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摘
!

要"目的
!

研究一个遗传性对称性色素异常症家系的致病基因$方法
!

采用聚合酶链反应"

,%V

#后酶切测序的方法鉴

定
"W"V'

基因是否存在变异$结果
!

在先证者及其
&

个患病的儿子中同时检测到了
"W"V'

基因在编码区发现变异
%:

'')(86E"

杂合改变!导致其编码的蛋白提前终止
?42CLEd4F*

$结论
!

"W"V

基因
?42CLEd

变异导致了遗传性对称性色素异常

症的发生$

关键词"突变(

"W"V'

基因(遗传性对称性色素异常症
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遗传性对称性色素异常症$

W-\

#

#X#

$

'&F*))

%是一种

较为少见的常染色体显性遗传性皮肤病#外显率高'该病起于

婴幼儿期#青春期明显#以后缓慢发展#持续终身'损害为针头

至黄豆大*间杂以色素减退的斑点#呈网眼状#对称地散布于四

肢末端手足背(

'

)

'

&))4

年
#8

P

5/M=5

等(

&

)在日本
W-\

家系研

究中首次报道了
"W"V'

基因的杂合突变可以导致
W-\

的发

生'文献(

4$G

)在中国大陆和中国台湾人群中发现
&&

例新的

"W"V'

突变#进一步证实了
"W"V'

基因不仅在日本人群

W-\

患者中起着致病作用#在其他人群中也一样'

"W"V'

蛋

白催化双链
V."

脱苷成次黄嘌呤核苷(

C

)

'

"W"V'

基因广泛

表达(

')$''

)

#但在皮肤组织中的表达情况尚未见报道#其在
W-\

中的致病分子机制也尚未阐明'

@
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材料与方法

@:@

!

材料
!

从本院皮肤科收集到
W-\

家系一个$图
'

%#家系

成员共
C

人#其中患者
4

人'其遗传方式符合常染色体显性遗

传'本研究遵循赫尔辛基宣言#在家系所有成员均知情同意的

情况下#抽取家系中
4

例患者和
2

名正常者外周血
G

%

')/+

'

@:A

!

方法

@:A:@

!

家系成员皮肤科检测
!

皮肤科医生对该家系所有成员

进行检查及诊断'

@:A:A

!

基因组
W."

的提取
!

取外周血
G

%

')/+

#采用苯酚

氯仿法分步提取基因组
W."

'经紫外分光光度计和质量分数

):2[

琼脂糖凝胶电泳检测样本
W."

纯度和浓度后于
b&)g

冰箱中保存备用'

@:B

!

"W"V

基因的突变筛查

@:B:@

!

聚合酶链反应$

J
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P

/I=5EIK3586=I5K78B6

#

,%V

%

!

使

用由加拿大生物研究所提供的
J

=8/I=4

在线软件$

377
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=8/I=

"
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=8/I=4:K

1

8

"%设计了

覆盖
@V#WF

基因
'(

个外显子的引物共
'F

对$表
'
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口!正常男性&

'

!正常女性&

(

!患病男性&

!

!先证者'

图
'
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W-\

患者家系图

@:B:A

!

,%V

反应体系及条件
!

使用扩增效率高*特异性强的

\B7-75=?5

i

酶扩增所有引物#采用
?BMK3ABQ6

程序进行扩

增'总反应体系
')
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模板 $
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加
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U

至
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!

+

'反应条件采用
&

相循环#首先
C*g

预变

性
'&/86

#第
'

相循环时#

C(g

变性
4/86

#起始退火温度
24

g'/86

#以后每个循环减少
):(g

#

F&g

延伸
4)E

#共
'(

个

循环'目的是使每对引物扩增时都达到最佳退火温度#都能扩

增出目的产物'第
&

相循环
C*g

变性
4)E

#

(2g

退火
'/86

#
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F&g

延伸
'/86()E

#

'2

个循环#最后
F&g

延伸
')/86

'
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酶切后直接测序
!

取
&

!

+,%V

反应产物#在
2[

聚丙

烯酰胺凝胶上
4))^

电泳
*)/86

#银染检测
,%V

产物'检测

完后#对扩增特异性好的
,%V

产物用虾碱性磷酸酶和核酸外

切酶处理#

4Fg

酶切
2)/86

#

G)g'(/86

灭活虾碱性磷酸酶

和核酸外切酶#处理完后的产物用
4'))

基因分析仪测序'

表
'
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"W"V

基因引物

外显子 引物名称 序列

TRB6' "W"V$'@ (e$%"%??%%"a?a%aa"a?"a%$4e

"W"V$'V (e$%"%?a%""%"%"""a%%?a?$4e

TRB6& "W"V$&@" (e$""??a%%?%?%"a%%%??%$4e

"W"V$&V" (e$aa?a??%%?a%%?%???%?a$4e

"W"V$&@; (e$?%?"%%""a"?%"aa""%"""aa$4e

"W"V$&V; (e$?a%"?%%?%?%?%a%??%$4e

"W"V$&@% (e$a%%a"a"?%""aa"a""""?%$4e

"W"V$&V% (e$%?a%?%"%"""?%"a%%""a$4e

TRB64 "W"V$4@ (e$%"a""""??%%"aa??a""aa$4e

"W"V$4V (e$"aaa""a"a?aaa""a%?a"$4e

TRB6* "W"V$*@ (e$?a"%"aa?aa?aaa""?"""a$4e

"W"V$*V (e$?a"aa"aa%""aa""a""""$4e

TRB6( "W"V$(@ (e$%"a"aa?a"?a?a??%""aa"$4e

"W"V$(V (e$%"aa"""?a??a"aaa"a?%"$4e

TRB62 "W"V$2@ (e$aa?"aaa%a????%%?"%?%"$4e

"W"V$2V (e$"""a%"%"%%%??a????%%$4e

TRB6F "W"V$F@ (e$aa%%"%"?%??%"a%""""%$4e

"W"V$FV (e$%a?a?a"a?%"?%????%%??%?$4e

TRB6G "W"V$G@ (e$""aa""""a"?a"%?%"%"%a"$4e

"W"V$GV (e$?%?%%%?a%%??aa"%??"%$4e

TRB6C "W"V$C@ (e$?a"aa%?a???%?a%%??a$4e

"W"V$CV (e$%a?%?a?%?a"aaaaa"??$4e

TRB6') "W"V$')@ (e$?a%""%"??a"a"%????%%??$4e

"W"V$')V (e$%"a?aa"a?a?aa%??"??a?$4e

TRB6'' "W"V$''@ (e$aa%%??"a""""%"?%%%??a$4e

"W"V$''V (e$"a%"a%%??a?"a"a"%??aa$4e

TRB6'& "W"V$'&@ (e$?a""?a""?a?"a%%?a?aa$4e

"W"V$'&V (e$""""%"%%?aa%""?"""a%"$4e

TRB6'4 "W"V$'4@ (e$a?"%%?%%""""?%%%%"%"$4e

"W"V$'4V (e$"?a??%%%%??a%%%"%"$4e

TRB6'* "W"V$'*@ (e$"%%%%"%"%??%%?%?%?%%$4e

"W"V$'*V (e$??%"%%?aaa"%%?a?""a"?""$4e

TRB6'( "W"V$'(@ (e$?aa"?aaa?""aa"a"%"aa$4e

"W"V$'(V (e$?a?a"?a"aa""?a%?"%a"$4e

A
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结
!!

果

A:@

!

临床检查
!

该家系先证者大儿子
&

岁发病#双手*足呈对

称分布点状色素沉着及色素减退斑#左前臂约
*K/c4K/

大

小咖啡色斑#双面颊*黄豆大小褪色斑'

4

例患者症状相似'

A:A

!

测序结果
!

用
W."-?"V

软件中的
-I

i

#56

程序与参

照序列进行比对分析'在先证者
"W"V'

基因
&

号外显子编

码区发现变异
%:'')(86E"

$图
&

%#插入碱基
"

后导致了移码#

其编码的蛋白提前终止
?42CLEd4F*

'随后在先证者
&

个儿子

的
W."

中也检测到了该变异'家系中其他正常者未检测到

该变异'

图
&

!!

测序结果

B

!

讨
!!

论

迄今为止#已经在日本*中国大陆及中国台湾人群中报道

了
(&

个不同的
"W"V'

突变(

2

#

'&$'4

)

'其中
4(

个突变$

2F[

%

位于
"W"V'

蛋白脱氨基酶结构域#脱氨基酶结构域由编码的

GG2

位至
'&&'

位氨基酸组成#占此蛋白全长的
&F[

#提示脱

氨基酶结构域是一个突变热点区域'据报道#人类
"W"V'

蛋

白包含
&

种形式!一种是
X@.

诱导的全长
'()0W

的蛋白&另一

种是
.$

端截短的全长
'')0W

的蛋白'

&

种不同的蛋白是由
&

个不同的启动子形成的(

'*

)

'由甲硫氨酸编码起始密码子全长

为
'&&2

个氨基酸的产物称
3"W"V'$

J

'()

#而由第
&C2

位密

码子作为
"?a

起始翻译的全长
C4'

个氨基酸的蛋白质为
3"$

W"V'$

J

'')

'本研究报道的突变
%:'')(86E"

于
&))F

年首先

在日本人群中报道(

'(

)

#插入碱基
"

后导致了移码#其编码的蛋

白提前在第
4F*

位终止'该突变并未位于突变热点区域'其

突变会使
&

种蛋白产物
3"W"V'$

J

'()

和
3"W"V'$

J

'')

都提

前终止#产生无功能的截短蛋白#从而不能发挥其将双链
V."

脱苷催化生成次黄嘌呤核苷的功能'
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