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摘 要

目的：l、优化脊髓性肌萎缩症(sMA)产前基因诊断体系。

2、建立单细胞扩增技术平台。

3、应用单细胞扩增方法对SMA进行基因诊断研究。

方法：1、应用聚合酶链反应一聚丙烯酰胺凝胶电泳(PCR—PAGE)技术对和运动神经元生存

基因(SMN)紧密连锁的短串联重复(STR)位点进行等位频率分析。

2、联合运用PCR-限制性酶切、变性高效液相色谱(DHPLC)、STR连锁分析及基因扫

描技术对SMA家系进行产前诊断。

3、应用巢式PCR、引物延伸预扩增(PEP)及荧光PCR对单个淋巴细胞进行扩增。

4、应用PCR一限制性酶切技术对正常人及SMA患者单个淋巴细胞进行SMNI缺失检测。

结果：1、从11个与s州基因连锁的STR位点中优选出了3个多态信息含量丰富、杂合率

高的位点。

2、应用优选出的3个STR位点(D5S435、DSFl49、D5S351)进行SMA家系连锁分

析，并联合应用基因扫描、PcR一限制性酶切及DHPLC进行产前基因诊断，结果

准确、可靠。

3、用巢式PCR、引物延伸预扩增法扩增单细胞，扩增率分别为90％_币IJ 85％。

4、巢式PCR、引物延伸预扩增单细胞SMN基因7、8号外显子，PCR产物进行限制

性酶切，结果和从全血中抽提DNA后PCR一限制性酶切结果一致。

结论：l、联合PCR一限制性酶切、DHPLC、 STR连锁分析及基因扫描技术使SMA产前诊断

结果更准确、可靠。
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2、用单细胞PCR一限制性酶切方法可以对SMA患者进行基因诊断，为$MA植入前诊

断奠定了基础，并为其它的神经遗传病植入前诊断提供了技术支持。

关键词：脊髓性肌萎缩症(SMA)；短串联重复序列(STR)；单体型连锁分析

单细胞扩增；基因扫描
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Abstract

Objectives：1．To optimize the prenatal diagnosis system of spinal muscular atrophy(SMA)·

2．To establish the technique of single cell PCR．

3．To apply single cell PCRin the gene diagnosis of SMA．

Methods：1．PCR．PAGE was applied to analyze the polymorphisms of STR loci that tightly

linkage to survival motor neuron(SMN)gene．

2．PCR．restriction enzyme digestion，DHPLC，STR linkage analysis and

GeneScan were applied to prenatal diagnosis of SMA．

3．Nest-PeR，PEP and fluorescent PCR were applied to amplify single

lymphocyte．

4．PCR．restriction enzyme digestion technique was applied to detect the deletion

of SMNl gene in single cell．

Results： 1．Three STR loci picked out from eleven STR loci tightly linkage to SMN gene

had abundant polymorphism and high rate ofheterozygosis．

2．Three STR loci(D5S435，D5F149，D5S351)were applied in linkage analysis，

which made the results ofprenatal diagnosis more accurate and reliable．

3．Amplification rate ofnest-PCR and PEP was 90％and 85％，respectively．

4．Exon 7 and 8 of SMNl gene in single cell were amplified by nest—PCR and PEP,

then the PCR products were digested by restriction enzyme，the results of

single cell were consistent with those ofwhole blood．

Conclusions：1．Prenatal diagnosis ofSMAwas more accurate and reliable by the combination

of PCR—restriction enzyme digestion，DHPLC，STR linkage analysis and

GeneScan．

2．PCR—restriction enzyme digestion of single cell can be applied in gene

diagnosis of SMA，which is the basis of implantation genetic diagnosis of

SMA and also provides the technical support for implantation genetic

diagnosis ofother genetic disease．

Keywords： Spinal Muscular Atrophy(SMA)，Short Tandem Repeat(STR)，

Haplotype Analysis，Single Cell PCR,GeneScan
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前 言

脊髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy，SMA)是一类较常见的遗传性疾病，儿

童期起病的SMA呈常染色体隐性遗传，群体发病率为1／6000—1／10000。临床表现为进行性

对称性肌无力及肌萎缩，近端重于远端，下肢重于上肢，其主要病理变化为脊髓前角a一

运动神经元退行性变。根据起病年龄和病情程度，临床上将儿童期起病的S^IA分为3型：

I型即Werding—Hoffman病，是婴儿期最常见的致死性遗传病之一，患儿通常在出生后6

个月内发病，表现为严重的全身肌无力和肌张力低下，不能独坐，多在2岁内死于呼吸肌

麻痹；II型为中间型，多在生后6—18个月间发病，患儿能独坐，但不能独自站立和行走，

大多能存活至2岁以上：III型又称Kugelburg—Welander病，多在出生18个月后发病，

症状较轻，可存活至成年。成人型SMA常于30岁以后起病，肌无力、肌萎缩常不对称，

无明确的遗传规律，该型不在本研究范围之内。

1995年，国外学者先后在5q11．2一13．3区域确定了4个与SMA有关的基因“13：运动

神经元生存(survival motor neuron，SMN)基因、神经元调亡{日I制蛋白(Neuronal

Apoptosis Inhibitory Protein，NAIP)基因、基本转录因子Iip44亚单位(the basal

transcription factor p44 Subunit，BTF2P44)基因及114F5基因。这4个基因及其中心

粒侧的假基因在5q11．2—13．3区域呈镜影样排列(如图l所示)，其中SMN为SMA的致病

基因，其余均为修饰基因。SMN基因存在SMNl、SMN2两个拷贝，二者之间仅有5个碱基的

差异。94％SMA患者SMNl基因缺失而SMN2存在“’“，因此可通过判断SMNl基因缺失与否来

进行SMA基因诊断。有35％的正常人缺乏S~IN2基因，而SMNl正常，提示SMN2虽不重要，

但可能干扰SMNl的缺失检测。另有研究发现，SMN2拷贝数与SMA严重程度呈负相关，表明

在SMNl缺失的情况下，SMN2可能起到一定的代偿作用“3。

Cell P44c NAIP9 SIVIN2 H4F5e H4F5t SMN 1 NAIP P44t tel

图1 5q13区域基因结构模式图

SMA目前尚无肯定有效的治疗方法，患者生活质量明显下降，给社会和家庭带来沉重

负担，因此进行准确产前诊断尤其重要。目前产前诊断一般是通过采集孕早期或中期的
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羊水、绒毛、脐带血或富颈脱落滋养层细胞来进行。但这些方法存在母血污染的可能，

为排除母血污染，国内外采取了不同的方法，如羊水细胞培养、短串联重复(Short Tandem

Repeat，STR)位点单体型连锁分析等。羊水细胞培养耗时较长，且成功率不高。STR连锁

分析是一种传统的产前基因诊断方法，不仅可进行快速产前诊断，而且可有效地排除母血

污染，检测携带者。但STR位点在不同人种、不同地域之间存在差异。国内也有运用STR

连锁分析进行产前诊断排除母血污染的报道8、”，但所选STR位点携带的遗传信息量较少，

聚丙烯酰胺凝胶电泳时带型难以有效区分。因此优选多态信息量丰富、带型能有效区分

并适合于中国人群的STR位点对完善SMA产前基因诊断体系具有极其重要的意义。本研究

第一部分从GeneBank及文献报道中挑选出11个与SMN基因紧密连锁的STR位点，从中优选

出遗传信息量丰富的位点进行SMA家系连锁分析，并联合应用我们前期建立的PcR一限制

性酶切、变性高效液相色谱(Denaturing High Performance Liquid chromatogr8phy，

DHPLC)“““3及基因扫描等技术进行SMA产前基因诊断，使产前基因诊断体系进一步完善，

确保产前诊断的结果准确、可靠。

另一方面，绒毛取样，羊膜腔穿刺，胎儿脐带穿刺等手术操作有出血、流产、宫腔感

染等并发症，当产前诊断为患病胎儿后必须进行人工流产以阻止患儿的出生，这也将给

孕妇造成巨大的身心创伤。1990年，Handyside等应用植入前诊断(prei】Ilplantation

genetic diagnosiS，PGD)技术对胚胎进行性别诊断并选择性地植入女性胚胎，避免了

有高危X染色体连锁疾病的发生，开E rJYPGD应用于人类的先河。植入前诊断，即指对体外

受精(in vitro fertilization，IVF)发育至6～8细胞期的胚胎，在显微操作下活检l～2

个单卵裂球细胞或直接获取受精前后的极体，通过聚合酶链式反应(polymerase chain

reaction，PCR)或荧光原位杂交(FISH)分析，进行快速的遗传学诊断，选择正常的胚胎植

入子宫内，从而获得健康的胎儿。它既可为遗传病高危妇女提供尽可能大的选择范围，又

可为实行IVF的夫妇提高受孕率，把遗传性疾病控制在胚胎发育的最早阶段，减少了病人

的痛苦，且在伦理上也比较容易接受。但由于受检标本仅为1～2个细胞，其DNA量极少，

因此必须建立成熟的单缅胞扩增方法，以确保植入前诊断的成功。目前国内尚未见单细

胞扩增技术在SMA基因诊断中应用的报道。本研究第二部分采用巢式PCR、引物延伸预扩

增及荧光PCR等技术进行SMA单细胞扩增研究，并将巢式PCR、引物延伸预扩增应用到Sm

的基因诊断中，为SMA植入前诊断建立可靠的技术平台。
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第一部分 脊髓性肌萎缩症STR位点的优选及

其在产前基因诊断中的应用研究

脊髓性肌萎缩症(Spinal Muscular Atrophy，SMA)是一种发病率较高的常染色体隐性

遗传病。目前尚无肯定有效的治疗方法，因此进行准确的产前基因诊断防止患儿出生对提

高人口素质具有重要意义。目前SMA产前基因诊断大多是通过采集羊水来进行，在操作过

程中存在母血污染的可能。STR连锁分析是一种传统的产前基因诊断方法，不仅可进行快

速产前诊断，还可判断有无母血污染存在，检测携带者。自1994年以来，文献报道共有10

余种STR位点被应用于SMA产前诊断中“2’”’，但STR位点在不同人种、不同地域之间差异较

大，上述这些位点不一定都适合我国人群。目前国内现有的报道中所选用的STR位点携带

的遗传信息量较少，且聚丙烯酰胺凝胶电泳时带型难以有效区分。本研究从儿个与SMN基

因紧密连锁的STR位点中优选出遗传信息量丰富的位点进行sMA家系连锁分析，并联合应用

我们前期建立的PCR一限制性酶切、DHPLC及基因扫描等技术进行SMA产前基因诊断，确保

结果准确、可靠。

材料与方法

一、研究对象

1、100名正常人均为福建医科大学2004级体检的研究生，分别来自福建，山西，山东，

湖北，湖南等省，以福建为主。

2、6个SMA家系均来自我院神经内科门诊，6例先证者中，男5例，女1例，起病年龄1～

12个月，其中I型2例，II型4例，完全符合1992年sMA国际协作会议制定的临床诊断及分型

标准“”，且均经PCR一限制性酶切及DHPLC确诊为SMNI基因缺失的患者。6名胎儿也均经PCR一

限制性酶切及DHPLC证实为无SMNl基因缺失，为迸一步明确是否为基因携带者并排除母血

污染而进行STR连锁分析。

二、主要实验材料、试剂及仪器

(一)主要实验材料和试剂

1、丙烯酰胺及甲叉双丙烯酰胺(上海博亚生物技术有限公司)

2、尿素(厦门泰京生物技术有限公司)

3、过硫酸铵粉剂(上海博亚生物技术有限公司)

4、TEMED(N，N，N，N’一四甲基乙二胺)(上海博亚生物技术有限公司)
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5、Taq酶及lOx缓冲液(上海博亚生物技术有限公司)

6、IOmMdNTP(上海博亚生物技术有限公司)

7、PGEM-3Zf(+)DNA／HaelII Marker(上海博亚生物技术有限公司)

8、GFX“基因组DNA抽提试剂盒(Amersham Biosciences公司)

9、POP一4“310基因分析仪分离胶(美国Applied Biosystems公司)

10、GeneScan”500荧光标记分子量内标及去离子甲酰胺(美国ABI公司)

11、硝酸银粉剂(广东汕头市西陇化工厂)

(二)主要仪器

l、9700型PCR仪(美国Applied Biosystems公司)

2、310型基因分析仪(美国Applied Biosystems公司)

3、DYC一2813型电泳槽(北京市六一仪器厂)

4、DYY一8B型稳压稳流电泳仪(北京市六一仪器厂)

5、HH一2型数显恒温水浴锅(江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司)

6、Ts—I型脱色摇床：(江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司)

三、实验方法

(～)基因组DNA的抽提：取2～4mL：Rb周血，用GFX“DNA抽提试剂盒抽提基因组DNA，按

试剂盒说明操作。羊水DNA抽提：在妇产科医师协助下收集SMA携带者孕4～5个月羊水30～

50mL，注意不要混有孕妇血液或组织，2000rpm离，610分钟收集沉淀组织，GFX“DNA抽提试剂

盒抽提基因组DNA。

(二)STR单体型连锁分析

1、PCR扩增：在5q11．2-13．3区域挑选与SMN基因紧密连锁的11个STR位点进行PCR扩增，

部分引物参照美国国家医学图书馆数据库(b!12；丛望燮：21bi：!!翌：!i!：艘!』)，部分引物自行设计。蝴25uL，IOxPCR缓冲液2．5uL，lOmmol／LdNTP mix 0．5uL，25umol几上

下游引物0．5uL，TaqDNA聚合酶1．25单位，双蒸水2lul，DNA丰莫板IOOng，反应条件为：

94℃预变性2min，94℃变性30s，退火30s，72"C延{申45s，30个循环，最后72℃延伸5min。

引物序列及退火温度见表1。
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表1 1I"i"STR位点引物序列及退火温度

2、变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染

(1)配带1J40％丙烯酰胺母液及固定液、显色液、染色液

①分别称取丙烯酰胺389和甲叉双丙烯酰胺29混合，加双蒸水定容至lOOml，即为

40％丙烯酰胺母液。

②固定液：无水乙醇105m1+冰醋酸5ml，定容至1000ml。

③染色液：硝酸银29，加双蒸水定容至1000ml，置棕色广口瓶中避光保存。

④显色液：称取氢氧化钠159，双蒸水800ml彻底溶解，加入10．8ml甲醛溶液后，再

定容至1000ml。

(2)组装28B型电泳槽，插好梳子。

(3)配制变性聚丙烯酰胺凝胶混合液：根据模具的容积，配制一块胶约需40ml混合液。

分别取40％丙烯酰胺母液8ml、5xTBE 4ml及尿素209，加双蒸水定容至40ml，混匀，加入

10％过硫酸铵400ul及TEMED 8ul，即配制成8％的变性聚丙烯酰凝胶混合液。

(4)倒胶，室温下放置卜2个小时使之聚合。

(5)预电泳：电泳缓冲液为0．5xTBE，温度55。C，电压500V，预电泳半小时。预电泳前

先冲洗加样孔。
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(6)上样电泳。

①变性上样液：取PCR产物5ul+加样缓冲液(甲苯青FF 0．00839，溴酚蓝

0．00839．0．5mol／1EDTA PH8．0 100ul加去离子甲酰胺至10m1)3ul，959C变性5分钟，

冰浴聚冷，短暂离心。

②冲洗加样孔：取50ml注射器，吸取电泳缓冲液后针头垂直深入加样孔底逐个冲洗。

③上样电泳：500V恒压，55。C恒温电泳。电泳时间根据片段大小而定。

(7)聚丙烯酰胺凝胶银染显色：

①固定：停止电泳，取出电泳槽中的玻璃模具，小心撬起长玻板，把胶倒入盛有固定

液的瓷盘中，置摇床上摇晃15分钟。

②染色：弃固定液，用双蒸水漂洗凝胶2次，倒入染色液，继续摇晃15分钟。

③显色：用双蒸水漂洗凝胶2次，每次不要超过10秒，加显色液，摇至条带显出停止。

④终止：弃显色液，漂洗凝胶2-3次，倒入固定液终止反应，约需15分钟。弃固定液，

继续漂洗凝胶2—3次。

⑤将凝胶移至滤纸上，拍照保存。

3、基因扫描分析

(1)PCR扩增：针对优选出的3个STR位点(D5S435、D5F149、D5S351)重新设计5’端

标记荧光染料FAM的引物，PCR扩增体系为25u L，10xPCR缓冲液2．5uL，10唧ol／LdNTP mix

0．5uL，25umol／L上下游引物0．5uL，TaqDNA聚合酶1．25单位，双蒸水21ul，DNA模板lOOng。

反应条件为：94。C预变性2min，94。C变性30s，退火30s，72℃延伸45s，30个循环，最后72

℃延{申5min。引物序列及退火温度如表2。

表2 3个STR位点荧光引物序列及退火温度

(2)310基因分析仪检测：取PCR产物luL、去离子甲酰胺lOuL、荧光内标

(GeneScan"'-500)0，8uL混匀，95 oc变。陛5min，迅速冰浴5min后上样于310基因分析仪进

行电泳，电压15KV，胶温度60℃，电泳28分钟，用仪器自带的Data Collection software

version 3．O进行数据收集，结果用GeneScan analysis sofoware 3．7分析。
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结 果

一、STR位点在正常中国人群中的等位频率分析及优选

l、STR位点PER扩增及变性聚丙烯酰胺凝胶电泳初步分析

我们利用小样本(30名正常人)对11个STR位点进行PCR扩增，PCR产物经1％琼脂

糖凝胶电泳检测为‘条带，特异性好(图2)，PCR产物经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

后，发现3个位点(D5S464、D5F153、D5S125)出现两条以上的带型(图3)，考虑为此3

个位点在基因组中存在同源性序列错配所致，无法进行等位频率分析，也不适宜进行SMA

的连锁分析，遂首先将此3个位点剔除。

图2 1 1个STR位点琼脂糖电泳检测照片

1，2，3，4，5，6，7，8，9，10，11分别代表D5S435，D5F153，D5F151，D5S637，D5S1413．D5S125

1)5S464，D5S1556，I)5F149，1)5S351，YhPlB一5’；M为92000 Marker

O
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D5F153
D5S464

图3 D5S464、D5F153、D5S125位点变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测照片

Marker为pGEM一3Zf(+)DNA／HaeIlI

2、8个STR位点在正常中国人群中的等位频率分析

我们对其余的8个位点进行正常人的多态频率检测，总结出这8个STR位点在中国人群

巾的等位片段频率分布特征(表3)。D5S435位点有7种等位片段，预期杂合率为0．844，实

际观察值为0．80，多态性信息量(PIC)为0．838；D5F149位点有14种等位片段，预期杂

合率为0．875，实际观察值为O．86，多态性信息量(PIC)为0．873；B5S351位点有13种等位

片段，预期杂合率为0．888，实际观察值为0．57，多态性信息量(PIC)为0．886，其余位点

详见表4、5。

该结果表明8个STR在中国人中具有长度多态性，其中D5S435、D5F149、I)5S351三个

位点较其它位点多态性信息含量更丰富，杂合率更高。图4是8个STR位点的变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳结果照片。从图中同样可以看出D5S435、D5F149、D5S351三个STR位点较

其它位点多态性信息量更丰富，杂合率更高，且在胶上带型容易区分。
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DSSl413 MAPIB一5

图4 8个STR位点的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳榆测照片

Marker为pGEM一3Zf(+)DNA／ltael]I

12
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3、STR位点的优选及大样本分析

根据各个位点的PIC值、杂合率及等位基因的数量，优选出3个PIC值、杂合率高及等

位基因数量多的STR位点(D5S435、D5F149、D5S351)，并将样本数扩大到100个正常人(包

括前期的30份样本)，观察这3个位点的等位片段频率分布的变化。从表6中可以看出3个STR

位点等位片段分别增加1、5、5个，PIC值及杂合率均有上升，充分说明了这3个位点的多

态信息量丰富。在正常中国人群中D5S435位点以157bp片段多见，其它片段散在分布，

D5F149位点多态性片段主要集中于219bp～235bp之间，其他片段出现频率较低，而D5S351

位点以164、168bp、178bp～186bp片段出现的频率较高(图5、6、7)

——

I
一

．_． I l
图5 D5S435在正常中国人群中的等位片段频度分布图
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图7 D5S351在正常中国人群中的等位片段频度分布图
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二、STR单体型连锁分析在SMA家系产前诊断巾的应用

1、应用PCR—PAGE对SMA家系的单体型连锁分析。

我们应用3个STR位点对6个SMA家系成员进行单体型分析，均能得出每个家系成员的单

体型。所有胎儿单体型均与先证者不完全相同，表明无SMNl基闪缺失，结果与PCR限制性

酶切及DHPLC‘致。图8为家系一的3个SIR位点变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及单体型分析结

果。在该家系中，STR多态均呈孟德尔遗传学分离，结合D5S435、D5F149、D5S351三个位

点进行连锁分析，刈‘以判断胎儿为携带者，且胎儿的单体型与母亲的单体型不一致，因此uJ

以排除母血污染。用同样的方法我们在其余家系5名胎儿中发现3名携带者和2名正常人，且

未发现母血污染。

图8 SMA家系3个STR变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及连锁分析结果
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2、应用基因扫描对SMA家系进行单体型连锁分析

3个STR位点基因扫描均能对SMA家系作出明确的单体型分析，且结果与PCR—PAGE结果

一致，如图9中A为D5S435位点家系一连锁分析图，父亲为153bp纯合子，母亲为145bp，157bp

杂合子，而患者也为杂合子，一条来自父亲的153bp片段，一条来自母亲的157bp片段，胎

儿为杂合子，145bp片段来自母亲，153bp片段来自父亲，因只有一条153bp片段的致病染

色体，所以为携带者。胎儿的片段中不包括母亲的157bp片段，因此可以排除母血污染。

DSFl49、D5S351同样可以判断胎儿为携带者，排除母血污染。

A B

图9 SMA家系3个STR位点基因扫描图

A、B、c／+别代表D5S435、D5F149、D5S351一---个位点

C
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