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[摘要]　目的　对１例马凡综合征(MFS)患儿的原纤维蛋白基因Ｇ１(FBN１)进行基因检测与超声心动图检查,

分析其分子发病机制并探讨超声心动图表型.方法　收集１例 MFS患儿及家系成员临床资料,经超声心动图检

查后,利用二代基因测序技术对FBN１基因进行外显子测序,用Sanger测序对筛查出来的可能致病突变位点进行

家系验证,通过预测软件预测突变位点致病性,结合文献对突变位点致病性与超声心动图表型进行分析.结果

患儿超声心动图检查表现为以二尖瓣脱垂并重度关闭不全为显著特征的心血管异常.测序结果发现 FBN１基因

存在杂合突变c．６４９６＋１G＞C,为未报道过的新突变,而患儿家系正常成员均未检出该突变.该突变位于经典剪切

位点上,可能影响 mRNA剪切.同时 Mfold、MaxEntScan和 MutationTaster软件分析预测该突变为致病性突变.

综合分析,该患儿可诊断为以二尖瓣脱垂为显著特征的 MFS,且c．６４９６＋１G＞C(exon５３)剪切突变可推测为新发

致病性突变.结论　本文首次报道c．６４９６＋１G＞C(exon５３)剪切突变,扩展了FBN１基因突变谱,结合心血管表型

与文献分析,为 MFS的突变基因型与心血管表型研究提供了新的思路,并进一步为临床精准医疗提供一定的理论

基础.
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ANOVELFBN１GENESPLICINGMUTATIONANDECHOCARDIOGRAPHICPHENOTYPEOFACHILDWITHMARFANSYNＧ

DROME:ACASEREPORTANDLITERATUREREVIEW　ZHOUYanbo,WANGYueli　(DepartmentofUltrasound,Hulin

People’sHospital,Hulin１５８４００,China)

[ABSTRACT]　Objective　ToperformfibrillinＧ１(FBN１)genedetectionandechocardiographyforachildwithMarfansynＧ

drome(MFS),andtoinvestigatethemolecularpathogenesisandechocardiographicphenotypeofMFS．　Methods　Theclinical

dataofachildwithMFSandfamilymemberswerecollected,andafterechocardiography,nextＧgenerationsequencingwasusedto

performexonsequencingfortheFBN１gene,andSangersequencingwasusedforthevalidationofpossiblepathogenicmutation

sitesinthisfamily．Apredictionsoftwarewasusedtopredictthepathogenicityofmutationsites,andthepathogenicityofmutation

sitesandechocardiographicphenotypewereanalyzedwithreferencetorelatedarticles．　Results　ThechildhadtheechocardioＧ

graphicmanifestationofcardiovascularanomaliescharacterizedbymitralvalveprolapsewithseveremitralinsufficiency．Theresults

ofsequencingshowedanovelheterozygousmutation,c．６４９６＋１G＞C,intheFBN１gene,whichwasnotdetectedinnormalfamily

members．ThismutationwaslocatedonaclassicalsplicesiteandmightaffectmRNAsplicing．Mfold,MaxEntScan,andMutationＧ

Tasterpredictedthatthisnovelsplicingmutationwasapathogenicmutation．Therefore,thechildwasdiagnosedwithMFSmaniＧ

festingasmitralvalveprolapse,andthec．６４９６＋１G＞C(exon５３)splicingmutationwaspredictedtobeanovelpathogenicmutaＧ

tion．　Conclusion　Thec．６４９６＋１G＞C(exon５３)splicingmutationreportedinthisarticleforthefirsttimeexpandsthemutation

spectrumoftheFBN１gene．Furtherexplorationoftheassociationbetweencardiovascularphenotypesandsplicing mutation

throughliteraturereviewprovidesnewideasfortheresearchonthegenotypeandcardiovascularphenotypeofMFSandatheoretical

basisforprecisionmedicineinclinicalpractice．
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　　马凡综合征(MFS)是一种常见的常染色体显

性结缔组织疾病,临床上以骨骼畸形和心血管病变

为最常见表现.其中心血管病变主要侵犯主动脉、
主动脉瓣和二尖瓣、三尖瓣,为致死的主要原因.既

往文献证实主动脉窦部扩张是其特征性的超声心动

图表型[１Ｇ２].研究表明原纤维蛋白基因Ｇ１(FBN１)由
６５个外显子及基因５′端的４个选择性剪接外显子

和４７个内含子组成,突变位点随机地分布在整个

FBN１基因中,无明显的热点突变[３Ｇ４],因此 MFS病

人临床表型呈多样化,个体差异较大,近期研究证实

大部分病人的超声心动图表现以二尖瓣、三尖瓣脱

垂为显著特点,特别是处于发育期的儿童[５].因此

当超声医师遇到此类病人时,应注意与瓣膜脱垂综

􀅰６２１􀅰



精准医学杂志２０１９年４月第３４卷第２期　JPrecisMed,April２０１９,Vol．３４,No．２

合征等相似临床表现的疾病进行鉴别,提高超声诊

断 MFS的临床价值.本研究针对１例 MFS病人

及家系成员的FBN１基因全部６５个外显子进行序

列分析,探讨其可能致病突变与超声心动图表型,以
期为临床诊断和进一步探索致病机制提供思路.

１　资料与方法

１．１　一般资料

先证者为９岁女性患儿,主诉为活动后胸闷气短

３月,无胸痛、咯血及双下肢水肿.曾在当地诊断为

二尖瓣脱垂并重度反流,考虑为二尖瓣脱垂综合征,
为进一步明确诊断前来北京安贞医院超声科就诊.

１．２　超声心动图检查

采用PHILIPIE３３彩色多普勒超声诊断仪进

行检查,探头频率５．０MHz.依据小儿超声心动图

检查标准及测量规范[６]进行心脏切面检查及测量.
依据体表面积的回归方程[７]计算主动脉窦部内径Z
值.主动脉窦部内径:２＜Z值≤３,为主动脉窦部增

宽;Z值＞３,为主动脉窦部扩张[８].二尖瓣、三尖瓣

受累表现为瓣叶松散、冗长、增厚,厚度＞５mm,瓣
膜脱垂定义为在胸骨旁切面或四腔心切面收缩期瓣

叶超过房室瓣环连线水平２mm 以上[９].同时依据

２００３年美国超声心动图学会推荐标准评估心脏瓣

膜反流程度[１０].MFS诊断依据“根特标准”(Ghent
nosology)[８].

１．３　基因组 DNA 的提取及目标基因测序

取先证者及其父母外周静脉血２mL(EDTA
抗凝),采用 QIAamp全血 DNA 提取试剂盒(德国

Qiagen公司)提取基因组 DNA 后进行目标基因测

序,平均深度１００X.应用 GenCap液相捕获目标基

因技术对患儿FBN１全部６５个外显子以及内外显

子交界区域进行捕获[１１Ｇ１２].针对 FBN１６５个外显

子非重复区设计生物素化的单链捕获探针.将１μg
DNA文库与BL缓冲液和设计的探针混合后,９５℃
加热７min,６５℃加热２min后,加入２３mL预热至

６５℃的 HY缓冲液,６５℃杂交２２h.采用５００μL
１×结合缓冲液清洗５０μL MyOne磁珠(美国 Life
Technology公司)３次,重悬于８０μL１×结合缓冲

液中.加入６４μL２×结合缓冲液至杂交混合物中,
转移至含有８０μL MyOne磁珠的试管中.旋转混

匀１h.用 WB１缓冲液室温清洗磁珠１５min后,用

WB３缓冲液６５℃再清洗３次,每次１５min.然后

采用洗脱缓冲液将结合的 DNA 洗脱下来.洗脱的

DNA进行PCR反应,反应相关条件如下:９８ ℃预

变性３０s;９８℃变性２５s,６５℃退火３０s,７２℃延

伸３０s,共进行１５个循环;最后７２℃延伸５min.根

据产品说明书用SPRⅠbeads(美国BeckmanCoulter)
纯化PCR产物.富集的文库用IlluminaHiSeq２０００
第二代测序仪进行双端测序,读长为９０bp.

１．４　Sanger测序验证

根据需要测序的DNA片段合成引物,用PCR方

法扩增,用 ABI３７３０xl测序仪(美国 AppliedBiosysＧ
tems公司)以Sanger测序法进行测序,测序结果与目

标区域捕获测序后的结果进行比对.

２　结　　果

２．１　体格检查结果

患儿,女,９岁,身高１６０cm,体型瘦长,指(趾)修
长,双眼晶状体脱位,但无明显面部轮廓特征,胸廓呈

现不典型的轻度漏斗胸,脊柱轻度侧弯,系统评分为

８分(表１).患儿父亲,男,３８岁,身高１７２cm.患儿

母亲,女,３２岁,身高１６０cm,余未见明显异常相关体

征.患儿父母系统评分均为０分.

２．２　超声心动图检查结果

患儿检查过程中心率为１１３次/min.超声心动

图检查结果提示左心室内径轻度增大(左心室舒张末

期内径５１mm,收缩末期内径３４mm),左心室射血分

数６０％;二尖瓣叶增厚、脱垂合并重度反流,三尖瓣叶

增厚、脱垂合并轻度反流;主动脉窦部形态尚可,内径

３４mm,计算主动脉窦部内径Z值为３．１.患儿术前

超声心动图表现见图１.

２．３　目标基因捕获结合第二代测序数据分析结果

二代测序结果显示,先证者在 FBN１基因处发

现剪切位点杂合突变c．６４９６＋１G＞C(exon５３),该
位点是５２号内含子中第１位核苷酸由 G突变为C
(图２A、B).上述基因突变经过 OMIM 数据库、

FBN１基因SNP数据库检索,推测为FBN１新的突

变.应用Sanger测序进行家系验证发现其父母未

发现该变异.变异位点解读参考美国医学遗传学和

基因组学学院(AmericanCollegeofMedicalGeneＧ
ticsandGenomies,ACMG)指南.测序结果另外发

现了１个位于第５７外显子的错义突变c．６９８７C＞G
(p．D２３９２E)(图２C),该变异在数据库中虽然有疾

病相关性报道[１３].但在表型正常的父亲中也检出

该突变.

２．４　突变位点功能预测及分析结果

应用生物信息学网站 Mfold来预测变异位点

对FBN１基因复制后的cDNA二级结构的影响,发
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A:舒张期左心室长轴切面示二尖瓣松散、瓣叶增厚(箭头);B:收缩期左心室长轴切面示二尖瓣松散、瓣叶增厚脱向左心房侧(箭头),主动

脉窦部内径增宽３４mm,Z＝３．１;C:左心室长轴切面示二尖瓣大量反流;D:胸骨旁右心两腔心切面示三尖瓣少量反流;E:舒张期四腔心切面示

二尖瓣及三尖瓣瓣叶增厚、冗长、松散(箭头);F:收缩期四腔心切面示二尖瓣及三尖瓣瓣体脱向心房侧;G:四腔心切面示二尖瓣大量反流;

H:四腔心切面示三尖瓣少量反流(ARD:主动脉窦部,LA:左心房,RA:右心房,LV:左心室,RV:右心室,TR:三尖瓣反流,MR:二尖瓣反流).

图１　患儿术前超声心动图表现

A:本研究中突变位点c．６４９６＋１G＞C(exon５３)定位的FBN１示

意图;B:患儿家系突变位点c．６４９６＋１G＞C(exon５３)cDNA 序列片

段;C:患儿家系突变位点c．６９８７C＞GcDNA序列片段.

图２　患儿FBN１突变的定位和定性分析结果

现该变异位点所在的二级结构(Chr１５:４８７２９１４４Ｇ
chr１５:４８７２９１７２位点)与野生型的cDNA(Chr１５:

４８７２９１４４Ｇchr１５:４８７２９１７２位点)的结构明显不同

(图３A).进一步使用分析网站 MaxEntScan对突

变后进行可变剪切预测,提示相对于正常参考序列,

突变后位点c．６４９６＋１的评分下降８５．７％(图３B).

MutationTaster分析预测该突变为致病性突变(图

３C),并通过改变剪切位点的变化,致含有钙结合的

保守序列的cbEGF结构域异常,由于结合钙可以限

制结构域弹性,易化蛋白质间的相互作用,保护蛋白

免于水解,对于维持FBN１的稳定十分重要.因此推

测该剪切位点突变可影响患儿FBN１蛋白的稳定性.

A:突变位点c．６４９６＋１G＞C(exon５３)定位的cDNA 二级结构

域预测;B:野生型序列与c．６４９６＋１G＞C突变序列 MaxEntScan原

剪切位点评分;C:突变位点c．６４９６＋１G＞CMutationTaster预测结

果.

图３　突变位点功能预测结果
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３　讨　　论

MFS是一种影响结缔组织的多系统常染色体

遗传性疾病.目前研究表明FBN１基因定位于染色

体１５q２１．１区,编码的糖蛋白由２８７１个氨基酸构

成.由于FBN１基因无明显热点突变,任一点突变

引起的蛋白结构域的改变都有可能导致病人临床表

型呈多样化.病人预期寿命缩短,很大程度上取决

于以主动脉夹层为显著特点的心血管并发症.然

而,以 二 尖 瓣 脱 垂 为 特 征 性 表 现 的 病 人 相 对 较

少[１Ｇ３].本文通过对１例马凡综合征患儿的 FBN１
基因突变与超声心动图表型分析,结合文献复习,分
析其突变位点与心血管表型相关性,为患儿提早诊

断、个体化治疗及遗传咨询提供新的依据.
本研究对该患儿FBN１基因全部６６个外显子

的序列进行了测定分析,检测出剪切位点杂合突变

c．６４９６＋１G＞C(exon５３),其父母均未检出该突变.
应用 OMIM 数据库、FBN１基因SNP数据库检索

后确证该突变为未报道过的新突变,５２号内含子中

第一个内含子碱基存在点突变,即 G 突变为 C,通
过生物信息学网站预测变异位点,Mfold和 MaxＧ
EntScan预测结果示该患儿FBN１变异后的cDNA
二级结构与野生型明显不同,且突变后cDNA 中剪

切位点评分明显下降,同时 MutationTaster预测该

突变为致病性突变.因此研究者认为该突变为经典

剪切位点的突变,改变了剪切供体序列,使第２１６３３
位天冬氨酸变为丙氨酸,提高了突变位点破坏转录

体剪切的可能性.
既往有文献报道,剪切突变占 FBN１ 突变的

１８．５％,尽管该类突变的分子发病机制及其特征性

心血管表型尚不完全清楚.进一步查阅文献,国内

外已有较多关于 MFS 患者 FBN１剪切突变的研

究,共检索到超声心动图资料相对完整的中、英文文

献９篇[１４Ｇ２２],其中中文文献１篇,英文文献８篇.综

合整理文献报道的１８例剪切相关突变显示,１８例

突变均与 MFS患者的主动脉异常相关,其中６例提

示与二尖瓣异常相关[１５Ｇ１７,１９Ｇ２１].BAUDHUIN 等[１７]

在发生剪切突变的６例主动脉异常的先证者中发

现,有４例发生主动脉夹层事件,并且１例死于主动

脉夹层.特别是在检出c．２１６７＋１G＞A 突变的家

系中,先证者３位亲属均在青壮年时死于主动脉夹

层.因此研究者推测FBN１的剪切突变可致外显子

遗漏,翻译蛋白结构发生变异,继而提出剪切突变在

MFS患者中更易发生主动脉事件这一观点.LU

等[２１]在一个以主动脉病变为显著特征的 MFS家系

中发现了一个位于６１号内含子的剪切位点突变c．
７５７０＋５G＞A,该突变使６１号外显子遗漏,第３９cb
EGF结构域丢失,FBN１蛋白截断.在纯合子突变

的先证者及杂合突变的先证者母亲中均表现为主动

脉扩张.同样 GILLIS等[１６]报道了另一个以主动

脉异常为显著特点的 MFS５代家系,该家系有１９
例患者受累,年龄中位数为３７岁,其中９例死亡(年
龄最小者猝死时仅２１岁),９例接受过主动脉相关

外科手术,仅１例在行主动脉瓣及主动脉根部手术

时,同时接受了二尖瓣及三尖瓣成形手术.然而,另
外３项低年龄组的先证者研究提示剪切突变导致患

者出现以二尖瓣异常改变为显著特点的心血管表

型,其中与c．４２１１Ｇ３２_Ｇ１３del７突变相关的患儿于７
月龄时死于二尖瓣及三尖瓣关闭不全导致的心肺衰

竭[１５,１９Ｇ２０].对比发现,尽管文献复习中病人与本研

究中患儿均为剪切突变,且心血管表现较为严重,但
大部分年长患者以主动脉事件为主,本研究患儿与

３例低年龄先证者相关的报道,均以二尖瓣异常改

变为主,提示不同位置的剪切突变所导致的心血管

表型也会有所不同.JARADAT等[２３]在一 MFS家

系中检测出１个相近位置突变 c．６６５０G＞A (p．
Cys２２１７Tyr),该突变导致半胱氨酸突变为酪氨酸,
先证者及其妹妹的二尖瓣及三尖瓣均出现了瓣膜脱

垂,以及主动脉窦部增宽,同时先证者父亲４９岁死

于心血管事件.对比分析,该研究报道的突变位点

与本 研 究 中 患 儿 突 变 位 点 位 置 相 近,且 均 涉 及

cbEGF结构域的变化,提示FBN１蛋白的稳定性发

生异常.但是先证者及其亲属心血管表型较目前本

研究患儿表现相对较轻,因此其治疗效果及预后也

会有所不同.提示在相同或相近位置的不同突变类

型所引起的心血管表型的异常,其临床表现也会有

所不同.当前患儿突变位点为涉及cbEGF结构域

的剪切位点突变,因此,我们推测这可能也是该突变

致患儿重症二尖瓣脱垂并关闭不全的心血管表型的

主要原因.本研究在分析该患儿基因测序结果时,
同时检测出另外一个位于第５３外显子的错义突变

c．６９８７C＞G(p．D２３９２E),该变异在数据库中虽然有

疾病相关性报道[１０],但在本研究中由于患儿表型正

常的父亲也检出该突变,因此提示c．６９８７C＞G(p．
D２３９２E)为疑似良性突变.

回顾本例患儿的诊断过程可以看出,患儿面部

轮廓及胸廓特点不突出,初次超声心动图检查结果

为二尖瓣脱垂并重度反流,极易误诊为二尖瓣脱垂
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综合征,由于二尖瓣脱垂是重度二尖瓣反流最常见

的原因[２４],且与患儿临床症状相符.二尖瓣脱垂综

合征,又称Barlow 综合征,是一种超声心动图表现

为伴有二尖瓣黏液样变性的原发性二尖瓣脱垂的结

缔组织疾病,以年轻女性最为多见[２５Ｇ２６].有基因学

研究指出二尖瓣脱垂与 MFS等结缔组织相关疾病

有关系[２７Ｇ２８],二尖瓣脱垂的病人中约有０．２５％患有

MFS,按照二尖瓣脱垂诊断标准,该比例有可能会

更高[２９Ｇ３０].继续多切面观察,尽管患儿主动脉窦部

的形态并未呈现经典的“蒜头样”改变(图１),但进

一步计算主动脉窦部内径Z值为３．１,明显高于正

常范围,符合 MFS的超声心动图表现.最后结合

患儿临床体征及基因检测结果最终诊断为 MFS.
因此,本病例表明在行患儿超声心动图检查过程中

观察到明显二尖瓣、三尖瓣脱垂时应当特别注意观

察主动脉窦部内径,尤其是Z值≥２时,更应仔细观

察患儿是否有晶状体异位、胸廓畸形,以避免误诊.
综上所述,本研究首次报道了位于 FBN１基因

c．６４９６＋１G＞C(exon５３)位点的新发剪切位点杂合

突变的致病性可能,结合文献初步分析了突变点位

置和突变类型两方面与患儿以二尖瓣脱垂为著的心

血管异常表型的关系.此外,由于二尖瓣脱垂导致

的重度反流是 MFS病人主动脉夹层之外最重要的

心血管并发症,不仅严重降低病人的预期寿命,而且

影响手术策略和预后,因此在以二尖瓣脱垂并重度

反流就诊的患儿中 MFS的鉴别诊断具有重要意

义.我们目前的研究结果对于 MFS突变位点与心

血管表型的的研究和个体化的精准治疗提供了一定

的策略和依据.
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