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１　背景介绍

假肥大型肌营养不良征（ＤｕｃｈｅｎｎｅａｎｄＢｅｃｋｅｒ

ｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ／ＢＭＤ）是全球最常见的

Ｘ连锁隐性致死性基因疾病之一，男婴发生率约为

１／３５００
［１］。临床上根据发病年龄及病程差异，将患

者分为杜氏肌营养不良（Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓ

ｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ）和贝氏肌营养不良（Ｂｅｃｋｅｒｍｕｓｃｕｌａｒ

ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＢＭＤ），两者都是由于编码抗肌萎缩蛋白

（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ）的犇犕犇 基因存在缺陷而致病的。该

基因定位于性染色体Ｘｐ２１．２区域，是人类目前已

知的最大基因，长度约为２．４Ｍｂ，包含７９个外显

子。患者基因缺陷的主要类型包括外显子缺失、重

复及基因微小突变。

自被定义以来的近一个半世纪，ＤＭＤ至今仍

无治愈方法，患者生存质量普遍不佳［２］。因此，针对

疾病遗传机制及防控手段的研究一直是这一领域研

究的热点。Ｋｏｎｄａ及 Ｔｓｕｂａｋｉ
［３］于１９７３年首次报

道了对ＤＭＤ高危孕妇实施产前诊断。自此之后，

伴随临床取材与诊断技术的不断进步，包括胎儿性

别鉴定、胎儿肌肉活检术、脐带血肌酸磷酸激酶检

测、荧光原位杂交［４］及各类分子诊断技术先后被用

于ＤＭＤ的产前诊断中。对具有家族史的高危孕妇

实施遗传咨询及产前诊断，避免新生患儿出生成为

现今全球ＤＭＤ防控的基本策略。而随着分子诊断

技术的日趋成熟，基因检测已成为当前ＤＭＤ疾病

诊断及产前诊断的重要手段。

先天缺陷的防治是世界卫生组织考量一国或一

地区社会发展水平的重要指标，目前全球不少发达

国家及地区将控制先天性缺陷作为社会发展整体战

略规划之一。但总体而言，世界各国及各地区在这

一领域的发展水平极不均衡，尤其在发展中国家，受

限于医疗资源短缺等因素，包括ＤＭＤ在内的众多

先天缺陷防控形式不容乐观。作为全球最大的发展

中国家，由于在疾病宣传、保健、教育、预防等方面长

期滞后，中国在 ＤＭＤ患者的确诊率、患者生存周

期、家族成员接受遗传优生服务比率等诸多方面与

发达国家和地区存在着较大差距。据估算，全国

ＤＭＤ患者累积数量至今已超过１０万，且每年新出

生患儿多达数千。本文之目的在于试图分析导致这

一现状的根源，同时结合作者所在医院的临床实践

经验，尝试提出适应我国国情的ＤＭＤ分子诊断技

术路径及遗传优生策略，以期为我国ＤＭＤ防控工

作的推进提供借鉴。

２　国内犇犕犇防控基础薄弱因素

从２０世纪７０年代起，国内陆续有学者开始关

注于ＤＭＤ的相关研究，此后在一些大中城市的高

等级综合医院或妇幼保健院开展了ＤＭＤ临床诊断

或产前诊断服务。时至今日，虽历经４０余年的探索

与发展，且取得了一些成效，但相较于庞大的患者人

群，我国在ＤＭＤ的遗传咨询及优生服务供应能力

上仍显得十分薄弱。现实中，患者往往需要辗转数

家医院寻求确诊。以作者单位所在的福建省为例，

人口数量约４０００万的全省仅有两家医疗机构具备

ＤＭＤ产前诊断能力。按照报道的发生率估算，该

省每年新出生的ＤＭＤ患儿数约在５０例左右，患者
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总数应已累计达数千例。而实际上，作者所在医院

自２００７年开展ＤＭＤ临床基因检测以来，至今仅确

诊３２个ＤＭＤ病例家系（数据未发表）。因而有理

由推断，该省仍有为数众多的患者可能由于各种原

因而未能获得及时准确的诊断。作为经济社会发展

相对发达的沿海省份尚且如此，全国面临的总体现

状可见一斑。事实上，我国至今未出台罕见疾病的

官方定义，未制定任何正式的遗传咨询相关政策及

指导性文件，相关政策法规的欠缺和不完善是导致

我国在类似ＤＭＤ等罕见疾病防控基础薄弱的根本

原因。而政策法规的不完善进而导致一系列与此相

关的各环节进展缓慢。这其中，以下两个问题显得

尤为突出：首先，人才储备的不足已成为制约我国遗

传病防控的首要原因，目前国内大多数医学院校未

开设专门的医学遗传学专业，同时也无专门的机构

进行遗传咨询师的认证与考核，致使全国至今几无

医院设置专门的遗传咨询门诊，绝大多数先天缺陷

或遗传病患者只能根据其临床表征寻求对症科室的

诊疗，而由于并未受过系统的医学遗传学训练，多数

临床医师对此类疾病的症状及发病机制认识模糊，

误诊、漏诊现象十分常见［５，６］；其次，我国目前实施

的医学检验与产前诊断的的准入机制事实上也已成

为罕见病防控的另一阻碍因素，２１世纪以来，临床

分子诊断水平极速发展，包括ＤＭＤ在内的不少先

天疾病的临床诊断技术已趋于成熟，然而因未能符

合我国当前实施的临床技术准入制度，以致大多数

医疗机构，尤其是公立医院，即便已然具备技术储

备，却因顾及法律及政策风险而不愿贸然开展，拒诊

病患的现象时有发生。

依上可见，相关行政部门应尽快制订先天缺陷、

基因疾病的临床应用服务规范，扭转长期以来重治

疗、轻预防的固有思维模式，同时加大罕见病的宣

传、教育和投入，才能从根本上为患者及医务人员提

供保障。

３　犇犕犇分子诊断技术选择

除政策法律因素外，ＤＭＤ遗传异质性及诊断

技术的多样性，客观上也对准备开展此类服务的医

疗机构提出了较高的技术和管理要求。目前，临床

上常用的ＤＭＤ的诊断方法包括血液生化检测、肌

电图分析、肌肉活检及分子诊断等。由于缺少权威

的技术指导，国内部分已开展ＤＭＤ临床诊断服务

的医疗机构往往根据自身条件选择一类或几类技术

联合检测，并未形成统一的实施规范。其中，即便是

如今已被普遍公认为疾病确诊主要依据的分子诊断

技术，各自的选择也往往并不一致，客观上造成了不

同诊断机构在疾病确诊率上的差异。目前常见的

ＤＭＤ分子诊断方法主要包括多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ＰＣＲ，ｍＰＣＲ）、多重连接探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａ

ｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ），变性

高效液相色谱（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）、Ｓａｎｇｅｒ测序及用以连

锁分析的短串联重复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，

ＳＴＲ）技术。诊断机构在选择技术的过程中，需了解

每一类技术在 ＤＭＤ诊断中存在各自的优势及缺

陷，见表１。

３．１　多重ＰＣＲ　据统计，约５０％～６５％的ＤＭＤ／

ＢＭＤ患者为犇犕犇基因外显子缺失所致，因而对此

类基因型的排查往往成为临床ＤＭＤ分子诊断的优

先考量。由于无需复杂的大型仪器设备，且具备操

作简易、成本低的优势，多重ＰＣＲ成为国内部分开

展ＤＭＤ临床分子诊断医院的选择
［７９］。相较于优

势，该方法的缺点亦较突出，一是检测范围无法覆盖

犇犕犇基因所有外显子；二是无法检出女性携带者。

此外，凝胶电泳过程也较易导致ＰＣＲ产物的污染，

并进而影响到后续诊断的可靠性。

３．２　连锁分析　连锁分析的原理是通过亲代与先

证者基因标记位点的多态性，建立突变基因与标记

等位基因的连锁相，从而对其他亲属或下一次妊娠

胎儿的基因型进行判断。ＤＭＤ连锁遗传分析一般

选择 犇犕犇 基因两端及内含子区短串联重复序

列［１０］。其主要优点在于当无法通过其他技术获得

先证者基因型时，可通过连锁相得到的基因单体型

信息判断后代的疾病再发风险。但需要注意的是，

在某些情况下，使用该技术可能出现因多态信息量

不足而无法分析的情况。此外，如果基因在减数分

裂中发生了重组，或先证者为单纯散发病例，若仍依

据原先的连锁相确定受检者的基因型，就有误诊的

８５
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可能性。因此在临床实践中，为提高诊断的可靠性，

连锁分析一般需与其他分子诊断技术联合使用［１１］。

３．３　ＭＬＰＡ　该技术是２００２年由Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等
［１２］

开发的一种中通量基因拷贝数分析方法。作为目前

唯一的商品化犇犕犇 基因检测方案，该技术可在２

个ＰＣＲ反应内实现对犇犕犇 基因所有外显子的拷

贝数信息分析。ＭＬＰＡ对由外显子拷贝数异常导

致的患者及携带者均具有较佳的检测灵敏度。另

外，对处于探针杂交或连接位点的微小基因突变，该

技术也具有一定的检出能力。随着毛细管电泳设备

的日益普及，ＭＬＰＡ事实上已成为当前全球ＤＭＤ

临床诊断的首选方案［１３，１４］，在国内已开展犇犕犇 基

因诊断的医疗机构中，亦多为采用。但需注意的是，

对于因基因微小突变所致的病患，多数情况下 ＭＬ

ＰＡ无法检出。此外，对于经 ＭＬＰＡ诊断为单外显

子缺失型病例，需通过其他方法进一步区分属于外

显子部分序列的缺失，还是因探针杂交或连接位点

的突变所致［１５］。

表１　犇犕犇基因诊断技术比较

方法 ｍＰＣＲ ＭＬＰＡ Ｓａｎｇｅｒ ＤＨＰＬＣ ＳＴＲ ＨＴＳ

检测难度 简单 较简单 较复杂 较复杂 较简单 较复杂

检出率 ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋

技术优势
无需大型仪器、成

本低

商品化试剂、结果可

靠，标准化操作

可检测基因微小

突变
检测快速

成本低、间接评估

再发风险

可覆盖所有突变类

型

技术缺点
只能检测特定位点

缺失的男性患者
无法检测微小突变

设计复杂、所需样

本量大

可靠性较低、

设计复杂

可能无法确定先证

者遗传类型

成本较高、需专业

的生物信息学分析

　　注：：“＋”号越多表示检出率越高

３．４　ＤＨＰＬＣ　变性高效液相色谱是一类在单核苷

酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）研

究中常见的分析技术。尽管同时具有基因拷贝数分

析功能，但受限于检出能力［１６］，在ＤＭＤ诊断中，该

技术主要被用于基因微小突变筛查［１７１９］。由于并非

对核酸序列的直接测定，故经ＤＨＰＬＣ检测提示阳

性结果者，需进一步经测序验证。因此总体而言，尽

管ＤＨＰＬＣ的优势在于检测成本相对较低，然而由

于局限较多、稳定性易受干扰，因而多用于学术研究

而鲜见于临床诊断。

３．５　Ｓａｎｇｅｒ测序　同ＤＨＰＬＣ类似，Ｓａｎｇｅｒ测序

在ＤＭＤ遗传分析中主要针对于基因的微小变

异［２０］。其相较于前者的优势在于，检测发现的病理

性突变可直接作为基因诊断的结论。其缺点是成本

较高、实验设计复杂，此外如果实验设计的覆盖范围

仅限外显子区域，则由内含子突变导致的ＤＭＤ无

法检出。

３．６　高通量测序（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＨＴＳ）　由于犇犕犇 基因变异类型的多样性，上述

几类技术在ＤＭＤ的诊断中不同程度的存在检出能

力不足的问题。有鉴于此，临床上亟需一种可覆盖

所有ＤＭＤ突变类型的检测技术，而随着高通量测

序技术的出现和成熟为这一问题的解决提供了可

能。近年来，已有学者尝试将高通量测序应用于

ＤＭＤ的疾病诊断
［２１２３］，并取得了良好的效果。缺

点是现阶段仍受技术准入及成本等制约，预计在国

内的大规模临床应用尚需时日。

４　犇犕犇临床咨询、诊断及遗传优生策略

遗传咨询的主要目标有两点，一是判断疾病是

否属于遗传，二是评估疾病在患者家系后代的再发

风险。相较于我国南方较为常见的地中海贫血等遗

传疾病，除患者的基因变异类型存在多样性外，人群

中ＤＭＤ的发生方式也具有异质性。患者基因突变

可能源于亲代伴性遗传、亲代生殖腺嵌合，或是单纯

散发。ＤＭＤ突变类型及遗传方式的这些特点对临

床遗传咨询及诊断策略的选择提出了一定的挑战。

然而由于国内长期无相关临床操作规范可供医疗机

构实施借鉴，导致不少误诊、漏诊的情况发生。有鉴

于此，作者所在单位参照欧洲多个国家联合发布的

ＤＭＤ产前诊断实践指南
［２４］，同时结合自身临床实

践经验，提出如下操作建议。

４．１　知情同意原则　临床实施犇犕犇 基因诊断的

一个重要前提是须向就诊者说明所采用技术的局限

９５
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性。由于 ＭＬＰＡ检出范围仅限于基因的大片段缺

失、重复及少数微小突变，因此有部分患者或其亲属

可能无法通过该技术发现致病基因变异，而对拟接

受高通量测序等技术进一步排查者，亦需说明存在

不能检出致病突变的可能性。（图１）

４．２　先证者／携带者基因检测策略　综合疾病检出

率及检测成本等因素考量，具备条件的医院机构现

阶段应考虑以 ＭＬＰＡ为一线犇犕犇基因筛查技术。

需要注意的是，对于 ＭＬＰＡ提示为单外子缺失的结

果，需进一步验证；对临床高度怀疑为患者或携带

者，如 ＭＬＰＡ检测为阴性，可建议其进一步行高通

量测序检测（图１）。

图１　犇犕犇基因诊断流程图

４．３　ＤＭＤ产前诊断策略　针对预行产前诊断者，

应同时获知先证者及其本人基因型，对于因先证者

病逝等原因无法获取样本、并无法获知先证者基因

型信息的情况下，如受检者为体细胞ＤＭＤ携带者，

则建议实施产前诊断；如在可供选择的检测范围内

未检出体细胞携带致病突变，则应向其说明后代再

发风险，尤其是针对曾经生育基因突变明确患儿的

高风险女性，需告之存在生殖腺嵌合的可能，并由其

本人知情选择是否实施产前诊断（图２）。

５　犇犕犇遗传优生发展趋势

尽管侵入性的产前诊断方式已十分成熟，但现

实中，仍有部分母体或胎儿在取样过程或鉴定为患

图２　ＤＭＤ产前诊断实施流程图

症胎儿后实施的引产术中发生损害。因而，如何在

优生过程中尽可能减少对母胎的影响是近阶段胎儿

医学研究的重点之一。这其中，无创产前诊断及植

入前诊断是这一领域中有望获得突破的两个领域。

５．１　无创产前诊断　所谓无创产前诊断，是指采用

抽取孕妇外周血等非侵入性方式获取胎儿的遗传物

质、并对其进行遗传分析的技术手段。根据获得的

胎儿遗传物质的类型，从孕妇循环血液中可供分离

的胎儿遗传物质包括胎儿有核红细胞（ｎｕｃｌｅａｔｅｄ

ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ，ＮＲＢＣｓ）及胎儿游离ＤＮＡ片段这两

类。两者之中，由于胎儿有核红细胞中包含有完整

的胎儿遗传信息，因而在高通量测序技术出现之前

是无创产前诊断研究的重要方向［２５］。然而时至今

日，胎儿有核红细胞的富集技术一直未获得实质性

的突破，故短期间该技术难以被应用于临床。与此

同时，高通量测序技术在近十年来取得突飞猛进的

发展，并且在检测成本上已趋近于患者可接受的水

平。近年来，应用高通量测序对胎游离ＤＮＡ的分

析已成为 ＤＭＤ 无创产前检测研究领域的新动

向［２６］。事实上，针对部分染色体非整倍体异常的高

通量测序无创产前筛查项目，近年已在国内获得了

广泛的关注和应用，预计在不远的将来，该技术也有

望在ＤＭＤ的无创产前检测中实现突破。

５．２　植入前诊断　无论是侵入性还是无创产前诊

断，对胎儿基因型的确诊仍需在胚胎发育到一定阶
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段之后。如经诊断发现胎儿基因存在缺陷，孕妇需

面临因终止妊娠而产生的身体及心理的双重伤害。

因此，对孕产妇及其家属而言，如何避免胎儿携带缺

陷基因更具有现实意义。植入前诊断是有望解决这

一现实问题的最佳手段，目前已有一些机构已经开

始尝试ＤＭＤ的植入前诊断研究并取得功
［２７］，随着

成果的不断深入，相信这一领域的成果也终将为

ＤＭＤ的防控带来根本性的解决之道。
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