
488 耋煞蓬堂兰壁塑笙篁垫鲞笙兰塑叁璺塾尘坠!查鲤{竺翼堕!竺!：塑：基壁：苎!垒!：兰塑竺

肝豆状核变性基因诊断技术的研究进展
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肝豆状核蹙性又称Wilson病(Wilson's disease，wn)，是一种

常染色体隐性遗传铜代谢障碍性疾病，发瘸率为1130 000。1／100

000。WD为嚣酶少数可以治疗的神经遗传瘸之一，患者如聚能在

发病旱赣或症状前期鄣被确诊并褥鲻及时治疗，大多预鑫良好，反

之。病情逐渐加燕甚至危及生钳‘1。虽然典型的WD患者根据特征

性临床表现及窳验窜铜代谢梭查等不难诊断，但许多患者昂期症

状复杂多样，极易被误诊为其他疾病[21，铜代谢检查又存在假阴性

或缓粥往结暴131，因茂，本癍的警袭诊断特别嫠症状蘸麓程产翁诊

断较为困难。长期以来，国内外众多学者一直探索采用各种蕊因诊

断技术对WD患者进行症状前期及产前诊黪删。现将已应用予WD

的务种基因诊断技术综述如下。

{ 建FLP怨下F瞒NP一家系连镪分耩

这些方法的共同原理是将WD家系成员与先证者的DNA遗

传标记进行连锁分析，通过分析其基因型进行基闪诊断。在WD基

因被克隆之前，Figus等栩于1989年即采用限制性片段长度多态性

(restriction fragment length polymorphism，RFLP)一家系连锬分耩方

法对WD家系成员及先证者进行产前诊断和杂合子的检出。隧内

炭志英、王丽娟等16,71则对位于WD基因内部及其侧翼区的

D13S301、D13S316、D13S133和D13S314等短串联重复序列(short

tandem repeat。STR)进行连锬分榜，涯实了该方法的可行性。傻这

些方法所用酶DNA遗传标记麓WD基因距离较远。重组率蒜，置

必须与同一家系的先证者进行比较，因此，不能对无WD家族史或

家系中先证者融死亡的可疑WD患者进行诊断，在WD基因克隆

艨已较少虚用。

2007年，Gupta等181选择了4个WD基因的单核苷酸多态往

(single—nucleotide polymorphism，SNP)位点对印度人WD家系进行

榆测。在28例家系成员中有25例患者与上述4个SNP位点的单

倍体型有相关投，其阳性率接近90％。这为WD的基因梭测提供

了一条掰酶思路：雩#为第3我分子遗传标记+SNP其有遗赞稳定、

覆组率低等优点，如果将其与RLFP及其他方法结合起来，可大大

提高WD基因诊断效率191。

2 PCR—焉；SCp分析

聚会酶链爱瘟一荸链擒象多态毪(pelymerase chain reaction—

single strand conformation polymorphism，PCR—sscD分析技术最早

由Orita等110l撤道．其原理是双链DNA经变性后其两条互补单链

在非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳的迁移率随其构象改变而发生成

变，麸瑟呈现苓鲻静带型。SSCP鹩灵敏疫较离，在合适条捧爹最小

爵以检出一个碱基的差异，故研带于单个碱蕊缺失、插入或鼹换的
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检测。

1995年，Thomas等⋯l首先采用该技术并结合DNA测序方法

对58例欧溯裔WD患者各外显子避行检测，共发现了25耪突变，

其审20种为薪酶突变。圜痰多家攀位陋吲用该方法瓣圜入WD
基因突变进行研究并积累了丰富资料。PCR—SSCP版然操作相对

简单麒赘用较低，但凼于不能明确突变部位和性质，殿易出现假阳

性或假阴性结果，嗣藏多用于突变的筛选，其最终络暴霰经DNA

浏孝袋证实。

3 PCR一酶切和荧光PCR技术

由于点突变能使原有的酶切点消失或出现新的酶切位点，故

可针对已知突变位点选用合适的限制性内切酶进行酶切分析。

瓣蔽弗；％黄先采爨酶切法对Hisl069 Gln突变逡i}稔测，逶鹱了其

在WD患者特别是癜状前期患者诊断中的价值。豳内马少春隅、毛

柠【，—及作者{18等采用泼方法对WD患者分别进行点突变检测。虽然

该方法简便快速且成本较低，但不能检测未知的突变位点，其临床

应焉受翻了一定限铡。隧着荧光PCR技本静毒褒，纛有学费1麓《用

此技术进行WD基黼突变稳测，偿麓其缺点依然怒必能筛查已知

突变位点且需要设计针对特异突变的探针。

4燮性高效液相色谱(DHPLC)分析

∞氆纪粥年代寒爨理懿变燃辩效滚攘色谱(denaturing high

performance liquid chromatography．DHPI。C)分析技术基于以下原

理：部分变性后的变异型和野生型PCR产物分别形成同源双链和

异源双链，由于二者志间双链熔解潞度(Tm)的差异使其在同定相

中搏馨的对闯不同，形成不嗣的色谱蜂，扶{ii；有效嚣分野生璎与突

变登基因嘲。Vrabelova等{2ll斑震该技零结合RLFP翻DNA测痔等

技术对227例东欧人WD患者进行榆测，总共发现40种突变和

18种多态，检}f{率达80．3％。国内杨静芳等2噪用DHPLC对74例

串髑WD患者进行r检测，共发现22种突变和11静多态，经

DNA溯穿证实其符合率秀100％。馋洚一种赛逶蘩繁选DNA穿硼

变异的新技术，DHPLC具有快速、敏感、准确且经济的特点，但该

方法．与SSCP一样不能明确突变部位和性质，故适用于大样本筛

查已知或未知突变。

5◇NA溺序菝寒

随着分子每物学技术的不断创新，DNA测序藤朝着高速、高

通量、自动化的方向发展。由于能明确突变的具体部位和性质，对

W1)麓因进行DNA序列分析是只前最准确、可靠的方法，是WD

基嚣诊颤酶“金标蕊”。在瘟矮翦述务种技术送行WD基邃诊瞬时

其结果亦需DNA测搿来证实。Waldenstrom等l毪蠢硝多管并行测

 万方数据



序(manifold sequencing)技术在24个瑞典人WD家系中共发现16

种突变，其中10种为新的发现。吴志英等[241对65个家系的84例

国人WD患者的所有21个外显子进行测序。共检测到18种突变

和17种多态，其中包括7种新突变和5种新多态，并认为我国

WD基因突变是以少数几个热点突变和广泛存在的罕见突变为特

征。但本方法对人员技术水平、设备要求高，难于在一般医院中推

广应用；且WD基因全长约80 kb，各外显子突变形式多种多样，对

所有外显子逐一进行测序分析花费高、周期长，一般患者难以承

受。

6 DNA微阵列技术

近年来，伴随基因组计划出现和发展起来的DNA微阵列技术

以其固有的小型化、并行性和高通量等特点，在生物分子信息获

取，特别是生物基因组的再测序、基因多态性的信息检测和基因表

达监测等方面得到了快速的发展和应用125l。由于DNA微阵列技术

与WD基因高度遗传异质性的特点相契合，是一种极具潜力的

WD基因检测工具。2003年，Baner等㈣采用等位基因特异性封闭

探针(allele—specific padlock probes)结合DNA微阵列技术对75例

欧美裔WD患者13个基因突变及多态位点进行检测，经DNA测

，序结果证实其准确率达100％。首次证实了该技术用于WD基因诊

断的可行性。Harmut等开发了一种可以检测60种WD基因突变

的DNA微阵列芯片，但仍不能包含一些少见的和新发现的突变唧。

因此，该技术目前尚处于研究探索阶段，加之建立DNA微阵列技

术平台投入不菲，其面向临床应用尚需待以时日。
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