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外显子组测序在抗肌萎缩蛋白基因检测到一个新的剪接供体位点突变

丘丽萍△，林炎鸿△，郑德柱，曾　健，严爱贞，兰风华

第二军医大学福州临床医学院（南京军区福州总医院）遗传病分子诊断中心，福州３５００２５

　　［摘要］　目的　应用外显子组捕获和第２代测序技术检测抗肌萎缩蛋白基因（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ）中的微小突变。方法　通过
外显子组捕获和第２代测序技术对１例具有典型杜氏肌营养不良症（ＤＭＤ）临床表现但没有外显子缺失或重复的患者进行

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因突变检测，并用Ｓａｎｇｅｒ测序证实检测结果。以生物信息学预测基因突变所致该基因编码情况的改变。以患者

母亲和１００名体检正常者作为对照。结果　在患者ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因内含子５０的第１个碱基检测到１个碱基改变：Ｇ＞Ｃ，其
母亲在相同的位置发生了杂合改变。生物信息学预测此改变将使内含子５０原有的５′剪接位点消失，导致其相应肽链Ｃ端氨

基酸序列改变、终止密码提前出现。Ｓａｎｇｅｒ测序进一步证实了该突变的存在，且在正常对照未检测到该突变。这是在

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因上新发现的致病性剪接供体位点突变。结论　外显子组测序技术可有效检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因微小突变，其
应用可进一步完善ＤＭＤ分子诊断体系。

　　［关键词］　杜氏肌营养不良；抗肌萎缩蛋白基因；外显子组测序；生物信息学
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　　杜氏肌营养不良症（Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｙ，ＤＭＤ；ＭＩＭ３００３７７）是最常见的 Ｘ连锁隐性

致死性神经肌肉遗传疾病，其发病机制主要为抗肌

萎缩蛋白基因（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ）的突变导致编码产物发
生结构和功能的改变［１］。ＤＭＤ主要累及男性，在新
生男婴中的发病率为１／３５００，患者一般在３岁时出

现步行障碍，进行性腓肠肌无力伴假性肥大，血清肌

酸激酶水平明显高于正常值，多在２０岁左右死
亡［１］。Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因定位在人染色体 Ｘｐ２１．２
上，长 ２．４ Ｍｂ，至 少 含 有 ７９ 个 外 显 子

（ＮＧ＿０１２２３２．１ＧＩ：２５６３５５０６１），是目前已知最大的

人类基因。Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因（ＧｅｎｅＩＤ：１７５６）包含



·４９４　　 · 第二军医大学学报　２０１３年５月，第３４卷

有８个独立的组织特异性启动子和２个多聚腺嘌呤

位点。约７５％的ＤＭＤ患者存在一个或多个外显子

大片段缺失或重复，剩余患者被认为存在微小突变，

如小的插入／缺失和点突变等［２］。我们利用外显子

组捕获和第２代测序技术在１例具有典型ＤＭＤ临

床表现、但未检测到外显子缺失或重复的患者中发

现１个剪接供体位点突变，现报告如下。

１　对象和方法

１．１　对象　患者为男性，年龄９岁，７岁时出现步行

障碍，进行性腓肠肌无力伴假性肥大，血清肌酸激酶

明显升高（６２９２Ｕ／Ｌ），肌电图检查示肌源性损伤，

病理活检镜下可观察到萎缩肌纤维周围被脂肪和结

缔组织填充，初步诊断为ＤＭＤ。患者父母体健，非

近亲婚配。正常对照１００名，均来自我院体检中心

体检正常者，男女各５０名。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取　患者及其父母、正常健

康成人的外周抗凝血按试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）

说明提取基因组ＤＮＡ，以 ＡＥ液溶解。ＤＮＡ纯度

和浓度均在核酸定量仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ公司）上

检测。

１．３　多重连接依赖性探针扩增（ＭＬＰＡ）技术检测

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子缺失或重复　采用 ＭＬＰＡ
技术［３］进行ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子缺失或重复检

测。根据试剂盒（ＳＡＬＳＡ ＭＬＰＡＫｉｔＰ０３４／０３５，荷

兰 ＭＲＣＨｏｌｌａｎｄ公司产品）说明进行变性、杂交、连

接和ＰＣＲ反应。ＰＣＲ产物在３１００Ａｖａｎｔ型遗传分

析仪（美国ＡＢＩ公司）上进行毛细管电泳，所得数据

应用ＧｅｎｅＳｃａｎ软件进行处理，用 ＣｏｆｆａｌｙｓｅｒＶ９．４
软件进行结果分析，并与正常人的处理数据相比较。

１．４　 外 显 子 组 捕 获 及 第 ２ 代 ＤＮＡ 序 列 分

析　ＤＮＡ样本送中山生物工程有限公司，应用Ｓｕｒｅ

ＳｅｌｅｃｔＨｕｍａｎＡｌｌＥｘｏｎ试剂盒（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司，

Ｇ３３６２ＢＸＴ）制备外显子组文库，使用ＧｅｎｏｍｅＡｎａ

ｌｙｚｅｒⅡｘ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）测序系统对外显子组区域进行

高通量测序。整个样品制备过程包括杂交文库制

备、杂交洗脱以及杂交后测序文库制备，通过 Ｇｅ

ｎｏｍｅＡｎａｌｙｚｅｒⅡｘ测序系统获得外显子序列信息。

使用ＳＡＭｔｏｏｌｓ０．１．１６软件［４］分别检测点突变（包

括单核苷酸变异和插入缺失），并用该软件自带脚本

进行简单过滤。应用现有的ＮＣＢＩ中单核苷酸多态

性（ＳＮＰ）数据库（ｂｕｉｌｄ１３５）和千人基因组计划数据

库的资源，排除与母亲样品中不同的突变和健康人

群中频率大于１％的突变（下载自ＵＣＳＣ的Ｃｏｍｍｏｎ

ＳＮＰｓ，ｈｔｔｐ：／／ｈｇｄｏｗｎｌｏａｄ．ｓｏｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｇｏｌｄｅｎ

Ｐａｔｈ／ｈｇ１９／ｓｎｐ１３５Ｍａｓｋ／），剩下的突变作为候选致

病突变。

１．５　Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的生物信息学分析　利用

ＮＣＢＩ最新的ＳＮＰ数据库（ｂｕｉｌｄ１３５）和专门收录

ＤＭＤ突变的数据库（ＵＭＤＤＭＤＦｒａｎｃｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｄａｔａｂａｓｅ；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｍｄ．ｂｅ／ＤＭＤ／Ｗ ＿ＤＭＤ／

ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）对ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的ＳＮＰ和结构变异

等筛选，再使用在线工具（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／

ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｓｐｌｉｃｅ．ｈｔｍｌ）［５］对突变后的序列预测其剪

切供体位点及可能的一些功能改变。

１．６　突变位点的验证　采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计

ＰＣＲ引物，其扩增片段横跨患者突变所在位点，上游

引物序列为：５′ＴＴＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＡＧＧＡＡＧ３′，

下游引物序列为：５′ＡＡＴＡＡＣＣＴＡＡＴＧＧＧＣＡ

ＧＡ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０

ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３５个循环；７２℃再延伸７

ｍｉｎ。以正常人、患者及其母亲基因组ＤＮＡ为模板

扩增后，纯化产物直接送深圳华大基因研究院进行

Ｓａｎｇｅｒ测序分析。

２　结　果

２．１　Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因缺失或重复的检测　对于

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因而言，患者存在１个拷贝，母亲存在

２个拷贝，正常男性对照存在１个拷贝。ＭＬＰＡ分

析结果显示：患者唯一的ＤＭＤ等位基因未检测到

缺失或重复；其母亲ＤＭＤ等位基因也未检测到缺失

或重复（结果略）。

２．２　外显子组测序结果　利用第２代测序平台对

疑似患者及其母亲的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子进行微

小突变分析。外显子组测序采用双端（ｐａｉｒｅｄｅｎｄ，

ＰＥ）测序技术，每个测序读长为１１５ｂｐ，产生的原始

测序数据经过过滤，最终获得总计３１０５２４６６条双

端序列，并发现样品中位于捕获区域的碱基数目均

在２．６９Ｇ以上，捕获率均在５４％以上，测序覆盖度

为１０倍的区域占捕获区域总长度的比例可达９０％。

约有７００个核苷酸突变被发现，其中位于ｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｉｎ基因中的只有１个：ＩＶＳ５０＋１Ｇ＞Ｃ。测序数
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据在参考基因组上的比对结果显示：患者共有６８条

高质量测定的序列（ｒｅａｄｓ）覆盖了该位置，有力地证

明了该位置为突变型，其母亲在该位置则表现为杂

合状态。考虑到ＤＭＤ是Ｘ连锁隐性遗传病，且患

者多为男性，可以认定患者从其母代中继承了该致

病突变［６］。

２．３　突变位点的验证　患者、患者母亲及正常人突

变区３次双向Ｓａｎｇｅｒ测序结果一致。患者在关键

的５′剪切位点上呈碱基Ｃ纯合状态，患者母亲呈Ｃ／

Ｇ杂合状态，正常对照则为正常碱基 Ｇ。部分测序

结果见图１。另外，为了排除该突变位点是多态性位

点的可能性，对１００名正常人进行该突变位点的测

序分析，结果未检测到该位点纯合或杂合突变（结果

略）。

２．４　生物信息学分析　以ＤＭＤ２０９转录本为例，

通过软件预测发现ＤＭＤ２０９的内含子４７（ｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｉｎ基因ＮＧ＿０１２２３２．１ＧＩ：２５６３５５０６１，包含８５个

外显子，此处内含子４７即为内含子５０）原有的５′剪

切位点消失。这可能会导致３种结果：内含子保留

（ｉｎｔｒｏｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎ）、替代性的供体位点（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ

ｄｏｎｏｒｓｉｔｅ）或者外显子跳跃（ｅｘｏｎｓｋｉｐｐｉｎｇ）［７］。这

３种结果的可能性依次增加，外显子跳跃可能性最

大［８］。若为内含子保留，内含子４７不被剪切，从而

参与蛋白翻译，但蛋白翻译过程于原剪切供体位点

后３９ｂｐ处会遇上终止密码子，翻译过程提前终止；

若为替代性的供体位点，无论是使用预测得到的最

近的剪切供体位点（原剪切供体位点下游９５ｂｐ
处），还是信号最强的剪切供体位点（原剪切位点下

游１８６６ｂｐ），蛋白翻译过程均会在原剪切供体位点

后３９ｂｐ处遇上终止密码子，翻译过程提前终止；若

为外显子跳跃，内含子４６的５′剪切位点和内含子４７
的３′剪切位点组合进行剪切，４７号外显子被跳过

（因为４７号外显子原长１４８ｂｐ，非３倍数），导致后

续外显子编码框移位，在翻译完４６ｂｐ后也会遇上

终止密码子。生物信息学预测的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因转

录方式见图２。为验证生物信息学所预测的结果，我

们应用杂种小基因剪接试验（ｈｙｂｒｉｄｍｉｎｉｇｅｎｅｓｐｌｉ

ｃｉｎｇａｓｓａｙ）［９］，结果表明突变点所在的剪接位点确

实消失，并导致内含子保留和替代性供体位点的出

现（结果略）。

３　讨　论

　　研究表明在约２５％～３０％的ＤＭＤ患者中存在

ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的微小突变
［１，１０］。因此，如果患者

临床表现典型，但未能检出ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因外显子

的缺失或重复，应考虑存在ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因点突变

的可能。迄今为止，共有５００多种点突变被鉴定

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／ａｃ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ），其

中包括错义、无义、移码突变等，这些点突变的类型

和分布与ＤＭＤ的表型严重程度密切相关［１１１２］。

　　本研究中，在１例ＤＭＤ患者ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因

的剪接供体位点发生 Ｇ＞Ｃ突变，该突变造成原有

的５′剪接位点失效，从而导致相应蛋白质功能的改

变。查阅国内外文献及有关电子数据库，未见有关

于ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因ＩＶＳ５０＋１Ｇ＞Ｃ突变的报道。

这个点突变虽然不在ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因的编码区，但

为内含子的第１个碱基，即５′剪接供体位点，可直接

导致内含子的保留、替代性供体位点的使用及外显

子跳跃等情况的发生。

　　当前，受技术限制，仍有大约２０％的ＤＭＤ家系

无法检测，且ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因存在的高发新生突变

也是目前研究的一个难点［１３１４］。目前应用的基因突

变检查方法包括单链构象多态性分析（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄ

ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）［１５］、变性梯度凝

胶电泳 （ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

ＤＧＧＥ）［１６］、多重ＰＣＲ［１７］、Ｓａｎｇｅｒ测序［１８］、变性高效

液相色谱法 （ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）［１９］、ＭＬＰＡ［２０］和微阵列

比较基因组杂交（ａｒｒａｙｂａｓｅｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａｒｒａｙＣＧＨ）［２１］等。近年来，随着包括

内含子的全基因组被测通后，外显子组测序成为遗

传病分子诊断领域中迅速发展起来的一项高新技

术，这是对传统检测的一次革命性改变，具有广阔的

临床应用前景［２］。

　　本研究将外显子组测序分析、生物信息学分析

及杂种小基因剪接试验应用于患者ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因

微小突变的检测及鉴定，并发现了致病的新的剪接

供体位点突变。证明该方法可有效检测ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ
基因微小突变，能进一步完善ＤＭＤ分子诊断体系，

并可为ＤＭＤ家系提供更完整、可靠的遗传咨询。
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图１　突变位点双向测序结果
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图２　生物信息学预测的ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因转录方式
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