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! ! 摘要：目的, 研究一常染色体显性遗传寻常型鱼鳞病家系的致病基因。方法, 采用基因组扫描方法，利用 * 号染

色体上的微卫星标记对该家系进行连锁分析，然后对候选基因 !"# 的部分编码区及外显子与内含子交界处进行突变检

测。结果, 在 $*)+@A@ 得到最大两点连锁 BC$ 值 1= -@（! D .），单体型分析将疾病基因定位在 $*)+/+@2$*)1.3 之间约

*38& 范围内；在 !"# 基因的外显子非重复序列及部分重复序列未发现与疾病相关的突变。结论, 该寻常型鱼鳞病家系

的致病基因位于 $*)+@A@ 附近，其致病基因可能是除 !"# 以外的其他基因。
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" " 鱼鳞病是一种以皮肤干燥伴有鱼鳞状鳞屑为特

征的遗传性角化障碍性皮肤病，类似鱼的皮肤，故

称鱼鳞病。根据遗传方式、形态学和组织学不同可

分为 # 型：显 性 遗 传 寻 常 型 鱼 鳞 病（ $%&’&()*$* +,-.
/01$*，23）、性连锁隐性遗传鱼鳞病、显性遗传先天

性鱼鳞病样红皮病、隐性遗传鱼鳞病样红皮病，另

外还有与鱼鳞病相关的综合征。23 是遗传性鱼鳞病

最常见的一种类型，其主要临床特点是：出生数月

后发病，患者在 4 5 # 岁时症状已较明显，皮面出现

细薄的片状鳞屑，皮损以四肢伸侧为重，尤以小腿

明显，同时伴 有 掌 跖 角 化 增 厚，手 背、上 臂、股 外

侧皮肤增厚，有时还伴有甲变脆、毛发稀疏等。国

际上报道!发病率在 4 6789 到 4 68 :99 之间［4，7］，根

据 四 川 省 流 行 病 学 的 调 查 报 道， 国 内 患 病 率 为

9! 77;<［:］。!的发病机理目前尚不清楚。799= 年，

>?$’& 等［#］首 次 克 隆 了 一 个!的 致 病 基 因—@$-0//1$A
（!"#）。本研究收 集 了 一 个!家 系，首 先 对 其 进 行

了基因组扫描与连锁分析，之后进行了单体型分析

及突变分析，以期克隆该家系致病基因。

对象和方法

家系收 集 " 4 个 来 自 河 北 省 的!家 系（ 图 4），

该家系共有 # 代 7B 个家系成员。先证者（".#） 临

床特征表现为皮肤干燥，四肢伸侧及背部皮肤具灰

白色至淡棕 色 菱 形 或 多 角 形 鳞 屑，鳞 屑 中 央 固 着，

边缘翘起，如鱼鳞状，面部皮肤正常；掌跖可见线

状皲裂和掌纹加深（ 图 7C），病理组织切片表现为

表皮中等角化过度，颗粒层稍变薄，真皮浅层血管

扩张，轻度淋巴细胞、组织细胞浸润（ 图 7D）。经

专科医生严格的皮肤检查，确诊家系 中 有!患 者 B
人，B 名患者在家系中表现连续 : 代分布，其中男性

患者 : 人，女性患者 # 人，无明显性别差异，符合

常染色体显性遗传特征。

!!! !!" !!# !!$ !!% !!& !!’ !!( !!)
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图 $# 中国河北寻常型鱼鳞病家系

%&’ $# EFG$/1FF )@ $%&’&()*$* +,-/01$*
箭头所示为先证者

C11)H：I1)J0AG
"

" " 外周血 ()* 提取 " 在患者知情同意的前提下，

采集 77 个家系成员外周血样各 49 ?-（ 除".;、".
44），常规苯酚、氯仿抽提基因组 KLC。

基因组扫描 " 用 4 号染色体上微卫星荧光标记

引物（CD2 EM2>N ON P$AQ0/F N0II$A/ >F’ 3F1*$)A 7）

进行基因组扫描。在 8 #- 反应体系中进行多重 ERM，

包含 :9 A/ /KLC，49 S ERM 缓 冲 液 9! 8 #-，49
??)- T P GLOE* 9! 4 #-，78 ??)- T P N/R-7 9! = #-，每条

引物 U9 I?)- 和 9! 7 V WXPK O0Y 酶。ERM 产 物 在

CD2:499 测序仪上电泳，数据分析用 WFAF>%0A:! 9 和

WFA)’(IF1 7! 4 软件。

连锁分析 " 采用 P$AQ0/F8! 4 软件计 算 两 点 连 锁

值。疾 病 设 为 常 染 色 体 显 性 遗 传 模 式，外 显 率 为

;8< ，疾病基因频率设为 9! 9994，男女重组率设为

相同。

精 细 定 位 " 在 N01*&@$F-G 数 据 库 中 K4>787、

K4>#;U 和 K4>#U# 的附近选取 K4>7=;= 等 49 个微卫

星标记，平均相距 7 %N 左右，重新进行全基因组扫

描和连锁分析，进行精细定位研究。

构建单体型图 " 为了确定该家系疾病基因的最

小候选区间，根据微卫星标记的基因分型结果，采

用 R(1$--$% 软件构建单体型后，再进行人工校正。

候选基因突变分析 " 选择定位区间内的候选基

因 !"# 进行突变分析。!"# 基因有 : 个外显子，其

中 4 号外显子不编码，起始密码子位于 7 号外显子

内，: 号外显子大部分为重复序列。根据 !"# 基 因
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的序 列（!"#$$%$&’），设 计 了 !"# 基 因 % 号 外 显

子、( 号外显子非重复序列的引物（ 表 &）；同时参

照 )*+,- 等［.］和 )/01+2/013 等［4］订购了 !"# 基因部分

重复序列的引物，由上海博亚生物技术有限公司合

成。采用热启动 567 扩增各对引物，567 扩增产物

经过聚丙烯酰胺凝胶电泳检测后，用虾碱性磷酸酶

和核酸外切酶消化，酶切产物在 89:(&$$ 测序仪上

直接测序，测序结果用 ;!8)<87 软件中的 =1+,)>?、

)>?"/0 程序分析，以 !"#$$%$&’ 序列为参照，进行

序列比对分析。

表 %$ !"# 基因突变检测设计的引物

&’()* %$ 5@+*>@3 AB@ *C,/,+B0 3D@>>0+0E BA !"# E>0>

引物名称 5@+*>@ 正向引物序列 FB@G/@1 H@+*>@ 3>?C>0D> 反向引物序列 7>I>@3> H@+*>@ 3>?C>0D> 产物长度 5@B1CD, 2>0E,-

FJKL& ,,D,D/,E,DD/,D,,DD/,,D //E/ED,D////,//DDD,,ED (M’ NH
FJKL% EED,E/,//,E,E/,,D,E,D,E ,E,,,D,D,,EEED,D,,EE (’$ NH

FJKL( E/DDD,D//E,D,EE///E//E /,D/E,EE,E,D/,/EED,,D/ (M. NH
FJKL. EE//E/EED,//E,E///E/D,,E D,ED/E/E,EDDD/,E/D, (&O NH
FJKL4 D/EE/,E//EDD,/,E/D/DD/ E,,,E,D,ED,,ED/D,,D,EE PP4 NH
FJKL’ ED/D,EE/EE//E/D//EE/,D E//D,/E//D,E,E/EE/D,ED ’M’ NH
FJKLM ,E/EE//D/E,D/EE/E/DE /DD,,,,,EDD,,,D/E,ED .’$ NH

FJKLO ,D/D//E/,,D,EDE,/,D/D,D EDD/D/,///DD,EEE,DD, (&O NH
FJKLP EE,E//,DDEEE,,,/E/D/ DDD/E//,D,DD,////,/D,DD .PM NH

结! ! 果

连锁分析结果 Q 通过初步定位分析，在 ;&)%4%
处得到 JR; 值 %S &M，;&).PO 处 得 到 JR; 值 &S M$，

在 ;&).O. 处得到 JR; 值 &S $O，进一步利用 "/@3-L
A+>21 数据库选择的遗传标记进行精细定位，结果在

;&)%’P’ 得到最大两点 JR; 值为 (S .’（ ! T $），在

;&)&OM 处 JR; T (S &&（! T $）。遗传标记和疾病位

点之间的两点 JR; 值见表 %。

表 "! 疾病位点和 & 号染色体上 &% 个标记之间的两点 JR; 值

&’()* +$ <GBLHB+0, JR; 3DB@>3 N>,G>>0 ,-> 1+3>/3> E>0> /01 &% */@U>@3 BA D-@B*B3B*> &

遗传标记

JBDC3

JR; )DB@> /, ! T 不同重组率下的 JR; 值

Q $S $ $S & $S % $S ( $S . $S 4

;&)%M%’ V .S ’M $S .M V $S %’ V $S &’ V $S $O $S $
;&)&OM (S && %S 44 &S P( &S %’ $S 4’ $S $

;&)%M.’ &S P( &S 4& &S $M $S ’ $S &P $S $
;&)%OO& &S PM &S 4P &S &O $S M4 $S (4 $S $
;&)&OP %S %P &S O’ &S (P $S P& $S .( $S $
;&)%4% %S &M &S PM &S 4’ &S $’ $S 4% $S $
;&)4(. %S 4. %S $M &S 44 $S PP $S .% $S $

;&)%’P’ (S .’ %S O4 %S &O &S .4 $S ’M $S $
;&)%(.’ %S &M &S M4 &S ($ $S O% $S (4 $S $
;&)($4 V &S (4 &S (M &S &$ $S ’P $S %P $S $
;&)(.’’ %S O. %S (% &S M’ &S &’ $S 4( $S $
;&)&&4( V &S $( &S ’P &S .$ $S P4 $S .4 $S $

Q Q 单体型图的构建 Q 根据家系中交换数最少的原

则对单体型进行人工修正后，单体型分析被用来确

定共分离区的边界（ 图 (）。结果显示，所有患者均

携 带 同 一 单 体 型；"L&、"L.、#L( 在 ;&)%(.’ 和

;&)($4 之 间 发 生 了 重 组，#LP 在 ;&)%M%’ 和

;&)&OM 之间发生了重组。据此将该家系的致病基因

定位在 ;&)%M%’L;&)($4 之间。

候选基因突变分析结果Q 扩增产物经 ’W 聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测，所有引物均扩增出与预期大小

基本符合的片段。!"# 测序结果分析，先证者（"L
.） 外显子 % 和外显子 ( 的非重复序列及部分重复序

列均未发现与疾病相关的突变。
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图 !$ 寻常型鱼鳞病家系 # 号染色体上 #$ 个微卫星标记的单体型分析

%&’ !$ %&’()*+’, &-&(+./. )0 123*3+)./. 45(6&7/. ’,8/67,,
"

讨! ! 论

迄今为止，关于!致病基因的定位和克隆研究

甚少。$99$ 年，:);’*)- 等［<］对 $ 个!家 系 进 行 了

定位研究：对其 中 一 个 家 系 以 颗 粒 层 缺 失 为 表 型，

分别按显性与隐性两种遗传方式进行连锁分析，在

=#>#<<? 得到最大 @A= 值 B! <（ 显性遗传模式），在

=#>$B?< 和 CD:E 得到最大 @A= 值 B! ?（ 隐性遗传模

式）；而在 另 一 家 系 中 未 得 到 阳 性 结 果。$99B 年，

F3)-6 等［G］研究了 $ 个!家系，将其致病基因定位于

#H$$ 上。$99< 年，>;/*3 等［?］研 究 了 G 个!家 系，

首次发现了 # 号染色体上的 !"# 基因突变可以导致

!的发生，>&-8/(&-8. 等［I］也在 !"# 基因中发现了与

!有关的突变。综合上述研究结果，笔者决定首先

对采集的!家系的 # 号染色体进行基因组扫描。经

过基因组扫描和连锁分析，本研究在 =#>$I$ 处得到

@A= 值 $! #G，提示该家系致病基因可能与 # 号染色

体连锁。随后进行了精细定位，在 =#>$<J< 得到最

大两点 @)8 值 B! ?<（ " K 9）。为 了 确 定 共 分 离 的 边

界，本研究进行了单体型分析，结果显示，所有患

者均携带同一单体型；#L#、#L?、!LB 在 =#>$B?<

和 =#>B9I 之间发生了重组，提示疾病基因位点位于

# 号染色体长臂 =#>B9I 的着丝粒端及 # 号染色体短

臂；!LJ 在 =#>$G$< 和 =#>#MG 之间发生了重组。进

一步 提 示 疾 病 基 因 位 点 位 于 # 号 染 色 体 短 臂

=#>$G$< 的着丝粒端。这些结果尤其是这些重 组 事

件的发生则将该!家系致病基因定位于 =#>$G$< 和

=#>B9I 之间 #I2N 区域。

颗粒层变薄或消失是寻常型鱼鳞病病理特征之

一，而透 明 角 质 颗 粒（ O,7&*)3+&(/- 67&-5(,.，P%Q）

是颗粒层特征性结构，丝聚合蛋白是 P%Q 的主要组

成成分，丝聚合蛋白原是丝聚合蛋白的无活性不溶

性前体。$999 年，C7,.(&-8 等［M］构 建 了!小 鼠 动 物

模型：发现在一种突变体为片层状尾巴的小鼠体内

丝聚合蛋白原 ;RSE 含量明显低于正常对照；同时，

在培养的!患者皮肤角质细胞中发现丝聚合蛋白原

蛋白表达降低。有研究发现!患者的丝聚合蛋白原、

丝聚合蛋白减少或缺如；除此之外，还有研究人员

在!患者中发现丝聚合蛋白 ;RSE 减少［J，#9］。人类

丝聚合蛋白原的相对分子质量约 B99 999，其编码基

因 !"# 位于人类染色体 #H$# 区，人类丝聚合蛋白原

基因包含 B 个外显子，被 $ 个长度分别为J G#B T’ 和

IG9 T’ 的内含子分隔开［##］，其中第 # 个外显子不编
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码，而第 ! 个外显子主要由 "# $ "% 个长度为 &’% ()
的丝聚合蛋白重复序列组成，这些重复单元相似性

极高，接近 "##* 。%##+ 年，,-./0 等［1］首次发现了

!患者中存在 !"# 基因突变，234(53 等［"%］的研究也

证实了这一结果，从而提供了丝聚合蛋白原基因可以

导致鱼鳞病的直接证据。本研究定位的区间内正好包

括 !"# 基因，因此首先选择 !"# 基因在家系中进行突

变分析。由于 !"# 基因结构的特殊性，传统的基于

678 的测序方法无法覆盖整个序列，因此只检测了外

显子 %、外显子 ! 的非重复序列以及已报道发现突变

的部分重复序列。测序结果并未在该基因中发现与疾

病相关的突变。由于对 !"# 基因全部编码序列进行突

变检测极为困难，同时突变也可能存在于 !"# 基因的

内含子中，因此本研究还不能完全排除 !"# 基因是该

家系的致病基因。

但是，90:;< 等［’］定 位 的 区 间 并 不 包 含 !"# 基

因在内，提示 " 号染色体上可能还有别的!致病基

因位点。通过 =7,7 数据库检索，本研究定位的区间

内共有 >:?; 25;5 1@@ 个，35AB5C 25;5 %## 个，其中

包括 " 个 表 皮 分 化 复 合 物 基 因 簇，有 丝 聚 合 蛋 白、

套膜蛋白、兜 甲 蛋 白、外 皮 蛋 白、毛 透 明 蛋 白、钙

结合蛋白家族和富含脯氨酸小蛋白家族等一系列基

因，它们的功能都与细胞套膜形成、表皮的终末分

化密切相关［"!］。这些都提示 " 号染色体可能存在其

他的!致病基因。这些尚未克隆的!致病基因既有

可能通过与 !"# 之间的相互影响，也可能通过其他

的机制影响!的发生。因此一方面应该采用其他技

术对 !"# 基因的重复区域进行研究，另一方面应在

笔者定位的区域内继续选择相关基因（ 如表皮分化

复合物基因簇的基因） 进行突变分析，以便阐明该

家系的致病基因，为从分子水平进一步研究!的发

病机制，及更好地诊断、预防和治疗此类疾病奠定

基础。

（ 本文图 % 见插图第 " 页）
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