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　　先天性红细胞疾病是一组因责任基因突变致

病、主要表现为贫血或红细胞增多,伴或不伴有白

细胞及血小板异常的先天性疾病。主要包括先天

性造血衰竭(如范可尼贫血、Diamond-Blackfan贫

血、先天角化不良等)、先天性无效造血(如遗传性

铁粒幼细胞贫血、先天性红细胞生成异常性贫血

等)、先天性溶血性贫血(如红细胞膜异常、红细胞

酶病、血红蛋白病等相关的溶血性贫血)、先天性铁

代谢异常(如铁剂难治性缺铁性贫血、先天性转铁

蛋白缺乏症等)、先天性红细胞增多症(楚瓦什综合

征等)等疾病。
先天性红细胞疾病大多属于单基因病,由于疾

病相关责任基因发生了致病性突变,引发相应蛋白

表达异常,出现相关临床表现。这类疾病具有如下

特征:①罕见性;②单一疾病的临床表型异质性大;
③疾病间临床表型相似或重叠;④诊断性的常规检

查手段不易建立;⑤诊断性的常规检查易受到某些

因素影响,出现检查结果不稳定;⑥致病基因方面

“两多一少”:单一疾病的相关致病基因数量众

多〔1〕,需要鉴别诊断的疾病的相关致病基因的突变

位点数量众多,对于传统应用的Sanger测序来说

过于庞大、繁琐;某些致病基因的数据少,热点突变

区域或位点不明确,也增加了Sanger测序的难度;
⑦临床工作者对于先天性红细胞疾病的认知水平

差异较大。因而,先天性红细胞疾病的诊断通常较

为困难,经常被漏诊或误诊。

1　二代测序技术的介绍

二代基因测序技术(nextgenerationsequen-
cing,NGS)逐渐进入临床,极大地改善了先天性红

细胞疾病的诊断困境。
NGS又称高通量测序技术,是使用并行执行

多个DNA片段测序,这与传统的一代Sanger测序

明显不同〔2〕。NGS采用多通道(通常6~8条通

道)测序,通道测序读长100~150bps,测序速度远

快于Sanger测序,所产生的DNA序列数据量呈指

数级增长,信息量更为丰富。NGS测序速度快,测
序 数 据 精 准 可 靠。 测 序 数 据 确 认 率 可 达

99.965%〔3〕。对于高质量外显子测序区域的差异

性结果表明,来自 NGS的结果较Sanger测序可能

更为准确。由于 NGS的技术特点,测序成本明显

降低,也更容易开展denovo测序和转录组测序。
与生化、溶血、电镜等其他类型的常规实验室检查
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相比,NGS简捷、快速、精准,对标本的要求较低,
实验结果受标本状况影响较小。

根据美国医学遗传学与基因组学学会(AC-
MG)实验室标准〔4〕,NGS分为两个环节:①“实验

室操作”环节:包括 DNA 全基因文库的制备、目标

基因区域的捕获,在 NGS平台进行测序等步骤;
②“生物信息学分析和数据解读报告”环节:涉及建

立生物信息学的分析流程,确认生物信息学分析流

程的性能,保存与获取测序数据,数据解读等方面。
“生物信息学分析和数据解读报告”环节主要

参照 ACMG 指南〔5〕,近年来国内也有相关的规范

化共识〔6〕。遗传病基因检测的生信分析主要包括:
原始数据质控和过滤、序列比对、变异检测、变异注

释等。参照指南〔5〕,借助于基因数据库,对变异位

点的致病性级别进行判定。致病性级别分为:致病

(pathogenic)、可能致病(likelypathogenic)、良性

(benign)、可能良性(likelybenign),致病性意义未

明确(uncertainsignificance)。致病/可能致病的

变异很可能是分子水平的致病原因,致病意义未明

确的变异可能是致病原因或潜在的致病原因,待数

据库升级后可重新评估。对于受检者的 NGS结

果,有必要进行家系验证以进一步确定其致病性。

2　NGS应用指征和分类

NGS诊断遗传性疾病的应用指征需要严格掌

握。遇到幼年发病,和(或)有相似临床表型的家庭

成员,怀疑诊断遗传性疾病时,才需应用 NGS。
诊治先天性红细胞疾病时,NGS的应用指征

可参照如下标准〔7〕:A标准:慢性红细胞异常:①慢

性骨髓衰竭;②无效造血;③溶血性贫血;④红细胞

增多症;B标准:①幼年发病;②躯体畸形或内分泌

异常;③相似临床表型的家族史。同时满足 A 标

准中的任意一项和B标准中的任意一项。
根据基因测序覆盖的不同,NGS可分为靶向

基因集合(targetedgenepanel,以下简称panel)测
序、全 外 显 子 测 序 (wholeexomesequencing,
WES)和 全 基 因 组 测 序 (wholegenomesequen-
cing,WGS)〔8-9〕。panel将遗传性疾病的相关已知

致病基因集合于芯片上,检测已知致病基因的变

异,适用于临床对疑诊的遗传性疾病做出明确诊

断;而 WES/WGS适用于探寻遗传性疾病相关的

未知致病基因或变异,科研意义更大。通常,panel
的诊断率高于 WES或 WGS〔10〕,当诊断的不确定

性大,可能涉及探寻未知致病基因或突变时,WES
或 WGS可能优于panel〔11-12〕,而 WES和 WGS的

排序上存在争议〔13-14〕。

3　NGS在先天性红细胞疾病诊断中的应用

NGS用于先天性红细胞疾病的诊断,摆脱了

局限于临床诊断的困境,开创了分子诊断的新局

面。在先天性红细胞疾病的明确诊断、疾病的分子

生物学分型、跨越许多繁杂的实验室检查和简化诊

断流程、基因型与临床型关联、研发或应用潜在靶

向治疗/个体化靶向治疗、探索分子发病机制等诸

多方面,NGS都产生了巨大的、积极的、有力的深

远影响。
NGS提高了先天性红细胞疾病的确定诊断

率,确诊率大多37.3%~80.1%,减少了诊断延

误。Ghemlas等〔15〕应用包括了72个已知IBMFS
致病基因的panel,对158例临床诊断IBMFS的患

者进行了检测,共有59例患者达到了分子诊断,确
诊率约37.3%。Roy等〔16〕应用包括33个基因的

panel检测了57例罕见的先天性贫血,明确了22
例(38.6%)的分子诊断。Russo等〔17〕检测了74例

先天性溶血性贫血患者,其中64.9%的患者明确

了分子诊断。李园等〔7〕应用靶向 NGS测序诊断

46例疑诊先天性贫血患者,其中28例(60.9%)明
确了分子诊断。全部46例患者中,≥14岁者27例

(58.7%),中位年龄24(15~57)岁。SheferAver-
buch等〔18〕应用包含76种已知致病基因的panel
检测21例罕见先天性贫血患者,其中13例(62%)
检测出致病突变,明确了分子诊断。Kedar等〔19〕通

过靶向 NGS检测了21例输血依赖的先天性贫血

患者,其中17例(81.0%)患者的基因诊断得以明

确。Agarwal等〔20〕应用包含28种相关已知致病基

因的panel检测19例受检者样本(其中17例为先

天性溶血性贫血患者样本,2例为对照样本),12例

(70%)患者样本均检出责任基因发生了致病变异,
明确了分子诊断。Mansour-Hendili等〔21〕明确了

82.5%(33例/40例)的先天性溶血性贫血的分子

诊断。Camps等〔22〕应用 NGS检测125例特发性

红细胞增多症患者,分子诊断率达45.6%。
NGS不仅可直接明确先天性红细胞疾病的诊

断,还可以精准确定疾病的类别和分子生物学分

型,简化了鉴别诊断的流程。Roy等〔16〕明确诊断

的22例先天性贫血患者,分别为3例丙酮酸激酶

缺乏症(PKD),8例先天性红细胞生成异常性贫血

(CDA)Ⅰ型,1例CDA-Ⅳ型,1例先天性铁粒幼细

胞贫血(CSA),1例嘧啶5’核苷酸酶缺乏症,1例

舒戴综合征(SDS),7例DBA。李园等〔7〕确诊的28
例先天性贫血,包括3例范可尼贫血 A 型,1例范

可尼贫血 C型,1例范可尼贫血Ⅰ型,4例 ALAS2
基因突变型CSA,2例STEAP3基因突变型CSA,
3例 CDA-Ⅱ 型,4 例遗传性口型红细胞增多症

(HX),6例PKD,1例遗传性椭圆型红细胞增多症

(HE),1例家族性噬血细胞性淋巴组织细胞增多

症3型(FHL-3),1例 G6PD缺乏症,1例腺苷激酶

缺乏症。Moreno-Carralero等〔23〕通过靶向NGS检

测了53 例疑似先天性红细胞生成异常性贫血
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(CDA)患者,明确了21例患者的分子诊断,分别是

4例 CDA-Ⅰ,15 例 CDA-Ⅱ,1 例 CDA-Ⅳ,1 例

CSA。彭广新等〔24〕通过靶向 NGS,确定了37例

(72%)遗传性球形红细胞增多症患者的分子诊断,
并明确了亚型,锚蛋白缺陷型(ANK1突变)17例

(45.9%)、血影蛋白 B缺陷型(SPTB突变)14例

(37.8%)、带3 蛋白缺陷型(SLC4A1 突变)5 例

(13.5%)、复合型(ANK1 突变复合 SPTB突变)
1例(2.7%)。An等〔25〕经 NGS确诊了6例 CSA
患者,其中3例为SLC25A28基因突变致病,2例

线粒 体 基 因 突 变,1 例 为 ALAS2 基 因 突 变。
Ghemlas等〔15〕的研究中,15例未分类IBMFS患者

经靶向 NGS明确了分类及亚型。
经 NGS得出的分子诊断,不仅可以确认或纠

正原有临床诊断,而且可以提供出新的确定诊断。
Roy等〔16〕经 NGS确诊的22例患者中,17例患者

的分子诊断确认了临床疑诊,3例纠正了临床疑

诊,2例提供了新的确定诊断。李园等〔7〕的研究

中,26例患者的基因学结果与临床疑诊相符,一致

率达56.5%,2例患者基因学结果不支持临床疑

诊,依据基因学结果纠正了诊断,包括1例 DC(疑
诊FA)和1例家族性噬血细胞性淋巴组织细胞增

生症(FHL),该FHL患者原疑诊不明原因的血细

胞减少。
NGS还可以诊断合并的、表型重叠的疾病,并

判断疾病之间是否相关。Li等〔26〕和 Kang等〔27〕分

别通过 NGS分子诊断了遗传性球形红细胞增多症

合并遗传性胆红素代谢性疾病,减少了漏诊的发

生。对于合并存在的两种类型先天性溶血性贫

血〔28〕,也可以通过 NGS全部诊出。对于年轻的骨

髓增生异常综合征/急性白血病或实体瘤患者,应
用 NGS可以鉴别是否为IBMFS相关癌症〔29-32〕,
以采取合理的治疗方式。

NGS丰富了先天性红细胞疾病的诊断手段。
对于某些罕见的红细胞膜疾病,例如遗传性脱水型

红细胞增多症,几乎提供了唯一的诊断性途径〔33〕。
NGS丰富了产前筛查的手段〔34〕。

NGS为疾病的靶向治疗提供了基础〔35〕。
NGS检出的大量致病基因变异,其中有许多

变异为新发(novel)突变。这些变异丰富了基因数

据库内容,为日后的疾病分子诊断提供了有益参

考;这些变异的生物学意义和致病性多是停留在推

测或软件预测阶段,值得进一步试验论证,以深入

探讨基因变异对携带者的影响性质和致病机制;大
量的变异信息,也将推动对疾病基因型-临床表型

的关系的研究〔36-37〕,继而促进精准诊断、靶向治疗

和预后评估等。

4　NGS在我国先天性红细胞疾病诊断中的应用

虽然先天性红细胞疾病多为罕见病,但是我国

人口基数庞大,先天性红细胞疾病患者应不在少

数。在我国,NGS用于检测先天性红细胞疾病患

者起自2013年〔38〕,应用 NGS分子诊断先天性红

细胞疾病首次报道于2015年〔39〕。据不完全统计

(以“nextgenerationsequencingandChineseand
anemia”为检索词在Pubmed网站检索),迄今我国

的相关报道仅有约64篇,其中个案报道有24篇,
个案涉及的病种主要为遗传性球形红细胞增多症。
从文章发表的年份和所属单位角度分析,2017年

至今的报道约51篇,多来自于省级以上医疗单位。
以上表明,在应用 NGS诊断先天性红细胞疾病方

面,我国起步偏晚,普及性不高,诊断数量不多,相
关工作成绩较单薄,但推进速度还是较快的,具有

较大的提升空间。

5　NGS的局限

NGS技术自身的局限,包括:①不充分的靶向

测序覆盖 (0~1.5%),且某些致病基因未纳入

Panel中;②调控区及部分内含子区存在的致病性

变异无法检出;③为保证数据分析的精确性,根据

方法学设定滤除了目标区域内少部分测序质量过

低的变异;④虽然靶向 NGS可以分析到小片段缺

失/插入变异,但无法检出大片段缺失、拷贝数变异

和短串联重复序列。必要时需采用多重连接探针

扩增(MLPA)〔40〕、微阵列比较基因组杂交(array
CGH)等其他检测技术弥补。

对疾病认知水平的局限。生物信息技术基于

对已知致病基因和变异的认识,技术水平也受限于

认知水平,目前尚不足以鉴定某罕见变异是否属于

致病性变异和(或)对已知致病基因的认识不充分。

6　NGS的机遇和挑战

临床 NGS技术发展较快,也面临着机遇和挑

战。例如,将基因数据存贮于个人健康档案、基因

数据的再次生信分析、建立全国人口的基因变异数

据库。Weitzel等〔41〕已开始设计相关研究将基因

数据存贮于个人健康档案的研究。用于生信分析

的基因数据库内容都是最新的,也是不断更新的,
对于以往致病性级别为uncertainsignificance的变

异,再次生信分析可能会重新判定级别,确立分子

诊断。Ewans等〔42〕认为再次生信分析是一种高性

价比的诊断途径。NGS测序技术的发展使得测序

成本逐渐下降,这为增加 WES/WGS的临床应用

提供了机遇,同时,提升对 WES/WGS所产生的大

量变异的生信分析能力是所面临的挑战。

7　NGS未来的方向

NGS在先天性红细胞疾病诊断领域已初显诊

断价值,深入开发 NGS的诊断潜力,提升诊断率可

能是 NGS未来的方向。包括:将 NGS常规应用于

临床医疗工作和产前筛查、在临床 NGS基础上融
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入RNA 试验〔43〕、检测结构性变异〔44〕、提升 NGS
的临床决策价值、对新发变异的生物学意义和致病

性机制进行实验室论证等。NGS相关的费用、伦
理、标准、医疗保险等问题也需要与时俱进,以拓宽

NGS在日常临床工作中的应用。
总之,NGS对于诊断先天性红细胞疾病可简

化诊断流程,提高诊断效率,并且精准、经济、快速,
但整体上看,NGS在我国的应用尚不普遍。常规

应用 NGS于先天性红细胞疾病的诊断工作,将开

创我国先天性红细胞疾病分子诊断的新局面。
(中国医学科学院北京协和医学院,血液学研究所血液

病医院的张凤奎教授和赵馨教授在本文的写作方面提出了

宝贵的建议,特此感谢。)
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