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高通量测序鉴定肥厚型心肌病患儿致病突变

刘旭霞１，２，姜腾勇２，张晓萍１，２，刘婷婷１，２，王绿娅１，２，杜　杰１，２

（１．首都医科大学附属北京安贞医院　北京市心肺血管疾病研究所教育部心血管重塑相关疾病重点实验室，北京　
１０００２９；２．首都医科大学附属北京安贞医院心内科，北京　１０００２９）

摘要：　目的　利用目标基因靶向捕获高通量测序方法鉴定肥厚型心肌病（ＨＣＭ）患儿的致病突变，分析基因型
与临床表型的关系。方法　对１例１４岁男性ＨＣＭ患儿进行血液与临床资料收集。提取其全血基因组ＤＮＡ、文库制
备，靶向富集８个编码肌小节蛋白的ＨＣＭ的致病基因，并行高通量测序。通过生物信息学分析筛选致病突变。用１
代测序来验证２代测序发现的致病突变位点。结果　患儿有晕厥史，左心室严重肥厚，心电图呈传导阻滞。目标基因
捕获高通量测序筛查致病突变的结果经与公共数据库和内部健康人测序数据库对比，发现致病突变位点 ＭＹＨ７
Ｒ８６９Ｃ。此位点检测结果与Ｓａｎｇｅｒ测序结果完全一致。结论　利用目标基因捕获测序技术可筛选出 ＨＣＭ致病突变
ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ。携带此突变的患儿临床表型严重。ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ突变可能是我国ＨＣＭ患儿的突变热点。
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　　小儿肥厚型心肌病（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａ
ｔｈｙ，ＨＣＭ）预后差，存活者常伴有持久的心肌损害及
心功能不全［１］。ＨＣＭ呈常染色体显性遗传，至今已
发现的致病突变绝大部分集中于８个编码肌小节蛋
白的基因（ＭＹＨ７、ＭＹＢＰＣ３、ＴＮＮＴ２、ＴＰＭ１、ＴＮＮＩ３、
ＭＹＬ２、ＭＹＬ３、ＡＣＴＣ）［２］。传统筛查 ＨＣＭ致病基因
的方法是 Ｓａｎｇｅｒ测序法，其费时、费力，且成本高。
本研究对临床确诊的１例 ＨＣＭ患儿进行目标基因
捕获高通量测序，快速筛查其致病突变，并结合心脏

超声及心电图结果，探讨基因突变与临床表型的关

系，为我国ＨＣＭ患儿的基因诊断提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为北京安贞医院心内科
门诊确诊的ＨＣＭ患儿１例。ＨＣＭ的临床诊断标准
依据２０１１年美国心脏病学基金会／美国心脏协会诊
断治疗指南［３］。该患儿为男性，１４岁，发病年龄１２
岁，主诉胸闷，有晕厥史。超声心动图显示室间隔与

左心室侧壁心尖段呈现高度增厚，最厚处３４ｍｍ，左
心室后壁为６ｍｍ，左心室收缩末内径为１５ｍｍ，左心
室舒张末内径为３５ｍｍ，左心房前后径为２３ｍｍ，射
血分数８８％，左心室流出道狭窄。心电图显示窦性
心律，右束支传导阻滞。患者于发病２ａ后行心肌切
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除术。本研究经首都医科大学附属北京安贞医院伦

理委员会审核批准，患儿及家属签署知情同意书。

１．２　ＤＮＡ全基因组文库的制备　采用 ＤＮＡ提取
试剂盒（美国ＱＩＡＧＥＮ公司）从患者抗凝全血中提取
基因组ＤＮＡ，用文库样本定量检测仪 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）和琼脂糖凝胶电泳进行质量控
制。将起始量为３μｇ的ＤＮＡ稀释，Ｓ２超声仪（美国
Ｃｏｖａｒｉｓ公司）行超声片段化，打断样本片段约１５０ｂｐ。
用ＮＥＢＮｅｘｔＤＮＡ文库制备试剂盒Ｉｌｌｕｍｉｎａ（美国ＮＥＢ
公司）制备全基因组文库。片段产物采用高保真酶进

行聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩
增，构建患儿全基因组文库。用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００和琼
脂糖凝胶电泳对文库质量进行检测。

１．３　目标基因捕获及高通量测序　利用 ＧｅｎＣａｐ
基因序列捕获技术（北京迈基诺公司）将包含有 ８
个ＨＣＭ致病基因（ＭＹＨ７、ＭＹＢＰＣ３、ＴＮＮＴ２、ＴＰＭ１、
ＴＮＮＩ３、ＭＹＬ２、ＭＹＬ３、ＡＣＴＣ）的捕获探针（北京迈基
诺公司）和患儿的全基因组文库混合，患儿疾病相

关基因片段被杂交至探针上，进而通过生物素和链

霉亲和素的磁珠结合被吸附至磁珠上，经洗脱处理

将非目标区域的ＤＮＡ片段洗掉，从而富集疾病基因
片段，然后利用新一代测序仪Ｈｉｓｅｑ２０００（美国Ｉｌｌｕ
ｍｉｎａ公司）进行高通量测序。
１．４　生物信息学分析　目标区域测序后经过滤等
处理获得的读数，去除测序数据中的接头和低质量

（质量值≥２０）和低覆盖度（深度≥１０）的数据等，运
用ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ软件（ｈｔｔｐ：／／ｓｏａｐ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ／
ｓｏａｐｓｎｐ．ｈｔｍｌ）比对到参考基因组上，对获得的数据
进行标准流程下的信息分析，得到单核苷酸多态性

（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）、插入缺失突
变（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎｓ，ＩｎＤｅｌｓ）等分析结果。同
时进行测序深度、覆盖度及均一性等有效数据统计。

经过与公共数据库及内部健康人数据库进行对比分

析，找出ＨＣＭ相关基因的突变信息。
１．５　１代测序验证　对高通量测序生物信息学分
析得到的包含致病突变位点的片段进行 ＰＣＲ扩增
并直接进行ＤＮＡ测序。采用生物学软件Ｐｒｉｍｅｒ６．０
设计涵盖突变位点的引物。本研究对涵盖 ＭＹＨ７
Ｒ８６９Ｃ突变位点的片段设计的上游引物序列为５′
ＣＣＣＡＡＧＴＡＧＡＡＡＧＣＣＴＧＴＧＣ３′，下游引物序列为
５′ＧＡＣＴＣＣＣＴＧＣＴＧＧＴＡＡＴＣＣＡ３′，扩增产物长度为
４６９ｂｐ。ＰＣＲ反应参照本研究室建立的Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ
ＰＣＲ方法进行扩增［４］，试剂盒购于北京天恩泽基因

科技公司。ＰＣＲ产物经低熔点琼脂糖凝胶电泳回
收，纯化送交北京金诺锐杰基因科技有限公司测序。

２　结果

２．１　高通量测序分析　对患儿测序统计学概况显
示目标区域覆盖度达９９．７％，有９５．５％的目标区域
测序深度达２０倍以上。

对８个 ＨＣＭ致病基因高通量测序结果进行分
析，将质量差的数据过滤之后，得到５个ＳＮＰｓ，包括４
个同义突变（ＭＹＢＰＣ３Ｅ１０９６Ｅ，ＭＹＢＰＣ３Ｉ３３６Ｉ，ＭＹＨ７
Ｔ６３Ｔ，ＴＰＭ１Ａ１５１Ａ）和 １个非同义突变（ＭＹＨ７
Ｒ８６９Ｃ）。未发现ＩｎＤｅｌｓ突变。高通量测序分析结果
见表１。经过与公共数据库进行比对分析，３个同义
突变（ＭＹＢＰＣ３Ｅ１０９６Ｅ，ＭＹＨ７Ｔ６３Ｔ，ＴＰＭ１Ａ１５１Ａ）位
于千人基因组计划（ｗｗｗ．１０００ｇｅｎｏｍｅｓ．ｏｒｇ）中，２个
同义突变（ＭＹＨ７Ｔ６３Ｔ，ＴＰＭ１Ａ１５１Ａ）存在于内部３００
个健康人数据库中，这些同义突变被认为无致病性。

而１例非同义突变ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ为已报道的人类基
因突变数据库（ｈｕｍａｎｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｄａｔａｂａｓｅ，ＨＧ
ＭＤ）收录的致病突变位点。此例患儿的致病突变由
ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ突变位点导致。

表１　ＨＣＭ患儿高通量测序结果
Ｔａｂ．１　ＲｅｓｕｌｔｏｆｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎａｃｈｉｌｄｗｉｔｈＨＣＭ
项目 ＭＹＢＰＣ３ ＭＹＢＰＣ３ ＭＹＨ７ ＭＹＨ７ ＴＰＭ１
突变频率 １００．００％ ４７．６３％ ５０．１８％ ５８．５９％ １００．００％
测序次数（深度） ９３ ７６０ ２８３ ９９ ９
参考碱基的测序次数 ０ ３９８ １４１ ４１ ０
突变碱基的测序次数 ９３ ３６２ １４２ ５８ ９
染色体及位置 ｃｈｒ１１４７３５４７８７ ｃｈｒ１１４７３６７８４０ ｃｈｒ１４２３８９４０５２ ｃｈｒ１４２３９０２７５３ ｃｈｒ１５６３３５１８４０
突变位置 Ｅ１０９６Ｅ Ｉ３３６Ｉ Ｒ８６９Ｃ Ｔ６３Ｔ Ａ１５１Ａ
参考序列碱基 Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ
测序序列碱基 Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ
突变类型 纯合 杂合 杂合 杂合 纯合
测序质量 ２６８１．７７ ８４９９．７７ ３５５０．７７ １５９４．７７ ２８７．７８
测序深度 ９３ ７６０ ２８３ ９９ ９
突变影响 同义突变 同义突变 非同义突变 同义突变 同义突变
ｓｎｐ１３７编号 ｒｓ１０５２３７３ － － ｒｓ２０６９５４０ ｒｓ１０７１６４６
外显子位置 ｅｘｏｎ２９ ｅｘｏｎ１２ ｅｘｏｎ２２ ｅｘｏｎ３ ｅｘｏｎ４
ｃＤＮＡ碱基的编号 ｃ．３２８８Ｇ＞Ａ ｃ．１００８Ｃ＞Ｔ ｃ．２６０５Ｃ＞Ｔ ｃ．１８９Ｃ＞Ｔ ｃ．４５３Ｃ＞Ａ
氨基酸残基的变化 ｐ．Ｅ１０９６Ｅ ｐ．Ｉ３３６Ｉ ｐ．Ｒ８６９Ｃ ｐ．Ｔ６３Ｔ ｐ．Ａ１５１Ａ
突变数据库ＨＧＭＤ － － ｃｈｒ１４２３８９４０５２ － －
内部健康人数据库 － － － ｃｈｒ１４２３９０２７５３ ｃｈｒ１５６３３５１８４０
千人基因组中的突变 ｃｈｒ１１４７３５４７８７ － － ｃｈｒ１４２３９０２７５３ ｃｈｒ１５６３３５１８４０

　　注：“－”表示数据库无记录。
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２．２　ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ的 Ｓａｎｇｅｒ测序验证　对高通
量测序发现的致病突变，利用“金标准”第１代测序
进行验证。１代测序图谱见图１，证实该 ＨＣＭ患者
存在ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ突变。

图１　ＨＣＭ患者 ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ突变位点的１代测序验证
（箭头所示为Ｃ到Ｔ杂合突变）
Ｆｉｇ．１　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＭＹＨ７Ｒ８６９ＣｍｕｔａｔｉｏｎｂｙＳａｎｇｅｒｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ（ａｒｒｏｗｄｅｎｏｔｅｓＣｔｏＴｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＣ２６０５Ｔｍｕｔａ
ｔｉｏｎ）

３　讨论

本研究采用目标基因捕获高通量测序技术对１
例ＨＣＭ患儿进行基因检测，该技术是将第２代测序
技术用于 ＨＣＭ患儿致病基因的检测方法，结果发
现该患儿的致病突变位点为 ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ，该基因
型导致了严重的临床表型。

ＨＣＭ的临床表型变化较大，主要包括从无症状
到呼吸困难、胸痛、心律失常、心力衰竭，甚至心源性

猝死［５］。各年龄段人群皆可罹患 ＨＣＭ。小儿 ＨＣＭ
患者发病早，临床症状重，预后差［１］。ＨＣＭ既可散
发亦可呈家族性聚集，二者皆与基因突变高度相关，

童年起病的散发性 ＨＣＭ病例中近一半由基因突变
引起，而童年起病的家族性患者中突变检出率高达

６７％［６］。不同基因型对应的临床表型不同，其中

ＭＹＨ７突变患者发病年龄相对较小，心肌肥厚程度
较重。如ＭＹＨ７基因４０３位突变是恶性突变，发病
早，猝死率高；ＭＹＨ７基因７１９位突变者心力衰竭风
险增加［７］。Ｒｉｃｈａｒｄ等［８］首次发现 ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ纯
合突变，患者１０岁左右发病，１７岁发生心房颤动，
４０岁之前左心室收缩期功能失调，左心房严重膨
胀。本研究中 ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ杂合突变携带者１２岁
发病，室间隔与左心室侧壁心尖段呈现高度增厚，左

心室收缩期功能失调，心电图呈现右束支传导阻滞，

患者１４岁行心肌切除术，与 Ｒｉｃｈａｒｄ等［８］的研究相

似。

ＨＣＭ是临床最常见的遗传性心脏病，推荐对
ＨＣＭ患者常规进行基因学检测［３］。然而由于 ＨＣＭ
的异质性，不同的 ＨＣＭ患者可能由不同的突变引

起，这就导致用传统的测序方法进行检测不仅费时

费力，且花费巨大，难以在临床推广应用。目标基因

捕获高通量测序技术与传统测序方法不同，其针对

整个外显子组或目标区域进行高通量测序，通过只

对目标序列测序不仅降低了测序成本，还提高了测

序的效率［９］。目标区域测序已成功应用于遗传性

疾病的致病突变研究，如隐性非综合征型耳聋［１０］。

本研究也利用该前沿技术对１例 ＨＣＭ患儿进行检
测，发现其突变位点为ＭＹＨ７Ｒ８６９Ｃ。对ＨＣＭ患儿
进行遗传学诊断，将对患儿的临床治疗、病情评估及

遗传咨询具有重要意义。
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