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二代测序技术在白化病家系检测中的应用

及突变分析

曾玉坤　刘玲　余丽华　丁红珂　张彦

（广东省妇幼保健院 医学遗传中心，广东 广州　５１１４４２）

【摘要】　目的　采用二代测序技术对一白化病家系进行相关基因突变的检测，了解携带者的突变类型，

并依据检测结果提供相应的遗传咨询指导意见。方法　采集先证者及其家系成员外周血并提取基因组

ＤＮＡ，对先证者进行白化病１８个相关基因编码外显子序列分析，结合生物信息学分析基因突变位点，然

后利用Ｓａｎｇｅｒ测序对可疑致病位点进行验证。结果　１８个相关基因编码外显子序列分析结果显示，先

证者存在犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）杂合复合犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ（Ｓ６４１Ｌ）杂合突变，父母双

方表型正常，父亲基因型为犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）杂合突变，母亲基因型为犗犆犃２基因

ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ（Ｓ６４１Ｌ）杂合突变，经生物信息学分析认为上述突变位点为致病性突变的可能性大。结论

借助于二代测序技术可以更加快速地检测基因突变位点，为临床指导白化病家庭进行优生优育、预防二

胎白化病再发提供科学指导。
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　　白化病是由于酪氨酸酶缺乏或功能减退引起的

一种皮肤及附属器官黑色素缺乏或合成障碍所导致

的一种常染色体隐性遗传病。主要由于黑色素生物

合成或转运相关基因突变所引起，有较强的异质性，

国外相关报道发病率为１／２００００～１／１００００
［１３］。

目前相关研究明确的人类白化病亚型包括非综合征

型的眼皮肤白化病（ｏｃｕｌｏｃｕｔａｎｅｏｕｓａｌｂｉｎｉｓｍ，ＯＣＡ）

１～７型、眼白化病（ｏｃｕｌａｒａｌｂｉｎｉｓｍ，ＯＡ）型以及综

合征型的 ＨｅｒｍａｎｓｋｙＰｕｄｌａｋ综合征（Ｈｅｒｍａｎｓｋｙ

Ｐｕｄｌａｋｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＰＳ）１～９型、ＣｈｅｄｉａｋＨｉｇａｓｈｉ

综合征等［４］。由于白化病患者部分亚型临床表型往

往存在较多的交叉，因而白化病仅通过临床症状很
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难明确其亚型，基因检测成为明确家系白化病分型

的唯一可靠方法。本研究拟通过二代测序技术方法

对一白化病家系进行分子遗传学研究，查明可能的

致病原因，为该家庭尽可能预防二胎白化病再发风

险提供科学的优生遗传咨询指导。

１　对象与方法

１．１　研究对象　先证者出生时临床表现为头发根

部发白，发梢淡黄；３个月时整根头发白中带淡黄

色，眉毛白色，睫毛白色，眼球水平震颤。父母否认

双方家族存在其他患者，父母本人表型均正常，非近

亲婚配，否认孕期存在用药史或不良环境接触史。

本研究经广东省妇幼保健院医学伦理委员会批准，

所有基因诊断工作均取得患者家属的同意并签署知

情同意书。

１．２　方法

１．２．１　标本收集和ＤＮＡ提取　抽取先证者外周

血及父母外周静脉血各２ｍｌ，以乙二胺四乙酸二钾

抗凝。采用血液基因组ＤＮＡ提取试剂盒（厦门致

善生物科技股份有限公司）提取外周血标本基因组

ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

１．２．２　相关基因编码外显子序列分析　将提取的

父母双方及先证者外周血全基因组ＤＮＡ使用ｎａｎ

ｏｄｒｏｐ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）分光光度仪测得浓度均

大于１００ｎｇ／μｌ，Ａ２６０／Ａ２８０比值在１．８～２．０之间，

送至广州嘉检医学检测有限公司进行１８个相关致

病基因全外显子及相应剪切位点的序列分析，检测

基因包含：犃犘３犅１、犎犘犛１、犎犘犛３、犎犘犛４、犎犘犛５、

犎犘犛６、犔犢犛犜、犛犔犆４５犃２、犅犔犗犆１犛３、犕犆１犚、犜犢犚、

犗犆犃２、犜犢犚犘１、犛犔犆２４犃５、犘犔犇犖、犆１０狅狉犳 １１、

犌犘犚１４３、犇犜犖犅犘１等。测序后获得的原始数据通

过ＢＷＡ 软件进行序列比对，采用 ＧＡＴＫ 和 Ｖａｒ

Ｓｃａｎ软件对突变及变异进行识别，包括对单核苷酸

多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）、插

入和缺失等进行检测、注释和统计分析。利用Ａｎｎ

ｏｖａｒ软件从外部数据库进行变异位点注释，以评估

变异位点的影响。根据数据分析结果，参考ｄｂＳＮＰ

数据库和ＨＧＭＤ数据库找出可能的致病突变。

１．２．３　Ｓａｎｇｅｒ测序验证　根据相关基因编码外显

子测序结果，用Ｓａｎｇｅｒ测序对先证者及父母进行突

变检测和验证。采用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物，ＰＣＲ

扩增犗犆犃２基因的４号外显子和１８号外显子及其

侧翼序列，引物由天一辉远广州基因科技有限公司

合成，引物序列为：ＯＣＡ２ＥＸ４Ｆ：ＧＡＧＧＡＡＡＧＣＴ

ＴＧＣＴＴＴＧＴＡＧＣ， ＯＣＡ２ＥＸ４Ｒ： ＡＧＡＴＧ

ＧＡＧＧＧＧＣＣＡＴＧＴＡＧ，ＯＣＡ２ＥＸ１８Ｆ：ＣＧＴＡＧ

ＧＴＴＡＴＧＡＣＡＣＧＣＴＧＣ，ＯＣＡ２ＥＸ１８Ｒ：ＡＣＡＧ

ＧＣＴＣＴＧＡＡＡＣＣＴＴＣＣＣ。按以下条件进行ＰＣＲ

扩增：ＬＡＴａｑ预混液１２．５μｌ，甜菜碱５μｌ，正、反向

引物各１μｌ，模板 ＤＮＡ１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补总体积至

２５μｌ；ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性５分钟，９４℃

３０秒，６０℃３０秒，７２℃４０秒，４０个循环，最后７２℃

１０分钟。ＰＣＲ产物送至天一辉远广州基因科技有

限公司进行Ｓａｎｇｅｒ测序。

２　结果

２．１　相关基因编码外显子测序结果

２．１．１　相关基因编码外显子测序数据质量　该白

化病基因检测范围包括１８个相关基因２３２个外显

子及侧翼区，共４１４２１ｂｐ，目标捕获区平均覆盖深度

为２１８＋／９５Ｘ，大于２０Ｘ覆盖区间占１００％。

２．１．２　相关基因编码外显子检测突变结果　先证

者外显子检测范围共检出３３个变异位点，本研究重

点关注非同义突变位点、剪切位点突变、插入和缺失

突变位点，排除在ｄｂＳＮＰ１４４数据库、１０００Ｇｅｎｏｍｅ

Ｐｒｏｊｅｃｔ数据库、Ｅｓｐ６５００数据库、ＨａｐＭａｐＰｒｏｊｅｃｔ数

据库等中存在的突变位点，经过一系列序列变异的生

物信息学筛选后，发现先证者犗犆犃２基因（ＮＭ＿

０００２７５）存在复合杂合突变，基因型为：犗犆犃２基因ｃ．

４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）杂合复合犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ

（Ｓ６４１Ｌ）杂合。犗犆犃２基因的致病突变与ＩＩ型眼皮肤

白化病相关，呈常染色体隐性遗传，主要临床特点是

眼皮肤白化病，包括黄色毛发、白色皮肤（在所有种族

中）、蓝色／浅褐色／浅棕色虹膜以及视神经传导通路

异常引起的眼球震颤、斜视和视敏感性下降等。

２．２　Ｓａｎｇｅｒ测序验证结果　对 ＰＣＲ 产物进行

Ｓａｎｇｅｒ测序，先证者犗犆犃２基因（ＮＭ＿０００２７５）存在

复合杂合突变：犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）杂
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合复合犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ（Ｓ６４１Ｌ）杂合。其

中犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）突变位点遗传

自父亲，犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ（Ｓ６４１Ｌ）突变位点

遗传自母亲，与二代测序技术结果一致（图１）。

图１　Ｓａｎｇｅｒ测序验证结果

ａ．先证者父亲犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ杂合；ｂ．先证者父亲犗犆犃２基因ｃ．１９２２野生型；ｃ．先证者母亲犗犆犃２基因ｃ．４０６野生型；

ｄ．先证者母亲犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ杂合；ｅ．先证者犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ杂合；ｆ．先证者犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ杂合

２．３　结果分析及遗传咨询　本研究先证者检测到

犗犆犃２基因４号外显子和１８号外显子的两个突变

位点，基因型为：犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ杂合复合

ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ杂合，分别遗传自父亲和母亲。犗犆犃２

基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）为无义突变，它使位于第

１３６位的密码子由编码精氨酸（Ａｒｇ）转变为终止密

码子，可能导致肽链合成提前终止。查询白化病数

据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｉｆｐｃｓ．ｏｒｇ／ａｌｂｉｎｉｓｍ／）未见有上

述突变位点报道，ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／）（ｒｓ２０１７９１７９０）未给出明确临床意义，

ＨＧＭＤ数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／ａｃ／）

（ＣＭ１００９９７）ＷｅｉＡ等
［５］报道在１例白化病患者中

发现携带有该突变位点，ＭＵＴＡＴＩＯＮ ＴＡＳＴＥＲ

（ｗｗｗ．ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ．ｏｒｇ／）生物信息学分析认为

可导致蛋白结构及功能异常，可能为致病性突变。

犗犆犃２基因ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ（Ｓ６４１Ｌ）可能导致第６４１位

的氨基酸由丝氨酸（Ｓｅｒ）转变为亮氨酸（Ｌｅｕ），该位

点位于高 度 保守 区域 （图 ２），经 ＭＵＴＡＴＩＯＮ

ＴＡＳＴＥＲ生物信息学分析及ＰｏｌｙＰｈｅｎ２软件预测

结果显示（图３），该氨基酸的改变可导致蛋白功能

的异常，可能为致病性突变，但该二位点均缺乏基因

功能学研究。依据生物信息学及相关软件预测分析

及结合现有文献报道和本病例家系情况，初步判断

两个突变位点的致病可能性较大，因而建议若进行

二胎生育，在知情同意和自愿的前提下可行产前诊

断，明确胎儿是否有重复先证者的基因型，间接为该
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家庭提供优生遗传咨询参考。

图２　第６４１位丝氨酸在部分物种的保守性分析

图３　ＰｏｌｙＰｈｅｎ２软件预测分析结果

３　讨论

白化病患者由于外表的异常，内心的自卑感使

其长期处于孤立、封闭的环境，进而影响工作、学习

及社交活动。且目前白化病尚无有效的治疗手段，

临床诊断因部分白化病表型存在交叉、重叠，也无法

做出分型，因此明确致病基因、指导产前诊断是目前

预防此类患儿出生唯一有效途径。然而白化病相关

基因及编码区众多，传统的测序方法效率低下，应用

于临床诊断费时费力，难以常规开展，二代测序技术

因其检测覆盖范围广、高效，随着生物信息学分析能

力的提高以及测序成本的下降，这一技术为白化病

等具有高度遗传异质性的单基因病的快速检测提供

了可能。

本研究中，我们使用二代测序技术的方法对一

个白化病家系进行与白化病相关基因的全编码显子

序列分析，最终在犗犆犃２基因上发现了２个疑似致

病突变位点，分别为ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ与ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ，

ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ相关文献报道在白化病患者中发现有该

突变位点，但ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ未见相关文献报道。先

证者父母分别是上述两种致病突变的杂合携带者，

先证者同时获得了父母所携带的犗犆犃２基因的相

关突变。犗犆犃２基因ｃ．４０６Ｃ＞Ｔ（Ｒ１３６）为无义

突变，它使位于第１３６位的氨基酸由Ａｒｇ（精氨酸）

转变为终止密码子。犗犆犃２ 基因 ｃ．１９２２Ｃ＞Ｔ

（Ｓ６４１Ｌ）它可导致第６４１位的氨基酸由Ｓｅｒ（丝氨

酸）转变为Ｌｅｕ（亮氨酸）。虽然上述突变位点目前

研究并未肯定其致病意义，但依据生物信息学及相

关软件预测分析及结合现有文献报道和本病例家系

情况，可以初步判断这２个突变位点的致病可能性

较大。另外，现有的相关数据库资料均建立在国外

人群基础上，由于遗传背景差异，中国人群白化病有

自己独特的致病基因突变谱，因而借助于二代测序

技术平台，有望发现新的致病基因，以进一步完善中

国人群白化病基因突变谱，为临床服务白化病家庭

预防再生育风险提供有力的科学依据。
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