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快速检测染色体非整倍体标本疾病的价值$方法
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利用
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号

及
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染色体上
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个
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!短串联重复序列#位点进行多重
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扩增%在
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内快速检测染色体非整倍体标本$通

过建立两个多重
Q%4

体系%对
;+)

例临床标本!包括外周血&绒毛膜及羊水标本#进行检测$结果
!
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例标本中
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例结果与染色体核型结果相符%其中
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例
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外周血标本%
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例
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三体综合征标本&
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例
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标本未检出%
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例羊水标本分析失败%与传统染色体核型分析方法相比%其灵敏度及特异度分别为
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技术可用于快速诊断非整倍体疾病$

"关键词#

!

多重定量荧光
Q%4

染色体核型分析'

!

+)3

三体综合征'

!

&MGF?DMB?@h

综合征'

!

<I@F?@h

综合征

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&$2&%$$

文献标志码$

6

文章编号$

)*:+3;'00

!

+()+

#

)03),'*3(+

K4F8+

H

F5Q

T

>0UBL:58578+9-96E-54

H

F9+:+-7AD939,935V

$

W

$

).

$

),

$

+)

"

!

RO$%&M35

)

$

KO%&I(/

+

$

I$%&S/3

)

$

H9$%HCAL'/

)

$

G9H35AD/3

)

$

)#4%&C/A+35

)

$

?9#35

,

)

$

)#4%#C3A

=

C5

+

#

)J&C35

,

L'*CO5;</<C<(

-

*6!*

E

C+3A

</*5351M30/+

=

!+355/5

,

$

&C35

,

L'*C

$

0)('*(

$

)'/53

(

+JK335&(5(K/3

,

5*;/</2)(5<(6

$

FC5H3<A;(595/:(6;/<

=

$

&C35

,

L'*C

$

&C35

,

1*5

,

0)(**0

$

)'/53

%

&

I;,8DE78

'

!

";

*

578+J5

!

<=?c

P

M=@?BC?AJMI?=DWIMB

P

M?cd#3Q%4K?B?EBG=F=DJF?I

P

M=GKGFEC@=H=1=H?i

$

a

$

).

$

),

$

+)9K58A9:,

!

<C?K?B?EBG=F=D1?cJFKJF?I

P

M=GKG?1GFA=MAGF

7

EC@=H=1=H?1+)

$

),

$

).JFKiI1GF

7

1C=@BBJF3

K?H@?

P

?JB

#

<̂4

%

P

@=AGK?1JF?cE?

P

BG=FJMM

L

AJMIJ>M?B==MD=@BC?

P

@?FJBJMKGJ

7

F=1G1NGBCGF+'CJDB?@JHFG=E?FB?1G1

$

%_̂ =@D?BJM>M==K1JH

P

M?19<N=1?

P

J@JB?HIMBG

P

M?cQ%41

L

1B?H1N?@??1BJ>MG1C?KD=@BC?E=3JH

P

MGDGEJBG=F=DBC?

1

P

?EGDGE)0

7

?F?BGEHJ@O?@19;+)EMGFGEJM1JH

P

M?1GFEMIKGF

7

JHFG=E?FB?1G1

$

D?BJM>M==KJFK

P

?@G

P

C?@JM>M==KN?@?EJ@?3

DIMM

L

A?@GDG?K9L5,4F8,

!

<C?@?1IMB1D@=Hd#3Q%4N?@?E=FE=@KJFBNGBCBC?OJ@

L

=B

LP

?D=@;)0=DBC?;+)1JH

P

M?196

B=BJM=DBC?@?HJGFGF

7

*1JH

P

M?1@?

f

IG@?KJKKGBG=FJMB?1B9<N=1JH

P

M?1CJKJOJ@

L

=

P

B

LP

?'0

$

iJFKNJ1IFGFD=@HJBGA?

D=@JMMiHJ@O?@198F?JHFG=BGEDMIGK1JH

P

M?NJ1KJ@O@?K1BJGF?KJFKNJ11I1

P

?EB?K=D>?GF

7

E=FBJHGFJB?K9<N=

1JH

P

M?1CJK=FM

L

=F?GFD=@HJBGA?HJ@O?@D=@EC@=H=1=H?+)

$

JFKBC?1JH

P

M?NCGECCJKJOJ@

L

=B

LP

?'*

$

iiCJK=FM

L

=F?GFD=@HJBGA?HJ@O?@D=@EC@=H=1=H?i9<C?1?F1GBGAGB

L

JFK1

P

?EGDGEGB

L

=Dd#3Q%4N?@?;:9*'S

$

;;9,0S9B9-7F40

,+9-

!

dIJFBGBJBGA?DMI=@?1E?FBQ%4E=IMK>?J

PP

MG?KGF@J

P

GKKGJ

7

F=1G1=DJF?I

P

M=GKG?19

&

C5

<

@9D:,

'

!f

IJFBGBJBGA?DM=I@?1E?FE?Q%4OJ@

L

=B

LP

GEJFJM

L

1G1

(

!

<@G1=H

L

+)

(

!

&MGF?DMB?@h1

L

FK@=H?

(

!

<I@F?@h1

L

FK@=H?

!!

目前$染色体非整倍体疾病的产前诊断最主要的方法仍是

以细胞遗传学检测为主$但该方法需要进行羊水细胞培养$时

间较长#约
+

!

.

周%$且受羊水培养环境)显带等多种因素的限

制,多重定量荧光
Q%4

#

d#3Q%4

%主要是通过扩增微卫星标

记物
<̂4

来提供检测对象的遗传图谱$以达到检测目的*

)

+

$由

于
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)
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a0

条染色体非整倍体发生率约占所有染色

体异常活婴的
;0S

*

+
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$应用多重
d#3Q%4

检测$能满足临床上

大多数染色体病的产前诊断的需要,本研究对临床收集的

;+)

例标本分别应用染色体核型分析方法和多重
d#3Q%4

方

法进行检测$以探索多重
d#3Q%4

在临床检测上的应用价值$

现报道如下,
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资料与方法
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一般资料
!

共收集胎儿脐血标本
+:+

例)羊水标本
).;

例以及外周血标本
0)(

例$所有样本均进行细胞培养及染色体

核型分析方法$同时进行多重
d#3Q%4

检测,
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方法
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样本
-56

提取
!

从
+0(

&

2

外周血标本或者
)

!

+H2

羊水标本中用
<J&J4J

公司的基因组提取试剂盒进行
-56

提取,用分光光度计对
-56

进行定量测定,

$9/9/

!

引物设计
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针对
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号染色体上特异的
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个
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位点
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-î;,)

)
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%进行引物设计$并在所设计引物的
0h

端标记荧光#表
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%,本实验引物由上海博亚公司合成和纯化,
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*(Z

延伸
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产物结果分析!借助于
6T".)((
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仪进行基因片断扫描法#
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置冰上$处理产物放置于
6T".)((

上进行毛细管电泳分析,
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注!
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轴表示
Q%4

产物长度$

a

轴表示荧光强度$每个峰所对应的

是扩增位点(

6

图显示为
)

例
':

$

iia

的标本$

i++

及
6Wia

位点上

各峰值比值分别为
)Y)Y)

及
+Y)

!

T

图则显示为
)

例核型为
'0

$

i

的

标本$性别扩增位点上均表现为
)

个峰,

图
)

!

i

染色体
<̂4

位点及
6Wia

位点图
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结果判读
!

按照国际统一判断标准#

6%%

"

%Wĝ

%进

行判定,结果表现为
.

个荧光峰!峰值比接近
)Y)Y)

或者表

现为双峰$但峰值比小于
(9*0

或者大于
)9,

可判断为
+)3

三体

综合征,

/

!

结
!!

果

多重
d#3Q%4

结果与染色体核型分析结果比较$收集的

;+)

例
+)3

三体标本中$其中
:('

染色体核型分析确定为正常

的标本中
:(.

例通过多重
d#3Q%4

检出$

)

例
'*

$

ii

标本未

检出$特异度为
;;9,0S

$而
+)+

例染色体异常的标本中$多重

d#3Q%4

方法检出
+(:

例$其中
+

例
'0

$

i

外周血标本$

+

例

+)3

三体标本未检出$主要原因是由于所扩增的
<̂4

位点所提

供的信息无法进行判读$

)

例羊水标本分析失败$灵敏度为

;:9*'S

,结果见图
)
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+

,
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注!

i

轴表示
Q%4

产物长度$

a

轴表示荧光强度$每个峰所对应的

是扩增位点,

6

图显示的是在
+)

号染色体上
.

个
<̂4

位点表现为
)

Y)Y)

或
+Y)

的绿色荧光峰$同时扩增的性染色体
<̂4

位点则表现

为正常模式(

T

图显示的是
),

号染色体上
'

个
<̂4

位点表现为
)Y)Y)

或
+Y)

的蓝色荧光峰$而
).

号染色体上扩增的
<̂4

位点比值在正常范

围(

%

图显示
).

号染色体上上
'

个
<̂4

位点表现为
)Y)Y)

或
+Y)

的

蓝色荧光峰$而
),

号染色体上扩增的
<̂4

位点比值在正常范围,

图
+

!

+)

号%

),

号%

).

号染色体上
<̂4

位点图
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多重
d#3Q%4

扩增微星位点已经被很多文献证实是一种

快速有效的产前诊断方法,本研究所选取的
<̂4

位点均为目

的染色体所特有$杂合度高$而且这些
<̂4

位点在国外文献中

出现和使用的频率高*

.

+

,多重
d#3Q%4

检测
+)3

三体综合征

等非整倍体疾病在国内外文章中均有报道过$然而$以往文献

中往往同时扩增位点少且最多为
*

个$主要原因是由于同一扩

增体系中所有扩增位点无论片段大小均用一种荧光标记$如何

平衡各位点扩增同时减少非特异性扩增是一个难题$这就需要

优化多重
Q%4

体系,本研究两个多重
Q%4

体系分别试着同

时扩增
:

个和
,

个
<̂4

位点$通过体系优化$每个位点之间扩

增相对均衡$而且检测的
;+)

例样本中$灵敏度和特异度均大

于
;:S

$未检出的
0

例标本中$

+

例为
'0

$

i

标本和
)

例
'*

$

ii

标本$无法用多重
d#3Q%4

检测出来的原因#下转第
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进行鉴别,

治疗真菌性鼻窦炎首选在鼻内镜下手术治疗*

,

+

$鼻内镜具

有提供高亮度照明)有放大效果)观察细致等优点*

;

+

$手术治疗

中一个难点是清除上颌窦腔内壁及下壁的真菌球块)息肉)纤

维蛋白膜,在损伤相对小的情况下将上颌窦腔内病灶清除干

净$涉及术后康复时间)复发率及术后并发症等问题,

如用圆头形上颌窦探针$因头部为圆形$头部表面积增大$

将真菌块与窦壁之间进行分离时不能很好进入两者之间$而容

易直接进入真菌块内$由此容易造成部分真菌块仍与窦壁粘

连$不易清除,厂家生产的上颌窦探针头部常为圆头形$在清

除上颌窦内壁)下壁病灶时容易残留,本院选用小半圆头形自

制探钩$能解决圆头形上颌窦探针之不足,当然术中在特殊情

况下也需结合下壁道开窗等路径,

真菌性上颌窦炎手术中将真菌球块彻底清除是手术中的

关键$也是影响术后疗效的最重要的因素*

)(

+

,术中围绕彻底

清除真菌球块所需鼻腔相关结构及窦口处理也是必要的,本

组病例术前)术后均未全身或局部使用抗真菌药物$取得了理

想疗效$与有关报道相符*

))

+

,

本组病例手术体会侧重于选用一个较为合理的方法清除

病灶$通过本院手术经验$结合应用自制上颌窦探钩进行上颌

窦腔内真菌球块等病灶彻底清除的方法行之有效$事半功倍$

取得了较好的疗效,
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是由于在所扩增的性别
<̂4

位点上均为单峰$无法提供相关

的判读信息,据文献报道$约有
(9+S

的健康妇女在所有目前

使用的性别
<̂4

位点上均表现为纯合子*

'

+

$虽然这个概率很

低$但是说明存在运用多重
d#3Q%4

无法区别健康女性和

<I@F?@h

综合征的情况$而减少这种情况发生只能尽可能在

i

f

"

a

f

染色体上寻找更多的杂合度高的
<̂4

位点进行扩增,

+

例未检出的
+)3

三体标本原因同上$解决办法也是尽可能扩

展了个更多的
+)

号染色体上
<̂4

位点以达到检测目的,

与传统
d#3Q%4

和染色体核型分析方法相比$多重
d#3

Q%4

方法无需细胞培养$从而可以避免培养过程中污染事件

的发生$所需样本量少$一次
Q%4

反应仅需
0F

7

基因组
-56

即可检测$而染色体核型分析仅需要
*((

&

2

外周血)

+(H2

羊

水标本$其操作过程自动化$可减少人为因素的干扰$检测周期

短$

+'C

内即可发送报告$而染色体核型分析至少需要
+

周时

间$检测时间缩短可减少因孕妇心理压力增加导致的流产事件

发生$减少所需费用*

03*

+

$而且可以用于分析多出来的染色体来

源是父方还是母方(与荧光原位杂交技术#

#"̂!

%相比$所需费

用相对低廉$而且更适于大规模检测$但两者均只能检测染色

体数目异常疾病$对于染色体结构异常如染色体倒位等还是无

法达到检测目的$因此$无法完全替代染色体核型分析方法,
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