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通讯作者!全仁夫
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强直性脊柱炎%

)(PF3.K'(; K/.(:F3'-'K

&

ND

$是临

床上常见的一种以脊柱及骶髂关节慢性炎症为主的

全身性'进行性疾病&它主要涉及脊柱'骶髂关节&引

起软组织骨化和关节融合&最终可能导致残疾(

7

)

&部

分患者还可能伴随眼部'肺部'肾脏'心血管'肠道等

多器官病变*

ND

患病率及致残率较高&给患者身心

健康带来极大影响&是严重的公共卫生问题*

ND

病

因目前尚未明确& 学术界认为
ND

是遗传因素和环

境因素共同作用的一种复杂疾病&研究 (

!

)表明遗传

因素是引起该病的最主要因素* 本研究采用全外显

子测序技术%

Q&.3= =R.2= K=H1=(?'(;

&

SGD

$对
7

例

ND

家系进行分析&以探索造成该病的相关基因及分

子机制*

!

资料与方法

!" !

研究对象

本研究对象是
7

例绍兴籍
ND

家系%图
7

$*其中

先证者&

8T

岁&因腰背部和臀部疼痛+僵硬难忍&夜

间往往痛醒前来就诊, 患者初始发病年龄
!U

岁&病

程
!$

年, 自诉初始发病时有腰骶部僵硬感&早晨起

床困难&活动后僵硬感缓解,目前腰背部及臀部疼痛

难忍&服用非甾体抗炎药止痛效果不明显&夜间往往

强直性脊柱炎一家系全外显子组测序分析

任伟凡 7

!胡劲涛 !

!高炀 !

!杜伟斌 7

!章何陋 !

!吴奕江 !

!吴风晴 !

!柴乐 !

!全仁夫 7

"
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杭州市萧山区中医院&浙江 杭州
$77!"7

-

!4

浙江中医药大学&浙江 杭州
$7""U$

$

!摘要" 目的!对一强直性脊柱炎"

)(PF3.K'(; K/.(:F3'-'K

#

ND

$家系进行全外显子测序%筛选该家系的易感基因%为

其发病机制提供理论依据& 方法!收集
7

组
ND

家系成员的临床资料%其中男性患者
!

例%年龄分别为
8T

岁和
7T

岁%

病程分别为
!$

年和
8

年& 提取相关家系成员外周血
C6N

进行全外显子测序%测序结果与人类数据库比对%过滤掉同

义突变及高频突变%整合家系成员单核苷酸非同义突变%寻找致病基因& 结果!家系成员共得原始数据
T" V

%数据具有

较高质量值%通过对家系患者与正常人测序结果比对分析%同时经过多个生物数据库数据过滤%发现
*NW!

基因
7!

号

外显子上存在的杂合突变
?47#"XNYV

'

/40F,U#"%FK

$ 为该家系的可能致病基因突变& 另外% 该家系
ZM%$N

基因
?4

77U70Y%

突变可能是该家系患病成员肠道症状的原因之一& 结论!运用全基因组外显子测序寻找
ND

易感基因是可行

的%

*NW!

基因
?47#"XNYV

突变可能是导致该家系
ND

的致病突变及位点&

!关键词" 脊柱炎%强制性( 全外显子组测序( 病史采集

中图分类号!
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0. ?&..K= -&= :'K=)K= ?)1K'(; ;=(= '( ) %&'(=K= /=:';,== Q'-& )(PF3.K'(; K/.(:F3'-'K

"

ND

$

]F

Q&.3= =R.2= K=H1=(?'(;

"

SGD

$&

)(: /,.B':= -&=.,F ])K'K @., 2=?&)('K2 .@ :'K=)K=4 E+:()7.

!

%3'('?)3 :)-) .@ ND /=:';,==

Q=,= ?.33=?-=:

&

'(?31:'(; ! 2)3=K

&

-&= );= Q=,= 8T )(: 7T F=),K .3:

&

-&= ?.1,K= .@ :'K=)K= Q=,= !$ )(: 8 F=),K4 S&.3= ]3..:

;=(.2'? C6N .@ ND Q)K =R-,)?-=: -. /=,@.,2 Q&.3= =R.2= K=H1=(?'(;

&

-&= ,=K13-K Q=,= ?.2/),=: Q'-& &12)( :)-)])K=K

&

?.2E

2.( B),')-'.(K Q&'?& &): ]==( ,=/.,-=: Q=,= Q'/=: .1-

&

-&=( (.( KF(.(F2.1K K'(;3= (1?3=.-':= B),')(-K

"

D65K

$

@,.2 -&= @)2E

'3F 2=2]=,K Q=,= ?.2]'(=:

&

)(: ?)(:':)-= ;=(=K Q)K K=3=?-=: '('-')33F4 @+.0*:.

!

0.-)33F T" V :)-) Q)K .]-)'(=: @,.2 ND @)2'E

3F Q'-& &';& H1)3'-F4 ^F ?.2/),'(; ,=K13-K ]=-Q==( /)-'=(- )(: (.,2)3 K1]>=?-

&

)(: @'3-=,'(; Q'-& (12]=, .@ ]'.3.;'?)3 :)-)])K=

&

-&= ,=K13- K&.Q=: &=-=,._F;.1K 21-)-'.( .@ *NW! ;=(= 7! =R.( ?47#"X NYV

"

/40F,U#"%FK

$

2)F ]= -&= /.-=(-')3 :'K=)K= ?)1KE

'(; ;=(=4 0&= B),')(- ?477U70Y% .@ ZM%$N ;=(= 2)F ]= .(= .@ -&= ?)1K=K .@ '(-=K-'()3 KF2/-.2K '( -&= @)2'3F 2=2]=,K4 A)1F

2*0.3)1

!

`- 'K @=)K']3= -. @'(: - ?)(:':)-= ;=(= 21-)-'.(K .@ ND ]F GR.( K=H1=(?'(;4 0&= 21-)-'.( ?47#"X NYV '( ;=(= *NW! 'E

:=(-'@'=: ]F Q&.3= =R.2= K=H1=(?'(; 2';&- ]= -&= /)-&.;=('? 21-)-'.( '( -&'K ND /=:';,==4

GHI'$@#& D/.(:F3'-'K

&

)(PF3.K'(;

-

S&.3= =R.2= K=H1=(?'(;

-

Z=:'?)3 &'K-.,F -)P'(;

·临床研究·
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图
! 78

患者家系图

"#$%! 9)2'3: /;<'=,;; .> 78

图
&

先证者!男!

?@

岁!强直性脊柱炎
&'%

骨盆正位
A

线片示两侧骶髂关节呈骨性融合
&(%

腰椎侧位
A

线片示椎体呈方椎改变!各椎体呈

竹节样改变!各小关节面模糊

"#$%& B,./.C'-1C

!

2)3;

!

?@ :;),C .3<

!

)(D:3.C'C C/.(<:3'-'C &'% 7B A ,): .> /;3E'F C&.G;< H.(; >1C'.( .> H'3)-;,)3 C)F,.'3')F I.'(-C &(% J)-;,)3 A ,): .>

312H), C&.G;< 312H), E;,-;H,); G;,; CK1),; E;,-;H,)3 F&)(=;C

!

;)F& E;,-;H,)3 H.<: C&.G;< H)2H.. 3'D; F&)(=;C

!

)(< >)F;- I.'(-C G;,; 31,,;<

痛醒"体格检查直腿抬高试验阴性!#

?

$字试验阳性!

脊柱各方向活动度减弱!腰椎棘突压痛%影像学显示

脊柱侧弯!胸腰椎轻度后凸畸形!椎体呈方椎改变!

所见各椎体呈竹节样改变!所见各小关节面模糊!两

侧骶髂关节面呈骨性融合&图
!

'%实验室检查
LJ7M

N!#

阳性!类风湿因子阴性
OO4P QR S 23

!

%M

反应蛋白

O@4O" 2= S J

% 先证者儿子!

O@

岁!发病年龄
O?

岁!当

时感觉腰骶部晨僵(疼痛!活动后减轻!疼痛时服用

布洛芬可迅速缓解!实验室检查
LJ7MN!#

阳性% 本

研究获医院伦理委员会批准! 所有研究对象都知情

同意并签署知情同意书后!家系成员抽取
P 23

外周

血!

TU07

抗凝! 采用
U67

提取试剂盒按照说明书

提取基因组
U67

!

M@" V

冰箱保存%

!% &

外显子测序

本研究对该家系中先证者!先证者妻子!先证者

患病的儿子及先证者未患病的女儿
?

人采取全外显

子测序%取适量
U67

原液进行纯度检测是否满足测

序要求% 测序服务由武汉华大医学检验所有限公司

提供% 测序过程包括)

U67

经超声打断!末端补平修

复!

$

* 末端腺苷化!两端加上文库接头!文库线性扩

增后与外显子芯片进行捕获富集! 洗脱掉未富集的

片段后进行扩增!质控合格后上机测序%测序平台使

用
NWQ8TXMP""

! 测序得到的原始图像数据 !经

NWQ8TXMP""

碱基识别软件转化为原始序列数据%

!% )

测序数据分析

对原始下机数据进行过滤得到有效数据% 接

着!使用比对软件&

H1,,.GCMG&;;3;, )3'=(;,

!

NY7

'将

每个样品的有效数据!比对到人的参考基因组!得到

N7Z

格式最初的比对结果文件% 对比结果! 使用

W70[

&

E$4\

'的
L)/3.-:/; %)33;,

工具同时检测单核

苷酸多态性&

C'(=3; (1F3;.-'<; /.3:2.,/&'C2

!

86B

'和

插入或缺失&

'(C;,-'.(M<;3;-'.(

!

Q(U;3

'!并对原始数

据过滤得到高质量的变异结果%接下来!使用
8(/T>>

软件对变异结果进行注释及影响预测%

!% *

基因变异的选择

去除同义突变!关注非同义突变(剪接突变(移

码突变% 去除千人基因组数据库(

6LJNQMT8B\P""

数据库(

T]7%

数据库中
Z79

&

Z79

次等位基因频

率'

!P^

高频变异! 因为高频变异一般都不是致病

突变% 关注
8Q90 S B.3:B&;(! S Z1-)-'.( )CC;CC., S %.(_

<;3 S 970LZZ

等工具预测有害的变异% 保留家系患

者共有而正常人不具有的变异% 候选基因在
6%NQ

(

W;(;%),<C

(

+ZQZ

等数据库查找其相关功能!分析其

与炎症信号通路或者成骨(破骨信号通路相关%

&

结果

&% ! U67

检测结果

基因组
U67

检测合格!符合建库要求!检测结

果如表
O

%

&% &

测序数据产出

本次测序
?

个样本 !平均每个样本测序得到

!" !PO4\@ ZH

的原始数据% 在去除低质量的数据后!

平均每个样本得到
!" !!P4"\ ZH

有效数据% 每个样

!"

!#

\#$

" "
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表
!

样品检测结果

"#$%! "&'( )&'*+( ,- '#./+&

表
0

外显子测序数据统计表

"#$%0 1*..#)2 ,- 34,+&5&6,.& '&7*&89:8; <#(#

表
=

编码区的
1>?

的功能分类统计

"#$%= @*89(:,8#+ 9#(&;,):&' -,) 9,<:8; 1>?'

序号 样品名称 浓度!

(7 8!3

" 体积!

!3

" 总量!

!7

" 建库类型 结果说明

9 " : $949 :" 94::: ;<=>?@A :"" B?>

合格

! " C DD4E :" !4!D: ;<=>?@A :"" B?>

合格

$ # : CF4! :" $4D9" ;<=>?@A :"" B?>

合格

D $ C :E :" !4E:" ;<=>?@A :"" B?>

合格

样本 原始数据!

GH

" 有效数据!

GH

" 有效数据比 !

I

" 有效数据
@!"

!

I

" 有效数据
@$"

!

I

"

<%

含量 !

I

"

% : 9E ED"4"$ 9E E9#49! EE4FE EF4"F E94FE DF4:!

" C 9E CFC4$" 9E CDE4:C EE4F9 EF4!D E!4:9 DF4D:

$ : !9 $E!4D# !9 $C#4FC EE4FF EF49! E!4"# D#4DF

$ C 9E EF#4E$ 9E EC:4#" EE4FE EF49! E!4"9 D#4"$

平均
!" !:94CF !" !!:4"C EE4F# EF49D E!49! D#4F#

样本
同义

突变

错义

突变

无义

突变

终止密码

子丢失

起始密码

子丢失

剪切

突变

" : 9" :!" EFD$ F# !E 9: FC

" C 9" F"C 9" 9"C #C $" 9: FD

$ : 9" F$$ 9" 9E! E$ $$ !9 E:

$ C 9" FCD 9" FEC E$ $$ !9 FF

平均
9" #:C 9" !:E F# $9 9F FF

本的有效数据具有较高的
@!"

!碱基识别正确率

EEI

"和
@$"

!碱基识别正确率
EE4EI

"#这表明测序

数据具有较好的测序质量$平均
<%

含量是
D#4CFI

$

见表
!

$

>6JK

单核苷酸多态性%与参考基因组比对#

有差异的单个核苷酸位点$

0% = >6J

结果

在总体的
>6J

中#编码区域内平均有
9" #:C

个

同义突变#

9" !:E

个错义突变# 有
$9

个突变使得终

止密码子变为非终止密码子&

F#

个突变使得密码子

变为非起始密码子&

9F

个突变使得起始密码子变为

非密码子&

FF

个剪切突变$ 各样本及总体分布见表
$

$

0% A =(LM3

结果

在总体的
=(LM3

中# 编码区域内有
$9:

个移码

突变#

E$

个非移码插入突变#

9:D

个非移码缺失突

变#有
"

个突变使得终止密码子变为非终止密码子&

$

个突变使得起始密码子变为非起始密码子&

F$

个

剪切突变$ 各样本及总体分布见表
D

$

0% B

候选基因

通过家系成员外显子测序#并进行过滤分析#最

终发现
*NO!

基因
9!

号外显子上存在一个杂合错

义突变
P49#"ENQ<

!

/40R,:#"%RK

"$ 既往曾在汉族人

群中研究发现
*NO!

基因多态性与
N>

相关'

$

(

$

*NO!

基因突变#会影响表达的两面神激酶
!

!

S)(1K T'()KM

!

#

*NO!

"的活性$后者是白细胞介素!

'(-M,3M1T'(

#

=U

"

A!$ 8 =UA9#

炎症轴的组成成分#

=UA!$ 8 =UA9#

轴失调

是造成
N>

患者炎症症状的重要因素$ 在家系中进

行
K)(7M,

验证#发现表型正常的人中不携带此突变$

因此#笔者认为
*NO!

基因
P49#"ENQ<

!

/40R,:#"%RK

"

为该家系的可能致病基因突变$此外#还发现先证者

和其儿子携带有
GV%$N

基因
P499:90Q%

突变#查阅

文献#

GV%$N

基因突变与炎性肠病相关$询问患者#

先证者和其儿子平时易腹泻)腹痛#大便有里急后重

之感# 此基因突变可能是该家系患病成员肠道症状

的原因之一$

=

讨论

=% ! N>

临床特点及本次试验研究结果

N>

是临床上常见的一种疾病#其主要特点是中

轴肌腱炎和滑膜炎# 最终导致骶髂关节和脊柱的纤

维化和晚期骨性强直$ 其病理表现为炎性骨破坏及

病理性骨化'

D

(

$目前
N>

的病因和发病机制尚未完全

明了#现在学术界认为其发病与环境)遗传)免疫等

因素有关#已鉴定出的
N>

易感基因多与免疫相关$

既往研究发现
WUNA;!#

与本病强相关#但是人群中

只有不到
FI

的
WUNA;!#

阳性人群最终会发展为

N>

'

:

(

#同时临床也存在许多
WUNA;!#

阴性的患者#

表明还存在其他重要的基因影响
N>

的发病$ 本研

究的家系中先证者为患病的女儿检测
WUNA;!#

也

为阳性# 基因比对结果显示与家系
!

例患者携带相

C#D

" "
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编码区的
"#$%&

的功能分类统计

'()*! +,#-./0#(& -(.%102/%3 402 -05/#1 "#$%&3

样本
移码

突变

非移码

插入

非移码

删除

终止密码

子丢失

起始密码

子丢失

剪切

突变

! 7 $8" 98 87: " ; :!

! < $8# 9< 87$ " $ :<

" 7 $"< :9 87" " $ :"

" < $!# 9; 877 " ! :$

平均
$87 9$ 87; " $ :$

同的
=>?@A!#

基因型!但其并未患病!说明还存在

其他重要的基因影响此家系的发病"

本研究发现
*?B!

基因可能是该家系的致病基

因!

*?B!

基因位于
9

号染色体! 其表达产物属于蛋

白酪氨酸激酶中的一种"

*?B!

广泛参与炎症反应#

氧化应激#细胞损伤#凋亡#介导机体免疫功能等过

程$

<

%

!其中
*?B!

可能通过
C>@!$ D C>@8#

炎症轴参与

?E

的发病" 此炎症轴主要过程为
C>@!$

与
C>@!$F

的结合导致
*?B!

的活化!活化后的
*?B!

可以在离

散位置磷酸化
C>@!$F

! 从而形成
E0?0$

的停靠位

点"然后
E0?0$

被
*?B!

磷酸化并且二聚化!转移至

细胞核并激活关键促炎基因
C>@8#

的转录$

#

%

"

C>@8#

能激活巨噬细胞#树突状细胞#成纤维细胞#软骨细

胞以及成骨细胞等多种细胞! 生成数量众多的致炎

破坏性因子" 同时在骨组织中!

C>@8#

诱导成骨细胞

表达细胞核因子
BG

受体活化因子配体 &

,HIH/-., .,

)I-'J)-., .K 6L@BG 3'M)(

!

F?6B>

'!激活破骨细胞!使

骨吸收增多!造成骨丢失!直接或间接地导致骨质破

坏! 这也是
?E

患者存在骨密度下降的原因之一$

:

%

"

笔者推测
*?B!

基因
I48#"9?NO

基因突变会造成表

达
*?B!

蛋白活性增加! 随后磷酸化
E0?0$

的能力

加强! 进而使机体表达更多的
C>@8#

! 加重炎症反

应" 既往研究显示!

?E

患者外周血和关节液中
0&8#

细胞数量及
C>@3#

浓度均较健康者显著升高$

9

%

!表明

?E

患者体内
C>@3#

属于过表达的状态"

黏蛋白
$?

&

21I./,.-H'( $?

!

PQ%$?

'是蛋白质

编码基因!其编码上皮糖蛋白"上皮糖蛋白是各种黏

液凝胶的主要糖蛋白成分! 为黏膜表面提供防止颗

粒和感染因子的保护性润滑屏障作用$

8"

%

" 本研究家

系中!

!

例
?E

患者具有的
PQ%$?

基因突变!会造成

表达的蛋白质结构相应改变" 蛋白质的构象改变可

能造成其糖基化不足!对蛋白酶的敏感性增加!糖蛋

白的降解可以破坏其肠道上皮屏障功能! 更易造成

肠道的感染! 造成肠道菌群的失调! 所以患者有腹

痛#腹泻等肠道症状" 文献 $

88

%报道!

7"RS<"R

的
?E

患者存在显微镜下肠道炎症!而
=>?@A!#

转基因大

鼠模型的脊柱炎症状会在无菌环境下消失 $

8!

%

!表明

肠道菌群与
?E

发病密切相关" 但
PQ%$?

基因突变

在
?E

患者中是否具有普遍性!还需要进一步的研究"

67 8

全外显子测序技术简介及其应用

既往研究复杂疾病多以全基因组关联分析

&

MH(.2H@T'UH )VV.I')-'.( V-1UW

!

OX?E

'为主!已确定

7"

多种基因与
?E

相关" 但是
OX?E

这种方法存在

很多缺陷! 如鉴定出与疾病相关的基因位点多是位

于内含子区或基因间!很少位于功能区或编码区!并

且多数是发现影响较小的常见变异&

2'(., )33H3H K,HY

Z1H(IW

!

P?L

'

N7R

! 而越来越多的研究结果发现复

杂疾病是由稀有变异&

P?L[7R

'造成的$

8$@8;

%

"并且全

基因组所需样本量巨大#花费时间长也限制其应用"

随着高通量测序技术的发展! 全外显子测序越来越

多的运用于孟德尔疾病与复杂疾病的研究" 外显子

测序是指利用序列捕获技术将全基因组外显子区域

\6?

捕捉并富集后进行高通量测序的基因组分析

方法" 虽然人类外显子组区域仅占整个基因组序列

的
8R

!但约
:7R

的致病突变都位于此区域$

87

%

" 外显

子测序具有以下优点(&

8

'全外显子测序费用相对低

廉" &

!

'由于测序的序列少!所以测序时间较短!进而

提高了研究效率" &

$

'外显子测序无论样本量大小!

是否来自同一家族!都可进行测序整合分析" &

;

'外

显子测序能够较为准确地确定候选基因! 为后续的

筛选及鉴定基因功能提供方便"

外显子测序在疾病的基因诊断和致病基因的研

究方面有广阔的前景!已广泛运用于孟德尔疾病#癌

症以及复杂疾病"

%&.'

等$

8<

%对疑似
A),--H,

综合征的

7

例患者进行测序发现其中
8

例是先天性氯腹泻!

而不是
A),--H,

综合征!后来发现其临床也支持这个

诊断"胡娟等$

8#

%运用外显子测序诊断
8

例患儿为
!?

型肢带型肌营养不良!以便于对患儿进行早期治疗"

运用外显子测序的方式寻找疾病相关致病基因及突

变位点!探索其致病机制!对于疾病的早期诊断及尽

早进行治疗干预!具有深远的意义"

9* 9

本次研究意义及展望

本次研究对
8

例
?E

家系进行外显子测序并进

行生物信息学分析!证实了
*?B!

基因突变与
?E

相

关并发现了潜在的致病突变位点! 为其发病的机制

提供了理论依据" 随着技术的发展!研究的深入!在

以后的研究中! 运用全外显子测序等方法! 更多与

?E

相关的突变基因可能被发现!这些特定的突变基

因! 为以后疾病的早期诊断及靶向药物的运用奠定

了基础"

下一步! 课题组准备检测家系中患病成员及非

患病成员细胞中
*?B!

基因表达量! 并进行蛋白质

<#7

" "
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功能结构分析! 进而在大样本及更多家系中做验证

分析"
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