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要"目的
"

筛查石骨症患者的致病基因!为疾病的基因诊断及预后提供参考%方法
"

收集石骨症患者

临床资料及外周血标本!提取
12#

!构建全外显子测序文库!进行高通量测序并结合生物信息学技术筛查石骨

症致病基因%结果
"

对
*

例石骨症患者的全外显子进行了分析!平均测序深度分别为
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!其中

患者
)

携带罕见突变
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罕见突变
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$!生物信息学分析表明患者携带的罕见突变均对基因产物的结构和功能具有不

同程度的影响%结论
"

全外显子测序可一次性筛查已知石骨症致病突变!是石骨症致病突变筛查的有效工具!

*

例石骨症患者的临床病征可能与患者携带的
0[R"S)

和
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突变密切相关%

关键词"石骨症#

"

致病基因#
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全外显子测序
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石骨症是一类以破骨细胞活性异常)骨吸收缺陷

和骨硬化等骨代谢异常为特征的罕见遗传性疾病&

)

'

(

根据遗传方式的不同%该病可以分为常染色体显性遗

传石骨症)常染色体隐性遗传石骨症和
h

连锁石骨症

这
-

种亚型%其中常染色体显性遗传石骨症较常

见&

*

'

+根据临床表现的不同%石骨症又可分为成年型

和婴儿型两种%其中成年型石骨症多属良性%婴儿型

石骨症多属恶性%后者预后较差%一般夭折于婴儿

期&

-

'

(迄今为止%人们通过动物模型及临床患者测序

分析已经发现了数十个石骨症致病基因%且致病突变

位点众多)不少致病基因
12#

序列相对较长%给石骨

症的基因诊断带来了挑战(为了筛查患者是否携带

*

')

*

国际检验医学杂志
*').

年
)

月第
-8

卷第
)

期
"

R4?X6HNTDA

!

XH4@HF

B

*').

!

%>L+-8

!

2>+)

!

基金项目!广西壮族自治区自然科学基金项目#

*')3Sh2W$!#)-8)<&

$+深圳市科技计划项目#

X[eX*')3','-)')),&*<<

$(

""

作者简介"欧明林%男%助理研究员%主要从事遗传学研究(

"

#

"

通信作者%

(=IH:L

!

AH:EG@

#

)*&+E>I

(

""

本文引用格式"欧明林%薛雯%邹同祥%等
+

应用全外显子组测序技术筛查罕见石骨症致病基因&

X

'

+

国际检验医学杂志%

*').

%

-8

#

)

$!

)'=)-+



石骨症致病突变%本研究利用全外显子组测序技术对

*

例石骨症患者的全外显子信息进行了分析%现将相

关实验结果报道如下(

F

"

资料与方法

F+F

"

一般资料
"

患者
)

%女%月龄
*3

个月%临床表现

主要包括贫血貌%肝脾明显肿大%生长发育明显迟缓%

反复感染%眼球相对突出%

h

线检查可见全身骨密度

异常增高%骨髓腔狭窄)闭塞%长骨成型不良%颅底骨

硬化)骨塑形障碍%符合婴儿型石骨症诊断+患者
*

%

女%年龄
*,

岁%临床表现主要包括长期头疼%有贫血

史%

h

线检查可见颅板硬化明显%板障几乎消失%椎骨

出现典型的-骨中骨.样改变%骨盆骨硬化明显%可见

如扇形分布的大小不等的致密骨岛影%符合成人型石

骨症诊断(

F+G

"

方法

F+G+F

"

全外显子文库构建及测序
"

抽取受试者外周

血标本#乙二胺四乙酸抗凝$

*

!

-I6

%提取标本基因

组
12#

%全 外 显 子 组 测 序 主 要 按 照 华 大 基 因

!SRW(Y=3''/(W

技术规范进行%主要步骤如下!#

)

$

基因组
12#

样品通过超声波高性能样品处理系统随

机打断%经过片段选择后得到
)3'

!

*3'N

K

左右的片

段+#

*

$

12#

片段末端修复%

-a

端加上-

#

.碱基%两端

加上文库接头%线性扩增制备成杂交文库+#

-

$杂交文

库与外显子芯片进行捕获富集%洗脱未富集片段后进

行扩增+#

,

$扩增产物进行单链分离和环化处理%环化

文库经过滚环复制生成
12#

纳米球%质控合格后上

机测序+#

3

$采用
!SRW(Y=3''

平台%对文库进行高通

量测序+#

&

$测序得到的原始图像数据%经
!SRW(Y=

3''

碱基识别软件转化为原始序列数据(

F+G+G

"

测序结果分析
"

测序结果分析主要包含以下

几个步骤!#

)

$对原始下机数据进行过滤得到有效数

据+#

*

$使用比对软件将每个样品的有效数据比对到

人的参考基因组#

S"[C-<

"

ZS)8

$%得到
!#T

格式

的最初的比对结果文件+#

-

$利用基因组比对工具进

行比对%去除重复的读长%并进行局部重比对和碱基

质量值重校正的处理+#

,

$基于比对结果%对样本测序

深度)覆盖度)比对率等评价指标进行统计+#

3

$对变

异结果进行注释及影响预测+#

&

$将变异结果与已知

石骨症致病基因进行比对%筛查石骨症患者的致病突

变点&

,=3

'

(

G

"

结
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果

G+F

"

测序数据产出
"

在
*

个样本的全外显子测序

中%平均每个样本测序得到
*38'8+83TN

原始数据(

在去除低质量的读长后%平均每个样本得到
*3.3&+'&

TN

有效数据(每个样本均具有较好的测序质量%平

均的
S[

比率为
,&+3<7

%外显子测序数据统计结果

见表
)

(在目标区域上约有
3'+-8TN

的目标区域被

芯片捕获%

!/#

比对结果表明平均
88+337

的读长可

以比对上参考基因组(目标区域的平均测序深度约

为
*''+**h

%每个样本有
88+..7

的目标区域被至少
)

条读长覆盖%

88+-)7

的目标区域被至少
)'

条读长覆

盖(此外%各样本在目标区域上的累积测序深度分布

情况见图
)#

)

!

(成对测序读长的插入片段长度即测

序的
12#

片段长度分布%见图
)[

)

1

(
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外显子测序数据统计结果

受试者 原始数据#

TN

$有效数据#

TN

$

S[

比率#

7

$捕获的目标序列#

TN

$ 平均测序深度#

h

$ 测序深度
(

)h

#

7

$测序深度
(

)'h

#

7

$

患者
) *.38*+&* *.338+38 ,&+.& 3'+-8 )&8+-. 88+<8 88+-)
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注!

#

患者
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测序深度分布+

!

患者
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测序深度分布+

[

患者
)

测序

长度分布+

1

患者
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测序深度分布

图
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累积测序深度分布及测序片段长度分布情况

G+G

"

外显子区域
12#

变异情况
"

在
*

例患者中%患

者
)

外显子区域发现高质量可信
W2U*'.),

个%

R4=

1DL)3,88

个+患者
*

外显子区域发现高质量可信

W2U*'&)'

个%

R41DL)&83,

个(
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变异进一步

与已知石骨症致病基因比对后%发现
*

例患者携带的

位于已知石骨症致病基因上的变异位点分别是
))

个

和
3

个%见表
*

(

为了筛查疾病密切相关的致病基因突变%对筛选

到得变异位点进行滤过%步骤如下!#

)

$去除千人基因组

#

)VS

$数据库中最小等位基因频率
(

)7

的变异+#

*

$

去除
2Z6!R=(WU&3''

群体数据库中最小等位基因频

率
(

)7

的变异+并利用
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"

U>L

B

UCD4*

"

T@?H?:>4

H;;D;;>F

"

T@?H?:>40H;?DF

"

$#0ZTT

分析
12#

变

异对基因产物的结构和功能带来的影响%结果发现患

者
)

携带罕见突变
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0[R"S)

#

E+*''.[

'

0

$和
[6[2<

#

E+.3<S

'

#

$为已

报道的与石骨症密切相关的突变位点%其中功能预测

分析软件表明
0[R"S)

#

E+)-'3g*0

'

[

$和
0[R"S)

#

E+*''.[

'

0

$对基因产物的结构和功能具有高度影

响%

[6[2<

#

E+)))&[

'

0

$和
[6[2<

#

E+.3<S

'

#

$对

基因产物的结构和功能具有中度影响%

0[R"S)

#

E+

*''.[

'

0

和
[6[2<

#

E+.3<S
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#

$为国内外文献已

报道的与石骨症密切相关的基因突变位点&

&=.

'

(

表
*

""

患者携带的位于已知石骨症致病基因上的变异位点信息

受试者 基因 变异位点 变异类型
变异频率

)VS (WU&3''

变异影响

程度

患者
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'

[

纯合型
'+8< '+8<
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,

''&')8+-

!

E+)-'3g*0
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杂合型
P P

高度

0[R"S) 2T

,
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K

+#F

5

&<'

!

"

E+*''.[

'

0
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[6[2< 2T

,
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!

K
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"
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'

0
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,
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!

K
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"

E+)))&[

'

0

杂合型
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较低
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,

'')*.<+3

!

K
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"

E+)*&0

'
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'+&3 P
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,

''*3,&+-

!

K
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B
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E+8[

'
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K
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K
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"

E+8--#

'

S
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[0WV 2T
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!

K
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"

E+.-)#

'

S
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较低

6(T1- 2T

,

'),-)8+,

!

K
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'

0

纯合型
'+'3 '

较低

患者
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,
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!

K
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"
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'

0

纯合型
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,

'')*.<+3

!

K

+#F

5

*.&SL4

"
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'

#

杂合型
P P

中度

[6[2< 2T

,

'')*.<+3
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K

+UF>,*UF>
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[

杂合型
'+&3 P

较低

0[R"S) 2T

,

''&')8+-

!

K

+6D@,)36D@

"

E+)*,3S

'

[

纯合型
'+8< '+8<

较低
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,
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K
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[

纯合型
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石骨症又称原发性脆性骨硬化)大理石骨和硬化

性增生性骨病等%该病的病因尚未完全阐明%但不少

研究表明破骨细胞缺乏或功能缺陷是石骨症发病的

根本原因之一(近年来%国内外研究已发现了
-'

余

个与破骨细胞发育成熟相关的基因%其中至少已有
)3

个基因可见于不同亚型石骨症患者&

8

'

(由此可见%如

何全面和高效地筛查石骨症等人类罕见遗传疾病致

病基因%可能是目前临床检验诊断中需要解决的重要

挑战之一(随着第
*

代测序技术的成熟%全外显子组

测序为代表的靶向捕获测序等技术为具有多种临床

亚型及众多致病基因的石骨症病因筛查提供了新的

途径(

婴儿期石骨症是一种严重危及生命的石骨症亚

型%患者
)

即为该亚型患儿%据随访获知患儿夭折于
,

周岁(目前%研究表明
0[R"S)

)

[6[2<

)

dW0T)

)

W2h)'

)

U6(VZT)

)

02$"W$))#

和
02$W$))

是婴

儿期石骨症最为常见的致病基因&

3

'

(在与上述已知

婴儿期石骨症致病基因进行比对后%本研究在患者
)

全外显子组发现了多个
0[R"S)

和
[6[2<

变异位

点(早在
)888

年有研究者利用
0E:F

5

)>E

"

>E

缺陷小

鼠研究发现该动物模型破骨细胞
%=#0UH;D

存在严

重的缺陷%初步证实
0[R"S)

突变可能是导致破骨细

胞功能障碍的主要原因之一&

)'

'

+破骨细胞褶皱缘上的

%=#0U

酶是一个多聚体蛋白%具有
%'

和
%)

两个功

能域%

0[R"S)

的基因产物为
%'

功能域的
H-

亚基%

0[R"S)

突变可能会导致破骨细胞囊泡形成和运输

障碍&

))

'

(随后%

$"#00R2R

等&

)*

'对
8

例婴儿期石骨

症患儿的致病基因进行了分析%进一步证实了

0[R"S)

突变是人类石骨症的致病原因之一+迄今为

止%一些研究表明
3'7

!

&'7

婴儿期石骨症可能是

由于
0[R"S)

突变引起的&

)-

'

(在患者
)

基因组中%

0[R"S)

#

E+*''.[

'

0

$和
0[R"S)

#

E+)-'3g*0

'

[

$

为罕见突变%其中前者为已报道的存在于婴儿期石骨

症患儿的致病突变之一%两种突变均不存在于千人基

因组及
2Z6!R=(WU&3''

外显子组中%说明该突变频

率远远小于
)i

%且基于生物信息学理论的预测结果

表明该两突变会对基因产物的结构产生重要的影响%

因此基于全外显子测序)生物信息学分析结果及文献

资料可以推测
0["S)

#

E+*''.[

'

0

$和
0[R"S)

#

E+

)-'3g*0

'

[

$是本研究患者
)

发病的关键致病

突变&

))

'

(

成人型石骨症是相对于婴儿期石骨症较为常见

的石骨症亚型%该病多见于成年人%发病年龄相对较

晚%本研究患者
*

即为该亚型石骨症患者(

[6[2<

是石骨症最为常见的基因之一%该基因异常不仅可见

于婴儿期石骨症%也常见于成人型石骨症(该基因产

物为氯离子通道蛋白
<

%该蛋白是一种跨膜蛋白%在细

胞膜内外氯离子和氢离子转运等方面具有十分重要

的作用%迄今为止%国内外研究人员已发现了
3'

多个

*

*)

*
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与石骨症密切相关的突变位点%其中包括存在于我国

石骨症家系患者的
[6[2<

#

E+*8&#

'

S

$突变&

),

'

(与

已知石骨症致病基因比对后%发现患者
*

携带

[6[2<

#

E+.3<S

'

#

$致病突变(该突变未见存在于

千人基因组及
2Z6!R=(WU&3''

外显子组中%说明该

突变频率远远小于
)i

%为罕见突变+与患者
)

类似%

利用基于生物信息学理论的预测结果表明该突变氯

离子通道蛋白
<

的结构会相对较大的影响(此外%更

为重要的是该突变位点已有不少文献报道%可见于高

达
,*7

的成人型石骨症患者&

.

'

(因此%基于全外显子

组测序及文献报道结果%可以推测
[6[2<

#

E+.3<S

'

#

$是患者
*

致病的关键突变&

*

'

(

人类基因中大约有
).''''

个外显子%仅占人类

基因组的
*7

%靶向捕获筛查疾病相关的
W2U

和
R4=

1DL

对临床罕见病)复杂疾病)疑难疾病%尤其是孟德

尔遗传病的诊断具有重要的应用价值&

)3=)&

'

(然而%全

外显子组测序在临床中的应用仍然面临较多的挑战%

比如尽管全外显子组测序对于
W2U

及小数目的
R4=

1DL

检测具有优势%而对于基因拷贝数变异)非整倍

体)染色体易位和倒位等形式的异常检测相对较难实

现+人类致病突变并不仅仅存在于外显子区域%全外

显子组测序具有覆盖率局限性%尽管本研究覆盖目标

序列高达
88+..7

%仍然存在致病性突变漏检的可能+

此外%尽管捕获全外显子测序只占人类基因组的

)7

!

*7

%

W2U

和
R41DL

检出数量仍然十分巨大(在

本研究中%

*

例受试者检出的变异位点均超过
*+3

万

个%如何解释这些变异位点的临床意义仍存在较大的

挑战(为了进一步筛查石骨症致病位点信息%本研究

利用公共数据库%包括千人基因组数据库和
2Z6!R=

(WU&3''

群体数据库对相关变异位点进行了过滤%

减少了绝大多数
12#

变异位点%该结果表明公共数

据库在人类高频变异位点滤过方面具有不可替代的

作用(

综上所述%全外显子组测序是一种高效的人类

12#

变异检测手段%综合运用人类基因组变异相关

公共数据库及生物信息学功能预测工具%可以为石骨

症致病基因的筛查提供新的解决途径(结合全外显

子组测序信息及相关石骨症致病信息%本研究认为患

者
)

携带的
0[R"S)

#

E+*''.[

'

0

$和
0[R"S)

#

E+

)-'3g*0

'

[

$%以 及 患 者
*

携 带 的
[6[2<

#

E+.3<S

'

#

$可能在石骨症发病过程中具有重要的

作用(
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