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遗传因素是唇腭裂的主要致病因素之一。本实

验对非综合征性唇腭裂（nonsyndromic cleft lip with or

without cleft palate，NSCL/P）患者基因组中同源异型

盒基因（muscle segment homeobox gene，MSX）1外显

子1进行研究，分析NSCL/P与MSX1基因间的关系。

1 材料和方法

1.1 样本来源

从泸州医学院附属医院住院的汉族患者中选取

单纯唇裂患者15名、唇裂并发腭裂者15名、单纯腭

裂者15名，要求均无其他系统性、全身性以及遗传

性疾病，年龄为2个月～27岁，平均12.5岁。随机选

取在泸州医学院附属医院体检的汉族健康者45名，

要求无家族史，且与唇腭裂患者无任何血缘关系，

不伴有全身性、系统性和其他遗传性疾病，平均18

岁。在征得患者本人或家属同意后，抽取静脉血

5 mL，3%枸椽酸钠抗凝，- 70 ℃保存。

1.2 主要实验试剂

聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）

扩增试剂盒、UNIQ柱式临床样品基因组抽提试剂

盒、引物（上海生工生物工程公司），琼脂糖、丙烯

酰胺、双丙烯酰胺（BBI公司，加拿大）。
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[摘要] 目的 采用聚合酶链反应- 单链构象多态性（PCR- SSCP）方法研究同源异型盒基因（MSX）1外显子1的编码

区，探讨非综合征性唇腭裂（NSCL/P）患者MSX1基因外显子1的编码区内是否存在基因突变。方法 采用聚合酶链

反应（PCR）和单链构象多态性（SSCP）方法，以45名健康人为对照组，45名NSCL/P患者作为研究对象，分析MSX1基

因多态性。结果 SSCP分析显示NSCL/P患者（45名）与对照组（45名）样本的电泳速率相同，提示无多态性存在。结

论 MSX1基因外显子1未发现多态性的存在，其与NSCL/P患者之间无明显相关性。
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[Abstract] Objective Muscle segment homeobox gene（MSX）1 has been proposed as a gene in which mutations

may contribute to nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate（NSCL/P）. To study MSX1 polymorphisms in NSCL/

P by means of polymerase chain reaction- single- strand conformation polymorphism（PCR- SSCP）, and investigate the

association of MSX1 exons 1 polymorphisms with NSCL/P. Methods DNA were extracted from blood samples from

NSCL/P and unrelated normal subjects. Genome DNA from peripheral leukocyte with these blood samples were

extracted, which was used as template to amplify desired gene fragment of MSX1 exons 1 by means of polymerase

chain reaction（PCR）. The PCR products were examined by single- strand conformation polymorphism（SSCP）. The MSX1

exons 1 polymorphisms were examined by sequencing if mutations were found. Results MSX1 genes of exon 1 mu-

tation was not been found in the NSCL/P and unrelated normal subjects by SSCP. Conclusion No correlation be-

tween MSX1 exon 1 and NSCL/P was found. MSX1 exon 1 may not be a key gene（susceptibility gene） in NSCL/P.
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1.3 方法

1.3.1 基因组DNA的提取 对5 mL外周静脉血采用

UNIQ柱式临床样品基因组抽提试剂盒提取基因组

DNA，应用紫外分光光度计和0.8%琼脂糖凝胶电泳

检测所提取基因组DNA的光密度值及纯度。

1.3.2 PCR引物设计和合成 MSX1基因有两个外显

子，因而设计引物扩增MSX1外显子1的编码区。引

物 上 游 序 列 为 ： 5′- CTGCTGGGGAGGGGCG- 3′；

下游序列为：5′- GGCGAGGAGGTCTGGAACC- 3′。

1.3.3 PCR扩增 扩增体系为：5 μL 10×PCR buffers、

5 μL 2 mmol/L dNTPs、3 μL 25 mmol/L氯化镁、2.5 μL

引物1、2.5 μL引物2、1 μL Taq DNA多聚酶、25 μL

基因组DNA，加6 μL去离子水至总体积50 μL。

1.3.4 PCR反应条件 94 ℃预变性5 min后，PCR循

环条件为94 ℃ 30 s、63 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共35

个循环。最后72 ℃延伸10 min，4 ℃保存。于Ep-

pendorf PCR仪上扩增。

1.3.5 PCR产物电泳 PCR反应结束后，扩增产物

各取4 μL上样于1.5%琼脂糖凝胶进行电泳，92 V进

胶，80 V电泳，25 min后紫外透射观察，凝胶成像。

1.3.6 单链构象多态性（single- strand conformation

polymorphism，SSCP）分析 取1.5 μL PCR产物，用

变性液稀释至20 μL，混匀后离心。将样品放入沸

水浴中保温6 min后立即置于冰浴中，保温10 min。

取4 μL样品加入加样孔中，进行6%聚丙烯酰胺凝胶

电泳、银染、凝胶扫描。观察并记录电泳结果。

2 结果

PCR产物电泳后产生20 kb左右DNA片段（图1）。

M：Marker（Lamda DNA/Hind Ⅲ）；1、3、5：病例组；2、4、6：

对照组

图 1 0.8%琼脂糖凝胶电泳结果

Fig 1 The electrophoresis results of PCR products within 0.8%

agarose gel

MSX1外显子1 DNA片段的SSCP分析结果见图

2，被检测的45名NSCL/P患者及45名正常人中未发

现异常带型。

1、7、10：空白对照组；2、4、6、8：病例组；3、5、9：对照

组

图 2 PCR- SSCP电泳结果

Fig 2 The electrophoresis results of PCR- SSCP

3 讨论

同源盒基因为真核生物中一种DNA的短（180 bp）

保守序列，编码60个氨基酸的DNA结合载体，称为

同源结构。其功能是调控胚胎的早期发育，将早期

胚胎细分为含有转化为特殊组织器官潜力的细胞

群，参与特殊的躯体规划和早期图式形成，除同源

结构域外，它们编码的蛋白大不相同[1]。MSX1定位

于4p16，具有促进生长发育和抑制分化的作用 [2]，

其突变与人类口面裂、牙发育不全等有关。对MSX1

缺陷小鼠研究发现MSX1作为上游转录因子参与调控

骨形态发生蛋白等的信号传导网络[3]。人类连锁和

连锁不平衡研究发现，MSX1基因特殊编码序列的突

变，可使编码蛋白缺失，从而引起功能不足，导致

腭突萌出缺乏，随之发生一期或二期腭裂[4]，突变

使MSX1蛋白缺乏N端结构域，无法调节细胞周期

素，故抑制分化。以上研究说明MSX1在哺乳动物颌

面部发育过程中起重要作用。

在本实验中显示MSX1基因不存在多态性，与

van den Boogaard等[5]的研究结果不同。其研究发现

MSX1基因外显子1内部存在点突变，其与唇腭裂的

发生存在相关性，突变导致第752位核苷酸由C变为

A，引起基因终止密码子的变异，从而使其编码产

物功能变异。分析其原因，一种可能性是在中国南

方，特别是四川籍汉族人种NSCL/P患者MSX1基因

可能不存在变异，MSX1基因与NSCL/P患者之间可

能无相关性；但是NSCL/P是多个基因出现突变引起

的疾病，MSX1不是NSCL/P的唯一致病基因，其他

相关基因也可能单独或同时起作用从而引起这一疾

病。其次，遗传学研究表明同一基因的不同位点遗
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传方式可能不同[6]。再者，基因的突变是否影响蛋

白质的功能，其功能可能还受到环境、种族、性别、

分子调控网络等的制约。这就是为何相同的基因突

变会有不同的临床表现。目前的研究结果大多来自

高加索白人，而且在国外对唇腭裂候选基因的研究

中还发现大部分候选基因包括MSX1的基因多态性

在不同国家的人群及相同国家不同人群间存在着差

异。众所周知，NSCL/P患者的发病是多基因、多因

素的综合结果，MSX1基因其他位点多态性的存在

和其他候选基因多态性的相互作用与NSCL/P患者之

间的关系尚有待进一步的探讨。
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用弱酸或酸脂发挥酸性功能。自酸蚀粘接系统中酸

性单体的酸性比全酸蚀粘接系统中酸蚀剂的酸性

弱，同时粘接过程不去除玷污层，酸蚀跟树脂渗透

同时进行，致使牙本质脱矿较浅，粘接剂的渗透较

浅[16]。所以自酸蚀粘接系统形成的混合层薄，树脂

突短小。同时也有学者发现全酸蚀与自酸蚀粘接系

统在牙本质粘接中存在着不同的物质交换，而前者

物质交换的程度超过后者，这也可以用来解释自酸

蚀粘接系统形成的混合层薄[17]。由于粘接界面的

复杂性，还需使用多种观察方法联合研究，同时应

进一步结合力学实验，从宏观、微观不同的角度来

综合研究分析。
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