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新生儿先天畸形分子诊断学研究进展
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［摘要］　在西方国家及中国主要一线城市如北京、上海等，出生缺陷已成为婴幼儿死亡的主要原因之一。

虽然对于出生缺陷筛查的关注不断提升，但是由于出生缺陷导致的新生儿病死率近 20 年并没有显著的下降。一

方面，这些疾病的全部表型并不都能在新生儿期被发现，另一方面，此类遗传性疾病具有高度的异质性。这都

导致在新生儿期对遗传性疾病进行诊断具有很高的难度。近来发展起来的高通量的微阵列比较基因组杂交技术、

第二代测序技术，可以对全基因组进行拷贝数变异和序列的检测。这些新的、强大的科技手段使得遗传性疾病

在新生儿期的诊断成为可能，并能显著缩短检查时间，指导干预措施、遗传咨询及产前诊断。
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Abstract: Congenital malformation is one of the most frequent causes of infant death in western countries 
and major cities in China. Though genetic screening of newborns remains a hot issue and concern, the mortality rate 
associated with birth defects has not been significantly reduced over the past 20 years. Many genetic diseases manifest 
symptoms during the first 28 days of life, but full clinical symptoms might not be evident in newborns. Moreover, 
genetic aberrations is highly heterogeneous. These complicated factors lead to the establishment of diagnosis based 
on nonspecific or obscure symptoms. Recently developed array comparative genomic hybridization (CGH) and next 
generation sequencing (NGS) techniques with efficient high-resolution allow to screening of the entire genome for DNA 
copy number variants and sequencing respectively. These new and powerful tools can shorten the differential diagnosis 
process and quicken to movement towards targeted treatment and genetic and prognostic counseling.
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遗传性疾病专题
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新生儿死亡率是衡量一个国家或地区经济、
文化、医疗保健水平的主要标志。随着社会经济
的快速发展和医疗服务水平的提高，我国新生儿
儿死亡率持续下降，危害儿童健康的传染性疾病
逐步得到有效控制，出生缺陷问题却日益凸显 [1]。

我 国 是 人 口 大 国， 也 是 出 生 缺 陷 高 发 国
家。根据卫生部发布的最新《中国出生缺陷报告
（2012）》，目前我国出生缺陷发生率在 5.6% 左
右，近年来出生缺陷的调查资料显示，先天性心
脏病（简称先心病）是我国出生缺陷的首位畸形，

发病率占新生活产婴的 6‰ ~10‰，如果加上死胎、
死产，则发病率可高达 10‰ ~20‰。先心病严重
危害儿童身心健康，自然病死率高，其中 30％左
右未经治疗的先心病患儿在婴儿期因严重缺氧或
心力衰竭等并发症而死亡，是新生儿和婴儿死亡
的重要原因。其中，新生儿先天畸形常合并各种
类型的先心病，在北京和上海地区，先天畸形已
经成为 5 岁以下儿童死亡的首位死因 [2-3]。美国
国家统计报告（Natl Vital Stat Rep, NVSR）显示 , 
2009 年全美新生儿死亡率为 6.39/1 000，死因中先
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天畸形、早产位居前两位。欧洲EUROCAT数据显示，
超过 2% 的新生儿出生时伴有先天畸形，存活 <7 d
的新生儿中 25% 由于先天畸形导致死亡 [4-5]。并且，
这一统计数字在发达国家近 20 年没有改变，很大
原因是由于在儿科，尤其是在新生儿期，这类疾
病不能够得到充分的认识，没有给予快速、明确
的诊断和适当的干预。先天畸形的发生原因不外
遗传因素、环境因素和两者的相互作用。Wilson
（1972）综合分析了 5 次国际出生缺陷讨论会的
资料，发现遗传因素引起的出生缺陷占 25％，环
境因素占 10％，遗传因素与环境因素相互作用和
原因不明者占 65％。

部分遗传性疾病可以在新生儿期出现表型，
但并不是所有的表型都能在新生儿期表现出来 [6]，
这就造成很多遗传性疾病，尤其是伴多发畸形的
综合征，在新生儿期的诊断困难。然而，此类疾
病的早期诊断，不但可以尽早为患儿后期的干预
和临床治疗提供指导，最重要的是可以为遗传咨
询、产前诊断提供依据。所以，临床上对于先天
畸形、多发畸形综合征的新生儿期诊断的需求越
来越迫切。

1　全基因组时代带来的机遇与挑战

从 DNA 双螺旋结构的发现，到第一代（RFLP, 
restriction fragment length polymorphism）、 第 二 代
（STR, short tandem repeat）、第三代（SNP, single 
nucleotide polymorphism）遗传标志物的确立及深入
研究，再到第一个完整基因组图谱的完成，海量
遗传信息开始被破解。而紧随其后的分子遗传学
进展更加让人应接不暇。从 2004 年 Sebat 等 [7] 和
Iafrate 等 [8] 采用不同的技术同时报道了基因组拷贝
数的变异，到 2005 年 454 推出的基于焦磷酸测序
法的高通量基因组测序，开创了二代测序技术（Next 
Generation Sequencing, NGS）的先河 [9]；从 Pacific 
Biosciences 公司推出的“Single Molecule Real Time 
（SMRTTM）”第三代测序技术，到千元基因组计
划 [10]，我们面临的是一个基因组学的时代。

技术的进步，提供了更新、更强大的武器，
同时也给原有的理论带来了新的挑战。传统上，
医学遗传学将人类的遗传性疾病按照遗传类型分
为单基因病和多基因遗传病。单基因病是指一种
遗传病的发生只受一对等位基因控制，遗传方式
遵循孟德尔定律；多基因遗传病则受两个以上基
因的结构或表达调控的影响。仅从研究相对较为
透彻的单基因疾病来讲，一些高度异质性的常染

色体隐性遗传疾病，在多基因甚至全基因组测序
中发现，其异质性可能来源于通路中其他存在相
互作用的基因的突变，比如 Bardet-biedle 综合征，
存在 3 个不同基因的复合杂合致病突变 [11-13]。同
样，对于新生儿期常见的多发畸形综合征，传统
的疾病分类、综合征的诊断也面临着新技术带来
的冲击和挑战。故而，本文从基因组拷贝数变异、
DNA 序列改变这两个方面，通过技术的发展、临
床应用的进展等层面，对于分子诊断学在新生儿
先天畸形领域的前沿研究进行讨论。

2　全基因组拷贝数检测

拷贝数变异（copy number variations, CNV）一
般指 1 kb 以上长度的基因组片段拷贝数的增加或
者减少。CNV 和单核苷酸多态性（single nucleotide 
polymorphisms, SNPs）是人类基因组变异的两个重
要来源 [14]，但 CNV 位点的突变率远高于 SNPs，
是人类疾病的重要致病因素之一。比较基因组杂
交（comparative genomic hybridization, CGH） 为 常
用的全基因组拷贝数变异检测技术。其原理是将
待 测 DNA 和 正 常 DNA ( 参 照 DNA) 在 标 记 不 同
的荧光后，等量混合，根据杂交图像每个位点上
的两种荧光强度来判断待测 DNA 拷贝数有无异
常 [15]。CGH 技术与传统的细胞遗传学技术相比具
有明显的优势 : ①待测 DNA 来源多样化；②检测
周期短；③检测效率高。其他常规细胞遗传学检
测技术，如荧光原位杂交技术 ( fluorescence in situ 
hybridization, FISH)、PCR 等均受探针或引物的限
制，只能针对目的片段进行检测。全基因组拷贝
数变异的检测方法除了 CGH 外，还有 SNP 分型芯
片，此类芯片还能提供基因型信息，不但可以用
于遗传关联性研究，还可以检测杂合性丢失及片
段性单亲二倍体 [16]。

Sagoo 等 [17] 在 2009 年的一篇关于 CGH 在先
天畸形和智力低下中应用情况的系统综述中提到，
与他们之前的综述仅仅间隔了两年时间，但此类
疾病采用 CGH 进行检测的病例数增加了 30 倍，
从 462 猛增到了 13926，平均诊断率为 10%（95%CI：
8%~12%）。这与传统的细胞遗传学诊断方法相比，
已经有了明显的提升，所以在欧美国家 aCGH 已
经作为先天畸形、发育迟缓的首要检查方法应用
于临床 [18-19]。一项针对新生儿先天畸形在内的研究
发现，将 CGH 作为首要检查，在 8794 个病例中
有 25% 的患者可以检测到致病性的、或在正常人
群中未见的 CNVs，且这些 CNVs 中 87% 是 <5 Mb
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的不能被 G 带核型分析所发现的 [20]。
CGH 不仅可用于明确诊断，还可以进一步建

立表型基因型的关联性。Cri du Chat 综合征（CdCS），
也就是猫叫综合征，在儿科临床上相对较为常见，
是由于 5 号染色体短臂末端缺失所致。但是由于
之前研究的技术所限，定位欠精确，并且在缺失
范围内表型基因型关联性尚不清楚。借助 CGH 这
一技术，通过对 94 例 CdCS 进行检测，发现特殊
哭声的关键区域位于 5p15.31 区域 1.5 Mb 的片段；
语言发育落后关键区段位于 5p15.32-p15.33 区域
3.2 Mb 的片段；特殊面容位于 5p15.2-15.31 区域
2.4 Mb 的片段 [21]。近年来，基于寡核苷酸的探针
合成、制备技术，探针分布密度及检测更为精细，
已经发现在罕见的 4q 缺失综合征中，4q35.1 区段
内 465 kb 的缺失可能为该疾病的关键区段，与口
面部裂、先心病相关 [22]。这些发现都为经典综合
征的精细关键区域、关键基因的寻找提供了可行
的技术方法，为此类罕见疾病的病因学进一步认
识提供了平台。

由此可见，在人类基因存在的许多类型的变
异中，CNV 已成为基因变异研究新的发展方向。
CNV 图谱与疾病的关联已为人类疾病研究、新药
开发提供了方向。同时，伴随着拷贝数变异作用
和形成机制研究，及更多疾病相关 CNV 的发现，
有助于理解人类基因组遗传进化，为疾病的治疗
和预防提供新的思路。

3　第二代测序技术

第二代测序平台主要包括罗氏的 454FLX，
Illumina 的 Solexa Genome Analyzer 和 AB 的 SOLiD
系统。虽然不同的第二代测序技术平台的测序操
作流程有很大的不同，但实际上，它们背后的技
术和原理都具有一定的相似性。第二代测序首先
是将基因组 DNA 随机切割成小片段 DNA 分子，
然后在体外给这些小片段分子的末端连接上接
头制成文库，也可以使用配对标签（mate-paired 
tag）制成跨步文库（jumping libraries）。随后可
以通过原位 polony（in situ polony）、微乳液 PCR

（emulsion PCR）或桥式 PCR（bridge PCR）等方法，
获得测序模板。上述方法的共同点，即任何一个
小片段 DNA 分子的 PCR 扩增产物都在空间上聚
集 ：原位 polony 法和桥式 PCR 法，产物都集中在
平板的某处，在微乳液 PCR 法中，产物都集中在
微珠的表面。真正的测序反应本身和传统测序法
一样，由重复的聚合酶促反应和最后的荧光、电

信号读取分析反应组成 [23]。在新生儿期，明确病
因的单基因疾病有 3528 种 [6]。但其中，大多数疾
病不可能在新生儿期出现全部表型，且由于许多
遗传性疾病的异质性，使得在新生儿期此类疾病
的诊断率非常低。但是，新生儿重症监护室（NICU）
的病人却非常需要开展基因组水平的检测及诊断。
对于那些已经有了明确治疗方法的遗传性疾病，
NICU 的快速诊断可以指导临床早期治疗，有效降
低伤残率和病死率 [24-25]；对于尚无有效治疗方法
的遗传性疾病，也可以针对可能出现的并发症进
行规范化的治疗、改善预后 [26]。

基于目的基因组合（Panel）的第二代测序检
测方法，可以针对新生儿期某类常见、特定的表型，
进行相关目的基因的序列分析，此类方法有明确
的针对性，其数据分析相对简单、快捷，适合作
为常见表型的初步筛查方法。耳聋是新生儿期较
为常见的、可辨别的出生缺陷，双侧永久性耳聋
在新生儿中发生率约为 1/500[27]。 Keulenaer 等 [28] 

选择包括 GJB2、SLC26A4、MYO15A 在内的 15 个
与耳聋相关的基因作为目的基因，采用 PCR 扩增
的方法，使用 Roche 454 Genome Sequencer FLX 进
行第二代测序检测。共检测 5 例患者，其中 3 例
患者来自同一家系，发现了 CHD23 和 OTOF 两个
基因的新突变，在 1 例患者发现了 TMC1 的一个
已知突变，1 例患者未检测到在这 15 个已知基因
中有致病突变。

在 实 践 中 发 现， 全 基 因 组 / 全 外 显 子 组 测
序 技 术（Whole Genome sequencing/ Whole Exome 
sequencing, WGS/WES）为临床上指向性不明确，
但高度支持遗传性疾病的病例提供了有效的检测
手段。美国 Children's Mercy Hospital 的儿科基因组
学中心及 University of Missouri-Kansas City 医学院
对于 NGS 在 NICU 的应用做了深入的研究 [6]。从
针对 525 个常见隐性遗传疾病致病基因的 panel，
到全外显子测序，再到近期建立的 50 h 快速全
基因组测序分析技术，为 NGS 应用于儿科临床
做出了巨大的推动。该研究团队通过表型 - 基因
型 关 联 数 据 库（Symptom-and sign-assisted genome 
analysis correlation tool, SSAGA）、HiSeq 2500 测
序、基因组序列比对软件、变异快速分析解释工
具（Rapid Understanding of Nucleotide variant Effect 
Software, RUNES）， 可 以 在 50 h 做 到 从 病 人 血
样 DNA 的提取到 WGS 数据分析解释工作全部完
成。如该团队报道 1 例新生儿，男，33 周，无家
族遗传病史，出生后即可见部分侵蚀性皮损，伴
色素沉着及部分结痂。后逐渐进展为全身侵蚀性
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皮疹，伴脱皮，黏膜、角膜相继受累，并继发感
染。疱疹病毒（-），皮肤活检发现皮肤棘层松
解，有空隙形成，表皮层脱落。根据既往经验，
首先对 KRT5、DSP、JUP、TP63 基因全部编码区
及 KRT14 最常出现突变的第 1、4、6 外显子进行
Sanger 直接测序，均未检测到致病突变。所以针对
这一病例采用快速全基因组测序分析技术，最终
总数据量为 121 GB，其中高质量片段占 88%，在
SSAGA 检索到的 35 个候选基因中，平均覆盖倍数
为 39.8，但未检测到已知候选基因的致病突变。
该家系非近亲、无家族史，提示患儿为新发突变
或隐性遗传模式。在 NGS 测序数据中发现 3 个新
发突变，其中包括 GJB2 基因检测到一个移码突变 
（NM_004004，c.85_87del，p.Phe29del）， 可 以
造成编码蛋白的第一跨膜螺旋上高度保守位置的
氨基酸改变。文献提示 GJB2 基因突变，可以常染
色体显性遗传模式，导致新生儿期致死性皮肤损
害，如 keratitis-ichthyosis-deafness 综合征（KIDS，
OMIM # 148210）[29]。

可见，第二代测序技术具有高灵敏度、高通
量、高自动化的特点，其应用前景非常广泛。此外，
NGS 不但能够检测点突变、基因组拷贝数改变和
基因重组（染色体移位）等在内的多种基因改变，
还在序列未知物种的全基因组从头测序、转录组
测序（RNA-Seq）、蛋白质与 DNA 的相互作用分
析（ChIP Sequencing）、全基因组甲基化图谱等方
面有存在巨大的优势及潜力 [30-33]。

4　新生儿期最常见的先天畸形—先心病

先心病是最常见的出生缺陷，占先天异常的
1/3，是新生儿期最常见的先天畸形 [34]。环境和遗
传因素共同参与了先心病的发生，家系研究证实
先心病有很高的遗传度 [35]。21 三体患儿有约 40%
患有先心病，而 18 三体和 13 三体患儿几乎全部
患有先心病，22q11 区域微缺失患儿 80% 患儿伴
有各种先心病 [36-37]，其中 22q11 区域微缺失是先心
病最常见的染色体拷贝数变异，占法乐四联症的
15%[38]。

最早报道的基因点突变是通过经典的家系连
锁分析，进行区域定位，然后再进行基因测序发
现的 , 随着第二代测序的迅速发展，为复杂疾病
的基因组研究提供了新的有效工具。最近发表在
Nature 杂志上的一篇文章，采用深度测序技术对
362 个严重先心病患儿的核心家系和 264 个正常
核心家系进行基因组序列分析，发现患儿新发突

变（de novo mutation） 基 因 明 显 集 中 于 H3K4me-
H3K27me 组蛋白甲基化信号通路上。这些新发突
变可以解释 10% 的先心病病例 [39]。

5　总结与展望

近年来，分子诊断学取得了飞速的发展，其
基础理论和相应的技术应用均取得了许多具有划
时代意义的成就，但是，不得不承认，在解决人
类所面临的具体疾病方面却尚缺乏突破性的成就，
如前所述，新生儿因多发畸形导致的死亡率这一
统计数字即便在发达国家近 20 年都没有改变。可
见，目前迫切需要的是将分子遗传、诊断学的先
进技术迅速转化到临床、并进行广泛的应用。自
2003 年，National Institutes of Health（NIH）提出转
化研究（translational research）的概念，实际上就
是要求将科研与临床相结合（bedside to bench）。
Lo 等 [40] 认为，分子诊断学正是处于转化医学的中
心位置，分子诊断本身就是基础和临床相结合的
产物。故而，借助技术的不断创新、转化医学意
识理念的不断深入，势必在不久的将来给遗传学、
分子诊断学，甚至整个医学领域带来巨大的变革，
使得大多数的遗传疾病，可以在新生儿期得到明
确的诊断，指导个体化医疗和遗传咨询，并使基
因治疗成为可能。
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