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Abstract 
Objective: To detect genetic causes of mental retardation in a Chinese mental retardation family in 
Henan Province. Method: A mental retardation pedigree was recruited and the proband was per-
formed high-throughput sequencing to detect the intellectual impairment-related genes, and then 
the mutations in the candidate genes were verified by Sanger sequencing. Result: High-throughput 
sequencing results suggested that the proband carried two suspected pathogenic sites. They were 
OPHN1gene c.1973T>G(p.L658W) and GRIN2B gene c.190G>T(p.V64L), and Sanger sequencing was 
used to verify the two mutation sites in the proband. Sanger sequencing result also showed that 
the mother of the proband carried the heterozygous c.190G>T(p.V64L) in GRIN2B gene but had no 
symptoms. This did not meet the pathogenesis of the autosomal dominant disease, so the causing 
possibility of GRIN2B gene c.190G>T(p.V64L) site was ruled out. The mother and grandmother of 
the proband both carried the heterozygous variation c.1973T>G(p.L658W) in OPHN1 gene, and the 
sister and maternal aunt did not carry OPHN1 gene c.1973T>G(p.L658W) mutation. This was con-
formed to X-linked recessive inheritance. Conclusion: The mutation c.1973T>G(p.L658W) in OPHN1 
gene was a novel mutation, which may be the cause of mental retardation in this non-specific mental 
retardation family. High-throughput sequencing combined with Sanger sequencing technology can 
diagnose mental retardation disease efficiently and accurately. 
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摘  要 

目的：对一个中国河南省精神发育迟滞家系进行致病基因突变筛查。方法：收集1个精神发育迟滞家系，

应用高通量测序技术对先证者进行智力障碍相关基因检测，发现可疑致病基因后，采用Sanger测序技术

对先证者亲属进行突变筛查，确定该家系的可疑致病位点。结果：高通量测序结果提示先证者携带两个

可疑致病位点：OPHN1基因c.1973T>G(p.L658W)半合子变异和GRIN2B基因c.190G>T(p.V64L)杂合变

异，并进行了一代测序验证。Sanger测序结果显示先证者母亲携带GRIN2B基因c.190G>T(p.V64L)杂合

变异，由于母亲未发病，不符合常染色体显性遗传疾病发病机制，排除此位点致病的可能性。先证者母

亲和外祖母均携带OPHN1基因c.1973T>G(p.L658W)杂合变异，先证者妹妹和姨妈未携带OPHN1基因

c.1973T>G(p.L658W)变异，符合X-连锁隐性遗传方式。结论：OPHN1基因c.1973T>G(p.L658W)变异

为新的变异，可能是该非特异性精神发育迟滞家系的致病原因，高通量测序结合Sanger测序方法可以高

效准确地对该病进行基因诊断。 
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1. 引言 

精神发育迟滞(Mental retardation, MR)是一组由多种不同病因，包括遗传、感染、中毒、营养缺乏、

早期环境刺激等引起的疾病，其主要特征为智力低下和社会适应困难，其中 25%~50%的 MR 是由于遗传

因素所致，包括染色体异常、基因拷贝数异常和单个基因突变[1] [2]。由遗传因素引起的 MR 可分为特异

性精神发育迟滞(Syndromic Mental Retardation, SMR)和非特异性精神发育迟滞(Non-specific Mental Re-
tardation, NSMR)，前者有明显的临床体征，往往与遗传综合征相伴随，而后者一般没有明显的临床体征，

仅表现为认知功能障碍，无其他脑形态结构上的改变或别的临床特征[3]。据文献报道世界 MR 的患病率

为 1%~3% [4] [5]。2000年我国抽样调查显示 0~6岁儿童智力残疾现患率为 0.931%，年均发现率为 1.331%，

每年新增 13.6 万例，其中 2/3 原因不明[6]。近年来，随着人类基因组研究的快速发展，与精神发育迟滞

相关的基因及致病位点相继被发现克隆，精神发育迟滞的分子遗传学分析已成为该病诊断的重要辅助手

段。高通量测序技术可以一次性对多个基因进行测序，目前已经广泛应用于寻找疾病的候选基因上。本

研究中我们对河南省 1 例精神发育迟滞先证者进行了高通量测序，并经过 Sanger 测序验证及携带者筛查，

发现了该家系的可疑致病基因及其变异，先将结果报道如下。 

2. 资料与方法 

2.1. 研究对象 

2019 年 3 月来自河南安阳的 1 个精神发育迟滞核心家系(见图 1)，就诊于郑州大学第一附属医院遗传
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与产前诊断中心。先证者，男，4 岁，表现为脑瘫，不会说话，不能行走，全身肌张力低，生活不能自

理。先证者父母、妹妹、姨妈、外祖父母表型正常，先证者两个舅舅为精神发育迟滞患者，已经去世。

经遗传咨询后，留取先证者外周血进行高通量测序，找到疑似致病基因后，留取先证者外祖母、母亲、

姨妈、妹妹的外周血进行验证及携带者筛查。本研究经郑州大学第一附属医院医学伦理委员会批准，所

有基因检测均经过家属的同意并签署知情同意书。 
 

 
Figure 1. The family tree of non-specific mental re-
tardation, the arrow shows the proband 
图 1. 1 个非特异性精神发育迟滞家系图谱，箭头所

示为先证者 

2.2. 方法 

2.2.1. DNA 提取 
签署知情同意后，EDTA-K2 抗凝管采集先证者及其亲属外周血 2 ml，用 Omega DNA 提取试剂盒提

取基因组 DNA，DNA 总量 5 μg 以上，−20℃保存备用。 

2.2.2. NGS 测序和数据分析 
利用目标区域捕获测序法对先证者 264个已知与智力障碍相关的致病基因外显子及外显子-内含子交

接区进行检测，获得高通量测序原始数据，之后去除低质量的数据，利用 BWA (Burrows wheeler aligner)
将“干净的”读序与人类基因组参考序列(UCSC, hgl9)比对。本实验中每个样品基因的平均测序深度约为

118×，捕获区覆盖率达 99%以上。为了找出致病性的点突变，进一步对所有检测基因的碱基变异进行筛

选，在 dbSNP147、Hapmap 和千人基因组(1000 Genomes)等数据库上进行比对，排除已报道过的 SNPs。
针对错义变异应用 polyphen_2、SIFT、MutationTaster 等数据库对变异致病性进行生物信息学预测分析。

新突变的命名参照国际基因变异命名体制(http://www.hgvs.org/mutnomen)提供的命名法命名。 

2.2.3. PCR 扩增 和 Sanger 测序验证 
对先证者及其家属进行 Sanger 测序验证及携带者筛查，参考 Ensembl 数据库(http://www.ensembl.org)

中 OPHN1 基因序列(ENST00000355520.5)和 GRIN2B 基因序列(ENST00000609686.3)，应用 GeneTool 软
件设计引物，由上海生工合成。OPHN1 基因第 21 号外显子及其侧翼的引物序列，上游： 
5'-TTTTGTGGGATATAGTTGGTTTGT-3'，下游：5'-TCCACTTAAATATATCTCCAAACTCA-3'。GRIN2B
基因第 2 号外显子及其侧翼的引物序列，上游：5'-GCTGGTAGATGGAGTTGGGT-3'，下游： 
5'-GGCTTCCTGGTCTGTGTCAT-3'。PCR 反应体系成分为：2×反应缓冲液 Mix(Mg2+ Plus) 13 μL，TaKaRa 
Taq 酶 1 μL，基因组 DNA (50 ng/μL) 1 μL，引物(25 pmol/μL)各 1 μL，补水至 26 μL。扩增反应条件为 95℃

Ⅰ
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预变性 4 min，95℃变性 30 s，复性温度 55℃~68℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 32 个循环后，72℃延伸

7 min。PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测，确定产物大小与预期一致。之后 PCR 产物送上海生工

进行 Sanger 双向测序，测序结果用 Chromas 软件进行比对分析，寻找基因突变位点。 

3. 结果 

3.1. NGS 测序结果  

对家系中先证者 264 个智力障碍疾病相关基因各外显子编码区域及剪接区的序列变异情况进行高通

量测序，发现两个可疑致病位点：1) 在 OPHN1 基因第 21 外显子发现 c.1973T>G (p.L658W)半合子变异，

可导致 X-连锁隐性疾病。该变异为错义突变，在 HGMD 专业版数据库中未见报道。经 SIFT 软件预测为

有害的，经 polyphen_2 和 MutationTaster 预测为良性，GERP++值为 5.05，比较保守。此变异在 dbSNP147、
Hapmap 和千人基因组数据库未收录，在千人基因组数据库中出现的频率极低，不属于多态性位点。2)
另外在 GRIN2B 基因第 2 外显子发现 c.190G>T(p.V64L)杂合变异，可导致常染色体显性遗传疾病。该变

异为错义突变，在 HGMD 专业版数据库中未见报道。经 MutationTaster 软件预测为有害的，经 polyphen_2
为良性，GERP++值为 5.63，比较保守，此变异虽在 dbSNP147 中为 rs150070901，但在千人基因组数据

库未收录，在千人基因组数据库中出现的频率极低。 

3.2. GRIN2B 基因 Sanger 测序结果 

对先证者 GRIN2B 基因变异进行 Sanger 测序验证，发现先证者携带 GRIN2B 基因第 2 外显子

c.190G>T(p.V64L)杂合变异，与 NGS 测序检测结果一致(图 2(A))。之后采用 Sanger 测序方法，分析先证

者母亲 GRIN2B 基因 c.190G>T(p.V64L)位点的变异情况，结果发现先证者母亲同样携带 GRIN2B 基因

c.190G>T(p.V64L)杂合变异(图 2(B))。由于 GRIN2B 基因变异导致的早发幼儿癫痫性脑病 27 型或智力低

下 6 型均为常染色体显性遗传，而且先证者母亲自述无智力低下症状，不符合表型与基因型共分离，因

此排除 GRIN2B 基因 c.190G>T(p.V64L)变异为该家系致病原因的可能性。 
 

 
A：先证者，携带 GRIN2B 基因 c.190G>T(p.V64L)杂合变异(箭头，反向测序)；B：先证

者母亲，携带 GRIN2B 基因 c.190G>T(p.V64L)杂合变异(箭头，反向测序)。 

Figure 2. The sequencing results of gene mutation in 2exon of GRIN2B 
图 2. GRIN2B 基因第 2 外显子 Sanger 测序图 

C     G    G G G T    A    C    C A   C   G    G A    G    A    G    A   T    G    G
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3.3. OPHN1 基因 Sanger 测序结果 

对先证者进行 Sanger 测序验证，发现先证者为 OPHN1 基因第 21 外显子 c.1973T>G(p.L658W)半合

子变异，与 NGS 测序检测结果一致(图 3(A))。该变异导致第 658 位亮氨酸变为色氨酸，为错义突变。该

位点无相关致病性报道，为新突变，不是已知正常 SNP 位点，经 SIFT 软件预测为有害，推测

c.1973T>G(p.L658W)变异可能为该先证者的致病原因。接下来采用 Sanger 测序方法对先证者亲属进行携

带者筛查，分析家系中母亲 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)位点的变异情况，结果发现先证者母亲为

OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)杂合变异携带者(图 3(B))。由于 OPHN1 基因变异导致的 X 连锁非特异

性精神发育迟滞为 X-连锁隐性遗传，推测 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)变异为该精神发育迟滞家系

致病变异的可能性大。另外对先证者外祖母、妹妹、姨妈进行了携带者筛查，发现先证者外祖母为 OPHN1
基因 c.1973T>G(p.L658W)杂合变异携带者(图 3(C))，再加上先证者两个舅舅均为智力低下患者(已故)，
再次证明了 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)变异为该家系的致病变异的可能性大。携带者筛查结果显

示先证者姨妈和妹妹未携带 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)变异(图 3(D)、图 3(E))。 
 

 
A：先证者，携带 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)半合子变异(箭头，反向测序)；B：先证者母亲，携带 OPHN1
基因 c.1973T>G(p.L658W)杂合变异(箭头，反向测序)；C：先证者外祖母，携带 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)
杂合变异(箭头，反向测序)；D：先证者妹妹，未携带 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)变异(箭头，反向测序)；
E：先证者姨妈，未携带 OPHN1 基因 c.1973T>G(p.L658W)变异(箭头，反向测序)。 

Figure 3. The sequencing results of gene mutation in 21exon of OPHN1 
图 3. OPHN1 基因第 21 外显子 Sanger 测序图 

4. 讨论 

在本研究中，我们对 1 个中国汉族 X-连锁非特异性精神发育迟滞家系进行了分析，应用 NGS 对先

证者进行智力障碍相关基因检测，在 OPHN1 基因编码区上发现一个新的变异 c.1973T>G(p.L658W)，该

变异为该家系的可疑致病变异；然后，我们采用 Sanger 测序方法对先证者母亲和外祖母进行 OPHN1 基

因变异来源检测，发现先证者母亲和外祖母均携带该位点杂合变异，符合 X-连锁隐性遗传的疾病发病机
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制，推测该变异为先证者的致病原因，也可能为先证者两个舅舅(智力障碍，已故)的致病变异。 
迄今为止，共有 8 个 X 连锁非特异性精神发育迟滞相关的基因被鉴定，包括 FMR2、GDI1、OPHN1、

PAK3、ARHGEF6、IL1RAPL、TM4SF2 和 FACL4 [7]。OPHN1 基因是 1997 年法国科学家 Bienvenu 等在

一位患有轻度精神发育迟滞并且具有 X;12 平衡易位的女性病人中发现的[8]。1998 年，Billuart 及其同事

通过定位克隆和 RT-PCR 等方法将 OPHN1 基因定位在 Xq12 [9]。OPHN1 基因大小约 390 kb，编码 802
个氨基酸的 RhoGTP 酶激活蛋白(RhoGAP)，RhoGAP 结构域可激活 Rho、Rac1 和 Cdc42 等 3 种 GTP 酶

的活性，参与调节 RhoGTP 酶的信号传导过程。OPHN1 蛋白包括两个结构域：RhoGTP 酶激活结构域和

氨基末端结构域，而 OPHN1 蛋白与 F-肌动蛋白相互作用的最小结构域位于蛋白质的 C 末端[10]。OPHN1
基因内的错义突变、小的缺失及插入都会影响信号传导过程，使大脑处理信息的能力被限制，从而导致

精神发育迟滞。目前发现 OPHN1 基因变异可导致 X-连锁精神发育迟滞综合征[11]，小脑发育不全[12]，
发育迟缓[13]等疾病。本研究中，先证者临床表现为脑瘫，4 岁不会说话，不能行走，全身肌张力低，生

活不能自理等，该患儿临床表现与文献报道相符。 
目前，在人类基因突变数据库(HGMD)已发现 OPHN1 基因突变 34 种。大片段缺失重复突变(部分或

整个基因)约占 47%，点突变和微小缺失或插入突变占 53%，其中错义突变和无义突变大约占 26%。OPHN1
基因第 21 外显子 c.1973T>G(p.L658W)变异可以导致第 658 位亮氨酸变为色氨酸，为错义突变，该位点

无相关致病性报道，为新的突变。此变异在 dbSNP147 和千人基因组数据库均未收录，在千人基因组数据

库中出现的频率极低，不是已知正常 SNP 位点，经 SIFT 软件预测为有害，推测 c.1973T>G(p.L658W)变异

可能为该先证者的致病原因。对此变异进行了来源验证，发现先证者 c.1973T>G(p.L658W)变异来自母亲，

母亲的变异遗传自外祖母，而且先证者两个舅舅(智力障碍，已故)很可能也遗传了 c.1973T>G(p.L658W)变
异而发病，符合基因型与表型共分离原则，符合 X-连锁隐性遗传病的特点，为该精神发育迟滞家系致病

变异的可能性大。但是，此位点为新的变异，本研究未对其进行功能研究，其致病性还需进一步验证。 
精神发育迟滞家族史是儿童精神发育迟滞的最大风险因素，即家庭成员中有精神发育迟滞的患者，

其后代患病的风险大大增加。因此应在结婚或孕前进行遗传咨询与指导，同时有遗传风险的家系需要进

行产前诊断，而明确病因是产前诊断的关键。高通量测序技术结合 Sanger 测序方法可以高效准确地对精

神发育迟滞患者进行基因诊断，有助于尽早发现精神发育迟滞患儿，从而预防出生缺陷。 
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