
收稿日期:２０１９￣０３￣２８　 　 接受日期:２０１９￣０４￣１５
基金项目:浙江省重点研发计划(２０１９Ｃ０３０２５)
第一作者:楼　 铁(１９７８—)ꎬ女ꎬ硕士ꎬ主治医师ꎬ主要从事妇产科学研究ꎻＥ￣ｍａｉｌ: ｔｉｅｌ￣２００４＠ １６３. ｃｏｍꎻ ｈｔｔｐｓ: / / ｏｒｃｉｄ. ｏｒｇ /
００００￣０００２￣１０６９￣３８０３
通信作者:董旻岳(１９６４—)ꎬ男ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ博士生导师ꎬ主要从事生殖遗传学研究ꎻＥ￣ｍａｉｌ: ｄｏｎｇｍｙ＠ ｚｊｕ. ｅｄｕ. ｃｎꎻ
ｈｔｔｐｓ: / / ｏｒｃｉｄ. ｏｒｇ / ００００￣０００２￣４３４４￣７９２４

ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｚｊｕｊｏｕｒｎａｌｓ. ｃｏｍ / ｍｅｄ ＤＯＩ:１０. ３７８５ / ｊ. ｉｓｓｎ. １００８￣９２９２. ２０１９. ０８. ０４

出生缺陷预防控制 　 􀅰专题报道􀅰

ＣＬＮ６ 基因复合杂合突变导致神经元蜡样
脂褐质沉积症一家系遗传学研究
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[摘　 要] 　 目的:探讨一个常染色体隐性遗传神经元蜡样脂褐质沉积症(ＮＣＬ)家

系的遗传学原因ꎮ 方法:应用目标区捕获高通量靶向测序对先证者进行候选基因

突变筛查ꎬ并通过 ＰＣＲ 测序在先证者及其父母中对突变位点进行验证ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 及

ＴＡ 克隆测序考察上述两种突变是否影响剪接ꎮ 结果:测序结果显示先证者存在

ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ 和 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 复合杂合突变ꎬ分别来自父母双方ꎮ ＲＴ￣
ＰＣＲ 及 ＴＡ 克隆测序提示两种突变均可导致两种异常剪接ꎮ 结论:ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋
２Ｔ > Ｃ 和 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 复合杂合突变很可能为该 ＮＣＬ 家系患者的遗传学病因ꎬ
新突变基因丰富了 ＣＬＮ６ 基因突变谱ꎮ
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　 　 神经元蜡样脂褐质沉积症( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｒｏｉｄ
ｌｉｐｏｆｕｓｃｉｎｏｓｅｓꎬ ＮＣＬ) 是一组遗传性神经变性疾

病[１]ꎮ ＮＣＬ 患者在世界不同地区都有报道ꎬ患病

率为 １ / １００ ０００ ~ １ / １４ ０００[２]ꎬ主要发生在欧洲、
美国和一些亚洲国家 (印度、巴基斯坦和日本

等)ꎬ 中国较少报道ꎮ 目前认为 ＰＰＴ１、 ＴＴＰ１、
ＣＬＮ３、ＤＮＡＪＣ５、ＣＬＮ５、ＣＬＮ６、ＭＦＳＤ８、ＣＬＮ８、ＣＴＳＤ
等基因突变与 ＮＣＬ 的发病相关[３]ꎮ 根据临床发

病年龄和基因型ꎬＮＣＬ 可分为先天型、婴儿型、晚
期婴儿型、青少年型和成年型[４]ꎮ ＮＣＬ 的主要表

现包括多种类型的癫痫发作、智力运动发育落后

或倒退、视力损害、头颅影像显示大脑皮质和小脑

萎缩[５]ꎮ 本研究对一个 ＮＣＬ 核心家系进行了基

因突变分析ꎬ明确其遗传学病因ꎮ

１　 对象与方法

１. １　 对　 象

该家系于 ２０１８ 年 ５ 月就诊于浙江大学医学

院附属妇产科医院生殖遗传科ꎮ 先证者ꎬ男性ꎬ１０
岁ꎬ５ 岁 ８ 个月时因“行走不稳 １ 个月”于当地医

院就诊ꎬＭＲＩ 检查提示小脑发育不良ꎮ 半年后检

查提示小脑萎缩ꎮ 患者系足月剖宫产分娩ꎬ手术

顺利ꎬ出生后 ２ 月余抬头ꎬ１４ 个月开始学说话和走

路ꎬ１６ 个月能独立平稳走路ꎬ４ 岁开始读幼儿园ꎬ与
同龄小孩身体智力发育水平无异常ꎮ 近 ２ ~３ 年病

情呈进行性加重ꎬ基本无法行走ꎬ智力、视力均明显

减退ꎬ否认癫痫样发作病史ꎬ否认家族史ꎮ 本研究

方案经浙江大学医学院附属妇产科医院伦理委员

会审查批准(２０１９００４１)ꎬ研究对象均知情同意ꎮ

１. ２　 仪器及试剂

ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ( ２５０ ) 为德国

ＱＩＡＧＥＮ 公 司 产 品ꎻ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 为日本 ＴａＫａＲａ 公司产品ꎻＰＣＲ
试剂 ２ × Ｇｏｌｄｓｔａｒ Ｂｅｓｔ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ( Ｄｙｅ) (货 号

ＣＷ０６５６)为康为世纪生物科技有限公司产品ꎮ
ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计为美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品ꎻＰＣＲ 扩增仪为美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司产品ꎮ 引物合成和逆转录由生工生物工程

(上海)股份有限公司完成(ＡＢＩ ３７３０ＸＬ)ꎮ ＰＣＲ
产物直接 Ｓａｎｇｅｒ 测序由北京六合华大基因科技

有限公司完成ꎮ
１. ３　 ＤＮＡ、ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

采集先证者及其父母外周血６ ｍＬ(ＥＤＴＡ 抗

凝)ꎮ 取 ２００ μＬ 外周血ꎬ提取基因组 ＤＮＡꎬ分光

光度计测定浓度ꎬ４ ℃保存ꎮ 取 ２５０ μＬ 外周血ꎬ
分别加入 ７５０ μＬ 提取基因组 ＤＮＡꎬ －８０ ℃保存ꎻ
再将上述 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ －２０ ℃保存ꎮ
１. ４　 高通量测序检测基因突变

由北京中科北泰医学科技有限公司完成高通

量测序ꎬ检测项目为 ＮＣＬ 遗传代谢相关基因ꎮ
１. ５　 ＰＣＲ 测序验证基因突变

针对目标区域捕获高通量测序检出的先证者

突变位点设计上下游引物(ＣＬＮ６￣４Ｆ、ＣＬＮ６￣４Ｒꎬ
表 １)ꎮ 反应体系:２ × 扩增缓冲液 １５ μＬꎬ上下游

引物(２０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０. ６ μＬꎬＤＮＡ 模板约 ６０ ｎｇꎬ
以双蒸水补足至 ３０ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃ 变性

１０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸 １０ ｍｉｎꎮ
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１. ６　 ＲＴ￣ＰＣＲ 及 ＴＡ 克隆测序检测剪接体异常

为考察检出的突变是否影响剪接ꎬ以先证者

及其父母外周血 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ对潜在剪接异常

区域进行扩增ꎮ 为尽可能减少基因组 ＤＮＡ 干扰ꎬ
增加特异性ꎬ首先分别在 ３ 号与 ６ 号外显子上设

计正反向引物 ( ＣＬＮ６￣ｍｒＥ３￣Ｆ、ＣＬＮ６￣ｍｒＥ６￣Ｒꎬ表
１)ꎬ并进一步设计跨外显子引物(ＣＬＮ６￣ｍｒＥ３＿Ｅ４￣
Ｆ、ＣＬＮ６￣ｍｒＥ５＿Ｅ６￣Ｒꎬ表 １)进行巢式 ＰＣＲ 扩增ꎮ
第一轮 ＰＣＲ 体系:２ ×扩增缓冲液 ５ μＬꎬ上下游引

物(２０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０. ２ μＬꎬｃＤＮＡ 模板约 ０. ４ μＬꎮ
第二轮 ＰＣＲ 体系:２ × 扩增缓冲液 １５ μＬꎬ上下游

引物(２０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０. ６ μＬꎬ模板为极少量第一

轮产物ꎮ 反应条件:９５ ℃变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性

３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃再延伸 １０ ｍｉｎꎮ 最终产物分别构建 ＴＡ 克

隆ꎬ并挑取单克隆ꎬ以载体通用引物进行测序ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引　 物 引物序列(５′￣３′)
片段长度

(ｂｐ)∗

ＣＬＮ６￣４Ｆ ＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＣＧＴ ４６７
ＣＬＮ６￣４Ｒ ＧＡＡＣＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣＴＡＧＣＴＴＧ
ＣＬＮ６￣ｍｒＥ３￣Ｆ ＣＴＴＣＣＡＣＡＴＧＧＣＣＴＡＣＡＡＣＧＴＣ ３００
ＣＬＮ６￣ｍｒＥ６￣Ｒ ＧＣＡＧＴＡＡＡＧＣＡＧＣＣＧＣＴＧＡＡＧＴ
ＣＬＮ６￣ｍｒＥ３＿Ｅ４￣Ｆ ＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＡＡＧＣＴＣＡＴＣＧＡＧ ３００
ＣＬＮ６￣ｍｒＥ５＿Ｅ６￣Ｒ ＧＧＡＴＧＴＡＣＣＡＣＡＴＧＣＡＧＴＧＡＣＣ

　 　 ∗此为标准参考序列长度ꎬ实际 ｃＤＮＡ 片段大小可随剪接异

常而变化.

２　 结　 果

２. １　 基因突变检测结果

先证者存在ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ和ｃ. ４８６ ＋

４Ａ > Ｔ 杂合突变ꎬ父母分别为上述两种突变的杂

合携带者(图 １)ꎮ 先证者突变分别来自父母双

方ꎬ从而确定先证者为复合杂合突变ꎮ

　 　 先证者检出 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ 和 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 复

合杂合突变ꎻ父亲检出 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ 杂合突变ꎻ母亲

检出 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 杂合突变. 箭头所示为突变位点.
图 １　 先证者及其父母 ＣＬＮ６ 基因的 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＣＬＮ６ ｇｅｎｅ ｉｎ

ｐｒｏｂａｎｄ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔｓ

２. ２　 剪接体检测结果

先证者共挑取 １３ 个单克隆ꎬ测序显示全部为

异常剪接体ꎬ且两种突变均可导致 ４ 号外显子延

长 １１９ 或 ２６ 个碱基ꎬ造成移码并分别在第 １０ 位

与第 １９ 位 提 前 出 现 终 止 密 码 子 ( ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ)(图 ２)ꎮ 父母分别挑取 １４ 个与

１６ 个单克隆ꎬ经测序未发现异常剪接体ꎮ

３　 讨　 论

ＮＣＬ 是一种罕见的常染色体隐性遗传性神

经退行性疾病ꎮ 本研究检出的 ＣＬＮ６ 属于晚期婴

儿型的突变型ꎮＣＬＮ６位于染色体１５ｑ２３ꎬ编码一

　 　 Ａ、Ｂ 所示为 ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ 突变导致 ４ 号外显子延长 ２６、１１９ ｂｐꎻＣ、Ｄ 所示为 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 突变导致 ４ 号外显子延长 ２６、
１１９ ｂｐ.
图 ２　 先证者 ｃＤＮＡ ＴＡ 克隆测序结果
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｃＤＮＡ ＴＡ ｃｌｏｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ

􀅰５７３􀅰楼　 铁ꎬ等. ＣＬＮ６ 基因复合杂合突变导致神经元蜡样脂褐质沉积症一家系遗传学研究



种具有 ７ 个跨膜结构域的内质网膜蛋白ꎬ在溶酶

体功能中发挥稳定作用[６]ꎮ ＣＬＮ６ 突变导致 ＮＣＬ
最初在哥斯达黎加发现ꎬ患者的临床症状呈非特

异性ꎬ通常早期出现癫痫发作和运动障碍ꎬ其次是

语言障碍、共济失调、智力退化和视力丧失ꎬ大脑

Ｔ２ 加权 ＭＲＩ 图像显示脑室周围白质的高信号伴

有部分小脑萎缩[７]ꎮ 随着疾病进展ꎬ在大多数情

况下ꎬ患儿 ３ ~ ８ 岁时出现视力丧失ꎬ并迅速发展

为失明ꎬ往往在 １０ 岁时失去所有运动技能[８]ꎮ 目

前没有针对 ＮＣＬ 的病因学或疾病特异性治疗方

法ꎬ仅对症治疗ꎮ 由于该疾病无特异性的临床表

现ꎬ通常 ＮＣＬ 不是对此类病例的最初诊断ꎬ需要

通过基因组测序来针对不明原因的癫痫发作或白

质脑病或遗传性代谢紊乱来明确病因[９]ꎮ 本家

系先证者 ５ 岁发病ꎬ最早出现的症状是共济失调ꎬ
１０ 岁左右已出现明显运动障碍ꎬ智力与视力减

退ꎬ癫痫发作情况并不典型ꎬ表型基本符合ꎮ
目前人类基因突变数据库(ＨＧＭＤ ２０１８. ４

版本)收录 ＣＬＮ６ 基因共有 ８５ 种不同的突变ꎬ其
中错义突变 ６０ 种ꎬ无义突变 ６ 种ꎬ小缺失突变

１２ 种ꎬ大缺失突变 ２ 种ꎬ重复突变 ５ 种ꎬ插入突

变 ２ 种ꎬ其中 ８１ 种突变已明确可以导致疾病发

生ꎬ４ 种突变还无法完全明确是否与疾病发生相

关ꎮ 本家系先证者检出的 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ
和 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 突变在 ｇｎｏｍＡＤ 数据库中未

记录ꎬ说明其在人群中极罕见(ＰＭ２)ꎻ在 ＨＧＭＤ
数据库中ꎬＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋ ２Ｔ > Ｃ 与 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ
均未报道ꎮ 根据美国医学遗传学与基因组学学会

(ＡＣＭＧ)指南(２０１５)ꎬ我们将这两种突变评级为

可能致病(ＰＳ∗１ꎬＰＭ∗１)ꎮ
众所周知ꎬ人类的基因为断裂基因ꎬ即由若干

个外显子和内含子序列互相间隔开ꎬ但又连续镶

嵌而成ꎬ去除内含子序列再连接后ꎬ可翻译出由连

续氨基酸组成的完整蛋白质[１０]ꎮ 内含子序列在

经典剪接位点具有高度保守性ꎬ９９. ２４％的剪接位

点符合 ＧＴ￣ＡＧ 规则ꎬ因此一般认为在此位置发生

的突变会影响基因的剪接[１１]ꎮ 但实际上ꎬ有些非

经典剪接位点突变也可影响剪接ꎬ因此在临床实

践中ꎬ通常对与外显子侧翼 １０ 位之内的突变均应

考虑其影响剪接的可能性ꎮ 剪接突变可引起外显

子跳跃、外显子延伸或截短ꎬ往往会导致移码ꎬ使
所得的转录产物提早出现终止密码子[１２]ꎮ 本家

系中ꎬＣＬＮ６ 第 ４ 外显子在 ２ 和 ４ 位上发生剪接突

变ꎬ造成移码并提前出现终止密码子ꎬ从而影响蛋

白结构和功能ꎬ导致疾病发生ꎮ
无义介导的 ｍＲＮＡ 降解( ｎｏｎｓｅｎｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｍＲＮＡ ｄｅｃａｙꎬ ＮＭＤ)是人类消除异常剪接所致异

常蛋白积聚的主要机制之一[１３]ꎬ在基因转录翻译

过程中ꎬ当出现提前终止密码子时ꎬ机体会识别这

些异常剪接产物并将其降解ꎬ以减少基因的错误

表达[１４]ꎮ 例如ꎬ有文献报道在一名泰国地中海贫

血患者中检出 ＨＢＢ:ｃ. １２９ｄｅｌＴ 移码突变[１５]ꎬ理论

上患者应出现较严重症状ꎬ但该患者症状却异常

轻微ꎬ随后作者通过体外细胞水平实验ꎬ发现突变

体 ｍＲＮＡ 出现极大程度的降解ꎬ作者推测患者机

体可能通过 ＮＭＤ 机制ꎬ将带有终止密码子的突

变 ｍＲＮＡ 大量降解ꎬ从而阻止潜在截短蛋白的产

生[１６]ꎮ 在本家系中ꎬ先证者存在 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋
２Ｔ > Ｃ 和ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ复合杂合突变ꎬ同时也分

别检出了异常剪接体ꎬ说明这两种突变均可导致

剪接异常ꎮ 其父母均为携带者ꎬ却未检出异常剪

接体ꎬ推测可能是因为父母均存在一条正常等位

基因ꎮ 突变虽可导致剪接异常ꎬ但 ＮＭＤ 的发生

使得异常转录本在体内的丰度远远低于正常转录

本ꎬ而 ＴＡ 克隆挑取单克隆测序的方法尚不足以

检出异常剪接体ꎻ而在先证者中ꎬ两个等位基因表

达丰度同时降低ꎬ异常转录本的占比反而更为平

衡ꎬ故均可被检测到ꎮ 因此ꎬ我们认为ꎬ对于隐性

遗传病的剪接研究ꎬ纯合子或复合杂合子可能

优于携带者ꎮ
综上所述ꎬ本例家系先证者检出 ＣＬＮ６:ｃ. ４８６ ＋

２Ｔ > Ｃ 和 ｃ. ４８６ ＋ ４Ａ > Ｔ 复合杂合突变ꎬ并在

ｍＲＮＡ 水平检出两种异常剪接体ꎬ理论上很可能

影响蛋白质的结构和功能ꎬ提示为本家系先证者

的致病原因ꎮ 本研究可为该家系遗传咨询及再生

育指导提供分子病理学依据ꎬ新突变基因的发现

也扩大了该基因的突变谱ꎮ
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