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:P新一代致病基因检测技术对进行性肌营养不良患者进行基因检测!验证该方法的敏感度和特

异性%方法
!

应用
G=7?H=

.

:P新一代致病基因检测技术!对
+

例肢带型肌营养不良患者&

)

例杜氏肌营养不良患者进行基因测序!

对发现的点突变应用
H$8

B

=>

测序进行验证%结果
!

研究完成了上述
,

例患者的基因检测!共检测出大片段缺失变异
+

个!微小

突变
'(

个!其中
,

个微小突变为首次发现的新突变!经
H$8
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测序验证%结论
!

G=7?H=
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:P新一代致病基因检测利用高密度叠瓦

式探针及多重标签技术大大提高了检测效率!具有很好的临床应用前景%
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进行性肌营养不良%

P̂X

'是一组异质性肌肉退化的遗传

性疾病"最常见的肌营养不良是
X;0@=88=

型肌营养不良

%

XPX

'"其他肌营养不良包括肢带型肌营养不良%

VOPX

'(

!#=>

L

"X>=%C;77

肌营养不良%

!XPX

'等"目前尚无有效的根治

方法"对个人(家庭和社会造成沉重的心理和经济压力)

'"+

*

#近

年来"随着对遗传性肌营养不良症分子遗传学研究的不断深

入"大大提高了疾病诊断的准确性#但由于遗传性肌营养不良

症的基因庞大而复杂"存在着多种可变的剪接方式"自发突变

率高#因此对于探索简便(准确(快速(经济的基因突变检测技

术就显得尤为重要#本文应用
G=7?H=

.

:P新一代致病基因检测

技术对遗传性肌营养不良患者进行基因检测"探索了
G=7?H="

.

:P新一代致病基因检测技术对遗传性肌营养不良症的诊断价

值"为遗传性肌营养不良症的基因诊断和治疗提供了实验

手段#

?

!

资料与方法

?/?

!

一般资料
!

选取
+('4

年
-

月至
+('-

年
5

月在郑州大学

第三附属医院小儿科及神经内科门诊就诊"临床拟诊断为进行

性肌营养不良的
,

例患儿"家族史均阴性"其中
)

例拟诊断为

杜氏肌营养不良患儿均有运动发育障碍"主要表现为摇曳步

态"

O1M=>a7

征阳性"下肢病变早于上肢呈对称性发展"下肢近

心端肌肉萎缩明显"肌肉活检示不透明肌纤维交错现象"细胞

质内囊泡非边缘分部"血清肌酸激酶%

EW

'水平明显升高"提示

肌营养不良性肌病#

+

例拟诊断肢带型肌营养不良患者"表现

为近端肌无力"肌腱反射减弱"累及骨盆及肩带肌"

EW

水平明

显升高"病理检查显示营养不良性肌病#

?/@

!

方法

?/@/?

!

基因芯片捕获和第二代基因测序
!

提取患者
B

XY9

"

按试剂盒%

iI9$#

D

XY9A&11<P%<%W%?i%$8

B

=8

"

[%&<=8

"

O=>"

#$8

L

'说明操作#二代测序
B

XY9

建库"取
B

XY9'

%

B

经自

适应高聚焦超声%

E1J$>%7H+

"

E1J$>%7

公司'随机打断成
+((

"

2((A

D

的片段"用试剂盒%

9P̂ ;>=W%?

"

9

B

=801;>?

公司'对片

段样本进行纯化"应用
:4

聚合酶(

:4̂ YW

和大肠杆菌聚合酶

W&=81M

片段进行
XY9

片段的末端修补及在
2a

端加
9

尾"通

过
$̂%><"=8<

链接接头反应建立文库"以
I&&;#%8$

公司提供的

与接头相配套的引物进行扩增"并插入
I8<=_

序列"利用
9

B

%"

&=8?

%美国
9

B

%&=8?

公司'

H;>=X=7%

B

8

在线设计工具"设计针对目

标基因外显子及侧翼序列%

T'(A

D

'的靶向捕获探针"定制专

门的目标基因捕获试剂盒"经杂交捕获后"对捕获后文库进行

VP"̂EF

扩增和纯化"使用
9

B

%&=8?G%1$8$&

L

N=>+'((

仪器%美

国
9

B

%&=8?

公司'对测序文库的
XY9

样本进行检测"再按照捕

-

225'

-

国际检验医学杂志
+(')

年
*

月第
2*

卷第
'4

期
!

I8?KV$AP=<

!
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!
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Y1/'4



获文库
XY9

样本浓度及测序深度要求"应用
Y!h:H!i-((

测序仪%美国
I&&;#%8$

公司'上机测序#用
H$8

B

=>

法对患者样

本进行测序验证#

?/@/@

!

读序原始结果生物信息学处理
!

二代测序后产生的原

始图像经
I&&;#%8$ %̂

D

=&%8=

软件分析"作出评估和预判#通过

质量控制"去除不可靠读数"通过
GZ9

比对软件包将读序比

对至
YEGI

数据库参考序列上"评估外显子捕获的情况#比对

后结果应用
H\9̂ 78

D

进行
HŶ

分析"用
O9:WI8<=&O=81?

L

"

D

=>

软件发现目标区域的插入或缺失#将得到的突变信息与

遗传性疾病致病突变数据库"如
[OPX

(

SPX"XPX

(

?@=&=%"

<=81

D

=8J$>%$?%18X$?=A$7=

等及正常人群
HŶ

数据库"如

YEGI<AHŶ

数据库(

[$

D

P$

D

数据库(

O=81#='(((

数据库

等进行关联分析#用
HIg:

软件通过对单氨基酸替换的改变

进行功能预测"判断其是否对蛋白质功能造成不良影响"预测

结果还需要结合基因与临床的关联信息进行综合分析判断#

@
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结
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果

!!

,

例患儿均因出现运动发育障碍来院检查"均发现有致病

基因变异#在
)

例拟诊断为杜氏肌营养不良的患者中"有
4

例

发现了致病基因
XPX

基因点突变"包括
4

个半合子变异%

0/

5*25E

'

:

&

0/,(2,

0

,(25%87E

&

0/*+'*O

'

9

&

0/2-2+O

'

:

'和
'

个内含子剪切变异%

0/'(*,-c'(O

'

9

'&

+

例发现大片段缺失

%

45

"

-(

号外显子缺失变异&

4-

"

45

号外显子缺失变异'见表

'

(图
'

#在
+

例拟诊断肢带型肌营养不良的患者中"发现致病

基因
::Y

基因
+

对复合杂合突变%

0/4+5-,9

'

O

"

0/+2'(O

'

:

&

0/-2))(O

'

9

"

0/+-4,,:

'

O

'"致病基因
VPY9

一个杂合

突变%

0/'45(:

'

9

'"见表
'

#上述变异中
XPX

基因
0/5*25E

'

:

与
0/2-2+O

'

:

为已经报道的致病基因"其他变异均为首

次发现新突变"例
2

中
0/*+'*O

'

9

为新生变异%

X=Y1J1

'#

表
'

!!

,

例进行性肌营养不良患者致病基因变异情况

编号 表型 致病基因 基因位置 核酸改变 氨基酸改变 突变类型 文献报道 突变致病预测

' XPX XPX h

D

+'/' 0/5*25E

'

:

D

/O&82+4*:=>

无义突变 已报道
###

+ XPX XPX h

D

+'/' 0/,(2,

0

,(25%87E

D

/9>

B

+),(C7

移码变异 未报道 可致病

2 XPX XPX h

D

+'/' 0/*+'*O

'

9

D

/:>

D

+4():=>

无义突变 未报道 可致病

4 XPX XPX h

D

+'/' 0/2-2+O

'

:

D

/O&;''*,:=>

无义突变 已报道
###

XPX h

D

+'/' 0/'(*,-c'(O

'

9

剪切变异 未报道 可致病

- XPX XPX h

D

+'/' 45

"

-(

外显子插入缺失变异
b b b b

) XPX XPX h

D

+'/' 4-

"

45

外显子插入缺失变异
b b b b

* VOPX ::Y +

.

2' 0/4+5-,9

'

O

D

/V

L

7'42+(O&;

错义突变 未报道 可致病

0/+2'(O

'

:

D

/O&;**([%7

错义突变 未报道 可致病

VPY9 '

.

++ 0/'45(:

'

9

D

/I&=45*978

错义突变 未报道 可致病

, VOPX ::Y +

.

2' 0/-2))(O

'

9

D

/9>

B

'*,,*[%7

错义突变 未报道 可致病

0/+-4,,:

'

O

D

/I&=,45)P=?

错义突变 未报道 可致病

!!

注!

XPX

为杜氏肌营养不良&

VOPX

为肢带型肌营养不良#突变致病预测仅对未见报道基因预测"

###

表示未预测#

b

表示无数据#

!!

注!例
'

为
XPX0/5*25E

'

:

&例
+

为
XPX0/,(2,

0

,(25%87E

&例
2

为
XPX0/*+'*O

'

9

&例
4/'

为
XPX0/2-2+O

'

:

"例
4/+

为
0/'(*,-

c'(O

'

9

&例
*/'

为
::Y0/4+5-,9

'

O

"例
*/+

为
::Y0/+2'(O

'

:

"例
*/2

为
VPY90/'45(:

'

9

&例
,/'

为
0/-2))(O

'

9

&例
,/+0/

+-4,,:

'

O

#

图
'
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进行性肌营养不良突变位点二代测序图

2

!

讨
!!

论
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遗传性肌营养不良症是一组主要累及骨骼肌系统的遗传

性单基因病"其临床表现复杂"病情轻重悬殊"具有高度的临床

异质性#如!

X;0@=88=

型%

XPX

'临床特点为发病早%

2

岁左

右'"进展快"起病后
'(

年左右即失去行走能力"预后极差"多

于
+(

岁前死于呼吸衰竭(心力衰竭或呼吸道感染&又如
!#=>"

L

"X>=%C;77

型"早期出现肘关节(颈椎挛缩"有心肌传导障碍"病

情进展慢"预后相对较好"可存活至老年)

2

*

#

遗传性肌营养不良症根据近几年来分子遗传学(免疫组织

化学及超微病理学的研究结果发现"所涉及的致病基因位点众

多"相同基因位点或不同基因位点所引起的临床症状可差异悬

殊或极为相似"具有高度的基因异质性#本研究完成了
,

例患

者的遗传性肌肉病
'+-

个基因检测包的基因测序"共发现了

'(

个微小突变"

+

个片段缺失突变#在肢带型肌营养不良家系

中"例
*

的
::Y

基因新发现
0/4+5-,9

'

O

(

0/+2'(O

'

:

的复

合杂合核苷酸变异"上述变异分别导致第
'42+(

号氨基酸由

V

L

7

变为
O&;

%

D

/V

L

7'42+(O&;

'(第
**(

号氨基酸由
O&8

变为

[%7

%

D

/O&8**([%7

'"均为错义变异#受检者其父在位点
0/

+2'(

发现
O

'

:

的杂合变异"其母该位点未见异常&受检者其

母在位点
0/4+5-,

发现
9

'

O

的杂合变异"其父该位点未见异

常#另外"例
*

还伴有致病基因
VPY9

一个杂合新突变%

0/

'45(:

'

9

'"该变异导致第
45*

号氨基酸由
I&=

变为
978

%

D

/

I&=45*978

'"为错义变异#

在肢带型肌营养不良家系的例
,

中"新发现了致病基因
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的
+

对复合杂合突变%
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'
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'"均为错义变异#受检者其父在位点
0/-2))(

发

现
O

'

9

的杂合变异"其母该位点未见异常&受检者其母在位

点
0/+-4,,

发现
:

'

O

的杂合变异"其父该位点未见异常#

::Y

基因是肢带型肌营养不良
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'的致病基因"为常染色体隐性遗传方式

%

9F

'#对于该类遗传方式"复合杂合变异可能导致发病#在

患者
::Y

基因所发现的复合杂合变异分别遗传自受检者其

父母"父母均为杂合子"符合常染色体隐性遗传方式#

在杜氏肌营养不良例
'

患者的
XPX

基因发现
0/5*25E

'

:

的核苷酸变异"该变异导致编译第
2+4*

号氨基酸
O&8

的密

码子变为终止密码子
D

/O&82+4*:=>

'"为无义变异#该变异的

致病性已有文献报道)

4

*

"与杜氏肌营养不良相关"该变异不属

于多态性变化"在人群中发生的频率极低#其母为杂合子"符

合
h

连锁隐性遗传方式#

在例
+

患者的
XPX

基因发现新的
0/,(2,

0

,(25%87E

的核

苷酸变异"该变异导致从第
+),(

号氨基酸
9>

B

开始的氨基酸

合成发生改变%

D

/9>

B

+),(C7

'"为移码变异#该变异可能导致

蛋白质功能受到影响#受检者其父该位点未见异常"其母该位

点为杂合子#但与该变异同一位置变异
0/,(2,E

'

:

的致病

性已经文献报道)

-

*

#

XPX

基因是杜氏$贝氏肌营养不良

%

XPX

$

GPX

'的致病基因"为
h

连锁隐性遗传方式%

hF

'#对

于该类遗传方式"所发现的变异可能导致发病#

例
2

患者发现
0/*+'*O

'

9

的核苷酸变异"该变异导致编

译第
+4()

号氨基酸
:>

D

的密码子变为终止密码子 %

D

/

:>

D

+4():=>

'"从而使肽链合成提前终止"为无义变异#患者

父母
XPX

基因均未发现上述变异"该变异为新生变异%

X=

Y1J1

'#

例
4

患者发现
0/'(*,-c'(O

'

9

的剪切变异和
0/2-2+O

'

:

的无义变异#其父上述位点均未见异常"其母上述位点均为

杂合子#变异
0/'(*,-c'(O

'

9

的致病性尚未见文献报道"

变异
0/2-2+O

'

:

的致病性已经文献报道"与杜氏肌营养不良

相关)

)

*

"上述变异均不属于多态性变化"在人群中发生的频率

极低#

例
-

和例
)

患者发现大片段缺失"分别发生
45

"

-(

号外

显子缺失变异和
4-

"

45

号外显子缺失变异"这与文献报道的

突变区域相符"中央热区位于
44

"

-'

号外显子"占
*(3

)

*",

*

#

例
)

患者的母亲和姐姐
XPX

基因检测也存在同样的
4-

"

45

号外显子的缺失变异"其母和姐姐很可能均为致病变异携带

者#

XPX

病历中散发病例较多"它可能是因为!%

'

'隐匿传递

的致病基因的.暴露/&%

+

'母亲卵细胞减数分裂的.差错/&%

2

'

母亲生殖腺细胞有丝分裂差错"卵巢中有相当一部分卵母细胞

携带变异基因"即.生殖腺嵌合/#

虽然现在已将基因测序检测列入遗传性肌营养不良的诊

断指标之一"但目前所用的检测方法还存在许多不尽人意的地

方#在准确率方面"

H$8

B

=>

测序法是世界公认的最准确的检

测方法"可以达到
'((3

#但由于
H$8

B

=>

测序法测序流程复

杂"对于没有明确候选基因和候选基因数目较大的大样本病例

筛查是难以完成的#另外"此法不能检测出大片段缺失或拷贝

数变异等基因突变类型对于与此相关的遗传性疾病还不能做

出基因学诊断#

G=7?H=

.

:P是在第二代基因测序的基础上研发的新一代致

病基因检测技术#在样品制备阶段"应用具有实用新型专利的

独特技术设计的样品制备试剂盒"根据致病基因突变特点及序

列特征"结合本实验室自主研发的探针优化设计方案"在试剂

盒内设计了独特的高密度特异性捕获探针"保证了高精度(高

准确率的定点靶向捕获&提高样品捕获通量通过独特的多重标

签技术"给每个待检样品打上了.条形码/"可以准确稳定的一

次捕获多个样品的全部待检基因#利用这一技术创新"与世界

同类技术如
HPF:

测序方法相比"

G=7?H=

.

:P致病基因检测技

术可以在相同的时间能够准备最多的待检样品&对手工操作过

程建立了标准化质量控制程序"有效保障检验质量的稳定性和

可重复性"结合独特的高密度叠瓦式探针及多重标签技术可以

将高通量测序平台的数据通量大优势发挥到极致"大大提高检

测效率"可以达到一次上机同时检测
2((

个样品"平均测序深

度可以达到
+((h

"目标捕获能力可以达到
55/53

"测序精确

度可以达到
55/553

"而成本大大降低&同时"使用该技术"对

每一个样本最多可以做到同时完成对
'((

余种疾病的所有已

知致病基因的全部位点%约
-(

万个位点'的检测#从而使
G="

7?H=

.

:P致病基因检测技术成为一项可以应用于临床检验的稳

定(高效的标准化检测技术#

综上所述"

G=7?H=

.

:P致病基因检测技术具有很好的准确

性(经济性和高效性#
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