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　　【摘要】　目的　对广东一疑似致死性侏儒症或成骨不全Ⅱ型的高危胎儿实施产前基因诊断，以
阐明胎儿骨发育异常的真实病因，及时预防患胎出生。 方法　对经超声检查初诊为致死性侏儒症或
成骨不全、已孕 ２５周的高危胎儿，在抽取脐血制备 ＤＮＡ模板后，采用 ＰＣＲ唱ＤＮＡ直接测序法，分别对
胎儿的 ＦＧＦＲ３ 基因和 ＣＯＬ１Ａ１ 基因进行突变检测，然后对所发现的突变进行分析和鉴定。
结果　ＦＧＦＲ３基因未发现病理性突变，而 ＣＯＬ１Ａ１基因发现一典型的杂合错义突变（ｃ．３０６５ Ｇ＞Ｔ，ｐ．
Ｇ１０２２Ｖ），经查 ＨＧＭＤ数据库证实为成骨不全Ⅱ型的致病性突变。 结论　（１）此高危胎儿为成骨不
全Ⅱ型患胎，应及时终止妊娠（胎儿已经引产，经复查证实与产前基因诊断结果完全一致）。 （２）在超
声初诊基础上，采用产前基因诊断可快速、有效对高危胎儿做出确诊，为出生缺陷的预防提供技术
保障。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｒｅａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｙｓｏｓｔｏｓｅｓ ｏｆ ｆｅｔｕｓｅｓ ，ｔｈｅ ｐｒｅｎａｔａｌ ｇｅｎｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ａ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ｈｉｇｈ唱ｒｉｓｋ ｆｅｔｕｓ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ ｔｙｐｅ Ⅱ ｏｒ ｔｈａｎａｔｏｐｈｏｒｉｃ
ｄｗａｒｆｉｓｍ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ，ｗｈｉｃｈ ｓｔｏｐｐｅｄ ｔｈｅ ｂｉｒｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｅｔｕｓｅｓ．Methods　Ｔｈｅ ｈｉｇｈ唱ｒｉｓｋ ｆｅｔｕｓ ｏｆ
２５ ｗｅｅｋｓ ｗａｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｎａｔｏｐｈｏｒｉｃ ｄｗａｒｆｉｓｍ ｏｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｔｅｓｔ．Ｔｈｅ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ ，ＰＣＲ唱ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＧＦＲ３ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＣＯＬ１Ａ１ ｇｅｎｅ， ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．
Results　Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＦＧＦＲ３ ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｃ．３０６５ Ｇ ＞Ｔ，ｐ．Ｇ１０２２Ｖ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＣＯＬ１Ａ１ ｇｅｎｅ，ｗｈｉｃｈ ｃａｕｓｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ ｔｙｐｅⅡ；ｉｔ ｗａｓ
ａｌｒｅａｄｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＨＧＭＤ．Conclusions　（１） Ｔｈｅ ｈｉｇｈ唱ｒｉｓｋ ｆｅｔｕｓ ｓｕｆｆｅｒ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ唱
Ⅱ，ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌａｂｏｕｒ （ ｔｈｅ ｆｅｔｕｓ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌａｂｏｕｒ ａｌｒｅａｄｙ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｅｎａｔａｌ ｇｅｎｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｈｅｃｋｉｎｇ ）．（２） Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｅｓｔ，ｔｈｅ ｈｉｇｈ唱ｒｉｓｋ ｆｅｔｕｓｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｂｙ ｐｒｅｎａｔａｌ ｇｅｎｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｒｔｈ ｄｅｆｅｃｔ ．

【Key words】　Ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ；　ＣＯＬ１Ａ１ ｇｅｎｅ；　Ｐｒｅｎａｔａｌ ｇｅｎｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　成骨不全（ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ ）又称为脆骨病（ｂｒｉｔｔｌｅ ｂｏｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ）、Ｌｏｂｓｔｅｉｎ 病、Ｕｒｏｌｉｋ 病、Ｖａｎ ｄｅｒ
Ｈｏｅｒｅ病等，多数为常染色体显性遗传病，少数为常染色体隐性遗传。 据 ２００２ 年 Ｂｙｅｒｓ等统计，国外成骨不
全的患病率为 １／３０ ０００ ～１／１０ ０００ ［１］ ，而中国人群中的发病率约为 ４／１０ ０００［２］ 。 临床表现主要包括不同程
度的骨折、骨畸形、骨脆性增加、蓝巩膜、牙本质发育不全、听力下降等。 １９７９ 年，Ｓｉｌｌｅｎｃｅ 等［３］

首次将该病分

为四型，到 ２００７ 年，Ｃａｂｒａｌ 等［４］进一步将成骨不全分为八型，见表 １。
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表 1　成骨不全的分型
分型 ＯＭＩＭ 临床严重性 突变基因 遗传方式

Ⅰ １６６２００ 热轻度 ～无畸形 ＣＯＬ１Ａ１／２ 抖ＡＤ
Ⅱ １６６２１０ 热围产期死亡 ＣＯＬ１Ａ１／２ 抖ＡＤ
Ⅲ ２５９４２０ 热严重畸形 ＣＯＬ１Ａ１／２ 抖ＡＤ
Ⅳ １６６２２０ 热中等畸形 ＣＯＬ１Ａ１／２ 抖ＡＤ
Ⅴ ６１０９６７ 热中等畸形 不清楚 ＡＤ
Ⅵ ６１０９６８ 热中等 ～严重畸形 不清楚 ＡＲ
Ⅶ ６１０６８２ 热中等畸形 ＣＲＴＡＰ ＡＲ
Ⅷ ６１０９１５ 热严重畸形 ～围产期死亡 ＬＥＰＲＥ１ 寣ＡＲ

　　注：ＡＤ：常染色体显性遗传；ＡＲ：常染色体隐性遗传

　　临床最常见的是成骨不全Ⅰ型和Ⅱ型，它们均由Ⅰ型胶原基因（ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ２）突变所致。 Ⅰ型胶
原由 ２个α１链和 １个α２ 链组成，编码α１ 链和α２ 链的基因 ＣＯＬ１Ａ１ 和 ＣＯＬ１Ａ２ 分别位于 １７ｑ２１ ～２２ 和
７ｑ２２畅１ 上。 ＣＯＬ１Ａ１基因长 １８ ｋｂ，有 ５１个外显子；ＣＯＬ１Ａ２基因长 ３８ ｋｂ，有 ５２ 个外显子［５］ ，而与新生儿关
系最密切的是Ⅱ、Ⅲ两型。
成骨不全Ⅱ型是一种严重致残致死、常染色体显性遗传的骨发育不良病，通常在围产期死亡，本病至今

仍无有效治疗措施
［６］ 。 因此，检出突变、阐明病因，对高危胎儿实施产前基因诊断是目前防治该病的最佳应

对策略和优生手段，也是开展孕早期诊断和胚胎植入前诊断的必要前提条件。 本课题组在长期开展遗传性
骨病的基因诊断和产前诊断工作的基础上，对近期来自广东的一成骨不全Ⅱ型高危胎儿实施了产前基因诊
断并获得成功，现报道如下。

对象与方法

１．研究对象：孕妇：广东籍，３３ 岁，２０１０ 年 ８月 １３日来我室就诊时已孕 ２５周，胎儿经下列Ⅰ ～Ⅲ级超声
检查，初诊为致死性侏儒症或成骨不全高危胎儿。

Ⅰ级产前超声检查显示，胎儿颅骨光环钙化不明显，双顶径（ＢＰＤ）约 ４０ ｍｍ，头围（ＨＣ）约 １４２ ｍｍ，腹围
（ＡＣ）约 １０１ ｍｍ，胎心率 １４８ 次／ｍｉｎ，胎儿四肢短小显示欠清晰，测得股骨隐约长 ８ ｍｍ，双足形态不自然。
超声提示：宫内妊娠，单活胎，腹围如孕 １６ ＋周大小，考虑胎儿四肢短小畸形。 胎盘成熟度 ０。

Ⅱ、Ⅲ级产前超声检查显示，其生长指标：ＢＰＤ：５８ ｍｍ；ＨＣ：２１８ ｍｍ；ＡＣ：１５９ ｍｍ；胸围（ＴＣ）：１２８ ｍｍ；股
骨长（ＦＬ）：１８ ｍｍ；肱骨长（ＨＬ）：１８ ｍｍ；胫骨（Ｔｉｂｉａ）：９畅２ ｍｍ；腓骨（Ｆｉｂｕｌａ）：１２ ｍｍ；小脑横径：２９ ｍｍ。 胎
儿二维、彩色多普勒超声、三维超声诊断：脊椎骨颈、胸、腰、骶、尾段脊柱骨排列整齐，连续性良好，弯曲度正
常；左右上肢、左右下肢可见，其内肱骨、尺骨、桡骨、股骨、胫骨、腓骨显示，双上肢、下肢长骨短、弯曲，可见
骨折。 胸廓狭小，肋骨短小、扁平。 腹壁完整，肝胆、胃肠、双肾、膀胱可见。 超声提示：宫内妊娠，胎儿存活，
胎儿发育相当于 ２３ －

孕周。 胎儿骨骼系统发育异常，考虑致死性骨发育障碍。
２．研究方法：（１）脐血 ＤＮＡ模板的制备：抽取脐带血 １ ～２ ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝，按我室已建立的方法进行［７］ 。

即采用微量快提法制备模板 ＤＮＡ：取 ＥＤＴＡ抗凝血 ２００ μｌ→纯净水溶血→打散混匀后放入－２０ ℃ ５ ｍｉｎ→
离心，弃上清→再次加纯净水打散混匀→离心，弃上清→加 ＳＴＥ、ＳＤＳ、ＰＫ→混匀后于 ５５ ℃水浴 １畅５ ｈ→加酚
氯仿异戊醇抽提一次→上清用无水乙醇沉淀→离心，弃上清→ＴＥ溶解→打匀后直接 ＰＣＲ 扩增。 （２） ＰＣＲ
扩增：ＦＧＦＲ３基因的普通引物、内对照引物的设计和 ＰＣＲ扩增见文献［７］ ，ＣＯＬ１Ａ１ 基因的引物参照文献［８］

合

成，见表 ２。 上述引物由上海英骏公司或北京华大公司合成。 扩增条件：９４ ℃预变性３ ｍｉｎ→９４ ℃变性３０ ｓ，
５５ ～６５ ℃退火 ４０ ｓ，７２ ℃延伸 ５０ ｓ，３８ ｃｙｃｌｅｓ→７２ ℃继续延伸 １０ ｍｉｎ→４ ℃保存或直接电泳。 （３）琼脂糖凝
胶电泳：用 １畅２％～１畅５％琼脂糖凝胶电泳，０畅５ ｍｇ／ｍｌ溴乙啶染色，紫外灯下观察扩增产物。 （４）直接测序：
将 ＰＣＲ产物交上海英潍捷基公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐａｎｙ）或北京华大基因公司用 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ３７３０ 型测序仪完
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成双向测序。

表 2　ＣＯＬ１Ａ１基因各对引物的复性条件和产物大小
外显子 复性条件 产物大小（ｂｐ）

１ 栽５５ ℃ ４０ ｓ ３４９ 沣
２ ～５  ６０ ℃ ４０ ｓ １０００ 鼢
６ ～７  ５８ ℃ ４０ ｓ ５２４ 沣
８ ～９  ５９ ℃ ４０ ｓ ４６０ 沣

１０ ～１１ 9５５ ℃ ４０ ｓ ４９２ 沣
１２ ～１５ 9５５ ℃ ４０ ｓ ７８４ 沣
１６ ～１７ 9５５ ℃ ４０ ｓ ５２２ 沣
１８ ～２０ 9６０ ℃ ４０ ｓ ６０２ 沣
２１ ～２３ 9６２ ℃ ４０ ｓ ７０４ 沣
２４ ～２５ 9５７ ℃ ４０ ｓ ５１５ 沣
２６ ～２９ 9５８ ℃ ４０ ｓ ７３８ 沣
３０ ～３２ 9６５ ℃ ４０ ｓ ７９９ 沣
３３ ～３５ 9５５ ℃ ４０ ｓ ７５０ 沣
３６ ～３７ 9５５ ℃ ４０ ｓ ４４１ 沣
３８ ～３９ 9５８ ℃ ４０ ｓ ５０５ 沣
４０ ～４１ 9５８ ℃ ４０ ｓ ５６１ 沣
４２ ～４３ 9５９ ℃ ４０ ｓ ４１２ 沣
４４ ～４５ 9５７ ℃ ４０ ｓ ４８１ 沣
４６ ～４７ 9６０ ℃ ４０ ｓ ６２６ 沣
４８ ～４９ 9５５ ℃ ４０ ｓ ７９４ 沣
５０ ～５１ 9６２ ℃ ４０ ｓ ７４９ 沣

结　　果

１．测序结果：经基因检测，ＦＧＦＲ３基因所有突变热区包括外显子 ３，５，６，７，９，１０，１３，１５，１９和目前国际已
报的所有突变位点包括 Ｃｏｄｏｎｓ ８４，２００，２１７，２４８，２４９，２５０，２６２，２６８，２７８，２７９，３２８，３４６，３７０，３７１，３７３，３７５，
３８０，３８１，３８４，３９１，３９４，５１３，５３８，５４０，６２１，６５０ 和 ８０７ 均未发现病理性突变，而在 ＣＯＬ１Ａ１ 基因第 ４２ 外显子
内发现存在 ｃ．３０６５ Ｇ＞Ｔ，ｐ．Ｇ１０２２Ｖ杂合错义突变。 此外，还发现患胎的该基因存在 ＩＶＳ１５ ｄｓ（ ＋５２）Ａ ＞
Ｇ、ＩＶＳ１６ｄｓ（ ＋１２９）Ｔ＞Ｇ、ＩＶＳ２４ ｄｓ（ ＋５８）Ｔ ＞Ｃ、ＩＶＳ３１ ｄｓ（ ＋１２８）Ｇ ＞Ｃ、ＩＶＳ３６ ｄｓ（ ＋７１）Ｃ ＞Ｇ、ＩＶＳ３６ ａｓ
（ －１８）Ｃ＞Ｇ、ＩＶＳ４８ ａｓ（ －３５）Ｔ＞Ｃ、ＩＶＳ５０ ａｓ（ －１２）Ｇ＞Ａ杂合变异，以及存在 ｃ．２２９８Ｔ＞Ｃ，ｐ．Ｔ５８８Ｔ纯合同
义突变和 ＩＶＳ３０ ｄｓ（ ＋３９）Ｃ＞Ｔ纯合变异。 经查ＨＧＭＤ数据库，证实其中的 ｃ．３０６５ Ｇ＞Ｔ、ｐ．Ｇ１０２２Ｖ突变为
真正引起成骨不全Ⅱ型的致病性突变［９］ 。 应用 Ｃｈｒｏｍａｓ 软件比对的正常对照和患胎的 ＣＯＬ１Ａ１ 基因第 ４２
外显子的正、反向测序结果见图 １，２。

２．引产后胎儿的 Ｘ线片结果：显示双上肢、下肢长骨短、宽、弯曲，胸廓狭小，多条肋骨和长骨骨折，畸形
明显，头骨密度降低，暗巩膜等，这些都与成骨不全Ⅱ型完全相符（图 ３）。

讨　　论

临床上，经超声检查诊断为骨软骨发育不良病特别是四肢短小的病例并不少见，其中最常见的当属软
骨发育不全，如果四肢长骨特别短小、弯曲且有胸廓狭窄的则多半是致死性骨发育障碍，可以是致死性侏儒
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症，也可以是成骨不全症等。 如果有串珠样骨折的痕迹，则患成骨不全Ⅱ型的可能性明显增大。 根据我室
当时的基因检测条件，同时也为了慎重起见，我们先后对引起致死性侏儒症的 ＦＧＦＲ３ 基因和引起成骨不全
症的 ＣＯＬ１Ａ１基因进行了全面的突变检测，终于在 ＣＯＬ１Ａ１基因第 ４２ 外显子的编码区内发现了典型的杂合
错义突变，经数据库和文献检索证实是引起成骨不全Ⅱ型的致病性突变，为防止患胎降生、避免悲剧发生提
供了准确可靠的科学依据。 患胎随即引产，经复查证实与产前基因诊断结果完全相符。

　　按目前临床的分类，成骨不全主要分为两大类：（１）先天性成骨不全：属严重型，出生时就有多发性骨
折，产程中或子宫内的轻微外伤就可引起骨折。 肢体短，有畸形并有摩擦音，颅骨如膜状，此型患儿常因颅
内出血而成死胎。 （２）迟发性成骨不全：出生时表现正常，重症者在婴儿期可发生骨折，轻型发生骨折较晚，
最轻者只有巩膜发蓝而不发生骨折。 迟发型患儿的主诉为走路晚，一般多在骨折后才就医。 先天型和后天
型中的重症相同，常表现为非正常体形，骨折后肢体弯曲以及驼背、脊柱侧弯和后突等，前额宽，额骨前突，
颞骨向两侧突出，枕骨后突，使颅骨增大，左右径宽而前后径短，以致面颅不成比例，呈三角形。 巩膜蓝染最
常见，偶有正常巩膜。 由于巩膜薄而透明，可见眼内的色素从深天蓝色到浅蓝色。
诊断成骨不全Ⅱ型需与致死性侏儒症相鉴别。 致死性侏儒症胎儿超声图像通常以严重短肢畸形、窄

胸、头大为特征［１０］ ，而成骨不全Ⅱ型患胎则为颅骨变薄，加压有塌陷，即所谓“膜状颅骨”。 胎儿肢体短小，
并呈弓形弯曲，可有多处骨折、自发骨折［１１］ 。 本例患胎三维彩色超声结果显示：胎儿颅骨环较薄，且受压变
形，虽脊椎骨颈、胸、腰、骶、尾段脊柱骨排列整齐，连续性良好，弯曲度正常，但其双上肢、下肢长骨不但短、
弯曲，而且可见骨折，且胸廓狭小，肋骨短小、扁平，胎儿发育相当于孕 ２３ 周。 这些结果提示我们：胎儿骨骼
系统发育存在异常，很有可能是致死性骨发育障碍，并且患成骨不全Ⅱ型的可能性更大。 我们最终的基因
检查结果也证实了这一点。
本例患胎属于成骨不全Ⅱ型，但家族无类似患者，父母非近亲婚配，表型也完全正常，母亲否认孕期服

药和感染其他病史，亦无接触放射性物质及吸毒史，但其夫长期从事化工行业，分析可能发生了基因突变并
在孕育时传递给了胎儿。 由于成骨不全Ⅱ型是常染色体显性遗传的，只要带有一个致病基因即可发病，故
发病风险非常高，这也许是本例胎儿发病的原因。 另外，对于成骨不全Ⅱ型来说，新生儿的再发风险与嵌合
体有关，一般来说，没有家族史的、再次生育出的患儿是嵌合体的可能性增大［１２］ 。
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目前，对于非致死的成骨不全来说，可以通过外科手术、康复疗法及药物对症治疗来缓解病情，或者通
过骨髓移植来治疗，但是具有一定风险。 而对于致死性成骨不全Ⅱ型而言，多数患儿在出生后 ２４ ｈ内即死
亡，１年存活率近似为零［６］ 。 因此，目前最为有效的方法就是对于有家族史的或者经超声检查疑似怀有患胎
的高危孕妇进行产前基因诊断，一经查出，则立刻终止妊娠。 本文对此高危胎儿产前基因诊断工作的成功
实施为今后继续开展本病以及其他相关遗传病的优生与遗传咨询和产前诊断积累了宝贵的经验，也为今后
开展孕早期诊断和胚胎植入前诊断等打下较好的基础。 同时，对于降低其发病率和群体致病基因频率方面
也起着积极的作用。
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