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aCGH应用于产前诊断意外发现DMD基因
缺失或重复病例分析

吴秋华,石凤蕊,刘　瑗,王　林,翟　文,强　荣

(西北妇女儿童医院医学遗传中心,陕西 西安７１００６１)

[摘　要]目的　探讨微阵列比较基因组杂交(aCGH)技术应用在产前诊断中发现抗肌萎缩蛋白基因(又称 DMD基因)缺失

或重复的重要价值.方法　收集２０１９年９月至２０２０年７月在西北妇女儿童医院因高危因素(高龄、血清学筛查高风险、无创筛

查高风险或超声软指标异常等)选择aCGH 技术进行产前诊断的８５１例孕妇的羊水样本进行检测,并进一步采用多重连接探针扩

增(MLPA)方法对DMD基因变异样本进行验证.结果　在８５１例孕妇的羊水样本中,经aCGH 产前诊断时意外发现４例羊水样

本存在 DMD基因缺失或重复,同时 MLPA 检测验证了上述变异.胎儿１:男胎,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１６９１１７２Ｇ３１７６６６７３)×０,

DMD基因 E５２Ｇ５３ 缺 失;胎 儿 ２:男 胎,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１０１６９８３Ｇ３１３５１９００)×２,DMD 基 因 E６１Ｇ７９ 重 复;胎 儿 ３:女胎,

arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１１８２６９９Ｇ３１４７４９４９)×３,DMD基因 E５８Ｇ７４重复;胎儿４:男胎,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１７７７９２５Ｇ３２１５２１２６)×２,

DMD基因 E４５Ｇ５１重复.４例变异均遗传自母亲.结论　产前诊断是防止 DMD患者出生的重要手段,aCGH 技术用于产前诊断

不仅可以检测染色体微缺失和微重复综合征,还有助于检测由基因缺失或重复引起的单基因疾病,从而为临床诊断及遗传咨询提

供了理论依据.

[关键词]微阵列比较基因组杂交;抗肌萎缩蛋白基因;产前诊断;多重连接探针扩增

Doi:１０．３９６９/j．issn．１６７３－５２９３．２０２４．０５．００８
[中图分类号]R１７　　　　[文献标识码]A　　　　[文章编号]１６７３－５２９３(２０２４)０５－００４７－０８

CaseanalysisofaccidentaldiscoveryofDMDgenedeletionor

duplicationusingaCGHinprenataldiagnosis
WUQiuhua,SHIFengrui,LIUYuan,WANGLin,ZHAIWen,QIANGRong

(CenterofMedicalGenetics,NorthwestWomen􀆳sandChildren􀆳sHospital,ShaanxiXi′an７１００６１,China)

[Abstract]ObjectiveToexploretheimportantvalueofarraycomparativegenomichybridization(aCGH)technologyinprenatal

diagnosisforthedetectionofdeletionsorduplicationsinthedystrophingene(alsoknownastheDMDgene)．MethodsAmniotic

fluidsamplesfrom８５１pregnantwomenwhounderwentprenataldiagnosisusingaCGHtechnologyduetohighＧriskfactors(such

asadvancedmaternalage,highＧriskserumscreening,highＧrisknonＧinvasivescreening,orabnormalultrasoundsoftmarkers)at

NorthwestWomen􀆳sandChildren􀆳s Hospitalfrom September２０１９toJuly２０２０ werecollectedfortesting．Furthermore,the

multiplexligationＧdependentprobeamplification(MLPA)methodwasusedtovalidateDMDgenevariations．ResultsAmongthe

８５１amnioticfluidsamplesfrompregnantwomen,aCGHprenataldiagnosisunexpectedlyrevealed４casesofDMDgenedeletionsor

duplications．SubsequentMLPAtestingconfirmedtheabovevariations．Fetus１:male,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１６９１１７２Ｇ３１７６６６７３)

×０,DMDgeneE５２Ｇ５３deletion;Fetus２:male,arr[GRCh３７]Xp２１．２ (３１０１６９８３Ｇ３１３５１９００)×２,DMDgeneE６１Ｇ７９duplication;

Fetus３:female,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１１８２６９９Ｇ３１４７４９４９)×３,DMDgeneE５８Ｇ７４duplication;Fetus４:male,arr[GRCh３７]Xp２１．

１(３１７７７９２５Ｇ３２１５２１２６)×２,DMDgeneE４５Ｇ５１duplication．All４variationswereinheritedfromthemothers．ConclusionPrenatal

diagnosisisanimportantmeanstopreventthebirthofDMDpatients．TheapplicationofaCGHtechnologyinprenataldiagnosisnot

onlydetectschromosomalmicrodeletionsandmicroduplicationssyndromesbutalsohelpstodetectsingleＧgenediseasescausedby

genedeletionsorduplications,providingatheoreticalbasisforclinicaldiagnosisandgeneticcounseling．
[Keywords]arraycomparativegenomichybridization;dystrophingene;prenataldiagnosis;multiplexligationＧdependentprobe

amplification
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　　Duchenne型肌营养不良症(duchennemuscular
dystrophy,DMD)是临床中最常见的进行性肌营养

不良症,由位于染色体Xp２１．１的抗肌萎缩蛋白(dysＧ
trophin)基因(又称DMD基因)突变引起[１].大多数

患者为男性,女性一般为致病基因携带者.DMD在

活产男婴中的发 病 率 接 近 ２．８６/万 (１/３５００)[２].

DMD临床典型特征为对称性的近端肌肉无力伴腓

肠肌假性肥大,患者一般在３~５岁时出现症状,进
行性加重,直至失去行走能力,在３０岁左右死于心

肺衰竭.约 ４０％ 的 DMD 病例为新 发 突 变[３],无

DMD家族史,一般在出生后才能被发现.微阵列比

较基因组杂交(arraycomparativegenomichybridＧ
ization,aCGH)等新技术广泛应用于产前诊断后,越
来越多的染色体微缺失和微重复被检测到,甚至可

能有一些意想不到的发现.本研究收集了２０１９年９
月到２０２０年７月在西北妇女儿童医院因高危因素

(高龄、血清学筛查高风险、无创筛查高风险或超声

软指标异常等)选择aCGH 技术进行产前诊断的８５１
例孕妇的羊水样本进行检测,意外发现４例胎儿存

在DMD基因外显子重复或缺失,报告如下.

１资料与方法

１．１临床资料

孕妇１,３４岁,孕１产０,孕２１周＋３天,B超提示

胎儿(胎儿１)脐膨出.本次系因多囊卵巢促排妊娠,

否认孕期不规则出血史,否认其他有毒有害物质接

触史,无宠物接触史.平素月经规律,乙肝小三阳携

带,丈夫体健.其妹生育１儿１女,均体健.孕妇及

其丈夫无遗传病家族史.

孕妇２,３３岁,孕２产１,孕２６周＋５天,B超提示

胎儿(胎儿２)右位主动脉弓伴左侧锁骨下动脉迷走、

胎儿左心室强光点,产前血清学筛查未见异常.本

次妊娠有感冒史,咳嗽病史,口服桔贝合剂.孕前诊

断为抑郁症,服用抗抑郁药(安定、百解忧等)１个月,

停药２０天后停经.既往月经规律,生育１女,半年前

女儿患特异性皮炎.孕妇既往鼻炎病史,无遗传病

家族史.

孕妇３,３３岁,孕３产１,孕２７周＋３天,孕２２周

时系统B超提示胎儿(胎儿３)颈后皮肤皱褶(nuchal
fold,NF)增厚(６．８mm),胎儿心脏 B超未见明显异

常,产前血清学筛查示唐氏临界风险(１∶４１３),孕妇

外周血胎儿游离 DNA 无创产前检测(noninvasive

prenataltest,NIPT)低风险.１０年前(２０１０年)顺产

１男婴,目前体健[孕妇自述,后经多重连接探针扩增

(multiplexligationＧdependentprobeamplification,

MLPA)检测确定该男童为DMD外显子部分重复].

否认孕期有毒有害物质接触史,既往体健,无遗传病

家族史.

孕妇４,３２岁,孕１产０,孕２８周＋５天,B超提示

胎儿(胎儿４)骶尾椎先天发育异常,左侧侧脑室后角

增宽至１０mm,胎儿心脏 B超未见明显异常.本次

因不孕行试管助孕,一代试管失败,二代试管补救后

妊娠,种植１枚胚囊,产前血清学筛查低风险,NIPT
低风险,既往体健,无遗传病家族史.

本研究已通过西北妇女儿童医院医学伦理委员

会审批(２０２３Ｇ０１３).所有孕妇及家属均签署书面知

情同意书.

１．２方法

１．２．１DNA 的提取

所有孕妇均行羊膜腔穿刺术,抽取羊水１０mL,

离心收集羊水中的细胞.使用 PureGene组织提取

试剂盒(Qiagen,德国)提取羊水基因组 DNA,进行

aCGH 和 MLPA检测.抽取孕妇外周血３~４mL,

使用血液基因组DNA试剂盒(天根,北京)提取外周

血DNA,进行 MLPA 检测.为了确保结果的准确

性,使用荧光标记短串联重复序列(shorttandem

repeats,STR)复合扩增检测试剂盒(阅微,江苏)对
羊水和孕妇外周血的DNA进行扩增,以分析待检样

本中是否存在母体细胞污染.

１．２．２aCGH 的检测

检测方法参照有关参考文献[４].按照aCGH 技

术流程进行标记、纯化、杂交、洗涤.试剂盒均为

TechnologiesAgilent公司生产,杂交芯片为美国

Agilent Technologies 公 司 生 产 的 PerkinElmer

CGXTM(８×６０K)芯片.使用SureScan微阵列扫描

仪(AgilentTechnologies,美国)扫描芯片,并使用

Cytogenomics软件(AgilentTechnologies,美国)分
析结果.最后,使用 Genoglyphix􀆿 (https://uk．genoＧ

glyphix．com/)在 线 判 读 数 据 并 进 行 分 析.参 考

DGV、DECIPHER、ISCA、OMIM、ClinVar、PubMed
等公共和实验室数据库,针对≥１００kb的拷贝数变异

(copynumbervariation,CNVs)片段进行致病性分

析.根据最新版美国医学遗传学与基因组学学会
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(The American Collegeof MedicalGeneticsand
Genomics,ACMG)的序列变异解读指南[５]进行致病

性分析解读.

１．２．３MLPA 的检测

DMD基因检测试剂盒(MRCＧHolland,荷兰)含
有２个探针(SALSA MLPA P０３４/P０３５),可检测

DMD基因的７９个外显子是否存在缺失或重复.使

用 ABI３５００DX 测序仪(ThermoFisherScientific,

美国)进行毛细管电泳,使用 Coffalyser软件(http//

www．mlpa．com)分析数据.以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

２．１aCGH 及 MLPA检测结果

所有羊水样本均无肉眼可见性母血污染,经

STR检测,均无母体细胞污染,可用于后续检测.

羊水aCGH 及 MLPA检测结果提示:

胎儿１:男胎,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１６９１１７２Ｇ
３１７６６６７３)×０(Xp２１．１缺失７５．５kb),MLPA 提示

DMD基因E５２Ｇ５３缺失,见图１.

胎儿２:男胎,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１０１６９８３Ｇ
３１３５１９００)×２(Xp２１．２重复３３４．９２kb),MLPA 提示

DMD基因E６１Ｇ７９重复,见图２.

胎儿３:女胎,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１１８２６９９Ｇ
３１４７４９４９)×３(Xp２１．２重复２９２．２５kb),MLPA 提示

DMD基因E５８Ｇ７４重复,见图３.

胎儿４:男胎,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１７７７９２５Ｇ
３２１５２１２６)×２(Xp２１．１重复３７４．２０kb),MLPA 提示

DMD基因E４５Ｇ５１重复,见图４.

４例孕妇外周血 MLPA提示:孕妇１的DMD基

因E５２Ｇ５３杂合缺失;孕妇２的 DMD基因E６１Ｇ７９重

复;孕妇 ３ 的 DMD 基因 E５８Ｇ７４ 重复;孕妇 ４ 的

DMD基因 E４５Ｇ５１重复.４例胎儿的 DMD 基因变

异均遗传自母亲.

注:A为aCGH,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１６９１１７２Ｇ３１７６６６７３)×０;B为 MLPA,DMD基因E５２Ｇ５３缺失.

图１　胎儿１的aCGH和 MLPA检测结果

Fig．１　aCGHandMLPAdetectionresultsoffetus１
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注:A为aCGH,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１０１６９８３Ｇ３１３５１９００)×２;B和C为 MLPA,DMD基因E６１Ｇ７９重复.

图２　胎儿２的aCGH和 MLPA检测结果

Fig．２　aCGHandMLPAdetectionresultsoffetus２
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注:A为aCGH,arr[GRCh３７]Xp２１．２(３１１８２６９９Ｇ３１４７４９４９)×３;B和C为 MLPA,DMD基因E５８Ｇ７４重复.

图３　胎儿３的aCGH和 MLPA检测结果

Fig．３　aCGHandMLPAdetectionresultsoffetus３
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注:A为aCGH,arr[GRCh３７]Xp２１．１(３１７７７９２５Ｇ３２１５２１２６)×２;B和C为 MLPA,DMD基因E４５Ｇ５１重复.

图４　胎儿４的aCGH和 MLPA检测结果

Fig．４　aCGHandMLPAdetectionresultsoffetus４
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２．２妊娠结局

经详细的遗传咨询和慎重考虑,孕妇１、孕妇２
和孕妇４均选择终止妊娠;孕妇３选择继续妊娠,其
女胎出生时表现出双腿向上弯曲,体毛浓密,新生儿

疾病筛查未见异常,全外显子组测序(wholeexome
sequencing,WES)(随 访 时 家 属 自 述)未 检 测 出

DMD基因变异.４例胎儿的检测结果及妊娠结局

见表１.

表１　４例胎儿检测结果及妊娠结局

Table１　Testresultsandpregnancyoutcomesof４fetuses

病例
胎儿
性别 aCGH 检测结果

MLPA
检测结果

是否遗传自
母亲

妊娠结局

１ 男 arr[GRCh３７]Xp２１．１缺失７５．５kb(３１６９１１７２Ｇ３１７６６６７３)×０ DMD基因E５２Ｇ５３缺失 是 终止妊娠

２ 男 arr[GRCh３７]Xp２１．２重复３３４．９２kb(３１０１６９８３Ｇ３１３５１９００)×２ DMD基因E６１Ｇ７９重复 是 终止妊娠

３ 女 arr[GRCh３７]Xp２１．２重复２９２．２５kb(３１１８２６９９Ｇ３１４７４９４９)×３ DMD基因E５８Ｇ７４重复 是 出生时双腿向上弯曲,体毛浓密

４ 男 arr[GRCh３７]Xp２１．１重复３７４．２０kb(３１７７７９２５Ｇ３２１５２１２６)×２ DMD基因E４５Ｇ５１重复 是 终止妊娠

３讨论

目前,对 DMD 尚无有效治愈方法,该病对患

者、家庭和社会均造成沉重负担.尽管学者们对

DMD基因治疗进行了许多研究,如通读治疗、外显

子跳跃治疗、载体介导的基因替代治疗和基因编辑

治疗,但目前基因治疗仍然面临着巨大的挑战和困

境[６].因此在出生前及时发现并终止妊娠是避免

DMD患儿出生及降低出生缺陷率的关键.女性

DMD携带者一般无临床表型,无 DMD家族史的患

者尤其是新发病例通常无法在出生前被发现,因此

产前DMD 基因筛查尤为重要,产前诊断是预防

DMD患者出生的重要手段.

３．１aCGH 技术在临床染色体疾病诊断中的

应用

近年来,随着产前诊断技术的不断发展,aCGH
作为新兴技术在临床染色体疾病诊断中逐渐得到了

广泛的应用[７Ｇ９].aCGH 技术基于芯片平台,用不同

荧光标记待测样本与标准基因组DNA对照,最后杂

交于微阵列芯片上,可检测待测样本基因组相对于

标准基因组DNA拷贝数的变化.它与传统的染色

体G显带核型分析技术相比,具有分辨率高、覆盖面

广、速度快和自动化程度高的优点,可大大提高产前

诊断的准确性及疾病的检出率[１０Ｇ１１].Costa等[１２]研

究表明,使用aCGH 技术比单独使用常规核型分析

的诊断率提高了４．９％.aCGH 技术在产前诊断领

域应用的临床指征主要有高龄、NIPT检测 DNA 高

风险、夫妻一方染色体异常、B超提示异常、不良孕

育史等[１３].本研究中４例胎儿均存在超声软指标

异常,胎儿１为脐膨出,胎儿２为心血管结构异常,

胎儿３为 NF增厚伴血清学筛查临界风险,胎儿４
为骶尾椎先天发育异常伴左侧侧脑室后角增宽.目

前,以上异常与 DMD 基因的相关性均未见文献报

道.产前超声软指标是产前诊断中不可忽视的一部

分,超声软指标异常的出现意味着胎儿存在潜在的

其他结构异常或染色体异常风险[１４],且合并超声软

指标异常数量越多的胎儿染色体异常发生率越

高[１５].因此,对于胎儿超声软指标异常阳性时,有
必要行介入性产前诊断,及时明确诊断可为产前咨

询和后续临床处理提供依据[１６].aCGH 技术应用于

产前诊断可显著提高胎儿染色体异常的检出率,有
效降低胎儿出生缺陷的发生[１７].

３．２DMD的遗传咨询

虽然aCGH 并非是 DMD 的特异性诊断技术,

但在产前诊断过程中意外检出 DMD基因或其他致

病基因的微重复或微缺失的情况时有发生[１８Ｇ１９].本

研究通过aCGH 技术进行了羊水产前诊断,意外发

现了４例羊水样本的染色体Xp２１．２或 Xp２１．１区域

存在小片段的缺失或重复,该片段覆盖了 DMD 基

因的外显子部分区域,同时 MLPA 检测证实了这些

突变.这为aCGH 技术对产前诊断的重要性再次提

供了强有力的证据.李涛等[２０]对６４个 DMD 基因

新发突变家系女性再妊娠进行产前诊断,结果发现

胎儿中有２例存在 DMD基因外显子缺失突变.本

研究中４例孕妇均为 DMD 携带者,因此建议凡有

DMD胎儿妊娠史的女性,即使本人 DMD基因外显

子未见变异,仍建议其再孕时及时进行 DMD 基因

产前诊断.在本研究中,孕妇３的女性胎儿为 DMD
３５
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外显子重复携带者,但其出生后表现为双腿向上弯

曲,体毛浓密,新生儿疾病筛查和 WES未检测出明

显异常,推测其双腿向上弯曲有可能是关节紧张,与

宫内姿势有关;毛发的密度和颜色往往受父母遗传

因素影响,先天性多毛症或一些内分泌疾病如先天

性肾上腺皮质增生、垂体病变及卵巢病变也会引起

体毛过重[２１Ｇ２３];因此认为其双腿和体毛的问题应该

与DMD基因外显子重复无关.

综上所述,产前诊断是预防 DMD 患者出生的

重要手段,aCGH 技术用于产前诊断不仅可以检测

染色体微缺失和微重复综合征,还有助于发现 DMD
或其他染色体片段缺失或重复所致的单基因疾病,

在一定程度上降低了单基因疾病的漏诊率,为全面

评估胎儿和后续的遗传咨询提供理论依据.
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