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  摘 要:目的 介绍一种同步化高分辨G显带方法,并探讨其与常规G显带分辨效率及临床应用价值。方

法 选取2021年1月至2024年4月就诊于玉林市妇幼保健院的14
 

083例不孕不育、复发性流产和其他疾病

患者为研究对象。采用高分辨G显带和常规G显带技术进行外周血染色体核型分析,比较其分辨率占比和检

测效果。对疑似及微缺失或重复病例采用拷贝数变异测序(CNV-seq)技术验证。结果 14
 

083例样本,常规G
显带300条带检出333例结构畸变,检出率为2.36%;400条带检出337例结构畸变,检出率为2.39%;高分辨

G显带550条带检出341例结构畸变,检出率为2.42%,3种条带方法的检出率比较,差异有统计学意义

[Q(2)=6.400,P=0.041]。分辨率为550及以上的高分辨G显带的占比为34.00%,与常规G显带的1.30%
比较,差异有统计学意义(χ2=367.839,P<0.001)。400与300条带明确判定断裂位点比较,差异有统计学意

义(χ2=25.190,P<0.001);与550条带明确判定断裂位点比较,差异有统计学意义(χ2=94.965,P<0.001)。
CNV-seq技术验证了5例疑似及微重复病例,并明确了断裂位点及其来源,表明该技术在非平衡结构畸变或微

小缺失和重复检测,可弥补染色体核型分析分辨率低的缺陷。结论 应用高分辨G显带技术可以获得大量

550及以上条带的分裂相,提高诊断准确性,特别是在识别和定位染色体结构畸变的断裂位点、隐匿性易位及诊

断5
 

Mb以上的微小结构畸变方面,具有重要意义,可以为临床诊断和遗传咨询提供更准确的依据。
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  出生缺陷、复发性流产及遗传性疾病,常由染色

体结构畸变引发,这是一个不可忽视的重要因素。准

确识别染色体结构畸变对于复发性流产、不孕不育和

辅助生 殖 具 有 重 要 意 义。常 规 G 显 带 分 辨 率 在

300~400条带,只能检出10
 

Mb以上微小缺失和重

复,也限制了其在某些染色体结构畸变的断裂位点的

准确定位,导致误诊和漏诊[1]。而高分辨G显带技术

通过药物增加了阻断、释放和加秋水仙素时间,人为

阻断DNA合成,缓慢通过S期以尽量达到分裂同步

化,将分辨率提升至550及以上条带,则有助于准确

定位染色体的断裂位点并提高5
 

Mb以上染色体结构

畸变的检出率及准确性,在复杂染色体重排、隐匿性

易位等具有一定优势[2-3]。对于非平衡结构畸变或小

于5
 

Mb的微小缺失和重复,采用拷贝数变异测序

(CNV-seq)技术验证可弥补染色体核型分析分辨率

低的缺陷[4]。本研究通过回顾性分析同时行常规 G
显带及高分辨G显带技术检测的14

 

083例外周血患

者资料,旨在介绍一种同步化高分辨G显带方法,并
探讨其与常规G显带分辨效率及临床应用价值。

 

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年1月至2024年4月在

玉林市妇幼保健院接受常规G显带与高分辨G显带

技术的外周血染色体核型分析14
 

083例患者为研究

对象,年龄0~65岁,临床诊断包括不孕不育、复发性

流产、发育迟缓、智力障碍及疑似有染色体疾病患者

等。本研究获玉林市妇幼保健院医学伦理委员会批

准(批号:YLSFYLLKY2024-03-04-12),所有研究对

象均签署知情同意书。
 

1.2 仪器与试剂 主要仪器为GSL-120全自动扫描

显微镜和图像分析系统(美国徕卡公司),奥林巴斯

CX31显微镜(日本奥林巴斯),
 

AutoVision染色体智

能分析工作站(杭州德适生物科技有限公司),自动制

片机CP-AS-40(上海乐辰生物科技有限公司),自动

细胞收获仪CP-Ⅱ-64(上海乐辰生物科技有限公司);
主要试剂包括人外周血淋巴细胞培养基(广州白云山

拜迪生物医药有限公司),外同血细胞同步化试剂盒

(上海乐辰生物科技有限公司)。
1.3 实验方法

1.3.1 高分辨G显带技术 常规采集患者3~5
 

mL
肝素抗凝血,并接种于两瓶人外周血淋巴细胞培养

基,其中一瓶用于常规G显带培养,另一瓶用于高分

辨G显带培养,均置于37
 

℃恒温培养箱培养72
 

h。
常规G显带技术在收获细胞前加入20

 

μL的20
 

μg/
mL秋水仙素溶液3

 

h后收获,而高分辨G显带技术
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在常规细胞培养48
 

h后,向培养液中加入5-氟尿嘧啶

100
 

μL;18
 

h后向培养液中加入胸腺嘧啶脱氧核苷

100
 

μL;继续培养4
 

h后加入100
 

μg/mL的秋水仙素

100
 

μL,10
 

min后与常规G显带培养细胞一起采用

自动细胞收获仪收获细胞,
 

自动制片机制片、吉姆萨

染色,全自动扫描显微镜和图像分析系统自动扫码识

别核型,数据自动传输至AutoVision􀆿染色体智能AI
分析软件,常规计数

 

30
 

个细胞,分析5个核型。由两

名经验丰富细胞遗传学人员独立进行染色体核型分

析,对于结果不一致的样本,进行共同讨论以确定最

终核型。染色体G显带条带水平特征和评级标准来

自参考资料,而核型描述来自ISCN2024[5-6]。
1.3.2 CNV-seq分析 用试剂盒(北京贝瑞和康生

物技术有限公司)提取样本
 

DNA,与基因组数据库比

对计算覆盖深度值,分析染色体异常。依据
 

ACMG
 

指南评估
 

CNV
 

的临床意义,分为致病性、可能致病

性、临床意义不明、可能良性和良性5个等级。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件对数据

进行处理和分析。计数资料以例数和百分率表示,组
间比较采用χ2 检验或采用 Cochran's

 

Q 检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 高分辨G显带与常规G显带技术的分辨率占

比比较 高分辨G显带550条带及以上分辨率占比

为34.00%,与常规G显带的
 

1.30%
 

比较,差异有统

计学意义(χ2=367.839,P<0.001)。见表1。
表1  两种不同G显带技术的分辨率占比比较[n(%)]

类型
分析核型数

(n)

不同G带分辨率核型数

和分辨率占比

300~400 550以上

常规G显带 1
 

000 987(98.70) 13(1.30)

高分辨G显带* 1
 

000 660(66.00)
  

340(34.00)

2.2 300~550条带识别染色体结构畸变的优势比较
 

14
 

083例样本,分别使用两种G显带3种不同分辨率

条带方法检测,常规G显带300条带检出333例结构

畸变,检出率为2.36%;400条带检出337例结构畸

变,检出率为2.39%;高分辨 G显带550条带检出

341例结构畸变,检出率为2.42%。采用Cochran's
 

Q 检验,比较3种显带方法的检出率,差异有统计学

意义[Q(2)=6.400,P=0.041]。故可以认为,高分

辨G显带550条带检测方法优其他2种条带方法
 

。
见表2。
2.3 高分辨G显带与常规G显带技术不同显带水

平下染色体检测结果 在14
 

083例外周血染色体核

型分析且通过CNV-seq验证,共检出341例染色体结

构畸变,其中103例具有明确结构畸变类型且需要分

析断裂位点。在103例染色体结构畸变病例中,常规

G显带技术在300条带水平上无法明确判定断裂位

点95例,漏诊8例;400条带水平上无法明确判定断

裂位点65例,漏诊4例,疑似病例3例;高分辨G显

带550条带无断裂位点定位不准及漏诊病例,疑似病

例3例。400条带与300条带明确判定断裂位点比

较,差异有统计学意义(χ2=25.190,P<0.001);与
550条带明确判定断裂位点比较,差异有统计学意义

(χ2=94.965,P<0.001),见表3。两种G显带技术

300~550条带下漏诊及疑似病例结果对比见表4。
300~550条带染色体核型分析见图1A~C。

表2  300~550条带识别染色体结构畸变的结果汇总

常规G显带300条带
常规G显带

400条带

高分辨G显带

550条带
n

1 1 1 328

1 1 0 2

1 0 1 3

0 1 1 7

0 0 1 3

0 0 0 13
 

740

  注:0表示无结构畸变;
 

1表示结构畸变。

表3  300~550条带识别染色体结构畸变断裂位点比较

类型
分辨率

(条带)
总数

(n)
无法明确判定

断裂位点(n)
明确判定

断裂位点(n)

常规G显带 300 103 95 8

400 103 65 38

高分辨G显带 550 103 0 103

表4  两种G显带技术300~550条带下漏诊及

   疑似病例结果对比

病号
常规G显带技术

300条带 400条带

高分辨G显带技术

550条带

3 46,XX
46,XX,dup (13)
(q32q33)

46,XX,dup(13)(q32q33)

63 46,XX 46,XX,der(2) 46,XX,der(2)

88 46,XX 46,XX 46,XX,t(10;18)(q23.1;q12.2)

92 46,XY 46,XY 46,XY,dup(21)(q11.2q21.3)

97 46,XX 46,XX 46,XX,t(6;10)(q24;p12.3)

101 46,XX 46,XX,der(9) 46,XX,der(9)

102 46,XX 46,XX 46,XX,t(5;11)(p15.2;p15.4)

103 46,XY 46,XY,der(13) 46,XY,der(13)

2.4 CNV-seq结果 对5例疑似及微重复病例进行

了CNV-seq验证,并明确了断裂位点及其来源,见
表5。
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  注:病例97图1A
 

(300条G显带)核型结果为46,XX;病例97图1B
 

(400条G显带)核型结果为46,XX;病例97图1C
 

(550条G显带)核型

结果为46,XX,t(6;10)(q24;p12.3)。

图1  300~550条带染色体核型分析图
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表5  CNV-seq技术验证结果

病例号 标本类型 检测结果(ISCN) CNV类型 片段大小(Mb) 评级

3 外周血
seq[hg19]dup(13)(q31.3q33.2)

chr13:g.94600000_105820000dup
重复 11.22 临床意义未明

63 外周血
seq[hg19]del(2)(q37.3q37.3)

chr2:g.240380000_243020000del
缺失 2.64 致病性

seq[hg19]dup(10)(q26.13q26.3)

chr10:g.123220000_135240000dup
重复 12.02 可能致病性

seq[hg19]dup(10)(q26.3q26.3)

chr10:g.135240000_135440000dup
重复 0.20 可能致病性

92 外周血
seq[hg19]dup(21)(q11.2q21.3)

chr21:g.15060000_29500000dup
重复 14.44 致病性

101 外周血
seq[hg19]dup(8)(p23.3p21.3)

chr8:g.160000_20560000dup
重复 20.40 致病性

seq[hg19]del(9)(p24.3p24.3)

chr9:g.200000_2160000del
缺失 1.96 临床意义未明

103 外周血
seq[hg19]dup(12)(p13.33p13.1)

chr12:g.160000_14420000dup
重复 14.26 可能致病性

3 讨  论

  一般来说,染色体越长则条带越多其分辨率越

高,越容易识别染色体结构畸变。目前国内常规
 

G显

带技术于细胞培养
 

72
 

h,在收获细胞前加秋水仙素作

用
 

2~3
 

h
 

后,低渗、固定、制片。由于培养细胞进入

分裂时期的先后不同或进展不一,因此,它们各处于

细胞周期的不同阶段,同时又由于有丝分裂前期持续

时间很短,为时不过数分钟,因而常规G显带能见到

的前期染色体很少,同时得到的染色体相对稍短,分
辨率约在300~400

 

条带水平,对于10
 

Mb以下的染

色体结构畸变及断裂位点定位难以准确识别[7]。为

了获得较多的早期染色体,最好是能让培养细胞同步

化,然后在适当的时机拦截住较多的处于分裂早期的

细胞以获得较多的长染色体。本研究参考高分辨双

阻断的染色体制备方法,并对其进行改良,优化阻断、
释放和加秋水仙素时间,人为阻断DNA合成,缓慢通

过S期以尽量达到分裂同步化。本研究,结果显示分

辨率为550及 以 上 的 高 分 辨 率 G 显 带 的 占 比 为

34.00%,与常规G带的1.30%比较,差异有统计学

意义(χ2=367.839,P<0.001)。这充分表明与常规

G带比较,高分辨G显带550条带分辨率分裂指数较

高。与文献[8]研究报道基本一致。本法采用同步拦

截法,在常规G显带细胞培养48
 

h后,向培养液中加

入100
 

μL
 

5-氟尿嘧啶,中止DNA的合成,让大部分

分裂期细胞停止在S期;18
 

h后向培养液中加入100
 

μL胸腺嘧啶脱氧核苷,解除5-氟尿嘧啶溶液对DNA
合成的抑制,恢复细胞周期,约4

 

h后,大部分细胞都

处于分裂中期;此时加入100
 

μL的100
 

μg/mL秋水

仙素,作用时间控制在10~15
 

min,可以获得大量550
及以上条带的前中期染色体。高分辨G显带染色体

虽然分辨率高,但交叉重叠数相比常规
 

G显带多,对

于手工处理图像及分析存在一定的影响。本研究采

用染色体人工智能分析工作站,分析诊断系统自动识

别并分割重叠的染色体,确保每条染色体能被单独切

割分离,且自动对齐和排列,准确率高,恰好解决了染

色体交叉重叠手工处理分析难点[9]。
550及以上条带的高分辨G显带技术,可发现和

定位利用常规的G显带技术难以觉察的细微染色体

结构畸变(5
 

Mb以上CNV),能准确识别和定位断裂

位点[10]。
 

本研究显示,在103例具有明确结构畸变类

型且需要分析断裂位点的病例中,两种G显带技术不

同条带水平比较,结果发现常规G显带技术在300条

带水平上有95例无法明确判定断裂位点,8例漏诊;
400条带水平上有65例无法明确判定断裂位点,4例

漏诊,3例疑似;高分辨G显带技术无断裂位点定位

不准及漏诊病例,但仍有3例疑似。400条带与300
条带明确判定断裂位点比较,差异有统 计 学 意 义

(χ2=25.190,P<0.001);与550条带明确判定断裂

位点比较,差异有统计学意义(χ2=94.965,
 

P<
0.001),研究表明,条带水平越高,漏诊病例越少,定
位断裂位点越准确。高分辨G显带较常规G显带技

术能准确识别和定位染色体结构畸变的断裂位点,减
少误诊或漏诊,与文献[11-12]报道一致。本研究显

示,常规G显带300条带、400条带和高分辨G显带

550条带的检出率比较,差异具有统计学意义[Q(2)
 

=6.400,P=0.041],与文献[13]报道一致。根据国

家卫生健康委办公厅印发的产前筛查和产前诊断质

量控制指标,也要求染色体(≥400条带)分辨率占比。
国际标准常规分析外周血染色体结构畸变,染色体G
显带分辨率需达到500~550条带。因此,在工作中

应特别注意,观察染色体分裂相时应严格选择至少

400条带以上进行细胞分析,有条件实验室建议开展
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同步化高分辨G显带技术,减少误诊或漏诊,提高诊

断准确性。
近年来,分子遗传检测技术已在临床广泛应用,

尤其在非平衡染色体结构畸变中,越来越多的微小片

段拷贝数异常被检出[14-16]。本研究,高分辨G显带和

常规G显带技术均无法准确识别衍生染色体,通过

CNV-seq验证,并明确了断裂位点及其来源。表明

CNV-seq技术在非平衡结构畸变或小于5
 

Mb的微小

缺失和重复检测及断裂点定位上,具有独特的优势。
因此,对于未明的染色体变异,采用CNV-seq技术检

测其染色体拷贝数变异具有非常重要意义。通过家

系分析,还可以了解染色体结构畸变的遗传规律,为
遗传咨询和疾病预防提供指导。

本研究显示,复发性流产的3例漏诊平衡易位病

例中,病例88常规染色体G显带300~400条带水平

均提示未见异常,而高分辨G显带550条带染色体核

型诊断为46,XX,t(10;18)(q23.1;q12.2)。该患者

一条10号染色体q23q26
 

和一条18号染色体q12q23
中间2条深带很相似,因而在400条带分辨率下难于

分辨,导致了漏诊。病例97患者400条带分辨率下

6q24q27可见2条深带,10p15p12也可见2条深带,
虽然缺失和重复片段很大,但易位重接后无法判断。
而高分辨G显带550条带下6q24.3q27区域见3条

明显深带,10p15.3p12.33区域见2条深带,因此,相
互易位重接后明显可辨。病例102患者400条带分

辨率下5p15.2和11p15.4的断裂位点不明显,而高

分辨G显带550条带可以清晰识别断裂位点。病例3
和92为染色体结构重复,采用高分辨G显带550条

带明显比常规法清晰定位。这研究表明,高分辨G显

带技术在识别和定位染色体结构畸变的断裂位点及

复杂染色体重排、隐匿性易位等具有明显优势[2]。病

例63、101和103患者均为衍生染色体,高分辨G显

带也无法精确判断,务必通过分子技术检测及其父母

染色体核型分析验证。因此,高分辨G显带技术在复

发性流产、不育不孕、生殖医学等领域具有广阔的应

用前景。通过准确识别染色体结构畸变,可为患者提

供个性化的治疗方案和遗传咨询建议。
 

尽管高分辨G显带技术在断裂位点上具有显著

优势,但仍存在一定的局限性,对小于5
 

Mb的结构畸

变(包括隐匿性易位、倒位和插入等)及新发变异的衍

生染色体无法检出[17]。在新发变异的衍生染色体检

测上,CNV-seq可辅助确认染色体断裂位点及其未知

来源[18-19],但无法检测染色体平衡易位、倒位和插入

等结构畸变。因此,利用细胞和分子遗传学技术的互

补性,高分辨G显带诊断染色体重复、缺失及衍生染

色体的结构畸变,应联合CNV-seq技术验证,明确断

裂位点及其来源,确保结果准确可靠。
综上所述,高分辨G显带技术的应用可以获得大

量550及以上条带的染色体分裂相,提高诊断准确

性,特别是在识别和定位染色体结构畸变的断裂位

点,以及诊断5~10Mb的隐匿性易位、倒位、插入和

复杂染色体重排等结构畸变方面,这具有重要意义,
可以为临床诊断和遗传咨询提供更准确的依据。
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·短篇论著·

外泌体源miRNA-301、miRNA-1322表达水平
在胃癌诊断中的应用*

周 明1,胡文娅2,徐三会3,修海兰4,王 轲5

1.邢台市人民医院科教科,河北邢台054001
 

;2.邢台市人民医院泌尿外科,河北邢台
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;4.邢台市第六医院检验科,河北邢台
 

054001;
5.邢台市人民医院体检科,河北邢台054001

 

  摘 要:目的 探讨外泌体源微小RNA(miRNA)-301、miRNA-1322表达水平在胃癌诊断中的应用价值。
方法 选取2024年6月至2025年6月邢台市人民医院收治的50例胃癌患者为研究组,并以同期邢台市人民

医院的50例体检健康者为对照组,采用实时荧光定量PCR检测外泌体 miRNA表达水平,并比较两组血清外

泌体miRNA-301、miRNA-1322表达水平;收集研究组临床病理资料,分析血清外泌体 miRNA-301、miRNA-
1322与胃癌临床特征的关系;进一步通过受试者工作特征(ROC)曲线评估其诊断效能。结果 研究组血清外

泌体miRNA-301、miRNA-1322表达水平高于对照组(P<0.05)。肿瘤最大径≥5
 

cm、TNM分期Ⅲ~Ⅳ期、低
分化、浸润深度T3+T4、淋巴结转移的胃癌患者血清外泌体 miRNA-301、miRNA-1322表达水平分别高于肿

瘤最大径<5
 

cm、TNM分期Ⅰ~Ⅱ期、中高分化、浸润深度T1+T2、无淋巴结转移患者(P<0.05)。ROC曲

线分析显示,血清外泌体miRNA-301、miRNA-1322联合诊断胃癌的曲线下面积及95%CI 为0.901(0.856~
0.951),明显 高 于 血 清 外 泌 体 miRNA-301、miRNA-1322单 独 检 测 诊 断 的0.819(0.774~0.864)、0.787
(0.742~0.837),差异有统计学意义(Z=8.924、10.580,P<0.05)。结论 血清外泌体 miRNA-301、miRNA-
1322在胃癌患者中均呈高表达,且二者表达水平与其临床病理特征有关。血清外泌体 miRNA-301、miRNA-
1322可作为诊断胃癌的临床标志物,二者联合检测的诊断效能更佳。

关键词:外泌体; 微小RNA-301; 微小RNA-1322; 胃癌; 诊断价值
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  胃癌是全球常见的消化系统肿瘤,其发病率仅次

于肺癌,位居第二[1]。中国是胃癌高发国家,其发病

与死亡病例占全球的43.9%、48.6%[2]。由于胃癌早

期症状不典型,多数患者确诊时已属中晚期,预后较

差,5年生存率极低[3-4]。因此,对胃癌进行早期诊断

极为重要。目前,胃癌的诊断主要依赖于内镜检查和

组织病理学检查,均存在侵入性强、费用高、患者依从

性差等局限性,难以广泛应用于早期筛查[5]。随着近

年分子生物学技术的发展,无创检测的血清学标志物

成为胃癌早期诊断的研究热点。外泌体是由细胞分

泌的直径约为30~150
 

nm的囊泡,其内含有多种蛋

白质、微小RNA(miRNA)、信使RNA(mRNA)等生

物活性分子,可通过介导细胞与细胞间的信息传递,
参与多种生理和病理过程[6]。其中,miRNA是一类

长度约为18~25个核苷酸的非编码RNA,通过调控

基因的表达参与细胞的生物学过程[7]。血清中 miR-
NA来自外泌体,外泌体源 miRNA是细胞间通讯的

重要载体,其具有高度稳定性和调控多种基因表达的

能力,作为临床检测指标具有明显优势[8]。近年来有

研究表明,miRNA-301、miRNA-1322与多种肿瘤的

发生发展相关[9-10]。本研究通过检测胃癌患者和体检

健康者血清中相关外泌体源 miRNA-301、miRNA-
1322的表达水平,探讨其在胃癌疾病诊断中的应用价

值,为胃癌的早期诊断提供新的理论依据和实验数
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