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全外显子组测序在一例儿童Hutchinson-Gilford早老基因分析及产前诊
断中的应用*
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【摘要】目的 采用全外显子组测序技术(whole exome sequencing, WES)联合Sanger测序检测儿童Hutchinson-Gilford早老症基因LMNA 1例，并对该家系进行产前诊
断。 方法 通过全外显子组测序，对先证者进行检测分析，检测到基因LMNA上的致病变异，对先证者及其父母进行Sanger测序，验证该变异。先证者母亲
再次妊娠后，提取羊水标本DNA，应用Sanger测序检测该致病基因位点，进行产前诊断。结果 先证者LMNA基因携带c.1824C>T，p.(=)杂合变异。而其表型
未见异常的父亲和母亲均未检出该变异。先证者母亲再次妊娠的产前诊断结果为未携带LMNA基因c.1824C>T，p.(=)变异。结论 WES可用于儿童Hutchinson-
Gilford早老症家系致病变异的检出，联合Sanger测序可为患者家系的遗传咨询和产前诊断提供依据，且该方法具有准确性、快速性、经济性的优点。  
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Abstract: Objective One case of Hutchinson-Gilford progeria syndrome in a child was tested by using whole exome sequencing (WES) and Sanger sequencing for the 
LMNA gene, and the prenatal diagnosis was performed for this family. Methods WES was used to find pathogenic variants of LMNA in the proband. The 
parental origin of variants was assessed by Sanger sequencing. DNA was extracted from the peripheral blood of the proband and parents, as well as the 
amniotic fluid of the mother. Sanger sequencing was used in the prenatal diagnosis based on the identified variant. Results A known heterozygous mutation 
c.1824C>T, p. (=) was detected in the LMNA gene in the proband, but not found in his unaffected parents. The prenatal diagnosis based on the amniotic 
fluid revealed that the fetus did not harbor LMNA c.1824C>T, p. (=) mutation. Conclusion WES combined with Sanger sequencing can be used to detect the 
pathogenic variants in the diagnose of HGPS, and prenatal diagnosis of this syndrome is feasible. This method is fast, accurate and cost-effective.
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　　儿童Hutchinson-Gilford早老症(HGPS)是致命的儿童遗传
病，出生早期出现过早老化相关症状，包括皮下脂肪缺乏、脱发、
静脉曲张、生长迟缓、老年斑、关节挛缩、骨质疏松等。本病发
病率极低，约为1:8000000~1:4000000[1]。研究表明，HGPS是由
定位于染色体1q21.2上的LMNA基因(NM_170707.3)变异所致，
LMNA基因的不同变异可引起同一类型的疾病，而同一碱基的不同
替换也可导致不同的疾病。相同的LMNA变异在部分个体会导致疾
病，在另一部分个体却没有变现出临床表型，这些都说明了LMNA
基因的功能复杂且多样[2-3]。儿童Hutchinson-Gilford早老症致病基
因LMNA基因外显子11的c.1824C>T，p.(=)变异，为此疾病的经典
变异，其致病性已有文献报告，发生在约90%的HGPS患者中[4]。
HGPS尚无有效的治疗方法，患儿平均寿命仅为14.6岁[1]。所以对
有HGPS生育史的家庭来讲，产前诊断尤为重要。目前，对HGPS
的产前诊断临床上研究较少，未见有应用全外显子组测序技术以及
Sanger测序技术对HGPS进行产前诊断的报告。本研究使用全外显
子组测序(whole exome sequencing, WES)技术，检测了1例HGPS
患者，联合Sanger测序技术验证致病变异，并为先证者家系的再
生育进行产前诊断，意在探究全外显子组测序在早老症家系基因分
析及产前诊断中的应用价值，避免HGPS患儿出生。

1  资料与方法
1.1 对象  先证者，女，1岁时于上海交通大学医学院附属新华医
院就诊，全面收集患儿症状、体征及辅助检查结果。患儿头围

46cm，身高64cm，体重6kg，头皮静脉显露，全身皮肤可见网
状色素沉着，触感硬，皮下脂肪丢失，躯干部颜色偏黑。
1.2 全血样本采集  经家长知情同意后，患儿和家长分别抽取静脉血
2mL、EDTA-K2抗凝血提取外周血DNA，提取的DNA保存于-20℃备
用。使用仪器为厦门致善生物科技股份有限公司Lab-Aid核酸提取
仪，试剂盒为厦门致善生物科技股份有限公司Lab-Aid核酸(DNA)分
离试剂盒，严格遵守仪器标准操作手册规定，选定抽提程序。
1.3 WES测序  采用xGen Exome research panel v1.0(Integrated 
DNA Technologies, Coralville, IA, United States)试剂盒, 按
照 生 产 商 的 方 案 完 成 样 本 基 因 组 D N A 文 库 的 制 备 ， 并 通 过
Illumina HiSeq 4000(美国加利福尼亚州圣地亚哥Illumina)
进行150bp配对末端序列进行测序。应用比对软件Burrows-
Wheeler Aligner(BWA，版本0.7.10)将原始数据与人类参考基因
组(GRCh37/hg19)进行比对。采用Picard 1.124分析覆盖率、深
度等QC指标。采用GATK流程(版本3.0)进行变异分析，然后使用
SnpEff 4.2对变异进行注释和影响预测。最后进行数据过滤，过
滤千人基因组(1000 Genomes Project)、gnomdAD等在内的群
体变异数据库中表现出>1%频率的变异，或在我们的内部数据库
(基于150个外显子组数据库)中表现出>5%频率的变异，忽略基因
非翻译区变异、非剪接相关内含子变异和同义变异，保留位于典
型剪接位点的变异以及在文献中报告过的同义变异。
1.4 先证者及父母DNA验证  针对WES检测的致病基因LMNA对先
证者，父母进行Sanger验证。根据人类基因组数据库GenBank获
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得变异位点基因序列，采用Primer 5软件设计引物，PCR扩增变异
位点。PCR反应体系50μL，其中Dream Taq TM Green PCR Master 
MIX 25μL, 正、反向引物各2μL， DNA 2μL，无核酸酶水19μL。扩
增参数为：95℃，5 min；95℃ 40s，50℃-56℃ 40 s，72℃ 50s，
共33个循环；72℃ 10min，10℃保存。PCR产物送上海生工生物
ABI 3730xl 基因分析仪测序，测序结果用Mutation Surveyor 软件
分析，并与GenBank人类LMNA基因NM_170707.3序列进行比较。
依据美国医学遗传学与基因组学学会(The American College of 
Medical Genetics and Genomics, ACMG)制定的序列变异解读指
南，对所发现变异的致病性进行五级分类评级。
1.5 产前诊断
1.5.1 羊水DNA提取  应用凯杰(Qiagen)基因组提取试剂盒提取羊水
细胞DNA。DNA提取操作步骤严格遵循试剂盒标准操作说明书。
1.5.2 羊水DNA的Sanger测序  根据先证者的变异位点进行PCR扩
增，PCR产物送上海生工生物公司ABI 3730xl 基因分析仪测序，
获得的序列与先证者比对。

2  结　果
2.1 病史  患儿，女，11月，因“不会走路，皮肤发黑 ”至我院
就诊，患儿系第1胎，第１产，足月剖宫产，无宫内窘迫史及出
生后无窒息，无惊厥。出生体重3.2Kg，出生身长48cm，6个月
会坐，现不会走路。患儿父母否认家族遗传病史，非近亲结婚。
父亲身高175cm，母亲身高170cm。
2.2 体格检查  身材矮小，营养不良貌(身高64cm<-2SD，6kg<-
2SD)，头围46cm(X+1SD)，神清气平，头皮静脉显露，头发、眉
毛稀疏，面部皮肤细嫩光洁，眼部突出，鼻似鸟嘴，未出牙。躯
干及四肢皮肤色素沉着明显伴网格状花纹，皮肤干硬，皮下脂肪
菲薄，躯干部皮肤发黑。心肺查体未及异常、肝脾肋下未及，脊
柱四肢曲度活动度未见异常，女婴外阴、会阴可见轻度水肿。
2.3 辅助检查  患儿血常规正常、生化检测血脂正常、肝肾功能正
常、甲状腺激素正常、电解质正常。未发现血串联质谱、尿气相
色谱质谱异常。
2.4 基因诊断  WES测序及Sanger测序验证结果：先证者LMNA基因
发现c.1824C>T，p.(=)，父亲和母亲均未检出该变异。亲子STR分
型提示先证者的变异为新发变异。该变异为LMNA基因经典变异。
此前有多篇文献报告该同义突变实为隐藏的剪接位点变异，将导致
mRNA水平的剪接异常(PMID: 21875900, 15982412)，产生截短的
Progerin蛋白(PMID: 19172989, 21875900)。鼠类模型研究中也发现
该变异可导致与病人相似的表征(PMID: 22893709, 24305605)。根据
《ACMG遗传变异分类标准指南》，该变异可获得的证据包括PS3、
PS2、PM2，致病性评级为“致病”。
2.5 产前诊断  明确致病基因位点后，当先证者母亲再次妊娠时，
对其羊水标本进行LMNA基因c.1824C>T，p.(=)变异的Sanger测
序，证实胎儿未携带c.1824C>T，p.(=)变异。

3  讨　论
儿童HGPS早老症是一种非常罕见的疾病，与编码层粘连蛋

白A和层粘连蛋白C的LMNA基因中的变异有关[5]。LMNA基因变异
类型和位置不同，可能导致11种不同的核纤层蛋白疾病，包括皮
肤疾病、肌营养不良、脂肪营养障碍、扩张性心肌病、神经病变
以及早老综合症等。

典型儿童早老症中约90%为LMNA基因c.1824C>T，p.(=)变异
引起，而LMNA其他变异c.1822G>A，p.(Gly608Ser)、 c.1868C>G，
p.(Thr623Ser)、 c.1968+1G>A等则会引起非典型儿童早老症的发生
[6]。典型与非典型儿童早老症在临床表型上存在诸多相似，二者均
呈现出脱发、头皮静脉曲张、皮肤萎缩及硬化、色素异常，患儿外
观呈鸟样鼻，伴生长发育迟缓，但智力水平基本处于正常。

HGPS通常由常染色体显性遗传，2003年c.1824C>T，p.(=)被确
定为显性新发位点[7-8]。常染色体隐性变异频率较低，已报告复合杂
合c.1579C>T, p.(Arg527Cys)/c.1411C>T, p.(Arg471Cys) 及c.1626G>C, 
p.(Lys542Asn)纯合变异[9-10]。研究发现LMNA基因遵循常染色体显性

遗传模式，先证者为LMNA基因c.1824C>T，p.(=)新发变异，其父母
均未携带该变异，Sanger测序也未检测到父母中该位点的低水平嵌
合现象。尽管该变异未引起编码的氨基酸发生改变，但有相关研究
显示，在LMNA基因11号外显子区域，该变异极有可能形成一个全
新的潜在剪切位点，剪切了lamin A蛋白前体C末端的150个核苷酸、
50个氨基酸，其中涵盖了ZMPSTE24酶切位点，这一改变催生了早
老蛋白。由于ZMPSTE24酶切位点的改变，早老蛋白保留了法尼半
胱氨酸甲酯，进而形成了永久法尼基化的lamin A，内核膜难以释
放该种早老蛋白，这一过程破坏了细胞核的结构完整性和功能，使
细胞形态发生变化，导致疾病的发生[11-12]。国外研究报告，在携带
c.1824C>T，p.(=)变异的典型HGPS患者中，其皮肤成纤维细胞出现
早老蛋白的表达。患者细胞核变形、细胞核膜出泡改变，伴随细胞
持续老化，该情况愈发严重。除此以外，携带此变异患者多数还会
并发骨骼方面的异常。此例患儿的临床表现与上述表现吻合。

一般而言，患儿的新发变异并不会由其父母遗传给其他胎儿，但
是以色列一项为期10年的研究[14]跟踪发现90个家系中仍有3个家系复
现了先证者的新发变异，约占3%，与其它文献中[15]总结的新发变异
复发率一致。由于HGPS尚无有效的治疗方法[13]，且寿命较短，为避
免复发，先证者母亲再次妊娠时进行产前诊断十分有价值且有必要。

本研究首先应用测序范围广、深度高的全外显子组测序来筛
选并锁定先证者的致病基因及位点，随后结合高准确性的Sanger
测序，验证先证者及其父母的该致病基因位点。先证者母亲再次妊
娠后，抽取羊水，提取羊水细胞DNA，使用Sanger测序检测胎儿
的该变异位点，从而达到产前诊断的目的。目前，WES技术凭借经
济性及高效性，在快速确定单一致病基因及变异位点上展现出显著
优势，已广泛应用于单基因疾病的分子诊断，凭借其强大的筛查能
力，已经发现了多种遗传病背后隐藏的致病基因。随着WES检测技
术的普及，越来越多的新发变异得以被发现。另一方面Sanger测
序作为经典的一代测序检测技术，在检测某一单基因的位点变异、
微小缺失和微小插入时具有高度的准确性。将两种方法结合应用于
此疾病的基因诊断和产前诊断，不仅快速经济，而且高效便捷，可
行性强。该方法针对出生缺陷实现了精准诊断、有效干预，还为未
来临床遗传病的病因诊断及产前诊断提供了有价值的参考。 
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