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　　致死性骨发育不良（Ｔｈａｎａｔｏｐｈｏｒｉｃｄｙｓｐｌａｓｉａ，

ＴＤ）是常见的致死性骨骼发育不良疾病，属常染色

体显性遗传病，发生率约为活产的（０．２１～０．３０）／

１００００
［１］。主要表现为严重短肢、短指／趾、头大、前

额突出、鼻梁塌陷、胸廓狭窄、小肋、腹膨隆、扁平椎

及躯干长度正常等［２，３］。ＴＤ属于致死性疾病，患者

大多在围产期死亡，存活者生存期很少超过６个月，

死因多是由于胸腔狭窄导致的肺发育不全或枕骨大

孔狭窄导致的中枢性呼吸抑制［４］。

ＴＤ患儿多在产前经超声检查发现。ＴＤ可分

为２型，Ｉ型（ＴＤＩ）更常见。典型超声特点为
［２］：长

骨显著缩短、股骨短小如“电话听筒”状、胸腔狭窄、

肋骨缩短等。但仅靠超声检查不易与其他骨发育异

常疾病鉴别，分子诊断有助于确诊。本文报告２例

应用高分辨率熔解曲线分析技术（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｌｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＲＭ）快速产前诊断ＴＤＩ。

１　临床病例报告

１．１　病例１　孕妇２３岁，Ｇ１Ｐ０，妊娠２０周超声检

查发现：双顶径４９．２ｍｍ，胸围１１３．６ｍｍ，股骨长

１５．９／１３．１ｍｍ，形状似“电话听筒”（图１Ａ）。胎儿

双顶径与孕周相符，胸廓狭小、股骨短而弯曲，考虑

ＴＤＩ，遗传咨询后孕妇决定行羊膜腔穿刺术，抽取羊

水行细胞遗传学和成纤维细胞生长因子受体３

（ＦＧＦＲ３）基因突变检查。

１．２　病例２　孕妇３０岁，Ｇ２Ｐ０，妊娠２７周超声检

查发现：双顶径６８．４ｍｍ，头围２４９．５ｍｍ，胸围

１４１ｍｍ，腹围２０１．５ｍｍ，股骨长１６．１／１４．２ｍｍ，

“电话听筒”特征不典型（图１Ｂ）。胎儿双顶径、头围

与孕周相符，胸廓狭小、股骨短而弯曲，首先考虑

ＴＤＩ。遗传咨询后孕妇接受脐带血管穿刺术，取胎

血行细胞遗传学和成纤维细胞生长因子受体３

（ＦＧＦＲ３）基因突变检查。

图１　２例胎儿股骨的超声图像（Ａ：病例１；Ｂ：病例２）

２　实验室检测方法

２．１　染色体核型分型　采用细胞遗传室常规的羊

水细胞和脐带血淋巴细胞染色体制备技术。

２．２　 ＨＲＭ检测

２．２．１　ＤＮＡ提取　羊水和胎血标本采用 Ｑｉａｇｅｎ

ＤＮＡ Ｍｉｎｉｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）试 剂 盒 提 取

ＤＮＡ，按使用说明操作。

２．２．２　ＰＣＲ扩增　设计引物扩增ＦＧＦＲ３基因第

７外显子包含ｃ．７４２位点的区域，引物序列分别为：

正向 ５′ＣＣＣＴＧＡＧＣＧＴＣＡＴＣＴＧＣＣ３′，反向 ５′

ＧＣＡＣＣＧＣＣＧＴＣＴＧＧＴＴＧ３′ （ＮＣＢＩ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅＮＣ＿０００００４．１０）。ＰＣＲ 反应总体积为

１０μＬ，包括：ｄＮＴＰ 各 ２００μＭ、正反向引物各

１．６ｐＭ、０．５ＵＴａｑＤＮＡ 聚合酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）、５μＬ

２×ＧＣｂｕｆｆｅｒⅠ（ＴａｋａＲａ）、２０ｎｇ基因组ＤＮＡ模

板、１μＬ１０×ＬＣＧｒｅｅｎＰｌｕｓ。用 ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ

（ＩｄａｈｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）专用的９６孔板在热循环仪

（Ｔｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ，ｂｉｏｍｅｔｒａ）上扩增模板。ＰＣＲ 反应
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条件：９４℃预变性３分钟；随后９４℃ 变性２０ｓ，

６５℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共４０个循环；最后

９４℃３０ｓ，２５℃３０ｓ形成异源双链。ＰＣＲ扩增产物

片段长度为８５ｂｐ。

２．２．３　ＨＲＭ 分析　ＰＣＲ扩增完成后，将９６孔板

移至ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ（ＩｄａｈｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）进行熔解曲

线分析。ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ温度范围设置为７０～９８℃，

温度变化速度０．１℃／ｓ。持续监测荧光变化，采集

数据，获得熔解曲线，整个过程大概５分钟。应用

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒＳｏｆｔｗａｒｅｗｉｔｈＣａｌｌＩＴ２．０软件分析

数据。整个ＰＣＲ反应和 ＨＲＭ 分析过程不超过２

个小时。

２．３　ＤＮＡ序列测定　对ＨＲＭ分析阳性样本进行

ＤＮＡ测序验证，ＰＣＲ扩增产物委托上海英骏生物

技术有限公司测序分析。

３　结果

３．１　病例１　羊水细胞核型分型结果正常（４６，

ＸＸ），ＨＲＭ 检测ＦＧＦＲ３基因第７外显子示为ｃ．

７４２Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ｒ２４８Ｃ）杂合突变，其 ＨＲＭ 熔解曲线

与ｃ．７４２Ｃ＞Ｔ杂合突变阳性对照样本的熔解曲线

集成一簇，与野生型明显区分开（图２Ａ）。结果被基

因测序证实（图３Ａ）。

图２　ＦＧＦＲ３基因第７外显子的 ＨＲＭＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅＣｕｒｖｅｓ分析结果，

灰色为野生型（阴性对照），红色为ｃ．７４２Ｃ＞Ｔ杂合突变型，

蓝色为ｃ．７４６Ｃ＞Ｇ杂合突变型（Ａ：病例１；Ｂ：病例２）

３．２　病例２　脐血细胞核型分型结果正常（４６，

ＸＹ），ＨＲＭ分析ＦＧＦＲ３基因第７外显子显示存在

碱基变异，但非ｃ．７４２Ｃ＞Ｔ突变，其ＨＲＭ熔解曲线

与ｃ．７４２Ｃ＞Ｔ杂合突变阳性对照样本和野生型样本

的熔解曲线都明显区分开（图２Ｂ）。推测其为第７外

显子上另一种较常见的ｃ．７４６Ｃ＞Ｇ（ｐ．Ｓ２４９Ｃ）杂合

突变。结果被基因测序证实（图３Ａ）。

图３　ＦＧＦＲ３基因第７外显子测序结果

Ａ（病例１）示ｃ．７４２位点，碱基为Ｃ／Ｔ杂合突变

Ｂ（病例２）示ｃ．７４６位点，碱基为Ｃ／Ｇ杂合突变

４　讨论

既往研究已证实ＦＧＦＲ３基因的突变与致死性

骨发育不良Ｉ型的发生密切相关。成纤维细胞生长

因子受体３（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ３，

ＦＧＦＲ３）属酪氨酸激酶受体家族，是一种发育调节

跨膜受体。人类ＦＧＦＲ３基因位于４ｐ１６．３，包括１９

个外显子和１８个内含子，共１６．５ｋｂ，ＦＧＦＲ３蛋白

由３个细胞外免疫球蛋白样的ＦＧＦ结合域（ＩｇⅠ，Ｉｇ

Ⅱ，ＩｇⅢ）、跨膜区（ＴＭ）和２个胞内酪氨酸激酶区

（ＴＫ１和ＴＫ２）组成。人类ＦＧＦＲ３基因的突变会

引起一系列骨骼发育缺陷性疾病，如软骨发育不全

（ａｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ， ＡＣＨ ）、 软 骨 发 育 低 下

（ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＨＣＨ）和 ＴＤ等。ＴＤⅠ患者

中已发现多种不同的点突变类型，大多数为单个氨

基酸突变成Ｃｙｓ，突变分部于ＦＧＦＲ３基因３种不同

的结构域，主要集中在ＩｇⅡ和ＩｇⅢ结构域的连接区

（Ａｒｇ２４８Ｃｙｓ和 Ｓｅｒ２４９Ｃｙｓ）、近膜区（Ｇｌｙ３７０Ｃｙｓ、

Ｓｅｒ３７１Ｃｙｓ和Ｔｙｒ３７３Ｃｙｓ）和羧基端 （ｓｔｏｐ８０７Ｇｌｙ、

ｓｔｏｐ８０７Ｃｙｓ和ｓｔｏｐ８０７Ａｒｇ）
［５］。其中，７３％的 ＴＤ
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Ⅰ是由ｐ．Ｒ２４８Ｃ、ｐ．Ｓ２４９Ｃ和ｐ．Ｙ３７３Ｃ３种错义突

变所致［６］。

本研究对２例超声发现疑为ＴＤＩ的胎儿进行

快速诊断，采用ＨＲＭ技术检测ＦＧＦＲ３基因第７外

显子ｐ．２４８突变热区。病例１羊水样本的ＨＲＭ熔

解曲线与ｐ．Ｒ２４８Ｃ阳性对照样本一致，诊断为ＴＤ

Ｉ；病例２脐血样本的ＨＲＭ熔解曲线与野生型和ｐ．

Ｒ２４８Ｃ阳性对照样本的熔解曲线均不同，考虑该患

儿ＦＧＦＲ３基因第７外显子存在突变，但并非最常

见的ｐ．Ｒ２４８Ｃ，可能为该区域另一常见突变 ｐ．

Ｓ２４９Ｃ。直接测序检测ＦＧＦＲ３基因第７外显子，证

实为ｐ．Ｓ２４９Ｃ杂合突变。在以前的研究中我们报

告了中国人ＴＤＩ病例几乎均为ｐ．Ｒ２４８Ｃ突变
［７］，

此例ｐ．Ｓ２４９Ｃ突变为国内首次报道，也进一步证实

了ＨＲＭ是一种快速、简便、高敏感性和高特异性的

分子诊断方法。

对产前超声检查疑为 ＴＤＩ的病例，产前取材

排除染色体疾病的同时应行基因检查。应用 ＨＲＭ

分析法基因检测ＦＧＦＲ３基因的常见突变，可快速

明确诊断，产前取材后２４小时内即可得出诊断报

告。确诊者在临床可及时终止妊娠，减轻孕妇等待

结果的精神压力和晚期引产的不良影响，并有助于

疾病再发风险的遗传咨询。
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