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!!"摘要#!目的!探讨建立遗传病检测规范化的实验流程%以避免因实验流程不规范造成的失误& 方法
以脊髓小脑性共济失调 $ 型"=L0947J;J2J11/;/I/<0/I8LJ$%P[G$#为例%应用W[E和测序等技术检测其基因型%
并对标本采集’结果诠释’保存和个人遗传信息的保护等方面做了详细的描述& 结果!所检测的 # 个家系 ’&
例患者的[GS均出现异常扩增%他们的基因型与临床诊断吻合& 结论!遗传检测实验流程的规范化在受检
者的基因隐私得到保护的情况下%不仅可以作为某些疾病诊断的依据%还能综合评估受检者的患病风险程度%
对于疾病的早期预防具有重要积极的意义&
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!!现在开展遗传病的c‘G检测日趋增多%发达国
家对遗传病的 c‘G检测都有一套严格和详细的操
作规范%如澳大利亚悉尼大学皇家阿尔韦雷德王子
医院";48/1L;097JG1K;JA >4=L0I/1%EWG#分别制定了
地中海贫血’亨廷顿舞蹈症等多种遗传病c‘G检测
的指导手册%以规范标本采集’试剂使用’实验环境’
资料保存的全过程& 国内不少医院和实验室均能开
展包括脊髓小脑性共济失调"=L0947J;J2J11/;/I/<0/%
P[G#在内的 c‘G检测%但实验流程等方面是否规
范%有待探讨& 一套完整的规定和程序%在很大程度
上可保证检测过程和结果符合法律要求%减少失误%
避免纠纷& 我们以脊髓小脑性共济失调 $ 型"=L094-

7J;J2J11/;/7I/<0/I8LJ$%P[G$#为例%就建立我国常
见的 P[G亚型c‘G检测规范化实验流程进行初步
的探讨&
@8材料与方法
@A@8实验流程的根据及条件8"&# P[G是一种成
人发生的与神经系统变性相关的疾病%尚无特别有
效的治疗办法(&) & 有的是散发病例%有的是遗传而
来%后者多为阿尔茨海默病"G1d>J0.J;0=A0=J/=J%
Gc#患者%常染色体隐性遗传或 l连锁伴性遗传的
少见& Gc患者的后代中发病风险约为 )"C%而且
在他们一生的某个时候可能发病%以中年发病居多&
"’#目前已发现至少 ’( 种 Gc的 P[G基因型%均已
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定位%其中 &( 个基因被克隆& P[G的病因与致病基
因编码区[GS三核酸异常重复突变’基因非编码区
[HS’GHH[H’[GS异常重复’点突变或缺失突变有
关(’) & 有的研究者认为 P[G的发生可能还与 .Ic-
‘G的突变有关($%*) & 不同国家’种族或人群中各亚
型的频率分布不同& 据谢秋幼等())对中国南方汉

族人群 P[G亚型的分布研究报告%各型分布频率分
别为!P[G$ 频率最高"*’B"C#%其他依次为 P[G’
" FB*C#’ P[G& " *B%C#’ P[G# " ’B)C#’ P[GF
"$BFC#’P[G&’ "&B’C#%这些结果近似于宋兴旺
等人的报道(# U%) & 因此%选择检测哪一种亚型%可根
据受检者明显的亚型特征和遗传方式作出判断& 如
果亚型特征不明显%可依据各亚型发病率的高低’频
率大小和国内流行病学的调查研究的结果%依次检
测 P[G$’’’&’#’F 和 &’& 如果仍不能检测出来%再
与相关的内科医生和遗传咨询医师会商%考虑下一
步的检测方案& "$#实验室不能直接采集标本%开
展 P[Gc‘G检测%检测必须经过受检者签名同意%
由神经内科医生"副高以上职称#根据 \/;A093标
准(&")进行体征检查后%提出检测的要求& 医生应事
先告知检测的利弊和风险&
@AB8实验流程的程序8见图 &&

图 &!实验流程程序

@AC8标本采集方式8在同一时间和地点采集每一
位受检者的标本 ’ 份%分别称为第 & 份和第 ’ 份标
本%每份 ’ .1全血%G[c抗凝& 由实验室工作人员
取回实验室"实验室不直接采集标本#& 实验操作
人员应具备卫生行政部门认可的资质& 共采集 # 个
P[G家系的 ’& 例患者’家系症状前患者 &% 例%$"
名无血缘关系的正常人做对照组&
@AD8标本命名和编号8实验室对标本重新编号并

录入计算机& 编号的内容与方法包括采集标本的年
月日’受检者序号’标本的序号和性别$o和 l分别
代表男性与女性& 本次检测的第 & 例受检者为女
性%有 P[G$ 的临床特征$第 ’ 例是表型正常的男
性%来自同一家族& 每一例受检者的 ’ 份标本在同 &
A采集& 如第&例受检者的第&份和第’份标本的实
验室编号分别为 ’""F&"&)"&"&l和 ’""F&"&)"&"’l%
第 ’ 例受检者的 ’ 份标本分别为 ’""F&"&)"’"&o和
’""F&"&)"’"’o& 其余受检者依此方法编号%本文
以此 ’ 例描述操作过程&
@AE8c‘G提取!用经典酚氯仿法或试剂盒在不同
的时间分别分离提纯 c‘G(&&%&’) %H,溶解并稀释至
)" 93@$1%用分光光度计确定其浓度%* V保存于不
同的冰箱中备用%存放c‘G标本的冰箱所在的房间
内不得存放任何W[E扩增的产物%以免污染& 分离
提纯c‘G的数据录入计算机&
@AN8W[E扩增
&B#B&!标本位置与编号!将受检者的第 & 份标本放
在同一试管架上%如!’""F&"&)"&"&l和 ’""F&"&)"’"&o
标本在架上的位置编号分别为.&/和.’/%W[E管的
编号与标本在试管架上的位置编号相对应%分别为
.W&/和.W’/%阴性对照管为.W$/%正常对照管为
.W*/& 正常对照管是经过多次 W[E’[,和测序%已
知其重复数的正常人标本& 第 ’ 份标本操作相同&
一旦c‘G从每个标本中取出加入到 W[E管中%标
本马上要放回到试管架上的原来位置& 位置与编号
记录在实验记录本中&
&B#B’!W[E引物 "以扩增 P[G$ 的一对引物为
例(&&) #!P[G$ f)pfGa-[[GSHSG[HG[HHHSGH-
H[S-$p$P[G$ E)p-[HHG[[HGSGH[G[H[[[GG-$p&
&B#B$!W[E反应体系!见表 && 依次加入试剂%每
加入一种试剂后%用笔打.’/%再加入下一种试剂&
记录操作过程& 在加 W[E试剂和 c‘G过程中%,W
管始终置于冰浴中& 反应体系中各试剂的量和浓度
不要改变& 一旦采用达到质量要求的某一品牌的试
剂后%不要随意更改&

表 &!W[E反应体系
!试!剂 剂量"$1#
&" kO?KKJ; ’B)
a3[1’ "’" a.# ’B"
A‘HW="’B) a.# ’B"
P[G$-f"’" L.41@$1# "B)
P[G$-E"’" L.41@$1# "B)
cajP &B$
H/i酶") ]@$1# "B’
c‘G")" 93@$1# &B"
H4I/1 ’)B"
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&B#B*!W[E循环!%) V k’ .09%& 7871J$%) V k
& .09% #’ V $" =%F’ V $" =%$" 7871J$F’ V k
F .09%& 7871J& 受检者的第 & 份标本和第 ’ 份标本
分别在 ’*"" 型W[E仪和 %F"" 型W[E仪扩增%且第
& 份标本比第 ’ 份标本迟 & A扩增%即第 & 份标本和
第 ’ 份标本的 W[E扩增在不同时间和不同的 W[E
仪中分别进行&
&B#B)!W[E产物检测!取 ) $1W[E产物%用 #C聚
丙烯酰胺电泳检测%电泳道的序号与W[E管编号相
同%打印电泳检测图%图片正面标记日期和电泳道的
序号%在背面用记号笔写上标本的实验室编号’操作
者的姓名和日期%用非淀粉胶水粘贴在试验记录本
上%图片四周用透明胶封贴& 结果录入计算机&
@AO8[,检测
&BFB&!标本位置与编号!’ 例受检者’阴性和正常
对照的 W[E管放在试管架的 &’’’$ 和 * 的位置&
[,管与W[E管在同一试管架上%但分开 & 行%位置
和编号与W[E管的相对应%编号分别为[-&’[-’’[-
$ 和[-*&
&BFB’![,检测体系!W[E产物%&B" $1$去离子甲
酰胺%&’B" $1$E4<c‘GP0dJ=I/9A/;A )""%"B$ $1&
每加入一种试剂后%用笔打 .’/%再加入下一种
试剂&
&BFB$![,检测!涡流旋转混合%%# V变性 ) .09%
冰浴冷却%& > 内在 GOZ$&"" 遗传分析仪中进行毛
细管电泳%SJ9J=7/9$BF 软件分析c‘G片段的长度&
打印[,结果图%图片的处理同 W[E产物的电泳检
测图& 结果录入计算机& 如实验记录有更改%更改
处必须有实验操作者的签名%否则作为无效记录处
理%该实验结果不能呈报& 存放 W[E或 [,试剂的
盒子中不可混放其他试剂%W[E和 [,试剂不可
他用&
B8结果与分析
BA@8[GS重复拷贝数!按 [GS重复拷贝数 Q
(c‘G片段长度"2L# +[GS重复序列侧翼区长度
"2L#) q$ 计算& 此侧翼区长度为 ’&F 2L& $" 名正
常对照人群的 P[G$ 基因[GS重复数为 &$ U$F 次&
# 个家系中的 ’& 例患者的 P[G$ 基因 [GS重复数
为 )% UF" 次%$" 例散发患者的 P[G$ 基因 [GS重
复数为 &$ U$) 次& # 个家系中 &% 例症状前患者的
P[G$ 基因[GS重复数为 #" UF$& 每一例受检者
第 & 份标本的 [,结果与第 ’ 份标本的结果相同&
从每个家系的患者中随机选取 ’ 个进行测序%患者
的[GS重复数与 [,检测获得的结果相吻合& 其

中%第 & 份标本 ’""F&"&)"&"&l和 ’""F&"&)"’"&o
和正常对照的 [GS重复拷贝数分别为 #F’F$ 和
’# 2L&
BAB8[,结果的诠释!如果 ’ 次 [,结果一致%则
可以出报告& [GS重复数目(*"%被检查者未患
P[G$& [GS重复数目在 *& U)( 之间%正常表型的
受检者及其后代有患 P[G$ 的风险& [GS重复数目
!)%%结合临床特征%可以明确受检者为 P[G$ 患
者%其后代有 )"C的发病风险& 对于表型正常者%
报告的数据可以作为发病风险预期的参考%但不能
作 出 确 切 发 病 时 间 的 具 体 判 断& 其 中
’""F&"&)"&"&l为 P[G$ 患者%’""F&"&)"’"&o无临
床症状%为 P[G$ 症状前患者& 其余受检者的[,检
测结果也与临床诊断吻合&
BAC8结果的呈送8报告由实验室检测人员和主任
签名并密封%直接送至送检医生%或通过医院内部计
算机系统将报告呈递至送检医生& 由医生向受检者
解释结果%他人无权查阅和向受检者解释& 检验结
果以密封的形式交至被检者&
C8讨论
CA@8国内外有许多医院’公司或实验室开展 c‘G
检测%国外的法规相对严格和规范%甚至美国 c‘G
检测咨询委员会建议食品和药物管理局"f44A /9A
c;?3GA.090=I;/I049%fcG#应介入 c‘G检测项目的
审查%尤其要关注那些对疾病和健康状况预测的
c‘G检测(&$) & 据李金涛(&*)调查国内 &$ 家c‘G检
测公司均没有卫生部临床检验中心颁发的实验室认

证许可证明& ’""F 年国家卫生部颁布的+医疗机构
临床检验项目目录,中列出可开展的家族遗传性乳
腺癌等 ’$ 项c‘G检测项目中(&)) %亦未见检测的技
术标准%亦无实验流程进一步细化的规定& 实验流
程的规范化是c‘G检测是否合法’结果是否可靠的
关键一环& 澳大利亚悉尼大学 EWG医院经新南威
尔士州卫生行政当局认可的流程规定%即使检测技
术没有问题%但只要实验流程中的一个环节不规范%
其结果就不能作为诊断的依据%如果多个环节不规
范%失误率就会增加%难以保证检测结果的真实性&
CAB8详细而有规律的标本’W[E管’[,管的编号’
位置安排’试剂存放’加样顺序’图片粘贴以及实验
记录等详细的规定%均有助于防止标本的混淆’遗
漏%有利于W[E和[,反应顺利进行以及计算机管
理和资料的长期保存& 随着实验室 c‘G检测项目
和种类的增加%操作的规范就更加重要&
CAC8据目前的报道%国内 P[G$ 患者的 [GS重复
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数均在 )% 以上() U%%&&) & 结合临床特点%可以确诊
[GS重复数在 )% 以上者为患者& 如果没有病症%
可确诊为症状前患者%但能否估计其发病的时间和
范围%如何回答[GS重复数介于 *& U)( 之间的表
型正常者关于其后代的发病风险%虽然正常人和患
者的 P[G$ 等位基因的 [GS重复数没有重叠%但不
同地区和种族人群 P[G$ 患者的 [GS重复数并不
一致%加上延迟显性’动态突变及外显不全等因素均
可能影响下一代的发病%故 [,结果的解释需十分
慎重&
CAD8分别用两对引物扩增同 & 个基因%原因有二!
第一%两对引物的扩增起到重复’检查和相互印证的
作用%保证结果的可靠性$第二%预防其中一对引物
与模板 c‘G结合区或其他区域的多态性而可能导
致的W[E扩增受到干扰或失败& o?(&#)在检测亨廷
顿舞蹈症基因时%发现有些患者的c‘G序列发生了
S)G的碱基替换%这种沉默突变可干扰 W[E扩增%
导致错误结果& 任何单一引物均无法保证 W[E扩
增不受干扰%应避免使用单一引物进行 c‘G检
测(&F) & c‘G的多态性非常复杂%影响 W[E扩增的
因素也很多%这提示采用不止一对引物来保证 W[E
顺利扩增的必要性%尽管在设计引物时可能已经考
虑到了这一点& 当然也可考虑两对引物混合在一支
管中进行W[E和 [,检测%以减少检测费用& 设计
两对引物时%一对引物应覆盖另一对引物的扩增范
围& 我们用两对引物分别扩增 P[G$%[GS重复数
的结果一致&
CAE8基因信息有别于其他私人的信息& 当受检者
有缺陷的基因被他人知晓时%他要承受巨大的心理
负担和来自社会等各方面的压力%甚至有被保险公
司收取较高的医疗保险金额的可能(&(%&%) %子女受到
的影响也不可忽视& 因此需建立一套严格的查阅制
度%如检测结果不能像一般化验单那样敞开式收取%
应密封发送%使信息仅限于受检者本人和相关医生
知道& 无本人同意%包括其亲属和其他医生在内的
人员均无权查阅&
CAN8我们所讨论的 P[G$ c‘G检测的实验流程的
规范化%只是 P[Gc‘G检测的规范化的一个方面%
鉴于 P[G亚型的种类繁多%遗传方式和致病机制又
各不相同%还有相当一部分 P[G的发病机制至今未
明%文中的引物设计’W[E体系和反应条件’用于疾
病界定的[GS重复数等都仍仅是一个探索& 一套
完整的 c‘G检测的规范化程序仍需要经过大量的
研究’摸索和修订&
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的影响& 方法!将\P[-H#细胞分别在实验组"G7j-OjG浓度分别为 "B""(’"B"*’"B’’&B"’)B" .3@.1#及对
照组"单纯培养液#中体外培养 $’ >后%应用四甲基偶氮唑盐法"aHH法#检测细胞增殖情况$荧光倒置显微
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