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摘
!

要"目的
!

探索食道闭锁"

U1

$患儿基因变异情况!为进一步研究
U1

致病机制提供前期基础%方法
!

收集该院新生儿

外科住院的
U1

患儿
+-

例!运用高通量全外显子组测序研究患儿基因变异情况!并运用生物信息学方法分析基因变异的临床意

义%结果
!

高质量的测序数据中!有效读段"

3C8B<;8BF9

$占
O),*&[

!其中
.?[

的
3C8B<;8BF9

能与参考基因进行比对%通过比对

分析共获得单核苷酸多态性位点
)%-)=+

个!其中
+=.&%%

个位点发生单核苷酸变异"

V2T

$!包括同义突变&非同义突变&终止密

码子获得&终止密码子缺失&插入移码突变&非插入移码突变和未知突变等#同时检测到
).O

个拷贝数变异基因%功能聚类分析显

示突变基因与细胞生物学密切相关%结论
!

V2T

的发生可能影响体内各种蛋白质的表达及其功能!在
U1

的致病机制中可能发

挥重要作用%

关键词"食道闭锁#

!

全外显子组测序#

!

致病基因
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食道闭锁$

U1

&是一种由新生儿消化道发育畸形而引起的

先天性食道缺陷疾病#其发病率为
+

"

=)--

$

+

"

%)--

'

+

(

#大约

)-[

的患儿还伴有脊椎*肛门*心血管*气管*肾脏和腹部发育

不全)与其他的先天畸形相比#

U1

好发于双胞胎中'

%

(

)胚胎

学上#气管和食管同源于胚胎原始前肠%在胚胎第
*

$

&

周#内

胚层细胞经过不断增殖*实化和空化等一系列过程形成管腔%

同时管腔内壁两侧上皮细胞增生形成隔嵴将管腔分隔为食管

和气管%若管腔空泡化过程发生障碍#则导致食管闭锁畸形%若

管腔分隔过程异常#则导致食管气管瘘'

+

(

)

U1

按照
X;@99

分

型法可分为
)

种临床类型!$

+

&

&

型#食管上下端不连接#各成

盲端%$

%

&

'

型#食管上段与气管相通#下段呈盲端%$

*

&

)

型#食

管上段为盲端#下端与气管相通%$

=

&

,

型#食管上下段分别与

气管相通%$

)

&

-

型#无食管闭锁#但有瘘与气管相通)不管类

型如何#业内一致认为
U1

是基因
$

变异
$

遗传复合因素相互作

用引起的罕见病'

*

(

)由于
U1

常合并吸入性肺炎等并发症#进

食后有呛咳*呼吸困难及紫绀#如不及时处理会危及患儿生命)

目前#

U1

的致病基因尚不明确)本文主要采用
28K:98

d

)--

测序平台进行双端全外显子组测序$

7UV

&#分析致病基因突

变类型及遗传学特征#为
U1

发病机制的进一步研究提供

基础)

A

!

资料与方法

A,A

!

一般资料
!

选取
%-+*

年
+-

月至
%-+=

年
+-

月本院新生

儿科住院治疗的
U1

患儿
+-

例作为研究对象$编号
+

$

+-

&#其

中男
&

例*女
=

例%

&

型
+

例#

'

型
+

例#

)

型
O

例%先天性心脏

病
?

例#双侧隐睾
+

例#过期产
+

例#早产
+

例)患儿同时存在

新生儿肺炎*新生儿脐炎*新生儿皮肤感染*新生儿黄疸*新生

儿贫血和新生儿脑病等的
+

种或多种并发症#经合理治疗后#

除
+

例死亡外#其余均好转)

A,B

!

仪器与试剂
!

28K:98

d

)--

测序仪$

2VV)--+=O

&#测序试

剂盒$

]3$=-=$%--*

*

]3$=-=$%--=

&均购自美国
QCCG/"<B

公司#

Y21

提取试剂盒购自美国
0;@/8

H

B

公司)

A,C

!

方法

A,C,A

!

标本准备
!

收集患儿食道组织#用蛋白酶
a

消化后经

研磨器碾碎组织#用
Y21

提取试剂盒提取患儿全基因
Y21

标本#并用电泳和微量核酸定量仪检测其纯度和浓度#分装后

于
hO-\

冰箱保存备用#避免反复冻融)标本合格条件为!在

%&-</

和
%O-</

的吸光度比值介于
+,O

$

%,%

#在
%&-</

和

%*-</

的吸光度比值不低于
%,-

#浓度大于
%--<

H

"

"

S

#

Y21

总量大于
+-

"

H

)

A,C,B

!

7UV

与比对
!

Y21

标本复融后#经
+[

普通琼脂糖凝

+

+*+*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!

Q<:RSB'!8F

!

2@A8/'8;%-+?

!

T@C,*O

!

2@,%%



胶电泳检测#标本应该无杂质和降解#将
Y21

标本随机片段

化#然后进行末端补平#在
Y21

末端加
1

后再加接头#富集

Y21

片段之后进行杂交#捕获外显子并在
28K:98

d

)--

测序

仪上进行高通量测序)对聚合酶链式反应$

03#

&扩增循环进

行严格控制#避免
03#

扩增过度导致文库中出现大量序列完

全相同的
;8BF9

)高质量的外显子组数据中有效读段$

3C8B<

;8BF9

&是指剔除了接头自连*低质量的碱基和读段$

;8BF9

&后的

有效
;8BF9

)将
3C8B<;8BF9

通过
P71

软件与人类参考基因组

进行比对$地址!

D::

(

!""

D

H

F@M<C@BF,9@8,GE9E,8FG

"

H

@CF8<$

0B:D

"
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H

+.

"

'"

H

e"

(
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"&)

A,C,C

!

单核苷酸变异$

V20

&检测与注释
!

在外显子区域一致

性序列的基础上#将唯一比对到的
;8BF9

片段进行
V20

分析#

获得突变位点和突变类型#分析使用的方法为基因组分析工具

包$

X16a

&和
VB/:@@C9

软件#采用默认参数)两种方法得到

变异之后#再根据质量值*深度*重复性等因素做进一步的过滤

筛选#同时下载人类基因突变数据库*千人基因组计划数据库

中的数据进行多级过滤#取两种分析方法所得结果的交集#并

从中筛选
X16a

质量得分大于或等于
*-

的变异#过滤掉基因

组已经注释的变异集#并去掉已报道的在正常对照标本中出现

的变异#从而获得最终的高可信度的
V20

数据集)根据已有

的基因集对检测到得变异进行注释#确定
V20

数目及其非同

义突变或同义突变数目#以及多态性位点在基因中的位置)利

用
Y1TQY

在线平台$

D::

(

!""

FBA"F,B'EE,<E"IE;I,

H

@A

"&对发生

终止密码子获得*终止密码子缺失和插入移码突变的基因进行

功能注释聚类分析)

A,C,D

!

结构变异检测
!

利用测序个体序列与参考基因组序列

进行比较基因组学研究#检测全基因组中的结构变异)数据分

析使用
#

语言包
UK@/83@

(J

#参数均为默认参数)

B

!

结
!!

果

B,A

!

外显子测序结果与文库质量
!

每个标本的原始读段

$

#BM;8BF9

&均达到
*?%=

万以上#平均为
&--+

万%经过
+

端

3C8B<

策略和
%

端
3C8B<

策略筛选和有效提取后#最后获得的

3C8B<;8BF9

均达到
*%)%

万以上#平均值为
)+*=

万#占

O),)&[

)

03#

复制水平为
%.,)[

$

)),**[

)

3C8B<;8BF9

是

剔除了质量值低于
%-

的碱基#测序单端读长为
+)+<:

#绝大部

分序列的有效长度为
+=)

$

+=?<:

)建库平衡用随机碱基#截

取掉后面低质量的碱基#获得的有效长度最长为
+=?<:

)所有

序列从第
+

$

+=?

位碱基的质量评分大于
%O

)见表
+

)

表
+

!!

外显子测序结果

编号
#BM;8BF9 3C8B<;8BF9

百分比$

[

&

+ *O&+&.%- *%)%?%&* O=,%*

% =+.?.*-O *)O.+*&* O),)-

* *?%==-?- *+?+=*-. O),+)

= =&%O%&*% *.%=.-)) O=,O-

) =%&.O)-% *)??O**O O*,?.

& )O%%OO?& )-%=.&). O&,*-

? O=%?&.*= ?*&%)==. O?,*&

O .%=*O?+% ?.-%?.*- O),=.

. ?+)?=+)% &+--??&O O),%=

+- O&O-%=+& ?==%%=%? O),?=

平均值
&--+=%)% )+*=.*)& O),)&

B,B

!

3C8B<;8BF9

与参考基因组比对结果
!

+-

例研究对象的

平均总比对序列达
=.O*

万#即
.?[

的
3C8B<;8BF9

能与参考

基因进行比对#其中平均单位置比对序列达
=-=+

万#约为占

O+,-=[

#而平均多位置比对为
.=+

万#仅为
+O,.?[

)

3C8B<

;8BF9

主要分布在
Q<:;@<

*

3YV

和
"<:8;

H

8<"E

区#其次是
*456#

*

2E

1

8K@<

和
)456#

)见表
%

)

表
%

!!

3C8B<;8BF9

与参考基因组比对结果

编号 输入序列 总比对序列 单位置比对序列 多位置比对序列

+ *%)%?%&* *+=)O&-. %))*)O+) ).%%?.=

% *)O.+*&* *=O)+-*= %O+-?..+ &?=*-=*

* *+?+=*-. *-?O+&+= %=O+++O* ).?-=*+

= *.%=.-)) *O+O%?*% *-OO?.&- ?%.=??%

) *)??O**O *=&%O.&) %?O=+)O. &?O?*?&

& )-%=.&). =O=.O-+O *.=&)O.O .-*%+%-

? ?*&%)==. ?+&&*+-) )O-*%)?O +*&*-)%?

O ?.-%?.*- ?&O?O=== &%*O*)%. +==.=.+)

. &+--??&O ).--&O&- =O-O&&&- +-.%-%--

+- ?==%%=%? ?%*O+%+) ).-**&-+ +**=?&+=

平均值
)+*=.*)& =.O**-). =-=+O&O- .=+=*?.

B,C

!

V20

分析结果
!

总
V20

位点为
)%-)=+

个#其中分布在

外显子区的
V20

位点为
?%*=

个#占
+,*.[

)在外显子区的

V20

中#

+=.&%%

个位点发生单核苷酸变异$

V2T

&#其中
*-)?%

个位点为同义突变#

++=?&O

个位点为非同义突变#

+?-)

位点

为终止密码子获得#

O&+

个位点为终止密码子缺失#

++

个位点

为插入移码突变#

O

个位点为非插入移码突变#

+&.?

位点发生

未知突变)

B,D

!

V20

基因的功能聚类分析结果
!

正常情况下#获得终止

密码子的基因主要富集到锌指*转录调控*角蛋白丝*细胞骨架

元件*表皮生长因子类似钙离子结合和细胞黏附*受体介导的

内吞作用*蛋白胞外基质*层粘连蛋白
X

亚结构域和
X60

酶

调控子活性等功能类别上)而发生
V20

后失去终止密码子的

基因主要富集到角蛋白丝*跨膜受体蛋白酪氨酸激酶信号通

路*调控水解酶活性*第二信使介导的信号*后脑发育*颅神经

发育*内吞作用*转录因子结合*序列特异性
Y21

结合*磷代

谢*磷酸化*磷酸酪氨酸结合*胆固醇合成和代谢过程等功能类

别上)

B,E

!

基因组拷贝数变异$

32T

&及功能聚类分析结果
!

对

32T

进行统计#共检测到
).O

个基因
32T

#经注释后#共得到

+)-%

条注释信息)由于基因重叠等原因#注释出的基因存在

重复#对这些基因利用
Y1TQY

在线平台进行功能通路分析#

发生
32T

的相关基因主要富集到抗原加工和呈递*免疫反

应*细菌防御应答*细胞黏附*维生素
P+

%

生物合成*认知*感知

化学刺激和感知气味等功能通路)

C

!

讨
!!

论

!!

国内外学者采用临床标本和动物模型从胚胎发生学角度

研究
U1

的致病基因#并发现功能异常的
VDD

*

2@

H

*

V@K%

*

0E$

9L)

基因和转录因子
(

&*

*

2LK%,+

*

6'K=

可能与
U1

的发生发

展相关'

+

(

)最近有研究显示
U]65Y%

的突变或缺失可以引起

U1

)

T@"

H

:
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测序法在患儿$同患
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和

U1

两种缺陷疾病&中发现
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基因的一个新突变)
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例
U1

患者中发现
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基因编码域一个同

义突变的
V20
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&存在于其中一人)
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(在研究
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综合征时发现在
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区域的基因的单倍剂量不足

与
U1

相关)
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(在
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联合征的研究中

发现染色体
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的一个新缺失#位于该缺失区域的
X6$
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基因可能是
U1

的候选致病基因#且位于染色体
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的
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基因簇$由
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和
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组

成&的微小缺失与
T136U#S
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&不平衡易位及
3ZY?

的一个致病性突变#这些突变

可能与
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的发病相关)

本研究利用的
7UV

技术是一种研究人类疾病致病基因

的技术#与传统全基因组测序技术相比#其具有更深的覆盖度*

更高的数据准确性及更低的成本优势#可更加经济*高效地发

现与疾病或表型相关的个体遗传变异及罕见突变)

7UV

已被

广发用于罕见病的致病基因的研究#如不明原因结直肠腺瘤性

息肉病的新的候选致病基因
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和
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罕见遗传性变异基因
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和
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综
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综合征的

致病基因
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(和逆向性痤疮的致病基因
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(等)

因此#

7UV

是鉴定孟德尔疾病或罕见病的致病基因最有效的

策略#可准确地找到罕见病的致病基因'

+%$+*

(

)

本研究运用
7UV

研究
U1

患儿的致病基因#获得了高质

量的测序数据#其结果显示
U1

患儿基因中存在大量的
V20

#

分布在外显子区的
V20

占
+,*.[

#对外显子
V20

位点进行筛

选注释发现多个位点发生
V2T

)

V2T

的发生可能影响体内

各种蛋白质的表达及其功能#在
U1

的致病机制中可能发挥重

要作用#至于具体的作用机制有待进一步研究)
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