第四篇　细胞与医学遗传综合实验

第二章 遗传病的诊断、分析与咨询实验
病例一
姓名：李X       性别：女     出生日期：1976年12月6日
民族：汉         地址：江苏省XX县XX乡
就诊日期：2008年5月

主诉：2005年8月生育一男婴，出生时未觉异常，但吸吮能力较弱；三个月时发现其尚不能抬头，2岁时始能独立行走和说话，至今只能说简单词语，认知能力、辨别能力均较其他幼儿差。到当地卫生院就诊后认为该幼儿有严重的智力障碍，但未作进一步检查。目前李X已怀孕16周，急需知道所怀胎儿是否正常。
一、诊断：
（一）患儿的诊断：

1.病史与家族史采集

患儿唐X，2005年8月出生，病史见主诉；无家族史。

2.症状与体征
特殊面容（眼距宽，外眼角上斜，鼻部低平，张口伸舌、流  ），双手均为通关手；严重智障；隐睾。
　　根据患儿的症状与体征，初步判断可能为Down综合征，须做染色体检查以确诊。
3.染色体检查
患儿外周静脉采血2ml，肝素抗凝，制备染色体标本，G显带染色后镜检并以染色体图像分析系统分析结果。（详见实验）
检查结果：患儿核型为46，XY，+21
诊断：Down综合征

李X已生一胎Down综合征患儿，再次生育Down综合征的再发风险升高，建议做产前诊断。
（二）李X的产前诊断

1. 病史

两次妊娠史，已生育一Down综合征患儿，本次妊娠为第二次妊娠，目前孕
16周，无明显早孕反应，孕前和怀孕后均无患病、服药和接触有害物质。在当地医院做产前检查均正常。
2. Down综合征产前筛查
Down综合征产前筛查（三联征产前筛查），检查时间为14-20周。检查血清中甲胎蛋白（MSAFP），血清绒毛膜促性腺激素（HCG），血清游离雌三醇（E3）

检查结果：AFP 15ng/ml
              HCG 4.62ⅹ103IU/ml

              E3 17.7mol/L

经计算机软件分析，Down综合征高风险的切割值（cut off）>1:20，筛查显示李X为Down综合征高风险产妇。

三联征产前筛查显示了李X为高风险产妇，但三联征产前筛查存在5%的假阳性率，须做胎儿染色体检查确诊，目前孕周16周适宜做羊水染色体检查（16-20w）

3. 胎儿染色体检查

B超监视下，用注射器经孕妇腹壁、子宫到羊膜腔抽取胎儿羊水20-30ml，将悬液均匀分配到无菌的培养瓶内，封口后置二氧化碳培养箱培养；每隔几天用倒置显微镜观察生长情况，根据需要更换部分培养基；培养15-20天，当细胞铺满瓶壁时，收获细胞进行染色体分析。
    检查结果：胎儿核型为46，XY，+21

产前诊断：胎儿为Down综合征

二、遗传咨询与治疗

   对李X的儿子和胎儿已作明确诊断，该疾病为染色体病（游离型），根据该病的性质、发病原理等特点，给与相应的遗传咨询

（一）对策和措施
1. 告知与解释

将诊断结果和产前诊断结果向李X解释，告知其该病的症状、原理、预后等情况，使其对Down综合征有充分的了解。

2. 建议和措施

因胎儿确诊为Down综合征，建议李X采用人工流产。但应由患者及其亲

属自行做出决定，咨询医师不应替他们做出决定。

    李X两次妊娠结果均为Down综合征，如再度妊娠，生育Down综合征的再发风险上升至1-2%（Down综合征的发病率为1/1000-2/1000）。建议如考虑再度怀孕的话，应再次作产前诊断。
（二）Down综合征患儿治疗

1. 生活技能和社会适应力的训练

Down综合征患儿可经过训练学会读和写，以及基本的生活技能。也可试用谷氨酸、叶酸、维生素B等，对促进小儿智力发育，提高智商可能有一定的作用。
2. 其它临床症状的治疗
Down综合征患儿常伴有先天性心脏病（如房间隔缺损与房室畸形），急性
白血病的发病率也比较高，可进行相关的检查，如伴有种类临床症状的，进行相关治疗。先天性心脏病的可采取手术治疗。
（三）随访

    对咨询者进行随访，了解咨询的结果，特别是对李X是否选择人工流产、是否考虑再次受孕，进行随访，以便给与进一步的咨询。

病例二
姓名：金XX       性别：男     出生日期：1996年11月20日

民族：汉         地址：上海市宝山区

就诊日期：2008年2月

主诉：两年前起有视力减退，且病程发展迅速。到复旦大学附属眼耳鼻喉医院检查，诊断为视神经萎缩。患者有中心视力减退或丧失及视野缺损，但周围视力仍存在。视盘境界清楚，表面毛细血管减少或丧失，视盘颜色浅淡，视网膜血管狭窄。
一、诊断
（一）家系分析

1.病史与家族史采集

    病史见主诉；询问家族史得知患者家族中共有8人罹患视神经萎缩。
该病有明显家族聚集倾向，因此对患者家族作家系调查，分析其遗传方式。
2. 家系调查与系谱分析
    对患者的家族进行家系调查，并绘制成系谱（图4-2-1）。Ⅱ代中有两名患病，Ⅱ1女性，72岁，目前已失明。Ⅲ代中有5名患病，表现为不同程度的视力减退，均为Ⅱ1的子女。
图4-2-1  金XX系谱图
根据该系谱的特点：①男女均有发病；②三代均有患者出现；③女性患者将疾病传递给后代，而男性患者不能将疾病遗传给后代；④女性不发病，但其后代患病。可见致病基因来自于女性，男性生殖细胞对表型无作用，该家系的遗传方式不符合孟德尔遗传规律，而是呈现母系遗传；考虑其为线粒体遗传病，先证者的母亲和外祖母未出现症状，符合线粒体遗传多质性、异质性、阈值效应的特点。
根据系谱分析，此病为线粒体遗传的方式。可能为线粒体遗传病Leber遗传性视神经病（LHON），为确诊，对先证者和家族其他患者进行基因诊断。
（二）基因诊断

诱发LHON的mtDNA突变均为点突变。如：G11778A、G14459A、G3460A、T14484C、G15257A等，它们都位于呼吸链酶复合物Ⅰ（ND1,ND2,ND4和ND5）和呼吸链酶复合物Ⅲ（Cyt C）基因中。其中G11778A最为常见。
1. PCR-RFLP法检测线粒体基因G11778A突变

（1）抽取外周血，ACD抗凝。
（2）抽提基因组DNA（详见第二篇）
。
（3）PCR 扩增与限制性内切酶消化。
设计mtDNA  11778 引物
Primer1 : 5′- ATGGCAAGCCAACGCCACTT - 3′;

Primer2 : 5′- CGTGGTTACTAGCACAGAGAGTTC - 3′
PCR 反应参数：94 ℃预变性300s，94 ℃变性30s，58 ℃退火30s，72 ℃延伸30s，共30 个循环，末轮72 ℃再延伸300s。
扩增产物10μl 加限制性内切酶 SfaNI 4U，37 ℃水浴消化12h。2 %琼脂糖凝胶电泳检测，Eagle Eye Ⅱ凝胶成像分析仪成像拍照。
图4-2-2  M:标准分子量Marker  1 :mtDNA11778 PCR 扩增条带 2 : 对照组

PCR 产物酶切后条带 3 :无家族史患者酶切条带 4～9 :家系成员酶切条带

mtDNA 突变检测结果显示正常人mtDNA11778 位点经PCR扩增后，可得到一条长924bp 的扩增片段，经SfaN I 酶切后可产生797bp + 127bp 两条片段。而LHON 患者因mtDNAG11778A 突变，丢失酶切位点而只能出现一条长924bp 的片段（图4-2-2）。
PCR-RFLP法检测证实患者有线粒体DNA11778位点的突变，可以确定是Leber视神经遗传病。也可以将DNA产物测序以进一步证实。

3. DNA 测序检测线粒体基因G11778A突变

先证者和1 例正常人的PCR 产物进行序列测定，并进行序列同源性分析。（http ://PPwww. ncbi. nlm.nih. gov，人AY714050 基因mtDNA ND4 基因组DNA）（图4-2-3）.
图4-2-3  DNA 序列分析结果

对LHON 家系中的先证者和1 例正常人的mtDNA 11778 PCR 产物进行测序，证实先证者确实存在mtDNAG11778A 突变。

二、遗传咨询与治疗

目前Leber视神经遗传病没有根治的方法，药物治疗和手术治疗只能为患者

改善症状，但患者如已丧失视力，则没有良好的治疗措施。
（一）治疗
1. 药物治疗　药物中常用的包括神经营养药物如维生素B1、B12、ATP及辅酶A等，血管扩张药及活血化淤药类如菸酸、地巴唑、维生素E、维脑路通、复方丹参等。近年来通过高压氧、体外反搏穴位注射654-2等均已取得一定效果中药及针刺治疗已证明有一定疗效，可继续应用发掘整理。尚应提及的是，禁止吸烟及饮烈性酒，增强机体体。
2. 手术治疗　血管分流术、网膜血管再植术治疗，可使供应视神经及视网膜的眼动脉、视网膜中央动脉和睫状后短动脉的血流量增加，改善了视神经及视网膜的缺血状态，丰富了视神经及视网膜的营养，使病人的视力得到了进一步的提高和视野的扩大。

对患者及家族成员已作明确诊断，该疾病为染色体线粒体遗传病，根据该病的性质、发病原理等特点，给与相应的遗传咨询
（二）遗传咨询
1. 告知与解释　将诊断结果向患者家属解释，告知其该病的症状、原理、预后等情况，使其对本病有充分的了解。

2. 再发风险估计  Leber视神经遗传病一般成年期发病，平均年龄为27岁，但最早可在6岁，最晚可在60岁发病。因此IV的1-6仍存在再发风险。II2的为致病mtDNA的携带者，其子女III6-9具有再发风险，但是线粒体病有遗传异质性、多质性和不均等有丝分裂的特点，所以III6-9也可能不发病，同时因III6-9的年龄都已超过35岁，所以发病风险进一步降低。但其后代仍存在再发风险。II3为男性患者，线粒体病呈母系遗传，所以其后代不会罹患此病。
3. 建议和措施  根据系谱分析和本病的遗传规律，给与该家族成员相应的建议，对具有再发风险的家族成员可及早进行基因诊断，以做到早诊断、早治疗。  

4.随访  对患者家族进行随访，了解发病情况和就诊情况，提供必要的进一步咨询。
病例三
姓名：朱XX       性别：女     出生日期：1988年1月13日

民族：汉         地址：上海市闸北区

就诊日期：2008年3月

主诉：家族中有4人已患有某种神经系统疾病，症状表现为不由自主地舞蹈样动作，病程逐渐加重，其中一人为朱XX的外祖母（65），朱XX的母亲目前未见有异常，朱XX希望知道自己是否会发病。
一、诊断

（一）家系分析

1. 家族史采集
病史见主诉；询问家族史得知患者家族中共有4人罹患该病。

    该病有明显家族聚集倾向，因此对患者家族作家系调查，分析其遗传方式。

2. 家系调查与系谱分析
 　 对患者的家族进行家系调查，并绘制成系谱（图4-2-4）。
图4-2-4　朱XX系谱图
根据该系谱的特点：①男女皆有发病；②系谱中连续传递；③患者的双亲中有一方为患者；估计该病为常染色体显性遗传。
根据系谱该病遗传方式为AD，结合临床表现，怀疑为Huntington舞蹈病，对家族中的患者作基因诊断以确诊
（二）基因诊断

Huntington病是常染色体显性遗传病，为4号染色体短臂4p16.3的Huntington基因突变所致，基因产物为CAG三核苷酸重复扩增产生Huntington蛋白，正常人为11－34个CAG重复序列，HD为40个以上。本病的遗传特点包括早现现象：连续后代中有发病提前倾向；父系遗传的早发倾向更明显。这两种现象都与导致HD突变的不稳定性有关。
1. 提取外周血DNA
该家系中Ⅰ2已故，Ⅱ2因故未能采集血样，Ⅱ5、Ⅲ1、Ⅳ1抽取外周血，抽提基因组DNA。
2. PCR扩增CAG片段
设计引物 

上游引物（HD1） 5′ ATGAAG2GCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC 3′
下游引物（HD3 ）5′GGCGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGC 3′

PCR 扩增体积为25 μl，其中含2 ×GC Buffer(含Mg2 + ) 12.5 μl 。各种dNTP 250 μmol/ L，HD1和HD3 各0.6μmol/ L，LA TaqTM （TaKaRa Biotech）多聚酶1 U 和250～500 ng 基因组DNA。用9 600DNA 热循环仪进行PCR 扩增。先于95 ℃下进行预变性1 min；然后进入循环，条件为95 ℃30 s，58℃30 s，和72 ℃2 min，循环30 次；最后72 ℃下延伸10 min。

（2）测定CAG重复数
取20μl PCR 产物进行6 %的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（常温400 V，3 h）。电泳后银染凝胶，CAG重复数可在银染后通过与DNA 分子标记物Marker，进行比较推算（当PCR 产物长度为104 bp时，重复数为19）。
3 名患者( Ⅱ5，Ⅲ1，Ⅳ1) 都各有一个等位基因的CAG重复数超过了40，分别为57 、49 和63 。
基因诊断证实该家系中的患者患有Huntington舞蹈病，根据其遗传特征对朱XX进行基因分析和遗传咨询。
三、遗传咨询与治疗

（一）患者治疗

本病目前尚无法治愈。运动障碍和舞蹈症可对纹状体输出神经元多巴胺能抑制药物有反应，包括：①多巴胺D2－受体阻断剂：氟哌啶醇0.5－4mg口服，4次/d；氯丙嗪25－50mg，3次/d；泰必利0.1－0.2，3次/d；应自小剂量开始，逐渐增量，并注意锥体外里副作用；②耗竭神经末梢DA药物：利血平0.1－0.25mg口，3次/d；丁苯那嗪12.5～50mg，3次/d； ③增强GABA能和胆碱能神经传递药物通常无效；选择性5-羟色胺再摄取抑制剂可能减轻病情进展。
（二）遗传咨询
随访和扩大咨询。对患者家族其他成员可进行随访，对再发风险高的个体进行基因诊断，以做到早诊断早治疗。
病例四

姓名：杨X    性别：男   出生年月：1995年5月

民族：汉         地址：福建省

就诊日期：2008年3月

主诉：该患者面形较长，双耳明显超大，前额和下颌突出，睾丸比常人要大，中度的弱智。

病例五

姓名：李X    性别：男   出生年月：2005年12月

民族：汉         地址：江苏省

就诊日期：2007年12月

主诉：患者已两周岁，尚不会叫人，认知能力明显低于同龄儿童。无明显特殊面容及其它症状，家族史不详。
                                                  （复旦大学　刘雯）






