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Swiss⁃model曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶的三维结构

图（P332） 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶典型的 2个序列分析

Figure（P332） Analysis of 2 classic sequences of Smcathepsin L⁃like proteinase
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染色体非整倍体是指相对于人正常的 46条染

色体而言，细胞中的某一条或几条染色体数目增

加或减少，与婴幼儿期显著的发病率和死亡率有

着密切的关系。新生儿中染色体异常的发病率为

1/160，其中 21⁃三体综合征（trisomy 21，T21）、

18⁃三体综合征（trisomy 18，T18）和 13⁃三体综合

征（trisomy 13，T13）是 3 种最主要常染色体非整

倍体疾病，在新生儿中发病率分别为 1/800~1/600、

染色体非整倍体无创产前检测技术质控要点及临床
应用进展

曲守方 1 于婷 1 孙楠 1 李丽莉 1 陈芳 2 吴英松 3 黄杰 1★

［摘 要］ 基于下一代测序（next generation sequencing，NGS）技术的染色体非整倍体无创产前检

测技术是产前诊断领域的重要突破，其检测原理简单、技术灵敏度和准确性很高，已成为目前非整倍体

产前筛查发展及推广的主要方向。但由于NGS技术检测流程复杂，影响因素较多，需要在样本采集、运

输、核酸提取、文库构建、上机测序、数据分析各个关键节点进行质控。同时，由于其试剂成分复杂、技术

难度大、社会关注度高，也需对注册产品指标进行明确。鉴于此，本文对染色体非整倍体无创产前检测

技术质控要点、产品规范要求及临床应用状况进行简要评述。

［关键词］ 染色体非整倍体无创产前检测；下一代测序；质控要点；产品规范

Quality control and clinical application of non ⁃ invasive prenatal test for
chromosomal aneuploidy
QU Shoufang1，YU Ting1，SUN Nan1，LI Lili1，CHEN Fang2，WU Yingsong3，HUANG Jie1★
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Shenzhen，Guangdong, China，518083；3. School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern
Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

[ABSTRACT] Non⁃invasive prenatal testing (NIPT) for fetal aneuploidies by next generation sequencing
of maternal plasma DNA is a developing, innovative technology. This technology is highly sensitive and specific
and has been validated in multiple clinical trials. NIPT has been recommended as the priorities for fetal
aneuploidy by several professional societies. However, in consideration of the complicated workflow and many
influencing factors, quality control throughout the entire process, such as sample collection and transportation,
cfDNA isolation, library construction, sequencing, data analysis, is essential. Likewise, because of complex
reagent ingredients, difficult technical requirements and high social concerns, it is also necessary to define the
product performance criteria. In view of this, the issue of quality control, specifications and the progress of the
clinical application progress of NIPT based on NGS technology will be briefly commented in this paper.

[KEY WORDS] NIPT; NGS; Quality control points; Product specification
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1/7 000~1/3 500和 1/6 000~1/5 000［1］。针对染色体

疾病的产前检测主要以血清学筛查、羊水穿刺为

主。但血清学筛查准确度较低，具有 5%的假阳性

率及 20%~40%的漏诊率；羊水穿刺虽然准确度较

高，但是对孕妇具有创伤性，有 1%的流产风险，不

便于大规模的产前检测［2⁃3］。1997 年，Lo 等人［4］

在孕妇血浆和血清中发现了胎儿游离 DNA 片

段，这为遗传病的无创性产前基因检测提供了理

论基础。2008 年，首次通过下一代测序（next gen⁃
eration sequencing，NGS）技术利用母亲血浆游离

DNA（cell⁃free DNA，cfDNA）进行无创染色体非

整 倍 体（non ⁃ invasive prenatal testing，NIPT）检

测［5 ⁃6］，随后大样本研究表明该技术非常有效［7］。

由于基于 NGS 技术的 NIPT 具有无创取样、无流

产风险、高灵敏度、高准确性（≥99%）等特点，成为

目前染色体非整倍体产前筛查与诊断技术的主要

手段。美国妇产科医师协会（the American College
of Obstetricians and Gynecologists，ACOG）、美国医

学遗传学会（the American College of Medical Ge⁃
netics and Genomics，ACMG）、国际产前诊断学会

（the International Society for Prenatal Diagnosis，
ISPD）等多个联盟组织正在极力推进这项技术的

临床应用［8⁃10］。2016年 7月 28日ACMG发表最新

声明：NIPT 是目前染色体非整倍体最敏感的检测

技术手段，没有之一，并且能够在不同年龄人群中

替代传统的三体综合征筛查技术［11］。但由于NGS
技术检测流程复杂，影响因素较多，需要在整个实

验流程进行严格质控。同时，由于其试剂成分复

杂、技术难度大、社会关注度高，也需明确其产品

规范要求。因此，本文对 NIPT 的基本原理、质控

要点、产品规范要求进行简要阐述并对其在国内

的发展历程、适应症的拓展及临床应用现状进行

简要评述，期望有助于促进NIPT技术和市场的规

范、健康、快速、有序发展。

1 基本原理

1997 年，Lo 等人［4］研究证实在孕妇的血浆中

存在有胎儿游离 DNA 片段，为无创 DNA 产前检

测技术提供了依据。通过高通量测序技术可以对

这些胎儿游离 DNA进行检测，利用生物信息学分

析软件系统对检测结果进行分析，最终得出胎儿

患有 21⁃三体综合征、18⁃三体综合征和 13⁃三体综

合征的风险率。首先在孕妇血浆中的游离 DNA

片段两端加上通用的测序接头，构建好可以用于

测序的测序文库。利用高通量测序仪对构建好的

测序模板进行测序，最终获得每个 DNA片段的碱

基序列。利用生物信息学分析软件系统把这些序

列定位到人类基因组参考图谱上，计算出样本的

游离 DNA 序列被分配到每条染色体上的具体数

值比例，当胎儿的某条染色体数目发生异常时，其

对应的游离 DNA序列数量会小幅增加，通过高通

量测序技术和生物信息学数据分析可以检测出这

种微量变化，从而获得染色体数目的信息，进而实

现对 21⁃三体综合征、18⁃三体综合征和 13⁃三体综

合征进行快速的产前辅助诊断。

2 质控要点

2.1 样品采集、运输

2.1.1 样品采集

NIPT 检测样品为孕妇外周血血浆。一般采

集 5 mL 外周静脉全血并分离血浆。使用的采血

管可根据实际情况选择 EDTA 抗凝管或者 Streck
Cell⁃Free DNA BCT 管。其中 EDTA 抗凝采血管

采集后 4℃保存，8 h 内进行血浆分离。Streck
Cell⁃Free DNA BCT 采血管具有保护游离 DNA 不

降解及细胞不破碎的作用，可常温保存（18~25℃），

72 h内进行血浆分离。两步离心法分离血浆，1 600 r/
min 4℃离心 10 min，吸取上清血浆，16 000 r/min
4℃离心 10 min，吸取上清血浆，立即进行游离DNA
的提取或者立即放入-20℃或-80℃冰箱中保存。

2.1.2 保存与运输

全血样本：EDTA 抗凝管的外周血在 4℃条件

下运输，须在 8 h 内送达并及时分离血浆；Streck
Cell⁃Free DNA BCT 采血管外周血常温（18~25℃）

运输，72 h内送达并及时分离血浆。血浆样本应在

干冰条件下运输，到达后及时存放于-80℃冰箱中。

2.2 游离DNA提取

一般使用 200~600 μL 血浆提取游离 DNA，保

证其片段多态性有足够的代表性。提取方法可以

使用磁珠法，也可以使用离心柱法。但应在标本制

备区进行并设立用于建库的 DNA质量控制标准，

如规定建库的DNA量并设立最低起始量等。一般

要求浓度大于 0.05 ng/μL，0.1~0.2 ng/μL为佳。

2.3 文库制备、质控

文库制备应当严格按照标准操作流程进行。

多个样本 pooling 时一般使用 barcode 对样本进行
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区分，每个样本应建立一个或一组唯一的 barcode。
每个 barcode 只能用于一个标本，但当样本数量大

于标签 barcode 数时，只要不在同一个检测 run，标
签 barcode 都是可以重复使用的。应建立文库检

测浓度及文库片段分布范围的文库质量控制标

准。一般要求文库DNA浓度>0.1 ng/μL且文库长

度在 200~300 bp。
2.4 测序及数据分析

NIPT检测主要应用 Z检验（Z test）。Z检验是

一般用于大样本平均值差异性检验的方法。它是

用标准正态分布的理论来推断差异发生的概率，

从而比较 2 个平均数的差异是否显著。Z⁃值的应

用条件为大样本量以及数据符合正态分布。

对孕妇血浆游离 DNA 进行全基因组测序，获

取 DNA片段的碱基序列；将碱基序列与人类参考

基因组（hg19）进行比对得到碱基序列的确切位

置；去除低质量、多匹配和非完全匹配的碱基序

列；将每条染色体等分为 50 kb 的窗口，根据碱基

序列的位置信息，计算分配到每个窗口的原始读

段数，使用局部加权回归方法 Loess对每个窗口的

原始读段数进行校正，以消除测序导致的GC偏好

性。采用唯一比对的序列进行后续统计，获得大

样本样品的总有效数据（total mapped readsn）以及

比对各个染色体有效数据（mapped to chromo⁃
somenm）。为了消除不同样本的测序数据量差异对

检测结果的影响，分别将各个染色体的有效数据

除以总有效数据即获得有效数据百分比（unique
reads ratio，UR），见计算公式（1）：

URnm=
Mapped to chromosomenmTotal mapped readsn ×100% （1）

其中 m 为染色体编号，m ∈（1...22，X，Y），n
为大样本样品数。计算大样本样品的 UR 均值及

方差，见计算公式（2）：

其中 m为染色体编号，m ∈（1...22，X，Y），n为

大样本样品数。

计算每个样品各个染色体的 Z 值，见计算公

式（3）：

其中 m 为染色体编号，m ∈（1...22，X，Y），n
为样品数。

根据统计学原理，出现在 Z⁃值为正负 3 以外

的数值，则有 99.9%的可能为阳性，因此，通常将

Z⁃值=3 定为参考值分界点。|Z⁃值|>3 则判断为胎

儿染色体非整倍体阳性。如果某个样品的染色体

chr21 的 Z⁃值大于 3，则认为该样品的 chr21 的 UR
显著（α<0.005）离群，即 chr21⁃三体。

2.5 阴阳性质控

为了控制实验流程的重复性或效率，保证检

测有效性，需在检测流程中加入阴阳性质控品，并

能够监控从样本 DNA 片段到最终测序结果全过

程。阴性对照品、阳性对照品浓度可根据不同测

序平台的需求确定。建议每个检测 run 或测序都

要进行阴阳性质控品的检测。

3 产品规范要求

为规范胎儿染色体非整倍体检测试剂盒（高

通量测序法）的产品设计开发、性能评价的诊断试

剂技术指标和要求，并为技术审评部门对注册申

报资料的技术审评提供参考，中国食品药品检定

研究院制定了《基于孕妇游离DNA的胎儿染色体

非整倍体检测试剂质量控制技术评价指南（高通

量测序法）》［12］。主要从测序平台的适用性、文库

构建和测序策略、数据量控制、阴阳性符合率、嵌

合和微缺失微重复检出率、检测限和重复性等方

面提出了具体的产品规范要求。

国内下一代测序平台主要分为以 Illumina 公

司、华大基因公司为代表光学技术和以 Thermo 公

司为代表半导体技术。不同测序平台仪器大小、

通量、读长、运行时间及测序成本等特异性参数不

同，应结合具体的临床应用需求选择合适的测序

平台并进行评估。不同的测序平台要求的测序检

测方法和文库构建方法也有所不同，与测序检测

方法相对应的文库构建方法应该给予充分的考

虑，特别是要求和预期用途匹配。鉴于目前高通

量测序技术的复杂程度，在文库构建、测序等技术

过程中发生人为错误或意外的情况不能完全避

免，应针对文库构建失败率进行限定，国家参考品

中的文库构建失败率应不高于 1%。

在母体血液中胎儿的游离 DNA 片段是随机

的序列而不是一个固定的序列，尽管其浓度随着

孕周增加而增加，但是其序列在每次采样时都会

有不同。在现行的国家参考品中，考虑到降低数

据量可能导致假阴性和假阳性的发生，单个样本

UR_meanm=
∑n

k = 1URkm
n ，SDm= ∑n

k = 1(URkm -UR_meanm)2
n （2）

Znm=
URnm -UR_meanm

SDm
（3）
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数据量的要求是不低于 3.5 M reads。采用片段化

选择的方式对样本提取的游离 DNA 或文库构建

后的产物等过程中进行片段筛选，可以提高胎儿

游离 DNA 和母体游离 DNA 的相对比例，但其数

据量控制要求仍需进行验证后提供合理的有效数

据量控制指标。

NIPT 检测 DNA 除胎儿游离 DNA 和母体游

离 DNA 外，可能还有病原体的游离 DNA、试剂中

污染物种的 DNA 以及来自环境的 DNA 等。所以

应分析样本中胎儿游离 DNA的量、片段大小等特

性。在现行国家参考品中，阴性参考品（其他类型

染色体非整倍体和其他染色体正常阴性样本）应

不得检出 T21、T18和 T13阳性。由于平均胎儿游

离 DNA 浓度为 10%左右，所以阳性参考品包括

10%浓度的 T21、T18和 T13样本，要求检出率达到

100%。70%胎盘异常嵌合体应全部检出，30%异

常嵌合体可为检出或未检出。对于胎儿微缺失微

重复，大于 20 Mb的微缺失微重复应能检出，其余

微缺失微重复参考品应不得检出 T21、T18 和 T13
阳性。检测限参考品的浓度一般为 5%到 3.5%。

要求 5%浓度检测限参考品（包括流产组织、高

GC、胆红素和细胞系样本）应全部检出，3.5%浓度

检测限参考品应准确检出不低于 50%。此外，为

考察试剂的重复性，应建立重复性考核指标。

4 染色体非整倍体无创产前检测技术临床

应用进展

作为一个具有良好前景的新兴技术，NIPT 临

床应用在国内经历了无监管、叫停、监管 3 个阶

段。2010 年，美国 Sequenom 和 Verinata Health 等

公司以第三方实验室的形式相继推出 NIPT 服

务。同年北京贝瑞和康以及深圳华大基因也利用

相似的技术进入无创产前诊断市场，随后安诺优

达、达安基因、诺禾致源等公司相继进入染色体非

整倍体无创产前检测市场。普遍采取的市场模式

是由测序公司从医院收集样本后提供检测服务，

但相关仪器和产品尚未获得医疗器械注册证，市

场相对混乱，也严重影响了该技术在医院的推广度

和普及率。2014年 2月，国家食品药品监督管理总

局（China Food and Drug Administration，CFDA）和

卫计委针对 NIPT 应用初始的混乱，联合发布《关

于加强临床使用基因测序相关产品和技术管理的

通知》［13］，在全国范围内叫停了 NIPT 服务，但并

非终止这项技术。2014 年 3 月，国家卫计委医政

医管局开始接受高通量测序技术的临床应用试点

单位申报，并于 2015 年初，由国家卫计委妇幼司

下发《国家卫生计生委妇幼司关于产前诊断机构

开展高通量基因测序产前筛查与诊断临床应用试

点工作的通知》［14］，明确规定了 108家产前诊断机

构作为试点单位开展 NIPT 项目。至此，NIPT 第

一阶段的临床应用正式开展。同时，2014~2015
年，CFDA 先后批准了华大基因、中山大学达安基

因股份有限公司、北京博奥晶典生物技术有限公

司和北京贝瑞和康生物技术有限公司的高通量测

序仪和测序试剂。NIPT 的应用逐渐走上正轨。

经过了 NIPT 项目 2 年多的试点运营，卫生部门积

累了 NIPT 项目开展、质量控制、监管方式等方面

的经验。2016 年 8 月 8 日，中国食品药品检定研

究院发布《第二代测序技术检测试剂质量评价通

用技术指导原则》［15］。2016年 10月 27日，卫计委

发布了《国家卫生计生委办公厅关于规范有序开

展孕妇外周血胎儿游离 DNA 产前筛查与诊断工

作的通知》［16］，正式废止此前有关高通量基因测

序产前筛查与诊断试点机构的相关规定，取消

108 家临床试点单位与 9 家医学检验所的临床试

点。这意味着，原则上所有具备相关资质的医疗

机构、医学检验所都可开展无创 DNA产前筛查与

诊断。2017 年 3 月 15 日，中国食品药品检定研究

院发布《基于孕妇游离 DNA的胎儿染色体非整倍

体检测试剂质量控制技术评价指南（高通量测序

法）》［12］，进一步对产品规范给予指导性意见。至

此，国家卫生部门对 NIPT 的限定性逐步放开，对

NIPT 在合理监管下广泛应用于全国起到巨大的

推动作用，翻开了该技术临床应用的新篇章。

2016年中国 NIPT 市场推广约 200万人份，创造了

30 亿元~40 亿元的销售额。在无创产前领域，无

论是技术还是市场推广成熟度，中国都已处于国

际领先地位。

2016 年 10 月 27 日，卫计委发布的《国家卫生

计生委办公厅关于规范有序开展孕妇外周血胎儿

游离 DNA产前筛查与诊断工作的通知》中明确指

出，除孕周小于 12 周；夫妇一方有明确染色体异

常；一年内接受过异体输血、移植手术、异体细胞

治疗等；胎儿超声检查提示有结构异常须进行产

前诊断；有基因遗传病家族史或提示胎儿罹患基

因病高风险；孕期合并恶性肿瘤；医师认为有明显
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影响结果准确性的其他情形；这 7条作为不适用情

形外，孕妇或其家属在充分知情同意情况下，皆可

选择 NIPT［16］。随着 NIPT 在临床应用上的广泛开

展，NIPT 在产前筛查的适应征又扩大到胎儿微

缺失微重复综合征（microdeletion/microduplication
syndrome，MD）的检测。MD 是除染色体非整倍

体之外的另一大引起新生儿出生缺陷的遗传性因

素，是一类由于染色体拷贝数变异（copy number
variation，CNV）而致的具有复杂表型的综合征性

疾病。MD 患者往往有智力发育障碍伴有或不伴

结构异常。目前对MD的产前诊断多局限在已有

先证者的病例或者超声检查异常的病例，没有生

化标志物可筛查MD。通过传统的产前筛查方式，

如果胎儿携带致病的 CNV 但是胎儿超声提示未

见异常，该样本就错失了产前诊断的机会。自从

2011 年首例报道应用 NIPT 进行 MD 的产前诊断

后［17］，又有多篇基于 NGS 技术无创检测 MD 的相

关案例［17⁃25］。这些研究证实了 NIPT用于胎儿MD
检测的可行性，但需要较目前NIPT方法更高的胎

儿游离 DNA浓度和测序深度，从经济学角度考虑

尚不适宜进行大范围的临床推广。多篇研究通

过改进算法提高检测的灵敏度，从而降低微重复

微缺失检测所需的测序深度，可以在一定程度上

降低成本［26 ⁃ 29］。基于此，国外的 NIPT 检测巨头

Natera、Sequenom、Verinata Health 等机构扩大了

NIPT 的筛查范围，开始通过临床实验室改进

法案（clinical laboratory improvement amendments，
CLIA）认证实验室提供MD的商业检测服务，范围

主要涉及 22q11.2 微缺失（DiGeorge）、Angelman、
Jacovsen、1p36 微缺失、Cri⁃du⁃chat、Prader⁃Willi、
Langer⁃Giedion 和 Wolf⁃Hirschhorn 综合征这几种

发病率较高的MD综合征。国内的华大基因和贝

瑞和康也分别升级了各自NIPT检测的服务范围，

同样也提供如 22q11.2微缺失、Angelman等综合征

的检测结果。同时国际上部分学会和组织也出台

了相关指南和共识。ACOG 和 ISPD 在 2015 年针

对 NIPT 检测更新了指南，ACOG 保守地指出对于

MD的筛查尚未被临床验证，其灵敏性和特异性也

没有确切证据；ISPD则表示NIPT扩增检测应当限

定在研究清楚的 MD 综合征范围内，并需要结合

临床指针共同判断。2016年 7月ACMG发表最新

声明：对于已知 CNVs，医生应该在检测之前充分

告知孕妇 NIPT 检测范围会扩大至 CNVs，并且

CNVs 检测结果具有较高的假阳性和假阴性。但

如果 NIPT 发现了 CNVs，应该进行产前诊断验

证［11］。结合目前的研究进展和指南建议，用

NIPT 的方法检测 5 Mb 以上且具有较为明确临

床意义的 CNV 具有一定可行性，但仍缺乏大规

模前瞻性的 CNV 临床检测数据，用于商业化的

临床筛查应慎重使用。

5 小结与展望

政策支持和超高的灵敏度使 NIPT 成为染色

体非整倍体临床筛查的主要技术手段。2016 年

NIPT 全国检测数量约 200 万人次，普及率 10%左

右。其在大中城市的普及率已大于 15%，并有较

快的增长率。部分发达地区甚至已经提出利用该

技术来基本消灭唐氏综合征。但是，我们还应看

到NIPT项目的普及仍有巨大的提升空间，并存在

明显的不均衡。偏远地区的 NIPT 检测无论是就

检测数量还是地区覆盖率而言，与发达地区相比

均有明显的差距。即使 NIPT 价格呈逐年下降的

趋势，但相对于传统的唐筛项目而言，检测价格仍

处于较高水平。并且因为 NIPT 检测费用并未纳

入医疗保险，对于全国绝大多数地区，尤其是县级

市及下属区、镇及农村的家庭而言，其检测费用过

于昂贵，在无政府补贴的情况下，大部分家庭尚不

倾向于进行 NIPT 检测。同时全国能够开展 NIPT
检查项目的医疗机构仍处于刚刚放开的阶段，大

部分医疗机构在医疗环境和医疗人员技术要求上

尚不能满足临床需求。由此，积极提升医疗人员

技术水平、大力提高无创产前筛查的总体普及率、

尽量减少不同地区检测水平的不均衡性，对降低

出生缺陷率、提高整体优生优育水平十分重要。
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全外显子及靶向文库捕获测序在多囊肾病基因诊断
中的应用比较

刘维强 张慧敏 李浩贤 孙筱放★

[摘 要] 目的 比较全外显子和靶向文库捕获高通量测序对多囊肾病相关基因的检测效率。

方法 对 6份多囊肾病标本（包括一份低比例嵌合变异标本）分别进行全外显子捕获或靶目标捕获 2种

方法建立文库，Illumina HiSeq 2000仪器连续双向测序。 结果 以 PKD1、PKD2和 PKHD1 3个基因作为

目标序列，靶向捕获法平均测序深度为 190倍，5倍以上测序深度占全部有效序列的 85.59%，靶区域覆盖

度 95%以上，但 PKD1第一外显子仍有 200~300 bp区域不能覆盖；全外显子捕获法平均测序深度为 28.34
倍，5 倍以上测序深度占全部有效序列的 55.35%，目标区域覆盖度较低，PKD1 外显子覆盖度小于

40%。 结论 靶向文库捕获测序法具有较髙的敏感性、准确性，更适合 PKD基因变异的检测，但高通

量测序技术对 PKD1基因检测仍有不足之处。

[关键词] 多囊肾病；靶向捕获；全外显子
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and the targeted libraries capture sequencing method for improving the efficiency of molecular diagnosis of
polycystic kidney disease. Methods The libraries of 6 tested samples (including 1 sample with low ratio
mosaic mutation) were prepared by whole exome capture method and targeted capture method, respectively.
Illumina HiSeq2000 was used for sequencing. Results The selected target sequence were PKD1, PKD2 and
PKHD1. The average depth in targeted capture method and whole exome sequencing method is 190 and 28.34,
respectively. The ratio of region of target sequence with 5x coverage is 85.59% and 55.35% in targeted capture
method and whole exome sequencing method, respectively. Coverage analysis indicated that the average
coverage of whole exome sequencing method is less than 40%, which is significantly lower than that of targeted
capture method (95% ); however, 200~300 base pair of the first exon of PKD1 uncovered yet using targeted
capture method. Conclusion Targeted capture method is more suitable for PKD gene⁃based diagnostic using
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complement.
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多囊肾病（polycystic kidney disease，PKD）是

指在肾脏中发生多个充满液体的囊肿并导致肾

脏结构和功能损害的疾病，这种囊肿还可以累及

到其他器官［1］。根据遗传方式不同，其又分为常染

色体显性遗传多囊肾病（autosomomal domainant
polycystic kidney disease，ADPKD）和常染色隐性

遗传多囊肾病（autosomomal recessive polycystic
kidney disease，ARPKD）［2］。PKD 疾病严重影响着

病人的生活质量和生命健康。

PKD主要致病基因为 PKD1、PKD2和 PKHD1
基因。PKD1、PKHD1是分别有 46 个和 67 个外显

子的大基因，另外 PKD1基因存在假基因，且 PKD
疾病相关基因突变不存在热点，因此，对其分子诊

断非常困难并且检测非常费时、费力且技术要求

高。目前基于全外显子和目标序列捕获的下一代

高通量测序技术（next generation sequencing，NGS）
已 开 始 应 用 于 PKD 等 遗 传 性 疾 病 的 分 子 诊

断［3⁃5］。本研究对 PKD 患者标本应用全外显子和

目标序列文库捕获 2种方法测序，比较这 2种方法

在 PKD疾病诊断的效率。

1 材料与方法

1.1 对象

选择 PKD1、PKD2、PKHD1 3个基因为靶目标

区域进行效率评估。选取 6 份样本进行全外显子

捕获或靶目标文库捕获方法进行测序。为更好地

评估这 2 种方法对 PKD 疾病的检测效率，本研究

选取的样本中包括一例变异位点为低比例嵌合的

ADPKD患者标本。

1.2 试剂和仪器

DNA 提取方法采用 DNeasy Tissue 试剂盒

（Qiagen 公司，德国），DNA打断仪 Covaris S2系统

购自美国Covaris公司，全外显子捕获和靶目标捕获

2 种文库建立方法分别选用美国 Agilent 公司的

SureSelect试剂和美国 Roche公司的定制基因片段

捕获芯片，测序试剂和仪器来自美国 Illumina公司。

1.3 文库构建及测序

3 μg 基因组 DNA 经 Covaris S2 系统打断为

200~250 bp 大小片段，分别使用美国 Agilent 公司

的 SureSelect 测序试剂进行全外显子文库构建和

美国 Roche 公司定制的基因片段捕获芯片进行靶

目标文库富集。文库经 Agilent 2100 Bioanalyzer
和 ABI StepOne 进行片段大小、浓度、富集度的检

测，最后利用高通量测序仪 Illumina HiSeq 2500
Analyzers（Illumina，美国）连续双向测序 90 个循

环，用 Illumina Pipeline software（version 1.3.4）读出

原始测序数据。

1.4 数据分析

数据下机后进入信息分析部分。首先对下机的

原始数据（raw reads）进行测序质量评估，去除低质

量以及被接头污染的 reads。随后用 BWA 软件

（Burrows Wheeler Aligner）与GRCh37/Hg19进行序

列比对，与此同时进行序列捕获效果评价，用SOAP⁃
snp 软件和 Samtools 软件分别进行 SNV（single nu⁃
cletide variant）和 Indel（insertion and deletion）的查

询，生成目标区域碱基多态性结果，随后进行数据库

的比对，应用NextGENe软件找出可疑突变。

2 结果

2.1 文库质量评价

文库质量经 Tap⁃Stations检测，文库片段大小、

分子量均符合要求。

2.2 全外显子捕获法和靶目标捕获法 NGS 有效

数据分析

通过NextGENe软件对原始数据的处理，全外

显子捕获法测序平均得到 50 482 664 条有效序列

读数，其中与基因组参考序列比对上的序列平均有

49 938 146 条序列，占全部有效序列的 98.92%。

以 PKD1（NM_001009944）、PKD2（NM_000297）、

PKHD1（NM_138694）3个转录本外显子作为目标

靶序列比对，平均得到 14 122条有效靶序列读数，

占全部有效序列的 0.03%。平均测序深度为 28.34
倍，5倍以上测序深度占全部有效序列的 55.35%。

靶目标捕获法 NGS 测序平均得到 47 928 884
条有效序列读数，其中与基因组参考序列比对上

的序列平均有 47 173 064条序列，占全部有效序列

的 98.42%。用以上 3个基因转录本外显子作为目

标靶序列比对，平均得到 173 559条有效靶序列读

数，占全部有效序列的 0.23%。平均测序深度为

190 倍，5 倍以上测序深度占全部有效序列的

85.59%，结果如图 1。
2.3 全外显子捕获与靶目标捕获法对 PKD1基因

测序的数据比较

通过比较 2 种不同方法对 PKD1 基因的捕获

效率，本研究发现靶目标捕获法在覆盖度和测序

深度上均要比全外显子捕获法好，见图 2。
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AA BB

A：靶目标捕获法NGS数据显示其捕获的有效靶序列有较高的测序深度或有效测序读数；B：全外显子捕获法数据对 PKD靶基因的捕获

效率显著降低，且平均测序深度只有 28.34倍，有部分区域测序覆盖度为 0

图 1 全外显子杂交捕获法和基因芯片靶序列捕获法NGS数据分析

Figure 1 Comparison of NGS data between the whole exome capture sequencing and the targeted gene capture
sequencing methods

2.4 全外显子捕获与靶目标捕获法对 PKD2基因

测序的数据比较

通过比较 2 种不同方法对 PKD2 基因的捕获

效率，发现在覆盖度和测序深度上靶目标捕获法

与全外显子捕获法效率没有明显差异，见图 3。
2.5 全外显子捕获与靶目标捕获法对 PKHD1基

因测序的数据比较

通过比较 2 种不同方法对 PKHD1 基因的捕

获效率，发现在覆盖度和测序深度上靶目标捕获

法与全外显子捕获法效率没有明显差异，见

图 4。
2.6 对测序未覆盖区域的分析

虽然靶目标捕获法相对全外显子捕获法有较

好的测序深度和测序覆盖度，但仍有部分区域如

PKD1 第 1 外显子不能完全覆盖。本研究对这部

分未覆盖区域进行了分析，以明确缺失区域具体

AA

BB

灰色柱长度代表测序数据深度，宽度代表测序覆盖度，图下方黄色、绿色小箭头代表外显子或转录子区。A：全外显子捕获法对 PKD1基

因测序的结果可见，在 PKD1第 1到 33号外显子间测序数据信号极低，捕获效率差；B：靶目标捕获法对 PKD1基因测序的结果可见，除

第 1外显子测序深度偏低外（红色箭头），其他所有外显子均有较好的测序数据结果

图 2 2种不同方法对 PKD1基因的捕获效率

Figure 2 Evaluation the capture efficiency of PKD1 gene between the 2 methods
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AA

BB

AA

BB

A：全外显子捕获法对 PKD2基因测序的数据；B：靶目标捕获法对 PKD2基因测序的数据。灰色柱长度代表测序数据深度，宽度代表测

序覆盖度，图下方黄色、绿色小箭头代表外显子或转录子区。分析 2种方法的测序数据发现，2种方法对 PKD2基因的测序数据没有明显

的差异，均能较好地捕获 PKD2基因几乎全部目标序列

图 3 2种不同方法对 PKD2基因的捕获效率

Figure 3 Evaluation of the capture efficiency of PKD2 gene between the 2 methods

A：全外显子捕获法对 PKHD1基因测序的数据；B：靶目标捕获法对 PKHD1基因测序的数据。灰色柱长度代表测序数据深度，宽度代表

测序覆盖度，图下方黄色、绿色箭头代表外显子或转录区。分析 2种方法的测序数据发现，2种方法对 PKHD1基因的测序数据没有明显

的差异，均能较好地捕获 PKHD1基因全部目标序列

图 4 2种不同方法对 PKHD1基因的捕获效率

Figure 4 Evaluation of the capture efficiency of PKHD1 gene between the 2 methods

位置，方便设计引物进行常规 Sanger 测序弥补。

利用 NextGENe 软件可以清楚地发现未覆盖区域

的具体位置，见图 5。
2.7 低比例嵌合变异NGS结果分析

本研究所选一例样本在 16 号染色体 2168790

号位置发生了错义突变（c.416G>A，p.Trp139Ter），

存在低比例嵌合变异现象。利用全外显子捕获测

序法，由于此区域整个测序深度只有 5倍左右，导

致嵌合突变没有有效检出。利用靶目标捕获测序

（targeted capture sequencing），此区间测序浓度达
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A：靶目标捕获法 PKD1第 1外显子测序数据，灰色部分为有效测序数据覆盖度和测序深度，左侧红色部分代表未覆盖区域，右侧红色部

分代表测序深度小于 5倍；B：全外显子捕获测序法 PKD1基因测序数据，大部分区域均有红色标记，代表这些区域没有测序数据覆盖或

覆盖度极低，结果较差；C：PKD1 基因第 1 外显子因本身的结构复杂或 GC 含量太高导致测序序列没有完全覆盖（黄色标记部分），

从 NextGENe软件可以明确定位未覆盖区域的确切位置，从而对这部分NGS不能覆盖的区域通过常规 Sanger测序进行补充

图 5 NGS测序数据未覆盖区域的定位

Figure 5 Identify the uncovered data regions after NGS

到 1 830倍，虽然软件自动分析时将此嵌合突变过

滤掉，但由于测序深度足够大，经调整参数设置，

此错误过滤得以纠正，成功检测出此低比例嵌合，

如图 6。

3 讨论

PKD疾病基因检测目前常用传统的 Sanger测
序法，其最主要的缺点就是测序通量太低，一次

PCR 实验只能检测 1 个到 2 个外显子，而 PKD 疾

病由 3个基因组成，需测序的外显子总数加起来有

120 多个，使得整个诊断体系效率偏低。另外，

Sanger 测序还存在着扩增失败、DNA 交叉污染等

因素，所有这些因素均导致整个流程成本高、时间

长、工作量巨大［6］，使得这种基于传统技术基础上

的诊断体系很难满足目前临床检测的需求。

NGS 技术具有高通量、测序速度快、准确性

高、结果稳定等特点。目前利用 NGS 技术全外显

子组测序、目标序列靶向测序的科研和临床应用

已广泛开展［3，7⁃8］。基于不同的文库构建方法，NGS
应用较为普遍的 3 种模式分别为全基因组测序

（whole genome sequencing，WGS）［7］、全外显子测

序（whole exome sequencing，WES）［8］及靶目标捕获

测序［9］等。目前，NGS 技术已应用于 PKD 疾病的

分子诊断［10⁃12］。

最近有文献比较了全外显子和靶目标测序方

法对肿瘤样本的检测效率，发现靶目标测序方法

相对全外显子测序方法在结果准确度上更加可

靠［13］。针对多囊肾病，本研究比较了这 2 种 NGS
检测方法的检测效率。虽然全外显子捕获方法相

对靶目标测序方法成本偏高，但其可以在全基因

范围进行外显子的检测，可以发现除 PKD1、
PKD2、PKHD1外潜在的新的与多囊肾相关的基因

或与肾病相关的基因变异［14］。本研究发现虽然全

外显子捕获方法在 PKD1基因的检测效率低于靶

目标捕获方法，但其在 PKD2和 PKHD1基因的捕

获效率上与靶目标捕获方法没有太大差异。因此

AA

BB

CC
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AA

BB

CC
上图显示为负链 reads结果

参考序列

PKD1; NM_001009944; c. 416 G>A; p.Trp139Ter

A：靶目标捕获法测序结果发现，在 16号染色体 2168790号位置近 15%读数（reads）存在部分碱基的置换现象，由于变异比例低，软件进行

数据过滤时将此变异认为是测序错误自动过滤掉了；B：经调整参数及运用另一种软件分析，证实此变异为低比例嵌合变异；C：Sanger

测序结果证实此结果为真实变异

图 6 NGS检测嵌合变异

Figure 6 Detection the mosaic mutation by using NGS

当患者具有典型的多囊肾表型而常规 3 个基因又

没有发现变异的情况下可以考虑使用此方法。

相对于全外显子捕获测序，虽然靶目标捕获

测序捕获的外显子数目较全外显子捕获大幅减

少，但其对目标区域的测序深度有效提高，因此这

种方法有足够量的测序读数进行变异的分析。在

本研究中，我们应用Roche公司定制的基因捕获芯

片进行靶目标的捕获。这款定制芯片可以靶向捕

获 222个基因的 3 093个外显子以及剪切位点，目

标基因涵盖多囊肾病的 3个致病基因。通过Next⁃
GENe软件对原始数据的预处理，本研究证实靶目

标捕获法测序得到有效序列读数、5倍以上测序深

度占全部有效序列比例等多个关键指标都要比全

外显子捕获效率更高。分析原因，笔者认为，全外

显子捕获 PKD1基因效率低的主要原因是由于全

外显子捕获探针对部分基因尤其是 GC 含量特别

高的基因如 PKD1的捕获敏感性很差，探针不能有

效与目标区域结合，直接导致目标区域没有数

据。同时由于基因组中存在大量假基因［15］，很大

一部分此区域数据被认为是测序错误或样本污染

而被软件自动过滤掉了，导致最终可用的有效数

据大大减少。
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靶目标捕获测序方法测序深度的增加也有利

于发现低比例嵌合变异。以本研究一例低比例嵌

合变异为例，虽然嵌合比例只有 15%左右，但由于

靶目标捕获在此区域测序深度高达 1 830 倍，因

此仍能灵敏地被检测到。即便如此，NGS 方法仍

有其不足之处，如对高 GC 含量的区域 NGS 方法

的捕获效率明显偏低［16］，这与本研究发现 PKD1
第一外显子有数百碱基序列没有覆盖到，第 42 号

外显子的测序深度相对其他区域要低很多现象一

致。分析原因可能与文库构建时高 GC 含量导致

PCR 扩增效率低有关［17］。对于此部分数据，本实

验利用分析软件明确了未覆盖或低覆盖区域的确

切区域及片段大小 ，可利用一代测序进行补全。

总之，通过比较全外显子捕获方法和靶目标

捕获法测序在多囊肾基因变异诊断中的应用，本

研究发现靶目标捕获法对于多囊肾基因诊断具有

更高的性价比和更高的捕获效率。当然，NGS 技

术对复杂结构基因、高GC含量区域的检测仍有不

足之处，需结合常规 Sanger测序进行相互补充。
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高通量检测技术对假肥大型肌营养不良分子诊断的
研究

陆静 1 姚如恩 1★ 朱佳谊 1 王纪文 2 王剑 1

［摘 要］ 目的 利用高通量检测技术对假肥大型肌营养不良（DMD/BMD）患者进行分子诊断，检测

DMD基因上各种类型的变异，评估组合的分子诊断技术应用于假肥大型肌营养不良患者的价值。 方法

对 106例临床疑似为假肥大型肌营养不良的患者，利用CNVplex®技术检测致病基因拷贝数变异，同时利用

靶向捕获及高通量测序检测致病基因单核苷酸水平变异，对患者进行精确的分子诊断。 结果 通过组合

的高通量检测技术，检测到其中 85例患者存在DMD基因的致病性变异，包括 62例不同大小的外显子缺失

和重复，9例单核苷酸水平小缺失和重复，8例无义变异，2例错义变异和 2例剪接位点变异。 结论 分子

诊断对假肥大型肌营养不良患者意义重大，组合的高通量检测技术能检测到不同类型的致病基因变异，精

确的分子诊断结果对假肥大型肌营养不良患者的诊断和家系的遗传咨询有着重要意义。

［关键词］ 高通量测序；分子诊断；基因突变

Analysis of molecular diagnosis in DMD/BMD patients using high throughput
detection technique
LU Jing1，YAO Ruen1★，ZHU Jiayi1，WANG Jiwen2，WANG Jian1

（1. Molecular Diagnostic Laboratory，Shanghai Children  s Medical Center Affiliated to Shanghai Jiaotong
University School of Medicine，Shanghai，China，200126；2. Department of Neurology，Shanghai Childrens
Medical Center Affiliated to Shanghai Jiaotong University School of Medicine，Shanghai，China，200126）

[ABSTRACT] Objective To perform molecular diagnosis for patients suspected with dystrophinopathy,
and to detect pathogenic variants on DMD gene with the aim of evaluation of molecular diagnosis in those
patients. Method CNVplex® technology and targeted capture combined with high throughput sequencing
were used to detect variants of exon level and single nucleotide level respectively in 106 suspected
dystrophinopathy patients. Results 85 pathogenic variants were detected through combined detection,
including 62 exon deletion/duplication, 9 nucleotide insertion/deletion, 8 nonsense variants, 2 missense variants
and 2 splicing variants. Conclusion Molecular diagnosis is important for patients suspected with
dystrophinopathy and combined testing strategy manifested better efficiency. The accurate results of molecular
diagnosis offers great help in both clinical diagnosis and family genetic counseling.

[KEY WORDS] High throughput sequencing; Molecular diagnosis; Genetic variants

假肥大型肌营养不良包括Duchenne型肌营养

不 良（Duchenne muscular dystrophies，DMD）和

Becker 型 肌 营 养 不 良（Becker muscular dystro⁃

phies，BMD）。这 2 种疾病是原发于神经肌肉组

织的 X 连锁隐性遗传的疾病，其共同的分子基础

是抗肌萎缩蛋白（dystrophin）编码基因 DMD 发生
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不同类型的变异［1］。随着对 DMD 基因研究的深

入，利用分子诊断结果作为 DMD/BMD 患者的确

诊依据，已经越来越得到重视［2］。同时，DMD/
BMD 患者的分子诊断结果对家系其他相关成员

的遗传咨询也有着重要的意义［3］。

DMD基因是人体最大的基因之一，位于 X 染

色体 p21.1区域，包含 79 个外显子，覆盖基因组范

围约 2 Mb。DMD/BMD 患者的变异类型大多为

外显子组水平的缺失和重复，占 75%左右［4］，而单

核苷酸水平的变异也可能导致疾病的发生。因

此，常规用于单基因遗传病检测的 Sanger 测序

法，通常不作为 DMD 基因的分子诊断的首选方

法。利用多重连接探针扩增技术（multiple liga⁃
tion dependent probe amplification，MLPA）检测患

者 DMD 基因外显子水平的拷贝数，被认为是

DMD/BMD 患者分子诊断的有效手段［5］，但在未

检测到拷贝数变异的患者中，仍需继续寻找单核

苷酸水平的变异。因此，同时检测外显子水平的

缺失和重复以及单核苷酸水平的变异是提高

DMD/BMD 患者分子诊断效率的的最佳手段。本

研究拟利用基于 MLPA 技术改进的外显子拷贝

数检测方法 CNVplex®，结合靶向基因捕获高通量

测序，检测患者 DMD 基因，探讨分子诊断结果对

假肥大型肌营养不良患者的诊断和遗传咨询的

意义。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集 2014 年 2 月至 2016 年 10 月在上海儿童

医学中心就诊的疑似假肥大型肌营养不良患者

106 例，均为男性；采集患者及自愿进行家系验

证的患者母亲外周血 2 mL EDTA 抗凝，4℃保

存。使用 QIAamp Blood DNA Mini kit 核酸抽提

试剂盒（Qiagen，德国）从外周血抽提所有样本

基因组 DNA，经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光

度仪检测质量，均符合后续实验要求。所有先

证者或监护人已经签署参加本研究的知情同

意书。

1.2 CNVplex®检测外显子水平变异

采用天昊生物医药科技（苏州）有限公司针对

DMD基因的CNVplex®检测试剂盒。连接反应、连

接产物多重荧光 PCR 扩增、扩增产物荧光毛细管

电泳分离均参考试剂盒说明书。PCR扩增产物用

美国 ABI 公司 ABI3130XL 进行毛细管电泳，原始

数据文件采用 GeneMapper4.1 进行目标峰高的数

据读取，进而对样本DMD基因区域的拷贝数进行

分析确定，寻找可能存在的外显子水平缺失和

重复。

1.3 FastTarget靶向富集及高通量测序

采用天昊生物医药科技（苏州）有限公司设计

的 FastTarget 高通量多重 PCR 扩增富集技术对

DMD 基因启动子区、5′非编码区（5′untranslated
region，5′UTR）、编码区、转录终止区、内含子剪切

点附近 8 bp以及有文献报道或数据库记录［6］的已

知突变序列进行富集，DNA 质量检测、FastTarget
目的区域富集、富集产物定量混合、PCR 扩增引

入接头和特异性标签、样本文库定量混合、文库

质量检测均参考试剂盒说明书。富集产物采用高

通量测序仪 Illumina HiSeq 2000 进行测序突变分

析，任何一个目的片段的测序深度至少达到 20
倍。对 DMD 基因上检测到的致病性单核苷酸变

异，设计特异性的 PCR 扩增引物，Sanger 测序

验证。

1.4 家系成员检测

在采集到的患者母亲血样的家系中，根据先

证者检测到的致病性变异的不同类型，选择特异

性的验证方法。若先证者的变异为外显子缺失和

重复，则用CNVplex®法对其母亲外周血DNA进行

验证。若先证者的变异为单核苷酸水平的变异，

则用 Sanger测序法进行验证。

2 结果

2.1 106名患者分子诊断结果

在 106 名患者中，CNVplex®技术检测到 62
名（51.7%）患者携带有 DMD 基因上的致病性拷

贝数变异，其中包括 54 个缺失和 8 个重复，变异

的大小从覆盖 1 个外显子到整个 DMD 基因不

等，对所有的拷贝数变异进行阅读框判断，其中

12 个为框内突变，50 个为框外突变，见图 1。通

过高通量测序发现 21 名（17.5%）患者存在单核

苷酸水平的变异，包括 9 例小缺失和重复，8 例无

义变异，2 例错义变异和 2 例剪接位点变异，具体

变异情况见表 1，所有变异均通过 Sanger 测序

验证。

2.2 家系成员验证结果

对 14例有母亲血样的家系进行致病变异验证
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缺失（红色）和重复（蓝色），其中 12名框内突变（黑色角标）

图 1 62名患者DMD基因外显子水平的变异统计

Figure 1 Eron level variants of DMD gene in 62 patients
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c.5899C>T

c.10087⁃1G>C

c.7818delG

c.9924delG

c.9998_10001del

c.8810A>G

c.10033C>T

c.4130_4131dupAA

c.3401_3405delTTAAC

c.377delA

c.8792delA

c.4531_4534del

c.10223+1G>A

c.5602_5605del

c.1062G>A

c.347T>C

c.8608C>T

c.3409C>T

c.7066C>T

c.5632C>T

c.6283C>T

蛋白改变

p.R1967*

p.Trp2606*

p.Lys3308Asnfs*22

p.Asn3333Metfs*43

p.Gln2937Arg

p.Arg3345*

p.Ser1378Asnfs*5

p.Leu1134Hisfs*42

p.Asn126Ilefs*16

Glu2931Glyfs*25

p.Ser1511*

p.Arg1868Glufs*5

p.Trp354*

p.Leu116Pro

p.Arg2870*

p.Gln1137*

p.Gln2356*

p.Gln1878*

p.Arg2095*

数据库

收录

是［7］

是

否

否

否

是［8］

是［9］

否

否

是［10］

否

否

是［9］

是［9］

是［4］

是［2］

是［7］

是

否

否

是［11］

表 1 21名检测到DMD基因单核苷酸水平致病性变异

Table 1 Single nucleotide level variants of DMD gene in
21 patients

家系

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

先证者致病变异

第 2⁃16外显子缺失

第 53⁃55外显子缺失

第 1外显子缺失

第 48⁃51外显子缺失

第 3⁃11外显子缺失

第 45⁃47外显子缺失

第 45⁃57外显子缺失

第 45⁃52外显子缺失

c.4130_4131dupAA p.Ser1378Asnfs*5

第 45⁃52外显子缺失

第 8⁃11外显子缺失

第 46⁃47外显子缺失

第 48⁃54外显子缺失

第 4⁃45外显子重复

母亲验证

结果

杂合携带

正常

正常

杂合携带

杂合携带

杂合携带

正常

正常

杂合携带

正常

正常

杂合携带

杂合携带

杂合携带

表 2 14个家系验证DMD基因变异结果

Table 2 Validation of variants of DMD gene in 14 pedigrees

后，发现其中 6 名患者的变异为新发变异，其余 8
名患者的母亲为与先证者相同变异的杂合携

带者。
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3 讨论

假肥大型肌营养不良是常见的累及骨骼肌的神

经肌肉疾病，DMD患者病情发展快，3岁左右无法独

立行走而需依靠轮椅代步，常死于心肌病或呼吸道

并发症，寿命一般不超过 20岁［12］。BMD患者病情

相对较轻，进展缓慢，主要表现为四肢近端肌肉

无力伴腓肠肌肥大。DMD/BMD 发病率较高，约

1∶5 000［13］，对该疾病进行分子诊断，不仅有利于早期

准确地诊断疾病，且对家系相关成员的验证将为遗

传咨询提供有力的证据［14］。DMD基因的致病性变

异影响抗肌萎缩蛋白在横纹肌组织中的表达，导致

近端骨骼肌进行性萎缩无力和腓肠肌代偿性肥大。

在患者中，DMD基因的外显子缺失最常见，2个常见

的热点区域分别位于基因中央区域的第 44~53号外

显子区域，以及靠近基因 5′端的第 2~20号外显子区

域［15］。除此之外，导致DMD/BMD发病的变异还包

括外显子的重复和单核苷酸水平的变异等。

本研究创新地利用基于 MLPA 技术改良的

CNVplex®检测技术，结合 FastTarget靶向富集及高

通量测序技术，组合应用于检测患者DMD基因外

显子水平和单核苷酸水平的变异，试图为患者的

分子诊断提供准确的依据。以往的研究认为，

MLPA 是检测 DMD 基因外显子水平变异的最佳

技术［16］，但 CNVplex®检测技术相较于MLPA 在检

测探针合成上，更加省时省力。此外通过不同的

荧光标记策略，CNVplex®可以同时检测基因组上

更多位置的拷贝数信息［17］。

FastTarget 技术针对目的区域设计多重 PCR
扩增体系，对研究者感兴趣的基因组区域捕获富

集并进行高通量测序，该技术方法非常成熟，与

Sanger 测序法相比检测更加快速、操作简单，与其

他高通量测序建库方法相比省去了复杂的建库过

程［18］。本研究利用这 2种检测方法的组合，在 106
名疑似假肥大型肌营养不良的患者中，成功检测

到 85 个致病性变异，其中外显子水平的变异最小

仅覆盖单个外显子，最大覆盖整个 DMD 基因区

域；单核苷酸水平的变异在运用高通量测序方法

检出后，均通过 Sanger 测序法验证。其中 9 例单

核苷酸水平的小缺失和重复以及 8 例无义变异均

会因为终止密码的异常编码而造成截短的蛋白，

引起DMD的发生。2例剪接位点变异均未被人类

基因突变数据库（Human Gene Mutation Database，

HGMD）和 LOVD（Leiden Open Variation Database）
数据库收录，但经断裂位点功能预测软件分析

（NNSPLICE v9.0）均可能导致异常的 RNA 剪接。

本研究中发现 2 例错义变异，其中 p.Leu116Pro 被

HGMD 收录［2］，而 p.Gln2937Arg 为首次发现的错

义变异。虽然在之前的DMD/BMD患者相关分子

诊断研究中［19］，错义变异的检出率相对较低，但

Juan⁃Mateu等［20］研究中认为错义变异也可能导致

抗肌萎缩蛋白的异常剪接，从而导致疾病的发生，

因此必须通过相关功能试验来判断变异是否

具有致病性。本研究所采用的组合检测技术

在检测成本和报告周期更加符合临床应用的情

况下，达到了与以往研究相同水平的检测阳性率

（80.2%）［4，21］，进一步证实了分子诊断技术在假肥

大型肌营养不良患者诊断中的作用。

Monaco 等［22］提出的针对 DMD 基因的“阅读

框架假说”（reading frame rule）认为症状较严重的

DMD患者大多数是由于框外突变（out of frame）所

致，而症状较轻的 BMD患者则是由于不影响阅读

框的框内突变（in frame）导致。约 90% DMD/BMD
患者符合阅读框规则，因此基于分子诊断结果判

断阅读框，从而确定患者为DMD或 BMD，可以在

患者出现严重的临床症状前明确诊断，早期干预，

提高生活质量［23］。本研究中 12例框内突变患者，

后期临床均确诊为 BMD，与基于阅读框判断的疾

病类型相符。患者在检测到 DMD 基因致病性变

异后，应对家系相关成员进行携带者验证，为遗传

咨询提供重要线索，本研究发现 8名先证者母亲为

DMD 基因致病变异杂合携带者。在本研究中仍

有 21名患者并未通过这 2种高通量检测技术寻找

到DMD基因的致病性变异，可对患者外周血RNA
进行逆转录 PCR 鉴定转录产物是否正常，并进一

步寻找内含子中可能存在的致病性变异［4］。此外，

也需仔细评估患者临床表型，判断患者是否为肢

带型肌营养不良症（limb girdle muscular dystro⁃
phy，LGMD）、Emery⁃Dreifuss 肌营养不良症（Em⁃
ery⁃Dreifuss muscular dystrophy，EDMD）或其他肌

营养不良症，并对其进行鉴别诊断［24］。

假肥大型肌营养不良最传统的治疗方法是运

用糖皮质激素治疗配合康复理疗。糖皮质激素可

以延缓肌力及肌肉功能的衰退，但长时间使用糖

皮质激素会出现许多不良反应，并且会出现糖皮

质激素耐药情况［25］。基因替代治疗有望成为最有
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效的 DMD/BMD 治疗方法，首个批准上市的基因

药物 deflazacort以外显子跳跃为分子基础，可以成

功治疗第 51号外显子缺失的患者。德州大学最新

研究利用 CRISPR⁃Cpf1修复老鼠模型和人类细胞

中 DMD 基因的缺陷，试图达到治疗疾病的目的，

为DMD/BMD患者的分子治疗提供了新思路［26］。

准确评估每个患者所携带的 DMD 基因致病

性变异，为其寻找最恰当的分子治疗手段提供了

理论依据。

综上所述，利用高通量检测技术，同时检测

DMD 基因外显子水平的变异和单核苷酸水平的

变异，是对 DMD/BMD 患者进行分子诊断的最佳

方法。利用 CNVplex®和靶向富集高通量测序技

术得到的结果，可以帮助早期诊断为 DMD/BMD
的患者在一定程度上确诊疾病类型，也为患者寻

找可行的个体化治疗方案和对患者家系成员的验

证及之后的遗传咨询提供了可靠的依据。
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一一种基于液相基因芯片技术对甲型和乙型流感病毒
分型检测方法的建立

陈锦龙 1 吕刚 1，2 张优 1 符瑞佳 1 尹飞飞 1，2★

［摘 要］ 目的 建立能够对甲型流感病毒（influenza virus A，INFA）和乙型流感病毒（influenza
virus B，INFB）进行区分的液相基因芯片技术，为甲型和乙型流感病毒的分型提供一种高通量、高灵敏度

的检测和鉴定方法。 方法 从NCBI的GenBank下载具有代表性的流感病毒基因组序列，利用生物信

息学软件 BioEdit 进行序列比对，分别设计针对 INFA和 INFB的简并引物和特异性探针，将设计好的引

物和探针与GenBank中所有的基因序列进行比对，以验证其特异性。经探针合成、悬浮液相芯片制备和

检测条件的优化获得用于甲型和乙型流感病毒分型的液相基因芯片。 结果 所检测 INFA和 INFB均

可获得特异性杂交信号，非特异性杂交信号不明显，将 2种病毒混合，模拟混合病毒感染也可以得到相

应的特异性杂交信号。灵敏度评估结果表明 INFA 的检测灵敏度为 1~10 空斑形成单位（plaque forming
unit，pfu），而 INFB为 10~100 pfu。将本方法用于检测 11份临床样本，其结果与荧光定量分型逆转录聚合

酶链反应（reverse transcriptase⁃polymerase chain reaction，RT⁃PCR）检测方法的结果一致。 结论 本研究

初步建立了 INFA和 INFB的液相基因芯片检测技术，可用于流感病毒的初步筛查和鉴定，并且可以进行

混合感染样本的检测，为流感病毒的分型和鉴定提供了一种新的手段。

［关键词］ 甲型流感病毒；乙型流感病毒；液相基因芯片；病毒分型检测

Development of a method for detecting type influenza virus A and B based on
liquid⁃phase gene chip technology
CHEN Jinlong1，LV Gang1，2，ZHANG You1，FU Ruijia1，YIN Feifei1，2★

（1. Department of Microbiology，Hainan Medical University，Haikou，Hainan，China，571199；2. Key
Laboratory of Translation Medicine Tropical Diseases，Hainan Medical University，Haikou，Hainan，China，
571199）

[ABSTRACT] Objective To develop a microbead ⁃based liquid assay for rapid and high throughput
detection and the typing of influenza virus A and B (INFA, INFB). Methods Representative sequences has
been downloaded from the GenBank database and aligned with BioEdit software. Specific primers and probes
have been designed based on conserved sequences. The specificity of the primers and probes has been tested by
blast of them with all the gene sequences in the GenBank database. The microbead ⁃ based liquid assay was
developed by covalent linkage of the probes and microbeads. Results Specific signals of mean fluorescent
intensity have been observed in all of the tested samples. Very low signals have been obtain for non⁃specific
samples. Mixture of both influenza virus A and B can obtain their positive signal respectively. The sensitivity
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of the method for INFA is 1~10 pfu and 10~100 pfu for INFB. 11 clinical samples were detected using this
method and the results were consistent with the detection results of real time reverse transcriptase⁃polymerase
chain reaction (RT⁃PCR). Conclusion The microbead⁃based liquid assay developed in this study for the
typing of influenza virus A and B can be used for the detection and typing of influenza viruses. The assay
provides a new method for the detection of the viruses.

[KEY WORDS] Influenza virus A; Influenza virus B; Microbead⁃based liquid assay; Virus typing

流感病毒的感染是世界范围内的重大公共卫

生问题。根据核衣壳蛋白和基质蛋白的同源性，

流感病毒分为甲、乙和丙型［1⁃2］。甲型流感病毒

（influenza virus A，INFA）抗原性易发生变异，可以

进一步分为 H1N1、H3N2、H5N1、H7N9 等亚型，多

次引起世界范围的大流行。乙型流感病毒（influ⁃
enza virus B，INFB）只在局部引起小范围的流行，

丙型流感病毒只引起人类不明显的或轻微的上呼

吸道感染，很少造成流行［3］。准确有效的流感病毒

检测和分型方法对于临床采取及时有效的治疗方

式和控制流感的传播具有重要的意义。但是目前

对于流感病毒的检测临床上主要采用实时荧光定

量 PCR，其缺点为检测靶标单一，对多靶标检测易

出现假阳性结果［4⁃5］。而液相基因芯片作为一种新

兴检测技术，利用多标志物并行检测从而提高了

检测通量［6］。本研究建立了一种能够对甲型和乙

型流感病毒进行检测和分型的液相基因芯片技

术，为流感病毒的筛查和流行病学本底调查提供

重要的技术手段。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株与病毒株

本检测所用流感病毒株包括甲型流感病毒

H1N1（A/PR/8/34，ATCC⁃VR95）和 H3N2（A/Victo⁃
ria/210/2009 型），乙型流感病毒（B/Lee/40，ATCC⁃
VR101）。所有流感病毒在Vero⁃E6细胞系中进行

增殖培养。病毒的增殖于中科院武汉病毒研究所

BSL⁃2生物安全实验室进行。

1.1.2 所需试剂

M⁃MLV 反转录酶购自 Promega 公司（美国），

Taq酶购自宝生物工程（大连）有限公司，报告分子

Streptavidin⁃phycoerythrin 购于 Molecular Probes 公
司（美国），杂交缓冲液 TMAC和微球购自 Luminex
公司（美国）。病毒 RNA提取试剂盒QIAamp viral
RNA mini kit购自Qiagen公司（美国）。

1.2 方法

1.2.1 病毒的增殖培养和核酸提取

将病毒接种于 Vero⁃E6 细胞系，在含 5% FBS
的DMEM培养基中置于 37℃、5% CO2 培养箱中进

行增殖培养，每日在显微镜下观察细胞病变效应

（cytopathic effect，CPE）情况，当 90%以上细胞出

现 CPE 时，收集病毒培养液，分装后-80℃保存备

用。根据病毒 RNA 提取试剂盒的说明书提取病

毒核酸。

1.2.2 简并引物和特异性探针的设计合成

在 GenBank 下载具有代表性的甲型流感病毒

和乙型流感病毒全基因组序列各 100条以上，利用

BioEdit（版本 7.0）软件进行序列同源性比对分析，

在此基础上设计简并引物，并在简并引物的范围

内设计特异性探针。初步设计的引物和探针经过

Blast比对分析进行进一步的优化设计。正向引物

进行生物素（Biotin）修饰，探针进行氨基化和 C12

修饰。所有引物和探针由上海英骏生物技术有限

公司（中国）合成。

1.2.3 芯片制备

根据 Luminex公司的说明书，将检测探针通过

共价交联的方式偶联在微球上。4 种检测探针分

别偶联到不同编号的微球上，以利于多重检测。

1.2.4 病毒RT⁃PCR扩增及扩增产物的检测

按照 M⁃MLV 反转录酶试剂盒说明书进行反

转录获得 cDNA模板，然后进行 PCR扩增，PCR反

应体系组成如下：cDNA 模板 5 μL，20 μmol/L 上

下游引物各 1 μL，10×PCR 缓冲液 5 μL，10 mol/L
dNTP 1 μL，加水补至 50 μL。PCR 反应条件：94℃
预变性 5 min；94℃变性 30 s，57℃复性 30 s，72℃扩

增 30 s 扩增，共 30 个循环；最后 72℃延伸 10 min，
降温至 4℃。取 5 μL扩增产物至 96孔 PCR 管，向

管内加入用 1.5×TMAC 杂交液稀释的 4 种微球至

终浓度 150 个/μL，加入 12 μL TE，空白对照管加

入 17 μL TE，混匀后于 95℃变性 5 min、55℃杂交

15 min，加入报告分子 55℃继续孵育 5 min 后用
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Luminex 200系统检测。

1.2.5 敏感性评估

将H1N1、H3N2和 INFB梯度稀释，获得100 000、
10 000、1 000、100 和 10 pfu/mL 的病毒浓度，各取

0.5 mL 提取病毒 RNA，反转录后取 1/5 做模板进

行液相基因芯片检测，即各检测模板量为 10 000、
1 000、100、10和 1 pfu。
1.2.6 特异性和重复性检测

所有样本分别进行 3次核酸提取、PCR扩增和

液相芯片检测，以检测芯片的重复性。通过 DNA
琼脂糖凝胶电泳检测每对引物的 PCR产物的条带

是否为特异性。

1.2.7 模拟混合病毒感染的检测

将 1 000 pfu的H1N1、H3N2和 INFB病毒溶液

两两组合，模拟 H1N1 和 H3N2、H1N1 和 INFB、

H3N2和 INFB混合感染的样本，分别提取 RNA并

反转录，对模板进行液相基因芯片检测。

1.2.8 检测方法的初步应用

对本实验室收集和保存的 11 份临床样本，用

本文建立的液相基因芯片方法进行检测，同时以

H1N1、H3N2 和 INFB 病毒培养液做为阳性对照，

并与荧光定量分型 RT⁃PCR方法（上海之江生物科

技股份有限公司）进行比较，评价本方法的可靠性

及临床实用性。

2 结果

2.1 引物的设计合成及特异性检测

针对流感病毒型特异性基因M基因分别设计

针对流感病毒甲型和乙型的引物和探针［4⁃5］，所设

计合成的引物和探针序列如表 1。为便于液相基

因芯片的优化，针对甲型和乙型流感病毒分别设

计 2组引物和探针，进行后继系列评价比较。病毒

RNA提取后，进行反转录获得 cDNA模板，利用设

计合成的引物进行 PCR扩增，结果如图 1所示，引

物对 INFA⁃F1/INFA⁃R1、INFA⁃F2/INFA⁃R2、INFB⁃
F1/INFB⁃R1 和 INFB⁃F2/INFB⁃R2 分别扩增出 304
bp、359 bp、453 bp 和 300 bp 的特异性条带且无明

显非特异性条带产生。

引物或探针

INFA⁃F1
INFA⁃R1
INFA⁃P1
INFA⁃F2
INFA⁃R2
INFA⁃P2
INFB⁃F1
INFB⁃R1
INFB⁃P1
INFB⁃F2
INFB⁃R2
INFB⁃P2

序列

GATGAGTCTTCTAACCGAGGTC
CTTGTATAGTTTAACTGCTCTATC
CAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCA
CTCATGGAATGGCTAAAGACAAG
GACCGATGCTGTGAATCAGCAATC
GAATGGGGACCCGAACAACATGGA
GGAGACACAATTGCCTACCTGC
TGCTTGTTTCTCGCACAAAGCAC
GCTTAACTGATATACAGAAAGCAC
AATGTGTGAGCTTCCATGAAG
GTTCTTCTGCCAGTTTTTGGAC
GCTTTGTGCGAGAAACAAGCATCA

长度（bp）
22
24
24
23
24
24
22
23

21
22
24

修饰

5′ Biotin
5′ Amino Modifier C12

5′ Biotin
5′ Amino Modifier C12

5′ Biotin
5′ Amino Modifier C12

5′ Biotin
5′ Amino Modifier C12

表 1 用于甲型和乙型流感病毒分型的引物和探针

Table 1 The primers and probes used for the typing of INFA and INFB

2.2 不同液相基因芯片检测效果的比较

分别利用各引物和探针进行 PCR和液相基因

芯片检测，比较不同的液相基因芯片的检测结果。

结果如表 2 所示，利用引物对 INFA⁃F1/INFA⁃R1
进行 PCR并用探针 INFA⁃P1制备液相基因芯片检

测，阳性样本 H1N1和 H3N2的平均荧光值分别为

890 和 785，阴性样本乙型流感病毒平均荧光值为

150，阴性对照结果为 28；利用引物对 INFA⁃F2/IN⁃
FA⁃R2进行 PCR并用探针 INFA⁃P2制备液相基因

芯片检测，阳性样本 H1N1和 H3N2的平均荧光值

分别为 1 800 和 1 980，阴性样本乙型流感病毒平

均荧光值为 98，阴性对照结果为 43。2 种液相基

因芯片比较，引物对 INFA⁃F2/INFA⁃R2 和探针

INFA⁃P2 制备液相基因芯片效果较好。利用引物
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对 INFB⁃F1/INFB⁃R1 进行 PCR 并用探针 INFB⁃P1
制备液相基因芯片检测，阳性样本乙型流感病毒

平均荧光值为 1 540，阴性样本H1N1和H3N2的平

均荧光值分别为 91 和 87，阴性对照结果为 59；利
用引物对 INFB⁃F2/INFB⁃R2 进行 PCR 并用探针

INFB⁃P2 制备液相基因芯片检测，阳性样本 INFB
平均荧光值为 687，阴性样本 H1N1 和 H3N2 的平

均荧光值分别为 149 和 205，阴性对照结果为 60。
2 种液相基因芯片比较，引物对 INFB⁃F1/INFB⁃R1
和探针 INFB⁃P1制备液相基因芯片效果较好。

2.3 液相基因芯片检测的敏感性的评估

分别对引物对 INFA⁃F2/INFA⁃R2和探针 INFA⁃
P2 制备的液相基因芯片和引物对 INFB⁃F1/INFB⁃
R1和探针 INFB⁃P1制备的液相基因芯片进行敏感

性评估，结果如图 2 所示，INFA 的液相基因芯片

检测灵敏度为 1~10 空斑形成单位（plaque forming
unit，pfu），而 INFB 的液相基因芯片检测灵敏度为

10~100 pfu。
2.4 液相基因芯片检测的特异性和重复性

所有样本分别进行 3次核酸提取、PCR扩增和

液相基因芯片检测，各样本所用病毒量均为 100
pfu，结果如图 3所示，3次检测实验的定性结果完

全正确，而且探针间也没有交叉反应，表明该方法

具有良好的特异性和可重复性。

M 1 2 3 4

2 000 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

引物对 INFA⁃F1/INFA⁃R1（1#条带），INFA⁃F2/INFA⁃R2（2#条

带），INFB⁃F1/INFB⁃R1（3#条带）和 INFB⁃F2/INFB⁃R2（4#条带）分

别扩增出 304 bp，359 bp，453 bp和 300 bp的特异性条带且无明显

非特异性条带产生。M为D2000分子量Marker

图 1 引物特异性检测

Figure 1 The specificity test of the primers

样本

H1N1

H3N2

INFB

阴性对照

液相基因芯片对应探针

INFA⁃P1

890

785

150

28

INFA⁃P2

1 800

1 980

98

43

INFB⁃P1

91

87

1 540

59

INFB⁃P2

149

205

687

60

表 2 不同液相基因芯片平均荧光值的比较

Table 2 The comparison of the median fluorescence
intensity of different microbead⁃based liquid assay

H1N1
H3N2
阴性对照

INFB
阴性对照

2 000

1 500

1 000

500

0
1 10 100 1 000 1 0000

样本中病毒含量（pfu）

平
均

荧
光

值

3 000

2 500

2 000

1 500

1 000

500

0
1 10 100 1 000 10 000

样本中病毒含量（pfu）

平
均

荧
光

值

AA

BB

A：利用 H1N1 和 H3N2 病毒评估 INFA 的液相基因芯片检测灵敏

度；B：利用 INFB病毒评估 INFA的液相基因芯片检测灵敏度

图 2 液相基因芯片检测敏感性评估

Figure 2 Evaluation of the sensitivity of the assay

图 3 液相基因芯片特异性和重复性检测结果

Figure 3 Results of the specificity and reproducibility test of
the microbead⁃based liquid assay

INFA⁃P2
INFA⁃P1

H1N1 H3N2 INFB 阴性对照

1 600

1 400

1 200

1 000

800

600

400

200

0

平
均

荧
光

值
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样本

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

H1N1
H3N2
INFB

阴性对照

液相基因芯片对应探针

INFA⁃P2
3 518.5
2 662.5
3 149
3 113.5
3 434
30

3 314
2 700
3 424
3 573
3 518.5
1 800
2 800
98
43

INFB⁃P1
27
33
33
19
35

2 672
32
25.5
50
20.5
62
91
65

1 540
59

检测结果

INFA
INFA
INFA
INFA
INFA
INFB
INFA
INFA
INFA
INFA
INFA
INFA
INFA
INFB
无病毒

2.5 模拟混合病毒感染的检测评估

将H1N1、H3N2和 INFB病毒溶液两两组合模

拟混合病毒感染，对样本进行液相基因芯片检测，

结果如图 4 所示，2 种 INFA 病毒、H1N1 和 INFB、

H3N2 和 INFB 分别混合检测，都能特异性检测到

相应样本，说明本检测方法能够进行混合种类病

毒感染的检测。

2.6 临床样本的检测结果

检测的 11 份临床样本中，10 份为 INFA，1 份

为 INFB，H1N1 和 H3N2 病毒培养液检测结果为

INFA，乙型流感病毒培养液检测结果为 INFB，阴

性对照检测结果为无病毒。其结果与荧光定量分

型RT⁃PCR方法的结果一致，见表 3。

3 讨论

由流感病毒引起的流感是一种世界范围内的

传染性疾病，具有传染性强、传播快、潜伏期短、发

病率高等特点，对公共卫生和人们身体健康带来

重大威胁。流感的主要表现症状为高热、肌痛、咳

嗽、流涕等，可伴有严重的肺炎，甚至可能引起心

脏、肾脏等多种重要器官衰竭而导致死亡。对人

类危害巨大的季节性流感主要是由甲型流感病毒

引起，而乙型流感病毒只在局部引起小范围的流

行，由于各型流感病毒所致疾病的治疗和防控策

略不同，建立流感病毒分型的快速检测方法，对于

流感的早期诊断和制定有效防治策略有重要意

义［7］。本研究针对甲型和乙型流感病毒的保守基

因 M 基因的核苷酸序列设计特异性引物和探针，

用于甲型和乙型流感病毒的分型，经过优化选择

所设计的液相基因芯片具有很好的重复性和特异

性。通过将分型探针偶联在不同种类微球上，建

立多重检测体系，可在一个反应中同时诊断甲型

和乙型流感病毒，检测 96 个样本所需时间为 5.5
h，从采样到分型检测获得结果可以在一天内完

成，而传统的流感病毒分离培养需要 3~5 天的时

间［8］。液相基因芯片体系由荧光染料编码的微球

构成，每种微球上偶联有针对目的核苷酸区段的

探针分子，与带有报告分子藻红蛋白的多重 PCR
反应产物进行杂交，当微球通过 Luminex 检测仪，

检测结果通过荧光值直接判读，其特异性引物和

针对目的核苷酸的探针设计双重保证检测特异

性。所以本研究建立的基于液相基因芯片的流感

病毒分型检测方法较基于抗原⁃抗体免疫反应的流

感病毒酶联免疫吸附测定（enzyme⁃linked immuno⁃
sorbent assay，ELISA）检测方法，有效避免了抗原

抗体交叉反应的干扰［9］。同时由于液相基因芯片

对流感病毒分型的基础是核酸分子的杂交，其检

测的基础是 PCR 产物和探针之间的互补程度，而

且每个反应结果的平均荧光值是 100 个微球上的

荧光值的平均值，相当于 100 次反应的平均结果，

检测结果更加准确［10］。近年来很多实验室建立了

用于流感病毒分型的多重荧光 RT⁃PCR方法，目前

INFA
INFB
阴性对照

H1N1+N3N2 H1N1+INFB H3N2+INFB
病毒种类

2 000

1 500

1 000

500

0

平
均

荧
光

值

图 4 模拟混合病毒检测结果

Figure 4 The results of the detection of mixed viruses

表 3 临床样本检测结果

Table 3 The results of clinical samples
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被广泛用于流感病毒的分型［11⁃14］。本研究采用多

重 PCR 和液相基因芯片技术相结合的方法，克服

了多重荧光检测方法设计难度高的弊端，在一次

反应中能同时对甲型和乙型流感病毒进行分型检

测，有利于流感病毒的快速鉴定和诊断。

本研究对检测引物、探针序列及多重 PCR 条

件、杂交条件进行多次优化，选取阳性和阴性探针

检测荧光值差异最明显、检测灵敏度相对较高的

条件建立流感病毒分型的液相基因芯片，对标准

品病毒和 11 份临床样本的检测结果，阳性探针对

应的平均荧光值均大于 1 000，而阴性探针和阴性

对照对应的平均荧光值均小于 100，较目前应用

较多的将大于阴性对照平均荧光值的 2 倍作为阳

性结果判断依据更为明确［15］。本方法检测灵敏

度为 1~100 pfu，与 Beck等［16］报道的利用荧光定量

RT⁃PCR分型方法敏感性相当。

本项目建立的方法和流感病毒荧光定量

RT⁃PCR分型方法相比，检测结果与其具有较高的

一致性，但在高通量检测方面具有明显的优势。

因实验条件的限制，本实验检测的临床样本数量

较少，未来研究中要扩大样本量来对实验可靠性

进行评价。该液相基因芯片检测方法的建立，对

流感病毒的临床诊断分型和流感病毒的预防控制

具有一定的意义。
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基于三引物荧光 PCR⁃毛细管电泳法的FMR1基因突
变检测技术建立及其在自闭症辅助诊断中的应用

孙莉 1 杨琳艳 2 叶倩平 2 杨旭 3 杨学习 4★

［摘 要］ 目的 对自闭症患者 FMR1 基因 5′非编码区 CGG 重复序列及重复数进行检测，探索检

测脆性X综合征的新方法。 方法 应用三引物荧光 PCR⁃毛细管电泳法（Qseq100TM全自动核酸分析系

统检测）对 111例自闭症患者进行筛查，检测其 FMR1基因 5′非编码区 CGG 序列，计算 CGG 重复数，并

与 ABI 3500Dx 基因分析仪毛细管电泳测序法进行结果比较验证。 结果 111 例临床检测为自闭症

的样本中，有 2 例为 FMR1 前突变携带者，一例为中间型。与 3500Dx 毛细管电泳测序结果一

致。 结论 三引物荧光 PCR⁃毛细管电泳法能够用来检测 FMR1基因 5′非编码区 CGG重复序列，在脆

性X综合征发病机制及大规模携带者筛查方面都具有一定的应用价值。

［关键词］ 自闭症；FMR1基因；脆性X综合征；三引物荧光 PCR⁃毛细管电泳

Development of FMR1 gene mutation detection based on tri⁃primer fluorescence
PCR ⁃ capillary electrophoresis and its application in auxiliary diagnosis of
autism
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[ABSTRACT] Objective To detect the repetition of CGG repeats and repeat numbers of 5′non⁃coding
regions of FMR1 gene in autistic patients, and to explore a new method for detecting fragile X syndrome.
Method A total of 111 autistic patients were screened by tri ⁃ primer fluorescence PCR and capillary
electrophoresis (Qseq100TM automatic nucleic acid analysis system). The FMR1 gene 5′non⁃coding region CGG
sequence was detected and the CGG repeats were calculated. The results were verified by ABI 3500Dx capillary
electrophoresis sequencing. Results Among the 111 cases of autistic samples, 2 cases were FMR1 pre ⁃
mutation carriers and 1 case was intermediate. This result is consistent with the results of 3500Dx capillary
electrophoresis sequencing. Conclusion Tri⁃primer fluorescence PCR⁃capillary electrophoresis can be used
to detect the CGG repeats of 5′ non ⁃ coding regions of FMR1 gene. It is of great value to study on the
pathogenesis and crowd screening of fragile X syndrome.
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脆性 X 综合征是 X 连锁不完全显性遗传

病［1⁃2］，是最常见的遗传性智力障碍类型之一。其

致病基因为 FMR1（fragile X mental retardation 1），

位于 X 染色体上的 Xq27.3［3］，该病主要是由于

FMR1基因 5′非编码区的 CGG重复序列动态突变

导致。根据 CGG 重复数不同可以分为 4 种类型：

全突变（>200 个 CGG 重复），前突变（55~200 个

CGG重复），中间型突变（45~54个CGG重复）和正

常型（<45个 CGG重复）［4］。CGG重复数在亲代向

子代传递时可发生动态突变，由前突变扩展为全

突变，导致相应基因组区域高甲基化而阻止

mRNA合成，其产物智力低下蛋白合成被阻断，该

蛋白对胎儿神经发育和结缔组织形成非常重要，

缺乏该蛋白的全突变患者会发病。约有 20%的前

突变型脆性 X 综合征女性携带者晚期易发生“脆

性X原发性卵巢功能不全”，而部分前突变型脆性

X综合征男性携带者在其老年时期易发生“脆性X
相关震颤⁃共济失调综合征，前突变携带者的另一

个亚表型是自闭症谱系疾病⁃学习困难［5］。女性前

突变携带者中约 15%~30%是自闭症患者，而男性

自闭症患者中仅约 6%患有脆性X综合征［6］。有上

述 3 个亚表型之一者即可作为 FMR1基因前突变

携带者的候选筛查人群。脆性X综合征发病率为

女性 1/2 500，男性 1/1 250［7］。在我国智力低下患

者中发病率约 6.3%［8］。

脆性 X 综合征临床表现程度各异、复杂多

样。其主要特征为中度至重度智力低下，且随着

年龄增加病情有加重的趋势。其他临床表现为特

殊面容，如长脸，招风耳，青春期以后出现大睾丸，

许多患者还表现为冲动、多动、焦虑、恐惧社交、语

言呆板等孤独症行为［9］。目前，大部分脆性X综合

征患者尚未得到诊断。脆性X综合征严重危害儿

童生长发育，早发现、早治疗、早干预能显著改善

患儿预后，且可通过提供产前遗传咨询，避免家族

中再次出现同样的患者。如何建立一个快速、经

济、有效的方法进行前突变和全突变筛查，产前诊

断是预防、辅助诊断和遗传阻断的基础。

脆性X综合征得以确诊需要从基因水平进行

检测，目前关于脆性 X 综合征的实验室检测方法

主要包括基因组 DNA 特异性酶切、荧光探针法、

多重连接探针扩增技术（multiplex ligation depen⁃
dent probe amplification，MLPA）、Southern blot 法
等，这些技术存在操作难度高、检测耗时长或成本

高等不足。本研究拟采用三引物荧光 PCR⁃毛细管

电泳法进行 FMR1基因 CGG 重复的检测，探索适

合于检测脆性X综合征的快捷有效的方法。

1 材料和方法

1.1 对象

实验所用的全血样本共 111例，是由南方医院

于 2016 年 9 月份在广州地区收集的自闭症患者

样本。

1.2 方法

1.2.1 核酸提取

采用核酸提取或纯化试剂（广州市达瑞生物

技术股份有限公司）提取样本基因组DNA，严格按

照试剂盒的说明书进行操作，提取完成后，用荧光

定量法（Qubit® 3.0荧光定量仪，Life Technologies，
美国）进行定量，以检测 DNA 浓度，提取的 DNA
于-20℃保存。

1.2.2 引物设计

该方法选取人基因组中编码脆性 X 综合征

FMR1 基因的 5′端非翻译区（CGG）n 重复序列为

扩增靶区域，针对（CGG）n 重复序列区段设计

3 条特异性引物。CGG 重复序列的两端设计用

于扩增目标片段（含 CGG 重复区）的引物 F、R，

正向引物 F 序列为：5′⁃GCTCAGCTCCGTTTCG⁃
GTTTCACTTCCGGT⁃3′，5′端带 FAM 荧光；反向

引物 R 序列为：5′⁃ AGCCCCGCACTTCCACCAC⁃
CAGCTCCTCCA⁃3′；在 CGG重复区域设计用于扩

增 CGG 重复序列的引物 M。M 的序列为：5′ ⁃
AGCGTCTACTGTCTCGGCACTTGCCCGCCGCC⁃
GCCG⁃3′。
1.2.3 荧光 PCR⁃毛细管电泳及 3500Dx毛细管电

泳测序

荧光 PCR 反应体系①：对照样本和受检样本

的 PCR 反应体系的体积均为 20 μL，其中含有 80
ng 的模板 DNA，10 μL 的 2×GC BufferⅠ（TaKa⁃
Ra，日本），0.4 μL的 dNTPs（10 mmol/L）（TaKaRa，
日本），5.2 μL的 PCR增强剂，0.3 μL的上游引物 F
（10 μmol/L），0.3 μL 的下游引物 R（10 μmol/L），

0.3 μL的 DNA 聚合酶（5 U/μL），无核酸酶水补足

至 20 μL。荧光 PCR 反应体系②：对照样本和受

检样本的 PCR 反应体系的体积均为 20 μL，其中

含有 80 ng 的模板 DNA，10 μL 的 2×GC BufferⅠ
（TaKaRa，日本），0.4 μL 的 dNTPs（10 mmol/L）
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临床检测正常男性样本，Qseq100毛细管电泳

检测其扩增目的片段长度为 420 bp（图 2），计算得

出其 CGG 重复数为 30，并且和 Qseq100 毛细管电

泳检测结果一致的是：3500Dx 毛细管电泳测序结

果显示（图 3A）在 420 bp处有检测峰，并且观察该

样本的 X 染色体上连续峰中间有 2 处小凹陷（图

3B），说明 CGG重复序列中插入了 2个AGG。111
例自闭症患者中样本 D1609187，Qseq100 毛细管

电泳检测其 2条 X染色体上扩增的目的片段长度

分别为 430 bp和 516 bp（图 2B），计算其 CGG重复

数分别为 33 和 62，判断为杂合型前突变携带者，

3500Dx 毛细管电泳测序结果显示（图 3C）在 430

bp 和 516 bp 处有检测峰，这和 Qseq100 毛细管电

泳检测结果一致，并且观察该样本中一条 X 染色

体上连续峰中间有 2 处小凹陷（图 3D），说明该染

色体 CGG重复序列中插入了 2个AGG，而另一条

X 染色体上连续峰中间并没有凹陷，说明该 X 染

色体 CGG 重复序列中没有 AGG 插入；Qseq100毛

细管电泳检测样本D1609192 2条X染色体扩增的

目的片段长度分别为 434 bp 和 508 bp（图 2C），计

算其 CGG 重复数分别为 34 和 59，判断为杂合型

前突变携带者，3500Dx 毛细管电泳测序结果显示

（图 3E）在 434 bp 和 508 bp 处有检测峰，这和

Qseq100 毛细管电泳检测结果一致，并且观察该样

（TaKaRa，日本），5.2 μL 的 PCR 增强剂，0.3 μL的

上游引物 F（10 μmol/L），0.3 μL 的下游引物M（10
μmol/L），0.3 μL 的 DNA 聚合酶（5 U/μL），无核酸

酶水补足至 20 μL。震荡混匀，瞬时离心后转入

PCR 扩增仪中，PCR 反应条件为：98℃预变性

10 min后，进行 30个扩增反应循环：97℃ 35 s，62℃
35 s，68℃ 4 min；最后 68℃ 终延伸 10 min。

PCR 反应结束后，取 1 μL PCR 扩增产物，加

无核酸酶水稀释 10倍后，采用Qseq100TM全自动核

酸分析系统进行毛细管电泳检测；同时取 1 μL
PCR 扩增产物，加 8.5 μL Hi⁃Di™ Formamide 和 0.5
μL GeneScan 600 LIZ® size standard，混匀后 98℃
变性 5 min，立即放冰上 2 min，上ABI 3500Dx仪进

行毛细管电泳测序检测。通过 3500Dx 毛细管电

泳测序法，观察结果图中连续峰中间的小凹陷还

能发现AGG 插入数。

1.2.4 样本CGG重复数的计算

根据正常男性对照样本的 CGG 重复数，采用

数学模型获得受检者 CGG 重复数及 AGG 插入

信息。

2 结果

对 111 例样本和一例正常男性对照样本采用

Qseq100TM全自动核酸分析系统进行毛细管电泳检

测，分析其检测结果（图 1），所有样本 CGG重复数

范围为 21~62。绝大部分样本属于正常型（<45 个

CGG 重复），其中 D1609187、D1609192、D1609168
共 3例样本的CGG重复数大于 45。
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图 1 111例样本检测结果图

Figure1 Test result of 111 samples
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A、C、E、G分别表示正常男性、D1609187、D1609192、D1609168经引物 F、R扩增后，PCR产物的 3500Dx毛细管电泳测序结果图，可以读出

每个样本的 CGG重复数；B、D、F、H分别正常男性、D1609187、D1609192、D1609168经引物 F、M扩增后，PCR产物的 3500Dx毛细管电泳

测序结果图，展示了 CGG重复序列中AGG的插入情况

图 3 3500Dx毛细管电泳测序结果图

Figure 3 3500Dx capillary electrophoresis sequencing results

A：正常男性的 Qseq100 毛细管电泳检测结果；B：样本 D1609187 的 Qseq100 毛细管电泳检测结果；C：样本 D1609192 的 Qseq100 毛细管

电泳检测结果；D：样本D1609168的Qseq100毛细管电泳检测结果

图 2 Qseq100毛细管电泳结果图

Figure 2 The results of Qseq100 capillary electrophoresis
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本中一条X染色体上连续峰中间有 2处小凹陷（图

3F），说明该染色体 CGG 重复序列中插入了 2 个

AGG，而另一条 X 染色体上连续峰中间并没有凹

陷，说明该X染色体CGG重复序列中没有AGG插

入；Qseq100 毛细管电泳检测样本 D1609168 的 X
染色体扩增的目的片段长度为 486 bp（图 2D，计算

其 CGG 重复数为 52，判断为中间型，3500Dx 毛细

管电泳测序结果显示（图 3G）在 486 bp有检测峰，

这和Qseq100毛细管电泳检测结果一致，并且观察

该样本的X染色体上连续峰中间有一处小凹陷（图

3H），说明CGG重复序列中插入了一个AGG。

3 讨论

脆性X综合征常表现出自闭症样症状，如社交

恐惧、语言呆板甚至言语交流障碍。而且脆性X综

合征是自闭症谱系障碍最常见的共患病［10］。因此

进行 FMR1基因前突变携带者筛查，具有自闭症类

似表型或者自闭症患者是不可忽视的候选人群。

CGG（动态突变的最小重复数为 59）由亲代向子代

传递的过程中会发生动态突变，有报道称亲代向子

代传递 CGG 时的动态突变除了和 CGG 重复片段

长度有关外，还与母亲的年龄以及 CGG 重复序列

中AGG 的插入数密切相关［11］。正常的 FMR1基因

（CGG）n 结构中每隔 9~11 个 CGG 就会有一个

AGG插入，通过稳定性原理，AGG的插入能够增加

CGG的稳定性，限制其扩展［12］。缺少AGG插入时，

CGG重复数容易扩展，形成前突变。本研究采用三

引物荧光 PCR⁃毛细管电泳法对收集的 111 例自

闭症样本进行检测，同时使用 2 种检测系统即

Qseq100TM全自动核酸分析系统和 ABI 3500Dx 仪

进行结果比较验证，Qseq100毛细管电泳法可直接

分析扩展的目的片段长度，进而计算 CGG 重复数

的范围，3500Dx 毛细管电泳测序法同样可以根据

测出的目的片段长度计算 CGG 重复数，同时还可

以分析 AGG的插入个数从而快速诊断样品特征。

该方法首先选取一例临床上已知 FMR1 基因 CGG
重复数为 30 的男性样本作为检测对照，毛细管电

泳结果显示其 PCR扩增目的片段长度为 420 bp，在
此基础上计算受检样本的 CGG 重复数，并且利用

3500Dx毛细管电泳测序法对上述方法的检测结果

进行验证，发现测序得到的目的片段长度以及计算

得出的 CGG重复数均和Qseq100毛细管电泳的结

果一致。说明我们针对脆性 X综合征 FMR1 基因

前突变携带的三引物荧光 PCR⁃毛细管电泳法是

可行的，能够准确快速地检测出样本的 FMR1基因

CGG重复数及AGG插入情况。我们对 111例自闭

症样本进行筛查，分析所有样本的CGG重复数，其

中有 2例是前突变携带者，1例是中间型。这些结

果表明有脆性X综合征患者确实会表现出自闭症

样症状，对自闭症患者进行脆性X综合征筛查具有

一定的实际意义。因而本方法可用于脆性X综合

征和自闭症的辅助诊断。

目前已有多种筛查及诊断脆性X 综合征的方

法，但每种方法各有其局限性。如细胞遗传学分析

虽可以直接观察染色体脆性位点的病变，但检出率

较低［13］；DNA连锁分析较细胞遗传学分析增加了可

信度，但该技术需要有先证者，致使检测受到一定

程度的限制；经典的检测方法 Southern blot法虽然

准确性很高，也有其明显的缺点，该方法对基因组

DNA 质量和数量的要求较高，需用同位素来标记，

具有一定的危害性，并且操作繁杂，另外费用昂贵，

耗时长。最重要的是 Southern 印迹并不能准确地

区分前突变和正常序列［14］，也无法准确地计算出受

检样本的CGG重复数。为此本研究对常规 PCR法

进行改良，通过采用耐高温酶及碱基替代法、添加

PCR增效剂、提高退火温度和改善扩增条件等多个

参数优化，实现对 FMR1基因中 CG含量较高的重

复序列进行扩增。本方法具有操作简单、方便，耗

时短，且通过Qsep100毛细管电泳法可以准确地计

算CGG重复数的优点。这种快捷、经济、有效的脆

性X综合征的检测方法的建立，对前突变携带者的

群体筛查、高风险胎儿的产前诊断以及脆性X 综合

征和自闭症的辅助诊断具有较大实际应用价值。
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•论 著•

32 497例正常听力孕龄女性耳聋基因携带率与突变
谱调查

刘畅 1，2 张彦 1，2 丁红珂 1，2 吴菁 1 麦明琴 1 曾玉坤 1，2 刘玲 1，2 尹爱华 1，2★

［摘 要］ 目的 在正常听力孕龄人群中开展耳聋基因携带率与突变谱调查，为耳聋基因筛查、

遗传咨询、疾病管理提供数据。 方法 32 497 例听力正常且无耳聋家族史的孕龄女性在我院医学遗

传中心门诊接受遗传咨询后，接受耳聋基因芯片筛查。对于检测结果提示为常染色体隐性遗传耳聋基

因突变携带者，建议其配偶进行进一步耳聋基因检测。对于夫妇均为耳聋基因突变携带的家庭，给予遗

传咨询与风险评估，必要时提供产前耳聋基因诊断。 结果 32 497位听力正常且无耳聋家族史的孕龄

女性中，1 181例携带遗传性耳聋基因突变，携带率为 3.63%。其中，1 117例携带常染色体隐性遗传的耳聋

基因杂合突变，包括 4种常见的GJB2基因突变 665例，2种常见的 SLC26A4基因突变 407例，GJB3基因

突变 45 例。此外，64 例携带与氨基糖甙类药物诱导性耳聋密切相关的线粒体 DNA 12S rRNA 基因突

变。 结论 在正常听力的孕龄人群中开展耳聋基因携带率与突变谱的研究，对优生优育与遗传咨询

具有重要意义。

［关键词］ 耳聋；携带率；突变谱

Investigation on gene carrying rate and mutation spectrum of deafness in
32 497 cases of childbearing⁃age women with normal hearing
LIU Chang1，2，ZHANG Yan1，2，DING Hongke1，2，WU Jing1，MAI Mingqin1，ZENG Yukun1，2，LIU Ling1，2，

YIN Aihua1，2★

（1. Medical Genetic Center，Guangdong Women and Children Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，
511400；2. Maternal and Children Metabolic ⁃ Genetic Key Laboratory，Guangdong Women and Children
Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511400）

[ABSTRACT] Objective To better understand the carrier rate and mutation spectrum of genes
associated with hearing impairment in the general population, which could be of importance in carrier
screening, genetic counseling, and disease management. Methods 32 497 unrelated women of childbearing
age with normal hearing and without family history of hearing loss were tested with allele⁃specific PCR⁃based
universal array. Further genetic tests were provided to the spouses of the screened carriers. For those couples at
risk, multiple choices were provided, including prenatal diagnosis. Results Among the 32 497 normal
hearing participants, 1 181 subjects carried pathogenic mutations included in the screening chip, which had the
carrier rate 3.63%. A total of 665 participating subjects carried one type of the 4 common deafness ⁃causing
mutations in GJB2 gene in the heterozygous state, 407 subjects were found carrying one type of the 2
confirmed pathogenic mutations in SLC26A4 gene in the heterozygous state, and 45 subjects were found
carrying pathogenic mutation in GJB3 gene in the heterozygous state. In addition, 64 participants were detected
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to be homoplasmic mutation carriers of mitochondrial DNA 12S rRNA gene, which was important mechanism
of genetic susceptibility to aminoglycoside ototoxicity. Conclusion Better understanding about the carrier
rate and mutation spectrum of genes associated with hearing impairment in the general population of
childbearing age might be important for carrier screening and genetic counseling.

[KEY WORDS] Hearing loss; Carrier rate; Mutation spectrum

耳聋是临床上常见的出生缺陷，每 1 000名活

产儿中便有 1～3 名新生聋儿［1⁃2］。由于幼儿期是

大脑语言中枢发育的重要时期，在这一时期未获

得充分的听觉刺激及语言接触的孩童将面临包括

语言获取、认知发展、社会心理及社会交往等多方

面的障碍［3⁃4］。过半数的语前聋患儿系由遗传性因

素所导致的耳聋。鉴于 90%～95%的聋病患儿出

生于听力正常的家庭［5］，在听力正常人群中进行耳

聋基因突变携带率与分布情况的调研十分重要，

可为耳聋基因筛查、遗传咨询、疾病管理提供流行

病学数据［6］。本研究拟在听力正常的孕龄人群中

开展耳聋基因携带率与突变谱的调查，为遗传咨

询与生育指导提供资料。

1 材料与方法

1.1 一般资料

本临床研究将 2011年 1月至 2016年 4月间在

广东省妇幼保健院医学遗传中心门诊寻求孕前/孕
早期检查与遗传优生咨询的 32 497例听力正常且

无耳聋家族史的孕龄女性纳入研究范围，入组人

群年龄介于 20~40岁，以中国南方人群为主。研究

方法和研究对象入组标准经广东省妇幼保健院伦

理委员会审核通过。临床上对入组个体进行病史

收集及体格检查，包括详细的过往病史、耳聋家族

史、不良孕产史、氨基糖甙类药物接触史以及与耳

聋相关的潜在致病因素。受检者在充分知情同意

情况下，签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 耳聋基因检测

采集受检者外周血 2 mL，提取基因组 DNA。

使用微阵列芯片法晶芯®九项遗传性耳聋基因检

测试剂盒［北京博奥生物有限公司，国食药监械

（准）字 2009第 3400725］对受检者进行 GJB2基因

c. 35 del G、c. 176_191 del 16 bp、c. 235 del C、c.
299_300 del AT，GJB3 基 因 c. 538 C>T，

SLC26A4 基 因 c. 2168 A>G、c. 919_2 A>G，线粒

体 DNA 12S rRNA 基因 m. 1494 C>T、m. 1555 A>

G 等中国人群耳聋基因突变热点筛查。根据试

剂盒说明书，通过多重不对称等位基因特异性

PCR 扩增获得大量单链 DNA，PCR 产物变性后

与芯片杂交，芯片洗涤后经晶芯 LuxScan10K⁃B
微阵列芯片扫描仪扫描成像并使用配套软件进

行结果判读。

1.2.2 遗传咨询及生育指导

根据耳聋基因检测结果给予受检者相应的

遗传咨询意见［7⁃8］。对于检测结果提示为常染色

体隐性遗传耳聋基因突变携带者，建议其配偶进

行进一步耳聋基因检测。如夫妇均携带同一常

染色体隐性遗传耳聋基因上的致病突变，则可为

其提供遗传风险分析及生育指导，包括胚胎植入

前诊断、接受捐赠配子、产前基因诊断等。对于

检测结果提示为线粒体遗传耳聋基因突变携带

者，遗传咨询中需就其母系遗传方式及其与药物

诱导性耳聋间的关系进行充分告知，给予用药

指导。

2 结果

经检测，本研究所收集的 32 497 例听力正常

且无耳聋家族史的孕龄女性中，1 181例携带遗传

性耳聋基因突变，即 9种常见致聋基因突变在该人

群中的携带率为 3.63%。如表 1 所示，1 181 例耳

聋基因突变携带者中，1 117例携带常染色体隐性

遗传的耳聋基因杂合突变。包括 4种常见的GJB2
基 因 突 变 665 例 ，携 带 率 2.05% ；2 种 常 见 的

SLC26A4基因突变 407 例，携带率 1.25%；GJB3基

因突变 45例，携带率 0.14%。此外，遵循母系遗传

规律的线粒体 DNA 12S rRNA 基因突变 64 例，携

带率 0.20%。

1 117例携带常染色体隐性遗传耳聋基因突变

的孕龄女性与配偶一同接受遗传咨询后，735位携

带者配偶选择接受进一步耳聋基因检测，包括 9种

中国人群常见的致聋基因突变位点的芯片检测以

及配偶所携带致病基因的外显子序列分析。检测

结果提示 47对夫妇为相同隐性遗传耳聋基因的突
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变携带者，根据遗传规律，他们的后代出现致病

基因纯合突变的概率约为 25%。在接受详细的遗

传咨询，并充分了解手术风险与检测局限性的情

况下，44 对携带致聋突变的夫妇选择了产前耳聋

基因诊断。检测结果提示，10 例胎儿未携带致聋

突变、25例携带杂合致聋突变、9例携带纯合致聋

突变或复合杂合突变。根据产前耳聋基因诊断的

结果，遗传咨询医师为各家庭提供相应的遗传咨

询意见及生活指导。孩子出生后听力评估结果与

产前诊断结果相符，我们对孩子的情况进行了定

期随访并给予恰当的生活指导［9］。此外，3对携带

常染色体隐性遗传致聋基因突变的夫妇经充分知

情告知后，选择不进行产前耳聋基因诊断。其中

一对夫妇生育听力缺失患儿，我们为其提供了早期

诊断、干预及援助信息［10］。

此外，本次正常听力孕龄女性耳聋基因筛查

中检出线粒体 DNA 12S rRNA基因突变携带者 64
例。鉴于线粒体 DNA 12S rRNA 基因突变是氨基

糖甙类药物诱导性耳聋的重要遗传机制［11］，且遵

循母系遗传模式，我们为突变携带者及其母系亲

属提供了详细的用药指导。

3 讨论

本研究中 32 497 例听力正常的孕龄女性中

1 181例携带遗传性耳聋基因突变，该人群中致聋

基因突变的携带率为 3.63%。本研究样本量较大、

入组标准执行严格，因此数据具有较好的代表性

与可信度，可为耳聋基因筛查、遗传咨询、疾病管

理提供重要数据资料［12］。同时，了解孕龄人群耳

聋基因突变携带率与分布情况，有助于选择中国

人群中携带率较高、临床表现较重、诊断意义较大

的耳聋基因突变位点作为孕前/孕早期耳聋基因筛

查的检测位点。

基于该听力正常孕龄女性人群的耳聋基因突

变率与携带谱研究，4 种常见的 GJB2基因突变占

检出的基因突变比例为 56.31%，其中高加索人群

中携带率最高的致聋基因突变GJB2基因 c. 35 del
G 在该主要由中国南方人组成的人群研究中携

带率较低，仅占检出突变的 0.34%；而在中国耳

聋病患群体中检出率最高的致聋突变 GJB2 基因

c. 235 del C位点［13］在本研究的听力正常人群中携

带率也居首位，约占检出变异的 46.66%。此外，在

该听力正常人群中 SLC26A4基因上 2 种常见致聋

突变 c. 2168 A>G 与 c. 919⁃2 A>G 检出率也较高，

共占检出突变的 34.46%。而 GJB3基因上的耳聋

相关变异 c. 538 C>T 位点则在中国南方人群中携

带率较低，约占检出突变的 3.81%。此外，与氨基

糖甙类药物诱导性耳聋关系密切的线粒体 DNA
12S rRNA 基因变异 m. 1494 C>T 与 m. 1555 A>G
位点约占检出突变的 5.42%。

耳聋的发病率在活产儿中高达 1‰~3‰，且

90%~95%耳聋患儿出生于父母听力正常的家

庭，因而在听力正常的孕龄人群中进行致聋基

因携带率与突变谱的研究十分重要，可为耳聋

基因筛查、遗传咨询、疾病管理提供重要数据

资料。
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GJB3

SLC26A4

mtDNA 12S rRNA

变异

c. 35 del G

c. 176_191 del 16 bp

c. 235 del C

c. 299_300 del AT

c. 538 C>T

c. 2168 A>G

c. 919_2 A>G

m. 1494 C>T

m. 1555 A>G

n

4

22

551

88

45

64

343

5

59

携带率（%）

0.01

0.07

1.70

0.27

0.14

0.20

1.06

0.02

0.18

表 1 32 497例正常听力孕龄女性人群耳聋基因携带率与

突变谱调查

Table 1 The carrier rate and mutation spectrum of
genes associated with hearing loss in 32 497 hearing female

of childbearing age
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曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋白酶的生物信息学
分析

李奕基 1，2 梁培 1，2★

［摘 要］ 目的 通过生物信息学预测曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋白酶（Smcathepsin L 样蛋白

酶）的生物学特征及其潜在功能和结构，为下一步 Smcathepsin L样蛋白酶参与寄生虫和宿主相互作用过

程研究提供依据。 方法 通过 NCBI 的 ORF finder 工具对 Smcathepsin L 样蛋白酶的开放阅读框

（ORF）进行分析，利用 ExPASy网站进行蛋白的物理化学参数、信号肽、跨膜螺旋和潜在分子生物学功能

的预测，通过NCBI/BLAST对蛋白保守功能域进行预测。从NCBI网站获取不同物种的 cathepsin L样蛋

白酶序列，并利用 Vector NTI suit 8.0 和 TreeView 软件进行分析。利用 SWISS⁃MODEL 网站和 SPDBV

4.10软件分析 Smcathepsin L样蛋白酶的三维空间结构。 结果 Smcathepsin L样蛋白酶是一个全长基

因，编码 336个氨基酸。蛋白由 2个典型的 cathepsin L样蛋白酶结构域组成，序列当中有信号肽，是一个

稳定的可溶性蛋白分子。三维空间立体结构分析结果显示 Smcathepsin L 样蛋白酶是一个保守的蛋白。

Smcathepsin L 样蛋白酶编码氨基酸序列与细粒棘球绦虫、链状带绦虫、多房棘球绦虫和人的 cathepsin L

样蛋白酶基因的同源性分别是 50%、50%、49%和 46%。分子进化分析显示 Smcathepsin L 样蛋白酶与日

本血吸虫、多房棘球绦虫和链状带绦虫亲源性更近，而与其他物种，例如原虫、线虫和哺乳动物亲源性

较远。 结论 Smcathepsin L 样蛋白酶可能是一个潜在的分泌蛋白，该蛋白能在胞外发挥作用，即在

寄生虫的消化、转移、入侵及宿主⁃寄生虫相互作用中起着重要的作用，是一个具有潜在研究价值的多

功能分子。

［关键词］ 曼氏迭宫绦虫；cathepsin L样蛋白酶；生物信息学分析

Sequence bioinformatics analysis of cathepsin L⁃like proteinase from
Spirometra mansoni
LI Yiji1，2，LIANG Pei1，2★

（1. Department of Pathogen Biology，Hainan Medical College，Haikou，Hainan，China，571199；2. Key

Laboratory of Translational Medicine for Tropical Diseases，Ministry of Education，Hainan Medical

University，Hainan，Haikou，China，571199）

[ABSTRACT] Objective To provide information and pave the way for further research on cathepsin

L ⁃ like proteinase of Spirometra mansoni (Smcathepsin L ⁃ like proteinase) which may participate in the

interaction between parasite and host. Methods The open reading frame of Smcathepsin L⁃ like proteinase

was identified with open reading frame (ORF) finder tool in NCBI website. ExPASy website was used to
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predict the physical and chemical parameters of protein, signal peptide, transmembrane helices and potential
molecular and biological functions. The conserved domains of the protein were detected by NCBI/BLAST
home. In order to analyze the homology and phylogenetic tree, sequences of cathepsin L⁃like proteinase from
various species were obtained from NCBI website, and the results were analyzed by Vector NTI suil 8.0 and
TreeView software. The three⁃dimensional structure of Smcathepsin L⁃like proteinase was predicted by SWISS⁃
MODEL and analyzed by SPDBV 4.10. Results Smcathepsin L ⁃ like proteinase is full ⁃ length gene and
encoded 336 amino acid residues. The protein is composed of 2 classic conserved domains with signal peptide
and a stably soluble molecule. It has a conservative cathepsin L⁃like proteinase in three⁃dimensional structure.
Smcathepsin L ⁃ like proteinase is homologous to cathepsin L ⁃ like proteinase from Echinococcusgranulosus,
Taeniasolium, Echinococcus multilocularis and Homo sapiens with 50% , 50% , 49% and 46% identities,
respectively. Smcathepsin L ⁃ like proteinase clustered with the L ⁃ like proteinase from the Schistosoma

japonicum, Echinococcus multilocularis, and Taeniasolium, but not with other species like protozoon, trematode
and mammal animals. Conclusions Smcathepsin L⁃like proteinase is a potential secreted protein, and play a
role in extracellular environment, such as digestion, metastasis, invasion and parasite⁃host interaction. Therefore,
Smcathepsin L⁃like proteinase could be a potential important target.

[KEY WOEDS] Spirometra mansoni; Cathepsin L⁃like proteinase; Bioinformatics analysis

曼氏迭宫绦虫（Spirometra mansoni，Sm），属

于迭宫绦虫属，其成虫和裂头蚴都能够寄生于人，

引起人兽共患寄生虫病。曼氏迭宫绦虫成虫主要

寄生于猫科动物的小肠内，偶尔寄生于人体。而幼

虫曼氏裂头蚴（Sparganum mansoni）是主要致病阶

段，在人体内寄生引起裂头蚴病（Sparganosis），裂

头蚴能够寄生在人体的各种组织引起严重的损害，

比如引起严重的眼部疾病、组织损伤和脑部功能紊

乱。曼氏迭宫绦虫分布在我国、日本、韩国和泰国

等东南亚国家［1］。在我国，裂头蚴病主要分布于 27
个省、市、自治区，感染人数超过 1 000人［1⁃2］。

组织蛋白酶（cathepsin）是在动物组织细胞内

（主要是溶酶体）发现的一类蛋白酶，包括丝氨酸

蛋白酶、天冬氨酸蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶等，其

中半胱氨酸蛋白酶类包括组织蛋白酶 B、F、H、K、

L、O、S、V、W和X［3］。20世纪 80年代组织蛋白酶

L 才被鉴定和测序，到目前为止从组织蛋白酶 A
到组织蛋白酶 Z 均已有报道［4］。半胱氨酸蛋白酶

在寄生生物中起着极为重要的作用，除了基本的

蛋白降解代谢功能外还参与寄生虫免疫逃避，脱

包囊/形成包囊脱鞘孵化以及细胞组织入侵等部

分，同时寄生虫半胱氨酸蛋白酶具有较好的抗原

性，已作为血清诊断疫苗以及药物研制的靶标分

子得到应用［5］。纯化的猪带绦虫囊尾蚴的可溶性

重组半胱氨酸蛋白酶 TsCL⁃1具有生物活性，其水

解活性能被半胱氨酸蛋白酶特异性抑制剂 E⁃64所

抑制，同时 TsCL⁃1重组蛋白有较好的免疫原性和

抗原性，这为猪囊尾蚴病的诊断与检测提供了一

种简便、快捷、价格低廉的技术手段［6］。在华支睾

吸虫中，半胱氨酸蛋白酶重组蛋白对检测血清中

特异性 IgG 具有较高敏感性和特异性，是华支睾

吸虫一个有潜在血清学诊断价值的重组蛋白抗

原［7］。而对贾第虫组织蛋白酶 B 的研究发现，其

为贾第虫病毒复制相关分子［8］。在旋毛虫中，组

织蛋白酶 F 具有胚胎致死性，同时其可作为治疗

旋毛虫病的潜在药物靶标［9］。有研究证明天冬氨

酸组织蛋白酶D在顶复门寄生虫的蛋白运输机制

中具有重要的作用，在疟原虫、扁形动物、线虫和

蜱虫中引起血液消化，并是多酶蛋白水解复合物

的组成成分，同时具有作为抗寄生虫病的新型有

效干预策略的潜在靶标［10］。

在本次研究中，我们对曼氏迭宫绦虫的 ca⁃
thepsin L 样蛋白酶进行了潜在生物化学特性的生

物信息学分析。为进一步探讨 cathepsin L 样蛋白

酶在曼氏迭宫绦虫生长发育过程中的作用奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 Smcathepsin L样蛋白酶核酸序列分析

从狗肠中分离的成虫用来构建曼氏迭宫绦虫

的 cDNA 文库，得到的 EST 标签由上海联众基因

科技研究院完成测序，编码 SmcathepsinL 样蛋白

酶的 cDNA 序列从该文库调取，其开放阅读框

（open reading frame，ORF）是 通 过 利 用 Expasy
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A：Smcathepsin L⁃like proteinase保守功能域；B：Smcathepsin L⁃like proteinase 开放阅读框

图 1 曼氏迭宫绦虫 cathepsinL样蛋白酶的开放阅读框

Figure 1 The open reading frame of Smcathepsin L⁃like proteinase

（http：//www.expasy.org/）中的 ORF finder tool 进行

查找。

1.2 Smcathepsin L样蛋白酶氨基酸序列分析

Smcathepsin L 样蛋白酶蛋白的物理化学参数

是通过 ExPASy ProtParam获取，并利用 ExPASy网

站进行该蛋白的信号肽和跨膜螺旋的预测。Smca⁃
thepsin L 样蛋白酶的保守功能域是通过 NCBI/
BLAST HOME进行检测。

1.3 同源性和分子进化树分析

为了进行同源性和分子进化树分析，我们通

过 NCBI 获取了不同物种的 Smcathepsin L 样蛋白

酶序列，利用生物信息学分析软件 Vector NTI suit
8.0和 TreeView进行结果分析。

1.4 Smcathepsin L样蛋白酶结构模型构建

Smcathepsin L 样蛋白酶三维空间结构是利用

编码蛋白氨基酸通过 SWISS⁃MODEL 进行预测和

SPDBV 4.10 进行结果分析。在 RAMPAGE 服务

器使用拉氏构象图（Ramachandran plot）（http：//
mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php）检 验

最优预测模型。

2 结果

2.1 核酸序列分析

ORF finder 结果显示 Smcathepsin L 样蛋白酶

核酸序列是全长序列，由 1 011 个碱基对组成，见

图 1。

2.2 编码氨基酸的特征

Smcathepsin L 样蛋白酶蛋白由 336 个氨基酸

组成，如图 2 所示。氨基酸组成部分主要为 Gly、
Leu、Val、Ala 和 Ser，分别占 9.5%、7.7%、7.7%、

7.1%和 7.1%。预测该蛋白的理论分子量是 38.0
kDa，理论 pI值是 8.28。该蛋白在哺乳动物中的半

衰期是 30 h，在酵母和大肠埃希杆菌中体内表达

的半衰期分别大于 20 h和 10 h。该蛋白是一个稳

定的蛋白，其不稳定系数是 32.06。预测的 C值、S
值和 Y 值都高于 0.5，这提示了该蛋白有信号肽，

如图 3A 所示。跨膜螺旋分析结果显示了该蛋白

不是一个跨膜蛋白，可能是一个可溶性的蛋白分

子，如图 3B所示。

图 2 曼氏迭宫绦虫 cathepsinL样蛋白酶的氨基酸组成

Figure 2 Amino acid composition of Smcathepsin
L⁃like proteinase
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2.3 同源性和进化树分析

通过 Smcathepsin L 样蛋白酶的多序列比对，

结果如图 4显示，Smcathepsin L样蛋白酶编码氨基

酸序列与细粒棘球绦虫、链状带绦虫和多房棘球绦

虫的 cathepsin L 样蛋白酶基因的同源性分别是

50%、50%、49%。该蛋白是含有 Inhibitor_I129 和

Peptidase_C1 2个结构域，其中 Peptidase_C1结构域

含有 4个活性位点（图 4红色方框）和 5个 S2亚单

位（图 4黑色方框）。不同物种间 4个活性位点氨基

酸高度保守，而 5个 S2亚单位氨基酸变异较大。

Smcathepsin L 样蛋白酶的分子进化树结果

显示 Smcathepsin L 样蛋白酶与日本血吸虫、多房

棘球绦虫和链状带绦虫亲源性更近，而与其他例

如原虫、线虫和哺乳动物亲源性较远，见图 5。
2.4 Smcathepsin L样蛋白酶结构模型

Smcathepsin L样蛋白酶的保守功能区有 2个：

Inhibitor_I129结构域和 Peptidase_C1结构域。该结

构域的组成分别是 32（aa）⁃91（aa）、121（aa）⁃335
（aa），其中，2个结构域分别由红色和绿色下划线显

示出来，见图 4。通过 SWISS⁃MODEL对 Smcathep⁃
sin L样蛋白酶的三维空间结构进行预测，如图 6B
所示。根据Ramachandran plots分析结果表明这个

结构模型是最优化的（最合理区以及允许残基数占

比分别为 85.5%和 11.2%，在允许区内总计占

96.7%）。

A：曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋白酶信号肽分析；B：曼氏迭宫

绦虫 cathepsin L样蛋白酶跨膜螺旋分析

图 3 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶的功能区域分析

Figure 3 Analysis of Smcathepsin L⁃like proteinase
functional domain

图 4 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶与其他物种 cathepsin L样蛋白酶的序列比对

Figure 4 Alignment of Smcathepsin L⁃like proteinase amino acid sequence with cathepsin L⁃like proteinase from other species
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3 讨论

组织蛋白酶分布广泛，从低等到高等的各种

类群生物体中均有被发现，在生物界已发现 20 余

种［11］。组织蛋白酶 L是绦虫的一类重要的半胱氨

酸蛋白酶，其参与绦虫生命周期的多种活动，在寄

生生物中起着极为重要的作用［12⁃14］。

在本实验研究中，曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样

蛋白酶是第一次被鉴别和进行生物信息学分析。

并对曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋白酶的结构和

潜在的功能特征进行了描述。在本实验研究中，我

们从曼氏迭宫绦虫成虫的 cDNA文库中分离得到其

cathepsin L 样蛋白酶的全长序列（图 1），该序列由

336个氨基酸组成。曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋

白酶的理论分子量是 38 kDa，含有信号肽，但它不

是一个跨膜蛋白，提示其可能是一个潜在的分泌蛋

白［15］。Smcathepsin L 样蛋白酶的保守结构域的预

测表明其属于C1A肽酶家族，该家族在溶酶体蛋白

的降解中起到作用［16］。另外，进化树分析结果显

示，曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶与日本血吸

虫、多房棘球绦虫和链状带绦虫亲源性较近，这可

能是由于它们都属于蠕虫，说明此蛋白在生物学和

生物化学方面具有一定的相似作用。在日本血吸

虫成虫消化道内发现了组织蛋白酶 B和 L，水解来

源于宿主的红细胞以满足寄生虫的生长、发育和生

存需要［17⁃18］。因此，曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋

白酶通过分泌到细胞外来为寄生虫营养供应方面

发挥作用。

本研究表明不同物种间 4 个活性位点氨基酸

高度保守，半胱氨酸和组氨酸是肽酶 C1家族的催

化残基，形成催化二聚体。其他 2个残基在催化作

用中起着重要的作用，其中谷氨酰胺在催化半胱

氨酸之前，被认为是有助于氧离子洞的形成，而天

冬酰胺残基识别催化性组氨酸的咪唑环［19⁃20］。同

时发现 5个 S2亚单位氨基酸变异较大。木瓜蛋白

酶的特异性主要决定于位于该疏水区的疏水氨基

酸或芳香族氨基酸残基，那么曼氏迭宫绦虫 ca⁃
thepsin L 样蛋白酶具有其特异性。比如肝片吸虫

的 cathepsin L样蛋白酶在 S2亚单位偏好脯氨酸并

且能够水解胶原蛋白［21］。结构域 Inhibitor_I129作

为前肽，作为单一结构域蛋白或蛋白质内部单一或

多重结构域的肽蛋白酶抑制剂。在很多情况下，他

们是合成大的前体蛋白的一部分，作为前多肽原或

者作为 N 端结构域与未激活的肽酶或酶原有关。

这个结构域能够阻止酶作用底物接近活性位点，其

通过与另一个肽酶的相互作用或通过自动催化切

割激活酶原而去除N端抑制剂结构域［22⁃23］。S2亚

单位是木瓜蛋白酶样半胱氨酸蛋白酶主要的底物

特异性亚单位，该单位可容纳底物 P2侧链的大体

积疏水性或芳香残基。组织蛋白酶B除外，由于在

口袋的底部存在一个谷氨酸，其在此亚位点容易

接受精氨酸［24⁃25］。目前，伪异盘并殖吸虫（Pseudo
Paragonimus）的电脑模拟三维结构和肝片吸虫的

组织蛋白酶原 L1的晶体结构已经有报道［26⁃27］。蛋

白质特定的功能都是由其特定的构象所决定的，

为此进一步的研究曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋

白酶的空间结构显得尤为重要。

cathepsin 多序列比对结果显示 cathepsin L 样

蛋白酶的编码氨基酸序列与人 cathepsin L 样蛋白

酶序列相似性仅有 46%，同源性相对较低，因此，

Sm⁃Cathepsin L
Sj⁃Cathepsin L
Em⁃cathepsin L
Ts⁃cathepsin L
Lm⁃cathepsin L
Tc⁃cathepsin L
Hm⁃cathepsin L
Eg⁃cathepsin L
Cs⁃cathepsin L
Cs⁃cathepsin L
Sh⁃cathepsin L
Fh⁃cathepsin L

74
28

11

5

12

34

19
42

图 5 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶的分子进化树

Figure 5 Molecular evolution tree of the Smcathepsin
L⁃like proteinase

A：曼氏迭宫绦虫 cathepsin L 样蛋白酶的保守功能域；B：Swiss⁃

model曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶的三维结构

图 6 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶典型的

2个序列分析

Figure 6 Analysis of 2 classic sequences of Smcathepsin
L⁃like proteinase
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Smcathepsin L 样蛋白酶有望成为控制人类裂头蚴

病的有价值的疫苗靶点。此外，还有研究表明［28］

寄生虫的重组 cathepsin L 样蛋白酶具有较好的免

疫原性和抗原性，那么对曼氏迭宫绦虫 Smcathep⁃
sin L样蛋白酶免疫原性和抗原性仍需进一步的研

究，以确定其在寄生虫和宿主间的相互作用，以进

一步开展免疫诊断和为治疗研究奠定基础。综上

所述，Smcathepsin L 样蛋白酶将是一个具有潜在

研究价值的多功能分子。
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实时荧光定量PCR检测急性髓系白血病miR⁃125b的
表达及临床应用

王语欣 1 杨冬琴 1 周静东 1 林江 2 姚东明 2 杨静 1 钱震 1 杨磊 1 钱军 1★

［摘 要］ 目的 采用实时荧光定量聚合酶链反应（real⁃time quantitative polymerase chain reaction，
qPCR）法检测急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）中微小 RNA⁃125b（microRNA⁃125b，miR⁃
125b）转录本含量，初步评价其在 AML 临床诊断中的意义。 方法 建立扩增 miR⁃125b 转录本的

SYBR Green I染料法 qPCR，对miR⁃125b转录本克隆质粒进行扩增，评价其在AML诊断中的特异性、重

复性和灵敏性。并对 69例AML患者的骨髓单个核细胞标本进行初步检测并评价其临床相关性。 结果

该方法能定量检测骨髓标本中miR⁃125b的表达水平，熔解曲线呈单峰，在 108~103 copies/μL范围内有良

好的线性关系（R2=0.999）并且检测重复性良好。结果显示 69例AML患者中miR⁃125b表达水平明显高

于 25例对照组，差异有显著统计学意义（P=0.001）。在初发AML的不同亚型中，M3型的miR⁃125b表达

水平高于其他亚型，差异有统计学意义（P<0.05）。miR⁃125b 表达水平与非 M3 型 AML 患者的年龄、

性别、外周血白细胞计数、血小板计数、血红蛋白含量、FAB 分型、核型分组之间均无相关性（P>
0.05）。4 例初诊AML患者在获得完全缓解后miR⁃125b表达水平均较治疗前有所降低。 结论 所建

立的实时荧光定量 PCR方法能敏感、特异地检测骨髓单个核细胞标本中miR⁃125b的表达水平，为进一

步临床应用研究奠定了方法学基础。miR⁃125b异常高表达是AML中的一个常见分子事件，检测其表达

可能有助于AML患者的辅助诊断和疾病状态监测。

［关键词］ 实时荧光定量 PCR；miR⁃125b；急性髓系白血病

Detection and clinical application of miR⁃ 125b in acute myeloid leukemia by
real⁃time fluorescence quantitative PCR
WANG Yuxin1，YANG Dongqin1，ZHOU Jingdong1，LIN Jiang2，YAO Dongming2，YANG Jing1，QIAN
Zhen1，YANG Lei1，QIAN Jun1★

（1. Department of Hematology，Affiliated People  s Hospital of Jiangsu University，Zhenjiang，Jiangsu，
China，212002；2. Laboratory Center，Affiliated People  s Hospital of Jiangsu University，Zhenjiang，
Jiangsu，China，212002）

[ABSTRACT] Objective To evaluate the method of real⁃time quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) for detecting miR ⁃ 125b transcript in patients with acute myeloid leukemia (AML) and further
investigate the characteristics and clinical implication of miR⁃125b in AML. Methods The reaction system
and reaction condition of qPCR with SYBR Green I was established to detect the expression of miR⁃125b to
evaluate its specificity, repeatability and sensitivity in AML diagnosis. Afterwards, the samples of bone marrow
mononuclear cells from 69 AML patients were evaluated. Results The method can detect the expression
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level of miR⁃125b in AML patients. The melting curve showed a single peak, the PCR products was specific, a
good linear relationship in the range of 108 copies/μL to 103 copies/μL (R2=0.999), and the detection was
repeatable. The expression level of miR ⁃ 125b in 69 AML patients was significantly higher than those in 25
controls (P=0.001). In different subtypes of AML, the expression level of miR⁃125b in M3 was higher than that in
other subtypes, and the difference was statistically significant (P<0.05). There was no correlation between the
expression of miR ⁃ 125b and the age, gender, peripheral blood leucocyte counts, platelet count,
hemoglobincontent, FAB classifications and karyotypes (P>0.05) in non⁃M3 AML patients. The levels of miR⁃
125b expression of 4 patients in the observation group decreased after complete remission. Conclusions The
SYBR Green I qPCR for miR⁃125b was a sensitive, reliable quantitative assay, and it can be used in the diagnosis
of AML and the disease therapy evaluation. The increased⁃expression of miR⁃125b may be a common molecular
event in AML, and detecting its expression level could be used for auxiliary diagnosis and monitoring disease.

[KEY WORDS] Real⁃time quantitative PCR; miR⁃125b; Acute myeloid leukemia

急性髓系白血病（acute myelocytic leukemia，
AML）是起源于髓系祖细胞的一类造血系统恶性

克隆性疾病。其表现为白细胞在骨髓等造血组织

中大量增殖，使正常造血功能混乱，导致凶险的感

染、出血、器官浸润等，严重危害人类生命健康。

微小 RNA（microRNA，miRNA）广泛存在于从线虫

到人类的多种真核生物中，近年来因发现其参与

多种重要生物学过程如调控个体发育、细胞代谢、

增殖、分化和凋亡等而备受关注［1⁃2］。miR⁃125b是

miR⁃125 家族成员之一，大量研究表明 miR⁃125b
功能多样，在实体肿瘤中既可起抑癌基因的作用，

也可以起促癌基因的作用［3⁃5］，miR⁃125b在多种血

液系统恶性肿瘤中表达异常，在白血病的发生和

发展中起到十分重要的作用。比如miR⁃125b在伴

有染色体异常的骨髓异常增生综合症、AML 和急

性淋巴细胞性白血病中异常高表达［6⁃8］；miR⁃125b
可通过抑制多种靶基因加速诱导AML发生、发展

等［9］。因此，研究结果提示 miR⁃125b 与白血病发

病机制关系密切，具有非常重要的临床意义和应

用前景。而寻找一种灵敏度高、操作简便且成本

低廉的检测方法是目前miR⁃125b应用于临床研究

亟需解决的问题。本研究采用 SYBR Green I实时

荧光定量 PCR（real ⁃ time quantitative polymerase
chain reaction，qPCR）技术检测 miR⁃125b 在 AML
患者骨髓标本中的表达水平，初步探讨 miR⁃125b
在AML临床诊断和预后判断中的意义。

1 材料与方法

1.1 研究对象

69 例 AML 患者均来自江苏大学附属人民医

院接受住院治疗的初诊病例，所有患者诊断分型

按照法、美、英分型系统（French⁃American⁃British
classification systems，FAB）和 WHO 2008 版 标

准［10 ⁃ 11］；其中 AML 正常核型 24 例、AML 伴 t（8；
21）6例、AML伴 t（15；17）14例、AML伴+8染色体

异常 3 例、AML 伴⁃5/5q⁃染色体异常 1 例、AML 伴

复杂核型 9 例、其他核型类型 9 例、无资料 3 例。

FAB 分型中 M1 型 5 例、M2 型 27 例、M3 型 14 例、

M4型 15例、M5型 8例。对照组 25例为非恶性血

液病患者（缺铁性贫血及免疫性血小板减少性紫

癜）。本研究经医院伦理委员会批准，所有研究对

象均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 骨髓单个核细胞（bone marrow mononucle⁃
ar cells，BMMNCs）的分离、RNA提取和逆转录

全部患者均于初诊时抽取骨髓 10 mL，肝素抗

凝，用 Ficoll 密度梯度离心法分离 BMMNCs，应用

mirVana miRNA 试剂盒提取总 RNA（Ambion，美
国），经紫外分光光度法测定计算提取的总 RNA
含量及浓度，-80℃保存备用。逆转录总体系共 20
μL，含蒸馏水 14 μL、缓冲液 4 μL、RNA 1 μL、逆
转录酶 1 μL（MiScript Reverse Transcription Kit，
Qiagen 公司，catalog no. 218061）。反应条件为：

① 37℃ 1 h，② 95℃ 5 min，随后 4℃保持。

1.2.2 qPCR
引物设计采用 Primer Premier 5.0 软件，miR⁃

125b 引 物 序 列 上 游 为 5′ ⁃ CCCTGAGACCCTA⁃
ACTTGTG⁃3′，下游引物为 miRNA 通用下游引

物。U6 作为内参管家基因，其上游引物为 5′⁃GT⁃
GCTCCCTGCTTCGGCAGCACATATAC⁃ 3′，下游

引 物 为 5′ ⁃ AAAAATATGGAACGCTTCACGAAT
TTG⁃3′，引物由上海华大基因科技有限公司合
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成。反应在 ABI 7500扩增仪（ABI，美国）上进行，

扩增条件为 94℃预变性 15 min，94℃变性 15 s、
55℃退火 30 s、70℃延伸 30 s，共 40个循环，熔解曲

线程序为 95℃ 15 s、60℃ 60 s、95℃ 15 s、60℃ 15 s。
选取 miR⁃125b 与 U6 表达 ΔCT 值最小的 1 例

对照标本作为对照。miR⁃125b 表达采用如下

公 式 ：NmiR ⁃ 125b=（EmiR ⁃ 125b）△ CT miR ⁃ 125b （control ⁃ sample）÷
（EU6）△CT U6（control⁃sample），PCR扩增效率 E=10（⁃1/slope）；ΔCT
指对照与标本之间miR⁃125b和U6循环阈值（CT）
值的差异。

1.2.3 标准曲线的制作

重组 miR⁃125b 质粒作为阳性模板：用凝胶回

收试剂盒（Axygen，美国）将扩增产物纯化回收，

miR⁃125b 全序列与 pMD® 19⁃T 克隆载体（Takara，
日本）连接过夜重组载体，随后重组质粒转化，通

过质粒 DNA 小量试剂盒（Axygen，美国）提取质

粒，测序鉴定（上海华大基因科技有限公司）；从

108 copies/μL 开始进行 10 倍稀释，建立阳性模板

梯度，进行 qPCR扩增检测。扩增后根据扩增曲线

设定统一阈值，然后根据其浓度及各浓度对应的

Ct平均值绘制标准曲线。

1.2.4 统计学分析

应用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，分类变

量之间的差异统计采用卡方检验或 Fisher 确切概

率法；连续性变量之间的差异统计使用 Kruskal⁃
Wallis（多组间比较）或Mann⁃WhitneyU检验（两组

间比较）。miR⁃125b表达在AML中的诊断价值采

用接收者操作特征曲线（receiver operating charac⁃
teristic，ROC）及曲线下面积（area under the ROC
curve，AUC）进行评价；所有分析均设定 P值为双

侧分布，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 qPCR 法的灵敏度、重复性、特异性和扩增

效率

检测 miR⁃125b 阳性模板的扩增曲线 S 型（图

1）。解离曲线分析显示扩增产物为单一熔解峰。

在 108~103 copies/μL 的范围内 Ct 值和不同浓度

miR⁃125b 质粒呈良好线性关系，标准曲线相关度

（R2）为 0.999，标准曲线的斜率（slope）为-3.422。
制作成标准曲，重复性良好（图 1）。同样，U6 质

粒阳性模板标准曲线重复性良好，R2=0.998，
slope=-3.298。对不同浓度miR⁃125b质粒和U6质

粒分别扩增 6 次，在 108~103 copies/μL 的范围内重

复性良好（表 1）。

2.2 qPCR 法检测 AML 患者中 miR⁃125b 的表达

情况

25 例对照组和 69 例 AML 患者标本均可见扩

A：miR⁃125b 重组质粒的荧光扩增结果；B：miR⁃125b 重组质粒

的标准扩增曲线

图 1 不同浓度miR⁃125b重组质粒 qPCR荧光扩增

结果及其标准曲线

Figure 1 Fluorescence amplification and standard curve of
recombinant miR⁃125b plasmid in different concentrations

AA

BB

基因

miR⁃125b
批间

批内

U6

批内

批间

CV（%）

108

1.16
2.45
0.98
1.20

107

1.23
2.72
2.14
3.01

106

2.85
3.27
1.09
1.55

105

2.30
2.27
0.68
0.85

104

0.89
1.62
0.45
1.32

103

2.13
3.38
0.30
0.79

表 1 不同浓度miR⁃125b和U6基因扩增 6次的变异系数

Table l Coefficient of variation of amplification of 6 times
on different concentrations of miR⁃125b and U6 genes
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图 2 部分AML患者及对照组骨髓标本中miR⁃125b
荧光定量 PCR扩增曲线

Figure 2 PCR amplification curve of miR⁃125b in
part of bone marrow of AML patients and controls

图 4 miR⁃125b表达水平辅助诊断AML的ROC曲线

Figure 4 ROC curve analysis through using miR⁃125b for
discriminating AML patients

增曲线，但表达程度不同（图 2）。25 例对照的

NmiR⁃125b为 0.03%~100%（中位 0.68%），AML患者标

本的 NmiR ⁃ 125b 为 0.03%~6983.49%（中位 5.12%）。

与对照组相比，AML患者miR⁃125b表达水平较对

照组显著上调（P=0.001）。进一步分析 miR⁃125b
在 FAB 分型中不同亚型的表达水平差异，发现

miR⁃125b 在各个亚型中的表达水平均高于对照

组，而其中 miR⁃125b 在 M3 型中表达水平最高且

差异有统计学意义（P<0.05）（图 3）。

2.3 miR⁃125b表达的鉴别诊断意义

应 用 ROC 曲 线 评 估 miR ⁃ 125b 可 否 作 为

AML 患者辅助诊断的一个潜在标记。结果显示

miR⁃125b 表达水平可作为鉴别对照组与研究组

的参考标志（AUC=0.723，95%置信区间为 0.619～
0.827，P=0.001）。在 miR⁃125b 表达水平为 4.7％
时，诊断 AML 的敏感性和特异性分别为 53％和

92％（图 4）。

2.4 miR⁃125b的表达与临床参数相关性

本研究以 ROC 曲线 cut ⁃ off 值为界将总体

AML 患者分为 miR⁃125b 低表达组与高表达组。

miR⁃125b高表达组与低表达组的性别、年龄、血小

板计数差异均无统计学意义（P>0.05），而 miR⁃
125b 高表达组的患者外周血白细胞计数、血红蛋

白量与原始细胞计数低于miR⁃125b低表达组（P<
0.05）。miR⁃125b 高、低表达组间的 FAB 分型、不

同核型以及染色体危险程度分型比较差异均有统

计学意义（P<0.05）。其中，在M1⁃M5不同亚型中，

M3 亚型中 miR⁃125b 高表达的频率显著高于其他

亚型分组［93%（13/14）与 44%（24/55），P<0.001］。

在非M3型AML患者中，结果显示miR⁃125b基因

的表达水平与年龄、性别、血红蛋白量、外周血白

细胞计数、血小板计数、染色体分组等均无统计学

图 3 对照组与AML患者 FAB各亚型中miR⁃125b的相对

表达含量

Figure 3 Relative expression levels of miR⁃125b in controls
and AML according to FAB classification
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临床参数

性别（男/女）

年龄（岁）

中位白细胞计数（×109/L，范围）

中位血红蛋白含量（g/L，范围）

中位血小板计数（×109/L，范围）

中位骨髓原始细胞（%）

FAB分型

M1

M2

M3

M4

M5

核型危险程度

良好

中等

不良

无资料

核型类型

正常

t(8;21)

t(16;16)

t(9;22)

t(15;17)

11q23

+8

⁃5/5q⁃

⁃7/7q⁃

复杂

其他

无资料

CR（+/-）

总 AML患者

低表达组

(n=32)

19/13

54 (21~93)

23 (1.0~582.0)

76 (34~138)

40 (4~447)

60.0(6.0~97.5)

3

13

1

9

6

6

22

4

0

13

5

0

0

1

0

2

0

0

4

7

0

12/20

高表达组

(n=37)

22/15

54 (21~87)

6 (0.3~185.4)

69 (32~131)

37 (9~264)

34.5 (1.0~92.0)

2

14

13

6

2

14

14

6

3

11

1

0

0

13

0

1

1

0

5

2

3

18/19

P

1.000

0.714

0.005

0.048

0.399

0.023

0.006

0.039

0.001

0.466

非M3患者

低表达组

(n=27)

16/11

55 (21~93)

19.4 (1.5~197.7)

75 (53~133)

41 (4~447)

60.0 (6.0~94.0)

1

12

-

9

5

4

19

4

0

10

4

0

0

-

0

2

0

0

4

7

0

10/17

高表达组

(n=28)

19/9

62 (23~87)

10.6 (0.8~528.0)

69 (32~138)

40 (11~264)

60.0 (19.0~97.5)

4

15

-

6

3

2

17

6

3

14

2

0

0

-

0

1

1

0

5

2

3

9/19

P

0.582

0.389

0.447

0.197

0.452

0.437

0.399

0.285

0.196

0.781

表 2 总AML患者与非M3AML患者中miR⁃125b表达水平与临床资料分析

Table 2 Comparison of clinical characteristics of miR⁃125b expression between whole AML and non⁃M3 patients

意义（P>0.05）（表 2）。

2.5 miR⁃125b表达在AML随访中的意义

对 miR⁃125b 表达水平较高的 4 例初诊 AML

患者的骨髓标本进行治疗前后的检测，结果显示，

患者病情获得完全缓解后的miR⁃125b表达水平较

治疗前均明显下降（图 5）。
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图 5 4例AML患者治疗前后miR⁃125b表达的变化

Figure 5 The levels of miR⁃125b expression of 4 patients in
the AML patients before and after complete remission

3 讨论

miRNAs 转录后的调节功能影响着机体各种

重要的生理和病理活动过程，其表达变化通常与

各种疾病的发生发展密切相关。已有研究报道

miR⁃125b 参与白血病的发生发展，在伴有染色

体异常和基因突变的 AML 中表达增高且其表

达水平与疾病状态有关［12⁃13］。这些重要研究提示

miR⁃125b 可能有助于今后 AML 的诊断与病情

监测。

要将miRNAs作为疾病诊断的生物学标志物，

需要建立标准而规范的提取方法和检测方法。随

着 miRNAs 在肿瘤发生发展中的重要性被逐渐重

视，miRNAs的检测技术也取得了快速发展，主要包

括有传统的表达文库克隆、Northern blot 和逆转录

聚合酶链反应（reverse transcription PCR，RT⁃PCR），
还包括基因芯片技术、高通量测序等新型技术。其

中RT⁃PCR以其特异性强、灵敏度高、快速便捷、价

格低廉等优点，被认为是目前定量检测miRNAs的
金标准［14⁃15］。本研究运用 SYBR Green I 染料标记

技术建立的一种 qPCR方法对骨髓标本中miR⁃125b
进行定量检测。该方法无需设计探针，引物设计相对

容易，操作简便，成本低廉，适用于推广应用［16］。本研

究结果表明 SYBR Green I qPCR 检测 miR⁃125b 方

法具有良好的特异性、重复性和灵敏性。本文采用

相对定量法，可用于检测骨髓标本中 miR⁃125b 的

表达水平。数据分析显示，69例AML患者中miR⁃
125b 表达水平高于对照组（P=0.001）。同时在

AML不同亚型中miR⁃125b表达水平存在差异，其

中M3型miR⁃125b表达水平远高于其他亚型，提示

miR⁃125b 异常高表达与急性早幼粒细胞白血病

（acute promyelocytic leukemia，APL）密切相关。这

与 Zhang［17⁃18］、Li等［19］的研究结果一致。有报道称，

miR⁃125b可以干扰人类CD34+细胞分化，抑制白血

病细胞NB4和HL60向末端（粒系和单核系）分化，

揭示了 miR⁃125b 在 APL 抑制分化功能［6］。在非

M3型AML患者中，miR⁃125b高低表达组与AML
亚型、血液学参数和完全缓解率均无相关性（P＞
0.05）。ROC 曲线分析表明 miR⁃125b 表达对于

AML具有中等诊断价值。

同时，我们对 4例AML患者进行了监测，发现

缓解后miR⁃125b表达水平较治疗前明显下降，提示

miR⁃125b表达可能作为一个分子标志用于疾病状

态的监测。但同时本研究病例数较少，ROC曲线分

析显示敏感性和特异性不高，因此用miR⁃125b诊

断、鉴别诊断及评价疾病的预后仍需进一步研究。

综上所述，本研究建立的 SYBR Green I qPCR
检测 miR⁃125b 是一种简便、可靠、准确、快速的高

通量定量检测方法，易于临床实验室推广应用，有

助于大样本的临床研究。miR⁃125b异常高表达是

AML 中的一个常见分子事件，检测其表达可能有

助于AML患者的辅助诊断和疾病状态监测。
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•论 著•

乙型脑炎病毒的实时荧光定量逆转录 PCR检测方法
的建立

孙莉 1 陈路 2 王华贵 3 赵相胜 2 胡小许 2 迟洪霞 4 祁荣 4 吴伟立 3★

［摘 要］ 目的 建立一种可以准确、快速、特异检测乙型脑炎病毒（Japanese encephalitis virus，
JEV）的一步法实时荧光定量逆转录 PCR（reverse transcription⁃quantitative real time PCR，RT⁃qPCR）体

系。 方法 参照NCBI数据库的乙脑病毒全基因组序列，经过一致性比对分析，在乙脑病毒保守的 3′
非翻译区（3′untranslated region，3′UTR）区段，设计相应的特异性引物以及 Taqman⁃MGB 探针，优化检测

体系及反应条件，建立一步法 RT⁃qPCR方法。利用登革热、森林脑炎病毒、肠道病毒 71型（EV71）、柯萨

奇病毒 A16型（CoxA16）、狂犬病毒培养物和临床诊断为登革热及手足口病人的血清样本检测其交叉

反应。选择 15 例疑似脑炎症状的病人血清样本，以国家食品药品监督管理总局（CFDA）批准的乙脑

病毒检测试剂盒作对照试剂盒，检测其临床适用性。 结果 所建立的乙脑病毒一步法 RT⁃qPCR 检

测方法重复性试验 Ct 值的变异系数 CV 在 0.46%~0.53%之间，最低可检出 5 copies/反应样本。检测体

系与登革热、森林脑炎病毒等黄病毒及 EV71、CoxA16、狂犬病毒培养物等未发现交叉反应；64 份临床

诊断为登革热和手足口病人的血清样本检测也均为阴性。15 份疑似乙脑感染的病人血清样本的检测

结果与国家食品药品监督管理总局批准的乙型脑炎病毒检测试剂盒检测结果一致，但本方法操作步

骤更少，检测时间更短。 结论 本实验建立的乙型脑炎病毒一步法实时荧光 RT⁃qPCR 检测方法具

有较高灵敏度、特异性，可用于乙型脑炎病毒的检测。

［关键词］ 乙型脑炎病毒；Taqman⁃MGB；流行性乙型脑炎；RT⁃qPCR

Development of one⁃step RT⁃qPCR for detection of Japanese encephalitis virus
infection
SUN Li1, CHEN Lu2, WANG Huagui3, ZHAO Xiangsheng2, HU Xiaoxu2, CHI Hongxia4, QI Rong4, WU Weili3★
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[ABSTRACT] Objective To establish a sensitive and specific one ⁃ step reverse transcription ⁃
quantitative real time PCR (RT ⁃ qPCR) method for detection of Japanese encephalitis virus (JEV) infection.
Methods Based on the whole genome sequence of the encephalitis virus in the NCBI database, the
corresponding specific primers and Taqman⁃MGB Probe were designed in the 3′untranslated region (UTR) of
the Japanese encephalitis virus. The detection system and reaction conditions were optimized. The cross ⁃
reactivity was measured by using dengue fever virus, forest encephalitis virus, enterovirus 71 (EV71),
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coxsackie virus A16 (CoxA16), rabies virus cultures and clinical sera samples of clinically diagnosed dengue
fever and hand⁃ foot ⁃mouth patients. 15 patients with suspected encephalitis were enrolled in this study. The
Japanese encephalitis virus test kit was registered by the China Food and Drug Administration (CFDA) used as
a control kit to detect its clinical applicability. Results The repeatability test revealed that coefficient of
variation (CV) of Ct value is 0.46%~0.53%. The sensitivity attends to 5 copies/reaction. No cross ⁃ reactions
were found to dengue, forst encephalitis virus, EV71, CoxA16, rabies virus. The test result of 37 dengue fever
and 27 hand⁃foot⁃mouth patients were also negative. The results of present developed method to suspended
patients are consistent with the CFDA approved kit while with less manual handling steps and shorted
operating time. Conclusion The developed one⁃step RT⁃qPCR method for detection of encephalitis virus
infection with high sensitivity and specificity is suitable to the clinical use.

[KEY WORDS] Japanese encephalitis virus; Taqman⁃MGB; Epidemic encephalitis type B; RT⁃qPCR

流行性乙型脑炎又称为日本乙型脑炎，简称

乙脑，是由日本乙型脑炎病毒（Japanese encephali⁃
tis virus，JEV）引起的一种中枢神经系统感染的急

性传染病，也是一种人兽共患的自然疫源性疾病，

临床上以高热、意识障碍、抽搐、呼吸衰竭及脑膜

刺激为特征。乙脑病毒为单股正链 RNA 黄病毒

（Flavivirus）。病毒 RNA 只含一个开放阅读框

（open redaing frame，ORF），编码 3 个结构蛋白（C
蛋白、PrM/M 蛋白、E 蛋白）和 7 个非结构蛋白

（NS1、NS2a、NS2b、NS3、NS4a、NS4b、NS5）。根据

E蛋白基因序列的同源性，可将 JEV分为进化关系

上存在明显差异的 5 个基因型（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和

Ⅴ），各基因型的分布有一定的区域性［1⁃2］。乙脑是

亚洲最常见的一种病毒性脑炎，每年至少 50 000
例临床病例，其中多数为 10 岁以下儿童，导致约

10 000 人死亡，另有约 15 000 例留有长期的神经⁃
精神性后遗症［3］。我国是乙脑流行的高发地区，近

年来虽经对儿童实施计划免疫接种，使发病率明

显下降，但目前发病人数仍占世界乙脑病例的

80%以上。乙脑临床上与近年高发的肠道病毒感

染引起的脑炎也难以区分［4］。因此构建快速、灵

敏、准确的 JEV 检测方法对控制 JEV 引起的急性

脑炎具有重要意义。目前比较常见的乙脑诊断方

法有病毒分离、血清学诊断和常规逆转录聚合酶

链反应（reverse transcription PCR，RT⁃PCR）检测。

由于 JEV 病毒载量低，利用细胞和小鼠来分离培

养 JEV具有分离困难且工作量大，检测时间长的缺

点，临床应用有较大局限性［5⁃6］。血清学诊断则存在

灵敏度较低的缺点。实时荧光定量逆转录 PCR（re⁃
verse transcription ⁃ quantitative real time PCR，RT ⁃
qPCR）与上述方法相比具有特异性高、本底低、结

果易分析等优点，已经成功应用于病原体检测、等

位基因检测、信号传导等研究中［7］。本研究以

乙脑病毒基因组保守的 3′非翻译区（3′untransla⁃
teel region, 3′UTR）区设计引物和 Taqman⁃MGB
探针，建立了准确、特异的 JEV 一步法实时检测

体系。

1 材料及方法

1.1 毒株与样本

登革病毒 1 型、2 型、3 型、4 型，森林脑炎病

毒，狂犬病毒，肠道病毒 71 型（enterovirus 71，
EV71），柯萨奇病毒 A16 型（coxsackie virus A16，
CoxA16）分离培养株均来自于中国人民解放军军

事医学科学院微生物流行病研究所。

37 例临床诊断为登革热血清样本由广州疾

病预防控制中心提供。27 份临床诊断为手足口

病的病人血清由华北石油管理局总医院收集。

15 份发热伴有脑炎症状的病人急性期（发病 1~5
天）和恢复期血清由华北石油管理局总医院

收集。

1.2 主要试剂和仪器

病毒核酸提取试剂盒（QIAamp®Viral RNA
Mini Kit）购自德国 QIAGEN 公司；DH5α 感受态

细 胞 、QuantOne Step qRT ⁃ PCR Kit （Probe）
（FP304）购自天根生化科技（北京）有限公司；

PAR⁃1 重组表达载体由本实验室自主研发保存。

乙型脑炎病毒抗体 IgG 检测试剂盒（酶联免疫吸

附法）、流行性乙型脑炎病毒核酸检测试剂盒

（PCR⁃荧光探针法）来自于北京华大吉比爱生物

技术有限公司。

StepOnePlusTMPCR 荧光仪（ABI，美国），Nano⁃
Drop 2000［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］，超

声波细胞粉碎机（JY92⁃II，宁波新芝生物科技股份
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有限公司）。

1.3 引物探针设计与合成

本研究所用的序列信息来自于 NCBI Gen⁃
Bank（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/），下载所有上

传的乙脑序列信息，输入自主研发的一致性分析

软件分析得到相对保守的 UTR 区域序列，利用

ABI 软件包 Primer Express3.0 设计的特异引物

及 Taqman⁃MGB 探针均由上海 invitrogen 公司合

成 。 其 序 列 及 标 记 信 息 分 别 为 ：RT ⁃ F（5′
CCAGTCTATTCCCAGGTGTCAA3′）；RT ⁃ R（5′
GCTGTAGAGGAGGTGGAAGGAC3′）；RT ⁃ P（5′
FAM⁃TGCGGGGTCTCCT⁃MGB 3′）。

1.4 参考品的构建与定量

乙脑病毒定量参考品为体外重组构建的乙脑

病毒UTR基因假病毒，具体步骤如下：体外合成乙

脑病毒 UTR基因的保守区域，将该片段与表达载

体 pAR⁃1连接后转化到大肠杆菌DH5α，筛选阳性

克隆，经测序验证序列为乙脑病毒 UTR 基因序

列。然后将阳性菌株 37℃培养 4 h 左右加入终

浓度为 1 mmol/L IPTG 进行诱导 4 h 以表达假病

毒 RNA，3 000 r/min离心 10 min收集菌体，采用超

声裂解液重悬，超声破碎（40%振幅，350 W，停 5 s，
超声 5 s，30个循环），8 000 r/min冷冻离心 10 min，
收集上清并加入 DNase 消化，即为制备的假病毒

溶液。

利用 Thermo scientific Nano Drop 2000 分光光

度计，测定其 OD 值，通过公式（6.02×1023 拷贝数/
摩尔）×（浓度 g/μL）/（MW g/mol）=copies/μL 换算

为拷贝数。

1.5 病毒核酸提取

采用 QIAamp®Viral RNA Mini Kit 试剂盒，按

照说明书进行提取 RNA，提取的总 RNA 于-80℃
冰箱保存备用。

1.6 一步法RT⁃qPCR
一步法反应体系严格按照QuantOne Step qRT⁃

PCR Kit（Probe）使用说明书进行配制，30 μL 反

应体系包括 2×QuantOne Step Probe RT⁃qPCR Mas⁃
ter Mix 15 μL，HotMaster Taq Polymerase（2.5 U/
μL）1.2 μL，Quant Rtase 0.7 μL，上 、下 游 引 物

0.75 μL，探针为 0.5 μL，模板 4 μL，去离子水补充

到 30 μL体系。对 RT⁃qPCR反应体系中引物和探

针浓度进行筛选，以获得最佳扩增效率和最好的

荧光强度。默认设置 40 个循环，95℃变性 15 s，

58℃扩增 45 s。检测仪器为 ABI StepOnePlusTM

PCR荧光仪。

1.7 酶联免疫吸附测定（enzyme linked immuno⁃
sorbent assay，ELISA）检测

15份发热伴有脑炎症状的血样采用 ELISA进

行抗体 IgG检测，乙型脑炎病毒抗体 IgG检测试剂

盒（酶联免疫吸附法）来自于北京华大吉比爱生物

技术有限公司。双份阳性的样本进行倍比稀释测

定滴度变化。

1.8 重复性试验

同一 PCR 板上以 103、104、105 copies/μL 的乙

脑病毒核酸为模板，各重复测定 6孔，计算检测乙

脑病毒 Ct 的平均值（X）公式（1）和标准差（SD）公

式（2），按如下公式（3）计算变异系数（CV）。

X— =
∑xi
n

（1）

SD =
∑xn

i - (∑xi)n
n

n - 1 （2）

CV = SD
X— × 100% （3）

1.9 灵敏度检测

将提取好的标准品 RNA从 105 copies/μL开始

进行 10倍系列稀释到 104、103、102、101 4个梯度，并

进一步对倍稀释 4个梯度（5、2.5、1.25、0.625）后进

行荧光检测。

1.10 特异性检测

登革病毒 1 型、2 型、3 型、4 型，森林脑炎病

毒，EV71，CoxA16，狂犬病毒培养物提取 RNA后，

经荧光 PCR 检测并统一稀释至 1×107 copies/μL，
检测是否有交叉反应。37 份临床诊断为登革热

病人的血清样本和 27 份临床诊断为手足口病人

的血清样本分别经核酸提取后，检测是否存在交

叉反应。

对来自于华北石油管理局总医院 15 例发热

病人血清样本分别应用北京华大吉比爱生物技术

有限公司流行性乙型脑炎病毒核酸检测试剂盒

（PCR⁃荧光探针法）、乙型脑炎病毒抗体 IgG 检测

试剂盒（酶联免疫吸附法）和本检测体系同时进行

检测。对来自于广州疾病预防控制中心 37例临床

诊断为登革热血清样本和华北石油管理局总医院

收集的 27份临床诊断为手足口病的病人血清采用

本检测体系进行检测。
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2 结果

2.1 一步法荧光检测体系的建立

在 30 μL的反应体系中，当上下游引物工作浓

度为 10 μmol/L 加入 0.75 μL，Taqman⁃MGB 探针

工作浓度为 10 μmol/L 加入 0.5 μL，退火温度为

58℃，其余反应成分及程序均按照试剂说明书配置

时，能获得最佳荧光吸收信号。建立最佳的检测

体系。

2.2 重复性检测结果及分析

将提取定量后的假病毒 RNA 稀释为 103、104、

105 copies/μL重复测定 6次，进行荧光检测。通过计

算得到：3个稀释度样品 6个重复反应获得的Ct值的

变异系数CV在0.46%~0.53%之间，数据详见表1。

2.3 灵敏度验证及最低检测限的分析

将提取定量后的假病毒 RNA 按 10 倍梯度从

105 稀释至 101 copies/μL，并进一步对比稀释至

0.625 copies/μL，经检测发现：从 105 copies/μL开始

标准品稀释到 105、104、103、102、101 5 个梯度，进行

荧光检测，能得到线性关系良好的扩增曲线，见图

1。进一步对比稀释，在浓度为 5 copies/μL，重复

20 次，18 次可以获得荧光，见图 2，表明可以达到

5 copies/μL的最低检测限。

2.4 一步法RT⁃qPCR的特异性结果及分析

利用该检测体系对登革病毒 1 型、2 型、3 型、

4 型，狂犬病毒，森林脑炎病毒，EV71，CoxA16 病

毒培养物进行 3次重复检测，所有扩增结果显示均

为阴性，结果见图 3。
来自于广州疾病预防控制中心 37例临床诊断

为登革热血清样本和华北石油管理局总医院收集

的 27 份临床诊断为手足口病的病人血清样本，本

检测体系检测结果均为阴性。

对来自于华北石油管理局总医院 15例发热病

人血清样本分别应用 2种荧光定量逆转录 PCR和

浓度梯度

103

104

105

重复性测试CT值

第 1孔

29.58
25.55
22.58

第 2孔

29.24
25.79
22.44

第 3孔

29.36
25.39
22.35

第 4孔

29.18
25.25
22.59

第 5孔

29.52
25.57
22.22

第 6孔

29.24
25.46
22.46

CV(%)

0.45
0.53
0.46

表 1 一步法RT⁃qPCR重复性测试结果

Table 1 The reproducibility test results of one⁃step RT⁃qPCR
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循环数

扩增曲线

图 1 梯度稀释的RNA标准品扩增曲线

Figure 1 Serial dilutions RNA standard amplification curve
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1.25
1.00
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0.25
0.00

荧
光

强
度

扩增曲线

循环数

图 2 5 copies/反应时重复检测 20次扩增曲线

Figure 2 Amplification curve of 5 copies / reaction
for 20 repeats
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1
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0.001

0.001
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荧
光

强
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图 3 其它能够引起脑炎的相关病毒分离培养物扩增曲线

Figure 3 Amplification curve of other related virus isolation
Cultures that can cause encephalitis
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ELISA方法同时进行检测，检测结果见表 2。13例

经 2 种实时荧光 PCR 检测均为乙脑病毒阳性，其

对应的双份血清 ELISA 抗体检测结果显示 9例存

在阳转和 4 例存在 4 倍升高。2 例样本实时荧光

PCR 检测为阴性，其中一例样本双份血清检测结

果均为阴性，一例样本双份血清结果均为阳性，但

滴度无显著改变。

3 讨论

JEV是一种危害严重的人畜共患的虫媒病毒，

主要由蚊子和较小的蜱传播，人类通常是终末宿

主，因此对人类的健康及养殖业有较大的威胁。国

内尽管通过大规模使用疫苗使发病率大幅度下降，

但近年来乙脑疫情出现了重新上升的趋势，部分地

区时有暴发或流行且 JEV仍是引起病毒性脑炎的

主要病原［8］。病毒性脑炎的早期诊断能有效减轻免

疫引起的脑组织损伤，降低后遗症发生率及死亡

率，也是治疗成功的关键［9］。传统的实验室检测主

要采用病毒分离培养、酶联免疫吸附试验、脑电图

和影像学检查的方法诊断病毒性脑炎。JEV分离培

养是检测的“金标准”，但由于其低通量和低灵敏性

的缺点，不适合大规模临床应用。ELISA的方法虽

然也可对 JEV进行检测，但是会与其他黄病毒属病

毒（如登革病毒）出现交叉反应。同时上述检测方

法整个过程操作复杂，耗时长，无法起到对病毒快

速诊断的作用。与传统检测技术相比，核酸检测方

法由于灵敏度和特异性方面的优势，已成为实验和

临床诊断常用的检测手段［10］。其中，实时荧光定量

PCR技术既保持了传统 PCR技术灵敏度高等特点，

又克服了传统 PCR技术中存在的假阳性和不能准

确定量的缺点，并且具有实验重复性好、省时省力、

快速、特异性好等特点。实时荧光定量 PCR技术已

经成熟应用于多种细菌及病毒性疾病的临床诊

断［11⁃12］。然而针对 JEV 的实时荧光定量 PCR 检测

方法相对较少。

本研究建立了检测乙脑病毒的一步法 RT⁃qP⁃
CR检测体系，相比于传统的乙脑病毒实验室检测

方法，该检测方法在灵敏度、特异性以及操作方便

性、时效性等方面具有极大优势。其重复性试验Ct
值的变异系数CV在 0.46％~0.53％之间，低于研究

报道的CV［13］。本研究建立的 JEV检测体系灵敏度

更高，最低可以检测到 5 copies/反应的假病毒稀释

液，低于目前已报道的荧光定量 PCR 最低检测限

（10 copies/反应）［14］。通过检测临床常见的同种属

相近的及引起症状相似的其他病原体，相互之间不

存在交叉反应。表明本研究建立的检测体系能够

特异的对乙脑病毒进行检测。应用本检测体系与

北京华大吉比爱生物技术有限公司研制的流行性

乙型脑炎病毒核酸检测试剂盒（PCR⁃荧光探针法）、

乙型脑炎病毒抗体 IgG检测试剂盒（酶联免疫吸附

法）分别对 15份发热病人样本进行检测，对比本检

测体系与同类试剂盒的一致性、灵敏性、实用性

等。发现本检测体系与吉比爱 PCR⁃荧光探针法检

测试剂盒结果一致，检出的 13例阳性样本也与ELI⁃
SA 检测结果吻合。其中，ELISA 检测方法较 2 种

PCR⁃荧光探针方法多检出一例阳性，后续临床验证

排除乙脑病毒感染。表明 ELISA法会出现假阳性

结果。而本研究建立的乙脑病毒一步法 RT⁃qPCR
检测方法可以提高对乙脑病毒的检出率和准确率，

相比于ELISA检测方法具有明显优势［15⁃16］。

本研究建立的一步法 RT⁃qPCR检测体系结合

应用原有RT⁃PCR和实时荧光 PCR的优势，使逆转

录和荧光定量PCR扩增过程同步进行。相对于传统

的逆转录和 PCR分开进行，既减少了 cDNA二聚体

的形成，提高扩增反应效率；同时减少操作步骤，缩

短检测时间。本检测体系在 85 min内可完成对乙脑

病毒的快速检测，比吉比爱的 PCR⁃荧光探针法检测

试剂盒检测时间缩短了近 30 min。而乙脑病毒感染

的早期诊断可以有效减轻免疫引起的脑组织损伤，

降低乙脑病毒感染后遗症的发生率及死亡率。

综上所述，本研究建立的乙脑病毒一步法

RT⁃qPCR 检测体系具有较强的特异性和较高的

敏感性，并进一步简化了操作步骤，缩短了检测

时间，能够实现对乙脑病毒的早期快速检测。可

为乙脑病毒的临床诊断和疫情暴发时的实验室

应急诊断提供快速有效的实验室筛查手段。

检测方法

吉比爱 PCR⁃荧光探针法

吉比爱酶联免疫吸附法

本检测体系

检测结果

阳性

13
14
13

阴性

2
1
2

表 2 15例发热病人 3种方法检测结果

Table 2 The detection results of 15 fever patients by
3 methods
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硫酸去氢表雄酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分
析法）的研制及性能评价

苏立★ 贾晨路

［摘 要］ 目的 研制硫酸去氢表雄酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分析法），并对其试剂盒性

能进行评价。 方法 利用竞争抑制法，对原料进行筛选，建立硫酸去氢表雄酮定量测定试剂盒。并

分别对本试剂盒的准确性、最低检测限、线性、重复性、特异性、参考范围及样本对比方面进行评价。

结果 经过筛选，选用反应模式：磁微粒包被羊抗鼠 IgG⁃鼠抗硫酸去氢表雄酮单克隆抗体⁃吖啶酯标记

DHEAS⁃BSA；对此方法建立的试剂盒进行方法学评价，最低检测限可达 1.84 μg/dL，线性在 0~1 500 μg/dL

之间，相关系数 r=0.999 8，准确度的回收率为 105.38%，重复性均小于 8%；建立了健康人参考范围（女性：

47.9~407.5 μg/dL，男性 97.1~522.5 μg/dL），与西门子 ADVIA Centaur 测定结果显著相关，线性方程为

y=1.078 13+0.992 16x，相关系数 r=0.994 7，2种试剂盒的测定结果具有较高的一致性。 结论 本研究

建立的硫酸去氢表雄酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分析法）各项性能均达到了临床检验的要求，为

国产化 66硫酸去氢表雄酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分析法）的研发奠定了基础，有望用于临床血

清硫酸去氢表雄酮的检测。

［关键词］ 硫酸去氢表雄酮；化学发光免疫分析法；定量测定试剂盒

Development and evaluation of a quantitative assay for dehydroepiandros⁃
terone sulfate: chemiluminescence immunoassay
SU Li★，JIA Chenlu

（The Neonatal Disease Screening Center, The Third Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，

Henan，China，450052）

[ABSTRACT] Objective To develop and evaluate the performance of the Dehydroepiandrosterone

sulfate quantitative determination kit: chemiluminescent immunoassay. Methods The method of competitive

inhibition was used to screen the raw materials and to establish the Dehydroepiandrosterone sulfate quantitative

determination kit with chemiluminescent immunoassay. The performance of accuracy, limit of detection, lineari⁃

ty, repeatability, analytical specificity, reference interval and samples comparison were determined. Results
After screening, the reaction mode of magnetic particle coated goat anti mouse IgG⁃mouse anti DHEAS antibody⁃

acridine ester labeled DHEAS⁃BSA was selected. The limit of detection was less to 1.84 μg/dL. This assay was

designed to be linear across the measurement range of 0~1 500 μg/dL with value r=0.999 8. The recovery rate

was 105.38%. The repeatability was less than 8%. The DHEAS reference interval of healthy population was

established (female: 47.9~407.5 μg/dL, male: 97.1~522.5 μg/dL). The determination results of serum samples

were significantly correlated with results tested by SIEMENS ADVIA Centaur assay with the linear equation

was y=1.078 3 + 0.992 16x and the value r=0.994 7. The results of these 2 assays showed high consistency.

Conclusion All the performance characteristics of this kit reached the requirements for clinical detection and

作者单位：郑州大学第三附属医院新生儿疾病筛查中心，河南，郑州 450052
★通讯作者：苏立，E⁃mail：29715562@qq.com
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laid a foundation for establishing the domestic quantitative assay of dehydroepiandrosterone sulfate, which is

able to apply to the clinical detemination of serum DHEA⁃S.

[KEY WORDS] Dehydroepiandrosteronesulfate; Chemiluminescence immunoassay; Quantitative deter⁃

mination kit

去氢表雄酮（dehydroepiandrosterone，DHEA），

3β⁃羟基⁃5⁃雄烯⁃17⁃酮，亦称脱氢异雄酮。血清中

脱氢表雄酮大部分以硫酸结合物（DHEA⁃S）的形

式存在。DHEA⁃S主要来源于肾上腺皮质网状带，

具有微弱的雄激素活性，是人体血循环中最为丰

富的甾体物质［1］。

女性的DHEA⁃S几乎全部来源于肾上腺皮质，

是女性绝经前 75%和绝经后 100%的雄激素来

源。在 21~45 岁月经正常的育龄女性中，血清

DHEA⁃S与年龄呈负相关，可作为评估卵巢储备功

能的一项参考指标，为临床诊治提供参考［2 ⁃3］。

而多囊卵巢综合征（polycystic ovarian syndrome，
PCOS）患者血清中的 DHEA⁃S 与性激素结核球蛋

白（sex hormone binding globulin，SHBG）之间存在

负相关关系，联合检查对 PCOS的诊断具有一定的

参考价值［4］。

本研究的目的在于建立一种灵敏度、线性范

围、精密度等方面能够与进口厂家试剂盒相近甚

至是更好的试剂盒。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

山羊抗鼠 IgG、山羊抗兔 IgG、鼠抗硫酸去氢

表雄酮、兔抗硫酸去氢表雄酮、人工抗原 DHEAS⁃
BSA 和吖啶酯均来自苏州亚科科技股份有限公

司；硫酸去氢表雄酮企业标准品、质控品由广州市

达瑞生物技术股份有限公司制备；伯乐质控品购

自Bio⁃Rad公司。

1.1.2 样本

健康人群血清样本及临床血清样本均来自郑

州大学第三附属医院。

1.1.3 仪器

全自动化学发光免疫分析仪，型号：Caris200，
来源于厦门优迈科医学仪器有限公司。

1.1.4 耗材

样本杯、反应杯及枪尖均购自厦门优迈科医

学仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 磁珠包被

磁微粒用 Binding Buffer（0.1 mol/L MES，pH=
5）洗涤 5次后加入新配置的活化剂活化 30 min；用
Binding Buffer 洗涤 5 次，加入抗体，室温下反应

16 h；用含 2% BSA 的 Tris 缓冲液洗涤两次，定容

后于 2~8℃保存。

1.2.2 吖啶酯标记

将 0.05 mg吖啶酯加入到 0.5 mg DHEAS⁃BSA
中，置于摇床上，室温避光反应 6 h；然后用葡聚糖

凝胶色谱柱分离纯化，流动相为 PB（pH=6.3）。纯

化后于 2~8℃保存。

1.2.3 全自动化学发光免疫分析实验

1.2.3.1 包被羊抗鼠 IgG 二抗 向反应杯中加入

样本 50 μL、包被羊抗鼠 IgG的磁微粒 50 μL、鼠抗

硫酸去氢表雄酮单克隆抗体 50 μL，在 37℃条件下

反应 14 min，再加入按 1∶5 000稀释的吖啶酯标记

的 DHEAS⁃BSA，继续在 37℃条件下反应 15 min。
用洗液清洗 4遍后将反应杯内洗液全部吸出，加入

预激发液 100 μL，混合均匀，再加入 100 μL 激发

液并即刻检测发光值。

1.2.3.2 包被羊抗兔 IgG 二抗 向反应杯中加入

样本 50 μL、包被羊抗兔 IgG的磁微粒 50 μL、兔抗

硫酸去氢表雄酮多克隆抗体 50 μL，在 37℃条件下

反应 14 min，再加入按 1∶5 000稀释的吖啶酯标记

的 DHEAS⁃BSA，继续在 37℃条件下反应 15 min。
用洗液清洗 4遍后将反应杯内洗液全部吸出，加入

预激发液 100 μL，混合均匀，再加入 100 μL 激发

液并即刻检测发光值。

1.2.3.3 包被鼠单抗DHEA⁃S抗体 向反应杯中加

入样本 50 μL、包被鼠抗硫酸去氢表雄酮单克隆抗体

的磁微粒 50 μL，在 37℃条件下反应 14 min，再加入

按 1∶5 000稀释的吖啶酯标记的DHEAS⁃BSA，继续

在 37℃条件下反应 15 min。用洗液清洗 4遍后将反

应杯内洗液全部吸出，加入预激发液 100 μL，混合均

匀，再加入100 μL激发液并即刻检测发光值。

1.2.3.4 包被兔多抗 DHEA⁃S 抗体 向反应杯中

加入样本 50 μL、包被兔抗硫酸去氢表雄酮多克隆
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抗体的磁微粒 50 μL，在 37℃条件下反应 14 min，
再加入按 1∶5 000 稀释的吖啶酯标记的 DHEAS⁃
BSA，继续在 37℃条件下反应 15 min。用洗液清

洗 4遍后将反应杯内洗液全部吸出，加入预激发液

100 μL，混合均匀，再加入 100 μL 激发液并即刻

检测发光值。

1.2.4 分析性能评价

1.2.4.1 最低检测限 将零浓度校准品进行测

定，重复测定 20 次，计算 20 次测定结果发光值的

平均值（mean，M）和标准差（standard deviation，
SD），得出 M⁃2SD 的发光值，根据零浓度校准品

和相邻校准品的浓度⁃发光值的结果进行两点回

归拟合得出一次方程，将零浓度校准品的平均值

M⁃2SD 的发光值代入上述方程中，求出对应的浓

度值，即为最低检测限。

1.2.4.2 线性 将浓度接近线性范围上限的高值

样本按一定比例稀释为 5个浓度，其中低值浓度样

本需接近线性范围下限。每一浓度样本均重复测试

2次，计算其平均值，将结果平均值和稀释比例用最

小二乘法进行直线拟合，并计算线性相关系数 r。
1.2.4.3 准确度 将浓度接近线性范围上限（允

许其浓度偏差为±20%）的硫酸去氢表雄酮样品

（A）加入到血清或其他相应基质的样品 B中，所加

入 A 的体积宜不超过总体积（A+B）的 10%，将样

品（A+B）重复测试 2次并计算其平均值，根据公式

（1）计算回收率 R。

R= C ×（V0 + V） -C0 × V0
V ×Cs × 100% （1）

式中：R⁃回收率；V⁃样品 A 液的体积；V0⁃样品

B 液的体积；C⁃样品 B 液加入 A 液后的检测平均

浓度；C0⁃样品 B 液的检测浓度；Cs⁃样品 A 液的

浓度。

1.2.4.4 重复性 将低、中、高浓度样本各重复检

测 10次，计算 10次测量结果的平均值（M）和标准

差（SD），计算公式为：变异系数（variable coeffi⁃

cient，CV）CV=SD/M×100%。

1.2.4.5 分析特异性 测定一定浓度的DHEA、皮

质醇、醛固酮、雌二醇，各检测 2次，并计算其交叉

反应率。

1.2.5 参考值范围建立

测定健康人群空腹血清，采用百分位数法建

立本试剂盒健康人群空腹硫酸去氢表雄酮参考值

范围。

1.2.6 样本比对

西门子公司的硫酸去氢表雄酮测定试剂盒

（化学发光法）作为对照试剂，对临床样本进行测

定，计算并分析本试剂盒测定结果与西门子对照

试剂的相关性及一致性。

1.3 统计学方法

用 OrigiPro 7.5 对不同反应模式的浓度梯度

DHEAS的剂量⁃反应拟合Hill曲线，选择线性关系

较好的曲线对应的反应模式。用最小二乘法将零

浓度校准品和相邻校准品及梯度浓度样本的测定

结果进行计算及分析，得到新建立试剂盒的最低

检测限及线性相关系数 r。用 SPSS 24.0分别将健

康男性和健康女性的测定结果进行直方图分析、

百分数法和正态分布分析，得到健康男性和健康

女性测值的直方图、正态分布曲线及 95%置信

区间。

2 结果

2.1 反应模式的选择

分别用羊抗鼠 IgG、羊抗兔 IgG、鼠抗硫酸去

氢表雄酮单克隆抗体、兔抗硫酸去氢表雄酮多克

隆抗体包被磁微粒，并用吖啶酯标记 DHEAS⁃
BSA，以竞争抑制法建立 DHEA⁃S 的化学发光免

疫分析法，检测浓度梯度的 DHEA⁃S。将剂量⁃反
应拟合 Hill 曲线，由表 1 结果可以看出，4 个反应

模式均显示 Hill 曲线线性关系较好，其中磁微粒

包被羊抗鼠 IgG的线性关系为优，R2达到 0.993 1。

磁微粒包被物

羊抗鼠 IgG
羊抗兔 IgG

MAB DHEAS
PAB DHEAS

吖啶酯标记物

DHEAS⁃BSA
DHEAS⁃BSA
DHEAS⁃BSA
DHEAS⁃BSA

Hill曲线方程

y=15 213 072x⁃1.338 77/(107.001 07⁃1.338 77+x⁃1.338 77)
y=8 049 195x⁃0.693 23/(40.039 89⁃0.693 23+x⁃0.693 23)
y=11 544 528.45x⁃1.023 83/(34.489 53⁃1.023 83+x⁃1.023 83)
y=3 274 917.45x⁃0.671 78/(5.677 7⁃0.671 78+x⁃0.671 78)

R2

0.993 1
0.928 6
0.963 8
0.915 8

表 1 浓度与发光值的Hill曲线方程

Table1 Hill curve equation of concentration and luminescence
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质控

企业质控品Ⅰ
企业质控品Ⅱ
企业质控品Ⅲ

Bio⁃Rad质控品 1

Bio⁃Rad质控品 2

Bio⁃Rad质控品 3

测量

次数

3

3

3

1

1

1

测量值

（μg/dL）

26.26

161.20

990.20

59.66

120.71

401.50

质控范围

（μg/dL）

17.50~32.50

105~195

1 050~1 950

34.10~70.70

73.5~153

250~518

是否符合

质控标准

符合

符合

符合

符合

符合

符合

2.2 分析性能评价

2.2.1 试剂盒定标与质量控制

试剂定标后分别测量企业质控品及第三方质

控品，得到定标结果如图 1 质控结果如表 2 所示，

两者结果均在质控标示范围内，实验结果准确

可靠。

2.2.2 最低检测限

根据零浓度校准品和相邻校准品的浓度⁃发光

值的结果进行两点回归拟合得出一次方程，将零

浓度校准品的平均值M⁃2SD的发光值代入上述方

程中，得到的结果如表 3。

2.2.3 线性

用浓度约为 1 500 μg/dL 的高值样本按一定

比例稀释为 5 个浓度，每一浓度样本均重复测

试 2 次，计算其平均值，将结果平均值和稀释比例

用最小二乘法进行直线拟合，得到曲线方程为：

y=-0.002 15+0.000 7x，线性相关系数 r=0.999 8，由
此可知试剂在 0~1 500 μg/dL的测定范围内线性相

关性良好（见表 4、图 2）。

2.2.4 准确度

将浓度接近 1 500 μg/dL的硫酸去氢表雄酮样

品 100 μL（A）加入到 900 μL 相应基质的样品 B
中，将样品 A、B 和（A+B）重复测试 2 次并计算其

平均值，根据公式（1）计算回收率 R，结果见表 5。

400 000
350 000
300 000
250 000
200 000
150 000
100 000
50 000

0

发
光

值
（

R
LU

）

浓度（μg/dL）

标准曲线图

0
15
0

30
0

45
0

60
0

75
0

90
0

1 0
50

1 2
00

1 3
50

1 5
00

图 1 硫酸去氢表雄酮标准曲线

Figure 1 Master curve of DHEA⁃S

表 2 质控品测量结果

Table 2 Measurement results of control

标准品浓度

（μg/dL）

0

M

435 124.95

SD

8 355.73

M⁃2SD
发光值

418 413

最低检测限

（μg/dL）

1.84

表 3 最低检测限检测结果（n=20）
Table 3 Measurement results of sensitivity（n=20）

样本

1
2
3
4
5

稀释

比例

1
2/3
0.1
1/30
1/150

理论浓度

（μg/dL）

1 500
1 000
150
50
10

测定浓度

（μg/dL）

1 464.61
1 009.38
148.52
50.40
10.14

偏差

（%）

-2.36
0.94
-0.99
0.80
1.40

表 4 线性检测结果

Table 4 Measurement results of linearity

0 200 400 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

稀
释

比
例

测定浓度（μg/dL）

图 2 硫酸去氢表雄酮线性拟合

Figure 2 Linear fitting of DHEA⁃S

样本

A
B

A+B

测试值 1

9.54
163.52
1 470

回收率（%）

105.4

表 5 准确度检测结果

Table 5 Measurement results of accuracy
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2.2.5 重复性

用浓度分别为（25±5）μg/dL、（150±30）μg/dL
和（1 000±200）μg/dL 的样本各重复检测 10 次，计

算 10次测量结果的平均值（M）和标准差（SD），再

计算变异系数（CV），结果显示该试剂重复性良

好，见表 6。

2.2.6 分析特异性

测定一定浓度的 DHEA（4 000 μg/dL）、皮质

醇（10 000 μg/dL）、醛固酮（5 000 μg/dL）、雌二醇

（5 000 μg/dL），各检测 2 次，得到测量浓度小于 3
μg/dL，其交叉反应率小，见表 7。

2.3 参考值范围建立

本试剂盒对 370例健康人血清样本进行检测，

其中男性样本 177 例，女性样本 193 例，分别用

SPSS 24.0 软件进行分析，并按照百分数法［5］对

测定结果进行分布排序，得到正常人 95%置信

区 间（女性：47.9~407.5 μg/dL；男性：97.1~522.5
μg/dL），结果如图 3、图 4所示。

2.4 样本比对

测定 218例样本，与西门子公司的硫酸去氢表

雄酮测定试剂盒（化学发光法）作测值进行比对，

计算并分析本试剂盒测定结果与西门子对照试剂

的相关性及一致性。

2种试剂测定结果线性相关方程为 y=1.078 13+
0.992 16x（斜率 95%置信区间为 0.985 15~0.999 17，
P<0.01），相关系数 r=0.994 7（图 4），由此可知两者

具有良好的相关性。

采用 Bland⁃Altmen 统计下方法对 2 种试剂测

值进行分析，以 2种试剂测值的平均值为横坐标，

2 种试剂测值的比值为纵坐标，结果显示两者比值

的均值为 1.01，95%置信区间为（0.79~1.24），其中

在 95%置信区间外占总样本数的 4.13%（9/218）
（图 5），由此分析 2 种试剂盒的测定结果一致性

较高。

样本浓度

（μg/dL）

25
150
1 000

平均浓度M
（μg/dL）

25.54
150.79
997.34

SD

0.71
4.62
35.47

变异系数CV
（%）

2.8
3.1
3.6

表 6 重复性检验结果（n=10）
Table 6 Measurement results of repeatability（n=10）

干扰性物质

脱氢表雄酮

皮质醇

醛固酮

雌二醇

干扰物浓度

（μg/dL）

4 000

10 000

5 000

5 000

测定浓度

（μg/dL）

1.79

1.09

1.46

1.42

交叉反应率

（%）

0.04

0.01

0.03

0.03

表 7 分析特异性

Table 7 Result of analytical specificity

直方图

平均值=290.55
标准差=131.18
个案数=177

20

15

10

5

0

频
率

0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
健康男性

图 3 177例健康男性DHEAS测值直方图

Figure 3 Histogram of DHEAS in 177 health male

平均值=171.34
标准差=107.562
个案数=193

25

20

15

10

5

0

频
率

直方图

0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00
健康女性

图 4 193健康女性DHEAS测值直方图

Figure4 Histogram of DHEAS in 193 health female
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3 讨论

DHEA⁃S 的检测在临床上具有重要的意义，

而 DHEA⁃S 的定量测定方法有很多，其中以色

谱法最为普遍。2015 年 Patrick 等人［6］ 用色谱 /
串联质谱法同时测定 10 种内源性类固醇激素；

2017 年 Zang 等人［7］开发了可以同时测定人血

清中 9 种羟基雄激素及其结合物的方法——液

相色谱 ⁃电喷雾串联质谱法（liquid chromatogra⁃
phy⁃mass spectrometry，LC⁃MS）。质谱、色谱等方

法具有灵敏度、精密度和准确度高以及特异性

好等优点，但由于仪器成本高昂，在普通的临床

检验中推广应用成本非常高。为了有效降低检

测成本，有研究者通过联合化学发光免疫分析

法和 LC⁃MS 分析不同类型 PCOS 的雄激素水

平，除有力证明血清睾酮、雄烯二酮、DHEA⁃S 以

及雌激素指数均为诊断 PCOS 高雄激素血症的

敏感指标外，也呈现了化学发光免疫分析法和

LC⁃MS 对 PCOS 高雄激素血症的诊断具有一致

性这一重要结果［8］。

上述的 LC⁃MS和免疫诊断技术配合使用虽有

效减少单纯 LC⁃MS 应用所带来的高成本、耗时长

等缺点，但在现代临床检验和生命科学研究中，单

纯的免疫诊断技术的使用更为普遍和易于推广。

免疫诊断技术的日新月异，使传统的手工操作复

杂，反应时间长，对环境污染性强的低端检测技术

逐步被新型的化学发光免疫分析技术所取代，化

学发光免疫分析具有速度快，结果精确，灵敏度高

等优点，通常可测定纳克级或皮克级的化学成

分。为肿瘤［9］、糖尿病［10］、性腺分泌异常，甲状腺

功能障碍［11］等疾病提供了有力的诊断工具。本

研究中建立的试剂盒同样具有化学发光免疫分析

的特点，最低检测限可达 1.84 μg/dL，线性在 10~
1 500 μg/dL 之间（西门子、雅培：最低检测限：

3 μg/dL；线性范围：0~1 500 μg/dL），相关系数 r=
0.999 8，准确度的回收率为 105.38%，重复性均小

于 8%，并且与 DHEA、皮质醇、醛固酮、雌二醇交

叉反应值小于最低检测限，特异性良好。

市场上硫酸去氢表雄酮的检测以进口试剂盒

为主，本文作者对各个进口厂家硫酸去氢表雄酮

（化学发光免疫分析法）试剂盒的反应模式进行比

较分析，可以看到除了与雅培包被抗 DHEA⁃S 抗

体外，贝克曼包被山羊抗兔 IgG 二抗，罗氏、西门

子 2 个进口厂家均采用磁珠包被链霉亲和素的反

应模式，该模式可以利用链霉亲和素系统的信号

放大作用达到更好的灵敏度。本研究在不同的反

应模式中比较、选择了与这几个进口厂家不一样

的模式，该方法则是利用了二抗的信号放大作用，

提高灵敏度，除此之外还可以使得标记和检测更

加灵活。

本研究新建立的试剂盒精密度、分析灵敏度

和检测范围等性能与进口厂家相比，有很大的竞

争优势。为更好地满足临床检测的需要，本文作

者未来将对该试剂盒进行覆盖线性范围的大量样

本进行检测和比对，并研究该试剂盒的各项稳定

性进行验证和评估，有望替代国外昂贵试剂应用

于临床检测。
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图 5 2种试剂样本测值相关性散点图

Figure 5 The scatter plot of correlation analysis of 2 assays
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图 6 2种试剂Bland⁃Altmen分析比对图

Figure 6 Bland⁃Altmen Plot assays with 2 reagents
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2015 年 12 月 9 日《Reproductive Biology and
Endocrinology》杂志报道了辅助生殖技术（assisted
reproduction techniques，ART）生育治疗的国际调

查结果，与前 2 年相比，不孕患者的数量逐年上

升［1］；尽管体外受精⁃胚胎移植（in vitro fertilization
and embryo transfer，IVF⁃ET）可以用于不孕的治

疗，但这个过程还是低效的，成功率仍然较低。胚

胎植入前遗传学检测主要包括胚胎植入前遗传学

下一代测序技术在胚胎植入前遗传学检测中的应用

谢美娟 杨学习 李明★

［摘 要］ 以下一代测序技术（next⁃generation sequencing，NGS）为代表的基因组学技术的迅猛发展

给全面深度的染色体筛查和基因诊断提供了机会。NGS 也迅速应用于胚胎植入前遗传学诊断

（preimplantation genetic diagnosis，PGD）和胚胎植入前遗传学筛查（preimplantation genetic screening，PGS）
临床检测中，成为常规检测技术，经济与可靠使其具有更广阔的应用前景。单细胞全基因组扩增（whole
genome amplification，WGA）技术的进步使得 NGS 在 PGD 和 PGS 的临床应用中能够更加全面了解植入

前胚胎的遗传学信息，可以检测到更加细微的差异；基于NGS技术的 PGS和 PGD将给移植成功率和试

管婴儿（in⁃vitro fertilization，IVF）出生率带来明显提升。本文主要介绍 PGD/PGS 的定义、传统的 PGD/
PGS 检测技术，单细胞全基因组扩增技术以及NGS在 PGD/PGS中的应用。

［关键词］ 胚胎植入前诊断；胚胎植入前筛查；下一代测序

Application of the next generation sequencing technology in preimplantation
genetic detection
XIE Meijuan，YANG Xuexi，LI Ming★

（School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，
China，510515）

[ABSTRACT] With the rapid development of genomics technology, next ⁃generation sequencing (NGS)
offered an opportunity for comprehensive chromosome screening and gene diagnosis. NGS can also be applied
to preimplantation genetic diagnosis (PGD) and preimplantation genetic screening (PGS) and becomes a routine
clinical detection technology. In addition, the economy and reliability of NGS makes it have a wider application
prospects. The progress of whole genome amplification (WGA) of single cell leads to the clinical use of NGS in
PGD and PGS more comprehensive to learn the genetic information of preimplantation embryos. The
comprehensive chromosome screening and gene diagnosis for embryonic genome will improve the success rate
of embryo transplantation and raise the birth rate, which makes NGS more and more irresistible in PGD and
PGS. In this review, the PGD/PGS definition, technology of whole genome amplification and the application of
NGS in PGD/PGS will be discussed.

[KEY WORDS] Preimplantation genetic diagnosis; Preimplantation genetic screening; Next ⁃ generation
sequencing
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诊 断（preimplantation genetic diagnosis ，PGD）

和 胚 胎植入前遗传学筛查（preimplantation genet⁃
ic screening，PGS），是指在人工辅助生殖过程中，

对胚胎进行种植前活检和遗传学分析，以选择无

遗传学疾病的胚胎植入子宫，从而获得正常胎儿

的诊断/筛查方法。这 2种技术建立在 IVF基础之

上，可直接筛除有问题的、不健康的胚胎，挑选正

常的胚胎植入子宫，可阻断致病基因的纵向传递，

降低反复流产率，提高患者的临床妊娠率，避免因

引产给孕母带来的身心创伤。PGD 和 PGS 作为

ART的工具应用也在逐渐增多［2⁃6］。本文主要介绍

PGD/PGS 的定义、传统的 PGD/PGS 检测技术、单

细胞全基因组扩增技术（whole genome amplifica⁃
tion,WGA）技术以及下一代测序基因组扩增技术

（next ⁃generation sequencing，NGS）在 PGD/PGS 中

的应用。

1 PGD/PGS概况

早在 60 年代，Edwards 就提出了胚胎植入前

遗传学诊断的设想［7］，直到 1990年 Handyside 等［8］

对 1 例性连锁遗传病夫妇成功地进行了 PGD，并

获得妊娠，标志着 PGD 应用于辅助生殖临床的开

始。PGD 是通过对早期胚胎部分细胞进行遗传

学分析和筛查，将无遗传病的胚胎移植入宫腔，

从而获得健康的胎儿。我国第一例 PGD 在 2000
年由中山大学附属第一医院庄广伦实验室完成，

随后姚元庆团队也在这方面陆续有报道［9］；PGD
发展至今，其诊断的疾病种类也在逐渐增加，从

最初对单基因遗传病的诊断到染色体异常、人类

肿瘤易感基因的分析、线粒体病、人类白细胞抗

原（human leukocyte antigen，HLA）配型胚胎的检

测等［2］。

PGS 又称“PGD⁃非整倍体筛查”，是指运用

PGD相同的技术手段检测早期胚胎染色体数目和

结构，从而挑选正常的胚胎植入子宫，以期获得正

常的妊娠，提高患者的临床妊娠率，降低多胎妊

娠。研究发现，随着女性年龄的增长，胚胎染色体

异常的发生率逐年增高［10］，胚胎中的染色体异常

是 造 成 IVF 反 复 失 败 和 早 期 流 产 的 重 要 原

因［11⁃12］。因此，PGS 主要针对的人群为女方高龄、

不明原因反复流产、IVF反复失败以及男性导致的

不孕不育等。自 Munné 等［13］在 1993 年第一次报

道了对胚胎进行 PGS 以后，经 PGS 诞生的婴儿也

越来越多［14⁃15］。

2 传统的PGD/PGS检测技术

首例成功诞生的经 PGD合并表型正常的婴儿

采用的是 PCR 技术，该技术主要用于性别和单基

因病的诊断，然而该技术存在着 5%~20%的等位基

因脱扣发生率［16］。荧光原位杂交（fluorescent in si⁃
tu hybridization，FISH）作为最初 PGD/PGS 标准技

术用于染色体检测，可以筛选出染色体正常的胚

胎，使得更多的不孕夫妇孕育了自己的健康后

代［17］。此方法简单快速，但由于探针的交叉影响

并不能一次全面地检测所有染色体。而且容易受

到细胞固定和信号重叠等因素的影响，导致分辨

率和准确率降低。随后，为了填补分子遗传学与

细胞遗传学间的空白，比较基因组杂交（compara⁃
tive genomic hybridization，CGH）技术出现，其优点

是可以分析全部染色体，临床上很多生殖中心采

用该方法对高风险产生非整倍体胚胎的夫妇进行

胚胎染色体非整倍性改变的全面检测［18］以及

PGD［19］。但它分析时间长，不能检测出多倍体，也

不能检出平衡的、复杂的染色体畸变。单核苷酸

多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）芯片

技术可检测全部染色体非整倍体和部分单基因遗

传病，并为每枚胚胎提供独特的 DNA 图谱；但其

耗时过长，且成本高、数据分析困难。总体来说，

CGH和 SNP芯片技术的临床应用在一定程度上改

善了不孕夫妇的临床结局［20⁃21］，但这些技术又有各

自的局限。随着众多报道［22⁃23］NGS 应用于无创产

前筛查得到了高检出率与准确度，学者们开始考

虑将 NGS 应用于 PGD/PGS，以选出优质胚胎进行

植入。

3 单细胞全基因组扩增技术

NGS是单细胞水平上对基因组进行测序的利

器，WGA 是下一代测序在 PGD 和 PGS 临床应用

的关键一步，其高度均一性和保真度是精确测定

拷贝数变异（copy number variation，CNV）和单核

苷酸变异（single nucleotide variants，SNV）等基因

组变异的必要条件。WGA 与测序技术结合能够

全面了解胚胎植入前的遗传学信息，但扩增产量

及 SNV识别假阳性及假阴性的能力限制了当前流

行的 WGA 方法。WGA 技术发展至今主要分为 2
种类型：基于热循环以 PCR 为基础的 WGA 技术，
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如简并寡核苷酸引物 PCR（degenerate oligonucle⁃
otide primer PCR，DOP⁃PCR）、连接反应介导的

PCR（ligation mediated PCR，LM⁃PCR）、扩增前引

物 延 伸 反 应（primer extension pre ⁃ amplification，
PEP）以及多次退火环状循环扩增技术（multiple an⁃
nealing and looping⁃based amplification，MALBAC）
技术等；基于等温反应不以 PCR 为基础的 WGA 技

术，如多重置换扩增（multiple displacement amplifi⁃
cation，MDA）。这里主要介绍临床上较为常用的 2
种单细胞WGA技术，MDA和MALBAC。

3.1 MDA
MDA 的原理是六聚体引物与变性 DNA 随机

结合，在等温以及 Phi 29聚合酶作用下，发生链置

换合成反应，每个置换后的单链作为模板，与引物

结合，可扩增获得高产量DNA。MDA作为一种可

获得高产量以及高保真产物的WGA方法，减少扩

增偏倚，而且产物片段大小高于其他 PCR方法，该

方法在 2002年首次被报道［24］。MDA具有产量高、

扩增片段长（平均片段长度可达 10 kb）、均一性

好、保真性高、覆盖率高等优点；但是也有报道其

存在一定的缺陷：受细胞模板起始量影响大，当扩

增模板起始量极少时，其扩增产物的覆盖率、准确

度下降［25］；还存在一定的等位基因脱扣（allele drop⁃
out，ADO）率且其 ADO 率也与起始模板量有

关［26］。 MDA 方法部分程度上解决了扩增偏向的

问题，实现了比 PCR更均一的扩增，该酶的高保真

性也阻止了错误的进一步扩大。

3.2 MALBAC
2012 年，哈佛大学谢晓亮在《Science》上发表

了单细胞全基因组扩增新技术 MALBAC，即多次

退火环状循环扩增技术［27］。MALBAC 利用特殊

的引物，使得扩增子结尾互补成环，防止了 DNA
的指数性扩增，解决了扩增偏倚，同时保持了 90%
以上的基因组扩增覆盖度，使得检测单细胞中较

小的 DNA 序列变异变得更容易，分辨率提高，可

以检测单基因突变，以及同时检测多个基因。

2014 年 9 月世界上首例经 MALBAC 基因组扩增

高通量测序进行单基因遗传病筛查的试管婴儿在

北京大学第三医院诞生。MALBAC技术具有单细

胞的基因测序覆盖率高（能够达到 93％）、ADO率

低、扩增偏倚低以及单细胞扩增起始模板量低等

优点；但其也存在一定的缺点，比如 DNA 酶保真

性较低，因此 DNA 复制时错误率较高，这样会导

致假阳性结果的出现。此外，谢晓亮等［28］在 2015
年 9月又发表其单细胞测序技术新成果，他们开发

出了一种基于乳液的扩增方法来抑制扩增偏移检

测单细胞拷贝数变异（CNV），同时以高精确度检

测单核苷酸变异（SNV）。单细胞测序技术解决了

用组织样本测序时或样本少无法解决的细胞异质

性难题。

对于 MDA 和 MALBAC 技术的优劣，业界还

没有统一的定论，在低深度测序中（25×），两者的

覆盖度均可，均一度各执说法。关于 2种方法优劣

的比较分析已有文献报道［29⁃30］，可基于特定的实验

目的选择不同的扩增方法，对于 CNV 的检测可以

选用 MALBAC，而 MDA 则由于其高保真性可用

于 SNV的检测。

4 NGS在PGD/PGS中的应用

Audibert 等［1］的调查结果也显示参与调查的

生育学家们期望更多的使用 PGD、PGS 和其他提

高着床率的技术。随着胚胎发展实时检测技术及

PGD/PGS 技术的出现，胚胎选择成为不孕治疗最

有发展前景的领域。目前，NGS 技术具有数据准

确度更高、实验重复性更好等优势，且随着其价格

不断下降，其在 PGD/PGS 方面已经有了一定的应

用，也是被认可的技术，只是方法学上仍在不断改

进。单细胞全基因组扩增技术的不断进步，使得

单基因遗传病和染色体病可以同时进行诊断，这

对一个胚胎的筛选有了相对更为精准的结果，进

而提高筛选后再植入的成功率。近几年，利用低

通量全基因组测序以及针对致病基因进行目标区

域靶向捕获的 NGS 应用于 PGD/PGS 的成功案例

报道逐渐增多。Treff等运用下一代测序技术对多

种单基因病如囊性纤维化（cystic fibrosis，CF）、沃

克华宝综合症（Walker⁃Warburg syndrome，WWS）、

家族性自律神经失调（familial dysautonomia，FD）、

抗维生素 D 性佝偻病（vitamin D⁃resistant rickets，
VDRR）、神经纤维瘤（neurofibromatosis1，NF1）等

进行 PGD，检测结果与传统方法相比可靠性达到

100%［31］；国内也有许多的成功案例被报道：姚元

庆团队采用下一代测序技术分析单细胞水平的染

色体拷贝变化，选择正常胚胎植入，于 2014年 9月

顺利分娩健康女婴［32］。谢晓亮、乔杰、汤富酬团队

在国际上首次建立了一种采用下一代测序同时进

行突变位点、染色体异常、以及连锁分析检测的方
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法，并利用该技术成功帮助 2个病例（一例是常染

色体显性遗传疾病，另一例是发生在 X 染色体上

的隐性遗传疾病），进行胚胎筛选后，这 2对夫妇均

已得到健康的后代［33］。2013 年，我国湘雅医院团

队报道了采用NGS检测囊胚的 PGS成功病例［34］；

2014 年 Fiorentino 等［35］则对 190例卵裂球WGA产

物进行染色体非整倍体 CGH 与 NGS 检测方法的

比较，结果表明NGS有高度的一致性，相比之下在

成本和精确性上，NGS 更有优势。到目前为止，

NGS应用于胚胎植入前非整倍体改变筛查中的价

值已得到证实。这些成功案例均表明NGS技术应

用于 PGD/PGS 已经比较成熟。但同时 NGS 在

PGD/PGS 中的应用还受到一定限制，例如暂时还

不具备检测嵌合型的胚胎、单亲二倍体以及检测

分辨率有限等，有待于测序技术的进一步完善，或

者联合其他技术手段达到最佳的诊断。另一方

面，NGS 在 PGD/PGS 中的应用依赖于 WGA 技术

的进步，而WGA还存在一定程度的 ADO、扩增偏

倚等问题，因此，需要更多的探索来改进现有的技

术，更多的研究来进一步明确其诊断价值。

5 展望

一直以来，PGD/PGS 活检的遗传物质从卵子

的第一极体、第二极体、卵裂期胚胎的卵裂球到

囊胚滋养外胚层细胞，都存在着争议；极体活检

被认为仅能反映母方的遗传信息且容易发生退化

影响诊断效率；卵裂期以及囊胚期胚胎则存在着

高嵌合率等，此外，PGD/PGS 是通过侵入性操作

获得诊断结果，其对子代的影响还需要长期大样

本的随访。因此，研发一种安全又有效的筛查技

术十分必要。以谢晓亮带领的研发团队宣布了全

球首例接受无创胚胎染色体筛查（non⁃invasive
chromosome screening，NICS）的试管婴儿于无锡

市妇幼保健院生殖中心健康诞生。无创 PGS/
PGD 技术的出现，将彻底解决因为胚胎活检存在

的安全争议，也意味着在不久的将来，可以更好

的服务于临床。2015 年卫计委妇幼保健服务司

发布了《关于辅助生殖机构开展高通量基因测序

植入前胚胎遗传学诊断临床应用试点工作的通

知》，审批通过了 13 家医疗机构开展高通量基因

测序植入前胚胎遗传学诊断（PGD）临床试点，也

意味着 NGS 将更加的普遍广泛地用于临床 PGD/
PGS。
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•综 述•

药物在体内的作用过程包括药物的吸收、生

物转化、分布和排泄等一系列过程。而其中的生

物转化即为药物代谢，指的是药物在体内经过吸

收、重新分布以后，在药物酶的作用下其化学结构

发生一系列变化的过程。药物化学结构的变化包

括其化学成分分子的缩合、降解以及分子功能团

的增减和变换等。经生物转化后，药物相应的理

化性质随之发生改变，进而导致其毒理和药理活

中国人群常见的药物代谢相关基因多态位点及其检
测方法

杨琳艳 1 杨旭 1 范冬梅 1 梁志坤 1 叶倩平 1 杨学习 2★

［摘 要］ 药物代谢个体差异的一个重要来源是遗传多态性即药物代谢相关基因的多态性。中国

人群中药物代谢酶基因多态性的系统性分析已发现了很多潜在的功能性多态性位点，因此建立起针对

中国人群的药物代谢酶基因多态性的检测技术，对常见的药物代谢相关基因多态位点的检测以及针对

这些多态性位点建立个性化用药技术具有重要的意义。检测药物代谢基因多态性大多采用传统的聚合

酶链式反应（PCR）和限制性片段长度多态性（RFLP）等方法，随着基因诊断的快速发展，高通量、快速准

确的基因多态性检测方法开始发展起来，如基因芯片法、下一代测序技术等。本文对药物代谢酶基因多

态性位点及其检测方法进行综述。
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性的变化［1⁃2］。对药物的代谢过程进行研究可以明

确药物中发挥药效的活性成分，阐明药物的科学

内涵，促进质量控制和剂型改进，进而指导临床用

药。因此药物代谢研究对临床用药具有重要的指

导意义。

遗传因素和环境因素共同影响着药物代谢酶

活性的个体差异。其中与药物效应密切相关的药

物相关基因即编码体内关键药物代谢酶的基因发

生变化是主要的遗传影响因素。药物相关基因发

生的诸如单核苷酸多态性、基因缺失或重复等分

子结构变异，可能会引起药物在作用靶点、转运蛋

白和代谢酶等水平上发生遗传差异，从而引起药

物在体内的药效和代谢发生变化，对药物的治疗

效果产生影响，甚至会出现严重的药物不良反应，

进而造成药物代谢和反应的个体差异［3］。

与药物效应相关的基因型分布具有较大的种

族与地区差异，很多欧美人群的相关数据不能直

接应用到中国人群。建立起中国人群药物代谢酶

基因多态性检测技术，对常见的药物代谢相关基

因多态位点的检测以及针对这些多态性位点建立

个性化用药技术具有重要的意义。

本文在前人研究的基础上，对中国人群常见的

药物代谢相关基因的多态位点及其对药物代谢过

程的影响、常用检测方法特别是下一代测序技术在

药物代谢基因多态性的检测中的应用进行综述。

1 中国人群中常见药物代谢相关基因的多

态位点及其在药物代谢中的作用

1.1 P450酶系及相关调控基因

CYP450 在还原状态下可以和一氧化碳相结

合，在 450 nm的波长处有最大吸收峰，是存在于人

体肝脏的具有混合功能的氧化酶。CYP450是药物

代谢的最主要途径，是最重要的药物代谢酶系，其

负责的药物代谢超过 80%，催化的氧化反应类型极

广，与代谢性药物的相互作用关系也最为密切［4］。

CYP450的活性存在种族和个体差异，即具有

遗传多态性。用药情况应根据患者的个体情况而

异，这就需要首先确定患者与药物代谢相关的基

因型，接着对其代谢类型做出判断，进而针对不同

的个体确定不同的用药量，以达到最好的疗效。

但从临床用药的现状来看，个体化用药的目标还

远没有实现，主要原因有：一是 CYP450s基因型鉴

定技术还不完善；二是 CYP450s 基因型与表现型

的关系研究得还不够深入［5］。因此，针对这一现

状，发展经济、高效、准确的 CYP450s 相关基因型

鉴定技术，深入开展 CYP450s 基因型与表现型关

系的研究工作对于降低药物不良反应、指导个体

化临床用药具有重要意义。

1.1.1 CYP1A2
CYP1A2在人类肝脏中普遍存在，在肝脏的线

粒体和内质网中有大量分布，脑、肠道、肺等组织

中有少量的分布，约占肝脏 CYP450 酶总量的

13%［6］。CYP1A2 主要的突变体为 CYP1A2*11，是
由 CYP1A2 基因 c.558C>A 的突变引起其蛋白质

（p.Phe186Leu）的改变，进而导致其酶活性的降

低。CYP1A2*7 是由于 c.1253+1G>A 突变引起剪

切缺陷（splicing defect）［5］。

1.1.2 CYP2C8
占 CYP2C 亚族 26%的 CYP2C8 酶，在肝脏中

的含量较高，占肝酶总量的 7%，在肝外其他组织

中也有少量的分布，是 CYP2C 亚族成员中发现最

晚的一个［7］。据统计，临床上约 5%的药物代谢需

CYP2C8的参与，另外该酶在血管紧张度和血压的

调节以及一些内源化合物的代谢过程中也发挥着

重要作用［8］。

已经报道的 CYP2C8 突变体有 20 多种，其分

布特点是具有明显的地区性和种族性。其中，

CYP2C8*2的突变频率为 6%~28%，主要见于黑种

人 中 。 突 变 频 率 分 别 为 13% 和 6% 左 右 的

CYP2C8*3和 CYP2C8*4 2种突变体主要分布在白

种人中［9］。而 CYP2C8*5 至 CYP2C8*14 的突变体

突变频率很低（<0.2％），主要见于亚洲人群［10］。

1.1.3 CYP2C9
CYP2C9同样也具有基因多态性，据报道至少

存在 2 种不同的等位基因即 CYP2C9*2 和*3［11］。

作为CYP2C亚家族的主要成员，CYP2C9*3是中国

人群中最常见的突变型，占 8%~10%，而其他突变

型占不到 1%［12］，CYP2C9 具有显著的地区和种族

差异。基因突变后可能会导致酶活力的下降，进

而引起代谢能力的降低，CYP2C9*3突变是其酶活

性下降的主要原因。

CYP2C9 基因编码区有多处单核苷酸多态存

在。第一个被发现的是 CYP2C9*2，由于 3 号外显

子 的 430 位 C>T，导 致 144 位 Arg 变 为 Cys。
CYP2C9*2与 CYP2C9*1相比缺少 AvaⅡ的识别位

点（GGACT），因 此 可 以 使 用 PCR 检 测 P450
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CYP2C9*2。第二个多态的位点是 CYP2C9*3，7号

外显子的 1075 位 A>C，导致 359 位的 Ile 变为

Leu。CYP2C9*4 是一种很少出现的等位基因，只

在一位日本病人中发现过，在日本的健康人和其

他人种中均未发现过，该基因 7 号外显子的 1076
位 T>C，导致 359位 Ile变为 Thr［13］。

1.1.4 CYP2C19
De Morais等［14］发现弱代谢者产生的主要原因

是 CYP2C19 cDNA的 5号外显子中发生 c.681G>A
突变，导致了一个新的异常的拼接位点的出现，异

常的拼接使位于外显子 5’端的前 40 bp 的碱基缺

失，在之后的转录过程中 mRNA 的阅读框架也发

生改变，进而导致翻译提前终止，结果生成的蛋

白质是无功能的酶蛋白，其结构上缺乏血红素结

合位点。该突变体被称为 CYP2C19*2。该突变存

在于约 73%~83%的日本人和白种人弱代谢者

中［5］。另外，突变频率较高的突变体有CYP2C19*5、
CYP2C19*8和 CYP2C19*3等。CYP2C19*5表现为

c.1297C>T突变，并导致氨基酸产生 p.Arg433Trp的

改变。CYP2C19*8 表现为 c.358T>C 突变，导致氨

基酸序列产生 p.Trp120Arg 的改变。而突变体

CYP2C19*3则表现为 c.991A>G 突变，导致氨基酸

序列产生 p.Ile331Val 的变化，以及 c.636G>A 突

变［15］，导致氨基酸序列产生 p.Trp212X的改变，翻译

提前终止，丧失酶活性，造成弱代谢者的发生［14］。

1.1.5 CYP3A4和CYP3A5
CYP3A4 是人类药物代谢酶中最主要的异构

酶，约占肝脏 CYP酶总量的 25%［16］，肠道中也有大

量 CYP3A4 酶的表达。临床上约有 50%药物需经

CYP3A4 代谢［17］，该酶的代谢底物类型较多。目

前为止，在中国人群中已发现的 CYP3A4突变体主

要有 CYP3A4*3（c.1334T>C）、CYP3A4* 4（c.352A>
G）［18］、CYP3A4*5（c.653C>G）［19］和 CYP3A4* 18
（c.878T>C）。FK506是常用的免疫抑制药，主要用

来预防肾脏移植后免疫排斥反应。其具有比环孢

素更强的免疫抑制作用和肝肾安全性。在口服

FK506 后，主要利用肝脏和肠道中的 CYP3A4 和

CYP3A5进行代谢，因此推测造成 FK506药物动力

学个体差异的主要原因可能是 CYP3A4、CYP3A5
的基因多态性。在已发现的 CYP3A4 的数十个

SNPs 中，IVS10 上的 CYP3A4*18B（82266G>A）是

目 前 在 中 国 人 群 中 最 高 发 的 突 变 体［20］。 与

CYP3A4 基因相似，CYP3A5 基因具有很大的表达

差异性，其中最常见的突变体是 CYP3A5*3，即
IVS3 上产生 c.219⁃237A>G突变，进而导致异常剪

切的mRNA的形成，编码形成的蛋白质表现出不稳

定的特性，CYP3A5代谢酶在携带该突变的患者体

内不表达，导致对相应底物的代谢效率下降，因此

该突变被认为是影响 CYP3A5 蛋白表达水平的最

主要因素［21］。

1.1.6 CYP2E1
CYP2E1的代谢底物较多，其中大部分为前毒

物和前致癌物，少部分为药物。该基因也具有基

因多态性。在中国人群中主要发现两种该基因的

突变体，即 CYP2E1*2和 CYP2E1*3。CYP2E1*2表

现为 c.227G>A 突变，并引起氨基酸 p.Arg76His 的
改变，进而导致其酶活性降低。CYP2E1*3则表现

为 c.1165G>A 突变，并引起氨基酸 p.Val389Ile 改

变的产生，但对酶活性并无明显影响［22］。

1.1.7 CYP2D6
研究表明 CYP2D6酶参与临床上 20%~25%的

常用处方药的药物代谢［23］，如异喹胍（肾上腺素能

阻断药物）、司巴丁等。CYP2D6已知的等位基因

变异超过了 90 个，同样也具有基因多态性，其中

某些突变导致弱代谢表型的产生，使代谢能力下

降，某些突变导致强代谢表型的产生，使代谢能力

增加［24］。

CYP2D6的基因多态性具有种族和地区差异，

在高加索人和非洲人群中，CYP2D6*5的突变频率

类 似 ，在 东 方 人 群 中 没 有 发 现 CYP2D6*3 和

CYP2D6*4 突变的存在，因此只有很少的慢代谢

者。在中国人群和日本人群中发现了 CYP2D6*10
突变体，表现为氨基酸 p.Pro34Ser突变的产生，这是

导致东方人 CYP2D6 酶活性降低的主要原因［25］。

据统计东方人的 CYP2D6*10 基因突变频率高达

50%，而高加索人仅为 5%，这是后者代谢率高于前

者的重要原因［24］。

1.2 叶酸代谢关键酶

甲硫氨酸合酶还原酶（methionine synthase re⁃
ducta，MTRR）和亚甲基四氢叶酸还原酶（methy⁃
lenetetrahydrofolate reductase，MTHFR）等是叶酸代

谢过程中的关键酶。叶酸相关代谢酶的编码基因

同样也存在单核苷酸多态性，例如常见的 MTRR
基因的 c.66A>G、MTHFR基因的 c.665C>T 突变和

c.1286A>C突变，这些突变可能会影响其相应编码

产物的活性，进而影响叶酸的代谢［26］。
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综上所述，细胞色素 P450 与叶酸代谢关键酶

都具有遗传多态现象，其酶的活性存在明显的种

族和个体差异。药物代谢酶的多态性是药物作用

个体差异的分子基础，因此，从理论上讲，临床用

药也应该根据其特点因人而异，实行个体化用药，

而这要求我们首先要有简便、快速、较成熟的药物

代谢酶基因的基因型鉴定技术，进而明确基因型

与表型之间的关系，最终推动个体化用药的发展

和实施。

2 药物代谢基因多态性研究的方法

药物代谢酶特别是细胞色素 P450介导的药物

代谢是药物体内代谢过程的关键环节，是机体药

物暴露、潜在毒性以及发挥疗效的重要决定因

素。加强相关药物代谢催化活性分析研究，对于

揭示药物的代谢调控机制、生物氧化机理以及新

药筛选评价的新方法和新技术的发展具有十分重

要的理论和现实意义。随着药物代谢相关基因结

构与功能研究的深入，相关的交叉学科和新技术

的引入与融合，促进了药物代谢细胞色素酶催化

活性检测技术研究的快速发展。近年来在药物代

谢产物及其结构分析方面有了长足的发展，气相

色谱法（gas chromatography，GC）、高效液相色谱

（high performance liquid chromatography，HPLC）和

毛细管电泳法（capillary electrophoresis，CE）都可以

用来检测药物的代谢产物。如果体内代谢产物的

含量较高，首先可以累积制备相应代谢产物，然后

借助核磁共振（nuclear magnetic resonance，NMR）
的方法对其结构进行分析。目前质谱法药物分析

应用广泛，特别是色谱与质谱联用，为药物代谢产

物的分离、鉴定提供了快速、有效的分析手段。

国外所报道的有关药物代谢相关基因多态性

的资料多为西方人群资料，而中国人群相关数据

知之甚少。随着药物基组学和基因检测技术的发

展，通过对中国人群重要药物代谢酶基因多态性

的系统性分析，发现了很多潜在的功能性多态位

点，建立起中国人群药物代谢酶基因多态性检测

技术，对常见的药物代谢相关基因多态位点的检

测以及针对这些多态性位点建立个性化用药技术

具有重要的意义。林莉等［27］曾利用实时荧光 PCR
法检测 DPYD*9 等位基因的单核苷酸突变，对

PCR 产物进行熔解曲线分析以确定基因型，虽然

这种方法通用性好而且价格较低，但是从质粒

DNA标准品的构建到设计引物再到荧光定量 PCR
以及 Sanger 测序验证，实验操作复杂。娄莹等［28］

利用直接测序法检测 VKORC1、CYP2C9 等 6 种基

因多态性对中国汉族人群华法林稳定剂量的影

响，结果发现 VKORC1⁃1639G>A、CYP2C9*3，是影

响中国人华法林稳定剂量的最主要的遗传因素，

检测上述 2 种基因多态性对指导华法林个体化用

药有一定的临床意义。

目前在检测药物代谢基因多态性方面，人们

倾向于采用限制性片段长度多态性和聚合酶链式

反应的方法。2010年李宗吉等［29］利用该技术对宁

夏回族人群 CYP3A4*6 等位基因多态性进行了研

究，证实了在宁夏回族人群中 CYP3A4基因的第 9
号外显子区有突变存在，其等位基因的突变频率

为 0.005。限制性片段长度多态性聚合酶链反应

（polymerase chain reaction ⁃ restriction fragment
length polymorphism，PCR⁃RFLP）比较成熟，但是

由于更多高效的方法被开发，现在仅在一些经济

条件较一般的实验室应用。该技术的优点是操作

简单、特异性高、重复性好，且能对未知点突变进

行分析，但是对于己知序列的点突变而言则操作

起来并不是十分简便，因为并不是所有的突变位

点都可以与其邻近碱基构成酶切位点，而某些内

切酶价格特别昂贵也会大大增加检测成本，现在

大多是结合其他方法进行点突变筛查［30］。

在药物基因组学研究的初期阶段，建立快速、

高通量、准确的基因多态性检测和基因分型技术

是对大量受试人群进行筛查、对群体样本进行统

计以及对基因功能进行分析的关键。基因芯片技

术是近年发展起来的一种程序化、自动化、规模化

的分析基因结构与研究基因表达的新型技术，可

同时进行多位点、多基因的多态性分型检测，具有

灵敏度高、信息容量大等特点，因此在基因分型方

面有一定的应用和发展空间。但其缺点是芯片造

价成本较为高昂，并不能广泛使用于临床检验。

DNA测序技术从以 Sanger法为代表的第一代

测序技术发展到如今的高通量测序（high⁃through⁃
put sequencing，HTS）技术［31］，经历了曲折而漫长的

发展过程。随着基因诊断技术的迅速发展，对大

规模的基因组进行更加精细化的研究成为一种

客观需要，这就要求对基因组进行深度以及重复

测序，这时具有低成本、高通量、高自动化程度等

特征的下一代测序技术应运而生，该技术在很短
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的时间内能够实现对上百亿个碱基对进行测序的

愿望，一次就可以测定几十万到几百万条 DNA分

子的序列，这满足了极短时间内对基因组进行高

分辨率检测的要求［32］。这种高通量的测序技术不

仅可以一次并行测定几十万到几百万条 DNA 分

子的序列，而且读长一般较短。该技术极大地促

进了胎儿游离 DNA（cell free fetal DNA）的实验室

研究，促进了无创性产前基因诊断的发展。目前

基于 NGS 平台，建立胎儿 21、18、13 三体综合征

的产前基因诊断技术已应用于临床，其他如性染

色体非整倍体、双胎妊娠染色体非整倍体、胎儿

染色体结构异常疾病、孟德尔单基因病以及妊娠

相关疾病的研究也因 NGS 的出现获得了显著的

进步。该技术还具有挖掘信息多的特点，因其采

用了多通道测序，能反应丰富的物种信息，加之

愈发丰富的各种数据库，能直接反应出代谢情况

及信号通路等。杨琳、卢宇蓝等［33］为探讨阿司匹

林药物相关基因位点在不同种族人群中等位基因

频率差异，采用高通量核苷酸测序技术对人类阿

司匹林遗传多态基因性位点进行全外显子组测

序，检测数据共涉及 38 个阿司匹林药物相关的多

态性位点，共 33 个基因。其中 10 个变异位点

（26%）影响药物有效性；28个变异位点（74%）影响

药物毒性和（或）不良反应。另外杨琳、董辰等［34］

采用全外显子组测序的方法，对 12个基因中 27个

药物相关的多态性位点进行检测，探讨了华法林

药动和药效相关基因位点的人群频率差异，为华

法林药物基因组学研究提供了基础数据。由此可

见，在药物代谢基因多态性检测中应用高通量测

序技术是可行的，而且将是一种趋势。虽然目前

该方法在药物代谢基因多态位点的检测中还没有

得到广泛的应用，但是随着高通量测序技术的发

展，它给人类带来的方便以及福利不断地展现出

来，而且已经成为临床诊断和科研的热点，药物基

因组学的快速发展、特别是药物代谢机理的阐明

都需要这样的技术来推动，相信不久的将来，高通

量测序在 CYP450 等药物代谢基因多态性的研究

中将会占有一席之地。

3 前景展望

从第一代 Sanger测序法的问世，到如今各种高

通量测序技术被广泛应用，海量的遗传奥秘陆续被

揭开，而且测序技术一直向着耗资少、速度快、准确

率高以及高通量的方向发展。测序技术不断地给

生命科学和生物医学研究领域带来新的突破与发

现。基因检测成为临床诊断和科学研究的热点，得

到了突飞猛进的发展，不断涌现出越来越多的科研

和临床新成果。而且，基因检测已经从单一的遗传

疾病范畴扩展到复杂疾病和个体化应用等更加广

阔的领域，其临床检测范围包括遗传疾病的诊断和

基因携带的检测以及基因药物检测，应用范围也不

断扩大，目前可用于指导个体化用药等诸多方面的

研究。随着药物基因组学和遗传药理学的深入研

究与发展，药物代谢机理和途径及其相关的遗传学

基础得以阐明，患者的药物代谢相关遗传信息可通

过高通量的半导体测序快速、高效的获得，并被存

储备份由本人保管。在患者就医过程中，医生可

根据患者携带的药物代谢相关的基因型资料，分

析患者的药物基因多态性，并提供合理的药物选

择以及给药剂量，使给药方案更加合理并具有更

强的可实施性。这样医生就可以科学地有根据地

决定该使用哪种药物，使用剂量如何，使治疗效果

达到最佳。与此同时可以不必采取事后补救措施

来弥补药物不良反应带来的恶果，从根本上预防

和降低药物的不良反应的发生，最大限度地减轻

患者的痛苦和经济负担。因此药物相关的基因检

测，将会推动药物治疗向着安全性和有效性的方

向发展。需要注意的是应用高通量测序的手段进

行药物代谢相关基因多态性检测时，必须使测序

的反应条件及体系标准化，同时做好质控，避免出

现不必要错误。
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国家食品药品监督管理总局根据《医疗器械

监督管理条例》、《医疗器械注册管理办法》（食品

药品监管总局令第 4号）、《体外诊断试剂注册管理

办法》（食品药品监管总局令第 5 号）、《医疗器械

临床试验质量管理规范》以及体外诊断试剂临床

试验技术指导原则等相关要求，制定了《医疗器械

临床试验现场检查要点（2016年）》。2016年 6月 8
号，国家食品药品监督管理总局发布了总局关于

开展医疗器械临床试验监督抽查工作的通告

（2016年第 98号），通告指出国家食品药品监管总

局将按照《医疗器械临床试验现场检查要点（2016
年）》里的检查内容，采用回顾性检查的方式，对国

家食品药品监管总局在审医疗器械注册申请中

2016年 6月 1日前开展的临床试验项目实施抽查，

第一批次的抽查于 2016 年 6 月至 2016 年 10 月

开展。

《医疗器械临床试验现场检查要点》（2016年）

里的第二部分是关于体外诊断试剂临床试验的现

场核查要点，故新开展体外诊断试剂临床试验需

根据该部分内容来规范试验整个过程，做到符合

检查要求。本文将对体外诊断试剂临床试验核查

要点的内容进行简要解析。

1 临床试验机构选择要求

1.1 所需资质

因目前国家还未设立专门的医疗器械临床试

验机构，故开展体外诊断试剂临床试验时，需选择

药物临床试验质量管理规范（good clinical practice,
GCP）资质在有效期内的医疗卫生单位（GCP资质

可于国家食品药品监督管理总局的网站 http：//

www.sfda.gov.cn/WS01/CL0001/上进行查询），或至

少为省级医疗卫生单位（特殊使用目的体外诊断

试剂，可于市级以上疾病预防控制中心、专科医院

或检验检疫所、戒毒中心等单位开展）。

1.2 所需条件

临床试验单位应具有相适应的专业技术人

员、仪器设备、场地等，除特殊使用目的体外诊

断试剂外，临床试验都应于相适应的临床科室

开 展 ，以 确 保 整 个 临 床 试 验 能 够 有 效 顺 利

开展。

2 伦理审查方面要求

根据法规要求（特殊使用目的的体外诊断

试剂，可能涉及到于市级以上疾病预防控制中

心、专科医院或检验检疫所、戒毒中心等试验单

位开展的情况，这些单位可能未设有伦理委员

会，未能开展伦理审查。该情况在确保于受试

者几乎没有风险的前提下可出具无伦理委员会

的说明及免除伦理审查的申请），开展临床试验

均需通过伦理委员会的审查并取得伦理审查

批件。

3 临床试验备案方面要求

所有临床试验于试验开展前，申办者需向其

所在地的省食品药品监管局进行临床试验备案

（备案需填写备案申请表并将所有临床试验机构

的伦理审查批件及临床试验协议的复印件作为附

件提交），“国家食品药品监督管理总局关于医疗

器械临床试验备案有关事宜的公告（2015 年第 87
号）”的附件 1为备案申请表。

体外诊断试剂临床试验核查要点解析

王嘉明 高旭年★
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4 临床试验前准备要求

4.1 试验方案

在试验前要保证所有临床试验单位所使用的

方案的一致性。国家食品药品监督管理总局发布

的体外诊断试剂临床试验技术指导原则对临床试

验方案的内容有要求，建议在方案设计中尽量包

含对试剂盒的各项指标的验证。

4.2 操作培训

根据方案制定相关标准操作规程，对参加试

验的所有研究者进行临床试验方案及试验用体外

诊断试剂使用的培训，进行培训记录。

4.3 文件物品

向临床试验单位移交试验用体外诊断试剂及

相关文件物品。例如：试验用考核试剂盒、对照试

剂盒、相关配套仪器、相关试验耗材等等。

5 知情同意方面要求

根据经验，大多数体外诊断试剂的临床试验

是可以免知情同意的（需向伦理委员会提交免除

知情同意的申请），对于特殊用途体外诊断试剂的

情况（例如检测人类免疫缺陷病毒（human immu⁃
nodeficiencg virus，HIV），肺结核（tuberculosis，TB）
等国家有严格控制的样本或需要为试验额外收

集）、经临床试验机构伦理委员会审查得出需签署

知情同意的情况，则需要签署知情同意书。

6 临床试验实施方面要求

6.1 预实验

正式开展临床试验前需进行临床试验的预试

验，以保证临床试验工作人员确实掌握试验用体

外诊断试剂及相应仪器的操作方法、技术性能等，

并验证试验单位是否满足试验条件等。

6.2 试验记录

临床试验操作人员需严格按临床试验方案进

行试验并记录临床试验的原始数据、病例报告

表等。

6.3 试验监察

申办者需委派监察员对临床试验的全过程实

施监查，并出具监查记录报告。建议体外诊断试

剂的监查一般在试验开始前期、中期、末期各进行

一次监查即可，具体可根据临床试验实际情况

制订。

6.4 数据统计

临床试验统计分析人员（可为第三方统计单位

亦或为临床试验参加人员）需按照方案规定的方法

完成对临床试验数据的统计分析，可根据实际需要

增加统计内容但方案中规定的统计要求需做到。

7 临床试验数据管理要求

7.1 试验样本

临床试验样本收集过程中应记录病例筛选入

选情况并保证样本的筛选、入选及完成例数与临

床试验报告中的信息相符，保证入选的为方案规

定要求的样本，进行筛选入选的病例应具有可溯

源性，保证样本的真实性。

7.2 试验数据

临床试验过程中生成的检测报告或结果中的

数据需保证可溯源性，保证检测报告或结果中的

数据真实有效并可追溯到原始上机文件等。

7.3 设备记录

临床试验单位的仪器设备应保存有使用记

录，使用记录应与临床试验相吻合。使用记录建

议至少保存至完成临床试验后 10年。

临床试验数据管理要求是对临床试验能够还

原再现的规定，所有的临床试验过程均需做好相

关记录。

8 试验用试剂物品管理要求

8.1 检验报告

根据法规要求，体外诊断试剂应先取得具备

资质的检测机构（例如：中国食品药品检定研究院

等）出具的结论合格的产品检验报告后，才能于临

床试验单位开展临床试验。

8.2 相关记录

在临床试验开始前，与试验单位进行试验用

试剂交接时需留有交接记录、运输记录等，试验单

位在进行临床试验时需留有对试剂的保存记录、

使用登记记录等，试验完成后试验单位需留有未

使用的剩余试剂退回记录及试验用掉的试剂销毁

或处理记录等。相关记录建议至少保存至完成临

床试验后 10年。

8.3 说明书要求

保证试验用试剂物品的运输条件、储存温度、

储存条件、储存时间、安全有效期等符合试剂说明

书的要求。
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9 临床试验用样本管理要求

9.1 样本记录

试验用样本需有样本来源记录、编盲记录、保

存记录、使用记录、留存记录、销毁记录等，以保证

整个临床试验过程中所使用的样本符合临床试验

方案的要求。

9.2 重复使用

试验用样本除有特殊情况外不建议重复

使用。

10 递交申报的资料要求

保证申报注册时，申报所使用的临床试验方

案、临床试验报告、数据汇总表等相关临床试验资

料与临床试验机构所保存的资料的一致性，不能

擅自进行修改。

11 总结

本文是对《医疗器械临床试验现场检查要点》

（2016年）中第二部分体外诊断试剂的临床试验核

查要点内容进行简要解析，该部分内容规范了整

个体外诊断试剂的临床试验过程，以确保整个临

床试验能够在规范、条理、完善、真实的情况下开

展，使体外诊断试剂的临床试验有一个完善的法

规指导和要求。
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Swiss⁃model曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶的三维结构

图（P332） 曼氏迭宫绦虫 cathepsin L样蛋白酶典型的 2个序列分析

Figure（P332） Analysis of 2 classic sequences of Smcathepsin L⁃like proteinase




