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!

目的
!

鉴定黏多糖贮积症
2

型患者的致病基因!为产前诊断提供新的方法%方法
!

应用全基因外显

子组技术捕获该患者致病基因!结合现代生物信息学方法!采用
1?F

E

=L

测序验证基因突变位点是否存在该患者家

系成员和健康人基因组内%结果
!

发现该患者基因
+

;

葡萄糖醛酸酶"

%Q1[

#"
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&

#突变!健康人未见

该突变!该碱基的突变导致苏氨酸变成丝氨酸!从而导致
%Q1[

活性缺乏或
%Q1[

量的不足%结论
!

基因
%Q1[

"

E

268---.#6%

'

&

#突变是该患者的致病基因!全基因组外显子测序能解决传统定位克隆技术常常面临该病家系患

者太少$病例散发$基因位点的异质性$外显不全及候选基因太多等难题!为该病产前诊断提供了新的途径%
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黏多糖贮积症
2

型$

T+1

2

%是溶酶体贮积症中非常重要

的一类#是一种先天性常染色体隐性遗传病#发病率为

"

"

:-###

!

"

"

"7####

+

"

,

-

T+1

2

是由于人体细胞的溶酶体内

降解黏多糖的水解酶发生突变导致其活性丧失#黏多糖不能被

降解代谢#最终贮积在体内而发生的疾病+

"

,

-最常见的表型为

生长缓慢.智力低下.活动障碍.复合性骨发育不良.身材矮小.

面部畸形.肝脾肿大.角膜混浊.心瓣膜异常等+

!;7

,

-

T+1

2

临

床表现多样#病情的发展具有进行性加重的特点-其中因黏多

糖积聚于心瓣膜引发的心脏病是
T+1

2

患者死亡的最主要

病因-酶替代治疗可用
T+1

2

的治疗#但费用高昂难以普及#

早期产前诊断.宫内干预是减少
T+1

2

患儿出生的关键#现将

研究结果报道如下-

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

先证者#男#

:

岁#智力低下#发育迟缓#走路

不稳#前额凸眉毛厚重#眼距较宽#鼻梁低#呼吸粗#睡眠打呼

噜#角膜稍混浊#目光呆滞#视力较弱#口型宽大#牙齿稀疏#颈

短脖粗-心瓣膜异常#肝脾肿大-经询问其父母身体健康#近

亲结婚#妊娠期无感染和药物接触史#家族中无类似病史-临

/

7::

/

检验医学与临床
!#"6

年
-

月第
"7

卷第
.

期
!
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作者简介$孙玲玲#女#本科#主任医师#主要从事出生缺陷的产前诊断及遗传咨询-

!

#

!

通讯作者#
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床诊断为黏多糖贮积症
2

型-

$2/

!

方法

$2/2$

!

全基因外显子组捕获及测序
!

提取先证者外周血

SU&

并随机打断#将片段化的
SU&

分子在酶的作用下补齐

黏性末端而成为平末端#连接接头#通过商业化的外显子序列

捕获芯片捕获目标外显子区域#然后对捕获的目标片段进行扩

增#末端补平及加0

&

1碱基#连接测序接头#最后应用
1<@=M?

'DG=

e

!###

测序#样本测序深度不低于
8#c

-

$2/2/

!

信息学分析
!

$

"

%对测序结果进行图像识别#去除污染

及接头序列#统计测定的序列长度.数量和数据产量($

!

%比对

参考基因组#并对数据进行质控.单个核苷酸的变异检测

$

1U+

%.插入缺失位点检测$

5FS=@

%#注释及统计($

7

%对得到的

突变进行共有突变筛选#人类单体型图$

'TT

%分析#氨基酸

保守性预测$

15*0

软件%#基因本体$

%/

%和京都基因与基因组

百科全书$

YZ%%

%分析基因功能#得到候选基因突变列表#

&UU/W&3

软件预测可能有害的突变和
%Z3+

软件评分对

候选基因的有害性进行排名-

$2/2'

!

候选基因验证
!

选择核心家系成员
7

例.随机抽取健

康人群
"##

例#提取外周血
SU&

#应用
1?F

E

=L

测序验证基因

突变位点是否存在家系成员和健康人基因组内-

/

!

结
!!

果

全基因组外显子测序结果经人类基因库
C(1U+"!$

#国际

人类基因组单体型图计划$简称
'?

K

T?

K

计划%外显子组数

据#

"###

例基因组计划和正常对照的外显子组数据筛除后#该

患者候选基因还剩
"6"8

个错义突变和
!$.

个缺失-接下来#

本研究应用
&UU/W&3

软件预测可能有害的突变位点将候

选基因的范围缩小#进一步使用
%Z3+

评分对候选基因的有

害性进行排名#并聚焦国内外已报道的人.鼠和
T+1

2

致病

基因#已报道基因
+

;

葡萄糖醛酸酶$

%Q1[

%与
T+1

2

有关#首

先推测候选基因
%Q1[

$

4,L.

!

68---.#6

(

U4

4

#####.2"7

!

E

2

68---.#6%

'

&

%可能与
T+1

2

相关#而该基因全基因组外显

子测序深度合格-采用传统
1?F

E

=L

测序进行验证#未发现候

选基因
%Q1[

$

"7

!

E

268---.#6%

'

&

%突变位点存在该家系核

心成员和随机抽取的
"##

例健康人群中#该碱基的突变导致苏

氨酸变成丝氨酸#从而导致
%Q1[

活性缺乏或
%Q1[

量的

不足-

'

!

讨
!!

论

T+1

2

一种以黏多糖代谢障碍为特点的先天性性疾病#

是某个或某些黏多糖降解所必需的溶酶体酶活化发生突变而

引起的酶缺乏所致#最常见的是
%Q1[

活性缺乏或
%Q1[

量

的不足+

-

,

#可造成骨骼.内脏.角膜和智力上的异常-因缺陷的

酶不同#受累的器官不同#有不同的临床表现#随着年龄增长#

病情进行性加重+

8;6

,

-尿液黏多糖检测及外周血酶学分析可协

助诊断#但这些传统方法易受其他生物化学物质的干扰#影像

结果的准确性#传统酶学诊断方法存在一定局限性#对携带者

还不能达到准确诊断#造成临床的误诊或漏诊-目前#有学者

通过家系调查及微卫星
SU&

标记.连锁分析等方法发现了

%Q1[

突变与
T+1

2

有关#突变种类包括点突变.缺失和插入

等#这个基因多个突变位点在不同的人种中均有发现#缺乏突

变热点#其基因频率及发病率尚不清楚+

.

,

-但是这些传统的克

隆鉴定致病基因的方法#难以发现
T+1

2

小家系和散发患者

的致病基因-

随着分子生物学飞速发展#尤其是全基因组外显子捕获技

术在疾病中的应用#解决了传统定位克隆技术常常会面临

T+1

2

家系内成员太少.病例散发.基因位点的异质性.外显

不全及候选基因太多等难题-本研究发现#该患者致病基因

%Q1[

$

E

268---.#6%

'

&

%突变#该碱基的突变导致苏氨酸变成

丝氨酸#从而导致
%Q1[

活性缺乏或
%Q1[

量的不足-有研

究报道#

T+1

2

患者
%Q1[

基因
)2"884

'

0

#导致
%Q1[

在

转染细胞中缺失#出现严重的临床表型-

1DFF<BB

团队最早鉴

定出
T+1

2

患者
%Q1[

基因外显子
7

存在突变#导致
".6

号

位亮氨酸突变为苯丙氨酸#致使
%Q1[

缺乏-

?̀J?C?

等+

8

,发

现
T+1

2

患者致病基因
%Q1[

第
"#

号外显子
6-!

!

"6.$

位

置缺失
7:(

K

#导致氨基酸改变为
+L<"-:1=L

.

0

I

L-$84

I

G

.

0L

K

8#.X

#引起患者严重的临床表型-

%Q1[

的活性缺乏致使

溶酶体中的糖链末端唾液酸残基不能被清除而影响硫酸皮肤

素进一步水解#硫酸皮肤素在溶酶体中大量沉积#使细胞液泡

化#进一步损坏细胞的功能而致病+

:

,

-

T+1

2

常累及全身多个系统#随着年龄增长#病情进行性

加重#基于
T+1

2

的酶替代治疗取得了一定的进展#部分酶已

用于临床治疗#干细胞移植和基因治疗目前都尚处于研究阶

段#早期产前诊断.宫内干预是减少
T+1

2

患儿出生的关键-

建议有家族史的高危人群进行基因诊断#明确致病基因#在患

儿母亲再生育时可行遗传咨询#产前基因诊断或植入前遗传学

诊断#降低再生育
T+1

2

患儿的风险-
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泌的颗粒酶和穿孔素最终杀伤移植物靶细胞+

6;.

,

-同位素

-8

4?

!̂

$

0

"

"

!

\"67C

#

+

射线能量为
#2!8T=W

%与生物体中的

4?

!̂ 具有相同的生物活性#由于-8

4?

!̂ 发出的
+

射线能被闪烁

计数仪探测#因此#只要测量-8

4?

!̂ 进入细胞内的数量变化就

可快速#直接的反映
4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞外的-8

4?

!̂ 摄取

量+

:

,

-本研究测得
4S!:

^

4S:

^

0

淋巴细胞外-8

4?

!̂ 摄取率及

胞内
4?

!̂ 浓度至术后第
7

天同趋势增长#此后至第
.

天胞外-8

4?

!̂ 摄取率仍同幅度增长#而胞内
4?

!̂ 浓度却逐渐降低增长

幅度甚至降低#可能与引起细胞激活的钙离子浓度已到达所需

的阈值范围后#部分胞内
4?

!̂ 填充钙池所需引起-本研究结

果显示#

-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度未见明显变化#原因可

能是未能激活细胞免疫反应#而胞内
4?

!̂ 浓度相对于-8

4?

!̂

摄取率的变化程度却稍明显(手术组-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂

浓度变化关系的比较中发现#术后第
.

!

$

天-8

4?

!̂ 摄取率显

著下降#而胞内
4?

!̂ 浓度却经过0平台期1后逐渐下降(以上均

说明在心脏移植术后无论-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度在急

性排斥反应所起作用的复杂性-其原因可能也包括手术创伤

引起的应激反应#即通过过氧化应激机制#进而引起氧自由基

抑制
4?

!̂

;&0+

酶活性#影响该泵功能的修饰等相关+

$

,

-手术

组与假手术组相比较#无论-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度都变

化显著#除与排斥反应引起钙离子为中心的
4S:

^

4S!:

^

0

淋

巴细胞激活之外#还存在心肌缺血再灌注损伤可能-心肌缺血

再灌注损伤发病机制主要是氧自由基生成.细胞凋亡和钙超

载+

"#

,

-缺血期由于缺血细胞膜去极化以及电压敏感性的慢钙

通道的开放#一部分
4?

!̂ 会进入细胞内-这些内流的
4?

!̂ 能

否增加细胞内
4?

!̂ 水平#在很大程度上依赖于内流的
4?

!̂ 量

与细胞内分隔
4?

!̂ 和排出
4?

!̂ 能力的平衡-同时心肌细胞

迅速开始无氧代谢#出现能量代谢障碍#进而产生大量有害代

谢产物-随着
&0+

水平的下降#细胞膜.肌浆网
4?

!̂

;&0+

酶

活力及肌浆网摄钙能力下降#使
4?

!̂ 内流增加#并激活膜磷脂

酶#并在此过程中产生氧自由基#进一步引起肌浆网钙依赖性

&0+

酶失活#导致肌浆网摄钙能力下降#肌浆网内钙离子浓度

升高#兴奋收缩耦联受损等-在缺血再灌注损伤的过程中#钙

超载与氧自由基的作用不是孤立存在的#而是相辅相成影响

4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度变化-

另外#即使术后第
""

天#移植物病理结果显示排斥反应已明显

下降#

4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度

仍然维持稍高水平#这种现象胡野等+

""

,研究认为#同种异体心

脏移植排斥反应引起的细胞凋亡在移植后
7

!

8C

达到高峰#

此后逐渐减少#但是整个急性反应期仍持续存在(凋亡的心肌

细胞孤立散在分布#且大多分布于心肌间质(

&3

时细胞凋亡

可以不重#这可能与细胞凋亡发生快而且凋亡细胞消失也快相

关-虽然本实验与多个研究具有相同实验结果#仍然有一定不

足#即未能建立与实验组相同的缺血再灌注干扰因素#需要后

续的实验深入研究钙在
4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞活化过程中

的重要作用-在制作假手术组实验时#应严格对大鼠性别.体

质量.品系等进行合理选择#建立移植后无排斥反应模型-这

种探索性质的研究可能是心脏移植后
&3

的诊断和治疗研究

的新领域#如促进内质网.高尔基体.线粒体的生理钙离子缓冲

作用#也能在
&3

期使
4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞钙离子水平降

低#延缓或阻断
4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞的活化#延长
&3

的

发生-

相信随着研究的不断深入#

4S:

^

4S!:

^

0

淋巴细胞-8

4?

!̂ 摄取率.胞内
4?

!̂ 浓度等在心脏手术后免疫排斥反应的

快速诊断方面将拥有广阔前景-
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