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利用与 PKD1 紧密连锁的微卫星多态性对黑龙江省汉族人群进行

ADPKD 的症前诊断
王禹霄 张承巍 薛继强 毕 敏 李春媚
（哈尔滨医科大学附属第二医院 黑龙江 哈尔滨 150086）

摘要 目的：利用与 PKD1 紧密连锁的微卫星的多态性对黑龙江省汉族人群常染色体显性遗传性多囊肾病 (autosomal dominant
polycystic disease ADPKD)家系成员进行症状前诊断。方法：扩增 PKD1 基因内部( KG8 )及基因两侧( AC2.5、CW4 )共三个微卫星

遗传标记，并采用聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测，银染，最后进行家系连锁分析。结果：家系 1 中一名男孩携带了 PKD1 突变基因，

处于发病前期。结论：通过连锁分析 ADPKD 进行连锁分析能高效、快捷、准确地进行早期诊断。
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前言

常染色体显性遗传性多囊肾病(ADPKD)是一种常见的遗

传病[1]，在外国发病率在 1/1000～1/600[2]，约占终末期肾衰病因

的 10%，在我国约有 150～300 万患者。主要病理特征是双侧

肾脏分布充满液体的囊肿，并随年龄的增长而逐渐增大，造成

肾脏结构和功能的损害，约 50%的患者在 60 岁左右发展成终

末期肾病，需要肾移植或血液透析治疗[3]，一般死于尿毒症并发

感染或心脑血管意外。由此可见，ADPKD 是一种常见的危害人

类健康的疾病，目前对 ADPKD 仍缺乏有效的治疗手段，所以

早期基因诊断就显得尤为重要[4]。与 PKD1 基因紧密连锁的标

记 有 SM6、SM7、KG8、CW2、CW4、AC2.5 等 [5,6]， 本 文 应 用

KG8、AC2.5、CW4 对 7 个 ADPKD 家系进行症状前基因诊断。

1 材料和方法

1.1 研究对象

收集我院门诊及住院患者中确诊为 ADPKD 的家系 7 个，

患者 29 例，均来自黑龙江地区，均为汉族人，均得到患者的知

情同意权。经肾脏彩超检查诊断为 ADPKD，确诊标准为[7]：30
岁以下患者单侧或双侧肾脏有 2 个囊肿以上；30-59 岁患者双

侧肾脏囊肿至少各 2 个；60 岁以上双侧 l 肾脏至少各 4 个囊

肿。如同时具有其他器官 ADPKD 表现（如肝囊肿），其肾脏诊

断标准适当放宽。超声声像图表现为：肾脏体积明显增大，肾内

无数个大小不等的囊肿及肾实质回声增强。患者年龄为 9～70
岁，男女比例为 3:5。
1.2 主要试剂

Relax Geneblood 血液基因组提取试剂盒，以 KG8，AC2.5，

CW4 微卫星设计 PCR 引物 （上海英骏生物技术有限公司提

供）及 2*Taq PCR MasterMix。
1.2.1 电泳试剂 琼脂糖，30 %丙烯酰胺溶液，丙烯酰胺 ，甲叉

丙烯酰胺、0.5×TBE，10 %过酸铵，1 %TEMED ，EB ，溴化乙

锭，上样缓冲液，蔗糖（实验室提供），去离子甲酰胺、一，甲基苯

青、溴酚兰、Maker(TaKaRa 公司)。
1.2.2 银染试剂 2 mmol/L AgNO3 溶液，银染固定液 10 %的乙

醇，0.5 %乙酸 ，还原剂 0.74 mmol/L NaOH，0.1 mmol/L 甲醛。
1.3 主要仪器设备

HZS-H 水 溶 箱 ，Biofuge22R 高 速 离 心 机 (德 国 HER-
AEUS)，PEKIN ELMER 480 DNA 扩增仪，GIS2010 全自动凝胶
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图像处理系统，电泳仪、水平电泳槽，垂直电泳槽，琼脂糖凝胶

电泳装置，垂直电泳装置

1.4 研究方法

1.4.1 基因组 DNA 提取 取晨起空腹静脉血 3 mL ACD 抗凝，

加等体积生理盐水(3 mL)，轻振混匀，离心 5000 rpm 20 min,加
入 2.5 体积预冷的无水乙醇，有白色絮状沉淀物，既为所提取

的 DNA，吸出 DNA 沉淀，放入 75 %乙醇的 EPPENDORF 管

内，离心 12000 rpm，10 min，弃上清液，室温干燥。加适量 TE
(200-500 μL) 缓冲液，4℃保存，约 2-4 天 DNA 完全溶解，-20
℃贮存。
1.4.2 PCR 扩增 引物设计（采用 RIGAT 等设计的反应引物）[8]

KG8 F:5 ' CTCCCAGGGTGGAGGAAGGTG 3 '
R:5 ' GCAGGCACAGCCAGCTCCGAG 3 '
AC2.5 F:5 ' GCAGCCTCAGTTGTGTTTCCTAATC 3 '
R:5 ' GTGCTGGGATTACAGGCATGAACC 3 '
CW4 F:5 ' AAGGCTGGCAGAGGAGGTGA 3 '
R:5 ' CTAATCGGCGGGGAGCTCTA 3 '
反应体系为 25 μL，成分如下：模板 1.5 ng 正引物 1.0 μL，

负 引 物 1.0 μL，2*Taq PCR MasterMix 12.5 μL， 去 离 子 水

9.0μL。反 应 条 件 为 95℃预 变 性 5 min，94℃变 性 1min，

58-60℃复性 1min，72℃延伸 1min，共 32-40 个循环，终末延

伸 72℃ 5 min。
1.4.3 琼脂糖凝胶电泳 PCR 产物测定：因反应体系中已含有染

料，直接取 5 μL PCR 扩增产物,进行电泳,40V 恒压，30 min。

1.4.4 12%聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳 将 PCR 扩增产物，用微

量加样器加入加样孔底部，使样品在孔底部成一层．两侧孔中

加入 Marker 按 2-10V/CM 电压电泳，电泳 6-8 小时，使片断足

够分开，待指示剂走到适当位置后，关闭电源，将胶片取出。分

开两块玻璃板，将凝胶片置入 100 mL 银染固定液中轻振 30 分

钟，然后将凝胶片转入 100 mL AgN03 溶液中浸泡 20 分钟染

色，吸去 AgN03 溶液，用蒸馏水反复漂洗几次，再加入银染还

原剂 100 mL 作用 15-30 分钟，待 DNA 带显示清楚时倾去还原

液，加 5 %乙酸终止反应。
1.5 基因连锁分析

1.5.1 PCR 产物分子量估计 测定各带的电泳距离，参照分子量

大小标记(PBR322/MSP1)各带位置，进行估算．其大小用碱基

对数(bp)直接表示。
1.5.2 连锁分析和分子诊断 利用连锁分析对多囊肾病家系成

员进行连锁分析和分子诊断。

2 结果

通过连锁分析发现这些 ADPKD 患者均与 PKD1 连锁，确

定如下家系均为 1 型多囊肾病家系，对家系成员进行囊肿前诊

断，确定 7 个家系中有 1 名无临床症状且 B 超检查尚未发现肾

脏囊肿的个体为 PKD1 突变携带者，处于囊肿发病前期。现选

择其中三个家系图例如下。
家系 1：Ⅱ1 为先证者，42 岁时发现血尿后经 B 超诊断为

多囊肾，追踪其家系，其母亲死于该病，其两个妹妹Ⅱ3. Ⅱ5 也

为多囊肾患者（经 B 超证实）。对家系成员用 KG8、CW4、AC2.5
三个微卫星 DNA 为遗传标记，找出与 PKD1 连锁的单体型为

KG8 PCR 产物电泳的第二片段，CW4 的第二片段及 AC2.5 的

第一片段。Ⅱ1、Ⅱ3、Ⅱ5 遗传了单体型 221，均为诊断明确的

ADPKD 患者。Ⅲ1(15 岁男孩)从其母遗传了与 PKD1 连锁的单

体型 221，故为 PKD1 携带者，将来可能会发病。
家系 2：Ⅱ3 为先证者，该患者经消化内科诊断为多囊肝后

查肾脏 B 超诊断为多囊肾。追踪其家系其母为多囊肾患者，并

死于此病。发现其妹Ⅱ6 及其哥的儿子Ⅲ2 也为多囊肾（经 B 超

证实）。对家系成员选用 KG8、CW4、AC2.5 三个微卫星 DNA
为遗传标记，此家系中与 PKD1 连锁的单倍体型为 KG8 PCR
产物第二片段，CW4 的第三片段，AC2.5 的第二片段。遗传了

单倍体型 232 的Ⅱ3、Ⅱ6、Ⅲ2 均为诊断明确的 ADPKD 患者。
表明单体型 232 与 PKD1 连锁。Ⅱ5、Ⅲ3、Ⅲ4、Ⅲ5、Ⅳ1 未遗传

单体型 232，则不携带 PKD1 基因，将来也不会发病。
家系 3：Ⅱ2 为先证者，腹胀腹痛肉眼血尿就医，后经 B 超

诊断为多囊肾，后追问家族史，其父患该病，且死于多囊肾病。
其弟Ⅱ7，其妹Ⅱ8，来院经 B 超诊断也为未有临床表现的多囊

肾患者。对家系成员选用 KG8、CW4、AC2.5 三个微卫星 DNA
为遗传标记，此家系中与 PKD1 连锁的单倍体型为 KG8 PCR
产物第三片段，CW4 的第一片段，AC2.5 的第二片段。遗传了

单倍体型 312 的Ⅱ2、Ⅱ7、Ⅱ8 均为诊断明确的 ADPKD 患者。
表明单体型 312 与 PKD1 连锁。Ⅲ1、Ⅲ2、Ⅲ3 未遗传单体型

312，则不携带 PKD1 基因，将来也不会发病。在选取的其他家

图 1 CW4 的 PCR 产物琼脂糖水平电泳

Fig.1 CW4 's PCR productions in gelose horizontal strip electrophoresis

图 2 CW4 PCR 产物 12 %聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳

Fig.2 CW4 's PCR productions in polyacrylamide gel vertical

electrophoresis
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系中，均能根据家系连锁分析作出诊断，且均与 PKD1 连锁，在

此不一一举例。
3 讨论

对有发病风险的 ADPKD 家系成员尽早作出诊断，从而进

行医疗监护，避免或延缓肾功能失代偿的出现，降低患儿出生

率，是当前我们医疗研究人员共同努力的方向。间接的连锁分

析仍是分子诊断的主要手段 [9]。间接连锁分析是最早用于

ADPKD 基因定位和基因诊断的方法，并一直被广泛应用。随

着杂合性更高的 STR 遗传标记的应用，RFLP 逐渐被 STR 所

替代[10]。
STR 在基因组中广泛存在，是以 2～7 个碱基为核心单位

串联重复而成的一类序列，又称为微卫星 DNA(microsatellite
DNA)[11]。由于核心序列重复数目的变化而在群体中呈现出遗

传多态性，但在同一家系内具有高度的遗传保守性，以孟德尔

方式遗传[12]。陆续发现 PKD1 和 PKD2 基因的内部和侧翼，存

在若干具有高度多态性的微卫星 DNA 与之连锁(KG8、SM6、
CW2、CW4、AC2.5、D4S423、D4S1534、D4S1563)[13,14]。STR 为遗

传标记有两个突出的优点 (1) 高度多态和高频率; (2)STR 以

PCR 技术为基础，可于基因座两端设计引物，进行 PCR 扩赠，

可实现机器化、自动化。但仍有缺点：(1)需电泳分型，难于大规

模检测；(2)有些 STR 基因难于进行基因型判定。其次 PCR 扩

增所需样本 DNA 量少，加之高度的多态信息含量，为开展症状

前诊断奠定了基础。本实验就是应用微卫星 DNA 对 ADPKD
家系进行症状前诊断。

影响连锁分析的因素 (l) 基因座的选择：1）本实验就选用

PIC 高的微卫星 DNA，KG8、CW4、AC2.5。2）遗传标记的遗传

距离：遗传标记越靠近致病基因，遗传距离越小，重组率越低，

越能满足分析要求，本实验所选的 KG8 就是。(2)ADPKD 的家

系结构：每个 ADPKD 家系至少由两代家系成员每代至少有两

个患者。(3)等位基因频率 (4)重组频率 (5)遗传异质性：ADPKD
具有传异质性．通过 RFLP 家系连锁分析，发现 85%～90%的

ADPKD 患者是由于 PKDI 突变所致，其余的大部分有 PKD2
突变所致[15,16]，并认为 ADPKD 存在着第 3 位点的突变[17]，但目

前 PKD3 未定位 [18]。因此在连锁分析是，需要设计 PKD1 和

PKD2 位点的探针或引物，分别进行分析。
本研究选用了 KG8、CW4、AC2.5 这三个微卫星对 7 个

ADPKD 家系进行了基因诊断。发现这 7 个家系均与 PKD1 连

锁。由于 ADPKD 基因的复杂性和突变位点的不确定性，连锁

分析仍为目前 ADPKD 基因诊断的主要手段。ADPKD 症前诊

断的快捷准确可以广泛在临床推广的方法还有待于进一步研

究。

4 结论

1) 微卫星 KG8、AC2.5、CW4 对 ADPKD 家系具有基因诊

断意义。
2) 联合应用多个微卫星标记对 ADPKD 进行基因连锁分

析，能有效进行早期诊断，有利于早期预防延缓肾功能恶化，并

使生殖再选择成为可能。
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