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摘要!目的 通过对抗肌萎缩蛋白!3"4$%5’6)7"基因 +,- 号外显子缺失后连接片段的克隆和测序分析#探讨 3"4$85’697 基

因缺失的发生机制$ 方法 先以外显子 :;< 反应检测证实 2 例杜氏肌营养不良症患者 +,- 号外显子缺失# 然后在 /%-
号内含子上用 :;< 步移方法寻找断裂位点#最后用靠近断裂位点处设计的引物#以 :;< 法直接扩增 3"4$8&’697 基因的

缺失连接片段并测序#测序结果和正常内含子序列作对比分析$ 结果 获得 /22+=>’=:;< 产物#本例基因缺失片段长约

?@=A11=>’$-B 端断裂点位于 / 号内含子短散在元件 CDE 序列内#+B=端断裂点在单一序列#附近有 FFFCCC 序列$断裂点

附 近 有 较 强 的 拓 扑 异 构 酶!酶 切 位 点$ 连 接 片 段 插 入 了 0G=>’ 序 列 并 在 断 裂 点 周 围 形 成 + 个 .+=>’ 的 短 序 列 重 复

!HH;FFCFCFFFCC"连接断裂点两端$ 结论 推测重复序列%断裂点附近较强的拓扑异构酶!酶切位点关联易引起基

因的断裂重组#加上非同源末端连接修复机制等综合因素可能是导致基因缺失的重要原因$
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抗肌萎缩蛋白!3"4$85k6)7"基因缺失突变是导致

假肥大型肌营养不良症的最常见基因突变类型#占所

有突变类型的 --u,G-v$3"4$85k6)7 基因缺失的机制

至今未完全阐明#为对 3"4$85k6)7 基因缺失机制作继

续探讨研究# 我们继在国内首次直接用 :;< 法完成

了 ?-,-? 号外显子长片段基因缺失连接片段的克隆

和测序后#再次用该方法成功克隆 +,- 号外显子缺失

的连接片段#其中 0 号内含子上发生断裂的序列分析

迄今国内外文献还未见有报道$

.==材料和方法

.m.==病例资料

男性杜氏肌营养不良症患者#+. 岁#有 ‘T‘ 家

族病史#经检测 +,- 号外显子缺失$
.m0==试剂

Fai=:dE4=‘RC 聚合酶%3RF: 购自上海生工生物

工程技术服务有限公司#扩增长片段的 XC=Fai=‘RC
聚 合 酶 购 自 大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司 # 西 班 牙

P)4ka7a[a8 公 司 Z)5lW4$=C[a854W 进 口 分 装 琼 脂 糖#
其他试剂为国产分析纯$
.m+==引物设计

本实验涉及 01 对外显子引物#其中 .K 对引物参

照 ;6ab>W8da)7 等 ’.(和 ZW[[4 等 ’0(的 文 献 设 计#另 0
对引物从 6$$kwrrlllm3b3m7d 上获取$

本实验涉及 .+ 对内含子引物# 其中在 0 号内含
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子分次间隔约 !" #$%和 ! #$%共设计 && 对引物! 在 ’
号内含子间隔约 !%#$%共设计 ( 对引物" 引物通过在

线 设 计 程 序 )**+,--./010234564*5718-9:4;$4< -+/467/!%
-+/467/!=33359:4 完成设计!每对引物均限定其 >?@
产物长度在 !"&AB""C$+ 范围" 为提高克隆基因缺失

连接片段的特异性!经上述引物完成对断裂点的定位

后在靠近 ( 个内含子断裂点处再设计 & 对配对引物

#D&EF$’GEHHHI?HHJHJHHJJIIHHIJIJJH?E!K%
D&E@’KE?IIH??IHIJH?IHIJJHIJHJHJ?HE!K%
以直接对连接片段进行长片段 >?@ 扩增& 以上所有

引物均由上海英骏生物技术有限公司合成&
&5B !A’ 号外显子缺失连接片段的克隆

常规酚 E 氯仿法抽提制备上述 DLD 患者的基

因组 DMH&
通过 &N 对外显子引物进行 >?@ 反应初步筛查!

确认患者 ! 号’B 号外显子缺失! 加用 ( 号’’ 号外显

子引物 >?@ 反应后证实为 !A’ 号外显子缺失" >?@
反应条件$OPQ!!(%64<(OB!!!!"%R!退火#具体温度依

据各引物 I6 值确定%!!"%R!S(!!!&%64<!!’ 循环(S(!
!!&"%64<&

用所设计的内含子引物定位断裂点的位置 若

相邻 ( 对内含子引物 & 对扩增出正常阳性结果而另

&对扩增为阴性结果! 即可判断内含子上断裂点的大

致位置& >?@ 反应条件同上&
以引物 D&EF’D&E@ 直接对连接片段进行长片段

>?@ 扩增 >?@ 反应条件$OP%T!(%64<(OB%U!!"%R!
’B%V!!"CR!S(CW!(C64<!!’ 循环(S(X!&"C64<&
&5’CC基因缺失连接片段的测序

将扩增成功的 >?@ 产物纯化后测序& 测序工作

由上海生工生物工程技术服务有限公司完成&
&5PCC连接片段和断裂点序列特点分析

将所测序列和正常内含子序列进行对比!分析 ’K
和 !KC端断裂点两侧各 &""C$+ 序列的分子结构特点&
内含子重复序列的分析采用 @7+7Y*LYR#7/ 程序#)**+,
--3335/7+7Y*C 6YR#7/50/:-9:4E$4<-Z[\@7+7Y*LYR#7/%!
基 质 附 着 区#6Y*/4]CY**Y9)67<*C/7:40<RC!LH@R%分 析

采 用 LH@EZ4^ 程 序#)**+,--3335.8*8/7R0.*50/:-LH@EQ
Z4^%&

(QQ结果

(5&QQ经以内含子引物进行 >?@ 反应检测

’G 端 断 裂 点 位 于 ( 号 内 含 子 距 离 第 一 个 碱 基

&’!Q#$ 左右的位点处!!GQ端断裂点位于 ’ 号内含子末

端邻近 P 号外显子处&对基因缺失连接片段的长片段

>?@ 反应扩增出长约 (Q#$ 的产物片段#图 &%&
(5(QQ>?@ 产物测序

经 )**+,--3335<9$45<_65<4)5:0‘-:7<067-R7a-bRQ
\_YR*5)*6_ 作 相 似 性 比 较 证 实 为 1cR*/0+)4< 基 因 片

段!缺失总长度约 BOQ#$&重复序列分析本例基因缺失

的 ’G 端断裂点位于 ( 号内含子 &’!&"PA&’!!NS 位的

deM[-H_8 序列内!!GQ端断裂点在单一序列& LH@R 分

析 !GQ端断裂点在 LH@ 下游 BS("Q$+!’G 端断裂点不

靠近内含子的 LH@ 区域& ’G 端断裂点附近在 ( 号内

含 子 正 链 &’!B(B’&’!B(N’&’!B!( 位 点 以 及 反 链

&PNPN’&S""P 位点有拓扑异构酶!酶切位点(!GQ端断

裂 点 附 近 在 ’ 号 内 含 子 正 链 ’S(P 位 点 以 及 反 链

NO&’&""’ 位点有拓扑异构酶f酶切位点& 同时发现

!GQ端断裂点下游 &’Q$+ 处有 IIIHHH 序列& 分析本

例基因缺失相连接的序列无广泛同源性!连接片段插

入了 (PQ$+ 序列并在断裂点周围形成 ! 个 &!Q$+ 的短

序列重复#JJ?IIHIHIIIHH%连接断裂点两端& 另

外在 ’G 端断裂点上游 ("Q$+ 位置发现一处 H!J 点

突变#图 (’!%&

!QQ讨论

总长约 (’""Q#$Q的 1cR*/0+)4< 基因是人类最大基

因!现有的资料显示 1cR*/0+)4< 基因缺失的断裂点都

位于内含子上! 且可遍布其内含子序列的各个位点!
因此准确寻找到断裂点并克隆基因缺失连接片段并

非易事& 本例的 ’G 端断裂点位于 ( 号内含子!( 号内

含子是 1cR*/0+)4< 基因上长度仅次于 BB 号和 & 号内

含子的庞大内含子!长约 &S"Q#$& 研究发现内含子的

稳定性主要取决于其内在的分子结构)!*!但随机的长

度因素对内含子的缺失率也有重要的影响!因此如何

定位 1cR*/0+)4< 基因庞大内含子上的断裂点对研究

者一直都具有挑战性& 本例是我们第 ( 例以 >?@ 步

移法定位基因缺失的断裂点后!成功地用断裂点附近

上下游的一对引物完成对连接片段的扩增和测序&
分析结果进一步发现 ’G 端断裂点位于 ( 号内含

子上的一个 H_8 序列内!H_8 作为重复序列中的重要

一种可以形成发夹环结构!从而使 DMH 双链易于发

生断裂重组&同时观察到两端断裂点附近均有较强的

拓扑异构酶g酶切位点关联!有资料显示与强拓扑异

LQQQQQh&QQQQQh(

图 &QQ连接片段的 >?@ 扩增电泳图
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构酶!酶切位点相关联可能是涉及 !"# 双链断裂

的因素!$"# 此外本例基因断裂重组后的连接片段上游

%& ’( 发现了 #!) 点突变$ 以往的文献报告有 * 例

连接片段附近发生了点突变$这种错误的发生符合基

因非同源重组的特征$它提示断裂点末端在连接前可

能需进行加工$影响范围可以达到 %& ’( 或以上%
在 +,-端断裂点附近发现有 . ’( 的 ///### 序

列&该序列被认为可以使 !"# 弯曲从而使基因内部

发生重组 !*"&然而 012341 等 !."通过对 567823(914 基 因

全长的弯曲位点分析认为仅有不到 :*;的断裂位点

与 !"# 的弯曲特性相关&因此不认为 !"# 的弯曲特

性是 567823(914 基因发生断裂缺失的一个主要因素%
我们注意到本例连接片段插入长达 %. ’( 的序

列并在断裂点周围形成 + 个短序列重复连接断裂点

两端% 插入的 %. ’( 序列经 988(<==>>>?4@’1?4AB?419?
C3D=EF#0/ 作相似性分析未发现与数据库中任何序

列 有 完 全 性 同 源 & 该 序 列 是 现 有 文 献 资 料 中

567823(914 基因非同源末端连接所插入的 + 个最长序

列之一&并且形成短序列重复数量最多% 形成长度不

等的序列重复是非同源末端连接的一种方式&该修复

机制是显现细胞积极适应 !"# 双链断裂的主要方

式之一!G"% !"# 双链分子断端捕获的序列可以有各

种各样的来源&包括微小卫星’反转录转座成分’拼接

内含子的反向转录成分以及外源性 !"# 序列# 依据

本例在庞大的 % 号内含子上出现基因断裂缺失并插

入小的序列重复&同时结合既往的研究资料&我们支

持这种猜测即一些大的内含子的原始序列易于发生

!"# 双链分子断裂’重组和插入 !"# 片断&插入的

序列又更容易发生进一步的片断插入和重组&这样就

形成了这些内含子区域的特性&即长度增加和缺失频

率增加!$"#
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图 +--连接片断和相应正常内含子的序列
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图 %--!O! 患者 +d* 号外显子缺失连接片段测序图
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