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全基因组低深度测序技术检测胎儿单纯性
法洛四联症染色体变异
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【摘要】　目的　采用全基因组低深度测序技术检测单纯性法洛四联症胎儿中染色体异常，包含染色体
非整倍体和拷贝数变异（ＣＮＶｓ），探讨胎儿期单纯性法洛四联症的遗传学特征。方法　收集２０１４年１
月至２０１７年１２月在湖北省妇幼保健院经产前超声会诊及引产后病理检查确诊为单纯性法洛四联症的
胎儿２４例，利用低深度全基因组测序的方法检测染色体变异，采用生物信息学方法对测序结果进行分
析，最终根据美国医学遗传学会的解读流程对检出的ＣＮＶｓ进行解读。结果　在２４例确诊为单纯性法
洛四联症胎儿中，无染色体非整倍体的检出，５例检出有拷贝数变异，其中４例发现有致病性ＣＮＶｓ
（１６．７％，４／２４）。检出有致病性ＣＮＶｓ的４例胎儿中，３例为ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征，１例为疑似８ｐ倒位重复
伴末端缺失（８ｐｉｎｖｅｒｔｅｄｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ／ｄｅｌｅｔｉｏｎ）综合征。结论　胎儿期单纯性法洛四联症与ＣＮＶｓ关系
密切，全基因组低覆盖度测序技术可用于发现与单纯性法洛四联症相关的ＣＮＶｓ。
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　　法洛四联症（ｔｅｔｒａｌｏｇｙｏｆＦａｌｌｏｔ，ＴＯＦ）是一种
常见的严重性心脏病，临床症状为肺动脉狭窄、主动
脉骑跨、室间隔缺损和右心室肥大［１］。在胎儿中，其
主要表现为肺动脉狭窄、主动脉骑跨和室间隔缺
损［２，３］。它是最常见的发绀型先天性心脏病之一，
在活产儿中的发生率为１／３０００，占到了主要先心病
的１０％［４］。随着外科手术和药物治疗的巨大进步，
ＴＯＦ导致的早期致死很少见，但是有长期后遗症，
包括心脏功能障碍、心律不齐和生活质量下降，仍然
是ＴＯＦ患者人群的挑战［５，６］。和大多数先天性心
脏病一样，目前我们对ＴＯＦ的病因了解较少。更
好地了解ＴＯＦ可能的原因将有助于深入了解ＴＯＦ
的病理生物学基础，有助于改善疾病风险。

据研究表明，法洛四联症与产前感染、致畸物暴
露、母亲疾病，以及遗传物质改变等因素密切相
关［１］。患有法洛四联症的孕妇的后代中，先天性心
脏病的发生率约为３．１％，说明遗传因素在心脏发
育中具有重要贡献［７，８］。研究表明，一些与心脏发
育的信号通路中的基因改变，包含心脏转录因子基
因（犖犓犡２．５、犜犅犡１、犜犅犡５和犌犃犜犃４）或跨膜受
体犖犗犜犆犎１和犖犗犜犆犎２及其配体犑犃犌１的单倍
剂量不足，会引发法洛四联症及其他心脏缺陷［９］。
染色体２２ｑ１１．２微缺失及２１、１８或１３三体，也会导
致出现法洛四联症症状［５］，其中染色体２２ｑ１１．２缺
失或２１三体在法洛四联症患者的检出率较高，分
别占到了ＴＯＦ患者的１５％和７％［１０，１１］。但是这些
患者通常具有多种非心脏异常。尽管对法洛四联症
相关的遗传物质改变的报道较多，对于单纯性和散
发性的法洛四联症的报道较少。Ｇｒｅｅｎｗａｙ等［１］使
用高分辨率芯片对１１４例单纯性法洛四联症患者及
其父母的拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，
ＣＮＶｓ）进行研究，观察到１０％的散发性非综合征法
洛四联症病例是由新发ＣＮＶｓ突变引起的，说明单
纯性法洛四联症与ＣＮＶｓ密切相关。

在目前的临床实践中，核型分析结合染色体微
阵列分析被认为是检测拷贝数变异的金标准［１２］。
然而，随着测序技术的发展，全基因组低深度测序技
术已被证实为可用于ＣＮＶｓ检测，是一种可行的
ＣＭＡ替代方法［１２１９］。Ｗａｎｇ等［１３］通过对３４２９例
羊膜穿刺样本的染色体非整倍体和ＣＮＶ分析发
现，全基因组低深度测序技术在临床胎儿样本检测
中具有很高的特异性和重复性。由于目前关于胎儿

单纯性法洛四联症与染色体异常（包含染色体非整
倍体和拷贝数变异）的报道较少［１］，本研究拟采用全
基因组低覆盖度测序技术检测引产的单纯性法洛四
联症胎儿的染色体异常，初步探讨单纯性法洛四联
症胎儿的遗传学特征。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选取２０１４年１月至２０１７年１２月
因胎儿心脏发育异常在湖北省妇幼保健院进行产前
超声会诊的中孕期孕妇，进行胎儿心脏超声系统筛
查及胎儿超声心动图检查，所有超声筛查均按照国
际妇产超声学会推荐的规范化指南［２０］进行。入组
胎儿经由２名胎儿心脏超声专家会诊，排除心脏合
并畸形和心外畸形，最终确诊为单纯性法洛四联症。
对胎儿超声心动图结果进行多学科预后咨询后决定
终止妊娠的孕妇，在其及家属充分知情同意后，留取
胎儿样本进行病理解剖，最终获得经产前超声会诊
及／或病理解剖确诊为单纯性法洛四联症的胎儿２４
例。孕妇年龄２２～３８（３０．２±４．８）岁，终止妊娠时
孕周２０～３８（２５．１±４．２）周，均为单胎妊娠。本研
究经湖北省妇幼保健院医学伦理学委员会批准，并
获得终止妊娠孕妇及家属签署的同意胎儿病理解剖
及遗传学检查的知情同意书。
１．２　主要仪器和试剂　ＱＩＡａｍｐＤＮＡ试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＢＧＩＳＥＱ５００测序平台（华大基因）。
１．３　检测方法　对于终止妊娠的胎儿，取近胎儿端
脐带组织，立即保存于－８０℃，并送往深圳华大基因
研究院进行遗传检测。使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ试剂盒
提取胎儿脐带组织的基因组ＤＮＡ，用１％琼脂糖凝
胶电泳分析ＤＮＡ降解程度以及是否有ＲＮＡ污染，
用ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计测定ＤＮＡ浓度和纯度。
对于所有通过质量控制（＞５００ｎｇ；吸光度ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０＞１．８；吸光度ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＞１．５）的基因组
ＤＮＡ，采用华大基因ＢＧＩＳＥＱ５００测序平台，按照
ＢＧＩＳＥＱ５００标准操作流程，进行ＤＮＡ文库构建和
测序，最小精度１００ｋｂ，测序深度１乘。采用Ｄｏｎｇ
等［２１］的方法进行染色体变异（包含非整倍体和
１００ｋｂ以上拷贝数变异）的全基因组低覆盖度测序
分析。参照美国医学遗传学会［２２，２３］的解读流程，对
检测出来的不小于１００ｋｂ的拷贝数变异进行致病、
疑似致病、意义不明疑似良性和良性的判定。

６２



《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０１９年第１１卷第４期 ·论著·　　

ＣＮＶｓ（重复）采用ＱＰＣＲ验证，ＣＮＶｓ（缺失）采用
ＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳验证。

２　结果

２４例单纯性法洛四联症胎儿中，无染色体非整
倍检出，５例胎儿检出有ＣＮＶｓ。其中３例检出有致
病性ＣＮＶｓ（１２．５％，３／２４），１例检出有致病性和疑

似致病性ＣＮＶｓ（４．１７％，１／２４），１例检出有疑似致
病ＣＮＶｓ（４．１７％，１／２４），无意义不明疑似良性或良
性ＣＮＶｓ检出（见表１）。５例胎儿共检出７处异常
ＣＮＶｓ，其中检出有１Ｍｂ以上ＣＮＶｓ有４例，１Ｍｂ
以下ＣＮＶｓ有２例，相关的综合征包含ＤｉＧｅｏｒｇｅ综
合征（４例），８ｐ倒位重复伴末端缺失综合征（待验
证，１例）。

表１　低深度基因组测序检出的单纯性法洛四联症胎儿中致病和疑似致病拷贝数变异一览表
样本名称 区带 起始 终止 片段长度

（Ｍｂ） ＣＮＶ类型 ＣＮＶ性质 相关综合征或基因

ＩＧ２０１５４６０９ ２２ｑ１１．２１ １８８８７６５２ １９００９０２７ ０．１２ 缺失 疑似致病 ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征
ＩＧ２０１６０９８８ １６ｐ１３．３ ６９６８９７１ ７０８２８２５ ０．１１ 缺失 疑似致病 ＲＢＦＯＸ１

２２ｑ１１．２１ １８９１４２７９ ２１５４９０１６ ２．６４ 缺失 致病 ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征

ＩＧ２０１６１４７２８ｐ２３．１ｐ２３．３ １０１３２ ７１５５７３７ ７．１５ 缺失 致病 ８ｐ倒位重复伴末端缺失
综合征

８ｐ２１．２ｐ２３．１ １２００２７６９ ２４９０５７３５ １２．９０ 重复 致病 ８ｐ倒位重复伴末端缺失
综合征

ＩＧ２０１５５４４５ ２２ｑ１１．２１ １８９０８３７８ ２０３４０５０７ １．４３ 缺失 致病 ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征
ＩＧ２０１６２９６６ ２２ｑ１１．２１ １８９０８３７８ ２１５０７６７９ ２．６０ 缺失 致病 ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征

３　讨论

法洛四联症是最严重的发绀型先天性心脏病，
世界范围内新生儿患病率约为１／３０００［４］，占所有先
天性心脏病患儿的５％。ＴＯＦ是一种多病因的复
杂性疾病，一般认为有遗传因素和环境因素的参与。
大量研究表明遗传因素在法洛四联症的发病机制中
具有重要的作用。Ｂｅｌｌｕｃｃｏ等［２４］研究发现，大约
３０％的法洛四联症患者具有染色体异常；ＭｃＤｏ
ｎａｌｄＭｃＧｉｎｎ等［２５］研究发现，产前诊断为法洛四联
症的患者中，１６％的患者检出有２２ｑ１１．２微缺失，这
些研究表明染色体异常与法洛四联症密切相关。在
目前的临床实践中，核型分析结合染色体微阵列分
析被认为是检测拷贝数变异的金标准。随着测序技
术的发展，全基因组低深度测序也可用于拷贝数变
异的检测，除了具有可靠性、准确性和可重复性外，
还由一些重要的实验室优势，包括高效的实验室工
作流程、测序周期短（＜１２小时）、ＤＮＡ模板用量低
（小于１０ｎｇ），可同时对样本进行批量测序，试剂成
本更低［１３］。Ｗａｎｇ等［１３］通过对３４２９例羊水组织的
拷贝数变异分析，认为低深度基因组测序可以作为
普通高危妊娠孕妇的拷贝数变异的首选检测方法。

本研究应用全基因组低深度测序技术检测单纯
性法洛四联症胎儿的染色体异常，共检出５例胎儿
存在ＣＮＶｓ，其中４例发现致病性ＣＮＶｓ，阳性率为
１６．７％（４／２４）。目前关于单纯性法洛四联症患者的
拷贝数变异的报道较少。Ｇｒｅｅｎｗａｙ等［１］使用高分
辨率基因芯片对１１４例单纯性法洛四联症患者及其
父母的ＣＮＶｓ研究发现，至少１０％的散发性单纯性
法洛四联症是由ＣＮＶｓ新发突变引起的。Ａｇｕａｙｏ
Ｇｏｍｅｚ等［２６］采用多重连接探针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
ｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ），在
５２位单纯性法洛四联症患者中发现了１例ＣＮＶｓ
自发突变。这些研究都说明单纯性法洛四联症与
ＣＮＶｓ密切相关。

染色体２２ｑ１１．２缺失综合征，这也被称为Ｄｅ
Ｇｏｒｇｅ综合征，是先天性心脏病的常见病因之一，在
不同类型的先天性心脏病中检出率为０～
１８％［２４，２７２９］。在２２ｑ１１．２缺失综合征患者中，法洛
四联症，主动脉弓离断，室间隔缺损和永存动脉干是
最常见的心脏异常。已报发表的文章中，法洛四联
症患者中２２ｑ１１．２缺失的检出率为０～
１８％［２４．２７，３０］。在本研究中，１６．７％（４／２４）的患者检
出了２２ｑ１１．２微缺失，其中３例为致病，１例为疑似
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致病。ＩＧ２０１５４６０９患者检出的２２ｑ１１．２１区段的缺
失为疑似致病突变，片段大小为０．１２Ｍｂ，该片段包
括４个基因（犘犚犗犇犎、犇犌犆犚５、犇犌犆犚９、犇犌犆犚６），
其中犇犌犆犚６基因是２２ｑ１１．２缺失综合征（Ｄｉ
Ｇｅｏｒｇｅ综合征）的关键区域基因。胎儿
ＩＧ２０１６０９８８、ＩＧ２０１５５４４５和ＩＧ２０１６２９６６检出有
２２ｑ１１．２１区段缺失，为致病突变，片段大小为１．４３
～２．６４Ｍｂ，包含４３～６６个基因。
ＩＧ２０１６０９８８除了检出在致病性的２２ｑ１１．２１区

段缺失，还检出有１６ｐ１３．３区段缺失，为疑似致病，
片段大小为０．１１Ｍｂ，该片段包括１个基因（犚犅
犉犗犡１）。文献报道犚犅犉犗犡１基因缺陷与多种临床
症状有关，包括颅内蛛网膜囊肿、智力障碍、发育迟
缓、小头畸形或巨头畸形、先天性心脏病、肾脏畸形、
骨骼畸形、原发性胆汁性肝硬化、癫痫、注意力缺陷
多动障碍、自闭症、双相情感分裂情感障碍等［３１３５］。

胎儿ＩＧ２０１６１４７２检出有８号染色体
８ｐ２３．１ｐ２３．３区段有约７．１５Ｍｂ缺失，该片段包括
３３个基因；８号染色体８ｐ２１．２ｐ２３．１区段内有１２．９
Ｍｂ的重复，该片段包括９６个基因。该缺失和重复
为疑似ＣＮＶｓ致病，相关的综合征可能为８ｐ倒位
重复伴末端缺失综合征（ＯＲＰＨＡ：９６０９２）。该综合
征在新生儿中患病率估计为１／２２０００～１／３００００，
特征是８号染色体短臂（８ｐ）部分倒位重复，并伴末
端缺失［３６］。该综合征是一种罕见的染色体异常，临
床表现包括精神发育迟滞、面部畸形、中枢神经系统
异常、肌张力减退、骨科异常、脊柱侧凸／脊柱后凸和
先天性心脏病等［３６４１］。但是由于该检测技术方法限
制，不能检测出倒置这种染色体异常，此外，建议结
合临床。建议父母进行核型及染色体微重复／缺失
检查及遗传咨询。

本研究采用低深度全基因组测序的方法，在引
产的单纯性法洛四联症胎儿中，５例检出有ＣＮＶｓ，
其中４例为致病性ＣＮＶｓ，阳性率为１６．７％（４／
２４），说明ＣＮＶｓ与单纯性法洛四联症密切相关，建
议对产前检出有单纯性法洛四联症的胎儿进行拷贝
数变异的检查。本研究由于种种原因，未对检出有
拷贝数变异的胎儿父母进行拷贝数变异的检查。由
于部分ＣＮＶｓ遗传自父母，建议对胎儿父母双方进

行ＣＮＶｓ检测，以确定患者变异来源于父母遗传还
是新发变异，对指导胎儿畸形孕史患者的下次妊娠
及产前诊断具有重要的意义。
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