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临床诊断中的微阵列基因组
SF1

分析技术的发展与应用

姚如恩 综述"傅启华 审校

!上海儿童医学中心
!

0##"0.

#

!!

关键词!基因组(

!

SF1

(

!

微阵列

!"#

$

"#'%()(

%

*

'+,,-'").%/$"%#'0#""'"('#0!

文献标识码!

1

文章编号!

").%/$"%#

!

0#""

#

"(/000#/#$

!!

目前!在科研和临床实验室中涉及的各种主要微阵列技术

及平台的发展和应用!虽然还没有标准化的操作平台!但是综

合的寡核苷酸微阵列平台!包括相对基因杂交)

N48

A

979:+G<

O

<-48+N@

;

27+5+W9:+4-

!

I[B

*和基因型杂交阵列)

O

<-4:

;A

+-

O

@

;

27+59779

;

,

*!因其灵活性和设计与升级的个体化"生产制造

过程的相对简单和检测基因组不平衡的高效性!正逐步成为众

多方法中的首选#拷贝数变化)

IFH,

*!是一类可通过微阵列

基因组
SF1

分析)

8+N749779

;

/29,<5

O

<-48+NSF1

A

746+3+-

O

!

E[SX

*检测到的基因组缺失或复制的现象!是一种常见的基

因型#目前正在进行的大量健康人群的
IFH,

自然分布的调

查!结合临床患者的资料和研究!将会提高人们对
IFH,

自然

分布的了解!成为更多新发现的来源#

人类
SF1

突变包括从单个核苷酸的改变到整个染色体

的改变#新发生的单个核苷酸突变概率约为每代
"'.h"#

e&

个!因此估计每个新生儿都带有
0

个引起氨基酸改变的点突

变!而整个染色体发生改变并引起非整倍体的现象在新生儿中

&

#000

&

国际检验医学杂志
0#""

年
""

月第
%0

卷第
"(

期
!

>-:CD92E<5

!

F4G<82<70#""

!

H43'%0

!

F4'"(



占
#'%c

'

"

(

#大小介于这两者之间的基因组变化包括了许多

微观和亚微观的异常!即涉及一个基因的若干外显子或者数个

基因的变化#新生儿中
IFH,

缺失和复制的发生率分别为
"

%

&

和
"

%

!#

!介于点突变和染色体倍数变化的概率之间'

0

(

#

对于点突变!可以通过针对目的片段的
XIJ

反应和
?9-/

O

<7

测序技术进行有效检测#而染色体的重排和非整倍体现象

则归属于传统细胞遗传学的检测范围#荧光原位杂交技术

)

63P47<,N<-N<+-,+:P@

;

27+5+W9:+4-

!

V>?B

*代表了细胞遗传学技

术和分子遗传学技术的一种融合#这类技术是临床上检测和

某些临床表现相关的基因组亚微观变化)微缺失综合征和微复

制综合征*的最佳选择!但是此类技术的局限性在于每次只能

检测一个预先选定的区域#其他用来检测
IFH,

的技术!如多

重连接依赖的探针扩增技术)

8P3:+

A

3<Y3+

O

9:+4-/5<

A

<-5<-:

A

742<98

A

3+6+N9:+4-

!

EDX1

*和实时
XIJ

等!是对
SF1

直接测

序技术和
V>?B

技术的补充#但上述所有技术都有着共同的

局限性$低信息含量"低通量和必须在检测前确定候选基因和

目的片段#

E[SX

技术能够在一次分析过程中同时检测到整个基因

组微观和亚微观的
IFH,

#该技术敏感性极高!平均成本低!

并且能检测到传统检测方法所漏检的突变#该技术可以成为

在细胞遗传学检测之前的第一种检测手段#

$

!

E[SX

技术的发展

在过去的十年中!微阵列技术已被广泛应用于基因表达分

析!两种主要的技术平台$

I[B

阵列和基因型杂交阵列!除了

芯片制造和探针种类的不同之外!原理基本相同!都是依赖于

探针和目的片段的特异性杂交#

I[B

阵列采用一种双色系

统!通过与参照标本的对比来显示待测样本的
IFH,

.基因型

杂交阵列技术无参照样本!而直接通过杂交信号的强度来显示

SF1

的拷贝数量#此外!基因型杂交阵列还能提供
?FX

信息#

$'$

!

I[B

微阵列技术从低分辨率的
=1I

阵列发展到高密度

的寡核苷酸阵列
!

I[B

技术于
"((0

年由
T933+4-+<8+

等'

%

(首

次报道!用中期染色体作为探针检测癌基因
SF1

#该研究的

基础是针对癌细胞
SF1

和健康参考细胞
SF1

标记两种不同

的荧光染料!再将已标记的样品和健康参考细胞的中期染色体

杂交#两种不同荧光强度的比值即反映了癌细胞和正常细胞

中拷贝数的不同#由于这项技术使用中期染色体作为杂交探

针!因此也被称为+染色体
I[B

,#实质上!染色体
I[B

和

V>?B

原理相似!都使用整个基因组的标记
SF1

作为探针!这

样就可以进行全基因范围的检测和针对特定染色体不同区域

的检测#虽然染色体
I[B

技术在检测癌基因中的大型基因

不平衡时效果较好!但其检测能力也由于使用中期染色体作为

探针而大大受限#

I[B

技术的主要突破性进展和微阵列技术与十年前的出

现紧密相关#新技术采用克隆基因组
SF1

来取代标记中期

染色体作为杂交探针#新的以微阵列为基础的
I[B

技术所

展示的分辨率!完全取决于探针的大小和密度#微阵列技术和

I[B

的结合使得检测分辨率大大提高!是
I[B

发展中一个

极其重要的进步#

第
"

代
I[B

微阵列技术!也叫做矩阵
I[B

)

89:7+Y

I[B

*!由
?43+-9,

等'

$

(于
"((.

年研发!使用黏粒和质粒人工染

色体克隆作为探针#随后!又有使用细菌人工染色体)

29N:<7+93

97:+6+N+93N@7484,48<

!

=1I

*和
NSF1

克隆作为探针的
I[B

微阵列技术#此后针对该项技术的主要改进方向为增加探针

的密度和覆盖范围!并逐步降低检测过程中的信噪比#

I[B

技术上最新的突破是采用寡核苷酸序列作为探针'

!

(

#与使用

=1I

作为探针的
I[B

技术相比!寡核苷酸探针
I[B

拥有更

好的重复性"特异性和敏感性#

$'%

!

基因型阵列技术从低分辨率的
?FX

阵列发展到高分辨

率整合
?FX

和
IFH

探针的杂交阵列技术
!

?FX

阵列技术为

基础的基因型阵列!起初是用于测序"基因分型和基因表达的

研究中#

166

;

8<:7+Y

公司通过其专利光刻技术)

A

@4:43+:@4/

O

79

A

@+N:<N@-434

O;

*开发出寡核苷酸
?FX

阵列技术'

)

(

#此后!

?FX

阵列技术的密度不断提高#与此同时!

1

O

+3<-:

公司通过

其喷墨技术)

+-R/

*

<:

*研发出基于长序列寡核苷酸的全基因组

I[B

阵列技术'

.

(

#

166

;

8<:7+Y

的
?FX

阵列在基因分型外还

有检测基因组拷贝数变化的能力#类似的
>33P8+-9

公司也通

过其他的技术研发出商业化的
=<95N@+

A

,

!用于基因分型和

IFH,

分析'

&

(

#这些技术平台成本控制较好!检测能力强!客

户自助设计和修正探针的便捷性高!使得其在基础研究和转化

医学研究中的应用越来越广泛#

基因型杂交阵列技术在基因分析上最大的进展是混合基

因阵列技术的研发!如
166

;

8<:7+Y

公司的全基因组人类
?FX

阵列
!'#

和
)'#

版本!该技术平台将检测
?FX

的探针和检测

拷贝数变化的
IFH,

探针相结合'

(

(

#

?FX

阵列
)'#

版本包括

了
(#))##

个
?FX

探针和
.$####

个
IFH,

探针!平均分布于

整个基因组!并有另外的
0#0###

个针对已知的
!.##

个

IFH,

区域的探针#由此可知!

?FX

阵列
)'#

版本有同时针对

?FX

分型"

IFH,

分析和杂合性缺失检测的
"&#

万个探针#混

合阵列技术所同时提供的大量基因分型信息和
IFH,

数据更

能体现该技术平台的价值所在#混合阵列技术最长足的进展

在于通过杂合性缺失分析检测拷贝数不变的基因重排!也叫做

单亲二体型)

P-+

A

97<-:935+,48

;

!

ZXS

*#

%

!

针对患者标本的微阵列基因组
SF1

分析技术转化研究与

应用

E[SX

技术目前已经被大量应用于转化医学的研究中!

而这些研究所产生的重要信息将为该技术走向临床诊断做出

巨大的贡献#目前有研究采用低分辨率
=1I

阵列检测畸形"

发育迟缓和先天性智力发育落后的患者'

"#

(

#根据不同技术平

台和受检人群的研究数据显示!多种先天异常"发育迟缓"智力

发育落后的患者中!致病性基因不平衡检出率为
"0c

"

"&c

!

而这其中只有
%c

"

!c

能通过
[

带染色体核型分析同时检

出!其余的
(c

"

"%c

必须通过微阵列技术检测到'

"#

(

#在另一

项针对染色体非整倍体现象的研究中!

?FX

阵列技术展示出

相对于
V>?B

技术的优越性'

""

(

#正如人们所预计的!定向基

因分析的检出率总是低于覆盖全基因组的分析!大量的实验数

据证实了
I[B

阵列技术相对于染色体核型分析和
V>?B

有着

更高的敏感性和特异性#

I[B

阵列在
0##$

年已经达到商业化生产的程度!目前能

生产该技术平台的包括
1

O

+3<-:

"

F+823<

O

<-

"

166

;

8<:7+Y

和
>3/

3P8+-9

#现在国外已经有诊断实验室利用寡核苷酸阵列技术

大规模应用于临床诊断之中#寡核苷酸阵列技术在临床诊断

的最初应用是针对确定的致病基因区域#有研究利用
1

O

+3<-:

公司开发的寡核苷酸阵列技术平台对
".(

例患者相关基因区

域进行检测!阵列技术的结果表明
"##c

与
=1I

阵列技术吻

合!敏感性极高.同时也能稳定检测到
=1I

阵列技术所遗漏的

小型基因组不平衡!在整个过程也同步展示了寡核苷酸阵列技

术设计和制造过程的便利'

"0

(

#为了进一步对比
=1I

阵列和

&

"000

&
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寡核苷酸阵列的优劣!

1795@

;

9

和
I@<77

;

'

"%

(以
0#

例畸形"发

育迟缓和智力发育异常的患者为对象!分别用分辨率为
"E2

的全基因组
=1I

阵列和分辨率为
%!R2

的全基因组寡核苷酸

阵列)

1

O

+3<-:

*进行检测!结果证明!寡核苷酸阵列能检出全部

"#

个临床上有意义的基因组不平衡!而
=1I

阵列只能检出其

中的
)

个#此项研究更加充分地说明了寡核苷酸阵列技术具

有更加优越的检测能力#由于
=1I

克隆相对较大!和
IFH

是

自然分布的存在!

=1I

阵列技术在检测
IFH,

时的效率较低.

而寡核苷酸阵列技术通过在探针设计时避免了重复序列!从而

提高了
IFH,

的检测能力#

亚端粒区域基因不平衡现象与发育迟缓"智力发育落后等

疾病联系密切!因此寡核苷酸阵列技术也逐渐发展到检测能力

覆盖亚端粒染色体区域#

K47P-<7

等利用现成的
1

O

+3<-:

全基

因组
I[B

阵列平台)

$$###

探针*!将其中的三分之一

)

"$###

*替换为亚端粒探针!改造后的阵列平台对亚端粒区域

和其他区域的分辨率分别为
!R2

和
"0!R2

#另一项以寡核苷

酸阵列为基础的新技术111分子尺)

843<NP3977P3<7

*技术!亚

端粒区和其他区域分辨率分别达到
!#R2

和
.!R2

#这些在现

有
I[B

阵列技术基础上新出现的技术平台!使得其在特殊区

域的检出效率适合于临床诊断应用!同时也保留了对于常规片

段的检测效率#

相对于寡核苷酸
I[B

序列!基因分型杂交阵列技术的临

床应用研究相对较少#

V7+<589-

等'

"$

(利用
166

;

8<:7+Y"##T

?FX

阵列平台来研究基因组不平衡性#该研究设立
&

个对照

组!每组包括以确定存在染色体异常或单亲二体的患者和其未

发病的父母#

1668<:7+Y

阵列平台成功检测到所有已知的基因

异常!包括单亲二体现象.该平台也在
"##

例先天性智力发育

迟缓的患者中检测出大小为
"&.R2

的缺失#虽然这些研究可

部分证实基因分型阵列技术的检测能力!但还需要更多的研究

来确立该技术平台用于检测拷贝数不改变的单亲二体现象的

阈值#

&

!

E[SX

技术的临床验证研究和诊断应用

&'$

!

敏感性与特异性的临床验证
!

对于任何一项
E[SX

新

技术在适用于临床之前!都必须通过系统性的验证!其中最重

要的就是敏感性和特异性#敏感性和特异性的验证主要是通

过阳性患者中被目前公认的金标准证实的已知突变进行检测#

就
E[SX

而言!常用的比对标准为
V>?B

和染色体核型分析

技术#在微阵列技术中!基因组中拷贝数的变化通过探针点位

信号强度或者颜色的改变来显示#该技术的关键步骤之一是

确定分析过程中的有效分辨率!即能稳定检测的
IFH,

的大

小#由于实验使用的技术平台和探针密度的不同!每次实验都

必须确定分析的有效分辨率!而实验的敏感性和特异性会因为

每次使用连续性探针数量不同而改变!通常情况下!连续性探

针使用越多!实验的敏感性和特异性越高#此外!检测缺失和

复制的信噪比会因为使用平台"标记方法和实验方案的不同而

也有所偏差!因此必须对每一个临床阵列实验设计合适的

阈值#

&'%

!

?

平台缺陷的临床验证
!

对于阵列技术可能遗漏的重要

点位!必须进行验证#如某些商业化的阵列平台不覆盖
a\

染

色体的假染色体区域#此外!也要排除定位不良或者杂交效率

低的探针!这一点在
=1I

阵列技术中尤其要引起警惕!因为单

个克隆的劣质探针会明显地影响到实验的敏感性和特异

性'

"!

(

#而单核苷酸探针的问题大多为存在异常的二级结构#

在实验前准确排除劣质探针!将极大地提高阵列技术的检测能

力'

"0

(

#

&'&

!

对
IFH,

的理解
!

阵列技术在临床基因检测时!重要任

务之一就是探讨
IFH,

出现的机制'

")

(

#

IFH,

主要分为
%

类$明确致病性的
IFH,

)

A

IFH,

*!即与已知疾病相关基因片

段的缺失或者复制.良性
IFH,

)

2IFH,

*!即在健康人群中发

现的基因序列的缺失与复制.未知
IFH,

)

PIFH,

*!即尚未证

明与已知明确的致病基因有某种联系的
IFH

#由于大量检出

的
IFH,

属于
2IFH,

和
PIFH,

!因此!在阵列平台设计的过

程中!一般避开这些区域!但在实际实验过程中!仍会发现大量

新的"有待证实的
IFH,

位点#在健康人群
IFH,

数据)如位

点"分布和频率等*越来越充足的情况下!现在的
PIFH,

将会

逐步归入
2IFH,

或者
A

IFH,

之中!因此
PIFH,

可能成为确

定各种致病基因异常机制的重要来源!而
IFH,

区域的大量研

究和资料也为确定更多疾病的基因风险奠定了基础'

".

(

#

&'F

!

临床诊断的应用
!

第
"

代在临床上使用的阵列技术平台

是
=9

;

347

医学院和
?+

O

-9:P7<

基因实验室开发的定向
=1I

I[B

阵列平台'

"&

(

#在实际的使用过程中证明
I[B

阵列技术

和
V>?B

在临床诊断上符合率为
"##c

#

I[B

阵列技术也检

测到之前的核型分析以及
V>?B

所遗漏的某些基因改变#寡

核苷酸阵列技术还未在大型的临床实验中进行验证!但目前的

实验数据证明其检测效率高于
=1I

阵列技术#在一些研究

中!高分辨率全基因组寡核苷酸阵列技术已经在智力发育迟缓

和自闭症患者中检测到位于
")

A

""'0

区域微缺失和微复制的

存在'

"(

(

#

目前国外!

E[SX

为基础的诊断技术!主要用于检测发育

迟缓"多种先天性异常"畸形"无法解释的智力发育落后"突发

性疾病"房间隔缺损和其他神经性和心理性的疾病)如精神分

裂症*!也有部分应用于产前检查!如自发性流产和死胎!最近

也有应用该技术诊断黑色素瘤的研究'

0#

(

#

F

!

结论和展望

微阵列作为基础的临床分子诊断技术已经逐步超越

V>?B

检测的能力范围!发展到可以检测杂合性缺失和甲基化

分级的阶段#目前
E[SX

技术可以检测到任何大小的基因不

平衡现象!但缺点是无法提供定位信息#

V>?B

分析技术很大

一部分负责提供定位信息#

V>?B

可以检测先证者中发现的

IFH,

在其父母中的易位现象!而
E[SX

技术相对
V>?B

技术

而言!分辨率大大提高是其最显著的优势#如果能有一项技术

结合
V>?B

的定位功能和寡核苷酸阵列技术的高分辨率!将会

在基因诊断领域做出极大的贡献#随着第
%

代测序平台的开

发和应用!能同时数字化分析拷贝数变化和进行定位分析!以

微阵列技术为基础的基因诊断技术将会发生从类比分析到数

字化分析的大飞跃#
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8+JF1

在消化管癌中的研究进展

孟宪琴 综述"刘庚勋 审校

!中国人民解放军第一六三医院老干科"湖南长沙
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8+N74JF1

)

8+JF1

*是真核生物中一类长度约为
00

个核

苷酸的非编码小分子单链
JF1

!通过与靶标
8JF1

的
%

"

ZKJ

完全或不完全配对而抑制蛋白质的合成!引起靶
8JF1

降解或介导其翻译抑制!具有调节基因表达活性的功能!参与

机体多种生理和病理过程'

"/%

(

#研究表明!

8+JF1

基因在人类

癌症的发病机制中发挥着重要作用#现就近年来
8+JF1

在

消化管癌中的研究进展作一综述#

$

!

8+JF1

的生理功能和作用机制

8+JF1

是通过
JF1

聚合酶
%

或聚合酶
#

转录合成初级

8+JF1

)

A

7+/8+JF1

*!随后
A

7+/8+JF1

被
S74,@9

及
S[IJ&

剪切成具有发夹环结构的前体
8+JF1

)

A

7</8+JF1

*!在输出

蛋白
!

)

<Y

A

47:+-/!

*和
J9-

复合物协助下转运出核!然后在细

胞质内被
S+N<7

%

KJ=X

剪切成成熟的
8+JF1

'

$

(

#成熟的
8+J/

F1

与其他蛋白一起组成
JF1/

诱导沉默复合体)

J>?I

*!引起

靶
8+JF1

的降解或者翻译抑制改变靶蛋白的表达水平!从而

发挥其生物学作用#

%

!

8+JF1

与肿瘤发生

研究表明!约有
!#c

已阐明的人类
8+JF1

位于与癌症相

关的染色体脆性位点)

679

O

+3<,+:<,

*或癌症相关区域!可能对癌

症的发展起重要作用'

!

(

#最近的研究进一步证明
8+JF1

与

肿瘤的转移和耐药也有密切关系#

8+JF1

既可以作为抑癌基

因下调原癌基因活性.也可作为癌基因下调抑癌基因活性.还

可以调节肿瘤相关基因的表达#其自身突变"缺失"易位及相

互调控异常等!还可导致相关基因异常表达'

)

(

#作为原癌基因

起作用的
8+JF1

主要有
8+J/"./(0

"

8+J/"&

"

8+J/%.0

"

8+J/

%.%

"

8+J/00"

"

8+J/000

"

8+J/"!!

和
8+J/0"

等!其可能的机制

是通过取消
X!%

介导的
IST

抑制作用!或者直接抑制基因

D1K?0

促进肿瘤细胞的增殖和发生#有抑癌基因作用的

8+JF1

主 要 有
8+J/"!9

"

8+JF1/")/"

"

8+J/"$%

"

8+J/"$!

"

8+J/"$.

和
8+JF13<:/.

家族等!其可能的机制是这些基因的

缺失导致
2N3/0

的过表达!使受损细胞不能凋亡!导致肿瘤的

形成#

另一个重要的抑癌基因
XKMF

!可抑制
XK%T/1T:

信号

通路的激活!介导细胞凋亡#已证明
8+JF1

可通过调控

X>%T01

"

T:1JV/X!%

和
E1XT

等 通 路 中 的
J9,

"

I/8

;

N

"

M0V"

"

XKMF

和
V4a4

等蛋白影响肿瘤细胞的增殖"凋亡和细

胞周期#

8+J/"(

下调
XKMF

的表达!并通过
X>X0%

"

XT=

%

1TK

及其下游靶信号对细胞的增殖和存活进行调控!

8+J/0"$

靶向
XKMF

!导致
XKMF

蛋白低表达!

1TK

通路过度激活而促

进细胞增殖#最新研究发现
3<:/.

通过与
J9,

"

BE[10

和
I/

8

;

N%

"

ZKJ

结合!负调控靶基因的表达!抑制肿瘤的发生和发

展'

.

(

#

&

%000

&
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