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摘　要：目的　分析一腓骨肌萎缩症家系的临床表现及不同基因检测方法的特点。方法　收集一 ＣＭＴ家系 ８名成员临
床资料，并应用等位基因特异性 ＰＣＲ－双酶切方法及多重连接依赖的探针扩增技术（ＭＬＰＡ）检测 ＰＭＰ２２基因突变情况，

同时选择６０名性别、年龄无明显差异的健康人做为对照组。结果　该家系中患病者以行走不稳、跨阈步态，伴有弓形足

为主要临床表现。该家系中５名成员经等位基因特异性 ＰＣＲ－双酶切及 ＭＬＰＡ方法均检测出 ＰＭＰ２２基因重复序列，其中

出现临床症状的有４名（Ⅱ３、Ⅱ９、Ⅱ１１、Ⅲ７），未出现临床症状但基因检测结果示 ＰＭＰ２２基因重复序列的为携带者有 １

名（Ⅲ５），家系中余３名成员及对照组６０名均未见重复序列。结论　基因检测在明确 ＣＭＴ诊断中起重要作用，且 ＭＬＰＡ

法筛查基因时操作更简便、灵敏度更高、特异性更好。
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　　腓骨肌萎缩症（ＣｈａｒｃｏｔＭａｒｉｅＴｏｏｔｈ，ＣＭＴ）是
具有高度的临床和遗传异质性的周围神经病变之

一，最早于 １８８６年首先报道，发病率 １／２５００［１］。
而其中 ＣＭＴ１Ａ型是由于 ＰＭＰ２２重复突变导致过
度编码蛋白 ，从临床表现方面，主要表现为进行性

肢体远端无力、双下肢肌肉萎缩、手脚畸形、远端

肢体感觉障碍。从遗传学方面，ＣＭＴ常见遗传方
式为常染色体显性遗传，少数是常染色体隐性遗

传、Ｘ－性连锁显性遗传以及 Ｘ－性连锁隐性遗
传［２］。既往研究中报道超过 ７０个基因与 ＣＭＴ疾
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病相关［３］。本研究为在我院收集一家系患者相关

资料，并用 ＰＣＲ－双酶切方法（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅ
ａｃｔｉｏｎｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ）及多重连接依赖的探
针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｎｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）检测等不同的基因检测方法确诊为
ＣＭＴ１Ａ家系。
１　研究对象及方法
１．１　研究对象

该家系共 ４代共 ５例发病者，均来自郑州，并
同时收集 ６０例性别、年龄与该家系无明显差异的
健康人作为对照。所有研究对象的纳入标准参考

Ｄｙｃｋ１９９３［４］。其家系图见图 １。
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图 １　家系图

１．２　收集标本
收集该家系 ８名成员（因客观因素只收集到该

家系的８名成员，其中包括５例发病者）和６０名对
照组成员的外周血液标本各 ５ｍＬ。
１．３　ＰＣＲ－双酶切法

引物由生工生物工程股份有限公司合成。引

物设计原理见［ＫｏｎＰｉｎｇＬｉｎ２００６］［５］。引物名称分
别是 Ｆ１、Ｒ１、Ｆ２、Ｒ２；序 列 分 别 为 ５′ＴＴＧＧＡＴ
ＴＣＡＡＡＧＡＴＡＴＴＡＧＴＧＴＴＡＴ３′；５′ＴＡＧＴＡＧＡＧＣＴＣＡＣＴＣＴ
ＡＣＡＧ３′；５′ＴＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＧＡＧＡＣＡＴＴＡＧＴＴＡＣ３′；
５′ＴＡＧＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＡＣＡＧＴＧＧＡＣ３。

取血液标本５ｍｌ，运用血液基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒提取 ＤＮＡ。５０μＬＰＣＲ反应体系中分别加入
ＤＮＡ５μＬ，ｄＮＴＰｓ５μＬ，２ＸＧＣＢｕｆｆｅｒＩ２５μＬ，ＴａｑＤＮＡ
多聚酶０．５μＬ，Ｆ１和 Ｒ２各 ２．５μＬ，加灭菌水至
５０μＬ。循环参数：９４℃变性３０ｓ，５７℃退火６０ｓ，３０
个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产物１０μＬ，分别
加 ｂｕｆｆｅｒ３．１２．５μＬ，ＥｃｏＲＩ０．５μＬ，ＮｓｉＩ１μＬ，灭菌
水 ６μＬ，３７℃水浴酶切过夜，８０℃失活 ３ｍｉｎ。
１．５％琼脂糖凝胶电泳，同时参照 ２０００ｂｐＭａｒｋｅｒ相
对分子质量标准，１７６０ｂｐ条带为特异性酶切片段，
有此片段可诊断为 ＰＭＰ２２基因重复。

１．４　多重连接依赖探针扩增法
１．４．１　变性、杂交
１．４．２　连接　上下游杂交探针彼此相邻，由热稳
定的连接酶连接。

１．４．３　ＰＣＲ　所有连接产物均由同一对引物进行
ＰＣＲ扩增。
１．４．４　毛细管电泳分析扩增产物　通过与对照
ＤＮＡ标本比较相同片段长度峰高的不同来确定目
标序列的对拷贝数变化。

２　结果
２．１　临床资料

患者Ⅱ９（先证者）现 ５２岁，自幼有弓形足，平素
易疲劳，３０岁时逐渐出现行走不稳，呈跨阈步态；双
下肢自觉无力，表现为上楼梯需扶扶手。患者Ⅱ３现
６２岁，自幼有弓形足，４０岁出现行走不稳，逐渐加
重，现已无法行走。

患者Ⅱ１１和Ⅲ７自幼体育较差，且有弓形足，
上下楼梯时呈跨阈步态。患者Ⅰ１自幼有弓形足，
现已故，死因不详。

体格检查：所有患者均有弓形足，双下肢腱反

射消失或减弱，双上肢腱反射对称存在，均无感觉

障碍、无肌肉萎缩、无自主神经功能障碍。

２．２　肌肉病理活检结果
该家系中先证者的腓肠肌病理活检结果提示

神经源性肌病（图 ２）。而该家系中其余成员因经
济原因未同意进行此检查。

注：Ａ：ＨＥ×２００，腓肠肌肉活检组织 ２块，部分肌纤维

肥大，散在小角化肌纤维；Ｂ：ＡＴＰ４．３５×４０，Ⅰ型肌纤

维多于Ⅱ型肌纤维，小角化纤维以Ⅱ型为主，同型肌

纤维群组化分布可见；Ｃ：ＮＡＤＨ×２００，小角化肌纤维

浓染，个别肌纤维可见中央轴空；未见靶纤维或靶样

纤维；Ｄ：ＣＯＸ，部分肌纤维胞浆染色不均匀，呈颗粒状

图 ２　先证者的腓肠肌病理活检图
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２．３　遗传分子学结果
该家系 ８名成员运用 ＰＣＲ－双酶切法检测出 ５

名成员有 ＰＭＰ２２基因的重复突变（即 １７６０ｂｐ片
段）（图 ３），其中出现临床症状的有 ４名成员（Ⅱ
３、Ⅱ９、Ⅱ１１、Ⅲ７），其基因携带者有 １名（Ⅲ５）。
该家系 ８名成员运用 ＭＬＰＡ方法筛查出 ５名成员
（Ⅱ３、Ⅱ９、Ⅱ１１、Ⅲ５、Ⅲ７）ＰＭＰ２２基因区域发生
基因拷贝数增加，存在重复突变序列（图 ４）。运用
ＰＣＲ－双酶切方法及 ＭＬＰＡ方法检测该家系基因突
变结果是一致的。
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图３　 ＰＣＲ－双酶切法检测ＰＭＰ２２基因的重复突变
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注：Ａ：正常对照者；Ｂ：该家系的先证者；Ｃ：通常认定荧光信号强度介于 ０．７５－１．２５之间为正常。ＭＬＰＡ
提示 ＰＭＰ２２基因区域检测到基因拷贝数增高，存在重复突变

图 ４　ＭＬＰＡ方法筛查 ＰＭＰ２２基因的重复突变
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２．４　神经电生理检查结果
该家系中 ４例患者（Ⅱ３、Ⅱ９、Ⅱ１１、Ⅲ７）双侧

正中神经运动神经传导速度平均 １９ｍ／ｓ，均 ＜３８
ｍ／ｓ，感觉神经传导速度均无波形；双胫后神经、腓
总神经运动传导潜伏时延长、速度明显减慢、波幅

低，双腓肠神经感觉传导未引出；右胫后神经 Ｆ
波、双下肢 Ｈ反射未引出；双胫前肌、腓肠肌内头、
股直肌肌电图静息期未见异常自发电位，胫前肌

ＭＵＡＰ时限宽，主动收缩募集减少，股直肌 ＭＵＡＰ
时限正常，主动收缩募集正常。１例基因携带者
（Ⅲ５）双侧正中神经运动神经传导速度 ２５ｍ／ｓ、
感觉神经传导速度均无波形。６０例对照组成员神
经传导和肌电图均未见明显异常。

３　讨论
ＣＭＴ是一组常见的具有临床和遗传异质性的

周围神经遗传病，大多数在儿童期或青春期发病，

少数发病在成年后［６］。该家系中所有患病者均在

儿童期开始发病，表现为出现弓形足畸形，这符合

既往文献报道内容。ＣＭＴ病程通常在 ２０～３０年，
甚至更长周期，且下肢症状较上肢症状出现得早、

程度更严重［７］。主要临床表现为进行性、对称性肢

体远端无力和肌肉萎缩，而该家系患者主要表现双

下肢无力，行走不稳，呈“跨阈步态”，伴弓形足畸

形，均未见明显的肌肉萎缩（如未见典型”鹤腿”、

“香槟腿”），这与国内外文献报道有一定差异，这

可能是 ＣＭＴ相对少见的临床表现型，在临床上应
重视，有必要时进行基因筛查，从而明确诊断［８］。

该家系患者今后是否出现“鹤腿”或“香槟腿”，还

需我们长期随访。

初步根据先证者临床表现、肌肉神经病理检查

结果及电生理特点考虑为 ＣＭＴ１型，故运用 ＰＣＲ－
双酶切及 ＭＬＰＡ方法检测 ＰＭＰ２２基因重复突变情
况，结果发现先证者 ＰＭＰ２２基因存在重复突变。
同时对该家系中其余 ７名成员运用上述两种基因
检测法进行该基因筛查，检测出余 ４名成员存在

ＰＭＰ２２基因重复突变序列，其中 １名为携带者，余
３名成员及 ６０名健康人均未发现异常重复突变序
列。上述两种基因检测方法检测基因突变结果是

一致，但相比较 ＭＬＰＡ方法更具有优势：操作简便、
灵敏度高、特异性好、精确度高、重复性强，而传统

的 ＰＣＲ－双酶切法实验操作时易受 ＤＮＡ标本浓
度、引物浓度、ＰＣＲ条件及酶切温度等影响，故在
临床中条件具备者尽量选择 ＭＬＰＡ方法筛查 ＣＭＴ１
型的 ＰＭＰ２２基因重复突变情况。
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ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｅｓ：ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＮｅｕ

ｒｏｌ，２００８，２８（２）：１８５１９４．

［７］　ＣｏｌｏｍｂａｎＣ，ＭｉｃａｌｌｅｆＪ，ＬｅｆｅｂｖｒｅＭＮ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃ

ｔｒｕｍａｎｄｇｅｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎａｌａｒｇｅｃｏｈｏｒｔｏｆＣｈａｒｃｏｔＭａ

ｒｉｅＴｏｏｔｈｔｙｐｅ１Ａｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｌＳｃｉ，２０１４，３３６

（１）：１５５１６０．

［８］　ＪｏｎｅｓＥＡ，ＢｒｅｗｅｒＭＨ，ＳｒｉｎｉｖａｓａｎＲ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔａｌｅｎｈａｎｃ

ｅｒｓｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆｔｈｅＣｈａｒｃｏｔＭａｒｉｅＴｏｏｔｈｔｙｐｅ１Ａ ｄｉｓｅａｓｅ

ｇｅｎｅＰＭＰ２２［Ｊ］．Ｈｕｍ ＭｏｌＧｅｎｅｔ，２０１２．，２１（７）：

１５８１１５９１．
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