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　 　 神经纤维瘤病是影响神经、皮肤、骨骼等多系

统的遗传性、肿瘤易感性疾病ꎬ最常见的类型为Ⅰ型

神经纤维瘤病( ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｏｍａｔｏｓｉｓ ｔｙｐｅ １ꎬ ＮＦ１)ꎬ约
占 ９６％[１]ꎮ ＮＦ１ 是由编码神经纤维瘤蛋白(ＮＦ１ 蛋

白)的 ＮＦ１ 基因突变所致ꎬ遵循常染色体显性遗传ꎬ
发病率为 １ / ３ ０００ ~ １ / ２ ５００[２]ꎮ 该病以皮肤牛奶咖

啡斑、周围神经多发性神经纤维瘤、腋窝或腹股沟雀

斑、脊柱畸形、胫骨假结节和虹膜 Ｌｉｓｃｈ 结节等为典

型临床表现ꎬ还与恶性肿瘤(如视神经胶质瘤、白血

病、嗜铬细胞瘤、胃肠道间质瘤)和神经精神疾病

(如癫痫、智力障碍、注意力缺陷多动症、自闭症)密
切相关[３￣６]ꎮ ＮＦ１ 基因是人体突变率较高的基因之

一ꎬ突变类型多样ꎬ迄今为止 ＨＧＭＤ 数据库收录的

该基因突变已超过 ３ ０００ 种[７]ꎬ包括由插入 /缺失导

致的移码突变、错义突变、无义突变等ꎮ 本研究报告

河北省人民医院收治的 １ 例家族性遗传性 ＮＦ１ 患

者ꎬ应用全外显子测序对先证者及其父母进行基因

检测ꎬＳａｎｇｅｒ 测序对先证者胎儿进行验证ꎬ以期丰富

ＮＦ１ 基因变异谱ꎬ为本病的遗传咨询提供参考ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 病例资料

先证者ꎬ女ꎬ２７ 岁ꎬ自诉全身有多发皮下软组织

肿块和牛奶咖啡斑ꎬ出现时间不详ꎬ随年龄增长逐渐

增多ꎬ目前孕 ２２ 周要求遗传咨询ꎮ 查体:神志清楚ꎬ
言语欠流利ꎬ注意力不集中ꎬ反应迟缓ꎮ 躯干及四肢

遍布大小不等、呈半球形的软疣和牛奶咖啡斑(见
图 １)ꎬ无触痛ꎮ 脊柱无畸形、无侧弯ꎬ各椎体无压痛

和叩击痛ꎬ四肢肌力正常ꎮ 先证者父亲及弟弟有相

似症状ꎬ先症者母亲未见异常(家系图见图 ２)ꎮ

图 １　 先证者皮肤囊肿状纤维软瘤及牛奶咖啡斑

图 ２　 先证者家系图(黑色箭头指示先证者ꎬ圆圈表示女性ꎬ
方框表示男性ꎬ空心表示正常个体ꎬ实心表示 ＮＦ１ 患
者)

１.２　 方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取

抽取先证者及其父母静脉血各 ５ ｍｌ 置于 ＥＤ￣
ＴＡ￣Ｋ２ 抗凝管中ꎬ采用血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒(德国希尔登凯杰公司)提取静脉血标本中的基
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因组 ＤＮＡꎮ 先证者于孕 ２６ 周在超声引导下行羊膜

腔穿刺术ꎬ抽取羊水 １０ ｍＬꎬ离心后留取细胞沉淀ꎬ
采用基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取羊水标本中的基

因组 ＤＮＡꎮ 受试者均签署基因检测知情同意书ꎮ
１.２.２　 全外显子组测序

以受检者血液基因组 ＤＮＡ 为检测材料ꎬ将

ＤＮＡ 打断并制备文库ꎬ通过芯片对目标基因编码区

及邻近剪切区的 ＤＮＡ 进行捕获和富集ꎬ后使用

ＭＧＩＳＥＱ￣２０００ 高通量测序仪(华大基因科技有限公

司ꎬ中国深圳)进行突变检测ꎮ 平均测序深度约为

１４０×ꎬ２０×覆盖度 ９９％ꎬ３０×覆盖度 ９８％ꎮ 测序数据

采用 ＮｅｘｔＧｅｎｅ Ｖ２.３.４ 软件与 ＵＣＳＣ Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｒｏｗ￣
ｓｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｏｍｅ￣ａｓｉａ. ｕｃｓｃ. ｅｄｕ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｈｇＴｒａｃｋｓ)
数据库提供的 ＧＲＣｈ３７ / ｈｇ１９ 人类参考基因组序列

进行比对和鉴别遗传变异ꎮ
１.２.３　 生物信息学分析

在 ＣｌｉｎＶａｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｃｌｉｎ￣
ｖａｒ)、ＨＧＭＤ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｈｇｍｄ. ｃｆ. ａｃ. ｕｋ / ａｃ / ｉｎ￣
ｄｅｘ.ｐｈｐ)、ＯＭＩＭ(ｈｔｔｐｓ: / / ｏｍｉｍ.ｏｒｇ / )及 ＰｕｂＭｅｄ 数

据库中对该突变进行检索ꎮ 在 ＥＳＰ 数据库 ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｅｖｓ. ｇｓ. ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ. ｅｄｕ / ＥＶＳ / )、千人数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.１０００ｇｅｎｏｍｅｓ. ｏｒｇ) 及 ＥｘＡＣ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘａｃ. ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ. ｏｒｇ)中对突变行

群体突变频率分析ꎮ 应用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件构

建蛋白模型并分析突变前后蛋白结构变化ꎮ 应用

Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔａｓｔｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ. ｏｒｇ /

ＣｈｒＰｏｓ.ｈｔｍｌ)等多种蛋白功能预测软件对该突变进

行危害性预测ꎮ 应用 ＵＣＳＣ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｏｍｅ￣ａ￣
ｓｉａ.ｕｃｓｃ.ｅｄｕ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｈｇＴｒａｃｋｓ)分析该基因编码蛋白

序列在物质间的保守性ꎮ 依据美国医学遗传学与基

因组学学会(Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
ａｎｄ ＧｅｎｏｍｉｃｓꎬＡＣＭＧ)相关指南对变异进行致病性

评级分析ꎮ
１.２.４　 Ｓａｎｇｅｒ 验证

应用 Ｐｒｉｍｅｒ ｖ３. ０ 软件针对 ＮＦ１ 基因 (ＮＭ ＿
００１０４２４９２.２)验证位点设计特异性引物ꎮ 正向引物

５′￣ＴＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴ ￣３′ꎬ反向引物 ５′￣
ＴＣＣＴＴＣＣＡＴＣＴＡＴＧＣＣＴＣＣＴＡ￣３′ꎮ 对先证者胎儿

的基因组 ＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增并纯化 ＰＣＲ 扩

增产物ꎮ ＰＣＲ 纯化扩增产物经 ＡＢＩ ３７３０ 自动测序

仪(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)进行正反双向测

序ꎬ测序结果与 ＮＦ１ 基因(ＮＭ＿００１０４２４９２.２)进行

序列比对ꎮ

２　 结　 果

本家系先证者及其父亲全外显子测序结果显示ꎬ
位于 １７ 号染色体长臂 １ 区 １ 带 ２ 亚带(１７ｑ１１.２)上的

ＮＦ１ 基因第 ４８ 位外显子发生 １ 处移码突变 ｃ.７１７７＿
７１７８ｉｎｓＴ(ｐ.Ｈｉｓ２３９３Ｌｅｕｆｓ∗２９)ꎬ针对该位点对先证

者父母进行 Ｓａｎｇｅｒ 验证ꎬ先证者 ＮＦ１ 基因的移码突

变遗传自父亲ꎬ先证者母亲未携带此突变(图 ３)ꎮ

图 ３　 ＮＦ１ 基因第 ４８ 号外显子 Ｓａｎｇｅｒ 测序图(红色箭头标记突变位点)

　 　 该突变在 ＣｌｉｎＶａｒ、ＨＧＭＤ、ＯＭＩＭ 以及 ＰｕｂＭｅｄ
等数据库中暂无报道ꎬ是首此发现的新突变ꎮ 应用

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 分别构建正常 ＮＦ１ 蛋白模型和突

变蛋白模型ꎮ 与正常蛋白相比ꎬ突变蛋白缺失 ３９８
个氨基酸并失去其正常结构(图 ４)ꎮ 应用 Ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ｔａｓｔｅｒ 对该突变进行危害性预测ꎬ结果显示为有害
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突变ꎮ 依据 ＡＣＭＧ 标准对其进行致病性分析:①检

出变异为无功能变异(ＰＶＳ１ 强)ꎻ②ＥＳＰ 数据库、千
人数据库、ＥｘＡＣ 数据库中正常对照人群中未发现

的变异(ＰＭ２ 中等)ꎻ③先证者及其父亲、弟弟已出

现皮肤多发神经纤维瘤和牛奶咖啡斑等典型临床症

状ꎬ先证者的表型及家族史高度符合Ⅰ型神经纤维

瘤病( ＰＰ４ 支持)ꎬ判定为致病变异 ( Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ)
(ＰＶＳ１ 强＋ＰＭ２ 中等＋ＰＰ４ 支持)ꎮ 应用 ＵＣＳＣ 软件

分析该基因序列在物种间的保守性ꎬ结果显示该位

点在物种间高度保守(图 ５)ꎬ高度保守的位点发生

突变则更可能致病ꎮ 建议先证者进一步行产前

诊断ꎮ
先证者于孕 ２６ 周行羊膜腔穿刺ꎬ提取羊水中胎

儿 ＤＮＡ 进行 Ｓａｎｇｅｒ 验证ꎬ产前诊断结果显示胎儿

未携带与先证者相同的突变(图 ３)ꎬ从基因水平推

测胎儿患病的可能性极小ꎮ

图 ４　 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 构建 ＮＦ１ 蛋白模型
Ａ :正常 ＮＦ１ 蛋白模型ꎻＢ: ＮＦ１ 基因变异后蛋白模型ꎬ变异后蛋白在第 ２ ４２０ 位氨基酸处截断ꎬ使其缺失 Ｃ 末端结构域ꎮ

图 ５　 保守性分析(ＮＦ１ 蛋白第 ２ ３９３ 位氨基酸位于物种间的高度保守性区域)

３　 讨　 论

ＮＦ１ 基因定位于 １７ｑ１１.２ꎬ基因组 ＤＮＡ 大小约

为 ３５０ ｋｂꎬ包含 ６０ 个外显子ꎬ其编码的神经纤维瘤

蛋白为原癌基因 Ｒａｓ 基因的负性调控因子ꎬ有肿瘤

抑制的作用[８]ꎮ 神经纤维瘤蛋白由 ２ ８１８ 个氨基酸

组成ꎬ结构复杂ꎬ包含 ５ 个主要结构域:富含半胱氨

酸 /丝氨酸结构域、ＧＡＰ 相关结构域、Ｓｅｃ１４ 结构域、
ＰＨ 结构域以及 Ｃ 末端结构域[９￣１２]ꎮ 本研究先证者

基因检测结果显示ꎬＮＦ１ 基因第 ４８ 位外显子处发生

移码突变 ｃ.７１７７＿７１７８ｉｎｓＴ( ｐ.Ｈｉｓ２３９３Ｌｅｕｆｓ∗２９)ꎬ
使神经纤维瘤蛋白第 ２ ３９３ 位的组氨酸变为异亮氨

酸ꎬ并提前引入终止密码ꎬ将该蛋白在第 ２ ４２０ 位氨

基酸处截断ꎬ使其缺失 Ｃ 末端结构域ꎮ Ｃ 末端结构

域由蛋白质第２ ２６０~２ ８１７位氨基酸构成ꎬ含 ＡＴＰ
结合位点和 ｃＡＭＰ 依赖性蛋白激酶 Ａ、蛋白激酶 Ｃ

识别位点ꎬ在被蛋白激酶 Ａ、蛋白激酶 Ｃ 磷酸化后

可与 １４￣３￣３ 蛋白结合ꎬ从而影响神经纤维瘤蛋白对

Ｒａｓ 信号的负性调控作用以及神经细胞内环磷酸腺

苷的水平[１３￣１５]ꎮ 因此缺失 Ｃ 末端结构域可导致细

胞过度增殖ꎬ从而形成典型的神经纤维瘤症状ꎮ
Ⅰ型神经纤维瘤病的临床表型多变ꎬ不同突变

可导致不同表型ꎬ同一家族同一突变在不同成员中

亦可有不同表现[１６]ꎮ 本研究先证者除典型色素异

常和皮肤神经纤维瘤表现外ꎬ还存在言语欠流利、注
意力不集中和反应迟缓等症状ꎮ 迄今为止ꎬ基于基

因型￣表型相关性的文献报道较少ꎮ 有研究显示ꎬ
ＮＦ１ 全基因缺失、微缺失和移码突变患者的临床症

状通常比较严重ꎬ除典型色素异常表现外ꎬ真皮神经

纤维瘤的出现时间更早ꎬ同时罹患其他恶性肿瘤的

风险也更高[１７￣１８]ꎮ 有文献报道移码突变与认知障

碍、学习困难、注意力不集中等问题的发生密切相

关ꎮ 虽然 ＮＦ１ 患者在临床表型的严重程度和进展
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速度等方面都有较大差异ꎬ但总体来说 ＮＦ１ 基因突

变完全外显且病情在个体一生中逐渐进展ꎮ
ＮＦ１ 累及全身不同系统ꎬ临床表现复杂ꎬ目前尚

无有效的根治措施ꎬ只能通过对症治疗缓解局部症

状[１９]ꎮ 牛奶咖啡斑和真皮神经纤维瘤无恶变倾向ꎬ
一般无需特殊处理ꎬ当神经纤维瘤瘤体较大影响躯

体功能时可采取手术切除或激光消融治疗[２０]ꎮ 丛

状神经纤维瘤具有恶变风险ꎬ首选治疗措施为早期

手术切除ꎮ 此外ꎬ一些靶向药物也可诱导肿瘤体积

缩小ꎬ减轻疼痛ꎬ延缓丛状神经纤维瘤的进展[２０￣２２]ꎮ
Ｒａｓ 通路抑制剂替吡法尼虽不能用于神经纤维瘤的

治疗ꎬ但可通过作用于大脑海马体ꎬ改善患者情

绪[２３]ꎮ 其他如癫痫、认知障碍、骨骼异常等ꎬ需进行

专科评估后制定个体化的诊疗方案[２０]ꎮ
综上所述ꎬ本研究对先证者及其家系的 ＮＦ１ 基

因突变位点和表型进行了分析ꎬ为该家族的遗传咨
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突变 ｃ.７１７７＿７１７８ｉｎｓＴ(ｐ.Ｈｉｓ２３９３Ｌｅｕｆｓ∗２９)为首次

报道ꎬ丰富了 ＮＦ１ 基因突变谱ꎬ为 ＮＦ１ 发病机制、基
因型￣表型相关性的研究提供了依据ꎬ加强了临床医

生对该病的认识ꎮ
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ｒｏｆｉｂｒｏｍａｔｏｓｉｓ ｔｙｐｅ １: ａ ｐｈａｓｅ ２ ｔｒｉａｌ[Ｊ] . Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌꎬ
２０１２ꎬ １３(１２): １２１８￣１２２４.

[２３] Ｗｉｄｅｍａｎｎ ＢＣꎬ Ｄｏｍｂｉ Ｅꎬ Ｇｉｌｌｅｓｐｉｅ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｓｅ ２
ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄꎬ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｃｒｏｓｓｏｖｅｒꎬ ｄｏｕｂｌｅ￣ｂｌｉｎｄｅｄꎬ ｐｌａｃｅ￣
ｂｏ￣ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｒｎｅｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｉｐｉ￣
ｆａｒｎｉｂ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ａｄｕｌｔｓ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｏｍａｔｏ￣
ｓｉｓ ｔｙｐｅ １ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｏｍａｓ[ Ｊ] .
Ｎｅｕｒｏ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１４ꎬ １６(５): ７０７￣７１８.

(编辑:徐苗蓁)
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数字使用中的注意事项

ａ. 数值的修约按照 ＧＢ ８１７０￣８７«数值修约规则»进行ꎬ其简明口诀为“４ 舍 ６ 入 ５ 看齐ꎬ５ 后有数进上去ꎬ
尾数为零向左看ꎬ左数奇进偶舍弃”ꎮ 例如:修约到一位小数ꎬ１２.１４９ 修约为 １２.１ꎻ１２.１６９ 修约为 １２.２ꎻ１２.１５０
修约为 １２.２ꎬ１２.２５０ 修约为 １２.２ꎮ ｂ. 附带长度单位的数值相乘ꎬ每个数值后单位不能省略ꎮ 例如:５ ｃｍ×
８ ｃｍ×１０ ｃｍꎬ不能写成 ５×８×１０ ｃｍ 或 ５×８×１０ ｃｍ３ꎮ ｃ. 一系列数值的计量单位相同时ꎬ可以仅在最末一个数

字后写出单位符号ꎮ 例如:６０、８０、１００ ｍｏｌ / Ｌꎬ不必写作 ６０ ｍｏｌ / Ｌ、８０ ｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｏｌ / Ｌꎮ
(本刊编辑部)


