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单基因遗传病分子诊断的新策略和新方法
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【摘要】　单基因遗传病具有复杂的表型异质性及遗传异质性，基因突变可涉及点突变、片段缺失／重复、

整个基因的缺失／重复、以及动态突变等众多类别。分子诊断技术使得单基因遗传病可在分子水平乃至

单个碱基发生变异的情况下做出准确诊断，然而其可靠性问题成为备受瞩目的技术难点。针对不同遗

传病使用不同的解决方案，是目前单基因遗传病分子诊断的主流思想。基因诊断相关人员不仅要了解

遗传疾病致病基因及其突变特点，还要熟知各种检测技术的特点，合理选择。
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　　单基因遗传病（ｍｏｎｏｇｅｎｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）是由位于

同源染色体上的一对等位基因之一或者二者发生突

变，导致蛋白结构信息错误或基因表达控制异常而

出现的身体结构发育异常和／或生理功能异常，该类

疾病一般符合孟德尔遗传方式，所以，又称为孟德尔

遗传病（ｍｅｎｄｅｌｉａｎｉｎｈｅｒｉｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ）
［１］。大多数

单基因遗传病是罕见病，其中每一种在全球人口中

的平均发生率在１／１００００～１／１０００００
［２］，多则在数

千个新生儿中出现一例，少则数十万新生儿中出现

一例；但对局部地区或者来自某些地区的特定人群

而言，某些单基因遗传病的平均发生率可能高达

１％～２％，如在东南亚和云南南部的某些少数民族

中，地中海贫血和葡萄糖６磷酸脱氢酶缺乏症的发

生率就高达２％以上
［３］。由于单基因遗传病种类众

多，故即使每种疾病的患者不多，但总体受累人群却

不容小觑。据可靠估算，单基因遗传病在全球人口

中的发生率约为１％
［４］，给千万个家庭及患者带来

极大的精神负担和经济负担。

１９７６年，美籍华裔科学家简悦威成功应用液相

ＤＮＡ分子杂交技术实现了镰形细胞贫血症的基因

诊断［５］，是人类遗传病诊断开始进入分子诊断时代

的里程碑。继形态学、生化学及免疫学诊断技术后，

分子诊断飞速发展，该技术使得遗传病可在分子水

平乃至单个碱基发生变异的情况下做出准确诊断。

不仅可为患者提供可靠诊断，还可为表型正常的携

带者提供遗传咨询。大致可分为分子杂交检测技

术、基因扩增检测技术和基因测序技术三大类。

１　分子杂交检测技术

分子杂交检测技术是通过已知基因序列的探针

对靶序列进行特异性的捕获检测。主要技术有斑点

杂交（ｄｏｔｂｌｏｔ，ＤＢ）、反向斑点杂交（ｒｅｖｅｒｓｅｄｏｔ

ｂｌｏｔ，ＲＤＢ）、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹、Ｗｅｓｔ

ｅｒｎ印迹、荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）、基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐｓ）等。

１．１　反向斑点杂交（ＲＤＢ）　Ｓａｉｋｉ等
［６］于１９８９年

最早发明ＲＤＢ技术，并证实该技术在突变检测中的

确定性。１９９９年，Ｃｈａｎ等
［７］将该技术应用于中国

人群α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α、α

ＣＤ５９
α和α

ＣＤ３０
α４种非缺失型α地中

海贫血的突变检测。ＲＤＢ法为目前临床常用的常

规检测方法，原理是将一系列可与疾病相关等位基

因杂交的特异性寡核苷酸探针排列在尼龙膜上，经

扩增、杂交、洗脱及显色，最后判读受检样品是否携

带与膜上探针杂交的基因突变。其优点在于可在一

张杂交膜上同时检测样品中多种点突变，结果可靠、

可重复性好、灵敏度高，且检测时所耗样品量少、经

９
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济方便，尤为适用于基因分型、已知基因序列的突变

检测。缺点是膜条制备时间长，杂交操作繁杂、很难

进行大批量检测。

１．２　荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）　１９７７年，Ｒｕｄｋｉｎ
［８］发

明了ＦＩＳＨ技术，在原位杂交技术的基础上使用荧

光素取代同位素标记探针，更安全、快速、准确、灵

敏，且探针标记更稳定，能同时显示多色，不但能对

中期分裂相进行分析，还能显示于间期核中。其基

本原理遵循碱基互补原则，将荧光标记的已知探针

与受检样品ＤＮＡ进行杂交，通过检测荧光信号实

现受检样品ＤＮＡ的定性、定位分析。ＦＩＳＨ技术自

２０世纪７０年代问世以来已在临床广泛应用，由于

其直观性、特异性已成为染色体微缺失／微重复诊断

的金标准，在分子领域主要适用于基因定位、肿瘤基

因检测等方面［９］。

１．３　微阵列基因芯片　微阵列基因芯片，简称基因

芯片，是由千万个ＤＮＡ或寡核苷酸探针密集排列

在小面积载体表面组成的微点阵列。在一定条件

下，载体上的ＤＮＡ或寡核苷酸探针可与来自样品

中序列互补的核酸片段杂交，通过检测杂交信号实

现样品ＤＮＡ序列分析
［１０］。该技术具有高通量、高

分辨率、微型化、自动化程度高等优势，可用于基因

定位、已知突变检测、ＤＮＡ 测序、遗传图谱构建

等［１１］。但存在着芯片制作技术复杂、检测应用的芯

片扫描仪成本高、检测数据分析难度较高的问题，阻

碍了其应用于基层医院临床检测中。国产的遗传性

耳聋基因检测芯片目前在临床上应用较多，它可以

同时检测 犌犑犅２、犌犑犅３、犛犔犆２６犃４和线粒体１２Ｓ

ｒＲＮＡ这４个基因中的９个基因突变热点，是世界

上第一个被批准用于临床诊断的基因芯片产品。

２　基因扩增检测技术

临床应用最广泛的单基因遗传疾病分子诊断技

术是聚合酶链反应 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）以 及 其 衍 生 方 法。如 巢 式 ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄ

ＰＣＲ）、多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）、三引物ＰＣＲ（ｔｒｉ

ｐｒｉｍｅｒＰＣＲ，ＴＰＰＣＲ）、逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）、实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅ

ａｌｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ＲＴＦＱ

ＰＣＲ／ｑＰＣＲ）、数字 ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）
［１２］、

变性高效液相色谱分析（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ，ＤＨＰＬＣ）
［１３］、高分辨熔

解曲线分析（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙ

ｓｉｓ，ＨＲＭ）
［１４］、多重连接依赖探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）
［１５］

等。现今几乎所有的基因突变检测技术都是基于

ＰＣＲ发展的。

２．１　数字ＰＣＲ　ｄＰＣＲ是２０世纪初发展起来的新

型核酸分子定量检测技术，较传统定量ＰＣＲ技术具

有更高的准确性、灵敏性及可重复性，可对大量背景

分子中的微量模板进行定量分析［１２，１６］。按分液技

术不同分为三类：微孔板［１７］、微流体芯片［１８］和微滴

式。由于ｄＰＣＲ的本质是通过单分子扩增将低丰度

的基因信号从复杂背景中提取出来，故在无创产前

诊断中可对受到大量母体背景ＤＮＡ影响的低含量

胎儿游离ＤＮＡ进行检测。２０１０年，Ｃｈｕ等
［１９］首次

将数字化ＰＣＲ应用于无创单基因疾病诊断，进行单

分子等位基因检测并通过等位基因比值法推断胎儿

是否受累。Ｌａｍ等
［２０］于２０１２年依据父源性的遗传

单倍型设计了针对珠蛋白及其外部ＳＮＰ位点的探

针来筛选可提供信息位点，并根据母源性单倍型将

ＳＮＰ分为α和β两组，借助ｄＰＣＲ技术推断胎儿基

因型，成功分析２个β地中海贫血家系。Ｔｓｕｉ等
［２１］

应用ｄＰＣＲ检测Ｘ染色体上的基因位点，在１２个

样本中成功检测出７例发生血友病基因突变的男

胎。

２．２　变性高效液相色谱分析　ＤＨＰＬＣ技术是通

过分析异质性双链结构从而对ＤＮＡ序列变异进行

筛选。在不变性的温度条件下可用于分离不同分子

量的双链ＤＮＡ、分析具有长度多态性的片段；在部

分变性的条件下，突变型和野生型分别形成同源双

链，同时错配产生异源双链，由于杂合与纯合二倍体

在柱中保留时间的差异而在色谱图中呈现双峰或多

峰的洗脱曲线，以识别突变型［２２］。该技术可分析

ＳＮＰ、检测单个碱基置换、插入或缺失，具有自动化

程度高、敏感性和特异性较高等优点。

２．３　高分辨熔解曲线分析　ＨＲＭ 技术是利用突

变型片段与野生型片段加热变性时熔解曲线形状和

０１
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位置的差异，从而区分突变样本与正常样本，不受突

变碱基位点及类型的限制，既可扫描扩增片段的未

知突变又可进行已知突变的基因分型［２３］。该技术

操作便捷、通量高、成本低，且特异性优于其他突变

初筛技术，如单链构象多态性分析（ＳＳＣＰ）技术，适

用于单碱基突变及小片段插入、缺失的检测，但无法

准确检测具体突变［２４］。

２．４　多重连接依赖探针扩增　ＭＬＰＡ技术是荷兰

学者Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等
［１５］于２００２年在多重扩增探针杂

交 （ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ａｍｐｌｉｆｉａｂｌｅ ｐｒｏｂｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＭＡＰＨ）技术
［２５］的基础上改进设计的，其原理是对

可与样本ＤＮＡ正确杂交并被连接酶连接的探针进

行扩增和半定量分析。该技术融合了ＤＮＡ探针杂

交和ＰＣＲ技术，且引入了连接依赖，其优越性是特

异性高、精确度高、重复性强、操作简便、通量高。基

于 ＭＬＰＡ技术可检测出若干人类基因拷贝数的变

异，故现已广泛应用于存在基因缺失／重复突变的人

类遗传疾病的分子诊断，如假肥大型肌营养不良症

（Ｄｕｃｈｅｎｎｅ／Ｂｅｃｋｅｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ／

ＢＭＤ）、脊 肌 萎 缩 症 （ｓｐｉｎａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，

ＳＭＡ）、ＤｉＧｅｏｒｇｅ 综 合 征 （ＤｉＧｅｏｒｇｅｓｙｎｄｒｏｍｅ）

等［２６］。但遗憾的是该产品至今未申请中国的市场

准入，仅能少量用于科研工作，而不能应用于基因诊

断和产前诊断。

３　基因测序技术

基因测序技术作为现代生命科学研究的核心技

术之一，不仅为遗传信息的揭示和基因表达调控的

基础生物学研究提供重要数据，而且在疾病基因检

测与分子诊断等临床应用研究中发挥着重要作用。

３．１　Ｓａｎｇｅｒ测序法　１９７７年，英国生物化学家

Ｓａｎｇｅｒ等
［２７］发明了双脱氧链末端终止法（ｄｉｄｅｏｘｙ

ｃｈａｉｎｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ），可以检测物种或细胞的

核酸序列，通过与基因库进行比对分析被检测物种

或细胞的特性。Ｓａｎｇｅｒ测序法作为最经典的测序

方法广泛应用于基因组ＤＮＡ、ｃＤＮＡ等多重复序列

的检测。但该技术通量低、成本高、耗时长。１９９８

年Ｒｏｎａｇｈｉ
［２８］发明了焦磷酸测序法，其基本原理是

利用ＤＮＡ聚合酶、ＡＴＰ硫酸化酶、荧光素酶、三磷

酸腺苷双磷酸酶的协同作用，检测引物延伸过程中

所释放的荧光，通过峰值高低判断与其匹配的碱基

数量。该方法在通量、成本、耗时等方面优于Ｓａｎ

ｇｅｒ法，广泛运用于ＳＮＰ位点、等位基因突变检测

等。但由于遗传病的异质性及较大片段基因的检测

需求，新一代测序技术应运而生。

３．２　第二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＮＧＳ）　单基因遗传病具有明确的临床、生化

指征和／或已知突变热点，则对靶区域进行Ｓａｎｇｅｒ

测序可精确高效做出分子诊断；然而筛选未知候选

基因是一大难题。同时，利用连锁分析和关联分析

定位遗传病致病基因的传统方法耗时费力，且当家

系中受累亲属人数有限、或疾病遗传不外显或外显

不全，亦或是患者为自发突变，则连锁分析法难以进

行［２９］。新兴的第二代测序技术是用内切酶将基因

组ＤＮＡ处理成一定长度范围的ＤＮＡ片段，然后进

行文库制备并扩增文库ＤＮＡ，测序过程可分为两

类：使用ＤＮＡ聚合酶和荧光标记或 Ｈ＋标记的４种

ｄＮＴＰ进行单碱基扩增延伸反应的合成测序；采用

ＤＮＡ连接酶和荧光标记的寡核苷酸探针进行杂交

反应的连接测序［３０］。ＮＧＳ可快速进行大量靶基因

筛选、人类全外显子组测序、全基因组测序，通量更

高、检测更快［３１］。

３．３　基于ＮＧＳ技术的高通量测序检测

３．３．１　全外显子组捕获技术（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）　现今已报道的绝大多数全基因组

研究都仅集中在整个基因组序列的２％编码区，且

大约８５％的已知孟德尔遗传病致病基因都位于蛋

白质编码区域［３２］。近年来全外显子组捕获技术的

发展为遗传病快速诊断创造了条件。２００９年，Ｎｇ

等［３３］对４例无亲缘关系ＦｒｅｅｍａｎＳｈｅｌｄｏｎ综合征

患者及８例正常个体进行外显子组捕获和第二代测

序，在世界上首次证实外显子组捕获—第二代测序

在确定罕见致病基因方面具有可行性和应用价值。

随后 Ｎｇ等
［３４］利用相同的方法策略检测出 Ｍｉｌｌｅｒ

综合征的致病基因ＤＨＯＤＨ，这也是国际上首次成

功应用外显子组捕获—第二代测序技术检出遗传病

的未知致病基因。该技术所需样本数量少、通量高、

耗费低，大大推进了人类单基因遗传病的分子诊断。
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外显子组捕获集中于外显子区域的测序，不能

获得完整的基因组信息，如启动子区、增强子区、ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｓ编码区等；其次，外显子组捕获过程中存

在打断再拼接，读长较短将导致大的插缺难以拼接，

故ＤＮＡ结构变异无法检测；再者，难以检出位于高

度同源区的变异体，易出现假阳性、假阴性结果［３５］。

３．３．２　分子倒位探针平行测序（ＭＩＰｓ）　分子倒位

探针（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｖｅｒｓｉｏｎｐｒｏｂｅｓ，ＭＩＰｓ）技术所采

用的探针是与基因组靶点互补的单链ＤＮＡ分子，

可与基因组靶点杂交并将其捕获。ＭＩＰｓ探针由两

侧向内部共包含７个基本结构
［３６３８］：位于两端的２

段与目的基因互补的序列；向内为２段对所有ＭＩＰｓ

通用的ＰＣＲ引物序列，可视为探针释放位点，通常

还包含一个限制酶切位点；以及一段探针特异性标

签序列和一个限制酶切位点，作为标签释放位点。

当探针的互补序列与基因组靶点结合后环化，在内

切酶Ⅰ的作用下释放探针形成倒位序列，然后以通

用引物完成靶序列富集，内切酶Ⅱ处理释放Ｔａｇ标

签序列，进而实现目的基因测序。该技术具有高通

量、高灵敏度、高准确性，目前多重 ＭＩＰｓ分析技术

已可在同一体系检测超过５５０００个基因座
［３６］，适用

于大规模检测。分子倒位探针平行测序技术已广泛

应用于ＳＮＰ分型、拷贝数变异检测、等位基因失衡

分析等。

单基因遗传病具有复杂的表型异质性及遗传异

质性，基因突变可涉及点突变、片段缺失／重复、整个

基因的缺失／重复、以及动态突变等众多类别，针对

不同遗传病使用不同的解决方案，是目前单基因遗

传病分子诊断的主流思想。随着分子遗传学诊断技

术的飞速发展，基因诊断新技术将广泛应用于出生

缺陷与遗传病诊断中。基因诊断相关人员不仅要了

解遗传疾病致病基因及其突变特点，还要熟知各种

检测技术的特点，合理选择。
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