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Ｘ连锁肾上腺脑白质营养不良分子诊断中排除假基因干扰的一个新方法
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［摘要］　目的：探讨Ｘ连锁肾上腺脑白质营养不良分子诊断中排除假基因干扰的新方法。方法：应用长链ＲＴＰＣＲ技术扩

增３个Ｘ连锁肾上腺脑白质营养不良患者的ＡＢＣＤ１基因编码区全长，再分４个片段进行二次ＰＣＲ，并对ＰＣＲ产物直接测序；

应用巢式ＰＣＲ对ＡＢＣＤ１基因相应区域进行扩增，其中第一轮ＰＣＲ产物覆盖ＡＢＣＤ１基因从外显子６至３′非编码区的一个大

片段，并对ＰＣＲ产物进行测序，分析患者的基因组ＤＮＡ，进一步确证其ＡＢＣＤ１基因突变。结果：在３个ＸＡＬＤ患者的ＡＢ

ＣＤ１基因上，存在３个不同的碱基改变（２２３５Ｃ＞Ｔ，２０６５Ｃ＞Ｔ和２１９０Ａ＞Ｔ），分别造成２个错义突变（Ｒ６１７Ｃ和Ｐ５６０Ｌ）和１

个无义突变（Ｋ６０２Ｘ）。结论：应用巢式ＰＣＲ能快速、有效地排除ＸＡＬＤ分子诊断中ＡＢＣＤ１假基因的干扰。

［关键词］　Ｘ连锁肾上腺脑白质营养不良；ＡＢＣＤ１基因；基因突变；假基因；分子诊断
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（２）：２１７２１９］

　　Ｘ连锁肾上腺脑白质营养不良（Ｘｌｉｎｋｅｄａｄｒｅｎｏｌｅｕ
ｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＸＡＬＤ）是一种严重的致死性遗传病，主要侵犯
脑白质、肾上腺等器官，临床上主要表现为听力、视力、智力
及运动障碍等中枢神经系统病变的症状以及肾上腺皮质功

能减退的症状。其疾病基因———ＡＢＣＤ１基因定位于染色体

Ｘｑ２８，编码１个含７４５个氨基酸残基的蛋白质，称为 ＡＢＣＤ１
蛋白。基于基因突变分析的分子诊断是ＸＡＬＤ最为有效而
准确的诊断方法，然而在人体基因组ＤＮＡ中尚存在多个拷

贝的ＡＢＣＤ１假基因［１］，因此要准确检测 ＡＢＣＤ１基因突变，
需排除假基因的干扰。本研究以３个ＸＡＬＤ家系的突变分
析为例，探讨ＸＡＬＤ分子诊断中排除假基因干扰的一个新
方法。

１　资料和方法

１．１　临床资料　先证者１，男，７岁，以“双眼视力进行性下
降４个月”为主诉就诊于福建省直机关医院，颅脑 ＭＲＩ检查
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示：双侧颞、枕、顶叶及桥脑、右侧桥臂异常信号灶，考虑肾上

腺脑白质营养不良。

　　先证者２，男，８岁，以“视力下降６个月”为主诉就诊于北

京协和医院，颅脑 ＭＲＩ检查示：双侧枕顶叶白质区对称性低

Ｔ１、高Ｔ２信号，呈脱髓鞘改变，提示肾上腺脑白质营养不良。

　　先证者３，男，１３岁，以“听力、学习成绩下降６个月”为主

诉就诊于安徽医科大学附属第一医院，颅脑 ＭＲＩ检查示：双

侧枕顶叶，胼胝体，两侧丘脑、桥脑长Ｔ１长Ｔ２异常信号灶，

考虑肾上腺脑白质营养不良。

　　以上所有患儿的血浆极长链饱和脂肪酸（ｖｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＶＬＣＦＡ）水平均升高（由武汉同济医院儿科代谢

室检测），他们的父母均体健，否认近亲婚配史。

１．２　ＲＴＰＣＲ途径　以外周血总 ＲＮＡ为模板，对 ＡＢＣＤ１
基因编码区的全长进行长链ＲＴＰＣＲ［２］，继而分４段（ＰⅠ、

ＰⅡ、ＰⅢ、ＰⅣ）进行二次ＰＣＲ［３］，其中每个片段的３′端和

下一片段的５′端部分重叠。在二次ＰＣＲ总反应体积５０μｌ
中含：长链 ＲＴＰＣＲ产物１μｌ、引物各３０ｐｍｏｌ、ｄＮＴＰ０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶５Ｕ。ＰⅠ按下列条件扩增：９４℃

预变性４ｍｉｎ后，９４℃６０ｓ；５６℃６０ｓ；７２℃６０ｓ；共３０个循

环。最后一个循环结束后继续在７２℃延伸９ｍｉｎ。ＰⅡ、Ｐ

Ⅲ、ＰⅣ退火温度分别为５８℃、５５℃、５５℃，其他扩增条件同

ＰⅠ。ＰＣＲ产物纯化后，以相应引物委托上海生工生物工程

技术服务有限公司进行ＤＮＡ序列测定。

１．３　基因组ＤＮＡ途径

１．３．１　引物设计　ＡＢＣＤ１假基因分别位于常染色体２ｐ１１、

１０ｐ１１、１６ｐ１１和２２ｑ１１区域，和ＡＢＣＤ１基因的第７外显子到

第１０外显子区域存在９２％～９６％的序列相似性［４］。为了彻

底解决ＡＢＣＤ１假基因的干扰问题，本研究设计一对巢式

ＰＣＲ的外侧 ＰＣＲ引物，上游引物（Ｐ１８７６Ｆ）：５′ＴＧＧＡＧＧ

ＡＡＧ ＧＣＡ ＴＧＣ ＡＴＣ ＴＧＣ ＴＣＡ ＴＣＡ３′，下 游 引 物

（Ｐ２６９２Ｒ）：５′ＧＧＴＧＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＣＴＣＣＴＴＣＡＴ

ＧＴＧ３′，预期扩增长度为３７１１ｂｐ，扩增上至第６外显子，下

至３′非编码区的一个大片段，如此只扩增 Ｘ染色体上的基

因，彻底避免了假基因扩增的干扰。再根据突变所在位置参

考文献［５］设计４对内侧引物，分别扩增外显子７、８、９和１０
（表１），并委托上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

表１　ＰＣＲ引物、产物长度及退火温度

Ｔａｂ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ，ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈａｎｄａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｎａｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔ／℃ Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

Ｅｘｏｎ７ Ｅ７Ｆ ＴＧＧＡＴＧＣＧＴＧＴＧＡＧＣＧＴＧＧ ５５ ３５８
Ｅ７Ｒ ＧＣＡＣＣＴＧＧＣＡＣＴＴＴＡＧＡＣＴＣ

Ｅｘｏｎ８ Ｅ８Ｆ ＣＧＧＧＴＣＴＧＧＧＴＧＣＴＧＧＴＧＧ ５５ ２０１
Ｅ８Ｒ ＧＣＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＣＴＧＣＴＡＣＴ

Ｅｘｏｎ９ Ｅ９Ｆ ＴＧＧＡＧＧＧＴＧＣＡＣＡＧＡＣＴＣＴＣ ５９ ２６５
Ｅ９Ｒ ＧＣＴＧＡＴＧＡＣＡＧＣＣＧＣＣＴＧＣ

Ｅｘｏｎ１０ Ｅ１０Ｆ ＧＴＧＣＣＧＴＧＣＣＣＣＴＧＡＣＣ ５９ ３４９
Ｅ１０Ｒ ＴＧＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＣＴＣＣＴＴ

１．３．２　巢式ＰＣＲ　应用碘化钾法提取３个ＸＡＬＤ家系相

应成员的外周血基因组ＤＮＡ，合成外侧ＰＣＲ引物，扩增ＡＢ

ＣＤ１基因片段（从外显子６至３′非编码区）。ＰＣＲ总反应体

积２５μｌ中，含基因组 ＤＮＡ１００ｎｇ，引物各１５ｐｍｏｌ、４种

ｄＮＴＰ各０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶５Ｕ （ＴａＫａＲａ
公司）。９４℃预变性４ｍｉｎ后，按下列参数：９４℃３０ｓ，７０℃

４．５ｍｉｎ，共３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１０

ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳后，在ＦｌｕｏｒＳ成像系统上成像。继而

以第一轮ＰＣＲ产物为模板，根据突变所在的外显子位置，采

用相应的内侧引物，进行２次ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ总反应体积５０

μｌ中，含第一轮ＰＣＲ产物１μｌ，引物各３０ｐｍｏｌ，４种ｄＮＴＰ
各０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶５Ｕ（ＴａＫａＲａ公司）。

９４℃预变性４ｍｉｎ后，按下列参数：９４℃３０ｓ，５５～５９℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物纯

化后，以相应引物委托上海生工生物工程技术服务有限公司

进行ＤＮＡ序列测定。

２　结　果

２．１　ＡＢＣＤ１基因突变的检出　分别对先证者及其母亲和

无关对照的ｃＤＮＡ的ＰＣＲ产物进行正反向测序（共测序３

次）。结果显示：先证者１的 ＡＢＣＤ１基因第６１７位（位于外

显子８）发生了ＣＧＣ→ＴＧＣ改变，使原来编码的精氨酸被半

胱氨酸取代（Ｒ６１７Ｃ）；先证者２的ＡＢＣＤ１基因第５６０位密码

子（位于外显子７）发生了ＣＣＧ→ＣＴＧ改变，使原来编码的脯

氨酸被亮氨酸取代（Ｐ５６０Ｌ）；先证者３的 ＡＢＣＤ１基因第６０２
位密码子（位于外显子８）发生了 ＡＡＧ→ＴＡＧ改变，使原来

编码的赖氨酸被终止密码子取代（Ｋ６０２Ｘ），先证者１、２和３
母亲ＡＢＣＤ１基因上一个等位基因上也存在相同的突变。所

有无关对照的ＡＢＣＤ１基因编码序列与ＧｅｎＢａｎｋ登录的参考

序列完全一致。

２．２　突变的验证　基因组ＤＮＡ的第一轮ＰＣＲ产物及第二

轮ＰＣＲ产物（外显子７～１０）经１０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳鉴

定，扩增产物长度与预期大小相符（图１）。３位先证者的基

因组ＤＮＡ经第二轮巢式ＰＣＲ扩增、产物纯化、ＤＮＡ序列测

定后，结果分别证实Ｒ６１７Ｃ、Ｐ５６０Ｌ和 Ｋ６０２Ｘ突变位点的存

在（图２），先证者１、２和３的母亲分别为 Ｒ６１７Ｃ、Ｐ５６０Ｌ、和

Ｋ６０２Ｘ突变的携带者。

３　讨　论

　　ＸＡＬＤ是最常见的过氧化物酶体病，呈进行性发展，发
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病后的临床症状较为严重，根据临床表现，Ｍｏｓｅｒ等［５］将其

分为９型：ＭＲＩ正常的无症状型、ＭＲＩ异常的无症状型、ＭＲＩ
正常的单纯Ａｄｄｉｓｏｎ病型、ＭＲＩ异常的单纯 Ａｄｄｉｓｏｎ病型、

轻度大脑型、重度大脑型、单纯肾上腺脊髓神经病型、大脑型

合并肾上腺脊髓神经病型、小脑型，其中大脑型占４７％～

４８％，本研究中３个家系的先证者均符合重度大脑型的临床

诊断。从基因结构上看，这３位先证者的突变分别位于 ＡＢ

ＣＤ１基因的第８外显子、第７外显子和第８外显子，均位于

ＡＢＣＤ１基因３′端，从ＡＢＣＤ１蛋白结构上看，３个突变均位于

ＡＴＰ结合区功能结构域。

图１　基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
１，７：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：ＦｉｒｓｔｒｏｕｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；

３６：ＳｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｅｘｏｎ７１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　先证者ＡＢＣＤ１基因部分测序图

Ｆｉｇ２　Ｐａｒｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍａｐｉｎｐｒｏｐｏｓｉｔｕｓ’ＡＢＣＤ１ｇｅｎｅ
ＡＣ：Ｐｒｏｐｏｓｉｔｕｓ１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　ＡＢＣＤ１基因全长约２１ｋｂ，由１０个外显子和９个内含子

组成，Ｋｏｋ等［６］发现体内存在和 ＡＢＣＤ１基因３′端相似的序

列，使用ＰＣＲ技术分析这些区域的突变时，往往会被干扰，因

此提出了ＡＢＣＤ１假基因这个问题。研究证实 ＡＢＣＤ１假基

因分别位于常染色体２ｐ１１、１０ｐ１１、１６ｐ１１和２２ｑ１１区域，和

ＡＢＣＤ１基因的第７外显子到第１０外显子区域存在９２％～
９６％的序列相似性。因此，Ｌａｃｈｔｅｒｍａｃｈｅｒ等［１］认为，应用基

因组ＤＮＡ进行突变分析时，应选择适当的检测方法，防止假

基因干扰ＡＢＣＤ１基因３′端的突变检测。

　　假基因（ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ）是基因组上与编码基因序列非常相

似的非功能性基因组ＤＮＡ拷贝，一般情况下，由于假基因缺

少有功能的启动子和其他调控元件，大部分不能被转录，且

没有明确生理意义［７］。因此本研究先从转录水平即 ｍＲＮＡ
水平对ＡＢＣＤ１基因进行突变分析，能有效检测出ＡＢＣＤ１基

因突变位点，然而要从基因组ＤＮＡ途径来验证这些突变位

点，需注意排除 ＡＢＣＤ１假基因的干扰。本研究小组曾经应

用ＡＲＭＳ法成功地排除了２个ＸＡＬＤ家系分子诊断中假基

因的干扰［８９］，该方法快速、简便，但对同一种突变需要设计

多对ＡＲＭＳ引物，且对同一外显子的不同突变亦需要设计不

同的引物进行检测，方能作出准确诊断。

　　为了彻底解决 ＡＢＣＤ１假基因的干扰问题，我们设计了

一对巢式ＰＣＲ外侧引物，扩增上至第６外显子，下至３′非编

码区的大片段，确保只扩增Ｘ染色体上的基因，避免假基因

扩增的干扰。根据突变所在的外显子位置，设计相应针对外

显子７～１０的内侧引物，以第一轮ＰＣＲ产物为模板进行第二

轮ＰＣＲ，再进行ＲＦＬＰ或ＰＣＲ产物直接测序，能快速、有效

地验证ＲＴＰＣＲ途径检测出的突变位点。
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