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犚犘犛６犓犃３基因变异所致ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征
的分子诊断及家系遗传分析
刘渊　曾玉坤　刘玲　黄演林　余丽华　丁红珂

（广东省妇幼保健院医学遗传中心，广东广州　５１１４４２）

【摘要】　目的　利用二代测序技术分析ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征致病基因，为先证者家庭再妊娠提供遗传
咨询和产前诊断分析。方法　以２０２０年来广东省妇幼保健院就诊的２例ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征家系为
研究对象，利用高通量测序技术检测先证者的致病基因，对变异位置设计引物后进行ＰＣＲ实验和
Ｓａｎｇｅｒ测序，同时验证先证者父母基因型，并进一步结合基因诊断结果对家系再次妊娠进行产前评估及
分子诊断。结果　高通量测序发现２个先证者的犚犘犛６犓犃３基因均存在致病变异位点，分别为ｃ．
１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ５５８）和（ｃ．３２５＋２＿３２５＋３ｉｎｓＴ）半合子变异，一代测序验证显示先证者父母均未检测
到相同变异，判断先证者犚犘犛６犓犃３基因为新发变异。对２个家系再次妊娠进行产前评估及分子诊断，
结果未发现存在与先证者相同变异。结论　本研究采用高通量测序成功对ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征患者进
行了分子诊断，所检测的变异均为中国人群首次报道。先证者均为新发变异，符合该综合征的发病模
式，为该家庭提供了精确的分子诊断和再次妊娠的产前遗传咨询信息。
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ｃｏｕｎｓｅｌｉｎｇｆｏｒｔｈｅｉｒｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ．
【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ；犚犘犛６犓犃３；Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；Ｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征（ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＣＬＳ）（ＯＭＩＭ＃３０３６００）是一种罕见的Ｘ连锁显性
遗传病，发病率为１∶１０００００～１∶５００００间，以男性
患者居多［１］。主要为男性受累，临床症状主要为特
殊面容、肌张力减退、进行性痉挛性截瘫、阵发性运
动障碍、睡眠呼吸暂停、进行性脊柱侧凸、心血管疾
病、骨骼畸形、感音神经性耳聋、视力异常、胼胝体变
薄和发育不全、小脑蚓部发育不全、脑室周围白质异
常，受影响的男性有较严重的智力障碍，受影响的女
性往往有轻度到中度的智力障碍但也可能智力正
常，也可能有典型的面部、手部和骨骼症状［１，２］。
ＣＬＳ的致病基因是核糖体蛋白Ｓ６激酶多肽３基因
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ６ｋｉｎａｓｅｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ３，
犚犘犛６犓犃３），位于Ｘｐ２２．２，已有报道的犚犘犛６犓犃３
相关变异多达１４０余种，其中７０％～８０％为新发变
异，家系病例报道相对较少［１］。由于ＣＬＳ病例大多
为新发病例，并无家系关联，且早期的患儿临床表型
并无特异，常规的遗传检测并不能对该病进行高效
诊断。本研究中，我们利用高通量测序技术对２例
ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征家系进行变异基因检测及分
析，并对检测到的变异位点进行Ｓａｎｇｅｒ测序验证，
对ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征患者进行了分子诊断，丰富
了ＣｏｆｆｉｎＬｏｗｒｙ综合征的病因信息，同时为该家庭
的临床诊断和遗传咨询提供了遗传学证据。

１　材料与方法

１．１　病历资料
１．１．１　先证者１　男性，现１岁，足月顺产，出生体
重３．０ｋｇ，出生时无窒息抢救史。胎儿期发育持续
小于孕周２～３周。出生３个月后听力筛查未通过，
且抬头不稳。体格检查发现患儿特殊面容（眼距宽、
鼻梁扁平、牙间距大）；仅能扶物站立，尚无语言发
育，精神运动发育迟缓。

家系调查：先证者母亲未见明显异常，因再次怀
孕，来本中心就诊。经遗传咨询后，家属知情选择对
先证者及父母进行医学外显子检测，经高通量测序

及Ｓａｎｇｅｒ测序验证先证者致病基因为犚犘犛６犓犃３
新发半合子变异［ｃ．１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ５５８）］。孕妇
知情选择行羊水穿刺，利用羊水ＤＮＡ对当前胎儿
检测犚犘犛６犓犃３基因ｃ．１６７２位点是否与先证者相
同，同时行羊水染色体微阵列分析（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＭＡ）及荧光定量聚合酶链反
应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦＰＣＲ）检测以排除胎儿染色体异常。
１．１．２　先证者２　男性，现４岁，患儿出生时哭声
弱、听力筛查未通过；家属告知４个月大时患儿表现
为竖头不稳、不能翻身、肢体活动偏少、肌张力低下、
自主意识欠佳；患儿表现为精神运动发育迟缓、特殊
面容、眼距宽、鼻梁平、极重度耳聋。曾行头部磁共
振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）检查，提
示脑室增宽、脑外间隙增宽、脑萎缩等。高通量测序
结果显示患儿为犚犘犛６犓犃３新发半合子变异（ｃ．３２５
＋２＿３２５＋３ｉｎｓＴ），现要求针对先证者犚犘犛６犓犃３基
因变异位点进行产前诊断。

家系调查：先证者母亲现３０岁，孕１６周，未见
明显异常。经遗传咨询后，家属知情选择对先证者
犚犘犛６犓犃３基因变异位点进行家系验证。孕妇知情
选择行羊水穿刺，利用羊水ＤＮＡ对当前胎儿检测
犚犘犛６犓犃３基因的先证者变异位点，同时行羊水
ＣＭＡ及ＱＦＰＣＲ检测以排除胎儿染色体异常。

本文所涉及研究获得了广东省妇幼保健院机构
审查委员会及伦理委员会的批准。所有样品的采集
均取得了参与者的书面知情同意书。
１．２　实验方法
１．２．１　外周血及羊水ＤＮＡ提取　经知情同意后，
采集先证者及其父母外周血２ｍｌ（ＥＤＴＡ抗凝）；孕
妇在超声引导下进行羊水穿刺，抽取２０ｍｌ羊水，所
采集样本及时送到实验室处理。利用柱提法对外周
血和羊水进行基因组ＤＮＡ提取，所用试剂盒为德
国Ｑｉａｇｅｎ公司生产的ＱｉａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉ
Ｋｉｔ。提取完成后，用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光
度计及Ｑｕｂｉｔ定量试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）对ＤＮＡ
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进行纯度和浓度的测定，合格ＤＮＡ保存于－２０℃
备用。
１．２．２　羊水染色体微阵列分析　通过快速ＱＦ
ＰＣＲ法对Ｄ１３Ｓ３０５、Ｄ１８Ｓ９７８、Ｄ２１Ｓ１１等１１个
ＳＴＲ位点，分析胎儿染色体非整倍体情况，及排除
采集胎儿标本无母体ＤＮＡ污染。采用美国
Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司的单核苷酸多态性微阵列检测平
台（ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＣＹＴＯＳＣＡＮ７５０Ｋ），取３００ｎｇ基因
组ＤＮＡ按照实验标准流程进行酶切、连接、ＰＣＲ、
纯化、片段化、标记、杂交、洗涤、扫描。运用４．２版
的ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓＳｕｉｔｅ软件进行分析。结
果判读参考人类孟德尔遗传在线数据库
（ＯｎｌｉｎｅＭｅｎｄｅｌｉａｎＩｎｈｅｒｉｔａｎｃｅｉｎＭａｎ，ＯＭＩＭ）、
ＤＥＣＩＰＨＥＲ数据库、临床基因组变异数据库
（ＣｌｉｎＶａｒ）、ＤａｔａｂａｓｅｏｆＧｅｎｏｍｉｃＶａｒｉａｎｔｓ数据库和
在临床基因组资源（ｃｌｉｎｉｃａｌｇｅｎｏｍｅｒｅｓｏｕｒｃｅ，
ＣｌｉｎＧｅｎ）等数据库综合分析。
１．２．３　二代测序　基因组ＤＮＡ经片段化、连接接
头、扩增纯化后进行液相探针捕获（ｉｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑ
ｐｒｏｔｏｃｏｌ），捕获探针覆盖了具有已知功能的４０００种
临床致病基因，其中包含５０５８４个编码区和８４２１８７９
个碱基对。平均测序深度为３００Ｘ以上，最高测序
深度为５００Ｘ；大于１０Ｘ的覆盖范围占致病基因的
９８．９％，大于２０Ｘ的覆盖范围占致病基因的９８．５％。
使用ＨｉＳｅｑ２０００测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．，ＳａｎＤｉｅｇｏ，
ＣＡ）进行测序。所得原始数据经过质检、过滤、序列
比对及变异注释等生物信息学分析。
１．２．４　Ｓａｎｇｅｒ测序　根据高通量测序结果，采用
Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物，用先证者及父母外周血
ＤＮＡ进行变异位点Ｓａｎｇｅｒ测序验证，并进一步对
孕妇胎儿是否携带相同位点进行产前诊断。一代测
序的结果与数据库的序列进行比对，确定二代测序
发现的疑似致病变异。参考序列数据来自数据库
ＵＣＳＣＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．
ｅｄｕ），序列版本号：ＧＲＣｈ３７／ｈｇ１９。

家系１变异，上游引物：ＡＧＧＴＣＡＧＣＡＣＴＣＡＴ
ＣＡＴＣＴＴＧ，下游引物：ＴＧＡＡＡＧＧＣＴＧＧＣＡＴＴＴ
ＴＡＴＣ；

家系２变异，上游引物：ＴＧＴＡＴＴＡＴＡＧＣＡＧ

ＧＧＴＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣ，下游引物：ＡＴＡＡＣＡＴＧＣ
ＣＡＡＧＧＡＧＴＣＣＣ

２　结果

２．１　羊水染色体微阵列分析及ＱＦＰＣＲ结果　提示
胎儿染色体未出现非整倍体及微缺失和微重复异常。
２．２　二代测序及家系验证　家系１中，父母子核心
家系医学外显测序发现先证者犚犘犛６犓犃３基因发生
变异ｃ．１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ５５８），先证者父母未发现该
变异位点（图１）。家系２中，父母子核心家系医学外
显测序发现先证者犚犘犛６犓犃３基因发生变异ｃ．３２５＋
２＿３２５＋３ｉｎｓＴ，先证者父母未发现该变异位点。

图１　先证者１家系的高通量测序结果（犚犘犛６犓犃３
基因为反义链编码基因）

２．３　一代测序验证及产前诊断结果　Ｓａｎｇｅｒ测序验
证结果显示，先证者１的犚犘犛６犓犃３基因发生变异，ｃ．
１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ５５８）半合子，为无义变异（图２）。

先证者２在ｃ．３２５＋２＿３２５＋３ｉｎｓＴ发生半合子
移码变异（图３），先证者父亲、母亲及胎儿该位点均
未发现先证者变异类型，两个家系中的先证者判断
均为新发变异。对当前胎儿均进行了ＣＭＡ检测，
结果正常，经遗传咨询，先证者父母决定保留胎儿，
截至该文撰稿时未发现异常情况。
２．４　先证者１岁前后表型对比见表１。

３　讨论

对ＣＬＳ病例的首次描述是Ｃｏｆｆｉｎ等［３］在１９６６年
完成的。此后，对该综合征的基础研究证实是由于
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图２　家系１父母子及胎儿一代测序结果（上游引物：ＡＧＧＴＣＡＧＣＡＣＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＧ，下游引物：ＴＧＡＡＡＧＧＣＴＧＧＣＡＴＴＴＴＡＴＣ）

图３　家系２父母子及胎儿一代测序结果（上游引物：ＴＧＴＡＴＴＡＴＡＧＣＡＧＧＧＴＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣ，下游引物：ＡＴＡＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＧＡＧＴＣＣＣ）

表１　先证者１岁前后出现的表型
先证者 １岁前 １岁后
先证者１胎儿期发育评估小于孕周２～３周；３月龄听力筛查未通过、抬

头不稳、肌张力低下
特殊面容（眼距宽、鼻梁扁平、牙间距大）；语言、精神运动发育
迟缓

先证者２出生时哭声弱；听力筛查未通过；４月龄抬头不稳；肌张力低下 特殊面容（眼距宽、鼻梁平）；语言、精神运动发育迟缓；重度耳聋

犚犘犛６犓犃３基因变异所致［１］。犚犘犛６犓犃３位于Ｘ染
色体短臂，含有２２个外显子，编码产物为丝氨酸／苏
氨酸激酶ｒｓｋ（核糖体ｓ６激酶）家族的一个成员，该
激酶包含７４０个氨基酸（９０ｋＤａ），共有２个不同的
激酶催化结构域，该激酶是ＲＡＳＲＡＦＭＥＫＥＲＫ

信号通路中ＭＡＰ激酶ＥＲＫ下游重要效应分子之
一，广泛表达于哺乳动物并控制细胞的生长和分化，
已有研究在小鼠和果蝇模型中证实了该激酶对神经
元功能的影响，这可能与ＣＬＳ患儿的精神运动功能
障碍有关［４，５］。犚犘犛６犓犃３具有很强的等位基因异
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质性，迄今已在ＣＬＳ患者中鉴定出１４０多个不同的
失活变异，其中大约３０％的变异是错义变异，１５％
的为无义变异，２０％的是剪接错误和３０％的微小缺
失或插入［１］。

目前，ＣＬＳ确诊主要依赖于患儿临床表现和分
子诊断，临床表现包括面部畸形（如前额突起、眼距
增宽、鼻梁扁平、厚唇外翻等）、精神运动发育迟缓、
语言听力障碍、骨骼畸形等［１，６］。对于ＣＬＳ患者来
说，越早诊断对于患者的正确治疗越有帮助，包括监
测某些特定并发症和提高患儿生活质量等方面都至
关重要［１］。虽然表型对ＣＬＳ的提示有很大帮助，但
对临床医生的经验要求较高，即使高度怀疑也无法
做出精准诊断。另一方面，在ＣＬＳ患儿出生后的首
年内，大多生长发育参数在正常范围，其他体征并不
明显，也不特异，常仅伴有关节张力低下和关节松弛
表现，并不会被注意到，这些都提高了对ＣＬＳ患儿
早期诊断的难度［７］。本文所描述２例先证者均在１
岁后才出现典型的面部特征和精神运动发育异常
（见表１）。

随着分子技术的发展，遗传病的诊断越来越多
地采用更先进的分子遗传学检测技术，可对患者进
行早期诊断和监测。从最近几年的ＣＬＳ病例来看，
多依赖高通量测序技术诊断［８１５］，也有用其他分子
方法对覆盖犚犘犛６犓犃３基因区域的染色体微小重
复的诊断［１６，１７］。

本报道描述的第一个家系中，先证者转诊到我
中心时已有１岁，问诊发现先证者在胎儿期即有表
现出生长发育小于孕周２～３周，但当时未行进一步
的遗传病诊断，足月出生时也无特殊异常。患儿出
生３个月后也表现出相关发育迟缓，未找到病因，患
儿母亲又再次怀孕，患者父母心理负担极大。到本
中心就诊时，患儿已表现特殊面容明显（眼距宽、鼻
梁扁平、牙间距大），语言精神运动发育明显迟缓，提
示遗传病可能性大。高通量测序及Ｓａｎｇｅｒ测序验
证先证者致病基因为犚犘犛６犓犃３半合子变异，确定
患儿为ＣＬＳ患者，且为新发变异［ｃ．１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．
Ｒ５５８）］（图２）。对于二代测序结果再次咨询后，
孕妇选择了羊水穿刺手术，利用羊水ＤＮＡ对当前
胎儿犚犘犛６犓犃３基因进行了检测，并未发现与先证

者相同变异。同时，为排除胎儿染色体数目异常及
染色体微缺失和微重复综合征，对当前胎儿同时进
行了快速ＱＦＰＣＲ检测及羊水染色体微阵列分析，
结果均为正常。本病例中变异位点犚犘犛６犓犃３［ｃ．
１６７２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ５５８）］为无义变异，早前国外有过
１例相同位点的报道［１８］，本研究为中国人群首次报
道此变异位点。

第二个家系中，先证者为犚犘犛６犓犃３１新发半
合子变异（ｃ．３２５＋２＿３２５＋３ｉｎｓＴ）（图３），此位点的
变异也有过报道［１９］，本文为中国人群也是首次报
道，家系验证显示患儿为新发变异。据患儿父母提
供资料显示，该患儿出生时哭声弱、听力筛查未通
过；４个月时显示肌张力低下；患儿现４岁，主要表
现为精神运动发育迟缓、特殊面容、眼距宽、鼻梁平、
极重度耳聋。患儿曾多次行头部ＭＲＩ检查，提示脑
室增宽、脑外间隙增宽、脑萎缩等，为ＣＬＳ常见表
型。患儿母亲因再次怀孕前来咨询，家系验证显示
先证者为新发变异，同时父母选择对本次妊娠行羊
水穿刺术，利用羊水ＤＮＡ对当前胎儿犚犘犛６犓犃３
基因验证，结果显示胎儿犚犘犛６犓犃３基因未检测到
ｃ．３２５＋２＿３２５＋３ｉｎｓＴ变异，未重复先证者基因型。
对当前胎儿同时进行了快速ＱＦＰＣＲ检测及羊水
染色体微阵列分析，结果也均为正常。

对于发现ＣＬＳ患者家庭，先证者犚犘犛６犓犃３变
异来源决定了遗传咨询和指导的决策，对家庭再生
育的指导至关重要。如患儿的变异来自携带者母
亲，该母亲即存在５０％风险将该变异遗传给下一
代，下一代如果是男性，则为ＣＬＳ患者，如为女性，
则会出现ＣＬＳ相关发育异常高风险［１］。本研究中，
通过二代测序技术，我们发现了２例ＣＬＳ病例，通
过家系验证并未发现患儿父母携带先证者变异，判
断２例患儿均为新发变异，夫妻目前再次生育ＣＬＳ
患儿风险低。考虑到母亲存在生殖腺嵌合的可能，
对患儿母亲再次怀孕也进行了犚犘犛６犓犃３基因产
前诊断，均未检测到与先证者相同变异，同时也为胎
儿做出了常规的染色体微缺失微重复和常见染色体
非整倍体检测，为此２个家庭做出了关键的生育指
导。近年来，二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）在罕见遗传病领域的诊断在学术
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界已基本达成共识，在国内外得到广泛应用。如果
患者的表型特异性强，符合某一类遗传病，可使用基
因靶向测序，如耳聋基因靶向测序；但很多遗传病，
如ＣＬＳ，早期表型（１岁以前）不明显，且常规的检测
无法找到病因，可考虑用全外显子测序或全基因组
测序。
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