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基于荧光聚合酶链反应的脆性Ｘ综合征

产前筛查技术的建立

李海波　刘敏娟　毛君　李红　陈瑛

（南京医科大学附属苏州医院 生殖与遗传中心，江苏 苏州　２１５００２）

【摘要】　目的　建立针对脆性Ｘ综合征ＦＭＲ１基因ＣＧＧ重复数的快速产前检测技术方法，用于基于

人群的筛查。方法　采用荧光ＰＣＲ法对３５６名孕妇进行产前ＦＭＲ１基因ＣＧＧ重复数检测。结果　本

方法可检测ＣＧＧ重复数小于１３０的携带者，共２７５例（７７．２５％）毛细管电泳结果显示为２组峰，提示为

杂合型基因型，可明确诊断。８１例（２２．７５％）仅见到一组峰，提示可能为纯合子，也可能为ＣＧＧ重复数

高于１３０的携带者。结论　基于荧光ＰＣＲ的检测技术，临床上可实现近８０％孕妇ＦＭＲ１基因ＣＧＧ重

复数精确、快速的初筛，剩余病例的明确诊断尚需其他技术辅助。
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　　脆性Ｘ综合征（ｆｒａｇｉｌｅＸｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＦＸＳ）是Ｘ

连锁显性遗传病［ＭＩＭ：３００６２４］，ＦＭＲ１基因中

（ＣＧＧ）ｎ重复序列的不稳定性扩展及其上游ＣｐＧ

岛的异常甲基化是导致该病的分子基础。临床表现

以不同程度的智力障碍为主，此外可伴有行为和体

格发育异常及卵巢早衰等。在正常人群中其携带者

所占比例高达１％
［１］，目前尚无确切的药物可以治

疗，女性携带者不但可累及生殖系统，还会将生育后

代的致病效应放大，使子女出现严重的智力及生理

功能异常，因此对孕妇行产前筛查进而指导生育就

显得尤为重要［２］。

因ＦＭＲ１基因序列的特殊性，传统的ＰＣＲ或

ＰＣＲ联合ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ等技术或难于扩增，或检

测精度不够，本文旨在建立基于荧光ＰＣＲ快速筛查

技术，分析普通孕妇人群中的ＦＭＲ１基因（ＣＧＧ）ｎ

序列重复次数，并评估对其产前基因筛查的临床应

用价值。
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１　对象和方法

１．１　研究对象　２００９～２０１０年间在苏州市立医院

持母婴阳光工程基因筛查券进行孕中期产前筛查的

孕妇３５６名，均签署知情同意书。有３例明确ＣＧＧ

重复数的女性携带者样本用于技术体系的验证

检测。

１．２　实验方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ制备　每例取２００μｌ外周血，

利用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ ＭｉｎｉＢｌｏｏｄＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公司，

德国）提 取 基 因 组 ＤＮＡ，应 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００

（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）检测其浓度和纯度后，稀释至

２０ｎｇ／μｌ。

１．２．２　荧光ＰＣＲ　参考Ｃｏｆｆｅｅ等
［３］报导的方法加

以改进，正反向引物跨越ＣＧＧ重复区及侧翼序列，

引 物 序 列 为：ＦＸＦＯＲ ５′ＡＧＧＣＧＣＴＣＡＧＣＴＣ

ＣＧＴＴＴＣＧＧＴＴＴＣＣＴＴＣ３′（正向）和 ＦＸＸ３５′

ＦＡＭＧＴＧＧＧＣＴＧＣＧＧＧＣＧＣＴＣＧＡＧＧ３′（反向）

（捷瑞生物工程有限公司，上海）。ＰＣＲ总反应体系

１５μｌ，试剂主要购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司：去离子水

４．８３μｌ，１０×ＰＣＲｆａｓｔｔａｑｂｕｆｆｅｒ１．０μｌ，５×ＲＩＣＨ

ｂｕｆｆｅｒ０．０８μｌ，ＤＭＳＯ０．５μｌ，２５ｍＭ ＭｇＣｌ２ 溶液

０．６μｌ，１０ｍＭ 含有等比例ｄＮＴＰ和ｄｅａｚａｄＧＴＰ

１．６μｌ，４ｍＭ 引物ＦＸＦＯＲ、ＦＸＸ３各０．２μｌ，Ｆａｓｔ

ｓｔａｒｔＴａｑ聚合酶０．６μｌ，模板ＤＮＡ为０．６μｌ。反

应于热循环仪上进行 （９７００型，ＡＢＩ公司，美国）。

反应起始温度９８℃ 变性５分钟；共１０个循环中

９７℃变性３５秒，６２℃复性３５秒，７２℃延伸３分

钟；接着２０个循环，９７℃变性３５秒，６２℃复性３５

秒，７２℃延伸４分钟，每循环延伸时间增加２０秒；

７２℃延伸１０分钟。

１．２．３　毛细管电泳分析　每反应体系中加入 Ｈｉ

Ｄｉ甲酰胺（ＡＢＩ公司，美国）９．０μｌ，内标ＲＯＸ１０００

（ＡＢＩ公司，美国）０．２μｌ，荧光ＰＣＲ产物１．０μｌ，混

匀离心后，９５℃变性５分钟，立即置冰上５分钟。

采用ＡＢＩ３１３０遗传分析仪进行毛细管电泳，应用

ＧｅｎｅＭａｐｅｒＶ３．０软件进行数据分析，根据电泳峰

位置坐标计算ＣＧＧ重复次数，公式为（ＣＧＧ）狀＝

（横坐标位置１５１）／３＋漂移系数。

２　结　果

参考Ｃｏｆｆｅｅ等
［３］的电泳峰图判读标准，在３５６

例孕妇中，２７５例（７７．２５％）毛细管电泳结果显示为

２组峰，提示为杂合型基因型，可以明确诊断，且２

组峰计算后（ＣＧＧ）ｎ重复数均低于１３０个重复。杂

合基因型等位基因分布范围见图１所示，ＣＧＧ重复

数主要分布在２９～３５之间，占６９．４４％。２７５例样

本中（ＣＧＧ）重复大于４５的前突变携带者共６例

（２．１８％）。

图１　ＣＧＧ重复数的人群分布柱状图

　　８１例（２２．７５％）仅见到一组峰，提示可能是纯

合子，也可能存在一组峰（ＣＧＧ）ｎ重复数高于１３０

而超出本方法检测范围之外，这部分显示单组峰的

样本也可能是前突变或全突变携带者（图２）。

图２　不同基因型毛细管电泳峰型图

　　注：Ａ单组峰，提示可能是纯合子，也可能存在一组峰ＣＧＧ重复数高于１３０而超出本方法检测范围之外，这部分显示单组峰的样本可能是

前突变或全突变携带者；Ｂ相差一个重复的２组峰；Ｃ相差２个重复的２组峰；Ｄ前突变携带者的峰型图

５
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　　３例已知ＣＧＧ重复数样本的验证检测中，１例

正常、１例ＣＧＧ重复数１１５的携带者均能够正确检

出，１例 ＣＧＧ 重复数为３５０的携带者未能明确

检出。

３　讨　论

１９９１年Ｐｉｅｒｅｔｔｉ等
［４］发现了ＦＸＳ相关致病基

因ＦＭＲ１，提出ＦＭＲ１基因内（ＣＧＧ）ｎ重复序列的

不稳定性扩展及其上游ＣｐＧ岛的异常甲基化是导

致该病的分子基础。研究指出小于４４个ＣＧＧ重复

为正常；４５～５４个ＣＧＧ重复为中间型（灰区）；５５～

２００个ＣＧＧ重复属于前突变型；大于２００个ＣＧＧ

重复为突变型，为致病型。前突变型未表现临床症

状，但约有２０％的前突变型女性携带者易发生“脆

性Ｘ原发性卵巢功能不全（ＦＸＰＯＩ）”，而部分前突

变型男性携带者在其老年时期易发生“脆性Ｘ相关

震颤共济失调综合征（ＦＸＴＡＳ）”。全突变型的男

性１００％表现临床症状，女性则依据Ｘ染色体失活

的不同而具有异质性临床症状。

前突变携带者的后代会增加约１００个ＣＧＧ的

重复，这样子代变成致病性全突变的几率近１００％。

经过大样本的检测分析［５］和人群调研［６］，美国医学

遗传学协会（ＡＣＭＧ）、世界卫生组织（ＷＨＯ）已公

布出进行ＦＸＳ分子诊断的适宜人群，并确立了诊疗

指南［７，８］，以色列等国家已在孕妇中进行常规筛

查［９］。我国ＦＭＲ１前突变的筛查未被广泛接受的

主要原因为检测技术水平的限制及缺少区域人群突

变携带率的有效数据，本研究也旨在揭示苏州地区

脆性Ｘ携带者的突变谱及频率，初步结果显示ＣＧＧ

重复数低于１３０个重复的样本前突变携带率即达

２．１８％，高于以往报道
［１］，提示苏州地区产前ＦＸＳ

产前遗传学筛查的可行性。

现有多种方法用于ＦＸＳ的分子诊断，其中包括

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交法，按照杂交出的条带结果可检

出全部前突变和全突变等位基因，还可检测ＣｐＧ岛

的甲基化，是目前较为可靠的诊断方法。但是该方

法的缺点是酶解不完全，容易造成假阳性结果，操作

繁琐，花费高，对样本量要求大，难于精确确定拷贝

数等。在基因表达水平上的检测方法有 ＲＴＰＣＲ

方法（检测ＦＭＲ１基因的转录）和免疫学方法（采用

抗体检测ＦＭＲ１基因的翻译产物ＦＭＲＰ蛋白），但

只能检测全突变患者，所以很难将其应用于大范围

的人群筛查。本实验方法与上述方法相比，具有高

通量、简便、快速、价廉的特点，初筛能够快速排除近

８０％的杂合的正常个体及重复数在５０～１３０个重复

的前突变个体。剩余病例的明确诊断尚需其他与本

技术检测手段类似的技术（如 ＡｍｐｌｉｄｅＸＦＭＲ１

ＰＣＲＫｉｔ，Ａｓｕｒａｇｅｎ公司，美国）加以辅助
［１０］。通过

本研究，我们认为本方法可靠、简便，对产前孕妇

ＦＭＲ１基因ＣＧＧ重复数筛查具有一定的临床应用

价值。
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