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　　摘　要：　目的　报告两个Ⅱ型神经纤维瘤病家系的ＮＦ２基因突变，并探讨基因型与表型的关系。方法　提
取两个家系中的先证者或先证者之子及其家族成员与１００名无血缘关系的健康对照者的血液 ＤＮＡ，对先证者的
ＮＦ２基因的１５个外显子（从外显子１到１５）及邻近的内含子序列进行聚合酶链反应（ＰＣＲ），使用直接测序的方法
对ＰＣＲ产物进行检测；对家系１的家族成员内含子２剪接供体处进行 ＰＣＲ及测序；对家系２的家族成员内含子７
剪接受体处进行ＰＣＲ及测序；对１００名无血缘关系的健康对照者的内含子２剪接供体和内含子７剪接受体处进行
ＰＣＲ及测序。结果　家系１中先证者及其余患者中均存在内含子２剪接供体位点ｇ＞ｔ的突变。家系２中患者存
在内含子７剪接受体位点ａ＞ｇ的突变。家系中未患病者及对照者中无此突变，并排除了２个位点基因多变性的可
能性。结论　家系１和２中存在的剪接位点突变，导致了ｍＲＮＡ的剪接异常，影响了Ｍｅｒｌｉｎ蛋白的生物学功能，使
其失去对正常神经细胞生长的调控，进而导致了神经纤维瘤病的发生。
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　　Ⅱ型神经纤维瘤病（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｏｍａｔｏｓｉｓｔｙｐｅ２，
ＮＦ２）是由位于２２号常染色体上的ＮＦ２基因突变导

致的常染色体显性遗传的肿瘤易感综合征，发病率

是１∶２５０００［１］。ＮＦ２以神经系统肿瘤、皮肤肿瘤、晶
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体损害为临床特征。双侧听神经瘤为患者的特征性

表现，见于９０％的患者，患者会表现出耳鸣、听力下
降、平衡功能异常等症状，颅内脑膜瘤、脊髓肿瘤、周

围神经肿瘤和白内障亦常见［２３］。近年来 ＮＦ２的早
期诊断越来越受重视，本病的早期诊断很大程度上

依赖于基因诊断。

本实验对所掌握的两个 ＮＦ２家系，收集家族成
员的血液标本及临床资料，提取先证者的血液

ＤＮＡ，对 ＮＦ２基因的 １５个外显子（从外显子 １到
１５）及邻近的内含子序列进行聚合酶链反应
（ＰＣＲ），对扩增产物进行直接测序，发现２个突变位
点，对家族其他成员进行筛查，同期选取１００名无血
缘关系的健康者的血液ＤＮＡ作为对照，从而确定突
变基因携带者，对其进行监管。

１　资料与方法

１．１　临床资料
１．１．１　家系１　前往先证者居住地进行家系调查，
对其家族成员进行现场体格检查和家系调查，绘制

系谱图见图１。先证者为４９岁女性，４１岁时出现右
耳耳鸣伴听力下降，４３岁时出现左耳耳鸣伴听力下
降，４５岁时出现右侧头部钝痛伴走路不稳感。查
体：营养中等，体表未见牛奶咖啡斑，闭眼露白，呲牙

不可，鼓腮漏气，抬眉不能，ＨＢ评级 ＩＩＩ级。２００７
年患者于北京同仁医院行中颅窝入路右侧听神经瘤

切除术，２００９年于解放军四六三医院行左侧听神经
瘤伽马刀治疗。内听道核磁检查见图２，示双侧听

神经瘤，符合ＮＦ２临床表现。家族中其他成员的临
床表现见表１。
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图１　家系１系谱图　■和●分别代表家系男、女患者；□
和○分别代表家系健康男性、女性；箭头指示为先证者，斜杠
代表死亡者

图２　家系１先证者内听道 ＭＲＩ　２ａ：冠状位 Ｔ２ＷＩ显示双
侧内听道及桥脑小脑角区内不均匀等信号肿块影；２ｂ：水平
位增强后Ｔ１ＷＩ显示双侧内听道及桥脑小脑角区内肿块明
显不均匀强化

１．１．２　家系２　前往先证者居住地进行家系调查，
对其家族成员出进行现场体格检查和家系调查，绘

制系谱图见图３。

表１　家系中其他患者的临床表现

患者 性别 年龄（岁） 耳聋 其他 临床诊断 基因测序

Ⅲ６ 女 ４４ ＋ 脑膜瘤 双侧听神经瘤 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅲ１０ 男 ６０ ＋ 脑膜瘤 双耳听神经瘤 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅳ９ 女 ３０ ＋ 皮下包块 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅳ１１ 女 ２８ ＋ 双侧听神经瘤 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅲ１ 男 ５０ ＋ 脑膜瘤 双侧听神经瘤 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅲ３ 男 ４７ ＋ 脑膜瘤 双侧听神经瘤 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅳ２ 男 ２５ － 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅳ５ 女 ２２ － 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
Ⅳ６ 男 １８ － 内含子２剪接供体ｇ＞ｔ
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图３　家系２系谱图　■和●分别代表家系男、女患者；□
和○分别代表家系健康男性、女性；箭头指示为先证者，斜杠
代表死亡者

先证者于北京同仁医院２０００年行经迷路进路
左侧听神经瘤切除术，２００１年行扩大经迷路进路右
侧听神经瘤切除术，第１次术后预后良好，第２次术
后死亡，未获得先证者血液标本。

Ⅲ４为２１岁男性青年，于１７岁时出现左耳听
力下降、耳鸣、声音嘶哑，２００８年行内耳ＭＲＩ检查示
双内听道、桥脑小脑角区、三叉神经走形区、海绵窦

内、延髓两侧迷走神经、副神经、舌下神经走形区及

颈椎椎管内占位性病变，脑干及小脑受压变形，影像

见图４。

图４　家系２Ⅲ４内耳ＭＲＩ　４ａ：水平位增强后Ｔ１ＷＩ显示双侧内
听道及桥脑小脑角区肿块不均匀强化；４ｂ：冠状位Ｔ２ＷＩ显示双
侧内听道及桥脑小脑角区内不均匀高信号肿块影（箭头所示）

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　５ｍＬ静脉血加 Ｋ２ＥＤＴＡ抗
凝，使用 ＴＩＡＮＧＥＮ血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（非离心柱型）提取 ＤＮＡ。经紫外光光度计进行纯
度测定 ＯＤ２６０／ＯＤＣ２８０为１．８－２．０。
１．２．２　ＰＣＲ扩增反应　ＰＣＲ反应体系２５μＬ，含模
板 ＤＮＡ２．０μＬ，正反引物各 １．５μＬ，ＰＣＲＭＩＸ
１２．５μＬ，过滤水７．５μＬ，在 ＰＣＲ仪上扩增３０个循
环，变性温度 ９４℃ ３ｍｉｎ，退火温度（４５～６０）℃
３０ｓ，延伸温度 ７２℃ １ｍｉｎ，最后一次反应结束后
７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后取５μＬ反应产物，琼脂
糖凝胶电泳检测。１５对引物使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设
计，扩增片段包括每个外显子及两端部分内含子。引

物合成由北京赛百盛基因技术有限公司完成。

１．２．３　ＤＮＡ序列分析　将合格的ＰＣＲ扩增产物送
至北京诺赛基因组研究中心有限公司进行测序。

２　结果

２．１　家系１
对先证者的 ＮＦ２基因的１－１５外显子及临近

内含子做直接测序，发现内含子 ２剪接供体位点
ｇ＞ｔ杂合性碱基点突变。对外显子２的突变为反向
测序，因此直接测序图上可见ｃ＞ａ突变（图５）家系
中患病的Ⅲ６、Ⅲ１０、Ⅳ９、Ⅳ１１、Ⅲ１、Ⅲ３及尚未发病
Ⅳ２、Ⅳ５、Ⅳ６均发现与先证者相同突变，家系中的
其他成员及１００名无血缘关系健康对照者均未发现
此突变，与临床诊断一致。
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图５　家系１ＮＦ２基因测序结果反向测序可见ｃ＞ａ突变，箭
头指向点突变

２．２　家系２
对先证者之子Ⅲ４的ＮＦ２基因的１－１５外显子

及临近内含子做直接测序，发现内含子７剪接受体
位点ａ＞ｇ的杂合性碱基点突变。对外显子８的直
接测序为正向测序，因此直接测序图谱上可见 ａ＞ｇ
突变及反向ｔ＞ｃ突变（图６）。先证者之女Ⅲ３未携
带此突变。
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图６　家系２ＮＦ２基因测序结果　ａ：直接测序图谱上可见
ａ＞ｇ突变，箭头指向点突变；ｂ：反向测序图谱上可见ｔ＞ｃ突
变，箭头指向点突变
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３　讨论

ＮＦ２基因为肿瘤抑制基因，在１９９３年被定为在
染色体２２ｑ１２上［４５］，长度大约１１０Ｋｂ，包括１７个编
码外显子。与ＡｌｆｒｅｄＫｎｕｄｓｏｎ’ｓ的肿瘤形成２次打
击学说相一致，即 ２个等位基因均失活才引发肿
瘤［６７］。第１次突变源自遗传或源自胚胎期新发生
的突变，第２次突变发生在敏感靶器官细胞中另一
个等位基因突变失活，继而肿瘤发生。ＮＦ２基因编
码含有５９５个氨基酸的 Ｍｅｒｌｉｎ蛋白，被认为是一种
肌动蛋白相关蛋白，在细胞骨架和细胞膜之间起连

接作用，ｍｅｒｌｉｎ蛋白存在２种亚基，但只有亚基１能
够形成肿瘤抑制作用的折叠蛋白［８］。ＮＦ２基因在
胚胎和成人的Ｓｃｈｗａｎｎ细胞、脑脊膜的细胞、晶体和
神经中高水平表达。因此突变时以神经系统、晶体

损害和皮肤肿瘤为特征。神经系统的肿瘤主要表现

为双侧听神经瘤，其他为脑神经的神经鞘瘤、脑脊膜

瘤、脊髓的髓内髓外肿瘤、周围神经病变等。眼睛的

损害以白内障、视网膜错构瘤为主要表现。皮肤的

主要表现为皮肤神经纤维瘤、皮肤咖啡斑。

ＮＦ２基因突变的位点和方式，与 ＮＦ２患者的临
床症状、疾病严重程度关系密切。同一家族的患者

之间，临床表现存在一定的相似性，但不同家族之间

的患者临床表现存在较大差异［９］。当 ＮＦ２基因出
现错义突变、框架内缺失突变或大片段缺失时，会造

成Ｍｅｒｌｉｎ蛋白功能部分缺失，临床症状相对较轻；
而当ＮＦ２基因发生无义突变或移码突变时，会导致
Ｍｅｒｌｉｎ蛋白功能完全丧失，使患者出现更加严重的
临床表现［１０］。此外，１－５号外显子区域突变比
１１－１５号外显子突变的患者发病更严重，但不同区
域剪接位点突变的病情轻重不一［１１１２］。

本研究对ＮＦ２基因的编码区及其邻近内含子
序列进行了 ＰＣＲ扩增和 ＤＮＡ测序，在两个家系中
发现了两个突变位点，分为内含子２剪接供体位点
ｇ＞ｔ的突变和内含子７剪接受体位点ａ＞ｇ的突变。
该突变在国内外均未见报道，属于新的突变位点，进

一步显示 ＮＦ２基因突变谱的多样性。在家系内突
变与表型存在一一对应关系，即与疾病表现型共分

离现象。对１００名无血缘关系的健康对照者的内含
子２剪接供体和内含子７剪接受体处进行测序，未
发现该突变，使得检查结果的可靠性、可信度增加，

并且排除了该基因位点多态性的可能。外显子和内

含子的相邻序列很保守，外显子３’端与内含子５’

端交界处，内含子的两个碱基通常为 ＧＴ，为剪接供
体位点；外显子５’与内含子３’端交界处，内含子的
两个碱基通畅为ＡＧ，为剪接受体位点。成熟的ｍＲ
ＮＡ需经过剪接、拼接等步骤除去基因中的内含子
成分，保留有编码功能的序列。Ａｈｒｏｎｏｗｉｔｚ等［１３］将

发生在－２到－１和＋１到＋５位点的突变归为剪接
位点突变。大多数（９１／９９）的突变落在上述的 ＧＴ
ＡＧ序列中，８６％的剪接位点的改变位于内含子序
列，相反只有１４％位于外显子。内含子内的突变，
通常被归为有未知作用的突变，除非有明确的 ＲＮＡ
证据来证明。目前ｃＤＮＡ分析的缺乏可能会使得发
生在ＧＴＡＧ序列外的剪接位点突变被低估。

通过此实验，发现ＮＦ２基因的致病突变必然引
起ＮＦ２的发生，同一家族发病年龄接近。对于此研
究中的两个家系，找到了 ＮＦ２基因的突变位点，针
对此突变对家族内成员进行筛查，分出了突变携带

者和未携带者。对突变未携带者，排除了其患病可

能，解除其沉重的精神负担及进行医学检查的经济

负担。对未发病的携带者，每年定期 ＭＲＩ及听力学
检查，使其早期诊断，得到及时正确的治疗，改善疾

病预后。另外，分子遗传学诊断的另一个重要意义

就是将来对家系中有需求的患者进行产前诊断，以

避免相同疾病的再发。
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