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１例胎儿羊水过少的基因诊断及植入前诊断
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（广东省妇幼保健院 医学遗传中心、妇幼代谢与遗传病重点实验室，广东 广州　５１１４４２）

【摘要】　目的　通过高通量测序的方法，检测超声发现的１例孕２５＋周双肾回声增强、羊水过少的胎儿

遗传学致病因素。并对该家系进行下一胎的遗传风险评估及再生育指导。方法　采用父母胎儿核心家

系医学外显子测序技术分析可能的致病突变，并针对发现的突变位点进行植入前诊断。结果　发现异

常胎儿犃犆犈基因复合杂合变异ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ（ｐ．Ｗ３４３）和ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌ９８３Ｐ），分别来自父亲和母

亲。ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ变异可导致肽链合成提前终止，生成比野生蛋白少９６３个氨基酸的截断蛋白，且在相

关病例中报道过。ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ变异为错义突变，生物信息学预测提示为有害突变，为本研究发现的新

突变。植入前诊断结果提示第三次妊娠胎儿未携带父母双方的变异位点，且超声提示未见肾脏和羊水

量的异常。结论　通过核心家系的高通量测序，本研究发现了犃犆犈基因１个已报道突变，１个没有临床

病例报道过的单碱基变异，结合犃犆犈基因已知的功能学研究和该家系临床表现、遗传规律及后续的植

入前诊断结果，提示这２个变异位点很可能是该家系的致病原因。
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　　羊水过少是妊娠常见并发症，发病率约０．５％

～５．５％
［１］，常见于妊娠晚期。在没有泌尿生殖系统

结构异常的情况下，中孕期晚期超声检查显示羊水

过少，应考虑肾小管发育不良（ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｄｙｓｐｌａｓｉａ，

ＲＴＤ，ＯＭＩＭ：＃２６７４３０）的可能
［２］。ＲＴＤ是一种以

围产期死亡为主要特征的常染色体隐性遗传性疾
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病，是由于肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ

ｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）的任何一种基因失活所致，其中血管

紧张素Ⅰ转换酶（ＡＣＥ）就是其中之一
［３］。ＡＣＥ是

一种金属肽酶，属于谷胱甘肽金属蛋白酶家族［３］。

人类循环和组织中的 ＡＣＥ水平部分由犃犆犈 基因

多态性决定［４］。

在小鼠中，犃犆犈基因完全失活是可存活的，而

在人类则导致严重低血压、肾灌注不足和ＲＴＤ，这

是一种以出生时无尿或严重肾功能不全、缺乏肾近

端小管分化和常见的围产期死亡为特征的严重肾脏

疾病［５］。目前人类犃犆犈基因突变的临床病例致病

性报道比较有限。有报道称犃犆犈基因的纯合突变

或复合杂合突变会导致ＲＴＤ的发生，临床表现主

要为严重的羊水过少、出生时的肾功能不全及出生

后短时间内的死亡［６］。在某些情况下，肾功能不全

者需要出生之后的长 期腹膜透析，例 如 发 生

Ｑ１０６９Ｒ错义突变，导致ＡＣＥ活性完全缺乏
［７，８］。

本研究在１例两次妊娠均出现胎儿双肾回声增

强、羊水过少的家系中，通过对核心家系的高通量测

序发现胎儿犃犆犈 基因复合杂合突变ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ

（ｐ．Ｗ３４３）和ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌ９８３Ｐ），分别来自

父母双方。其中ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ至今未在相关病例中

报道过，为新发现的突变。２个位点在物种间均保

守，其中ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ人群频率非常低，可导致蛋白

截断，并在ＲＴＤ病例中被报道过
［６］；ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ尚

无人群数据，生物信息学预测为有害突变。针对发

现的犃犆犈基因突变该家系进行了ＰＧＤ，植入不含

有这２个突变的胚胎，并于妊娠１８周抽取羊水进行

基因确诊，证实胎儿未携带父母突变，同时超声监测

也未发现胎儿羊水和肾脏的异常。据此判断，本研

究发现的２个突变位点很可能就是导致胎儿异常的

原因，扩充了犃犆犈基因的突变谱。

１　对象与方法

１．１　研究对象　３３岁孕妇，停经２５
＋周时，外院超

声发现胎儿双肾回声增强，羊水极度过少（最大羊水

深度＜２０ｍｍ）来本院产前诊断中心就诊，分析胎儿

预后不良可能，孕妇及家属决定终止妊娠，并对胎儿

进行相关遗传学分析。既往史：曾因孕２９周发现胎

儿双肾回声增强、羊水过少引产１次。

１．２　方法

１．２．１　样本采集　经孕妇及家属知情同意，终止妊

娠时抽取胎儿脐带血１ｍｌ及父母外周血２ｍｌ（ＥＤ

ＴＡＮａ抗凝）进行相关遗传学检测，包括常规染色

体及微阵列检测和必要时的高通量测序。ＰＧＤ术

后，孕１８周时在超声引导下行羊膜腔穿刺术抽取胎

儿羊水５～８ｍｌ，羊水ＤＮＡ提取使用德国Ｑｉｇｅｎ公

司生产的ＱｉａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ提取试剂盒

进行基因组ＤＮＡ提取。

１．２．２　染色体核型分析 　采用Ｇ显带制备技术对

脐血及外周血进行常规Ｇ显带（５００～５５０条带）检

测。

１．２．３　染色体微阵列分析（ＣＭＡ）　使用美国Ａｆ

ｆｙｍｅｔｒｉｘ公司生产的ＣｙｔｏＳｃａｎ７５０ｋ芯片和扩增、

杂交试剂盒进行 ＣＭＡ 检测。参照Ｉｎｆｉｎｉｕｍ ＨＤ

Ａｓｓａｙ标准操作流程进行操作，检测结果使用

ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓＳｕｉｔｅ（ＣｈＡＳ；ｖｅｒｓｉｏｎ２．１）

软件 进 行 分 析。结 果 判 读 参 照 ＤＧＶ、ＩＳＣＡ、

ＯＭＩＭ、ＤＥＣＩＰＨＥＲ等数据库。

１．２．４　高通量测序　进行医学外显子（目前与人类

疾病相关的４０００个基因）父母胎儿（第二胎）核心家

系高通量测序，包括５０５８４个编码区对应８４２１８７９

个碱 基，包 含 外 显 子 与 内 含 子 交 界 区。使 用

ＨｉＳｅｑ２０００ 测 序仪 （Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．，ＳａｎＤｉｅｇｏ，

ＣＡ）。

１．２．５　Ｓａｎｇｅｒ测序　针对高通量测序发现的疑似

致病位点进行一代验证。同时该方法也用于ＰＧＤ

术后胎儿羊水ＤＮＡ检测确定基因型。

１．２．６　序列比对　参考序列数据来自 ＵＣＳＣＧｅ

ｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ）数据库，

序列版本号：ＧＲＣｈ３７／ｈｇ１９。

１．２．７　植入前诊断　第二次妊娠异常胎儿发现基

因突变后，告知单基因病致病位点意义不明确的相

关遗传学再发风险，家属要求进行ＰＧＤ。首先针对

父母及第二次有问题的胎儿进行家系单倍型构建，

以 犃犆犈 基因 （ＮＭ＿０００７８９．３ｃｈｒ１７：６１５５４４２２

６１５７５７４１正向转录）编码区为目标区域，并在基因

上下游选择若干ＳＮＰ位点作为遗传标记，高通量测
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序，检测ＳＮＰ位点基因型，选择其中相应位点构建

单体型，进行连锁分析。通过分析父母来源的疑似

致病位点单倍型间接判断胚胎基因型，选择未携带

父母疑似致病位点的胚胎移植。移植成功后，孕１８

周行羊膜腔穿刺进行基因确诊。

２　结果

２．１　常规遗传学检测　第一胎外院检测提示胎儿

染色体、比较基因组杂交（ＣＧＨ）结果未见异常，未

做进一步基因检测。第二胎胎儿脐血染色体核型及

染色体微阵列分析未见异常。

２．２　高通量测序及致病性分析　父母胎儿（第二

胎）外显子测序发现胎儿犃犆犈 基因（ＮＭ＿０００７８９．

３）复合杂合疑似致病突变ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ（ｐ．Ｗ３４３

，ｒｓ２００２２５９５８）和ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｌ９８３Ｐ），分别

遗传自父亲（ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ）和母亲（ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ）。

其中ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ位点，数据库收录的人群频率为：

Ａ＝０．０００２／１（１０００Ｇｅｎｏｍｅｓ）和 Ａ＝０．００００２／３

（ＴＯＰＭＥＤ）。该位点突变属于无义突变，可导致第

３４３位氨基酸密码子变为终止密码子，从而使肽链

合成提前终止，最终形成比野生型蛋白少了９６３个

氨基酸的截断蛋白，预测可严重影响蛋白功能。ｃ．

２９４８Ｔ＞Ｃ位点数据库未见报道，该位点变异属于

错义突变，可导致第９８３位氨基酸从亮氨酸（Ｌ）变

为脯氨酸（Ｐ），生物信息学软件预测提示为有害突

变（ｈｔｔｐ：∥ｐｒｏｖｅａｎ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）。

２．３　一代验证　分别针对犃犆犈基因ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ

和ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ位点进行父母胎儿的Ｓａｎｇｅｒ测序

（图１）提示，胎儿复合杂合，父母均为杂合携带。

图１　家系一代验证测序图

２．４　位点保守性分析　犃犆犈基因ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ和

ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ 位点的物种间较保守性序列比对

（图２），提示两位点在不同物种间高度保守。

图２　物种间保守性序列比对

２．５　ＰＧＤ术前单倍型构建　选取其中８个犃犆犈

基因上下游ＳＮＰ位点进行单倍型图绘制（图３，其

余ＳＮＰ位点未显示），红色（ＧＣＣＴＣＴＧＴ）和紫色

（ＧＣＣＴＣＴＧＴ）分别代表来自父亲和母亲的致病单

倍型。选取不含 ＧＣＣＴＣＴＧＴ单倍型的胚胎植入

（胚胎单倍型未画出）。
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图３　家系单倍型构建

２．６　ＰＧＤ术后胎儿羊水ＤＮＡ检测　第三次妊娠

胎儿未携带父母双方的疑似致病位点（图４箭头所

指）。超声监测未发现胎儿肾脏和羊水量异常。

３　讨论

本研究在１例超声提示肾脏增大、羊水严重过

少的胎儿中检测到犃犆犈 基因复合杂合变异，分别

遗传自父母双方，符合常染色体隐性遗传规律。发

现的ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ变异位点未见与疾病相关性报

道，为本次研究新发现的变异位点，通过生物信息学

及家系遗传学分析提示可能与疾病相关。在告知了

单基因病致病位点意义不明确的相关遗传学风险之

后，家属要求进行ＰＧＤ，并对ＰＧＤ术后妊娠胎儿进

行基因检测，提示未携带父母双方变异位点，且超声

未见肾脏和羊水量的异常情况，间接提示本研究发

现的位点很可能就是导致该家系第一胎和第二胎发

育异常的原因。

　　ＲＡＳ表达于人类肾脏发育的早期，人类早在孕

３０～３５天时就能检测到ＡＣＥ及其他组成部分
［９１１］。

ＲＡＳ在人类肾脏发育中的作用进一步被遗传性

ＲＴＤ的报道所证实，ＲＡＳ组分中的任何一个主要

基因失活均可能导致ＲＴＤ
［５］。Ｇｒｉｂｏｕｖａｌ等

［６］报道

了１７个ＲＴＤ家系，其中由７个不同的犃犆犈基因突

变引起的ＲＴＤ病例中，除１例外所有病人均有严

重的羊水过少及出生后几小时内死亡，其中９个病

例是犃犆犈基因的纯合突变，３个病例是复合杂合突

变。存活的个体出生时出现羊水过少和严重的肾功

能不全（血浆肌酐为３７０ｍｍｏｌ／Ｌ），后肾功能出现

自发性恢复，在出生后３周内血肌酐处于正常范围

（４５ｍｍｏｌ／Ｌ）
［６］。本研究家系两次妊娠均出现胎儿

羊水过少的情况，符合ＲＴＤ的胎儿期临床表现，因

胎儿均被引产未出生，无法准确评估胎儿的肾功能，

且两次引产的胎儿家属拒绝行尸解及病理检测，我

们并未了解胎儿肾小管发育情况，但根据超声提示

胎儿双肾回声增强，不排除存在肾小管发育不良的

可能，因为肾小管发育不良的个体中会有一部分病

例表现为超声下肾实质回声增强［１２］。该家系两次

妊娠均表现为羊水过少，且超声未发现胎儿肾脏的

明显结构异常，提示ＲＴＤ可能性大，现有临床表现

符合ＲＴＤ文献描述。

本次实验发现的两个变异位点，ｃ．１０２８Ｇ＞Ａ

属于无义突变，已在ＲＴＤ病例中被报道，在一个土

耳其家系中发现该位点纯合突变，在一个挪威家系

中发现了该位点与其他位点的复合杂合突变［６］。该

突变可以使肾素表达明显增加，这可能是由于ＡＣＥ

的功能缺乏，以及血管紧张素Ⅱ的产生及其对肾素

产生的负性调控所致［６］。ｃ．２９４８Ｔ＞Ｃ为错义突变，

尚无人群频率数据，Ｌ９８３Ｐ位于ＡＣＥ蛋白的Ｃ端

图４　植入胚胎产前诊断
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结构域（Ｌ６１３Ｐ１１９３），且距离催化中心位置（Ｈ９５９

Ｈ９６３）
［３］非常近，推测Ｌ９８３Ｐ可能通过空间构象的

改变影响ＡＣＥ蛋白的催化功能，但以上两个变异

位点如何真正影响蛋白功能仍需要进一步的功能验

证和分析。
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