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［摘要］　目前常用基因 panel 和全外显子组测序（whole exome sequencing）检测孟德尔遗传病，但 DNA

测序诊断率仅 35%~50%。近年来，转录组测序（RNA sequencing）这一技术不断发展，不仅具有检测新致病变异、

分析等位基因特异性表达等优势，有望促进了解疾病基因型与表型的关系，还可与基因组测序优势互补，拓展

孟德尔遗传病传统的基因组的诊断手段，有望成为诊断孟德尔遗传病的常规工具。该文对转录组测序在孟德尔

遗传病临床诊断中的应用进展进行综述。                        ［中国当代儿科杂志，2020，22（10）：1138-1142］
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Abstract: Gene panel and whole exome sequencing are now commonly used to detect Mendelian disease, but the 
current molecular diagnostic rate of DNA sequencing is only 35%-50%. In recent years, RNA sequencing emerges as a 
promising diagnostic method. It can detect new pathogenic mutations, and analyze allele-specific expression. This will be 
helpful to understand the relationship between disease genotype and phenotype, and can complement genome sequencing 
in order to expand the traditional genomic diagnostic methods of Mendelian disease. RNA sequencing is expected to 
become a routine tool for diagnosing Mendelian diseases. This article reviews the application of RNA sequencing in the 
clinical diagnosis of Mendelian disease.                                            [Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(10): 1138-1142]
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遗传病按遗传方式可分为单基因病、多基

因病、线粒体病和染色体病。单基因遗传病即孟

德尔遗传病，是由一对等位基因控制的疾病。自

2005 年起，第二代基因组测序技术已成为现代检

测孟德尔遗传疾病的主要方式，包括全基因组测

序（whole genome sequencing, WGS）、全外显子组

测序（whole exome sequencing, WES）、靶向目的

基因测序等。

鉴于有 85％的引起孟德尔遗传病的变异位于

外显子区域，目前基因 panel 和 WES 分析是检测

孟德尔遗传病的标准方法 [1-2]，但 WES 无法检测结

构变异和外显子区域之外的大部分致病变异 [2]，

DNA 测序诊断准确率仅有 35%~50%[3-7]。同时，

WES 仅针对编码区检测，在对基因组 DNA 进行

大规模平行测序之前，需进行外显子富集，大大

增加其成本 [8]。WGS 作为另一种诊断技术，可检

测外显子区外变异，且在检测结构变异和拷贝数

变异方面更可靠 [9-12]，但成本较高昂，分析工作量

较大，无法对超过 300 万个单核苷酸突变（single 

nucleotide variants）的样品进行精准数据分析，临

床应用范围小于 WES[13-15]。

此外，值得注意的是，9%~30％的非编码区

突变可通过影响 RNA 的加工和表达引发疾病 [16]。

因此，非编码区及影响 RNA 剪接和表达的编码
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区的突变位点变化通常需要在 RNA 水平上进行

额外的功能研究 [17-18]。目前基于二代测序技术的

RNA 水平疾病研究方法包括：转录组测序（RNA 

sequencing, RNA-seq）、数字基因表达谱测序和小

RNA 测序等。其中 RNA-seq 在研究真核生物基因

表达调控、癌症的发生机制和治疗策略、生物遗传

育种等方面有较大潜力，已广泛应用于遗传学和生

物医学领域中 [19]，近 5 年在 PubMed 上发表的相关

文章已超过 13 000 篇，且有多例文章报道了利用

RNA-seq 进行疾病诊断。本文对近几年 RNA-seq 在

孟德尔遗传病临床诊断中的应用进展进行综述。

1　RNA-seq 原理及优势

转录组是连接遗传信息与生物功能的桥梁，

在广义上指在相同生理条件下的一个或一群细胞

中所能转录出的所有 RNA 的总和，包括编码 RNA

及 非 编 码 RNA； 狭 义 上 指 所 有 mRNA 的 集 合。

RNA-seq 通过提取所要研究的 mRNA，将其反转录

成 cDNA 文库，在 DNA 小片段两端加上接头，利

用高通量测序技术统计相关小片段数计算出不同

mRNA 的表达量，精确地识别可变剪切位点及编码

序列单核苷酸多态性，获得某一物种特定组织或

器官在某一状态下几乎所有转录本的序列信息 [20]，

现已成为衡量 RNA 水平和定量转录本多样性的金

标准。

WES、RNA-seq 均可检测编码区域内的变异 [21]，

而使用 RNA-seq 无需进行外显子富集步骤，比 WES

更具成本效益 [22]。在检测致病的非编码变异方面，

RNA-seq 可关注一小组异常基因及其调控元件，

比仅使用基于 DNA 测序数据的研究更具优势 [23]。

此外，RNA-seq 还具有 WES 不能取代的转录本表

达水平分析、替代剪接模式研究、融合转录本的

检测、等位基因特异性表达分析等功能 [24]。综合

以上优势，有学者认为 RNA-seq 有望替代 WES，

成为诊断单基因病的诊断方法 [22,25]。

2　RNA-seq 在检测致病突变中的应用

RNA-seq 可检测编码和非编码变异对基因表

达水平和选择性剪接的影响，在诊断罕见遗传病

方面前景可观。2017 年 Cummings 等 [26] 发表了关

于利用 RNA-seq 对孟德尔遗传疾病行基因诊断的

队列研究，首次阐释 RNA-seq 在孟德尔遗传病临

床诊断中具有重要意义。该研究以初发肌肉疾病

为模型，收集 63 个被认为可能具单基因突变的肌

肉疾病样品进行 RNA-seq，与基因型 - 组织表达

（genotype-tissue expression, GTEx）数据库中正常

肌肉的表达谱进行比较分析，验证 13 个患者中已

通过基因组分析找到致病变异；在剩余的 50 个未

明确致病变异的患者中，进一步鉴定出了 17 个患

者的致病变异，检出率高达 35%，并新鉴定出一

导致严重的肌营养不良的 COL6A1 变异。研究结

果显示传统的 WGS、WES 等 DNA 检测在剪接异

常导致蛋白功能缺陷这一类变异的检测中可能会

有大量的漏检，而对病变组织进行 RNA 测序能发

现孟德尔遗传疾病潜在致病突变。因此，RNA-seq

不仅可对前期 DNA 测序结果进行功能验证，还能

直接作为诊断工具鉴定 DNA 测序中未能鉴定出的

剪接变异，表明其在诊断孟德尔遗传病方面具有

可行性。

在上述研究的基础上，近年来应用 RNA-seq

进行孟德尔遗传病致病基因的研究逐步增加，且

RNA-seq 在 WES 无法确诊的孟德尔遗传性肌肉疾

病中有许多成功案例。杆状体肌病是一种常染色

体显性或隐性遗传的肌病，病理特点为肌细胞胞

浆中出现杆状体，常见致病基因有 TPM3、NEB、

ACTA1 等。2019 年 Hamanaka 等 [27] 利 用 RNA-seq

分析出 6 例 WES 未能诊断的杆状体肌病病例中存

在异常剪接事件，加以 Sanger 测序进一步分析，

鉴定出 NEB 基因中的一种新发突变 c.1569+339A>G

及其同义突变 c.24684G>C。2019 年 Gonorazky 等 [28]

进一步选择 29 个家族共 70 例遗传性神经肌肉疾

病患者，从肌肉活组织、成纤维细胞和 t- 肌管中

提 取 总 RNA 进 行 RNA-seq。 将 其 中 先 前 经 基 因

panel 或 WES 鉴定为阴性病例的 25 个家族中的个

体转录组数据与从 GTEx 数据库获得的对照转录组

数据进行比较分析，新检测出 36%（9/25）病例，

并在编码和非编码区域中鉴定出致病突变，突变

的病理机制为转录抑制、外显子跳跃和内含子保

留等可变剪切事件。以上两项研究进一步表明，

应用 RNA-seq 可有效检测异常剪接及其相关变异，

有助于提高以前未诊断的大部分神经肌肉疾病的

确诊率，可作为假阴性孟德尔遗传病临床诊断的
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补充。

在识别罕见孟德尔遗传病致病基因方面，

2019 年 Frésard 等 [29] 发现血液转录组分析在罕见

病的遗传诊断上有较大的适用潜力。使用 RNA-
seq 检 测 目 前 人 类 孟 德 尔 遗 传 数 据 库（Online 

Mendelian Inheritance in Man, OMIM）数据库中已知

的主要罕见病致病基因在血液中的表达情况，发

现 70.6% 的基因和 50% 的 RNA 剪接事件都可在血

液转录组中获得相关信息，证实许多已知的罕见

病基因在血液中表达，整合血液样本的转录组数

据有助于提高罕见病患者的诊断率。前期研究人

员采集 94 名罕见病患者的全血样本，其中 80 例

患者的致病基因无法通过 DNA 检测确诊，将所有

患者的血液转录组数据与 49 名正常家庭成员及来

自多个数据库中的 1 594 例正常个体的数据进行对

照，发现每个罕见病样本中平均存在 343 个异常

表达的基因，540 个剪接异常的基因，94 个与疾

病相关的等位基因特异性表达事件。通过表达、

剪接和等位基因特异性表达等参数相结合逐步缩

小候选基因，研究团队最终新检测出 6 个原未确

诊病例的致病基因，并筛选出 5 个无法确诊病例

中与罕见病表型相关的候选基因，为后续诊断提

供依据。致病突变通常发生在广谱表达的基因上，

血液样本的获取也相对容易，该研究结果提示除

选用肌肉组织之外，应用血液转录组进行测序不

失为一种简便快捷的方法，不仅扩展了 RNA 测序

的应用范围，还可极大地简化和推动罕见遗传病

的诊疗。

3　RNA-seq 结合 WGS 提高诊断能力

随着第二代测序技术和新统计推算方法的不

断完善，遗传病研究也呈现出双组学及多组学发

展趋势。基因组学结合转录组学的研究策略可在

DNA 层面发现疾病特异性突变，筛选出突变候选

基因，在 RNA 层面分析基因转录水平表达差异和

调控机制、关键基因在通路的富集情况等，多层

次的分析方法将基因组和转录组紧密联系，进而

利于识别新变异和罕见的非编码区变异，已在确

定致病靶点、疾病机制研究等多方面成功应用，

提高基因组测序的诊断效率。

Starokadomskyy 等 [30] 应 用 WGS 和 RNA-seq

探 索 X 连 锁 的 网 状 色 素 异 常（X-linked reticulate 

pigmentary disorder, XLPDR）遗传致病源，揭示了

POLA1 基因突变引起 XLPDR 的原理。XLPDR 是

一种罕见的具有自发炎症特性的原发免疫缺陷，

研 究 选 取 12 个 XLPDR 家 系 中 4 例 患 者， 采 用

WGS 测序分析发现 4 例患病样本的 POLA1 内含子

区存在突变；进一步应用 RNA-seq 并比较患病个

体与正常个体细胞系转录组分析结果，发现患者

个体细胞中许多编码Ⅰ型干扰素调节因子、信号

通路和 NF-κB 的基因表达上调，表明 POLA1 突变

激活干扰素调节因子和 NF-κB 依赖基因，进而激

活Ⅰ型干扰素。最后通过细胞功能学并结合 DNA

及 RNA 分析结果解释出 POLA1 内含子突变影响

DNA 聚合酶 α，促进Ⅰ型干扰素的产生，POLA1

蛋白和Ⅰ型干扰素共同影响 RNA:DNA 综合体合

成，引起 XLPDR 疾病表型的致病机制。该研究展

示整合 RNA-seq 和 WGS 分析遗传病发生的多个连

续事件，深入挖掘候选致病因子的优势，有助于

认识疾病表型的遗传基础和分子机制。

对于常规检测致病突变为阴性的遗传病家族，

结合 RNA-seq 与 WGS 是一种减少突变检测遗漏

的有效策略。Nieminen 等 [31] 结合血液 RNA-seq 和

WGS 进行测序，发现和验证了传统筛选方法经常

遗漏的假外显子。家族性腺瘤性息肉病为 APC 基

因突变所致的常染色体显性遗传疾病，对于常规

基因检测突变阴性的息肉病家族，研究人员通过

对血液转录组进行 RNA-seq 结合 WGS 分析 APC
基因，揭示了与假外显子相关的深度内含子突变。

假外显子是前体mRNA内含子区域的潜在外显子，

通常不会剪接成成熟的 mRNA，若假外显子突变

激活，产生可被识别的剪接供体或受体位点，导

致内含子序列插入成熟的 mRNA[32]。在该研究中，

RNA-seq 发现异常剪接，预测存在假外显子导致翻

译的过早停止，WGS 检测 APC 基因的整个内含子，

进一步发现存在 3 处内含子突变创建了新的剪接

供体位点，导致将内含子序列插入 APC 转录物中。

研究表明疾病相关假外显子的检测需要同时基于

RNA 和 DNA 的证据来证明 mRNA 内源序列的插入，

并将转录后修饰错误与基因组 DNA 的深度内含子

突变予以区分。

Lee 等 [33] 开展队列研究更深入探讨 WGS 结合

RNA-seq 在罕见孟德尔遗传病临床诊断中的应用。
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研究人员收集并筛选出 100 例先前未明确诊断的

罕见病患者（其中大部分患神经肌肉疾病）进行

外显子组或基因组测序，并进行 RNA-seq。未结

合 RNA-seq 时，100 例患者中仅 31 例通过 WES 或

WGS 得到确诊；而结合 RNA-seq 与 WGS 分析流

程后，新诊断出 7 例患者的基因变异，将整体的

诊断率提升至 38%，RNA-seq 还可帮助提升 18%

病例的致病性证据等级。已有多项研究表明，将

RNA-seq 用于特定外显子组测序阴性患者群体，

在明确疾病类型，如线粒体功能障碍 [25]、肌肉

疾病 [26-30,34] 时，可提高疾病的诊断率。而 Lee 等 [33]

首次系统地将 RNA-seq 应用于成纤维细胞、肌肉

和血液等多种容易获得的患者组织来源，分析普

通患者群体中的基因组变异情况，无需预先根据

症状或对 RNA-seq 最合适的组织来源筛选出符合

适应证的病例进行临床基因测试，同样提高了诊

断率。该研究人员表示，RNA-seq 可用于鉴定潜在

剪接位点对 mRNA 的确切影响，鉴定功能丧失型

变异是否经历了无义突变所致的 mRNA 降解，以

及帮助寻找等位基因特异性表达的证据，在转录水

平上提供关于 DNA 变异结果的关键信息 [33]。因此

未来随着第二代测序成本的不断降低，基因组测序

联合 RNA-seq 有望成为一种针对复杂异质性的未

诊断病例更普遍和全面的基因遗传检测方法。

4　以 RNA-seq 为基础扩展孟德尔遗传病诊
治策略

RNA-seq不仅能在转录水平上检测遗传变异，

识别造成孟德尔遗传病的异常剪接，还可分析研

究样本中等位基因特异性表达，有助于了解基因

型与疾病易感性、疾病表型的关联等 [35]。

Chakravorty 等 [36] 的 研 究 显 示，RNA 测 序 协

同目的微阵列比较基因组杂交技术（array-based 

comparative genomic hybridization, aCGH）可提高异

常表现的包涵体肌病的检出率。包涵体肌病是由 N-
乙酰甘露糖胺激酶（GNE）基因突变引起的常染

色体隐性遗传病，首发症状多为步态异常，下肢

远端肌群受累明显而股四头肌相对不受累。该研

究中的研究对象首发表现为双侧足下垂和股四头

肌轻度无力，股四头肌组织内出现炎症和镶边空

泡，这些症状不同于常见症状，因此阻碍了诊断。

研究人员应用 aCGH 技术鉴定出患者 GNE 基因上

游存在一新的 7.08 kb 缺失，并对活检肌肉组织使

用 RNA-seq 发现 Val727M 等位基因仅单等位基因

表达，导致肌肉中 GNE 基因表达减少约 50％，由

此明确包涵体肌病诊断。该研究提示 RNA-seq 结

合 aCGH 技术对肌病诊断的重要性，显示 RNA-seq

对异常表现的肌病更快、更准确的分子诊断的潜

力，有助于促进了解疾病基因型与表型的关系。

此 外， 通 过 对 RNA-seq 数 据 研 究 可 以 拓 展

出 遗 传 病 诊 断 的 新 方 法。Mohammadi 等 [37] 基 于

RNA-seq 及组织特异性基因表达 GTEx 数据库开

发出一种新的方法，即表达变异分析（analysis of 

expression variation, ANEVA），利用不同等位基因

的 RNA 表达作为基因组的功能读数，比较了整个

基因组中母本和父本等位基因的活性水平，通过

分析两个等位基因的表达失衡，量化基因变异。

研究团队再基于 ANEVA 开发出 ANEVA-DOT 方法，

在 70 名孟德尔肌肉疾病患者的等位基因特异性表

达数据上进行测试，结果显示 ANEVA-DOT 技术

成功检测出已确诊患者中表达失衡的致病基因，

并且在许多未确诊的患者中发现了多个肌肉疾病

相关基因，其中一个后被证实为致病基因。相比

于 DNA 测序数据难以解释罕见调节元件变异和鉴

定下游靶基因，阻碍其寻找在编码序列之外的罕

见变异，ANEVA-DOT 技术仅依据转录组数据得到

结果，不需检测引起下游基因表达变化的罕见调

节元件变异，因而在未知调节元件变异引起的遗

传病检测中具有独特的优势，可以作为快速发现

罕见遗传病致病基因的强大工具。

在遗传病的治疗方面，有学者提出 RNA-seq

可用于揭示遗传病的治疗性干预点 [38]，如针对脊

髓性肌萎缩症（spinal muscular atrophy, SMA）的反

义寡核苷酸治疗。SMA 是一类由脊髓前角运动神

经元变性导致肌无力、肌萎缩的常染色体隐性遗传

病，因存活运动神经元（SMN）蛋白水平不足所致。

反义寡核苷酸作为一种人工合成的核苷酸短链，通

过碱基互补原则选择性地结合目标 RNA 并调节基

因表达，目前已批准用于 SMA 的反义寡核苷酸药

物 nusinersen，可修饰 SMN2 基因的前 mRNA 的剪

接缺陷，从而增加完整长度 SMN 蛋白的产生 [39]。

因此通过 RNA-seq 了解 mRNA 水平的遗传变异，

RNA-seq 也有发挥针对性治疗作用的潜能。
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5　结语

RNA-seq 能在单核苷酸水平进行检测，全面

快速地获得特定组织或器官在某一状态下的几乎

所有转录本信息，随着第二代测序技术的发展，

RNA-seq 在临床疾病诊治中具有巨大应用潜力，特

别是肿瘤、遗传病等病症发展过程中基因表达模

式发生改变的疾病。相较于基因组测序，RNA-seq

能检测特定组织中转录基因编码区的剪接异常，

用于等位基因特异性表达分析检测等，促进了解

遗传变异与遗传疾病之间的关联，提升基因检测

的成本效益。结合 RNA-seq 与基因组检测技术也

实现两种高通量测序技术的优势互补，拓展了传

统的基因组的诊断手段，有助于候选致病变异进

行筛选并提供关于变异的关键信息，使对孟德尔

遗传病的诊断更为行之有效。

但 RNA-seq 在变异检测中也存在一定的局限

性。所有细胞具有基本上相同的基因组或外显子

组，然而并非所有基因都在特定的组织或细胞中

表达；且转录组具有组织和细胞类型特异性，会

随时间及组织内外部刺激产生变化，所以任何一

种组织类型的转录组都不能代表整个外显子组，

使 RNA-seq 在疾病诊断的选材方面受到限制，还

未能较好适用于部分表现出组织特异性的疾病 [16]。

此外，在转录组测序过程中，可能出现 cDNA 逆

转录错误，或存在 RNA 编辑等情况，影响 RNA-
seq 检测结果 [39-40]，面对庞大的数据量如何有效识

别和筛选出罕见变异仍是一项考验。幸运的是，

现今已积累了在多个组织和数据库中的 RNA-seq

研究，这为日后进一步评估特定基因在不同环境

中的表达状态，研究组织功能与基因表达的关系，

预测罕见变异的调控作用等提供了研究基础 [40-43]。

相信随着对孟德尔遗传病的研究深入和高通量测

序技术的不断发展，未来 RNA-seq 有望成为一种

临床诊断孟德尔遗传病的常规方法。
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