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$摘要%

!

目的
!

探讨二代测序技术在辅助诊断
94"

心肌病群的作用%方法
!

提取
$

例疑似
.JJ3/3

综合征患儿及其父母外

周血!采用
/7?R

&二代测序技术检测基因突变!并用
"/3

L

=I

法进行验证%结果
!

二代测序结果显示!患儿
\946

基因存在
H!

$)&+?

%

4

杂合突变%患儿一代测序结果与二代测序结果一致!父母一代测序结果显示该位点均为
?

'

?

野生型%结论
!

该患儿

为
767

患者!二代测序技术在
94"

心肌病群的鉴别诊断中可以起到很好的辅助作用%
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综合征%
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&与
7J1B=@@J

综合征

%

7"
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.JJ3/3

综合征%

."

&一起被归类为
94"

心肌病群(

$;'

)

"

该病群的临床表型有很多相似之处!患者均可表现出不同程度

的智力发育异常$心脏发育异常及身材矮小等临床症状"虽然

该病群疾病也有各自相对特异性的表征!但是仅仅凭借表型进

行诊断还是十分困难"本文利用比较基因组杂交技术

%

/7?R

&结合二代测序技术%

.?"

&对
$

例疑似
."

患者进行检

测!并结合临床表型诊断为
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!现报道如下"

!

!

资料与方法
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!

一般资料
!

患儿!女!

$

岁
$$

月!汉族!因生长发育迟缓

就诊于河南省人民医院医学遗传研究所"患儿系
?$#$

!孕
'%

周超声提示永久性右脐静脉!羊水过多!羊水最大深度
,'H>

!

羊水指数
*$D>>

"足月顺产"出生后偶有抽搐发作!

$

月时

磁共振%

N9P

&脑部平扫未见明显异常"患儿运动发育滞后!

$

岁时头部
75

结果提示*%

$

&考虑复合脑积水征象#%

'

&左顶部

头皮下血肿"

$

岁
$$

月时心脏超声检查提示*%

$

&左房稍大#

%

'

&左室壁弥漫性增厚#%

*

&左室流出道流速稍增快#%

)

&左室舒

张功能减低"患儿眼距稍宽!鼻梁塌平!外侧眼角偏下!头发稀

疏!父母非近亲结婚!否认遗传病家族史!见图
$

"本研究经医

院伦理委员会批准!患者及家属知情同意并签署知情同意书"
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方法

!!#!!

!
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提取
!

签署知情同意书后!分别抽取患儿及其父

母外周血各
' >V

!

E:54

抗凝"采用
:.4

提取试剂盒

%

:3=/1

M

5211A=82B:.4

!德国
e2/

L

=3

公司&提取外周血

:.4

!采用
./3WIJ

0

'&&&

分光光度计%美国
5K=I>J

公司&进

行
:.4

定量检测"
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/7?R

检测分析
!

应用
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L

=3J>=7?R N2HIJ/I;
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M
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芯片%美国
4

L

2@=3B

公司&对患儿进行检测!采用
N2;

HIJ/II/

M

"H/33=I

%美国
4

L

2@=3B

公司&及其他配套软件对芯片进

行扫描和初步分析!检索
S7"7

$

:E7P#RE9

$

P"74

等数据库

对检测出的缺失$重复进行比对及致病性鉴定"
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高通量测序
!

根据参考文献(
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患者的
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构建测序文库"用
./3JWIJ
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分光光度计对文库标

本进行定量检测"文库经
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扩增后!应用心肌病相关基因
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期
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基金项目&河南省医学科技攻关计划项目%
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检测试剂盒%北京迈基诺基因科技公司&进行检测!
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公司&上机测序"
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患儿面部图
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测序
!

按照
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L
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法检测患儿及其父母的
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基因
H!$)&+

位点"

?=3\/3Y

上查找
\946

基因序列!

用
.7\P

上的在线软件
#I2>=I;\V4"5

设计引物!引物由上海

生工生物工程有限公司合成!上游引物
(i;55? ??4 ?45

5775?4 5?? ?7;*i

!下游引物
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体系为
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!其中
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模版
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条件*

D(g

预变性
*>23

#

D)g

变

性
*&1

!

(,g

退火
*(1

!

%'g

延伸
(&1

!循环
*(

次#

%'g

延伸

$&>23

#

) g

保存"所有标本的
#79

产物经纯化后利用

4\P*$*&

基因分析仪进行测序"测序结果与
.7\P

上的标准

序列进行
\V4"5

分析"

#

!

结
!!

果

#!!

!

/7?R

检测情况
!

患儿染色体未发现拷贝数变化!为一

正常女性!见图
'

"

图
'

!!

患儿
/7?R

检测情况

#!#

!

突变位点检测
!

二代测序结果显示!在
HKI%;$)&),$)&'

位点即
\946

基因第
$$

外显子
H!$)&+

处存在
?

%

4

杂合突

变%红色区域&!见图
*

"该突变导致基因编码的第
)+D

位密码

子由甘氨酸变为谷氨酸!即
0

!?)+DE

"经查阅相关数据库已

有该位点相关致病性报道"

#!"

!
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L
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法测序
!

利用
"/3

L

=I

法对患儿的
.?"

结果进行

验证!发现患儿
\946

基因第
$$

外显子存在
H!$)&+?

%

4

杂

合突变%图
)4

&!
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L
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法检测患儿父母的
\946

基因
H!$)&+

位点!发现其父母该位点均为
?

'

?

野生型%图
)\

$

)7

&"

图
*

!!

患儿突变位点检测

!!

4

*患儿
\946

基因
H!$)&+?

%

4

杂合突变%红圈处&

\

*患儿父亲

\946

基因
H!$)&+

位点为
?

'

?

野生型%红圈处&#

7

*患儿母亲
\946

基因
H!$)&+

为
?

'

?

野生型%红圈处&

图
)

!!

\946

基因
H!$)&+

位点反向测序情况

"
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讨
!!

论

!!

染色体不平衡的拷贝数变异%

HJ

0M

3A>[=IT/I2/3B1

!

7.F1

&与原因不明的发育迟缓$智力低下$多种体征畸形及自

闭症患者关系密切"

'&$&

年!国际细胞基因组芯片标准协作

组推荐将
/7?R

作为这类患者的临床首选检测方法(

)

)

"由于

临床诊断不明确!并且患儿存在先天性心脏病$生长发育迟缓$

智力障碍等症状!为了避免漏检!笔者先用
/7?R

技术在全基

因组水平对患儿进行检测!检测是否存在
7.F1

"

/7?R

检测

结果显示!患儿染色体未发现拷贝数变化!排除
7.F1

导致的

先天性心脏病$生长发育迟缓$智力障碍"

94"

心肌病群中的
*

种疾病在临床症状上有太多相似之

处!本研究中的患儿具有典型的智力发育迟缓$心脏发育异常

等!临床医生根据症状很难做出明确诊断!疑似为
."

"虽然
*

种疾病的表型相似!但是致病的分子机制却不同!并且
94"

心

肌病群中的疾病具有遗传异质性的特点!比如
767

主要是由
)

种基因突变导致的!分别为
\946

$

N4#'8$

$

N4#'8'

和

894"

(

(

)

"如果利用一代测序技术对
*

种疾病的致病基因外

显子逐一进行检测!需要的工作量十分巨大"与一代测序不

同!

.?"

凭借其通量大$速度快等优点!在分子生物学研究$疾

病的诊断等方面发挥了重要作用!已用于复杂性神经系统疾

(%&$

重庆医学
'&$,

年
*

月第
)%

卷第
,

期



病$恶性肿瘤$免疫检测及微生物学研究等领域(

+

)

"因此本研

究选择利用
.?"

技术同时对
*

种疾病的致病基因进行检测"

.?"

结果显示!患儿
\946

基因第
$$

外显子存在
H!$)&+

?

%

4

杂合突变"该突变为错义突变!导致该基因编码的第

)+D

位氨基酸由甘氨酸变为谷氨酸!即
0

!?)+DE

"

'&&+

年!

.P;

PRQ9P

等(

%

)在
)

例
767

患者中检查到该突变"利用
"/3

L

=I

法对患儿的
.?"

结果进行验证!二者结果一致说明二代测序

结果准确可信"甘氨酸为极性不带电氨基酸!谷氨酸为极性带

负电氨基酸!氨基酸的改变会对基因编码的蛋白空间结构造成

影响!进而影响蛋白的正常功能"

\946

是
94";946;NE8;

E98

通路的关键调控因子!该通路对细胞的增殖$生长$凋亡

十分重要(

,

)

"目前研究显示!

767

患者中近
%(-

为
\946

基

因突变导致的!近
'(-

为
N4#'8$

基因和
N4#'8'

基因突

变导致的!

'-

#

*-

为
894"

基因突变导致(

D;$&

)

"利用
"/3

L

=I

法对患儿父母的
\946

基因
H!$)&+

位点进行检测!发现其父

母该位点均为野生型!说明患儿为自发突变导致的
767

"

767

是一种常染色体显性遗传病!该病于
$D,+

年首次报

道(

$$;$'

)

"目前关于
767

的报道特别少!在全世界范围的发病

率不详!有文献报道日本
767

的发病率估计为
$

'

,$&&&&

(

$*

)

"

其常见的临床表现为先天性心脏病$生长发育迟缓$智力障碍$

皮肤异常等(

$)

)

"

767

最早的临床特征为胎儿期超声提示胎儿

颈部透亮度增加!有时为囊状水瘤!

+%-

可见羊水过多(

$(

)

!

(&-

患儿早产"

综上所述!结合基因检测结果与临床资料!本研究患儿排

除
."

!应为
767

"在对于临床症状相似但致病基因不同的疾

病诊断过程中!

.?"

技术可以起到很好的辅助诊断作用"
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