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全外显子测序技术在危重症新生儿
遗传病中的应用价值
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［摘要］　目的　探讨全外显子组测序（WES）技术在危重新生儿遗传病中的应用价值。方法　选取于该院

新生儿重症监护室治疗的 66 例疑似遗传病或诊断不明的危重新生儿为研究对象。收集患儿临床资料，采集患儿

及其父母静脉血行 WES 检测，完成遗传病因诊断。结合患儿的临床表现寻找相关的致病基因变异。结果　66 例

疑似遗传病或诊断不明的危重新生儿中，男 34 例，女 32 例，其中通过 WES 检测出有基因变异 14 例（21%）；

1例患儿经WES检测未见有基因变异，但因临床表现高度怀疑为色素失禁症，联合多重连接酶探针依赖扩增技术，

检测到 IKBKG 基因 4~10 号外显子的杂合缺失变异。15 例检测出基因变异的患儿中，致病性基因变异 10 例

（67%）；可疑致病性基因变异1例（7%）；基因变异意义未明4例（27%）。15例患儿中有13例行染色体检查，

只有 1 例染色体异常。结论　染色体检查不能作为遗传病的确诊手段，WES 检测技术是寻找疑似或诊断不明的

危重新生儿遗传病的重要工具，然而 WES 技术有一定的局限性，可联合其他测序方法进行检测。
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Application value of whole exome sequencing in critically ill neonates with inherited 
diseases
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Abstract: Objective    To study the application value of whole exome sequencing (WES) in critically ill neonates 
with inherited diseases. Methods    A total of 66 critically ill neonates with suspected inherited diseases or unclear clinical 
diagnosis who were admitted to the neonatal intensive care unit were enrolled as subjects. The clinical data of the neonates 
were collected, and venous blood samples were collected from the neonates and their parents for WES. The clinical 
manifestations of the neonates were observed to search for related pathogenic gene mutations. Results    Among the 66 
critically ill neonates with suspected inherited diseases or unclear clinical diagnosis (34 boys and 32 girls), 14 (21%) were 
found to have gene mutations by WES. One neonate had no gene mutation detected by WES but was highly suspected of 
pigment incontinence based on clinical manifestations, and multiplex ligation-dependent probe amplification detected a 
heterozygous deletion mutation in exons 4-10 of the IKBKG gene. Among the 15 neonates with gene mutations, 10 (67%) 
had pathogenic gene mutation, 1 (7%) was suspected of pathogenic gene mutation, and 4 (27%) had gene mutations with 
unknown significance. Among the 15 neonates, 13 underwent chromosome examination, and only 1 neonate was found 
to have chromosome abnormality. Conclusions    Chromosome examination cannot be used as a diagnostic method for 
inherited diseases, and WES detection technology is an important tool to find inherited diseases in critically ill neonates 
with suspected inherited diseases or unclear clinical diagnosis; however WES technology has some limitation and it is  
thus necessary to combine with other sequencing methods to achieve an early diagnosis.

[Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(12): 1261-1266]
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遗传病（先天畸形、生理缺陷或代谢异常等）

是婴幼儿期或围生期患儿死亡的主要原因，占总

病死率的 40%，且遗传病患儿数量呈逐年上升趋

势，是影响我国人口素质的重要因素，因此遗传

病的诊疗在新生儿科医生的临床工作中显得尤为

重要 [1]。活产新生儿中患有不同种类遗传病者约

4%~5%，其中单基因病 1%，多基因病 2%~3%，

染色体病 0.5%，其他 0.5~1.0%[2]。然而，许多出

生缺陷相关的遗传病在新生儿时期的临床表现并

不典型，且这些通常是危重新生儿，临床诊断难

度大 [3]。在过去几十年，染色体核型分型是诊断染

色体畸变的标准手段，但无法检测染色体基因重

排、染色体基因材料失衡等先天异常，很难检测

到遗传物质微小缺失、变异和重复。目前全外显

子组测序（whole exome sequencing, WES）得到广

泛认可，为临床医生对遗传病诊断提供了重要的

工具 [4]。全外显子大约包含了 2.2 万个基因，WES

包含了其中的 2 万个基因。WES 是利用液相探针

捕获技术或多重 PCR 扩增技术对基因组中的外显

子区域进行富集，再通过高通量测序技术对富集

的序列进行突变位点检测。WES 具有非常优秀的

均一性，可以精准地检测覆盖范围内的绝大多数

（约 98%）点突变，以及大多数的拷贝数变异，

为寻找疾病的致病基因提供了一种全新的且相对

全面的检测方法。本文就近 3 年 WES 在我院新生

儿重症监护室的危重症新生儿遗传病中的临床应

用进行回顾性分析，为其早期诊断、治疗及遗传

咨询提供帮助。

1　资料与方法

1.1　一般资料

选取 2018 年 1 月至 2020 年 6 月入住中山市

人民医院新生儿重症监护室的疑似遗传病或诊断

不明确的危重新生儿 [5] 作为研究对象。患儿均在

新生儿时期发病，临床表现有黄疸持续不退、喂

养困难、胆汁淤积、反复抽搐、皮肤缺失、皮肤

色素异常、肌张力异常、不明原因呼吸困难、内

脏异位、生殖器异常等；部分检查结果显示有酸

中毒、难纠正的低血糖、高乳酸、高血氨、电解

质紊乱、多器官功能紊乱、心脏结构严重异常、

血或尿串联质谱遗传代谢病筛查结果异常等。

1.2　标本采集

采集患儿及其父母的静脉血 1~3 mL，EDTA/

柠檬酸盐抗凝，不得用肝素，于 2~8℃环境中冷藏

保存。填写患儿及其父母的基本信息、临床表现

及相关辅助检查结果，将标本快递至广州金域医

学检验中心进行高通量 WES 检测。新生儿监护人

均签署知情同意书。

1.3　检测方法

WES 以 IDT xGen Exome Research panel  v1

为捕获探针，对全外显子组进行捕获测序。IDT 

xGen Exome Research panel v1 探针针对人基因组

中 43 Mb 的外显子区域进行设计，涵盖 19 396 个

基因的外显子区域，由于该探针的 GC 含量较高，

因此对于外显子组中高 GC 含量的区域捕获效果较

好，在一定程度上削减了由于 GC 含量差异所导

致的覆盖不均一的测序偏差。本检测通过 WES 测

序，分析 DNA 序列中存在的单核苷酸变异（single 

nucleotide variations, SNV）、插入和缺失（insertion 

and deletion, Indel）和拷贝数变异（copy number 

variation, CNV）等变异，主要应用于复杂遗传疾病

相关分析。

经 WES 检测出的基因变异位点及父母相关基

因位点进行一代 Sanger 测序加以验证，并采用十

分庞大的数据作为对照，其中既包含了国外多个

人群的数据，也包含了大量中国人群的数据。金

域实验室采用的突变 / 变异数据库主要包括：金域

数据库，以中国人遗传病患者为主；人类基因突

变数据库（HGMD，专业版），以病人为主的变异

数据库；ClinVar 数据库（综合性），与疾病相关

的人类基因组变异数据库；ESP6500 数据库（美国

国家心脏、肺和血液研究所外显子组测序计划），

以一般人群为主，主要用于心、肺、血液相关疾

病的研究；G1000 数据库（千人基因组计划），以

一般人群为主；单核苷酸多态性数据库（dbSNP），

以一般人群为主，是单碱基替换及短插入、删除

多态性的资源库。综合考虑多方面的证据评估所

检测到的基因变异是否有临床意义，临床医生结

合患儿的表型及 WES 检测结果综合分析解读，参

考美国医学遗传学和基因组学会（ACMG）指南最

后给出报告。

1.4　其他辅助检查

血常规、尿常规、肝肾功能、血糖、血气分析、
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血氨、血乳酸、胰岛素、同型半胱氨酸、串联质谱、

X 片、心脏彩超、头颅 MRI、脑电图等。

2　结果

2.1　一般情况

共纳入研究的新生儿有 66 例，其中男 34 例

（52%），女 32 例（48%），发病年龄 1~28 d，

确诊为基因遗传病的新生儿有 15 例（阳性率

23%），其中男 11 例，女 4 例，平均确诊年龄为

（37±9）d。

2.2　临床资料

66 例患儿经 WES 检测出有基因变异 14 例，

阳性率为 21%；1 例患儿经 WES 检测未见有基因

变异，但因临床表现高度怀疑为色素失禁症，联

合多重连接酶探针依赖扩增技术检测出基因变异。

根据检测出的基因变异位点与疾病的相关性，结

合一代 Sanger 测序加以验证，再辅以 ClinVar 数据

库、OMIM 数据库、基因编码蛋白的结构域分析、

家族史、大样本量调查所获得的变异频率及生物

信息学软件对某些变异位点的分析结果进行评估，

临床医生结合患儿的表型及 WES 检测结果综合分

析解读，最终确诊为基因遗传病患儿有 15 例。主

要临床诊断存在皮肤、颅骨及神经遗传病 5 例；

存在内分泌和代谢系统疾病 7 例；心血管系统疾

病 2 例；染色体病 1 例。15 例确诊基因遗传病患

儿中有 13 例行染色体检查，其中只有 1 例染色体

异常，其余 12 例染色体检查无异常。见表 1。

表 1　15 例确诊基因遗传病患儿的基因突变信息及相关疾病名称

序号 疾病
主要临床表现及阳性

实验室检查结果
染色体
检查

染色体位置 基因 cDNA 水平改变

1 先天性皮肤缺损 皮肤缺失 (-) 17q25 ITGB4
NM_001005731.1(Exon8): c.794dupC

NM_001005731.1(Exon15): c.1860G>A

2 色素失禁症 皮肤色素不均匀 (-)

9q34 CARD9 NM_052813.4(Exon8): c.1118G>C

21q22
ITGB2 NM_000211.4(Exon6): c.715G>A

IKBKG 4~10 号外显子缺失

3 结节性硬化症
心室、视网膜、大脑

多发结节
(-) 16p13 TSC2 NM_000548.3(Exon41): c.5181_5182del

4 Prader Willi 综合征 小阴唇、肌张力低 (-)
15q11-13片

段丢失

5 新生儿低血糖症 早产、低血糖 (-)

1q41 GJC2
NM_020435.3(Exon2): c.1199C>A

NM_020435.3(Exon2): c.1066C>A

2p21 LRPPRC
NM_133259.3(Exon32): c.3430C>T

NM_133259.3(Exon28): c.2965C>T

8q12 CHD7 NM_017780.3(Exon4): c.2233G>T

6
甲基丙二酸血症伴同型半

胱氨酸血症
抽搐 (-)

1p34.1 MMACHC
NM_015506.2(Exon4): c.609G>A

NM_015506.2(Exon4): c.658_660del

Xq28 ABCD1 NM_000033.3(Exon9): c.1903G>A

7 Beckwith-Wiedeman 综合征 早产儿、巨舌 (-) 11p15.4 CDKN1C NM_000076.2(Exon1): c.183G>C

8 瓜氨酸血症Ⅱ型 皮肤黄染、胆汁淤积 未查 7q21.3 SLC25A13
NM_014251.2(Exon9): c.852_855del

NM_014251.2(Intron6): c.616-11A>G

9 肉碱缺乏
早产，串联质谱检查

示肉碱减少
未查 11p15.1 ABCC8 NM_000352.4(Intron36): c.4412-13G>C

10 Kartagener 综合征 全内脏反位 (-) 15q22.2 TPM1 NM_001018005.1(Exon6): c.583G>A

11 甲基丙二酸血症 嗜睡、喂养困难 (-) chr6 MUT
c.914(Exon5)T>C p.L305S(NM_000255)

c.1151(Exon6)C>T p.S384F(NM_000255)

12 13- 三体综合征
胎儿期检查染色体异

常
47、XY、

+13
+13；Xq21 ATRX NM_000489.4(Exon32)c.6896C>T

13 结节性硬化症
心脏彩超示心室横纹

肌瘤 
(-)

16p13.3 TSC2 NM_000548.4(Exon18)c.1864C>T

18q12.1 DTNA NM_001390.4(Exon8)c.1000G>A

14 Kabuki 综合征 腭裂、黄疸 (-) 12q13.12 KMT2D NM_003482.3(Exon31)c.7288_7289del

15 Adams-Oliver 综合征 头皮及颅骨缺失 (-) 15q15.1
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2.3　基因遗传病患儿的基因突变信息

在基因遗传病患儿基因变异分类中，致病性

基因变异 10 例，占 67%（10/15）；可疑致病性基

因变异1例，占7%（1/15）；基因变异意义未明4例，

27%（4/15）。其中有 1 例患儿 WES 检测未见有

致病性基因，因临床表现高度怀疑为色素失禁症，

再应用多重连接酶探针依赖扩增技术，检测样本

特定基因的各个外显子，检测到 IKBKG 基因 4~

10 号外显子的杂合缺失突变（表 1）。临床意义

未明的变异为目前没有报道，无相关数据库表明

其临床意义，但未来在临床过程中可能有意义；

表 1（续）

序号
合子
类型

致病性
分类

遗传方式 父亲 母亲

1
Het 致病性 AR/AD (-) Het

Het 意义未明 AR/AD Het (-)

2

Het 意义未明 AR

未查 未查Het 意义未明 AR

Het 致病性 XD

3 Het 致病性 AD (-) (-)

4 致病性 未查 未查

5

Het 意义未明 AR/AD
验证失败

(-)

Het 意义未明 AR/AD Het

Het 意义未明 AR (-) Het

Het 意义未明 AR Het (-)

Het 意义未明 AD Het (-)

6

Het 致病性 AR

未查 未查Het 致病性 AR

Hemi 意义未明 XR

7 Het 致病性 AD 未查 未查

8

Het 致病性 AR
VP22D03154 VP22D03155 

Het (-)

Het 可疑致病 AR
VP22D03154 VP22D03155 

(-) Het

9 Het 可疑致病 AR/AD
VP22D02227 VP22D02226

Het (-)
10 Het 意义未明 AD 未查 未查

11
Het 致病性 AR Het 野生型

Het 可疑致病 AR 野生型 Het

12 Hemi 意义未明 XR  未查 未查

13
Het 意义未明 AD (-) Het

Het 意义未明 AD (-) Het

14 嵌合 致病性 AD (-) (-)

15 致病性 未查 未查

注：[Het] 杂合子；[Hemi] 半合子；[AR] 常染色体隐性遗传；
[AD] 常染色体显性遗传；[XR] X- 连锁隐性遗传；[XD] X- 连锁显
性遗传。第 4、15 病例存在基因区带大片段缺失，第 15 病例缺
失部分包括基因功能区 DLL4。

且临床意义未明的变异是否会引起患者的疾病，

尚有待科学的发展、数据的积累及更深入的功能

研究。

在含有致病性基因变异的 10 例患儿中，常染

色体隐性遗传病 4 例（40%），常染色体显性遗传

病 3 例（30%），X- 连锁显性遗传病 1 例（10%），

基因片段缺失 2 例（20%）。其中有 3 例常染色体

隐性遗传病患儿父母杂合携带致病基因；2 例常染

色体显性遗传病患儿父母不携带致病基因，该变

异可能为新发变异，同时不排除其父母为生殖细

胞嵌合型携带者的可能；另 5 例患儿父母未做相

应基因检查。见表 1。

3　讨论

全外显子组是指基因组当中被认为具有最重

要功能的基因组区域的总和，约占人类整个基因

组的3%。遗传病的大多数病因都发生在外显子区。

有文献报道 85% 的人类致病基因变异发生于外显

子区 [6]。据国外统计，新生儿重症监护室死亡患儿

中约 1/4 为遗传性疾病，国内规模较大的医学院校

附属医院儿科也出现类似趋势 [2]。因此，WES 技

术对全外显子组一次性进行分析，被认为可以高

效地分析绝大多数的遗传病，为寻求疾病的致病

性基因及易感性基因提供了一个全新且重要的方

法，并在疑难性疾病的研究中有明显优势 [7]。在新

生儿重症监护室的疑似遗传病或诊断不明确的危

重新生儿中开展 WES 对临床诊疗工作具有更为重

要的意义。

近年来，将 WES 技术应用于儿科疑难病或危

重症患儿中已经取得了很多的进展，例如在遗传

性疾病中发现了新的致病基因，或是将已知的致

病基因与新的表型相联系 [8]。谢华等 [9] 使用 WES

技术检测一组不明原因的神经发育障碍患儿，检

测出致病性单核苷酸变异 14 个、致病性基因组拷

贝数变异 3 个，检出率为 48.6%。国外有学者使用

WES 技术检测到 102 例单基因遗传病患儿，检出

率为 36.7%[10]。齐志业等 [5] 用 WES 技术确诊新生

儿单基因遗传病患儿 12 例，诊断阳性率为 27%。

临床遗传学的快速发展及分子遗传学新技术

的应用，使很多过去不认识的遗传性疾病的诊断、

治疗、预防成为可能，使很多遗传病的产前诊断
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得以解决。通过儿科遗传病的咨询服务，使患有

遗传病的个人得到及时诊治，减少伤残，并采取

措施，在家庭成员配合下，预防患同样遗传性疾

病的婴儿再出生。近 3 年来入住我院新生儿重症

监护室的疑似遗传病或诊断不明确的危重新生儿

进行 WES 检测，其中 1 例联合多重连接酶探针依

赖扩增技术，最后 15 例确诊基因遗传病（阳性率

23%），较文献报道的低，可能与本研究纳入样本

数较少有关。其中有 5 例患儿父母亲完善相应基

因检测，有 3 例患儿父母杂合携带致病基因，有

2 例患儿父母未携带致病基因。然而这 15 例确诊

基因遗传病患儿中，有 13 例完善染色体检查，只

有 1 例患儿检测出染色体异常，充分说明染色体

检查很难检测到遗传物质微小缺失、变异和重复。

新生儿时期的遗传病较难诊断。遗传病在新

生儿时期的临床症状多不典型 [11]，且遗传病一旦

在新生儿时期发病，通常进展迅速，病死率高，

因此早诊断对改善遗传病的预后至关重要 [10]。本

研究中纳入新生儿的临床症状也存在不典型性及

多样性，最常见的内分泌及代谢系统疾病也仅占

11%（7/66），确诊基因遗传病的 15 例患儿中确

诊年龄为（37±9）d。WES 可以在短时间内找到

临床诊断不明且需快速明确病因的严重疾病的致

病原因 [12]；对于可以通过治疗改善预后的疾病，

早诊断早治疗至关重要 [10]；并能提供遗传咨询，

做到优生优育。其中有 1 例先天性皮肤缺损患儿

的母亲在怀孕下一胎时，其绒毛膜基因测序结果

同先证者，最终母亲做了引产手术，目前正在做

试管婴儿。研究中有 1 例甲基丙二酸血症伴同型

半胱氨酸血症患儿，确诊后一直予口服维生素

B12、左旋肉碱、L-Cartinine 特殊配方饮食，生后

有反复代谢性酸中毒、精神运动发育迟缓，不会

翻身、抬头，肌张力低下，多次住院治疗，直到 6

个月大时因“小儿肠炎、代谢性酸中毒”住院，

家属考虑到患儿为基因遗传性疾病，无法根治，

预后差，选择放弃治疗，最终死亡。基因检测对

很多疑难病找到原因，对患儿长期预后的判断有

很大价值，然而其阳性结果对家属救治态度的影

响及对医疗决策的影响也是不容忽视的。

WES 技术检测存在一定的局限性，检测并非

能覆盖到所有的基因突变。主要包括 [4]：（1）同

源的基因组区域或高度重复区域在与参考基因组

比对时可能存在不唯一性，且这些区域存在活跃

的重组，增加了比对难度，因此对这些区域的检

测结果分析的准确性不高。（2）在 mtDNA 变异

识别方面存在局限性，是因为线粒体基因组变异

有杂质性 [13]。（3）人类基因组参考序列只是来自

于有限个体，人类部分基因组区域存在参考序列

的空缺，会导致变异识别不准确。（4）由于基因

组构型较复杂，对高鸟嘌呤和胞嘧啶含量区域的

覆盖可能不全面。本研究中有 1 例高度怀疑色素

失禁症患儿，WES 检测未见有致病性基因，另应

用多重连接酶探针依赖扩增技术，检测到与表型

相符的基因杂合缺失突变。然而 WES 的这些局限

性可以通过技术及算法的改进而得到解决，已有

通过下一代测序方法检测某些涉及高度同源基因

的疾病的文献报道 [14]。还有因为报告解读者对患

儿表型没有充分理解与利用，或临床医生未完整

提供临床表现，导致 WES 检测结果未提示表型与

变异基因相联系。有学者研究显示 [15]，有 15.5%

的疑似遗传病患者，在对其 WES 检测结果重新分

析后，获得了新的遗传病诊断，其中大部分原因

是解读者对临床表型认识不充分或患者出现了新

的临床症状而漏诊。所以，WES 检测结果需要经

验丰富的专业遗传工作者的解读和临床医生充分

结合患者的临床表现分析，才能更大化地发现临

床表现与变异基因的联系。对于 WES 技术不能覆

盖的基因变异，而临床表现高度怀疑遗传病的患

儿，可联合其他测序方法进行检测。有文献报道

全基因组测序（WGS）能覆盖几乎全部基因的外

显子序列、内含子序列和基因间序列，WGS 有望

应用于临床遗传检测从而提高诊断率 [16]。

WES 这项技术既为危重新生儿遗传病的临床

决策提供信息，也会使临床决策受到一定困扰。例

如：在检测过程中有可能受到假基因的影响，部分

基因的测序结果可能是不可靠的；部分文献中报道

的致病突变 / 病理性变异经过综合分析，也可能会

被重新定义为良性的变异；阳性结果患儿的父母会

有相当程度的焦虑和情绪负担，以至于做出消极的

决定。因此，临床医生始终需要带着批判的眼睛看

待基因测序对患儿预后的预测价值，需结合临床表

型及严密追踪随访，综合判断其预后。

综上所述，染色体检查很难检测到遗传物质

微小缺失、变异和重复，WES 技术在疑似遗传病
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或诊断不明确的危重新生儿中的应用具有重要的

诊断价值。然而 WES 技术有一定的局限性，对于

临床表现高度怀疑遗传病的患儿，WES 技术又不

能覆盖该表型的基因变异，可联合其他测序方法

进行检测，且需临床医生结合患儿的临床表型综

合分析，并追踪随访观察其预后。有效应用 WES

技术，做到不漏诊、不误诊，早诊断、早治疗，

减轻或避免不可逆的器官损伤，有效降低遗传病

导致的伤残率及病死率，并可以提供遗传咨询，

达到优生优育的目的。
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