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摘　要　目的：筛选１个人类白细胞抗原 －Ｂ２７阴性强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）家系的 ＡＳ易感基因。方法：纳入

１个ＡＳ家系的１５名核心成员，其中ＡＳ患者２例。采集ＡＳ家系１５名核心成员的外周血，提取外周血基因组。将先证者、先证者

女儿、先证者儿子的基因组进行全外显子组测序，分析测序数据，筛选ＡＳ易感基因，并采用Ｓａｎｇｅｒ测序验证筛选出的 ＡＳ易感基

因。结果：外显子组测序获得了高质量的测序数据。ＲＥＬＡ基因１０号外显子上存在一个杂合移码突变 ｃ．１０３９ｄｅｌＧ。Ｓａｎｇｅｒ测序

结果显示，先证者、先证者女儿及先证者孙子的基因组上存在该突变，其他家系成员不存在该突变。结论：突变的ＲＥＬＡ基因可能

是该ＡＳ家系的ＡＳ易感基因。
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　　强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种
自身免疫性疾病，患病率为０．１％ ～１．４％［１］。ＡＳ主
要累及中轴骨，临床表现早期主要为后背疼痛和僵

硬，晚期主要为脊柱关节强直。ＡＳ的发生是遗传、环
境和免疫等因素相互作用的结果，而遗传因素起着重

要作用［２］。研究表明，人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｃｏ
ｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）－Ｂ２７基因与 ＡＳ易感性强相
关［３－４］。临床上 ＡＳ患者中约９０％为 ＨＬＡ－Ｂ２７阳
性，但ＨＬＡ－Ｂ２７基因仅占ＡＳ遗传度的２３％［５］。因

此，可以推测还存在其他基因影响 ＡＳ的发生。为了
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筛选其他ＡＳ易感基因，我们对一个 ＨＬＡ－Ｂ２７阴性
ＡＳ家系中的３名成员的基因组进行了全外显子组测
序，并对测序数据进行了分析，现总结报告如下。

１　临床资料
纳入１个ＡＳ家系的１５名核心成员，均为ＨＬＡ－

Ｂ２７阴性，其中 ＡＳ患者２例，其余均正常。先证者，
女，５８岁，符合美国风湿病学会１９８４年修订的纽约标
准［６］；先证者女儿，３５岁，符合１９９１年欧洲脊柱关节
病研究组提出的脊柱关节病的诊断标准［７］。试验方

案经医院医学伦理委员会审查通过。

２　方　法
２．１　全外显子组测序及测序数据分析　采集 ＡＳ家
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系１５名核心成员的外周血，提取外周血基因组。将
先证者、先证者女儿、先证者儿子的外周血基因组进

行全外显子组测序（广州基迪奥生物科技有限公司）。

将原始测序数据通过过滤和质量控制后获得有效数

据，统计捕获目标区域长度、有效测序片段数量、有效

数据大小、目标区域有效数据大小；采用ＢＷＡ工具将
外显子序列比对到人类参考基因组，获得比对结果，

计算比对率（测序片段比对到的参考基因组在参考基

因组中所占的比例）及捕获效率（比对到目标区域的

序列在比对到参考基因组的序列中所占的比例）。采

用ＳＡＭｔｏｏｌ软件将比对结果输出为 ＢＡＭ格式文件，
采用Ｐｉｃａｒｄ软件标记重复测序片段，统计测序深度及
测序片段覆盖度。

２．２　ＡＳ易感基因筛选　采用 ＧＡＴＫ软件挖掘单核
苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）突
变信息，采用ＡＮＮＯＶＡＲ软件注释分析 ＳＮＰ突变，参
照以下步骤筛选ＡＳ易感基因：①剔除外显子和剪接
区以外的突变；②剔除外显子和剪接区内的同义突
变；③剔除千人基因组数据库中突变频率≥０．０１的

突变；④剔除外显子组整合数据库中突变频率≥０．０１
的突变；⑤采用 ＳＩＦＴ、Ｐｏｌｙｐｈｅｎ、ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、Ｍｕｔａ
ｔｉｏｎＡｓｓｅｓｓｏｒ、Ｍ－ＣＡＰ、ＦＡＴＨＭＭ、ＣＡＤＤ等软件进行
蛋白损伤预测，选择至少有４个软件的预测结果显示
为有害的突变；⑥保留患者共有而正常人不具有的变
异；⑦确定ＡＳ易感基因名称、位置及突变类型。
２．３　ＡＳ易感基因验证　根据筛选出的易感基因设
计引物，分别以１５名ＡＳ家系核心成员的基因组为模
板，扩增目的基因。采用琼脂糖凝胶电泳分离目的基

因，并对目的基因进行 Ｓａｎｇｅｒ测序（华大基因科技有
限公司），确定存在该移码突变的成员。

３　结　果
３．１　全外显子组测序数据分析结果　全外显子组测
序获得了较高质量的测序数据，具体数据分析结果见

表１。
３．２　ＡＳ易感基因筛选结果　ＲＥＬＡ基因１０号外显
子上存在一个杂合移码突变ｃ．１０３９ｄｅｌＧ（图１），突变
的ＲＥＬＡ基因可能为ＡＳ易感基因。

表１　全外显子组测序数据分析结果

样本
捕获目标区域
长度／ｂｐ

有效测序
片段／条

有效数据／
Ｍｂ

目标区域有效
数据／Ｍｂ 比对率／％ 捕获效率／％

先证者 ５８９７０１１５ １５３７３７０９９ １５３３１．１０ １１３３８．８０ ９９．９２ ７３．９６
先证者女儿 ５８９７０１１５ １７１９０６６５２ １７１０７．３０ ９６６２．９４ ９９．９１ ５６．４８
先证者儿子 ５８９７０１１５ １７９９１２１４６ １７９０１．３０ １０７６７．２０ ９９．９１ ６０．１５
平均值 ５８９７０１１５ １６８５１８６３２ １６７７９．９０ １０５８９．６５ ９９．９１ ６３．５３

样本 测序深度
被至少１条测序片段
覆盖区域占比／％

被至少１０条测序片段
覆盖区域占比／％

被至少２０条测序片段
覆盖区域占比／％

先证者 １９２．２８ ９９．７５ ９８．７８ ９７．２６
先证者女儿 １６３．８６ ９９．８７ ９８．６２ ９６．６４
先证者儿子 １８２．５９ ９９．７２ ９８．６４ ９６．９８
平均值 １７９．５８ ９９．７８ ９８．６８ ９６．９６

图１　移码突变ｃ．１０３９ｄｅｌＧ测序峰图
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３．３　ＡＳ易感基因验证结果　根据ＲＥＬＡ基因设计引
物：正向引物，５’－ＡＡＣＴＡＡＧＴＣＣＴＧＡＧＡＧＧＣＡＡＴ－
３’；反向引物，５’－ＴＧＡＧＡＡＣＴＧＡＣＣＴＡＧＣＣＣＴＴ－３’。
Ｓａｎｇｅｒ测序结果显示，先证者、先证者女儿及先证者
孙子的基因组上存在ＲＥＬＡ基因移码突变，其他家系
成员不存在该突变。

４　讨　论
ＡＳ具有一定的家族遗传性，以１５～３５岁为发病

高峰［８］。目前，ＡＳ的发病机制尚未完全明确。多项
研究显示，ＨＬＡ－Ｂ２７基因与 ＡＳ的发生强相关。
Ｑｉａｎ等［９－１２］的研究结果表明，在 ＡＳ患者中，ＨＬＡ－
Ｂ２７阳性患者的发病时间早、临床症状重。然而，
ＨＬＡ－Ｂ２７基因仅占 ＡＳ遗传度的２３％［５］。因此，应

该还存在其他ＡＳ易感基因。本研究的家系成员均为
ＨＬＡ－Ｂ２７阴性，其中有２例ＡＳ患者；这２例患者的
发病时间均在３０岁以后，且腰部疼痛不剧烈、晨僵症
状时而好转。通过外显子组测序及数据分析，结果显

示该家系中可能存在其他的ＡＳ易感基因。
核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢ，ＮＦ－κＢ）是细胞中重

要的转录因子，与炎症反应、细胞分化、细胞生长、细

胞凋亡等过程密切相关。ＮＦ－κＢ蛋白以与 ＮＦ－κＢ
抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦ－κＢ，ＩκＢ）结合的状态存在
于细胞质中，外界刺激促使ＩκＢ磷酸化、泛素化，进而
被蛋白酶体降解，随后ＮＦ－κＢ蛋白进入细胞核并与
靶基因结合，调控基因转录［１３］。ＮＦ－κＢ家族包括
ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ、ＮＦ－κＢ１（ｐ５０）、ＮＦ－κＢ２（ｐ５２）和
ｃ－Ｒｅｌ５位成员。除了ＲｅｌＢ，其他成员均能形成同源
或异源二聚体，其中 ｐ５０／ｐ６５异源二聚体最为常见，
几乎存在于所有有核细胞中。ＮＦ－κＢ家族成员均含
有Ｒｅｌ同源结构域，该结构域含有３００个氨基酸，具有
特异性ＤＮＡ序列结合、二聚化和抑制蛋白结合３个功
能。ｐ６５包含Ｒｅｌ同源结构域、连接区及拓扑结构域，
其中拓扑结构域主要负责ｐ６５的转录活性调节［１４］。

ＡＳ的主要病理表现为炎症介导的骨破坏和病理
性骨形成［１５］。ＮＦ－κＢ信号通路是典型的炎症信号
转导通路。炎症性肠病、类风湿关节炎、牛皮癣、哮

喘、全身炎症反应综合征等多种疾病与 ＮＦ－κＢ信号
通路密切相关［１６－１９］。在多种炎症性疾病中，ＮＦ－κＢ
能够被激活并持续表达，而 ＮＦ－κＢ的表达可进一步
诱导促炎性细胞因子、趋化因子、黏附因子、基质金属

蛋白酶等多种蛋白的表达［２０］。Ｍｕｌｅｒｏ等［２１］研究发

现，多种炎症性疾病患者体内 ＮＦ－κＢ活性增加，同
时炎症细胞募集增加，白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－
８、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）等促炎性
细胞因子表达量增加。韩飞等［２２］采用实时定量 ＰＣＲ

检测类风湿关节炎患者、骨关节炎患者和健康成人的

滑膜组织中ＮＦ－κＢ的ｍＲＮＡ表达，结果显示类风湿
关节炎患者的 ＮＦ－κＢｍＲＮＡ表达量显著高于骨关
节炎患者和健康成人；采用原位免疫组织化学染色法

检测ｐ６５在细胞核中的表达，结果显示类风湿关节炎
患者ｐ６５的活性系数（细胞核 ｐ６５阳性百分比／细胞
质ｐ６５阳性百分比）显著高于骨关节炎患者和健康成
人。方利等［２３］采用酶联免疫吸附分析法检测了３０例

ＡＳ患者（试验组）和３０位健康志愿者（对照组）外周
血血清中ＮＦ－κＢ信号通路相关蛋白的表达量，结果
显示试验组患者外周血血清中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－
１７、ＮＦ－κＢ激活剂１、ｐ６５、ｐ５０、ＩκＢα、ＩκＢ激酶 β、颗
粒膜蛋白１４０、血小板活化因子、血栓素 Ａ２的含量均
显著高于对照组，提示 ＡＳ患者体内 ＮＦ－κＢ信号通
路处于激活状态。除了参与炎症反应，ＮＦ－κＢ对成
骨细胞和破骨细胞代谢具有一定的调节作用。在关

节炎和骨质疏松症的相关研究中，激活的 ＮＦ－κＢ能
够抑制成骨细胞骨形成，促进破骨细胞骨吸收，并能

够影响软骨细胞的增殖与分化，抑制 ＮＦ－κＢ表达能
够发挥抗炎和抗骨质溶解的作用［２４－２６］。

既往研究ＡＳ易感基因多以全基因组关联分析为
主，目前已发现５０多种基因与 ＡＳ相关［２７－３０］。但是

针对１个家系的研究，由于患病人数和突变基因携带
者较少，不宜采用连锁分析或关联分析的方式。而采

用Ｓａｎｇｅｒ测序法逐个验证候选基因，成本较高、周期
较长。随着高通量测序技术的发展，将全基因组测序

和全外显子组测序用于单个家系和散发病例的致病

基因研究，具有一定的优势。Ｌｉｕ等［３１］采用全外显子

组测序联合基因筛查在１个家族性房间隔缺损家系
中发现新的致病突变 ＴＢＸ２０。外显子仅占整个基因
组的１％，但约８５％的致病突变都位于外显子上［３２］。

相较于全基因组测序，外显子组测序的费用低、耗时

少、效率高。此外，全外显子组测序能够较为准确的

确定候选基因，便于后续的基因筛选和功能鉴定。

移码突变是指基因编码区内缺失或增加的核苷

酸数目不是 ３的倍数从而造成阅读框移动的突变。
由于阅读框移动，导致突变位点后的氨基酸组成种类
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和顺序都发生了改变，进而影响蛋白的结构和功能。

本研究结果显示，ＲＥＬＡ基因１０号外显子上存在一个
杂合移码突变 ｃ．１０３９ｄｅｌＧ。ＲＥＬＡ基因位于１１号染
色体，有１０个外显子，编码 ｐ６５蛋白。ＲＥＬＡ基因发
生该移码突变会导致ｐ６５蛋白拓扑结构域发生变化，
从而影响ｐ６５的转录活性，影响 ＮＦ－κＢ信号通路的
信号转导。ＡＳ易感基因的验证结果显示，先证者、先
证者女儿及先证者孙子的基因组上均存在该突变。

ＲＥＬＡ基因突变可能是导致该家系 ＡＳ发生的重要遗
传因素。先证者孙子尚未出现 ＡＳ临床症状，可能与
其未到发病年龄有关。但需提醒其注意自身身体状

况，如出现 ＡＳ临床症状，应尽早干预以避免病情恶
化。本研究结果表明，突变的 ＲＥＬＡ基因可能是该
ＡＳ家系的ＡＳ易感基因。
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程教育，２０２１，１９（７）：１２９－１３２．

［３６］马英，郭鹤．八段锦的中医养生原理［Ｊ］．辽宁中医杂志，
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