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·专题笔谈·

精准医学在儿外科出生缺陷疾病谱中的应用

张　彦　夏慧敏

　　精准医学是以个性化医疗为基础，随着全基因
组测序技术及生物信息学的交叉应用而发展起来的

新兴医学模式。复杂遗传病的不同临床表型都是个

体基因组、转录组或表观遗传学因素等综合作用的

结果。精准医学根据导致疾病的潜在遗传因子对疾

病进行诊断和分类，而非传统的根据症状和体征对

疾病分类的方法，从而出现了罹患同种疾病的“个

性化差异”模式。精准医学的重要内容是基因的检

测，通过先进的基因检测技术，如全基因组测序、外

显子测序和转录组测序等，发现与疾病发生相关的

致病基因。因此，基因测序是精准医学的基础和灵

魂。

一、ＤＮＡ测序技术的发展及新一代测序技术
的兴起

脱氧核糖核酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ）是
遗传信息的基本载体，决定了生命的延续、个体生

存，甚至物种的进化。新一代测序技术（ＮｅｘｔＧｅｎｅｒ
ａｔｉｏｎＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）应运而生，高通量，测序速度
快，成本低，生成海量数据。这些优势使得 ＮＧＳ近
年来被广泛运用在基础生物医学研究领域，对一种

疾病不同状态和过程进行精确亚分类，精确寻找疾

病的原因和治疗的靶点，并为解释疾病的发病机制

开辟了新路径。伴随测序技术的发展，测序技术的

突破不仅推动了生物学的发展，还使得那些在基础

生物学研究领域取得的成果，能够成功运用于临床，

并将在疾病的预防控制，快速临床诊断，个性化治疗

等方面起到重要的作用。

二、儿外科常见出生缺陷精准医疗的应用进展

我国在出生缺陷的诊疗研究上有了一定的进展。近

年来迅速发展起来的基因诊断技术，在出生缺陷与

遗传病检测领域获得广泛应用。

１先天性心脏病：先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）是引起我国新生儿死亡的主要
原因之一［１］。其病因复杂，绝大多数是遗传因素和

环境因素共同作用的结果。部分 ＣＨＤ临床亚型与
染色体异常有关，如２２ｑ１１缺失、２１号染色体三倍
型等［２］。此外，迄今为止超过５０个基因与 ＣＨＤ密
切相关。ＣＨＤ相关突变大部分落在一小组发育基
因（例如 ＮＫＸ２－５，ＧＡＴＡ４，和 ＮＯＴＣＨ１）［２］。小鼠
模型研究表明，超过５００种基因可诱发心脏缺陷。
可想而知人类ＣＨＤ致病基因广泛存在。

我国目前对胎儿染色体非整倍体异常筛查的技

术成熟度较高［３］，仍有较大部分ＣＨＤ病人无法做到
产前诊断。随着测序技术的飞速发展，从全基因组

遗传变异层面，国内外在ＣＨＤ遗传致病位点有大量
前期研究，如 ＭＴＨＦＲｃ６７７Ｃ＞Ｔ、ｃ１２９８Ａ＞Ｃ、
ＭＴＲＲｃ６６Ａ＞Ｇ等被证实［４］。Ｚａｉｄｉ等［５］利用３６２
例复杂ＣＨＤ病人和２６４例对照，通过全基因组测序
技术证实了一系列与 Ｈｉｓ３Ｌｙｓ４甲基化密切相关的
新发突变。Ｔｕｒｋｉ等［６］利用外显子测序检测了１３个
胎儿心脏结构异常（ＡＶＳＤ）核心家系和１１２个散发
对照，证实了高保守性 ＮＲ２Ｆ２多个罕见错义突变，
小鼠模型证实 ＮＲ２Ｆ２与心脏发育过程的动脉生成
有关；后续收集 ＣＨＤ家系证实了 ＮＲ２Ｆ２区域更多
的结构变异。尽管有上述各项成功的案例，并不是

所有研究都能成功找到致病基因。Ａｒｒｉｎｇｔｏｎ等［７］

采集有明确的常染色体显性遗传模式的１１个不同
ＣＨＤ临床表型患者的四代家系，利用全外显子组测
序技术挖掘其致病基因；然而出人意料的是，不同临

床亚型的家族成员并未确认共同的致病位点。Ｍａｒ
ｔｉｎ等［８］利用全外显子测序技术检测共１７人的先天
性两叶型主动脉瓣（ＢＡＶ）大家系，其中 ＢＡＶ病例３
例，其他心血管畸形３例；然而并未有明确的致病变
异确证。

上述案例显示仅有部分病例符合孟德尔遗传规

律。遗传变异的频率和变异对疾病表型的贡献度或

外显率成正比，高频率的遗传变异的效应值（ｏｄｄｓ
ｒａｔｉｏ，ＯＲ）较低，因此对表型的贡献度或外显率
（ｐｅｎｅｔｒａｎｃｅ）较小；低频率的遗传变异的效应值较
高，因此对疾病的贡献度或外显率较大［１０］。因此，

国内外研究人员一致认为除致病突变以外，针对不
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同ＣＨＤ临床亚型存在一系列效应值中等的易感变
异。２０１３年Ｃｏｒｄｅｌｌ等［９］利用全基因组基因分型技

术，基于８３５例法洛四联症患者和５１５９例健康对
照证实 １２ｑ２４和 １３ｑ３２为遗传易感基因；同年，
Ｃｏｒｄｅｌｌ等［１０］利用相同的技术，基于 １９９５例复杂
ＣＨＤ患者（主要涵盖中隔、梗阻性和紫绀型缺陷）挖
掘遗传易感基因，遗憾的是当各种临床亚型混在一

起，并未有任何易感基因证实；而进一步按临床亚型

聚类分析研究确证 ４ｐ１６与继发孔型房间隔缺损
（ＡＳＤ）易感，且在后续４１７例 ＡＳＤ病人和２５２０例
对照中进一步得到验证。

上述多个研究表明 ＣＨＤ不同临床表型的遗传
机制确有不同，在后续研究中需进一步细化临床表

型，相互佐证又相互区别地对待才能从中抽丝剥茧，

确认真正的致病遗传机制。故而在后续临床转化研

究中，应以临床标本为本，进一步细化研究。

本中心侧重于收集有明显临床特征的复杂型且

预后较差的 ＣＨＤ病患，拟建立长期随访队列，对不
同临床亚型的ＣＨＤ进行聚类分析，利用 ＮＧＳ，包括
全基因组甲基化测序、转录组测序等挖掘致病因素

和潜在治疗的靶点；并进一步根据预后个体差异，建

立不同的预警、治疗方案对疾病进行有效诊断和干

预。本中心科研人员前期利用新生儿心胸外科部分

复杂 ＣＨＤ患者的共同临床特征：胸腺切除展开研
究，回顾胸腺切除后对患儿免疫系统的影响，对术后

不同时间段的病人进行外周血免疫细胞分选，选择

恢复期特异富集免疫细胞，利用全基因组甲基化测

序技术确定ＣｐＧ点甲基化与基因表达调控的关系，
拟建立疾病特有的甲基化图谱或生物标记物。并进

一步在免疫细胞衰老程度、胸腺切除病人特异性标

记物筛查等方向展开多方面探讨。希望能从契合临

床的视角为ＣＨＤ的研究添砖加瓦。
２消化道畸形：消化道畸形是新生儿期常见

的畸形之一，常见病种包括：食管闭锁、肥厚性幽门

狭窄、肠闭锁、先天性巨结肠、肛门闭锁、胆总管囊

肿、胆道闭锁等。国外统计其发生率约为３‰，国内
新生儿科统计约占同期住院新生儿的１‰。在临床
诊疗技术得到大力发展的同时，科学家们仍继续在

基础研究方面探索该类疾病的病因及发病机制，并

寻求更先进可靠的诊疗方法。

以先天性巨结肠（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）
为例，其是新生儿期低位肠梗阻常见原因之一。普

遍认为遗传因素在先天性巨结肠的发生发展中起着

关键的作用。目前发现 ＲＥＴ内多个位点突变可以

解释约３０％～５０％的家族性和２０％的散发性先天性
巨结肠发病原因。然而，目前发现先天性巨结肠的

突变位点在不同家系中极为分散，无热点区域存在，

极少数为大片段缺失，多为点突变，错义，无义，移码

突变［１１－１７］。已知 ＲＥＴ有４种配体，分别是胶质细
胞系源神经 营养因子（ＧＤＮＦ）、神经营养蛋白
（ＮＲＴＮ）、ａｒｔｅｍｉｎ（ＡＲＴＮ）、ｐｅｒｓｅｐｈｉｎ（ＰＳＰＮ），它们
与ＧＤＮＦ家族受体结合后与ＲＥＴ结合形成复合物，
激活ＲＥＴ信号通路。该通路对于肠神经系统的分
化、发育和成熟至关重要［１８］。ＧＤＮＦ突变常见于综
合征型先天性巨结肠，突变率为０９％～５５％。目
前已经检测到多个功能突变与先天性巨结肠相

关［１９］。ＮＲＴＮ亦发现有限的功能突变与先天性巨
结肠相关［２０，２１］。

然而上述配体发现均存在外显率较低的现象，

且往往与 ＲＥＴ的功能突变分离。上述突变可能与
ＲＥＴ的突变存在相互作用，能够影响先天性巨结肠
的临床症状，而与其发病本身相关性较低。

虽然ＲＥＴ信号通路被广泛认为是与先天性巨
结肠发病最为密切的通路，然而由于先天性巨结肠

发病率较低，已知致病突变多来源于独立家系报道，

针对该通路中的致病遗传突变尚未有系统性的群体

研究，缺乏系统性的筛查总结指导临床诊断、治疗。

随着高通量基因分型技术的广泛应用，全基因组关

联分析（ＧＷＡＳ）被逐渐运用在包括先天性巨结肠在
内的各种复杂疾病易感基因的发掘。２００８年Ｇａｒｃｉ
ａＢａｒｃｅｌｏ等首次证实ＮＲＧ１为先天性巨结肠的易感
基因［２２］；２０１２年Ｔａｎｇ等发现ＮＲＧ３中１１个新发结
构突变被证实与先天性巨结肠相关［２３］。证实在先

天性巨结肠散发病例存在较家系中发现的罕见突变

而言外显率较低的易感基因。２０１４年，Ｋｉｍ等又提
出了 ＳＬＣ６Ａ２０、ＲＰＲＡ、ＡＢＣＣ９等多个潜在易感基
因［２４］。２０１６年，相同的研究团队基于 ＳＬＣ６Ａ２０的
潜在易感位点进行精细定位提出 ＳＬＣ６Ａ２０多个潜
在易感位点［２５］。

虽然分子遗传学取得了如上述巨大进展，但仍

不能完全解释先天性巨结肠的起因，术后提示尚有

多种未发现的遗传因素。特别是基于不同人群中的

群体遗传易感机制筛查，寥寥无几，故而有待后续挖

掘。但具体如何利用致病基因指导临床诊断、治疗，

尚未有定论。本中心儿外科科研人员基于已知、新

证、潜在先天性巨结肠遗传致病基因或区域，利用目

标区域测序技术构建遗传诊断数据库；针对已知的

致病突变携带者，我们准备根据其所携带的致病突

·５２３·
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变划分类型进而进行更深入的致病基因遗传机制研

究；针对携带未知致病突变的样本，我们将在后续挖

掘全新致病基因中进一步筛选。此外，基于单中心

收集巨结肠家系样本组，利用全基因组测序技术挖

掘新发突变、罕见突变，证实全新先天性巨结肠遗传

基因。基于上述工作，围绕已知致病基因和全新挖

掘出的致病基因，拟制备先天性巨结肠遗传诊断芯

片，为临床诊断提供更为有效的证据，并为针对先天

性巨结肠病人的个性化医疗提供助益。

三、出生缺陷队列的建立及生物标本的存储

诚然，基于先天性心脏病、先天性巨结肠本中心

展开了一系列遗传机制的临床转化研究。但出生缺

陷的预防、诊断和治疗依然面临诸多挑战。众所周

知，出生缺陷的发生是一个动态的过程，在此期间发

生的许多独立事件都可能是致病的协同作用。单纯

针对某一时间点的临床样本进行后续研究可能会有

失偏颇。而队列研究可观察多个因素的多种临床效

应，这正是队列法不可取代的用途，为疾病个体的精

准化医疗提供了更为详实的病程记录。本中心基于

先天性心脏病、先天性巨结肠已有前期研究基础的

疾病建立大样本出生缺陷队列。目前已建立前瞻性

出生队列公共平台［２６］，队列中健康人群的已逐步生

成多组学数据，包括基因组、转录组、蛋白组、代谢组

和肠道菌群的宏基因组数据，可以综合、立体、量化

反映个体健康状态，也可以成为各类疾病研究无可

替代的黄金对照。给疾病的发生发展提供了重要的

溯源研究资源，也为系统地、多时点地描述疾病的发

展提供了可能，同时通过将生物样本库中的组学信

息与流行病学数据、电子病历系统进行整合匹配，为

先天性心脏病、先天性巨结肠提供更细致的定义疾

病分类，更深入的阐释发病原因和更准确的预测疾

病风险或治疗效果。

而如此大规模各异生物标本的储存是所有临床

研究的根本和重中之重。标本类型包括全血、血清、

血浆、单个核细胞、疾病组织、粪便等。本中心前期

建立了生物样品采集、处理、贮存和解冻的标准化操

作规程，为本项目的生物样本采集、贮存和管理提供

基础。对临床生物资源库的出入库流程、样本捐献

者的准备、临床样本的采集与运输、处理过程进行控

制，以保证样本的合理合法使用、样本质量的稳定性

和有效性，更好地为科学研究提供准确、可靠的样本

储备。本中心基于５年来出生队列的建立总结了如
下几条执行标准，以资借鉴。①设立临床生物资源
库伦理委员会和临床生物资源库科学技术委员会，

负责入库项目的审批。②医护人员和实验室人员指
导样本捐献者如何正确留取样本。③门诊采血人员
和病房护理人员负责临床样本的采集，特殊样本由

临床医生采集。④样本运送人员负责按时按标准运
送样本。⑤临床生物资源库工作人员负责核收样本
捐献人员签署的《知情同意书》并扫描存档，定期检

查，如发现缺漏应及时与入库申请者沟通反馈。⑥
临床生物资源库工作人员负责样本核收和出入库。

此外，出生缺陷队列的临床资料采集也是后续

大数据分析重要的参考因素；而临床数据采集主要

通过本中心的临床大数据中心集成分散存储在不同

诊疗系统中的临床表型、实验室检测、影像学检查、

诊疗记录数据的迁移集成，清洗转换，元数据抽取，

实现异构整合；利用海量数据统一存储模型，搭建高

性能、高可靠、易扩展、易使用的专病主题数据仓库，

作为后续研究的数据库基础。基于出生缺陷专病主

题数据仓库及临床指南、专家共识、标准等已有的知

识型文本，分别通过文本实体识别及语义提取、生物

医学数据挖掘技术成功构建出生缺陷医学知识网络

和知识图谱；并通过进一步集成利用深层索引、相关

性挖掘、重要性标注、新颖度分析等挖掘工具，实现

了出生缺陷精准医学知识的抽提、注释、聚类、关联

及分析，构建出生缺陷相关精准医学知识库。有助

于更深入地诠释重大出生缺陷发生的遗传背景，阐

述基因调控和功能改变在重大出生缺陷发生发展中

的作用，加速认识遗传、环境、遗传 －环境交互作用
对重大出生缺陷发生的关键作用，从而采取有针对

性的预防措施，为出生缺陷防控尤其是出生缺陷一

级预防提供更新的思路。

四、展望

精准医疗是以个体化医疗为基础，伴随着基因

组测序技术快速进步，以及生物信息与大数据科学

的交叉应用而发展起来的。近年来，二代测序技术

由于其快速发展和成本的降低，正在占据越来越多

的市场份额。通过新一代测序生成不同层面的遗传

数据、结合临床表型对解析不同出生缺陷个体都具

有重要作用，它将大大促进我们对出生缺陷疾病谱

的遗传发病机制的理解。对于每一个患者家庭也是

福音，它将能以每一个家庭为单位，鉴定其家族性的

致病基因，为优生优育提供导向。而在人群层面上，

对于出生缺陷疾病谱的进一步理解，能够切实指导

临床治疗，为特异的靶向药物提供可能。然而以

ＣＨＤ为例，仅考虑遗传因素，仅能解释８％左右的发
病原因；大部分原因是在一定的遗传背景下结合环
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境因素最终致病。故而发病机制的复杂性和不确定

性限制了对其风险预测、以及临床轻重症预警及个

体精准化治疗的实施。当前急需对 ＣＨＤ特征进行
系统、长期跟踪，利用母婴和出生队列寻找与疾病发

病风险以及个体差异相关的遗传、表观遗传和环境

影响因素，并通过形成预防和诊疗指南的形式，提高

新生儿和儿童的生活质量，节约社会医疗成本。

此外，完善的队列后续追踪研究可以为疾病预

后整合个体的遗传数据提供指南。以先天性巨结肠

为例，手术治疗虽能挽救患者的生命，但术后长期存

在明显的并发症。超过５０％的短段型先天性巨结
肠患者术后长期存在便秘、大便失禁和小肠结肠炎

等。长段型的患者长期预后则更差，大便失禁、反复

发作的小肠结肠炎、代谢紊乱、发育迟缓等发生率更

高，约２０％需要行永久性回肠造瘘术。我们前期已
基于遗传数据证实术后肠炎特异性遗传变异（未发

表数据），基于队列的长期随访，相信能够对先天性

巨结肠术后恢复的临床指导有部分助益；能为不同

临床表型提出遗传标记物，乃至靶向药物。总而言

之，精准医学要求既要了解疾病的本质，即遗传变

异，又要在结合不同个体生活环境、自然属性的基础

上，实现个体化及疾病针对性的治疗。这一切都依

赖于人类基因组不同层面上的研究。在过去的十年

间，疾病个体的遗传背景研究的重要性越来越受到

人们重视，相信在未来，对于疾病本身的精准医学解

析一定能为医生提供更好的预防、诊断和治疗依据。
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