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a：aCGH结果；b：NGS结果；蓝色箭头表示一处染色体缺失 2q37.1q37.3（232，612，296⁃242，690，037）

图（P387） aCGH和NGS分析染色体拷贝数变异的比较

Figure（P387） Comparison of chromosomal copy number variants analysis by aCGH and NGS



·专家风采· 实验室巡礼

于月新

1973 年 3 月 出 生 。

1995 年毕业于中国医科

大学临床医学系，北京

301医院妇产科学博士。

主 任 医 师 ， 副 教

授，中国医科大学、大

连医科大学等院校硕士

生导师。现任中国人民

解放军第 202医院生殖医

学中心主任、精准医疗

实验室主任。全军妇产科内分泌专业委员会委员，全军产科与围产专业委员会委员，辽

宁省中西医结合绝经与内分泌专业委员会常委，沈阳军区高层次科技人才培养对象，沈

阳军区医疗成果鉴定委员会成员，沈阳市医疗事故鉴定委员会成员。

于月新教授擅长不孕不育综合诊治、辅助生殖技术、宫腔镜检查与手术等，对生殖

内分泌疾病、高危妊娠诊断和处理、危急重症孕产妇的救治、妇科常见病及妇科肿瘤的

诊治有丰富的临床与和科研经验。完成了辽宁省首例单基因病胚胎植入前遗传学诊断试

管婴儿，阻断了遗传病家庭致病基因的继续传递。开展了新生儿遗传代谢病筛查、药

物相关基因检测、肿瘤个体化治疗靶向药物检测、肿瘤易感基因突变类型检测、病毒

定量及分型检测、胚胎植

入前遗传学诊断与筛查

（PGD/PGS）、Y染色体微

缺失检测、耳聋相关基因

检测、无创产前诊断等多

个精准医学检测及相关研

究。获全军医疗成果一等

奖 1 项，二等奖 3 项，三

等奖 2项，辽宁省自然科

学二等奖 1项。发表论文

30余篇。培养和招收硕士

研究生 10余名。

中国人民解放军第 202医院精准医疗实验室

中国人民解放军第 202 医院精准医疗实验室位于沈阳市和平区光荣街 5 号，实验室

以全军计划生育优生优育技术研究所实验室为主体，包括国家卫计委高通量基因测序产

前筛查与诊断试点实验室、辽宁省产前诊断中心、辽宁省男性生殖重点实验室、军区生

殖医学重点实验室等。现有技术人员 22 名，其中高级职称 7 名、中级职称 2 名、初级职

称 13名，博士 4名、硕士 14名。实验室内设国家标准基因扩增实验室，同时设有一代测

序、二代测序、杂交捕获、基因芯片、电泳、串联质谱仪、时间飞行质谱仪等，细胞遗

传实验室拥有 ABI PCR 扩增仪、ABI 实时荧光定量 PCR 扩增仪、ABI 3500 DX 基因测序

仪、LIFE 二代测序仪、全自动染色体分析工作站等，设备总值约 4 000余万元。

该实验室可对临床样本中的乙型肝炎病毒、沙眼衣原体等 18种病原微生物进行定量

及分型检测；可对高危及低危人乳头瘤病毒进行基因分型；可进行新生儿遗传代谢病筛

查、药物相关基因检测、肿瘤个体化治疗靶向药物检测、肿瘤易感基因突变类型检测、

遗传病基因诊断、胚胎植入前遗传学诊断与筛查、Y 染色体微缺失检测、耳聋相关基因

检测；可进行羊水、绒毛、脐血穿刺产前诊断；可进行高通量测序无创产前基因检测。

实验室连续多年参加卫生部临检中心室间质评，成绩优秀，是目前国内开展分子诊断项

目最全、技术力量雄厚的实验室之一。承担博士后基金、军队医药卫生基金、国家自然

科学基金、军队“十二五”、“十三五”专项、总后卫生部重点项目、辽宁省自然基金课

题等多项研究。研究成果获军队科技进步二等奖 5 项、三等奖 12 项。获国家发明专利 1

项。在国内外重要期刊发表研究论文 100余篇，参编专著 3部。培养硕士研究生 10名。

学科带头人于月新教授擅长不孕不育综合诊治、辅助生殖技术、宫腔镜检查与手术

等，对生殖内分泌疾病、高危妊娠诊断和处理、危急重症孕产妇的救治、妇科常见病及

妇科肿瘤的诊治有丰富

的临床与科研经验。现

担任全军妇产科内分泌

专业委员会委员、全军

产科与围产专业委员会

委员、辽宁省中西医结

合绝经与内分泌专业委

员会常委、沈阳军区医

疗成果鉴定委员会成

员、沈阳市医疗事故鉴

定委员会成员，是沈阳

军区高层次科技人才培

养对象。
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下一代测序技术在遗传病临床检测中的应用

杨学习★

［摘 要］ DNA测序技术已广泛应用于生物学研究，很多生物学问题也都可以借助测序技术予以

解决。过去 10 年（2005⁃2015 年），下一代测序技术（next generation sequencing，NGS）逐步从新技术成长

为主流的测序技术，并逐渐走进临床诊断领域。NGS以其简单、快速、高分辨率、高通量的特点，在传染

性疾病防控、肿瘤的早诊早治、遗传病的早期筛查和诊断、无创产前筛查、胚胎植入前诊断和筛查等领域

发挥越来愈大的作用，已成为目前临床领域最具有应用前景的技术之一。同时下一代测序技术领域仍

在快速发展，新的测序技术及数据分析技术还在不断涌现，序列数据库和测序数据快速增加。下一代测

序技术也有助于以更低廉的价格，更全面、更深入地来分析基因组、转录组及蛋白质相互作用组的各项

数据。可以预见，各种测序将成为一项广泛使用的常规实验手段，有望给生物医学研究领域和医学临床

诊断带来革命性的变革。本文主要针对下一代测序技术在无创产前诊断、遗传病检测、胚胎植入前诊断

和筛查中的临床应用进行介绍和评述。

［关键词］ 下一代测序；染色体非整倍体无创产前筛查；遗传病检测；胚胎植入前诊断和筛查

Progress of the applications of next generation sequencing technology in clinical
diagnostics of genetic disorders
YANG Xuexi★

（School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，
China，510515）

[ABSTRACT] DNA sequencing is widely used in biology research, and many biological problems only
can be solved by sequencing technology. In the past 10 years (2005- 2015), next ⁃ generation sequencing has
developed from a newborn technology to a mainstream technology, and has been gradually applied to clinical
diagnosis. With a simple, fast, high⁃throughput, and high⁃resolution feature, next generation sequencing has been
believed to be one of the most potential technology in clinical tests, especially in infectious disease prevention,
noninvasive prenatal diagnosis, genetic disorders identification and diagnosis, cancer early diagnosis and
treatment, and preimplantation genetic screening field. Meanwhile, next ⁃ generation sequencing technology is
still growing quickly, new sequencing and data analysis methods are constantly emerging, sequence database
banks and sequencing data are rapidly increasing. Sequencing technology development lead analysis genome,
transcriptome, and protein⁃protein interaction data more deeply, comprehensively and cheaply. Sequencing will
be a widely used method in the routine lab test and will be a revolutionary change in biomedical research and
clinical diagnosis. The present paper will briefly review the application of next generation sequencing in the field
of noninvasive prenatal diagnosis, genetic disorders diagnosis, preimplantation genetic screening.

[KEY WORDS] Next generation sequencing; Noninvasive prenatal diagnosis of chromosomal
aneuploidies; Genetic disorders diagnosis; Preimplantation genetic screening/diagnosis

·· 357
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DNA 测序技术是生命科学领域里一项创造性

的发明，从早期基于 Sanger 法开发的第一代自动

化测序仪到下一代测序（next generation sequenc⁃
ing，NGS）技术平台的发展，已经使生命研究的基

本元素发生了转变——从单一、局部的基因或基

因的片段转变成多基因、多片段甚至整个基因组；

反过来，这种转变又需要更加强大的测序技术来

支持，测序技术与其应用之间的协同关系使得两

者的发展在可预见的未来内保持这种趋势，并且

为其对生命科学研究和临床应用的巨大前景的推

动作用而加速。

近几年国内 NGS 市场异常火爆，测序公司不

断涌现。而且已有多家NGS公司迅速涌入临床领

域，开展基于 NGS 的临床检测服务，如：染色体非

整倍体无创产前筛查、百种甚至千种遗传病产前

诊断、肿瘤个体化治疗相关基因多态性位点检测、

单基因和多基因疾病的易感基因遗传检测和咨询

等项目。2014至 2015年，国家食品药品监督管理

总局（China Food and Drug Administration，CFDA）
先后批准了华大基因、中山大学达安基因股份有

限公司、北京博奥晶典生物技术有限公司和北京

贝瑞和康生物技术有限公司的高通量测序仪和测

序试剂，使染色体非整倍体无创产前诊断成为现

实，开创了高通量测序在临床应用中的新局面并

引起了社会的广泛关注。多家公司相继启动基于

NGS测序技术的包括肿瘤靶向用药及疗效相关基

因位点检测、遗传病筛查和诊断、胚胎植入前诊断

和筛查相关试剂盒的 CFDA 注册工作。同时，以

华大基因、中科紫鑫科技有限公司、深圳华因康基

因科技有限公司、深圳市瀚海基因生物科技有限

公司、上海小海龟科技有限公司为代表的公司也

积极研发具有自主知识产权的基因测序仪。在不

远的将来，NGS 将成为一项广泛使用的常规实验

手段，有望给生物医学研究领域和医学临床诊断

带来革命性的变革。本文将主要针对NGS技术在

无创产前诊断、遗传病检测、胚胎植入前诊断和筛

查中的临床应用进行介绍，以示其较为系统的

面貌。

1 NGS在染色体非整倍体无创产前诊断

中的应用

染色体非整倍体无创产前诊断是NGS在临床

应用上的一个成功典范，极大地推动了 NGS 在临

床中的应用和发展。染色体非整倍体是最主要的

胎儿染色体异常遗传性疾病，以 21 三体、18 三体

和 13三体为主要形式。目前非整倍性染色体疾病

尚无有效治疗方法，唯一有效的措施为广泛开展

产前筛查与诊断［1］。但常规唐氏综合征产前筛查

普遍存在假阳性和假阴性较高的问题，且通过羊

膜穿刺和胎儿绒毛取样获得胎儿 DNA 通常会造

成 1%的流产率［2］。1997年，在孕妇血浆和血清中

发现了胎儿游离 DNA 片段［3］，这为无创性产前基

因检测带来新的希望。2008 年，首次通过对母亲

血浆胎儿游离 DNA（cell⁃free fetal DNA，cffDNA）
进行 NGS 分析来检测三体［4⁃5］，随后大样本研究表

明利用NGS技术进行染色体非整倍体的无创产前

诊断非常有效［6］。因其具有无创取样、无流产风险、

高灵敏度、高准确性（≥99%）等特点，通过采集孕妇

外周血、提取游离DNA、采用NGS技术、结合生物

信息分析这一方法，已成为目前染色体非整倍体产

前筛查与诊断技术的主要手段。多个联盟组织［例

如，美国妇产科医师协会（the American College of
Obstetricians and Gynecologists，ACOG），美国医学

遗传学会（the American College of Medical Genet⁃
ics and Genomics，ACMG），国际产前诊断学会

（the International Society for Prenatal Diagnosis，
ISPD）］正在极力推进这项技术的临床应用［7⁃9］。在

看到 NGS 技术强大能力的同时，我们也必须清醒

地意识到胚胎胎盘不一致，嵌合体、胎儿 DNA 浓

度、孕妇本身携带微缺失微重复或患有妇科肿瘤、

双胎消失综合征等原因对该技术临床应用带来的

局限性。尤其是胎儿 DNA 在母体血浆的浓度是

影响检测结果的常见因素。胎儿 DNA 在母体血

浆中的浓度一般为 10%~15%，但也可能少于 3%或

多于 30%［10⁃11］，在胎儿DNA浓度少于 3%的样本中

使用 NGS 技术其结果是不太可信的。另外，胎儿

DNA浓度在 3个方面影响着染色体非整倍体诊断

的应用。首先，当胎儿 DNA 浓度增加时，唐氏综

合征的结果也会更显著。其次，胎儿 DNA浓度受

孕妇体重影响最大，对于体重较大的孕妇，胎儿

DNA浓度会低，假阴性比率会增高。最后，在嵌合

体中，胎儿 DNA 浓度的有效部分会减少，这也会

影响检测的准确性。

2 NGS在遗传病检测中的应用

NGS 相对于传统的 Sanger 测序法有很多优
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点，最明显的是它可以在较短的时间和较低的成

本下做批量检测（panel testing）。对于许多表型上

类似但由很多不同遗传因素造成的遗传异质性疾

病（如遗传性耳聋、先天性肌营养不良、先天性疾

病糖基化），以及在同一个通路中不同的基因突变

所导致的代谢性疾病全部突变的筛选、有很多变

量却有相同靶标的一系列疾病（如线粒体缺陷），

NGS 是一个有时间和成本效益的技术工具［12⁃14］。

下文将通过简短介绍基于下一代测序技术的几种

遗传性疾病和相应的基因检测试剂盒（panel），讨

论下一代测序技术在遗传性疾病检测中的进展以

及探讨怎样通过下一代测序技术来解决遗传异质

性的问题。

2.1 遗传性耳聋

耳聋是最常见的感觉神经性听力损失出生缺

陷疾病。大约 2/3的耳聋来源于遗传因素，而剩余

的 1/3来源于环境［15⁃16］。常规芯片和核酸质谱筛查

未能发现的阳性样本，对造成听力缺陷的所有基

因进行测序是经常采用的方法。绝大部分的实验

室对候选基因的编码区和两侧序列用 Sanger测序

法来进行检测。然而，听力缺陷极大的遗传异质

性导致用 Sanger 测序法将耗费大量的金钱和时

间。而 NGS 技术则可以对大量基因序列进行便

宜、快速的多重平行测序。

Shearer等［17］设计的综合性诊断平台可以检测

包括先天性聋视网膜色素变性综合征在内的 54个

已知的非综合征型耳聋基因。在 6 个突发性非综

合征型耳聋病人里有 5 个病人在 STRC、MYO6、
KCNQ4、MYN14和 CDH23上发现了非综合征型耳

聋突变位点，包括 3 个新的突变位点。Licastro
等［18］设计的 Usher 综合征基因的诊断 panel 在 12
个 Usher 综合征患者中的 10 例中检测到位于

MY07A、CLRN1、GPR98、USH2A 和 PCDH15 中的

11致病突变。另外 2个研究小组则分别设计了针

对 34个常染色体隐性遗传性非综合征型耳聋基因

和 24 个神经性耳聋基因的检测 panel［19⁃20］。Siva⁃
kumaran 等［19］通 过 与 5 个 基 因（GJB2，CDH23，
MYO7A，EYA1 和 OTOF）394 个变异位点的 Sanger
法鉴定结果对比，NGS 和 Sanger 法的一致性高于

99.99%。Schrauwen 等［20］设计的 panel 中，24 人中

9 人被确诊，达 37.5%。6 个患者被发现是纯合子

变异，3个患者为复合杂合子变异。结果还显示一

位患者可能具有 OTOF和 SLC26A4双基因型遗传

模式［19］。

2.2 遗传性神经肌肉障碍

遗传性神经肌肉障碍（inherited neuromuscular
disorders，NMD）是一组导致长期残疾的遗传性疾

病，包括超过 200 种单基因疾病。在这些疾病中，

有超过一半的分子机制目前尚不清楚。如果想要

准确诊断，通常需要结合临床表现进行大规模一

个接一个的基因检测。由于遗传异质性和散发病

例缺少等位基因的分离，想要做出诊断十分昂贵、

耗时并具有挑战性。NMD关联基因众多，还有一

些致病基因特别长，从而使整个基因进行 Sanger
测序耗时耗力。对于病人来说，这种逐个基因排

查法进行病因诊断，增加了检测数，因此会导致诊

断的延迟、并使病人接受不必要的检查和治疗，还

妨碍了采取针对性有效治疗方案的实施从而增加

了疾病在家族中再发的风险。

Vasli等［21］开发了一种有效的筛查遗传异质性

神经肌肉疾病相关基因的 panel，包括 267 个已知

的 NMD 相关基因（1.6 Mb 目的区域）。在已鉴定

的病人和没有进行分子诊断的病人中，检测到了

所有已知的突变位点［21］。在 8 个阳性对照组中，

所有的突变类型都被检查到。在一例杜氏肌肉萎

缩病人检测到了 DMD（duchenne muscular dystro⁃
phy）基因 18~44 外显子的大片段缺失。在 2 个共

济失调的患者中发现存在于 SETX 的 2 个突变。

还在 RYR1、TTN 和 COL6A3 上发现了几个潜在致

病性突变位点，并通过 Sanger 测序和等位基因分

离证实［21］。但 Vasli 等［21］未能在 4 个分子诊断不

清楚的病人中寻找到致病基因 。Xie 等［22］通过

panel测序对DMD基因突变进行检测，在一个中国

家系（包括先证者以及先证者已被诊断出假肥大

型肌营养不良的堂兄弟）DMD第 79号外显子上发

现了 2个相同的突变位点，其中 c.10141C>T、NM_
004006.1是其致病性突变，会产生缺失羧基端的截

短的肌营养不良蛋白。Valencia 等［23］则针对先天

性肌营养不良（congenital muscular dystrophy disor⁃
ders，CMD）进行 panel 检测，包括 12 个基因的 321
个外显子（65 kb目的区域）。以一个 12个CMD基

因都通过 Sanger 测序验证的正常人作为阴性对

照，5个具有已知突变的样品作为阳性对照，6个具

有 CMD临床特征但尚未进行 CMD基因检测病人

作为研究对象，其诊断率为 41%，而单基因检测的

诊断率为 17%。杜氏肌营养不良和 Becker型肌营
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养不良是最常见的儿童肌营养不良症［24］，可以通

过对 DMD 基因进行基因检测来确诊。Lim 等［25］

设计的 panel 可对 DMD/BMD 进行全面性的突变

谱研究。研究对象包括 25名患者，其中 16名无大

片段缺失/重复但患有肌营养不良蛋白表达缺陷的

患者，9 名是存在大片段缺失/重复的患者。在大

部分（15/16）没有大片段缺失/重复的患者中都检

测到小的突变。以这 16 个患者作为基准，准确地

预测出了 9名已知突变患者的外显子大片段缺失/
重复。16名患者中有 15名检测到致病性突变，突

变检测率及突变类型（12个无义突变，2个引起移

码突变小缺失，和一个剪接突变）与对照方法得到

的结果一致。

2.3 线粒体疾病

线粒体疾病的临床表现多样，遗传方式独特，

可由核或线粒体基因组的突变引起［26］。已发现约

有 70 个核基因与线粒体疾病有牵连，但仍有许多

基因未知。由于线粒体疾病常表现为非特异性，

因此同时检测 mtDNA 和 nDNA 的基因突变是有

意义的。Vasta 等［27］设计的包含线粒体基因组以

及额外的 1 000 个核基因的 panel，通过对 42 例具

有线粒体氧化磷酸化临床及生化特征的无血缘关

系幼儿患者的检测，发现 55%（23/42）患者含有隐

性基因或致病突变的mtDNA变异体，其中 10例患

者（24%）可以确定具有与疾病相关的基因突变，13
例患者（31%）具有尚不明确的核基因突变。表明

NGS技术应用于线粒体相关疾病的临床诊断十分

具有潜力。

与传统的通过 Sanger 逐步测序检测关联基因

的检测方法相比，基于NGS panel设计具有成本和

速度优势，适用于多个潜在候选致病基因的高度

遗传异质性疾病和由于同一个超大基因多个致病

突变位点引起的单基因病的分析。基于 panel 的
NGS方法的不足在于它不是包含所有与疾病相关

的基因和基因区域，这是由于目的片段大小的限

制或者刚被发现的未包括在 panel 上的疾病相关

基因。全外显子测序和全基因组测序有可能可以

对没有明确分子诊断病人中找到致病突变和/或基

因，这些可以增加到现有的 panel中去。然而与靶

向 panels 相比，作为常规的分子诊断方法，全基因

组或者全外显子组的方法要有更高的覆盖度，并

且会降低敏感性和异质性的评估能力［28］。而在低

覆盖率下测序更多的基因将会增加假阴性的风

险，增加假阳性位点的个数，而这些假阳性位点又

需要漫长的时间来验证。综合考虑目前 panel 检
测的目的区域覆盖度、敏感性和特异性，目前 panel
测序还不能够完全替代 Sanger测序。把 Sanger测
序法作为验证和补充技术是非常必要的。另外，

要将 panel测序运用到临床，还需要依据具体的捕

获方法和测序平台确定每个 panel 的敏感性和特

异性。

3 NGS 在胚胎植入前遗传学筛查中的

应用

胚胎植入前遗传学诊断（preimplantation genet⁃
ic diagnosis，PGD）/胚胎植入前遗传学筛查（preim⁃
plantation genetic screening，PGS）是指在体外受精

过程中，对具有遗传风险患者的胚胎进行种植前

活检和遗传学分析，以选择无遗传学疾病的胚胎

植入宫腔，从而获得正常胎儿的诊断方法，可有效

防止有遗传病患儿的出生。不孕不育已成为当今

影响人类繁衍和家庭问题的疾病之一，试管婴儿

技术给不孕不育夫妇们带来了希望。但通过试管

婴儿方法获得的胚胎 40%~60%存在染色体异

常［29⁃30］，而染色体异常是导致妊娠失败和自然流产

的主要原因，也是体外受精最终失败的主要原因

之一［31］。健康的胚胎是试管婴儿成功的第一步，

植入前遗传学筛查技术也因此越来越受到重视。

PGS/PGD 的通用检测手段包括 PCR、荧光原

位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH），比

较基因组杂交（array comparative genomic hybrid⁃
ization，aCGH）、NGS 技术等。其中 aCGH、单核苷

酸多态性（single⁃nucleotide polymorphism，SNP）关

联分析以及NGS使得检测结果更为准确。联合应

用单细胞全基因组扩增技术和NGS可以同时检测

单基因病和染色体非整倍性，准确率超过了

99%［32］。2014 年，世界首例经 NGS 进行单基因遗

传病筛查的试管婴儿，在北京大学第三医院诞

生［33］。北京嘉宝仁和医疗科技有限公司、贝瑞和

康生物技术股份有限公司、江苏亿康基因科技有

限公司、安诺优达基因科技（北京）有限公司、苏州

贝康医疗器械有限公司等相继通过第三方检验、

科研合作等方式为生殖中心提供 PGS/PGD 服务。

2016 年，CFDA 相继通过了杭州贝瑞和康基因诊

断技术有限公司、北京中仪康卫医疗器械有限公

司（北京嘉宝仁和医疗科技有限公司全资子公
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司）、苏州贝康医疗器械有限公司关于胚胎植入前

染色体非整倍体检测试剂盒的创新医疗器械特别

审批申请，表明 PGS 有望很快走入临床。而且随

着测序技术成本大幅度降低、遗传学机制研究的

推进和生物信息数据分析的深入，以及国家“全面

二胎”政策发布和平均生育年龄的明显提升，基于

NGS的胚胎植入前染色体非整倍体筛查会有更大

市场空间。

4 结语

随着 NGS 的发展，更低成本和更快速度产生

大量的测序数据终将提高对遗传性疾病的诊断效

率。在最近的几年中，NGS 向临床领域的转入速

度正在稳步提升，特别在其绝对优势领域—检测

由大量基因引起的遗传异质性疾病或者同时检测

某个通路中的很多基因突变的应用上转化更快。

我们相信，基于NGS的 panel检测以及仍在快速发

展的外显子组检测和全基因组检测在遗传性疾病

的检测中将发挥更大的作用。
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11 339例孕妇无创产前检测结果对比分析

王元丽 1 唐明珠 2 杨学习 3★

［摘 要］ 目的 探讨不同年龄段及不同高危因素孕妇无创产前检测结果的对比分析。 方法

回顾性分析 2014年 12月至 2015年 8月进行无创产前检测的 11 339例孕妇资料，分别计算 21、18、13号染

色体发生变异的概率。将孕妇按年龄段（＜35岁组，35~39岁组和≥40岁组）、孕产史（无不良孕产史组和有

不良孕产史组）、受孕情况（自然受孕组和试管婴儿组）分组，分别比较各组间的胎儿患 21、18、13⁃三体综合

征的概率。 结果 11 339例样本中共检出 82例胎儿染色体异常者，占样本总数 7.2‰（82/11 339），其中，

21⁃三体最常见，所占比例为 67.07%（55/82）。≥40岁组阳性发生率 2.45%，较＜35岁组（0.59%）和 35~39
岁组（0.61%）差异有统计学意义（P＜0.001）。孕产史和受孕情况 2 组的阳性发生率差异无统计学意义

（P>0.05）。 结论 高龄孕妇是胎儿患染色体非整倍体疾病的重要危险因素，应提高无创产前检测在

此类人群中的应用。

［关键词］ 无创产前检测；三体综合征；高龄孕妇

Comparative analysis of the non ⁃ invasive prenatal test results among 11 339
pregnant women
WANG Yuanli 1, TANG Mingzhu2,YANG Xuexi 3★

(1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. Guangzhou Daan
Clinical Laboratory Centre, Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 3. School of Laboratory Medicine and
Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective The objective is to explore non⁃invasive prenatal test for pregnant women in
different age and risk factor groups. Methods Non ⁃ invasive prenatal test results from 11 399 pregnant
women were recorded from December 2014 to August 2015, and the incidence rates of trisomy 21/18/13
variations were calculated. The pregnant women were divided into different groups according to age(＜35⁃years⁃
old group, 35~39⁃years⁃old group, and ≥40⁃years⁃old group), pregnancy history(normal pregnancy history group
and abnormal pregnancy history group) and conception method(natural conception group and IVF group). The
incidence rates of trisomy 21/18/13 syndrome within these groups were compared. Results In 11 339 cases,
82 were found with fetal chromosomal abnormalities, accounting for 7.2‰ (82/11 339), the trisomy 21
syndrome was the most common with the rate of 67.07% (55/82). The proportion of positive trisomy syndrome
in the ≥40⁃years⁃old group (2.45%) was statistically significantly different (P＜0.001) compared with the ＜35⁃
years ⁃ old group (0.59% ) and 35~39 ⁃ years ⁃ old group (0.61% ). There was no significant differences of the
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positive trisomy syndrome rate between the pregnancy history and different fertilization ways groups (P＞
0.05). Conclusion The advanced age of the pregnant women is an important risk factor in the fetal
chromosomal aneuploidy disease, which should be improved the use of non⁃invasive prenatal test.

[KEY WORDS] Non⁃invasive prenatal test; Trisomy syndrome; Advanced maternal age pregnant women

21⁃三体综合征、18⁃三体综合征、13⁃三体综合

征发病率占胎儿染色体非整倍体疾病的绝大多数，

其中，21⁃三体综合征最为常见，年发病率为 1/800~1/
600，占新生儿三体型染色体疾病的 70%~80%［1⁃2］。

随着国家计划生育政策的放宽、外界环境因素影响

以及辅助生殖技术的不断进步，高龄孕妇、具有不良

孕产史夫妇以及试管婴儿的数量逐渐增多。近年来

发达国家试管婴儿的出生比例明显增高，约占新生

儿总数的 1%~3%［3⁃4］。这些都有可能成为出生缺陷

发生率升高的因素。目前，利用孕妇外周血游离

DNA开展的无创产前检测已成为胎儿染色体非整

倍体疾病筛查的临床探索新方向［2，5］。本研究利用下

一代测序技术对孕妇外周血中的游离DNA进行测

序，通过生物信息学分析胎儿遗传信息，从而检测胎

儿染色体非整倍体疾病，并根据孕妇年龄和不良孕

产史等高危因素分组，研究胎儿 21、18、13⁃三体综合

征的发生率，为无创产前检测技术在染色体非整倍

体疾病高发人群中的应用提供参考。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取 2014 年 12 月至 2015 年 8 月在广州达安

临床检验中心进行无创产前检测的孕 12周及以上

的单胎妊娠孕妇 11 339例，孕妇年龄范围在 16~50
岁，平均年龄 31.34岁，其中高龄（≥35岁）4 033例，

有不良孕产史 996例，试管婴儿 262例。

1.2 方法

1.2.1 标本收集

对孕妇提供遗传咨询并签署知情同意书后，

按正常静脉采血方式采集 7~10 mL静脉血。采血

管使用 Cell⁃Free DNA BCTTM 管（Streck 公司，美

国）。采血后轻轻颠倒混匀 8~10次，使血液与管内

保护剂充分混匀，达到保护作用。采集的血液可

常温运输，72 h内送达实验室进行血浆分离，或立

即分离后将血浆用干冰运输至实验室。

1.2.2 无创产前检测

使用基因测序仪 DA8600 和胎儿染色体非整

倍体 21 三体、18 三体和 13 三体检测试剂盒（半导

体测序法）（中山大学达安基因股份有限公司）对

标本进行无创产前检测，并使用配套算法对结果

进行分析，判断 21、18、13号染色体的风险值（正常

参考范围值为⁃3.0~3.0），检测值在正常参考范围内

则判为“低风险”，超出则为“高风险”。由广州达

安临床检验中心出具筛查报告，并随访获取确诊

结果，以核实无创产前检测结果的准确性。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计分

析，使用 c2检验进行组间比较，P＜0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 整体检测结果

11 339例样品中，无创产前检测为高风险孕妇

82例，筛查阳性率为 7.2‰（82/11 339），其中 21⁃三
体 55例，发生率 67.07%（55/82），远高于 18⁃三体的

29.27%（24/82）和 13⁃三体的 3.66%（3/82）。

2.2 不同年龄孕妇组胎儿三体结果比较

将孕妇按年龄组分为＜35岁组，35~39岁组和

≥40 岁组。＜35 岁组共检出阳性 43 例，发生率

0.59%（43/7 306），35~39 岁组检出 20 例，发生率

0.61%（20/3 256），≥40 岁组检出 19 例，发生率

2.45%（19/777），结果见表 1。＜35岁和 35~39岁 2
个 组 间 阳 性 发 生 率 差 异 无 统 计 学 意 义（P＞
0.05），≥40 岁和＜35 岁、35~39 岁组差异具统计学

意义（P均＜0.001）。其中，21⁃三体和 18⁃三体的发

生率组间的差异性和总体阳性发生率相似，13⁃三
体发生率在各组间差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.3 不同孕产史组胎儿三体结果比较

按照孕产史情况分为无不良孕产史组和有不

良孕产史组。无不良孕产史组共检出阳性 71 例，

发生率 0.69%（71/10 343），有不良孕产史组共检出

阳性 11例，发生率 1.1%（11/996），结果见表 2。有

不良孕产史组阳性发生率比无不良孕产史组高，

但 2组间差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.4 不同受孕方式组胎儿三体结果比较

按照受孕方式情况分为自然受孕组和试管婴
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年龄（岁）

＜35

35~39

≥40

合计

n

7 306

3 256

777

11 339

21⁃三体综合征

［n（%）］

27（0.37）

15（0.46）

13（1.67）

55（0.49）

18⁃三体综合征

［n（%）］

15（0.21）

3（0.09）

6（0.77）

24（0.21）

13⁃三体综合征

［n（%）］

1（0.01）

2（0.06）

0（0.00）

3（0.03）

总计

［n（%）］

43（0.59）

20（0.61）

19（2.45）

82（0.72）

表 1 不同年龄孕妇组胎儿三体结果比较

Table 1 Comparation of fetal trisomy syndrome results in different women age groups

儿组。自然受孕组共检出阳性 81 例，发生率

0.73%（81/11 077），试管婴儿组共检出阳性 1 例，

发生率 0.38%（1/262），结果见表 3。2 组间差异无

统计学意义（P＞0.05）。

3 讨论

21⁃三体综合征、18⁃三体综合征、13⁃三体综合

征发病率占胎儿染色体非整倍体疾病的绝大多数，

其中，21⁃三体综合征发病较高，为 1/800~1/600［2］。

本研究人群中，筛查阳性率为 7.2‰（82/11 339），

其中 21⁃三体 55 例，发生率 67.07%（55/82）。这比

国内水平稍低，考虑可能与本研究所选择标本来

源和年龄范围偏广有关。在国内研究中，Liao等［6］

对 1 760 例孕妇进行无创产前检测，共报道 16 例

异常，阳性率为 9‰。郑静等［1］对 1 566 例孕妇进

行分析得出，该人群阳性发生率为 14.7‰，21⁃三体

发生率为 78.26%。刘丛丛［7］在对 2 152 例孕妇无

创检测结果的分析发现有 22 例阳性，综合阳性率

为 10.2‰。目前，孕期胎儿染色体异常的检测方

法主要以侵入性的产前诊断技术为主，均存在一

定的流产风险，难以被广大孕妇和家庭接受。而

传统的血清学筛查方法检出率为 60%~65%，假阳

性率高。自 1997 年胎儿游离 DNA 被发现存在于

孕妇外周血以来，基于下一代测序技术的无创产

前检测以其安全、快速以及准确的优势被迅速用

于孕妇特别是高龄孕妇的产前染色体非整倍体筛

查［2，5，8⁃9］。刘丛丛［7］在对 2 152 例孕妇无创基因检

测的结果分析发现，该技术对 21、18、13 号染色体

非整倍体的检测灵敏度为 92.3%~100%，特异性度

99.95%~100%。Palomaki 等［10］也通过该技术分析

得出，283例染色体非整倍体异常样本复合检出率

为 98.9%，总的假阳性率仅 0.5%。所以，无创产前

不良孕产史

无

有

合计

n

10 343

996

11 339

21-三体综合征

［n（%）］

48（0.46）

7（0.70）

55（0.49）

18-三体综合征

［n（%）］

20（0.19）

4（0.40）

24（0.21）

13-三体综合征

［n（%）］

3（0.03）

0（0.00）

3（0.03）

总计

［n（%）］

71（0.69）

11（1.10）

82（0.72）

表 2 不同孕产史组胎儿三体结果比较

Table 2 Comparation of fetal trisomy syndrome results in different women pregnancy history groups

受孕方式

自然受孕

试管婴儿

合计

n

11 077

262

11 339

21⁃三体综合征

［n（%）］

54（0.49）

1（0.38）

55（0.49）

18⁃三体综合征

［n（%）］

24（0.22）

0（0.00）

24（0.21）

13⁃三体综合征

［n（%）］

3（0.03）

0（0.00）

3（0.03）

总计

［n（%）］

81（0.73）

1（0.38）

82（0.72）

表 3 不同受孕方式组三体结果比较

Table 3 Comparation of fetal trisomy syndrome results in different fertilization ways groups
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检测技术在染色体异常筛查中具有很高的应用

价值。

医学上将年龄≥35 岁的初产产妇界定为高龄

产妇，随着孕产妇年龄增大，其卵巢内处于减数分

裂期的初级卵母细胞在体内停留时间会逐渐延

长，且高龄孕产妇更易受内外环境影响，其卵巢功

能发生老化和退化，使胚胎期染色体变异的几率

增加［11］。国际和国内相关法规也明确建议应对高

龄产妇进行产前诊断［12］。本研究发现，孕妇年龄≥
40岁其胎儿发生染色体异常的比例明显高于其他

2 组（P＜0.001），35~39 岁组虽与＜35 岁组间阳性

发生率差异无统计学意义（P＞0.05），但其概率也

略高于＜35 岁组。郑静等［1］在对 1 566 例标本的

三体结果分析中，也发现≥40岁组孕妇阳性发生率

明显高于 35~39 岁组与＜35 组。谭卫荷等［11］对

898例孕妇进行核型结果分析，发现 21⁃三体和 18⁃
三体在≥40 岁组孕妇中发生率也显著高于 35~39
岁组与＜35组。

不良孕产史包括自然流产、死胎和胎儿发育

畸形等，在引起不良孕产史的众多因素中，染色体

异常是一个重要的病因之一［3，13］。在本研究中，有

不良孕产史组共检出 21、18和 13⁃三体 11例，发生

率 1.1%（11/996）。较无不良孕产史组 0.69%（71/
10 343）无显著差异。不良孕产史多发生在染色体

位置异常和多态性核型中。何淑贞等［3］在对 217
对有不良孕产史的夫妇进行染色体核型分析中发

现有 9 例异常的核型和 55 例多态性核型，检出率

分别为 2.07%和 12.67%。其中异常核型包括 4 例

罗伯逊易位，4 例平衡易位，1 例倒位。汤素环

等［13］对 375对不良孕产夫妇进行核型分析发现，有

81 例异常核型（5.0%），其中 51 例常染色体异常

（6.8%）如相互异位、倒位等。因此，不良孕产史与

染色体核型异常之间存在密切联系，而多态性核

型如 Y 染色体异质性等具有遗传效应，会导致胎

儿患染色体核型异常疾病概率增加。

随着体外受精技术的不断发展，近年来，发达

国家试管婴儿约占新生儿总数的 1%~3%，出生比

例明显升高［4］。由于试管婴儿技术采用体外受精

—胚胎移植，其过程皆在体外完成，很多因素可引

起遗传物质发生改变［14］。试管婴儿出生缺陷和围

产期合并症日益受到人们的关注，许多学者对此

做了研究，但研究结论各不相同［15］。本研究人群

中，自然受孕组阳性发生率 0.73%（81/11 077），与

试管婴儿组 0.38%（1/262）的差异无统计学意义

（P＞0.05），这与许小艳等［15］的分析相似，该研究

对 150 例试管婴儿和 200 例自然受孕婴儿的出生

缺陷及新生儿期并发症等指标进行比对分析发

现，试管婴儿出生缺陷与自然受孕婴儿无显著差

异。而米弘瑛等［14］对 43 例试管婴儿和 50 例自然

受孕婴儿的出生缺陷及围生期疾病等情况进行比

对发现，试管婴儿出生缺陷发生率显著高于自然

受孕婴儿。

综上所述，高龄孕妇是胎儿患染色体异常疾

病的一个重要危险因素。应用无创产前检测技

术对高龄孕妇进行胎儿染色体异常筛查，并结合

侵入性产前诊断技术对筛查阳性结果进行核

实。这样可降低有创性检测的人数及孕妇的负

担。同时，应加强无创产前检测技术在其他出生

缺陷疾病方面的研发与应用，提高除 21、18、13⁃
三体综合征以外的染色体疾病的准确性，更好地

应用于不良孕产史和试管婴儿等高危因素孕妇

的异常检测，才能更好地降低新生儿出生缺陷的

发生率。
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应用下一代测序技术对 α地中海贫血进行胚胎植入
前遗传学检测

谢美娟 1 邓权衡 1 邓红辉 1 卢绍月 1 杨学习 2 马强 2★

［摘 要］ 目的 探讨下一代测序（next generation sequencing，NGS）技术在 α 地中海贫血胚胎植

入前遗传学检测中的应用。 方法 选取 2 对 α 地中海贫血⁃⁃SEA 缺失型携带者夫妇体外受精胚胎活

检后的 6 个胚胎样本应用全基因组扩增（whole genome amplification，WGA）技术、下一代测序技术进行

胚胎植入前遗传学检测，同时采用跨越断裂点荧光 PCR（gap⁃PCR）进行平行对照检测。 结果 2 个

家系 6 个胚胎样本的胚胎植入前遗传学诊断（preimplantation genetic diagnosis，PGD）结果分别为⁃⁃SEA/
αα 母源携带、⁃⁃SEA/⁃⁃SEA、⁃⁃SEA/αα 母源携带、⁃⁃SEA/⁃⁃SEA、⁃⁃SEA/αα 母源携带和⁃⁃SEA/⁃⁃SEA；胚胎

植入前遗传学筛查（preimplantation genetic screening，PGS）结果分别为 45，XX，⁃5、46，XX、46，XY、47，
XY，+1、46，XX 和 46，XY，+1，⁃2；Family 1 gap⁃PCR 检测结果为父母均为 SEA 杂合子；E1 为正常、E2
为 SEA 纯合子、E3 为正常；Family 2 检测结果分别为：父母均为 SEA 杂合子；E4 为 SEA 纯合子、E5 为

正常、E6 为 SEA 纯合子。 结论 结果显示利用 NGS 不仅可以检测出 23 对染色体的核型，同时解决

了单细胞扩增等位基因脱扣（allele drop⁃out，ADO）造成的假阳性和假阴性的风险，更具有市场潜力及

应用前景。

［关键词］ 下一代测序；α地中海贫血；胚胎植入前遗传学诊断；跨越断裂点荧光 PCR

Successful preimplantation genetic detection for alpha thalassaemia by using
next generation sequencing technology
XIE Meijuan1, DENG Quanheng1, DENG Honghui1, LU Shaoyue1, YANG Xuexi2, MA Qiang2★

(1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. School of Laboratory
Medicine and Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective To explore the application of next generation sequencing (NGS) for alpha⁃
thalassemia in preimplantation genetic detection. Methods 2 couples with alpha⁃thalassemia Southeast Asia
deletion ( ⁃ ⁃ SEA deletion) and their embryos cells obtained after embryonic biopsy were selected to test by
whole genome amplification (WGA) and NGS. Gap⁃PCR was done to all samples as a series of parallel tests.
Results The PGD results were ⁃⁃SEA /αα, ⁃⁃SEA/⁃⁃SEA, ⁃⁃SEA/αα, ⁃⁃SEA/⁃⁃SEA,⁃⁃SEA /αα and ⁃⁃SEA /⁃⁃
SEA, respectively. And embryos with the abnormal α gene were confirmed from the maternal side according to
genealogical analysis. The PGS results of 6 embryos from 2 families were 45, XX, ⁃5; 46, XX; 46, XY; 47, XY,
+1; 46, XX and 46, XY+1⁃2. Both husbands and wives of the 2 families gap⁃PCR results were heterozygotes
with ⁃⁃SEA deletion. The results of gap⁃PCR were normal in embryos 1, 3 and 5 while ⁃⁃SEA deletion were
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α⁃地中海贫血，是一组因 α⁃珠蛋白链合成减

少或不能合成、α⁃链/非 α⁃链比例失衡为特征的遗

传溶血性血红蛋白病。我国南方为 α⁃地中海贫血

的高发区，其携带率也高达 8.53％［1］；其中以东南

亚（⁃⁃SEA）缺失型最为常见，其发生率为 72.87%~
82.87%［2］。α⁃地中海贫血与出生缺陷有密切关系，

也给社会和家庭带来了沉重的负担，而目前，α⁃地
中海贫血还没有有效的根治方法，主要以预防为

主。因此，采用植入前期胚胎筛查来阻断患儿的

出生极为重要。

胚胎植入前遗传学检测主要包括胚胎植入

前 遗传学诊断（preimplantation genetic diagnosis，
PGD）和胚胎植入前遗传学筛查（preimplantation
genetic screening，PGS）2 方面。PGD 是在胚胎着

床之前即对配子或胚胎进行遗传物质分析，选择

没有遗传物质异常的胚胎移植，可以有效地阻断

患儿的出生；PGS 是选择染色体整倍体的胚胎进

行移植，进而提高体外受精⁃胚胎移植（in vitro fer⁃
tilization⁃embryo transfer，IVF⁃ET）技术的成功率。

随着我国全面二孩政策的放开，高龄产妇数

量猛增，再加上不孕不育率逐年上升，提高妊娠率

和妊娠质量已经成为亟待解决的问题。目前，以

PGD/PGS为代表的第三代试管婴儿正是解决这些

问题的关键技术［3⁃4］。此外，NGS具有高通量、自动

化、低成本的特征，自 2008 年以来，全基因组测序

费用呈指数级下降，使得NGS在 PGD/PGS临床上

的应用得到迅速推广。本研究采用 NGS 对 α⁃地
中海贫血进行胚胎植入前遗传学检测，探讨 NGS
应用于 PGD/PGS临床检测的可行性。

1 材料与方法

1.1 主要仪器和试剂

QIAamp® DNA Mini and QIAamp DNA Blood
Mini Kits、The REPLI ⁃g Single Cell Kit 购自德国

Qiagen 公 司 ；Ion AmpliseqTM library kit 2.0、Ion
PGM™ Template OT2 200 Kit、Ion PGM™ Sequenc⁃
ing 200 Kit v2、Ion Personal Genome Machine®

（PGM™）、Qubit®2.0均购自美国 Life Technology公

司；α⁃地中海贫血基因检测试剂盒（gap⁃PCR 法）购

自中山大学达安基因股份有限公司；Nuclease ⁃
Free Water 购自美国 Life Technologies 公司；无水

乙醇（分析纯）购自广州化学试剂厂。

1.2 研究对象

2 个家系双方均为 α ⁃地中海贫血 ⁃⁃SEA 缺

失型杂合子夫妇经体外受精胚胎活检后共 6 个

胚胎囊胚期滋养外胚层细胞以及夫妻双方外

周血。

1.3 实验方法

1.3.1 全基因组扩增、基因组DNA提取

使用 The REPLI⁃g Single Cell Kit 对 6 个胚胎

囊胚期滋养外胚层细胞进行全基因组扩增；采

用 QIAamp® DNA Mini and QIAamp DNA Blood
Mini Kits对 2对夫妇的全血样本进行基因组DNA
提取；具体操作步骤参见说明书。

1.3.2 下一代测序

根据测序需要，使用 Ion AmpliseqTM library kit
2.0将扩增好的DNA构建成文库DNA。PCR特异

性扩增目的片段，在 DNA片段两端加上通用测序

接头，PCR 扩增文库 DNA，磁珠纯化去除杂质；建

库后使用Qubit®2.0测定文库DNA的浓度；根据每

个样本测序数据需求量和测序深度确定文库的混

样个数为 10 个进行模板制备，使用 Ion PGM™
Template OT2 200 Kit 制备测序模板；然后进行阳

性模板的富集即去除杂质及扩增失败的测序模

板；最后使用 Ion PGM™ Sequencing 200 Kit v2 在

PGM™上进行测序。

1.3.3 下一代测序数据分析

将 上 机 测 序 得 到 的 原 始 数 据 利 用 Tor⁃
rent_Server_5.0_VM 软件去除接头序列，通过 Tor⁃
rent Mapping Alignment Program（TMAP）软件比

对到人类基因组参考序列 hg19 上，通过 samtools
统计覆盖倍数，通过 GATK calling SNP 基因型分

析 ，最 后 结 合 家 系 的 SNP 连 锁 分 析 ，构 建 单

体型。

found in embryos 2, 4 and 6 accordingly. Conclusion NGS not only can detect karyotype of 46
chromosomes but also avoid the risk of false positive and false negative caused by the allele drop⁃out (ADO)
during the single cell amplification with a huge potential market and wide application prospect.

[KEY WORDS] Next generation sequencing; Alpha thalassaemia; Preimplantation genetic diagnosis;
Gap⁃PCR
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1.3.4 gap⁃PCR
将 2对夫妻双方外周血提取的基因组DNA以

及 6 个胚胎全基因组扩增后的基因组 DNA 采用

α ⁃地中海贫血基因检测试剂盒进行 gap⁃PCR 检

测，实验操作、结果判读参见说明书。

2 结果

2.1 下一代测序结果

本次研究收集 2 对地中海贫血携带者夫妇体

外受精胚胎活检的 6 个囊胚期滋养外胚层细胞以

及 2 对夫妻双方外周血基因组样本进行下一代测

序。下一代测序检测结果汇总表见表 1。
将夫妻双方外周血测序数据及其各自的胚胎

家系

Family 1

Family 2

胚胎编号

Mother 1
Father 1

E1
E2
E3

Mother 2
Father 2

E4
E5
E6

PGD结果

⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα

⁃⁃SEA/αα 母源携带

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA
⁃⁃SEA/αα 母源携带

⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA
⁃⁃SEA/αα 母源携带

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA

PGS结果

-
-

45，XX，⁃5
46，XX
46，XY

-
-

47，XY，+1
46，XX

46，XY，+1，⁃2

表 1 6个胚胎下一代测序结果汇总表

Table 1 Results of 6 embryos detected by NGS

名称

SNP_1
SNP_2
SNP_3
SNP_4
SNP_5
SNP_6
SNP_7
SNP_8
SNP_9
SNP_10
SNP_11
SNP_12
SNP_13
SNP_14
SNP_15
SNP_16
SNP_17
SNP_18
SNP_19
SNP_20
SNP_21
SNP_22
SNP_23
SNP_24
SNP_25
SNP_26
SNP_27
SNP_28
SNP_29
SNP_30
SNP_31
SNP_32
SNP_33
SNP_34

染色体

chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16

位点

79609
81639
84170
109665
139367
160001
192314
194845
198093
201183
207059
211105
212055
224619
234632
245079
247888
247938
311853
311992
312015
312253
312635
313202
313406
315557
317393
318474
319511
319725
764040
866053
882990
883062

Mother 1
M1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
？
？
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
A
C

M2
C
C
C
G
A
A
G
G
C
T
T
T
T
T
G
C
A
C
A
A
T
A
T
C
A
C
C
C
A
T
G
A
G
T

Father 1
F1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
？
？
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
G
T

F2
G
A
T
A
G
G
G
A
C
C
G
G
C
C
C
C
G
T
G
C
C
G
C
A
G
G
T
G
G
C
A
G
G
T

E1
M1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
？
？
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
A
C

F2
G
A
T
A
G
G
G
A
C
C
G
G
C
C
C
C
G
T
G
C
C
G
C
A
G
G
T
G
G
C
A
G
G
T

E2
M1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
?
?
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
A
C

F1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
?
?
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
G
T

E3
M1
G
A
T
G
A
A
A
A
T
C
T
G
C
？
？
T
A
C
G
A
T
G
T
C
G
C
C
G
A
C
G
A
A
C

F2
G
A
T
A
G
G
G
A
C
C
G
G
C
C
C
C
G
T
G
C
C
G
C
A
G
G
T
G
G
C
A
G
G
T

表 2 Family 1 PGD结果

Table 2 PGD results of family 1

“？”表示缺失的碱基

·· 369



分子诊断与治疗杂志 2016年 11月 第 8卷 第 6期 J Mol Diagn Ther，November 2016，Vol. 8 No. 6

名称

SNP_1
SNP_2
SNP_3
SNP_4
SNP_5
SNP_6
SNP_7
SNP_8
SNP_9
SNP_10
SNP_11
SNP_12
SNP_13
SNP_14
SNP_15
SNP_16
SNP_17
SNP_18
SNP_19
SNP_20
SNP_21
SNP_22
SNP_23
SNP_24
SNP_25
SNP_26
SNP_27
SNP_28
SNP_29

染色体

chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16
chr16

位点

79609
79811
134441
139367
139636
193586
194845
198093
199540
201183
205035
207017
224619
234632
235579
245079
247888
247938
248418
252479
256278
261866
324403
495662
514407
646421
651517
858643
858723

Mother 2

M1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
？

？

？

？

A
C
T
T
C
A
C
T
A
A
C
T
C

M2
G
C
A
A
G
A
G
T
A
C
A
T
T
G
C
T
A
T
C
T
C
T
C
C
A
A
C
C
T

Father 2

F1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
？

？

？

？

A
C
T
T
C
A
C
C
A
A
C
C
T

F2
C
T
C
G
A
G
G
C
G
T
G
C
C
C
?
T
G
T
C
C
A
T
G
C
C
G
T
C
T

E4

M1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
?
?
?
?
A
C
T
T
C
A
C
T
A
A
C
T
C

F1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
?
?
?
?
A
C
T
T
C
A
C
C
A
A
C
C
T

E5

M1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
C
C
T
T
A
C
T
T
C
A
C
T
A
A
C
T
C

F2
C
T
C
G
A
G
G
C
G
T
G
C
C
C
T
C
G
T
C
C
A
T
G
C
C
G
T
C
T

E6

M1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
?
?
?
?
A
C
T
T
C
A
C
T
A
A
C
T
C

F1
G
T
A
A
G
G
A
T
A
C
G
C
?
?
?
?
A
C
T
T
C
A
C
C
A
A
C
C
T

表 3 Family 2 PGD结果

Table 3 PGD results of family 2

“？”表示缺失的碱基

家系

Family 1

Family 2

胚胎编号

Mother 1
Father 1

E1
E2
E3

Mother 2
Father 2

E4
E5
E6

PGD结果

⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα

⁃⁃SEA/αα母源携带

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA
⁃⁃SEA/αα母源携带

⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA
⁃⁃SEA/αα母源携带

⁃⁃SEA/⁃⁃SEA

gap⁃PCR结果

SEA杂合子

SEA杂合子

正常

SEA纯合子

正常

SEA 杂合子

SEA 杂合子

SEA纯合子

正常

SEA纯合子

表 4 2种检测方法结果比对

Table 4 The comparison results of PGD and gap⁃PCR
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测序数据进行家系的 SNP 连锁分析，构建单体

型，进行结果的判断，6 例胚胎样本中，PGD 结果

分别为 E1：⁃⁃SEA/αα 母源携带；E2：⁃⁃SEA/⁃⁃SEA；

E3：⁃⁃SEA/αα 母源携带；E4：⁃⁃SEA/⁃⁃SEA；E5：⁃⁃
SEA/αα 母源携带；E6：⁃ ⁃SEA/⁃⁃SEA，详见表 2、

表 3。
为提高 IVF⁃ET 的成功率，再将 6 个胚胎进行

PGS 检测，PGS 检测结果分别为 E1：45，XX，⁃5；
E2：46，XX；E3：46，XY；E4：47，XY，+1；E5：46，
XX；E6：46，XY，+1，⁃2。详见图 1、图 2。

横轴表示每条染色体，纵轴表示染色体的倍性；3个胚胎的染色体核型分别为：E1：45，XX，⁃5；E2：46，XX；E3：46，XY

图 1 Family 1 PGS结果

Figure 1 PGS results of family 1
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横轴表示每条染色体，纵轴表示染色体的倍性；3个胚胎的染色体核型分别为：E4：47，XY，+1；E5：46，XX；E6：46，XY，+1，⁃2

图 2 Family 2 PGS结果

Figure 2 PGS results of family 2

2.2 gap⁃PCR检测结果

为了验证本次检测结果的准确性，将 2个家系

样本同时进行 gap⁃PCR的检测，Family 1检测结果

分别为：父母均为 SEA 杂合子；E1 为正常、E2 为

SEA 纯合子、E3 为正常；凝胶电泳图结果见图 3；
Family 2检测结果分别为：父母均为 SEA 杂合子；

E4 为 SEA 纯合子、E5 为正常、E6 为 SEA 纯合子；

凝胶电泳图结果见图 4。
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父母均为 SEA 杂合子；1 号胚胎为正常胚胎，2 号胚胎为 SEA 纯

合子，3号胚胎为正常胚胎

图 3 Family 1 gap⁃PCR检测结果

Figure 3 gap⁃PCR results of family 1

父母均为 SEA杂合子；E4为 SEA纯合子、E5为正常、E6为 SEA纯

合子

图 4 Family 2 gap⁃PCR检测结果

Figure 4 gap⁃PCR results of family 2

2.3 2种检测方法结果比对

将 2种检测方法的检测结果进行对比，详见表

4。结果显示对于 SEA 纯合缺失样本 2 种方法检

测结果一致，而经过 WGA 的 PCR 产物对 SEA 携

带者则检测结果为正常。

3 讨论

目前 α⁃地中海贫血 SEA 缺失型的检测，文献

报道的 PCR 技术已比较成熟［5⁃6］。但 PCR 技术在

PGD 中仍然面临着一些问题，如扩增偏倚和 ADO
等。ADO即一个细胞内来自双亲的 2个等位基因

只有一个扩增到可供检测的水平的现象，是影响

PGD 准确性的主要因素之一。ADO 的发生率为

5%~20%［7⁃8］。其危害在于可导致杂合子胚胎的误

诊，是 PCR技术进行显性遗传病 PGD可靠诊断的

最大障碍。

本次实验中共检测 2 个家系 4 个外周血样本

及 6 例胚胎样本。PGD 结果分别为 E1：⁃⁃SEA/αα
母源携带；E2：⁃⁃SEA/⁃⁃SEA；E3：⁃⁃SEA/αα 母源携

带；E4：⁃⁃SEA/⁃⁃SEA；E5：⁃⁃SEA/αα母源携带；E6：⁃
⁃SEA/⁃⁃SEA；此外，在辅助生殖领域，染色体非整

倍体也被认为是胚胎植入反复失败的重要原因之

一［9⁃10］。据文献报道，约 50%经 IVF 的胚胎存在染

色体异常，约 70%的 IVF 失败由染色体异常导

致［11⁃12］，因此为提高 IVF⁃ET的成功率，将 6个胚胎

进行 PGS 检测，PGS 检测结果分别为 E1：45，XX，

⁃5；E2：46，XX；E3：46，XY；E4：47，XY，+1；E5：46，
XX；E6：46，XY，+1，⁃2；最后为了验证本次检测结

果的准确性，将 2个家系样本同时进行 gap⁃PCR的

检测。对比两者结果发现，对于 SEA 纯合缺失样

本 2种方法检测结果一致，而经过WGA的 PCR产

物对 SEA携带者则检测结果为正常，与 PGD检测

结果不一致；这可能是由于在 PCR过程中ADO所

导致的［13］，而本研究采用 WGA 结合 NGS，通过单

体型的构建可以推断出该胚胎 2条DNA链的来源

从而最终确定其是否携带致病基因；同时，通过低

通量的全基因组测序来进行染色体核型的判断，

从而选择核型正常且没有致病基因的胚胎进行植

入，进而提高体外受精的妊娠率、阻断了地中海贫

血患儿的出生。本研究结合WGA 与 NGS 技术解

决了样本微量的问题以及 ADO 造成的假阳性和

假阴性的风险；而且还可以准确判断染色体非整

倍体，更是解决了一些特殊基因不能直接诊断的

局限性、样本污染等问题。

NGS 当前已经广泛应用于无创产前诊断，同

时也在 PGD/PGS 领域中应用。国内外均可见到

NGS 应用于 PGD/PGS 的报道。早期有报道称

PGS 不能显著提高植入率和活产率，这可能与早

期的 PGS技术主要是针对部分染色体异常进行检

测有关。Kung等［14］采用活检的滋养外胚层细胞、

卵裂球及已知的细胞系比较了NGS和微阵列比较

基因组杂交（array⁃comparative genomic hybridiza⁃
tion，aCGH），结果显示，NGS的敏感度和特异度均

为 100%。而早期 PGD 主要应用荧光原位杂交

（fluoresence in situ hybridization，FISH）和 PCR等技

术，存在一定的局限性，Moutou 等［15］报道了 PCR⁃
PGD 的误诊率为 0.15%，而 FISH⁃PGD 误诊率为

0.06%。目前尚未见NGS进行 PGD的误诊率的相

关报道。PGD/PGS还存在另外一个重要方面的争

议是其子代的安全性问题，但目前尚缺乏大样本、

前瞻性随机对照研究。无创胚胎染色体筛查（non⁃
invasive chromosome screening，NICS）应运而生，该
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新技术利用了游离在培养液中极微量的 DNA，通

过目前单细胞全基因组扩增技术实现对胚胎染色

体的全面筛查，把从胚胎上提取细胞的活检形式改

革成从培养液中提取 DNA的检测形式，保护了胚

胎样本的完整性和安全性，但该技术目前尚不成

熟，还存在着WGA扩增效率低下、培养液污染等问

题，要真正普遍应用于临床还有待进一步的探索。

综合各方面因素本研究建立了基于 NGS 的 PGD/
PGS技术，它可以获得基因组的全部信息，通过不

同的检测和分析策略，完全有可能实现对植入前胚

胎从染色体异常检测，到发现单基因突变甚至是新

发突变等各个层面信息，同时该技术也可延伸到其

他方面的临床应用，如无创单基因病产前诊断、

HLA配型、染色体易位正常和携带者的区分以及亲

子鉴定等，更具有市场潜力及应用前景。
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•论 著•

基于高通量测序技术无创筛查双胎染色体非整倍体
及胎儿游离DNA浓度分析

许旭平 1 谢美娟 1 甘海燕 2 梁荣良 1 韩尔康 2 杨学习 1 吴英松 1★

［摘 要］ 目的 评估无创高通量测序方法筛查双胎染色体非整倍体的可行性，并对胎儿游离

DNA 浓度进行分析。 方法 收集双胎妊娠样本 120 例，包括自然双胎 67 例，辅助生殖技术植入的双

胎 47 例，双胎消失综合征样本 6 例，并收集 68 例单胎样本作为对照，采用无创高通量测序方法进行检

测。通过 Z值进行阴性和阳性判断，根据 Y染色体唯一比对条数进行胎儿游离 DNA浓度计算，并对三

体阳性样本进行核型分析。 结果 本次实验筛查出 2例双胎染色体三体阳性样本，分别为正常/21三

体和 13三体/18三体，均与核型结果一致。自然双胎妊娠组胎儿游离DNA浓度明显高于辅助生殖技术

植入双胎组、双胎消失综合征组和自然妊娠单胎组，P值均小于 0.05。其他 3组间胎儿游离DNA浓度无

显著性差异。 结论 采用无创高通量测序方法进行双胎妊娠染色体非整倍体筛查也是可行的，同时

结果分析应该考虑胎儿游离DNA浓度的影响。

［关键词］ 无创产前筛查；双胎；染色体非整倍体；高通量测序；胎儿游离DNA浓度

Noninvasive prenatal testing for aneuploidy by next generation sequencing of
maternal plasma DNA in twin pregnancies and its fetal free DNA fraction
analysis
XU Xuping1，XIE Meijuan1，GAN Haiyan2，LIANG Rongliang1，HAN Erkang2，YANG Xuexi1，WU
Yingsong1★
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[ABSTRACT] Objective To investigate the feasibility of screening aneuploidy by next generation
sequencing of maternal plasma DNA in twin pregnancies and analyzing the fetal free DNA fractions.
Methods The data came from 120 cases of twin pregnancies, including 67 natural twin pregnancies, and 47 in
vitro fertilization（IVF）assisted pregnancies as well as 6 vanishing twin syndromes. 68 cases of singleton
pregnancies were also recruited. All cases underwent noninvasive prenatal testing for aneuploidy by next
generation sequencing of maternal plasma DNA. The Z score was calculated to determine aneuploidies for
chromosomes 21, 18 and 13. The fetal free DNA fractions were determined by calculating the proportion of Y
chromosomal unique reads. Results There were 1 case of trisomy 21(one normal and the other trisomy 21)
and 1 case of both trisomy 13 and trisomy 18 (one trisomy 13 and the other trisomy 18) confirmed by
karyotyping among twin pregnancies. The fetal free DNA fractions of natural twin pregnancies were
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胎儿游离DNA的发现［1］为无创产前筛查提供

了新思路，并且大量临床研究证实高通量测序技术

在无创产前筛查中的可行性及优势［2⁃5］。近 2年，随

着高通量测序技术的迅猛发展，利用高通量测序技

术进行无创产前检测（non⁃ invasive prenatal teast⁃
ing，NIPT）筛查常见染色体的非整倍体日益受到人

们的关注，并以其具有非侵入和准确的特点在各大

医院得到了陆续开展。目前国内外学者对无创产

前筛查的准确性和可行性评估，主要是针对单胎妊

娠孕妇而进行的。虽然Audibert［6］和Huang等［7］分

别对加拿大人群和中国人群进行了无创产前筛查

21和 18三体双胎孕妇适用性研究，但是对双胎妊

娠孕妇群体的适用性相关研究和报道仍然比较

少。因此本研究利用高通量测序技术对双胎妊娠

样本进行无创产前筛查，以评估其筛查双胎染色体

非整倍体的可行性，并对双胎样本胎儿游离 DNA
浓度进行分析来评估它对双胎样本的无创产前筛

查的影响。

1 对象与方法

1.1 对象

选择 2014年 12月至 2015年 11月于达安健康

临检中心（广东省广州市）做无创产前筛查的 150
例中 68 例怀有男性胎儿的单胎样本作为对照组，

217 例双胎妊娠中的 120 例怀有男性胎儿的孕妇

样本实验组进行分析，其中包括自然双胎 67例，辅

助生殖技术植入的双胎 47 例，双胎消失综合征样

本 6 例。孕妇在采血前均已签署知情同意书并在

申请无创产前筛查前均已进行血清学和超声学的

检查，且结果提示为高风险。

1.2 方法

1.2.1 标本采集及血浆分离

用无菌的 EDTA 抗凝管采集孕妇外周血 10
mL。先 4 300 rpm低速离心 10 min，将上清液转移

到无菌的低吸附 Eppendorf管内，接着 13 600 rpm，

4℃，高速离心 10 min［8］，吸取上层血浆并分装到新

的 Eppendorf管内，冻存于-80℃冰箱。

1.2.2 血浆中游离DNA提取

血浆游离 DNA 采用金麦格血清游离 DNA 提

取试剂盒（磁珠法）（GenMag，北京），按照说明书

进行提取。

1.2.3 测序文库构建

文库构建采用 Ion Plus Fragment Library Kit V3
和 Ion Plus Fragment Library Adapters Kit（Life，美
国），并按照说明书操作。文库构建好后采用 Qu⁃
bit® 2.0和 dsDNA HS Assay Kit测定浓度，用安捷伦

的 2100 bioanalyzer（Agilent，美国）检测 DNA 片段

分布情况。

1.2.4 测序

文库采用 Ion OneTouch™ 2 仪器进行模板制

备，然后使用 Ion OneTouch™ ES 仪器进行阳性模

板富集，接着采用 Proton测序仪进行上机测序，试

剂采用 Ion PI™ Sequencing 200 Kit v3，芯片为 Ion
PI™ Chip v2（life，美国），并按照说明书进行操作。

1.2.5 核型分析

测序分析结果为染色体三体阳性的样本，通

过告知孕妇三体高风险情况并征求孕妇同意下在

医院进行羊水穿刺，并将穿刺物送第三方检测机

构进行羊水细胞培养染色体核型分析。

1.2.6 数据分析

测序数据经去低质量、去重复、GC 校正等处

理后，根据类似文献报道的方法［9］分别计算出 13
号染色体，18 号染色体和 21 号染色体的 Z 值，并

以 Z 值＞3 判断为该染色体三体阳性。根据 Y 染

色体唯一比对条数进行胎儿游离 DNA 浓度计

算［10］。采用 SPSS 19.0软件进行结果统计，运用单

因素方差分析比较自然妊娠双胎组、辅助生殖技

术植入的双胎组、双胎消失综合征组和单胎妊娠

组 4 组间胎儿游离 DNA 浓度、孕周、孕妇年龄和

Z值的差异，P＜0.05为差异有统计学意义。

significantly higher than IVF assisted pregnancies, vanishing twin pregnancies and singleton pregnancies (P＜
0.05)． There were no significant differences for fetal free DNA fractions among the latter 3 kinds of
pregnancies. Conclusion It was feasible to screen chromosome aneuploidy by next generation sequencing of
maternal plasma DNA in twin pregnancies, and it needs to take fetal free DNA fraction into account during the
result analysis.

[KEY WORDS] Noninvasive prenatal testing; Twins; Chromosome aneuploidy; Next generation
sequencing; Fetal free DNA fraction
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2 结果

2.1 样本基本情况分析

188例样本按妊娠情况分成 4组，其中自然妊

娠双胎组样本 67例，孕妇平均年龄为 30.39周岁，

平均孕周为 17.96周；辅助生殖技术植入双胎组样

本 47例，孕妇平均年龄为 32.30周岁，平均孕周为

17.64周；双胎消失综合征组样本 6例，孕妇平均年

龄为 31.83周岁，平均孕周为 16.33周；自然妊娠单

胎组样本 68例，孕妇平均年龄为 31.51周岁，平均

孕周为 17.84周；单因素方差分析结果显示，4组间

孕妇年龄间无显著性差异（F=1.124，P=0.341），孕

周间也未见显著性差异（F=0.268，P=0.848）。

2.2 双胎妊娠染色体非整倍体检出情况

120例双胎妊娠样本中，一共检出 2例染色体

三体阳性样本，阳性率约为 1.7%，其中一例为自

然妊娠，测序结果为 21 三体阳性；另一例为辅助

生殖技术植入的样本，测序结果为 13 三体和 18
三体阳性。阳性检出结果与后续的核型分析结果

一致，具体情况见表 1。另外，病例跟踪结果显

示，本次研究所检测的阴性样本中未出现假阴性

的案例。

妊娠方式

自然妊娠

辅助生殖技术妊娠

无创测序结果

21三体

13三体和 18三体

Z值

Chr13

0.53

5.57

Chr18

0.43

11.33

Chr21

4.93

0.60

核型结果

左侧胎儿

46,XX

47,XX,+13

右侧胎儿

47,XX,+21

47,XY,+18

表 1 2例染色体三体阳性双胎妊娠样本检测结果

Table 1 Results of 2 cases of trisomy in twin pregnancies

2.3 胎儿游离DNA浓度分析

自然妊娠双胎组样本平均的胎儿游离 DNA
浓度为 14.72%；辅助生殖技术植入双胎组样本平

均的胎儿游离DNA浓度为 11.25%；双胎消失综合

征组样本平均的胎儿游离DNA浓度为 11.51%；自

然妊娠单胎组样本平均的胎儿游离 DNA 浓度为

11.26%，见表 2。单因素方差分析结果显示，4 组

间胎儿游离 DNA 浓度具有显著差异，F=13.864，
P=0.000。组间两两比较分析显示，自然双胎妊娠

组胎儿游离 DNA 浓度明显高于辅助生殖技术植

入双胎组、双胎消失综合征组和自然妊娠单胎组，

P值均小于 0.05。而其他 3组间胎儿游离 DNA 浓

度无显著性差异（图 1）。

组别

自然妊娠双胎

辅助生殖技术植入双胎

双胎消失综合征

自然妊娠单胎

样本例数

67

47

6

68

孕妇平均年龄(岁)

30.39

32.30

31.83

31.51

平均孕周(周)

17.96

17.64

16.33

17.84

平均胎儿DNA浓度(%)

14.72

11.25

11.51

11.26

表 2 4组间胎儿游离DNA浓度比较

Table 2 Fetal DNA fractions of 4 groups with different conceptions

2.4 染色体 Z值

单因素方差分析结果显示，自然双胎妊娠组、

辅助生殖技术植入双胎组、双胎消失综合征组和

自然妊娠单胎组 4个组间 13号、18号和 21号染色

体的 Z 值均无显著性差异（F13=0.268，P13=0.848；
F18=0.412，P18=0.744；F21=0.745，P21=0.526）。

3 讨论

自 Lo 等［1］发现孕妇血浆中存在胎儿游离

DNA后，国内外研究人员针对胎儿游离DNA进行

了许多理化性质的研究［11⁃13］，尤其是在促进无创产

前诊断（NIPT）方面取得了突破性的进展［14⁃15］。近
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年来随着高通量测序技术的快速发展，测序仪的不

断升级换代，以及配套的分析软件和生物信息学的

进步，国家政策的支持等，高通量测序筛查常见染色

体非整倍体已经初步走进了临床实际运用。高通量

测序筛查常见染色体非整倍体具有非侵入性、准确

性高，又快速的优点［14，16⁃17］，受到了孕妇和医院的青

睐，并在我国大型医院陆续得到开展。而国内外学

者主要是针对单胎妊娠孕妇进行了无创产前筛查的

准确性和可行性评估，而针对双胎妊娠孕妇群体的

研究和运用仍然比较少且并未成熟。本研究利用高

通量测序技术对双胎妊娠样本进行了无创产前筛查

双胎染色体非整倍体，并成功筛查出2例染色体三体

阳性样本。同时我们的研究结果也显示自然双胎妊

娠组、辅助生殖技术植入双胎组、双胎消失综合征单

胎组和自然妊娠单胎组 4个组间 13号、18号和 21号
染色体的 Z值均无显著性差异，即双胎妊娠时对染

色体三体的判断值（Z值）造成影响并不大。这在一

定程度上说明高通量测序技术筛查常见染色体非整

倍体对双胎妊娠样本同样适用。

自然状态下双胎妊娠的概率约为 1/90，由于孕

妇年龄的增加，近年来医源性促排卵药物的使用，

以及避孕药的使用等使得我国双胎妊娠呈现增高

的趋势［18⁃20］，平均可达 2%。而高龄孕妇怀有染色

体非整倍体胎儿的几率高于正常育龄的孕妇。我

国全面放开二胎，高龄孕妇可能会进一步增加。

另外辅助生殖技术让不孕不育患者看到了希望，

为保证存活率一般都植入 2个胚胎，这也人为地增

加了双胎妊娠的比例。双胎妊娠发生染色体非整

倍体的风险也高于单胎妊娠［21］。因此加快促进高

通量测序技术筛查双胎染色体非整倍体技术的成

熟显得尤为重要。

本次研究筛查出一例一胎为 21三体而另一胎

为正常胎儿的自然妊娠双胎样本，该病例可能是由

于单合子分裂后染色体不分离导致。针对此类情

况，孕妇经核型确诊后可以选择实施选择性减胎术

而避免三体患儿的出生。本研究还检出 1 例辅助

生殖技术植入双胎染色体三体阳性样本，占总辅

助生殖技术植入的双胎样本的 2.1%。该样本同时

发生了 13三体和 18三体阳性现象，经核型分析确

诊该双胎病例为一胎患有 13三体，另一胎患有 18
三体。该现象提示我们辅助生殖技术植入的双胎

患染色体非整倍体的概率可能要高于正常妊娠的

孕妇。这可能跟进行辅助生殖技术植入人群的特

点有关，但仍然需要更多的研究数据来支持，我们

后续将会对该现象做进一步的深入研究。

虽然当我们检测出双胎发生三体阳性时，还

未能通过 NIPT 来判断是其中一个胎儿发生了染

色体三体还是 2个胎儿都发生了染色体三体，也还

未能区分到底是哪一个胎儿发生了三体，但是我

们可以减少对阴性样本进行羊水穿刺而给孕妇带

来的痛苦和流产风险。

虽然高通量测序技术筛查染色体非整倍体具有

很多优点，但也无法回避其受胎儿游离DNA浓度影

响这一事实。目前研究发现无创产前筛查的判断值

（Z值）受母体血浆中胎儿游离DNA浓度的影响且呈

现一定的线性关系［22］。但胎儿游离DNA浓度低于

4%时，NIPT的检测结果很容易出现假阴性［23］。本研

究发现自然双胎妊娠组胎儿游离DNA浓度要明显

高于辅助生殖技术植入双胎组、双胎消失综合征单

胎组和自然妊娠单胎组，因此在进NIPT结果分析

时，应当考虑胎儿DNA浓度所带来的影响，还应对

孕妇的不同妊娠情况加以考虑，并根据不同情况作

出相应的分析策略调整和结果校正。自然双胎妊娠

组胎儿游离DNA浓度要明显高于辅助生殖技术植

入双胎组这个可能是由于两者的孕周计算发生不同

或者是辅助生殖技术植入的胚胎在孕妇体内生长发

育速度不同于同期大小的自然妊娠的双胎而造成

的。其中还观察到双胎消失综合征单胎组和自然妊

娠单胎组间胎儿游离DNA浓度不存在显著性的差

异，这说明胎儿消失后其游离在母体内的DNA会被

迅速清除而不会对继续发育的另一胎儿造成影响，

图 1 不同妊娠情况下胎儿游离DNA浓度比较

Figure 1 Comparisons of fetal DNA fractions among
pregnancies with different conceptions
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因此这对该类型的孕妇，仍然可以采取高通量测序

方法来筛查染色体非整倍体。

综上所述，采用无创高通量测序方法进行双胎

妊娠染色体非整倍体筛查也是可行的，同时在进行

结果分析应该考虑胎儿游离DNA浓度的影响。
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•论 著•

苯丙酮尿症（phenylketonuria，PKU）是由于肝

脏 苯 丙 氨 酸 羟 化 酶（phenylalanine hydroxylase，
PAH）缺乏所致的一种严重的遗传性氨基酸代谢障

碍性疾病，为常染色体隐性遗传病［1⁃2］。苯丙酮尿症

患儿出生后若不及时治疗，会出现智力低下、体格

发育迟缓等症状［2⁃3］。苯丙酮尿症是少数可治疗的

遗传病之一，尽早发现尽早治疗为其治疗的关键，

应用饮食疗法可以减轻或者控制患者症状［4⁃5］。

下一代测序法对新生儿进行苯丙酮尿症致病突变的筛查

王辉芳 1 叶倩平 1 杨旭 2 梁志坤 1 胡妮娅 3★

［摘 要］ 目的 运用基于半导体芯片技术的下一代测序方法对苯丙酮尿症相关基因进行基因测序，

筛查出常见的致病突变位，探讨半导体测序技术在遗传病检测方面的应用价值。 方法 采用AmpliSeq
方法通过多重 PCR捕获目的片段，然后构建文库，用 Ion Torrent PGMTM 测序仪进行测序反应，与 Sanger一
代测序法进行结果比较验证。 结果 75个临床检测为苯丙酮尿症样本中有 57例含致病突变位点，包括

有杂合突变、纯合突变以及复合杂合突变。下一代测序结果与 Sanger一代测序结果完全一致。 结论 半

导体测序能准确检测苯丙酮尿症常见致病突变，对遗传病发病机制的研究及筛查具有一定的应用价值。

［关键词］ 苯丙酮尿症；半导体测序；Ion Torrent PGMTM；基因突变；PAH基因

Screening of the phenylketonuria of the newborn by the next generation
sequencing
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[ABSTRACT] Objective To sequence common pathogenic mutations which are related to
phenylketonuria by using the next generation sequencing method, and evaluating the application value of
Semiconductor sequencing in the field of hereditary disease detection. Methods Target genes were captured
by AmpliSeq technology, which are based on multiple PCR, and the captured fragments were used for
construction of the DNA libraries, which were sequenced by using the Ion Torrent PGMTM sequencing platform.
The mutations were verified by Sanger sequencing. Results There were 57 samples with mutations in 75
samples, and 10 mutations were detected. These mutations included a heterozygous mutation, homozygous
mutation, and compound heterozygous mutations. Conclusion Semiconductor sequencing can detect the
common mutations of the phenylketonuria accurately, which can be used for mutation detection of these
hereditary diseases and to illuminate of the pathogenesis of these disorders.
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gene
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目前对苯丙酮尿症的检测方法有实验室诊断

及其他等多种方法。实验室方法包括有 Guthrie
细菌抑制法、荧光光度法、Bio⁃Rad 酶定量法等。

Guthrie细菌抑制法、酶法和荧光光度法比较，细菌

抑制法、酶法操作过程简便、快捷、成本低，不需要

特殊设备而适于大规模检测苯丙氨酸的浓度，但

准确性、精密度、灵敏度较低，荧光光度法检测快

速、微量，其灵敏度和精确度明显高于细菌抑制

法、酶法，但单个样本检测费时［3］。其他检查方法

还有头颅核磁共振成像（nuclear magnetic reso⁃
nance imaging，MRI）检查、脑电图、骨骼 X 射线表

现、智力测定、氢质子磁共振波谱检测以及基因检

测等方法［5⁃7］。而基因诊断与其他生化检测方法相

比，其优势在于可从 DNA 水平上检测病因，诊断

特异性高，在个体发育任一阶段，对任何含完整遗

传物质的细胞都可进行诊断，并且可为产前诊断

和潜在的新治疗方法研究提供可参考的依据。

基因诊断技术包括有 PCR 及其衍生技术、短

串联重复序列（short tandem repeat，STR）分析技术

以及基因测序技术。此 3种方法相比，PCR及其衍

生技术的可重复性及准确性均有不足，不能明确

碱基变异的具体位置与形式，也不能区分基因的

多态和突变位点。STR 方法虽经济快速，但其仅

适用于 STR可提供连锁信息的家庭。而测序技术

不仅能检测出已知突变位点，还能发现新的 SNP
位点，且 Sanger 一代测序技术则成为分析基因序

列的金标准。但是一代测序技术成本高、技术难

度系数大，很难在基层推广，而近年来发展起来的

以芯片测序、合成测序和焦磷酸测序为代表的下

一代测序技术（next generation sequencing，NGS）能

弥补一代测序的不足，可实现快速、通量高的规模

化测序。以 Ion Torrent PGMTM（个体基因组测序

仪）以及更高通量的 Ion Torrent ProtonTM测序仪为

代表的半导体测序技术，其不属于荧光检测、核酸

标记的生化技术，与其他下一代测序技术相比更

简单、性价比更高，并且具有强大的扩展性［8⁃9］。本

研究拟采用高通量的半导体测序技术对苯丙酮尿

症多个常见致病突变点进行检测，探讨半导体测

序技术在遗传病检测中应用的可行性。

1 材料和方法

1.1 实验对象

实验所用干血斑样本共 75 例，是 2016 年 3 月

份在河南地区收集的新生儿筛查样本。

1.2 DNA提取

采用 MagPure Blood DNA Mini FTA Kit［广州

美基（欣研）生物科技有限公司］提取血斑基因组

DNA，操作按试剂盒的说明书进行，提取完成后，

用 Qubit® 3.0 荧光计（Life Technologies）检测 DNA
浓度，随后-20℃保存。

1.3 半导体测序

1.3.1 文库构建

根据GeneBank中的PAH序列（GI：568815586），

由 Life Technologies针对致病突变点（表 1）设计合

染色体

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

Chr12

基因名称

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

PAH

突变信息

c.1238G>C

c.1199G>A

c.1197A>T

c.1068C>A

c.735G>A

c.728G>A

c.722G>A

c.611A>G

c.442-1G>A

c.842+2T>A

c.739G>A

c.809G>A

蛋白质变化

p.Arg413Pro

p.Arg400Lys

p.Val399=

p.Tyr356Ter

p.Val245=

p.Arg243Gln

p.Arg241His

p.Tyr204Cys

——

——

p.Gly247Arg

p.Arg270Lys

RS号

rs79931499

rs199475658

rs199475584

rs62516095

rs1042503

rs62508588

rs62508730

rs62514927

rs62514907

rs62514955

rs62508731

rs62514950

MAF值

T=0.000 6/3

NA

NA

C=0.000 03/4

T=0.314 9/1577

T=0.000 4/2

T=0.000 10/12

C=0.000 02/2

NA

NA

NA

T=0.000 008/1

临床意义

With Pathogenic allele

With untested allele

With Pathogenic allele

With Pathogenic,other allele

With untested allele

With Pathogenic,untested allele

With Pathogenic,untested allele

other

With Pathogenic allele

With Pathogenic allele

With untested allele

With Pathogenic allele

表 1 12个常见突变点详细信息

Table 1 The details of 12 common mutations
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成引物 Panel，包含 2个引物池，2个引物池分开进

行多重 PCR 扩增，扩增体系为 10 μL，反应条件

为：99℃预变性 2 min；99℃变性 15 s，60℃退火和

延伸 4 min，共 19 个循环；10℃保温。扩增产物经

FuPa 酶消化引物，用 DNA 连接酶将特异性接头序

列连接在目的片段两端，磁珠纯化后进行一步扩增

反应，最后经两步磁珠纯化去除较大或较小的片

段，构建成片段大小在 250 bp 左右的基因文库。

Qubit® 3.0荧光计对文库浓度进行定量。

1.3.2 模板制备和模板富集

建好的文库等量混合使每个文库的终浓度为

200 pmol/L。用 Ion Torrent OTTM进行乳液 PCR 扩

增，将 Ion PGMTM Enzyme Mix 50 μL、Ion PGMTM

ISPs 100 μL、稀释好的文库 2 μL 和无核酸酶水

248 μL 加入到 PGMTM Master Mix 中，此时体积共

1 000 μL，震荡离心后匀速缓慢注入到 Ion One⁃
TouchTM Reaction Filter 中，并分 2 次注入 1.7 mL
Ion One TouchTM Reaction Oil，此过程避免注入气

泡，将 Ion One TouchTM Reaction Filter 安装在 Ion
OneTouchTM 2 上，选择相应程序进行反应。模板制

备完成后用One TouchTM ES进行模板富集。

1.3.3 Ion Torrent PGMTM测序

用 Ion Torrent PGMTM测序仪进行测序反应，首

先进行仪器的氯洗和水洗，然后更换初始化芯片

进行初始化反应以调节各位置的 pH 值在 7.45~
7.60范围内，将 ES制备的模板 Loading到 318芯片

上，安装在测序仪相应位置，选择预先设置好的

Plan（见表 2），根据说明书设定测序的所需的 flow
数和上样量，本实验所检测的文库片段大小为

250 bp，所需 flow 数为 500，进行测序反应。测序

结束后在 Ion Torrent 服务器上运行插件分析每个

样本的 10个致病位点的突变情况。

1.4 Sanger测序

将 DNA 样本及相应的引物打包送至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行 Sanger一代测序

验证。

1.5 结果判断及统计学方法

试验结果统计分析选用符合方案数据，即所

有符合试验方案要求的受试者样本数据进行统计

分析，主要采用四格表整理试验数据，阳性代表检

测出的含 12个致病突变点中一个或多个致病位点

的样本，阴性代表没检测出这 12 个致病突变点的

样本。半导体测序结果和 Sanger 一代测序验证结

果对比采用Kappa一致性检验。

2 结果

2.1 半导体测序结果

半导体测序结果显示，75 个样本中共检测出

57 例样本存在致病突变位点，都为单核苷酸多态

性（single nucleotide polymorphisms，SNP）位点，包

括有杂合突变、纯合突变以及复合杂合突变，其中

杂合突变的 Frequency在 39~56.4之间，纯合突变的

Frequency 在 94.7~100 之间，Coverage 在 30~1 449
之间，大部分落在 200~600 之间，平均 Coverage 为

470。具体信息见表 3。
此处野生型指未检测出 12 种常见 PAH 基因

致病突变的型别。

2.2 Sanger测序结果

采用 Sanger 测序法对检测出的突变样本的突

变点进行验证，各被检测标准本中突变位点的检

测结果与半导体测序结果完全一致。

2.3 统计学分析结果

试验真实性评价：灵敏性、特异性、准确性、

Kappa值等指标计算，见表 4。
分别计算灵敏性、特异性、准确性：

灵敏性=57/（57+0）×100%=100%
特异性=18/（0+18）×100%=100%
准确性=（57+18）/（57+0+0+18）× 100 %=100%
Kappa值采用 SPSS 15.0统计软件进行统计分

析。Kappa值的计算结果都为 1，结果表明，半导体

测序结果与 Sanger一代测序验证结果完全一致。

3 讨论

PKU是现阶段人类了解较为清楚的遗传代谢

病之一，并且是首个可通过饮食控制实现治疗的

表 2 Plan的参数设置

Table 2 The parameter setting of the plan

选项

Library kit type

Templating kit

Sequence kit

Chip type

Barcode set
Mark as PCR
dumplicates

Flow

选择类型

Ion Ampliseq library 2.0 kit

Ion PGMTM Hi⁃QTM OT2 200 kit

Ion PGMTM Sequencing 200 kit

Ion PGMTM 318 chip

Ionxpess

True

500
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编号
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

DNA浓度（ng/μL）
8.82
7.44
11.2
3.16
3.62

3.6/5.12
3.3

5.62/5.42
4.68

4.32/4.02
7.64
5.14
5.58
5.7
7.24
5.56
7.62
6.2
5.22
5.2
14.1
7.24
8.46
6.37
3.76
16.5
6.82
13.2
6.19
26.2
8.9
14.7
6.1
12.2
9.82
11.6
5.2
7.56
4.14
9.26
6.24
9.58
5.74
8.87
7.27
9.4
9.29
10.3
8.14
8.72
12.7
8.92
6.52
8.72
5.68
3.09
12.3
9.1
15.3
19.8
10.8
9.62
5.06
6.93
7.04

2.48/3.36
8.08
4.04
7.42
11.4
6.12
9.1
6.78
4.38
3.28

文库浓度（ng/μL）
1.7
1.22
1.82
0.767
0.726
0.865
0.865
1.12
0.182
1.02
1.62
0.996
1.34
1.49
1.26
1.27
1.71
0.608
1.14
0.75
2.08
0.225
1.81
0.737
0.89
0.899
1.52
2.06
1.52
3.95
1.2
2.23
0.165
2.26
1.27
2.24
1.18
0.509
0.177
1.65
0.377
0.207
1.37
0.994
0.593
0.368
1.68
0.082
1.3

0.736
1.34
2.08
1.18
1.94
0.216
0.131
0.262
1.68
2.38
2.81
2.45
1.76
1.12
0.791
1.22
0.541
1.67
0.895
1.11
0.856
0.963
1.93
1.05
0.794
0.785

Frequency
47.9/47.2
49.8/47.9

100
46.7
50.9
44.3
49.1
95.2
100
48.8
46.9
44.9
49.5
48.5

51.4/47.5
51
52.2
50.8
50.3
94.7
43.2
48.4
45.1

49.2/47
46.1/50.4
48.2/57
100
49.9
50.5

49.6/53.8
51.3
46.8
43.9
44.7
55.3
51.6
50.9
100
47.1
45
48.8
51.8
39
46
52
48.9
52.9
56.4
47
47.9
48.6

46.9/52.3
48.8/47.1
47.5/45.8
45.1/52
53.7
48.8
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—

Coverage
474/882
272/417

543
242
778
318
786
640
30
371
351
469
320
417

417/803
497
1398
1449
1107
514
345
33
955

2 521/1 418
1 290/1 243
120/121

781
383
766

259/673
430
565
394
385
189
1 016
232
273
85
812
663
194
77
313
102
490
102
55
844
231
492

562/260
287/206
597/451
50/50
164
43
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—

上机检测突变型别
PAH：1238G>C杂合、PAH：1197A>T杂合
PAH：1238G>C杂合、PAH：728G>A杂合

PAH：442-1G>A纯合
PAH：611A>G杂合
PAH：611A>G杂合
PAH：611A>G杂合
PAH：611A>G杂合
PAH：728G>A纯合
PAH：728G>A纯合
PAH：728G>A杂合
PAH：728G>A杂合
PAH：728G>A杂合
PAH：728G>A杂合
PAH：728G>A杂合

PAH：728G>A杂合、PAH：473G>A杂合
PAH：842+2T>A杂合
PAH:1068C>A杂合
PAH:1068C>A杂合
PAH:1068C>A杂合
PAH:1197A>T纯合
PAH:1197A>T杂合
PAH:1197A>T杂合
PAH:1197A>T杂合

PAH:1197A>T杂合、PAH:611A>G杂合
PAH:1197A>T杂合、PAH:722G>A杂合
PAH:1197A>T杂合、PAH:728G>A杂合

PAH:1238G>C纯合
PAH:1238G>C杂合
PAH:1238G>C杂合

PAH:1238G>C杂合、PAH:1068C>A杂合
PAH:442-1G>A杂合
PAH:442-1G>A杂合
PAH:442-1G>A杂合
PAH:611A>G杂合
PAH:611A>G杂合
PAH:611A>G杂合
PAH:611A>G杂合
PAH:728G>A纯合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合
PAH:728G>A杂合

PAH:728G>A杂合、PAH:611A>G杂合
PAH:728G>A杂合、PAH:611A>G杂合
PAH:728G>A杂合、PAH:611A>G杂合
PAH:728G>A杂合、PAH:722G>A杂合

PAH:739G>C杂合
PAH:809G>A杂合

野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型
野生型

表 3 75例样本检测结果表

Table 3 75 cases of sample test result
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方法

半导体测序
阳性

阴性

总数

Sanger 一代测序验证

阳性

57
0
57

阴性

0
18
18

合计

57
18
75

表 4 2种方法检测结果的一致性评测表

Table 4 The consistency of the testing results of the
2 methods

遗传病，对此病进行早发现、早确诊、早干预、早治

疗，对降低 PKU患儿致残率，提高国民素质，具有重

大意义。此病具有致病基因为纯合或双重杂合时发

病的特点［10］，且此病各地区突变热点存在较大差异。

本实验中我们用 Ion Torrent PGMTM半导体测序

仪对苯丙酮尿症常见的 12个致病突变位点进行检

测，75例样本中共检测出 57例样本突变，其中 46例

样本为单个位点突变，11例样本为含 2种突变类型

的复合突变，包含有 11种突变类型，且 728G>A为河

南地区高发突变点［10］，除此高发热点外，其他突变点

在检出的数量上并无明显差异，也进一步反映出苯

丙酮尿症突变异质性高，并无绝对突变热点的特

征。本实验结果经一代测序验证，结果准确，此外曾

有文献报道 Ion Torrent半导体测序在其他致病突变

的检测，如成建等［11］应用 Ion Torrent半导体测序技

术检测马凡综合征患者FBN1基因致病突变点，检测

到 3个马凡综合征家系和 1个马凡综合征的致病基

因突变，Sanger验证结果与半导体测序结果完全一

致；周保成等［12］提取 15例确诊为经典型PKU患儿及

其父母的外周血DNA，应用 Ion Torrent PGMTM进行

测序检测，共检测出 29个突变点，分属 17种突变，并

发现 p.P292L的新突变点，且该检测结果与 Sanger
验证结果一致。这些研究作为半导体测序技术应用

于遗传病检测的强有力的证据，表明高通量的半导

体测序技术应用于遗传病检测的可行性。

在看到实验成功的同时，我们也应注意实验

数据所反映出的不足之处。本实验所测得的有几

个突变样本 Coverage 值较低，且最大值与最小值

相差较大，实验结果的准确性虽经一代测序验证，

但较低的 Coverage 值，令结果缺少说服力。究其

原因，我们可以从实验结果原始数据可以看出，样

本 DNA浓度偏低，进而使建库浓度偏低且各样本

文库浓度差别大，而较大的浓度差别，易造成混样

的不平均，最终在测序结果处体现出样本间 Cov⁃

erage 差别大。针对这些问题，我们可以从以下几

个方面进行解决：（1）优化 DNA 提取方法或针对

不同类型的样本选取更合适的 DNA提取试剂盒；

（2）对于同一批上机样本，其浓度的测定及混样

应由同一个人一次性操作完成，尽量减小误差；

（3）提升实验人员的实验操作技能。

此外，我们也应认识到，下一代测序技术也只

是一项技术，而若将其应用于疾病检测领域，不仅

需要有野生型的序列作为对照，还需要明确疾病

的致病机制及确切的致病突变点，而且后期还要

进行大量的数据分析处理工作，只有各环节的工

作都做好了，对疾病的确诊才有意义。

伴随着下一代测序技术的高速发展，我们坚

信所面临的难题将会逐步解决，下一代测序技术

将在在遗传病检测领域发挥更重要的作用。
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微阵列比较基因组杂交技术与二代基因测序检测
拷贝数变异的对比

陈新周 1 王明珠 2 何丹 1 周慧 1 林方欣 1 李粉霞 2★

［摘 要］ 目的 对比分析微阵列比较基因组杂交技术（array⁃based comparative genomic hybridiza⁃
tion，aCGH）和第二代基因测序技术（next generation sequencing，NGS）在基因组拷贝数变异（copy number
variation，CNV）上的一致性，为临床检测 CNV提供新的检测方法。 方法 提取 15例流产组织临床样

本的基因组 DNA，然后分别使用 aCGH 和 NGS 2 种方法对上述 DNA 进行检测，分析对比每个样本的

CNV的数目。 结果 aCGH共检测到 CNV数有 109个，最小的片段有 16 kb，最大的片段有 34 Mb，其
中小于 200 kb 的有 20 个，大于 200 kb 小于 1 Mb 的有 34 个，大于 1 Mb 小于 5 Mb 的有 26 个，大于 5 Mb
小于 34 Mb的有 29个。NGS共检出 68个 CNV，其中小于 200 kb的有 3个，检出率为 15.0％；大于 200 kb
小于 1 Mb 的有 22 个，检出率为 64.7％；大于 1 Mb 小于 5 Mb 的有 20 个，检出率为 76.9％；大于 5 Mb 小

于 34 Mb的有 29个，检出率为 100.0％。 结论 对于目前的数据量来说，NGS在检测大于 5 Mb的大片

段 CNV上检出率较高，与 aCGH具有一定的一致性，可以应用于流产组织中 CNV的检测。对于小片段

的CNV的检测，需要增加相应的读取的数据量进行检测。

［关键词］ 基因组拷贝数变异；第二代基因测序；微阵列比较基因组杂交技术

The comparison between array ⁃CGH with next generation sequencing in the
detection of copy number variations
CHEN Xinzhou1，WANG Mingzhu2，HE Dan1，ZHOU Hui1，LIN Fangxin1, LI Fenxia2★

（1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou，Guangdong，China，510665；2. School of Labora⁃
tory Medicine and Biotechnology, Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

[ABSTRACT] Objective To provide a new method for clinical detection of copy number variants
(CNV) by comparing the consistency between array⁃based comparative genomic hybridization (aCGH) and next
generation sequencing (NGS) in the genome copy number variation. Methods DNA was extracted from 15
cases of clinical specimens and detected by both aCGH and NGS methods. CNV numbers were analyzed in
each sample. Results The results showed that aCGH identified 109 CNVs, in that the shortest CNV was 16
KB, and the longest CNV was 34 MB. There were 20 CNVs shorter than 200 kb, 34 CNVs between 200 kb and
1 Mb, 26 CNVs between 1 Mb and 5 Mb, and 29 CNVs between 5 Mb and 34 Mb. NGS identified 68 CNVs, of
them 3 were shorter than 200 kb (15%), 22 between 200 kb and 1 Mb (64.7%), 20 between 1 Mb and 5 Mb
(76.9%), 29 between 5 Mb and 34 Mb (100%). Conclusion NGS has good consistency with aCGH in detect⁃
ing CNVs longer than 5 Mb. Therefor it can be a reliable method to test the CNV. The performance of NGS in
testing the short CNVs, especially the CNVs shorter than 200 kb will have a better result by increasing the read
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自然流产（spontaneous abortion，SA）在妊娠中

的发生率为 10%~15%［1］。孕 12 周之前的流产称

为早期 SA。与同一配偶发生连续 2 次或多次 SA
称为复发性流产。早期 SA的病因复杂，50%以上

的胚胎是由染色体异常造成的，染色体异常包括

染色体数目异常，如单体、三体、多倍体；结构异

常，如断裂、缺失、易位等。发生 SA 时的孕周越

短，染色体异常的可能性越大。

拷贝数变异（copy number variation，CNV）指人

类基因组中广泛存在的缺失、插入、重复和复杂位点

的变异，长度为 1 kb 以上，突变率远高于单核苷酸多

态性（single nucleotide polymorphism，SNP）。越来

越多的研究表明［2⁃3］，CNV与许多疾病有着密切的联

系，在许多遗传疾病中扮演着重要的角色，特别是癌

症、精神分裂等疾病，引起了研究者们的广泛兴趣。

随着技术的发展，芯片技术［微阵列比较基因组杂交

技术（array ⁃ based comparative genomic hybridiza⁃
tion，aCGH）或单核苷酸多态性微阵列技术（array
single nucleotide polymorphism，SNP array）］也成为

最近几年新兴的一种检测方法，能将检出率提高，不

过受限于其技术原理，芯片探针无法覆盖的染色体

区段将无法检测，这也限制发现新的染色体畸变，进

而限制了发现新的染色体疾病的可能。然而高通量

测序技术的迅猛发展，使得测序技术用于染色体拷

贝数变异（CNV）检测的优越性越来越明显。本研究

将通过 aCGH和NGS 2种方法对流产组织 CNV的

检测，探讨NGS能否作为新的CNV的检测方法。

1 材料与方法

1.1 研究对象

研究对象为 15例流产组织临床样本。

1.2 试剂

提取 DNA 所用的 QIAamp® DNA Mini Kit 试
剂盒购自于德国 QIAGEN 公司，aCGH 试剂盒购

自于美国 Agilent 公司，NGS 所用的建库试剂盒，

模板制备试剂盒，测序试剂盒均购自于美国 Life
Technology公司。

1.3 仪器

aCGH芯片扫描仪 SureScan Microarray Scanner

由美国Agilent公司研制。NGS使用的 2100生物分

析仪由美国 Agilent 公司研制，Ion One Touch 2 和

Ion One TouchTM ES由美国 Life公司研制，DA8600
基因测序仪由中山大学达安基因股份有限公司

提供。

1.4 方法

1.4.1 aCGH检测CNV
1.4.1.1 gDNA的提取

按 照 QIAamp® DNA Mini Kit 说 明 书 进 行

gDNA提取。

1.4.1.2 aCGH芯片上机前处理

将提取的DNA与试剂盒提供的 reference进行

片段化和随机扩增，然后使用 Cy3和 Cy5 2种染料

标记 DNA，并纯化标记后的 DNA，使用 NanoDrop
2000 UV⁃VIS 分光光度计来检测并计算产量与比

活度，只有产量和比活度符合要求后才能进行下

一步的杂交。将符合要求的 DNA 加入到试剂盒

提供的杂交室中，封闭杂交室并放入杂交箱中进

行杂交。

1.4.1.3 上机检测

将芯片从杂交室中取出，并用纯水和试剂盒

提供的 Wash Buffer 进行清洗，清洗后使用 SureS⁃
can Microarray Scanner 进行芯片的扫描，扫描后的

图片结果可以使用 Agilent 公司提供的 Agilent
CytoGenomics Edition 软件进行分析。

1.4.2 NGS检测CNV
1.4.2.1 gDNA的提取

按 照 QIAamp® DNA Mini Kit 说 明 书 进 行

gDNA提取。

1.4.2.2 构建上机文库

将提取的 gDNA 按照文库构建试剂盒进行文

库构建。首先 DNA片段末端的补平，然后加上末

端接头，最后 PCR扩增DNA片段。扩增完后需要

对所构建的文库进行检测，用 Qubit 检测 DNA 浓

度，用生物分析仪检测片段长度。

1.4.2.3 DA8600上机测序

上机测序前，需要制备上机模板，并将模板进

行富集。将DA8600进行清洗，先氯洗后再进行水

洗，清洗完后将仪器初始化并设置上机 Plan。芯

data.
[KEY WORDS] Copy number variation; Next generation sequencing; Array based comparative genomic

hybridization
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aa

bb

a：aCGH 结果；b：NGS 结果；蓝色箭头表示一处染色体缺失

2q37.1q37.3（232，612，296⁃242，690，037）

图 1 aCGH和NGS分析染色体拷贝数变异的比较

Figure 1 Comparison of chromosomal copy number variants
analysis by aCGH and NGS

片上机前需要进行清洗和校准，校准完才能进行

上机测序。上机测序结果可以在 DA8600 服务器

上查看，利用染色体非整倍体检测数据分析系统

进行数据分析，得到每个测序样本的 Z值，根据参

考范围进行结果判断。

2 结果

2.1 实验结果

2种实验的结果都可以通过检测的 log2ratio值

的大小来判断染色体的拷贝数变异，图 1为随机选

取实验中一个样本的 2 号染色体 2 种结果的对比

图，图 1a 为 aCGH 结果，图 1b 为 NGS 的检测结

果。2 个结果中都显示出该样本的 2 号染色体在

2q37.1q37.3（232，612，296⁃242，690，037）片段缺

失，如图中蓝色箭头所示。

本次研究中，aCGH 共检测到 CNV 数有 109
个，最小的片段有 16 kb，最大的片段有 34 Mb，其
中小于 200 kb 的有 20 个，大于 200 kb 小于 1 Mb
的有 34 个，大于 1 Mb 小于 5 Mb 的有 26 个，大于

5 Mb 的有 29 个。NGS 的检测是共有 74 个 CNV，

其中小于 200 kb 的有 3 个，检出率为 15.0％；大于

200 kb 小于 1 Mb 的有 22 个，检出率为 64.7％；大

于 1 Mb小于 5 Mb的有 20个，检出率为 76.9％；大

于 5 Mb小于 34 Mb的有 29个，检出率为 100.0％，

见表 1所示。

3 讨论

遗传变异是生命进化演变的基本特征。从细

胞遗传学水平看，DNA 的变异主要包括染色体数

目的变异和染色体结构的变异。数目变异包括染

色体组成倍地增加或减少，以及单条染色体的增

加或减少；结构变异主要指染色体片段的重复、缺

失、倒位和易位等［4］。这些变异均会产生相应的

遗传学效应，可能会导致变异个体表型发生严重

改变，甚至死亡，也可能会发生现在未知的或许良

性的改变。随着检测技术方法的不断发展，从染

色体核型分析到原位荧光杂交，芯片到测序技术

的使用，使得对染色体识别精确率逐步提高［5］。

染色体非整倍体改变仍然是流产胚胎的主要因

素，集中在 13、14、15、16、18、21、22号染色体，X
单体也是早期流产常见的染色体核型［6］。双重三体

较少见，约占流产胚胎所有核型的 0.21%~2.8%［7］。

本研究中的 15 例流产物中，aCGH 与 NGS 检

出 9例异常，异常率 60%，与以往报道的异常率 55%
~66%［8］和 51%［9］基本相符。15例流产物检测中，测

序显示多态 4例，还有 2例检测阳性查询后显示致病

性未知，而这些都是流产物中检出的，多态是否有致

病效应存在一定争议，在公共数据库中查出致病性

未知的这一部分是需要更多的经验积累，更进一步

地研究这些多态和致病性间的关系。但从我们的结

果可以看出，以目前的数据量来说，高通量测序技术

相对于芯片方法来说，小片段的拷贝数变化并不能

全部得到检测，但是大于 5 Mb的片段的检出率为

100%。若相应的增加数据量，应该会达到更大的分

辨率，这一点我们也会继续进行验证。

从对操作要求上来看，与已成相当规模的芯

片杂交技术相比，NGS 也有其独到的优势，在

DNA 质量的要求上，NGS 对 DNA 的质量要求不

片段大小

0~200 kb

200 kb~1 Mb

1 Mb~5 Mb

5 Mb~34 Mb

aCGH
检测数

20

34

26

29

NGS
检测数

3

22

20

29

NGS
检出率（％）

15.0

64.7

76.9

100.0

表 1 aCGH与NGS的检测染色体拷贝数变异结果对比

Table 1 Comparison of chromosomal copy number variants
analysis by aCGH and NGS
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高，很低的浓度便可以满足实验的要求。而 aCGH
对于 DNA的质量和纯度的要求都很高，如本次使

用的安捷伦公司的芯片对于 DNA 浓度的要求需

要在 40 ng/μL，这就增加了对样本的要求。

本研究中用的测序方法是单端测序，则该测

序方法与 aCGH方法均不能解决平衡性的易位、倒

位、整倍体等问题。而有研究表明随着测序读长

的不断增加，NGS 通过 mate⁃pair 文库或称跨步文

库可能实现平衡易位的检测［10］，不久的将来平衡

异位可通过测序进行检测，这一个难点的突破将

大大的提高测序的价值与意义，将会成为 NGS 最

大的优势。NGS 还有其他的优势，如其可以检测

新的未知基因变异，同时因其可能更为低廉的高

通量优势成本而利于临床推广；此外，与肿瘤发生

相关基因的拷贝数变异和基因多态性分析等都有

着足够应用的空间和优势［11⁃12］。

随着测序技术的不断发展和广泛运用，从产前

诊断的游离 DNA的测序［13⁃14］，到流产物、羊水的测

序 CNV检测，到用母体外周血测序测胎儿CNV检

测、单基因疾病检测，到单细胞植入前诊断测序检

测、肿瘤游离 DNA 检测等广泛运用［15］，测序技术用

于流产物分析既可较为全面得出导致流产的遗传

物质的改变原因，又可积累新染色体疾病的发现，

还可用于生殖领域的促进，分析流产原因，测序技

术用于胚胎植入前遗传学筛查（preimplantation ge⁃
netic screening，PGS）可有效提高成功率［16⁃17］。

综上所述，对于较大片段的拷贝数变化的检

测，NGS 技术和 aCGH技术的诊断成功率及染色体

异常检出率均较高，在早期 SA 妊娠物核型分析中

具有显著优越性，可作为遗传学检测的一种补充

技术，也可为流产夫妇进行遗传学病因分析，从而

为再次妊娠提供指导，有较高的临床应用价值。
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运用半导体测序法检测 4种遗传病常见突变

王辉芳 1 梁志坤 1 叶倩平 1 杨旭 2★

［摘 要］ 目的 运用基于半导体芯片技术的下一代测序方法对地中海贫血、遗传性耳聋、苯丙酮

尿症和肝豆状核变性病相关的 38个常见致病突变位点进行基因测序，探讨半导体测序技术在遗传病检

测方面的应用价值。 方法 采用 AmpliSeq 方法通过多重 PCR 捕获目的片段，然后构建文库，用 Ion

Torrent ProtonTM测序仪进行测序反应，进而通过 Sanger一代测序法进行结果比较验证。 结果 33个样

本中共检测出 15 例样本存在功能性遗传变异，其中 HBB：52A>T 5 例、HBB：84_85insC 3 例、HBB：45_

46insG 2 例、HBB：2T>G 1 例、GJB3：538C>T 1 例、ATP7B：2333G>T 1 例、GJB2：235delC 1 例、SLC26A4：

IVS7⁃2A>G 1 例，Sanger 一代测序结果与下一代测序结果完全一致。 结论 半导体测序能准确检测

该 4 种遗传病常见突变，对遗传病发病机制的研究及筛查具有一定的应用价值。

［关键词］ 半导体测序；下一代测序；Ion Torrent ProtonTM；遗传病；基因突变

Detection of common mutations in 4 types of genetic disorders by semiconduc⁃
tor sequencing platform
WANG Huifang1, LIANG Zhikun1, YE Qianping1, YANG Xu2★

(1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. School of Basic

Medical Sciences, Southern Medical University, Guagngzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective 38 common pathogenic mutations which are related to thalassemia, deafness,

phenylketonuria and Wilsons disease were detected by using the next generation sequencing method in order to

evaluate the application value of Semiconductor sequencing in the field of hereditary disease detection.

Methods Target genes were captured by AmpliSeq technology, which mainly based on multiple PCR, and the

captured fragments were used for construction the DNA libraries, which were sequenced by using the Ion

Torrent ProtonTM sequencing platform. The mutations were verified by Sanger sequencing. Results There

were were 15 samples with mutations in 33 samples, and 8 mutations were detected. Among these mutations, 5

cases were with HBB:52A>T, 3 cases with HBB:84_85insC, 2 cases of HBB:45_46insG, 1 case of HBB:2T>G, 1

case of GJB3:538C>T, 1 case of ATP7B:2333G>T, 1 case of GJB2:235delC, 1 case of SLC26A4: IVS7⁃2A>G.

The results of Sanger sequencing were the same with the results of the next generation sequencing.

Conclusion Semiconductor sequencing can detect the common mutations of the 4 kinds of hereditary disease

accurately, which can be used for mutation detection of these hereditary disease and to illuminate of the

pathogenesis of these disorders.

[KEY WORDS] Semiconductor sequencing; Next generation sequencing; Ion Torrent ProtonTM; Hereditary

disease; Gene mutation
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地中海贫血、遗传性耳聋、苯丙酮尿症及肝

豆状核变性病为国内 4 种常见的高发遗传病，严

重影响我国出生人口素质。地中海贫血（thalas⁃
semia）（简称“地贫”）是一组全球最常见、对人类

健康影响最大的单基因遗传病［1］。α ⁃地贫发病

相 关 基 因 为 HBA2，β ⁃ 地 贫 发 病 相 关 基 因 为

HBB［2⁃4］。遗传性耳聋是影响人类健康和致残的

常见病，据统计，新生儿中耳聋的发病率为

1‰［5］，其 中 大 约 一 半 的 耳 聋 与 遗 传 因 素 相

关［6⁃7］，相关基因主要有 GJB2、GJB3 和 SLC26A4
等。苯丙酮尿症（phenylketonuria，PKU）是由于

肝脏苯丙氨酸羟化酶（phenylalanine hydroxylase，
PAH）缺乏所致的一种严重的遗传性氨基酸代

谢障碍性疾病，呈常染色体隐性遗传［8］，该病可

分 为 经 典 型 PKU 与 非 经 典 型 PKU 2 种 类

型［9⁃10］。苯丙酮尿症是可治性的遗传病之一，早

期基因诊断可以尽早发现，应用饮食疗法可以

减 轻 或 者 控 制 患 者 症 状［10］。 肝 豆 状 核 变 性

（hepatolenticular degeneration，HLD）是一种严重

的常染色体隐性遗传病，是由于细胞内铜代谢

障碍造成胞内铜过多积聚，而引发的氧化应激

反应导致细胞功能受损甚至细胞凋亡，其致病

基因为 ATP7B 基因［11⁃16］。

当今社会，分子生物学发展迅速，用于检测基

因变异的方法多种多样，包括有 Sanger测序法、基

因芯片法、液相芯片法、变性高效液相色谱分析

法、MassARRAY 分子量阵列技术、SNaP shot 技

术、高分辨融解法及高通量的下一代测序技术

等。这些技术虽各有优缺点，但就整体而言，测序

技术可更直接检测基因序列，不仅可检出已知的

SNP位点，还可进一步发现出新的 SNP位点，被广

泛用于基因检测领域。

上述 4 种常见遗传病都存在有临床表现复

杂，突变异质性高等特点，因此常规临床诊断很

难从根本上确诊，从而延误最佳治疗时间。而近

几年高速发展的下一代测序技术，不仅可从基因

水平上检测出已知或未知的突变位点，而且克服

了一代测序成本高、效率低的缺点，实现了快速、

通量高的规模化测序［17⁃18］，为临床诊断提供必要

的依据。本研究拟采用高通量的半导体测序技术

同时对上述 4 种遗传病多个常见致病突变点进行

检测，探讨半导体测序技术在遗传病检测中应用

的可行性。

1 材料和方法

1.1 实验对象

实验所用的全血基因组DNA样本共 33例，来

自于福建医科大学附属协和医院。33例样本详细

信息见表 1。

1.2 半导体测序方法

1.2.1 文库构建

首先利用 Ampliseq 技术针对地中海贫血、遗

样本序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

年龄

4岁

31岁

25岁

40岁

3岁

26岁

22岁

27岁

4岁

26岁

1岁

29岁

28岁

33岁

29岁

20岁

34岁

9个月

27岁

6岁

2岁

31岁

4岁 3个月

26岁

25岁

14岁

40岁

7岁

22岁

83岁

3岁

35岁

28岁

性别

男

男

女

女

男

女

女

女

男

女

男

女

女

女

男

女

女

女

女

女

男

男

男

女

女

男

男

男

女

女

男

女

女

临床诊断信息

贫血待查

地中海贫血(未特指)
不孕症

妊娠期检查

体检

贫血待查

晚期妊娠

贫血

贫血，低色小细胞性

贫血

贫血待查

贫血

——

——

——

贫血

中期妊娠

贫血

贫血

血小板减少症

细菌感染

失晕

先天性软腭裂

中期妊娠

体检

地中海贫血

体检

贫血待查

早孕

白细胞增多症

呼吸道感染

体检

中期妊娠

表 1 样本详细信息

Table 1 The detailed information of the samples
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染色体

chr13
chr13
chr13
chr13
chr13
chr1
chr1
chr7
chr7
chr7
chr7
chr7
chr7
chr7
chr7
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr11
chr16
chr12
chr12
chr12
chr12
chr13
chr13
chr13

基因名称

GJB2
GJB2
GJB2
GJB2
GJB2
GJB3
GJB3

SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
SLC26A4
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBB
HBA2
PAH
PAH
PAH
PAH
ATP7B
ATP7B
ATP7B

突变信息

c.299_300delAT
c.235delC

c.176_191del16
c.167delT
c.35delG
c.538C>T
c.547G>A
c.281C>T
c.589G>A

c.IVS7-2A>G
c.1174A>T
c.1226G>A
c.1229C>T
c.2162C>T
c.2168A>G
c.130G>T

c.126_129delCTTT
c.123_124insT
c.113G>A
c.94delC

c.92+5G>C
c.92+1G>T
c.84_85insC
c.79G>A
c.52A>T

c.45_46insG
c.27_28insG
c.25_26delAA

c.2T>G
c.-11_-8delAAAC

c.427T>C
c.842+2T>A
c.728G>A
c.611A>G

c.442-1G>A
c.2975C>T
c.2804C>T
c.2333G>T

蛋白质变化

p.His100Argfs
p.Leu79Cysfs
p.Gly59Alafs
p.Leu56Argfs
p.Gly12Valfs
p.Arg180Ter
p.Glu183Lys
p.Thr94Ile

p.Gly197Arg
——

p.Asn392Tyr
p.Arg409His
p.Thr410Met
p.Thr721Met
p.His723Arg
p.Glu44Ter
p.Phe42fs

p.Phe43Leufs
p.Trp38Ter

p.Leu32Cysfs
——

——

p.Leu29Profs
p.Glu27Lys
p.Lys18Ter
p.Trp16Valfs

p.Ser10Valfs*14
p.Lys9Valfs
p.Met1Arg

——

p.Ter143Gln
——

p.Arg243Gln
p.Tyr204Cys

——

p.Pro992Leu
p.Thr935Met
p.Arg778Leu

RS号

rs111033204
rs80338943
rs750188782
rs80338942
rs80338939
rs74315319
rs74315318

——

rs111033380
rs111033313
rs201562855
rs111033305
rs111033220
rs121908363
rs121908362
rs33922842
rs281864900
rs36029927
rs33991059
rs63749977
rs33915217
rs33971440
rs35532010
rs33950507
rs33986703
rs35383398
rs35699606
rs35497102
rs33941849
rs34196559
rs41464951
rs62514955
rs62508588
rs62514927
rs62514907
rs201038679
rs750019452
rs28942074

MAF值

NA
-=0.001 6/8

NA
NA

-=0.002 4/12
T=0.000 2/1
A=0.001 0/5

——

NA
NA

T=0.000 2/1
NA

T=0.000 2/1
NA

G=0.000 4/2
NA

-=0.001 0/5
NA
NA
NA

G=0.001 2/6
T=0.000 2/1

NA
T=0.002 8/14
A=0.001 2/6

NA
NA
NA
NA
NA

C=0.000 2/1
NA

T=0.000 4/2
NA
NA
NA
NA
NA

临床意义

致病

致病

NA
致病

致病

致病

致病

——

致病

致病

NA
致病

致病

致病

致病

致病

致病

NA
other
NA
致病

致病

致病

致病

致病

致病

致病

致病

致病

NA
致病

致病

致病

other
致病

致病

可能致病

致病

表 2 38个常见突变点详细信息

Table 2 The details of 38 common mutations

传性耳聋、苯丙酮尿症和肝豆状核变性病 4种遗传

病常见突变点设计引物，包含 3 个引物池，3 个引

物池分开进行多重 PCR 扩增，扩增体系为 10 μL，
反应条件为：首先 99℃预变性 2 min；然后 99℃变

性 15 s，60℃退火和延伸 4 min 进行 16 个循环数；

最后 10℃保存。扩增产物经 FuPa 酶消化引物，用

DNA连接酶将特异性接头序列连接在目的片段两

端，磁珠纯化后进行一步扩增反应，最后经两步磁

珠纯化去除较大或较小的片段，构建成片段大小

在 200 bp 左右的基因文库。Qubit® 3.0 荧光计对
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方法

半导体测序
阳性

阴性

总数

Sanger 一代测序验证

阳性

A

C

A+C

阴性

B

D

B+D

合计

A+B

C+D

A+B+C+D

表 3 2种方法检测结果的一致性评测表

Table 3 The consistency of the testing results of the
2 methods

文库浓度进行定量。

1.2.2 模板制备和模板富集

建好的文库等量混合使每个文库的终浓度为

200 pmol/L，根据自己测序的 flow 数、片段大小以

及芯片所能测的数据量等信息确定上样量。用

Ion Torrent OTTM 进行乳液 PCR 扩增，将 Ion PITM

Enzyme Mix 120 μL、Ion PITM ISPs 100 μL、稀释好

的文库和无核酸酶水共 400 μL加入到 PITM Master
Mix 中，此时体积共 2 400 μL，震荡离心后分 3 次

匀速缓慢注入到 Ion One TouchTM Reaction Filter
中，并注入 200 μL Ion One TouchTM Reaction Oil，
此过程避免注入气泡，将 Ion One TouchTM Reaction
Filter 安装在 Ion One TouchTM 2 上，选择相应程序

进行反应。模板制备完成后用 One TouchTM ES 进

行模板富集。

1.2.3 Ion Torrent Proton测序

用 Ion Torrent ProtonTM 测序仪进行测序反应，

首先进行仪器的氯洗和水洗，然后更换初始化芯

片进行初始化反应以调节各位置的 pH 值在一定

范围内，将 ES 制备的模板 Loading 在 PI 芯片上，

安装在测序仪相应位置，选择预先设置好的 Plan
进行测序反应。测序结束后在 Ion Torrent 服务

器上运行插件分析每个样本的 38 个致病位点的

突变情况。 38 个常见致病突变点详细信息见

表 2。
1.3 Sanger一代测序验证方法

将 DNA 样本及相应的引物打包送至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行 Sanger一代测序

验证。

1.4 统计学方法

试验结果统计分析选用符合方案数据，即所

有符合试验方案要求的受试者样本数据进行统计

分析，主要采用四格表整理试验数据，阳性代表检

测出的含 38 个致病突变点的样本，阴性代表没检

测出 38个致病突变点的样本。半导体测序结果和

Sanger 一代测序验证结果对比采用 Kappa一致性

检验。

试验真实性评价：灵敏性、特异性、准确性、

Kappa值等指标计算。

用下列公式计算：

灵敏性=A/（A+C）×100%
特异性=D/（B+D）×100%
准确性=（A+D）/（A+B+C+D）×100 %

Kappa 值采用 SPSS 15.0 统计软件进行统计

分析。

2 结果

2.1 半导体测序结果

半导体测序结果显示，33 个样本中共检测出

15 例样本存在突变，包含单核苷酸多态性（single
nucleotide polymorphisms，SNP）位点、插入、删除的

8 种突变，其中 HBB：52A>T 5 例、HBB：84_85insC
3例、HBB：45_46insG 2例、HBB：2T>G 1例、GJB3：
538C>T 1例、ATP7B：2333G>T 1例、GJB2：235delC
1 例、SLC26A4：IVS7⁃2A>G 1 例。检测的每个碱

基位点的 Coverage 在 390~400，其中 13 例检测突

变频率在 42.5%~52.8%的为杂合突变型样本，检测

突变频率为 100%的为纯合突变型样本。突变样

本检测结果如表 4。
2.2 Sanger一代测序验证结果

采用 Sanger 测序法对检测出的突变样本的突

变点进行验证，结果与半导体测序结果完全一致。

2.3 统计学分析结果

根据检测结果得知，A=15，B=0，C=0，D=18，
灵敏性、特异性、准确性、Kappa值的计算结果都为

1，结果表明，半导体测序结果与 Sanger 一代测序

验证结果完全一致。

3 讨论

据估算遗传病在活婴中的发病率为 23‰~
25‰，但由于人口基数大，遗传病种类多，总体患

病人数将会是很大的数目，这无论是对家庭还是

对社会都将造成严重的经济和精神负担［19］。且遗

传病在遗传和临床上都具有高度异质性，患儿出

生后即使检测出患有某种遗传病也很难治愈，因

此，积极开展对新生儿父母的遗传病基因检测或

者胎儿产前检测工作，对患者或者及时采取治疗
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样本序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

突变型别

HBB:52A>T

HBB:45_46insG

HBB:45_46insG

SLC26A4:IVS7-2A>G

HBB:52A>T

HBB:52A>T

HBB:52A>T

HBB:84_85insC

HBB:84_85insC

HBB:84_85insC

HBB:52A>T

HBB:2T>G

GJB3:538C>T

ATP7B:2333G>T

GJB2:235delC

致病类型

地贫

地贫

地贫

遗传性耳聋

地贫

地贫

地贫

地贫

地贫

地贫

地贫

地贫

遗传性耳聋

肝豆状核变性

遗传性耳聋

coverage

400

398

391

398

397

399

400

395

395

396

400

398

399

399

397

frequency

42.5

49.2

48.6

49

49.1

46.9

46

48.6

48.1

47.2

52.8

49

50.6

100

100

表 4 15例突变样本检测结果

Table 4 The test results of 15 mutational samples

并提供生育指导，选择性终止异常胚胎妊娠，可有

效防止患病胎儿的出生，并可在胚胎植入前选择

正常的胚胎植入，从而诞生出健康的胎儿。

基因测序是遗传病检测的重要手段，Sanger一
代测序技术已成为分析基因序列的金标准，但却

因费用高、技术难度大等原因很难在基层推广。

而近年来以芯片测序、合成测序和焦磷酸测序为

代表的下一代测序技术能弥补一代测序的不足，

实现快速、通量高的规模化测序。以 Ion Torrent
PGMTM以及更高通量的 Ion Torrent ProtonTM测序仪

为代表的半导体测序技术，其不属于荧光检测、核

酸标记的生化技术，与其他下一代测序技术相比

更简单、性价比更高，并且具有强大的扩展性［20⁃21］。

本实验中我们用 Ion Torrent ProtonTM半导体测

序仪对地中海贫血、遗传性耳聋、苯丙酮尿症以及

肝豆状核变性病常见的 38个致病突变位点进行检

测，33 个样本中共检测出 15 例样本突变，其中

HBB：52A>T 5 例、HBB：84_85insC 3 例、HBB：45_
46insG 2 例、HBB：2T>G 1 例、GJB3：538C>T 1 例、

ATP7B：2333G>T 1例、GJB2：235delC 1例、SLC26A4：
IVS7⁃2A>G 1例，检测结果与 Sanger一代测序验证

结果完全一致。成建等［22］应用 IonTorrent 半导体

测序检测了马凡综合征患者 FBN1 基因致病突变

点，检测到 3个马凡综合征家系和 1个马凡综合征

的致病基因突变，并与 Sanger 验证结果一致。周

保成等［23］提取 15 例确诊为经典型 PKU 患儿及其

父母的外周血 DNA，应用 IonTorrent PGMTM 进行

测序检测，共检测出 29个突变点，分属 17种突变，

并发现 p.P292L 的新突变点，且该检测结果与

Sanger 验证结果一致。这些研究作为半导体测序

技术应用于遗传病检测的强有力的证据，表明高

通量的半导体测序技术应用于遗传病检测的可

行性。

虽然半导体测序技术有诸多优点，但是我们

也应认识到其自身的不足，如测序有单碱基误差

与靶基因目标区域的捕获存在偏倚，导致少量假

阴性的产生，这也是目前下一代测序的瓶颈问题，

所以对检测出的突变位点还应进行一代测序验

证。虽然如此，但半导体测序技术在遗传病检测

方面的应用还是值得肯定的。同时，半导体测序

技术在遗传病检测方面面临着一些挑战，主要体

现在以下方面：（1）多数遗传病遗传机制复杂，遗

传异质性高，可能导致部分患者基因型和表型不

相符。（2）已报道的致病位点虽然很多，但对患者

筛查过程中，少部分病例检测到的可能是一些不

能解释的未知突变点，这些突变点致病性还有待

验证，如何准确确定突变点与疾病的是否相关是

目前遇到的又一难题。针对这些问题，笔者认为
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可从以下方面进行解决：（1）改进及增强半导体测

序信号传导及转换方式。（2）发展新型统计模型，

优化生物学分析处理方法。（3）研究致病机制，搞

清楚基因型与表型的关联特征。（4）提升科研人员

的专业水平，能认识实验本身及仪器、方法等的不

足，在实际操作过程中尽量避免错误，减小误差。

随着半导体测序技术的不断发展，我们相信

目前所面临的难题将会逐步解决，更好的发挥半

导体测序的优势，在遗传病检测领域发挥更重要

的作用。
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采用Amplicon文库构建法对地中海贫血的基因检测

孙玉婷 1 范冬梅 2 叶倩平 1 杨琳艳 1 梁志坤 1 杨学习 2★

［摘 要］ 目的 进一步完善现有地中海贫血的检测方法并且建立一种新的基于高通量测序的基

因诊断方法，研究 α/β 地中海贫血基因的突变类型及分布情况。 方法 采用 Amplicon 文库构建法，基

于高通量测序平台，对 219 例地中海贫血患者全血样本进行上机测序与数据分析。 结果 在 219 例

地中海贫血患者中，共计检测出 14 种突变类型，包括 CD122、CD125、CD142 3 种非缺失型 α⁃地贫突变

及 IVS⁃II⁃654、CD41⁃42、CD17 等 11 种常见 β⁃地贫突变型别。此外，通过生物信息学软件作图分析，筛

查出⁃⁃SEA、⁃α3.7、⁃α4.2 3 种缺失型 α⁃地贫。 结论 本研究进一步完善了基于高通量测序的基因诊断方

法，建立了一套 Amplicon 文库构建法，能准确、有效地用于诊断 α/β 地中海贫血基因的缺失与突变类

型，对人群筛查，优生优育的遗传咨询，防止该病重症患儿的出生等具有重要意义。

［关键词］ 地中海贫血；基因检测；Amplicon文库构建；β⁃突变；α⁃缺失

Gene diagnostic of thalassemia by the method of constructing amplicon
libraries
SUN Yuting1, FAN Dongmei2, YE Qianping1, YANG Linyan1, LIANG Zhikun1, YANG Xuexi2★

(1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. School of Laboratory
Medicine and Biotechnology, Southren Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective To further improve the existing diagnostic methods of thalassemia, establish
a new method for gene diagnosis base on next generation sequencing and research the mutation type and
distribution of alpha/beta thalassemia gene. Methods 219 cases of the whole blood samples with
thalassemia have been sequenced and analyzed using the method of constructing amplicon libraries, which is
based on next generation sequencing platform. Results There were total of 14 mutation types detected,
including 3 non⁃deletion of CD122, CD125 and CD142 in alpha thalassemia, 11 kinds of common mutation of
IVS⁃II⁃654, CD41⁃42, CD17 and other in beta thalassemia in these 219 cases of the thalassemia patients. In
addition, through graphing analysis by Bioinformatics software, 3 type of alpha deletion of ⁃⁃SEA, ⁃α3.7 and ⁃α4.2

have been screened out. Conclusion This study have further improved the gene diagnostic method base on
next generation sequencing technology and set up a method of constructing amplicon libraries that can be used
for diagnosing the deletion and mutation types of alpha/beta thalassemia gene accurately and effectively. It has
a great significance in population screening, genetic counseling of prenatal and postnatal care, disease
preventing for newborn with severe mediterranean anemia, etc.

[KEY WORDS] Thalassemia; Genetic diagnostic; Constructing amplicon libraries; Beta mutation; Alpha
deletion
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地中海贫血（thalassemia，简称“地贫”）是一种

世界范围内常见的单基因遗传性血液疾病，由珠

蛋白基因的缺失或突变所导致珠蛋白肽链合成障

碍，造成血红蛋白中的 α⁃链珠蛋白与 β⁃链珠蛋白

合成比例失衡、红细胞寿命减短的一种慢性进行

性溶血性贫血［1］。

临床上主要分为 α⁃链珠蛋白地中海贫血及 β⁃
链珠蛋白地中海贫血 2大类，其对应的基因分别位

于 16 号染色体短臂（16p13.3）与 11 号染色体短臂

（11p1.2）［2］。

在我国，长江以南的大部分省区均为地贫的

高发区。人群中 α⁃地贫及 β⁃地贫基因携带率分别

为 2.64 %，2%~3%［3⁃4］。其中 α⁃地贫以广西、广东、

江西、四川等地区多见，发病率分别高达 14.95%、

4.11%、2.60%、1.92%［3］。β⁃地贫以广西地区为常

见，发病率达至 6.43%［5］，而个别地区如香港、云南

也有高达 6%［4］。

由于地贫仍缺乏有效治疗方法，通过人群筛

查实施产前诊断以阻止重症患儿出生及进行新生

儿筛查以早期诊断、早期治疗是目前最有效的预防

措施。现阶段血液学表型分析是地贫基因携带者

筛查的指标，主要包括红细胞指标［如红细胞（red
blood cell，RBC）计 数 、血 红 蛋 白（hemoglobin，
HGB）、红细胞比容（hematocrit，HCT）、红细胞平均

体积（mean corpuscular volume，MCV）和平均红细

胞血红蛋白含量（mean corpuscular hemoglobin con⁃
centration，MCH）等］的测定和血红蛋白分析（包括

异常血红蛋白检测、HbA2和HbF定量测定），但此方

法存在其他不能排除的原因，如缺铁性贫血（小细

胞低色素症）和某些异常Hb（HbA2升高），也不能发

现静止型地中海贫血（如⁃α3.7/、⁃α4.2/和 αWSα/杂合子

等），故地贫基因携带者的确诊仍有赖于基于DNA
分析的基因分型。PCR技术是目前用于分子诊断

的基础方法，但此技术操作繁琐、过程耗时，对操作

者技术水平要求高，难以进行大批样本的筛查。本

研究建立了一套Amplicon文库构建法，通过高通量

测序平台对地贫基因进行筛查与诊断，旨在为地贫

的快速诊断提供一种具有参考价值的，灵敏、简便

的基因检测方法。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2014年 7月至 2015年 7月收集来自福建医科

大学附属协和医院及中山大学附属第一医院体

检、产检及就诊的地贫筛查病例，对确诊的共计

219 例地贫患者外周全血样本进行本研究方法的

基因检测。其中女性 125名，男性 94名，年龄在 0~
86岁，平均年龄为 26岁。

1.2 仪器与试剂

干式恒温器（杭州奥盛仪器有限公司）；Veri⁃
ti®96⁃Well Thermal Cycler（Life Technologies 公司，

美国）；Qubit® 3.0 荧光计（Life Technologies 公司，

美国）；DA8600 测序仪（中山大学达安基因股份

有 限 公 司）；DNA 提 取 试 剂 盒 ：DNeasy Blood
&Tissue Kit（50）（Qiagen 公司，德国）；文库构建试

剂盒：Ion Plus Fragment Library Kit 与接头试剂

盒：Ion Plus Fragment Library Adapters（Life Tech⁃
nologies 公司，美国）；PCR 试剂：Hi ⁃Fi Hotstart
Ready Mix（KAPA BIOSYSTEMS 公司，美国）；E⁃
Gel 预制琼脂糖凝胶电泳系统：E⁃Gel iBase and E⁃
Gel Safe Imager Combo Kit（Invitrogen 公 司 ，美

国）。

1.3 方法

1.3.1 DNA的提取

按照 DNA 提取试剂盒说明书要求提取基因

组DNA，得到的DNA溶液要求OD260/280为 1.6~
1.8之间。DNA溶液可置于（⁃20±5）℃保存。

1.3.2 文库构建和定量

采用文库构建试剂盒进行文库构建。关键步

骤包括对提取的DNA分别进行 α/β⁃地贫 PCR，将

PCR 产物混合后加入打断试剂置于 37℃ 孵育，再

加入 stop buffer终止反应，接着加入切口修复酶对

DNA 片段进行末端修复。使用接头试剂盒，加入

P1接头与特异性接头进行连接反应，然后用DNA
纯化磁珠进行纯化。

采用 E⁃Gel 预制琼脂糖凝胶电泳系统选择性

回收 330 bp 大小的目的片段，然后用 PCR 试剂进

行扩增，最后用 DNA纯化磁珠对产物进行纯化得

到可用于测序的文库DNA。

使用 Qubit® 3.0 荧光计进行文库定量。文库

根据 Qubit 浓度等量混合，再用 Qubit® 3.0 荧光计

进行定量，根据以下公式把混合文库稀释到 100
pM：稀释倍数=（文库浓度×107）／（660×330）。

1.3.3 模板制备

乳液 PCR 将文库 DNA 包被在一个油滴分子

里面进行扩增，扩增前一个油滴分子含有一个
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DNA分子，扩增结束后油滴分子破裂，油滴里面的

ISP磁珠便携带有成千上万个文库DNA。

1.3.4 上机测序

通过乳液 PCR 扩增的文库模板，经过富集回

收，上样至高通量测序芯片。芯片微孔中固定的

DNA链每延伸一个碱基，就会释放一个质子，导致

局部 pH变化，离子传感器检测 pH变化，并将化学

信号转换成数字信号，从而可以实时判读碱基，最

终获得每个DNA片段的碱基序列。

1.3.5 基因型检测

选择 Coverage Analysis 和 Variant Caller 插件，

选择参考序列 hg19 和目标区域 chr16：215000 ⁃
236000与 chr11：5246400⁃5248600作为参考分析该

区域的覆盖度和测序深度及突变情况。Cover⁃
age Analysis 插件运行结束后会出现一个覆盖率

（On Target Rare）和测序深度（Sequencing Depth）
的文件，样品覆盖率在 95%以上，DNA 测序深度

在 500*以上认为测序结果可信；Variant Caller 插
件运行结束，每个样品都生成一个即 .xls 格式的

位点突变信息表格，下载下来，看是否检测出

hotspot 位点，记录每个样品的突变情况。对于

有突变的样本，可根据表格中的突变频率（Fre⁃
quency）判断为纯合突变还是杂合突变，Frequen⁃
cy 值在 40%~60%即为杂合突变，90%~100%则是

纯合突变。

运用生物信息学软件分析针对 chr16：215000⁃
236000 区域每个位点覆盖度情况，作图分析缺失

型 α⁃地贫的型别。若在 chr16：221913⁃221936 和

chr16：223631⁃223612 范围内有检测峰，且其他位

置没有检测峰，则是 α ⁃地贫正常；若在 chr16：
219303⁃219327 和 chr16：225173⁃225148 范围内有

检测峰，且其他位置没有检测峰，则是 4.2 纯合缺

失型；若在 chr16：221913⁃221936 和 chr16：227726⁃
227702范围内有检测峰，且其他位置没有检测峰，

则是 3.7纯合缺失型；若在 chr16：235908⁃235888和

chr16：215284⁃215308 范围内有检测峰，且其他位

置没有检测峰，则是 Sea纯合缺失型。若除了缺失

型对应位置有检测峰，在 chr16：221913⁃221936 和

chr16：223631⁃223612 范围内也有检测峰，则是杂

合缺失型。

将上述 1.3.1 中对 219例地贫患者外周全血样

本提取所得的 DNA另外进行一代测序（金标准测

序），以进一步验证本实验结果的准确性。

2 结果

2.1 α/β⁃地贫基因的检测结果

219 例地贫患者全血样本中，共检出 14 种突

变基因类型，包括 CD122、CD125及 CD142 3种 α⁃
地贫突变，11 种 β⁃地贫突变，分别为 IVS⁃II⁃654、
CD41⁃42、CD17、⁃28、CD27/28、CD71⁃72、CD14⁃15、
CD26、Initiation codon、IVS⁃I⁃1、CD43。其中，突变

类型为 IVS⁃II⁃654杂合共检出 39例，比例最高，占

17.81%，其次为 CD41⁃42 杂合、CD122 杂合、CD17
杂合、CD142 杂合，所占比例依次为 10.50%、

8.68%、5.94%、5.48%，具体信息见表 1。运用生物

信息学软件分析，共检出 5 种缺失型 α⁃地贫。其

表 1 219例 a/b⁃地贫基因突变类型和构成比

Table 1 Mutation types of a/b⁃ thalassemia gene
and composition ratio in 219 cases

突变类型

IVS⁃II⁃654杂合

CD41⁃42杂合

CD122杂合

CD17杂合

CD142杂合

CD125杂合

⁃28杂合

CD27/28杂合

CD142纯合

CD71⁃72杂合

CD125纯合

CD14⁃15杂合

CD26杂合

CD41⁃42纯合

Initiation codon杂合

IVS⁃I⁃1杂合

CD17杂合/CD122杂合

CD122纯合

CD43杂合

CD41⁃42杂合/CD122纯合

CD71⁃72杂合/⁃28杂合

CD71⁃72杂合/CD122杂合

IVS⁃II⁃654杂合/CD142纯合

IVS⁃II⁃654杂合/CD41⁃42杂合

IVS⁃II⁃654杂合/CD71⁃72杂合

碱基变化

C>T
delCTTT
C>G
A>T
T>C
T>C
A>G
insC
T>C
insA
T>C
insG
G>A

delCTTT
T>G
G>T

A>T/C>G
C>G
G>T

delCTTT/
C>G

insA/A>G
insA/C>G
C>T/T>C

C>T/
delCTTT
C>T/insA

n

39
23
19
13
12
8
7
6
5
3
2
2
2
2
2
2
2
1
1

1

1
1
1

1

1

比例（%）

17.81
10.50
8.68
5.94
5.48
3.65
3.20
2.74
2.28
1.37
0.91
0.91
0.91
0.91
0.91
0.91
0.91
0.46
0.46

0.46

0.46
0.46
0.46

0.46

0.46
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中 ，缺 失 类 型 为 ⁃ ⁃ SEA 杂 合 所 占 比 例 最 高 ，为

22.83%，共检出 50 例，⁃α3.7杂合缺失及⁃⁃SEA/⁃α3.7复

合缺失，分别检出 10 例、6 例，所占比例为 4.57%、

2.74%，具体信息见表 2。另外，检出 12 种复合型

突变与缺失类型，具体信息见表 3。经金标准测序

验证，219例地贫患者DNA样本的检测结果，其 α/
β⁃地贫基因缺失或突变的型别与本研究所检出各

例患者的地贫基因突变类型一一对应，符合率达

100%。

2.2 α⁃地贫缺失类型的作图分析

运用生物信息学软件分析针对 chr16：215000~
236000 区域每个位点的覆盖度，并作图分析缺失

型 α⁃地贫的型别，在 219 例地贫患者全血样本中

检出 5种缺失型 α⁃地贫，依次包括 3.7（纯合/杂合）

缺失、4.2杂合缺失、Sea（纯合/杂合）缺失、3.7&Sea
杂合缺失和 4.2&Sea 杂合缺失，具体峰图见图

1~8。

类型

Sea杂合

3.7杂合

3.7&Sea杂合

4.2杂合

4.2&Sea杂合

3.7纯合

Sea纯合

n
50
10
6
4
4
3
2

比例（%）

22.83
4.57
2.74
1.83
1.83
1.37
0.91

表 2 219例 a⁃地贫基因缺失类型和构成比

Table 2 Deletion types of a⁃ thalassemia gene and
composition ratio in 219 cases

突变类型

CD142纯合

CD125纯合

IVS⁃II⁃654杂合

CD122纯合

CD142纯合

⁃28杂合

CD17杂合

CD41⁃42杂合

CD41⁃42杂合/CD122纯合

CD71⁃72杂合

CD71⁃72杂合/⁃28杂合

IVS⁃II⁃654杂合/CD142纯合

缺失类型

Sea杂合

Sea杂合

Sea杂合

Sea杂合

4.2杂合

3.7杂合

Sea杂合

Sea杂合

3.7杂合

Sea杂合

Sea杂合

Sea杂合

n
4
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

比例（%）

1.83
0.91
0.91
0.46
0.46
0.46
0.46
0.46
0.46
0.46
0.46
0.46

表 3 219例 a/b⁃地贫基因复合型突变/缺失类型和构成比

Table 3 Compound mutation/deletion types of a/b
thalassemia gene and composition ratio in 219 casesz

图 1 3.7纯合缺失的检测分析图

Figure 1 Detection and analysis of 3.7 homozygous deletion

图 2 3.7杂合缺失的检测分析图

Figure 2 Detection and analysis of 3.7 heterozygous deletion

图 3 4.2杂合缺失的检测分析图

Figure 3 Detection and analysis of 4.2 heterozygous deletion
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图 4 Sea纯合缺失的检测分析图

Figure 4 Detection and analysis of Sea homozygous deletion

图 6 3.7&Sea杂合缺失的检测分析图

Figure 6 Detection and analysis of 3.7&Sea heterozygous
deletion

图 7 4.2&Sea杂合缺失的检测分析图

Figure 7 Detection and analysis of 4.2&Sea heterozygous
deletion

图 5 Sea杂合缺失的检测分析图

Figure 5 Detection and analysis of Sea heterozygous deletion 图 8 正常对照（非缺失型）的检测分析图

Figure 8 Detection and analysis of normal control
（non⁃deletion）

3 讨论

地贫是我国常见的一种遗传性血红蛋白疾

病，由珠蛋白基因的缺失或突变引起珠蛋白肽链

合成障碍所致。常见类型有 α ⁃地贫与 β ⁃地贫

2种。

基因缺失是 α⁃地贫最常见的突变类型。目前

已鉴定的 α⁃地贫缺失类型至少有 36种，东南亚缺

失型（⁃⁃SEA）、右侧缺失（⁃α3.7）和左侧缺失（⁃α4.2）是我

国最常见的 3种缺失类型［6］，国内Barts水肿胎儿的

基因型主要为（⁃⁃SEA/⁃⁃SEA）［7］。已发现非缺失型 α⁃地
贫基因点突变类型至少有 68多种［8］。

β ⁃地贫绝大多数由 β ⁃珠蛋白基因不同类型

的点突变所致，少数是由基因缺失所引起［7］。目

前，全世界已发现 200 多种 β⁃珠蛋白基因的突变

类型，在我国已报道有 49 种，其中南方地区报道

的有 47 种［9⁃10］。β⁃地贫的基因突变有着明显的地

域性或群体特异性，在我国最常见的是 CD41⁃42、
CD17、⁃28、CD26、IVS⁃II⁃654 和 CD71⁃72（+A），此

6种突变类型占全部突变类型的 95%以上［11］。

本研究采用 Amplicon 文库构建法，通过高通

量测序技术对 219 例地贫患者进行基因检测。共
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检出 14 种 α/β⁃地贫突变基因类型，5 种 α⁃地贫缺

失型基因类型，12种复合型 α/β⁃地贫突变/缺失基

因类型，且经金标准测序验证，检测结果均符合对

应突变型别。其中，IVS⁃II⁃654杂合共检出 39例，

所占比例为 17.81%，其次为 CD41⁃42杂合、CD122
杂合、CD17 杂合、CD142 杂合，所占比例依次为

10.50%、8.68%、5.94%、5.48%。与资料所显示的华

南地区以 CD41⁃42 最常见及广东、福建、湖北、香

港和台湾等地以 IVS⁃II⁃654、CD41⁃42 最为多见符

合［4］。

运用生物信息学软件分析，检测出⁃⁃SEA杂合共

50 例（22.83%），⁃α3.7杂合 10 例（4.57%）及⁃⁃SEA/⁃α3.7

复合缺失 6 例（2.74%）。与文献所报道的我国南

方地区最常见的 α⁃地贫基因型为⁃⁃SEA，其次是⁃α3.7、

⁃α4.2符合，其基因突变趋势也相似［12］。

随着分子生物学的日渐成熟及基因诊断的广

泛应用，当前对 α⁃地贫缺失类型检测的方法主要

有：Southern 杂交、实时荧光定量 PCR 结合溶解曲

线分析（DC）和 PCR体外基因扩增等［3，6，8，13］。用于

β⁃地贫点突变基因诊断的技术主要有：PCR⁃反向

斑点杂交法（PCR ⁃ flow though reverse dot blot，
PCR⁃RDB）、限制性片段长度多态性分析（restric⁃
tion fragment length polymorphism，RFLP）、高分辨

溶解曲线分析系统、基因芯片法等［11，14⁃15］。目前临

床实验室普遍采用跨越断裂点聚合酶链反应（Gap
⁃PCR）技术检测 α⁃地贫缺失类型。其基本原理是

设计在 α⁃链珠蛋白突变基因断裂点两侧的引物在

正常情况下由于扩增区域太长而无法扩增，而缺

失型基因扩增区域因缩短而能扩增。该方法简单

实用［14］，能很好地区分正常、杂合子和纯合子［6］，

但由于 α⁃链珠蛋白基因的高度同源和高 G+C 含

量，使得目的产物难以扩增。另外，由于 PCR技术

本身的高敏感性，样品容易受污染而得到假性结

果［3］。非缺失型 α⁃地贫突变和 β⁃地贫点突变的常

规检测方法为 PCR⁃反向斑点杂交法（PCR⁃RDB）
技术。其基本条件是固定在膜上的多种特异性探

针于同一条件下与 PCR产物进行杂交。该方法可

同时检测几种点突变，具有快速、简便、灵敏度高

和特异性强的特点，但操作繁琐、难以进行大批量

检测［11］，且易受各种试验因素、条件的影响，其稳

定性和重复性有待提高［14］。

本研究采用 Amplicon 文库构建法，基于高通

量测序平台技术进行地贫基因诊断，相较于传统

常规运用的血液学表型分析，能有效避免后者所

存在的漏诊、误诊现象。对比于目前普遍使用的

基因检测方法（如 Gap⁃PCR 和 PCR⁃RDB 等），其

共同点为同样涉及一个分别针对 α/β⁃链珠蛋白

基因进行 PCR 体外扩增的过程，其最大的不同之

处是关于 α/β⁃地贫基因缺失及突变的检测，前者

能够同时完成，且保证准确率，后者却需分别进

行，存在一定的局限性。现将该方法的优势归纳

如下：

同时针对 α⁃地贫基因缺失类型与 α/β⁃地贫基

因突变类型进行检测，操作简便化，能较大程度地

避免样本污染，也不易受各试验条件因素的影响；

效率高，从试验操作到结果分析的整个流程耗时

短；适用于大批量的临床样本检测，稳定性高，重复

性好，准确度强；所需样本量少，且对人体造成危害

的可能性极低；能一次性检测多种突变位点及缺

失类型，并可发现新的突变类型，具有较高的临床

与科研价值。由本次检测结果可看出，此方法

能迅速、有效、准确地检测出常见的⁃⁃SEA、⁃α3.7、⁃α4.2

3 种缺失型及 CD122、CD125、CD142 3种点突变类

型和我国常见的多种β⁃地贫基因突变位点。

因此，本研究所建立的Amplicon文库构建法，

基于高通量测序平台技术的基因检测为地贫的诊

断提供了快速可靠的参考依据，对指导优生优育，

防止中、重型地贫患儿出生，提高人口素质等具有

重要意义。
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RAS 家族之一的 KRAS 基因位于 12p12.1，编
码分子量为 21 kD、具有 GTP 酶活性的 p21 蛋

白［1］。KRAS 为 EGFR 信号传导通路 RAS⁃RAF⁃
MAPK中的重要因子。机体正常的 KRAS基因，通

过控制相关路径抑制癌细胞的生长。突变型

KRAS基因，在无需活化 EGFR的条件下，激活下游

信号传导通路，导致细胞的生长、增殖和凋亡发生

异常。细胞传导信号的紊乱以及增殖的失控会导

致细胞癌变。KRAS基因主要在第 12、13位密码子

上发生突变，以点突变为主，在第 61位密码子上可

见少数突变［2］。

KRAS 是人体肿瘤中常见的致癌基因，其中

20%~50%的结直肠癌患者伴有 KRAS 基因突变。

其突变出现在结直肠癌的早期阶段，不受治疗的

影响而维持稳定状态［3］。KRAS是第一个对临床治

疗结直肠癌的决策产生影响的生物标记物，是帮

助了解相关基因和癌症的发展预后、疗效的关键

指标。当 KRAS 基因为突变型时，则不建议采用

基于下一代测序平台的结直肠癌KRAS基因检测

李丽娟 1 罗婉珊 1 张家彬 1 王庆 1 吴英松 2★

［摘 要］ 目的 基于下一代测序技术，检测和分析结直肠癌 KRAS基因的突变情况，以及评估其

应用于临床分子诊断中的可行性。 方法 应用 Ion Proton半导体测序仪，检测 108例结直肠癌患者的石蜡

包埋组织样本的KRAS基因突变情况，并与作为金标准的一代测序检测结果进行对比。 结果 下一代测

序检测结果与一代测序检测结果基本一致，符合率为 94%，灵敏度高达 100%。 结论 通过对 108例临

床样本的检测分析后，该下一代测序检测方法可用于检测结直肠癌KRAS基因突变情况。

［关键词］ 下一代测序；结直肠癌；KRAS

Based on the next generation sequencing platform for detection colorectal
KRAS gene
LI Lijuan1，LUO Wanshan1, ZHANG Jiabin1, WANG Qing1, WU Yingsong2★

（1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou，Guangdong，China，510665；2. School of
Laboratory Medicine Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

[ABSTRACT] Objective Based on next generation sequencing technology, to detect and analyze of
KRAS gene mutations in colorectal cancer, and to assess the feasibility of its application in clinical molecular
diagnosis. Methods KRAS gene mutation was detected in paraffin embedded tissue samples from 108 cases
of colorectal cancer by Ion Proton semiconductor sequencer. The results were compared with the results from
Sanger sequencing which is the gold standard. Results The results of the next generation sequencing were
consistent with the results of gold standard, with the accuracy rate of 94% and sensitivity up to 100% .
Conclusion Through the detection and analysis of 108 cases of clinical samples, this next generation
sequencing method is valid for detection of KRAS gene mutation in colorectal cancer.

[KEY WORDS] Next generation sequencing; Colorectal cancer; KRAS
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EGFR 靶向药物。临床研究表明，当患者本身为

KRAS 基因野生型即不存在 KRAS 基因突变，服用

EGFR 有关靶向治疗药物，能获得明显的治疗效

果。例如非 KRAS 基因突变的结直肠癌患者，可

受益于西妥昔和帕尼单抗等 EGFR 抗体药物［4］。

美国癌症综合网络（National Comprehensive Can⁃
cer Network，NCCN）提出肿瘤患者必须先检测

KRAS 基因突变，再选择 EGFR 靶向药物。KRAS
基因突变检测已被 NCCN 列为《结肠癌临床治疗

指南》与《直肠癌临床治疗指南》临床用药必检

项目。

目前，应用下一代测序技术检测 KRAS基因突

变的方法有多种。本研究应用 Ion Torrent 半导体

测序技术［5］，对 108 例结直肠癌病理样本进行

KRAS基因的突变检测，并与一代测序检测结果进

行对比。旨在探讨下一代测序检测方法在临床检

测结直肠癌KRAS基因突变的可行性。

1 材料与方法

1.1 样本采集

随机选取 2015 年 1 月至 2015 年 12 月宁波市

第二医院结直肠癌患者的石蜡包埋组织样本 108
例，其中男性 64 例，女性 44 例，年龄在 32~90 岁，

平均年龄 64岁。本研究经此医院医学伦理委员会

批准，且患者均知情同意。

1.2 主要试剂和仪器

1.2.1 主要试剂

本研究主要使用的试剂见表 1。

试剂名称

环保脱蜡剂

QIAamp DNA FFPE Tissue KIT(50)
Qubit dsDNA HS Assay Kit

Nuclease⁃Free Water
Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0

Ion PITM Hi⁃QTM OT2 Reagents 200 kit
Ion PITM Hi⁃QTM Sequencing 200 Kit

货号

004TL001⁃8
56404
Q32854
AM9932
4480441
A26434
A26433

厂家

广州和实生物技术有限公司

Qiagen公司(德国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

表 1 试剂信息表

Table 1 The information of reagents

表 2 仪器信息表

Table 2 The information of instruments

仪器名称

ABI 3500 DX基因分析仪

小型高速离心机

Veriti PCR仪

Qubit®3.0荧光定量仪

荧光定量 PCR仪

Ion One TouchTM 2.0 System
Ion ProtonTM System

货号

4406019
5430

4375786
Q33216
ABI7500
4474779
4476610

厂家

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Eppendorf公司（德国）

Thermo Fisher Scientific公司（新加坡）

Thermo Fisher Scientific公司（马来西亚）

Thermo Fisher Scientific公司（新加坡）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

Thermo Fisher Scientific公司（美国）

1.2.2 主要仪器

本研究主要使用的仪器见表 2。
1.3 检测方法

1.3.1 DNA提取

采用环保脱蜡剂对石蜡包埋组织样本进行脱

蜡处理，按照 QIAamp DNA FFPE Tissue KIT（50）
说明书提取样本的DNA，用 Qubit®3.0荧光定量仪

定量。

1.3.2 文库构建和定量

采用 Ion AmpliSeq LibraryTM Kit 2.0 进行文库

构建。关键步骤包括：目的片段的 PCR扩增反应，

消除部分引物序列，加 P1接头和特异性接头以及

文库的纯化。

采用Qubit®3.0荧光定量仪进行文库定量。根

·· 402



分子诊断与治疗杂志 2016年 11月 第 8卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2016, Vol. 8 No. 6

据下列公式将文库稀释到 200 pmol/L，稀释后采

用荧光定量 PCR 仪定量，等质量混合后进行模板

制备。一次测序反应，最多可以混合 96 个不同特

异性接头的样本（包括阳性质控品和阴性质控

品）。

稀释倍数= 文库浓度 × 107

660 × 200 × 2
1.3.3 模板制备与富集

按照 Ion PITM Hi⁃QTM OT2 Reagents 200 kit说明

书进行操作，适量的上样体积与 ISP磁珠。关键步

骤：通过反应过滤器形成油包水型，PCR 扩增反

应，离心回收制备好的模板颗粒，Ion One TouchTM

ES的磁珠技术分离得到阳性模板。

1.3.4 上机测序

采用 Ion PITM Hi⁃QTM Sequencing 200 Kit，加入

质控模板，退火，Loading 测序芯片，加测序酶。

108例样本分 2张芯片进行上机测序。

1.3.5 结果分析

利用测序仪配套服务器和软件进行序列比对

和分析。

运行 Variant Caller 和 Coverage Analysis 插件，

得到样本的分析结果。点击“筛选”，在“Allele Call”
选项中，筛选保留“Homozygous”和“Heterozygous”；
在“Allele Source”选项中，筛选保留“Hotspot”；在

“Frequency”选项中，筛选保留“≥ 5”的数值；在“Cov⁃
erage”选项中，筛选保留“≥ 2500”的数值。

1.4 一代测序对照实验

将上述提取的 108例DNA样本同时应用ABI
3500 DX 基因分析仪及配套试剂进行检测，运行

SeqScanner 程序，导入测序结果。按 Find 快捷键，

查找序列“AGTTGGAGCT”。此序列往后的第 1~6
个碱基，分别为 KRAS第 12、13密码子。12号密码

子野生型为 GGT，13 号密码子野生型为 GGC；否

则为KRAS 外显子 2突变，详细见表 3。

外显子

2

COSMIC ID
COSM516
COSM517
COSM518
COSM520
COSM521
COSM522
COSM532

突变名称

G12C
G12S
G12R
G12V
G12D
G12A
G13D

碱基变化

34G>T
34G>A
34G>C
35G>T
35G>A
35G>C
38G>A

查找序列

AGTTGGAGCT

查找序列往后的碱基序列

TGT
AGT
CGT
GTT
GAT
GCT

GGTGAC

表 3 突变信息表

Table 3 The information of mutations

1.5 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计分析软件，对结果进行一

致性检验，以Kappa≥0.75为一致性较好。

2 结果

2.1 测序结果分析

通过对 108 例结直肠癌石蜡包埋组织样本测

序结果分析，下一代测序结果检出 65 例为 KRAS
基因野生型并与一代测序结果完全一致，有 43 例

为 KRAS基因突变型，其中 37例 KRAS基因突变型

与一代测序结果完全一致，具体信息见表 4。
下一代测序检测结果中有 6 例 KRAS 基因突

变型与一代测序结果不一致，见表 5和图 1。
样本 NBE059、NBE071 下一代测序结果显示

6.7%、9.4%的突变频率；对应的一代测序峰图突变碱

基荧光信号弱（灵敏度＜20%），不足以判定其为阳

性。样本NBE020、NBE074和NBE077下一代测序

结果显示 5.3%、7.4%、5.0%的突变频率；对应的一代

测序峰图突变碱基峰与背景峰大体一致，判定其为

野生型。样本 NBE069下一代测序结果有 7.4%的

Gly12Cys突变，对应的一代测序峰图是野生型。

2.2 2种检测方法相关性分析

以金标准一代测序检测结果为基础，验证下

一代测序检测方法的可行性。通过相应公式计算

得到本实验灵敏度为 100%，特异性为 91.5%，阳性

预测值为 86%，阴性预测值为 100%，总符合率为

94%。以及采用 SPSS 20.0 统计分析软件，计算

Kappa为 0.881。2种测序结果统计具体见表 6。
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下一代测序阳性

下一代测序阴性

合计

一代测序

阳性

37（a）

0（c）

37（a+c）

一代测序

阴性

6（b）

65（d）

71（b+d）

合计

43（a+b）

65（c+d）

108（a+b+c+d）

表 6 测序结果比较

Table 6 The comparision of sequencing results

灵敏度=［a/（a+c）］×100%，特异性=［d/（b+d）］×100%，阳性预测值

=［a/（a+b）］×100%，阴性预测值=［d/（c+d）］×100%，总符合率=

［（a+d）/（a+b+c+d）］×100%

表 4 下一代测序检测结果

Table 4 The results of next generation sequencing

样本名称

NBE004
NBE005
NBE010
NBE014
NBE018

NBE025

NBE026
NBE028
NBE030
NBE035
NBE036
NBE038
NBE039
NBE043
NBE045
NBE052
NBE054
NBE056
NBE063
NBE064
NBE073
NBE078
NBE079
NBE082
NBE083
NBE085
NBE086
NBE091
NBE092
NBE093
NBE095
NBE097
NBE098
NBE099
NBE100
NBE104
NBE106

COSMIC ID
COSM522
COSM532
COSM532
COSM521
COSM521
COSM521
COSM516
COSM521
COSM520
COSM516
COSM518
COSM521
COSM521
COSM521
COSM521
COSM516
COSM532
COSM521
COSM521
COSM517
COSM521
COSM521
COSM516
COSM516
COSM520
COSM532
COSM521
COSM521
COSM521
COSM518
COSM521
COSM516
COSM522
COSM520
COSM521
COSM532
COSM516
COSM520

突变率（%）

35.9
33.0
27.2
12.7
21.7
17.2
24.4
19.3
36.4
35.2
23.6
21.0
28.8
27.0
17.9
12.7
35.7
21.2
43.2
54.7
27.5
26.3
15.7
14.9
11.2
17.5
26.9
23.9
79.1
26.3
14.4
43.8
28.7
23.4
25.8
54.5
36.3
35.6

覆盖度

3972
3996
3992
3988
3986
3026
3998
3980
3990
3996
3996
3968
3974
3978
3980
3996
3998
3994
3972
3996
3970
3976
3998
3998
3990
3982
3976
3966
3968
3992
3982
3992
3978
3994
3978
3996
3998
3988

表 5 下一代测序检测结果

Table 5 The results of next generation sequencing

样本名称

NBE020
NBE059
NBE069
NBE071
NBE074
NBE077

COSMIC ID
COSM521
COSM520
COSM516
COSM532
COSM532
COSM532

突变率（%）

5.3
6.7
7.4
9.4
7.4
5.0

覆盖度

3992
4000
3998
3992
4000
3992

3 讨论

作为金标准的一代测序法采用 Sanger 测序原

理，4 种荧光染料标记的 ddNTP，经过单引物 PCR
反应，采用毛细管电泳技术，实现目的片段的所有

碱基序列的检测。以准确、可靠、检测范围广等为

特点，同时具有耗时长、成本高，操作复杂、易污

染、灵敏度低等局限性［6］。主要针对已知突变基因

的位点设计引物，所以要明确知道该基因位点的

具体信息，对于没有明确的基因位点难以实现测

序反应。一代测序的目的在于寻找与疾病相关的

特定基因突变，若没有明确突变基因或筛查数量

众多的基因则难以完成［7］。本研究采用下一代测

序技术，经过 Ion Proton半导体测序仪能够检测出

目的片段的碱基序列。该系统采用天然核苷酸和

聚合酶、无需激发光源、荧光标记、焦磷酸酶化学

级联以及照相系统直接实时检测测序时产生的氢

离子浓度，有效提高碱基判读准确性［8］。测序反应

开始 5 min内即开始得到测序数据，单次运行耗时

2 h，测序芯片反应微孔大于 1.6亿，产出数据量可

达 10 G。相比一代测序具有检测快速，通量高，能

同时检测出多种不同的突变型别等优势［9］。

本研究对 108 例结直肠癌临床样本 KRAS 基

因检测结果显示，一代测序结果有 37例阳性（突变

率 34.3%），下一代测序结果有 43 例阳性（突变率

39.8%），2种方法符合率为 94%。与国内外相关报

告相符合。37例一代测序阳性样本在下一代测序

结果中显示较高的突变频率，此外下一代测序还
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aa bb

cc dd

ee ff

图 a~f 分别是NBE020，NBE059，NBE069，NBE071，NBE074，NBE077一代测序检测结果

图 1 一代测序检测结果

Figure 1 The results of Sanger sequencing

检测出 6 例突变频率比较低的样本（突变频率＞

5%，结果可信）。对应的 6例一代测序峰图由于突

变碱基荧光信号弱（灵敏度＜20%）或者突变碱基

峰与背景峰大体一致，判定其为野生型。一代测

序结果的准确性受测序仪器和设定条件的影响，

背景峰的高低也会影响判定结果。肿瘤异质性较

明显时，一代测序的峰图易受干扰，不能准确判断

突变类型，因此其灵敏度低［10］。下一代测序灵敏

度高达 100%，特异性为 91.5%，阳性预测值 86%，

阴性预测值 100%以及 Kappa 值＞0.75，验证下一

代测序结果与一代测序有很好的一致性。但 2 种

检测方法均未检测到第 61 密码子上的突变，可能

是由于样本量少、癌组织处理以及这些突变较少

见。因此需要扩大样本量进行深入研究加以

验证。

目前下一代测序技术广泛应用于肿瘤基础科

研中，鉴定肿瘤驱动基因突变，发现新的突变基因

和位点，并应用于新的药物靶点和生物标志物的研

发。在国外，下一代测序技术在临床诊断领域得到

一定的发展。根据相关肿瘤基因组的信息预测药

物的疗效，制订个体化诊疗方案，并为新药的临床

试验筛选合适的患者［11］。 本研究的下一代测序系

统具有高通量特点，一张芯片可以同时检测 1~96
例样本；并能检测出一代测序无法检测的低频率突

变位点，更好的满足结直肠癌临床分子诊断上的需

求［12］。
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［摘 要］ 目的 通过对 200例广东地区正常人进行耳聋基因突变筛查，获得耳聋相关基因突变检

测的数据库，初步筛出良性等位基因突变位点，以在对广东地区人群进行耳聋基因突变检测或筛查时，

降低数据分析的时间和增加对结果的风险预测能力。 方法 提取在广东地区收集到的 200例正常男女

样本（男女比例为 1∶1）的外周全血DNA，运用Ampliseq扩增技术以及 Life Technologies耳聋基因检测引

物池构建基因文库后进行下一代测序，确保每一个样本的测序结果获得足够的数据量，然后分析耳聋基

因突变位点。 结果 建立了使用 Life Technologies耳聋基因检测引物池构建基因文库的实验体系；经

过数据比对，筛选出 200例样本中突变率高达 80%~100%的良性等位基因突变点。 结论 通过对测序

结果的分析处理，筛除了针对广东地区人群突变率高但是不致病的良性耳聋基因突变位点，为今后广东

地区人群的耳聋基因突变筛查提供参考。

［关键词］ 耳聋；下一代测序；良性等位基因

Establishment of a gene mutation database in deafness from 200 health
individuals in Guangdong area
ZOU Jun1, YANG Linyan2, LUO Junming2, LIANG Zhikun2, YANG Xu3, ZHANG Lihong1★

(1. Pediatric Surgery of Jiangxi Provincial Childrens Hospital, Nanchang, Jiangxi China, 330006; 2. Guangzhou
Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 3. School of Basic Medical Science,
Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective To get deafness related gene mutation detection database and preliminarily
remove the positive allele mutations, 200 cases of normal people in the Guangdong area were screened, in
order to reduce the time of data analysis and increase the ability to predict the risk when detecting the mutation
of deafness gene in the population of the Guangdong area. Methods Peripheral blood DNA was extracted
from 200 normal samples collected in the Guangdong area (male to female ratio of 1:1). Gene library was
constructed by using Ampliseq amplification technology and primer pool of deafness genetic testing (Life
Technologies), and then next generation sequencing was done. Results The experimental system of gene
library was established using Life Technologies primer pools of deafness gene detection. Through data
comparison, mutation rate between 80% and 100% of 200 samples was selected. Conclusion By analysing
the sequencing results, deafness gene mutations which were benign and had high mutation rate of population in
Guangdong but not pathogenic were removed. That greatly reduced the time of data analysis, increased the
ability to predict the results of the risk, which would provide reference for deafness gene mutation screening of
Guangdong population in the future.

[KEY WORDS] Deafness; Next generation sequencing; Benign allele
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耳聋是一种临床上最常见的、严重影响人类

健康和生活质量的疾病，还会给社会带来巨大的

压力。其发病原因多种多样，环境影响、单基因突

变、多基因复合突变以及环境和遗传因素共同作

用等都可能引起耳聋。在所有的耳聋患者中，约

有一半属于遗传性耳聋。遗传性耳聋可分为综合

征型耳聋（syndromic hearing loss，SHL）和非综合

征型耳聋（nonsyndromic hearing loss，NSHL）。目

前为止，已有报道的耳聋有数百种，绝大多数的遗

传性耳聋属于NSHL，只有约 30%的遗传性耳聋病

例属于 SHL［1］。NSHL 的遗传模式涉及常染色体

隐性、染色体显性、X 连锁及线粒体遗传等，其中

线粒体遗传约占 1%［2］。其中常染色体隐性遗传，

约占 77%；常染色体显性遗传，约占 22%［3］。据遗

传学家估计，与耳聋相关的基因约有 200 多个，随

着分子遗传学和分子生物学的发展以及人们对遗

传性耳聋的研究不断深入［4］，目前近百个耳聋相关

基因已经被发现，其中 50 多个非综合征型遗传性

耳聋的基因被明确定位克隆。要减少遗传性耳聋

的发生，早期的预防与干预很重要，而对遗传性耳

聋进行预防与干预，重在对相关基因突变的检测

和筛查［5］。

Ion Torrent 是基于半导体芯片发展起来的新

一代革命性测序技术［6］，芯片的可测样本量在提高

的同时，相对应而产出的数据量亦是极为庞大的，

在分析耳聋相关基因的测序结果时，实验数据量

的简化显得越来越重要。通过筛选后，如果建立起

针对某一地区的耳聋基因突变数据库，能快速排除

掉人群中普遍存在的相关基因的良性突变位点或

者多态位点，就可以为进一步的分析并确定致病性

等位基因突变带来很大的方便。本研究对来自广

东地区的 200例正常人全血DNA样本进行耳聋基

因突变检测，得到测序结果后，对数据进行分析整

理后将高突变率的良性等位基因突变位点初步筛

除，为今后广东地区人群的耳聋基因筛查提供参

考，减少样本DNA测序及数据分析的工作量。

Ion Torrent 半导体测序技术相关的技术平台

包含文库构建、乳液 PCR 和测序。基本原理是在

多重 PCR 捕获得到的 DNA 片段两端加上通用的

测序接头，构建好可以用于测序的测序文库。利

用乳液 PCR 技术对测序文库进行扩增，形成测序

模板，通过对阳性模板进行富集以达到测序要

求。利用半导体测序系统对构建好的测序模板进

行测序，最终获得每个 DNA片段的碱基序列。通

过生物信息学分析把这些序列定位到人类基因组

参考图谱上，分析样本 DNA序列覆盖到耳聋相关

基因的位置区域，统计确定位置的碱基序列信息，

是否发生突变，发生突变的频率为多少，即可判断

疾病类型，并且判断为杂合突变或是纯合突变，进

而实现对耳聋相关基因型别的确定［7］。与第一代

Sanger 测序技术相比，该技术在很短的时间内能

够实现对上百亿个碱基对进行测序的愿望，一次

就可以测定几十万到几百万条 DNA分子的序列，

这满足了极短时间内对基因组进行高分辨率检测

的要求［8］。

1 材料和方法

1.1 研究对象和样本

收集来自广东地区正常男女外周全血样本

200 例，其中，男性样本 100 例（来自南方医科大

学南方医院），女性样本 100 例（其中 11 例来自

南方医科大学南方医院，89 例来自广东地区其

他医院），男女比例为 1∶1。耳聋患者外周全血

样本 50 例（来自南方医科大学南方医院）。使用

QIAamp DNeasy Blood & Tissue Kit 全血 DNA 提

取试剂盒（具体操作按试剂盒说明书）对每个样

本取 200 μL 进行基因组提取，后用 Qubit®3.0 荧

光计和 Nano⁃100 微量分光光度计检测所提取到

的 DNA 浓度和纯度。满足浓度 20~50 ng/μL，纯

度 OD260/280=1.7~2.0。实验检测前 DNA 样本在 -
80℃储存。

1.2 文库的制备

使用 200例样本中提取的全血基因组DNA进

行基因组文库构建，每个样本取 30 ng全血基因组

进行实验，使用 Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0和耳

聋 基 因 突 变 检 测 引 物 池 HearingLoss100v1
（IAD2530702）（下称 panel，panel 所覆盖的基因如

表 1所示）（Life Technologies，美国）制备基因组文

库，利用AMPure XP beads 对文库进行片段选择和

纯化：0.5 倍 AMPure XP beads 去除文库中的大片

段 DNA；1.2 倍磁珠可以捕获理论大小的 DNA 文

库片段。

基因组文库构建完成后，用 Qubit®3.0 检测文

库浓度，Agilent High Sensitivity DNA Kit（Agilent
Technologies，美国）和安捷伦 2100 生物分析仪测

定文库片段大小。
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覆盖基因

ACTG1，CCDC50，CDH23，CEACAM16，CLDN14，COCH，COL11A2，CRYM，DFNA5，DIAPH1，ESPN，ESRRB，EYA4，GIPC3，
GJB2，GJB3，GJB6，GPSM2，GRHL2，GRXCR1，HGF，ILDR1，KCNQ4，LHFPL5，LOXHD1，LRTOMT，MARVELD2，MSRB3，
MYH14，MYH9，MYO15A，MYO1A，MYO3A，MYO6，MYO7A，OTOA，OTOF，PCDH15，DFNB59，POU4F3，PTPRQ，RDX，SER⁃
PINB6，SLC17A8，SLC26A4，SLC26A5，SMAC，STRC，TECTA，TJP2，TMC1，TMIE，TMPRSS3，TPRN，TRIOBP，USH1C，WFS1，
WHRN，POU3F4，PRPS1，SMPX，USH2A，MIRN96

表 1 耳聋 panel覆盖的基因

Table 1 Genes in deafness panel

方法

编号

浓度（ng/μL）

方法 1

1

0.152

2

0.180

3

0.162

方法 2

4

0.553

5

0.537

6

0.610

方法 3

7

0.766

8

0.832

9

0.815

表 3 文库浓度对比

Table 3 Comparison of library concentration

1.3 模板制备和测序

将每个样本的基因组文库稀释至 100 pmol/L，
将稀释后的文库每 40 个等量混合后，用 Ion PI™
Ion Sphere™ Particles（ISPs）通过One Touch™ 2.0仪

器进行乳液 PCR，仪器运行结束后，再用 Ion One⁃
Touch™ ES富集 ISPs珠子。将富集后的 ISPs珠子转

到 Ion PI™ Chip v3测序芯片上，使用 Ion PITM Hi⁃Q™
Sequencing 200 Kit（Life Technologies，美国）试剂

在 Ion Proton测序仪上进行测序。

1.4 数据分析处理

测序完成后，待仪器内部缓存转载至服务器

上后，则可通过电脑连接服务器选择相应插件进

行数据处理和分析，则通过此步处理后可将测序

得到的样本的基因组序列定位到人类基因组参考

图谱上，分析样本 DNA序列覆盖到耳聋相关基因

的位置区域，统计确定位置的碱基序列信息，判断

是否发生突变。

2 结果

2.1 耳聋突变基因检测文库的构建体系

在试剂盒 Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0 提供

的使用说明书的基础上，我们对文库构建的体系

进行了优化，每个样本文库构建起始 DNA量分别

为 19 ng、20 ng、21 ng，最后确定每个样本文库构

建的起始 DNA 量至少为 20 ng（低于 20 ng时构建

的文库浓度低于 0.2 ng/μL，而文库浓度若低于 0.2

ng/μL，将得不到测序结果）。因耳聋基因突变检

测 panel 有 2 个引物池，且每个样本用 2 个引物池

分别建库，即每个耳聋基因突变检测引物池进行

目的片段扩增（PCR）时，加入的样本 DNA 量至少

为 10 ng。所得文库终浓度均可达到 0.5 ng/μL 以

上。优化体系及结果如表 2、表 3所示。

2.2 检测结果

使用耳聋基因突变检测 panel 构建基因文库

后经测序所得数据显示，该 panel所覆盖的 63个耳

聋相关基因（见表 1）全部检出，覆盖度达 100%。

200例正常样本中，对耳聋相关基因进行突变

检测，其中 50%以上的基因位点共 35个，而本研究

中 80%~100%的样本都存在突变位点共有 25 个

（见表 4）。

组分

片段捕获反应液

引物池（Ⅰ/Ⅱ）

DNA

无核酸酶水

Total

反应体积（μL）

方法 1

2

5

2.5（19 ng）

0.5

10

方法 2

2

5

2.5(20 ng)

0.5

10

方法 3

2

5

2.5(21 ng)

0.5

10

表 2 DNA起始量的优化

Table 2 Optimization of initial dosage of DNA

每个样本用引物池Ⅰ，引物池Ⅱ分别进行 2个反应
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编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

基因名称

COL11A2

DFNA5

DFNB31

ESRRB

MYH14

MYH9

MYO15A

OTOF

TECTA

TRIOBP

WFS1

ILDR1

CCDC50

ACTG1

PCDH15

TJP2

USH2A

CDH23

HGF

POU3F4

LOXHD1

MYO3A

USH1C

TMIE

TMPRSS3

染色体位置

chr6

chr7

chr9

chr14

chr19

chr22

chr17

chr2

chr11

chr22

chr4

chr3

chr3

chr17

chr10

chr9

chr1

chr10

chr7

chrX

chr18

chr10

chr11

chr3

chr21

dbSNP ID

rs2229785

rs876305

rs6478078

rs2361293

rs3745509

rs710181

rs2955379

rs4335905

rs526433

rs8140958

rs1801212

rs2877561

rs188384

rs1139405

rs4935502

rs2309428

rs10864219

rs3802720

rs1800793

rs5921978

rs1377016

rs1999240

rs2240487

rs10578999

rs13047838

突变名

c.2700T>C

c.447A>G

c.2256G>C

c.885T>C

c.5430G>A

c.3429T>G

c.7185T>C

c.2736G>C

c.5171G>A

c.4129T>C

c.997G>A

c.1545T>G

c.50⁃4C>G

c.918C>T

c.1304A>C

c.1446C>A

c.6506T>C

c.366T>C

c.1272⁃4A>G

c.708G=

c.6107C>T

c.3937C>A

c.1188A>G

c.391_393delAAG

c.*2G>A

突变性质

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign

Benign[9⁃10]

突变样本数目

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

199

198

197

197

197

197

196

194

190

189

179

175

172

160

突变比率

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

99%

99%

99%

99%

99%

98%

97%

95%

95%

90%

88%

86%

80%

表 4 突变频率在 80%~100%范围内的基因位点的突变信息

Table 4 Mutation information of gene site which mutation frequency in the range of 80%~100%

2.3 数据库建立有效性验证结果

为了验证我们建立起来的耳聋基因突变数据

库的有效性，对 50 例耳聋患者进行耳聋基因突变

检测，按照试剂盒 Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0的

说明书构建基因组文库，并且进行模板制备和上

机测序，分析上机数据，选取其中 1例耳聋患者样

本在良性突变位点筛除前数据分析的结果与良性

突变位点筛除后分析数据的结果进行对比如表

5、表 6。经过对比可以看出建立数据库后，处

理数据时可以直接将良性的突变位点筛除掉，

而只显示我们需要的致病的突变位点信息，从

而验证了耳聋基因突变数据库的有效性，这样

也大大减少了工作量，并且节省了数据分析的

时间。

3 讨论

与耳聋相关的基因较多，而且遗传异质性较

强，但大多数耳聋是由少数几个基因突变导致

的［11］，这为临床开展耳聋基因诊断及产前诊断提

供了检测目标基因。目前结合产前诊断，耳聋基

因突变检测的目标人群主要有：聋人人群、新生儿

以及部分听力正常的人群。新生儿听力筛查中有

相当一部分携带 GJB2、SLC26A4基因突变或线粒

体 DNA突变的儿童表现为听力正常，但随着年龄

增长，听力逐渐下降，表现为迟发性耳聋的症

状［12］。因此，对他们进行基因突变检测，能够有效

做到早发现、早预防、早干预，对提高儿童听力健

康水平具有重要的意义［13］。
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样本的数

据分析条件

良性突

变位点

筛除前

突变位点

COL11A2:2700T>C
DFNA5:447A>G

DFNB31:2256G>C
ESRRB:885T>C
MYH14:5430G>A
MYH9:3429T>G

MYO15A:7185T>C
OTOF:2736G>C
TECTA:5171G>A
TRIOBP:4129T>C
WFS1:997G>A
ILDR1:1545T>G
CCDC50:50⁃4C>G
ACTG1:918C>T

PCDH15:1304A>C
TJP2:1446C>A

USH2A:6506T>C
CDH23:366T>C
HGF:1272⁃4A>G
POU3F4:708G=

LOXHD1:6107C>T
MYO3A:3937C>A
USH1C:1188A>G

TMIE:391_393delAAG
TMPRSS3:*2G>A
GJB3：538C>T
GJB3：547G>A

SLC26A4：281C>T
SLC26A4：589G>A

SLC26A4：IVS7⁃2A>G
SLC26A4：1174A>T
SLC26A4：1226G>A
SLC26A4：1229C>T

SLC26A4：IVS15+5G>A
SLC26A4：1975G>C
SLC26A4：2027T>A
SLC26A4：2162C>T
SLC26A4：2168A>G
GJB2：299_300delAT

GJB2：235delC
GJB2：176_191del16

GJB2：167delT
GJB2：35delG

12S_m.1494C>T
12S_m.1555A>G

突变

频率（%）

50
100
98.5
0

99.9
100
50
100
52.3
100
55.2
48.9
97
0

100
56
0

100
50
48.9
49
0

100
53
98
50.5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

测序

深度

485
2417
2518
1649
1211
1847
1168
1759
1494
1313
1377
1762
700
333
1161
1318
735
1813
2484
1830
1677
371
1925
2224
466
605
600
788
537
690
2183
2194
2139
130
1057
1018
2617
2625
1222
1223
1216
1220
854
780
138

表 5 耳聋患者检测结果（前）

Table 5 Detection results of deafness patient（before）

样本的数据

分析条件

良性突变

位点筛

除后

突变位点

GJB3：538C>T

GJB3：547G>A

SLC26A4：281C>T

SLC26A4：589G>A

SLC26A4：IVS7⁃2A>G

SLC26A4：1174A>T

SLC26A4：1226G>A

SLC26A4：1229C>T

SLC26A4：IVS15+5G>A

SLC26A4：1975G>C

SLC26A4：2027T>A

SLC26A4：2162C>T

SLC26A4：2168A>G

GJB2：299_300delAT

GJB2：235delC

GJB2：176_191del16

GJB2：167delT

GJB2：35delG

12S_m.1494C>T

12S_m.1555A>G

突变

频率（%）

50.5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

测序

深度

605

600

788

537

690

2183

2194

2139

130

1057

1018

2617

2625

1222

1223

1216

1220

854

780

138

表 6 耳聋患者检测结果（后）

Table 6 Detection results of deafness patient（after）

随着基因诊断技术的迅速发展，具有低成本、

高通量、高自动化程度等特征的第下一代测序技

术应运而生，该技术在很短的时间内能够实现对

上百亿个碱基对进行测序的愿望，一次就可以测

定几十万到几百万条 DNA分子的序列，这满足了

极短时间内对基因组进行高分辨率检测的要

求［12⁃14］。针对耳聋相关基因的筛查和检测，目前使

用最多的方法是基因测序技术，特别是近年来发

展起来的高通量测序技术，已经广泛应用于耳聋

基因突变的筛查诊断中。在进行高通量的基因测

序过程中，对结果中产生的大量数据进行高效、准

确的处理成为一个不容忽视的问题，但由于基因

突变具有普遍性、随机性、不定向性等特点［14］，在

测序过程中不可避免会有大量的非目标突变位点

被检测出来，如果能在繁杂的检测结果中快速的

分辨出致病的和新发的基因突变位点信息，则会
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为数据分析带来极大的方便。因此，高效的筛除

良性突变位点或人群中多态位点的信息是很有必

要的。

就耳聋基因突变检测和筛查的现状来看，一方

面，根据报道目前还没有成型的耳聋相关基因突变

的数据库，而且通过高通量测序法对正常人群或者

听力缺陷人群进行基因检测，结果会发现相当一部

分耳聋相关的基因突变位点是人群普遍携带的多

态位点，如果不将其过滤掉，每次分析数据都需要

重复筛除工作，造成不必要的工作负担。另一方

面，在耳聋基因的检测方面，目前的生物学和医学

实验室的工作重点是针对少量常见的耳聋基因突

变位点进行检测，在处理检测结果时，不可避免要

将一个大的数据背景排除，其工作量是很大的。同

时由于外在环境以及人类个体之间的差异等原因，

一些并非常见但又致病的基因突变位点确实是存

在的，而且新发的突变位点在不断地出现，因此针

对一些不明原因的致聋，我们在筛查常见致病位点

的同时，很有必要进行新发位点的查找和验证。而

这一工作要开展起来，首先也需要将人群中常见

的、耳聋基因相关的非致病的多态位点筛除，以降

低数据处理的难度。否则每次在处理数据时就如

大海捞针一样，需要在排除众多的多态位点后再一

一查找、验证新发致病位点。因此，我们建立起来

的针对广东地区的 200 例正常人耳聋基因突变数

据库，经过生物信息学分析，NCBI数据库检索，可

以有效地将验证为良性的 25 个多态位点筛除，这

样就解决了前人在进行耳聋基因突变检测是面对

的大的数据背景难以排除的难题。并且对数据库

的有效性进行了验证，选取 50 例耳聋样本进行构

建基因组文库、模板制备和上机测序，与未使用数

据库分析的正常样本的检测结果进行对比，结果

显示我们建立起来的耳聋基因突变数据库在后续

耳聋基因突变位点筛查时可以直接有效地屏蔽掉

相应的良性多态位点，这样大大减少了要处理的

数据量，降低了数据分析的时间、增加了对结果的

风险预测能力，为今后广东地区人群的耳聋基因突

变筛查提供参考。
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•综 述•

组织活检作为癌症诊断、分期和治疗决策的

主体，其角色已从简单的组织学检查演变为复杂

的遗传分析。尽管它很有效用，但仅仅代表一个

位置单个时间点的状态，往往不足以描述整个恶

性肿瘤的情况及其演变过程，因为附近组织可能

包含更多的遗传信息会影响到分期和治疗。而且

侵入性和活检固有的选择偏好性也限制了其作为

实时监控工具的有用性。为了克服这一缺点，人

们开始寻找各种肿瘤生物标志物，如蛋白质标记

物，循环肿瘤细胞和循环肿瘤 DNA（circulating tu⁃

人类癌症特异敏感标志物：循环肿瘤DNA

吴龙 1 王穗海 2 梁志坤 1★

［摘 要］ 循环肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）是由肿瘤细胞释放到血液循环系统中的

DNA，它可作为多种癌症的生物学标志物。ctDNA的检测具有操作简便快速、无创、特异性和高敏感性

等特征，以下一代测序（next⁃generation sequencing，NGS）技术为基础的 ctDNA分析方法可通过突变状态

反映肿瘤基因组信息，在肿瘤的研究领域和临床应用发挥重要的作用，可决策一个全新的癌症治疗方

案。ctDNA作为新兴的“液体活检”靶标，其具有广阔的应用前景和推进精准医疗的实施。本文概括了

ctDNA在多种癌症（乳腺癌、肺癌和结直肠癌）中的高频率突变基因、ctDNA的最新检测技术和 ctDNA在

临床诊断、疗效监控及预后判断中的良好效果，以推动 NGS 技术为基础的 ctDNA 检测方法在临床医学

中的应用。
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mor DNA，ctDNA）等。近几年，研究表明肿瘤患者

ctDNA所携带的肿瘤突变信息与肿瘤组织具有良

好的一致性［1⁃3］，因此肿瘤循环DNA引起了人们的

极大关注。Newman 等［4］发明的高敏感度 ctDNA
定量检测技术：肿瘤个性化深度测序分析方法

（cancer personalized profiling by deep sequencing，
CAPP⁃Seq），使得 ctDNA 的检测有了突出的进步，

从而使检测血液样品中低浓度 ctDNA 成为可能，

进而能够跟踪肿瘤的发展状态。本文就 ctDNA在

多种肿瘤诊疗中应用的情况及在肿瘤的诊断、疗

效监测及预后判断等方面的潜在作用进行介

绍，以推动下一代测序（next generation sequencing，
NGS）技术为基础的 ctDNA 检测方法在临床医学

中的应用。

1 ctDNA的特性

循环肿瘤DNA（ctDNA）指的是由肿瘤细胞释

放到血液循环系统中的 DNA。而细胞游离 DNA
（cell free DNA，cfDNA），或者叫血浆游离DNA，是

指血浆中游离存在的 DNA，它们有的来自于正常

细胞，有的来自于异常细胞（如肿瘤细胞），还有部

分来自于人体外部（如病毒 DNA）。正常 cfDNA
与 ctDNA 的区别在于是否存在突变。体细胞突

变，只在癌细胞或癌前细胞的基因组中，通常是单

碱基对取代，却不会存在于同一个体的正常细胞

的DNA中，这样才能保证 ctDNA作为特异性的生

物标记物。

2 肿瘤患者中的 ctDNA

在 20 世纪 40 年代后期第一次在人体循环中

发现游离的 DNA，随后在 20 世纪 70 年代分离出

了肿瘤特异性遗传物质。然而，ctDNA 检测的发

展相当缓慢，甚至落后于产前诊断。ctDNA 面临

的挑战包括充满变异，且血液中的 ctDNA 浓度较

低，特别是在早期肿瘤，这阻碍了它的快速发展和

更好地融入临床实践。幸运的是，靶向选择和扩

增方法技术以及测序方法的进步促进了这些微量

ctDNA 的检测。一种被称为磁珠乳液扩增（beads
emulsion amplification and magnetics，BEAMing）的

方法［5］，它能够靶向选择以增强靶区域的捕获效

率，使捕获的灵敏度高达 0.01％［6］。这样精准的检

测能力使研究人员能够探索 ctDNA 的临床适用

性，对癌症进行实时监控。

2.1 乳腺癌患者中 ctDNA
转移性乳腺癌需要对肿瘤的负荷进行监控，

以确定对治疗的反应，并且选择适宜的生物标志

物。Dawson 等［3］通过对 PIK3CA 和 TP53 的点突

变进行检测，发现 30位女性中有 29位（97％）的体

细胞基因组发生突变，成功地检测到 ctDNA，其表

达水平波动较大，并且波动与肿瘤负荷呈现出显

著的相关性。与此同时，ctDNA 比癌抗原 15⁃3
（CA15⁃3）和循环肿瘤细胞的检测具有更高的灵敏

度。Heidary 对转移乳腺癌相关基因（PCDH20，
OR4X1，ALK，DNPEP，SH3TC2，DDR2，MLL3，
PIK3CA）的检测，同样发现 ctDNA 水平表现出较

大范围的波动［7］。现在，40％乳腺癌患者存在

PIK3CA（I类磷脂酰肌醇⁃3⁃激酶（PI3K）催化亚基）

的体细胞突变，而 PIK3CA 则是调节 PI3K 信号转

导所必须。通过对 COSMIC数据库的检索同样可

以发现乳腺癌患者中的 PIK3CA 和 TP53这 2个基

因是高频率突变基因［8］。毫无疑问，在乳腺癌诊断

中，ctDNA 将有望成为替代癌抗原 15⁃3（CA15⁃3）
和循环肿瘤细胞成为新的肿瘤生物标志物，而对

PIK3CA 和 TP53进行检测则可以很好反应乳腺癌

状态。

2.2 肺癌患者中 ctDNA
Maheswaran 等［9］在肺癌细胞中检测到 EGFR

和 KRAS基因的突变，揭开了肺癌靶向治疗的可能

路径。Yung 等［10］使用数字聚合酶链反应（digital
polymerase chain reaction，dPCR）技术在非小细胞

肺癌（non⁃small⁃cell lung cancer，NSCLC）患者的血

浆 ctDNA 中检测到表皮生长因子受体（epidermal
growth factor receptor，EGFR）突变，其外显子 19 缺

失和 L858R 突变频率分别为 17%和 26%，与肿瘤

样本的测序结果相比较，肿瘤样本中 EGFR突变的

敏感性和特异性分别为 92%和 100%，同时，突变

序列的数量和临床应答呈相关关系。Punnoose
等［11］也观察到在血浆中 ctDNA 中 EGFR突变的状

态与相应的肿瘤组织大小是一致的，这意味着可

以使用 ctDNA 实时评估突变状态。Wang 等［12］发

现在非小细胞肺癌患者血浆 ctDNA中，KRAS突变

和相应肿瘤组织也呈相关关系，在血浆和肿瘤中

KRAS突变的一致性为 76.7%。美国大约 10%非小

细胞肺癌患者、东亚 35 %的非小细胞肺癌患者和

EGFR 有关［13 ⁃ 14］。非小细胞肺癌患者中，EGFR、
KRAS和 ALK几乎是单独起作用的，只要一个突变
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代替另一个突变都会影响靶向治疗反应。因此，

对 ctDNA的突变量进行监测可以很好评估肿瘤状

态，反应肿瘤是否发生及发生后的变化情况。

2.3 结直肠癌患者中 ctDNA
长期对结直肠癌遗传改变的观察发现，在大

肠癌患者血清或血浆中都可以检测到癌基因

KRAS、抑癌基因 TP53 和 APC 的基因突变［15］。大

肠癌患者细胞游离循环 DNA 中第一个鉴别的遗

传改变是癌基因 KRAS 的突变。大多数出版的文

章都致力于此标记的研究，主要有以下几个原因：

有原癌基因 KRAS 突变在大肠癌发病率较高（约

50％）［16-17］；结直肠癌发生的过程中，甚至是在腺

瘤阶段，原癌基因 KRAS 突变是最早的遗传改

变［18］；大约 80％的大肠癌患者癌基因表现出 KRAS
突变的范围很小，通常在密码子 12，偶尔在密码子

13，少数在第 61 位密码子［19-20］。通过等位基因特

异性引物定量聚合酶链反应技术，对 KRAS第 2外

显 子 7 个 点 突 变（G12V，G12A，G12D，G12S，
G12C，G12R 和 G13D）和 BRAF 第 15 外显子点突

变（V600E）进行分析，结果显示在 KRAS的 7 个第

二外显子突变和 BRAF V600E 突变的检出率分别

为 92%和 100%［21］。对 COSMIC 数据库检索可以

发现，这 7 个最频繁的 KRAS 突变占 KRAS 总突变

的 90％，BRAF V600E 突变占所有 BRAF 突变的

98％。ctDNA 中 KRAS 基因发生突变位点的一致

性，更有利于其作为肿瘤的生物标志物。

3 ctDNA检测技术

ctDNA 在血液循环中浓度很低且以碎片化呈

现，这是 ctDNA检测的主要挑战。目前，检测和分

析 ctDNA 的方法很多，这在杨超等［22］的文章中有

较为详细的介绍。之前大多数方法的灵敏度都偏

低，随着 ctDNA的发展和技术的进步，最近出现几

种高灵敏度的检测方法。 标记扩增深度测序

（tagged⁃amplicon deep sequencing，TAM⁃Seq）、数字

聚合酶链反应技术（digital PCR）、BEAMing、焦磷

酸活化的聚合反应（pyrophosphorolysis ⁃ activated
polymerization，PAP）和CAPP⁃Seq等的出现极大提

高了检测 ctDNA 的敏感性。使用数字聚合酶链反

应技术对晚期胃癌、胰腺癌、卵巢癌、结直肠癌和

乳腺癌等的 ctDNA检出率可达 75%以上［23］。使用

CAPP⁃Seq 方法对非小细胞肺癌设计可检测多类

型外显子改变，大于 95％肿瘤中可以检测到突

变［4］。对于 ctDNA在Ⅱ⁃Ⅳ期的NSCLC患者，敏感

性达到 100％，Ⅰ期 NSCLC 患者的敏感性达到

50％，该方法检测 EGFR 和 KRAS 中频率高于

0.1% 的突变时，检出率为 100%，特异性为 99%。

由此可见，CAPP⁃Seq 可用于局部晚期或转移性

NSCLC患者的非侵入性肿瘤基因分型。ctDNA的

水平与肿瘤体积显著相关，Ⅱ、Ⅲ期患者在放射治

疗过程中肿瘤会出现炎症或纤维化，导致影像学

检查无法正确判断肿瘤是否存在，而对 ctDNA 的

检测结果可以判断肿瘤的状态。因此，ctDNA 水

平与临床预后之间的相关性似乎优于影像学检

查，并提供了快速的反应评估。我们设想，对 ctD⁃
NA 的检测可以常规应用于临床检测和监测多样

恶性肿瘤，从而便于个体化的癌症疗法。

4 ctDNA的临床应用

随着二代基因测序技术的发展，ctDNA 检测

技术可以快速和高效地检测到肿瘤中的基因突

变，逐渐成为“液体活检”的主要手段，其临床运用

包括以下 3个方面。

4.1 癌症早期诊断与癌症分期

近年来，在影像学检查结果不明确的情况下，

循环生物标志物在评估疾病严重程度方面起到重

要作用，如 CA19⁃9、CA⁃125、甲胎蛋白（alphafeto⁃
protein，AFP）和前列腺特异性抗原（prostatic spe⁃
cific antigen，PSA）。然而很多的恶性肿瘤并不具

有可靠的蛋白质标记物，即使在有生物标志物的

疾病中，也有可能因为缺乏特异性而无法使用。

此外，多数的蛋白质生物标志物在血液循环中持

续时间较长，可达数周，要准确评估则需要等到数

周或数月后。而 ctDNA 的半衰期短（约 2 h），可动

态评估癌症情况。另外，ctDNA的检测准确性高，

且 ctDNA 水平与肿瘤的大小之间相关程度高，根

据 ctDNA的突变量的进行监测可以很好评估肿瘤

状态，进行早期诊断和肿瘤分期。

4.2 肿瘤的疗效评估

ctDNA 可作为安全可靠的疗效评估指标。肿

瘤患者在临床治疗过程中通常会产生药物抗性，

使得原本有效的药物失去治疗作用，其主要原因

可能是基因组成或蛋白调控通路发生改变。例

如，原发性结直肠癌患者血浆中的 NRAS 和 KRAS
DNA 片段原本不存在 16号密码子突变，使用 EG⁃
FR 阻滞剂治疗后，两者突变频率显著升高，患者
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可检出率约 46%［23］。研究发现，大约一半肺癌患

者对厄洛替尼和吉非替尼不敏感，主要原因是血

浆中 EGFR 的 DNA 中发生 T790M 突变［24］。在结

直肠癌中对阻断 EGFR的单克隆抗体西妥昔单抗

和帕尼单抗的二次抵抗则与 KRAS 突变或MET 基

因扩增有关［25⁃26］。因此，检测 ctDNA进行基因分析

可动态监测药物的靶向位点是否发生改变，筛选

出最佳治疗方案，快速有效地在临床耐药前采取

替代药物达到精准施药的效果，避免无效治疗并

减少药物产生的副作用。

4.3 复发监测和预后判断

肿瘤切除后，没有检测到 ctDNA与没有肿瘤复

发相关联。此外，各种类型的晚期癌症都能检测到

ctDNA 的存在。2007 年，BEAMing 扩增法的开发

者美国约翰霍普金斯大学 Vogelstein 和 Kinzler 对
18 名肠癌患者的 ctDNA 进行了跟踪。研究显示，

术后仍能检测到 ctDNA 的患者，基本上都出现了

复发，而术后未检测到 ctDNA 的患者，肠癌无复

发［27］。该项研究结果表明，ctDNA 能展现患者对手

术的应答情况。研究者在其他癌症中得到了类似

结果，包括卵巢癌、乳腺癌以及来自其他器官的肿

瘤，比如胰脏、膀胱、皮肤、胃、食道、肝脏和头颈。

与循环肿瘤细胞计数相比，ctDNA 在肿瘤特

异性突变的预后判断方面显示出明显的优越

性［28］。在晚期非小细胞肺癌患者的研究结果表

明，在基因突变检测方面 ctDNA 显示出较高的灵

敏度，同时在与之相匹配肿瘤的突变状态检测方

面，ctDNA 也显示出较高的一致性［29］。ctDNA 适

用于手术后的 6~8 周进行检测，以获得最佳的决

策方案［30］。因此，对血浆 ctDNA 进行检测可以作

为癌症患者的预后生物标志物，用来分析患者的

复发风险。

5 小结

与传统的组织活检或固相活检相比较，液态活

检呈现出巨大的优势。而在液体活检中，ctDNA、

比其他的肿瘤标记物具有准确性高、半衰期短等

优势。虽然 ctDNA 与其他标志物相比优势明显，

但是 ctDNA 的研究仍处于前期阶段，也具有一定

的局限性。其一，ctDNA的样本收集、处理等环节

没有标准化流程，各实验室之间存在差异；其二，

使用 ctDNA 进行肿瘤分期、临床转移和复发预测

时，暂时尚无标准的 ctDNA标志物及含量的阈值，

或矫正曲线；其三，使用 NGS 进行 ctDNA 检测成

本较高，进一步改进检测方法以降低成本显得尤

为重要。

综上所述，ctDNA 检测技术是一种操作简便

快速、无创、高敏感性和特异性的“液相活检”技

术，使用该技术对 ctDNA 进行检测能够突破肿瘤

异质性的限制，可反映肿瘤基因组信息，且有利于

掌握血液循环中的特异性突变，进行肿瘤的诊断、

疗效监测及预后判断等。因而 ctDNA将会越来越

多的用于肿瘤的预防以及个体化治疗的开展，从

而推进精准医疗的实施。
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非小细胞肺癌组织中ALK、ROS1、RET融合基因检
测方法的比较

郭文靖 1 朱安娜 1 吴英松 2★

［摘 要］ 非小细胞肺癌在恶性肿瘤中的发病率和死亡率中高居榜首，是中国首要的一个公共卫生

问题。近年出现的分子靶向药能显著改善非小细胞肺癌患者的生存质量，因此对患者突变基因的准确

检测显得尤为重要。目前临床上检测非小细胞肺癌患者 ALK、ROS1、RET融合基因的主要方法有荧光原

位杂交、免疫组织化学、逆转录聚合酶链反应以及新兴起的下一代测序，但这 4种方法优缺点各异。本

文通过比较这几种常见的检测方法，为融合基因检测方法的选择提供参考。

［关键词］ 非小细胞肺癌；ALK/ROS1/RET融合基因；荧光原位杂交；下一代测序

Comparison of detection methods of ALK/ROS1/RET fusion gene in non⁃small
cell lung cancer tissue
GUO Wenjing1，ZHU Anna1，WU Yingsong2★

(1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. School of Labratory
Medicine and Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] The morbidity and mortality of non⁃small lung cancer is the top rate of malignant tumor.
And it’s one of the important public health problems in China. In recent years, molecular targeted drugs can
significantly improve the quality of life of patients with non⁃small cell lung cancer. Therefore, it’s important to
detect mutation accurately. Nowadays there are fluorescence in situ hybridization, immunohistochemistry,
reverse transcription⁃polymerase chain reaction as well as next⁃generation sequencing to detect non⁃small lung
cancer. This article compares the common methods used in clinical, in order to provide references for the choice
of fusion gene detection.

[KEY WORDS] Non ⁃ small cell lung cancer; ALK/ROS1/RET fusion gene; Fluorescence in situ
hybridization; Next generation sequencing

肺癌是当今社会对人群健康和生命威胁最常

见的恶性肿瘤之一［1］，分别占男女性恶性肿瘤中的

第一位和第二位［2］。在中国，肺癌发病率和死亡率

远高于西方国家，且处于持续上升状态。统计显

示 2015年新增肺癌患者达 22万，死亡人数高达 15
万［2］。肺癌根据免疫组化主要分为 2大类：非小细

胞肺癌（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）和小细

胞肺癌，其中 NSCLC 约占 85％［3⁃4］。近几年，肺癌

患者中除了存在常见的肿瘤驱动突变基因 EGFR、
KRAS、BRAF外，还检测到存在间变性淋巴瘤激酶

（anaplastic lymphoma kinase，ALK）［5］、c⁃ros原癌基

因 1 酪氨酸激酶（c⁃ros oncogene 1 receptor tyrosine
kinase，ROS1）、RET 原癌基因（RET proto ⁃ onco⁃
gene，RET）基因融合的情况。
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目前，主要的治疗方式为手术、化疗、放疗。

但是随着对肿瘤发病机制和分子生物学的不断深

入研究，针对常见肺癌融合基因的靶向药以特异

性高，不良反应轻而逐渐进入人们视野。存在

ALK、ROS1 融合基因的肺癌患者在临床中使用

克唑替尼（crizotinib）的疗效显著［6⁃8］。此外，以

小分子酪氨酸激酶抑制剂为代表的靶向药已逐

步应用于临床试验，其中卡博替尼（cabozantinib）
治 疗 存 在 RET 融 合 阳 性 的 NSCLC 的 实 验

（NCT01639508）已经进入临床试验Ⅱ期［9］，靶向药

的出现推动了NSCLC治疗的发展。因此，对肺癌

患者融合基因的检测，提高患者的生存率具有十

分重要的意义。目前临床上检测非小细胞肺癌患

者 ALK、ROS1、RET融合基因的主要方法有荧光原

位杂交、免疫组织化学、逆转录聚合酶链反应以及

新兴起的下一代测序，但这 4种方法优缺点各异。

本文通过比较这几种常见的检测方法，为融合基

因检测方法的选择提供参考。

1 ALK、ROS1、RET基因融合及临床表现

特征

ALK 是一种跨膜受体的酪氨酸激酶，属于胰

岛素受体家族。ALK主要与棘皮动物微管相关蛋

白（echinoderm microtubule associated protein ⁃ like
4，EML4）发生融合，EML4 结构中的 N 末端碱基

区与肿瘤的形成有关。EML4⁃ALK 融合是因为 2
号染色体短臂发生倒位，导致 EML4 的 N⁃末端融

合到胞内ALK激酶区域［10］。融合后的 EML4启动

子可以驱动 EML4⁃ALK 转录活化表达融合蛋白，

ALK活化会导致细胞恶性转化。已发现的融合方

式有 10多种，其中以V1（EML4的 13外显子断裂）

和 V3 变体（EML4 的 6 外显子断裂）最常见［11］，常

见融合类型见表 1。ALK阳性NSCLC是肺癌的一

个特定分子亚型，常见于腺癌中，约占全部NSCLC
的 5％［12］，多见于年轻、不吸烟或少量吸烟的患

者［13］。临床上多用特异性激酶抑制剂治疗 EML4⁃
ALK融合患者，能显著延长生存期，中国国家食品

药品监督管理总局（China Food and Drug Adminis⁃
tration，CFDA）已批准克唑替尼用于治疗 ALK融合

基因阳性患者。

ROS1是一种原癌基因，位于 6号染色体上，属

于胰岛素受体家族的一种跨膜酪氨酸激酶，其细

胞外区域由 6个重复序列组成，与纤维连接蛋白具

有高度同源性，而纤维连接蛋白在细胞黏附中伴有

重要作用。在 NSCLC 中 ROS1 基因与 SLC34A2、
CD74发生融合占了 50%［14］，主要是由于 6 号染色

体易位造成的，常见融合见表 2。ROS1 基因发生

重排时丢失细胞外区域，保留跨膜和细胞内酪氨

酸激酶区域，主要发生在 ROS1基因的 32~36 外显

子。ROS1融合基因在NSCLC中发生率约为 1％~
2％［15］，和 ALK相似，常见于年轻、不吸烟或少量吸

烟的腺癌患者中［16］。

RET是一种酪氨酸激酶受体，由半胱氨酸组成

的细胞外区、跨膜区、催化酪氨酸激酶作用的细胞

内区组成，位于 10 号染色体，DNA 全长为 60 kb，
含有 21 个外显子，RET参与细胞增殖、神经传导、

细胞迁移和细胞分化。由于 10号染色体发生臂间

倒位［17］，导致和 KIF5B发生基因融合，常见与 RET
融合基因见表 3。KIF5B⁃RET 融合蛋白包含马达

结构域和 KIF5B 的卷曲螺旋结构域，通过卷曲螺

旋结构域的二聚化作用，该融合蛋白的 RET 酪氨

酸激酶活性可异常活化，从而促进肺癌的发生。

KIF5B⁃RET融合基因在NSCLC 中发生率约为 1％
~2％［17］，同样常见于不吸烟的肺腺癌患者中［18］。

临床上常用小分子酪氨酸激酶抑制剂进行治疗，

有临床报告显示肺癌中携带 RET融合的患者使用

卡博替尼、vandetanib（凡德他尼）有一定疗效。

2 检测 ALK、ROS1、RET基因融合的方法

及比较

针对 ALK、ROS1、RET 基因融合的患者，临床

常用的检测方法有荧光原位杂交（fuorescence in
situ hybridization，FISH）、免疫组织化学（immuno⁃
histochemistry，IHC）、逆转录聚合酶链反应（re⁃
verse transcription ⁃ polymerase chain reaction，RT ⁃
PCR）以及新兴起的下一代测序（next⁃generation
sequencing，NGS）。

2.1 荧光原位杂交（FISH）
FISH 的基本原理是将 DNA（或 RNA）探针用

特殊的核苷酸分子标记，然后将探针按照碱基互

补原则特异性结合待检测的单链核苷酸，从而使

探针杂交到染色体或 DNA纤维切片上，再用与荧

光素分子偶联的单克隆抗体与探针分子特异性结

合来检测 DNA 序列在染色体或 DNA 纤维切片上

的定性、定位、相对定量分析。针对检测基因是否

融合，可以通过在断裂位置两端设置不同颜色的
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常见与ALK融合的基因及外显子位置

EML4⁃ALK_V1
（E13；A20）

EML4⁃ALK_V2
（E20；A20）

EML4⁃ALK_V3a
（E6a；A20）

EML4⁃ALK_V3b
（E6b；A20）

EML4⁃ALK_V4
（E14；ins11del49A20）

EML4⁃ALK_V4alt
（E15del19；del20A20）

EML4⁃ALK_V5a
（E2；A20）

EML4⁃ALK_V5b
（E2；ins117A20）

EML4⁃ALK_V5alt
（E18；A20）

EML4⁃ALK_V6
（E13；ins69A20）

EML4⁃ALK_V7
（E14；del12A20）

KIF5B⁃ALK
（K17；A20）

ALK p.C1156Y
（c.G4374A）

ALK p.L1196M
（c.C4493A）

KIF5B⁃ALK
（K24；A20）

表 1 常见与ALK融合的基因及外显子位置

Table 1 Common genes fuse with ALK and the location of the exons

常见与 ROS1融合的基因及外显子位置

CD74⁃ROS1
（C6⁃R32）

CD74⁃ROS1
（C6⁃R34）

EZR⁃ROS1
（E10⁃R34）

SDC4⁃ROS1
（S2⁃R32）

SDC4⁃ROS1
（S4⁃R32）

SDC4⁃ROS1
（S4⁃R34）

LRIG3⁃ROS1
（L16⁃R35）

TPM3⁃ROS1
（T8⁃R35）

SLC34A2⁃ROS1
（S4⁃R32）

SLC34A2⁃ROS1
（S4⁃R34）

SLC34A2⁃ROS1
（S13 568bp⁃R32）

SLC34A2⁃ROS1
（S13 568bp⁃R34）

FIG（GOPC）⁃ROS1（S）
（F3⁃R36）

FIG（GOPC）⁃ROS1（L）
（F7⁃R35）

表 2 常见与ROS1融合的基因及外显子位置

Table 2 Common genes fuse with ROS1 and the location of the exons

常见与 RET融合的基因及外显子位置

KIF5B⁃RET（K15；R12）

KIF5B⁃RET（K16；R12）

KIF5B⁃RET（K22；R12）

KIF5B⁃RET（K23；R12）

KIF5B⁃RET（K24；R11）

CCDC6⁃RET（C1；R12）

表 3 常见与RET融合的基因及外显子位置

Table 3 Common genes fuse with RET and the location of the exons

探针，在发生断裂融合的细胞中，2 种颜色的探针

相互分离，而在没有发生断裂融合的细胞则表现

为 2种颜色相互重叠或靠近。

FISH 是目前检测肺癌融合基因的“金标准”，

确定适合的抗体快速检测ALK表达蛋白是否发生

融合是初步筛查 ALK 重排的关键［19］。目前常见

的商品化试剂盒有 Cytocell 的 ROS1 Dual Color
Break Apart Probe，德国 ZytoVision 的产品 Zyto⁃
Light® SPEC RET Dual Color Break Apart Probe。
经 CFDA 批准的试剂盒有益善生物技术股份有限

公司的 ALK 基因重排检测试剂盒。虽然 FISH 专

业性强，但在一次实验中不能区分不同类型的融

合配体，且无法检测 RNA 编码和内含子异常的情

况。在结果方面需资深人员进行判断，有不少患

者用 FISH检测结果为阴性，但在药物治疗方面获

得良好的疗效［20］。由于 FISH 是在细胞层面上进

行病理学的分析，但晚期NSCLC患者只能提供极

小块的活检组织，这导致难以保证有足够细胞进

行阳性结果的判读。

2.2 免疫组织化学（IHC）
免疫组织化学根据抗体和抗原之间的结合具

有高度的特异性特征，将已知抗体标上荧光素，以

此作为探针检查细胞或组织内的相应抗原，在荧

光显微镜下观察。当抗原抗体复合物中的荧光素

受激发光的照射后会发出一定波长的荧光，从而

可以确定组织中的抗原定位或定量。目前商品化

的 ALK IHC 染色的抗体主要有 D5F3、5A4［21］，常

规的判断方法如下：肿瘤细胞无任何染色，阴性；

肿瘤细胞呈浅棕色，且没有任何背景染色，弱阳

性；肿瘤细胞呈棕色，阳性；肿瘤细胞呈深棕色，强
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阳性［22］。经美国食品药品监督管理局（Food and
Drug Administration，FDA）批 准 上 市 的 试 剂 盒

VENTANA ALK（D5F3）CDx Assay 采用了兔单

克隆抗体检测 ALK 基因融合。IHC 简便易行，价

格比 FISH 便宜，操作方法成熟［23］，因而成为临床

诊断常用的筛查方法，推荐条件缺乏的实验室可

采用此方法进行小样本活检组织的检测，但由于

IHC阳性判读标准不统一，不能敏感检测出基因蛋

白，此方法的准确性等因素仍在评价中［19］，所以对

于阳性的样本必须经过 FISH、RT⁃PCR 或 NGS 中

的至少其中一种方法进行确认。

2.3 逆转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）
逆转录聚合酶链反应是先将 RNA 反转录为

cDNA，然后以 cDNA为模板扩增合成目的片段，结

合荧光标记的方法，在 PCR反应体系中加入荧光基

团，利用荧光信号累积实时监测整个 PCR进程，最

后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法，

即每循环一次收集一个数据，建立实时扩增曲线，得

到Ct值，从而确定起始模板的拷贝数。CFDA已认

证厦门艾德生物医药科技有限公司的人类 EML4⁃
ALK融合基因检测试剂盒，但此试剂盒用荧光 PCR
法只能检测少数几种已知与ALK融合的基因类型，

这严重影响了 RT⁃PCR 法在临床上检测的应用。

RT⁃PCR方法是比 FISH、IHC更为敏感的一种检测

方法［24］，但此方法对组织RNA质量要求高，需要足

够大的引物组以涵盖所潜在的所有融合基因，而且

可能存在大量潜在的基因亚型无法检测［25］。由于

PCR可能导致非特异性扩增造成假阴性的结果，建

议阳性样本再通过直接测序法进行验证［26］。

2.4 下一代测序（NGS）
NGS 是一种能对几十万到几百万条 DNA 分

子进行大规模平行测序的技术。传统获取生物核

苷酸序列的方法主要依靠直接测序法，即 Sanger
测序法，其利用双脱氧核苷酸末端终止法的原理

完成了对人类基因组序列的测定，但 Sanger 测序

法无法检测移位或基因拷贝数变化等基因突变类

型，难以完成没有明确致病基因位点及大样本突

变位点的筛查，且存在高成本的问题。随着千元

测序人类基因组的提出，催生了以高通量、信息量

大、灵敏度高、低成本著称的NGS技术［27］。

NGS 各大平台在通量、测序长度、覆盖度、运

行时间和测序原理上各异。目前有 illumina的 So⁃
lexa、ABI 的 Solid 和 Life Technologies 的 Ion Tor⁃

rent平台。NGS技术主要用于 3大方面：针对疾病

的靶向基因测序，全外显子测序和全基因组测

序［28］。NGS 技术主要流程包括患者样本的采集，

DNA/RNA 的提取，基于多重 PCR 方法的文库构

建，目的片段的扩增及富集，上机测序及数据分

析。当 FISH和 IHC结果异常时，NGS更被倾向用

于进行最终确认［29］。随着认识到血液中存在循环

肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA），通过

NGS 进行液体活检［30］，无创筛查成为了热门研究

方向，此不仅有利于肿瘤的早期诊断，还可以动态

观察肿瘤的发生发展，及时调整治疗方法。目前

ThermoFisher 的产品 oncomine fusion panel 已获得

CE⁃IVD认证，同时已商品化的试剂盒有ArcherDx
的 fusionplexTM ALK、RET、ROS1 V2 panel。这 2 款

试剂盒都可同时检测 ALK、ROS1、RET 3个融合基

因。NGS 在检测方面所需 RNA 量少至 10 ng，在
一次实验中能靶向获取目的片段进行全部融合基

因的分析，且准确度高；在数据分析方面，NGS 通

量高，信息获取量大，可以明确各融合基因的配体

类型［31］，分析自动化，并可以通过优化算法［32］，减

少人为判断错误的情况，但是肿瘤异质性的问题

会影响结果的准确性。4种方法相比之下 NGS更

适合大规模普查NSCLC的融合基因。

3 展望

肺癌的发生发展涉及到基因、环境，是一个极

其复杂的过程。所幸目前的小分子酪氨酸激酶抑

制剂对有 ALK、ROS1、RET 融合基因的 NSCLC 患

者存在较好的效果，但是为了更大程度延长患者

生存期，分子靶向治疗如何结合手术，化疗，放疗

等治疗方法是一个需要临床试验不断验证的过

程。在常见驱动突变基因 EGFR、KRAS、BRAF 等

野生型的非小细胞肺癌患者中，寻找一种高敏感、

高特异性检测 ALK、ROS1、RET融合基因的方法显

得十分必要。NGS 作为一种新兴起的检测技术，

可同时对相应突变区域进行高深度测序，利用生

物信息学最终确认融合变异类型并不断发现新的

融合分子类型，从而可以用于临床在最佳治疗时

期选择相应的分子靶向药物，同时规避容易耐受

的药物，但相对传统在原位进行检测的方法，NGS
仍需多中心、大规模的临床验证。若研究成果能

用于临床检测，这对 NSCLC 患者的早期诊断、治

疗及预后具有极其重要的价值。
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1993 年，P53 被《科学》（science）杂志选为“年

度分子”，具有“基因组卫士”的称号。作为一重要

的转录因子，P53 蛋白具有发现并暂停带有损伤

DNA的细胞分裂、修复损伤DNA或激活损伤细胞

的凋亡途径、调控细胞的正常分裂和分化、防止肿

瘤发生的功能。然而，研究表明其突变几乎在所

有肿瘤中是最高的，超过 50%的恶性肿瘤存在 p53
突变［1］。p53 基因（p53 gene）的高突变率，提示其

p53基因突变检测方法的演进和趋势

张艳霞 1 杨学习 2★

［摘 要］ p53基因是肿瘤蛋白 P53（tumor protein p53）的编码基因，在维持基因组稳定、调控细胞

周期和凋亡及抑制肿瘤血管生成中发挥着重要的作用。p53基因突变信息在肿瘤分子筛查诊断、预防、

药物疗法选择等方面具有重要的参考价值。本文分析了 p53基因与 P53蛋白突变检测的重要性、突变检

测方法的发展概况，如传统的 DNA 测序、限制性片段长度多态性（restriction fragment length polymor⁃
phism，RFLP）、单链构像多态性（single⁃stranded conformation polymorphism，SSCP）等 8 类实验室常规基

因突变检测策略及酵母中分离的等位基因功能分析技术（separation of gene function analysis in yeast，FA⁃
SAY），近年来新兴的技术包括生物传感器、芯片、高分辨率溶解曲线（high resolution melting，HRM），及

下一代测序技术，以期较为全面地展示现今 p53及 P53突变检测的整体情况，为 p53或其他基因突变研

究者选择突变检测方法提供参考。

［关键词］ p53基因；突变检测；下一代测序

Evolution and trends of the detection methods for p53 gene mutation
ZHANG Yanxia1，YANG Xuexi2★

（1. Guangzhou Darui Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou，Guangdong，China，510665；2. School of Labora⁃
tory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

[ABSTRACT] p53 gene is the tumor protein P53⁃coding⁃gene. Tumor protein P53 plays important roles
in keeping genomic stability, regulating and controlling cell cycle and cell apoptosis as well as suppressing an⁃
giogenesis of tumors. p53 gene mutation information can provide great reference value for molecular screening
or diagnosis, prognosis of tumors and optimal choices in drugs or treatments, etc. By analyzing or introducing
p53 gene and protein P53 and the importance of their mutation detection, development status of methods for
their mutation detection, such as 8 categories of traditional and conventional laboratory methods including
DNA sequencing, restriction fragment length polymorphism (RFLP）, single ⁃ stranded conformation polymor⁃
phism (SSCP）and separation of gene function analysis in yeast (FASAY），and emerging technologies includ⁃
ing bio⁃sensor chip, high resolution melting (HRM) and the next generation sequencing technology. This re⁃
view may help readers quickly learn the overall situation of mutation detection of p53 and P53 and provide in⁃
vestigators with useful reference on the p53 and other gene mutation detection methods.

[KEY WORDS] p53 gene；Mutation detection；Next generation sequencing
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在肿瘤的发生发展中发挥着关键性的作用，p53与

P53的突变检测具有重要的临床和科研意义。本文

通过文献概述了 p53基因与 P53蛋白突变检测的重

要性，并指出它在早期的肿瘤易感性评估及预防、癌

症早期诊断、耐药机制及治疗方法的优化、预后判断

等方面起重要作用，是肿瘤精准医疗中不可忽视的参

考基因之一。其次，重点对p53突变检测相关方法的

发展历史和趋势进行阐述，并从传统方法、生物传感

器等新兴热点技术及下一代测序3个角度简要介绍，

特别是下一代测序的发展及其在 p53基因突变研究

中的现状，帮助相关研究者了解 p53与P53突变检测

方法的整体情况，快速选择合适的检测方法。

1 p53基因及其突变检测的重要性

p53 基因，编码 P53 蛋白，自发现以来一直是

肿瘤分子生物学领域最为热门的基因之一。起

初，由于癌症病人体内 p53 基因经常发生突变导

致其蛋白功能改变，P53 蛋白被视为癌蛋白。随

后十多年的研究，使科学家们认识到 P53 实际为

抑癌蛋白［2］。人类 p53 基因位于染色体 17p13。
区，全长约 20 Kb，由 11 个外显子和 10 个内含子

组成，因编码一种分子质量为 53 KDa的蛋白质而

得名［3］。P53 蛋白单体全长 393 个氨基酸残基，至

少包括 3 个功能：N 端功能域、DNA 结合域（DNA
binding domain，DBD）及 C 端功能域。不同物种

之间，DNA 结合域的氨基酸序列是进化的保守

序列，其编码区为 5~8 外显子，能与特定的 DNA
序列结合，既是 p53 基因突变多发区域，也是 P53
蛋白肿瘤抑制功能的关键区域。因而大多数 p53
突变的研究均集中于 5~9 号外显子。p53的 DBD
区每个氨基酸都可能发生点突变，但研究报道，

R175、G245、R248、R249、R273、R282 6 个位点的

突变在癌症中高频率出现，且与癌症的发生发展

紧密关联，被称为“热点突变”［4⁃5］。

p53基因突变的类型繁多，主要包括基因片段

的缺失、插入缺陷，点突变引起的错义突变，及杂

合性缺失。由点突变引起的错义突变比例占总体

的 80%［4］。不同的肿瘤中 p53的突变频率、位点和

形式各具特色，其突变的种类、位置和性质主要取

决于组织来源和致癌物的性质。目前科学界对于

p53基因的研究主要关注其在癌症发生和发展方

向、癌症之间的分子联结及癌症临床治疗中的预

测价值。30多年来，分子生物学的发展提高了 p53

基因检测的技术水平，特别是高通量测序技术的

兴起，使 p53基因突变检测再次受到行业的关注。

p53的检测特别是核酸层面上的分析，可以在早期

的肿瘤易感性评估［6］及预防［7］、癌症早期诊断［8］、

耐药机制及治疗方法的优化［9⁃10］、预后判断［11⁃14］等

方面发挥出更加显著的作用，也是肿瘤精准医疗

中不可忽视的参考基因之一。

2 p53基因突变检测方法发展概况

用于 p53突变检测的方法日新月异，本文按技

术原理及时间先后综合分类，从传统方法，近年来

新兴的技术包括生物传感器、芯片、高分辨率溶解

曲线（high resolution melting ，HRM），及高通量测

序共 3大角度进行阐述。

2.1 传统的检测方法

传统的检测方法按原理不同归类，有 DNA 测

序、基于酶的限制性片段长度多态性（restriction
fragment length polymorphism，RFLP）连锁分析技

术及其相关改良技术、单链构像多态性（single⁃
stranded conformation polymorphism，SSCP）、高效

液相色谱法（high performance liquid chromatogra⁃
phy，DHPLC）、变性梯度凝胶电泳法（denaturing
gradient gel electrophoresis，DGGE）、变性梯度毛细

管 电 泳 法（degeneration gradient capillary electro⁃
phoresis，CDGE）、连接酶链反应（ligase chain reac⁃
tion，LCR）、免疫组织化学（immunohistochemistry，
IHC）等 8类实验室常规基因突变检测策略及酵母

中分离的等位基因功能分析技术（separation of
gene function analysis in yeast，FASAY）［15］。

前期对几大癌症相关 p53突变位点的文献研

究发现，不管是对 p53突变位点或单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP）的筛查、微

卫星多态性位点及其分型分析、杂合性丢失等核

酸分析，还是对突变 P53蛋白的定性和定量研究，

大都使用了上述方法［16⁃20］。DNA 测序是 p53突变

检测中最受信赖的检测方法，能直接准确地检出

序列中的突变位点及类型；但不适合大规模临床

样本的分子诊断。DHPLC、RFLP、SSCP、DGGE不

能直接检出序列中未知突变的准确位点和类型，

但能检出其发生的区域信息，缩减对大量样本 p53
基因序列分析的工作量，在 p53已知突变检测及未

知突变的鉴定研究中占主导地位。免疫组织化学

法可直接、快速、廉价、灵敏地检测出 p53基因的失
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活，但变性 P53的特异性抗体难得，受个体评价标

准、存储条件和特殊抗体等的影响容易出现假阴

性［20］，灵敏度不如基因测序。如 Takami 等［21］在研

究弥漫型胶质瘤中 p53基因突变和免疫组化的关

系时指出 P53 免疫组化是中度敏感和高度特异的

p53 基因突变的提示性标记。各传统方法在 p53
和 P53蛋白突变检测中的典例、突变类别、优缺点

如表 1。

方法名称

DNA测序［21］

DHPLC［23］

RFLP［16，25］

SSCP［26］

DGGE［27］

CDGE［28］

LCR［29］

IHC［20，21］

FASAY［22］

p53突变类别

突变筛选

单碱基置换、插入或缺失的

异源双链片段［24］

已知点突变，插入，缺失

点突变、基因分型

点突变

点突变

单个碱基点突变

蛋白质分子

RNA水平

优缺点

精确；耗时，成本高

简单快速、自动化进样，灵敏性高，特异性强；

不能直接检出纯合突变，对 PCR要求高

特异性高，能确定突变的部位和性质，重复性好，

灵敏度高；过程繁杂，耗时

简单，p53基因突变检测中最常用，适合大样本；

受片段长度的限制，存在假阳性，不能检出切确位点

简单，可检测片段长达 1kb，适用于大样本检测筛选；

检出率受突变发生位置影响

样品少，自动化，发展前景好；不稳定

快速、特异、灵敏，被用于分子诊断

定性和定量研究，特异性低，

无法直接检测肿瘤中基因突变的状态

p53突变基因蛋白功能的研究，可区分纯合子和杂合子

表 1 传统 p53突变检测方法简介表

Table 1 Overview of traditional p53 mutation detection methods

2.2 生物传感器、生物芯片、高分辨率溶解曲线

技术

生物传感器、生物芯片、高分辨率溶解曲线技

术都是近年来的热点技术。生物传感器便宜、一

次性、微型化、便携化，适用于大量临床样本 p53突

变检测［18，29］。基因芯片比 Southern Blot 等传统探

针技术简单、通量高、集成化、应用性强，相比直接

测序，突变点的检测数目更多、速度更快、准确性

更高。如Affymetrix公司的 p53基因芯片，适用于

肿瘤的早期诊断和易感性判断。高分辨率溶解曲

线分析技术是在实时荧光 PCR的基础上发展而来

的，闭管操作，低污染，准确率高、通量高、经济、简

单方便，且不受 DNA 突变位置或类型影响，后期

数据分析处理方法简单易懂，适用于基因分型、短

片段重复序列分析、序列匹配、突变扫描、RNA 编

辑及甲基化扫描等研究［30-31］。然而，基因芯片灵敏

度低、探针不稳定、仪器成本高，HRM 的灵敏度、

精确度及系统的稳定性也有待提高。

2.3 下一代测序的发展及其在 p53基因突变研究

中的概况

下一代测序（next⁃generation sequencing，NGS）
又称高通量测序（high⁃throughput sequencing）或大

规模平行测序（massively parallel signature sequenc⁃
ing，MPSS），是比基因芯片更高通量、更低成本的

研究方法。自 2005年 Roche公司推出的第一台高

通量测序仪来，市场上主要有 3大成熟的高通量平

台即 Roche 公司的 GS FLX 测序系统，Illumina 公

司的 Solexa 基因组分析仪和 ABI 公司的 SOLiD
测序仪。早期，3 类平台存在通量太大、实验周期

长、成本高的问题，常应用于重大项目的大规模测

序或基础研究领域，不适应医疗领域的临床诊断、

分子诊断。为满足中小实验室研究及医院检测的

需求，3 大公司相继推出了低成本、低通量的测序

平台，如 Life Tech 的 Ion Torrent（Personal Genome
Machine、Proton）、Illumina 的 Miseq 及 Roche 的

GS Junior［32］。Ion Torrent 平台将半导体芯片技术
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与化学反应独特地结合起来，利用检测 DNA合成

时释放的氢离子造成电位差（pH 改变）的原理进

行测序，能直接将序列信息转变成电信号，避免了

原 3 大高通量平台所需的复杂精密的光学拍照系

统，还有多种测序长度及芯片的通量大小可供选

择。具有快速、准确、灵活、成本低、操作简单等优

势。Miseq 是 Illumina 的个人型测序系统，在单个

仪器上整合了扩增、测序及数据分析的功能，并配

备专门的样本制备试剂盒，大大缩减了人工操作

和仪器运行的时间；还具有强大的数据处理功能，

可使用其内置软件进行拼接、比对等基本分析，也

能借助在线 BaseSpace系统，利用其中专业的大型

数据分析软件，很大程度地解决了中小型客户在

数据分析和存储等方面的困难。GS Junior也是精

巧型测序仪，具有长读长的独特优势，适应医院及

中小实验室对特定基因进行长片端测序。此外，

更多的中等通量的测序平台正被研发出来。

下一代测序能检出肿瘤基因组内基因的点突

变、碱基替换、拷贝数改变和插入与缺失等，研究者

们纷纷将其用于肿瘤全基因组、转录组、全外显子

组等研究。但前期对国内外 p53突变位点与癌症

相关性的文献研究过程中发现，目前国内单独使用

下一代测序检测 p53的案例相对稀少，但个别案例

使用全外显子捕获测序法筛查了肝癌［33］和肺癌［34］

突变位点，并以 Sanger法或质谱法进行检验，指出

下一代测序技术在体细胞突变位点鉴定或筛查中

具有可行性。不同的是国外已经有大量 p53突变

相关研究使用了通量测序，并与一代测序、FASAY、

核酸质谱［35］及免疫组化等传统技术做了对比实

验。由于肿瘤细胞异质性等原因，不同的案例对于

下一代测序在 p53突变检测中的效果说法不一。

总体而言，基于个体的异质性，单独检测 p53
基因突变的参考价值是有限的，在肿瘤或其他疾

病与基因的相关性研究中，多数情况下同时检测

其他相关的参考基因和位点所得的综合信息更有

意义。虽然下一代测序的特异性和灵敏度还有待

提高，但其在突变比例高的已知样本检出率较高，

较其它方法通量高、快速、经济，有望成为精准医

疗时代中检测 p53等基因突变的得力手段。

3 总结和展望

p53 突变类别多、位点多，已有的检测方法各

有优缺，至今尚未出现一种能独立取代所有 p53突

变研究的方法。p53突变检测方法朝高灵敏度、高

精确度、实时、快速、经济、自动化、突变类型集成化

的趋势发展。因此，实际中应结合具体研究目的、

p53的突变类型和客观条件，合理、综合其中一种或

多种方法以快速准确地检出 p53突变。下一代测

序具有高效、所需 DNA 量少、可同步分析多个基

因、多种突变类别的独特优势，且随着组织微切割、

靶向捕获和肿瘤细胞捕获技术、等温扩增 PCR等精

准技术的出现，其费用高、周期长、错误率高、读长

短等问题的逐步得到解决，已经成为精准医疗时代

中最引人瞩目、最得力的分子诊断技术。
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陆慧洁（4）：222
陆倩文（3）：192
陆晓旭（2）：135

（4）：217
罗宏成（3）：160
罗俊明（6）：407
罗茗月（4）：242
罗荣城（2）：104
罗生辉（5）：352
罗世强（2）：94
骆明勇（4）：227
罗婉珊（6）：401
骆子义（3）：201
吕伟（1）：32
吕晓智（2）：123

M

马强（6）：367
麦光兴（4）：242
孟霞（5）：332
明凯华（4）：237

N

牛牧斐（4）：222

O

欧志英（4）：231

P

潘国庆（5）：321
彭建明（1）：37
裴刘成（1）：32
皮红泉（3）：182
浦春（1）：61

Q

杞少华（2）：88
秦丹卿（4）：227
秦瑾（1）：27
覃正学（2）：94
邱平明（4）：222

S

邵婷如（2）：123
邵向阳（5）：289
苏国苗（5）：321
孙青（5）：308
孙伟（3）：165
孙贤久（4）：268
孙筱放（5）：297
孙玉婷（6）：395
孙振亚（5）：316

T

谭昙（3）：160
谭晓颖（3）：192
唐明珠（6）：363
唐宁（2）：94

（3）：155
（5）：303

唐向荣（5）：303
唐毓凡（5）：325
涂海健（4）：246
托娅（3）：206

（5）：356

W

王波（5）：341
王丹（3）：165
王格（5）：336
王海鹏（4）：272
王赫（1）：17
王辉芳（6）：380

（6）：389
王继成（4）：227
王嘉明（1）：70
王建宇（4）：277
王静（1）：42
王丽娟（3）：206

（5）：356
王玲玲（5）：316
王明珠（6）：385
王庆（6）：401
王秋华（2）：94
王绍娟（3）：196
王穗海（6）：413
王蔚浩（3）：182
王晓稼（1）：23
王晓亮（2）：99
王晓勋（2）：88
王雪云（5）：341
王雅菲（3）：206

（5）：356
王毓（4）：272
王逾男（4）：265
王元丽（6）：363
王珍（1）：32
闻海丰（1）：27
文佳（3）：170
魏凤香（3）：196
韦桂宁（5）：325
韦叶生（3）：160
韦颖（3）：160
温旺荣（3）：160
吴键卓（1）：37
吴教仁（2）：78
吴龙（6）：413

吴秋良（2）：114
吴韶清（4）：231
吴艳（4）：252
吴英松（6）：375

（6）：401
（6）：418

武其文（1）：61
伍严安（3）：150
武燕红（1）：32

X

夏勇（4）：242
冼英杰（3）：174
肖克林（4）：242
肖奇志（5）：336
肖天津（3）：188
谢宝刚（4）：272
谢春梅（1）：1
谢纲（3）：170
谢建红（5）：336
谢美娟（6）：367

（6）：375
谢月英（3）：170
徐邦牢（4）：237
徐红艳（4）：252
徐伟（1）：54
徐伟文（1）：1

（1）：7
（5）：289

徐翼（4）：231
许光辉（4）：246
许旭平（6）：375
许泽辉（3）：155

Y

阎明（4）：268
颜秋霞（3）：174
严提珍（2）：94

（3）：155
（5）：303

杨海霞（1）：37
杨辉（2）：73

（2）：78
杨康（5）：332
杨立业（2）：73

（2）：78
杨琳艳（6）：395

（6）：407
杨娜（4）：237
杨文萍（4）：252
杨小猛（4）：256
杨旭（6）：380

（6）：389
（6）：407

杨学习（2）：82
（6）：357
（6）：363
（6）：367
（6）：375
（6）：395
（6）：424

杨艳（5）：303
杨勇（2）：142
杨勇（3）：165
杨哲（5）：321
叶倩平（6）：380

（6）：389
（6）：395

银一臻（1）：7
尹爱华（4）：265
尹庆庆（4）：277
尹应先（4）：231
余国就（5）：297
余梦杰（4）：272
余嘉欣（4）：222
余文潮（3）：192
于文静（1）：27
原玉芬（2）：119

Z

曾守逵（2）：99
曾松涛（4）：252
曾涛（4）：261

（5）：316
曾婷（2）：94
张保平（3）：206
张彪（3）：150
张慧敏（5）：297
张家彬（6）：401
张静芳（2）：119
张婧惟（5）：336
张乐平（3）：188
张蕾（3）：196
张莉（4）：268
张丽红（6）：407
张丽科（2）：109
张守华（4）：252

（4）：272
张晓娜（2）：104
张新莲（2）：119
张艳霞（6）：424
张玉曌（4）：261
张志高（1）：54
赵丹（4）：256
赵萌（2）：123
赵祥梅（2）：130
赵小娅（3）：170
赵晓英（3）：174
郑海燕（1）：32
郑佳莹（3）：150
郑建琼（2）：99
钟炽辉（4）：261
钟志成（4）：265
周慧（2）：82

（6）：385
周丽彬（1）：66
周剑涛（1）：66
周荣（4）：231
周维（2）：99
周晓红（4）：277
周秀琴（3）：174
周旭丽（3）：170
周毅（1）：17
周玉球（5）：336
朱安娜（6）：418
朱丽娜（1）：17
朱翔（1）：61
庄锡伟（5）：332
邹慧琴（4）：272
邹俊（6）：407
邹愉（4）：237
左海军（4）：268
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14⁃3⁃3 蛋白（5）：352
4R22（1）：17
Ⅰ型干扰素（1）：66
Ⅰ型神经纤维瘤病（3）：150
Ⅱ型登革病毒（4）：256
ALK/ROS1/RET融合基因（6）：418
Amplicon 文库构建（6）：395
ATM（3）：196
ATR（3）：196
blaKPC（4）：246
B型钠尿肽前体（3）：178
B 族链球菌（5）：332
B族溶血性链球菌（3）：170
c⁃myc（2）：109
ctDNA（6）：413
CD4+CD25+CD127-调节性

T细胞（3）：188
CD⁃DST（1）：54
Crigler⁃Najjar综合征（3）：201
DNA（5）：325
DNA损伤反应（DDR）（3）：196
D⁃二聚体（3）：182
EB病毒（3）：145
EB病毒DNA（1）：37
EB病毒抗体（1）：37
E 蛋白二聚体依赖性表位（4）：277
FISH（5）：308
G6PD缺乏症（2）：78
GBS 检查（5）：332
Gilbert综合征（3）：201
GPC3（1）：1

（1）：7
IHC（5）：308
Ion Torrent PGM TM（6）：380

（6）：389
hsa⁃miR⁃21（2）：104
hTERT（2）：109
HBV DNA（3）：192
HCV RNA（3）：192
HE4（5）：356
HER⁃2（5）：308
HIV RNA（3）：192
HLA⁃B27（3）：206
KRAS（6）：401
Kin17（4）：316
Lovo细胞（2）：109
Lynch综合征（2）：135
miR⁃196a2（3）：160
MYH相关性息肉（2）：135
NF1基因（3）：150
p53基因（6）：424
P16（2）：114
PAH基因（6）：380
PCR（4）：246
PSGL⁃1（4）：237
qPCR（5）：308
Survivin（2）：109
Tau 蛋白（5）：352
Toll样受体 4（2）：130
UCP2基因（3）：155
UGT1A1（3）：201
UTR（2）：78
ZEB1蛋白（4）：252
α地中海贫血（6）：367
α⁃缺失（6）：395
δβ地中海贫血（4）：227
β地中海贫血（4）：227
β⁃突变（6）：395

B

靶向治疗（1）：1
白细胞介素 12（3）：188
半导体测序（6）：380

（6）：389
鲍曼不动杆菌（1）：27

胞外信号调节激酶（ERK1/2）（3）：196
苯丙酮尿症（6）：380
变异（5）：297
标本（3）：145
表达（3）：174
表皮生长因子受体（5）：321
表型⁃基因型（5）：336
丙肝病毒（4）：261
丙肝抗体（4）：261
病理（2）：119
伯基特淋巴瘤（4）：252

C

肠道病毒（3）：165
（4）：231

肠道病毒 71型（3）：165
肠杆菌科基因间重复序列聚合

酶链式反应（1）：27
常见耐药变异（5）：346
超广谱β⁃内酰胺酶（4）：246
传染性单核细胞增多症（1）：37

D

大肠癌（2）：109
大鼠（4）：268
蛋白酶体（4）：268
蛋白酶体成熟蛋白（4）：268
蛋白质氧化损伤（4）：268
蛋白转导域（2）：88
单纯性肥胖（2）：94

（3）：155
单核苷酸多态性（3）：155

（3）：160
单基因病（1）：46
单细胞分离（1）：61
导流杂交分型技术（5）：328
登革病毒（4）：277
第二代基因测序（6）：385
低密度粒细胞（1）：66
地中海贫血（4）：242

（5）：336
（6）：395

凋亡（2）：109
东莞（4）：261
动物模型（5）：341
短串联重复序列（STR）（4）：222

E

恶性胸腔积液（5）：356
耳聋（5）：297

（5）：303
（6）：407

F

发病率（2）：73
发生（2）：130
法医物证学（4）：222
发展（2）：130
非结构蛋白 1（4）：256
非特殊型浸润性乳腺癌（5）：308
非小细胞肺癌（5）：321

（6）：418
肺癌（5）：356
肺结核（3）：188
肺炎克雷伯菌（4）：246
分子分型（4）：231
分子流行病学（4）：231

G

感染（3）：170
肝细胞癌（1）：1
高龄孕妇（6）：363
高敏肌钙蛋白T（3）：182
高通量测序（1）：61

（6）：375

高效液相色谱（4）：272
宫颈病变（1）：32

（2）：99
宫颈上皮内瘤病变（5）：328
宫颈肿瘤（2）：114
功能失调性子宫出血（1）：42
冠心病（4）：237

H

核苷（酸）类似物（5）：346
核酸检测（3）：192
黑素皮质素（2）：94
化疗（1）：54
环氧合酶 2（3）：174
回顾性分析（5）：332

J

疾病靶向的基因组套测序

（4）：217
技术方法（1）：46
急性冠状动脉综合征（3）：182
基因（4）：246
基因沉默（5）：316
基因多态性（2）：94

（3）：201
（5）：237

基因分型（1）：32
（4）：325

基因检测（2）：135
（6）：395

基因突变（2）：73
（2）：78
（5）：303
（5）：321
（6）：380
（6）：389

基因诊断（1）：46
（3）：201
（4）：227

基因组拷贝数变异（6）：385
家族性腺瘤样息肉（2）：135
检测方法（3）：206
浆液性微囊性腺瘤（2）：119
结直肠癌（2）：130

（6）：401
精准医疗（4）：289
酒精性肝病（4）：268

K

抗非结构蛋白 1抗体（4）：256
抗体依赖性增强效应（4）：277
拷贝数变异（2）：82
柯萨奇病毒A组 16型（3）：165
克雅病（5）：352
口腔（2）：123
跨越断裂点荧光 PCR（6）：367

L

老年慢性支气管炎（3）：188
雷洛昔芬（3）：174
良性等位基因（6）：407
临床疗效（1）：42
临床特征（1）：23
鳞状细胞癌（2）：123
卵巢癌（5）：356

M

脉冲场凝胶电泳（1）：27
慢性乙型肝炎（5）：346
美国医学遗传学和基因组学会

（4）：217
酶联免疫吸附试验（4）：265
米非司酮（1）：42
免疫组织化学（2）：114

（4）：252

膜攻击复合物（4）：256
目标捕获二代测序（3）：150

N

耐药肺癌细胞（1）：17
耐药突变（5）：346
男性（1）：23
内化作用（2）：88
逆转录⁃聚合酶链反应（3）：165
尿液排泄动力学（4）：272

P

胚胎发育（5）：341
胚胎植入前遗传学诊断（6）：367
胚胎植入前诊断和筛查（6）：357
平均红细胞体积（4）：242
平均血红蛋白含量（4）：242
葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶缺乏症（2）：73

Q

强直性脊柱炎（3）：206
全基因组测序（4）：217
全基因组扩增（1）：61
全外显子组测序（5）：297

R

染色体非整倍体（6）：375
染色体非整倍体无创产前筛查（6）：357
人群（1）：7
人乳头状瘤病毒（1）：32

（5）：328
人铜锌超氧化物歧化酶（2）：88
人细小病毒 B19（4）：265
人源中和抗体（4）：277
妊娠结局（3）：170
妊娠晚期（5）：332
溶血磷脂酸受体 3（3）：174
乳腺癌（2）：82
乳腺癌细胞（5）：316
乳腺肿瘤（1）：23
朊蛋白（5）：352
朊蛋白基因（5）：352

S

三体综合征（6）：363
三阴型（5）：316
筛查（2）：99
生物利用度（4）：272
生物膜（2）：88
生物学信息（2）：104
实时荧光定量 PCR（3）：170
受孕力（5）：341
手足口病（3）：165

（4）：231
双胎（6）：375

T

胎儿游离DNA浓度（6）：375
体外药敏检测（1）：54
体质指数（3）：155
突变（4）：222
突变检测（3）：150

（6）：424
突变扩增阻滞系统（5）：321
突变位点检测（5）：346

W

外显子组测（4）：217
外周血单个核细胞（3）：145
围绝经期（1）：42
维生素 D（5）：341
微小RNA（2）：104
微阵列比较基因组杂交（2）：82
微阵列比较基因组杂交技术（6）：385

微阵列芯片技术（5）：303
无创产前检测（6）：363
无创产前筛查（6）：375

X

细胞DNA定量分析（2）：99
细胞蜡块（2）：114
细胞增殖（5）：316
细胞周期阻滞（3）：196
下一代测序（4）：217

（6）：357
（6）：367
（6）：389
（6）：401
（6）：407
（6）：413
（6）：424

下一代测序（NGS）（5）：289
献血者（4）：261
小儿病毒性心肌炎（3）：178
心功能评估（3）：178
心脏型脂肪酸结合蛋白（3）：182
新生儿（3）：170
新一代测序（6）：418
性别（4）：237
血红蛋白（4）：242
血红蛋白变异体（4）：336
血浆（3）：145
血液安全（4）：261
血液筛查（3）：192

Y

液基细胞学（2）：114
液体活检（6）：413
遗传病（6）：389
遗传病检测（6）：357
遗传筛查（5）：336
遗传性结直肠癌（2）：135
胰腺（2）：119
乙型肝炎（5）：325
乙型肝炎E抗原（5）：325
乙型肝炎病毒（5）：346
异型淋巴细胞（1）：37
荧光原位杂交（6）：418
游离金雀异黄素和大豆苷元

（4）：272
育龄妇女（4）：265
原发性肝癌（1）：7
原核表达载体（2）：88

Z

诊断（1）：1
（1）：7
（2）：119
（3）：178

致病机制（3）：206
治疗（2）：119
治疗性抗体（4）：277
肿瘤（1）：54

（2）：104
（5）：289
（6）：413

肿瘤标志物（1）：1
（2）：123

中性粒细胞（1）：66
中性粒细胞胞外诱捕网（1）：66
种族（3）：160
转录组（1）：61
转染（2）：109
壮族（2）：94
紫杉醇脂质体（1）：17
自身免疫性疾病（1）：66
综合治疗（1）：23
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·专家风采· 实验室巡礼

于月新

1973 年 3 月 出 生 。

1995 年毕业于中国医科

大学临床医学系，北京

301医院妇产科学博士。

主 任 医 师 ， 副 教

授，中国医科大学、大

连医科大学等院校硕士

生导师。现任中国人民

解放军第 202医院生殖医

学中心主任、精准医疗

实验室主任。全军妇产科内分泌专业委员会委员，全军产科与围产专业委员会委员，辽

宁省中西医结合绝经与内分泌专业委员会常委，沈阳军区高层次科技人才培养对象，沈

阳军区医疗成果鉴定委员会成员，沈阳市医疗事故鉴定委员会成员。

于月新教授擅长不孕不育综合诊治、辅助生殖技术、宫腔镜检查与手术等，对生殖

内分泌疾病、高危妊娠诊断和处理、危急重症孕产妇的救治、妇科常见病及妇科肿瘤的

诊治有丰富的临床与和科研经验。完成了辽宁省首例单基因病胚胎植入前遗传学诊断试

管婴儿，阻断了遗传病家庭致病基因的继续传递。开展了新生儿遗传代谢病筛查、药

物相关基因检测、肿瘤个体化治疗靶向药物检测、肿瘤易感基因突变类型检测、病毒

定量及分型检测、胚胎植

入前遗传学诊断与筛查

（PGD/PGS）、Y染色体微

缺失检测、耳聋相关基因

检测、无创产前诊断等多

个精准医学检测及相关研

究。获全军医疗成果一等

奖 1 项，二等奖 3 项，三

等奖 2项，辽宁省自然科

学二等奖 1项。发表论文

30余篇。培养和招收硕士

研究生 10余名。

中国人民解放军第 202医院精准医疗实验室

中国人民解放军第 202 医院精准医疗实验室位于沈阳市和平区光荣街 5 号，实验室

以全军计划生育优生优育技术研究所实验室为主体，包括国家卫计委高通量基因测序产

前筛查与诊断试点实验室、辽宁省产前诊断中心、辽宁省男性生殖重点实验室、军区生

殖医学重点实验室等。现有技术人员 22 名，其中高级职称 7 名、中级职称 2 名、初级职

称 13名，博士 4名、硕士 14名。实验室内设国家标准基因扩增实验室，同时设有一代测

序、二代测序、杂交捕获、基因芯片、电泳、串联质谱仪、时间飞行质谱仪等，细胞遗

传实验室拥有 ABI PCR 扩增仪、ABI 实时荧光定量 PCR 扩增仪、ABI 3500 DX 基因测序

仪、LIFE 二代测序仪、全自动染色体分析工作站等，设备总值约 4 000余万元。

该实验室可对临床样本中的乙型肝炎病毒、沙眼衣原体等 18种病原微生物进行定量

及分型检测；可对高危及低危人乳头瘤病毒进行基因分型；可进行新生儿遗传代谢病筛

查、药物相关基因检测、肿瘤个体化治疗靶向药物检测、肿瘤易感基因突变类型检测、

遗传病基因诊断、胚胎植入前遗传学诊断与筛查、Y 染色体微缺失检测、耳聋相关基因

检测；可进行羊水、绒毛、脐血穿刺产前诊断；可进行高通量测序无创产前基因检测。

实验室连续多年参加卫生部临检中心室间质评，成绩优秀，是目前国内开展分子诊断项

目最全、技术力量雄厚的实验室之一。承担博士后基金、军队医药卫生基金、国家自然

科学基金、军队“十二五”、“十三五”专项、总后卫生部重点项目、辽宁省自然基金课

题等多项研究。研究成果获军队科技进步二等奖 5 项、三等奖 12 项。获国家发明专利 1

项。在国内外重要期刊发表研究论文 100余篇，参编专著 3部。培养硕士研究生 10名。

学科带头人于月新教授擅长不孕不育综合诊治、辅助生殖技术、宫腔镜检查与手术

等，对生殖内分泌疾病、高危妊娠诊断和处理、危急重症孕产妇的救治、妇科常见病及

妇科肿瘤的诊治有丰富

的临床与科研经验。现

担任全军妇产科内分泌

专业委员会委员、全军

产科与围产专业委员会

委员、辽宁省中西医结

合绝经与内分泌专业委

员会常委、沈阳军区医

疗成果鉴定委员会成

员、沈阳市医疗事故鉴

定委员会成员，是沈阳

军区高层次科技人才培

养对象。
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a：aCGH结果；b：NGS结果；蓝色箭头表示一处染色体缺失 2q37.1q37.3（232，612，296⁃242，690，037）

图（P387） aCGH和NGS分析染色体拷贝数变异的比较

Figure（P387） Comparison of chromosomal copy number variants analysis by aCGH and NGS




