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单分子实时测序技术在 １ 例 ２１￣羟化酶缺陷症患儿
基因检测中的临床应用

赵炜ꎬ王芳ꎬ李加山ꎬ梁思颖ꎬ苗艳ꎬ姜楠ꎬ李朔
(青岛大学附属青岛妇女儿童医院基因检测中心ꎬ 山东 青岛 ２６６０３４)

摘要:目的　 应用单分子实时测序( ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＳＭＲＴ)技术明确 １ 例 ２１￣羟化酶缺陷症

患儿的分子病因ꎬ并探讨 ＳＭＲＴ 用于临床基因检测的可行性ꎮ 方法　 应用 ＳＭＲＴ 技术对先证者先天性肾上腺皮

质增生症候选基因进行长读长测序ꎬ检测结果与多重连接探针扩增技术(ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｌｉｇａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ａｍｐｌｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎꎬＭＬＰＡ)和 Ｓａｎｇｅｒ 测序检测的家系结果进行比较ꎮ 结果　 ＳＭＲＴ 结果提示ꎬ先证者 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因存在 ３ 个

致病变异ꎬ先证者的一条染色体上串联排列两个重复的基因拷贝ꎬ分别为包含 ｃ.９５５Ｃ>Ｔ 变异的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因和

包含 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 变异的 ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因ꎻ另一染色体上的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因缺失ꎮ 检测结果与家系

ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ 测序的结果相同ꎬ并明确了 ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因的排列方式ꎮ 结论　 ＳＭＲＴ 技术能够明

确基因拷贝数变异、结构变异及嵌合基因的排列方式ꎬ可为 ２１￣羟化酶缺陷症遗传学诊断和携带者筛查提供更有

价值的信息ꎬ具有较大的临床应用前景ꎮ
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赵炜ꎬ等.单分子实时测序技术在 １ 例 ２１￣羟化酶缺陷症患儿基因检测中的临床应用 ７１　　　 　

　 　 ２１￣羟化酶缺陷症 (２１￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ
２１￣ＯＨＤ)是一种常染色体隐性遗传病ꎬ是先天性肾

上腺皮质增生症 ( ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｄｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａꎬ
ＣＡＨ)的主要类型ꎬ占全部 ＣＡＨ 的 ９０％ ~９５％[１]ꎬ全
球活产儿发病率在 １ / ２０ ０００~１ / １０ ０００ꎬ人群携带率

为 １ / ７１ ~ １ / ５０[２]ꎮ ２１￣ＯＨＤ 是由编码 ２１ 羟化酶的

ＣＹＰ２１Ａ２ 基因的纯合或复合杂合变异所致[３]ꎮ 明

确的基因诊断是临床诊疗和遗传咨询的基础ꎬ也可

为有再生育要求夫妇的产前诊断提供依据ꎮ
ＣＹＰ２１Ａ２ 基因与假基因 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 在外显子

和内含子区域均达到高度同源性ꎬ且位置相近ꎮ 基

因诊断必须排除假基因的干扰ꎬ对于 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

微小变异目前采用等位基因特异性扩增 Ｓａｎｇｅｒ 测

序ꎬ基因大片段缺失ꎬ重复或转换多采用多重连接探

针扩增技术(ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｌｉｇａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＭＬＰＡ)来检测ꎬ这两种技术的联用已成

为 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因诊断的常用和推荐方法[４￣６]ꎮ 近年

来出现的第三代测序技术ꎬ又称长读长测序ꎬ弥补了

二代测序读长较短的技术瓶颈ꎬ能够实现一次对多

种变异同时检测ꎬ准确提供基因组结构变异( ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓꎬ ＳＶ)的断点信息ꎬ构建单倍型等ꎮ 三

代测序技术包括 ＰａｃＢｉｏ 的单分子实时测序( ｓｉｎｇｌｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＳＭＲＴ) 和 ＯＮＴ 的

纳米孔测序技术ꎮ
本研究应用 ＳＭＲＴ 技术对 １ 例经典型 ２１￣ＯＨＤ

患儿的 ＣＡＨ 候选基因进行检测ꎬ明确先证者遗传

学病因ꎬ探讨 ＳＭＲＴ 技术在基因检测中的应用

价值ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料

先证者ꎬ女ꎬ３ 个月ꎬ出生后皮肤颜色大致正常ꎬ
乳晕及会阴部皮肤色素沉着ꎬ阴蒂 ２ ｃｍꎬ增粗ꎬ双侧

阴囊空虚ꎮ 新生儿疾病筛查发现 １７￣羟基孕酮升

高ꎬ约为 ８９.５８~２４５.９４ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ伴低钠高钾ꎬ睾酮最

高 ７.９３ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ婴儿吸吮母乳情况一般ꎬ无反复呕

吐ꎮ 染色体核型为 ４６ꎬＸＸꎮ 生殖系统超声显示:子
宫大小约 ９ ｍｍ×４ ｍｍꎬ右侧卵巢大小约 １１ ｍｍ×
８ ｍｍꎬ左侧卵巢大小约 １７ ｍｍ×９ ｍｍꎬ阴囊及腹股

沟未探及确切睾丸回声ꎮ 依据临床表现和生化检查

确诊为 ２１￣ＯＨＤ 失盐型[７]ꎬ父母无异常表现ꎬ无异常

家族史ꎮ 检测前家属均接受遗传咨询并签署知情同

意书ꎬ该研究经青岛大学附属青岛妇女儿童医院伦

理委员会批准(批号:ＱＦＥＬＬ￣ＹＪ￣２０２３￣１７２)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取

先证者及父母抽取外周静脉血 ２ ｍＬꎬ柠檬酸钠

抗凝ꎮ 采用 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ 提取基因

组 ＤＮＡꎬ１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 片段完整

性ꎬＴｈｅｒｍｏ ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 测定 ＤＮＡ 浓度及纯度ꎬ
并调整至合适实验浓度ꎮ
１.２.２　 单分子实时测序

针对常见 ＣＡＨ 候选基因 ＣＹＰ２１Ａ２、ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ、
ＣＹＰ１１Ｂ１、ＣＹＰ１７Ａ１、ＨＳＤ３Ｂ２ 和 ＳｔＡＲ 基因进行全序

列分析ꎮ 对于 ＣＹＰ２１Ａ２ 和 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 基因ꎬ设计特

异 性 引 物 对 Ａ１Ｐ￣Ｆ / ＴＮＸＡ￣Ｒ、 Ａ２￣Ｆ / ＴＮＸＢ￣Ｒ、
Ａ１Ｐ￣Ｆ / ＴＮＸＢ￣Ｒ、Ａ２￣Ｆ / ＴＮＸＡ￣Ｒ 分别扩增假基因

ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ、 功 能 基 因 ＣＹＰ２１Ａ２、 ３０ ｋｂ 缺 失 型

ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ / ＣＹＰ２１Ａ２ 嵌合基因、转换型 ＣＹＰ２１Ａ２ /
ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因ꎮ 基因组 ＤＮＡ 进行多重长片

段(７.０~ １０ ｋｂ)扩增ꎮ 通过末端修复和连接反应ꎬ
将独特的 ＰａｃＢｉｏ 条形码适配器连接到 ＰＣＲ 产物

上ꎬ获得预文库ꎮ 预文库纯化、定量ꎬ形成 ＳＭＲＴ
ｂｅｌｌ 库ꎬ使用 Ｓｅｑｕｅｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｋｉｔ ２.０ 和 Ｉｎｔｅｒｎａｌ Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ Ｋｉｔ １.０(Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ)将测序引物与 ＤＮＡ
聚合酶与库前混合物融合ꎮ ＤＮＡ 聚合酶复合物加载

到 ＳＭＲＴ 细胞上ꎬ并在 Ｓｅｑｕｅｌ Ⅱ平台上用 Ｓｅｑｕｅｌ Ⅱ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｋｉｔ ２.０ 进行测序(太平洋生物科学公司)ꎮ
１.２.３　 ＭＬＰＡ 分析 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因缺失 /重复或转换

变异

应用 Ｓａｌｓａ ＭＬＰＡ Ｋｉｔ Ｐ０５０ 试剂盒(荷兰 ＭＲＣ￣
Ｈｏｌｌａｎｄ 公司)ꎮ 试剂盒包含 ２７ 对探针:ＣＹＰ２１Ａ２
基因 ５ 个外显子(１、３、４、６ 和 ７ 号外显子)上的 ８ 组

探针ꎬＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 基因上的 ４ 组探针ꎬ下游 ＴＮＸＢ 和

ＡＴＦ６Ｂ 基因 ７ 组探针ꎬ以及 ８ 组对照探针ꎮ 选用无

相关疾病、且各外显子拷贝数均为 ２ 的正常人 ＤＮＡ
样本作为对照ꎮ 实验操作严格按照标准操作流程进

行ꎻ产物在 ＡＢＩ ３１３０ 基因分析仪(美国Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ￣
ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)中行毛细管电泳ꎬ所得数据应用 Ｃｏｆ￣
ｆａｌｙｓｅｒ Ｎｅｔ 软件分析ꎮ 根据扩增峰的峰值与正常样

本对照的比率来判断靶序列是否有拷贝数异常或点

突变的存在ꎮ
１.２.４　 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因特异性扩增和 Ｓａｎｇｅｒ 测序

根据 ＣＹＰ２１Ａ２ 与 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 序列的差异ꎬ参考

文献合成引物进行巢氏 ＰＣＲ 扩增[８]ꎮ 使用 ２ 对外

引物扩增出 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因片段ꎬ以此为模板ꎬ再采

用内引物分别对 １０ 个外显子进行扩增ꎬＡＢＩ ３１３０
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基因分析仪进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎮ
测序数据应用 Ｎｏｖｏｓｎｐ３.０.１ 软件与美国生物技

术信息中心网站的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因(ＮＭ＿０００５００.９)标
准序列进行比对分析ꎬ寻找突变位点ꎮ
１.２.５　 生物信息学分析

原始 ｂａｍ 文件使用 ＳＭＲＴ Ｌｉｎｋ 分析软件

(ＰａｃＢｉｏ)与人类 ＧＲＣｈ３８ / ｈｇ３８ 基因组序列进行比

对ꎮ ＣＹＰ２１Ａ２ 基因变异基于 ＧＲＣｈ３８ / ｈｇ３８ 的 ＮＭ＿
０００５００.９ 转录本描述ꎮ

使用 ＦｒｅｅＢａｙｅｓ１.３.４ 进行单核苷酸变异( ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｎｔｓꎬ ＳＮＶｓ)和小的插入 /缺失( ｓｍａｌｌ
ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓꎬ ｉｎｄｅｌｓ)的鉴定ꎮ 为确定嵌

合基 因 断 裂 重 接 位 点ꎬ 使 用 两 个 参 考 版 本ꎬ
ＣＹＰ２１Ａ２￣ＴＮＸＢ(ｈｇ３８ ｃｈｒ６:３２０３７１７９￣３２０４６５４８)和

ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ￣ＴＮＸＡ(ｈｇ３８ ｃｈｒ６:３２００４８４３￣３２０１３６４８)ꎮ
根据 Ａ２、Ａ１Ｐ / Ａ２ 和 Ａ２ / Ａ１Ｐ ｒｅａｄｓ 与参考序列对

比ꎬ确定 ＳＮＶｓ 和 ｉｎｄｅｌｓ 在 Ａ１Ｐ / Ａ２ 和 Ａ２ / Ａ１Ｐ 中的

分布ꎬ以及 Ａ１Ｐ / Ａ２ 和 Ａ２ / Ａ１Ｐ 嵌合基因的连接位

点ꎮ 单倍型分析使用 ｗｈａｔｓｈａｐꎮ 最终结果用 ｂａｍ
文件在 Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｖｉｅｗｅｒ ( ＩＧＶ)程序中

显示并确认致病变异ꎮ 参考常用国际公共数据库ꎬ
如 ＵＣＳＣ、ＩＳＣＡ、ＰｕｂＭｅｄ 以及相关文献报道ꎮ 根据

美国医学遗传学与基因组学学会等发布的«遗传变

异分类标准与指南» [９]判断致病性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 先证者 ＳＭＲＴ 结果

先证者等位基因 １ 的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因缺失ꎬ等位

基因 ２ 的 ＣＹＰ２１Ａ２ 真基因包含 ｃ.９５５Ｃ>Ｔ 杂合变

异ꎬＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因包含 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ
杂合变异ꎬ见图 １ꎮ 先证者两个等位基因排列模式

见图 ２ꎮ

图 １　 在 ＩＧＶ 图中显示先证者 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因变异
Ａ:ＣＹＰ２１Ａ２ 真基因携带 ｃ.９５５Ｃ>Ｔ 杂合突变(黑框内)ꎻＢ:ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因携带 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 杂合突变(黑
框内)ꎻＣ:左侧序列(黑框内)与 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因对比大多为错配ꎬ右侧序列与 ＴＮＸＢ 基因相匹配ꎬ提示 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因缺
失ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＩＧＶ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＭＲＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ＣＹＰ２１Ａ２ ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｖｅｒ
Ａ: ＣＹＰ２１Ａ２ ｇｅｎｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｃ.９５５Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｂｏｘꎻ Ｂ: ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ｇｅｎｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｂｏｘꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈａｌｆ ( ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｂｏｘ) ｗａｓ ｍｏｓｔｌｙ
ｍｉｓｍａｔｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ＣＹＰ２１Ａ２ ｇｅｎｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈａｌｆ ｗａｓ ｍａｔｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ＴＮＸＢ ｇｅｎｅꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ＣＹＰ２１Ａ２ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ.

图 ２　 先证者两个等位基因排列的模式图
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｗｏ ａｌｌｅｌｅｓ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ

２.２　 先证者及父母 ＭＬＰＡ 结果

先证者 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因拷贝数为 ２ꎻ母亲的基

因拷贝数为 １ꎬ提示其为 Ｅｘｏｎ １ ~ ７ 杂合缺失携带

者ꎻ父亲的基因拷贝数为 ３ꎬ提示 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

重复ꎮ ＭＬＰＡ 结果中各外显子拷贝数模式图见

图 ３ꎮ
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图 ３　 先证者及父母 ＭＬＰＡ 结果
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＭＬＰＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ ａｎｄ ｈｅｒ ｐａｒｅｎｔｓ

２.３　 先证者及父母 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果

先证者和父亲 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因均携带 ｃ.９５５ Ｃ>Ｔ
杂合变异ꎬ且野生峰高与变异峰高比值为 ２ ∶ １和
３ ∶１ꎬ二者也同时携带 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 杂合变异ꎬ野生峰

高与变异峰高比值为 １ ∶１和 ２ ∶１ꎬ提示位于 Ｅｘｏｎ８ 上

的这两个变异所在的拷贝不同ꎮ 母亲在这两个位点

无变异ꎮ 见图 ４ꎮ
２.４　 变异位点 ＳＭＲＴ 结果与 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果对比

ＳＭＲＴ 结果与 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果一致ꎬ均发现先

证者的两个变异位点ꎬ ｃ. ９５５Ｃ > Ｔ 杂合变异和

ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ杂合变异ꎮ 见图 ５ꎮ

图 ４　 家系 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果
Ａ:箭头所指先证者和父亲均携带 ｃ.９５５ Ｃ>Ｔ 杂合变异ꎻＢ:箭头所指先证者和父亲均携带 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 杂合变异ꎬ而母亲
不携带ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｙ
Ａ: Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ ａｎｄ ｈｉｓ ｆａｔｈｅｒ ｃａｒｒｙ ｔｈｅ ｃ.９５５ Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗꎻ Ｂ: Ｂｏｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｏｂａｎｄ ａｎｄ ｈｉｓ ｆａｔｈｅｒ ｃａｒｒｙ ｔｈｅ ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｏｔｈｅｒ ｄｏｅｓ ｎｏｔ
ｃａｒｒｙ ｔｈｅｍ.
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图 ５　 变异位点 ＳＭＲＴ 结果与 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果对比
　 　 　 Ａ:ｃ.９５５Ｃ>Ｔ 杂合变异ꎻＢ:ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 杂合变异ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＭＲＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
　 　 　 　 Ａ: ｃ.９５５Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎻ Ｂ: ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｖａｒｉａｔｉｏｎ.

３　 讨　 论

ＣＹＰ２１Ａ２ 基 因 定 位 于 ６ｐ２１. ３ ( ＯＭＩＭ ＃
６１３８１５)ꎬ全长 ３.３５ ｋｂꎬ包含 １０ 个外显子ꎬ编码 ４９４
个氨基酸ꎮ ＣＹＰ２１Ａ２ 基因与无编码功能的假基因

ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 串联排列ꎬ相距 ３０ ｋｂꎬ两者在编码区和

非编码区同源性分别为 ９８％和 ９６％[１０]ꎮ ＣＹＰ２１Ａ２
和 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 及其邻近的编码色氨酸 /苏氨酸激酶

的 ＲＰ 基因 (ＲＰ１ 和 ＲＰ２)、编码补体 Ｃ４ 的基因

(Ｃ４Ａ 和 Ｃ４Ｂ)及编码细胞外基质蛋白－腱糖蛋白 Ｘ
的 ＴＮＸ 基因(ＴＮＸＡ 和 ＴＮＸＢ)串联排列ꎬ形成了 ２
拷贝的 ＲＣＣＸ 单元(ＲＰ￣Ｃ４￣ＣＹＰ２１￣ＴＮＸ)ꎮ 功能基

因 ( ＲＰ１、 Ｃ４Ａ、 ＣＹＰ２１Ａ２、 ＴＮＸＢ ) 与相应假基 因

(ＲＰ２、Ｃ４Ｂ、ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ、ＴＮＸＡ)的高度同源性、近距

离和串联重复增加了减数分裂过程中基因转换、缺
失、重复和重组事件的发生率[１１￣１２]ꎮ ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

变异的 ９０％ ~９５％由 ＣＹＰ２１Ａ２ 和假基因 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ
之间重组所引起ꎬ大约 ７０％ ~７５％的致病变异(特别

是 ＳＮＶｓ 和 ｉｎｄｅｌｓ)在有丝分裂过程中ꎬ通过基因的

微转换从假基因转移到真基因上ꎮ ２０％ ~ ２５％的变

异是由大片段的缺失 /重复和不对称交叉重组导致

基因缺失或重复造成的[１３]ꎬ根据连接位点的位置ꎬ
嵌合基因分为 ＣＨ￣１ 至 ＣＨ￣９ 九种类型[１４]ꎮ 仅 ５％
基因变异与假基因无关ꎬ为新发突变ꎮ 已发现的

ＣＹＰ２１Ａ２ 基因变异类型达 ２００ 余种[３]ꎮ
目前 ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ 测序的联用成为 ＣＹＰ２１Ａ２

基因诊断的推荐方法[４]ꎮ ＭＬＰＡ 能够检测拷贝数

变异ꎬ但仅覆盖 ５ 个外显子ꎬ而且当基因重复与缺失

同时存在时ꎬ重复会掩盖缺失ꎬ结果可能提示为正

常ꎻ位于探针结合区域的突变 /多态性可能导致假阴

性 /假阳性结果ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序能够检测 ＳＮＶｓ 和 ｉｎ￣
ｄｅｌｓꎬ引物必须精心设计ꎬ以避免假基因干扰和等位

基因缺失ꎮ 当引物区域存在变异时会妨碍引物与模

板 ＤＮＡ 结合ꎬ发生等位基因脱扣现象ꎮ ＭＬＰＡ 或

Ｓａｎｇｅｒ 测序所检出的变异都需要对先证者父母基因

型溯源以判断顺反式状态ꎮ
本研究中ꎬ先证者临床表现及实验室检查均符

合 ２１￣ＯＨＤ 表型ꎬ临床表型取决于两条染色体上等

位基因的综合影响[４]ꎬ说明其 ＣＹＰ２１Ａ２ 等位基因的

功能皆受损ꎮ ＭＬＰＡ 结果中ꎬ先证者 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

外显子拷贝数为 ２ꎬ由于其母亲的外显子拷贝数为

１ꎬ父亲外显子拷贝数为 ３ꎬ推断这 ２ 个拷贝都来源

于父亲ꎮ ＭＬＰＡ 结果未见异常ꎬ是因为父源等位基
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因的重复掩盖了母源缺失ꎬ通过家系分析能够得出

母源等位基因缺失的结论ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序检测到先证

者的 ｃ.９５５ Ｃ>Ｔ 和 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 变异都来源于父亲ꎬ
两个点突变存在等位基因不平衡的情况ꎬ都来自同

一亲本ꎬ顺式排列于同一条染色体上ꎮ 约 ７％的正

常人携带 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因重复ꎬ部分额外的拷贝会同

时携带致病变异ꎬ以 ｃ.９５５ Ｃ>Ｔ 变异多见ꎬ这通常不

影响 基 因 的 功 能ꎮ 只 有 位 于 同 一 条 染 色 体

ＣＹＰ２１Ａ２ 基因的两个拷贝同时都携带致病性变异

时ꎬ才能认为是致病变异携带者[１５￣１６]ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序

原始峰图中ꎬｃ.９５５ Ｃ>Ｔ 和 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 两个变异位

置相近ꎬ都位于 Ｅｘｏｎ８ꎬ而且其野生峰与变异峰的高

度比例也提示这两个变异所在的拷贝并非同一个ꎮ
先证者母源等位基因缺失ꎬ推测其父源重复的两个

拷贝功能都受损ꎮ 家系分析推断父亲 ＣＹＰ２１Ａ２ 基

因的两个致病变异与 ２ 拷贝重复的单体型相关联ꎮ
这种 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因重复型携带者的生殖细胞

在减数分裂过程中ꎬ等位基因仍有可能发生同源重

组[１７]ꎬ生成另一种非携带状态配子(一条染色体携

带 ２ 个 ＣＹＰ２１Ａ２ 拷贝ꎬ１ 个拷贝正常ꎬ另 １ 个拷贝携

带致病性变异)ꎮ 如果胎儿获得父亲的这种单体型

和母亲等位基因缺失的单体型ꎬ在产前诊断时应用

ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ 测序方法ꎬ能够分别检出来自于父源

和母源的变异ꎬ容易将两个等位基因均判断为致病

性ꎬ从而将携带者误判为患者ꎮ ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ 测序

方法更适合检测常见和已知的变异ꎬ在检测嵌合基

因时存在一定的局限性ꎮ
本研究通过 ＳＭＲＴ 对先证者 ＣＡＨ 候选基因进

行了检测ꎮ 测序片段长 ８.４５ ｋｂ ~ １０.８５ ｋｂꎬ测序深

度 ８０×~１００×ꎮ ＳＭＲＴ 技术实时记录被荧光标记的

脱氧核苷酸三磷酸的荧光颜色和持续时间ꎬ实现碱

基的判读和甲基化修饰的识别ꎮ 所产生的错误是随

机的ꎬ可以通过足够的测序次数来纠正ꎬ１５ 次测序

准确率超过 ９９％[１８]ꎮ 超长读长和高准确率是三代

测序的关键优势ꎬ可以实现在单个 ｒｅａｄｓ 中获得基

因的全长及其串联的其他基因ꎬ同时可以区分高度

同源的真假基因ꎬ如 ＣＹＰ２１Ａ２ 和 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ[１９￣２１]ꎮ
ＳＭＲＴ 结果提示ꎬ先证者的两个等位基因存在不平

衡状态ꎬ一条染色体上串联排列两个 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

拷贝ꎬ分别为包含 ｃ.９５５Ｃ>Ｔ 变异的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因

和包含 ｃ.１０６９Ｃ>Ｔ 变异的 ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌

合基因ꎮ 另一染色体上的 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因缺失ꎬ只检

测到相邻的 ＴＮＸＢ 基因ꎮ ＳＭＲＴ 更加直观地解释了

先证者的遗传学病因ꎬ检出的变异在 ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ

中得到验证ꎮ
ＳＭＲＴ 结 果 表 明ꎬ 父 源 两 拷 贝 之 一 为

ＣＹＰ２１Ａ２ / ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 嵌合基因ꎬ含有 ＣＹＰ２１Ａ２ 的

启动子、部分编码序列和 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 的部分编码序

列ꎮ 由于 ＣＹＰ２１Ａ１Ｐ 不具有编码 ２１ 羟化酶的功能ꎬ
故嵌合基因最终导致 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因出现拷贝数缺

失ꎬ进而影响 ２１ 羟化酶活性ꎮ 先证者的嵌合基因断

裂重排位点位于 ｃ.９５５ 和 ｃ.１０６９ 之间ꎬ根据目前国

际上已报道的嵌合基因分型ꎬ属于 ＣＨ￣３ 型[２２￣２３]ꎬ临
床表型与 ２１￣羟化酶缺陷症失盐型相关ꎮ ＳＭＲＴ 也

检测到大量非致病性的 ＳＮＶｓ 和 ＳＶꎬ可以明确分析

基因拷贝数目、碱基序列和结构变异ꎬ识别致病变异

的顺反式状态ꎬ不需要依赖家系基因型分析ꎬ与标准

方法 ＭＬＰＡ＋Ｓａｎｇｅｒ 测序相比有明显优势ꎮ
本研究中检出 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因的大片段缺失、点

突变虽然都是比较常见的致病变异ꎬ但这种缺失与

重复同时存在ꎬ重复拷贝又分别携带点突变的这种

致病性变异的组合ꎬ尚未检索到类似报道ꎮ
ＣＹＰ２１Ａ２ 基因启动子和 ３′ＵＴＲ 区域变异可以

通过影响 ＲＮＡ 结构、降低 ｍＲＮＡ 稳定性和表达水

平而导致 ＣＡＨꎬ而且深度内含子区的变异也能导致

ＣＡＨ 的发生[３ꎬ ２４]ꎮ 部分学者建议将 ＣＡＨ￣Ｘ 嵌合

体也纳入 ＣＡＨ 的分子遗传学检测[２５￣２７]ꎮ
综上所述ꎬ基于 ＳＭＲＴ 的三代测序技术能够一

次性对 ＣＹＰ２１Ａ２ 基因单核苷酸变异ꎬ小的插入 /缺
失ꎬ大片段缺失、重复及融合基因的结构变异进行准

确描述ꎬ为基因检测提供了更加全面、准确、直观的

新方法ꎬ为发现新的致病位点提供了可能ꎬ作为

ＣＡＨ 携带者筛查和遗传学诊断方法在临床应用中

具有很大的应用前景ꎮ
致谢:感谢韩青林(贝瑞基因)对本文中 ＳＭＲＴ 测序技

术提供的帮助ꎮ
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