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摘要摘要 罕见病大多数是遗传性疾病，其发病率低，种类繁多且表型复杂多样，导致临床上难以进行及时和准确的诊断。随着分子

遗传学、分子诊断技术、基因测序技术及组学技术的进步，罕见病诊断取得了重大发展。在传统基因检测技术基础上，二代测序

技术迅速发展并广泛应用于罕见病的诊断和研究中，三代测序技术也展示出潜在应用价值。虽然传统的酶学检测技术仍占有重

要地位，但已不能满足罕见病诊断的需求；蛋白质组学、代谢组学的崛起，使多种罕见病的准确诊断成为可能。同时结合分子影

像技术和生物信息技术，计算机辅助诊断也展现出了广泛的应用前景。
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罕见病又称“孤儿病”，由于单病种人群发病率低、病例

分散等特点，长久以来罕见病研究处于医学研究的荒漠地

带，未能引起临床医生的足够重视，导致许多罕见病患者不

得不面临无法获得明确、及时的诊断亦或即使诊断明确却无

药可医的两难境地。解决罕见病患者诊断难、治疗难的问题

不仅是现代医学面临的重大挑战，也是社会发展提出的迫切

需求[1-2]。随着医学研究的进步和社会经济的发展，罕见病作

为一组特殊疾病引起了研究者和临床工作者的广泛关注。

目前，已知的罕见病已超过 6000种，其中大部分罕见病

与遗传相关，且几乎所有的单基因遗传病均属罕见病[1]。自

1987年 Online Mendelian Inheritance in Man（OMIM）数据库

上线以来，临床医生和遗传学家们查找已知的人类表型和基

因型以及二者关系越来越便利。目前已知的遗传疾病及其

致病基因大多可在OMIM数据库中查找获悉，且随着研究的

持续深入，不断有新的基因突变加入到OMIM数据库中[3]。正

是由于遗传学研究的发展，多种经典的基因检测技术使部分

罕见病得到了明确诊断，如成骨不全和长Q-T间期综合征

等。在实施人类基因组计划之前，要想诊断这些罕见病是极

其困难的。近年来，测序技术的飞速发展为罕见病的诊断提

供了新的选择。蛋白质组学、代谢组学等研究也试图从不同

层次对明确罕见病的病因及发病机制实现突破。分子诊断

技术的发展为罕见病诊断打开了一个全新的局面。尽管困

难重重，研究者们对越来越多的罕见病患者得到及时、正确

的诊断充满希望。本文综述了目前常用的罕见病诊断技术

及其发展现状，旨在提高临床医生对罕见病诊断的重视，推

动新的诊断技术在临床中应用。

1 罕见病的定义及诊断现状
罕见病是一组疾病的统称，各国对其定义不尽相同。其

中，欧盟将患病率低于 5/10000，危及生命的、严重渐进性疾

病或严重慢性病归类于罕见病；由法国国家健康医学研究所

（INSERM）和法国卫生部创建的罕见病相关数据库Orphanet
在纳入罕见病词条时正是此为参考标准 [1]。2010年 5月，中

华医学会医学遗传学分会在中国罕见病定义专家研讨会上

将罕见病定义为：患病率低于1/500000，新生儿发病率低于1/
10000的遗传病。虽然该定义尚未获得官方认可，但目前国

内罕见病研究多参考此标准[4]。

据估计，中国至少有 1000万罕见病患者，面对如此庞大

的患者群体，中国的罕见病诊断水平总体却并不高[5]。就中

国的现状而言，临床大夫对罕见病的认识不够、经验不足，无

法将罕见病患者从大量患者中准确识别，很容易造成漏诊、

误诊；由于罕见病本身的异质性，缺乏临床可及的诊断试验
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也阻碍了疾病的及时确诊。但是，随着生物医学的发展以及

国内外对罕见病的日益重视，加之不断出现的新技术作为辅

助，罕见病诊断难的现状有望得到改善。

2 罕见病诊断的相关技术
2.1 经典的基因检测方法

目前已知的罕见病大部分与遗传相关，因此基因检测技

术是明确诊断罕见病的重要方法。染色体组、染色体、基因

和碱基等不同水平的变异均可致病。经典的基因检测方法，

如染色体核型分析、荧光原位杂交（fluorescence in situ hy⁃
bridization，FISH）、微阵列比较基因组杂交（array comparative
genomic hybridization，aCGH）、多重连接依赖的探针扩增

（multiplex ligation-dependent probe amplification，MLPA）等，

被认为对检出＞400 bp的片段的拷贝数变异是有效的，在罕

见病的基因诊断中发挥了重要作用。然而，这些经典的基因

检测方法往往不能检出更小范围的基因突变，且无法检出拷

贝数恒定的致病变异，如平衡易位或倒位[6]。

基因测序是 20世纪 70年代建立的一项重要技术，最早

由 Sanger等[7]提出。Sanger测序技术的诞生很好地弥补了经

典的细胞遗传学检测方法的不足，共同构成了经典的基因检

测技术大厦。然而由于操作耗时且价格昂贵等缺点，Sanger
测序正逐步被新的测序技术所取代。

2.2 二代测序技术

为了解决Sanger测序耗时和费用高的问题，人类基因组

计划于2004年完成后，美国国家人类基因组研究所（NHGRI）
启动了寻找革命性基因组测序技术——1000美元基因组测

序的项目[8]。在该项目的引导下，更加高效经济的高通量二

代测序技术发展成熟，并最终从实验室走向了临床。

根据测序目的不同，二代测序技术可分为基因组测序、

转录组测序和染色质免疫沉淀-测序（ChIP-seq）。基因组测

序又有全基因组测序（WGS）、全外显子组测序（WES）、单细

胞基因组测序、扩增子测序（amplicon sequencing）等。与传统

基因检测方法相比，基于二代测序方法的诊断试验不受遗传

方式的影响，测序结果不仅能够提供给我们致病基因的位置

信息，还提供了致病突变的类型等重要信息[9]。近几年来，二

代测序技术凭借其精准高效的特点迅速崛起，成为了目前辅

助诊断罕见病的重要方法之一。

2.2.1 基因组测序

二代基因组测序技术应用于罕见病诊断中可分为全基

因组测序（WGS）、全外显子组测序（WES）和靶向目标基因测

序。虽然外显子仅占全基因组的 1%，但是据推断约 85%的

致病突变发生在该区域内[10]。全外显子组测序（WES）通过二

代测序技术获得全基因组外显子区域的DNA序列信息，结合

临床表型和生物信息学分析，可推断出可能的致病基因。和

全基因组测序（WGS）相比，WES省去了基因中的非编码序

列，需要的样本量相对较少，更加经济；与靶向目标基因测序

相比，WES不需要提前预测致病基因，更适用于诊断困难的

罕见病患者，因此受到许多临床医生的青睐[11]。

一项婴儿筛查研究表明，对于致病基因已知的单基因遗

传病，WES能准确诊断57.5%的病人，远远高于标准诊断方法

的准确率（13.75%），即使考虑到临床医生的诊断经验和检查

的充分性再对数据进行校正，得到的诊断准确率仍低于

WES[12-13]。当然，WES也存在自身局限性：由于省去了内含子

等序列，WES不能检出内含子序列变化引起的致病突变；对

于复杂的结构变异或重复序列的检测敏感度低；对假基因的

识别存在困难；对WES所得结果的解读依赖于对疾病致病基

因的研究，可能存在检测到意义不明的基因突变而无法据此

诊断的情况。目前由于捕获技术本身的随机性，WES检测到

的致病位点仍需要Sanger技术验证其准确性[12]。

WGS是利用二代测序技术获得全基因组的序列信息。

其对于单碱基变异、剪切位点突变、内含子变异、多拷贝数变

异的识别较其他基因测序技术更为有效。与WES相比，WGS
测量结果的一致性更好，偏倚更小；但由于价格昂贵，其临床

应用不如WES广泛[14]。由于测量序列的不同造成获得数据

量的显著差异，WGS与WES的结果准确性和价格差距将稳

定存在。WGS的应用范围也会更广，尤其对于可能涉及内含

子突变的疾病。

靶向目的基因测序是对特定的目的基因进行测序的方

法，对于致病基因已知的单基因遗传病检测是经济可行的方

法。Usher综合征是一组常染色体隐性遗传的单基因疾病，

尽管具有遗传异质性，但利用靶向目的基因测序的方法可一

次性检出单个碱基或序列重排等不同的突变方式引起的致

病突变，提高了诊断效率[15]。显然，靶向目的基因测序相较于

经典基因检测方法的优势在于通过一次测定即可鉴定出各

种形式的变异，但不能用于病因未知的罕见病。

2.2.2 RNA测序

RNA测序不仅可用于诊断某些致病机理涉及特定RNA
的罕见病，还可识别剪切位点变异导致的蛋白质转录水平异

常引起的罕见病 [13]。RNA作为一种具有潜在诊断价值的生

物标记物逐渐受到重视。除 tRNA和 rRNA外，非编码RNA多

作为一种信号分子参与生命活动的调节过程。microRNA
（miRNA）是一种常见的非编码RNA，仅由 20~22个核苷酸组

成，性质十分稳定，广泛存在于组织和体液中，可被现有的方

法准确检测到。miRNA可以通过碱基互补配对的方式与

mRNA相互作用，根据互补匹配的程度不同，导致mRNA降解

或不降解从而抑制翻译。因此miRNA调控的异常可能是导

致罕见病的发病机制之一，检测miRNA的变异类型则可能为

临床提供可靠的诊断依据。基因组关联研究（GWAS）提示

miRNA及其靶mRNA的拷贝数变异和单核苷酸多态性对多

种表型均有影响，如血压、药物抵抗、精神疾病、胃黏膜萎缩

和帕金森病[16]。多种罕见病已经将miRNA作为生物标记物，

并且在疾病诊断及预后评估等方面有很重要的作用，如miR-
206 与杜氏肌营养不良（DMD）和肌萎缩侧索硬化（ALS），

miR21与Sézary综合征和多发骨软骨瘤[17]。此外，通过检测疾
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病相关miRNA进而追本溯源找到其调控的mRNA和编码基

因，还有助于研究未知致病基因的罕见病。

长非编码RNA（lncRNA）是转录出来缺乏开放阅读框的

非编码RNA，约200 bp，远远大于miRNA，也被认为具有调控

作用。其中研究最热门的 lncRNA，Xist被认为参与了女性其

中一条X染色体的失活过程；H19只在母亲来源的等位基因

中表达，可能与某些肿瘤有关[18]。虽然miRNA作为诊断性生

物标记物更加成熟，但随着人们对其作用机制的理解深入，

lncRNA也将成为一个潜在的诊断指标。

2.3 三代测序技术

虽然二代测序已经凭借其高效、经济且结果准确性与

Sanger测序可比的特点受到追捧，被各大医学研究中心引进，

但技术和设备上的要求较高仍然是测序技术的局限。三代

测序的出现有望打破该限制。与二代测序不同，三代测序舍

弃了容易产生误差的样本扩增步骤，实现了对单个DNA分子

的测序，测量结果可即刻导出，将测序时间从几天进一步缩

短至几小时甚至几分钟，是比二代测序更加快速、高效的测

序方法[19]。二代测序的设备通常体积较大且价格昂贵，因而

只能在大型医学或遗传学研究中心安装。由英国 Oxford
Nanopore Technologies研发的MinION三代测序设备已经问

世，因其相对低廉的价格和便携性引起了广泛关注。一项利

用该手持设备在非洲埃博拉疫区快速检测病毒基因组的研

究展示出了三代测序技术在疾病快速诊断中的潜在价值[20]。

目前三代测序能够测量的片段大小较二代测序大，理论

上可以降低将片段组装成完整序列的难度和误差，但实际上

单次测量的准确率明显降低。三代测序系统PacBio RS II平
均测量片段长度约10 kb，但错误率达10%~15%，相比二代测

序的错误率（＜2%）而言明显升高[21]。当然，三代测序也无法

逃避的测序技术面临的信息存储和结果解读的问题及遗传

信息相关的伦理问题。

2.4 经典的蛋白质检测技术

事实上，并非所有罕见病均可找到明确的致病基因。因

此，特征性的生物标记物对部分罕见病的诊断有着重要意

义。传统的生物标记物可以是蛋白、脂质、多肽等，其中蛋白

质作为人体内重要的功能分子在很多疾病中扮演着重要角

色，因此许多经典的蛋白质检测技术也是疾病诊断的重要方

法，对发病机制较明确的罕见病的诊断同样适用。慢性肉芽

肿病是一种罕见的免疫缺陷病，利用 Western blot 测定

NADPH 氧化酶复合物的表达是其诊断的关键步骤之

一[22-23]。类天疱疮疾病是一组与自身抗体有关的罕见病，研

究表明血清中含针对BP180的自身抗体如 IgA、IgG或 IgE是

该病的特殊表现，而利用ELISA检测血清中的 IgA具有非常

高的诊断价值[23]。

罕见病研究者们将已经发现的有价值的生物标记物以

及相应的检测技术整理到生物库中，供研究者和临床医生参

考，建立了EuroBioBank等生物信息平台[24]。但其中一些生物

标记物的临床应用价值尚待进一步评估。

2.5 蛋白质组学

虽然经典的蛋白质检测技术在临床疾病的诊断中占据

重要地位，但对于机制复杂或尚不清楚的罕见病，这些经典

的蛋白质检测技术就显得效率不足，难以满足诊断需求。蛋

白质组学的发展使得某些常规技术无法检测的微量蛋白可

以通过新的方法测得，某些以前诊断困难的罕见病也能够得

到诊断，对研究和诊断罕见病意义重大。

目前蛋白质组学的检测技术主要以质谱法和基于亲和

力的蛋白分析法为基础，已经在部分罕见病的诊断中表现出

突出的优势。例如单克隆 IgD沉积病（monoclonal Ig deposi⁃
tion disease，MIDD）的分子诊断，由于常用的抗体检测方法

——免疫荧光法无法检测 IgD，即使使用电子显微镜看到组

织切片中的沉积物，也无法明确其性质。研究者采用激光微

切片后提取蛋白多肽送质谱法检测的方法，测得大量 IgD成

分，结合免疫组化染色的方法，成功诊断了一例免疫荧光 Ig
阴性的肾脏受累的MIDD患者[25]。也有研究者利用基于亲和

力的高度复用抗体悬浮微粒阵列（highly multiplexed anti⁃
body suspension bead arrays）对杜氏肌营养不良患者进行血

清蛋白分析，发现了多个与对照具有显著差异的蛋白标记

物，虽然单个标记物不足以诊断DMD或提示疾病的严重程

度，但多个标记物的组合对DMD的诊断灵敏度和特异性均较

高，是一种高效的诊断方法[26]。

2.6 代谢组学

代谢组学是系统化地研究生化反应产生的小分子（<
1500 Da）代谢产物（如氨基酸、脂质、碳水化合物、生物活性

胺和有机酸等）的一种方法。利用代谢组学的方法可以实时

监测细胞通路，反映出细胞、组织甚至器官的代谢状态，代谢

产物的研究还能够提示疾病隐藏的生化机制，为一些罕见遗

传代谢病的诊断提供新思路。

代谢组学研究方法分为靶向和非靶向两类[24]。非靶向代

谢组学通过全面比较样本和对照中的代谢成分，找出具有显

著差异的成分，利用生物信息学和数据库，将差异成分和已

知的生化通路连接起来。类似于二代测序的方法，非靶向代

谢组学适用于检测没有任何预测倾向性的样本，即临床毫无

头绪的罕见病人。靶向代谢组学仅对目标类型的代谢产物

检测其相对于对照的变化情况。目前最常用的方法是串联

质谱法。只要预先知道疾病特异的代谢物，利用质谱法检测

样本中代谢物的特异性和灵敏度都极高。串联质谱法能同

时测量多种不同的生物学标记物，因此可以在一次试验中同

时进行多种疾病的筛查，对于难以诊断的罕见病患者而言，

一次采样即可完成大范围的筛查，非常实用。对于串联质谱

法用于罕见代谢性疾病诊断的成本效益分析显示：尽管串联

质谱法改善患者预后的程度存在差异，但大部分研究认为该

方法是经济有效的 [27]。此外，还有用核磁共振光谱（nuclear
magnetic resonance spectroscopy）来检测代谢产物的方法。无
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论质谱法还是核磁共振光谱法，在单独用于非靶向性代谢组

学时均存在较大的误差，因此在有大量待测代谢物时可能同

时采用两种方法更佳[28]。

3 其他辅助诊断方法
分子诊断技术的发展极大地推动了罕见病的诊断发展，

与此同时，其他辅助诊断方法也开始关注其在罕见病诊断中

的应用。虽然仅依靠传统的辅助检查往往不能明确诊断，但

在可及性和可操作性上，影像学检查表现出突出的优势，甚

至对于某些罕见病的诊断具有重要价值。例如Creutzfeldt-
Jacob病（Creutzfeldt-Jacob disease，CJD）可引起患者脑实质特

征性的解剖结构改变，在MRI上表现为FLAIR序列上特征性

的脑回和纹状体高信号，具有很高的诊断价值，被列为CJD
的诊断标准之一[29]。在发展新技术的同时，研究罕见病在传

统检查中的特征性表现也有一定的价值。

罕见病患者往往在确诊之前要经历大量冗余的检查检

验，如何帮助临床医生在疾病早期明确诊断方向是一个值得

思索的问题。计算机辅助诊断提供了一个值得努力的方

向。研究表明，相对于辅助常见疾病诊断的尝试如 ISABEL
和DiagnosisPro而言，计算机辅助诊断（computer assisted diag⁃
nosis，CAD）用于辅助罕见病诊断的效果更优。CAD初步诊

断罕见病的准确率可达80%且灵敏度较高[30]。基于术语规范

化和数据库的完善，研究者设计出了多个能够根据患者一系

列症状对其可能的诊断及可能性大小进行预测的软件，如

phenomizer、Find Zebra等，均为协助罕见病的初步诊断带来

了便利。但目前已有的辅助诊断软件特异性较差，只能用于

辅助初步诊断，还需要临床医生从软件给出的50~100个候选

疾病中进一步找到正确的诊断。除了在算法和软件层面的

改进以外，对罕见病患者的临床信息进行自动化和结构化的

分析也能改善罕见病诊断的效率[30]。在发展各种诊断罕见病

的生物学技术的同时，重视信息化技术在罕见病诊断中的应

用十分必要。

4 结论与展望
罕见病作为一组特殊的疾病，具有显著的异质性。虽然

单病种发病率低，但整体发病人数并不少，全世界大概有3亿
5000万罕见病患者；80%的罕见病与遗传相关，发病年龄早、

危害大，若不及时诊断治疗，致死致残率高。然而，由于临床

医生对罕见病的认识和重视程度均不足，很多罕见病患者被

误诊误治，延误诊断。

近年来，由于分子诊断技术的发展，罕见病的诊断取得

了明显的进步。一方面，在传统基因检测技术的基础上，测

序技术飞速发展，二代测序技术已经相对成熟，三代测序技

术也已经上市。相较于传统的基因检测技术，二代测序技术

更加快速、经济。尤其是全基因组测序（WGS）和全外显子组

测序（WES），克服了罕见病致病基因未知、突变类型多变的

困难，为罕见病能得到及时、准确的基因诊断创造了条件。

但由于对大型测序设备和数据处理的要求，二代测序的应用

还仅局限于大型医学或遗传学研究中心，且由于大量序列信

息的产生，数据的保存和结果的解读仍面临巨大挑战。二代

测序的价格已降至许多人可接受的范围内，然而随着其应用

的增多，有关遗传信息的保密性和诸多相关伦理问题日益突

出。另一方面，得益于各种组学的蓬勃发展，罕见病的生物

标记物检测也实现了突破。不断有各类抗体或代谢产物作

为诊断标记物的面向临床，检出方法也在不断革新，诸如基

于亲和力的蛋白分析法、质谱法和核磁共振光谱法等最新技

术也被用于罕见病的诊断中。不过，尽管新的诊断技术层出

不穷，但各类诊断试验在国内的临床可及性仍然较差，评价

其用于罕见病诊断的灵敏度和特异性、成本经济效益分析的

研究相对匮乏。各类非靶向的标记物检测虽然提高了一次

试验获得辅助诊断信息的效率，但对可能出现的多种异常结

果如何解读也是研究者和临床医生不得不思考的难题。在

解决这些问题前，这些最新的分子诊断技术很难广泛应用于

临床。罕见病患者是否能从这些诊断技术的发展中获益仍

难以定论。因此，研究传统辅助检查对各罕见病的诊断价值

依然有意义。此外，计算机辅助诊断技术在帮助临床医生早

期判断罕见病方面也展现了突出的优势。

总之，罕见病的诊断已经脱离了缺乏技术手段的阶段，

新的诊断技术在准确性和经济效益上表现出了一定的优势，

但仍需要研究数据和经验的积累，提高临床可及性，完善诊

疗规范，让罕见病的诊断更加准确高效。罕见病患者得到及

时、准确的诊断仍有很长的路要走，但随着对罕见病的日益

重视，罕见病患者和研究者们有理由对此保持乐观。
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Technologies and development of rare disease diagnosis

AbstractAbstract Most of rare diseases are hereditary diseases, characterized by low incidence, numerous varieties and diverse phenotypes, and
therefore it is difficult to diagnose rare diseases timely and accurately in clinical practice. With the advances in the molecular genetics, the
molecular diagnostic techniques, and the gene sequencing and omics techniques, a significant progress has been made in the diagnosis of
rare diseases in recent years. On the basis of traditional gene detection techniques, the next-generation sequencing technology has been
rapidly developed and widely used in the diagnosis and the research of rare diseases. The next-generation sequencing technology is cost-
effective and of high capacity over the traditional gene tests, and is well developed for the clinical use. The third generation sequencing also
shows a potential diagnostic value. Although the traditional enzymatic detection techniques play an important role in the diagnosis of rare
diseases, they fail to meet the surging diagnostic demands. Studies demonstrate that the rise of the proteomics and the metabolomics
enables an accurate diagnosis of a variety of rare diseases. The computer-assisted initial diagnosis also sees a bright future, combined with
the molecular imaging and the bio-information technologies. Technological advances have enhanced the ability to diagnose rare diseases to
a great extent.
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