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［摘要］ 　 二代测序已彻底改变了罕见疾病的诊断方法，随着技术的进步，发现和诊断出的遗

传代谢性肝病的患者数量不断增加。 然而，在临床应用中，由于不能恰当选择检测方法、临床医生

对生物信息学分析及结果解读等认识不足，其应用仍存在一些困难，诊断率仍然不理想。 本文针

对全外显子组测序在临床实践过程中所遇到的常见问题进行探讨。
［关键词］ 　 二代测序；　 遗传代谢性肝病；　 诊断

［中图分类号］ 　 Ｒ５７５． ５　 　 　 　 ［文献标识码］ 　 Ａ

　 　 目前，我国对罕见病诊疗的重视已上升到国家健

康战略层面，分别于 ２０１８ 年、２０２３ 年颁布了我国第一

批、第二批罕见病目录，其中罕见肝病占 １５． ４６％ （３２ ／
２０７），而遗传代谢性肝病又占了罕见肝病的 ８１． ２５％
（２６ ／ ３２），这凸显了遗传代谢性肝病的重要性。 然而，
罕见病的诊断仍然困难重重，诊断过程往往很漫长，准
确诊断的平均时间为 ４． ８ 年，常需要 ７ 名以上分布在

不同领域的医师或专科医师参与，给患者及其家人带

来了巨大的负担和心理痛苦，也对当前的医疗系统构

成了巨大挑战［１］。 近二十年来，由于全外显子组测序

（ＷＥＳ）等二代测序（ＮＧＳ）技术的成熟和发展，检测成

本呈指数级下降，ＷＥＳ 已成为遗传代谢性肝病主要的

检测方法，使得越来越多的不明原因肝病的成人和儿

童得到了成功诊断［２］。 尽管如此，由于基因检测、遗
传学相关培训的不足，多数临床肝病医师对 ＷＥＳ 检测

原理及方法、生物信息学分析和结果解读等方面仍存

在相关知识缺乏或了解不够。 如《２０２２ 年中国罕见病

临床诊疗现状调研报告》显示，对使用过基因检测的

１５ ６２６ 名医务工作者进行调查发现，虽然 ＷＥＳ 是最常

用的基因检测方法（超过 ５０％ ），但多数医务工作者却

存在“基因检测报告解读困难”，也对“基因公司太多、
检测过程不透明、检测报告不规范”等存在担心与困

扰。 以上现状均阻碍了临床医师对 ＷＥＳ 的恰当选用，
降低了 ＷＥＳ 的诊断效能，影响了遗传代谢性肝病诊疗

能力的提升。 本文梳理并总结了 ＷＥＳ 在遗传代谢性

肝病应用过程中的一些常见问题，希望对相关医师的

临床诊疗有所帮助。

　 　 一、ＮＧＳ 基因检测方法

ＮＧＳ 根据检测基因覆盖范围不同可分为靶向

（ｐａｎｅｌ）测序、ＷＥＳ、全基因组测序（ＷＧＳ）。 ＮＧＳ 的基

因 ｐａｎｅｌ 是针对某种临床表型（如胆汁淤积、黄疸、门
静脉高压等）而预先设计或由专家选择的一组基因，
所选基因已知与该临床表型相关。 靶向（ｐａｎｅｌ）测序

具有测序深度高（靶基因被测到的次数多）、覆盖范围

均匀、变异检出的灵敏度高等特点，还可针对特定变异

检测出罕见的遗传变异［２⁃３］。 但 ｐａｎｅｌ 包如果覆盖基

因不全或更新不及时，可能会导致某种疾病或表型的

新发现致病基因，由于尚未纳入 ｐａｎｅｌ 包，从而导致假

阴性结果而漏诊。
ＷＥＳ 以低成本捕获基因组的外显子区域（即蛋白

质编码区，占基因组的 １％ ～ ２％ ，却包含了约 ８５％ 的

致病变异），在某些情况下还可捕获非翻译区（ＵＴＲｓ）
和内含子⁃外显子交界区域。 ＷＥＳ 优势是能够较全面

的覆盖蛋白质编码区。 ＷＥＳ 无法检测到包括拷贝数

变异（ＣＮＶ）等结构变异和非编码变异（ＮＣＶ）在内的

相关变异，对于上述基因变异所致疾病，ＷＥＳ 可能得

到阴性结果而导致漏诊。 如 Ｎｉｇｕｉｄｕｌａ 等［４］ 发现接受

ＷＥＳ 的患者中有 ６３％的结果为阴性或不确定。
ＷＧＳ 不仅可捕获编码区，还可捕获非编码区域，
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能够识别典型和复杂的结构变异、串联重复序列、内含

子变异及可能无法被 ＷＥＳ 准确捕获的编码区域变异。
但由于 ＷＧＳ 费用高、报告周期长、结果解读困难等原

因，目前主要用于科研，并未大面积在临床应用。
有些学者建议将 ＷＥＳ 作为一线检测方法［５］，但也

有许多临床医生认为 ＷＥＳ ／ ＷＧＳ 应该应用于常规单基

因检测或基于 ｐａｎｅｌ 的 ＮＧＳ 检测阴性结果的患者。 与

ｐａｎｅｌ 基因检测方法相比，ＷＥＳ ／ ＷＧＳ 可获得较为完整

的遗传信息，提高罕见疾病诊断率［１］。 如对于临床表

型复杂、难于选择或没有合适的外显子 ｐａｎｅｌ 测序可

供选择，应用 ＷＥＳ 是很好的解决办法。 近年来，应用

ＷＥＳ ／ ＷＧＳ 发现的罕见疾病相关致病基因的速度稳步

加快，占新发现致病基因的 ８５％以上［６］。 越来越多的

证据表明，从诊断率和临床效用的角度来看，ＷＥＳ 应

被推荐为一线的基因组检测工具［７］。

　 　 二、ＷＥＳ 解读中常见问题及注意事项

ＮＧＳ 的检测流程分为“湿实验” （实验室操作）和
“干实验”（生物信息学分析和数据解读报告）两个部

分。 “干实验”是 ＮＧＳ 非常重要的环节。 实验人员对

患者 ＤＮＡ 样品进行处理和上机测序，产生大量的序列

数据，之后利用生物信息学软件，将这些序列信息转化

为可靠的变异信息，再对变异的致病性进行判读，才能

完成一份样品的检测。
１． 临床信息收集

由医师对患者进行问诊和有针对性的体格检查，
全面、详细、准确地采集病史，并对采集的信息进行筛

选，归纳总结为病史摘要。
由我国基因检测联盟发起并完成的《遗传病二代

测序临床检测全流程规范化共识探讨》中，建议对临

床信息的收集可参照在线人类孟德尔遗传数据库

（ＯＭＩＭ）疾病条目中临床体征摘要，按照中文人类表

型标准术语（ＣＨＰＯ）词条进行描述［８］。 但大多数肝病

医师对词条的了解和应用不足，而多以患者的临床症

状或实验室异常结果填报检测申请单并提供给实验

室。 实验室人员往往不具备相关临床知识，将这些信

息再转化成 ＣＨＰＯ 词条进行基因筛选时，可能出现不

准确的现象，影响候选基因的筛选。 因此，建议使用人

类表型标准术语，这将为实验室、临床医生和研究人员

之间的表型共享提供标准［９］，也希望将来在临床医

生、遗传学专家和实验室人员的共同努力下，能够形成

系统表型分析的总体指南，进一步规范遗传代谢性肝

病的表型标准术语，搭建起临床医生和实验室的桥梁。
２． 数据解读流程

全基因组的测序平均检出 ３００ ～ ４００ 万个变异，手

工筛选这些变异是不可能的。 ＷＥＳ 产生的变异数约

２． ０ ～ ２． ２ 万个，较 ＷＧＳ 少得多［１０］；即使 ＷＥＳ 已忽略

了非编码变异，但所产生的个体变异数量仍是庞大的。
通过生物信息学可将这些数据进行初步筛选，但仍有

数千到数万个变异需进行进一步更详细的分析。
将 ＮＧＳ 测出的基因序列与参考基因组序列进行

比对是数据分析的第一步，而参考基因组序列的质量

是影响分析结果的主要因素。 ＧＲＣｈ３７ （或 ｈｇ１９）和

ＧＲＣｈ３８（或 ｈｇ３８）是两种最常用的人类参考基因组版

本，分别于 ２００９ 年和 ２０１３ 年发布，尽管 ＧＲＣｈ３８ 发布

已过去了 １０ 余年， 但仍有很多实验室还在使用

ＧＲＣｈ３７ 版本［１１］。 ２０２２ 年 Ｎｕｒｋ 等［１２］在人类基因组组

装方面取得了突破，他们提出了第一个完全完整的、无
间隙的人类参考基因组序列，命名为端粒到端粒

（Ｔ２Ｔ）。 与 ＧＲＣｈ３８ 相比，Ｔ２Ｔ 中添加的大部分序列

对应于片段重复和着丝粒，可对这些区域进行全面分

析。 此外，至少有几百个蛋白质编码基因的拷贝数已

更新。 鉴于这些改进，Ｔ２Ｔ 有望成为人类基因组学新

的参考标准；然而，切换到一个新的版本可能比之前的

ＧＲＣｈ３７⁃ＧＲＣｈ３８ 过渡需要等待更长的时间。
ＮＧＳ 变异检测主要针对单碱基变异（ ＳＮＶ）和小

插入缺失变异（ＩＮＤＥＬ），常用于检测 ＳＮＶ 和 ＩＮＤＥＬ 的

软件是 ＧＡＴＫ 和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 等。 由于检测策略的差异，
不同软件的检测结果往往存在一定的差别；相同软件

不同的参数设置同样会导致检测结果的差异［１３］。
遗传分析环节涉及变异初筛、表型匹配和变异致

病性判读 ３ 个步骤。 因 ＮＧＳ 产生的变异多，生物信息

学分析环节涉及较多的人工判断［１３］。 目前对序列变

异的解读主要根据美国医学遗传学和基因组学学院

（ＡＣＭＧ）在 ２０１５ 年提出的指南，将变异分为 ５ 类：“致
病（Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ）”、“可能致病（Ｌｉｋｅｌｙ Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ”）、“意
义不确定的变异（ＶＵＳ）”、“可能良性（Ｌｉｋｅｌｙ Ｂｅｎｉｇｎ）”、
“良性（Ｂｅｎｉｇｎ）”，检测结果通常只对前 ３ 类变异进行

报告［１４］。 最终，临床医生需结合患者的临床表现，确
定是否作出诊断［１５］。

３． 对阳性结果的解读

各实验室在基因检测报告中，检测出与患者表型

相关且为“致病”或“可能致病”的基因变异被认为是

阳性结果。 临床医师在阅读检测报告时，首先需注意

其匹配的表型是否充分，即发现的基因变异是否能解

释患者的临床表现。 基因变异仅能解释其部分表型，
或其典型表型不能被此基因变异所解释均提示匹配不

充分。 其次要考虑其遗传方式，如对于常染色体隐性

遗传疾病的基因诊断，变异应为纯合变异或两条等位

基因均有变异、但位点不同的复合杂合变异（反式复
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合杂合变异）。 当检测到 １ 个杂合变异时往往认为是不

致病的；当检测到 ２ 个杂合变异时，需要进行遗传家系

分析，即对患者父母进行检测，来确定 ２ 个致病变异是

否为反式复合杂合变异。 如 ＡＴＰ７Ｂ 基因检测到 ２ 个

致病的杂合变异，若为反式复合杂合变异，则根据

Ｌｅｉｐｚｉｇ 评分为 ４ 分，支持诊断肝豆状核变性；若通过

遗传家谱分析，２ 个变异均分布在同一条染色体上，根
据 Ｌｅｉｐｚｉｇ 评分为 １ 分，仅为 ＡＴＰ７Ｂ 基因致病变异的携

带者，并不能通过基因诊断肝豆状核变性［１６］。
４． 对不确定结果的解读

与患者表型相符、但基因变异致病性为“ＶＵＳ”，是
ＮＧＳ 报告中的最常见的变异类型，占临床报告的 ４０％
～７０％ ［１７］。 大多数 ＶＵＳ 是错义变异及同义变异和非

编码变异。 ＶＵＳ 出现的主要原因是现有的研究不足

以明确基因变异是否影响相应蛋白表达或功能，难以

确定基因与疾病关联［１８］。 变异位点致病性解读的规

则随着行业和技术的进步不断更新和完善，ＡＣＭＧ 也

根据最新的临床实践和科学研究成果不断进行更新和

修订，因此实验室同样需追踪最新的指南和行业共识，
遵循 ＣｌｉｎＧｅｎ 针对不同证据的细化建议及特定类型基

因和疾病的建议。 尽管 ＡＣＭＧ 指南为变异解释提供

了一个循证的框架，但各实验室之间实际应用存在相

当大的差异，导致对 ＶＵＳ 的判读存在 １１％ ～２６％的不

一致［１９⁃２０］，各实验室之间位点筛选的逻辑也未形成统

一的行业标准。
需注意的是，尽管判断位点致病性的证据多数可

进行自动化分析（如人群频率、软件预测等），而有些

只能通过人工阅读文献或验证实验获取。 辅助解读软

件可自动在 ＡＣＭＧ 指南框架下对变异进行致病性判

断，但均需人工进行校正，才可获取足够的证据项从而

得到准确的结论。 若出现不确定结果时需与实验室及

时沟通，鼓励具备生物信息学分析能力的医师，必要时

向实验室申请提供测序数据并自行进行变异分

析［２１⁃２２］。 病例匹配、功能分析（包括 ＲＮＡ 测序等）、构
建变异基因的动物模型是进一步分析、验证 ＶＵＳ 是否

具有致病性的选择，但这需大量的时间和资源，在临床

工作中很难实现。 因此，大多数 ＶＵＳ 仍未得到解决，
这也是目前临床和科研所面临的一大挑战。

５． 对于阴性结果解读

报告中“良性”或“可能良性”的变异及检测出与

表型不相关的基因变异为阴性结果。 尽管阴性结果提

示患者罹患非遗传性疾病的可能性大，但也有可能存

在假阴性的结果［２３］。 阴性结果原因有以下几个方面：
（１）报告质量控制：当临床医生拿到一份 ＮＧＳ 报

告时，应关注其样本主要质控参数、可报告范围（检测

内容）、检测方法及其局限性等相关内容。 这些内容

可能部分位于报告首页后（如检测内容概述），更多详

细信息多以附录形式出现在报告主体内容后，往往易

被忽略。 质量控制的结果决定了报告结果是否真实可

信［２４］，检测质量较差时则可能得到假阴性结果。
（２）探针没有覆盖：尽管 ＷＥＳ 技术取得了许多进

展，但其覆盖范围并不均匀（特别是在第一外显子、高
ＧＣ ／ ＡＴ 区域和低复杂性区域），且受到捕获探针特异

性的限制，有可能造成假阴性结果。 采用增强的外显

子组捕获技术，可进一步提高医学相关基因的覆盖率。
此外，ＮＧＳ 技术发展迅速，不同实验室或捕获测序商

业平台不断更新，在实际平均深度和中靶率上，不同的

捕获平台也存在差异［２５］。
（３）ＷＥＳ 测不出或测不准的变异：ＷＥＳ 由于其检

测原理，对于长的动态变异、小的拷贝数变异、高度同

源序列上的变异均存在测不准的情况，而对于结构变

异、非编码区变异、表观遗传、高度重复区域的变异则

可能测不出。
如 ＵＧＴ１Ａ１ 基 因 在 其 调 控 区 域 具 有 启 动 子

ＴＡＴＡＡ 元件和苯巴比妥反应增强元件（ＰＢＲＥＭ），以
上均是 Ｇｉｌｂｅｒｔ 综合征的主要突变区域。 我国 Ｇｉｌｂｅｒｔ
综合征患者最常见的 ＵＧＴ１Ａ１ 突变位点是 －３２７９ Ｔ ＞ Ｇ
（３６． ３％ ），其位于 ＵＧＴ１Ａ１ 基因的 ＰＢＲＥＭ 中［２６］，位于

非编码区，而 ＷＥＳ 不能覆盖此区域，可导致漏诊，形成

假阴性结果。
ＷＥＳ 对于结构变异（ＳＶｓ）很难发现，ＳＶｓ 是一类

大于 ５０ 个碱基对的变异体，长度可达 ３ Ｍｂ，包括缺

失、复制、插入、倒置、移动元素插入（转座子）、易位和

复杂的重排［２７］。 如遗传性视网膜疾病，约有 ４． ２９％
的患者是由致病性结构变异导致［２８］。

（４）新的致病基因和疾病尚未发现：在过去的几

年里，每年有超过 ２５０ 个新的致病基因被发现，ＷＥＳ ／
ＷＧＳ 在阐明、诊断相应孟德尔遗传病方面发挥了重要

作用［２９］。 如进行性家族性肝内胆汁淤积症也是因近

年新致病基因的发现而得以拓宽对其的认识，从过去

我们认知的 ＰＦＩＣ１ 型（ＡＴＰ８Ｂ１）、ＰＦＩＣ２ 型（ＡＢＣＢ１１）、
ＰＦＩＣ３ 型（ＡＢＣＢ４）增加到 ＰＦＩＣ４ 型（ＴＪＰ２）、ＰＦＩＣ５ 型

（ＮＲ１Ｈ４）和 ＰＦＩＣ６ 型（ＭＹＯ５Ｂ） ［３０］。 据统计，ＯＭＩＭ 数

据库平均每个月更新 ４０ ～ ５０ 个基因条目，随着研究和

文献的更新及家系资料的补充，变异的致病性判断可

能会发生改变。 因此，对于一些发病年龄早、有家族类

似病史、存在多个系统或多个脏器病变、高度怀疑遗传

代谢性疾病的患者，如检测结果为阴性，仍需谨慎判

断、考虑多种因素导致结果阴性的可能。
（５）非经典孟德尔遗传：遵循孟德尔遗传模式的
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疾病被称为孟德尔遗传疾病。 约 ８０％的罕见疾病是遗

传性的，这些疾病大多数是遵循孟德尔遗传方式的单

基因疾病，但超过一半已确定的孟德尔病的遗传机制

仍难以明确。 临床中常见的非经典孟德尔遗传方式包

括单亲二体、遗传印记、遗传早现、线粒体遗传和嵌合

体、双基因遗传、修饰基因等。 在遗传性肝病中，Ｒｏｔｏｒ
综合征就是典型的双基因隐性遗传疾病，由 ＳＬＣＯ１Ｂ１
和 ＳＬＣＯ１Ｂ３ 同时发生纯合或复合杂合突变引起。 此

外，外显不完全和表达量不同的遗传性变异体可能进

一步使得对其临床意义的正确解读复杂化［３１］。
６． 缺乏多学科会诊

与常见疾病的诊断一样，罕见病的诊断也依赖于

就诊时的体格检查、诊断性检查及医师的临床知识。
但罕见疾病的症状往往被更常见的疾病所掩盖。 此

外，罕见病可能是高度个体化的，遗传背景和环境因素

之间存在复杂的相互作用，基因的多效性（即一个基

因不等于一个表型或疾病）也增加了诊断的难度。 通

过遗传学家和临床医生、病理和影像专家参与的多学

科会诊模式，可有效提高诊断的效率［３２］。
总之，上述仔细分析有助于我们甄别假阴性和真

阴性结果。 而对 ＷＥＳ 数据重新分析，有助于解决假阴

性问题。 由于不断有孟德尔病新基因的发现及 ＶＵＳ
致病性分析和生物信息学的发展进步，对现有 ＷＥＳ 数

据的重新分析可能会在数据生成数年后发现致病变

异。 研究表明，对初次分析结果为阴性的病例进行

ＷＥＳ 数据重分析，可获得额外平均 １０％的诊断率［３３］。
临床中遇到以下几种情况即建议进行数据重新分析：
（１）未明确诊断的阴性报告，怀疑为单基因疾病；（２）针
对常染色体隐性遗传疾病，只发现与表型相关的一个

变异；（３）检测报告的结果提示与表型相关的变异类

型为 ＶＵＳ；（４）受检者出现新的表型，或较之前报告的

表型有新补充和关注的疾病方向；（５）家族内出现相

同表征的患者。 一项对 ２７ 项研究进行的系统评价发

现，数据重分析将诊断率提高了约 １５％ ，建议在原始

分析后 １８ 个月重新分析以优化检出率［３４］。 这一领域

仍需要进一步研究，以确定最佳做法。

　 　 三、总结与展望

随着基因测序技术的不断发展，ＷＥＳ 在遗传代谢

性肝病的诊断和治疗中起着越来越重要的作用。 然

而，我们也看到仍有超过 ６０％的遗传性疾病无法诊断

而难以治疗［４０⁃４１］。 如何增加对 ＷＥＳ 的认识、使用好

ＷＥＳ，成为提升临床医师诊疗能力的挑战。 发挥临床

团队多学科优势与提升个人能力相结合，有助于解决

这一问题。 一方面，从医疗单位、学科建设角度出发，

应积极推进 ＷＥＳ 的开展，加强对临床医师的相关知识

培训，组建由遗传学、生物信息学分析专家参与的肝病

基因组学团队，积极开展由肝病专家主导的多学科会

诊；另一方面，这也对临床医师提出了更高的要求：提
倡具备对测序数据的自主分析能力；在强调以临床思

维为主导的同时，应鼓励临床医生熟练掌握并综合应

用生化指标、病理学、影像学、基因分子诊断等多学科

知识；对一时未能诊断的患者应进行长期随访、必要时

对 ＷＥＳ 数据再分析。
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［摘要］ 　 ＡＢＣＢ４ 基因编码的多药耐药 ３（ＭＤＲ３）蛋白可将磷脂易位至胆汁中，与胆汁分泌和

排泄密切相关。 ＡＢＣＢ４ 基因缺陷病包含一组异质性疾病，主要是由于 ＡＢＣＢ４ 基因突变导致 ＭＤＲ３
蛋白功能障碍，进而导致毛细胆管堵塞，胆盐毒性去垢作用损伤肝细胞及胆管上皮细胞。 ＡＢＣＢ４
基因缺陷病的疾病谱广、遗传模式及临床表现多样，可从无症状或仅有谷氨酰转肽酶（ＧＧＴ）增高

到失代偿性肝硬化甚至肝衰竭，且临床表型常难以与胆道结石、原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）及原

发性硬化性胆管炎（ＰＳＣ）等常见疾病区分，易被临床医师误诊、漏诊。 近期多项研究表明 ＡＢＣＢ４
基因突变患者发生恶性肿瘤的风险增加，更增加了该疾病的复杂性。 本文总结 ＡＢＣＢ４ 基因缺陷病

的临床特征及近年来的诊疗进展，旨在提高临床医师对 ＡＢＣＢ４ 基因缺陷病的认识。
［关键词］ 　 ＡＢＣＢ４；　 多药耐药 ３；　 胆汁淤积；　 进行性家族性肝内胆汁淤积 ３ 型；　 低磷脂

相关胆石症综合征
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（本文编辑：高婷）

　 　 ＡＢＣＢ４ 基因缺陷病是一组较为罕见的异质性常

染色体遗传疾病，在婴幼儿或儿童时期发病者常表现

为进行性家族性肝内胆汁淤积 ３（ＰＦＩＣ３）型的典型表

型。 ＡＢＣＢ４ 基因（ＯＭＩＭ∗１７１０６０），也称为多药耐药 ３
（ＭＤＲ３）基因，位于 ７ 号染色体（７ｑ２１． １２），主要编码

ＡＢＣＢ４ ／ ＭＤＲ３ 蛋白［１］。 当 ＡＢＣＢ４ ／ ＭＤＲ３ 蛋白功能缺

失或者表达降低时，可导致胆汁中游离胆盐增加，因胆

盐毒性去垢作用损伤肝细胞及胆管内皮细胞，胆固醇

结晶 ／胆结石形成，引起胆管阻塞，进而导致胆汁淤积、
毛细胆管增生、炎症浸润，逐渐发生肝纤维化、肝硬化，
最终进展为终末期肝病、肝癌［２］。 目前尚无针对 ＡＢＣＢ４
基因缺陷病的特异性治疗，严重患者常死于失代偿期

肝硬化或肝衰竭，肝移植是其最终治疗措施。
事实上，ＡＢＣＢ４ 基因缺陷病包含一系列与胆汁淤
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