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目的
!

应用
'>=C>@@1=?

半导体靶向测序技术检测
-

例枫糖尿症"

U5̂ 9

#患儿的致病基因突变!明确

其致病突变!并探讨该技术用于复杂单基因病检测的可行性$方法
!

采集患儿外周血!提取基因组
9:6

!经多重

PQR

扩增富集目的基因片段!构建平均片段大小为
"%%N

,

左右的文库!经乳液
PQR

及磁珠颗粒富集!最后采用
"-X

半导体测序芯片进行高通量测序!应用
'>=C>@@1=?5/<?1J".%

软件进行数据提取'序列比对及
5:P7

和
'=K1E7

提

取!再用
KN5:P-"A

数据库过滤得到
5:P7

和
'=K1E7

!可疑突变经
5I=

8

1@

法测序验证$结果
!

检出患儿
-

个新发错

义点突变并通过
5I=

8

1@

测序验证!突变是
*Qc9)*

基因第
&

外显子的
:U-X"%#%

(

0.#X&Q

%

C

"

,
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M

@
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结论
!

'>=C>@@1=?

半导体靶向测序技术可对复杂单基因遗传病进行快速'准确地基因诊断$

"关键词#

!

枫糖尿症%

!

支链氨基酸
(

!

酮酸脱氢酶复合体基因%

!
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半导体靶向测序技术
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枫糖尿症$

U5̂ 9

%是一种罕见的常染色体隐性遗传病#最

早在
-B#$

年由
U1=H17

等+

-

,报道)

P1<=1;I==

等+

3

,证明其为

一种氨基酸代谢病#是由于支链氨基酸
(

!

酮酸脱氢酶复合体

$

*Qc9)

%基因缺陷#致使支链氨基酸$包括亮氨酸*异亮氨酸*

缬氨酸%转氨基反应后形成的相应支链
(

!

酮酸不能氧化脱羧#

从而导致支链氨基酸和支链
(

!

酮酸在体内蓄积#临床上以体液

枫糖味及神经系统损害为主要表现+

"

,

)全世界新生儿
U5̂ 9

的发病率在
-

"

-X#%%%

左右#具有种族差异性+

$

,

)近年来#我

国
U5̂ 9

的散发病例报道也在增加#但尚无具体发病率统计

数据)经典型
U5̂ 9

均在新生儿期发病#且多在新生儿期或

婴儿期死亡#目前可以通过串联质谱技术来分析滤纸干血斑中

的总亮氨酸$

(1/_'E1_P@>!V)

%浓度#以进行
U5̂ 9

的筛查

及诊断#同时还可以进一步通过基因诊断来明确基因分型*指

导治疗及产前诊断)

U5̂ 9

涉及的基因突变类型已超过
-#%

种#突变频率高#同时国内受限于传统的
5I=

8

1@

测序技术#对

U5̂ 9

的基础研究仍然不足#目前对枫糖尿患儿进行基因诊

断的报道较少+

#!A

,

)但是随着大规模平行新一代测序技术的应

用#使遗传代谢病的快速诊断成为可能#
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e
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<?1K9<71I71PI=1E

利用
"

个引物池共
-%%%%

多对引物#可对

"3X

个基因的编码外显子进行扩增#无需进行引物设计和靶序

列选择#即可在
".#F

内完成目标文库的构建#在
3K

内完成突

变的检测)对于本院收治的
-

例
U5̂ 9

患儿#作者应用
'>=

C>@@1=?

半导体测序平台对目的区域进行测序分析#建立起高

效*经济的基因筛查诊断体系#并探讨
'>=C>@@1=?

半导体靶向

测序技术用于复杂单基因病检测的可行性)现报道如下)

$

!

资料与方法

$.$

!

一般资料
!

患儿#男#系第二胎第二产#胎龄
$%

_"周#自

然分娩#出生体质量
".A3H

8

)父母非近亲结婚#否认遗传代谢

-

"&-

-

检验医学与临床
3%-&

年
-

月第
-"

卷第
3

期
!

(INU1KQE<=

!

ZI=/I@

M

3%-&

!

+>E.-"

!

:>.3

"

基金项目!江苏省医学创新团队与领军人才课题$

(Z3%--%B

%(江苏省临床医学重点项目$

*(3%-3%"B

%(江苏省卫生厅医学科研项目课题

$

)3%-"$"

%(江苏省南京市医学重点科技发展项目$

3%-$%#%$-

%)

!!

作者简介!王彦云#女#硕士#检验技师#主要研究方向是遗传代谢病的检验及诊断)

!

#

!

通讯作者#

4!;I<E

!

d

<I=

8

OFI=

8

AX$

#

-&".0>;

)



病家族史#第一胎体健)生后
&K

因.吃奶差/收住院治疗#入

院后精神反应差和呼吸困难持续加重#可闻及香甜味#肌张力

低下伴时有阵发性增强交替#动态监测三大常规*

Q

反应蛋白*

降钙素原*生化*培养*脑脊液*血气分析等指标正常)生后
33

K

串联质谱结果!血亮氨酸为
3A-X.&X;>E

"

(

$正常参考值
&A

!

3#A;>E

"

(

%#血总亮氨酸"苯丙氨酸为
&".XX

$正常参考值

-.#A

!

$.XX

%#缬氨酸
3%B.$B ;>E

"

(

$正常参考值
#&

!

3""

;>E

"

(

%#缬氨酸"苯丙氨酸为
%.-X

$正常参考值
-.$3

!

$."%

%#

U5̂ 9

临床诊断明确)给予低支链氨基酸鼻饲喂养#同时辅

以呼吸机辅助通气#但患儿自主呼吸无明显恢复#治疗第
3$

天

患儿家属要求放弃治疗#签字出院)

$./

!

方法

$./.$

!

外周血
9:6

提取
!

采集患儿外周血#乙二胺四乙酸

二钠抗凝#

h3%W

冻存)采用基因组
9:6

提取试剂盒$美国

VU426

生物技术公司%提取患儿及其父母外周静脉血的基因

组
9:6

)

$././

!

新一代半导体测序
!

$

-

%目的基因聚合酶链反应

$

PQR

%扩增!采用
(<G1?10F=>E>

8

<17

公司发布的
'>= 6;!

,

E<51

e

CU

'=F1@<?1K9<71I71PI=1E

试剂盒对
U5̂ 9

的致病基因

*Qc9)6

*

*Qc9)*

*

9*C

*

9(9

和
*Qc9

激酶基因的所有外

显子进行扩增#

PQR

扩增反应体系及条件按说明书进行#

PQR

扩增反应体系为
3%

"

(

#包括
-%=

8

基因组
9:6

#

-]'>=6;!

,

E<51

e

CU

)<b<UI7?1@U<D

和
-]'>=6;

,

E<51

e

CU

P@<;1@P>>E

#

各种成分混匀后进行如下反应!

BW

酶激活
3;<=

#

BBW

变性

-#7

#

&%W

退火及延伸
X;<=

#共
-3

个循环#最后
-%W

保持)

PQR

反应完毕后加
3

"

(b/PIR1I

8

1=?

CU进行引物消化#去除

部分引物#反应条件为
#%W-%;<=

(

##W-%;<=

#最后
&#W

3% ;<=

)采 用
'>= `

,

@177

CU

*I@0>K1 6KI

,

?1@7 -!-& c<?

$

$$A-3#%

#

(<G1C10F=>E>

8

<17

%对样品加上序列标签及
'>=C>@!

@1=?

个体化基因组测序仪$

P2U

%测序平台兼容的测序接头)

$

3

%文库构建!采用
'>=6;

,

E<51

e

CU

(<N@I@

M

c<?3.%

$

$$A#"$#

#

(<G1C10F=>E>

8

<17

%进行文库构建)制备的文库平均片段大小

应该为
"%%N

,

左右)$

"

%乳液
PQR

和磁珠颗粒$

'5P7

%富集!采

用
'>=P2U3%%`

,

@177C1;

,

EI?1c<?

$

$$A$3X%

#

(<G1C10F=>E!

>

8

<17

%在
'>=V=1C>/0F

$

(<G1C10F=>E>

8

<17

%上进行乳液
PQR

#

挂有模板的
'5P7

富集在
'>=V=1C>/0F45

$

(<G1C10F=>E>

8

<17

%

上完成)$

$

%

'>=C>@@1=?P2U

平台测序!采用
'>=P2U3%%

51

e

/1=0<=

8

c<?

$

$$A$%%$

#

(<G1C10F=>E>

8

<17

%及
'>=C>@@1=?"-X

芯片在
'>=C>@@1=?P2U

平台进行测序反应#共
&#

个测序

循环)

$./.'

!

测序结果分析及
5I=

8

1@

法测序验证
!

采用
'>=C>@!

@1=?5/<?1J".%

软件进行
'>=C>@@1=?

数据提取*序列比对及单

核苷酸多态性$

5:P7

%和插入"缺失多态性$

'=K1E7

%提取#得到

的
5:P7

和
<=K1E7

经
KN5:P-"A

数据库过滤后#检索
)2U9

*

(V+9

等数据库及
P/N;1K

相关文献#匹配已报道的致病位

点#确定的致病突变及可疑致病突变均经
5I=

8

1@

法测序验证)

/

!

结
!!

果

选用人类基因组$

2RQF"A

#

F

8

-B

%的基因序列为参考序

列#

U5̂ 9#

个致病基因$

*Qc9)6

*

*Qc9)*

*

9*C

*

9(9

和

*Qc9

激酶%的检测范围#见表
-

)原始数据经
'>=C>@@1=?

5/<?1J".%

软件分析#检测发现
*Qc9)*

基因的一个错义突

变位点#经数据库比较后发现该位点未见报道#为可疑致病位

点)通过
5I=

8

1@

测序验证结果显示#该突变为
*Qc9)*

基因

第
&

外显子编码区第
#X&

位#检测到
Q

%

C

突变#基因型杂合#

组氨酸突变为酪氨酸#错义突变#见图
-

(

0.#X&Q

%

C

$

,

.

)<7-B&C

M

@

%经检索
P/N;1K

及相关数据库未见报道#为新发突

变)

-%%

例无血缘关系的健康人中未检测到该突变#排除多态

性位点)同时#通过父母
U5̂ 9

基因相应位点的
5I=

8

1@

测序

证实!该患儿的突变位点在其父母中均未发现突变#说明患儿

为一散发病例)该位点需进一步行功能研究以明确其致病性)

表
-

!

U5̂ 9#

个致病基因的检测范围

基因
外显

子数

外显子编码区

覆盖度$

T

%

未覆盖区域

*Qc9)6 B -%%.%%

无

*Qc9)* -% -%%.%%

无

9*C -- B&.## 0F@-

!

-%%A%-%%3

!

-%%A%-%3&

(

3#N

,

(

1D>="

0F@-

!

-%%&B&3XB

!

-%%&B&"-"

(

3#N

,

(

1D>=$

9(9 -$ B&.$- 0F@A

!

-%A#$"B3"

!

-%A#$"B$-

(

-BN

,

(

1D>=#

0F@A

!

-%A#$&A-3

!

-%A#$&A$A

(

"&N

,

(

1D>=X

*Qc9

激酶
-3 -%%.%%

无

!!

注!

*

为患儿父亲
*Qc9)*

基因#

0.#X&

位点
5I=

8

1@

法测序视图#

基因型为野生型(

+

为患儿母亲
*Qc9)*

基因#

0.#X&

位点
5I=

8

1@

法

测序视图#基因型为野生型(

,

为患儿
*Qc9)*

基因突变
0.#X&Q

%

C

#

基因型为杂合型(

-

为患儿
*Qc9)*

基因突变
0.#X&Q

%

C

位点高通

量测序视图)

图
-

!

受检者家系测序结果

'

!

讨
!!

论

*Qc9)

有
"

种催化成分#即
4-

*

43

*

4"

#其中
4-

又由

4-

(

和
4-

'

组成(另外#

*Qc9)

还有两种调节酶#

*Qc9

激酶

和
*Qc9

磷酸酶#

U5̂ 9

正是由这几个基因中的某一个突变

引起的)值得注意的是#到目前为止#虽然已经发现的突变类

型超过
-#%

种#但是所报道的
U5̂ 9

患者病变位点均集中于

-

$&-
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前
$

种蛋白#这
$

种蛋白分别由
*Qc9)6

$

-B

e

-".-

!

-".3

%*

*Qc9)*

$

&

e

-$

%*

9*C

$

-

,

"-

%及
9(9

基因$

A

e

"-

!

"3

%编码#其

中有
"$T

在
*Qc9)6

$

4-

(

基因%上#

3BT

在
*Qc9)*

$

4-

'

基因%上#

3$T

在
43

基因上#

-"T

在
4"

基因上+

X

,

#而在
*Qc9

磷酸酶基因$

$

e

33.-

%的突变仅有
-

例报道#未见
*Qc9

激酶基

因$

-&

,

--.3

%突变的报道+

B

,

)部分
U5̂ 9

患者未能检出突变

位点)国内上海新华医院报道了
-&

例
U5̂ 9

患者的基因检

测结果#

$

例为
*Qc9)6

基因突变#

X

例为
*Qc9)*

基因突

变#

"

例为
9*C

基因突变#

-

例未检测到明确致病位点突变+

A

,

)

在临床表现上#目前的研究倾向认为
*Qc9)6

*

*Qc!

9)*

基因突变患者多表现为经典型#

9*C

基因变异患者临床

表现较轻#多为硫胺素有效型)经典型
U5̂ 9

的
*Qc9)

活

性小于
"T

#是最为严重的类型#表现为生后
-3

!

3$F

出现枫

糖浆体味(

$X

!

A3F

出现酮症*易激惹及喂养困难(

$

!

#K

出

现嗜睡*间歇性呼吸困难*角弓反张及刻板动作等脑病症状并

逐步加重(

A

!

-%K

可出现昏迷*中枢性呼吸衰竭等#强调诊断

后立即干预#改善预后)其他表型包括中间型*硫胺素有效型

和间歇型的严重程度取决于残余酶活性)

若
U5̂ 9

患儿血中亮氨酸显著升高$

%

-%%%

"

;>E

"

(

%即

可确诊+

-%

,

#故本例患者
U5̂ 9

诊断明确#本次检测范围内未

检测到已报道的致病突变#仅检测出
-

个暂未明确其致病性的

新发突变位点
0.#X&Q

%

C

$

,

.)<7-B&C

M

@

%)进一步家系分析

显示#此位点在患儿父母中均为野生型#故该位点为患儿自身

的新发突变)由于该突变位点处于氨基酸序列高度保守区域#

同时患儿临床表型为经典型#提示该突变位点可能为有害突

变#即对酶活性影响较大)本次检测对
*Qc9)6

*

*Qc9)*

基因全外显子
-%%T

覆盖#均未发现另外一个致病位点#暂不

排除在本检测范围外$如内含子%可能存在罕见致病突变位点

或者特殊突变类型$如大片段插入*缺失等%)此外#本次检测

鉴于既往
U5̂ 9

病例报道中均未对
*Qc9

磷酸酶基因进行检

测#故对该基因未行检测#不排除
*Qc9

磷酸酶基因存在致病

突变位点的可能)

由于
U5̂ 9

涉及的基因数较多#突变频率高及突变位置

无固定规律的特点#传统的测序技术对其进行测序时#耗时长#

成本高)本研究中作者应用
'>=C>@@1=?

半导体测序技术针对

患儿的
#

个基因进行全外显子测序#目的区域覆盖度接近

-%%T

#快速*经济*有效地完成了对该例患儿的基因诊断)

从
9:6

序列的角度分析#遗传病的基因改变可以视为单

核苷酸的取代和
9:6

片段的插入或缺失)本研究使用的是

(<G1?10F=>E>

8

<17

公司发布的
'>=6;

,

E<51

e

CU平台#利用
'>=

6;

,

E<51

e

技术使得成千上万个目标基因的选择性扩增能在单

管多重
PQR

反应内完成)通过目的基因
PQR

扩增*文库构

建*乳液
PQR

和测序流程#得到检测结果仅需
3K

)从本研究

的检测结果来看#

'>=C>@@1=?

测序技术在
#

个基因中检测到
-

个杂合突变#与
5I=

8

1@

直接测序结果完全一致)

综上所述#采用
'>=C>@@1=?

半导体测序技术快速*经济*

准确地对该例
U5̂ 9

患者进行了分子检测#为将来新一代
'>=

C>@@1=?

测序平台在复杂单基因遗传病的分子诊断及临床治疗

方面提供了应用依据)
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