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DMD 基因点突变致 Becker型肌营养不良症临床研究
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【摘要】 研究背景 DMD 基因点突变，主要是无义突变，可以引起基因编码提前终止，使产生的目

的蛋白不稳定而降解，导致临床症状较重的 Duchenne型肌营养不良症，而在实际工作中可见临床表型

为症状较轻的 Becker 型肌营养不良症的 DMD 点突变患者。本研究旨在探讨 DMD 基因点突变导致

Becker型肌营养不良症的发病机制，以加深对 Becker型肌营养不良症基因突变类型的认识。方法 共

11例临床和肌肉活检明确诊断、多重连接依赖性探针扩增（MLPA）显示 DMD 基因外显子非缺失或重复

突变的 Becker 型肌营养不良症患者，高通量第 2 代 DNA 测序法检测 DMD 基因外显子突变类型。结果

11 例 Becker 型肌营养不良症患者携带 10 种突变类型，无突变热点；6 例携带无义突变［c.5002G>T，p.
（Glu1668X）；c.1615C>T，p.（Arg539X）；c.7105G>T，p.（Glu2369X）；c.5287C>T，p.（Arg1763X）；c.9284T>G，

p.（Leu3095X）］；1 例携带错义突变［c.5234G>A，p.（Arg1745His）］；2 例携带框移突变（c.10231dupT，
c.10491delC）；2例携带剪切位点突变（c.4518+3A > T，c.649 + 2T > C）。结论 DMD 基因点突变可以引起

临床症状较轻的 Becker型肌营养不良症，当 MLPA 技术显示 DMD 基因为非缺失和重复突变时，切勿漏

诊 Becker型肌营养不良症，研究其发生机制对基因治疗 Duchenne型肌营养不良症有重要借鉴意义。
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【Abstract】 Background DMD gene point mutation, mainly nonsense mutation, always cause the
most severe Duchenne muscular dystrophy (DMD). However, we also observed some cases of Becker
muscular dystrophy (BMD) carrying DMD point mutation. This paper aims to explore the mechanism of
DMD point mutation causing BMD, in order to enhance the understanding of mutation types of BMD.
Methods Sequence analysis was performed in 11 cases of BMD confirmed by typical clinical
manifestations and muscle biopsy. The exon of DMD gene was detected non ⁃ deletion or duplication by
multiplex ligation ⁃ dependent probe amplification (MLPA). Results Eleven patients carried 10 mutation
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·· 442



中国现代神经疾病杂志 2015年 6月第 15卷第 6期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, June 2015, Vol. 15, No. 6

Duchenne 型肌营养不良症（DMD）和 Becker 型
肌营养不良症（BMD）是 DMD 基因突变引起的两种

预后完全不同的 X 连锁隐性遗传性肌肉病［1⁃3］。前

者症状较重，是最严重的进行性肌营养不良症类

型，3 ~ 5 岁起病，走路易跌倒，上楼和蹲起困难，于

12 岁前丧失独立行走能力，约 20 岁死于呼吸和循

环衰竭。后者起病较晚，16 岁后仍能独立行走，甚

至 60 岁后仍能维持独立行走能力，部分患者生存期

接近正常［4 ⁃ 5］。Duchenne 型肌营养不良症通常由

DMD 基因无义突变或框移突变所致，造成肌膜抗肌

萎缩蛋白（dystrophin）缺失，肌肉活检几乎不能检出

dystrophin 蛋白［6⁃7］。Becker型肌营养不良症通常由

DMD 基因整码突变所致，可在肌膜上产生截短的、

有部分功能的 dystrophin蛋白［8⁃9］ 。

目前，多重连接依赖性探针扩增（MLPA）或变

性高效液相色谱法（DHPLC）可以检出 DMD 基因外

显 子 缺 失 和 重 复 突 变 ，从 而 发 现 65% ~ 70%
Duchenne 型肌营养不良症患者的基因突变类型和

85% Becker型肌营养不良症患者的基因突变类型，

另有约 30%和 15%的 Duchenne 型和 Becker 型肌营

养不良症患者呈现小的缺失和重复突变，点突变是

其中主要方式［10］。然而，DMD 基因点突变多为无义

突变，通常导致 Duchenne 型肌营养不良症。因此，

出现 DMD 基因非缺失和重复突变时，临床医师、患

者和家属易否认 Becker型肌营养不良症的可能性，

毕竟后者临床表现与其他类型尤其是肢带型肌营

养不良症（LGMD）相似。尽管 Becker型肌营养不良

症临床表现与其他类型尤其是肢带型肌营养不良

症相似，但在临床工作中，我们发现部分 Becker 型
肌营养不良症患者携带 DMD 基因点突变，而且是无

义突变甚至框移突变。因此，明确 DMD 基因点突变

致 Becker型肌营养不良症的发病机制，可以减少漏

诊率，并对目前基因治疗 Duchenne型肌营养不良症

有重要借鉴意义。在本研究中，我们回顾分析 11例

发生 DMD 基因点突变的 Becker 型肌营养不良症患

者的临床资料，结合文献对其可能的发生机制进行

分析，以提高对 Becker型肌营养不良症基因型和临

床表型之间关系的认识。

对象与方法

一、研究对象

1. 纳入标准 （1）均符合 Flanigan等［11］的标准：

临床表现符合 Becker型肌营养不良症；肌肉活检免

疫 组 织 化 学 染 色 或 免 疫 荧 光 染 色 显 示 肌 膜

dystrophin蛋白表达变化；MLPA技术显示 DMD 基因

外显子非缺失和重复突变。（2）本研究经中山大学

附属第一医院道德伦理委员会批准通过，所有患者

及其家属知情同意并签署知情同意书。

2. 排除标准 （1）未行肌肉活检者。（2）MLPA
技术显示 DMD 基因外显子缺失和重复突变者。

3. 临床资料 选择 2007年 8月-2014年 12月在

中山大学附属第一医院神经肌肉病专科门诊就诊

的 Becker 型肌营养不良症患者 11 例，均呈散发，男

性，年龄 15 ~ 33 岁、平均 22 岁，发病年龄 12 ~ 26 岁、

平均 18 岁。临床主要表现为四肢近端肌无力，以双

下肢显著，蹲起困难；双侧腓肠肌肥大，鸭步步态。

实验室检查血清肌酸激酶（CK）水平明显升高。肌

电 图 呈 现 肌 源 性 损 害 。 肌 肉 活 检 显 示 肌 膜

dystrophin 蛋 白 表 达 下 调 或 分 布 不 均 匀（图 1）。

MLPA 技术提示 DMD 基因外显子呈现非缺失和重

types without mutational hotspot. Six patients carried nonsense mutations [c.5002G>T, p.(Glu1668X);
c.1615C > T, p.(Arg539X); c.7105G > T, p.(Glu2369X); c.5287C > T, p.(Arg1763X); c.9284T > G, p.
(Leu3095X)]. One patient carried missense mutation [c.5234G > A, p.(Arg1745His)]. Two patients carried
frameshift mutations (c.10231dupT, c.10491delC). Two patients carried splicing site mutations (c.4518 +
3A > T, c.649 + 2T > C). Conclusions DMD gene point mutation may result in BMD with mild clinical
symptoms. When clinical manifestations suggest the possibility of BMD and MLPA reveals non⁃deletion or
duplication mutation of DMD gene, BMD should be considered. Study on the mechanism of DMD point
mutation causing BMD is very important for gene therapy of DMD.

【Key words】 Muscular dystrophy, Duchenne; Dystrophin; Point mutation
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复突变。

二、研究方法

1. DNA 提取 采集患者外周静脉血 2 ml，采用

QIAamp DNA Blood Kits（德国 Qiagen 公司）提取基

因组 DNA。

2. 文库制备 将起始量为 3 μg 的 DNA 稀释，

超 声 仪 进 行 超 声 片 段 化 ，约 为 150 bp。 采 用

EpiNextTM DNA 全 基 因 组 文 库 制 备 试 剂 盒（美 国

Illumina 公司）制备全基因组文库。片段选择产物

以高保真酶行聚合酶链反应（PCR），反应体系：模板

DNA 20 ng，2 U/μl Hotstart Phusion 1 μl，100 μmol/L
上 下 游 引 物 各 1 μ l，10 mmol/L dNTP 2 μ l，5 ×
Phusion HF buffer 20 μ l，100% 二 甲 基 亚 砜

（DMSO）5 μ l，补充双蒸水至 100 μ l。反应条件：

98 ℃预变性 1 min；98 ℃变性 30 s、58 ℃退火 30 s、
72 ℃延伸 30 s，共 7 个循环。PCR 产物以纯化磁珠

纯化，采用 NanoDrop2000 型超微量分光光度计（美

国 Thermo公司）对文库样品进行定量分析，10 g/L琼

脂糖凝胶电泳检测文库片段大小。

3. 目标基因捕获测序 采用 GenCap 液相捕获

目标基因技术（北京迈基诺基因科技有限责任公

司）对疾病相关基因区域进行捕获。针对 FBN1 基

因 65 个外显子非重复区设计生物素标记的单链捕

获探针。将 1 μg DNA文库与 BL缓冲液和含致病基

因的生物素标记的单链捕获探针混合，95 ℃ 7 min、
65 ℃ 2 min；加入 23 ml 预热至 65 ℃的 HY 缓冲液，

65 ℃杂交 22 h。500 μl 1 × 结合缓冲液清洗 50 μl
MyOne磁珠（美国 Life Technologies公司，× 3次），重

悬于 80 μl 1 × 结合缓冲液。加入 64 μl 2 × 结合缓

冲液至杂交混合物中，转移至含 80 μl MyOne 磁珠

的试管，旋转混匀 1 h。WB1 缓冲液室温清洗磁珠

15 min，WB3 缓冲液 65 ℃清洗 15 min（× 3 次）。洗

脱缓冲液洗脱结合的 DNA，进行 PCR 反应，反应条

件为：98 ℃预变性 30 s；98 ℃变性 25 s、65 ℃退火

30 s、72 ℃延伸 30 s，共计 15 个循环；最后 72 ℃延伸

5 min。严格按照 SPRI beads 试剂盒（美国 Beckman

图 1 荧光显微镜观察所见 免疫荧光染色 × 200 1a
正 常 对 照 者 肌 膜 dystrophin 蛋 白 连 续 均 匀 着 色 1b
Becker型肌营养不良症患者肌膜 dystrophin蛋白着色减弱，
分布不均匀，部分肌膜着色不连续 1c Duchenne型肌营
养不良症患者肌膜 dystrophin蛋白不着色

Figure 1 Fluorescent microscopy findings.
Immunofluorescent staining × 200 Even and contiguous
dystrophin staining was seen at the myolemma of normal
control (Panel 1a). Uneven, weak and some non ⁃ contiguous
dystrophin staining was seen at the myolemma of BMD
patient (Panel 1b). No dystrophin staining could be seen at
the myolemma of DMD patient (Panel 1c).
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Coulter公司）说明书纯化 PCR 产物。富集的文库以

HiSeq2000 型测序仪（美国 Illumina 公司）进行双端

测序，读取长度为 90 bp。
4. 数据分析 目标区域测序后经过滤等处理后

获得数据，去除测序数据中的接头和低质量（质量

值 ≥ 20）、低 覆 盖 度（深 度 ≥ 10）数 据 ，采 用

SOAPaligner软件与参考基因组进行比对，获得单核

苷酸多态性（SNP）、插入缺失突变等分析结果。同

时进行测序深度、覆盖度和均一性等有效数据统

计。去除 dbSNP137数据库、千人基因组和 800名正

常汉族人基因数据库中出现的单核苷酸多态性和

插入缺失突变；过滤 SIFT预测对蛋白功能无影响的

突变位点，最后获得疾病相关突变位点。

5. Sanger 测序验证 根据需要测序的 DNA 片

段合成引物，行 PCR 反应，采用 ABI3730XL 测序仪

（美国 ABI 公司）以 Sanger 测序法进行测序，将测序

结果与目标区域捕获测序后的结果进行比对。并

将测序结果在 LOVD 数据库（http：//www.lovd.nl/）中

检索，获得基因突变位点的详细信息。

结 果

本组 11 例患者共携带 10 种突变类型，分布于

多个外显子，无突变热点（表 1）。6 例携带无义突

变，其中 2 例呈现同一种突变，分别为外显子 35，
c.5002G > T，p.（Glu1668X）；外显子 14，c.1615C > T，

p. （Arg539X） ； 外 显 子 49， c.7105G > T， p.
（Glu2369X）；外显子 37，c.5287C > T，p.（Arg1763X）；

外显子 63，c.9284T > G，p.（Leu3095X）。前 4 种突变

位于整码外显子，表明引起 Becker型肌营养不良症

的无义突变主要位于整码外显子。2例携带框移突

变 ，分 别 为 外 显 子 71，c.10231dupT；外 显 子 74，
c.10491delC。2例携带剪切突变，分别为内含子 32，
c.4518+3A > T；内含子 7，c.649+2T > C。1 例携带错

义突变，为外显子 37，c.5234G > A，p.（Arg1745His）。

本组有 8 例患者携带无义突变和框移突变，不

符合基因阅读框理论，基因型与临床表型不符，提

示存在其他机制调节 DMD 基因的转录和翻译，结合

2例剪切突变和 1例错义突变，表明 Becker型肌营养

不良症基因突变谱与 Duchenne 型肌营养不良症相

互交叉，不能仅凭借 DMD 基因型判断临床表型，需

结合临床表现和肌肉活检 dystrophin 蛋白表达变化

综合分析。

讨 论

Becker 型肌营养不良症是 Becker 于 1953 年和

Walton于 1955年注意到的一种肌营养不良症［12］，与

Duchenne 型肌营养不良症一样，也是 DMD 基因突

变所致。同一基因突变为何引起两种不同的临床

表型和完全不同的预后？目前可以用基因阅读框

理论［13］即 DMD 基因移码突变致 Duchenne型肌营养

表 1 11例 Becker型肌营养不良症患者 DMD 基因突变类型

Table 1. Mutation types of DMD gene in 11 patients of BMD
Case

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

Age (year)
16
16
16
25
29
15
33
29
24
18
19

Mutation type
Nonsense
Nonsense
Splicing
Nonsense
Frameshift
Frameshift
Splicing
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Missense

Exon or intron
Exon 35
Exon 14
Intron 7
Exon 49
Exon 71
Exon 74
Intron 32
Exon 37
Exon 37
Exon 63
Exon 37

Mutation site
c.5002G > T, p. (Glu1668X)
c.1615C > T, p. (Arg539X)

c.649 + 2T > C
c.7105G > T, p. (Glu2369X)

c.10231dupT
c.10491delC

c.4518 + 3A > T
c.5287C > T, p. (Arg1763X)
c.5287C > T, p. (Arg1763X)
c.9284T > G, p. (Leu3095X)
c.5234G > A, p. (Arg1745His)

Pattern of dystrophin by immunohistochemistry
Mosaic pattern of dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Mosaic pattern of dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Mosaic pattern of dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Mosaic pattern of dystrophinstaining with Dys⁃C

Weak dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Mosaic pattern of weak dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C

Weak dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Weak dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
Weak dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C

Mosaic pattern of dystrophinstaining with Dys⁃N and Dys⁃C
No dystrophinstaining with Dys⁃C
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不良症、整码突变致 Becker型肌营养不良症预测大

多数 DMD 基因外显子缺失和重复患者的临床表型，

也可为患者家庭提供遗传咨询和产前诊断。

然而仍有约 30%的 Duchenne 型和 Becker 型肌

营养不良症患者携带 DMD 基因外显子非缺失和重

复突变，这给临床医师、患者和家属带来疑问。已

有的基因测序结果显示，非缺失和重复突变多为点

突 变 ［13］，主 要 引 起 Duchenne 型 肌 营 养 不 良 症 。

Torella 等［14］在 153 个 DMD 基因非缺失和重复突变

的 DNA样本中证实 121 个 DNA样本的突变类型（共

99 种 突 变），其 中 46.28%（56/121）为 无 义 突 变 ，

34.71%（42/121）为框移突变、16.53%（20/121）为剪

切突变、2.48%（3/121）为错义突变。Tuffery⁃Giraud
等［15］对 465种明确突变位点的非缺失和重复突变进

行研究发现，39.78%（185/465）为无义突变、31.83%
（148/465）为框移突变、26.88%（125/465）为剪切突

变、1.51%（7/465）为错义突变；而且，DMD 基因非缺

失和重复多引起 Duchenne 型肌营养不良症 ［16］。

Bladen 等［17］分析 7149 例 DMD 基因突变数据库发

现，1445例为非缺失和重复突变，其中 50.24%（726/
1445）为无义突变、33.91%（490/1445）为框移突变、

2.08%（30/1445）为错义突变。我们课题小组的研究

显示，62例明确突变位点的非缺失和重复突变患者

中 29 例（46.77%）为无义突变、16 例（25.81%）为剪

切突变、10例（16.13%）为框移突变、7例（11.29%）为

错义突变，其中仅 11 例为 Becker 型肌营养不良症

（未发表）。可以看出 DMD 基因非缺失和重复突变

中无义突变是最主要的突变方式。

上述研究提示，引起 Becker型肌营养不良症的

点突变主要是无义突变。无义突变导致密码子编

码终止，合成的目标蛋白多不完整且不稳定，易降

解。为何 DMD 基因无义突变后肌膜仍保留部分有

功能的 dystrophin蛋白？结合相关文献，考虑有以下

原因：（1）DMD 基因外显子存在一种无义突变，这种

突变引起基因阅读时发生外显子跳跃而恢复阅读

框［16］ 。（2）发生 DMD 基因突变的同时也存在基因活

体镶嵌。Prior 等［18］报告 1 例 Becker 型肌营养不良

症患者，基因测序结果显示，DMD 基因发生无义突

变（外显子 59，8921C > T），并证实患者体内存在

DMD 基因活体镶嵌。（3）DMD 基因无义突变可引起

其下游出现新的起始密码子，编码截短的、有部分

功能的 dystrophin蛋白。Flanigan等［19］和Magri等［20］

报告 7 例 DMD 基因 5’端 Trp3X 无义突变的 Becker

型肌营养不良症患者，发现其 DMD 基因第 6号外显

子存在下游起始密码子腺嘌呤 ⁃胸腺嘧啶 ⁃鸟嘌呤

（ATG），从而产生截短的、有部分功能的 dystrophin
蛋白。（4）DMD 基因内含子存在突变，使 DMD 基因

发生复杂且难以阐明的自我剪接方式改变，而这种

剪接方式可以产生少量正常的 dystrophin 蛋白［16］。

（5）DMD 基因存在一种无义突变，发生此种突变的

患者存在天然的类似 PTC124 诱导无义突变抑制作

用原理的自我修复机制。尽管本研究未明确上述

点突变引起 Becker型肌营养不良症的具体机制，但

发生于整码外显子的无义突变或框移突变多是由

于基因阅读时发生外显子跳跃而恢复阅读框，进一

步的研究正在进行中。

令人感兴趣的是，本研究中错义突变外显子

37，c.5234G>A，p.（Arg1745His）［21］与 Tuffery ⁃Giraud
等［15］报告的外显子 74，c.10412T > A，p.（Leu3471X）
均可引起肌膜 dystrophin 蛋白羧基末端（C 末端）丢

失，由于本研究受累外显子位于中央棒状区，表明

这种错义突变使 DMD 基因发生复杂且难以阐明的

自我剪接方式的改变，导致 dystrophin蛋白 C末端丢

失。此外，Tuffery⁃Giraud 等［16］研究发现，DMD 基因

第 74 号外显子的多种无义突变和框移突变均可引

起 Becker型肌营养不良症，提示 DMD 基因 C末端氨

基酸残基 3471 ~ 3500 与异连蛋白（dystrobrevin）和

互生蛋白（syntrophin）结合位点对维持 dystrophin 蛋

白功能是非必须的。本研究外显子 71，c.10231dupT
和外显子 74，c.10491delC均可引起 Becker型肌营养

不良症，进一步佐证了 Tuffery⁃Giraud等［16］的推论。

尽管目前尚未发现 DMD 基因点突变热点，然

而，本研究观察到引起 Becker型肌营养不良症的突

变多位于整码外显子，与文献报道一致。

综上所述，DMD 基因点突变（包括无义突变、框

移突变、剪切突变、错义突变）可以通过多种机制引

起 Becker 型肌营养不良症，明确点突变引起 Becker
型肌营养不良症的机制可以为基因治疗 Duchenne
型肌营养不良症提供理论依据。
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