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单基因疾病（ｍｏｎｏｇｅｎｅｄｉｓｅａｓｅ）是指由一对等

位基因控制的疾病或临床病理表现，即按照孟德尔

方式传递的疾病，也称孟德尔遗传病（ｍｅｄｅｌｉａｎｄｉｓ

ｅａｓｅ）。根据致病基因所在染色体的不同可将单基

因病分为常染色体遗传病、性染色体遗传病和线粒

体遗传病，性染色体遗传病包括Ｘ染色体遗传病和

Ｙ染色体遗传病。根据致病基因表现型的不同可将

单基因分为显性遗传病和隐性遗传病。截止到

２０１７年１月２０日，ＯＭＩＭ（ｏｎｌｉｎｅｍｅｄｅｌｉａｎｉｎｈｅｒｉｔ

ａｎｃｅｉｎｍａｎ）数据库已收入单基因病８０００多种，遗

传发病机制明确的单基因病近５０００种。根据世界

卫生组织（ＷＨＯ）统计，全球出生人口所有单基因

病的发病率约为１０／１０００，常见的单基因病有地中

海贫血、镰状细胞贫血、血友病、囊胞性纤维症、脆性

Ｘ综合征、亨廷顿舞蹈病、软骨发育不全、苯丙酮尿

症、Ｇ６ＰＤ缺乏症等。单基因病大多没有治愈方法，

并且治疗成本高，因此进行产前遗传检测是预防患

单基因病以及提前进行临床干预的主要方法。

检测胎儿单基因遗传病最为直接的方法是获取

胎儿组织或细胞进行检测。临床上常用的方法是通

过绒毛膜取样和羊膜穿刺获取胎儿细胞进行产前诊

断，但这两种方式均为有创取样，会伴随一定的流产

风险［１］。此外，羊膜穿刺一般在妊娠中期进行，可能

会拖延后续的临床干预［２］。孕妇外周血中，胎儿游

离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）的发现
［３］，使

胎儿遗传病无创检测有了理论可能性。ＮＩＰＴ是基

于胎儿游离ＤＮＡ进行胎儿遗传病无创检测的成功

应用，ＮＩＰＴ检测范围是胎儿染色体异常情况，检测

的分辨率处在染色体水平和较大片段的缺失重复，

而对于点突变或者小片段的缺失重复等单基因病的

致病变异无法进行准确的检测［５，６］。

利用胎儿游离ＤＮＡ进行单基因病的检测技术

发展主要受制于３个因素。首先，根据单基因病的

遗传特点，不同类型的单基因病致病原因的复杂程

度不同，因而检测的策略各有差异；第二，母体外周

血中胎儿游离ＤＮＡ含量很低（１０％左右）
［４，７］，母亲

自身的游离ＤＮＡ给检测带来很大的背景噪声，从

而使得母源性变异无法进行检测；第三，低浓度的胎

儿游离ＤＮＡ会导致无法检出结果或造成假阴性与

假阳性结果等。随着检测技术的发展，近年来单基

因病无创检测技术有了飞快的发展，即胎儿染色体

非整倍性无创检测技术的成功应用之后，将成为研

究和临床领域下一个技术突破点。

２　非母亲来源的变异检测

在母体外周血ＤＮＡ中，找到与母亲自身携带

的遗传信息不同的序列或变异信息，可以直接或间

接地检测出胎儿的遗传变异情况。父源特异性的非

致病序列可以作为遗传检测的标记物，可用于排除

某些性别连锁的单基因遗传病。父源特异性的致病

序列以及胎儿新发遗传变异的检测可以直接用于胎

儿单基因病遗传分析。

２．１　父源变异检测性染色体检测策略　胎儿

ｃｆＤＮＡ的发现是在母体血浆中发现了胎儿来源的Ｙ

染色体片段［３］。因此父源特异性变异检测是ｃｆＤＮＡ

用于胎儿遗传病检测的早期探索应用。检测 Ｙ染

色体特有的基因或者遗传序列，一方面用于性别判
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定，一方面用于检测性染色体连锁的单基因遗传病。

采用ＰＣＲ技术通过检测母亲外周血中的Ｙ染色体

特异基因ＳＲＹ或ＤＳＹ１４获取胎儿性别
［１０］。如果

胎儿是女胎则可以排除诸如血友病的Ｘ染色体连

锁隐性遗传病。而在ＮＩＰＴ中，定量检测Ｙ染色体

片段含量，除了性别判断之外，还可以估算出母体血

浆中胎儿游离ＤＮＡ的浓度
［１１］，而这一指标是影响

单基因病无创检测技术发展的一个重要因素。此

外，有研究利用Ｘ染色体上的父源特异性短串联重

复序列作为遗传标记物来获取女胎遗传信息［１２］。

２．２　父源变异检测突变基因连锁ＳＮＰ检测策略

　除了上述针对性染色体遗传信息进行检测的策略

外，对于常染色体而言，寻找与母亲遗传信息不同的

父源特异性变异也是最直接、最早的研究的思路之

一。显性单基因病中，若发现父源变异信息，则可以

判断为患病胎儿。隐性单基因病中，若未发现父源

特异性变异信息，则可以排除胎儿患病或者患儿为

重症患儿的情况［１３］。另一方面，若父亲和母亲携带

相同变异，还可以通过寻找与父源变异连锁的ＳＮＰ

来检测胎儿是否携带父源变异，进而对胎儿患病情

况进行判定［１５］。Ｄｉｎｇ等
［１４］利用与 ＨＢＢ突变连锁

的父源特异性ＳＮＰ位点检测胎儿游离ＤＮＡ中父

亲来源的变异。父母双方的ＳＮＰ位点信息充足的

情况下，父亲来源的 ＨＢＢ突变与ｒｓ２１８７６１０ｓｎｐ位

点的连锁关系被确定，采用ＳＡＢＥＲ方法可以检测

出ＳＮＰ位点连锁的 ＨＢＢ突变，进而确定胎儿的单

倍体型，该方法可以排除重型β地中海贫血突变。

特点是无论父母双方是否携带同一种 ＨＢＢ突变，

都可以通过与ＨＢＢ连锁的ＳＮＰ位点来排除父源性

的突变，进而排除胎儿患重型β地中海贫血突变的

可能。局限在于需要更多地发现与 ＨＢＢ突变连锁

的特异性ＳＮＰ位点来保证检测的适用性和准确度。

全基因组深度测序对胎儿单基因遗传病进行检

测的方法拓展了这个策略的应用，Ｌｏ等
［１５］选择父

亲杂合母亲纯合的ＳＮＰ位点进行母体血浆中父亲

来源的等位基因检测。如果母体外周中检测到父亲

特异性的等位基因可以确定胎儿遗传了父源特异性

基因，如果未检测到则可以推断胎儿遗传了父母同

型等位基因。该方法的特点是ＳＮＰ位点在全基因

组范围内分布，并且通过一种二项分布建模（ｂｉｎｏ

ｍｉａｌｍｉｘｔｕｒｅｍｏｄｅｌ）提高了检测的准确率。

２．３　胎儿新发变异检测胎儿新发变异的检测策略

　与父源特异性变异检测的思路一致，都是检测母

亲自身不存在的变异信息。传统的ＰＣＲ技术以设

计针对特定变异类型的探针为基础，并不能准确检

测出胎儿新发变异。高通量测序技术使得获取胎儿

全基因组信息成为可能，但是由于新发变异率很低

以及高通量测序中存在的错误率，胎儿新发变异的

检出率和检测效果并不理想［１６］。Ｌｏ等
［１５］通过提高

全基因组的测序深度结合多步过滤假阳性突变的生

物信息学分析方法提高了胎儿新发变异检测准确度

和敏感度。

检测非母源性变异和特异序列的策略，通过简

单的ＰＣＲ技术即可进行检测，其应用范围在本质上

属于定性检测的范畴，并且检测建立在已知特异性

标记序列或变异的基础上。进行单基因病无创检测

受到胎儿ｃｆＤＮＡ浓度的影响，而无论是父源特异性

变异还是胎儿特异性变异的定量，均和胎儿游离

ＤＮＡ含量直接相关，因此可能会因为胎儿浓度过

低，而导致检测错误［４，６］。另外，利用父源特异ＳＮＰ

进行检测的策略中，需要提前获取与父源特异突变

连锁的ＳＮＰ位点，并且需要足够多的ＳＮＰ位点信

息来排除ＰＣＲ和测序过程中出现的错误，以及因胎

儿ｃｆＤＮＡ含量过低导致的检测失败
［４，１３，１４］。

３　母亲来源的变异检测

检测胎儿游离ＤＮＡ是否母亲来源的变异难度

很大。首先，区分母亲自身的 ＤＮＡ 与胎儿游离

ＤＮＡ中母亲来源的ＤＮＡ，尚无特定的分子标记进

行区分；其次，孕妇外周血中，母亲自身的ＤＮＡ片

段高达９０％，而胎儿游离 ＤＮＡ 占比仅为１０％左

右［５］，无法采用检测特异性突变的方式获得准确的

结果。基于ＮＩＰＴ的理论基础，主要采用定量检测

策略，通过构建胎儿的单倍体型，进而判定胎儿是否

携带了母亲来源的变异。目前主要的策略有３种：

ＲＭＤ策略
［１７］、ＲＨＤＯ策略

［１８，１９］和ＧＲＡＤ策略
［１５］。

３．１　ＲＭＤ策略　ＲＭＤ策略是相对突变剂量（ｒｅｌ

ａｔｉｖｅｍｕｔａｔｉｏｎｄｏｓａｇｅ）检测方法的简称。该方法是

２
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在用于 ＮＩＰＴ检测中的 ＲＣＤ法
［１８］的基础上的延

伸，其原理见图１所示。通过计算突变等位基因和

野生型等位基因的比率进而计算出母亲和胎儿对外

周血游离ＤＮＡ的贡献。比如，母体外周血含有１００

个基因组当量（ＧＥ），其中胎儿游离ＤＮＡ占１０％，

那么母亲来源的游离ＤＮＡ为９０ＧＥ，假设母亲的基

因型为 ＭＮ，如果胎儿基因型为 ＮＮ，那么，母亲本

身对等位基因 Ｍ和Ｎ的贡献均为９０个拷贝，而胎

儿对等位基因Ｎ贡献为２０，进而可以计算出 Ｍ／Ｎ

＝９∶１１。通过比较等位基因 Ｍ 和Ｎ的相对剂量可

以获得胎儿的单倍体型信息。Ｌｕｎ等
［１５］在２００８年

首次介绍了ＲＭＤ策略结合序贯概率比（ＳＰＲＴ）计

算的方法，成功检测出β地中海贫血 ＨＢＢ基因两

种突变的信息。该研究中利用的是ｄＰＣＲ技术，除

了ＲＭＤ策略，还开发了一种ｃｆＤＮＡ富集方法———

核酸片段选择，用于解决胎儿游离ＤＮＡ浓度过低

问题。该方法受限于ｄＰＣＲ的高成本和设计特异性

探针的复杂性，在临床推广应用中具有一定的局限

性；但是该方法的策略思路及其在胎儿游离ＤＮＡ

片段富集的成功探索为后续的研究提供了基础。

图１　ＲＭＤ策略原理示意图
［１７］

３．２　ＲＨＤＯ策略　ＲＨＤＯ（ｒｅｌａｔｉｖｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｏｓ

ａｇｅ）是对胎儿所遗传的父母双方的单倍体型剂量

进行相对定量分析的方法［２，１６，１７］。其原理如图２所

示。选取父母双亲的ＳＮＰ位点用来构建两组不同

的单倍体型（ＨａｐⅠ和 ＨａｐⅡ），其中父亲的基因型

为纯合，母亲的基因型为杂合。胎儿所遗传的单倍

体型，一半来自父亲，一半来自母亲。在母亲外周血

中，母亲自身的单倍体型为杂合，而胎儿的单倍体型

则有杂合和纯合两种情况。胎儿单倍体型为纯合

时，母体血浆中 ＨａｐⅠ和 ＨａｐⅡ的剂量会出现不平

衡。那么通过 ＳＰＲＴ（ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｒａｔｉｏ

ｔｅｓｔ）序贯概率比检验计算母体外周血中 ＨａｐⅠ和

ＨａｐⅡ的相对含量，则可以推断出胎儿的遗传信息。

Ｌｏ等
［１６］利用高通量测序对母体外周血游离

ＤＮＡ进行检测，证明了在母体血浆中检测胎儿全基

因组以及检测胎儿单基因遗传病的可行性。该研究

选取了携带两种不同类型β地中海贫血突变的夫

妇，检测其胎儿的遗传情况。其中父亲来源的变异

利用父源特异性ＳＮＰ进行检测，而母亲来源的变异

则采用ＲＨＤＯ策略进行检测。采用这种胎儿全基

因组检测的方法进行单基因病的无创检测的前提是

已知父母的变异类型以及特异性的ＳＮＰ位点。在

这项概念验证研究中，母亲的单倍体型是通过胎儿

绒毛膜取样获得胎儿遗传物质而获取的，在实际临

床应用中则需要通过家族先证者的遗传信息或者来

自数据库中的已知信息来解决这一问题。只利用了

基因组区域中父亲纯合而母亲杂合的等位基因

ＳＮＰ位点，对由于始祖效应或近亲婚姻导致的父母

双方致病基因区域单倍体型结构非常相似的情况却

没有提及。并且检测的分辨率还受到测序深度和胎

儿游离ＤＮＡ浓度的影响，全基因组测序的成本也

是限制该方法临床应用的瓶颈。但是基于全基因组

测序ＲＨＤＯ 策略相对于前述基于ｄＰＣＲ 技术的

ＲＭＤ策略具有一定的优势。一方面，全基因组范

围的检测使的该技术能够拓展应用到多种类型的单

基因病检测中。另一方面，利用多个变异构成的单

倍体型进行检测相对于仅检测一种变异，可以获得

更多的遗传信息，使的在较低深度下可以获得检测

结果。

Ｌａｍ等
［１７］进一步优化了基于高通量测序技术

的ＲＨＤＯ策略。该研究先利用ｄＰＣＲ技术获得了

父母双亲的单倍体型信息，进而对目标区域进行靶

向靶向测序，解决了全基因组测序的高成本限制。

对父母双方单倍体型基因上的ＳＮＰ位点进行分类

（ｔｙｐｅα和ｔｙｐｅβ），再综合判断胎儿是否携带了双

３
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亲的致病突变位点，解决了父母双方ＳＮＰ位点均为

杂合时的问题。较之前的检测分析方法相比，本研

究采用的实验方法和分析流程更加适宜用于临床检

测，而且成本价格效益更高。

图２　ＲＨＤＯ策略原理示意图
［４］

３．３　深度测序ＧＲＡＤ策略　ＧＲＡＤ（ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅａｌｌｅｌｉｃｄｏｓａｇｅ）全基因组相对等位基因剂量

是ＲＭＤ策略思想与全基因组测序技术结合的方

法［１３］。ＧＲＡＤ策略可以通过深度测序获得的高质

量基因组信息直接检测母体血浆中杂合等位基因的

序列信息，进而通过ＳＰＲＴ方法检测出母体中杂合

等位基因的相对含量，从而在原理上与ＲＭＤ策略

相同。而与前述全基因组测序ＲＨＤＯ策略不同的

是ＧＲＡＤ无需构建母亲的单倍体型，并且高深度全

基因组测序将检测的分辨率提升了约 ９０ 倍。

ＲＨＤＯ全基因组测序中检测出母亲来源的单倍体

型区域为７３３２
［１６］，而ＧＲＡＤ全基因组测序中检测

出母亲来源的杂合ＳＮＰ为６５６６７６
［１３］。利用该方法

成功检测出心面综合征胎儿ｃｆＤＮＡ中母源性遗传

信息，准确率达到９６．８％。此外，该研究对母体血

浆采用无ＰＣＲ扩增的建库方法，证实母体血浆的游

离ＤＮＡ片段末端具有一定的规律性特点。某些片

段末端倾向性的与胎儿游离 ＤＮＡ 或母亲游离

ＤＮＡ片段相关，利用这个特点可以进行胎儿ＤＮＡ

浓度的估计。ＧＲＡＤ策略应用受到测序深度、特异

性ＳＮＰ数量以及胎儿游离ＤＮＡ浓度的影响。尤

其是高深度测序的高成本仍然是其临床应用的一大

限制，但随着测序成本的降低，这个策略具有明显的

应用优势。另外，无ＰＣＲ扩增的建库方法的成功应

用，也为三代测序技术（单分子实时测序）在无创单

基因病检测中的应用开启了研究方向。

４　总结和展望

母体外周血中游离ＤＮＡ的发现使无创产前检

测技术有了实质性进展，而高通量分子检测技术，尤

其是ＮＧＳ技术的发展使ＮＩＰＴ在研究和临床检测

中实现了广泛应用。ＮＩＰＴ技术与胎儿ｃｆＤＮＡ结

合使无创单基因病检测具有了理论上的可能性。不

同于胎儿染色体非整倍性的无创检测，胎儿单基因

病无创检测对检测技术、检测策略的要求更高，技术

难点也更多。在技术上，依靠胎儿游离ＤＮＡ进行

单基因病检测的发展经历了从普通 ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、

ｄＰＣＲ、到低深度ＮＧＳ，再到高深度ＮＧＳ的过程，未

来三代测序技术（单分子实时测序技术）的发展应用

将成为后续研究的一个方向。而就目前的研究进展

来看ＮＧＳ技术以其通量大、应用灵活、可拓展性好、

成本不断降低等特点，在单基因病无创检测的临床

应用中具备一定的优势。在检测策略上，从定性排

除发展到了定量检测。尤其是对母亲来源ＤＮＡ的

４
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检测从无法检测，到通过构建单倍体型检测，发展到

了不依赖单倍体型的检测方法。检测范围从单个突

变位点和单个序列扩展到了全基因组的范围。因

此，胎儿单基因病的无创检测技术将成为未来研究

的重点和有望突破的热点。
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