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摘要 目的 利用全基因组测序技术寻找家族性原发性皮

肤淀粉样变( FPCA) 候选致病基因。方法 采用二代测序技
术对一 FPCA家系进行全基因组测序; 筛选可能的致病性候
选基因 /位点，并进行 Sanger 测序验证。结果 在筛选出的
26 个候选基因中，低密度脂蛋白受体相关蛋白( LＲP6) 基因
在淀粉样前体蛋白的代谢过程、β淀粉样蛋白的产生中起重
要作用; 丝聚蛋白 2 ( FLG2 ) 基因与皮肤角化和屏障相关。

另外，该家系患者抑瘤素 M 受体( OSMＲ) 基因第1 538位鸟
嘌呤 G被腺嘌呤 A取代( c． 1 538G ＞ A) ，导致第 513 号氨基
酸序列由甘氨酸 Gly转变为天冬氨酸 Asp( p． Gly513Asp) ，而
家族中健康成员均未检测出此突变。结论 ① LＲP6、FLG2

基因可能与原发性皮肤淀粉样变( PCA) 相关，但需要进一步
大样本量验证和相关的功能学研究。② OSMＲ 基因
p． Gly513Asp突变可能参与 PCA发病。
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原发性皮肤淀粉样变( primary cutaneous amy-
loidosis，PCA) 指淀粉样蛋白沉积于皮肤组织中而
不累及其他器官的一种慢性皮肤病，少数患者有家

族史，多数患者有瘙痒的症状，苔藓样淀粉样变最常

见。家族性原发性皮肤淀粉样变( familial primary
cutaneous amyloidosis，FPCA) 多为青春期前后发病，
其发病机制尚不清楚，可能与长期刺激( 如摩擦) 、
紫外线辐射、爱泼斯坦 － 巴尔二氏( Epstein-barr，
EB) 病毒感染、遗传等因素相关［1］。2006 年，Lee et

al［2］通过全基因扫描技术，发现 FPCA 与染色体
5p13. 1-g11. 2 存在连锁; 2008 年，Arita et al［3］首次
发现 FPCA致病基因为定位于染色体 5p13. 1-g11. 2
上的抑瘤素 M 受体( oncostatin M receptor，OSMＲ)
基因。2010 年，Lin et al［4］对台湾 29 个 FPCA 进行
筛查，发现 10 个家系存在 OSMＲ 基因杂合错义突
变，一个家系存在白介素-31 受体( interleukin-31 re-
ceptor A，IL-31ＲA) 基因点突变，18 个家系中无 OS-
MＲ和 IL31ＲA 基因突变。无 OSMＲ 或者 IL-31ＲA
基因突变的家系患者，其发病可能与其他遗传因素

相关。因此，通过对一家系进行全基因组测序进一
步寻找 FPCA患者可能候选致病性基因。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 先证者女，见图 1 中Ⅱ-4，29 岁，19
岁时无明显诱因下双胫前出现对称性的褐色针尖大

小的丘疹，伴明显瘙痒，后皮疹逐渐增至米粒大小，

丘疹密集分布但不融合，见图 2，曾予多种药物外用
治疗，皮疹未退，且易反复。其他系统检查未见明显
异常。家族中先证者的父亲( Ⅰ-2) 、哥哥( Ⅱ-1) 、弟
弟( Ⅱ-5) 发病年龄分别为 47、20、24 岁，皮疹形态与
先证者类似，Ⅱ-1 瘙痒症状重，Ⅱ-5 瘙痒症状轻，Ⅰ-
2 无瘙痒。家族中其他成员否认类似疾病史。先证
者左小腿丘疹组织病理: 可见真皮乳头增宽，其内可

见均一嗜酸性团块状物，刚果红染色阳性，见图 3。
家族中的患者均在广东省皮肤病医院皮肤科确诊为

图 1 PCA家系图

Ⅱ-4 为先证者; * : 采血并做基因检测，其中Ⅲ-3 为 Sanger 测

序，余均为二代测序
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图 2 先证者的临床表现
A: 先证者双胫前褐色米粒大小的丘疹，丘疹密集分布但不融

合; B: 先证者皮损区的局部放大图

图 3 先证者左小腿胫前皮损组织病理
A: 箭头处可见呈嗜伊红性无结构的玻璃样物质，沉积物与表皮

间有裂隙 HE ×200; B: 刚果红染色可见真皮乳头均质红染的团块

状沉积物 × 200

苔藓样皮肤淀粉样变病。
1． 2 方法
1． 2． 1 基因组 DNA提取 收集该家系中 3 例患者
( Ⅰ-2、Ⅱ-1、Ⅱ-4 ) 和 3 例健康成员( Ⅰ-1、Ⅱ-2、Ⅲ-
3) 的外周血 5 ml，通过血液基因组 DNA 试剂盒( 天
根生化科技北京有限公司，货号 DP314) 提取基因组
DNA。本研究通过广东省皮肤病医院医学伦理委员
会批准( GDDHLS-20171029) ，该家系成员在采取血
样前均签署知情同意书。
1． 2． 2 筛选可疑突变基因及位点 采用 Hiseq
4000 测序仪( 美国 Illumina 公司) 对人样本进行全
基因组测序，先对原始数据首先应进行数据质控，将

得到单核苷酸变异( single nucleotide variation，SNP)
和插入缺失( insertion variation，InDel) 位点与人类
参考基因组比对，采用显性遗传模式对该家系进行

过滤，筛选外显子区和剪接区变异( 保留非同义突

变和剪接区变异) ，过滤掉高频突变位点，得到该家

系的基因突变位点。另外，对已知突变的 OSMＲ 基
因的外显子进行 Sanger测序。

1． 2． 3 对满足家系共分离及非同义突变的基因分
析 利用在线人类孟德尔遗传( online mendelian in-
heritance in man，OMIM) 数据库、基因本体( gene on-
tology，GO) 数据库和京都基因与基因组百科全书
( kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG) 数
据库分析其生物学特征及编码蛋白可能的作用机

制，之后利用 SIFT、Polyphen-2 软件筛选出能导致编
码蛋白功能异常的候选基因( 候选位点) ，最后在美

国国立生物技术信息中心( National Center for Bio-
technology Information，NCBI) 逐个对以上候选基因
进行查阅。

2 结果

2． 1 可疑突变基因及位点 该家系中 3 例患者
( Ⅰ-2、Ⅱ-1、Ⅱ-4) 和 2 例健康成员( Ⅰ-1、Ⅱ-2) 经二
代测序，得到 SNP 和 InDel 位点数目分别为
3 870 204个、819 403个，满足家系共分离( 显性遗传
模式) 的 SNP 和 InDel 位点数目分别为85 781个、
11 078个。3 例患者共有的 SNP、InDel 位点数目分
别为 21 个、3 个，共有的结构变异( structure varia-
tion，SV ) 、拷贝数变异 ( copy number variation，
CNV) 位点数目分别为 365 个、152 个。IL-31ＲA 基
因中满足家系共分离的 SNP和 InDel位点数目分别
是 5 个和 1 个，OSMＲ基因中分别是 4 个和 0 个。
二代测序发现，Ⅰ-2、Ⅱ-1、Ⅱ-4 患者的 OSMＲ

基因 11 号外显子中第 1 538 位鸟嘌呤被腺嘌呤替
代( c． 1538G ＞ A) ，导致第 513 号氨基酸序列由甘氨
酸转变为天冬氨酸 ( p． Gly513Asp) ; 另外，Sanger 测
序检测 OSMＲ 基因，在患者( Ⅰ-2、Ⅱ-1、Ⅱ-4 ) 及成
员Ⅲ-3 中也发现了 OSMＲ基因 p． Gly513Asp位点突
变; 同时在正常人( Ⅰ-1、Ⅱ-2 ) 和 PCA 患者( Ⅱ-1、
Ⅱ-4) 中还发现 OSMＲ 基因第 15 号外显子第 2 090
位腺嘌呤被胞嘧啶替代( c． 2090A ＞ C) ，该位点突变
可导致第 697 号氨基酸序列由赖氨酸转变为苏氨酸
( p． Lys697Thr) 。通过 OSMＲ 基因 Sanger 测序与二
代测序结果比对，在健康成员( Ⅰ-1、Ⅱ-2 ) 和 PCA
患者( Ⅱ-1、Ⅱ-4) 的二代测序的原始数据中也发现
了 OSMＲ基因 p． Lys697Thr位点突变。见图 4。
2． 2 满足家系共分离及非同义突变的基因分析
通过 GO分析发现，这些基因主要富集在细胞膜、细
胞质中间丝、细胞骨架等细胞组件，参与信号传感器
活动、分子转导活性、蛋白偶联受体活性、信号受体
活性、受体活性等分子功能，涉及细胞黏附、生物黏
附、细胞 －细胞黏附、化学刺激的感官知觉、感官知
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图 4 FPCA患者基因测序结果
A: 先证者 OSMＲ基因的 11 号外显子的部分测序图; B、D: 为健康对照者 OSMＲ基因的 11 号、15 号外显子的部分测序图; C: 先证者 OSMＲ

基因的 15 号外显子的部分测序图; 箭头表示突变位点

觉等生物过程。KEGG 通路分析发现，这些基因可
能与黏附斑激酶通路、Janus 蛋白酪氨酸激酶( Janus
activated kinase，Jak) －信号传导及转录激活因子
( signal transduction and activators of transcription，
STAT) 信号通路、丝裂原活化蛋白激酶( mitogen-ac-
tivated protein kinase，MAPK) 信号通路、内质网蛋
白质加工通路、雷帕霉素靶蛋白( mammalian target
of rapamycin，mTOＲ) 信号通路、钙信号通路、细胞凋
亡通路等相关。使用 SIFT、Polyphen-2 软件对以上
基因进行有害性预测，最终筛选出 26 个候选基因:
ANKＲD30A、CHＲNB2、CNTNAP5、CPA5、EPHB6、
FLG2、GIMAP1-GIMAP5、GIMAP5、HNＲNPU、KI-
AA0040、KIAA1549、KIＲＲEL3、LOC155060、LＲP6、
MPZL2、OＲ1S2、PCDHA10、PCDHB8、PＲH1、PＲH1-
TAS2Ｒ14、ＲIMKLB、ＲPS6KC1、SCAＲB2、SLC38A4、
SYNE1、TNFSF18。对于 OSMＲ 基因，满足家系共分
离与 非 同 义 突 变 位 点 的 SNP 为 1 个，即
p． Gly513Asp，但该位点在千人数据库中的频率为
0. 01，不满足突变频率小于 0. 005 的这个条件，没有
被筛选出来; 而另一个 p． Lys697Thr 位点也存在于
健康对照者，不满足家系共分离的条件，因此也没有

被筛选出来。对于 IL-31ＲA基因满足家系共分离的
SNP和 InDel分别是 5 个和 1 个，但这些位点不满足
非同义突变这一条件，因此没有被筛选出来。对以
上 26 个基因逐个进行文献检索发现，低密度脂蛋白
受体相关蛋白 6 ( the low density lipoprotein receptor-
related protein，LＲP6 ) 基因在阿尔茨海默病的淀粉

样前体蛋白的代谢过程、β 淀粉样蛋白的产生中起
重要作用; 丝聚蛋白 2 ( filaggrin 2，FLG2 ) 基因与皮
肤的角化和皮肤屏障相关。LＲP6、FLG2 可能与 FP-
CA发病相关。

3 讨论

FPCA是一种主要表现为常染色体显性遗传的
皮肤病，也可见常染色体隐性遗传，发病机制尚不清

楚，但其家族聚集性和种族易感性表明遗传因素在

该疾病的发生过程中可能有重要作用。目前大多数
学者认为与 FPCA发病最相关的基因是 OSMＲ基因
的突变，有报道［3 － 5］该基因突变可能会影响 JAk-
STAT、MAPK 信号通路的激活，影响角质形成细胞
的增殖、分化、凋亡。OSMＲ基因突变位点主要集中
于 OSMＲβ蛋白胞外区纤连蛋白-Ⅲ型亚区中，该突
变可能会导致该亚区的受体域发生变化，影响受体

域的空间构型、定位和受体二聚化的形成［5］。本家
系中 OSMＲ 基因 p． Gly513Asp 位点突变与郭独一
等［1］对两家系 OSMＲ 基因全外显子及其侧翼序列
进行 测 序 的 结 果 一 致，说 明 OSMＲ 基 因 的
p． Gly513Asp位点突变可能是 PCA 的致病性基因突
变位点。然而，Sanger 测序发现在本家系健康成员
Ⅲ-3 也出现了 OSMＲ 基因 p． Gly513Asp 位点突变，
随访Ⅲ-3 发现有瘙痒的表现，但是未表现出 FPCA
的体征，推测可能其暂未到发病年龄( Ⅲ-3 现年龄
为 7 岁，其父亲发病年龄为 24 岁) 。除此之外，本家
系中的 OSMＲ 基因 p． Lys697Thr 位点携带者Ⅰ1
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( 女，33 岁) 、Ⅱ2 ( 女，56 岁) 并未发病，可能是因为
环境或其他因素的影响，导致突变位点在本家系部

分成员中外显缺失，未出现疾病表型。
通过对本家系成员全基因组测序，筛选出 3 例

患者共有的 SV、CNV 、SNP、InDel 位点数目分别为
365、152、21、3 个。对编码区 SNP和 InDel进行多步
过滤后再行 GO、KEGG 分析，发现这些基因参与信
号传感器活动、分子转导活性、蛋白偶联受体活性、
信号受体活性等分子功能，涉及细胞 －细胞黏附、化
学刺激的感官知觉等生物过程; 可能与黏附斑激酶

通路、Jak-STAT 信号通路、MAPK 信号通路、mTOＲ
信号、钙信号通路、细胞凋亡通路等相关。利用
SIFT、PolyPhen-2 软件对以上这些基因进行有害性
预测，最终筛选出 26 个候选基因，通过文献检索发
现，LＲP6 基因、FLG2 基因可能参与 PCA的发病。

LＲP 是体内一类多配基受体，在经典 Wnt 信号
传导中具有关键功能，而 Wnt 信号通路在淀粉样前
体蛋白的加工中可能具有重要作用。Liu et al［6］研
究者在阿尔茨海默病患者的脑组织中发现 LＲP6 水
平降低，LＲP6 缺陷会影响阿尔茨海默病患者的神经
突触，并有助于 β 淀粉样蛋白产生和形成［7］。此
外，LＲP6 与前体蛋白相互作用，激活非经典 Wnt 信
号传导，增加 β 淀粉样蛋白的产生［8］。载脂蛋白 E
为 LＲP配体之一，参与阿尔茨海默病淀粉样物质的
形成过程［9］。载脂蛋白 E 是 PCA 淀粉样沉积物的
主要成分之一［10］。因此，推测 LＲP6 基因也可能与
PCA的淀粉样物质的形成相关，但需要进一步的验
证。

FLG2 基因编码丝聚蛋白 2，该蛋白为 S100 融
合蛋白质，在蛋白质结构、氨基酸组成、表达模式和
生物化学性质方面与丝聚蛋白非常相似。FLG2 蛋
白和丝聚蛋白可能在表皮屏障的形成中具有重叠和

协同作用，它们可以提供天然保湿因子的前体，从而

保护皮肤免受环境侵害和水分逸出［11 － 12］。FLG2 蛋
白不仅可以维持上皮细胞稳态，还有助于皮肤适当

的角化，因此许多皮肤屏障受损与该基因缺陷有

关［13］。因此，推测 FLG2 基因功能异常可能促进了
PCA症状的发生或加重。
综上所述，通过全基因组测序和生物信息学分

析，在一个 PCA家系中证实了既往已报道的 OSMＲ
基因突变，并且还发现 LＲP6、FLG2 基因也可能与

PCA的发生相关，但仍需要大量样本验证，相关功
能需进一步研究。
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Whole-genome sequencing results and preliminary
analysis of primary cutaneous amyloidosis

Zhang Yuling1，2，Lü Ping2，Wu Fangfang2，et al
( 1Dept of Dermatology，Guangdong Provincial Dermatology Hospital，Clinical School of Anhui Medical University，
Guangzhou 510091; 2Dept of Dermatology，Guangdong Provincial Dermatology Hospital，Guangzhou 510091)

Abstract Objective To search for candidate pathogenic genes by whole-genome sequencing technology in a fa-
milial primary cutaneous amyloidosis( FPCA) ． Methods Whole-genome sequencing was conducted on FPCA mem-
bers of the family，and the candidate gene /site was obtained after the quality control and filtration． Then the candi-
date variants were confirmed by Sanger sequencing． Ｒesults Among 26 candidate gene，the low density lipoprotein
receptor-related protein( LＲP6) gene plays a vital role in the metabolism of amyloid precursor protein and the pro-
duction of beta-amyloid protein． The filaggrin 2( FLG2) gene is associated with skin keratinization and barrier func-
tion． Besides，a nonsynonymous mutation site c． 1538G ＞ A，which located in exon 11 of the OSMＲ gene，was
found in patients of this family． This mutation lead to the substitution of glycine by aspartic acid at position 513 and
was not detected in the healthy members of this family． Conclusion In addition to strong replication for one muta-
tion( p． Gly513Asp) in OSMＲ gene for PCA，LＲP6 and FLG2 may be the susceptibility genes of PCA，but func-
tional validation is still needed in a larger population．
Key words primary cutaneous amyloidosis; whole-genome sequencing; OSMＲ gene; LＲP6 gene; FLG2 gene
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Ｒelationships between the alteration of ACE2 and NLＲ levels
before and after treatment and the CAT scores in patients with AECOPD

Wang Limin，Ji Shuang，Fei Guanghe
( Dept of Ｒespiratory and Critical Care Medicine，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the relationships between the alteration of peripheral blood angiotensin-con-
verting enzyme 2 ( ACE2) ，neutrophil / lymphocyte ratio ( NLＲ) and platelet / lymphocyte ratio ( PLＲ) before and
after treatment and CAT，mMＲC and SGＲQ scores，and explore the clinical application significance of comprehen-
sive assessment of combining inflammatory biomarkers with questionnaire scores in evaluating the severity of disease
in patients with acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease ( AECOPD) ． Methods A total of 97
AECOPD patients were enrolled． According to pulmonary function，97 patients were classified into two groups: mild
to moderate group ( 46 cases) and severe group ( 51 cases) ． The serum levels of ACE2，C-reactive protein ( CＲP) ，
whole blood neutrophils，lymphocytes and platelet counts were measured before and after treatment． CAT，mMＲC
and SGＲQ were simultaneously completed． Ｒesults Compared to mild to moderate group，the levels of angiotensin-
converting enzyme 2( ACE2) and C-reactive protein ( CＲP) ，the value of neutrophil / lymphocyte ratio( NLＲ) and
platelet / lymphocyte ratio ( PLＲ) in severe group were significantly increased ( P ＜0. 05) ． Compared to treatment be-
fore，the levels of ACE2 and CＲP，the value of NLＲ and PLＲ were significantly decreased in patients with AECOPD
after treatment ( P ＜ 0. 05) ． The changes of the levels of ACE2 and CＲP，the value of NLＲ and PLＲ were positively
correlated with chronic obstructive pulmonary disease assessment test ( CAT) ，modified medical research council
( mMＲC) and st george’s respiratory questionnaire( SGＲQ) scores in AECOPD patients，respectively ( P ＜ 0. 05) ．
Conclusion Comprehensive assessment of combining inflammatory biomarkers with questionnaire scores has a good
clinical application value for assessing the severity of AECOPD，and provides a guild for the clinical treatment of
AECOPD patients in the future．
Key words AECOPD; angiotensin converting enzyme 2; neutrophil / lymphocyte ratio; CAT score
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