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　　[摘要]　目的:为一临床诊断为鳃-耳-肾综合征的中国家系寻找致病基因及位点。方法:回顾性分析1个鳃-
耳-肾综合征核心家系的临床特征及治疗经过;应用全外显子测序技术(WES)对先证者进行全外显子水平突变分

析,其中部分外显子缺失/重复利用荧光定量PCR方法(Realtime-PCR)验证。结果:该家系中先证者,男,4岁1
个月,有耳聋、内耳和中耳结构畸形、耳前瘘管、鳃裂瘘管和肾萎缩临床表型,符合鳃-耳-肾综合征的临床诊断,
父、母均无类似表型。WES检测及荧光定量PCR验证发现患者 EYA1基因外显子13~18存在单倍重复,其父

母未见异常。外科手术切除双侧耳前及鳃裂瘘管,术后恢复较好,佩戴助听器辅助听力。结论:本研究寻找到一

种新的EYA1 基因外显子重复变异致鳃-耳-肾综合征,拓展了EYA1 基因的突变谱。
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Abstract　Objective:Toidentifynovelgeneticcausesofbranchio-oto-renal(BOR)syndromeinaChinese
family.Methods:ClinicalcharacteristicsandtreatmentofafamilywithaBORsyndromewereretrospectivelyana-
lyzed.Geneticanalysiswasconductedbytriowholeexomesequencing(WES)andtheduplicatedexonswereveri-
fiedbyfluorescencequantitativePCR (real-timePCR).Results:Inthisfamily,theaffectedindividualhaddeaf-
ness,structuralmalformationofinnerearandmiddleear,pre-auricularfistula,cervicalfistulaandrenalatrophy
consistentwiththeclinicaldiagnosisofBORsyndrome.Neitherthefathernorthemotherhadsimilarphenotype.
WESandquantitativefluorescentPCRrevealedthatthepatienthadadenovopartialduplicationinvolvingexons
13to18ofEYA1gene.Thismutationhasnotbeenreportedinliteratureoranydatabase.Bilateralpre-auricular
fistulasandcervicalfistulasweresurgicallyremovedandthesurgerywoundhealedwell,whilehearingAIDShad
beenworntoassisthearing.Conclusion:Thisstudyisthefirsttodetectanoveldenovopartialduplication(ex-
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ons13-18)ofEYA1geneleadingtoBORsyndrome,andexpandsthemutantspectrumofEYA1geneinChinese
population.

Keywords　branchio-oto-renalsyndrome;EYA1gene;copynumbervariation

　 　 鳃-耳-肾 综 合 征 (branchio-oto-renalsyn-
drome)为 常 染 色 体 显 性 遗 传 性 疾 病,1975 年

Melnick等首次报道提出这一概念,流行病学研究

显示该综合征患病率约为1∶40000,在重度及极

重度聋儿中的发病率约为2%[1],为综合征性的耳

聋。临床表现多样,主要包括听力障碍、耳部畸形、
鳃裂发育异常、耳前瘘管及肾脏疾病,如肾萎缩、多
囊肾,同一家系中不同患者的临床表型及严重程度

也可出现极大差异,具有高度异质性,因此,容易出

现临床误诊[2]。
临床诊断结合分子诊断已经成为目前综合征

类疾病诊断的重要手段[3]。研究发现EYA1、SIX1
和SIX5等基因异常与鳃-耳-肾综合征相关,其中

EYA1 是最常见的致病基因,约40%的鳃-耳-肾综

合征患者可检测到在EYA1 基因异常[4]。现已报

道240种EYA1 基因突变(HGMDdatabase截止

时间为2020年4月),主要突变类型为错义突变或

碱基插入/缺失突变[5-11],而EYA1 基因部分外显

子重复变异罕见报道。本研究结合我院1例鳃-耳-
肾综合征家系的临床表型和分子诊断特点,报道了

一种新的EYA1 基因外显子重复变异致鳃-耳-肾

综合征,进一步加强对该疾病分子诊断的认识。
1　资料与方法

1.1　临床资料

先证者,男性,4岁1个月,因双侧耳前瘘管及

颈部瘘管、言语发育迟缓来我院就诊。所有研究对

象均签署了知情同意书,未成年人由监护人签署知

情同意书。
1.2　病史采集和体格检查

对先证者及核心家系成员进行完整的病史采

集和系统的体格检查,绘制家系系谱图(图1)。

箭头示先证者。
图1　家系系谱图

1.3　听力学检查及其他检查

对先证者进行听性脑干诱发电位(骨导+气

导)、耳声发射、多频稳态和声导抗,对其他家系成

员进行纯音测听检测,根据 WHO(1997)听力损失

标准评估听力损失程度。其他检查包括内耳 CT、
头颈部CT、肾脏超声、肾动态显像 GFR+延迟显

像、肾功能和常规血液分析(血常规、肝肾功能、凝
血相)。
1.4　高通量测序检测致病基因

经家属知情同意后取患者及其父母外周血各

2mL,采用外周血基因组DNA 提取试剂盒(Ome-
ga公司)提取患者DNA,并测定 DNA 的浓度。采

用IDTThexGenExomeResearchPanelv2.0全

外显子捕获芯片及Illumina高通量测序仪(测序仪

型号:Novaseq6000,读长:PE150)进行trio全外显

子组测序。测序的原始数据与参考基因组比对后,
采用 GATK以及 VarScan软件进行SNP\Indel的

识别、注释并利用生物信息学软件评定突变位点的

生物学影响。结合临床表型利用Clinvar、HGMD、

pubmed等数据库对给出的突变数据进行再次分

析,确定致病突变位点。致病基因筛选的生物信息

分析过程见图2。

图2　致病基因筛选的生物信息分析流程图

1.5　荧光定量PCR验证EYA1 基因外显子重复

根据 WES分析的结果,选择拷贝数异常区域

内的EYA1 基因进行荧光定量分析。从 NCBI数

据库中下载EYA1 基因的序列,分别针对EYA1
基因外显子13,15和18设计引物并选择单拷贝基

因 ABL 为内参基因。利用 SYBR 荧光染料,在

ABI7500荧光定量PCR仪器上进行EYA1 基因的

拷贝数相对定量检测。荧光定量PCR每次实验每

个标本设置3个重复,该实验做了3次。
1.6　外科治疗和病理检查

外科手术切除双侧耳前瘘管及颈部瘘管,切除

组织送病理检查。
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2　结果

2.1　先证者及家系表型

先证者言语发育迟缓不会说话;耳廓外观正

常;双侧耳轮角前可见针尖大小瘘口;颈前甲状软

骨水平双侧胸锁乳突肌前缘可见对称性瘘口,挤压

有脓液溢出(图3a);耳内镜检查可见鼓膜完整,透
亮,锤骨标志异常(图3b)。父母体格检查均未见

耳廓畸形、耳前瘘口及颈部瘘口;纯音测听双耳平

均听阈为20dBHL,正常听阈;肾脏超声及肾功能

检查未见异常。

3a:耳轮脚前可见耳前瘘管(箭头所示);胸锁乳突肌前

缘可见鳃裂瘘管(箭头所示);3b:耳内镜下可见锤骨柄

和锤骨短突形态异常(箭头所示)。
图3　先证者临床体征

2.1.1　听力检查结果　声导抗双耳“B”型,脑干听

觉诱发电位(气导)左耳阈值为95dBnHL,右耳阈

值为65dBnHL;脑干听觉诱发电位 (骨导)左

耳30dBnHL未引出,右耳阈值为20dBnHL;耳
声发射双耳各频率均未引出。多频稳态结果见图

4,显示右耳重度听力损失,左耳极重度听力损失。

4a:右耳各频段阈值250Hz110dBHL;500Hz70dB
HL;1kHz80dBHL;2kHz70dBHL;4kHz70dB
HL;4b:左耳各频段阈值250Hz100dB HL;500Hz
110dB HL;1kHz110dB HL;2kHz100dB HL;

4kHz100dBHL。
图4　先证者多频稳态

2.1.2　颞骨及头颈部 CT 平扫轴位、多平面重组

及三维容积再现　双侧听小骨形态及位置异常,右
侧中耳腔条片状软组织密度影(图5a)。双侧耳蜗

呈一圈半(图5b),双后半规管缺如(图5c),双侧内

听道对称。双侧前庭导水管未见扩大。双侧颈部

皮肤局部凹陷,皮下未见明显软组织肿块影。喉腔

通畅,两侧梨状窝基本对称,未见闭锁、填塞及明显

腔内占位梗阻征象。增强后扫描,颈部未见明显异

常强化影。

5a:双侧听小骨形态及位置异常,“↑”示右侧中耳腔条片状软组织密度影;5b:耳蜗呈一圈半;5c:后半规管缺如。
图5　先证者颞骨CT

2.1.3　肾动态显像 GFR+延迟显像　双肾较小,
位置正常(图6a、6b),右肾肾小球滤过功能明显减

低,右肾 GFR为20.81mL/min;右上尿路排泄延

缓,延迟显像右肾内显像剂少许滞留。左肾血流灌

注正常,肾小球滤过功能轻度减低,左肾 GFR 为

31.31mL/min;左上尿路排泄稍延缓(图6c)。
2.1.4　肾功能　尿素氮升高,肌酐和尿酸正常,血
常规检查未见异常。
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6a:CT冠状位,“↑”示双肾形态较小,位置正常;6b:CT轴位,“↑”示双肾形态较小;6c:双肾动态 GFR。
图6　肾动态显像GFR+延迟显像

2.2　WES检测结果

全外显子测序结果显示先证者的EYA1 基因

(NM_000503.5)13~18外显子拷贝数异常(图7)。
将先证者及其父母和正常对照样本进行荧光定量

PCR验证(图8),结果发现先证者EYA1 基因的

13~18外显子的拷贝数与正常对照的比值为1.5,
提示先证者EYA1 基因的13~18外显子单倍重

复;先证者父母EYA1 基因的13~18外显子的拷

贝数与正常对照的比值约为1,提示患者父母未见

异常。检索文献及数据库发现该变异在千人基因

组、GenomeAD等数据库中均未收录。根据 AC-
MG 指南该突变为致病性改变 (① 强致病证据

PVS1-S:非NMD区域的LOF突变;②强致病证据

PS2:经双亲验证的新发变异;③ 中等致病证据

PM2:所有正常人群数据库频率小于0.0005)。
2.3　相同突变类型鳃-耳-肾综合征的临床表型及

差异

本研究患者EYA1 基因外显子13~18存在重

复。经检索中国期刊全文数据库及 NCBI数据库

(截止到2020年12月20日)发现,目前国内外仅

有一篇文章报道了一个家系中10例患者(巴西人

群)的EYA1 基因外显子4~10存在重复,家系中

的患者仅存在鳃耳异常,未见肾脏异常。比较分析

发现EYA1 基因外显子重复导致的鳃-耳-肾综合

征与其他突变类型导致的患者临床表型无明显

差异。
2.4　治疗及预后

切除组织送病理检查符合瘘管改变,伤口愈合

良好,无复发;助听器辅助听力:采用听觉能力数量

评估(声场)和言语频谱图(香蕉图)评价法。助听

听阈结果分析:250Hz30dB HL;500Hz35dB
HL;1000Hz40dBHL;2000Hz40dBHL;4000

Hz45dBHL,患儿不能久坐,所得结果为相对好

耳(右耳)的助听后听阈。

先证者EYA1 基因的13~18外显子的拷贝数与正常

对照的比值为1.5;先证者父母EYA1 基因的13~18
外显子的拷贝数与正常对照的比值约为1。

图7　全外显子测序结果
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先证者EYA1 基因的13、15、18外显子的拷贝数与正

常对照的比值为1.5;先证者父母 EYA1 基因的13、

15、18外显子的拷贝数与正常对照的比值约为1。
图8　荧光定量PCR验证结果

3　讨论

鳃-耳-肾综合征谱系是罕见的常染色体显性遗

传性疾病,外显率很高,临床表现异质性大,目前临

床广泛应用的是 Chang等[4]提出的鳃-耳-肾综合

征谱系临床诊断标准。提出主要临床表现为:①鳃

裂瘘管或囊肿;②耳聋;③耳前瘘管;④肾脏畸形。
次要临床表现为:①外耳异常;②中耳畸形;③内耳

异常;④其他:面部不对称或味觉异常等。患者临

床表现必须满足以下3个条件之一方可诊断为鳃-
耳-肾综合征谱系:①至少3项主要表现;②具有2
项主要表现,并同时有至少2项次要表现;③具备1
项主要表现,且有至少1个一级亲属中有鳃-耳-肾

综合征谱系患者。本家系患者外观可见双侧耳前

瘘管合并颈部瘘管,手术切除颈部瘘管送病理检查

显示符合鳃裂瘘管改变,结合术中追踪瘘管至颌下

腺考虑为第二鳃裂瘘管;听力学检查 ASSR左耳平

均听阈105dBHL、右耳平均听阈75dBHL,依据

WHO的听力损失评估标准判定左耳极重度听力

损失、右耳重度听力损失;听性脑干诱发电位结果

示 右 耳 气 导 阈 值 65 dB nHL、骨 导 阈

值20dBnHL,参照本听力室正常参考值[12]显示

骨、气导阈值均升高,且存在骨气导差,结合颞骨

CT结果耳蜗畸形及听骨链畸形考虑右耳为混合性

聋,左耳气导阈值 95dBnHL、骨导阈值 30dB
nHL未引出,考虑左耳为感音神经性聋或混合性

聋;肾动态显像 GFR及肾功能检查显示患儿肾萎

缩、肾小球滤过功能下降。可见该患儿具有全部4
项主要临床表现;另外患儿颞骨 CT 显示内耳、中
耳存在结构畸形同时还具备2项次要表现。故依

据Chang等[4]提出的临床诊断标准,该家系符合

鳃-耳-肾综合征谱系的临床诊断。
随着二代测序技术的迅猛发展,高通量测序技

术已成为遗传性疾病有效的分子诊断工具[3,13],本
研究利用高通量测序技术对先证者及其父母进行

全外显子测序,发现患者EYA1 基因外显子13~
18外显子的拷贝数与正常对照的比值为1.5,提示

单倍重复,重复大小为17.7kb;患者父母该区域未

见异常。拷贝数正常的家系成员均无临床表型,先
证者及其家系成员表型及基因型存在共分离。

EYA1 基因是 EYA 家族中的一员,属于人类

同源的“果蝇眼缺失”基因,存在于人类及果蝇等多

种生物体,该基因定位于8q13.3区域[14],是鳃弓

和鳃板以及内耳毛细胞和神经元形成的关键,在肾

脏的早期发育中也起着重要的作用[15-16]。EYA1
蛋白是一种双功能转录因子,N 端是一个与SIX1
和DACH 相互作用的转录共激活域;C端是含有

271个氨基酸的Eya域(ED),使SIX1-DACH 复合

体去磷酸化从抑制状态转变为激活状态[17-19]。在

生物体内分析显示 ED突变损害 EYA1蛋白产物

的催化活性(即去磷酸化作用),这表明磷酸酶活性

的丧失可能会导致EYA1活性受损并进而导致鳃-
耳-肾综合 征 表 型[20]。本 研 究 中 的 患 者 检 测 到

EYA1 基 因 外 显 子 13~18 单 倍 重 复 (chr8:
72111574-72129258),大小为17.7kb,该异常在正

常人群数据库中未见收录。我们推测重复的最可

能位置与野生型基因的染色体位置重叠,可能存在

两种重复方式:一种是串联的,第18外显子后面是

第13~18外显子的额外拷贝,或者是颠倒位置即

第18外显子后面是第18外显子到第13外显子的

额外拷贝;在这两种情况均可能改变EYA1 基因阅

读框,使 EYA1蛋白不能形成正常的 ED域,进而

破坏EYA1蛋白的功能。

Brophy等[21]在32例鳃-耳-肾综合征患者中

发现12.5%的患者存在染色体8q13.3q重复缺失,

Dantas等[22]首次报道了EYA1外显子4~10重复

增加致一个巴西鳃耳综合征家系,家系中的患者无

肾脏表型仅有鳃和耳的症状;而本研究中的患者具

有典型的鳃-耳-肾综合征表型,推测可能的原因是

基因内部外显子重复差异对 EYA1蛋白功能的影

响不同,需要进一步的功能研究。笔者尚未见类似

于本案例所描述的重复现象导致鳃-耳-肾综合征的

相关报道,因此,本例患者表型与其他关于EYA1
基因单倍重复突变的报告比较是有限的。

国内外报道大约240种EYA1 基因突变,主要

突变 类 型 为 错 义 突 变 或 碱 基 插 入/缺 失 突 变。
EYA1 基因部分外显子重复变异罕见报道,无明确

基因型和表型的相关性。本研究通过全外显子测

序技术结合临床表型诊断一例鳃-耳-肾综合征患

者,该患者EYA1 基因部分外显子(外显子13~
18)重复,扩大了EYA1 基因突变谱,为研究EYA1
基因外显子重复突变导致的鳃-耳-肾综合征提供了

一定依据。
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