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[摘要] 目的　报告 1例超声提示为室间隔缺损、四肢长骨短、多指等疑似Ellis-van Creveld(EVC)综合征，分析其胎

儿的家系遗传学，并进行文献复习，以明确其致病原因。方法　纳入1例于2021年10月就诊于石家庄市妇产医院产前诊

断中心的孕妇，27岁，孕 1产 0，宫内单胎妊娠，孕 17周时超声检测发现胎儿存在多发畸形。将胎儿先证者的羊水细胞

及其父母外周血的基因组DNA依次采用染色体核型分析、染色体微阵列分析(CMA)和全外显子组测序(WES)技术进行遗

传学检测。对疑似的致病突变进行先证者及父母的 Sanger测序验证。继而利用Minigene体外实验对 1个剪接变异进行分

析。同时检索PubMed等数据库，结合文献报道进行分析。结果　本例胎儿的染色体核型分析结果未见异常，CMA未检

测出具有临床意义的拷贝数变异(CNV)。WES检测结果显示，胎儿的EVC基因(NM_153717.2)存在两个突变：10号外显子

的 c.1405G>T(p.E469X)无义突变和13号内含子的 c.1886+5G>A剪接突变。家系验证：Sanger测序结果显示父亲为10号外显

子 c.1405G>T(p.E469X)携带者，母亲为13号内含子 c.1886+5G>A携带者，胎儿的复合杂合突变遗传于父母。根据美国医学

遗传学与基因组学学会遗传变异分类标准指南，判定 c.1405G>T(p.E469X)为疑似致病突变(PVS1+PM2)，c.1886+5G>A为疑

似致病突变(PM2+PM3_Strong)。Minigene实验结果显示 c.1886+5G>A突变造成了 13号内含子一段 115 bp的滞留，进一步

支持了其致病性。复习文献可知，EVC的典型临床表现为四肢短小、肋骨短、轴后多指、指甲和牙齿发育不良、先天性

心脏发育缺陷等，通过全外显子组检测发现EVC/EVC2的基因突变为其主要的致病原因，突变类型包括错义突变、大片

段的重复/缺失、框内微缺失、无义突变、移码突变、剪接突变等。结论　EVC基因的复合杂合突变是本例胎儿的致病原

因，该突变的检出扩展了Ellis-van Creveld综合征的基因变异谱。
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[Abstract] Objective　To report the genetic analysis of a family with a fetus suspected of Ellis-van Creveld (EVC) syndrome 

based on ultrasound findings such as ventricular septal defect (VSD), short long bones in the limbs and polydactyly, and to conduct a 

literature review to clarify the pathogenic cause. Methods　A 27-year-old pregnant woman, who was pregnant for the first time and 
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had no prior deliveries, was admitted to the prenatal diagnosis center of Shijiazhuang Obstetrics and Gynecology Hospital in October 

2021. At 17 weeks of gestation, ultrasound detected multiple fetal malformations. The genomic DNA of the fetal proband's amniotic 

fluid cells and the parents' peripheral blood samples were sequentially subjected to chromosomal karyotype analysis , chromosomal 

microarray analysis (CMA), and whole exome sequencing (WES). Suspected pathogenic mutations were verified by Sanger 

sequencing in the proband and its parents. Subsequently, a Minigene in vitro experiment was used to analyze one splicing mutation. 

Meanwhile, databases such as PubMed were searched, and literature reports were combined for genetic analysis. Results　

Chromosomal karyotype analysis of the fetus showed no abnormalities, and CMA did not detect any copy number variation (CNV) 

with clinical significance. WES results revealed two mutations in the EVC gene (NM_153717.2) of the fetus: a nonsense mutation 

c. 1405G>T(p. E469X) in exon 10 and a splicing mutation c. 1886+5G>A in intron 13. Family verification using Sanger sequencing 

showed that the father was a carrier of the c.1405G>T(p.E469X) mutation in exon 10, and the mother was a carrier of the c.1886+5G>A 

mutation in intron 13. The compound heterozygous mutation of the fetus was inherited from the parents. According to the guidelines 

of the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) for classifying genetic variations, c. 1405G>T (p. E469X) was 

classified as likely pathogenic mutation (PVS1+PM2), and c. 1886+5G>A was classified as likely pathogenic mutation (PM2+

PM3_Strong). The Minigene experiment results showed that the c. 1886+5G>A mutation caused a 115-bp segment retention in 

intron 13, further supporting its pathogenicity. Review of the literature showed that the typical clinical manifestations of EVC 

syndrome include short limbs, short ribs, postaxial polydactyly, nail and tooth dysplasia, and congenital heart defects. Gene mutations 

in EVC/EVC2 were found to be the main pathogenic cause through whole exome sequencing, with mutation types including missense 

mutations, large-scale duplications/deletions, in-frame microdeletions, nonsense mutations, frameshift mutations, and splicing 

mutations. Conclusions　 The compound heterozygous mutations in the EVC gene are the pathogenic cause of the fetus. The 

detection of these mutations expands the genetic variation spectrum of Ellis-van Creveld syndrome. 

[Key words] skeletal dysplasia; Ellis-van Creveld syndrome; gene, EVC; whole exome sequencing

Ellis-van Creveld(EVC)综合征(OMIM数据库编号

#225500)是一种严重的骨骼发育不良疾病，又名软

骨外胚层发育不良(chondroecto-dermal dysplasia)、中/
外胚层发育不良(mesoectodermal dysplasia)，最早于

1940 年由 Richard W. B. Ellis 和 Simon van Creveld 命名

并详细描述了此病的临床特征[1]。EVC 的典型指征

包括四肢短小、肋骨短、轴后多指、指甲和牙齿发

育不良等，约 60% 的患者存在先天性心脏缺陷[2]。

EVC 在全球新生儿中的发生率为 1/200 000~1/60 
000，但在美国宾夕法尼亚州的Amish人群中和西澳

大利亚的原住民中发生率较高[3]。迄今为止，已有

多个基因被报道与 EVC 及其相似疾病有关，包括

EVC 基 因 (OMIM *604831)、 EVC2 基 因 (OMIM 
*607261)、 DYNC2H1 基 因 (OMIM *603297)、
DYNC2LI1 基因(OMIM *617083)、SMO 基因(OMIM 
*601500)、PRKACB 基因 (OMIM *176892)等，其中

EVC/EVC2基因的双等位基因突变导致的病例占比达

70% 以上[2]。根据人类基因突变数据库 (human 
genetic mutation database，HGMD；https://www.hgmd.
cf.ac.uk/)载录，EVC 和 EVC2 均有约 100 个致病性突

变被报道，且其数目仍在不断增加。本研究采集 1
例在孕 20周经产前超声诊断为发育落后、多发畸形

的胎儿羊水细胞，以及其父母的外周血样本，利用

序贯式遗传学诊断方法检测其致病突变，以明确

EvC 的诊断，旨在为该病的家庭遗传咨询和再生育

指导提供帮助。

1　病例介绍

1.1　病史　本家系籍贯为河北省，于2021年10月就

诊于石家庄市妇产医院产前诊断中心。孕妇 27 岁，

孕1产0，宫内单胎妊娠，初诊孕周17+1周；孕17周

超声检测发现：胎儿心脏完全型房间隔缺损，股骨

长 1.85 cm，肱骨长 1.71 cm，双手多指可能。夫妻双

方体健，否认近亲婚配史，否认遗传病家族史。胎

儿产前超声指征见图1。
1.2　羊水染色体核型分析及结果　采用常规羊膜腔

穿刺术抽取羊水25 ml，其中20 ml羊水用于细胞培养

染色体核型分析。根据美国细胞遗传学协会实验室手

册(第2版)[4]标准方法制备羊水细胞染色体G显带核

型，利用 Imager Z.2核型采集分析系统及配套的 iKaros
软件(德国Zeiss公司)进行分析，参考人类细胞基因组

学命名国际体系(2016)[5]的判读标准完成核型分析。

经分析，胎儿羊水细胞染色体核型未见异常(图2A)。
1.3　 染 色 体 微 阵 列 分 析 (chromosomal microarray 
analysis， CMA) 及 结 果　 采 用 TIANamp Genomic 
DNA Kit 离心柱式血液 gDNA 提取试剂盒(北京天根

生化科技有限公司)对剩下的 5 ml 羊水完成细胞

gDNA提取。同时采集胎儿父母 3 ml EDTA抗凝血提

取 gDNA。取 2 μl 利用紫外分光光度计检测 DNA 浓

度及纯度。使用 Cytoscan HD 平台(美国 Affymetrix 公
司)进行 CMA 分析，包括全基因组阵列中的拷贝数

变异(copy number variation，CNV)和单核苷酸多态性
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(single nucleotide polymorphism，SNP)；按照制造商

的标准操作程序进行样品制备及上机；然后用随机

自带的ChAS软件分析数据，进行变异筛选。依据美

国医学遗传学与基因组学协会(American College of 
Medical Genetics and Genomics，ACMG)发布的拷贝数

变异解读报告标准指南[6]判定可能的致病性突变。

经分析，胎儿来源羊水样本未检测到>100 kb的致病

性或疑似致病性CNV(图2B)。
1.4　全外显子组测序(whole exome sequencing，WES)
及结果　采用 xGenExome Research Panel 进行外显子

区序列杂交捕获，采用定量荧光PCR测试文库富集

情况、大小分布及浓度。应用 NovaSeq 6000 测序平

A. 胎儿右手呈现轴后多指；B. 胎儿左手呈现轴后多指；C. 胎儿心脏完全型房室间隔缺损的血流图；D. 胎儿心脏完全型房室间隔缺

损的大小；E. 胎儿的肱骨长度明显短小；F. 胎儿的股骨明显短小

图1　Ellis-van Creveld综合征胎儿1例产前三维超声结果

Fig.1　Results of prenatal three-dimensional ultrasound on a fetus with Ellis-van Creveld syndrome

A. 胎儿染色体核型未见异常；B. 胎儿染色体微阵列分析(CMA)未检出具有临床意义的拷贝数变异；C. 胎儿的家系图(红色为 EVC 

c.1405G>T突变，用M1表示，蓝色为EVC c.1886+5G>A突变，用M2表示，WT为野生型，箭头指代先证者)；D. 两个变异(M1及M2)的

Sanger测序峰图结果(箭头所指为突变位点的位置)

图2　Ellis-van Creveld综合征胎儿的遗传学检测结果

Fig.2　Results of fetal genetic testing for Ellis-van Creveld syndrome
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台完成检测，Picard v 软件(1.57)去除 PCR 重复，采

用 Burrows-Wheeler Aligner 软件将原始数据比对人类

基因组参考序列(GRCh38版本)。通过Verita Trekker® 
Variants Detection system v2.0(北京贝瑞基因和康生物

技术有限公司)和Genome Analysis Toolkit 软件进行变

异发掘(calling)，再利用ANNOVAR(v2.0)[7]和Enliven® 
Variants Annotation Interpretation 系统(北京贝瑞基因

和康生物技术有限公司)根据ACMG发布的通用指南

进行序列变异注释解读[8]。经分析，胎儿 EVC 基因

(转录本 NM_153717.2)存在两个突变，分别为 10 号

外显子的 c.1405G>T(p.E469X)无义突变和 13 号内含

子的 c.1886+5G>A剪接突变。

1.5　Sanger 测序验证及结果　针对各疑似致病的位

点利用 Primer 3 在线软件 (http://frodo. wi. mit. edu/
primer3)进行引物设计。采用 PCR 法扩增，利用

Qiagen 纯化试剂盒对产物进行纯化；使用 ABI-3500
(美国 ThermoFisher 公司)基因分析系统进行上机测

序，通过系统软件进行结果分析显示，c.1405G>T遗

传自父亲，而 c.1886+5G>A 遗传自母亲。以先证者

为核心，使用Cyrillic、Adobe Illustrator软件绘制家系

谱图(图 2C、D)。根据 ACMG 遗传变异分类标准指

南，判定 c.1405G>T(p.E469X)为疑似致病突变(证据

等级 PVS1+PM2_Supportting)， c. 1886+5G>A 为疑似

致病突变(证据等级PM2_Supportting+PM3_Strong)。
1.6　Minigene 体外实验及结果　利用 pMini-CopGFP
质粒(北京海创科业生物技术有限公司)分别构建

EVC 基因野生型和 EVC： c. 1886+5G>A 突变型的

Minigene 表达载体，包含 12－14 号外显子及 12、13
号内含子的部分区段。首先，12号内含子原始长度

9843 bp，13号内含子原始长度3304 bp，由于12号及

13号内含子序列较长，采用PCR扩增法截取野生型

EVC 基因在该区段邻近外显子的部分区段，构建后

的 12 号内含子长度为 936 bp，13 号内含子长度为

826 bp，并通过片段相互连接构成 Mini 片段，连同

12－14号外显子序列构入表达载体，载体构建过程

模式图见图3A。然后，以该“野生型Mini载体”为

模板，利用表1中的突变引物构建 c.1886+5G>A点突

变载体。使用的引物序列见表 1，退火温度 60－
62 ℃；克隆筛选及质粒鉴定过程略。野生型、突变

型载体分别转染 293T细胞，48 h后提取总RNA，并

反转录为 cDNA。然后使用 PCR 扩增目的片段

(MiniRT-F： 5'-GGCTAACTAGAGAACCCACTGCTT-
A-3'；EVC-RT-R：5'-TGCTCCAGTGCACGCTGTTC-
C-3'。退火温度为60 ℃)。通过分析PCR片段大小及

相应的 Sanger 测序，综合分析结果显示野生型质粒

转录mRNA 序列与预期相符，包含完整的 12－14号

外显子。c.1886+5G>A突变型质粒转染后共转录 1种

mRNA 产物，PCR 扩增和 Sanger 测序结果见图 3B、
C，13号内含子部分滞留115 bp序列在成熟的mRNA
中，mRNA 的表示方式为 c.1886+1_1886+115ins；在

未发生无义介导的 mRNA 衰变 (nonsense-mediated 
mRNA decay，NMD)的情况下，蛋白提前终止形成

截短蛋白，蛋白的表示方式为Ser630X。野生型与突

变型的剪接机制模式图见图3D。

2　文献复习

在 PubMed 文献数据库中以“Ellis-van Creveld 
syndrome”“EVC”“variant”为关键词检索到相关的

英文文献 15篇并获取全文，在万方数据库和中国知

网检索到3篇中文并获全文，包括14篇个案报道(包
括 1~5 例)文献[9-22]， 4 篇队列研究的系列病例报

道[2,23-25]。研究对象共 166 例，包括产前超声诊断多

发畸形胎儿37例，新生儿15例(11例夭折)，婴幼儿-
成人78例，其他36例未详细介绍年龄和性别。个案

报道所涉及的患者基本资料、突变基因及位点详见

表 2；系列病例报道所涉及的患者基本资料、EVC/
EVC2基因检出率及突变类型汇总见表3。

表1　Minigene载体构建使用的引物序列

Tab.1　Primer sequence used for Minigene vector construction

基因

EVC-A

EVC-B

EVC-C

EVC-MT

引物序列(5'-3')

正向：AAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTTCAGCACCGTGGACACTTTCCAGAAG

反向：ACTAATGTAGGTCCTTCACTCAACCGCACCTGCCTT

正向：AGTGAAGGACCTACATTAGTAAGCATGGTATTGGT

反向：GTGATTCATGCTTTCCAGCAAATTGGAAAGACCATA

正向：TGCTGGAAAGCATGAATCACTGAAATAGGAACTCA

反向：TTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCAGGGCCCTGAGCAGCTGCCACTGATGC

正向：AGAGTGAATACAGCTCCCTGAAGGCCCAGGGCTTTG

反向：CAGGGAGCTGTATTCACTCTTCAGTGAGGCCGCCCAGT

EVC. Ellis-Van Creveld综合征；MT. 突变型
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3　讨　　论

EVC 是一种常染色体隐性遗传病，以先天骨发

育不良、外胚层发育不良为核心指征，有超过一半

的患者存在先天性心脏异常，为常见的致死原因[1]。

EVC患者的临床表型大多为前臂、小腿、肋骨较短，

胸廓窄，多指/趾，指/趾甲畸形，牙齿发育不良[21]；

但 在 家 族 间 及 家 族 内 可 出 现 较 强 的 临 床 异

质性[2,22,26-27]。

Ruiz-Perez 等[28-29]发现，EVC、EVC2 基因均位于

染色体4p16区域，EVC与EVC2在基因组上以头对头

(head-to-head)的结构排列，而 EVC、EVC2 基因突变

可导致EVC综合征或Weyers颅面骨发育不全两种遗

传病[28-30]。这两个基因能够直接产生相互作用，共

同形成位于细胞纤毛基底部的一个蛋白复合体，参

与 Hedgehog 信号通路以及原生纤毛的发育和功

能[31-32]，而该功能破坏是 EVC 的核心发病机制[32]。

同时，EVC-EVC2复合体功能失活还可造成Wnt信号

通路的异常上调[33]，影响骨骼的正常发育。随着基

因组学技术的进步，越来越多的基因被揭示与EVC

有关，进一步丰富了对EVC致病机制及纤毛相关骨

发育疾病的认识[23,34-36]。

本研究针对经产前超声诊断为发育落后、多发

畸形的 1 例胎儿，利用序贯式遗传学检测方法检出

其 EVC 基因存在一复合杂合突变，包含 c.1405G>T

(p. E469X) 和 c. 1886+5G>A 两 个 突 变 体 。 其 中 ，

c.1405G>T突变体是未曾报道过的新突变，属无义突

变(零效突变)，可能会发生 NMD 机制(无义介导的

mRNA衰变)使截断的mRNA降解，导致蛋白表达水

平降低，满足PVS1证据等级；且该突变在健康人群

数据库中的频率为 0，属低频突变，满足 PM2_

Supportting 证据等级。D'Asdia 等[37]在两个近亲家系

A. Minigene设计模式图；B. 对野生型(WT)及突变型(MT)载体转染后细胞的RNA进行扩增后，琼脂糖凝胶电泳结果；C. WT及MT细

胞的 cDNA测序结果；D. c.1886+5G>A突变导致的异常剪接模式图

图3　Ellis-van Creveld综合征胎儿Minigene体外实验结果

Fig.3　Results of fetal Minigene in vitro experiment for Ellis-van Creveld syndrome
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中发现了 c.1886+5G>A 纯合突变，其中 1 例为胎儿，

超声检测显示轴后多指畸形、四肢短、肋骨短、肺

发育不全及房间隔缺损，另外1例为1岁男孩，表型

为轴后多指畸形，因此可确定该突变与 EVC 相关，

满足PM3_Strong证据等级；该突变在健康人群数据

库 中 频 率 为 0.0000319， 属 低 频 突 变 ， 满 足

PM2_Supportting 证据等级。因此，根据 ACMG 变异

解读的标准指南，这两个突变均被判读为“可能致

病性”[8]。

D'Asdia 等[37]发现，c.1886+5G>A 突变可能引起

EVC 综合征，由于该突变并非位于经典的剪接位点

(±1 或 2 位)，因此通过功能实验进一步了解其生物

学效应是有必要的。为此，本研究参照先前研究的

方法[38]，设计并执行的一组Minigene体外验证实验，

结果提示该突变介导 13 号内含子上 c.1886+1_1886+
115ins的115 bp滞留在成熟的mRNA中，最终导致了

翻译提前终止，形成截短蛋白，造成功能丧失。因

此，根据 ACMG 变异解读指南，该突变满足 PVS1
(RNA)证据等级，即“剪接实验证明突变导致异常

剪接，适用PVS1_Strength (RNA)”[39]。

综上所述，本研究在 1例产前表现为发育落后、

多发畸形的胎儿中检出 EVC 基因的复合杂合突变

c.1405G>T(p.E469X)和 c.1886+5G>A，并通过体外实

验佐证了 c.1886+5G>A 突变的可能致病性，扩充了

EVC 基因突变谱。但本研究尚缺乏对 c. 1405G>T

(p.E469X)突变位点的功能实验研究，后续将会继续

开展基因翻译水平、蛋白结构改变等方面的相关

研究。
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