川 染也悼荷丝粒区域 

的 n 星 DNA JF~：l Jf 蔗 ．分Hll刮1 同的 色体 

着理牲I)NA结构变异进 研究 

x染色体全部柠矬 o I】 DNA 约岔 

1506个 拷 h』小联承复『 刑，缚个 {-5 串联芎复 

序列的长J』l=约为2kb， l!个 【7】1 l 体，分别编号 

为 I～12 伴．备I-f_L悼之M约 35％『_l々核 苷酸序列 

的篪异 ’ ⋯．如果符建牲 1) A发 {．缺失，会造成 

i-J。染色伴 粒 l={J变 IL 十分砸 的意义 

II 0 x染乜怍卉她牲 n 甩 DNA的 ．个 

拷 lJj龠 I：个 【7111]，片段 怍．K度约 2kb碱基．u Jl 

J̈染色休特 f PCR l物扩增出求 Warb tol 

等曾利1{J引物 2进行 I lybrid flil胞进{r研究．该 

胞巾}J 条x染色侬．既 2kb驻复单位(U：常 

_lj。f况)，叫 增 l774bp片段；川l『l_陵细胞还有3kb 

复qtf,k(作 认为I1I于小并交换所致)，可扩增出 

l 774bp al 57()hi J片段 j -t n0 5701)p片段已通过基 

!l!_】『}j{ j 3 kb『 列千1_2 k【]的堆I刚予plJ比较得到 

等交换的化 ，此4'I'~'Afr】 埘 2̂5、X72(两 个^克 

降．均j{含有 2kh露复单似H 了榆洲， 能扩增 

⋯ 】774片段 。“ 但由 J‘陵 jI物}_!针刮每个2kb 

复r1：_L他的 】2个 体中的 l0个 体进行扩增，此 

区域以外发 的缺失将无法椅删 

书研究参 w“rburlon I】_ 等改计的引物，根 

』、x 色怀着始粒K n DNA文J荦提供的 

序列和ql物踺计原则没汁2川，)I物进行(rep)P( R． 

扩增医域包括 rj4 1、2 k1】重复 位，叮以对整个 

X染色悼眷牲粒 0 ])NAI500拷贝同时进 T 

扩增 利川哉们设计旧引物 l首次发现了56213D f,1l 

220bp的2个变异片段．在阿刘r J物进 扩增的产 

物· 共发 1r■种变异舳短片段．／It此口，推测在人 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 560 一 重庆医科大学学报 2005年第 30卷第4期 (Journal of Chongqing Medical University 2005．Vol 30№ 4) 

类 X染色体着丝粒 a—j 早 I)NA中至少存在三 

种以 卜的变异片段。 

变异矩片段的m 说明了在 X染色体着丝粒区 

a一卫星DNA的2kb晕复单位内}}{现了部分单体的 

缺失，并且通过对 2kb重复单位设计两对引物的方 

法足以检测、研究褴个 a— 星 DNA的变异情况。 

利用该方法，根据不同染色体着丝粒 a一卫星 DNA 

的特点设计不同种类和数斌的引物进行研究，为开 

展着丝粒 I)NA分子水平研究提供 1r重要的方法。 

本文对 t种变异片段}1j现的特点和规律与 Klinefelt 

综合征的关系进行丫分析。 

562bp、570bp片段的 ：生牢异常组均高于正常 

组，统计分析差异有 著性意义。研究显示：(1)异 

常组在该 域中缺失的频率较高，并出现三个断裂 

重组的热点部位；(2)患者双亲组的变异程度在统计 

分析中 常双亲组和患者组尽管统计分析无显著 

差异，但确表现出高于止常双亲组 、低于患者组的趋 

势，即表现为_E常舣亲组、患者舣亲组、患者组依此 

有一个逐渐增高的趋势，患者的变异片段的出现既 

有双亲体细胞f}J变异片段通过 嫡细胞传递下来的 

因素，也有在双亲生殖细胞形成过程中生殖细胞发 

生新变异的 素；(3)双 中一 同时具有 583bp、 

570bp片段的个体或蚁亲巾分别具有其中一种变异 

片段，子代发生染色体不能正常分离的风险较高。 

因此对双亲 562bp、570bp片段的检测，对评价后代 

发生染色体不能正常分离的风险具有重要意义，可 

作为对其胚胎进行产前染色体诊断的重要依据。 

我们认为缺失片段造成着丝粒区 a一卫星 DNA 

异常，从而着丝粒蛋白结合异常和(或)纺锤丝蛋白 

作用异常等等，最终引起着丝粒结构或(和)功能异 

常，患者 现的变异片段既町以是双亲遗传的累计， 

也可以足牛殖细胞减数分裂染色体着丝粒 a— 星 

DNA新的变异所致。加强婚前、孕前、产前咨询者 

及患者其他亲属外周盯fL自细胞特异性片段进行检 

测，对妊娠 x染色体非整倍体异常胎儿的风险进行 

估计，将为是否需要进行绒毛、羊水的染色体产前诊 

断提供重要依据。 
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