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摘要: 假肥大性肌营养不良(Duchenne/Becker muscular dystrophy, DMD/BMD)是一种由于 DMD 基因突变导致

的 X 连锁隐性致死性遗传病。目前没有有效的治疗方法。为建立一种既可以对携带者进行检测又可以进行产

前基因诊断的方法 , 文章联合应用多重连接探针扩增技术 (Multiplex ligation-dependent probe amplification, 
MLPA)和短串联重复序列(Short tandem repeats , STR)为遗传标记连锁分析的方法对 26 例有高风险再生育患儿

的假肥大性肌营养不良家系的孕妇通过羊水穿刺进行产前基因诊断。26 例进行产前基因诊断的羊水标本中有 7
例诊断为男性患儿, 4 例诊断为女性携带者。MLPA 可以作为筛查 DMD 基因缺失和重复突变的首选方法。联合

应用 MLPA 和 STR 连锁分析, 可以提高假肥大性肌营养不良的产前基因诊断率。 
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Abstract: Duchenne/Becker muscular dystrophy (DMD/BMD) is an X-linked lethal recessive disease caused by mutation 
in the DMD gene. There is no efficient treatment for this serious and disabling disease. We established a combination 
method to detect carriers and performed prenatal diagnosis. Using multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) 
and linkage analysis of short tandem repeats (STR) methods, 26 prenatal diagnosis were performed for pregnancies at risk 
of having a DMD/BMD baby through amniocentesis. Seven out of 26 male fetuses were affected and the pregnancies were 
terminated. Four out of 26 female fetuses were found to be carriers. MLPA can be the method of choice for initial screening 
of DMD/BMD patients for deletions and duplications mutations. When combined with STR-based analysis, it can improve 
the rate of DMD/BMD prenatal diagnosis. 
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假肥大性肌营养不良症是一种严重的神经肌肉

疾病, 分为DMD (Duchenne muscular dystrophy) 和
BMD (Becker muscular dystrophy), 均是由于DMD基
因突变所致[1]。DMD是最常见的X-连锁隐性致死性
遗传病, 新生男性婴儿中的发病率为 1/3500。BMD
是一种较轻的神经肌肉疾病, 发病率约为 1/12000, 患
者病情变化比DMD多, 从 16岁就丧失行走能力到 50、
60岁才出现临床症状, 严重程度不同[2]。 

鉴于本病至今没有有效的治疗方法 , 因此高
效、准确的DMD致病基因诊断, 携带者检测, 产前
诊断及正确的遗传咨询是预防本病的关键。Schouten
等[3]在MAPH(Multiplex amplifiable probe hybridisa-
tion )技术的基础上改进并设计了MLPA(Multiplex 
ligation-dependent probe amplification), 其原理是利
用可与样本DNA正确杂交并被连接酶连接的探针进
行扩增和定量分析的技术。MLPA是对于缺失和重复
突变最有效的检测技术。因此本研究拟用MLPA方法
筛查DMD患者, 对缺失和重复突变的患者和携带者
做出诊断。但此方法对一些微小缺失、重复、点突

变有漏诊的可能。国内外学者不断发现DMD基因两
端及基因内的短串联重复序列(Short tandem repeat, 
STR)也称微卫星序列,具有广泛的多态性, 可以作为
遗传标记进行连锁分析[4]。我室金春莲等也应用提

供信息量较高的多态位点建立起DMD/BMD家系单
体型连锁分析的方法 , 这种方法尤其适用于用
MLPA方法没有检测到缺失和重复突变的DMD家系
[5]。本研究共选择了 7 个多态性较高的基因内微卫
星标记, 包括易发生基因交换重组的 5′和 3′端以及
DMD基因缺失突变高发热区的STR, 依次是 5′DYS
Ⅱ、intron 1、intron 44、intron 45、intron 49、intron 
50、3′(CA)n, 进行连锁分析, 对产前诊断中MLPA
检测结果阴性, 而有阳性家族史的家系进行进一步
筛查。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

26 例假肥大性肌营养不良家系外周血来自
2005 年至 2007 年在中国医科大学盛京医院儿科就
诊的患者及其父母。来自上述家庭的 26 例孕妇(均
为生育过假肥大性肌营养不良患儿的母亲)羊水穿
刺标本, 其中有 10例有家族史。诊断标准依赖体格

检查、家族史、肌酸激酶水平、发病年龄、疾病的

进展情况等。所有标本使用均经患者知情并同意。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取 

饱和氯化钠法[6]提取 26个家系患者及其父母的
基因组DNA, 煮沸法[7]提取孕妇羊水细胞DNA。紫
外分光光度计测定DNA纯度和浓度。将DNA浓度控
制在 50~200 ng/μL。 

1.2.2  MLPA 检测  

MLPA 假肥大性肌营养不良检测试剂盒购自荷
兰 MRC-Holland, 80 对探针被分成 SALSAP034 和
P035 两组。所有的反应在热盖温度为 105℃的 PCR
仪上进行。 

(1) DNA变性和 SALSA MLPA探针杂交。反应
体系如下: 稀释DNA样品(50~200 ng)加TE至 5 μL。
98℃加热 5 min, 开盖之前冷却到 25℃。分别加入
1.5 μL P034/P035探针混合物, 和1.5 μL MLPA buffer。
小心混匀, 95℃孵育 1 min, 60℃杂交 16 h。 

(2) 连接反应。反应体系如下: 温度降至 54℃, 
加 32 μL Ligase-65混合物。54℃孵育 15 min, 98℃
加热 5 min。 

Ligase-65混合物包括: 3 μL Ligase-65 bufferA, 
3 μL Ligase-65 bufferB, 25 μL水, 1 μL Ligase-65。 

(3) PCR 反应总体积为 50 μL, 反应体系如下: 
新管中混合 4 μL的 10×SALSA PCR buffer, 26 μL
水, 10 μL MLPA连接反应产物。于 60℃时加 10 μL
酶混合物。 

酶混合物包括: 2 μL SALSA PCR 引物, 2 μL 
SALSA酶溶解 buffer, 5.5 μL水, 0.5 μL SALSA聚合酶。 

PCR反应条件为:  95℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 
60 s循环 35次, 72℃延伸 20 min。 

1.2.3  毛细管电泳检测(ABI 3130XL) 

1 μL PCR产物与 0.5 μL Genescan-Rox 500和
8.5 μL去离子甲酰胺混合, 在 36 cm长的毛细管上
电泳 1 h, 温度控制在 60℃。由于有内标作为参照, 
每个峰都可以代表一个外显子。每次 MLPA 检测都
包括一个正常的对照样本, 检测结果都经过两次独
立的实验证实。 

1.2.4  统计分析 

依据产品说明书, 每个探针的相对信号强度的
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计算方法是实际测定的峰面积(As)与所有 45个峰面
积(∑As)之比, 然后再用这个值(As/∑As)与正常对
照的相应探针的相对峰面积(Ac/∑Ac)进行比对所
得到的比值。为了自动化的分析这个比值, 我们用
Coffalyser软件进行分析。由于 DMD基因位于 X染
色体上, 男性患者如果缺失一个或多个外显子, 经
MLPA 检测将导致相应外显子产物缺失, 即缺失外显
子的信号全部消失。重复区表现出信号成倍增加。女

性携带者, 相应的外显子缺失信号将降低 35%~55%, 
而重复突变时相应的信号将升高 30%~55 %。 

1.2.5  连锁分析 

当用 MLPA 方法进行产前筛查没有检测出突变, 
而有家族史时, 应进行 STR连锁分析。本研究选用 X
染色体上的 7 个 STR 位点, 包括 5′DYSⅡ, intron 1, 
intron 44, intron 45, intron 49, intron 50, 3′(CA)n多态。 

(1) PCR反应体积为 25 μL, 反应体系如下: 基
因组DNA 100 ng, 每对引物 0.5 μmol/L, Taq DNA聚
合酶 1 U。反应条件: 95℃ 5 min, 95℃ 30 s, 58℃ 30 s, 
72℃ 60 s循环 32次, 72℃延伸 4 min。 

(2) 电泳: 采用聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳, 应
用 6%的变性胶。预电泳, 电压 300 V, 大约 30 min。
取扩增产物加去离子甲酰胺 95℃ 变性 5 min, 取
15~18 μL上样液, 将样品全部加入加样孔中, 电泳
4 h左右。电泳缓冲液为 TBE, 电泳后进行银染色并 
干燥保存。 

(3) 根据片段大小对家系成员进行连锁分析 , 
判断羊水 DNA样本是否携带风险染色体。 

2  结果与分析 

2.1  MLPA检测结果 

首先用MLPA对 26个家系先证者进行筛查后发
现 16例外显子缺失, 1例外显子重复。在这 17个家
系的羊水标本中检测出 4 例男性患儿和 2 例女性携
带者, 结果见表 1, 图 1。其余 9个 MLPA方法未检
测出 DMD 基因突变的家系继续用连锁分析来判断
羊水标本是否携带风险染色体。 

2.2  STR连锁分析结果 

9 例 DMD 先证者用 MLPA 方法筛查后没有发现
突变的家系, 继续用 STR 进行连锁分析, 结果检测出
3例患儿, 2例携带者, 4例正常胎儿。如图 2从 5′DYS
Ⅱ位点和 intron50 位点可以判断患儿携带了母亲的
哪一条 X 染色体, 而这两个位点羊水标本携带的母
亲的 X 染色体都与患儿不一致, 可以初步判断该羊
水为正常男性胎儿。 

3  讨 论 

自 90 年代中期以来, 我室开始对 DMD/BMD 高

风险胎儿开展产前诊断工作, 建立了一系列产前诊断

方案, 包括性别诊断、多重 PCR、STR连锁分析等。 
 

表 1  17 例经 MLPA 检测的羊水产前诊断和临床结果 

胎儿 
患者编号 先证者 MLPA 检测结果 

性别 MLPA 结果 诊断结果 临床结果 

1 Del52 男性 阴性 低风险 出生 

2 Del52 男性 阴性 低风险 出生 

3 Del45-50 男性 Del45-50 受累 流产 

4 Del46-47 男性 阴性 低风险 出生 

5 Dup50-54 男性 Dup50-54 受累 流产 

6 Del35 男性 Del35 受累 流产 

8 Del45-46 男性 阴性 低风险 出生 

9 Del46-50 男性 阴性 低风险 出生 

10 Del45 男性 阴性 低风险 出生 

11 Del51-54 女性 阴性 低风险 出生 

12 Del45-50 女性 45-50外显子峰值信号降低 携带者 出生 

13 Del46-50 女性 46-50外显子峰值信号降低 携带者 出生 
14 Del46-50 女性 阴性 低风险 出生 
15 Del45-54 男性 Del45-54 受累 流产 
16 Del8-13 男性 阴性 低风险 出生 
17 Del48-53 男性 阴性 低风险 出生 
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图 1  家系 11 MLPA 扩增后毛细管电泳检测结果 
134为 DMD患儿, 外显子 51, 52, 53, 54缺失; 135为患儿的携带着母亲, 箭头代表与患儿相对应的外显子; 137为正常女性对照; 140为羊水
DNA标本, 诊断为正常女性胎儿。 

 
这次我 们 建立一 种 新方法 MLPA来进行

DMD/BMD产前筛查。与MAPH相似[8], MLPA在筛查

DMD/BMD基因突变方面有独特的优势。除了操作

简便外, 还可以克服其他常用技术的一些缺点。例

如, Southern印迹技术需要同位素, DNA用量   大
[9]。最常用的多重PCR技术, 有报道说可以检测到缺

失热点的 18个外显子, 能检测出 98%的突变[10], 但

这种方法与MLPA相比, 准确性有限。 

MLPA 的原理是一种定量和半定量技术, 不仅

能检测缺失突变, 也能检测基因拷贝数。MLPA可以
同时进行 DMD基因 79个外显子缺失/重复突变的筛
查, 所有反应在两个管中进行。针对每个外显子设
计两条探针, 其 5′端和 3′端都连接一条通用引物, 
这样采用同一 PCR 引物, 使得连接的探针片段在同
一 PCR 条件下得到均一的扩增, 重复性好, 从而可
进行定量分析。并且杂交探针涉及 DMD 基因所有
外显子, 不单纯是缺失热点区, 这样就避免遗漏新
发生缺失或重复突变的区域。因此即使在无先证者 
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图 2  家系 21 的 5′DYSⅡ(A)和 intron 50 (B)的 STR 连

锁分析结果 
164为 DMD患儿; 163为患儿父亲; 162为患儿携带者母亲; 161为羊
水 DNA标本, 诊断为正常男性胎儿。 

 
或发生新突变时, 也能对样品做产前诊断和携带者
检测。在编号 11这个家系中, 我们可以看到编号 135
的患儿母亲在相应的患儿缺失的外显子处毛细管电

泳峰高降低 50%, 可诊断为DMD基因外显子 51、 
52、53、54缺失的携带者。26例羊水DNA样本中经
MLPA检测后有 17 例可以得到明确的诊断结果。9
例未发现突变, 可能是存在一些我们没有发现的小
突变, 或者这些突变位于内含子区域。我们的研究
表明, MLPA不仅是检测DMD基因缺失和重复突变
的有效手段, 而且在检测女性携带者上灵敏性也要
超过荧光定量PCR。这里需要指出的是当MLPA检测
发现单个外显子缺失时, 需要用另外一种方法来验
证。因为可能是由于点突变位于探针的连接点上而妨

碍探针与靶序列的杂交, 产生了假阳性的结果[11]。 
假肥大性肌营养不良患者的基因突变主要有基

因缺失型和非缺失型, 以及其它的少见类型。缺失
型的检测在国内外报道比较多, 但对非缺失型的检
测尚缺少直观而有效的方法。本研究选用 X染色体
DMD 基因上的 7 个 STR多态位点对 9 例 MLPA检
测没有发现突变的胎儿进行产前基因诊断。诊断出

3 例男性胎儿和 2 例女性携带者。MLPA 方法检测
到 4例女性胎儿中有 2例为携带者, 2例为正常女性, 
我们用 STR 连锁分析方法得到同样结果, 提示了
MLPA方法在携带者检测上的可靠性。 

结合 MLPA 和 STR 多态位点联合进行假肥大性
肌营养不良产前基因诊断是一种简便, 可靠的方法, 
并且两种方法联合应用可以提高诊断率。通过产前基因

诊断可以有效的减少患儿出生, 达到优生优育的目的。 
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