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　　摘　要：目的　检测特殊面容、精神运动发育迟缓的患儿基因组拷贝数变异（ＣＮＶｓ）１例，寻找与遗传学相关的致病因素，并

探讨ＳＮＰ微阵列（ＳＮＰＡｒｒａｙ）在分子细胞遗传学诊断中的优越性。方法　应用Ｇ显带对患儿及其父母进行核型分析，进一步采

用ＳＮＰＡｒｒａｙ对患儿进行ＣＮＶｓ分析，并用荧光原位杂交技术（ＦＩＳＨ）对结果进行验证及家系分析。结果　患儿及其父母外周血

Ｇ显带核型分析未见异常，ＳＮＰＡｒｒａｙ结果发现患儿２２号染色体ｑ１１．２位置出现微缺失，ＦＩＳＨ验证了ＳＮＰＡｒｒａｙ结果同时发现

患儿的微缺失来源于父方。结论　患儿特殊面容、精神运动发育迟缓与２２号染色体微缺失相关联，ＳＮＰ微阵列具有高分辨率和

高准确性的优点，是临床遗传学诊断特别是特殊面容、不明原因智力低下患者遗传学诊断的重要技术。
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　　ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征、腭心面综合征和先天性异常面容综合

征等被证实与２２ｑ１１．２微缺失相关，其发病率为活产新生儿的

１／３０００～１／４０００
［１］。２２ｑ１１．２发生３Ｍｂ左右的微小缺失是

发病的主要原因，研究发现存在此缺失的病例临床表型不

一［２］。随着研究的深入，２２ｑ１１．２微缺失综合征的其他表现如

学习认知障碍、精神异常、发育迟缓等不断被发现［３］。Ｍｉｌｌｅｒ

等［４］认为，对于智力低下、发育迟缓、先天多发畸形与自闭症等

患儿微阵列比较基因组杂交是首选的检测方法，它有利于提高

疾病的检出率，明确诊断。本实验应用ＳＮＰＡｒｒａｙ对一智力

低下、特殊面容的患儿进行全基因组扫描、拷贝数变异分析，并

采用荧光原位杂交技术对结果进行确认及家系分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患儿，女，２岁４个月，因中耳炎、听力受损到

南方医院耳鼻喉科就诊，医生在对症就诊同时发现其为特殊面

容，语言发育相对滞后。后转诊到小儿科，问病史，患儿系第２

胎足月顺产，母亲自述怀孕没有异常表现，患儿语言发育较差，

只能进行简单的几句交流，运动、应答一般。第１胎小孩患有

“法氏四联症”而夭折，怀孕过程中曾有风疹病毒感染史。查

体：人中短、上唇薄，眼距宽，耳廓较大、听力测试听力受损，明

显的鼻及鼻梁基部宽大，颈部、胸部与腹部未见异常，上下肢发

育正常。心脏听诊正常、Ｘ射线检查正常，耳聋基因检查未见

基因突变。见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

１．２　细胞培养与Ｇ显带核型分析　抽取患儿及其父母的外

周血，接种于１６４０培养基里３７℃恒温培养７２ｈ后加秋水仙

素收获。按常规Ｇ显带方法进行制片、显带与染色，收集细胞

悬液４℃保存备用。镜下分析按照《中华人民共和国卫生行业

标准 Ｗｓ３２２．２２０１０》进行。

１．３　微阵列比较基因组杂交

１．３．１　基因组 ＤＮＡ 的提取　采用德国 ＱｉａｇｅｎＱＩＡａｍｐ

ＤＮＡｂｌｏｏｄｍｉｎｉｋｉｔ提取全血基因组ＤＮＡ，操作按说明进行，

用ＴＥ洗脱溶解ＤＮＡ，保持ＤＮＡ浓度大于５０ｎｇ／μＬ，ＯＤ值

为１．８～２．０。

１．３．２　杂交实验
［５］
　实验检测选用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｕｍａｎＣｙ
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ｔｏＳＮＰ１２Ｂｅａｄｃｈｉｐ芯片，其包含约３０万个探针检测位点。通

过全基因组扩增过夜、扩增后的ＤＮＡ片段化、沉淀悬浮片断

化的ＤＮＡ、ＤＮＡ片断上芯片杂交、芯片上单碱基延伸等实验

步骤完成杂交实验，最后洗涤包被芯片，负压晾干，采用Ｉｓｃａｎ

扫描系统进行数据采集，用Ｋａｒｙｏｓｔｕｄｉｏ软件进行数据分析。

１．４　ＦＩＳＨ检测　采用商品化ＦＩＳＨ试剂盒，其内含有ＴＵＰ

ＬＥ１探针（２２ｑ１１．２）和对照探针ＡＲＳＡ（２２ｑ１３．３），对患儿及其

父母的细胞悬液进行检测。杂交玻片的准备：将细胞悬液调整

成合适的浓度分成两个杂交区域分别滴加到事预冷好的载玻

片上；按产品说明进行样本老化，样本ＤＮＡ变性，探针准备，

杂交过夜，杂交后洗涤，染色复染，封片镜检。ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１

显微镜下观察结果，镜下计数２００个细胞。ＡＳＩＳｐｅｃｔｒａｌＩｍａ

ｇｉｎｇ５．０图像分析软件采集和处理图像。

２　结　　果

２．１　Ｇ显带核型分析结果　按照《中华人民共和国卫生行业

标准 Ｗｓ３２２．２２０１０》，镜下计数２０个分裂中期的细胞分析５

个分裂中期的细胞，患儿及其父母的核型分析为正常结果。见

图２。

图２　　患儿３２０４４０条带Ｇ显带核型图

２．２　ＳＮＰ微阵列比较基因组杂交结果　对患儿基因组进行

ＳＮＰａｒｒａｙ扫描分析，进行拷贝数变异（ＣＮＶｓ）检测限定设定。

分析发现结果存在一个ＣＮＶ，检测结果的荧光信号比值出现

偏小趋势，比值向０．２５的方向偏移，ＢＡｌｌｅｌｅＦｒｅｑ只有两种形

式（Ａ，Ｂ），原来的杂合性（ＡＢ）丢失，显示此区段发生了缺失，

见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。分析

缺失片断位于Ｃｈｒ２２ｑ１１．２１，起止位点为１８８８９４９０２１７９８９０７，

大小为２９０９Ｍｂ，包含ＤＧＣＲ６；ＰＲＯＤＨ；ＫＩＡＡ１６４７；ＤＧＣＲ９；

ＤＧＣＲ１０；ＤＧＣＲ２；ＤＧＣＲ１４等一系列可致病基因。

２．３　ＦＩＳＨ结果　通过镜下计数２００信号较好的细胞核，分析

发现患儿及其父亲绿色探针 ＡＲＳＡ（２２ｑ１３）出现２个信号点，

而红色探针 ＴＵＰＬＥ（２２ｑ１１．２）仅出现１个信号点，出现了

２２ｑ１１．２微缺失，验证了患儿ＳＮＰａｒｒａｙ检测发现的２２ｑ１１．２

微缺失，而其母亲两个红色信号与绿色信号均在。ＦＩＳＨ检测

结果发现，患儿２２ｑ１１．２微缺失来源于父亲。见图４（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

查询Ｄｅｃｉｐｈｅｒ数据库相似杂合性缺失的病例记录，发现

临床表型的差异性较大，以ＤｉＧｅｏｒｇｅ综合征较为常见，也有表

现为心脏发育异常，免疫系统发育异常，低钙血症，智力低下，

也有没有明显临床表型，对比类似片段杂合性缺失病例的表

型，发现所有病例表型均有不同程度的鼻子发育畸形。

２２ｑ１１．２ 微 缺 失 发 病 机 制 是 由 于 减 数 分 裂 期 间

２２ｑ１１．２１～２２ｑ１１．２３区域的８个低拷贝重复序列介导了同源

染色体的不平衡重组，导致了一条２２号染色体长臂的微缺失．

使得该区域等位基因的单倍型剂量不足，在缺失区域中，ＨＩ

ＲＡ、ＵＦＤ１Ｌ、ＴＢＸ１，ＣＯＭＴ 和 ＣＲＫＬ 等基因被认为与 Ｄｉ

Ｇｅｏｒｇｅ综合征密切相关。其中ＴＢＸ１基因被发现在心脏发育

过程中起着十分重要的作用［６］。２２ｑ１１．２微缺失的患者都有

着先天性心脏病，特别是圆锥动脉干心脏异常，典型的面部表

型，腭咽闭合功能不全，先天性低钙血症和免疫缺乏等临床特

征。绝大多数微缺失的患者有２２ｑ１１．２３Ｍｂ的缺失，而７％的

有一个较小的１．５Ｍｂ的缺失
［２］。２２ｑ１１．２微缺失有着１８０多

种相关疾病的表型谱，包括先天性心脏病、腭咽闭合功能不全

等，而其中有一部分患者只有认知障碍、精神发育异常，患儿有

重大的脑容量减少［７］。研究者总结了１０例２２ｑ１１．２微缺失综

合征的不同表型［８１４］。从典型脸型、心脏、低血钙、免疫、认知

及其他等方面分析，疾病的表型谱跟缺失片段大小并不关联。

在缺失同为约３Ｍｂ的情况下，所总结病例中一些可表现为以

上全部方面的异常外还伴有其他方面的异常如短指，也可表现

为以上某些方面的轻度异常，如轻度的室间隔缺损，还有表现

为先天畸形等比较严重的异常，而有些病例表型并不明显，只

有典型脸型和轻度的听力下降，这种病例往往容易被临床所忽

略。在所总结的病例中，有缺失片段为１．５Ｍｂ却表现为严重

的自身免疫性疾病及低血钙，还有缺失片段为２．０Ｍｂ的病例

除具备以上多方面的异常外，还表现为皮肤病、肥胖。由此可

见，２２ｑ１１．２微缺失综合征临床表现多样，缺失片断大小一样

的患者也可表现出不同的临床指征。

临床运用Ａｒｒａｙ在不明原因的智力低下、发育迟缓、先天

多发畸形与自闭症等患者的使用比例增加，在每位患者执行染

色体和染色体核型分析的整体价值是增加的［４］。国际标准化

的细胞遗传学芯片联合会（ＩＳＣＡＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍ）举行两次的国际

研讨会及回溯３３篇２１６９８位患者参与Ａｒｒａｙ研究的报告，提

供了充足的实证相较于染色体核型分析的优缺点，及诊断染色

体异常的多样性、相关影响实验的解释，Ａｒｒａｙ检查提高了在

不明原因的发展迟缓、智力低下、自闭症患者的诊断率（１５％～

２０％），而染色体核型分析只有约３％的诊断率，因而 Ａｒｒａｙ对

于微小片段的缺失或增加有较高的敏感性［１５１６］。
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氨基末端激酶通路（ＪＮＫ）活化、ｃａｓｐａｓｅ１３的激活
［９］。

ＪＮＫ信号通路是丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）中重要的

组成部分，参与从细胞表面向胞核传递信号。ＪＮＫ也被称为

应激活化蛋白激酶，可以被许多刺激（如生长因子、环境因素、

细胞因子等应激）激活，从而参与细胞增殖、分化及凋亡。ＪＮＫ

基因可以编码４６ｋＤａ及５５ｋＤａ两种不同蛋白，取决于是否存

在羧基。

对许多疾病的研究都支持ＪＮＫ通路在细胞凋亡中的促进

作用：Ａβ２５３５通过激活ＪＮＫ及其底物ｃＪＵＮ诱导海马神经

元凋亡，给予特异性抑制剂ＳＰ６００１２５后，抑制了ＪＮＫ 及ｃ

ＪＵＮ的激活，细胞凋亡减少
［１０］。Ｗａｎｇ等

［１１］研究证实ＪＮＫ途

径参与了甲基苯丙胺引起的神经母细胞瘤的细胞凋亡，同时证

实了ＳＰ６００１２５有保护作用。

ＳＰ６００１２５是一种常用的ＪＮＫ途径的高选择性抑制剂，通

过竞争性结合ＡＴＰ位点抑制ＪＮＫ激酶。ＳＰ６００１２５可以通过

抑制ＪＮＫ介导的ｃＪｕｎ磷酸化而发挥作用，因其高效、高选择

性常常被用于ＪＮＫ信号通路的研究
［１２］。当ＳＰ６００１２５浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ时可使ＪＮＫ通路抑制７５％，当浓度达２０μｍｏｌ／Ｌ

时可使ＪＮＫ通路抑制大于９０％，本实验用ＳＰ６００１２５预先干

预，可以抑制ｐＪＮＫ的表达，从而起到减少细胞凋亡的作用，

一方面验证了ＪＮＫ通路在高ＡｎｇⅡ所致足细胞损伤中的促凋

亡作用，另一方面也为足细胞的保护提供了新的治疗靶点。
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ｔａｌ２２ｑ１１．２ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，

２０１１，１５５Ａ（７）：１６２３１６３３．

［１２］ＪａｗａｄＡＦ，ＭｃＤｏｎａｌｄＭｃｇｉｎｎＤＭ，ＺａｃｋａｉＥ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ

ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ２２ｑ１１．２ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＤｉＧｅｏｒｇｅ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ／ｖｅｌｏｃａｒｄｉｏｆａｃｉａｌｓｙｎｄｒｏｍｅ）［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒ，２００１，１３９

（５）：７１５７２３．

［１３］ＢａｓｓｅｔｔＡＳ，ＣｈｏｗＥＷ，ＨｕｓｔｅｄＪ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆ７８ａ

ｄｕｌｔｓｗｉｔｈ２２ｑ１１ＤｅｌｅｔｉｏｎＳｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，

２００５，１３８（４）：３０７３１３．

［１４］ＭａａｌｏｕｆＮＭ，ＳａｋｈａｅｅＫ，ＯｄｖｉｎａＣＶ．Ａｃａｓｅｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

２２ｑ１１ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅｄｉａｇｎｏｓｅｄｉｎａ３２ｙｅａｒｏｌｄｍａｎｗｉｔｈｈｙ

ｐｏｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｉｓｍ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２００４，８９（１０）：

４８１７４８２０．

［１５］吴志俊，金玮．拷贝数变异：基因组多样性的新形式［Ｊ］．遗传，

２００９，３１（４）：３３９３４７．

［１６］马芬，吴凤霞，李宁，等．应用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ全基因组芯片检测染色

体７ｑ３６区域的 ＤＮＡ 拷贝数突变［Ｊ］．中华医学遗传学杂志，

２００９，２６（３）：３３６３３９．

（收稿日期：２０１３０４０１）

·０２２２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７




