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基因诊断又称
0(;

诊断或分子诊断#由于基因的功能与

人类疾病密切相关#通过分子生物学和分子遗传学技术#直接

检测分子结构水平或表达水平是否异常#从而对疾病做出判

断)基因诊断是继形态学+生物化学和免疫学诊断之后的第
#

代诊断技术#它的诞生与发展得益于分子生物学理论和技术的

迅速发展#更多先进+简便的基因诊断方法也不断涌现)现将

基因诊断中常用的分子生物学技术新进展综述如下)

B

!

基因诊断技术的应用

B,B

!

分子杂交技术1

"

2

!

分子杂交技术包含核酸的分离与纯

化+探针的制备和分子杂交
$

个步骤)分子杂交包括
Y<=?M>@7

杂交+

(<@?M>@7

杂交+

0<?

杂交和
U>6?>@7

杂交#分别用于检测

特定的
0(;

+

:(;

和蛋白质)

Y<=?M>@7

杂交+

(<@?M>@7

杂交

和
0<?

杂交也称核酸的分子杂交#其基本原理是具有一定同源

性的两条核酸单链在适宜的温度和离子强度下#根据碱基互补

的原则退火形成稳定的异源双链)杂交的过程是高度特异性

的#已知核酸片段作为探针并加以标记#用于检测)

U>6?>@7

杂交又称免疫学测定#它与核酸分子杂交的区别关键在于探针

的性质#用于
U>6?>@7

杂交的探针多为单克隆或多克隆抗体#

是通过抗原抗体反应进行检测的)分子杂交技术可应用于基

因克隆的筛选和酶切图谱的制作+基因组中特定序列的定量和

定性检测+基因突变分析等方面)
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!

IR:

技术
!

聚合酶链反应&

N

<C

F

A>@B6>GMB57@>BG?5<7

#

IR:

'又称体外基因扩增技术)

IR:

的基本原理是人工合成

一对
8%

!

$%

个核苷酸的寡聚引物)通过和靶
0(;

的变性处

理#在
0(;

聚合酶的作用下#以靶
0(;

为模板#合成引物之

间的
0(;

片段)这个过程是由温度控制的#所以
IR:

是一个

在引物介导下反复进行热变性+退火+引物延伸
$

个步骤而扩

增
0(;

的循环过程)而近些年来#

IR:

技术不断发展#各种

方法层出不穷)例如强化
IR:

+膜结合
IR:

+锚定
IR:

+错配

IR:

+原位
IR:

+彩色
IR:

+反向
IR:

+不对称
IR:

+增效
IR:

+

定量
IR:

和重组
IR:

等1

"

2

)而
IR:

与其他技术相结合形成

的新方法使
IR:

技术的实用性得到了延伸+补充和发展1

8

2

)

B,C,B

!

IR:

产物的限制性片段长度多态性分析&

IR:9

:f*I6

'

!

用
IR:

方法将包含待测多态性位点的
0(;

片段扩

增出来#然后用识别该位点的限制酶来酶解#根据限制酶片段

长度多态性分析作出诊断)

B,C,C

!

IR:

结合特异性寡核苷酸探针斑点杂交&

;Y1

'

!

根

据常见的突变体类型#合成一系列具有正常序列和突变序列的

等位基因特异性寡核苷酸和相应的引物#

IR:

产物能与正常

和突变探针均杂交者为杂合子#仅与突变探针杂交者为纯合

子#健康人只与正常探针杂交)

B,C,D

!

IR:

结合单链
0(;

构象多态性&

YYRI

'

!

在适当条

件下#单链
0(;

的电泳迁移率不仅与
0(;

的相对分子质量

大小有关#而且与其构象有关#而单链
0(;

的构象又是由其

碱基序列所决定的)双链
0(;

经变性成为单链
0(;

#在非变

性聚丙烯酰胺凝胶中电泳#由于碱基序列发生变化&至少一个

碱基的变化'就可导致构型的改变#使泳动速率发生改变#从而

将变异的
0(;

与正常
0(;

区分开来)

B,C,K
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IR:

结合异源双链分析法&

^;

'

!

IR:

扩增产物经加

热变性#形成的
#

条单链
0(;

分子#在低温下重新形成双链

0(;

分子时#除原有
8

条同源
0(;

双链外#还可因正常单链

和异常单链序列基本相配而产生
8

条新的异源双链
0(;

分

子)异源双链含有不配对区域#二级结构与同源双链不同#具

有异常泳动特性#在非变性凝胶上表现为与正常条带位置不同

的异常带)

B,C,N

!

IR:

结合变性梯度凝胶电泳&

0OO)

'

!

当双链
0(;

在梯度变性的聚丙烯酰胺凝胶中行进到与
0(;

变性温度&熔

点'一致的凝胶变性浓度位置时#

0(;

发生解旋变性#此时电

泳速度迅速降低)而当解旋的
0(;

链中有一个碱基突变时#

将会影响其电泳速度变化的程度)用
0OO)

分析目的基因的

IR:

产物几乎可以检出所有突变)

IR:

技术不仅可用于基因

分离+合成+克隆和核酸序列分析#还可用于突变体和重组体的

构建+基因表达调控的研究#在临床上广泛用于遗传病基因诊

断+产前诊断+病原体的检测+肿瘤发病机制的探讨和法医鉴定

等各个方面)

B,D

!

0(;

测序技术1

$

2

!

0(;

测序技术主要包括
YB7

L

>@

双

脱氧链中止法和
B̀EBA9O5CK>@?

化学裂解法#尤以前种方法常

用)

YB7

L

>@

双脱氧链中止法是用放射性同位素标记引物#用

双脱氧核苷酸终止
0(;

链的延伸#产生长度不等的
0(;

片

段#再由高分辨力的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离#放射至显影读

取结果)在各种筛选方法的敏感性和特异性受限时#

0(;

测

序无疑是突变分析的最重要方法)现在的直接测序方法用四

色荧光标记代替了放射性同位素标记#测序自动化程度大为提

高#操作简便#但费用高昂)
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B,K

!

荧光原位杂交技术1

#

2

!

荧光原位杂交&

HC=<@>6G>7G>57659

?=M

F

K@5D5gB?5<7

#

f2Ŷ

'是用生物素或地高辛等非放射性物质

标记探针#根据碱基配对原则进行杂交#并通过荧光素偶联的

抗原抗体检测系统#在组织+细胞及染色体上对
0(;

或
:(;

进行定性及定位分析的一种技术)

f2Ŷ

技术经不断改革和

完善#已衍生为一个系列#包括染色体涂染+间期荧光原位杂

交+多色荧光原位杂交和
0(;

纤维荧光原位杂交等)

f2Ŷ

技术在基础和临床都得到了广泛应用#例如基因制图+染色体

进化+先天畸形诊断+肿瘤诊断和产前诊断等)

B,N

!

免疫组织化学技术1

+

2

!

免疫组织化学又称免疫细胞化

学#它利用抗体与抗原之间的结合具有高度特异性这一特性#

将抗原抗体间的免疫反应引入组织切片或细胞标本中待测抗

原或抗体作定性+定位+定量检测)免疫组织化学的全过程包

括抗原的提取和纯化+免疫动物或细胞融合+抗体效价检测和

纯化+标记抗体+细胞和组织切片的制备+免疫组织化学反应和

显色+观察和分析结果等)目前常用的免疫组织化学方法有
$

种!过氧化酶
9

抗过氧化酶&抗体'复合物&

I;I

法'+卵白素
9

生

物素复合物&

;_R

法'+链霉亲和素&

Y;_R

法')免疫组织化学

技术可用于病原体+癌基因和抗癌基因及其表达水平等方面的

检测)

B,O

!

基因芯片技术1

&

2

!

基因芯片技术是一种建立在杂交测序

基本理论上的全新技术#该技术是将许多特定的基因片段有规

律地排列固定于支持物上#然后通过与待测的标记样品按碱基

配对原理进行杂交#再通过检测系统对其进行扫描#并用相应

软件对信号进行比较和检测#得到所需的大量信息#进行基因

高通量+大规模+平行化+集约化的信息处理和功能研究)它的

出现#使基因序列测定+基因功能测定等工作的程序得到了极

大的简化)基因芯片技术使用了包括光控固相化学合成+激光

共聚焦等在内的多项先进技术#试验实现了全部自动化#操作

极为简便)该项技术#已经在基因多态性分析+基因表达分析

等多方面得到了广泛的应用#并已开始应用于临床诊断)

C

!

基因诊断疾病的分类)

T

*

C,B

!

感染性疾病的病原诊断
!

例如人乳头瘤病毒+肝炎病毒+

结核杆菌+

2̂a

+人类巨细胞病毒+疱疹病毒&

)_

'+淋病奈瑟

菌+幽门螺杆菌+脑膜炎奈瑟菌+螺旋体及疟原虫+弓形虫以及

支原体+衣原体+立克次体等的检测)

C,C

!

遗传病的基因异常分析
!

例如血红蛋白病+苯丙酮尿症+

杜氏肌营养不良症等疾病的诊断)

C,D

!

各种肿瘤的生物学特性的判断1

/

2

!

肿瘤是一类多基因

病#其发展过程复杂#临床表现多样#涉及到多个基因的变化#

并与多种因素有关#因而相对于感染性疾病及单基因遗传病来

说#肿瘤的基因诊断难度较大)主要应用于以下几个方面!&

"

'

肿瘤的早期诊断及鉴别诊断(&

8

'肿瘤的分级+分期及预后的判

断(&

$

'微小病灶+转移病灶及血中残留癌细胞的识别检测(&

#

'

在判断手术中肿瘤切除是否彻底+有无周围淋巴结转移方面也

很有优势1

$

2

)

综上所述#与传统诊断方法相比较#基因诊断更灵敏+准

确+快捷)而根据对致病基因的了解程度#基因诊断可采用不

同的方法)分子诊断未来的发展方向是发挥其在疾病预测+预

防和个体化治疗中的作用#充分发挥分子诊断在克服耐药性治

疗中不可替代的作用1

3

2

#同时必须关注分子诊断中的医学伦理

和生物安全问题#并加强基因诊断技术的质量控制1

"%

2
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附睾精子成熟的概念最早在
8%

世纪由
e<=7

L

1

"

2提出#但

当时并没有引起明显的反响#并且一直存在着两种不同观点#

一种观点认为附睾精子成熟仅是时间依赖性的事件#即认为精

子的成熟变化是随着精子在附睾转运过程中随时间推移而发

生的#另一种观点认为附睾精子成熟是一个复杂的生理过程#

主要受到来自附睾微环境和精子本身因素的影响)直到
8%

世

纪
&%

年代
_>DH<@D

1

8

2和
1@

L

>K579R@56?

1

$

2根据试验明确提出了

附睾精子成熟的理论#睾丸产生精子并不成熟#缺乏运动和精

卵结合能力#精子在附睾中的成熟不是自发和时间依赖的#而

是通过与附睾分泌蛋白相互作用来完成)附睾液微环境组成

随着不同区段而发生复杂和连续的变化)附睾上皮的分泌和

吸收活动调节了附睾液的变化也因此决定了精子成熟的微环

境1

#

2

)

8%

世纪末#有关附睾精子成熟研究得到了快速发展#涌现
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