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摘
!

要"目的
!

探讨多重连接依赖探针扩增"

M+X.

%技术在非平衡性染色体结构异常诊断中的应用价值&方法
!

采用染色

体非整倍体及亚端粒区
M+X.

技术!检测
$

例核型分析诊断为非平衡性染色体结构异常的标本&结果
!

$

例病例经
M+X.

分

析!均检出染色体相应区域探针信号异常!非平衡性染色体结构异常均涉及亚端粒区&结论
!

M+X.

技术!特别是亚端粒
M+X.

技术在非平衡性染色体结构异常诊断中具有重要价值!可以为细胞遗传学诊断提供补充&

关键词"多重连接依赖探针扩增$
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多重连接依赖探针扩增$

M+X.

&是一种结合分子杂交,连

接和聚合酶链反应$

X*S

&的半定量检测技术#于同一反应管内

可同时检出
/&

个不同核苷酸序列拷贝数的变化'

!

(

)和临床常

规应用的染色体核型分析技术相比#

M+X.

具有快速,特异,

灵敏,高效的特点)

M+X.

在染色体病诊断方面主要用于快

速检测胎儿染色体非整倍体数目异常'

"-/

(

#而在非平衡性染色

体结构异常诊断中的应用比较少)本研究联合利用染色体非

整倍体检测试剂盒及染色体亚端粒检测试剂盒分析
$

例非平

衡性染色体结构异常#旨在探讨
M+X.

在非平衡性染色体结

构异常诊断中的应用价值)

B

!

资料与方法

B#B

!

一般资料
!

$

例研究对象均为于本院接受产前诊断的孕

妇#孕妇及其家属均知情同意)病例
!

#孕
!,

周#胎儿生长发

育受限#母亲血清学筛查示唐氏综合征$简称唐氏&高风险%羊

水核型检查示!
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&%父母核型均正

常)病例
"

#孕
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周#母亲血清学筛查示唐氏高风险#

\

超提示

胎儿单脐动脉%脐血核型检查示!

/3

#

^̂

#

H;?

$

!,

&$

N

""

&%父母核

型均正常)病例
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周#母亲血清学筛查示唐氏高风险%

羊水核型检查示!
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&%父母核型均正常)病例
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#孕
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周#母亲血清学筛查示唐氏高风险#
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超提示胎儿单脐

动脉%羊水核型检查示!
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!,

号染色体短臂末端疑似存在缺失%父母核型均正常)病例
3

#

孕
"$

周#

\

超提示胎儿双侧脑室扩张#长骨短%羊水核型检查

示!

/8

#
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#

oM=A

#

M=A

似
4

号染色体短臂%父母核型均正常)

病例
$

#孕
"$

周#

\

超提示胎儿多发畸形#胎头呈草莓状#小脑

下蚓部及左眼球发育不良#室间隔缺损#胃十二指肠梗阻性病

变#右足趾发育不良#左趾姿态异常%脐血核型检查示!

/3

#

^̀

#

K!%

#

oM=A

%父母核型均正常)

B#C

!

方法

B#C#B

!

基因组
R'.

提取
!

采集羊水或脐血及夫妇外周血标

本#采用酚氯仿法提取基因组
R'.

#测定
R'.

浓度及纯度)

B#C#C
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M+X.

检测
!

采用荷兰
MS*-V:??=0H

公司
X&43

染色

体非整倍体检测试剂盒及
X&%$

,

X&8&

亚端粒区检测试剂盒)

R'.

变性#探针杂交,连接及扩增均参照试剂盒说明书)采用

美国
.\O

公司
%3&&̂ +

遗传分析仪对扩增产物进行毛细管电

泳分析#生成的数据采用
];0;M=

FF

;A

软件$美国
.\O

公司&及

*:BB=

I

?7;A4#/

软件$荷兰
MS*-V:??=0H

公司&进行分析)
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结
!!

果

$

例病例胎儿
M+X.

检测结果均存在异常#并且均涉及

亚端粒区异常#见表
!

)各病例父母
M+X.

检测均未见异常)

病例
!

,

"
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%

胎儿
M+X.

检测发现
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F

!!#"

,

!,

N

"%

探

针信号减弱#与核型分析所发现的
!,

号染色体存在或可疑存

在部分缺失相符合)病例
/

胎儿
^

染色体长臂等臂'核型
/$

#

^

#
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N

&(

M+X.

检测表现为
^

染色体短臂探针信号减弱#长

臂信号增强)

M+X.

分析结果提示病例
3

,

$

胎儿的标记染色

体分别来自于
4

号和
!%

号染色体短臂片段)
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染色体异常标本核型及
M+X.

检测结果

病例 核型
M+X.

检测异常信号探针的染色体位置
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本研究联合采用染色体非整倍体检测试剂盒及染色体亚

端粒检测试剂盒分析了
$

例非平衡性染色体结构异常#均发现

相应探针信号异常)病例
!

,

"

,

%

胎儿核型分析已经明确了缺

失或重复的染色体片段来源#

M+X.X&43

,

X&%$

"

&8&

试剂盒

均检出相应探针信号减弱或增强#可以验证核型分析的结果)

病例
!

,病例
"

胎儿核型分析均显示
!,

号染色体短臂
!,

F

!!#%

存在部分缺失#

M+X.

检测结果也提示
!,

F

!!#%

探针信号减

弱)病例
%

胎儿核型为
/$

#

^

#

6

$

^

N

&$

N

!&

&#

M+X.

检测结果也

表现出很典型的特点!

^

染色体短臂探针信号全部减弱#长臂

探针信号全部增强%提示
^

染色体短臂存在部分单体#而长臂

存在部分三体)

MX+.

检测也可帮助确定核型分析中可疑的染色体缺失

或重复)如病例
/

所示#孕妇羊水染色体核型为
/3

#

^̀

#

H6C

$

!3

%

!,

&$

F

!!#"

%

F

!!#"

&#双着丝粒染色体中
!,

号染色体疑似

存在短臂小片段缺失)

M+X.

检测结果显示
!,

号染色体短

臂$

!,

F

!!#"!

&上
!

个探针信号减弱#提示
!,

号染色体短臂末

端
!,

F

!!#"!

存在缺失)同样#对于核型分析中出现的
M=A

片

段#经
M+X.

检测后也反映出染色体拷贝数变化的信息)这

些信息对确定
M=A

片段的染色体来源具有指导意义)如病例

3

,

$

所示#病例
3

胎儿染色体核型为
/8

#

^̀

#

oM=A

#

M=A

疑似

为
4

号染色体短臂#

M+X.X&%$

"

&8&

检测显示
4

号染色体短

臂亚端粒区探针信号增强#而父母
4

号染色体短臂亚端粒区信

号正常#因此可以证实该
M=A

片段来源于
4

号染色体短臂)

病例
$

胎儿染色体核型为
/3

#

^̀

#

K!%

#

oM=A

#

\

超提示胎儿

多发畸形#畸形表现符合帕陶氏综合征的表现#但核型不能确

认
M=A

片段是否来自
!%

号染色体)

M+X.

检测提示
!%

号染

色体
!%

N

"!#%-

N

%/

存在缺失#与核型分析结果一致#而
!%

N

!"#

%-

N

!/#%

探针信号增强#说明
M=A

片段来源于
!%

号染色体

!%

N

!"#%-

N

!/#%

片段)

本研究中的
$

例非平衡性染色体结构异常病例均经亚端

粒
M+X.

检出染色体末端缺失或重复)涉及染色体末端的非

平衡性染色体结构异常很常见'

3-8

(

)亚端粒
M+X.

含有针对

"%

对染色体长臂和短臂末端的探针#能够准确检测染色体末

端的微小缺失或重复'

3

(

)

M+X.X&43

染色体非整倍体检测试

剂盒含有
"!

,

!,

,

!%

,

^

染色体
,

对探针#

`

染色体
/

对探针#通

常用于检测
"!

,

!,

,

!%

,

^

,

`

染色体的非整倍体数目异常)本

研究中
3

例涉及常见发生异常的
!%

,

!,

,

^

染色体#

M+X.

X&43

试剂盒也检出相应位置探针信号的增强或重复#说明采

用
M+X.

检测染色体非整倍体改变时#如果发现个别探针#特

别是染色体尾端的探针信号异常#需要加以注意)其他研究也

报道了由于染色体结构异常而导致
M+X.

个别探针信号变化

的情况'

,

(

)

另一种常用于染色体平衡易位与非平衡易位检测的技术

是荧光原位杂交$

ZO(V

&

'

4

(

)与
M+X.

相比#

ZO(V

检测信号

直观,准确#并且能够发现异常染色体在整套染色体中的定位)

但
ZO(V

需要针对不同的平衡或非平衡易位设计$或购买&不

同的探针#增加了实验的复杂性)此外#受限于荧光标记种类#

ZO(V

很难一次检测全部染色体)而
M+X.

一次实验可同时

检测多个标本#并且亚端粒
M+X.

可以对每个标本的
"%

对染

色体长,短臂末端进行扫描#不需要针对不同染色体的不平衡

易位设计不同探针#大大提高了检测的方便性和经济性)但

是#由于受探针密度的限制#

M+X.

很难确定染色体缺失或重

复的范围#且
M+X.

分析的是探针信号的强弱#只能判断有无

缺失或重复#而不能发现异常染色体在整套染色体中的定位)

因此#两者具有相互性'

!&

(

)

综上所述#

M+X.

技术#特别是亚端粒
M+X.

技术在非平

衡性染色体结构异常诊断中具有重要价值#可以做为细胞遗传

学诊断的辅助方法)
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刺激后#人肺泡巨噬细胞
SP(

的分泌变化并不明显#见图
/

)

而作为阳性对照的
+X(

却诱导了明显的
SP(

产生)

C#F

!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
R)Z/\

表达的影响
!

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞中抗菌肽
R)Z/\

基因的表达明

显上调#见图
3

)

图
3

!!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
R)Z/\

表达的影响

D

!

讨
!!

论

'PR"

是一种胞内模式识别受体#其与配体结合后#可以

诱发一系列炎性因子的产生'

3-8

(

#从而在抗感染免疫中发挥重

要作用)近年来#关于
'PR"

对抗胞内菌感染的贡献日益受

到人们的关注#这其中就包括了结核分枝杆菌的感染'

,

(

)有研

究表明#

'PR"

缺陷的小鼠控制结核分枝杆菌的能力明显减

弱'

%

(

#说明
'PR"

在天然抗结核免疫中具有重要作用)

巨噬细胞既是结核分枝杆菌寄生的场所#同时又是抗结核

免疫的主要效应细胞)最近#人们发现
'PR"

可以在人肺泡

巨噬细胞中表达'

4

(

#但其在结核天然免疫中的作用及机制并不

清楚)笔者利用流式细胞术和
X*S

的方法分别在蛋白和基因

水平证实了
'PR"

在人肺泡细胞中的表达)在天然抗结核免

疫中#巨噬细胞主要通过
'P

和
SP(

的分泌,自噬作用及抗菌

肽的释放来杀灭胞内结核分枝杆菌'

!&-!!

(

)有研究证实#

'PR"

信号刺激能诱导自噬酶
OS]M

的高表达和抗菌肽
++%8

的分

泌#从而增强巨噬细胞杀灭结核分枝杆菌的效应'

!"

(

)本研究

结果也表明#

'PR"

信号刺激能增强人肺泡巨噬细胞对胞内结

核分枝杆菌的控制)为了进一步阐明这种效应的作用机制#笔

者评价了
'PR"

信号刺激对人肺泡巨噬细胞
'P

,

SP(

及另外

一种重要的抗菌肽...

R)Z/\

的分泌或表达的影响)研究结

果显示#

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞中
'P

的分泌和

R)Z/\

的表达水平明显增加#这提示
'PR"

可能通过这两者

在抗结核天然免疫中发挥作用)令人意外的是#

MRX

刺激后#

SP(

水平变化并不明显#这可能与
'PR"

信号激发的基因表

达谱有关)

总而言之#本研究结果提示
'PR"

可能参与了早期的抗

结核感染免疫#从而阻止疾病的进展)这种效应与其诱导的

'P

和抗菌肽
R)Z/\

的产生有关#而与
SP(

关系并不明显#

其具体机制仍待进一步研究证实)
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