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揖摘要铱 摇 罕见病因其发病率低、病种繁多、机制复杂的特点,给临床诊断带来极大挑战。 遗传性因素约占罕见病发病原

因的 80% ,因此遗传学检测是罕见病病因学诊断的重要手段。 近年来外显子组测序已逐渐成为明确罕见病遗传病因的一线

检测技术,大幅提升了罕见病患者的诊断率。 本文将概述罕见病遗传学检测技术发展,探讨外显子组测序后仍未明确诊断的

病例可能采用的下一步检测策略,包括全基因组测序、长读长测序等在覆盖范围及检测变异类型方面更具优势的测序技术,
以及转录组、表观遗传组、蛋白质组、代谢组等辅助检测手段,并述评各技术在罕见病遗传变异发现和解读中的优势及局限

性。 此外,总结了各国现有罕见病数据库的建立和使用状况,并讨论了基于数据库进行自动化重分析基因组数据以识别具有

相似表型或相似基因突变的患者的重要性。 本文旨在为临床医生和研究人员提供外显子组测序未明诊断时可考虑的其它遗

传学检测策略及技术选择。
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揖Abstract铱摇 Rare diseases pose great challenges to clinical diagnosis due to their low incidence rate, diverse disease types, and

complex mechanisms. Genetic factors account for approximately 80% of the causes of rare diseases. Therefore, genetic testing is a
crucial tool for etiological diagnosis of rear diseases. In recent years, exome sequencing has gradually become a frontline detection tech鄄
nology for clarify the genetic causes of rare diseases. It has significantly improved the diagnostic rate of patients with rare diseases. This
article provides an overview of the development of genetic testing technologies for rare diseases and explores potential next鄄step testing
strategies for cases that remain undiagnosed after exome sequencing. The next鄄step testing strategies include sequencing techniques
such as whole genome sequencing and long鄄read sequencing, which have more advantages in coverage and detections of variant types.
Some auxiliary testing methods such as transcriptomics, epigenetics, proteomics, and metabolomics analysis should be also included.
We also evaluate the advantages and the limitations of each technology in the discovery and interpretation of genetic variations in rare
diseases. Furthermore, we summarize the establishment and utilization of existing rare disease databases in different countries. We also
discuss the importance of automated reanalysis of genomic data based on databases to identify patients with similar phenotypes or genetic
mutations. All in all, aims of this article are to provide clinicians and researchers with alternative genetic testing strategies and
technology options when exome sequencing fails to provide a diagnosis.
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摇 摇 罕见病是一类发病率和患病率低( <1 / 2000 ~
1 / 10000),但种类繁多( >7000 种)、表现形式及病

因机制各异的疾病[1]。 据估计,全球约有 4 亿人受

到罕见病影响[2],而中国保守估计约有 2000 万以上

罕见病患者[3]。 罕见病能否被准确及时诊断影响

患者后续治疗,但由于单病种病例数少,临床医生

经验相对缺乏,罕见病面临“诊断难冶的问题。 据统

计,罕见病的平均诊断时间约为 4 ~ 5 年,部分患者

的诊断时间可能长达十数年[4]。 由于 80% 的罕见

病起源于基因变异[1],遗传检测技术成为诊断罕见

病的关键手段之一。 近十多年来,以外显子组测序

(exome sequencing, ES)为代表的高通量测序技术

在罕见病诊断中发挥了重要作用,已成为多种罕见

病的临床一线检测手段,但 ES 仍存在覆盖区域有

限、覆盖率不均匀等限制[5]。 本文将概述当 ES 未

能明确诊断罕见病时(即结果为阴性或变异意义不

明),可考虑的其他遗传学检测策略及相关技术进
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展,主要包括:淤DNA 水平检测,如覆盖范围及变异

类型比 ES 更为全面的全基因组测序、三代长读长

测序等;于辅助明确遗传变异功能后果和临床意义

的检测技术,如转录组、表观修饰组、蛋白质组、代
谢组等。 此外,也讨论了跨中心的罕见病数据库建

立及自动化重分析基因组数据等领域的进展。 本

文拟通过探讨外显子组测序之外各种技术的适用

范围及局限性,为临床医生和罕见病研究人员提供

ES 未明诊断病例下一步检测策略的参考。
1摇 外显子组测序的应用现状及局限性

ES 通过序列捕获将全基因组范围内的外显子

区域 DNA 富集并进行高通量测序,可高效检出基因

组中蛋白编码区域内的变异[6]。 由于编码区变异

占遗传性疾病相关变异的绝大多数,ES 在检测与遗

传性疾病相关的变异上表现出色,其单独作为检测

手段的诊断率可达 25% ~ 30% [7]。 目前,ES 在不

明原因发育落后,多发畸形等多种罕见病中,已成

为一线临床遗传学检测手段[8]。
尽管 ES 显著提升了罕见病的遗传诊断率,但

其存在固有的技术限制。 首先,ES 仅针对基因编码

区(占全基因组区域的 1% ~2% )进行测序[9],非编

码区 5爷UTR、3爷UTR、基因调控区域、内含子及基因

间区域等变异大多无法覆盖,而由非编码区变异致

病的情况已在多种遗传疾病中报道[10]。 其次,ES
基于对外显子区的捕获,覆盖率在某些区域可能不

均匀,如第一外显子、高 GC / AT 区域和低复杂度区

域,这可能导致部分基因中的致病变异被遗漏[11]。
此外,ES 不适用于检测结构变异(如倒位、易位、插
入等)、短串联重复、甲基化异常等变异类型,这类

变异需要采用其它检测手段进行分析以明确遗传

病因。
2摇 ES 未明诊断病例的下一步检测策略

2. 1摇 基因组测序(genome sequencing,GS) 摇 与 ES
仅覆盖编码区域不同,GS 具有覆盖整个基因组区域

的能力(包括非编码区),且实验过程中无需靶向捕

获从而可达到比 ES 更为均一的覆盖。 GS 在 ES 未

诊断病例中所带来的诊断率提升主要来源于以下

几个方面:淤相对更为均匀的外显子覆盖使得即便

在编码区中,GS 相比于 ES 能更精确地检测插入缺

失和拷贝数变异(copy number variations, CNV) [12];
于非 编 码 区 域 变 异 的 检 出[13]; 盂 结 构 变 异

(structural variations, SVs)的检出;榆短串联重复序

列(short tandem repeats, STRs)异常的发现;虞线粒

体变异等。
在近期几项大型队列研究中,GS 的诊断率可达

到 28% ~ 34% [7,13,14]。 不同研究针对 GS 与 ES 的

诊断率差异结果不一,基于美国 UDN(未明诊断疾

病网络)的研究[15],在已有非诊断性 ES 结果的情

况下,GS 可以将诊断率提高 10% ~ 15% ;而 Chung
等[7]的荟萃分析显示,只进行 GS 的罕见病诊断率

为 34% ,与只进行 ES 的诊断率(38% )没有统计学

差异;而在具有神经系统表型的患者中,GS 的诊断

率显著高于 ES。
随着 GS 测序成本的下降及相应分析算法的完

善,在临床应用中有着广泛的前景,我国亦已有相

应的专家共识推出[16,17]。 当前 GS 临床应用面临的

问题及局限性主要在以下方面:首先,由于 GS 测序

范围的扩大大幅增加了潜在候选变异数量,这使得

意义不明变异 ( variants of uncertain significance,
VUS)的报告率增加,如何结合功能解析手段以明确

这些突变的临床意义将是进一步提升 GS 诊断效能

的关键方向之一;其次,虽然基于短读长的 GS 可以

识别编码区变异、部分 SV 和 STR,但它在检测复杂

结构变异和长串联重复序列或位于高度重复和 /或
高度富含 GC 的区域方面的效能仍有限[18]。
2. 2摇 长读长测序( long鄄read sequencing, LRS) 摇
LRS 技术(又称三代测序),能够对含有数千个碱基

的 DNA 片段进行直接测序[19]。 目前两个主要的

LRS 平台为基于单分子实时测序技术(SMRT)的的

Pacific Biosciences 和基于纳米孔单分子测序技术的

Oxford Nanopore Technologies (ONT)。 二者均可获

得超过 10 kb 的读长及 DNA 甲基化信息。 相比较

而言,SMRT 技术利用荧光标记的核苷酸进行测序,
目前准确度更高(HiFi 模式下可达 99郾 9% );而 ONT
则是基于检测生物传感器(纳米孔)中离子流的变

化,可读取更长的 reads(长度可达数个 Mb) [20]。
相比于以外显子组测序为代表的短读长测序

方法(150 ~ 300 bp),LRS 能够检测复杂的结构变

异,包括大片段的倒位、缺失及易位等,并对复杂 SV
进行准确的断点定义,从而精确解析复杂的重排

(如染色体倒位) [21]。 根据 Ebert 等[22] 的研究,LRS
可以识别超过 68%的 NGS 无法识别的 SV。 在一个

包含 34 个家族的疑似常染色体隐性遗传病的队

列[23]中,LRS 发现了 13 例(38% )可能的致病 SV。
除此之外,LRS 技术还能检测重复扩增序列导致的

疾病,包括亨廷顿病、脊髓小脑性共济失调等[24]。
此外,LRS 可直接检测天然 DNA 中的修饰(包

括 5鄄甲基化胞嘧啶等),从而获得碱基级别的甲基

化信息,可用于印记疾病以及其他与甲基化改变相

关的疾病诊断[25]。 LRS 作为当前覆盖变异类型最

为全面的技术,是 ES / GS 未明诊断样本进一步遗传

学检测的重要手段。
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2. 3 摇 基因组光学图谱技术 ( optical genome
mapping,OGM) 摇 OGM 主要针对 SV,可检测的范

围跨度含 500 bp 到完整染色体大小,类别包括 CNV
(重复和缺失)、重复扩增序列、染色体插入、倒置和

易位以及非整倍体[26]。 与上面介绍的 DNA 测序手

段不同,OGM 并不能识别 DNA 片段的碱基序列,而
是使用限制性核酸内切酶(DLE1)引入荧光标记,标
记全基因组存在的 6bp 基序(CTTAG),并生成高分

辨率图像与计算机标记的参考序列对比[27]。 该技

术相比于传统的核型分析在分辨率上显著提升,与
染色体微阵列相比则可以检出更多的 SV 变异类别

(如 平 衡 易 位 等 ), 而 与 荧 光 标 记 原 位 杂 交

(fluorescence in situ hybridization,FISH)技术相比具

备更高的通量[28]。 OGM 已被广泛用于各类样本的

SV 检测中,与传统细胞遗传学分析相比有极高的一

致性。 OGM 的临床效能已在复发性流产[29] 和面肩

肱肌营养不良症[30] 等多种疾病场景中得到检验。
值得注意的是,OGM 难以检测多倍体、罗伯逊易位

和其他涉及着丝粒的整臂易位[26],在检测微小片段

缺失 /插入位点时也需要其他分子诊断技术的辅

助[31]。 罕见病遗传诊断现有 DNA 组学技术对比见

表 1。
表 1摇 罕见病遗传诊断现有 DNA 组学技术对比

方法 区域 平均读长
变异检测类别(是 / 否涵盖)

小尺度变异 CNV SV STR 甲基化异常

ES 编码区 150 ~ 300 bp 是 部分 (涉及编码区外

显子时)
否 非常有限 (涉外显子

区时可提示)
否

GS 全基因组 150 ~ 300 bp 是 是 有限 有限 (较长或复杂重

复区检测困难)
否

LRS 靶向区域或

全基因组

>10 kb 是 是 是(包括倒位、易位

及复杂重排等)
是(也可检测长重复

扩增序列)
是

OGM 所有染色体 >200 kb 否 是(最高分辨率 500
bp)

是(包括倒位、易位

及复杂重排等)
是(也可检测长重复

扩增序列)
否

3摇 罕见病遗传学诊断的辅助技术

3. 1摇 转录组学 摇 作为 ES / GS 的有效补充,基于

RNA鄄seq 技术的转录组测序正在成为遗传诊断中的

重要工具,在 ES 阴性样本中的诊断率可达 7郾 5% ~
36% [11,32,33]。 针对目标组织的 RNA鄄seq 分析可以

发现基因的表达量异常、异常剪接、等位基因特异

性表达和融合产生的新转录本等,基于这些功能后

果可以对 DNA 变异的致病性做出更为准确的

评估[34]。
由于各组织之间基因表达和 mRNA 亚型差异

较大,采用受累组织进行 RNA鄄seq 分析是最理想的

选择[35]。 此前在一项针对 40 例遗传性皮肤病患者

的研究[36]中,其中 13 例(32郾 5% )可以仅根据皮肤

成纤 维 细 胞 的 转 录 组 结 果 即 做 出 明 确 诊 断;
Cummings 等[35]在 50 例 ES / GS 未明诊断的罕见肌

肉疾病患者中,对肌肉组织进行采样并进行 RNA鄄
seq 分析,获得了 34%的诊断率。 然而,疾病受累组

织有时难以获取,如与神经疾病相关的脑组织

等[37]。 这些情况下可考虑通过可及组织如全血、成
纤维细胞和骨骼肌等的检测,获得与受累组织共表

达的基因转录情况。 研究表明>70%的 OMIM 疾病

基因在血液中表达,全血转录组测序可在 ES / GS 阴

性样本中获得约 17% 的诊断率[11]。 如果潜在目标

基因在可及组织中不表达,也可通过转分化的方法

获得与受累组织更为接近的细胞类型后进行转录

组分析[38]。
3. 2摇 表观遗传学摇 DNA 甲基化等表观遗传修饰可

以在不改变 DNA 序列的情况下对基因进行标记并

影响基因活性状态,分析表观基因组的变化可辅助

阐明与表观修饰相关的罕见病致病原因[39]。 基于

血液的全基因组甲基化分析,可用于发育迟缓、印
迹疾病或三核苷酸重复扩增及其它与甲基化相关

疾病的检测,其中的代表性工具是 Aref鄄Eshghi 等开

发的 Episign[39](基于甲基化微阵列技术和提取了

多种疾病甲基化特征谱的 EpiSign 知识库)。 在最

近的一项研究中,Kerkhof 等[40] 评估了 Episign 在

2399 例患者队列中的临床效用———基于 1667 例患

者的甲基化特征谱、印记和启动子区域的全面分

析,诊断率为 18郾 7% (312 / 1667);其余 732 例患者

接受了靶向区域的甲基化特征分析,用于评估

VUS、CNV 与所怀疑疾 病 的 相 关 性, 诊 断 率 为

32郾 4% (237 / 732)。 然而,由于缺乏罕见病中表观

特征谱的大规模公共数据库,目前对遗传疾病特异

的表观特征谱的了解有限,其临床解释仍然具有挑

战性[39]。
3. 3摇 蛋白质组学摇 蛋白质组学技术能够对细胞、组
织或器官内包含的所有蛋白质进行分离、鉴定和定

量,为影响机体蛋白质表达水平的罕见病提供辅助
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诊断,此外还可能帮助阐释这类疾病的分子发病机

制,从而指导后续的靶向治疗以及预后评估。 目

前,基于质谱或抗体的蛋白质组学技术已被用于溶

酶体贮积病、过氧化物酶体疾病、线粒体酶缺陷、中
性粒细胞蛋白缺陷等疾病的检测[37]。 有报道在 ES
阴性的中性粒细胞蛋白缺陷患者中,基于蛋白质组

技术发现的异常表达,帮助 2 例患者锁定了最终的

致病基因[41]。
3. 4 摇 代谢组学 摇 代谢组学通过对小分子( <1500
Da)代谢产物进行定量和定性分析,确定与疾病相

关的特征性代谢标志物,从而帮助明确罕见病诊断

或结合 DNA 测序结果阐释疾病发生机制原因。 代

谢组学检测通常被分为靶向和非靶向两种。 非靶

向代谢组学分析通过将患者样本与对照组样本的

代谢组全面对比,将从单个样本观察到的代谢物差

异和先前数据中的疾病特异性代谢途径建立联系,
可辅助 VUS 的重新评估[42]。 Alaimo 等[43]同时结合

外显子组测序和非靶向代谢组学数据,可将 170 例

未确诊病例中的 74 例(43郾 5% )重新分类,其中 21
例(12郾 3% )得到了临床诊断。 靶向代谢组学仅对

目标类型的代谢产物进行靶向检测,可用于定向筛

查某组先天性代谢缺陷。 目前常用的靶向代谢组

学检测手段是串联质谱法,能同时测量多种不同的

代谢组学标记物,一次采样即可进行多种代谢缺陷

疾病筛查[44]。 但对于代谢组改变较为轻微的疾病,
或对于易受患者饮食及用药影响的代谢物指标,其
分析及结果解释存在挑战。 罕见病遗传学诊断的

辅助技术见表 2。
表 2摇 罕见病遗传学诊断的辅助技术

技术名称 常用检测手段 适用范围

转录组学 RNA鄄seq 可解析 DNA 变异在转录水平的后果如基因表达 / 剪接异常等,适用于各类遗传性疾

病的受累组织或基因共表达、转分化获得的组织

表观遗传组学 甲基化微阵列芯片 与甲基化修饰相关的罕见病:Rett 综合征、Silver Russel 综合征等

蛋白质组学 质谱法蛋白分析

抗体法分析

中性粒细胞蛋白缺陷、溶酶体贮积病、过氧化物酶体疾病、线粒体酶缺陷等

代谢组学 靶向代谢组学

非靶向代谢组学

代谢异常疾病:苯丙酮尿症、糖原累积症、有机酸血症等

4摇 基于罕见病数据库的自动化重分析

随着各类测序手段的发展,从单个样本中检测

到的变异数量和复杂程度也在增加,但往往由于缺

乏临床数据、信息和证据支持,将检测到的变异进

行准确的临床意义评估进而确认或排除诊断是当

前的主要挑战之一。 因此,对罕见病诊疗信息展开

登记,建立能够共享的罕见病数据资料库对诊断、
治疗以及疾病表型鄄基因型关联研究至关重要[45]。

在过去的 20 年中,美国、英国、法国、加拿大、澳
大利亚等国家已经建立用于管理罕见病数据的国

家综合信息网络,同时制定了相关数据收集和管理

规则,并构建了数据标准如罕见病分类代码等以促

进数据共享[46]。 2016 年,中国国家罕见病注册系

统 ( national rare diseases registry system of china,
NRDRS)建立[3]。 至 2024 年 4 月底,NRDRS 已针对

208 种 /类罕见病建立 234 个队列,完成 78498 例罕

见病患者的登记注册,为中国罕见病相关临床试验

和研究提供了重要的数据支持[47]。
数据库的完善为原有数据的重分析提供了平

台。 随着测序技术的改进和分析手段的优化,重分

析原有病例数据有助于未确诊病例所携变异的重

新分类。 据统计,使用最新信息学工具、文献和表

型信息对原有 ES 数据进行重新分析和解释时,ES

诊断率可提高约 18% ,并且有助于发现新的基因

型鄄表型关联[48]。 由于基因组数据数量和复杂性的

增加,利用人工智能(AI)和机器学习(ML)进行定

期自动化重分析将成为趁势。
5摇 展望

随着高通量及多组学技术的发展,遗传检测技

术在罕见病诊断中发挥着越来越重要的作用。 ES
可达到 25% ~30%的诊断率,但仍存在覆盖区域不

全和覆盖率不均的限制。 GS 长读长测序和光学图

谱技术弥补了 ES 技术在覆盖区域以及检测 CNV、
复杂结构变异、重复扩增序列等变异类型上的不

足。 转录组测序为进一步阐释 RNA 水平上的变异

后果提供了可能,甲基化组学分析则降低了诊断异

常甲基化修饰相关疾病的难度,而蛋白质组学分析

和代谢组学分析为诊断影响特定蛋白和代谢途径

的遗传病提供了工具。 此外随着罕见病数据库信

息的完善和发展,基于临床及基因数据整合架构的

自动化重分析可为识别新的基因型鄄疾病表型关联

创造条件。 我们相信,随着技术和分析能力的不断

优化以及检测成本的下降,遗传性罕见疾病的未解

之谜将会被逐步揭开。
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