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摘 要!#目的$ 对遗传性多发性骨疣
?/1)1@0A+)6 B(,A0C,1 1D'2A'212

"

EFG>

也称遗传性多发性骨
软骨瘤!

HIE

%家系的
EFG8

和
EFG!

基因编码序列进行突变检测"寻找引起该家系
EFG

的
致病基因突变& #方法$ 利用与

EFG8

'

EFG!

紧密连锁的短串联重复序列 !

2/')A A+*@1B )1!

C1+A

"

JGK

%对该家系进行连锁分析"确定候选基因"然后对候选基因的编码区及外显子与内
含子交界处进行

L.KM

测序法进行突变分析& #结果$

N;O

测序分析发现" 先证者致病基因
EFG!

第三外显子有一新的
PQRSTO

无义突变"致使编码第
8$!

位的氨基酸的密码子"提前
出现终止密码"使编码蛋白成为只有

8$8

个氨基酸的截断型蛋白& 突变与疾病共分离"其余
外显子未发现突变& 家系调查发现"该突变来自于先证者父亲"先证者

EFG8

基因未发现变
异& #结论$

EFG!

基因
PQRSTO

突变是导致该家系发生多发性骨疣的分子机制&
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遗传性多发性外生骨疣
?/1)1@0A+)6 B(,A0C,1 1D!

'2A'212

"

EFG>

是一种累及人软骨化骨"以骨骼系统的

多发性外生骨疣为特征的单基因常染色体显性遗传

病#

8

$

"外显率为
8==Z

&

EFG

的临床表现在不同的家

系之间及同一家系不同患者之间有明显差别" 骨疣

可发生于所有骨骼"以股骨下端及胫骨上端最常见"

可因疼痛或骨疣压迫邻近血管神经而引起肢体功能

障碍'骨骼发育畸形或肿块大影响关节活动"严重者

发生肢体畸形&多发性外生骨疣易恶变"国内外学者

统计的恶变率为
8%Z"!=Z

不等&本组病例中先证者

具有典型的
F

线改变及多发性外生骨疣特点"有明

显的家族遗传性" 符合遗传性多发性外生骨疣的诊

断& 近期研究表明"

EFG

发生可能与分别位于人类

染色体
U[!<:88\!<:8Q

'

88C8!\C88

和
8$C

的
EFG8

'

!

EFG!

和
EFGQ

基因有关"其中
EFG8!

和
!EFG!

已被

克隆" 并且
$=Z

患者此病是由这两个基因突变导

致"此外三种
EFG

类似基因!

EFG]

%也被发现可能

与
EFG

有关& 临床上
EFG8

'

EFG!

基因型很难准确

区分" 科研领域针对此类基因变异的检测方法存在

费时'费力等诸多问题& 本研究为了明确一个
EFG

家系的致病突变"通过构建单体型进行连锁分析"用

L.K

扩增候选基因"最后对产物纯化后通过基因分

析仪进行测序分析" 发现了该家系患者中的
EFG!

基因突变位点"有利于阐明
EFG

的基因型与表现型

之间的内在联系" 为预防该类疾病个体发病及基因

治疗提供依据"现报道如下&

8

资料与方法

!"!

研究对象

EFG

家系来自焦作武陟"已遗传了四代"家系

内患者均经过我院
F

线'病理等相关检查并确诊为

多发性外生骨疣& 本家系中先证者父母是非近亲结

婚"表现为经父遗传"家系共有
<

代
!8

人"采集家系

样本
8%

份"其中患者
88

例"男性
U

例"女性
Q

例&另

外搜集
8%

名健康体检者标本作为正常对照组&所有

人员在签署书面知情同意书后"采集外周血&家系见

^05()1 8

&

遗传性多发性外生骨疣家系的 EFG基因
突变检测
J4)11*0*5 '- EFG!S1*1 I(A+A0'* 0* O L1@05)11 _0A/ H1)1@0A+)6 I(,A0C,1 ED'2A'212
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1234 12341"454 %!"&&666&&763776&6&66&&3"8!

1234194:4 %!"&76763673&6&&3&676673&&"8!

12341"45! %!"637&6&&&73776&&337367"8!

12341"4:! %!"6333&7376&33776&&7376"8!

12341"!5 %!"673&&&76667766633&33&"8!

12341"!: %!"36&&7766&73&&766336&6"8!

12341"85 %!"766&&776&37&3737363&&"8!

12341"8: %!"&7377763373336773&766"8!

12341";5 %!"&&33&33763&3&766&&376"8!

12341";: %!"7763&&7666&76&&36666&"8!

12341"%5 %!"3333&&663&6&763&&6737"8!

12341"%: %!"3&7663&7373&7373&3333"8!

12341"<5 %!"&&7666&&63&37666&766&"8!

12341"<: %!"667&6&&76&&63&663&666"8!

12341"=5 %!"77&&67676&33&&3333&33"8!

12341"=: %!"3766&67776&63337773&6"8!

12341">5 %!"&33&737763773&3&&3737"8!

123419>: %!"&766&&3&736676&&66377"8!

123419$5 %!"3363&&&&766663&3766&7"8!

123419$: %!"3&7766&6&&3337673&&33"8!

12341495 %!"773&7733&36&&73773363&"8!

1234149: %!"3&&&3&&6676&736&6&&66"8!

12341445 %!"733&&377766&3&7666&6&"8!

1234144: %!"76766373&&7373&73&63&"8!

123! 123!19!5 %!"33766&3&376333&776377"8!

123!19!: %!"777337773336&337773&6"8!

123!1985 %!"&76&&373&363&&&6766&7"8!

123!198: %!"&767663776&6&3&&&6666"8!

123!19;5 %!"&&&6&&36&76&6&6&&73&3"8!

123!19;: %!"7376&3&773766&&677736"8!

123!19%5 %!"763&7&737376&7336&763"8!

123!19%: %!"337&73&&&737663333667"8!

123!19<5 %!"33376&66&&776676&3&&3"8!

123!19<: %!"&7733&&333&3&6673&737"8!

123!19=5 %!"3&&6&&76&&&3&666&6336"8!

123!19=: %!"763376&73773&3777373&"8!

123!19>5 %!"767777763777367667333"8!

123!19>: %!"66&37677&&&63&37333&6"8!

123!19$5 %!"&76663333&6&&6&&&&66&"8!

123!19$: %!"&6&666663&&6&&763&73&"8!

123!1495 %!"6&6&77&3&&636766&73&6"8!

123!149: %!"&7676&33&7763333&&663"8!

123!1445 %!"&&6676373776&663777633"8!

123!144: %!"&766&73&&66636&76773&"8!

123!14!5 %!"&&376733&6776666&76337"8!

123!14!: %!"7663&3&677&7637663763"8!

123!1485 %!"37&7773363&&736766&66"8!

123!148: %!"3&76763&&6&&3&67363&&"8!

123!14;5 %!"6&66773&&&6&76&673&3&"8!

123!14;: %!"733776733&&7633337&6&"8!

!"#

方 法

4?!?4

基因组
@A6

提取

所有个体均通过抗凝管采集外周血
!B8,C

!使

用
7D'C'E

法提取淋巴细胞
@A6

"

4?!?!

连锁分析

分别选取与
1234

#

123!

紧密连锁的
-3:

位

点 $

@>-4<$;

#

@>-%!!

#

@44-$><

#

@44-48%%

!引物设

计参照
A7FG" H(+-3-

" 根据
1234

基因序列%

&'("

FI(J

号
A799999>

&! 用在线
)*+,'*8

软件%

DKKL

$

MN

O*PQPRS+?,+K?'Q/N0T+"U+(NL*+,'*8NL*+,'*8"SSS?0T+

& 设

计覆盖该基因
##

个编码外显子及其侧翼序列的引

物共
#!

对 %其中
123#

基因第一外显子分两段扩

增&" 根据
123!

基因序列 %

&'(FI(J

号
A79999"

##

&!用同样软件设计覆盖该基因
!B#;

编码外显子

及其侧翼序列的引物共
#8

对"

)7:

扩增反应的总

体积为
!%!C

!

QA3)

终浓度为
9?!!,PCNV

# 引物终浓

度为
"?%!,PCNV

#

WT

!X终浓度为
!R%,,PCMV

!

@A6

聚

合酶 %

3I.

酶&

#H

%上海
L*P,'TI

公司& 模板量为

#99(T

基因组
@A6

"

)7:

反应条件 $

$;#

预变性

%,+(

'

$;$

变性
;9Y

!

%=$

复性
;9Y

!

=!$

延伸
#,+(

!

88

个循环'

=!$

充分延伸
%,+(

"

)7:

产物经
<Z

的

非变性聚丙烯凝胶电泳分型! 电压
%99[

! 时间

$9,+(

!常规银染" 构建单体型进行连锁分析" 引物

序列见
3IUC' 4

"

4R!R8

候选基因
)7:

扩增

)7:

扩增扩增候选基因
1234

及
123!

!

)7:

反应体系同上!

)7:

条件$

$%$

预变性
4%,+(

'

$%$

变性
4,+(

!

<!$

复性
;%Y

!

=!$

延伸
4,+(

!

49

个循

环 '

$%$

变性
;9Y

!

%%$

复性
;9Y

!

=!$

延伸
$9Y

!

!%

个循环'

=!$

充分延伸
49 ,+(

'

;$

保存"

)7:

产物

经
<Z

非变性聚丙烯凝胶电泳检测"

4R!R; )7:

产物纯化及
@A6

测序分析

)7:

产物经
@A6

纯化 试剂盒纯化 ! 采用

$%&'() ! *)+%&()), -. /)()+%01(2 3'40%54) )6-,0-,),

7184) ! *(%3)(, 19+ ,):')9;) -. <=7! 19+ <=7# &)9),

4<8
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型基因分析仪对所有
B.C

片段进一步

测序分析!所有患者及正常对照均进行双向测序"

!

结 果

!"#

连锁分析

根据
DEF8G$H

#

DEF%!!

#

D88F$EG

#

D88F8?%%

分

型结果及家系成员之间的关系构建单体型图! 进行

分析!将等位基因片段填入同一张家系图中!得到每

个个体的染色体单体型" 在
D88F$EG

#

D88F8?%%

构

建的单体型中!所有患者都继承同一单体型!而非患

者没有$而在
DEF8G$H

#

DEF%!!

构建的单体型中!患

者间没有共同的单体型"

!"!

候选基因的扩增

对
I@J8

和
I@J!

基因进行
B.C

扩增所有片段

均得到较好扩增!

GK

非变性聚丙烯凝胶电泳检测!

未发现大片段缺失"

!"$

测序分析

基因测序结果% 先证者
I@J8

基因测序分析未

发现杂合突变"

对
I@J!

基因所有
B.C

片段进行测序!发现一

个
G?LMN<

杂合突变&

O05()1 !

'" 对该家系所有患者

及
G

例正常对照进行双向测序! 发现该突变存在于

所有患者中!而不存在于正常对照中"选取家系外正

常对照
8%

人进行测序!亦未发现该突变" 其余外显

子测序未发现突变及多态性"

?

讨 论

遗传性多发性骨软骨瘤
P/1)1Q0R+)6 S(,R0T,1 '2!

R1'4/'*Q)'S+2

!

UIVW

又称遗传性多发性外生骨疣#

遗传性外生骨软骨瘤病# 遗传性畸形性软骨发育异

常等"遗传性多发性骨软骨瘤虽然是一种良性肿瘤!

然而肿瘤本身产生的症状困扰着患者及其家庭" 由

于肿瘤累及骨骺!因此患者大多身材矮小!临床均有

两处以上骨疣!几乎所有患者骨疣均累及膝关节!其

次是踝关节#肘关节#腕关节!部分累及肩关节#髋关

节#骨#指关节等未见累及颅面骨!与文献报道一致"

本例先证者发病年龄
?%

岁! 家族史明显!

@

线检查

发现患者尺
X

桡骨等多处均有软骨瘤并有右前臂畸

形!临床明确诊断为
UVI

"

UVI

具有遗传异质性!目前的研究认为至少与

?

个基因即
I@J#

#

I@J!

#

I@J?

有关!但从临床表现

无法区分" 大多数
UVI

患者与
I@J#

和
I@J!

有

%&'()* ! +,-! '*.* /*0(*.1&.' 234

B)'T'20R(2

U1+,R1

!

#

V(R+R0'*

#GH
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关 !

&'(

患者中未发现
()*#

或
()*!

突变者比

例
+#%,

"

-./0/12

等 #

!

$的报道也证实了这一观点"

()*#

%

()*!

均为抑癌基因!广泛表达!

()*#

基因包

含
##

个外显子! 编码
345

个氨基酸&

()*!

基因包

含
#4

个外显子!第
!674

外显子形成一个开发阅读

框!编码含
378

个氨基酸#

9

$

" 且两基因在氨基酸水平

上高度相似!特别是羧基端区域"

()*7

%

()*!

基因

编码一种
!

型跨膜蛋白! 这些蛋白质与硫酸乙酰肝

素蛋白多糖'

:/;<=<1 >?.@<2/ ;=A2/AB.CD<1>

!

&EFG

(密

切相关! 而
&EFG

是软骨的组成成分!

()*#

%

()*!

基因突变导致
&EFG

合成障碍"细胞增殖%成熟的负

反馈破坏!使软骨细胞过早分化!使邻近区域的骨骼

生长异常!从而引起多发性外生性骨疣"基因突变引

起的信号通路异常导致部分软骨膜软骨细胞分化成

为肥大细胞!但这些软骨细胞并非纵向排列!而是以

与生长板形成约
$H!

的夹角生长并逐渐形成骨软骨

瘤#

4

$

" 本实验通过构建单倍型连锁分析将该家系的

致病基因确定为
()*!

!进一步对
()*!

所有片段测

序发现
593GIJ

无义突变" 有文献研究
()*!

出现

5

种内含子和
7

种外显子突变! 可见突变集中在内

含子上#

%

$

!周永安等#

5

$和杨慧芳等#

3

$报道的突变位于

内含子"该家系的突变位于
()*!

基因外显子三区!

将引起编码蛋白
7$!

位的密码子形成终止密码!使

编码蛋白成为只有
7$7

个氨基酸的截断型蛋白!截

断型蛋白高度不稳定! 在细胞内会迅速降解" 该突

变未在
()*

基因突变数据库检索到且无相关文献

报道"家系中
!

7

经全身体格检查及骨疣好发部位
)

线检查均发现病变!其后代存在患者!连锁分析发现

其单体型同所有患者!且测序发现其有此突变!有明

显的家族遗传性!符合遗传性多发性骨疣的诊断"先

证者家系调查发现!该突变来自于先证者的父亲"

由于
&'(

具有遗传异质性! 临床无法区分!

()*7

和
()*!

基因编码区片段较长!且其基因突变

不仅涉及编码区! 相当一部分位于剪接位点甚至调

控区! 故直接检测费时费力" 本研究首先利用与

()*7

%

()*!

基因紧密连锁的
E*K

位点进行连锁分

析! 所选四个
E*K

与候选基因的遗传距离均小于

7D0

!重组率小于
7,

!且杂合率高%多态性好!因此

能够快速准确确定候选基因" 然后再对候选基因进

行直接检测!这样节省了直接检测成本"

本研究证实
()*!

基因
593GIJ

无义突变!是

导致该家系
&'(

的分子机制"总之!

&'(

病因及发

病机制目前虽已取得一定进步! 但仍有许多关键问

题未解决"此例患者资料的收集及整理!为今后的外

周血样本提取
LMJ

及
F-K

扩增测序! 寻找该家系

致病基因并与国内其他患者比较有重要意义" 在今

后的研究中! 还可以将其与临床表现及放射学特征

联系!从而阐明
()*

的基因型与表现型之间的内在

联系!为预防该疾病发生%家系成员的遗传咨询和产

前基因诊断! 同时也为进一步研究
&'(

发病的分

子机制提供依据"
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