
远端关节弯曲综合征（distal arthrogryposis，DA）
是一类具有遗传异质性的常染色显性遗传病。患

者临床表现高度不一致［1-3］，主要表现为叠指、屈指、

2~5指尺侧偏位、摇椅足、马蹄内翻足和跟骨外翻等

畸形。除此之外，还可伴有颜面部、皮肤纹理、身高

和脊柱等异常。根据Bamshad等［4］提出的分型诊断

标准，可将DA分为10种类型，其中远端关节弯曲综

合征 1 型（Distal arthrogryposis type 1，DA1，OMIM#
108120）和远端关节弯曲综合征2B型（Distal arthro⁃
gryposis type 2B，DA2B，OMIM#601680）为最常见的

类型。DA1表现为单纯的手足关节挛缩畸形［5］；

DA2B即 Sheldon Hall 综合征，除了手足关节畸形

外，可有三角脸、睑裂下斜、小颌畸形、长人中、鼻

唇褶明显和脊柱侧弯等异常，表现形式多样，可呈

现不同的组合方式，临床诊断困难［6-7］。本研究利

用全外显子测序技术对 1个汉族家系中 2例关节

畸形的患者进行检测，发现患者快反应骨骼肌肌

钙蛋白 I2 基因（troponin I2，fast skeletal type，TN⁃
NI2）第 8号外显子均存在 c.525_c.527delGAA杂合

突变，报道如下。

1 对象和方法

1.1 对象

先证者（Ⅰ⁃1），男，汉族，52岁，身高 168.5 cm，

三角脸，睑裂下斜，鼻唇褶明显，手部畸形表现为双

手曲屈指，拇指内收，腕尺侧移位，受累手指关节褶线

消失（图1）。患者（Ⅱ⁃1），女，22岁，身高160 cm，诉双

手拇指内收，轻度曲屈指，已手术矫正。因患者有生

育要求，遂于2018年6月来本院遗传医学中心就诊。

家系中无近亲结婚，染色体微阵列检测未发现染色体

结构异常和拷贝数变异。经患者知情同意，签署知情

同意书，对其进行全外显子测序检测寻找致病基因及

位点。本研究获得医院伦理委员会批准。

Qubit 3.0荧光计（Thermo公司，美国）；Gel Doc
XR凝胶成像系统（Bio⁃Rad公司，美国）；Veriti梯度

PCR仪（ABI公司，美国）；Covaris超声破碎仪（S220，
Covaris公司，美国）；Agilent 2100生物分析仪（Agi⁃
lent公司，美国）；Hiseq2500测序仪（Illumina公司，

美国）；DNA提取试剂盒（QIAGEN公司，德国）；杂交

捕获试剂盒（SureSelectXTHuman All Exon V6，Agilent
公司，美国）；PCR扩增试剂（南京诺唯赞公司）；建

库试剂盒（Agilent公司，美国）。
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1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取

使用EDTA抗凝管采集患者及家系成员外周静

脉血2 mL，用基因组DNA提取试剂盒提取外周血基

因组DNA，所得浓度均>60 ng/μL，总DNA量>2.0 μg，
D（260 nm）/D（280 nm）为1.8~2.0，样本-20 ℃保存。

1.2.2 全外显子测序

基因组DNA经过超声打断、建库、杂交捕获和

质量控制等过程后进行测序，测序结果用BWA0.6.2⁃
r126软件与UCSC hg19参考基因组进行比对，去除

重复序列及低质量数据，运用GATK软件进行碱基

质量校正和局部重新比对，将得出的单核苷酸变异

（single nucleotide variants，SNVs）和 短 插 入 缺 失

（short insertions and deletions，indels）进行注释，并对

测序深度、覆盖深度及均一性等进行统计。

1.2.3 生物信息学分析

通 过 dbSNP137（http：//www.bioinfo.org.cn/rela⁃
tive/dbSNP% 20Home% 20Page.htm）、ExAC Browser
（http：//exac.broadinstitute.org/）、the 1000 Genomes
Project（http：//www.internationalgenome.org/） 、 Ge⁃
nome Aggregation Database （http：//gnomad ⁃ old.
broadinstitute.org/）等数据库获得变异的最小等位基

因频率，运用 Mutation Taster（http：//www. mutation⁃
taster.org）进行危害性预测，并采用同源序列多重比

对，分析突变位点在不同物种间的保守性，最后结

合OMIM、HGMD、Decipher、NCBI等数据库，依据美

国医学遗传学与基因组学学会（ACMG，2015）分级

标准对突变位点进行致病性判断。

1.2.4 Sanger测序验证

使 用 NCBI 在 线 软 件 针 对 TNNI2（NM_
001145829.2）基因的变异位点设计引物。上游引物

序列：5′⁃TGGGCTCGAAGCACAAGG⁃3′，下游引物序

列：5′⁃TATTGACGGTGGTGGTGAGG⁃3′，退火温度

58 ℃，产物大小为280 bp。PCR反应体系为25 μL，

包括10 μmol/L上、下游引物各1 μL，1 μL DNA模板，

9.5 μL ddH2O，12.5 μL mix。反应条件：95 ℃10 min；
95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 35个循环；72 ℃
5 min。扩增试剂盒购自南京诺唯赞有限公司，扩增

产物送至苏州金唯智公司进行测序验证。

2 结 果

2.1 外显子捕获测序结果及致病性判断

对该汉族核心家系外周血基因组DNA进行全

外显子测序，发现先证者及其女儿TNNI2基因均存

在c.525_c.527delGAA杂合突变，家系其他成员此位

点为野生型。样本的测序深度、覆盖度及有效读数

见表 1，突变位点在不同物种间保守性见表 2，结合

遗传模式、最小等位基因频率、功能及有害性预测、

基因型表型相关性及已有文献报道等分析数据，根

据美国医学遗传学与基因组学学会（ACMG，2015）
原 则 进 行 评 估 ，c.525_c.527delGAA（exon 8）p.
176delK 为致病性突变（图 2），变异证据为 PS1+
PM1+PM2+PM4+PP3+PP4。

2.2 变异验证

Sanger测序验证结果与全外显子测序结果一

致，家系中 2例患者 TNNI2基因第 8号外显子均存

在c.525_c.527delGAA杂合缺失突变，该变异遵循常

染色体显性遗传方式（图3）。
3 讨 论

DA是一类以关节挛缩畸形为主要表现形式的

常染色体显性遗传病，根据有无颜面等畸形将DA
分为 10种类型（1，2A，2B，3⁃5，7⁃10）。DA1为单纯

的手足关节挛缩畸形，表现为屈指、叠指、马蹄内翻

足和扁平足等［8］；DA2A除了手足关节畸形外兼有小

嘴、“H”形颊窝、鼻唇沟突出，耳廓发育不良、眼距宽

伴睑裂下斜、脊柱侧弯及髋关节脱位等［9］。DA2B即

Sheldon Hall综合征，表型介于DA1和DA2A之间，

临床表现呈现为多种不同的组合方式，且家系内部

不同的患者间表现度普遍不一致［10］。本研究中，先

证者（Ⅰ⁃1）手部关节弯曲畸形兼有颜面异常，先证

1 2

1

Ⅰ

Ⅱ

A B

■：男性患者；●：女性患者；○：正常女性；Ⅰ、Ⅱ：世代。

图1 先证者表型（A）及家系图（B）

表1 测序数据量

ID
Ⅰ⁃1
Ⅰ⁃2
Ⅱ⁃1

有效读

数（Mb）
7.071
6.934
6.907

平均测序

深度（X）
63.9
63.4
65.9

覆盖度

（%）

98.5
98.4
98.5

>30 X目标

覆盖度（%）

87.9
88.7
89.3

Q20
0.99
0.98
0.99
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者女儿（Ⅱ⁃1）仅表现为轻微的拇指内收与曲屈指。

DA1与DA2B表型高度相似，最初认为是由不

同病因引起的两种疾病。原肌球蛋白 2（tropomyo⁃
sin 2，TPM2）和肌球蛋白重链 3（myosin heavy chain
3，MYH3）基因突变引起DA1［11］，而TNNI2与快反应

骨骼肌肌钙蛋白 T3（troponin T3，fast skeletal type，
TNNT3）为DA2B的主要致病基因［12-13］。近年来，随

着全外显子测序技术的广泛应用，TPM2、MYH3、
TNNI2以及 TNNT3在 DA1和 DA2B中均陆续被报

道，因此Beck等［14］推测DA1与DAB2可能为同一种

疾病的两种极端表型。

肌肉的收缩运动是依赖于钙离子浓度的粗细

肌纤维相对滑动所致，肌钙蛋白复合体是钙离子浓

度的感受器和调节器，由肌钙蛋白 I（troponin I，
TnI）、肌钙蛋白T（troponin T，TnT）和肌钙蛋白C（tro⁃
ponin C，TnC）组成。TNNI2基因（NM_001145829.2）
位于 11p15.5，全长 751 bp，有 8个外显子，编码 182
个氨基酸，其编码的肌钙蛋白 I2亚型（TnI2），作为

肌钙蛋白复合体的重要组成部分，主要存在于快收

缩骨骼肌纤维中，通过抑制肌球蛋白ATP酶的活

性，调节肌肉收缩运动［15］。Zhu等［12］的研究表明，

TNNI2表达于小鼠的长骨成骨细胞和软骨细胞中，

TNNI2基因突变的小鼠肢体发育异常且体型减小，

TNNI2K175del小鼠中 Hif3a 表达量增加，显著增加的

Hif3a促使血管生成受损，软骨内骨化延迟，软骨细

胞分化和成骨细胞增殖减少。目前已报道的在DA
患者中发现的TNNI2基因突变均位于羧基端［16-17］，

且 Jiang等［18］在一个中国DA2B家系中发现的TNNI2
基因 c.523_525delAAG（p.176delK）突变与本文患者

c.525_c.527delGAA（p.176delK）存在相同氨基酸改

变，因此推测羧基端氨基酸的替代或缺失可能引起

TnI2对钙离子信号应答能力的下降，从而导致远端

关节挛缩畸形的发生。

目前对患者的遗传基因分析已广泛普及［19-21］，

传统的 Sanger测序法是对每个外显子进行直接测

序，具有简便、准确等优点，但是骨骼发育异常的致

病基因众多，使得直接测序工作量大，成本高。全

外显子测序技术使用接头进行高通量并行 PCR及

测序反应，具有数据准确性高、测序覆盖深度深等

优点，且与人类疾病相关的85%基因突变都位于编

码序列和剪切位点，因此，全外显子检测技术作为

临床遗传病诊断的有效工具，将得到更广泛的应

用。

综上所述，本研究应用全外显子测序技术在我

国一个远端关节弯曲畸形的家系中发现新的TNNI2
基因突变，为患者的遗传学分子诊断和再生育咨询

提供了依据，进一步证实了全外显子测序技术在骨

R174Q F178C
176delK

3′⁃UTR
R156X 167delE

ex8ex7ex6ex5ex4ex3ex2ex15′⁃UTR

蓝色标注为已报道突变位点在TNNI2各外显子上的分布，红色为本文中p. 176delK。

图2 突变位点定位

Ⅰ⁃1

Ⅱ⁃1

Ⅰ⁃2
红色矩形框表示c.525_c.527突变所在位置。

图3 Sanger测序验证患者TNNI2基因的杂合突变

表2 不同物种c.525_c.527delGAA（p. 176delK）氨基酸同源序列比对

物种

Human
Ptroglodytes
Mmulatta
Ggallus
Drerio
Dmelanogaster
Mus musculus
Xtropicalis

基因

ENST00000381906
ENSPTRG00000003161
ENSMMUG0000004838
ENSGALG00000006591
ENSDARG00000045592
FBgn0004028
ENSMUSG00000031097
ENSXETG00000004621

氨基酸序列

NIEEKSGMEGRKKMFE
NIEEKSGMEGRKKMFE
NIEEKSGMEGRKKMFE
NIEEKSGMEGRKKMFE
NVEDKAGMDGRKKMFE
G---KPGDAKVKEEVE
NIEEKSGMEGRKKMFE
NIEEKSGMEGRKKMFE
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骼系统发育障碍中的临床应用价值。
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