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(57)摘要

本发明提供了一组神经精神发育迟缓和高

级认知功能障碍致病基因集合及其检测引物和

试剂盒。本发明方法是通过全基因组测序和新一

代光学图谱技术相结合的策略确定的SLC16A2、

KIF4A、MED15和FAM83G的突变位点以及5个结构

变异基因(CT55、DTX2P1‑UPK3BP1‑PMS2P11、

EBF2、FAM173B和TMTC1)。本发明获得神经精神发

育迟缓和高级认知功能障碍的致病基因，通过检

测所述基因的突变可以用于神经精神发育迟缓

和高级认知功能障碍的辅助诊断。
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1.PCR引物在制备筛选神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的检测试剂盒中的应

用，其特征在于，所述PCR引物的序列为：扩增SLC16A2基因序列的引物序列SEQ  ID  NO.5~6、

扩增KIF4A基因序列的引物序列SEQ  ID  NO .7~8、扩增MED15基因序列的引物序列SEQ  ID 

NO.9~10、扩增FAM83G基因序列的引物序列SEQ  ID  NO.11~12；

所述PCR引物用于检测以下突变：

SLC16A2基因序列的第5外显子区第1357位G突变为C；

KIF4A基因序列的第14外显子区第1472位C突变为T；

MED15基因序列的第6外显子区第573位插入CAG；

FAM83G基因序列的第6外显子区第2455位插入ACC。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述的检测试剂盒包括权利要求1所述PCR

引物、PCR扩增酶及PCR扩增缓冲液。
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一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍致病基因集合及

其检测引物和试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药和基因检测领域，涉及一组神经精神发育迟缓和高级认知功

能障碍的致病基因及其检测引物和试剂盒。

背景技术

[0002] 神经精神发育的基础是神经系统的生长发育，而神经精神活动是神经系统对内外

刺激反应的表现，包括感知、反射、动作、语言及对周围人的感情反应等。神经精神发育迟缓

是小儿常见的一种发育障碍，主要临床表现为生长发育迟缓、智力发育迟滞、共济失调、手

足徐动症、面部畸形、关节挛缩、认知障碍、构音障碍、癫痫发作等。

[0003] 能够导致神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的病种很多，包括艾伦‑赫恩登‑

达德利综合征(AHDS)、脑性瘫痪(CP)、遗传性痉挛性截瘫(HSP)等，具有家族性和终生性的

特点，致残和致愚率极高，危害很大。这类疾病的遗传方式主要有单基因遗传、多基因遗传

以及染色体变异等，然而其病因和发病机制尚未阐明，尤其是遗传致病因素亟待更加深入

的研究和探讨。

发明内容

[0004] 本发明以一个类似AHDS伴发混合型CP的家系(包括一个患病哥哥和两个患病的同

卵双胞胎弟弟，父母双亲表型正常)为研究对象，其主要临床症状表现为神经精神发育迟缓

和高级认知功能障碍，采用全基因组高通量测序(WGS)和新一代光学图谱(NGM)技术相结合

的策略在全基因组范围内探究该家系的遗传致病因素，鉴定了SLC16A2的一个新的致病突

变位点，以及KIF4A、MED15、FAM83G的突变位点和5个结构变异的基因(CT55、DTX2P1‑

UPK3BP1‑PMS2P11、EBF2、FAM173B和TMTC1)，目前国际上还没有关于这些基因突变位点和结

构变异导致神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的报道。

[0005] 本发明的第一个目的在于提供一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的致

病基因集合。

[0006] 进一步的，本发明涉及一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的致病基因集

合，包括SLC16A2、KIF4A、MED15和FAM83G的突变位点，以及5个结构变异的基因(CT55、

DTX2P1‑UPK3BP1‑PMS2P11、EBF2、FAM173B和TMTC1)。

[0007] 进一步的，上述技术方案中，本发明涉及的SLC16A2突变型基因的cDNA编码区序列

为：SLC16A2基因序列的第5外显子区第1357位核苷酸G突变为核苷酸Cc .1357G>C

(p.G453R)。

[0008] 进一步的，上述技术方案中，本发明涉及的KIF4A突变型基因的cDNA编码区序列

为：KIF4A基因序列的第14外显子区第1472位核苷酸C突变为核苷酸T  1472C>T(p.A491V)。

[0009] 进一步的，上述技术方案中，本发明涉及的MED15突变型基因的cDNA编码区序列

为：MED15基因序列的第6外显子区第573位插入CAG核苷酸c.573insCAG(p.191insQ)。
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[0010] 进一步的，上述技术方案中，本发明涉及的FAM83G突变型基因的cDNA编码区序列

为：FAM83G基因序列的第6外显子区第2455位插入ACC核苷酸c.2455insACC(p.819insH)。

[0011] 进一步的，上述技术方案中，本发明涉及的5个结构变异的基因为CT55、DTX2P1‑

UPK3BP1‑PMS2P11、EBF2、FAM173B和TMTC1，具体信息如下表所示：

[0012]

[0013] 本发明的另一方面在于，保护一种筛选神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍致

病基因的检测引物，其包括上述技术方案所述的致病基因集合中，针对突变基因序列设计

的PCR引物，所述PCR引物序列选自：

[0014] 本发明涉及的SLC16A2基因的参考序列为SEQ  ID  NO.1：

[0015] 本发明涉及的检测SLC16A2基因突变位点的引物序列为：

[0016] 正向引物：5’‑AAAGGAGATGTGATGCTATGTGG‑3’，SEQ  ID  NO.5

[0017] 反向引物：5’‑TGATAAGGGGTTTCACGCACTCT‑3’。SEQ  ID  NO.6

[0018] 本发明涉及的KIF4A基因的参考序列为SEQ  ID  NO.2：

[0019] 本发明涉及的检测KIF4A基因突变位点的引物序列为：

[0020] 正向引物：5’‑ACTATTGGGGTTTCTGTAACTAT‑3’，SEQ  ID  NO.7

[0021] 反向引物：5’‑ACTAGCCTCTAACAAGAAATCAG‑3’。SEQ  ID  NO.8

[0022] 本发明涉及的MED15基因的参考序列为SEQ  ID  NO.3：

[0023] 本发明涉及的检测MED15基因突变位点的引物序列为：

[0024] 正向引物：5’‑GAGACGGGGTTTCGCCAGGTTGT‑3’，SEQ  ID  NO.9

[0025] 反向引物：5’‑GCGGGAGTTGTGATGGTTGGTTC‑3’。SEQ  ID  NO.10

[0026] 本发明涉及的FAM83G基因的参考序列为SEQ  ID  NO.4：

[0027] 本发明涉及的检测FAM83G基因突变位点的引物序列为：

[0028] 正向引物：5’‑CCCTTCTTGCTCAGCCTCACTCT‑3’，SEQ  ID  NO.11

[0029] 反向引物：5’‑CTCCAGGACCATTGCCAACACCA‑3’。SEQ  ID  NO.12

[0030] 本发明的第三个目的在于提供用于神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍检测

的基因突变位点的试剂盒，包括上文所述PCR引物序列、PCR扩增酶及PCR扩增用缓冲液。具

体的，在本发明实施例中，是基于Takara‑PrimeSTAR  Max  DNA  Polymerase的PCR反应体系。

[0031] 有益效果：本发明采用了全基因组高通量测序(WGS)和新一代光学图谱(NGM)技术

相结合的策略对该家系进行了全基因范围内基因突变和结构变异的研究，结合生物信息学

分析发现了SLC16A2的一个新的突变位点，以及KIF4A、MED15、FAM83G的突变位点和5个结构

变异的基因，并由此提供了一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的致病基因，以及

检测基因突变位点的引物及试剂盒。
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附图说明

[0032] 图1、家系图；

[0033] 图2、Sanger测序验证结果。

具体实施方式

[0034] 下述非限定性实施例可以使本领域的普通技术人员更全面地理解本发明，但不以

任何方式限制本发明。

[0035] 实施例1

[0036] 本发明收集到一个类似AHDS伴发混合型CP的家系，包括一个患病哥哥(图1中的

III‑2)和两个患病的同卵双胞胎弟弟(III‑3和III‑4)，父母(II‑2和II‑3)表型均正常，患

者的主要临床症状表现为神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍。

[0037] 患者III‑2，男，孕42周足月顺产，出生体重4200g；颅神经查体基本正常；运动发育

迟滞体现在躯干和四肢肌力均降低；安静状态下，肌张力降低，但主动活动和情绪紧张时，

肌张力也会不均匀升高甚至出现震颤，很难完成日常生活自理(吃饭、上厕所)。

[0038] 患者III‑3和III‑4，男，同卵双胞胎，孕38周剖宫产，出生体重分别是2800g和

2650g；颅神经查体基本正常；肌张力比III‑2更差，甚至出现明显的不稳定姿势和不自主的

摆头。三名患者均表现为杯形耳、额面狭长；肌张力减退、运动发育迟滞；面部流涎，头颈部

前倾固定、运动缺陷无法独立走动可伴有共济失调，构音障碍和失语并存；手部表现为痉挛

状态或手足徐动状态；智力认知功能严重损害；行为活动趋向于消极被动，少见暴躁激进状

态；血清T3增高、T4正常。

[0039] 根据患者表型，初步判断3名患者均患有神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍。

本发明采用Illumina  HiSeq  X  Ten测序和Bionano  Saphyr新一代光学图谱技术相结合的

策略对患者(III‑2、III3和III‑4)及其父母(II‑2和II‑3)进行了全基因组测序和大片段结

构变异分析。

[0040] 由于家系特点和遗传特征，鉴定该家系属于X连锁隐性遗传或者常染色体隐性遗

传，应该优先考虑隐性纯合变异。所以，首先筛选出满足一下要求的突变：3个患者共有的纯

合变异，同时在正常个体中为野生型或杂合变异(包括单核苷酸变异(SNVs)、小的插入缺失

(indels)和大的结构变异(SVs))；然后过滤掉在千人基因组计划中最小等位基因频率大于

5％的变异；再过滤掉位于基因间区和内含子区域的变异和同义突变；最后得到SLC16A2的

一个新的突变位点，以及KIF4A、MED15、FAM83G的突变位点和5个结构变异的基因。

[0041] 实施例2

[0042] 样本收集

[0043] 根据世界医学会《赫尔辛基宣言》的要求，患者父母与大连医科大学附属第一医院

伦理委员会签署了知情同意书。

[0044] 样品制备

[0045] 取患者(III‑2、III3和III4)及其父母(II‑2和II‑3)的外周静脉血，根据Bionano 

Prep  Blood  DNA  Isolation  Protocol(Bionano  Genomics  Inc.)提取高分子量基因组

DNA，分别用于高通量测序和新一代光学图谱分析，利用分光光度计测量DNA的纯度和浓度，

并通过琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量。
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[0046] 全基因组高通量测序和新一代光学图谱分析

[0047] 1.全基因组测序按照Illumina提供的说明书进行操作构建文库和上机测序，测序

平台为Illumina  HiSeq  X  Ten测序仪。原始数据经过质量过滤后，利用BWA‑MEM软件比对到

参考基因hg38，利用Picard和Samtools过滤掉PCR产生的重复序列，然后利用Bcftools确定

SNP和indel的类型。

[0048] 2.新一代光学图谱分析按照Bionano  Genomics提供的说明书进行DNA标记，利用

Saphyr产生单分子数据用于基因组的组装和结构变异的确定。原始数据经过质量过滤后，

利用Bionano  Solve软件进行基因组组装和分析。

[0049] Sanger测序验证

[0050] 1.DNA提取

[0051] 采集家系内的患者III‑2、III‑3和III4及其他正常人员II‑1、II‑2、II‑3、II‑4、

II‑5、III‑1和III‑5的外周血，利用常规酚‑氯仿法抽提外周血中白细胞的基因组DNA，利用

分光光度计测量DNA的纯度和浓度，并通过琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量，所得的每个样本

的基因组DNA的OD260/OD280均在1.8‑2.0之间，浓度不低于50ng/ul。

[0052] 2.引物设计和PCR反应

[0053] (1)参考人类基因组序列hg38，针对SLC16A2、KIF4A、MED15和FAM83G的突变位点设

计特异性引物，具体序列见下表：

[0054] 基因名称 正向引物序列(5’‑3’) 反向引物序列(5’‑3’)

SLC16A2 AAAGGAGATGTGATGCTATGTGG TGATAAGGGGTTTCACGCACTCT

KIF4A ACTATTGGGGTTTCTGTAACTAT ACTAGCCTCTAACAAGAAATCAG

MED15 GAGACGGGGTTTCGCCAGGTTGT GCGGGAGTTGTGATGGTTGGTTC

FAM83G CCCTTCTTGCTCAGCCTCACTCT CTCCAGGACCATTGCCAACACCA

[0055] (2)PCR体系如下(基于Takara‑PrimeSTAR  Max  DNA  Polymerase)：

[0056] 反应体系：50ul

[0057] 试剂 使用量 终浓度

PrimeSTAR  Max  Premix(2X) 25ul 1X

正向引物(10uM) 1ul 0.2uM

反向引物(10uM) 1ul 0.2uM

模板DNA(50ng/ul) 1ul  

ddH2O 22ul  

[0058] (3)PCR反应条件如下：

[0059] (98℃10s，55℃5s，72℃5s)，共计40个循环，4℃保持。

[0060] 由此获得所有样本(患者和家系内正常受试者)的PCR扩增产物。

[0061] 3.将所有样本的PCR产物，通过Sanger测序的方法获得所有基因的相关序列，并根

据测序结果判定样本属于野生型还是突变型。所有样本4个基因的Sanger测序验证峰图见

图2。

[0062] 综上，在患者家族成员中对SLC16A2、KIF4A、MED15和FAM83G基因的突变位点验证

发现：SLC16A2和KIF4A基因，患者均为突变型，而家系内其他正常受试者为杂合突变或野生

型；MED15和FAM83G基因，患者均为纯合突变，而家系内其他正常受试者为杂合突变或野生
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型。

[0063] 本发明采用了全基因组高通量测序(WGS)和新一代光学图谱(NGM)技术相结合的

策略对该家系进行了全基因范围内基因突变和结构变异的研究，结合生物信息学分析发现

了SLC16A2的一个新的突变位点，以及KIF4A、MED15、FAM83G的突变位点和5个结构变异的基

因，并由此提供了神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的致病基因，以及检测基因突变

位点的试剂盒。

[0064] 本发明的第一个目的在于提供一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍的致

病基因集合。

[0065] 本发明涉及一组神经精神发育迟缓和高级认知功能障碍潜在的致病基因集合，包

括SLC16A2、KIF4A、MED15和FAM83G的突变位点，以及5个结构变异的基因(CT55、DTX2P1‑

UPK3BP1‑PMS2P11、EBF2、FAM173B和TMTC1)。

[0066] 本发明涉及的SLC16A2突变位点为c.1357G>C(p.G453R)。

[0067] 本发明涉及的KIF4A突变位点为c.1472C>T(p.A491V)。

[0068] 本发明涉及的MED15突变位点c.573insCAG(p.191insQ)。

[0069] 本发明涉及的FAM83G突变位点为c.2455insACC(p.819insH)。

[0070] 本发明涉及的5个结构变异的基因为CT55、DTX2P1‑UPK3BP1‑PMS2P11、EBF2、

FAM173B和TMTC1，具体信息如下表所示：

[0071]

[0072] 对于任何熟悉本领域的技术人员而言，在不脱离本发明技术方案范围情况下，都

可利用上述揭示的技术内容对本发明技术方案作出许多可能的变动和修饰，或修改为等同

变化的等效实施例。因此，凡是未脱离本发明技术方案的内容，依据本发明的技术实质对以

上实施例所做的任何简单修改、等同变化及修饰，均应仍属于本发明技术方案保护的范围

内。
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