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全外显子测序技术在癫痫诊断中的应用进展

丁思琦　综述　　徐惠琴　审校
温州医科大学附属第一医院神经内一科，浙江省温州市　３２５００３

摘　要：癫痫是一种大脑神经元异常放电引起的慢性脑部疾病，以短暂中枢神经系统功能失常为特征。根据病因分类，
遗传性癫痫约占各类癫痫总数的３０％。全外显子测序（ＷＥＳ）通过目标序列捕获技术将基因组的全部外显子区域 ＤＮＡ

捕获后进行高通量测序，因其功能强大且成本效益高，在寻找遗传性癫痫的致病基因中有愈加广泛的作用。本综述将讨

论 ＷＥＳ在癫痫诊断中的应用进展。

关键词：癫痫；全外显子组基因检测；基因突变；遗传

ＤＯＩ：１０．１６６３６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｉｎｎ．２０１９．０２．０１９

　　癫痫是由于大脑皮质神经元过度放电引起的
脑功能失调，其在发作类型、发病年龄、临床特征、

脑电表现和治疗反应等方面都具有高度的异质性。

由于癫痫通常发生在一个没有家族病史的个体中，

·２０２·
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长期以来被认为是散发或后天的，而不是遗传的。

基因组学技术的出现，提高了对整个基因组进行突

变扫描的能力，在过去的十年加速了我们对癫痫这

一疾病的认识，如今越来越多的癫痫基因已被定

位。根据病因分类，遗传性癫痫约占各类癫痫总数

的 ３０％［１］。传统分子遗传学相关的概念方法指导

我们通过单基因测序解决基因检测问题。最初的

基因检测是根据临床影像和癫痫患者的脑电图（ｅ
ｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｍ，ＥＥＧ）结果来进行选择的。如果
没有发现致病基因突变，随后可能会要求进一步的

基因检测，并根据与可能表型之间的关系，对特定

的基因进行连续测试。然而，这个过程很昂贵，且

耗费时间。全外显子组测序技术（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）利用序列捕获技术选择性地将人类
基因组外显子区域 ＤＮＡ捕捉并富集后进行高通量
测序，具有成本低、针对性强、覆盖率大及数据分析

效率高等优点，极大地改变了诊断工作流程，使大量

的基因能够同时测序，并使越来越多的病人迅速获

得分子诊断，已经成为寻找癫痫致病基因的重要方

法。本文将对全外显子测序技术在癫痫领域的研究

进展进行概述，以更好的辅助癫痫的临床诊断。

１　全外显子测序技术的介绍及优势
传统的第一代测序技术虽然具有高度准确性

和简单、快捷等优点，但由于其测序通量低，难以

对没有明确候选基因或是候选基因数量较多的大

样本病例进行筛查，对于患病数较少的家族来说很

难找到致病基因，于是第二代测序技术应运而生。

第二代测序技术的诞生，重塑了人类对生命科学的

认知，甚至催生了精准医学时代［２，３］。

第二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）
包 括 全 基 因 组 测 序 （ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＷＧＳ）、全外显子基因测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＷＥＳ）、临床外显组测序（ｃｌｉｎｉｃａｌｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＣＥＳ）和基因面板测序（ｇｅｎｅｐａｎｅｌ）。ＷＧＳ需要对
全基因组进行覆盖，因此有更大的机会检测到结构

重组和拷贝数变异。然而，由于我们破译编码区域

以外突变的能力还不完善，ＷＧＳ的数据分析通常
局限于编码基因，造成工作量巨大而获得有效信息

少，不利于推广使用。２００９年，Ｎｇ等［４］首次运用

全外显子测序技术来搜寻单基因病致病基因，在 ４
例无血缘关系的弗里曼谢尔登综合征患者中，发现

位于 ＭＹＨ３的点突变是其致病基因。此后，全外显
子组测序技术的大规模应用在疾病的病因探索中

发挥了重要作用。

ＷＥＳ又称为定向外显子组捕获技术，通过外显
子 ＤＮＡ序列芯片或探针，将基因组中外显子区域
的 ＤＮＡ序列捕获后集中进行高通量测序，主要包
括 ３个步骤：①目标区域序列的富集；②ＤＮＡ测
序；③生物信息学统计，最后筛选出候选基因，然
后，通过 Ｓａｎｇｅｒ法验证，最终找到致病基因。比起
ＷＧＳ，ＷＥＳ的复杂性和成本都更低，因为外显子区
域只占基因的 １％，却涵盖了与基因功能相关的绝
大多数功能性变异，即使只对编码区域进行高通量

测序，依然能解释至少 ８５％的致病基因多态性［５］，

从而减少测序的数据总量，降低测序费用，提升捕

获区域的测序深度［６］。通过该方法，已有许多常染

色体隐性遗传疾病的致病基因被找到［７，８］。

２　全外显子测序技术在癫痫诊断中的应用
过去在遗传性癫痫的诊断中，一代测序是主力

军，用于检测指定的某个基因的外显子编码区序

列。这需要医生对该疾病有个准确的预先诊断，根

据癫痫基因关系列表，找到相关的一个或几个基

因，申请检测。可想而知，在高通量测序诞生之

前，基因检测阳性率非常低，对于新生突变更是大

海捞针。在过去，只有少数基因发现与癫痫相关，

并且主要集中在一些离子通道（ＫＣＮＱ２、ＫＣＮＱ３、
ＫＣＮＴ１、ＫＣＮＡ１、ＣＡＣＮＡ１Ａ、ＳＣＮ１Ａ和 ＳＣＮ２Ａ等）。
当时一个普遍的看法，即诱发癫痫的基因数量很

少，并且每一种癫痫综合征仅仅是一个基因突变的

结果［７］。

自从 ２００９年全外显子捕获测序技术开展以
来，为测序提供了更全面、更经济的选择，成功发

现了数百种孟德尔遗传疾病的致病基因，给癫痫致

病基因的发现带来了新思路。２０１２年，美国医学
遗传学和基因组学学院（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌ
ＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＧｅｎｏｍｉｃｓ，ＡＣＭＧ）提出了关于全基因组
外显子测序的适用对象的指南［９］：①患者所患疾病
是遗传因素导致，且其临床表现不符合目前已知的

任何综合征；②患者的临床表现提示该疾病具有显
著的遗传异质性；③尽管目前关于此疾病的检查能
部分解释患者的临床表现，但仍不能明确地由一种

病因解释。根据上述指南，全外显子测序技术适用

于原因不明的癫痫患者的病因学检查。利用全外

显子测序技术高通量方法检测 ＤＮＡ，发现了许多
意想不到的突变，如涉及染色质的重构和转录调

控、神经兴奋性、突触传递、神经元代谢等的各种

·３０２·
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基因 突 变。这 些 基 因 包 括 了 原 钙 黏 蛋 白 １９
（ＰＣＤＨ１９）的基因突变，ＳＴＸＢＰ１基因和解旋酶
ＤＮＡ结合蛋白 ２（ＣＨＤ２）的突变等［８，１０］，极大地提

高了我们对癫痫病因和病理生理学的认识。尽管

每个新致病基因的发现可能只发生在一小部分癫

痫患者，但每一项发现都可能为探索该疾病的发生

机制提供新的策略，成为治疗干预的潜在靶点。

以 Ｄｒａｖｅｔ综合征（Ｄｒａｖｅｔｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ）为例，过
去发现有 ７０％ ～８０％的 ＤＳ与编码电压门控钠离
子通道 α１亚单位的基因 ＳＣＮ１Ａ突变有关，但仍有
约 ２５％的患者为 ＳＣＮ１Ａ阴性。２０１３年 Ｓｕｌｓ等［１１］

运用全外显子测序技术在 ９例 ＳＣＮ１Ａ突变阴性的
ＤＳ患者中，发现了 ３例 ＣＨＤ２（染色质解旋酶 ＤＮＡ
结合蛋白，ＣＨＤ）基因突变，首次提出 ＣＨＤ２基因突
变与 ＤＳ的 相 关 性。同 时 研 究 者 发 现，敲 除 了
ＣＨＤ２基因的斑马鱼出现癫痫样放电，证明 ＣＨＤ２
的功能突变导致了癫痫性脑病。ＣＨＤ２是一个转
录激活因子，主要参与基因转录调控和染色质结构

的重塑，截止 ２０１６年，已有 ２０多名 ＣＨＤ２突变的
患者已被明确诊断［８］。因此，使用全外显子测序技

术来明确癫痫遗传学病因，从而提高风险评估和治

疗的精确性，是非常有必要的。

Ｖｅｅｒａｍａｈ等［１２］通过对１０个家系（包括患儿和未
患病的父母）进行了全外显子测序，这些患儿都表现

为难以控制的癫痫发作，以及发育迟缓、癫痫性脑

病、自闭症、认知障碍或运动缺陷等，测序发现了 １５
个新生突变，其中有 ４个突变与先前发现的严重癫
痫相关（ＳＣＮ１Ａ、ＣＤＫＬ５和 ＥＥＦ１Ａ２），另有 ３个突变
（ＫＣＮＨ５、ＣＬＣＮ４和 ＡＲＨＧＥＦ１５）以往认为与人类癫
痫无关，但目前显示具有高度相关性。

在表现为与 Ｄｒａｖｅｔ综合征类似的与发热相关
的癫痫病患者中，Ｎａｖａ等［１３］利用相似的方法，对其

中 ３９名患者进行全外显子测序，以及其他 １５７名
患者随访研究，结果在 ＨＣＮ１基因上发现了 ６个新
的突变。ＨＣＮ１属于一个超极化激活的、受 ｃＡＭＰ
调控的离子通道，能调节神经元的兴奋性。先前的

研究表明，ＨＣＮ１和 ＨＣＮ２的罕见变异是特发性癫
痫 （ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｅｐｉｌｅｐｓｙ， ＩＧＥ）的 危 险
因素［１４］。

Ｅｐｉ等［１５］也利用 ＷＥＳ来确定婴儿痉挛征（ｉｎ
ｆａｎｔｉｌｅｓｐａｓｍｓ）和 ＬｅｎｎｏｘＧａｓｔａｕｔｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＬＧＳ）两种
典型的癫痫性脑病患者的新生突变，对２６４名先证
者及其父母的外显子进行测序，发现在３０５个基因

中有 ３２９个基因突变，大多数致病突变都是已知
的，包括 ＳＣＮ１Ａ、ＳＣＮ８Ａ、ＳＴＸＢＰ１和 ＣＤＫＬ５等，但
有两种致病基因（ＧＡＢＲＢ３和 ＡＬＧ１３）是新发现
的。实验表明，将 ＷＥＳ应用于家系分析，通过先证
者和双亲的三人（ｔｒｏｉｓ）检测方法，对于未知病因的
癫痫病患者来说，具有相当大的价值。更有趣的

是，该研究对患者临床表现的评估，揭示了婴儿痉

挛症和 ＬＧＳ有显著的遗传异质性：在婴儿痉挛症
和 ＬＧＳ的患者中均存在 ＳＣＮ８Ａ、ＳＴＸＢＰ１、ＤＮＭ１和
ＧＡＢＲＢ３的突变，但是存在这些基因突变的患者
中，有的 ＬＧＳ患者是由婴儿痉挛症发展而来，而其
中有３个案例的 ＬＧＳ患者，最初并没有出现婴儿痉
挛，表明了与这些基因突变相关的表型异质性。

３　全外显子测序技术的局限性
全外显子组测序技术作为一种新工具，对传统

基因筛查后仍未能找到明确致病因素的疾病，以及

分析疾病的遗传基础都发挥了巨大作用，成为目前

研究的热点。但我们应意识到每一种基因技术都

有一定的局限性，全外显子测序无法对整个基因组

进行扫描，且测序后得到海量数据的质量参差不

齐，存在一些假阴性和假阳性，如何筛选出有意义

的突变成为难点与重点［１６］。

Ｌｅｅ等［１７］学者对 ＷＥＳ在实际临床研究中的局
限性作了总结：①在 ＷＥＳ诊断中，ｔｒｏｉｓ分析费用
高，且有可能在无症状父母中检出阳性，临床医生

可能不会采纳该方法；②非随机化分组中混杂因素
的干扰可能影响诊断率；③ＷＥＳ并不能发现所有
具有潜在因果关系的基因突变型，甚至出现严重的

遗漏；④ＷＥＳ平均序列覆盖率有限，也不能取样所
有的蛋白编码碱基；⑤ＷＥＳ家系诊断在对表型数
据和变异型两者之间联系的解释分析能力上还有

待提高。

由于 ＷＥＳ是将全基因组外显子区域 ＤＮＡ富集
后，进行高通量测序的基因组分析方法，不能检测

到在染色体末端重复区域内的外显子、不能够检测

出片段的缺失和插入、三核苷酸重复、染色体结构

上的重排、表观遗传学上的修饰以及内含子区域，

无法发现线粒体基因中的突变、非编码区域的突

变。鉴于全外显子测序技术上的不足，我们应当明

确，当外显子分析没有显示致病的基因变异，不一

定患者的 ＤＮＡ中没有致病变异，可能是因为变异
所在的区域没有被分析，也就是说 ＷＥＳ阴性的结
果不能完全用于排除疾病。因此，当外显子组测序

·４０２·
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无法获得预期的表现，我们可能还需要进一步使用

疾病特异的靶向基因 ｐａｎｅｌ进行检测。由于癫痫的
遗传异质性强，根据患者临床表现，即使是在已发现

的基因中，也很难对具体的责任基因进行预测。这

表明，在癫痫诊治过程中，基因诊断的未来将重点放

在整个基因组上，而不是单一基因或是基因面板。

随着测序成本持续下降，可能会逐渐从外显子测序

转移到全基因组测序。然而，利用这些更全面的基

因检测技术获得分子诊断数据，关键在于对非编码

变异的理解，这既是一个挑战，也是一个机遇。

４　结语
遗传学和基因组学的进步明确表明了遗传因

素在癫痫这一疾病中的重要作用，让我们在分子水

平上对癫痫有了更深层次的认识。全外显子组测

序技术的临床价值在于，可对那些仅靠临床或实验

室检查难以确诊的，基因突变型未知的不典型疾病

做出诊断，从而更全面地了解疾病的病因及发展

史，以期指导特异性治疗［１８］。临床医生应了解何

时需要使用 ＷＥＳ诊断，明确检测的目的、意义、局
限性，结合患者的癫痫发作特征以及其他实验室结

果，最终得出诊断，对癫痫患者给予遗传咨询的指

导，避免为追求诊断而增加患者不必要的经济负担

和家庭矛盾。

ＷＥＳ的发展慢慢将临床有用性和可执行性结
合起来，世界各地的多个癫痫中心正在努力建立协

作关系，建立临床实验室外显子组序列检测的标准

和准则，改进 ＷＥＳ的技术、统计和生物信息的方
法，培养临床医生参与基因诊断临床决策的能力。

不论是临床医生，还是癫痫患者，都对未来癫痫的

诊治充满了期待，我们有理由相信，随着全外显子

组测序技术的普及，基因技术的升级，癫痫精准诊

疗将指日可待。
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