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目的
!

建立一种荧光偏振检测技术联合直接测序法诊断先天性肾上腺皮质增生症中
$"8

羟化酶缺陷

症的新方法!并对中国人群中最常见的
$

种基因缺失和
/

种点突变进行检测$方法
!

收集
.#

例健康者及
$

例患者

外周血!提取基因组
LS7

$设计通用引物!同时扩增
5d&$"7$

和
5d&$"7"&

等位基因片段!然后用序列特异的

%7Q]7

荧光标记探针对扩增产物进行杂交检测!利用荧光偏振仪检测扩增杂交的荧光偏振值!确定是否存在该基

因的缺失!同时用直接测序法验证检测结果'对
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#缺失进行检测时!将缺失的
/

个碱基

设计在引物上!确保引物的特异性$同时根据
5d&$"7$

基因与其假基因序列差异!设计
!

对特异性引物扩增

5d&$"7$

基因!
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后直接测序检测中国人群中最常见的
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种点突变!包括
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$结果
!

荧光偏振法未检测到
5d&$"7$

基因大片段缺失!检测结果与直接测序法结

果对比差异无统计学意义"
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#!一致率达
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例健康者未检测到点突变!
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例患者检测出
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插入杂合突变!
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例患者检测出
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杂合突变$结论
!

荧光偏振检测

法联合直接测序法诊断
$"8YXL

是一种高效的检测手段!可以广泛用于临床!不仅能对患者基因突变类型进行分

析!在指导遗传咨询及产前诊断方面亦发挥重要作用$
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先天性肾上腺皮质增生症$

57X

%是一组由于肾上腺皮质

激素合成途径中的必需酶基因的缺陷所引起的一种常染色体

隐性遗传病#是引起两性畸形最常见的病因*

"

+

,其中#

4#3

"

4!3

的
57X

由
$"8

羟化酶基因缺陷所致*

$

+

,由
$"8

羟化酶缺

陷引起的先天性肾上腺皮质增生症的发病率为
"g"0###
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"g$####

#如果没有早期诊断及治疗#

57X

会导致休克#低血

钠及高血钾#从而引起新生儿死亡,在美国及其他一些发达国

家#

57X

列入新生儿疾病筛查目录*

'
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,目前对于
$"8

羟化酶基

因缺陷征$

$"8YXL

%的诊断主要是通过临床症状和生化检测#

此方法不仅存在容易发生误诊或漏诊的弊端#而且无法对患者

的基因型进行分析,因此对
57X

开展分子诊断非常有必要#

不仅能为临床提供明确的诊断依据#还可避免发生误诊和漏

诊,本试验采用荧光偏振方法联合直接测序法对中国人群中

$"8YXL

患者常见的
"#

种突变进行检测#分别为
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缺失#
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检验医学与临床
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#通过检测以验证本方法的准确性#特异性

及临床可实施性,

$
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资料与方法

$-$

!

一般资料
!

选择
$#".

年
!

"

"#

月在第四军医大学附属

唐都医院内分泌科就诊的患者#在知情同意的原则下#取患者

外周血
!*2

$本研究中所有患者及健康对照组人员均签署知

情同意书%,严格按照
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F

Z?99DLS7V+<

说明书按步

骤提取
LS7

#用紫外分光光度计测定产物
LS7

的浓度和纯

度#置于
6$#)

保存,
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仪器与试剂
!

荧光偏振检测仪
R+C<9A$ c=??=C".$#

$

&:A\+,W?*:A

%#

G:A<+40I:??&5]

扩增仪$东胜创新生物科技

公司%#台式离心机$德国
W

FF

:,D9AB

公司%#恒温水浴锅$美国

思伯明公司%#凝胶成像仪#稳压电泳仪$美国
%@:A*9

公司%,

血液基因组
LS7

提取试剂盒$

%+=,

1

:,

%#

F

J5*8%

载体#

%=

b

LS7

多聚酶#普通质粒小提取试剂盒#

LS7

胶回收试剂盒
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%等,
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方法
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!

荧光偏振检测法
!

$

"

%引物与探针设计!根据
O:,Z=,\

确定
5d&$"7$

及
5d&$"7"&

的基因片段序列#按照引物设计

原则#结合荧光偏振反应的特殊要求设计引物和探针$见表

"

%#并由上海生工有限公司合成,$

$

%标准品的构建!用特异性

引物将获得的
LS7

进行
&5]

扩增#经琼脂糖凝胶电泳后将目

的片段切下进行胶回收#回收后的产物与
&J5*8%

载体进行

连接并转化入
LX!

(

感受态细胞中#挑取单克隆后构建重组质

粒#同时测序验证,将只载有
5d&$"7"&

序列的质粒用作阳

性标准品#同时载有
5d&$"7$

和
5d&$"7"&

的质粒用作阴性

标准品,使用
&J5*8%

空载体分别作为以上两个标准品的阴

性对照,$

'

%建立荧光偏振的检测反应!荧光偏振检测反应体

系为$
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$-!

)

2

#
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#上下游引物$

"#

)

Q

%各
#-!

)

2

#探针$

!
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Q
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#-$!
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2

#

LS7

模板
$-!

)

2

#
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b

LS7

聚合酶
#-!

)

2

#去离子水
"(-(!

)

2

,

&5]

反应条件!

4! )

预变性
!*+,

#

4! ) '#;

#

!/ )

'#;

#

($)'#;

#共
'!

个循环#

($)

延伸
'*+,

,将构建的两

个标准品质粒按浓度梯度分别进行稀释#从
"-#f"#

(

C9

FH

"

)

2

稀释至
"-#C9

FH

"

)

2

#与
&J5*8%

阳性标准品)阴性标准品以

及样本分别按以上条件进行检测#每个标本均设置副孔,$

.

%

荧光偏振检测与直接测序法对比!将荧光偏振检测的样本同时

进行
&5]

后送测序#对比两者检测结果的一致性#同时验证荧

光偏振法的灵敏性和特异性,

表
"

!

荧光偏振检测分析的通用引物及探针

名称 序列
K:

b

E:,C:

$

!j

)

'j

%

引物
[ %O57%%%555%%55%%O5%%5

引物
] 555%O7OO%O5575%%7%7O5

5d&$"7$

F

A9>: %%O777%75OO75O%55577OO55

5d&$"7"&

F

A9>: 5%O%OOO%OOO%5OO%OOO77

$-'-/

!

点突变的检测
!

针对要检测的
5d&$"7$

基因上的点

突变设计特异性引物#见表
$

#共进行
!

个
&5]

扩增反应,其

中#第二对引物针对
5d&$"7$

基因外显子
'

的特殊序列将与

5d&$"7"&

相区别的
/

个碱基设计在引物上#保证了引物的特

异性$下划线%,点突变
&5]

反应体系$

$!

)

2

%!

"#f&5]

ZEBB:A

$含
Q

1
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$

%

$-!
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2

#
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#上下游引物$

"#

)

Q

%各
"

)

2

#

CLS7

模板
!

)

2

#

%=

b

LS7

聚合酶
#-!

)

2

#去离

子水
"'

)

2

,

&5]

反应条件
4! )

预变性
!*+,

#

4! ) '#;

#

!/)'#;

#

($)'#;

#共
'!

个循环#

($)

延伸
'*+,

,引物
"

%*

为
!4)

#引物
$

和引物
'%*

为
0")

#引物
.

和引物
!

%*

为
!/)

#其余反应条件均一致,将扩增的大小不同的片

段送上海生工公司进行测序#并且与
O:,Z=,\

对比#检测点突

变,直接测序结果不满意者可进行克隆后再测序,

表
$

!

扩增
5d&$"

基因的
&5]

引物

引物名称 位置 序列

"[ 6(

"

"" %5%5O557%O5%O5%55%

"] 0''

"

0!" %OO7OOO%OOO775%O7%O

$[ 04!

"

("4 55OO755%O%55%%OOO7O75%75%

$] ""//

"

"$"# 77O%%O%5O%55%O557O7777O

'[ ""//

"

"$"" 5%%%%5%OO57OO75O75775%%7

'] "0.!

"

"00( O7OO5%5%55%O57O7OOO%O77

.[ "00$

"

"0/" 7O55%5O%OO57OO557O%O

.] $#('

"

$#4! %%5O%OO%5%7O5%55%55%O57

![ "/!.

"

"/($ 55%O7OO%O5O%55%OOOO

!] $..4

"

$.04 O55%55755757%%%%575OO

!!

注!

5d&$"7$

标准参照序列为
O:,Z=,\

#

O:,:PL"!/4

#

SO

4

##(4."-$

(

5d&$"7"&

标准参考序列为
O:,:PL"!4#

#

720.!4$$-"$

(起

始密码子
7%O

中
7

的核苷酸位置定为
"

,

$-1

!

统计学处理
!

荧光偏振法及测序法之间的比较采用
%

$

检验#统计经
K&KK"4-#

软件处理#

N

$

#-#!

认为差异有统计

学意义,

/

!

结
!!

果

/-$

!

标准品的验证
!

将
&5]

扩增的目的片段经
"3

琼脂糖

凝胶电泳进行验证#紫外光凝胶成像系统可见到
$"'>

F

大小

的目的片段条带,同时#重组质粒送上海生工公司测序#测序

结果与
O:,Z=,\

序列一致,

/-/

!

荧光偏振检测反应的
[&

临界值的建立
!

对荧光偏振检

测反应所得的
[&

值用
D

检验#可以发现阳性对照的
[&

值分布

与阴性对照的
[&

值存在显著差异,在
R+C<9A$c=??=C

荧光偏振

检测仪分别于激发光波长
!'!,*

)吸收波长
!4#,*

检测每个对

照品及样本反应产物的
%Q7]7

荧光偏振值$

[&

%#以
*

F

为单

位,空白对照
%Q7]7

为$

$'0-'_0-4

%

*

F

#

5d&$"7$

缺失

%7Q]7

为$

""0-/_0-$

%

*

F

#

5d&$"7$%7Q]7

未 缺 失 为

$

$$$-0_!-/

%

*

F

,

/-'

!

荧光偏振法与直接测序法比较
!

[+;@:A

精确概率法得两

种方法检测效率差异无统计学意义$

Nh#-(!'

%,两者符合率

达到
"##3

,荧光偏振检测结果
$

例患者荧光偏振检测
[&

值

分别为
$$/

)

$'$*

F

#检测结果为阴性#表明未发生
5d&$"7$

基因的缺失,

/-1

!

点突变的检测
!

健康对照者均未检测出基因突变,

$

例

患者#男性患儿基因突变类型为
O!0]

"

4$#84$"+,;%

杂合突变#

女性患儿基因突变分析提示为
P"($S

"

e'"/U

杂合突变,

'

!

讨
!!

论

!!

先天性肾上腺皮质增生症是最常见的遗传性疾病之一#常

见的潜在突变存在于编码
$"8

羟化酶的基因中#占
57X

的

4#3

"

4!3

,其他能引起缺陷的酶还包括
""

*

8

羟化酶)

"(

(

8

羟

化酶)

'

*

8

类固醇脱氢酶等,

$"8

羟化酶是肾上腺类固醇激素合

成的关键酶之一#也称为
5d&$"

或
&.!#C$"

#是存在于肾上腺

皮质内质网中的一种细胞色素
&.!#

酶#主要的生物作用是将

孕酮和
"(8

羟孕酮转化为脱氧皮质醇和
""8

脱氧皮质醇,

$"8

YXL

的临床表现由基因突变所致的残余酶的活性决定#包括

经典型和非经典型$

S5

%#前者又根据有无失盐表现分为失盐

型$

Kc

%和单纯男性化型$

KR

%,失盐型)单纯男性化型和非经
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典型在本质上定性划分#但在出生时没有高雄激素血症表现的

男性中鉴别
KR

和
S5

是很困难的#必须借助于基因型检测#

对于其他难以判断的病例也要依靠基因诊断,基因检测分析#

不仅可以对疾病进行早期诊断#并且可以对患者的基因类型进

行鉴别#是一种基于病因检测的确诊手段#对临床具有重要的

诊断价值,

目前用于检测
$"8YXL

的方法有直接测序法#多重连接

依赖性探针扩增技术和位点特异性
&5]8

限制性酶切分析等#

这些方法不同程度的存在低通量)技术操作复杂#标本易污染

和成本高的缺点#不易推广到临床大规模应用,荧光偏振检测

技术是一种荧光标记检测技术#利用荧光标记的探针与目的片

段的扩增产物进行杂交#用荧光偏振仪检测
[&

值#阳性对照

发生扩增反应#荧光标记探针与扩增产物中待测靶基因单链分

子同源互补杂交#

[&

值会随荧光标记分子的相对分子质量增

加而增加#反之阴性对照品与荧光探针分子未发生同源杂交#

荧光标记分子的相对分子质量保持不变#

[&

值较阳性对照

低*

.

+

,

[&

法不需分离游离和结合的示踪物#而且所有测定均

在溶液中进行#结果判断仅需数字比较#不需高精度的实时荧

光强度检测设备与图像分析#

[&

值的大小与荧光强度无关#易

实现标准化和自动化#因而具有快速)简单和准确灵敏等特

点*

!

+

,本方法已广泛用于包括单核苷酸多态性$

KS&;

%和单倍

型在内的基因变异研究*

0

+

,

本研究共收集到
$

例患者#通过本体系检测#男性患儿基

因突变类型为
O!0]

"

4$#84$"+,;%

杂合突变#女性患儿基因突

变分析提示为
P"($S

"

e'"/U

杂合突变,上述
.

种基因突变

中#

4$#84$"+,;%

和
e'"/U

为酶活性完全丧失的突变,

O!0]

是一种罕见的突变#保有正常酶活性的
#-(3

"

"-.3

#表现为

单纯男性化型*

(

+

,

P"($S

为中等程度的突变#保有正常酶活性

$3

#为单纯男性化型中最常见的类型,

$"8YXL

中#

4!3

是由

于基因间重组所致#仅有
!3

为自发突变*

/

+

,本研究中该女性

患儿
P"($S

为自发突变#其父母均未检测到携带此致病突变,

本研究中建立了一种基于荧光偏振的检测体系#同时联合

直接测序法#对于中国人群常见的
"#

种
$"8YXL

进行检测#荧

光偏振检测技术与直接测序法相比#两者没有明显差别#符合

率高达
"##3

,荧光偏振检测技术是一种简单)敏感和特异的

检测方法#其高通量及低廉的价格给试验带来诸多方便,先天

性肾上腺皮质增生症的临床表现缺乏特异性#在新生儿时期易

与幽门狭窄#食道闭锁等疾病混淆#婴幼儿时期易与性早熟#引

起两性畸形的其他疾病相混淆#经典型
57X

严重者可出现肾

上腺危象)休克等严重危害生命的并发症#为防止并发症的产

生#降低病死率#早期诊断及合理治疗至关重要,基因诊断对

于
$"8YXL

患者的遗传咨询和产前诊断是唯一可靠的方法#

本研究旨在建立一种简便)价廉)准确#可广泛应用于临床的

$"8YXL

检测手段#荧光偏振检测联合直接测序法为
$"8YXL

的诊断提供了新思路,
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