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超声结合ＷＥＳ对ＴｒｅａｃｈｅｒＣｏｌｌｉｎｓ综合征
胎儿的产前诊断
李荣１　林晓莹１　吴晓昀２　黄呈１　毛邱娴１　魏佳雪１
（１．广东省第二人民医院产前诊断中心，广东广州　５１０３１７；２．广东省第二人民医院检验
医学部，广东广州　５１０３１７）

【摘要】　目的　通过基因检测及遗传学分析对１例超声提示小下颌合并外耳异常胎儿进行产前诊断。
方法　采集孕妇临床病例资料及羊水标本，应用多重定量荧光ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＰＣＲ，ＱＦ
ＰＣＲ）、染色体核型分析、染色体微阵列（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＭＡ）及全外显子测序（ｗｈｏｌｅ
ｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）技术对羊水标本进行检测。结果　ＱＦＰＣＲ、染色体核型分析、ＣＭＡ结果均正
常，ＷＥＳ结果提示胎儿犜犆犗犉１基因存在一新发杂合缺失突变（ｃ．９２８ｃ．９３１ｄｅｌ：ｐ：Ｔ３１０ｆｓ）。结论　本
例胎儿犜犆犗犉１基因缺失突变为致病性变异，可导致ＴｒｅａｃｈｅｒＣｏｌｌｉｎｓ综合征，超声异常结合ＷＥＳ可以
指导产前诊断。
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　　ＴｒｅａｃｈｅｒＣｏｌｌｉｎｓ综合征（ＴｒｅａｃｈｅｒＣｏｌｌｉｎｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＴＣＳ；ＯＭＩＭ＃１５４５００）又称之为下颌面

骨发育不全（ｍａｎｄｉｂｕｌｏｆａｃｉａｌｄｙｓｏｓｔｏｓｉｓ，ＭＦＤ），主
要是颅面发育障碍［１，２］。这些特征包括颧骨发育不
全、下睑裂、耳廓畸形、下颌骨发育不全、巨裂、具有
特殊的“鱼样面”面容，发病率比较低，为１／５００００
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左右［３］，该病约４０％有家族史，而有６０％的为散发
病例［４］。ＴＣＳ具有遗传异质，ＯＭＩＭ数据库将该病
分为１～４型，大多数ＴＣＳ患者（占７８％～９３％）是
由犜犆犗犉１基因突变引起的ＴＣＳ１（ＯＭＩＭ＃
１５４５００），与常染色体显性遗传性单倍体功能不全相
关。由犘犗犔犚１犇基因突变引起的ＴＣＳ２（ＯＭＩＭ
６１３７１７）既可以是常染色体显性遗传，也可以是隐性
遗传。由犘犗犔犚１犆基因突变引起的ＴＣＳ被归类为
ＴＣＳ３（ＯＭＩＭ＃２４８３９０），该类型为常染色体隐性
遗传［５７］。而在最近的一项研究中，犘犗犔犚１犅被发
现是一种新的致病基因，与一种新型的ＴＣＳ４
（ＯＭＩＭ＃６１８９３９）有关［８］。犜犆犗犉１基因所编码的
核仁磷酸化蛋白Ｔｒｅａｃｌｅ在ＴＣＳ发生中发挥着不可
或缺的作用。Ｔｒｅａｃｌｅ蛋白致病机制主要在于，
犜犆犗犉１基因突变使其截短，从而引起蛋白功能丧
失。研究发现，下调Ｔｒｅａｃｌｅ表达将抑制核糖体
ＤＮＡ基因转录，在神经嵴融合时不能产生足够的核

糖体ＲＮＡ，从而引发的神经外胚层和神经嵴细胞增
殖降低是畸形发生的直接原因［９，１０］。本文对１例产
前超声提示小下颌合并外耳异常胎儿实行产前基因
检测，以明确其致病机理。

１　对象与方法

１．１　对象　孕妇，２９岁，孕１３周首诊。Ｇ１Ｐ０，平
素月经规律，自然受孕。否认不良接触及近亲结婚
和家族遗传病史。孕１３周超声检查显示：胎儿如
孕１３周，颈项透明层厚度（ｎｕｃｈａｌｔｒａｎｓｌｕｃｅｃｙ，
ＮＴ）１．８ｍｍ，胎儿颜面部正中矢状切面显示异常，
小下颌畸形待排，如图１Ａ。孕１８周Ⅲ级产前超声
检查显示：胎儿颜面部正中矢状切面显示下唇及颏
形成的曲线失常，颏稍后，下唇后移，下唇较上唇位
置稍后，面下部角（ｉｎｆｅｒｉｏｒｆａｃｉａｌａｎｇｌｅ，ＩＦＡ）４１°，双
侧外耳形态异常，位置可疑偏低，考虑小下颌畸形，
如图１Ｂ、Ｃ。

图１　病例超声图像
Ａ．孕１３周胎儿超声图像；Ｂ、Ｃ．孕１８周胎儿超声图像

１．２　方法
１．２．１　多重定量荧光ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ＰＣＲ，ＱＦＰＣＲ）快速诊断　采用Ｄｅｖｙｓｅｒ１３、１８、２１
三体和性染色体非整倍体检测试剂盒，通过荧光
ＰＣＲ毛细管电泳法进行分析。在提取羊水细胞基
因组ＤＮＡ并纯化后，采用试剂盒对ＤＮＡ模板进行
多重荧光ＰＣＲ扩增，取扩增产物１μｌ加入甲酰胺
９μｌ与内标ＧｅｎｅＳｃａｎＲｏｘ５００Ｓｉｚｅｓｔａｎｄａｒｄ（ＡＢＩ）
０．２μｌ，将待测９６孔板放入ＡＢＩ３５００遗传分析仪上
进行片段分析，Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ４．１系统进行定量分析。
１．２．２　染色体Ｇ显带核型分析　羊水细胞培养７ｄ
后进行传代培养，２ｄ后视细胞生长状况进行收获以

及染色体制备，在显微镜下计数２０个核型，分析５
个核型。染色体核型描述按照人类细胞遗传学命名
国际体系（ＩＳＣＮ２０１６）。
１．２．３　染色体微阵列分析（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＭＡ）　采用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ
ＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｄ（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）提取基因组
ＤＮＡ并测定其浓度和纯度，再通过限制性内切酶消
化、加接头、ＰＣＲ扩增、片段化、生物素标记来构建
芯片文库。利用美国Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司的ＣｙｔｏＳｃａｎＴＭ
７５０Ｋ芯片与生物素标记好的基因组ＤＮＡ进行杂
交检测羊水细胞全基因组不平衡现象，结果采用
ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓＳｕｉｔｓ（ＣｈＡｓ）软件进行分析。
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１．２．４　全外显子测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）
１．２．４．１　文库构建与测序　使用安捷伦（Ａｇｉｌｅｎｔ）
的ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＨｕｍａｎＡｌｌＥｘｏｎ５０Ｍｂ平台制备检测
样本，包括ＤＮＡ片段化、末端修复、加接头、ＰＣＲ扩
增、探针杂交、磁珠捕获富集等步骤。构建文库使用
安捷伦（Ａｇｉｌｅｎｔ）２２００分析仪质控分析合格后采用
ｉｌｌｕｍｉｎａ５５０完成高通量测序。
１．２．４．２　生物信息学分析　利用ＦａｓｔＱＣ软件对
原始数据进行质控分析；利用ＢＷＡ软件（ｖ０．７．１５
ｒ１１４０）将所有过滤后的测序序列（ｒｅａｄｓ）比对到参
考基因组（ＧＲＣｈ３７／ｈｇ１９）；利用Ｐｉｃａｒｄ软件工具去
除重复ｒｅａｄｓ；利用ＧＡＴＫ软件工具包（ｖ３．７０）完
成单碱基变异和插入缺失变异的检出；利用
Ａｎｎｏｖａｒ及ＶＥＰ等软件包进行注释。
１．２．４．３　致病性变异过滤与筛选　结合人群
ｄｂＳＮＰ数据库（ＳＮＰ１５０）、千人基因组数据库等信
息，去除最小等位基因频率（ｍｉｎｏｒａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，
ＭＡＦ）＞０．０１（常染色体显性遗传病）或ＭＡＦ＞
０．０５（常染色体隐性遗传病）的高频变异。参考
２０２０年广东省精准医学应用学会团体标准发布的
《产前外显子测序遗传咨询和报告规范》，结合结合
疾病基因变异数据库（Ｃｌｉｎｖａｒ、ＨＧＭＤ数据库、
ＯＭＩＭ数据库）信息、文献报道、功能试验、遗传模
式、基因型表型关联分析等综合判断，按照《ＡＣＭＧ
遗传变异分类标准与指南》将变异分成致病、可能致
病、意义不明确、可能良性、良性５类；并筛选出与先
证者表型相关的可疑致病性变异进行ｓａｎｇｅｒ测序
验证等进一步分析。
１．２．４．４　ｓａｎｇｅｒ测序验证及家系共分离分析　通
过以上方法筛选出的可疑致病基因变异，利用
Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物进行ＰＣＲ扩增及Ｓａｎｇｅｒ测
序验证。利用ｃｈｒｏｍａｓ软件对测序数据分析。胎儿
及父母家系ＤＮＡ样本测序结果进行家系共分离分析。

２　结果

２．１　ＱＦＰＣＲ结果分析　未见２１号、１８号、１３号
及性染色体数目异常，ＳＴＲ位点分析提示未见母体
ＤＮＡ污染。
２．２　染色体Ｇ显带核型分析及ＣＭＡ分析结果　

胎儿羊水染色体分析结果为４６，ＸＮ，未发现核型异
常。经ＣｙｔｏＳｃａｎＴＭ７５０Ｋ芯片扫描及数据分析结
果为［ｈｇ１９］（１２２）×２，（ＸＮ）×１，未发现致病性拷
贝数变异、杂合性缺失及单亲二倍体。
２．３　全外显子测序结果分析　一家三口全外显子
测序（ｔｒｉｏｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＴｒｉｏＷＥＳ）检
出胎儿携带犜犆犗犉１基因ＮＭ＿００１１３５２４３．１：
ｅｘｏｎ８：ｃ．９２８＿９３１ｄｅｌ：ｐ．Ｔ３１０ｆｓ杂合致病变异，对
于该个体亲本样本中该区域的全外显子测序分析未
检测到该变异，该变异在胎儿中为新发变异。本例
胎儿犜犆犗犉１基因第８外显子ｃ．９２８９３１ｄｅｌ（ｐ．
Ｔ３１０ｆｓ）缺失突变尚未见文献报道，胎儿、母亲及父
亲Ｓａｎｇｅｒ验证测序图见图２。

图２　犜犆犗犉１基因变异Ｓａｎｇｅｒ测序验证图
Ａ．　胎儿；Ｂ．胎儿母亲；Ｃ．胎儿父亲

２．４　胎儿妊娠结局随访　产前遗传咨询后，孕妇选
择终止妊娠，胎儿引产见图３。可见典型的小下颌、
外耳畸形等ＴｒｅａｃｈｅｒＣｏｌｌｉｎｓ综合征症状。

图３　胎儿引产后表型
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３　讨论

ＴＣＳ是一种以常染色体显性遗传为主的先天
性脸颊骨及下颔骨发育不全疾病。犜犆犗犉１基因作
为ＴＣＳ主要致病基因（７８％～９３％），现已发现超过
３００种突变，它们既可自发产生，也可由遗传获得，
没有明显的性别差异。ＴＣＳ畸形与其他颅面部疾
病不同，除一些软组织和骨骼外通常是双侧对称发
病，累及部位自上而下主要包括眼及眶周、耳、颧骨
颧弓和上下颌骨等，大脑、肾脏和四肢畸形很少见。
颧骨复合体（８１％）和上下颌骨（７８％）发育畸形是
ＴＣＳ最明显的特征［１１］。Ｖｉｎｃｅｎｔ等［１２］将ＴＣＳ１患
者的临床特征与文献报道的患者进行了比较。在
７０例患者中，眼睑裂向下倾斜（１００％）、颧骨发育不
良（９９％）、传导性耳聋（９１％）、下颌发育不良
（８７％）、外耳道闭锁（７２％）、小耳（７１％）、下睑缺损
（６５％）、不对称（５３％）、头发向侧颊突出（４８％）、腭
裂（２２％）、后鼻孔狭窄／闭锁（１４％）、心脏畸形
（１２％）。可见该疾病的外显率比较高但表型差异很
大，表型较轻者几乎未显现明显的临床特征，而表型
较重者可因鼻后孔闭锁、舌后坠等原因导致通气障
碍而死亡［１３］，这些因素给ＴＣＳ患者，特别是产前胎
儿的明确临床诊断和遗传咨询带来了困难。目前，
产前ＴＣＳ可以通过常规的二维超声或更精细的三
维扫描来检测；但对于轻到中度的ＴＣＳ，尤其是散
发性ＴＣＳ，很少有效［１４］。因此，识别受累胎儿的致
病基因对准确预防ＴＣＳ具有重要意义。本文胎儿
在孕早期１３周超声检查即出现了疑似小下颌待排，
继续超声监测在１８周发现明显小下颌畸形、外耳形
态异常、耳低位等面部发育不良。通过全外显子测
序，发现胎儿犜犆犗犉１基因第８外显子存在ｃ．９２８
９３１ｄｅｌ（ＡＣＣＣ）（ｐ．Ｔ３１０ｆｓ）杂合突变，依据美国医学
遗传学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，
ＡＣＭＧ）遗传变异分类标准与指南［１５］，致病变异标
准可分为非常强（ｖｅｒｙｓｔｒｏｎｇ，ＰＶＳ１）、强（ｓｔｒｏｎｇ，
ＰＳ１４）、中等（ｍｏｄｅｒａｔｅ，ＰＭ１６）、或辅助证据
（ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ，ＰＰ１５）。良性变异证据可分为独立
（ｓｔａｎｄａｌｏｎｅ，ＢＡ１）、强（ｓｔｒｏｎｇ，ＢＳ１４）、或辅助证据
（ＢＰ１６）。其中，数字只是作为有助于参考的分类

标注，不具有任何意义。每个类别中的数字不表示
分类的任何差异，仅用来标记以帮助指代不同的规
则。本例胎儿犜犆犗犉１基因ｃ．９２８９３１ｄｅｌ（ＡＣＣＣ）
（ｐ．Ｔ３１０ｆｓ）证据项为ＰＶＳ１＋ＰＭ２＋ＰＰ４，判断该变
异为致病变异，证据为，ＰＶＳ１：当一个疾病的致病机
制为丧失功能（ｌｏｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＬｏＦ）时，无功能变
异（无义突变、移码突变、经典±１或２的剪接突变、
起始密码子变异、单个或多个外显子缺失）。ＰＭ２：
ＥＳＰ数据库、千人数据库、ＥＸＡＣ数据库中正常对
照人群中未发现的变异（或隐性遗传病中极低频位
点）；人群频率：ＥＳＰ６５００：，千人：，ＥＸＡＣ：，
ＧｎｏｍＡＤ：。ＰＰ４：变异携带者的表型或家族史高
度符合某种单基因遗传疾病。本文胎儿采用
Ｓａｎｇｅｒ测序进行验证结果与ＷＥＳ一致，该突变使
得终止密码子提前出现，可能会导致Ｔｒｅａｃｌｅ蛋白
截短而丧失功能，这与单倍性不足的机制是一致的
符合证据项ＰＶＳ１；胎儿父母在该区域的全外显子
测序分析未检测到该变异，该变异在胎儿中为新发
变异，且该突变类型尚未见文献报道，符合证据项
ＰＭ２；胎儿表型与ＴＣＳ表型高度符合，判定为ＰＰ４
证据项，综合上述证据项诊断本例胎儿犜犆犗犉１基
因ｃ．９２８９３１ｄｅｌ（ＡＣＣＣ）（ｐ．Ｔ３１０ｆｓ）变异是导致
ＴＣＳ的致病性变异。该ＴＣＳ患儿的产前诊断为该
家系的遗传咨询提供了重要信息。

目前为止，根据人类基因突变数据库（Ｔｈｅ
ＨｕｍａｎＧｅｎｅＭｕｔａｔｉｏｎＤａｔａｂａｓｅ，ＨＧＭＤ）的数据，
在ＴＣＳ患者中已经报道了３００多种不同的犜犆犗犉１
基因突变。目前已发现的突变种类包括框移突变、
剪切突变、无义突变和缺失突变等，多数突变都引入
了一个终止密码子的过早插入。最常见的犜犆犗犉１
基因变异是小缺失（６０％）和重复（２５％）导致的移码
突变［１６］。国外报道认为犜犆犗犉１基因的５个外显子
（１０、１５、１６、２３和２４）是犜犆犗犉１基因突变的热点区
域（５０％）［１７］，但其他外显子的致病变异均有报道。
目前产前基因诊断ＴＣＳ的报道极少，中国人产前
ＴＣＳ基因诊断目前仅报道１例胎儿为新的犜犆犗犉１
基因第２～６外显子的大缺失，来源于胎儿父亲，胎
儿父亲表现出明显的斜眼睑裂隙、眼睑缺损、颧弓发
育不良，属于家系遗传［１８］。而本文胎儿父母表型均
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无异常，仅依靠超声图像不能做出诊断，需要通过
ＷＥＳ分析从分子水平明确胎儿的致病机制。

目前治疗ＴＣＳ的首选方法仍是以改善患者外
貌、提高患者生存质量的外科手术方法为主。但多
学科的共同参与、有序的治疗时间安排和完善的术
前设计才是手术成功的保障。除手术治疗外，ｐ５３
基因治疗和抗氧化剂治疗也逐渐成为研究热点，具
体应用于临床还需要更为完善的研究支持［１９］。相
较于手术治疗给社会和家庭带来的巨大经济负担以
及在此期间疾病给患者造成的巨大心理伤害，ＴＣＳ
产前预防和筛查非常重要。在本文病例中，与其他
具有不同突变的患者相比，我们并没有发现特殊的
表型。仅靠超声筛查对ＴＣＳ胎儿做出明确诊断仍
具有挑战性。分子诊断在ＴＣＳ患者产前和产后阶
段发挥着重要作用，对遗传咨询的发展有着不可否
认的影响。本文结合三维超声和全外显子组测序，
成功地检测了ＴＣＳ胎儿。在该家系中发现了一个
新的犜犆犗犉１基因第８外显子ｃ．９２８９３１ｄｅｌ
（ＡＣＣＣ）缺失突变，扩大了ＨＧＭＤ数据库犜犆犗犉１
基因的突变谱。本研究还表明，面对类似的产前颅
面畸形病例，分子遗传学检测有助于明确诊断，指导
产前诊断后续的遗传咨询。
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