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基因变异检测及分析
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遗传代谢性肝病背景

• 随着我国病毒性肝炎的逐步控制，我国肝病谱已发生深刻变

化。遗传代谢性肝病种类繁多，高达500多种，总体发病率

不低，该方面的研究已成为国际肝病防治的新趋势。

• 2017年欧洲率先建立罕见肝病咨询网（European 

Reference Network for Rare Liver Diseases ，ERN RARE-

LIVER），该咨询网是由全欧洲医疗服务者参与的虚拟网络

服务平台，目的是整合全欧洲的专业知识、资源、治疗条件，

群策群力来解决复杂或罕见疾病。
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遗传代谢性肝病背景

• 2018年3月30日我国成立了中华医学会肝病学分会遗传代

谢性肝病协作组。协作组的成立将有助于搭建遗传代谢

性肝病临床科研创新和高层次人才培养、学术交流的平

台，在筛查我国遗传代谢肝病的流行现状、提高诊治水

平、指导生殖干预等方面发挥积极推动作用。

• 全面深入系统的研究遗传代谢性肝病，符合精准医学的

时代要求。
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2019年发布罕见病诊疗指南

1. 目前世界上已经确认的罕见病超过7000种，全球预计有3亿

名罕见病患者，80%为遗传疾病，普遍缺乏有效的治疗方法。

2. 《罕见病诊疗指南（2019年版）》是首部关于罕见病的诊疗

指南，涵盖121种罕见病，其中涵盖了22种遗传代谢性肝病

体现了我国罕见病诊断、鉴别诊断和治疗的科学性、权威性、

规范性、代表性、实用性和指导性。
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按代谢物质分类

其中肝脏相关的遗传代谢性疾病（22种） 6



BMJ Best Practice Assessment of liver function(bestpractice.bmj.com)

Roy A, Finegold MJ. Biopsy Diagnosis of Inherited Liver Disease. Surg Pathol Clin. 2010 Sep;3(3):743-768. 

肝细胞损伤为主型 高胆红素血症为主型 胆汁淤积为主型

• 肝豆状核变性
• 糖原累积症
• 肝囊性纤维化
• 尼曼匹克病
• 酪氨酸血症
• POEMS综合征
• 鸟氨酸氨甲酰基转

移酶缺乏症
• 半乳糖血症
• 遗传性果糖不耐受症
• 卟啉病
• 戈谢病

• Gilbert综合征（ UGT1A1 ）
• Crigler-Najjar综合征
• Dubin-Johnson综合征
（ ABCC2 ）
• Rotor综合征（ SLCO1B3，

SLCO1B1 ）

• 进行性家族性肝内胆汁
淤积；

• 先天性胆酸合成缺陷
• Alagille综合征
• 氧化物酶体生物发生障

碍
• Zellweger综合征
• 溶酶体酸性脂肪酶缺乏

症
• 黏多糖贮积症

按肝损伤类型

虽然没有列入指南，但是
最常见的遗传代谢性肝病
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基因测序
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不明原因黄疸的一代测序
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不明原因黄疸的Panel测序

肝脏代谢基因Panel测序结果 10



不明原因黄疸的全外显子测序

全外显子测序结果 11



临床医生的困境

1、如何解读一个测序结果？

2、如何进一步了解一个变异的性质？

3、如何选择一个合适的测序方法？
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人类测序历史

1990-2000
年人类基
因组计划

1953年
DNA双螺
旋结构

2008-2012
年国际千
人基因组
计划

一代测序 二代测序 三代测序

1977年
Sanger
测序
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人类变异数据库

网址：http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/validate.php

基因标志 基因位置 基因转录产物序列号

错义/无义变异

内含子区域剪切变异

启动子或增强子区域变异

插入/缺失变异

调节性变异
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基因变异表述方式

den Dunnen JT. Human genetics. 2001;109(1):121-4.

• cDNA：特指在体外经过逆转录后与RNA互补的编码氨基酸的DNA链，
存在于外显子中，不含内含子序列。

• “g.” for a genomic sequence (e.g., g.76A>T)

• “c.” for a cDNA sequence (e.g., c.76A>T)

• “m.” for a mitochondrial sequence (e.g., m.76A>T)

• “r.” for an RNA sequence (e.g., r.76a>u)

• “p.” for a protein sequence (e.g., p.K76A)

• 蛋白序列：特定基因编码蛋白序列。

Where？在什么位置？

对于DNA变异的表述，“c.”优于“g.”——直观地得知该变异点在外显
子上还是内含子上，会不会造成氨基酸编码改变，与表型联系起来。
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变异的位置的表述方式

IVS1+1-# IVS2-1-#

外显子变异外显子变异 内含子区域变异5’非翻译区 3’非翻译区
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基因变异表述方式

den Dunnen JT. Human genetics. 2001;109(1):121-4.

What？• 碱基替换: 

错义变异: 1. UGT1A1-c.211G>A(p.G71R)

注：UGT1A1基因的cDNA编码序列211位置的G碱基转换为A碱基，从而使

71位的甘氨酸(G)转换为精氨酸(R)。

2. ATP7B-c.2333G＞T(p.R778L)

注：ATP7B基因的cDNA编码序列2333位置的G碱基转换为T碱基，从而使

778位的精氨酸(R)转换为亮氨酸(L)。

无义变异：SLCO1B1-c.1738C>T(p.R580Ter)

注：SLCO1B1基因的cDNA编码序列1738位置的C碱基转换为T碱基，从而

使778位的精氨酸(R)转换为终止密码子 (Ter)，终止后续的氨基酸转录。

哪
种
变
异
？
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基因变异表述方式

den Dunnen JT. Human genetics. 2001;109(1):121-4.

What？

• 缺失变异: ATP7B基因- c.525dupA (p.V176SfsX28)

注：ATP7B基因的cDNA编码序列525位置的A碱基缺失，从而使176位的缬氨

酸(V)转换为丝氨酸(S)，并引起后续的28个氨基酸发生改变。

• 插入变异：UGT1A1-A(TA)7TAA(c.-40-39insTA)

注：UGT1A1基因的cDNA编码序列前40-39位置(启动子区域)的插入TA碱基，

影响启动子的转录活性，进而影响基因的表达。

• 内含子区域变异：ATP7B -IVS18+6C>T;

注：ATP7B基因的第18号内含子区域正6位C碱基转换为T碱基，影响外显

子的可变性剪切，进而影响基因的表达。

哪
种
变
异
？
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氨基酸简写符号目录
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临床医生的困境

1、如何解读一个测序结果？

2、如何进一步了解一个变异的性质？

3、如何选择一个合适的测序方法？
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“突变”与“多态性”的不同

Mutation
突变

Change 改变（罕见的）
Disease-causing change 致病改变

Polymorphism

多态性

Change in >1% in population
人类群体中大于1%的改变
Not disease causing change

不致病的改变
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建议使用的词语

Mutation
突变

Polymorphism

多态性负面 正面

建议
使用
中性
词

Variant / Alteration 变异
CNV 拷贝数变异

SNV（Not SNP）单核苷酸变异
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Wilson病致病基因（ATP7B）：c.2333G＞T(p.R778L)   

氨基酸序列分析

母亲：杂合变异

患儿：李××（6岁），纯合变异
父亲：杂合变异

错义变异(1)

指编码某种氨基酸的密码子经碱基替换以后,变成编码另一种氨
基酸的密码子,从而使多肽链的氨基酸种类和序列发生改变。

Thomas GR, et al. Nat Genet. 1995;9(2):210-217.

Wilson病的莱比锡评分提示：纯合致病性变异，积4分，
可直接诊断Wilson病
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杂合变异野生型

错义变异(2)

纯合变异
氨基酸序列分析：p.G71R

Teng HC, et al. Clin Genet. 2007;72(4):321-328

UGT1A1-c.211G＞A(p.G71R)纯合变异，导致UGT1A1基因活性
降低到正常的32%左右，诱发先天性黄疸-Gilbert综合征
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插入变异

UGT1A1 c.-40_-39insTA启动子区域插入性变异，导致UGT1A1

基因活性降低到正常的30%左右，出现Gilbert综合征

指随机插入一个或几个碱基，使碱基序列改变的一种突变模式。

野生型 纯合变异型

杂合变异型

A(TA)6TAA A(TA)7TAA

A(TA)7TAA/A(TA)6TAA

Bosma PJ, et al. N Engl J Med. 1995;333(18):1171-1175. 25



杂合变异（患者父亲）

杂合变异（患者母亲）Rotor综合征基因SLCO1B1-c.1738C>T(p.R580Ter) 

无义突变

无义突变指由于某个碱基的改变使代表某种氨基酸的密码子突变
为终止密码子，从而使肽链合成提前终止。

纯合变异（患者）

Kim SR, et al. Drug Metab Pharmacokinet. 2007;22(6):456-461.

氨基酸序列分析：p.R580Ter
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内含子区域突变（剪切突变）

剪切突变：由于剪接的供体、接纳体部位或其旁侧保守序列的
突变，改变RNA前体的剪接方式，使得产生的成熟RNA中含有内
含子或缺失外显子序列的一类突变。

IVS1+1-# IVS2-1-#
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内含子区域变异

Dong Y, et al. Theranostics. 2016;6(5):638-649. 

Wilson患者父亲，纯合变异 Wilson患儿杂合变异

IVS18+6C>T(Intron 18)

外显子18 外显子19内含子18

Wilson病致病基因（ATP7B）：IVS18+6C>T(Intron 18)
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未知变异致病性的预测

Richards S, et al. Genet Med. 2015;17(5):405-424.

• 各种公开的和商业上可用的预测工具可以帮助解释序列变异。

• 每个工具所使用的算法可能有所不同,但均包括序列变异的影

响测定核苷酸和氨基酸水平以及蛋白质变异的潜在影响。其中

以SIFT和Polyphen2最为常用。
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SIFT预测未知变异致病性

• SIFT是一款软件，基于氨基酸序列的同源性和物理性质来预
测氨基酸的替换对蛋白质功能是否造成影响，用来评估基因
变异的有害程度。

• sift score的取值范围为0-1，可以划分为两个范围。
0-0.05范围内，认为这个变异位点是有害的，会导致蛋白质

功能的改变。数值越小，引起蛋白质功能改变的可能性越大；
0.05-1范围内，认为这个变异位点是良性的，数值越接近1，

对蛋白质功能的影响越小。

软件网站：http://provean.jcvi.org/help.php#protein_batch_output_format 30



Polyphen2预测未知变异致病性

Polyphen2 网址：http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

• Polyphen2是基于蛋白结构同源性算法的预测原理,采用了
Naïve Bayes的机器学习算法来评估SNP引起的氨基酸改变对
蛋白质的折叠、互作、构象稳定性影响。

• 预测结果中，SNP也会获得一个得分。
• 但与SIFT不同的是，score越高，危害性越大。评级有4个标

准：unknown、benign、possibly damaging、probably 

damaging。
• 当score>0.9，表示这个突变是很可能有害的（probably 

damaging），即该SNP对蛋白质功能功能有较大影响。
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Polyphen2预测实例介绍1

良性突变

ATP7B-c. 3419T>C(p.V1140A)(Exon16)：杂合突变

详细对比细节见https://wenku.baidu.com/view/1dd52c9e2b160b4e777fcf5b.html
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Polyphen2预测实例介绍2

可能致病性： score越高，危害性越大

ATP7B-c. 3029A＞C (p. K1010T) (Exon13)：杂合突变
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致病预测软件的优缺点

• 缺点：
1）主要对SNP以及点突变进行功能预测，但Polyphen-2和

SIFT预测限于错义突变，其他无义突变（突变为终止密码）、碱
基缺失、插入所造成的框移突变，以及起始密码子的突变均不可
以预测；
2）仅仅是预测，具体功能需要细胞学实验验证。

优点：
属于在线应用软件，容易获得，免费且操作简单；

详细步骤可参考下面方法；
https://wenku.baidu.com/view/1dd52c9e2b160b4e777fcf5b.html
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⚫ 复合杂合变异:在两条同源染色体的不同基因座上有两个
变异等位基因的杂合基因型细胞称为复合杂合子。

Joe MK, et al. Human molecular genetics. 2015;24(12):3322-34.

Servedio V, et al. Human mutation. 2005;25(3):325.

EASL Clinical Practice Guidelines: Wilson's disease. J Hepatol. 2012;56(3):671-685

多位点变异分析

野生型 杂合型 复合杂合型 纯合型

杂合型变异仅仅影响1条染色体，保留了一条正常功能的染色体；
复合杂合变异影响2条染色体，常对表型产生重要叠加效应。

Wilson病的莱比锡评分提示：杂合变异计1分，而复合
杂合变异计4分，可直接诊断Wilson病
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Wilson病的复合杂合变异

ATP7B-c.2975C＞T (p.P992L) (Exon13) ATP7B-c. 3029A＞C (p. K1010T) (Exon13)

13岁患儿，临床表现为反复ALT异常，K-F环可疑阳性(2分)，
化验铜蓝蛋白0.043g/L(2分)，尿铜199.2μg/24h(1分)，
病理提示：慢性肝炎，G2-3/S2-3。

按照2001年德国Leipzig评分系统，患者仅通过测序分析，即可
明确诊断肝豆状核变性（Wilson病）。

致病性变异，来源于母亲 致病性变异，来源于父亲
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CNS-II家族谱系图及UGT1A1基因突变分布情况

I-1为Gilbert综合征；II-1，II-3与II-5为CNS-II，余均为正常人。

Crigler-Najjar综合征II型家族研究

杂合突变复合杂合突变

c.-3275T>G  单位点杂合变异：正常人（第三代）
c.211G>A/c.1456T>G；双位点杂合变异：正常人（第一代祖父）;

c.211G>A+c.-3275T>G 双位点复合杂合变异：Gilbert综合征
c.-3275T>G+c.211G>A/c.1456T>G 三位点复合杂合变异：CNS-II
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临床医生的困境

1、如何解读一个测序结果？

2、如何进一步了解一个突变的性质？

3、如何选择一个合适的测序方法？
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测序才能把突变找出来

一代测序

二代测序



第一代测序（1977年）

Sanger测序因准确率高，是基因检测的金标准 40



第二代测序（2005年）

Roche 454测序系统是第一个商业化运营二代测序技术的平台41



第二代测序（2007年）

Illumina公司的Solexa和Hiseq应该说是目前全球使用量最大的
第二代测序机器，将测序价格降到1000美金以内的推行者。42



测序费用变化
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一代与二代测序方法的比较

名称 读长 目标基因 优点 缺点 检测变异类型

Sanger测

序

600-

1000bp
单个

金标准、读长

较长、准确度

较高、数据分

析简单

通量较低、成本较

高
SNV、InDel

NGS 300bp
多个至全

部

通量较高、平

均成本较低、

能检测多种变

异类型

样本制备、检测分

析流程较复杂

SNV、InDel、

CNV

注：CNV：拷贝数变异：SNV：单核苷酸变异； Indel：基因组小片段插入
NGS：第二代测序，目前广泛应用于临床的有全外显子测序与Panel测序
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全外显子基因检测

• 可检测人类基因组中约2万多个基因外显子区，其中覆盖率达

到95%以上的基因数为18105个；

• 解读包括OMIM数据库中明确致病关系的4000多个基因，超过

5000种疾病，并检测68种微缺失微重复综合征。
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全外显子检测与Panel比较

检测方法 全外显子 Panel

检测范围 检测2万多个编码蛋白的基因，检

测范围广

仅检测某一类疾病或特定表型的相关基

因，不同公司的Panel，侯选基因数量

均不同，总体检测范围小

检测成本 总价较高 总价稍低，但可能会漏检

产品更新 无需更新 基因数量易滞后，需频繁更新捕获探针

数据分析能

力

变异信息量极大，对数据分析解

读能力要求较高

变异信息较少，数据分析解读比较容易

数据回顾价

值

一次性检测所有编码区涵盖已知

致病和未知基因，数据价值较高，

可随着数据库更新进行重新分析

仅检测和分析明确致病基因，数据重分

析价值不大

科研价值 可挖掘新的致病基因 无法挖掘新的致病基因
46



测序方法的选择

明确单一疾病

临床表征复杂或

疾病方向不明

的疑难案例

具有明确单一
临

床表型

一代测序Sanger测序

Panel测序组合

• 临床意义明确、结果解释
容易

• 周期较短，性价比高

• 测序深度高，易于明确性
质

NGS

• 可以检测75-85%致病突变

• 对整个外显子组捕获测序

• 发现点突变和缺失重复

• 可能发现临床意义不明的
突变，难以解释

• 可以发现新基因

全外显子测序 NGS

• 扩增一个性状或一个疾病
的基因

• 检测点突变和缺失重复

• 发现新突变、但不能发
现新基因

检测需求 检测方法 检测平台 检测优势及局限性
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二代测序是万能的吗？

一、未知致病基因
二、复杂疾病
三、技术局限性：
1、染色体末端的重复区域；
2、线粒体基因中的突变；
3、易位倒位等无拷贝数变化的染色体异常；
4、动态突变；
5、调控序列；
6、单亲二倍体；
7、甲基化
四、覆盖度不够漏检
五、解读范围外
六、假阴性
（流程、转录本、低覆盖度、解读、基因集更新不及时）

二代测序阴性可能性原因
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• 遗传代谢性肝病种类繁多，整体发病率不低，不容忽视，我

们需要从基因测序的角度出发，争取早诊断早治疗。

总结

• 学习测序基础知识，了解不同突变的性质及意义，有利于进

一步明确遗传代谢性肝病的诊断，判断其预后。

• 了解不同测序方法的优缺点，有的放矢的选用其中的一种或

联合多种方法，可显著提高遗传代谢性肝病的基因诊断成功

率，为遗传代谢性肝病这类罕见病提供更好的治疗奠定坚实

的基础。
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THANK YOU

南昌大学第二附属医院感染性疾病科

感谢导师段钟平教授对我的教导和培养！

感谢白洁师妹和梁晨师妹给我提供测序数据！

感谢郑素军教授和孙水林教授对我科研的帮助！
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