
非免疫性水肿（NIHF）是目前引起胎儿水肿的最常

见原因，研究表明遗传因素（如单基因遗传病、染色体结

构或数目异常）、血液病、感染和心血管疾病均可导致非

免疫性胎儿水肿［1- 3］。先天性红细胞生成障碍性贫血

（CDA）是一种罕见的孟德尔遗传病，该病以大红细胞贫

血、无效红细胞生成和发育不良为主要特征［4］。OMIM

数据库根据临床症状和突变基因的不同，可将CDA分

为5种类型［5］：即CDA Ⅰ型（CDAN1基因和C15ORF41

基因）、CDA Ⅱ型（SEC23B基因）、CDA Ⅲ型（KIF23基

因）、CDA Ⅳ型（KLF1基因）和XLTDA（GATA1基因）。

约75% CDA Ⅰ型是由于15号常染色体上CDAN1基因

复合杂合突变所致［6］，其特点是在儿童、青少年或以后的

生活中出现中度至重度的大细胞性贫血［7］。目前，国内

暂无CDA Ⅰ型基因检测相关中文研究报道，国际上有关

该疾病的研究对象大多为青少年和儿童，且主要侧重研

究患者血液学参数与红细胞形态变化以及分析该病的

Whole exome sequencing analysis of compound heterozygous variants of CDAN1 gene
in a Chinese family with non-immune hydrops fetalis
WANG Yanchao1, 2, 3, LI Qing1, 2, 3, SUN Xiaofang1, 2, 3, LI Shaoying1, 3, HE Jianchun1, 3, ZHANG Mincong1, HUANG Linlin1, HE Wenzhi1, 2, 3

1Experimental Department of Institute of Obstetrics and Gynecology, Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University,
Guangzhou 510150, China; 2Key Laboratory for Major Obstetrics Diseases of Guangdong Province, Guangzhou 510150, China; 3Key
Laboratory of Reproduction and Genetics of Guangdong Higher Education Institutes, Guangzhou 510150, China

摘要：目的 对一例因不明原因胎儿期水肿的流产组织进行临床和遗传学分析，为该家系产前诊断以及遗传咨询提供可靠的理

论依据。方法 采集孕妇外周血进行血常规、Rh血型和TORCH检测。采集羊水细胞用于细胞培养和G显带核型分析。提取胎

儿引产组织基因组DNA行全基因组拷贝数变异测序；采用Agilent's SureSelect XT Human All Exon V6进行文库制备和外显子

捕获,并使用 Illumina NovaSeq 6000 对胎儿及其家系成员 DNA 行全外显子组测序（trios-WES），并利用 SIFT 、I-mutant2、

PolyPhen-2 及PROVEAN生物信息学软件对变异位点进行蛋白功能预测。利用Alpha Fold 2和PyMOL软件对CDAN1的结构

进行建模和可视化分析；用Sanger测序对先证者及家系成员进行突变检测和验证。结果 胎儿17周超声提示胎儿全身皮下广

泛水肿，右侧胸腔大量积液，肝脾增大，胎盘增厚，心包缺损。染色体核型分析检测和染色体拷贝数变异测序结果均正常；全外

显子组测序显示CDAN1基因：c.2140C>T（p.Arg714Trp）和c.1264_1265delCT（p.Leu422Glyfs*16）复合杂合突变，分别来自先

证者父亲和母亲，生物信息学预测为可能致病性突变，对应的疾病为先天性红细胞生成障碍性贫血1型。结论全外显子组测序

结果显示，该胎儿为先天性红细胞生成障碍性贫血（CDAN1基因突变）导致的胎儿期非免疫性水肿，其中CDAN1基因c.1264_

1265delCT为首次报道的突变。
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Abstract: Objective To study the clinical characteristics and genetic variants in a family with non-immune hydrops fetalis.
Methods Peripheral blood samples were collected from a pregnant woman with suspected non-immune hydrops fetalis of the
fetus for routine blood analysis, Rh typing and TORCH test. Amniotic fluid sample was collected for G-banded chromosomal
karyotyping. The gnomic DNA of the proband was extracted for analysis of chromosomal abnormalities using copy number
variation sequencing. Whole-exome sequencing (Trios-WES) was performed on Illumina NovaSeq 6000 platform and exonic
DNA was enriched using Agilent Sure Select XT Human All Exon V6. Sorting intolerant from tolerant (SIFT), I-mutant2,
PolyPhen-2 and PROVEAN were used to predict the potential effects of amino acid substitution on protein function and
splicing variation. The spatial structure of codanin-1 was modeled and visualized with Alpha Fold 2 and PyMOL 2.3 software,
and the variants with potential clinical significance were confirmed by Sanger sequencing. Results Fetal ultrasound at 17
weeks of gestation showed extensive subcutaneous edema, ascites, pleural effusion, enlarged liver and spleen, thickened
placenta and pericardium defect. NGS reveals that proband has carried c.2140C>T, p.R714W, and c.1264_1265delCT, p.L422*
compound heterozygous variants of CDAN1 gene, which were found to be pathogenic and inherited from proband’s father
and mother respectively. Conclusion We identified a novel heterozygous CDAN1 gene mutation causing fetal-onset congenital
dyserythropoietic anemia type 1, which triggers non-immune hydrops fetalis.
Keywords: congenital dyserythropoietic anemia type 1; CDAN1; non-immune hydrops fetalis; whole-exome sequencing
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临床症状和治疗方案。有关该疾病在胎儿期的报道非

常少，研究者发现该基因变异可导致胎儿溶血性贫血、

水肿、肝脾肿大和严重肺动脉高压［6, 8］。总而言之，该基

因不同位点的变异可表现在不同时期（胎儿期、儿童期、青

少年期和成人期）和不同严重程度（从中度至重度贫血）。

分析该疾病在各个不同时期的临床表现，有助于扩展临

床医生对该病的病程认识，加深对基因型-表现型关联

的理解，也有助于临床对胎儿水肿的病因学认识。

本研究采用全外显子组测序技术（WES）分析了1

例先天性红细胞生成障碍性贫血1型家系，检测到引

产胎儿的CDAN1基因存在复合杂合突变，找到了该

家系孕期胎儿非免疫性水肿的遗传学病因，为该家系

后续生育指导和出生缺陷防控提供了科学解释和理

论依据。

1 资料和方法

1.1 研究对象

孕妇22周岁，G1P1，于我院产前诊断科就诊，孕17

周超声提示胎儿水肿综合征，肝脾增大，心包缺损，孕妇

本人要求终止妊娠，并行羊膜腔引产术查因。本研究经

广州医科大学附属第三医院医学伦理委员会批准（医伦

会审［2021］第115号），所有基因诊断均取得患者家属

的同意，并签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 样本DNA提取 采集胎儿引产组织和羊水细胞

及其父母外周静脉血各 5 mL，EDTA-K2抗凝。采用

Qiagen 微量 DNA提取试剂盒（Qiagen），按照说明书提

取基因组 DNA，并放置-20℃保存备用。

1.2.2 羊水细胞培养和G显带核型分析 取20 mL羊水

分 2管，转速 1800 r/min离心 10 min，弃上清，留取约

0.5 mL细胞悬液，加入1 mL新鲜羊水培养基，混匀，

37℃，5% CO2进行原代培养，收获细胞后按照标准流程

进行G显带染色，按照中华人民共和国卫生行业标准

（WS322.2-2010）分析羊水细胞染色体，常规计数20个

细胞，分析3~5个核型。

1.2.3 全基因组拷贝数变异测序 采用基因组拷贝数异

常检测试剂盒（贝康医疗）进行文库构建和后续实验，测

序采用DA8600（达安基因）高通量测序仪对引产组织

样本100 Kb以上已知明确致病的CNVs，以及1 Mb以

上的片段缺失/重复进行检测。

1.2.4 全外显子组测序 使用 Agilent's SureSelectXT

Human All Exon V6（Agilent）进行外显子捕获测序,使

用Illumina NovaSeq 6000测序系统进行人类全基因外

显子组高通量测序。

1.2.5 测序结果分析 采用BWA软件对所获得的序列

进行比对，使用 GATK 对序列进行重排，并对变异

（SNPs、indels）进行识别、注释和统计分析。

1.2.6 变异位点检测 用Sanger测序对先证者及家系成

员进行突变检测和验证。采用Primer Primer5.0软件设

计CDAN1基因：c.1264和c.2140位点上下游序列扩增

引物，由上海生工科技有限公司合成，引物序列为：

CDAN1- F1：GGCTGCTGTGCTTCTCACC，CDAN1-

R1：GTCATCTCATTCCCTCCCCA。CDAN1- F2：CT

GGATGTGCGGACTCTGC，CDAN1- R2：TGGGGAC

TGTCTCTCAGCG PCR扩增产物用ABI3500XL测序

仪（美国Applied Biosystems公司）进行一代测序。使

用DNASTAR软件查看Sanger测序结果并与人类基因

组序列进行比较。

1.2.7 变异位点的致病性分析 CNV-Seq 将测序得到

的reads与已知人类参考基因组（hg19）进行比对。CNV

片段结果与DECIPHER、OMIM 、DGV、C1inVar等数

据库进行比对和关联表型的注释。WES-Trios:查询

HGMD（Human Gene Mutation Database）、SNP/Ex

AC 、gnomAD和1000 Genomes Project数据库，对新

发现的变异位点采用SIFT 、I-mutant2、PolyPhen-2及

PROVEAN生物信息学软件进行蛋白功能预测。同时

根据美国医学遗传学与基因组学学会（ACMG）2015

年发布的基因变异解读标准和指南进行变异致病性

分析。

1.2.8 变异位点的氨基酸保守性分析 并用 Clustal

Omega软件分析突变位点蛋白质序列的保守性。

1.2.9 变异蛋白空间结构模型分析 针对变异位点用

Alpha Fold 2（https://alphafold.ebi.ac.uk）对CDAN1的

结构进行建模，预测错义突变前后对蛋白质空间结构的

改变，采用PyMOL 2.3software对蛋白质的三维结构进

行可视化分析。

2 结果

2.1 先证者主要临床特征

临床超声提示：全身皮下广泛水肿，胸腹腔积液，肝

脾增大，胎盘增厚，心包缺损，股骨、头围<-2SD。引产

后胎儿组织可见胎儿水肿（图1A）其他相关检查：孕妇

22周岁，Rh（D）血型阳性，不规则抗体阴性，血常规结果

正常，胎儿腹水常规正常，排除常见免疫性贫血所致胎

儿水肿的可能。胎儿父母非近亲结婚且表型正常，孕期

无用药史或不良环境接触史。

2.2 羊水细胞培养和G显带核型分析：46，XY，未发现

异常核型

2.3 全基因组拷贝数变异测序

检测范围内未见明显异常。

2.4 全外显子组测序数据质量

全外显子组双向测序目标捕获区平均测序深度为
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163.51×，测序目标区域覆盖度为99.90%，目标区域捕

获均一性为为 93.85%，覆盖 30 ×以上区域占比为

94.40%，Q30为94.40%。设计质量符合实验设计要求。

2.5 基因检测结果

测序数据经dbSNP、Ex AC和1000 Genomes数据

库的过滤筛选后，发现了胎儿组织 15号染色体上的

CDAN1基因（NM_138477.4）存在两个突变，经父母数

据比对确认为复合杂合突变。包括8号外显子上的移

码突变 c.1264_1265delCT（p.Leu422Glyfs*16），和 14

号外显子上的错义突变c.2140C>T（p.Arg714Trp）（图

1B，表1）。

2.6 变异位点的致病性分析

CDAN1 基因 14 号外显子上的杂合错义突变

c.2140C>T，可导致其编码的第 714位氨基酸精氨酸

（Arg）被色氨酸（Trp）取代，Clustal Omega软件分析该

位点编码的第714位氨基酸在人类、鼠、长臂猿、猴、牛、

猪、马、犬、大熊猫的物种进化过程中均高度保守（图

2A）。PolyPhen- 2、I- Mutant v2.0、Mutation Taster 和

PROVEAN等生物信息学预测其编码蛋白有害或降解

（表 2）。蛋白模型分析显示p. Arg714Trp变异后，取代

后的氨基酸之间的氢键和疏水作用力改变，致使蛋白质

空间结构发生改变（图2B）。该变异在ClinVar数据库

中记录为可能致病性，在HGMD数据库中记录为致病

性。在ExAC数据库正常对照人群频率为0.0000417，

在 gnomAD 数 据 库 正 常 对 照 人 群 中 频 率 为

0.00007569。有文献报道［1,9-11］，在先天性红细胞生成障

碍性贫血1型患者中检测到该变异与其他可能致病性

或临床意义未明变异构成复合杂合突变结合已知致病

性证据，根据ACMG遗传变异分类标准，判断该变异为

可能致病性（PM2+PM3+PS3_Supporting+PP3）。

CDAN1 基因 8 号外显子上的杂合移码突变

c.1264_1265delCT，导致蛋白编码在第 422位亮氨酸

（Leu）由甘氨酸（Gly）取代，并在随后15位提前出现氨

基酸的终止密码，变异截短大于10%的蛋白质，可能发

生NMD（Nonsense-mediated mRNA decay）导致蛋白

功能受损，AutoPVS1等生物信息学预测其编码蛋白有

害。蛋白模型分析显示变异后，形成了截短的CDAN1

蛋白质（图2C）。该变异在ClinVar数据库和HGMD数

据库中暂无记录，在ExAC数据库正常对照人群频率为

0.000008237，在gnomAD数据库正常对照人群频率为

0.000003976，根据ACMG遗传变异分类标准，判断该

变异为可能致病性（PVS1+PM2）。

2.7 Sanger测序验证分析

对该家系成员3人CDAN1基因进行Sanger测序

验证，先证者（Ⅱ1）c.2140C>T/c.1264_1265delCT复合

杂合突变，其父（Ⅰ1）为c.2140C>T /WT杂合突变，其母

（Ⅰ2）为c.1264_1265delCT杂合突变，与WES结果一致

（图1C）。

3 讨论

胎儿水肿（HF）发病率是1/1700到1/3000，当胎儿有

至少两个不同部位的液体积聚时，可诊断为胎儿水肿［12］。

随着抗Rh（D）免疫球蛋白的临床应用，免疫性水肿的比

例已明显下降，非免疫性水肿（NIHF）所占比例逐渐升

高。然而，由于NIHF的病因复杂且临床预后较差，大

部分致病原因和致病机制仍不清楚，其发病率、死亡率

和复发风险因病因的不同而有很大差异。因此，对遗传

学病因的确定，有益于临床医生对疾病的预后判断、复

发风险评估和遗传咨询［2, 13, 14］。我们的研究结果说明，当

NIHF排除染色体非整倍体和拷贝数变异的因素后，全

外显子测序技术将是一种可行且有效的分子诊断方法。

先天性红细胞生成障碍性贫血（CDA）是一种非常

罕见的遗传病，该病的特征为成红细胞形态异常，红细

胞无效生成，大细胞贫血，部分患者可表现为骨骼发育

异常、指甲发育不全和脊柱侧弯。由于统计样本量、种

族和基因诊断能力的差异，目前该疾病的总人群发病率

暂不清楚。目前，未见基于中国人群的发病率统计和系

统性研究［15］。CDA的临床症状异质性比较大，从无症

状者到重度贫血均可出现。有些亚型，如CDAⅡ型容易

被误诊为其他类型的贫血或由于国家发展程度和机构

检测能力的差异而未被发现。值得指出的是，虽然通过

光学显微镜和骨髓穿刺等传统技术手段可以诊断CDA，

但却不能将CDA的亚型进行很好的区分，因此全外显子

测序可作为一种创伤小而操作性强的替代方法［5, 16］。

CDAN1基因的28个外显子位于染色体15q15，跨

越基因组1.5 kb，编码含有1227个氨基酸的codanin-1

蛋白，该蛋白是一种O-糖基化蛋白，可能与核膜完整性、

微管附着有关［11, 17］。CDAN1基因突变最常见于新生儿

和青少年。在新生儿期临床表现为肝脏肿大、早期黄疸

和宫内生长迟缓，在青少年期，大多数受累者终身伴有

中度至重度贫血，通常伴有黄疸、脾肿大和胆结石，部分

存在脊柱侧凸和四肢畸形［1, 6, 8, 17-19］。仅有极少数病例报

道了妊娠期的胎儿水肿，且除两篇报道外，大多研究报

道均未行相关基因检测，仅根据外周血象和骨髓穿刺结

果进行了临床确诊［20-23］。2019年新加坡的一篇研究发

现了一例患胎在孕19周被诊断为胎儿水肿，表现为肝

脾肿大、腹水、胎盘增厚、四肢发育落后和心包积液伴心

脏扩大［9］，随后，该研究者检测出CDAN1基因c.1744C>

Tp.Q582*和c.2140C>T复合杂合。该胎儿在宫内多次

输血治疗，最终在出生后5个月死于多器官功能衰竭和

脓毒血症。上述病例与本研究的患胎均携带了同样的

c.2140C>T错义突变，和突变位点不同的移码突变——
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图2 生物信息学预测和蛋白3D结构可视化
Fig.2 Bioinformatics and three-dimensional protein structure visualization. A: Conservative analysis of amino
acid site 714 of Codanin-1 protein. B: The structure of Codanin-1 is modeled to predict the effect of missense
mutations on protein structure using Alpha Fold 2. Arrow on the left shows the location of amino acid site 714,
and the hydrogen bonds and hydrophobic forces between the amino acids and changes in protein spatial
structure are shown on the right. Blue dotted lines are hydrogen bond interactions, and yellow dotted lines are
hydrophobic interactions. C: Prediction diagram of truncated Codanin-1 protein model.
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图1 家系CDAN1基因结果
Fig.1 Gene sequencing result of the proband's family. A: Abnormal subcutaneous edema, ascites, pleural
effusion of the affected individuals. B: Pedigree of the family's CDAN1 variations in the proband's family. C:
Sanger sequencing revealed that the variation occurred at the c. 2140 and c. 1264_1265 sites in CDAN1 gene. The
heterozygous mutations of the family at positions c.2140C>T and c.1264_1265delCT.
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前者为 c.1744C>T，本例为 c.1264_1265delCT，为国内

外首次报道的突变，可能因产生了截短蛋白而影响蛋白

质功能，因此，在临床症状上有相似的表现——均在中

孕期发生了明显的胎儿水肿等一系列表型。这提示了

我们可根据突变类型和突变位点对患儿愈后作出一定

程度的预判。

Liu等［20］报道了一例中国患胎在孕22周B超发现

胎儿水肿、腹水伴心脏扩大，胎儿大脑中动脉收缩期峰

值流速（MCA-PSV）升高，脐血穿刺检测提示胎儿严重

贫 血（Hb 6.5 g/dL），WES 检 测 出 CDAN1 基 因

c.2059C>T（p.R687C）纯合突变，最终孕妇决定终止妊

娠。该病例与本研究病例表现型相似，且均未发现胎儿

四肢结构异常，本研究病例由于胎儿孕周较小脐带细，

未能抽取脐血行相关血液学检测。

目前，已在多名 CDA 患者中检出 c.2140C>T

（R714W）突变，研究表明该区域位于CpG岛上，被认为

是CDAN1的突变热点区域［1, 17, 24］，且目前已报道的致病

性突变多集中在12-24号外显子上，提示该区域突变可

能导致更严重的临床症状［24］。

然而，CDAN1基因突变类型和临床严重程度的相

关性仍不清楚，本研究暂时无法解释部分儿童患者脊柱

侧凸、四肢畸形和指甲发育不全的原因和机制，且多数

报道由于当时检测方法所限，均未行全外显子组测序，

或仅检测了CDAN1基因，是否存在其他共效基因影响

患者临床表型，有待进一步研究。

综上，通过家系全外显子组测序方法，我们对一例

不明原因的胎儿期非免疫性水肿家系进行遗传学分析，

发现了CDAN1基因 c.2140C>T/c.1264_1265delCT复

合杂合突变。本研究首次报道了CDAN1基因8号外显

子的一个新的突变，丰富了CDA致病基因的突变列表，

及其在妊娠期胎儿水肿综合征中发挥的作用，同时加深

了我们对该基因表现型和个体表现度差异性的认识，为

该家系的遗传咨询、生育指导提供相应理论支持。
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表1 先证者家系CDAN1基因突变位点
Tab.1 Mutation site of CDAN1 gene in the proband's family
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CDAN1

CDAN1

mRNA

NM_138477.4

NM_138477.4

cDNA

c.1264_1265delCT

c.2140C>T
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p.Leu422Glyfs*16

p.Arg714Trp

Proband
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Heterozygous

Pathogenicity

Likely pathogenic

Likely pathogenic

Mother

Heterozygous

Wide type

Father

Wide type

Heterozygous

表2 生物信息学预测CDAN1基因c.2140C>T位点的致病性
Tab.2 In silico analysis for predicting the pathogenicity of site
c.2140C>T

Predicting Tools

PolyPhen-2

PROVEAN
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I-Mutant v2.0

Prediction result

Probably damaging

deteriousDeterious

Damaging
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Score
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