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讨
!!!

论

经典型
N?&

的分子病因是
!NA

基因突变#涉

及
#&

个外显子和内含子剪接序列突变#包括错义突

变'无义突变'插入或缺失突变和剪接部位突变以及

大片段缺失等+

(

,

&目标序列捕获二代测序结果显

示#在
)

个
N?&

患者中发现
#$

种
!NA

基因的突

变#其中
(

种为错义突变#

+

种错义突变经过软件预

测和以往文献报道均为致病性突变&本研究检测到

的突变分布于外显子
&

'

$

'

+

和
(

#其中外显子
(

上

的突变最多#这与以往的外显子
(

为热区之一的报

道一致+

'

,

&东方人
N?&

患者常见的突变位于外显

子
#!

和
(

#分别为
3

=C%#&N

和
3

=C!%&P

#而欧美白

种人
N?&

患者的常见突变位于外显子
#!

和内含

子
#!

#其中
3

=C%"'P

和
HW,#!*#G

$

@

突变发生

率较高&另外一个
3

=P&($7

!

/@@8

$

G@@

"错义突

变#导致谷氨酰胺被谷氨酸替代#

F/AH

及
N@K#S

!'*
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数据库都未曾报道过这个突变#

#+%

个正常中国人

,FN

数据库中该位点没有变异#低频率携带率提示

为可疑突变#但通过
,H!Q

和
N0:

.

N6+%8!

软件对该

突变进行致病性预测均显示为良性突变#为了进一

步确定这两种矛盾的推断结果#我们对
$""

个正常

人群该位点进行基因分型显示该位点仅在
#

例正常

人中携带#说明该变异在中国人群中属罕见型别#由

于缺乏功能验证#其致病性有待进一步证实&

本研究发现
&

种剪接突变
-=%%!8#G

$

@

'

-=#&#$*+Q

$

@

和
-=#&#+8!@

$

/

#其中
-=%%!8#G

$

@

位于内含子
%

#另两个位于内含子
#!

&剪接错

误造成移码突变#将产生截断的
N@K

蛋白&此外#

在
)

例患者中都存在
3

=W!%$W

和
3

=B&'$B

多态#

通过与
F/AH

的
,FN

数据库比较#

3

=W!%$W

频率

在不同'人种不同地域存在很大的差异#欧洲人群绝

大部分为野生型#而亚洲人突变型占大部分#但不同

地区有差异#

3

=B&'$B

频率在欧洲和亚洲人群中差

异不大#以突变型占绝大多数&在
!

例患者中检测

到
3

=P!&!P

#而周永安等+

)

,报道的山西省人群

3

=P!&!P

突变型频率高达
)+=!Y

#

3

=W!%$W

突变

型频率达
(+=#Y

#该突变在不同人种'不同地区的

发生频率存在差异&目前#这些同义突变是否致病

尚不清楚&

第二代测序技术是一种高通量测序技术#是对

传统测序一次革命性的改变#具有高准确性'高通

量'高灵敏度和低运行成本等突出优势+

#"

,

#尤其在

全基因组突变位点筛查方面#第二代测序技术与常

规
,$%

4

+1

测序技术相比#更加省时+

##

,

&相对于第

一代测序技术#第二代测序不采用电泳#使用了反应

信号实时阅读#即在测序反应的同时#就将反应信号

收集起来#一次试验可以检测
%"

万
#

!+""

万条序

列#可以读取
#

#

!'G

的碱基数#缩短了检测时间#

并可将测序费用降低几个数量级&并且#第二代测

序技术适合多样本'多外显子的同步筛查#多个样本

$'*
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目标序列捕获二代测序技术在苯丙酮尿症基因诊断中的应用
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标记后与一个序列文库结合#在一个反应中进

行目标区域富集#大大地降低了富集反应的成

本+

#!

,

&本试验初步尝试将
)

个样本用不同标签标

记后#在一个反应孔中上机测序#相当于同时检测

##(

个外显子的信息&通过该技术也可以实现
)"

多个样本'数十万到上千万个片段的侧序分析#为基

于人群范围的遗传病筛查奠定了基础#因此具有较

大的临床应用潜能&

目前#第二代测序技术在临床应用方面所面临

的主要问题是$第二代测序是基于短序列比对的原

则#所以对于那些重复数差异所致的变异!如三核苷

酸重复突变"难以准确检出%

,FN

的识别结合了概

率统计的原理#可能会导致少量假阳性结果的产生%

同第一代测序技术一样#不能解决染色体结构变异'

/FW

以及基因倒位重排等问题&因此#对于上述遗

%'*
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传背景的疾病要寻找替代方案#如多重连接依赖的

探针扩增技术和定量
N/C

技术解决拷贝数变异问

题%凝胶电泳或
Q@

克隆测序解决重复数变异问题#

对于可疑的突变#一般要进行
,$%

4

+1

法测序验证#

所以两代测序技术结合使用#可以发挥各自优势#满

足临床准确性的需求&

我们尝试采用目标区序列捕获结合第二代高通

量测序技术对
N?&

患者进行
!NA

基因突变检测#

抽取了
)

例经典型
N?&

病例#运用二代测序技术

对其
!NA

基因进行测序#成功找到了遗传病因#检

测结果与
,$%

4

+1

测序法验证结果一致&同时对其

中
&

例进行了
,$%

4

+1

全基因测序验证#也得到相同

的结果#证明外显子捕获测序技术准确可靠#具有一

定的临床应用前景+

+

#

#&-#$

,

&第二代测序技术要根据

基因突变的特点与其他传统的检测技术结合使用#

相互取长补短#可以满足临床上更经济'更准确'更

快速的要求&

参
!

考
!

文
!

献

+

#

,

!

*$9$%0($B

#

/0<<+

.

@)

#

,-055 /7

#

,( $'=Q$1

4

+58

+%1'-69+%5251$5+

4

'+2<01%+M58

4

+%+1$5'0%2+

;

"+%-'%

4

+

)

,

=

I$(+,(1*-&

#

!"#"

#

(

!

!

"$

###-##'=

+

!

,

!

B'9A/

#

B++ ,

#

,6'% )L

#

,($'=G+%+5'- #'$

4

%02'2 0<

T"-6+%%+$%# A+-U+1 9"2-":$1#

.

2510

3

6

.

"2'%

4

%+M58

4

+%+1$5'0% 2+

;

"+%-'%

4

5+-6%0:0

4.

$

-09

3

1+6+%2'(+

9"5$5'0%$:2+$1-6'%$2'%

4

:+

3

:$5<019

+

)

,

=J+,-M,%,(

#

!"##

#

%'

!

##

"$

(&#-(&+=

+

&

,

!

@15"20C

#

!$::+1'%'/

#

T02$B

#

,($'=@#($%-+2'%@:

3

015

2

.

%#109+#'$

4

%02'2"2'%

4

%+M58

4

+%+1$5'0%2+

;

"+%-'%

4

+

)

,

=

K?#JA?5M,%,(

#

!"#!

#

#

!

!"

"$

$"-$(=

+

%

,

!

K0

33

?

#

K+

.

+1 /*

#

K099+1#'%

4

/)

#

,($'=A)T#'2

1+(+$:+#$2$%0(+:*+-U+:2

.

%#109+

!

*?,

"

4

+%+S

.

5$1

4

+5+# +M0%8+%1'-6+# %+M58

4

+%+1$5'0% 2+

;

"+%-'%

4

$%#

#+:+5'0%$%$:

.

2'2

+

)

,

=A?5+*'M,%,(

#

!"##

#

!"

!

#&

"$

!$!%

-!$&%=

+

$

,

!

E+'I*

#

)'%!

#

L+L

#

,($'=@%0(+:9"5$5'0%0<HT,

4

+%+

'%$ /6'%+2+

3

$5'+%5 R'56 9"-0

3

0:

.

2$--6$1'#02'2HHS

.

%+M58

4

+%+1$5'0%2+

;

"+%-'%

4

+

)

,

=/')%/1)5 N.($

#

!"##

#

%#!

!

!&-!%

"$

!&%"-!&%!=

+

+

,

!

@925"5>&

#

@%#1+

.

8J_1-6+1G

#

,"-'"T

#

,($'=,+

;

"+%-+

-$

3

5"1+ $%# %+M58

4

+%+1$5'0% 1+2+

;

"+%-'%

4

0< 9":5'

3

:+

5$

44

+#%"-:+'-$-'#2$9

3

:+2<019"5$5'0%2-1++%'%

4

0<"1+$

-

.

-:+#'201#+12

+

)

,

=/')%/1,5

#

!"##

#

$(

!

#

"$

#"!-###=

+

(

,

!

T+2('$5BC

#

N̂1+>A

#

&

4

$15+ *=H#+%5'<'-$5'0%0<+M0%'-

#+:+5'0%2'%56+N@K

4

+%+-$"2'%

43

6+%

.

:U+50%"1'$S

.

*BN@$%$:

.

2'2

+

)

,

=/')%/1)5N.($

#

!""+

#

&(&

!

#-!

"$

#+%

-#+(=

+

'

,

!

宋窻#金煜炜#王红#等
=

苯丙氨酸羟化酶!

N@K

"基因外显

子
(

及其两侧内含子的突变研究+

)

,

=

遗传#

!""$

#

!(

!

#

"$

$&-$+=

+

)

,

!

周永安#李素云#张改秀#等
=

苯丙酮尿症患儿苯丙氨酸羟

化酶
+M0%+

基因'

+M0%(

基因突变的研究+

)

,

=

中华临床医

师杂志#

!"##

#

$

!

#

"$

!(-&"=

+

#"

,

!

@%201

4

+E)=F+M58

4

+%+1$5'0%TF@2+

;

"+%-'%

4

5+-6%'

;

"+2

+

)

,

=I=)*(,.1%*'

#

!"")

#

!$

!

%

"$

#)$-!"&=

+

##

,

!

,9'56TC

#

P"'%:$%@C

#

N+-U6$9 K7

#

,($'=C$

3

'#R60:+8

4

+%09+ 9"5$5'0%$:

3

10<':'%

4

"2'%

4

%+M58

4

+%+1$5'0%

2+

;

"+%-'%

4

5+-6%0:0

4

'+2

+

)

,

=M,%*5,H,&

#

!""'

#

#'

!

#"

"$

#+&'-#+%!=

+

#!

,

!

?+%%

.

7*

#

/019'-$%N

#

G':U2EN

#

,($'=*":5'

3

:+M5$1

4

+5

+%1'-69+%5"2'%

4

TF@'%#+M'%

4

<01":51$86'

4

65610"

4

6

3

"5

,FN#+5+-5'0%

+

)

,

=2INH,&

#

!"##

#

#'

!

#

"$

&#-&'=

+

#&

,

!

W0+:U+1#'%

4

?W

#

T$9+2,

#

T"152-6')T=F+M5

4

+%+1$5'0%

2+

;

"+%-'%

4

<01 -:'%'-$: #'$

4

%025'-28

3

1'%-'

3

:+2 $%#

$

33

:'-$5'0% 50 5$1

4

+5+# 1+2+

;

"+%-'%

4

<01 6

.3

+1510

3

6'-

-$1#'09

.

0

3

$56

.

$

$

3

$

3

+1<10956+!"")E'::'$9A+$"90%5

K02

3

'5$:,

.

9

3

02'"90% *0:+-":$1N$560:0

4.

+

)

,

=J+*'

2)$

8

%

#

!"#"

#

#!

!

$

"$

$&)-$$#=

+

#%

,

!

C$-$G

#

)$-U20% /

#

E$19$% A

#

,($'=F+M5

4

+%+1$5'0%

2+

;

"+%-'%

4

'%1+2+$1-6$%##'$

4

%025'-20<0-":$1S'156

#+<+-52

+

)

,

=+*'M,%,(+,($<

#

!"#"

#

#""

!

!

"$

#'%-#)!=

+

#$

,

!

/60"B,

#

B'"/,

#

A0+2+A

#

,($'=TF@2+

;

"+%-+-$

3

5"1+

$%#+%1'-69+%5S

.

9'-10$11$

.

<0::0R+#S

.

%+M58

4

+%+1$5'0%

2+

;

"+%-'%

4

<015$1

4

+5+#1+2+

;

"+%-'%

4

$

%+"10<'S109$502'2

5

.3

+#

4

+%+$2$90#+:

+

)

,

=/')%/1,5

#

!"#"

#

$+

!

#

"$

+!

-(!=

!收稿日期$

!"#&-##-#'

%编辑$段佳"

"'*


