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专家简介:竺晓凡,医学博士,教授,主任医师,博士生导师,中国

医学科学院血液病医院儿童血液病诊疗中心主任。从事血液病基础

研究和临床工作30余年,专长于儿童血液病的诊断、治疗和基础研

究。担任中国抗癌学会小儿肿瘤专业委员会常委,中国抗癌学会天津

小儿肿瘤专业委员会副主委,天津市医学会儿科分会血液学组组长,
中华儿科杂志、中华血液学杂志、中国实用儿科杂志等核心期刊编委。
以第一作者或通讯作者在 NatureGenetics,Blood 和NucleicAcids
Research 等国内外知名杂志上发表文章100余篇。

　　先天性骨髓衰竭综合征(inheritedbonemar-
rowfailuresyndromes,IBMFS)是一类多伴有躯体

发育异常、外周血至少一系血细胞减少、骨髓造血

衰竭的一类疾病的总称。约1/4的患者伴有肿瘤

性疾病的家族病史。IBMFS包括25余种疾病,常
见的有范可尼贫血(Fanconianemia,FA)、先天性

纯红细胞再生障碍性贫血(Diamond-Blackfanane-
mia,DBA)、先天性角化不良(dysketatosiscongen-
ita,DC)等〔1〕。IBMFS类疾病的诊断基于血液学、
体格检查及某些特异的检测手段进行确诊,如染色

体断裂试验用于诊断FA、基因检测明确疾病类型

等。由于技术手段的限制及对疾病认识的不足,临
床发病真实数量可能被低估〔2-5〕。对于有典型临

床特征及实验室检查结果阳性的IBMFS患者很容

易诊断,但在临床中有25%~50%的患儿临床表

现并不典型,常常被漏诊或误诊。一代测序技术曾

经为临床解决了部分诊断的问题,但其检测通量

低,数据量大、检测成本高等问题使临床应用受到

较大限制。近年来,二代测序技术的发展,为临床

诊断IBMFS提供了相对经济、快捷的手段,显著提

高了此类疾病的检出率〔6〕。但基于二代测序技术

的多种检测方式在临床应用过程中仍有一些问题,
如临床表现符合某种IBMFS,但未检测到明确致

病基因而多次重复检测;疾病表型信息提供不完整

造成分析困难;以及临床与检测机构沟通欠缺,临
床与分析的割裂状态导致漏诊、甚至误诊等。以下

我们通过一个临床实例来反映常见的问题。
患儿,女,5岁,主因“发现血小板减少4年余”

于2014年在我院就诊,患儿10个月大时因感冒查

血常规示血小板低,未行治疗,后间断复查血小板

维持在60×109/L左右。2014年3月,患儿因皮

肤瘀斑、伴发热及关节肿痛就诊于当地医院,诊断

为“过敏性紫癜,急性上呼吸道感染”,予以抗过敏

治疗(具体用药不详)后好转,但血小板降至51×
109/L,为进一步诊疗来我院。入院体检:小眼小头

畸形、全身可见牛奶咖啡斑。家族史:有一姐姐因

患先天性心脏病夭折,其他家族史无特殊。入院

时:WBC4.45×109/L,血红蛋白 120g/L,PLT
37×109/L,RBC3.49×109/L,中性粒细胞绝对值

0.47×109/L,淋巴细胞绝对值3.63×109/L,单核

细胞绝对值0.34×109/L。骨髓示:增生活跃,粒
系占27.5%,红系占18.5%,巨核细胞8个,粒红

两系增生,巨核系增生产板不良骨髓像。彗星试

验:彗星细胞阳性率41%,染色体断裂试验:28%。
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二代测序基因结果 FANCAchr13-32968840ex-
on25c.9271G>Ahet,根据患儿临床表现、相关实

验室检查可明确诊断为FA,但由于患儿仅有FAN-
CA的杂合突变,按目前FA发病遗传规律,并不能

明确其基因类型。不同基因类型的FA患儿预后存

在较大差异,故仍需进一步实验来明确诊断〔7〕。
上述二代测序基因结果与临床诊断的不一致

性的原因可能有:①基因的大片段缺失;②内含子

突变;③新发的基因突变;④基因的嵌合状态等。
如何更进一步明确致病基因? 需利用多重连接探

针扩增 技 术 (multiplexligation-dependentprobe
amplification,MLPA)检测是否存在基因的大片段缺

失? 或通过全基因组检测以发现新的致病突变等。
现就如何应用二代测序及联合其他多种检测

方式来诊断疾病和如何分析做初步探讨。

1　如何合理联合基于二代测序的多种检测方式来

诊断IBMFS疾病

　　基于二代测序的检测方式包括靶向测序、全外

显子组测序、全基因组测序及转录组测序,各种方

法的合理联合应用,对临床诊断IBMFS有重要意

义。对各种测序方式优缺点的理解有助于临床上

合理使用,减少患者的经济负担,表1列举了各种

方法的优劣势。
1.1　靶向测序

靶向测序也称目标区域测序,是对目的基因组

区域进行捕获和富集并进行高通量测序的一种技

术手段。其优点是检测通量极大提高,可实现较高

的测序深度,但不同检测公司使用的测序平台和基

因panel(已知基因列表组合)内容设计不尽相同,
以致临床高度怀疑疾病对应基因未全部测得而漏

诊;该方法仅能检测出已知突变基因,不能发现新

的突变基因,新的致病基因所致疾病可能被遗漏。
1.2　全外显子组测序

全外显子组测序主要用于识别和研究与疾病、
种群进化相关的编码区及 UTR 区域内的变异。
目前其普遍检测深度较低(通常在150×以下),且
受制于成本往往收费较高,临床广泛应用受限,仅
用于靶向测序不能诊断患者的进一步检测。
1.3　全基因组测序

全基因组测序是对人类不同个体或群体进行

全基因组测序,并在个体或群体水平上进行生物信

息分析。此方法可全面挖掘 DNA 水平的突变信

息,为临床寻找新的致病基因、新的突变位点及发

病机制提供基因层面较全面的信息。其优点是可

发现新的致病基因,缺点是价格昂贵,对大片段缺

失的判断较差。
1.4　转录组测序

转录组测序可全面快速地获得特定细胞或组

织在某一状态下几乎所有转录本的序列信息和表

达信息。其检测内容包括编码蛋白质的 mRNA和

各种非编码RNA。有利于发现未知转录本和稀有

转录本,从而准确地分析基因表达差异、基因结构

变异、筛选分子标记等生命科学的重要问题。此方

法一般与基因突变联合检测来验证患者疾病类型,
并可探索新的突变是否具有致病性。

除二代测序技术外,临床上,还有一种技术

MLPA,MLPA 结合了 DNA 探针杂交和 PCR 技

术,具有高效、特异、快速、简便的优点,可用于检测

基因的缺失或重复。但也有其局限性,如需要精确

测量DNA的浓度,样本容易被污染、不能用于单

个细胞的检测,不适合检测未知的点突变类型、不
能检测染色体的平衡易位。

表1　各种检测方式在IBMFS诊断中的优缺点及临床应用情况

检测方法 优势 不足 临床选择情况

Sanger测序 可检测单碱基突变和小片段插入

缺失,方法简便,分辨率高,成本

低,序列长度高于二代测序

一个反应只能得到一条序列,测序通量

很低;单个反应价格低廉,但是获得大量

序列的成本很高

作为检测标准,对新一代

测序(二代测序)技术的

结果进行验证

靶向测序 相比于一代测序技术,通量提高了

上万倍;单条序列成本非常低

序列读长较短(通常250~500bp),一些

含量较少的序列可能无法被大量扩增

若Panel更新周期长,可能出现未包括

新发现的致病突变导致漏诊

广泛应用于临床

全外显子测序 覆盖人类全外显子

可发现新发的致病突变基因

检测深度低,低频突变检出率可能低于

高深度靶向测序,检测费用较高

无已知突变基因、寻找新

的致病基因的检测

全基因组测序 覆盖外显子、内含子区

可发现新的致病突变基因

昂贵、大片段缺失不易发现 无已知突变基因、寻找新

的致病基因的检测

转录组测序 覆盖所有编码蛋白质的 mRNA、
各种非编码 RNA,可分析基因表

达差异、基因结构变异(融合基因

等)、筛选分子标记

需与基因突变检测协同分析 与基因突变检测协同分

析对疾病进行诊断

MLPA 针对性强、快速、准确、可发现大片

段缺失或重复

不能进 行 检 测 未 知 的 点 突 变、样 本 要

求高

用于靶向测序后的补充
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　　根据以上阐述内容可以看出,各种检测方式优

缺点不同,如何选择或联合多种检测方式需要根据

临床具体问题做出决定。本文提供的病例临床表

型符合FA,经过与检测机构沟通,通过 MLPA 技

术检测,结果显示患儿FANCAexon2-4存在大片

段缺失,最终确定基因型为FANCA型FA,避免了

重复检测。

2　测序结果常见问题及分析中的注意事项

2.1　靶向测序中未发现与临床相关的突变基因

如IBMFS的临床表型明确,如 FA 的小头畸

形、指(趾)发育异常、皮肤牛奶/咖啡斑;DC的皮肤

色素沉着与脱失的网格状改变、指(趾)甲的角化不

良及口腔黏膜白斑等,但基因检测未发现相关突变

基因,或有突变但不能确诊(如文中病例所示),应
与检测机构沟通,再次核对临床信息并分析数据,排
除突变基因为大片段缺失或易位、患者为新发突变

基因或Panel久未更新等,上述3种情况可通过全外

显子测序、转录组测序和 MLPA方法进行验证。
2.2　临床诊断IBMFS,但经过全面测序后仅发现

相关疾病的杂合突变

如FA患者经靶向测序、全基因组测序仅发现

某一种FA基因的杂合突变,而这个突变不足以证

实患者为FA。出现这个结果的原因可能与体细胞

基因突变嵌合状态有关,后续可通过单细胞测序方

法证明是否有致病基因为嵌合状态,靶向测序未能

实现目的基因检出。
2.3　临床不能确诊IBMFS,但发现了IBMFS基

因的杂合突变

如临床诊断为再生障碍性贫血患者,但出现了

FA、DBA或DC等相关基因的杂合突变,出现这样

的结果需要探讨突变基因是否具有致病性,首先可

以通过查阅文献,如为报道过的致病突变,但突变

是来源于父母一方,且父母临床表型正常的情况,
仅能诊断为携带者。如果存在2个不同位点同一基

因的杂合突变,且突变分别来源于父亲、母亲,尽管

父母临床表型正常,这种复合杂合突变仍可确定其

致病性,在临床实践中这种情况并不罕见。因此,靶
向基因测序检测同时进行父母样本验证极为必要。
2.4　同时发现多种IBMFS疾病的突变,但与临床

表现不符

由于这类突变不能明确诊断疾病,且目前缺乏

其长远的临床预后意义的报道,目前仅可诊断为携

带者。但后续该类患者的临床队列建立及长期追

踪随访是回答上述问题的必要手段。
基于各种测序方式对临床诊断的意义,建议在

高度拟诊IBMFS的患者进行基因诊断过程中可考

虑以下流程(图1):当根据患者临床表现及肿瘤疾

病家族史等拟诊或疑诊为IBMFS时,通过基本检

测筛查除外引起血细胞减少的其他疾病后建议首

先进行靶向测序,如靶向测序可找到相应突变基因

可确诊;如靶向测序不能测出,建议进一步行全外

显子测序寻找突变基因,如经济条件允许,可进行

转录组测序协助诊断,如检测发现可能存在大片段

缺失,可以利用 MLPA技术进行验证;如经以上检

测仍未发现有符合临床表现的有意义的突变,可考

虑行全基因组测序寻找是否有内含子部位等特殊

突变发生,如经以上所有方法仅发现可疑基因的杂

合突变,根据疾病遗传特性,必要时可做单细胞测

序进行诊断。

图1　临床检测技术的选择

综上所述,二代测序技术的出现为临床诊断

IBMFS的基因型提供了多种可选择的检测方式,但
各种检测方式均有优劣,需根据临床遇到的具体问

题合理选择。在结果分析中,需要充分考虑出现结

果的可能原因,逐一排除后得到合理与准确的诊断。
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