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CNVＧseq应用于产前诊断及流产物检测
意外发现DMD基因变异临床分析

吴秋华,石凤蕊,王　瑞,刘　瑗,王　林,娄　超,强　荣
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[摘　要]目的　探讨全基因组拷贝数变异测序技术(CNVＧseq)应用在产前诊断及流产物检测中发现 Duchenne型肌营养不

良症(DMD)的重要价值.方法　本研究使用 CNVＧseq技术对２０１９年９月至２０２０年７月来西北妇女儿童医院进行产前诊断的

羊水样本和流产胎儿样本共７８４例进行检测,对 DMD基因变异样本进一步采用多重连接依赖性探针扩增(MLPA)方法进行验

证.结果　本研究意外发现３例样本存在 DMD 基因的缺失或重复,同时 MLPA 验证了这些突变.３例均为女胎,胎儿１为

DMD基因６４Ｇ７９号外显子重复,胎儿２为 DMD基因１Ｇ７号外显子重复,这两例羊水样本的变异为新发突变;流产胎儿３的变异

遗传自母亲,母亲检测为DMD基因４５Ｇ５１号外显子缺失.结论　CNVＧseq技术应用于产前诊断及流产物不仅能检测染色体片段

缺失或重复,还有助于发现基因重复或缺失所致的单基因疾病,提高了染色体及基因异常疾病的检出率,从而为临床诊断和遗传

咨询提供更全面的理论依据.
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ClinicalanalysisofaccidentaldiscoveryofDMDgenevariations

inprenataldiagnosisanddetectionofabortusbyCNVＧseq
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[Abstract]ObjectiveToexploreimportantvalueofcopynumbervariationsequencing (CNVＧseq)technologyinidentifying

Duchennemusculardystrophy(DMD)inprenataldiagnosisandabortusdetection．MethodsTheamnioticfluidandabortussamples

of７８４pregnantwomenwhoreceivedprenataldiagnosisinourhospitalfromSeptember２０１９toJuly２０２０wereexaminedusing

CNVＧseqtechnology,andthosesampleswithDMDgenevariationswerevalidatedfurtherbymultiplexligationＧdependentprobe

amplification(MLPA)．ResultsDMDgenedeletionsorduplicationinthreesampleswereaccidentallydiscovered,andtheywereall

validatedbyMLPA．Allthreesampleswerefemalefetuses．TheFetus１hadduplicationofexons６４Ｇ７９oftheDMDgeneandthe

fetus２hadduplicationofexons１Ｇ７oftheDMDgene．ThevariationsoftheDMDgeneinthetwoamnioticfluidsampleswereDe

novo(novel)mutations．ThevariationoftheDMDgeneinabortedfetus３wasdeletionofexons４５Ｇ５１oftheDMDgenewhich

inheritedfromthemother．ConclusionApplicationofCNVＧseqtechnologyinprenataldiagnosisandabortusexaminationcannot

onlydetectdeletionorduplicationofchromosomesegments,butalsocontributetoidentificationofmonogenicdiseasescausedby

geneduplicationordeletions,whichimprovesdetectionrateofchromosomeorgeneabnormalities,andthusprovides more

comprehensivetheoreticalbasisforclinicaldiagnosisandgeneticconsultation．
[Keywords]copynumbervariationsequencing;Duchennemusculardystrophy;prenataldiagnosis;abortus

　　Duchenne型肌营养不良症(Duchennemuscular

dystrophy,DMD)是由位于染色体 Xp２１．１的抗肌萎

缩蛋白的基因(DMD基因)突变和肌营养不良蛋白

缺失引起的X连锁隐性遗传疾病.大多数 DMD患

者为男性,女性一般为致病基因携带者,在活产男孩

中的发病率约１/３５００[１].DMD基因是人类基因组

中最大的基因,其外显子加内含子总长超过２．２Mb,

编码的肌营养不良蛋白缺乏导致肌纤维膜脆性和坏
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死,最终引起肌肉退行性变[２].DMD在儿童早期表

现为行走困难,在青少年时期发展为不能行走,并在

成年早期导致死亡[３].约１/３的 DMD病例没有家

族史,为基因新发突变,通常在出 生 前 无 法 被 发

现[４].全基因组拷贝数变异测序技术(copynumber
variationsequencing,CNVＧseq)作为近几年新兴发

展的技术,与传统核型技术相比能检测到更多的染

色体异常,然而关于该技术发现单基因疾病的报道

甚少.我们通过 CNVＧseq检测羊水和流产物样本,

意外发现了３例DMD基因外显子重复或缺失病例,

然后经多重连接依赖性探针扩增(multiplexligationＧ
dependentprobeamplification,MLPA)方法验证使

DMD得到了确诊.

１资料与方法

１．１研究对象

本研究使用 CNVＧseq技术对 ２０１９ 年 ９ 月至

２０２０年７月来西北妇女儿童医院进行产前诊断的

７８４例羊水样本和流产胎儿样本进行检测,发现３例

样本存在 DMD 基因的缺失或重复,同时经 MLPA
验证了这些突变.其中２例孕妇分别因血清学唐氏

筛查异常和无创提示高风险选择羊水穿刺产前诊

断;１例孕妇因无创提示２１三体高风险及B超提示

胎儿严重异常选择引产,进行流产胎儿 CNV 检测.

３例孕妇均无 DMD家族史.孕妇基本情况见表１.

所有孕妇均签署书面知情同意书.

表１　孕妇基本情况

Table１　Generalinformationofthethreepregnantwomen

病例 年龄(岁) 孕周(周) 孕产史 现病史 样本类型

孕妇１ ２６ ２３＋１ G１P０ 唐筛高风险(１∶２２７) 羊水

孕妇２ ３５ ２１＋６ G２P１ 无创提示胎儿性染色体异常 羊水

孕妇３ ２５ ２３ G１P０ １．无创提示胎儿２１三体高风险;

２．胎儿全身皮肤水肿、胸腹腔积液、双侧足内翻

流产胎儿皮肤组织

１．２DNA提取

检测样本包括羊水、流产胎儿皮肤组织及孕妇

的外周血.提取羊水基因组 DNA 和流产胎儿皮肤

组织中 DNA 试剂盒分别为德国 Qiagen 公司 的

PureGene组织提取试剂盒、DNeasy组织试剂盒.

外周血 DNA 由北京天根生产的血液基因组 DNA
试剂盒提取.为了确保结果的准确性,使用江苏苏

州阅微公司生产的荧光标记短片段串联重复序列

(shorttandemrepeats,STR)复合扩增检测试剂盒

对孕妇外周血及其羊水或流产物样本中的 DNA 样

品进行扩增,以分析待检样本中是否存在母体细胞

污染.

１．３CNVＧseq检测及分析

使用北京贝瑞和康公司提供的 CNV 检测试剂

盒 KR００４０进行文库构建,方法参考已有文献[５]:通
过限制性内切酶水解５０ngDNA,获得平均大小为

２００bp的DNA片段,并通过小DNA片段末端填充、

连接接头和PCR扩增建立DNA文库.在美国IlluＧ

mina公司生产的 NextSeqCN５００高通量测序平台

上测定所有序列.将测序结果与人类基因组数据库

hg１９进 行 比 较.参 考 DGV、DECIPHER、ISCA、

OMIM、ClinVar、PubMed等公共和实验室数据库针

对≥１００kb的CNVs片段进行致病性分析.

１．４MLPA检测及分析

DMD基因检测试剂盒由荷兰 MRCＧHolland公

司生产,含有SALSA MLPAP０３４/P０３５两个探针,

可检测DMD基因的７９个外显子是否存在缺失或者

重复.检测方法参考已有文献[６].使用美国 Thermo

FisherScientific公司的 ABI３５００DX测序仪进行毛

细管电泳,使用 Coffalyser软件(http//www．mlpa．

com)用于数据分析.探针相对峰面积增加或减少

３０％分别提示DMD基因外显子的重复或缺失.

２结果

２．１母源污染检测结果

所有羊水和流产胎儿皮肤组织样本均无肉眼可

见性母血污染.经STR检测,３例样本中均无母源

污染,可用于后续检测.

２．２CNVＧseq及 MLPA检测结果

胎儿１:女胎,CNVＧseq提示 Xp２１．２(３０８６００００Ｇ

３１２６００００)×３(重复约０．４０Mb),MLPA 提示 DMD
基因６４Ｇ７９号外显子重复;孕妇１MLPA 未检测出
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DMD基因变异,见图１.

胎儿２:女胎,Xp２１．１(３２８２００００Ｇ３３５６００００)×３
(重复约０．７４Mb),MLPA 提示 DMD基因１Ｇ７号外

显子重复;孕妇２MLPA未检测出 DMD基因变异,

见图２.

流产 胎 儿 ３:女 胎,２１q１１．２q２２．３(１４３０００００Ｇ
４８１２９８９５)× ３(为 ２１Ｇ三 体 综 合 征 ),Xp２１．１
(３１７６００００Ｇ３２００００００)×１(缺失约０．２４Mb),流产胎

儿未做 MLPA检测;孕妇３MLPA提示 DMD基因

４５Ｇ５１号外显子缺失,见图３.
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注:(A１)胎儿CNVＧseq:seq[hg１９]Xp２１．２(３０８６００００Ｇ３１２６００００)×３;(A２)和(A３)胎儿 MLPA:DMD基因６４Ｇ７９号外显子重复;

(A４)和(A５)孕妇１MLPA未见 DMD基因缺失或重复.

图１　孕妇１及其胎儿CNVＧseq、MLPA检测结果

Fig．１　CNVＧseqandMLPAdetectionresultsofthepregnantwoman１andherfetus

２．３妊娠结局

孕妇１经遗传门诊咨询和慎重考虑后选择终止

妊娠.孕妇２继续妊娠,我们随访至女婴出生后１

年,体检提示体格及智力发育正常.检测结果及妊

娠结局见表２.

表２　３例样本检测结果及妊娠结局

Table２　Testresultsandpregnancyoutcomesofthethreespecimens

病例 样本类型 胎儿性别 　　　　　　 CNVＧseq结果 MLPA结果 是否遗传 妊娠结局

１ 羊水 女 seq[hg１９]dup(X)(p２１．２)
chrX:g．３０８６００００_３１２６００００

DMD基因E６４Ｇ７９重复 否 终止妊娠

２ 羊水 女 seq[hg１９]dup(X)(p２１．１)chrX:g．３２８２００００_３３５６００００ DMD基因E１Ｇ７重复 否 出生,随访一切正常

３ 皮肤组织 女 seq[hg１９]del(X)(p２１．１)chrX:g．３１７６００００_３２００００００
seq[hg１９]dup(２１)(２１q１１．２q２２．３)(chr２１:g．１４３０００００_
４８１２９８９５)

DMD基因E４５Ｇ５１缺失 是 /

　　注:“/”表示流产.
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注:(B１)胎儿CNVＧseq:seq[hg１９]Xp２１．１(３２８２００００Ｇ３３５６００００)×３;(B２)胎儿 MLPA:DMD基因１Ｇ７号外显子重复;(B３)孕妇２

MLPA未见 DMD基因缺失或重复.

图２　孕妇２及其胎儿CNVＧseq、MLPA检测结果

Fig．２　CNVＧseqandMLPAdetectionresultsofthepregnantwoman２andherfetus
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注:(C１)胎儿CNVＧseq:seq[hg１９]２１q１１．２q２２．３(１４３０００００Ｇ４８１２９８９５)×３,为２１三体;(C２)胎儿 CNVＧseq:seq[hg１９]Xp２１．１

(３１７６００００Ｇ３２００００００)×１;(C３)和(C４)孕妇３MLPA:DMD基因４５Ｇ５１号外显子缺失.

图３　孕妇３及其胎儿CNVＧseq、MLPA检测结果

Fig．３　CNVＧseqandMLPAdetectionresultsofthepregnantwoman３andherfetus

０８

　　　　　　　在线投稿网址 http://mchchina􀆰xjtu􀆰edu􀆰cn　



３讨论

３．１DMD的研究现状

DMD是一种致命的遗传性肌病,至今尚无特异

性治愈方法.尽管国内外报道了各种治疗手段,如

基因治疗、细胞治疗和药物治疗等,但也只能暂时减

缓疾病进程[７Ｇ８].因此在出生前及时发现并终止妊

娠是阻止DMD患儿出生、降低出生缺陷率的关键.

DMD女性携带者一般表型正常,没有 DMD家族史

的女性一般不会主动进行 DMD 基因的筛查,这使

得DMD患者尤其是新发病例通常在出生前无法被

发现.目前产前诊断仍是防止 DMD患者出生的主

要手段.

３．２CNVＧseq在染色体及基因疾病诊断中的应

用价值

在临床中,可通过产前筛查并对筛查高危人群

进行产前诊断来避免染色体病患儿的出生[９].随着

高通量测序技术的不断发展,CNVＧseq已广泛应用

于临床疾病诊断中.向萍霞等[１０]提出可将 CNVＧ

seq作为高危孕妇的一线产前诊断方法,并作为羊水

细胞染色体核型分析的补充诊断工具.CNVＧseq可

明显提高羊水染色体嵌合体的诊出率,并广泛应用

于平衡易位携带者的产前诊断中[１１Ｇ１２].虽然 CNVＧ

seq可识别常规核型分析无法检测到的微缺失和微

复制[１３],但关于该技术发现单基因疾病的报道甚

少.本研究中,３例孕妇均存在高危因素,分别为血

清学筛查高风险、无创高风险及无创高风险伴B超

指标异常,３例胎儿均无DMD相关指征,然而CNVＧ

Seq却 意 外 检 测 出 了 ３ 例 样 本 的 染 色 体 Xp２１．２
或Xp２１．１区域存在小片段的缺失或重复,此区域覆

盖了DMD基因的外显子部分片段,MLPA 技术验

证结果与之一致.其中流产胎儿还被检测出２１q１１．

２q２２．３区域的重复(即２１Ｇ三体综合征).因此,当孕

妇存在产前诊断指征时及时进行羊水染色体和基因

诊断,也许会有意想不到的发现.

３．３DMD的遗传咨询

DMD通常影响男性,然而在极少数情况下,女

性也会受到影响,约８％的女性 DMD携带者患有肌

无力和心肌病[１４].Takeshita和 Chen等[１５Ｇ１６]报道

了关于女性携带者患 DMD的病例.本研究中孕妇

１的女性胎儿 Xp２１．２处存在 DMD基因的１６个外

显子重复,重复范围比较大,经遗传门诊咨询和慎重

考虑后,该孕妇选择了终止妊娠.孕妇２则选择了

继续妊娠,胎儿出生后一切正常.由于女性携带者

的发现与咨询对于 DMD 的预防非常重要,本研究

对比了胎儿和其母亲的DMD基因,孕妇１和孕妇２
的胎儿为新发突变,考虑两例孕妇均存在生殖腺嵌

合的可能性.孕妇３为DMD携带者.高值等[１７]提

出如果女性存在生殖腺嵌合,再孕时胎儿仍有可能

发生DMD基因变异.因此对于有 DMD患者妊娠

史或生育史的女性,即使本人未携带 DMD 基因变

异,我们仍建议其再孕时选择合适的诊断技术如

CNVＧseq进行DMD产前诊断.

综上所述,CNVＧseq作为近年来新兴发展的技

术,应用于羊水及流产物检测有助于发现包括非整

倍体在内的染色体异常,还可能检测出意想不到的

染色体片段缺失或重复所致的单基因病,提高了染

色体异常疾病的检出率,为全面评估胎儿提供理论

依据,同时有助于临床医生给有再孕需求的不良孕

产史妇女提供更好的生殖遗传咨询.
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