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【摘要】　目的　探讨脊髓性肌萎缩症（ＳＭＡ）、苯丙酮尿症（ＰＫＵ）和先天性软骨发育不全（ＡＣＨ）产前基

因诊断的高效的临床检测方法。方法　根据不同单基因病的基因突变类型，本研究应用ＤＨＰＬＣ技术

对１例ＳＭＡ阳性家族史的胎儿绒毛样本进行ＳＭＮ１基因７号外显子缺失检测，选择正常人及ＳＭＡ患

者作对照。通过直接测序法分别对ＰＫＵ家系和ＡＣＨ家系的患者、表型正常的个体及其胎儿进行ＰＡＨ

致病基因和ＦＧＦＲ３基因第１０外显子进行检测。结果　ＳＭＡ阳性家系中，胎儿未检测到ＳＭＮ１基因７

号外显子的纯合缺失，建议继续妊娠，结果顺利产出１名正常儿。ＰＫＵ阳性家系通过检测发现患者在

ＰＡＨ基因上确实存在无义突变，ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ）和错义突变ｃ．８４２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），均

为杂合子。但是胎儿与患者母亲的突变类型一致，为携带者，不发病，建议继续妊娠。软骨发育不全患

者送检标本 ＦＧＦＲ３基因外显子１０发现１处序列异常，为ｃ．１１３８Ｇ＞Ａ，导致编码氨基酸改变

Ｇｌｙ３８０Ａｒｇ，但其胎儿羊水标本检测ＦＧＦＲ３基因外显子１０未发现序列异常。结论　根据单基因病不同

的基因突变类型，选择合适的方法可快速、准确地实现单基因病产前基因的诊断，尽早避免单基因病患

儿的出生。
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　　目前，遗传病与心血管病、癌症一起成为严重危

害人类健康和致死率最高的前三名疾病，也是我国

出生缺陷的重要原因之一［１］。其中单基因病是遗传

病中最主要的一个类型，它是指由于单个基因异常

导致且以孟德尔方式遗传的疾病。根据 ＷＨＯ统

计显示［２］，全球出生人口单基因病累计发病率高达

１０／１０００。尽管单个单基因疾病非常罕见，但所有单

基因病累计占婴儿死亡率约为２０％，儿科住院率达

１０％。脊髓性肌萎缩症（ＳＭＡ）、苯丙酮尿症（ＰＫＵ）

和先天性软骨发育不全（ＡＣＨ）是高发率、高致畸率

的遗传病，这些单基因遗传病不仅影响着患儿及其

后代的生存质量，而且已经成为影响人们正常生活

的社会问题，进行这些单基因遗传病的产前诊断是

防止患儿出生的强有力的手段。

单基因病的检测方法很多，产前基因诊断存在

高风险性、时间紧迫性等缺点，因此准确、高效的一

线检测手段迫切需要。导致单基因病发生的主要原

因有基因的缺失、重复、点突变等，因此，在临床检测

中需要根据不同单基因病的基因突变类型，建立可

靠高效的方法。通过文献检索发现［３５］，ＳＭＮ１第

７、８号外显子在９８．６％的ＳＭＡ患者中有纯合缺失

或截断，是儿童型ＳＭＡ发病的主要原因；而ＰＡＨ

基因的突变是导致苯丙酮尿症（ＰＫＵ）发生的主要

致病基因；先天性软骨发育不全的致病基因ＦＧＦＲ３

存在一个突变热区是ＦＧＦＲ３基因第１０号外显子

的１１３８位核苷酸。根据这３种不同的基因突变类

型，本研究分别应用ＤＨＰＬＣ技术和直接测序法对

具有脊髓性肌萎缩症、苯丙酮尿症和先天性软骨发

育不全患者家庭中孕妇绒毛或者羊水样本进行产前

分子诊断，以期达到避免ＳＭＡ、ＰＫＵ和ＡＣＨ患儿

出生的目的。

１　材料与方法

１．１　基本资料

１．１．１　孕１０周，第二胎，已育１男孩，８月时表现

为四肢肌力，肌张力较差，不能活动，勉强可以坐。

１．１．２　孕２１周，第二胎，已育１男孩，临床诊断为

苯丙酮尿症。

１．１．３　孕１８周，第一胎，孕妇为软骨发育不全

患者。

１．２　方法

１．２．１　样本的采集　外周血采集：用一次性无菌注

射器取受试者静脉血４ｍｌ，于紫色收集管（ＥＤＴＡ

抗凝）内，４℃保存备用。胎儿样本的采集：孕妇排

空膀胱，平卧位，无菌消毒条件下，在Ｂ超定位下经

腹部行绒毛或者羊水穿刺术，采集胎儿样本。

１．２．２　ＤＮＡ提取　采用天根公司全血ＤＮＡ提取

试剂盒提取绒毛、羊水和外周血ＤＮＡ，采用分光光

度计和０．８％的琼脂糖凝胶电泳进行ＤＮＡ浓度检

测，－２０℃保存备用。

１．２．３　基因检测方法

１．２．３．１　脊髓性肌萎缩症的基因检测
［６］
　ＰＣＲ反

应液体系：２μｌｄＮＴＰ（０．２５ｍＭ），１μｌ引物（ＦＲ）

（１０ｐ），０．５μｌＭｇ（０．２５ｍＭ），０．１８μｌＱｉａｇｅｎ热启动

ＴａｑＥ（５Ｕ／μｌ），１μｌＤＮＡ模板，其余用ｄｄＨ２Ｏ补足

到 ５μｌ。正 向 引 物 ＳＭＮ１ Ｆ：５′ＴＧＴＣＴＴＧＴ

ＧＡＡＡＣＡＡＡＡＴＧＣＴ３′；反向引物 ＳＭＮ１Ｒ：５′

ＡＡＡＡＧＴＣＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧＣＣＴＡ３′。

ＳＭＮ１基因外显子７缺失筛查ＰＣＲ反应程序：

预变性９５℃１０分钟；变性９５℃１５秒；退火６０℃

６０秒，延伸６０ ℃ ６０秒（循环４０次）；最后延伸

６０℃１０分钟。ＰＣＲ扩增产物检测后，以正常个体

的样本为参照，取ＰＣＲ产物５μｌ，先采用美国环球基

因公司ＤＨＰＬＣ分析仪对ＳＭＮ１基因外显子７缺

失筛查，分析柱温度为５４℃，片段长度４２６ｂｐ，自动

加样，洗脱，检测ＳＭＮ１外显子缺失和基因拷贝数

检测。ＤＨＰＬＣ峰值可通过 ＷＡＶＥＭＡＫＥＲ软件

自动测量每个外显子产物峰的高度。计算公式［（样

本组求出检测峰／参照峰）÷（正常对照组求出检测

峰／参照）］校正后比值后约等于１．０，则检测的基因

外显子正常（双拷贝）；如得到的数值约等于０．５，则

显示检测的基因外显子存在杂合性缺失；如得到的

数值大于２．０，则显示检测的基因外显子拷贝数存

在异常重复。

１．２．３．２　苯丙酮尿症检测
［７］
　设计苯丙酮尿症的

致病基因ＰＡＨ 基因的外显子及其侧翼序列的引

物，ＰＡＨ 基因检测 ＰＣＲ反应程序：预变性９５ ℃

５分钟；变性９５ ℃３５秒；退火５６ ℃３５秒，延伸

８３
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７２℃３５秒（循环２９次）；最后延伸７２℃１０分钟。

ＰＣＲ扩增产物送上海生工直接测序。

１．２．３．３　先天性软骨发育不全的检测过程　ＦＧ

ＦＲ３基因外显子１０引物序列参考文献
［８］，由上海生

工公司合成，ＰＣＲ反应程序：预变性９５℃５分钟；变

性９５℃３０秒；退火６１℃３０秒，延伸７２℃３０秒（循

环３２次）；最后延伸７２℃１０分钟。

２　结　果

经ＤＨＰＬＣ技术检测结果发现患者ＳＭＮ１基

因ｅｘｏｎ７纯合缺失，拷贝数为０，其父母亲均为

ＳＭＡ致病基因携带者，ＳＭＮ１基因的ｅｘｏｎ７拷贝数

为１，可推测出患者的致病基因分别遗传自父亲和

母亲。明确突变位点后，对胎儿绒毛组织进行检测，

ＳＴＲ遗传位点分析显示无母体细胞污染。胎儿的

ＳＭＮ１基因第７外显子未见缺失，拷贝数为２，根据

ＳＭＮ基因缺失频率分析表明胎儿９０％以上是正常

儿，建议其继续妊娠，胎儿已经出生，发育正常，取外

周血重复诊断，结果与产前诊断结果一致（图１）。

图１　脊髓性肌萎缩症家系产前基因诊断

　　对苯丙酮尿症家系进行ＰＡＨ 基因测序显示：

先证者在ＰＡＨ 基因上存在无义突变ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ

（ｐ．Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ）和 错 义 突 变 ｃ．８４２Ｃ＞ Ｔ（ｐ．

Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），均为杂合子。先证者父亲在ＰＡＨ 基

因上存在无义突变ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ），为

杂合 子；不 存 在 错 义 突 变 ｃ．８４２Ｃ＞ Ｔ （ｐ．

Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ）。先证者母亲在ＰＡＨ基因上不存在无

义突变ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ）；存在错义突变

ｃ．８４２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），为杂合子。推测出患者

的两个突变分别来自父亲和母亲，为复合杂合突变

类型，经相关文献检测发现该复合杂合突变类型可

能是导致患者发病的原因。对胎儿羊水细胞检测显
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示：胎儿羊水样本在ＰＡＨ 基因上不存在无义突变

ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ）；存在错义突变ｃ．８４２Ｃ

＞Ｔ（ｐ．Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），为杂合子，与患者母亲的突变

类型一致，可以推测胎儿为携带者，不发病，可以继

续妊娠（图２）。

图２　苯丙酮尿症家系产前基因诊断测序图

　　软骨发育不全患者经基因测序：患者在ＦＧＦＲ３

基因外显子１０发现１处序列异常，ｃ．１１３８Ｇ＞Ａ，导

致编码氨基酸改变Ｇｌｙ３８０Ａｒｇ。检测结果在人类基

因突 变 数 据 库 进 行 检 索 分 析，ｃ．１１３８Ｇ＞ Ａ

（Ｇｌｙ３８０Ａｒｇ）改变与软骨发育不全密切相关。胎儿

羊水样本在ＦＧＦＲ３基因外显子１０未发现序列异

常，ＳＴＲ遗传位点分析显示无母体细胞污染，其遗

传方式符合孟德尔遗传定律（图３）。建议其继续妊

娠，胎儿已出生，发育正常。

３　讨　论

单基因病具有亲代向子代遗传传递的特性，患

者一旦被诊断为遗传性疾病，对家庭的打击是巨大

的，患者及其亲属常常难以接受和承认患病的事实，

该类遗传病只有通过产前诊断才能有效防止患儿出

生。产前分子诊断主要针对有生育患儿风险夫妇的

胎儿进行诊断，通过分子诊断可对明确诊断为某种

疾病的胎儿采取干预措施，如对目前尚无治愈可能

的单基因病的胎儿可建议实施选择性流产［９］。目前

国内外已实现多种取材方法（绒毛、羊水、脐血、母体

外周血富集胎儿有核细胞）和多种分子学检测手段

（ＰＣＲＲＦＬＰ、ＰＣＲ单链构象多态性、ＤＮＡ测序、高

效液相色谱等）结合，对单基因病进行产前基因诊

断。基因检测是单基因病产前诊断的金标准，避免

了产前超声容易造成的误诊和不必要的治疗性

引产。

Ｍｉｇｉｔａ等
［１０］认为早期绒毛膜细胞易被母体组

织细胞污染，在ＳＭＡ家系产前诊断研究中，我们采

用经腹绒毛活检术，获取胎儿绒毛膜细胞进行

ＳＭＮ１基因第７号外显子的ＤＨＰＬＣ方法检测，同

时以ＳＴＲ遗传位点判断是否存在母体细胞污染，可

在早期进行取材，安全性较高，结果准确［１１］。绒毛

活检在单基因病中具有重要的临床价值，单基因病

家庭可在孕早期选择合适妊娠方式，若胎儿未检测

出突变位点，建议继续妊娠，减轻家庭的心理负担。

若胎儿检测出突变位点，且该单基因病无法治疗，可

建议其终止妊娠。若胎儿为携带者，建议其后代也

应进行产前分子诊断，有效地避免患儿的出生。因

此，妊娠早期采集绒毛进行单基因病的分子学诊断

可以达到早诊断、早发现、早干预的目的。

此外，羊膜腔穿刺已成为当今世界最常用且安

全可靠的产前诊断取材方法，本研究中我们分别对
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图３　软骨发育不全家系产前基因诊断测序图

ＰＫＵ家系孕１８周和 ＡＣＨ 家系孕２４周羊水细胞

进行直接测序法检测。在ＰＫＵ家系中，患者在其

ＰＡＨ基因编码区发现１个无义突变ｃ．７８１Ｃ＞Ｔ（ｐ．

Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ），为杂合子，该突变造成ＰＡＨ氨基酸编

码提前终止，很可能影响其蛋白功能。已有该位点

致病性的相关报道，且其在人群中发生频率极

低［１２，１３］。在其ＰＡＨ基因编码区还发现１个错义突

变ｃ．８４２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），为杂合子，经ＳＩＦＴ

和Ｐｏｌｙｐｈｅｎ对其进行蛋白功能预测，结果均显示为

有害。已有该位点致病性的相关报道，且其在人群

中发生频率极低［１４］。而在胎儿羊水细胞未发现

ＰＡＨ 基 因 上 的 无 义 突 变 ｃ．７８１Ｃ ＞ Ｔ （ｐ．

Ａｒｇ２６１Ｔｅｒ）和 错 义 突 变 ｃ．８４２Ｃ ＞ Ｔ （ｐ．

Ｐｒｏ２８１Ｌｅｕ），胎儿为携带者。在 ＡＣＨ 家系中，

ＡＣＨ患者胎儿羊水样本在ＦＧＦＲ３基因外显子１０

未发现序列异常，未遗传到母亲突变位点ｃ．１１３８Ｇ

＞Ａ（Ｇｌｙ３８０Ａｒｇ），其母亲的突变位点是与目前的研

究报道相一致的，９９％的 ＡＣＨ 是由于成纤维细胞

生长因子受体３基因（ＦＧＦＲ３）第ｌ０外显子发生

Ｇ１１３８Ａ（９８％）或 Ｇ１１３８Ｃ（１％）突变，导致跨膜区

第３８０位密码子甘氨酸被精氨酸取代
［１５］。从以上

研究结果可以看出，苯丙酮尿症和先天性软骨发育

不全以点突变为主要突变形式，并可见到明显的突

变热点，而脊髓性肌萎缩症９８．６％的患者存在

ＳＭＮ１基因纯合缺失，这些突变基因谱提示不同的

单基因遗传病致病基因的突变特点是不同的，某些

致病基因在一个种族人群中的突变性质、分布、热点

及其与其他民族地区的差异，对遗传病诊断、遗传咨

询和建立有效的基因诊断程序是非常重要的。在临

床检测中，对于基因拷贝数发生变化的单基因病，可

应用ＤＨＰＬＣ技术具有较高的灵敏度和特异度，而

点突变的检测采用直接测序法方法简单，结果可靠。

总之，根据不同单基因病的突变特点，应用

ＤＨＰＬＣ技术以及直接测序法对其进行分析，可快

速、准确做出判断，基因诊断已成为有效的诊断性检

查，且在孕早期绒毛活检，孕中期羊膜腔穿刺以及孕

晚期脐带血采集这些为单基因病产前诊断提供了安

全，有效的保证，值得临床推广应用。
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