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摘要      除来自祖先的遗传变异外, 人类还携带了每一世代新产生的突变, 即新生突变。近年

来, 基于“父–母–子代”核心家系设计的高通量测序研究初步解析了这些新生突变的起源和特征, 并
且发现新生突变是多种疾病(例如神经发育障碍、先天性心脏病等)发生的重要原因。因此, 该文

就人类新生突变的起源、特征以及对子代健康的影响进行综述, 以期为新生突变的进一步研究提

供思路。
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Abstract       In addition to genetic variations inheriting from ancestry, humans carry novel mutations that 
arise in each generation, known as de novo mutations. In recent years, high-throughput sequencing studies based on 
trios-design (“father-mother-offspring”) have preliminarily elucidated the origin and characteristics of de novo mu-
tations. It has been discovered that de novo mutations play a significant role in various diseases, such as neurodevel-
opmental disorders and congenital heart diseases. Therefore, this article mainly reviews the origin, characteristics, 
and impact of human de novo mutations on offspring health, with a view to provide insight for the future study in 
this field.
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人类新生突变(de novo mutations, DNMs), 特指

在一代人中新产生的突变。这些突变由于不受自然

选择压力的影响, 可导致严重的疾病发生, 因而早前

就被研究者们发现 [1]。但是受限于检测技术和极低

的突变率 , 这类突变一直缺乏系统研究。随着高通

量测序技术在人群研究中的广泛应用 , 研究者开始

对 “父–母–子代 ”典型核心家系的生物样本 (通常是

外周血样本 )开展全基因组测序 [2], 人类DNMs的特

征得以初见端倪。与经典的基因组突变相同 , 广义

的人类DNMs包括点突变、短缺失/插入和结构变异

等 , 但是由于二代测序的读长限制 , 对于DNMs中大

片段结构变异 (>1 Kb)的研究仍然十分匮乏。因此 , 
本文中重点讨论的是狭义DNMs(即点突变 )的起源、

特征及其对子代健康的影响。

1   人类新生突变的起源、分类与影响因素
基于核心家系和全基因组测序检测的人类

DNMs数量为38~77个 [3-6], 由于所获取的生物样本主

要为外周血 , 因此这些DNMs常具有不同来源。生

殖细胞中产生的突变通常被认为是DNMs的来源 , 
但是随着研究的深入 , 研究者们发现DNMs不仅仅

来源于生殖细胞突变。按照DNMs来源 , 可将其分

为生殖系来源的突变和胚胎来源的突变 (图 1)。其

中 , 生殖系来源的DNMs可细分为父源突变和母源

突变。胚胎来源的DNMs由于仅在部分细胞中发生 , 

因此也常被称为嵌合 (mosaic)突变。目前新生突变

检测多基于二代测序 , 无法构建完整的父母源单倍

型 , 因此不能直接判断DNM的配子来源。研究者常

利用核心家系信息和测序读段构建局部单倍型 , 再
根据单倍型上的遗传变异情况判断单倍型的来源 , 
最终进行DNMs的父母源推断。该方法的局限是仅

能推断20%~30%的DNMs来源[3,5,7], 且仅能追溯父母

源突变 , 因此目前对于人类DNMs来源的理解主要

基于这些可推断突变的情况 , 父母源突变的比例为

近年来。[3-5,7]1׃3.9~1׃2.8 , 研究者发现依据“祖父母–
父母–子代 ”三世代家系特殊设计 , 可以有效提升单

倍型构建的长度和准确性 , 同时家庭信息的整合也

有助于追溯DNMs来源 [8-9]。根据一项包含33个三世

代家系研究的推断 , 所有人类DNMs中 , 约72%为父

源突变, 18%为母源突变, 10%为胚胎源突变[9]。

1.1   父源DNMs
父源DNMs, 特指起源于父亲生殖细胞的突变 , 

即精源突变, 是人类DNMs中最主要的突变来源。自

2012年一项冰岛的家系研究首次发现父源DNMs与
父亲的生育年龄高度相关以来 [4], 多项针对不同国

家、不同种族的研究发现, 父亲生育年龄每增加一岁, 
父源新生突变增加0.31~1.47个 [3,5,8,10], 这种现象被称

为DNMs的父亲年龄效应。事实上, 早在1912年的流

行病学研究中就观察到父亲生育年龄和子代疾病风

险的关联 [11], 即父亲生育年龄的增加与多种子代疾
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病的发病风险增加相关 , 并且父亲年龄的效应强于

母亲年龄。DNMs父亲年龄效应的发现为解释上述

现象提供了强有力的证据。该效应背后的生物学基

础存在多种假设 , 其中最著名的是精原细胞的复制

错误假说。精原细胞是产生精子的干细胞 , 位于生

精上皮[12-13]。精原细胞大量分裂增殖并自我更新, 产
生精母细胞 , 最终分化成精子细胞 [14]。在衰老的过

程中 , 每个精原细胞的平均分裂次数在不断增加 , 而
每次分裂的基因组复制过程都可能由于复制错误引

入新的突变 , 因此精原细胞随着年龄增加积累突变

被视为父亲年龄效应的一个最常见的假设 , 但是 , 也
有研究认为DNA损伤的作用被低估了[15-16]。

随着大规模测序研究的深入 , 人类DNMs的特

征突变信号也逐渐被解析。突变信号特征模式首

先在肿瘤体细胞突变中建立 , 包含30种常见的突变

序列特征模式 [17]。通过特征模式比较发现 , 特征模

式 1和 5的组合足以解释目前鉴定的人类DNMs突
变特征谱 [6]。这两种模式出现在几乎所有肿瘤类型

中 , 并以类似时钟的方式 (即以恒定的速率 )积累突

变 , 因此可能代表衰老过程对基因组的影响 [18-19], 这
与DNMs的年龄效应相吻合。但是值得注意的是 , 
DNMs的突变特征可随着父亲生育年龄发生变化 : 

高龄父亲的子代中可观察到显著增加的T>G替换和

显著降低的非CpG位置上的C>T替换。这个现象提

示 , 父源DNMs中可能存在一种与年龄有关的突变

类型 , 这类突变具有独有的突变特征模式 , 随着父

亲年龄的增加 , 其比例发生变化 , 从而影响了总的

DNMs突变特征模式。

上述研究虽然对父源DNMs的特征进行了解读, 
但是这些突变并非在精子中被检测到的 , 而是通过

单倍型推断出来的, 因此并不能提供最直接的线索。

为此 , 一些研究应用高深度且错误率优化的全基因

组测序方案对精子中的突变进行检测 , 发现精子中

存在丰富的嵌合现象。由于精子是单倍型细胞 , 因
此这些精原突变嵌合的比例可以直接通过突变读段

的比例来反映。结合疾病家系的传递模式和精源突

变的嵌合比例, 可将精子中的突变分为三类[20-21]。

类型I: 发生在父亲的胚胎细胞或者原始生殖细

胞 (primordial germ cell, PGC)中的突变。根据这类

突变发生的时间差异 , 又可以将其进一步分为 Ia类
和 Ib类 , 其中 Ia为仅在PGC中出现的突变 , Ib则是除

了在PGC中外 , 还可能在其他的胚层发育而来的组

织或器官中出现的突变。这些突变会传递至多个精

原细胞 , 最终以较高比例稳定地在精子中出现。因

A: 子代新生突变的来源示意图。B: 精子中新生突变(父源新生突变)的起源及分类示意图。

A: the origin of offspring DNMs. B: the origin and classification of DNMs in sperm.
图1   新生突变的起源

Fig.1   The origin of de novo mutations
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此, 这些突变不存在父亲年龄效应, 在老年人和年轻

人中的数量无显著差异 [21], 但是缺乏同一个体配对

设计的研究 , 无法确认其嵌合比例是否会发生变化 , 
缺乏证据证明其存在明确的选择优势。由于精子中

携带突变的比例一般较高 , 因此常可以通过Bulk测
序发现该类突变。研究发现 , 3%的DNMs可归类为

此类突变 , 这些突变的特征与其他精源突变存在差

异 , 表现为较高比例的CpG位置C>T替换和较低比

例的T>C替换 [9,21]。值得注意的是 , 三世代家系的研

究发现这些突变可能以较高的比例传递给后代 , 从
而在同胞中被反复检测 [9], 这也意味着一旦携带的

此类突变致病 , 其子代当中再次出现该疾病的风险

则会较高。该类型DNMs是临床上易于检测且具有

较高临床意义的一类突变。

类型 II: 发生在精原细胞中的突变。这些突变

被认为是随着父亲年龄积累的主要突变类型 , 但是

目前仍缺乏直接证据证明该结论。由于这些突变

仅在个别精原细胞中出现 , 因此其最终在精子中的

携带率常较低, 需要依赖较高深度的测序进行鉴定。

目前 , 对此类突变占所有精子突变的比例尚缺乏清

晰的认识。在这些突变中 , 绝大多数突变不会给精

子细胞提供选择优势 , 因此它们被归类为 IIa类 , 这
类突变也是此前在子代中观察到的父亲年龄效应积

累的主要突变 ; 但是也有一些突变可能对精原细胞

本身的适应性产生影响 , 从而形成选择优势导致克

隆扩增 , 携带此类突变的精子数量随着父亲衰老大

量增加, 这类突变远超IIa类的父亲年龄效应,可归类

为 IIb类。IIb类突变被选择的现象类似于癌前病变

过程中特定突变被正向选择的过程。人类精子中的

这类克隆扩增的现象被称为“自私的精子”模型 [22-23], 
现阶段研究发现的此类突变主要通过影响表皮生长

因子和RAS-MAPK通路的关键分子发挥作用 , 从而

形成明显的突变热点 [23-24]。这些热点突变的发现通

常是因为其导致了子代疾病 , 这些突变可在不同的

家庭中导致相同的疾病发生 [25-27]。但是 , 是否存在

其他不导致疾病的 IIb突变尚不清楚 , 有待进一步研

究。

类型 III: 发生在精子中的突变。这些突变理论

上可发生在精子发生的终末期 , 数量不随着父亲年

龄的增长而积累 , 在子代中检测出的DNMs中此类

突变的比例可能较高 , 尤其是年轻父亲生育的子代

中。但是, 这类突变由于在精子中嵌合比例极低, 难

以被Bulk测序准确检测 , 因此目前研究对此类突变

的理解甚少。近期 , 一项研究开发了一种单细胞长

读段基因组测序方法及配套的相应分析流程 , 其能

够准确检测单个精子细胞基因组中的单核苷酸多态

性和结构变异 , 实现了整条染色体尺度的单倍型构

建, 为此类突变的研究提供了契机[28]。

1.2   母源DNMs
母源 DNMs, 特指起源于母亲生殖细胞的突

变 ,  即卵源突变 ,  母源 DNMs的数量远低于父源

DNMs[3,5,7]。与父源DNMs相似 , 母源DNMs也具有

母亲年龄效应 , 尽管突变积累的速率远低于父源

DNMs: 据不同研究估算 , 母亲生育年龄每增加一

岁 , 母源新生突变增加0.12~0.37个 [5,8,10]。一项研究

发现 , 母源DNMs在年老母亲中的增速可达到年轻

母亲的2倍 , 提示母源DNMs并非线性增加 , 而是在

年老母亲中加速。不同于精子发生的过程中细胞

的大量分裂, 女性的生殖细胞被认为是相对静止的, 
初级卵母细胞在出生前就停滞在减数分裂前期 , 直
到排卵 [29]。因此 , 理论上母亲年龄效应的潜在机制

可能与父亲年龄效应完全不同 , 不涉及基因组复制

过程 , 但是其具体机制目前仍存在广泛的争议。越

来越多的线索提示 , DNA损伤可能是母亲年龄效应

的主要原因。研究者们观察到母源DNMs存在热点

基因组区域 , 这些热点区域包括8号、9号和16号染

色体上的数百万个碱基[5,8,30]。这些区域中C>G突变

的相对频率显著高于父源DNMs和其余区域的母源

DNMs, 这些区域存在减数分裂基因交换的富集 [31]。

同时 , 随着母亲年龄的增加 , 减数分裂过程中交叉

干扰逃逸的几率也随之增加 [32]。这些现象都说明 , 
减数分裂重组事件可能在母源DNMs的产生过程中

发挥重要作用。而近期一项研究系统探讨了减数

分裂重组事件对DNMs的影响 , 发现减数分裂过程

中的双链断裂修复可能产生DNMs的热点区域 , 是
父母源DNMs的一个重要来源。不仅如此 , 该机制

产生的父源和母源DNMs比例与实际观察到的比例

相近 [15]。尽管如此 , 也不能完全排除其他可能的机

制。例如 , 有研究发现父源DNMs的数量与母亲年

龄呈现正相关 , 这提示母亲怀孕时的年龄和状态可

能通过影响发育中的胚胎从而导致胚胎在分裂初

期产生突变。这些突变常常难以被准确地与生殖

系突变区分开 , 在目前的父母源推断方法中 , 也常

常被错误地归类为父源或者母源突变。
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1.3   胚胎源DNMs
在大部分基于全基因组测序的DNMs研究中 , 

DNMs被假设来源于父亲或者母亲的生殖细胞。事

实上 , 在子代受精卵分裂早期也可能产生突变 [33-34]。

尤其当突变发生在受精卵分裂的早期时 , 该突变可

能影响子代绝大多数的细胞 , 与传递自祖先的遗传

变异表现出类似的检测结果 , 因此难以区分 [35]。随

着突变发生的时间越晚 , 其影响的细胞数量将逐渐

降低 , 在常规的二代测序数据中可与遗传变异区分

开来 , 其检测的灵敏度受到携带突变的细胞比例和

二代测序深度的影响[36]。

在大规模人群的基因组研究中 , 外周血是最

常采用的生物样本 , 提取的主要是白细胞来源的

DNA。但是, 在白细胞中存在一类特殊的突变, 这类

突变可使造血干细胞获得竞争优势 , 导致其分化产

生的血细胞成为血液中的主要成分 , 这类突变被称

为克隆性造血(clonal hematopoiesis, CH)[37]。在外周

血的全基因组测序中 , CH可表现为与胚胎源DNMs
类似的测序结果 , 从而难以区分。由于CH与血液系

统的老化、炎症和肿瘤密切相关 [38], 越年轻的个体

携带CH的可能性越小 , 其生物样本更适合进行胚胎

源DNMs的挖掘。需要注意的是 , 造血细胞起源于

胚胎的中胚层 , 发生在其他胚层的胚胎源DNMs在
外周血中常无法被检测到。因此 , 采用多点采样的

方式 [34,39-40], 在不同组织中进行测序 , 寻找独有和共

有的突变, 不仅有助于区分胚胎源DNMs和CH, 还可

以发现更丰富的胚胎源DNMs。
1.4   DNMs的影响因素

父母生育年龄是DNMs最明确的影响因素 (表
1), 该关联证据来自冰岛的deCODE项目[4], 结论在

后续多项研究中被明确验证 [5,8,16,41]。但上述研究多

为以基因组为出发点的研究 , 即其重点关注的是基

因组本身 , 参与者的临床信息多缺失或者依赖医疗

登记系统 , 因此常缺乏用于探讨DNMs的影响因素

的研究级数据。此外 , 孕周与DNMs的关联也较为

明确[42], 但是机制尚不明确。

我们近期基于中国国家出生队列 [43-44]开展了一

项小规模试点基因组学研究[3]。依托队列完善的信息

采集和随访系统 , 我们得以全面系统地探索了DNMs
的影响因素。除父母生育年龄外 , 孕前的父母生活习

惯也可以影响父母源DNMs的数量。例如 , 怀孕前父

亲饮酒行为可显著增加父源DNMs数量。此外 , 患有

少弱畸形精子症的父亲通过辅助生殖技术生育的子

代, 父源DNMs的数量显著增加, 而母亲的不孕因素则

与母源DNMs无显著关联。此外 , 我们发现辅助生殖

子代DNMs数量显著高于自然妊娠子代 , 其中父源和

母源DNMs均在辅助生殖子代中显著增加。对于辅助

生殖与DNMs的关联, 国外的研究结果存在差异, 一项

较早的研究显示辅助生殖子代具有较多的DNMs[10], 
而近期的另一项小规模研究则未能发现这种关联 [45]。

考虑到辅助生殖家庭具有较高的早产率 [46], 并且早产

与DNMs增加有关 [42], 因此推测辅助生殖子代确实可

能携带更多的DNMs。但是 , 受限于样本量 , 我们的

研究未能全面解读导致辅助生殖子代DNMs增加的

主要原因。由于父源和母源突变发生于辅助生殖干

预之前 , 因此其本身受到辅助生殖技术的影响可能有

限 , 但是尚不能排除辅助生殖技术的影响。一项在牛

中开展的研究则提供了更多的线索 , 该研究发现辅助

生殖技术显著增加了DNMs, 并且由于这些突变发生

在受精卵分裂的早期 (一细胞和二细胞期 ), 因此可能

无法将其与父母源DNMs区分开来[47]。该结果提示辅

助生殖有可能增加胚胎早期的突变 , 但目前尚缺乏进

一步的证据。

2   影响新生突变率的基因组特征
目前 , 人群研究尚缺乏精良的设计和充足的样

本量系统地揭示DNMs的影响因素。但是 , 导致突

变发生的细胞过程可在DNA序列中留下印记。因此, 
探究不同基因组特征与突变率的关系可为突变机制

的推断提供线索。

2.1   大规模染色质结构与复制时间

早在十余年前 , 研究者们就发现了复制时间对

突变率的影响, 即晚复制区域具有较高的突变率[49]。

游离核苷酸池的耗尽和S期后期频繁的复制叉停滞

导致的复制准确率的下降可能是两者关联背后的机

制 [50]。两者的关联还存在另一种解释 : 大片段的染

色质结构与复制时间具有高度的相关性 , 而这种染

色质结构又与DNA损伤修复系统 [如核苷酸切除修

复(nucleotide excision repair, NER)和错配修复 (mis-
match repair, MMR)系统]的功能活性密切相关 [51-53]。

目前, 已经有研究观察到TC到TA的突变在异染色质

的晚复制区域显著富集 [54-55]。因此 , 明确NER或者

MMR异常所导致的突变的序列特征可以为上述机

制的推断提供线索。
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2.2   重组率

一系列直接和间接的证据提示 , 同源重组事件

可增加突变率。一项研究基于“父–母–子代”的全基

因组测序和芯片数据 , 系统地鉴定了复制重组事件和

DNMs, 发现无论是男性还是女性, 重组交叉周围1 Kb
范围内均表现出了5~50倍的DNMs富集 [56-57], 这提示

重组事件本身可能导致突变的发生。

2.3   核小体定位

核小体结构被认为和局部突变率有关。近期的

一项研究发现 , 平移定位稳定性强的核小体周围突

变率显著升高。低保真的复制、不充分的错配修复

和增加的双链断裂是该现象的潜在机制[58]。

2.4   转录因子结合

在肿瘤基因组中 , 一些线索指示转录因子结

合和突变率相关 , 其机制存在两种可能 , 一种是转

录因子结合阻断了NER系统的启动[59-60], 另一种则

是转录因子结合导致DNA局部构象发生变化 , 从
而导致序列对紫外线更敏感[61]。有研究发现, 在转

录因子结合位点中突变率上升 20%, 但是这种变化

可能是由于序列的偏倚所导致的 [62]。近期的一项

研究则通过模型校正了序列的影响, 发现转录因子

结合位点的突变率显著升高, 且这种现象仅出现在

睾丸组织中特异的结合位点和位于启动子上的位

点[63]。

表1   新生突变的影响因素

Table 1   The influencing factor of de novo mutations
影响因素

Influence factor
突变类型

Mutation type
效应值(95%可信区间/P值)
Effect value (95% CI/P-value)

参考文献

Reference

Paternal conceived age DNMs 1.51 (1.45, 1.57) [8]

DNMs 0.51 (0.29, 0.73) [10]

DNMs 1.44 (1.22, 1.77) [9]

DNMs 1.7 (P<0.05) [48]

DNMs 2.01 (1.68, 2.34) [4]

DNMs 1.02 (P<0.05) [7]

DNMs 2.87 (2.11, 3.64) [6]

DNMs 1.09 (0.91, 1.27) [45]

Paternal DNMs 1.47 (1.34, 1.59) [8]

Paternal DNMs 0.82 (0.52, 1.12) [3]

Paternal DNMs 0.31 (P<0.05) [10]

Paternal DNMs 0.91 (0.81, 1.02) [5]

Embryonic DNMs Not applicable (P>0.05) [9]

Paternal exercise habit DNMs –3.13 (–5.28, –0.98)  [3]

Paternal DNMs –2.20 (–4.37, –0.03) [3]

Paternal drinking behavior Paternal DNMs 1.88 (0.03, 3.73) [3]

Oligoasthenoteratozoospermia Paternal DNMs 2.91 (0.06, 5.76) [3]

Maternal conceived age DNMs 0.37 (0.32, 0.43) [8]

DNMs 0.64 (0.52, 0.77) [10]

DNMs 0.38 (0.21, 0.55) [9]

DNMs 0.34 (P<0.05) [48]

Paternal DNMs 0.33 (0.09, 0.57) [3]

Maternal DNMs 0.37 (0.30, 0.45) [8]

Maternal DNMs 0.12 (P<0.05) [10]

Maternal DNMs 0.23 (0.15, 0.34) [5]

ART pregnancy DNMs 4.59 (2.72, 6.47) [3]

Maternal DNMs 1.26 (0.07, 2.46) [3]

Paternal DNMs 3.32 (1.43, 5.22) [3]

Preterm birth DNMs 0.27 (P<0.05) [42]



871周俊等: 人类新生突变的起源、特征及其对子代健康的影响

2.5   DNA甲基化

胞嘧啶和鸟嘌呤组成的两碱基序列组合 , 常被

称为CpG位点 , 在人类基因组中常被甲基化。在此

前的一系列研究中, 已经发现位于CpG位点的C>T突
变率是其他位点上C>T突变率的15倍 [4,64-65]。基因组

特征的研究也发现 , 睾丸组织中的DNA甲基化水平

与CpG位点的突变率显著相关 [58]。这些证据说明在

CpG序列上, 甲基化与突变的发生密切相关。值得注

意的是, CpG位点的C>T突变在复制叉的不同方向上

差异巨大: 除ACG外, 所有携带CpG的三核苷酸序列

均在滞后链上显示出显著升高的突变率[66-68]。

2.6   复制与转录方向

DNA双链的对称性是其分子结构的关键特征 , 
但是突变在双链上却存在差异。复制和转录等过程

是造成这种非对称性的主要原因。这种差异在实际

的突变数据中表现为反向互补突变之间的不均衡 , 
而由复制和转录过程造成的这种差异分别被称为复

制不对称和转录不对称[69]。

有多项研究报道了复制不对称的现象[54,66-67,69-70]。

经典的机制是这些突变来源于复制过程 , 而两种主要

DNA聚合酶的保真度或修复错误的效率差异导致了

突变率在不同链上的差异。事实上, 在DNA聚合酶突

变的肿瘤中 , 其突变信号即表现出了典型的复制不对

称[69,71-72]。

滞后链上的易错损伤是人类突变的一种主要

来源。研究发现 , 转录偶联的核苷酸切除修复可以

修复转录链上的损伤 , 而非转录链上的损伤则更容

易转变为突变。因此 , 在非转录链上的突变特征与

复制过程中滞后链上的主要突变类型高度相似[66]。

3   DNMs对子代健康的影响
在过去的几十年中 , 疾病的遗传病因研究主要

围绕遗传变异开展。这些研究通过在孟德尔疾病中

开展基于家系的连锁分析 , 或者在复杂疾病中开展

全基因组关联研究 , 发现了一系列影响疾病发生的

易感变异。但是 , 这些传统研究大多并未重点关注

DNMs和疾病的关系。近年来 , 在 “父–母–子代 ”进
行核心家系中的全外显子或者全基因组测序为理解

DNMs的致病性提供了重要数据。

3.1   DNMs与神经相关疾病

DNMs与多种神经系统相关疾病密切相关 , 包
括神经发育性疾病如孤独症发育谱系障碍、智力障

碍等 , 以及神经精神类疾病如精神分裂症、神经退

行性疾病等。致病性DNMs往往造成关键基因的蛋

白截断 , 这些基因在神经系统发育、神经元分化与

生成、突触的结构和功能、跨膜受体蛋白酪氨酸激

酶信号通路、Wnt信号通路的调节以及代谢过程调

控等通路中存在富集[73-75]。

3.1.1   孤独症发育谱系障碍 (autism spectrum disor-
der, ASD)      目前 , DNMs被视为诸多常见神经发育

疾病的重要原因 , 在ASD中研究最为广泛 [76-77]。受

限于技术水平 , 早期研究重点关注长度大于100 Kb
的拷贝数变异 (copy number variation, CNV)。2007年 , 
SEBAT等 [78]采用比较基因组芯片技术对ASD患儿及

其父母进行分析 , 发现在ASD患儿中新生CNV的频

率显著高于正常儿童 , 随后多项研究均在更大的样

本中证实了该关联 [79-81]。其中 , SSC(Simons Simplex 
Collection)项目开展的研究重点针对ASD家系 , 包括

父母、1名ASD先证者以及1名正常子女, 该研究设计

有利于控制关联研究中的一些混杂因素 [82-83]。研究

发现与未受影响的兄弟姐妹相比 , ASD先证者不仅携

带更多新生CNV, 而且这些CNV范围更大并涉及更

多基因。此外 , 研究还发现了7q11.23、15q11.2-13.1、
16p11.2等区域的新生CNV与ASD之间的关联[80]。

除CNV外 , 研究者也基于候选基因策略评估了

神经发育相关基因上的DNMs对ASD的影响。2010
年 , AWADALLA等 [84]利用桑格测序技术对 142名
ASD患者的 401个突触相关基因上的DNMs进行了

研究, 共发现了6个DNMs, 其中包含4个可能对蛋白

质功能 /结构产生影响的突变。随着高通量测序技

术的发展 , 研究人员得以进一步全面评估DNMs对
ASD的影响。一系列研究通过在多人家系中开展全

外显子测序 , 发现ASD先证者编码区的新生突变率

高于一般人群或其正常的兄弟姐妹 [85-87]。研究发现

非同义DNMs可解释不少于10%的病例[87-88]。

此后 , 全基因组测序技术的快速应用使得研究

者可以在全基因组水平上探讨DNMs和疾病的关联。

一项包含了1 902个ASD四人家系的全基因组研究

发现ASD先证者在启动子区存在DNMs富集 [89]。然

而 , 在更大规模全基因组测序研究中却未能揭示该

关联 [90-91]。这些不一致的结果提示目前对非编码区

DNMs功能的解读仍存在巨大挑战。除单核苷酸变

异(single nucleotide variation, SNV)外, 全基因组测序

也可以检测部分大片段结构变异(>1 Kb)。有研究发
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现ASD患儿与正常儿童新生结构变异率无显著差异, 
但是患儿的新生结构变异范围更大 , 且更倾向覆盖

外显子区 [92]; 而另一项研究则发现父源的结构变异

可通过影响顺式调控元件, 影响ASD的发病风险[93]。

3.1.2   智力障碍(intellectual disability, ID)      约0.5%
的新生儿患有严重 ID, 该疾病与遗传因素密切相

关 [94-95]。早期研究通过染色体芯片发现 5%~10%
的智力障碍患者携带大片段新生 CNV[96-97], 并鉴

定了包括17q21.31微缺失 [98]、15q13.3微缺失 [99]等

与 ID有关的新生CNV。2009年 , 一项研究对 94名
非综合征型 ID患者的 SYNGAP1基因进行测序 , 发
现了 3名患者携带可造成蛋白截断的DNMs, 该基

因编码的Ras GTP酶激活蛋白对认知和突触功能

至关重要[100]。同时期另一项研究对95名散发ID患

者的197个候选基因进行了测序, 在SYNGAP1等基

因中发现了多个功能缺失型DNMs[101]。

2010年后 , 外显子测序被应用于 ID的家系研

究中 , 一项研究在10个散发 ID患儿中鉴定了9个非

同义DNMs, 这9个DNMs位于9个不同的基因 , 包含

RAB39B和SYNGAP1等 ID致病基因上 [102]。随后一项

研究对100名ID患者及其父母进行外显子组测序, 共
鉴定了79个DNMs, 除10个已知基因外, 还鉴定了3个
新的 ID致病基因 , 累计解释了约13%的 ID患者的致

病原因[103]。近期一项研究应用全基因组测序对21个
ID先证者的非编码调控区DNMs进行分析 [104], 发现

与成人大脑增强子相比, DNMs在脑发育期特异的增

强子中存在富集。此外 , 该研究还发现重复突变的

增强子簇主要调控神经系统发育相关基因 , 随后通

过实验证明调控元件上的DNMs可影响潜在靶基因

的表达, 为非编码区DNMs与ID的关联提供了新的证

据。

3.1.3   发育性癫痫性脑病(developmental and epilep-
tic encephalopathy, DEE)      DEE是一组神经发育

性疾病 , 其主要临床综合征包括婴儿痉挛、大田原

综合征 (Ohtahara syndrome, OS)、Lennox Gastaut综
合征 (Lennox Gastaut syndrome, LGS)、肌阵挛–失
张力癫痫 (Doose综合征 )、获得性癫痫性失语综合

征 (Landau-Kleffner syndrome, LKS)和儿童癫痫伴

慢波睡眠期持续棘慢复合波 (continuous spikes and 
waves during sleep, CSWS)等。癫痫性脑病相关

DNMs在2001年被首次发现, 在一项关于Dravet综合

征的研究中, 所有7名儿童在SCN1A基因上都发生了

DNMs[105]。此后 , 一项研究报道了STXBP1基因上新

生CNV(9q33.3-q34.11缺失 )可导致早期婴儿癫痫性

脑病的发生[106]。2011年一项更大规模的研究发现3%
的癫痫性脑病患者携带了致病新生CNV[107]。随后 , 
全外显子组测序研究证实Dravet综合征患者中约

95%的SCN1A突变是DNMs[108]。2013和2014年两项

基于大规模家系的全外显子测序研究 , 发现了癫痫

性脑病先证者的DNMs负荷显著增加, 并且至少12%
的先证者携带有致病DNMs[109-110]。此外 , 其他的基

于核心家系的外显子测序研究还报道了KCNT1[111]、

CYFIP2[112]和GABRG2[113]等基因上的DNMs与癫痫

性脑病之间的关联。

3.1.4   精神分裂症(schizophrenia, SCZ)      DNMs不
仅与发育性疾病相关 , 也有研究报道DNMs可以引起

成年期的神经精神类疾病。一项研究在359个SCZ
先证者家系中发现患者携带新生CNV的概率是正常

对照的8倍 [114], 同期的一些研究发现22q11.2、3q29、
15q11.2、15q13.3和16p11.2等区域的新生CNV与SCZ
有关[115]。一些研究基于候选基因策略, 对突触相关基

因上的DNMs进行了系统研究 , 发现了一些仅在SCZ
患者中出现的非同义DNMs[84,116]。GIRARD等 [117]开

展了首个SCZ的全外显子组测序研究 , 该研究分析了

14名SCZ先证者及其父母的外显子组 , 共报道了15个
DNMs, 其中包含4个无义突变 , 该结果被同期另一项

研究所证实 [118]。XU等 [119]对231个SCZ核心家系和34
个健康家系进行全外显子组测序 , 也发现了功能缺失

型DNMs负荷显著增加, 并且鉴定了4个受DNMs影响

的关键基因(LAMA2、DPYD、TRRAP和VPS39)。此后, 
一项更大规模的测序研究纳入了623个SCZ核心家系, 
发现DNMs显著富集在谷氨酸能突触后蛋白相关基

因中 [120]。GULSUNER等 [121]则通过转录组映射的方

法 , 发现功能性DNMs破坏的基因主要在胎儿背外侧

和腹外侧前额叶皮层发育过程中形成转录共表达网

络和蛋白质相互作用网络 , 一些关键基因在神经元迁

移、突触传递、信号转导、转录调节和运输等方面

发挥作用。

3.1.5   神经退行性疾病      越来越多的证据表明 , 
DNMs对多种神经退行性疾病也有影响。最早的报

道是在一名 37岁的阿尔茨海默病 (Alzheimer’s dis-
ease, AD)患者中鉴定的DNMs, 该突变位于PSEN1
基因上 [122]; 随后又有多项研究报道了携带该基因

DNMs的其他病例 [123-124]。除了AD以外 , 也有多项
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研究发现肌萎缩侧索硬化症 (amyotrophic lateral 
sclerosis, ALS)先证者也携带SOD1、FUS等基因的

DNMs[125-127]。一项全外显子测序研究对 14名早发

性AD患者及健康父母进行研究后 , 发现6名患者携

带12个非同义DNMs, 其影响的基因显著富集在以

Aβ肽为中心的基因网络中 [128]。ALS的全外显子组

研究则确定了25个被非同义DNMs影响的基因 , 并
且这些DNMs富集在染色质调控相关通路中 [129]。但

是这些研究的结果却未能在近期另一项研究中被验

证 [130]。近期 , 有少量研究报道了DNMs对帕金森病

(Parkinson disease, PD)的影响 [131-132]。例如 , 一项包

括 21名早发PD先证者家系的全外显子测序研究共

鉴定了19个非同义DNMs, 发现3个受DNMs影响的

基因 (PTEN、VAPB和ASNA1)与已知PD基因具有互

作[132]。此外, 也有一些研究报道了DNMs对Bethlem 
肌病 [133]、早发性小脑萎缩 [134]、腓骨肌萎缩症 [135]等

神经退行性疾病的影响。

3.1.6   其他神经系统相关疾病      一些罕见的神经

发育性疾病也与DNMs有关。例如, 一项家系研究

发现 , 先天性脑积水患儿中TRIM71、SMARCC1、
PTCH1等神经管发育关键基因上的功能缺失型

DNMs负荷显著升高 , 这些突变可解释约10%的病

例 [136]。此外 , 编码区的DNMs也被发现与先天性

巨结肠 [137]和局限性脑皮质发育不良和半侧巨脑畸

形 [138]有关。此外 , 多项研究也报道了DNMs对强

迫症 [139-140]、双相情感障碍 [141]等其他神经精神类

疾病的影响。HALVORSEN等 [142]开展了目前最

大规模的强迫症全外显子组测序 , 涉及 587个强迫

症核心家系和 41个强迫症四人家系 , 发现预测有

害的错义DNMs在患者中显著增加, 同时在功能缺

失不耐受的基因上出现更多的功能缺失型DNMs。
另一项研究则对 53个强迫症家系进行全基因组测

序 , 报道了4个与强迫症有关的基因 (SETD5、KD-
M3B、ASXL3和FBL), 并且发现DNMs在部分非编

码区域的负荷显著增加 [143]。双相情感障碍的首个

外显子测序研究共纳入了 79个先证者家系 , 也发

现功能缺失型 DNMs显著富集于功能缺失不耐受

的基因中 [144]。此外 , 多项研究表明从双相情感障

碍先证者中鉴定的 DNMs显著富集在钙离子结合

蛋白相关基因中[144-145]。

3.2   DNMs与心脏相关疾病

DNMs与心脏相关疾病的研究主要聚焦于先

天性心脏病 (congenital heart disease, CHD)。大片

段基因组CNV是导致CHD发生的明确病因 [146], 这
些CNV可以传递自祖先, 也可以是新生CNV。多项

较大规模基于CHD家系的研究 (n>100)均发现CHD
患者新生CNV的频率显著增加 [147-148], 据估算至少

10%的CHD患者携带新生CNV[148]。2013年 , 儿科

心脏基因组学联盟 (the Pediatric Cardiac Genomics 
Consortium, PCGC)对362名CHD先证者核心家系进

行了全外显子测序 , 发现CHD病例的总体DNMs数
量未显著升高 , 但在心脏发育关键基因中 , 功能缺

失型DNMs数量显著增加 , 这些突变被认为解释了

约10%的CHD病例 [149]。随后多个更大规模的研究

也报道了相似结论[150-151]。不仅如此, 有研究进一步

发现CHD相关的功能缺失型DNMs主要富集在染色

质修饰相关基因 [152], 揭示了 23个可能导致CHD的

新基因[153]。近年来, 两项基于全基因组测序的研究

进一步揭示了非编码DNMs与CHD之间的关联。一

项研究对PCGC中749个CHD先证者家系进行全基

因组测序 , 发现CHD先证者携带更多功能性非编码

DNMs, 同时CHD已知基因的增强子上DNMs数量

也显著增多[154]。我们近期的一项研究也发现, 父源

的CpG位置上C>T碱基替换DNMs和功能性调控区

DNMs均可增加子代先天性心脏病的发病风险 [3]。

有研究指出 , 约有30%与CHD相关的DNMs存在于

参与组蛋白修饰和染色质重塑的基因中 , 可导致各

种类型的CHD表型 , 包括左心室流出道梗阻、圆锥

动脉干异常等 [155]。大动脉转位相关的DNMs等致

病变异富集在纤毛基因中 , 为纤毛在CHD发病机制

中的作用提供依据 [156]。此外 , 非编码区的DNMs也
被认为可以通过破坏心脏发育的转录和转录后调

控导致CHD的发生[154]。

3.3   DNMs与生殖相关疾病

近期 , 一项研究对 298个卵母细胞成熟障碍和

175个胎停的不孕女性及其父母进行全外显子组测

序 , 共鉴定了481个DNMs, 涉及474个基因 , 这些基

因富集在减数分裂 (减数分裂细胞周期、纺锤体组

织、减数分裂染色体分离等)、胚胎发育(宫内胚胎

发育、翻译起始调节、组蛋白修饰 )等生殖过程相

关的信号通路中 [157]。另一项研究也探讨了DNMs对
男性不育的影响。该研究对 185个不育男性及其父

母进行了全外显子组测序 , 鉴定了29个无义DNMs, 
不育男性的无义DNMs显著富集在功能缺失不耐受
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的基因中 [158]。此外 , 一些研究在中枢性性早熟 [159], 
低促性腺激素性性腺功能减退 [160]等患者中报道了

一些可能致病的DNMs。此外 , 有研究通过小鼠模

型证实了TUBA4A基因上的DNMs通过破坏HeLa细
胞微管网络的组装过程 , 导致小鼠卵母细胞成熟或

胚胎发育异常 , 进一步揭示了这些DNMs致生殖相

关疾病的潜在机制[157]。

3.4   DNMs与免疫相关疾病

一些证据显示DNMs也可导致免疫系统疾病。

例如 , 一项研究应用全基因组测序对 8对同卵双胞

胎 (其中 1个患有银屑病 )进行分析 , 共鉴定了 27个
DNMs, 发现这些DNMs附近5 Mbps的基因显著富集

在免疫应答、先天免疫应答和NF-κB信号通路等调

控通路中 [161]。此外 , 也有研究报道了DNMs对自身

炎症性疾病[162]、系统性红斑狼疮[163]、慢性肉芽肿[164]

等免疫性疾病的影响。

4   总结与展望
在大规模测序得以开展之前 , 通过细胞或者动

物模型进行突变机制的研究可能是探索DNA损伤

修复机制的唯一途径 , 但是这些研究却难以真实模

拟人类DNMs的发生过程 , 无法为其发生机制提供

直接证据。在过去十年中 , 测序技术的长足发展推

动了群体遗传学研究 , 在人类DNMs的起源和致病

性方面带来了全新的认知 , 但是目前对这些变异的

研究仍存在诸多挑战。

首先 , 当前的人类DNMs研究仍主要基于二代

测序技术 , 受限于读长较短的不足 , DNMs的检测类

型尚不完整: (1) 大部分的研究主要聚焦在本文提及

的点突变和短缺失插入 , 且常难以覆盖序列复杂度

低的基因组区域 ; (2) 对于大片段的结构变异 , 现有

检测技术的分辨率不足, 仅能对长度>100 Kb的变异

实现检测 , 但是这些变异由于对基因组的影响较大 , 
常导致严重的疾病, 因此在人群中频率极低, 而长度

在50 bp~100 Kb间的结构变异更为丰富 , 虽然可以

通过二代测序检测, 但是仍不能准确识别其断点, 并
且在检测过程中难以与假阳性变异区分。考虑到

配子发生中的双链断裂修复过程可能是DNMs发生

的重要机制之一 , 突变类型不全可能是目前对人类

DNMs发生机制理解缺失的重要原因。而第三代测

序技术的逐渐成熟有望为解决上述问题提供契机 : 
一方面 , 通过三代测序构建的参考基因组序列可以

有效提升序列复杂度低的区域变异检测的准确性 ; 
另一方面, 随着三代测序变异检测准确性的提升, 长
读长测序可以准确覆盖基因组上的所有变异类型。

需要注意的是 , 三代测序的高成本和高样本需求仍

是制约其在人群研究中应用的主要原因。

其次 , 人类DNMs的起源、影响因素及发生机

制的研究仍然存在较多挑战。突变基因组特征的关

联分析可以为DNMs的发生机制推断提供线索 , 但
是这种联系仍然局限在关联层面 , 可能受到诸多基

因组因素的干扰 , 因此此类研究需要良好的偏倚控

制并结合分子生物学实验验证才能得到可靠的结

论。人群关联研究是探讨DNMs发生机制更直接的

方式 , 但是需要依赖特殊且严谨的流行病学研究设

计: (1) 大样本的“父–母–子代”核心家系是鉴定人类

DNMs的基本设计 , 如何获取家系的生物样本并进

行高质量基因组检测是该设计的难点之一; (2) 前瞻

性获取可能对突变发生产生影响的个体信息是进行

因果推断的重要保障 , 也是该设计需面临的核心挑

战。当前研究往往基于已有基因组数据的人群进行

回顾性信息采集 , 因此常仅能获取父母生育年龄、

孕周等这些易于无偏获取的基本信息。与之相比 , 
建设高质量的出生队列并开展测序研究是全面解析

人类DNMs影响因素的最有效途径 , 而这些影响因

素的解析不仅可为DNMs的发生机制提供直接证据 , 
也可为疾病预防向致病突变预防的“关口前移”新策

略提供理论依据。

再次 , 核心家系结合二代测序的研究仅能推断

20%~30%突变的父母起源 , 并且推断结果可能受到

受精卵分裂早期突变的干扰。因此 , 人类DNMs起
源的追溯需依赖更为精细的设计。例如 , 对子代样

本进行二代和三代测序有望实现父母源单倍型的准

确构建 , 从而将突变父母源的推断率大幅提升 ; 在
三世代家庭中开展二代测序研究也有助于构建单倍

型并提高父母源推断率 , 同时该设计还有可能提供

胚胎源DNMs的准确识别 ; 高精度深度测序技术和

单细胞基因组技术的发展为检测配子和胚胎来源的

DNMs提供了可能。这些特殊设计的研究不仅可为

解析不同起源突变的发生机制差异提供关键信息 , 
还可以为这些突变的筛查策略制定提供差异化的方

案。

最后 , 人类DNMs的致病性评价仍然困难重重。

一方面 , DNMs主要发生在非编码区 , 而既往研究发
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现的致病性DNMs仍然局限于经典的功能缺失型突

变 , 对编码区的其他突变以及非编码突变的致病性

评价尚缺乏成熟的体系 , 结合基于序列特征的深度

学习模型和高通量的细胞 /在体功能评价系统可能

是解决该问题的可行方案。另一方面, 致病性DNMs
的发现为疾病的遗传模型提供了思路 , 但是越来越

多的DNMs被发现并非完全外显 , 基于核心家系的

病例 –对照研究是发现这些不完全外显DNMs的最

有效途径 , 依托良好的大规模队列构建完善的健康

人群DNMs数据及共享体系可为上述研究提供优质

对照, 推动领域内致病性DNMs的高效发现。
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