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在 5 大类遗传病［包括单基 因遗传病（简 称单

基因病）、多基因病、染色体病、线粒体病和体细胞

遗传病］中，病种最多的当属单基因病［1－3］。 据在线人

类孟德尔遗传最新报道，已被美国国家生物技术信

息中心正式收录的就有 22 000 多种［3］。
对于基因病，基因诊断被公认是确诊该类疾病

最准确、最可靠的诊断技术和金标准，它可以在分

子水平甚至在单个碱基发生改变的情况下作 出明

确诊断。 基因诊断是继形态学、生物化学和免疫诊

断学之后的第四代诊断技术，是诊断学领域的一次

革命［4］。 它打破常规诊断的方式，不以疾病的表型为

主要依据， 而是采用分子生物学的技术和方法，直

接检测被检者某一特定基因的结构或者功能 是否

异常，从而对疾病作出诊断。 相对于常规诊断，基因

诊断更注重个体基因状态，不仅可以对患者所患疾

病做出判断，还可以对表型正常的携带者或者遗传

易感者做出前瞻性诊断 ［4－5］。 基因诊断具有高特异

性、高灵敏性、早期诊断性和应用广泛性等特点，因
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［摘 要］ 单基因遗传病（简称单基因病）种类、分型繁多，常规诊断难以确诊，而基因 诊断技术在遗

传病特别是单基因病的确诊、分型等方面都发挥着不可或缺的作用。 近一、二十年来，基 因 诊 断 技 术 进 展

迅猛，各种检测方法层出不穷。本文重点围绕基因诊断技术的最新进 展进行综述，以期对临床诊断和预防

工作提供一些有益的启示。
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［ABSTRACT］ Monogenic diseases are caused by inheritance of single mutated gene, but the type of
the diseases are diversified depending on the type and locus of genetic mutation inherited. While convention-
al laboratory methods may contribute to an initial identification, a definitive diagnosis and classification of
these inherited disorders often need molecular/genetic testing. In the past twenty years, diagnostic techniques
for the genetic disorders have rapidly advanced, leading to the invention of many laboratory tests for the de-
tection of genetic disorders. In this article, we review the recent advance in the diagnostic modalities for the
genetic disorders, in hope of setting light on improvement of the clinical diagnosis and prevention.
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此日益得到普及和推广。 近一、二十年来，基因诊断

技术取得了前所未有的进步。 随着该技术在临床检

测中的推广、应用，其已为早期诊断单基因病、多基

因病以及肿瘤遗传病、 线粒体遗传病等带来了 曙

光。 回顾基因诊断的发展历程，不难看出，它经历了

从间接诊断到直接诊断， 从简单到复杂再回归简

单，从单一技术到整合技术，从时间长、成本高、通

量低、需手工操作到快速、廉价、高通量、自动化，从

多细胞到单分子，从用量多到用量少的过程［6］。 下面

重点对单基因病的最新基因诊断技术做一概述。

1 基因诊断技术分类

基因诊断通常在基因定位、基因克隆、基因序

列、蛋白结构已经弄清或虽未弄清但与其他遗传标

记的连锁关系已经明确的情况下进行，大致分为间

接诊断和直接诊断 2 大类。
从发展历程和诊断策略来看，基因诊断技术包

括：（1）连锁分析类：限制性片段长度多态性（restric-
tion fragment length polymorphism， RFLP）、可 变 数

目串联重复（variable number of tandem repeat， VN-
TR）、短 串 联 重 复（short tandem repeat， STR）、简 单

序列长度多态性 （simple sequence length polymor-
phism， SSLP）、扩增片段长度多态性（amplified frag-
ment length polymorphism， Amp－FLP）、单核苷酸多

态性（single nucleotide polymorphisms， SNP）；（2）分

子杂交 类：Southern 印迹杂交（Southern blot）、斑 点

杂 交 （dot blot）、 反 向 点 杂 交 （reverse dot blot，
RDB）、Northern 印迹杂交（northern blot）、蛋白质印

迹杂交（western blot）、抑制性消减杂交（suppression
subtractive hybridization， SSH）；（3）PCR 及其衍生

技 术 类：聚 合 酶 链 反 应（polymerase chain reaction，
PCR）、 不对称 PCR （asymmetric PCR）、 多重 PCR
（multiplex PCR）、 多 重 巢 式 PCR（multiplex-nested
PCR）、 长片段 PCR （long PCR）、 三引物 PCR（tri-
primer PCR， TP-PCR）、逆 转 录 PCR （reverse tran-
scription PCR， RT-PCR）、实 时 荧 光 定 量 PCR（real
time quantitative PCR， RTQ-PCR 或 qPCR）、 数字

PCR 技术（digital PCR， dPCR）、PCR 寡核苷酸探针

杂交（sequence-specific oligonucleotide primed PCR，
PCR-SSO）、 扩增阻碍突变系统 （amplification re-
fractory mutation system， ARMS）［即等位基因特异

性扩增（allele-specific amplification， ASA）］、高分辨

熔解曲线分 析（high-resolution melting curve analy-
sis， HRM）、多 重 连 接 探 针 扩 增（multiplex ligation-
dependent probe amplification， MLPA）、变 性 高 效

液 相 色 谱 分 析 （denaturing high-performance liquid
chromatograph， DHPLC）、 DNA 生物传感器检测法

（DNA biosensors）；（4）基 因 芯 片（DNA chip）技 术：
cDNA 芯片、寡核苷酸芯片等；（5）基因序列分析类：
Sanger 法测序、高通量测序技术（high-throughput se-
quencing）［即下一代测序技术 （next-generation se-
quencing， NGS）］、基因组扩增转录同步测序法（ge-
nomic amplification with transcript sequencing，
GAWTS）、全外显子测序（whole-exome sequencing，
WES）［即外显子组测序（exome sequencing）］、全基

因 组 测 序 （whole-genome sequencing， WGS）、第 三

代测序技术等数十种。 随着科学技术的飞速发展，
基因诊断和各种组学的新技术新方法也在 不断涌

现并日益在临床医学中发挥着重要的作用。

2 间接诊断

间接诊断是 指当致病基 因本身尚属 未知或致

病基因虽然已知但其突变尚属未知时，可以通过对

患者及其家系成员进行连锁分析或单倍型分析，从

而推断受检者是否带有致病基因的一种诊断方法。
连锁分析是 基于紧密连 锁的基因或 遗传标记

通常会一起传递给子代， 因而考察相邻 DNA 是否

传递给了子代，即可间接地判断致病基因是否传递

给子代。 连锁分析多使用基因组中广泛存在的各种

DNA 多态性位点，特别是基因突变部位或紧邻的多

态性位点作为遗传标记。 RFLP、SSLP、STR、SNP 等

均可用于连锁分析。 通过多位点的连锁分析，还可

进行亲子鉴定等。 通常，RFLP 被认为是第一代遗传

标记，SSLP ／ STR 是第二 代遗传标记，SNP 是第 三

代遗传标记［7］。

3 直接诊断

对 于 基 因 序 列、结 构、功 能、突 变 类 型 都 清 楚

的、且发生于候选基因内的突变的检测，可以采用

直接诊断的方法。 直接诊断是指直接检查目的基因

本身有无异常。它通常是用基因本身或紧邻的 DNA
序列作为探针，或通过 PCR 扩增产物，以探查基因

有无突变、缺失等异常并阐明突变的性质和突变的

类型等。 直接诊断适用于已知基因异常的疾病。 下
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面分别介绍。
3．1 分子杂交及相关技术

互补的 DNA 单链能够在一定条件下结合成双

链，即所谓的分子杂交。 分子杂交技术包括 South-
ern blot、 northern blot、 dot blot、 RDB、 SSH、 DNA
biosensors、western blot 等 。 其 中 ，Southern blot、
northern blot 和 dot blot、RDB、SSH、DNA biosensors
也 称 核 酸 的 分 子 杂 交 ， 用 于 检 测 特 定 的 DNA、
RNA；western blot 又称免疫学测定， 用于检测特定

的蛋白质。 核酸分子杂交是基因诊断的最基本的方

法之一，其中，SSH 技术、DNA 生物传感器检测法比

较新颖，本节重点介绍它们。
3．1．1 SSH 技术

SSH 技术是一种鉴定、分离组织细胞中选择性

表达基因的技术，是一种以抑制性 PCR（利用链内

退火优于链间退火，使非目的序列片段两端的长反

向重复序列在退火时产生“锅柄样”结构，无法与引

物配对， 从而选择性抑制非目的序列片段扩增）反

应为基础，将标准化测试 cDNA 单链步骤和消减杂

交步骤合为一体的技术。 它是建立在抑制性杂交和

选择性 PCR 基础上的差异表达基因筛选手段。通过

合成 2 个不同的接头，接于经限制性内切酶消化后

的测试 cDNA 片段的 5′末端，将测试和驱动进行两

轮杂交［8－9］。
该技术具有筛选高效、假阳性率低的 优点，因

而广泛应用在动物、 植物、 人类及癌症等研究领

域 ［5］。 在高血糖发病的研究中，研究者利用 SSH 方

法发现丙酮酸羧激酶和胆固醇 O-乙酰基转移酶 2
个基因与葡萄糖激酶代谢紧密相关， 并利用 RTQ-
PCR 对其进行了验证 ［10］；在进行葡萄糖激酶对肾脏

功 能 影 响 研 究 时 筛 选 到 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 3
（glutathione peroxidase-3， GPX3）基 因 表 达 发 生 改

变， 并且 GPX3 可作为肾脏损伤初期的标记物 ［11］。
Ren 等 ［12］利用 SSH 方法鉴定出旋毛虫肌肉期幼虫

与肠道期幼虫的 9 个差异表达基因（Ts7、Ts8、Ts11、
Ts17、Ts19、Ts22、Ts23、Ts26、Ts33）， 对 旋 毛 虫 肌 肉

期幼虫转变成肠道期幼虫的相关机理进行了阐述。
曹振龙等 ［9］利用 SSH 方法对小鼠 MOE 内受 AC3调

控 的 差 异 表 达 基 因 进 行 了 筛 选 ， 获 得 了 kcnk3、
mapk7、megf11、c-mip、skp1a、mlycd、tmem88b、trap-
pc5、ppat、ssr3 等差异表达基因，并证实这些基因分

别与 K＋通道、胞外信号调控、胞内蛋白泛素化因子、

胞内蛋白转膜与运输等生物学功能相关。 SSH 法所

需实验材料是通过 PCR 扩增获得，整个过程包括多

次酚：氯仿抽提，这些过程可能会使部分基因丢失，
此为其不足之处。
3．1．2 DNA biosensors 技术

该技术是由 固定有已知 的核苷酸序 列的单链

DNA（ssDNA）的电极（探头）和换能器 2 部分组成。
固定在传感器电极上的 ssDNA 探针与待测样品的

目标 DNA 杂 交，形成双链 DNA，杂交反应在 传感

器电极上直接完成，换能器将杂交过程中所产生的

变化转换成电、光、声等物理信号，从而对待检样品

进行检测 ［13］。 该技术灵敏度高，快速经济，无需标

记；检测装置简单轻巧，易于实现微型化；检测过程

中不受样品混浊度限制。适合研究碱基错配对 DNA
电子传递性质的影响［13］。
3．2 PCR 及其衍生技术

对于基因突变的检测， 在 1985 以前主要是利

用 Southern 印迹法，它可以检出基因的缺失、插入、
重组等突变形式，而点突变、微缺失、微插入则很难

检出，只能应用 PCR 结合其他方法完成。 PCR 技术

是突变研究中的重大进展，目前几乎所有的基因突

变 检 测 技 术 都 是 建 立 在 PCR 基 础 之 上 ， 并 且 由

PCR 衍生出许多新方法，目前已达 20 余种，自动化

程度也越来越高，分析时间也大大缩短，分析结果

的准确性也有很大提高。这是因为 PCR 技术可以使

特定的基因或 DNA 片段在短短的 1．5 h～3 h 内体外

扩增数十万至百万倍。 扩增的片段可以直接通过电

泳观察，也可用于进一步的分析。 这样，少量的单拷

贝基因不需通过同位素来提高其敏感性，而通过扩

增至百万倍后直接观察到，而且原先需要一、二周

才能作出的诊断现可以缩短至数小时甚至 1 h～2 h。
PCR 技术目前有许多新的发展， 用途日益 扩

大。 本小节重点介绍 TP-PCR、实时荧光定量 PCR、
数字 PCR 这几种。
3．2．1 TP-PCR 技术

TP-PCR 是一种不需要限制性内切酶和连接酶

的重组 DNA 的方法。 可用于拼接融合基因；目的基

因中碱基的定点突变；目的基因中某些功能结构域

的人工缺失研究；在目的基因中的任何位置插入外

源基因片段，进行重组基因的研究。
该法的原理 是：TP-PCR 反应体系 中有 2 种 模

板和 3 种引物，可以在同一个反应体系中产生一个
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重组 DNA 分子。 设计合理的中间引物是保证 TP-
PCR 反应成功的关键。 只有中间引物设计合理才能

保证 2 种 DNA 片段在融合位点正确连接。3 条引物

的浓度比例是另一个关键因素。 要适当调节中间引

物的比例使得 TP-PCR 反应获得最理想的结果。 实

验结果表明，合适的比例范围可有效增加目的片段

的扩增，同时减少非特异产物的扩增，一般来说在

1 ／ 1 000～1 ／ 100 范围内比较合适。 除此之外，为了保

证 PCR 产物的高忠实性，需用高忠实的 DNA 聚合

酶来代替 Taq 聚合酶［14－15］。
TP-PCR 法简便、快捷、经济，可以在 所期望的

任何位点将 2 种 DNA 片段连接起来， 而无需知道

DNA 片段的限制位点。 通过 TP-PCR 进行重组操

作， 可以在几个小时内于一个 PCR 反应体系中完

成，无需高档设备仪器和试剂盒，即可实现对所研

究的目的基因的改造。 邓朝阳等［14］用这种方法构建

融合蛋白基因———SCK 基因获得成功。 朱艳等［15］用

该法构建抗人 CD28 嵌合抗体双启动子昆虫杆状病

毒重组转移载体也获得圆满成功。 该法的突出优点

在于无需设计外源的 DNA 序列， 即可实现对目的

基因的任何常规性改造，从而避免在原有基因中引

入冗余的酶切位点的碱基序列［14－16］。
3．2．2 RT-PCR，RTQ-PCR 和多重巢式 RT-PCR 技

术

RT-PCR 为 逆 转 录 PCR （reverse transcription
PCR） 的缩写。 逆转录 PCR 是 PCR 的一种衍生技

术。 在逆转录 PCR 中，一条 RNA 链被逆转录成为

cDNA， 再以 此为模板通 过 PCR 进行 DNA 扩 增。
RT-PCR 的指数扩增是一种很灵敏的技术， 可以检

测很低拷贝数的 RNA。 RT-PCR 广泛应用于遗传病

的诊断，并且可以用于定量检测某种 RNA 的含量。
RT-PCR 有时候也会指代实时 PCR （real time

PCR）。 为了与逆转录 PCR 相区别，通常被写作实时

荧 光 定 量 PCR （real time quantitative PCR， RTQ-
PCR）［17］。 实时 PCR，属于定量 PCR 的一种，以一定

时间内 DNA 的增幅量为基础进行 DNA 的定量分

析。
多重巢式 RT-PCR 的原理同多重巢式 PCR，不

同之处在于所用的模板是 cDNA 而不是 DNA。 逆

转 录 PCR 可在 RNA 水平 检测基因的 突变 类 型 和

突变效应。实时荧光定量 PCR 具有灵敏、特异、技术

成熟和操作简便等优点， 对于临床上明确诊断、具

体分型、动态观测肿瘤负荷、选择合适治疗方案、评

估治疗效果和预后都有较大价值。 在产前监测和产

前基因诊断也具有重要意义。
逆转录 PCR（RT-PCR）和多重巢式 RT-PCR 有

一个共同的缺点就是所提的 RNA 易降解且操作较

繁琐。
3．2．3 dPCR 技术

dPCR 技术是一种新的核酸检测和定量技 术，
与传统 qPCR（即 RTQ-PCR）技术不 同，dPCR 采 用

绝对定量的方式， 不依赖于标准曲线和参照样本，
直接检测目标序列的拷贝数。 由于这种检测方式具

有比 qPCR 更加出色的灵敏度和特异性、精确性，故

得到广泛的应用。 这项技术在极微量核酸样本检

测、复杂背景下稀有突变检测和表达量微小差异鉴

定方面都具有诸多优势， 其在基因表达研究、mi-
croRNA 研究、基因组拷贝数鉴定、癌症标志物稀有

突变检测、致病微生物鉴定、转基因成分鉴定、NGS
测序文库精确定量和结果验证等诸多方面 也具有

广阔的应用前景。
该技术是采用“分而治之”（divide and conquer）

的策略，将一个标准 PCR 反应分配到大量微小的反

应器中，在每个反应器中包含或不包含一个或多个

拷贝的目标分子 （DNA 模板）， 实现 “单分子模板

PCR 扩增”， 扩增结束后， 通过阳性反应器的数目

“数出”目标序列的拷贝数。
dPCR 是 PCR 领域最激动人心的创新之一，该

技术可应用于单细胞分析、 罕见肿瘤等位基因检

测、产前诊断以及血液中游离肿瘤 DNA、表观遗传

学直接相关的 DNA 甲基化定量检测、ChIP 定量鉴

定等众多领域［18－32］。如果将 PCR 技术进行分代的话，
那么第一代 PCR 技术就是我们目前最常用的常规

PCR 了，它可通过凝胶电泳获得定性结果。 而曾经

风靡全球的 RTQ-PCR 可称为第二代 PCR 技术，它

利用荧光试剂监控扩增，来实现相对定量，在开展

基因表达分析时，需要标准曲线或参考基因来协助

定量。 而 dPCR 则可谓是第三代 PCR 技术，它不再

依赖 Cq 值或内参基因， 即可确定低至单拷贝的待

检靶分子的绝对数目，它是一种核酸分子绝对定量

技术，主要采用当前分析化学热门研究领域的微流

控或微滴化方法，将大量稀释后的核酸溶液分散至

芯片的微反应器或微滴中，每个反应器的核酸模板

数少于或者等于一个。 这样经过 PCR 循环之后，有
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一个核酸分子模板的反应器就会给出荧光信号，没

有模板的反应器就没有荧光信号。 根据相对比例和

反应器的体积， 就可以推算出原始溶液的核酸浓

度。 它比 RTQ-PCR 更加灵敏、特异、精确，故日益得

到广泛的应用。可应用于：癌症生物标志物研究和拷

贝数变异分析；病原体检测；与 NGS 无缝对接，对二

代测序结果进行验证；miRNA 表达分析； 单细胞基

因表达分析；环境监测；食品检测［18－32］。Floren 等［28］用

dPCR 法成功对肉类及肉制品进行了品种鉴定和量

化。 日本科学家 Miyake 等［33］ 2013 年对一对患有雷

特 氏综合症（rett syndrome， RTT）的 同卵双生双 胞

胎进行了基因组学以及表观遗传学的研究。 文章对

该双胞胎姐妹（其中一个为非典型 RTT，另一个为典

型 RTT）采用了第一代毛细管测序，二代测序、SNP
和 CNV 芯片、 基因组 DNA 甲基化芯片、RTQ-PCR
以及 dPCR 等分析方法，得出结论：是表观遗传学水

平上而非基因组水平上的差异， 导致了两姐妹不同

的临床表现。 表观遗传学上的差异也许主要源自 X
染色体失活。在对双胞胎姐妹的 CNV 位点是否相同

进行确认时，Miyake 等首先采用 CNV 芯片的方法

删除 8 195 个位点的不同；然后采用 NGS 进一步确

认，发现其中仅有 29 个 CNV 位点可能存在差异；使

用更加准确的 dPCR 平台后， 发现在这对姐妹中没

有存在 CNV 位点的差异，就遗传背景而言两者完全

一致。 在讨论部分中，作者特别指出：需要对采用芯

片或 NGS 得到的 SNP ／ CNV 位点的相关数据采用

进一步定量的分析。 这篇文章正是采用了 dPCR 法

进行验证，并进一步纠正了 NGS 的错误数据。
3．3 PCR 基础上的基因突变检测技术

3．3．1 扩增阻碍突变系统 ／ 限制性核酸内切酶（am-
plification refractory mutation system ／ restriction en-
donuclease， ARMS ／ RE）技术

ARMS ／ RE 双重鉴定法特别适用于种植前基因

诊断（preimplantation genetic diagnosis， PGD）等需快

速特异、准确灵敏检测的项目。 此法是将 ARMS［34－35］

与RE 巧妙结合， 在设计 3′端错配碱基的特异引物的

同时引入酶切位点。 有时一个碱基的错配不一定含

有酶切位点，这时可根据限制酶的识别序列，人为

设计成双错配甚至三错配。
ARMS ／ RE 将 ARMS 法和 RE 法合二为一，具

有双重鉴定的效能， 即首先用 ARMS 法鉴定一次，
然后再用 RE 法鉴定一次， 故可大大提高鉴定的准

确率。 中山大学中山医学院医学遗传学教研室曾用

该法用于软骨发育不全的 PGD 研究并获得成功［36］。
但该法也有不足，其不足是往往需要花费很多时间

人为错配碱基才能找到酶切位点，且所用的内切酶

多数较罕见，成本较高，且酶易失活，保存期有限。
3．3．2 DHPLC 技术

DHPLC 是一种高通 量筛选 DNA 序 列 变 异 的

技术，主要用来分析异质性双链结构：（1）在不变性

的温度条件下，检测并分离分子量不同的双链 DNA
分子或分析具有长度多态性的片段；（2）在完全变性

温度条件下， 可以区分单链 DNA 或 RNA 分子，适

用于寡核苷酸探针合成纯度分析和质量控制；（3）在

部分变性的温度条件下，变异型和野生型的 PCR 产

物经过变性复性过程，不仅分别形成同源双链，同时

也错配形成异源双链， 根据柱子保留时间的不同将

同源双链和异源双链分离，从而识别变异型［37－38］。
该技术可进行基因突变检测、SNP 分析等方面

的研究；可检测出含有单个碱基的置换、插入或缺失

的异源双链片段；快速高效无毒经济；除了检测已知

突变还能检测未知突变；自动化程度高；其敏感性和

特异性可达 90％以上， 明显高于单链构象多态性

（single strand conformation polymorphism， SSCP）
检测技术。 但该技术不能检测纯合突变，检测纯合

突变需在 PCR 产物中加入野生型扩增产物；不能确

定突变的具体位点， 也不能确定是哪种突变类型；
仪器价格高，分离柱有一定的使用寿命，需定时更

换；目前仅用于检测 200 bp～500 bp 大小的 DNA 片

段；引物二聚体、非特异扩增产物以及与样品碱基

数类似的污染产物将会影响分析，需通过优化 PCR
去除之；PCR 产物浓度必须足够大， 否则会导致信

噪比下降，分析结果的可靠性也会随之下降［37－38］。
3．3．3 HRM 技术

HRM 主要用于未知突变筛查。 根据目标 DNA
序列的长度、GC 含量及碱基的互补性差异， 利用

HRM 对样品的基因型进行分析， 其分辨精度可达

单个碱基的差异。 由于每一段 DNA 都有其独特的

序列，因而在加热变性时就会有独特的溶解曲线形

状， 它可以通过 DNA 分子缓慢升温过程中饱和荧

光染料荧光值的变化而得到具体显现。 如同 DNA
指纹图谱一样，具有很高的特异性、稳定性和可重

复性。 根据它们独特的溶解曲线，即突变片段与野

生型片段熔解曲线的形状和位置存在差异，就可以
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对不同的核酸片段进行区分［39］。
该法在突变筛查中其便捷性、灵敏性与特异性

均优于 DHPLC，并且检 测成本较 低，耗时较少，是

近年来发展起来的核酸分析技术。 灵敏快速无毒高

效，对已知和未知的突变都可检测。 但和 DHPLC 一

样，不能准确检测具体突变［39］。
3．3．4 MLPA 技术

针 对 基 因 内 每 个 待 检 区 域 设 计 一 对 DNA 探

针。 每个 MLPA 探针包括 2 个荧光标记的寡核苷

酸 片 段， 一 段 引 物 序 列 和 一 段 特 异 性 杂 交 序 列。
在 MLPA 反 应 中，2 个 寡 核 苷 酸 片 段 都 与 靶 序 列

进行杂交， 之后使用连接酶连接 2 部分探针。 连

接反应高度特异， 只有当 2 个探针与靶序列特异

性序列完全互补， 连接酶才能将 2 段探针连接成

一条完整的核酸单链； 反之， 如果靶序列与探针

序 列 不 完 全 互 补， 即 使 只 有 一 个 碱 基 的 差 别，连

接反应也无法进行。 连接反应完成后， 用一对通

用引物扩增连接好的探针， 每个探针扩增产物的

长度都是唯一的，范围在 130 bp～480 bp。 最后，通

过毛细管电泳分离扩增产物， 收集数据， 软件分

析，得出结论。 只有当连接反应完成，才能进行随

后 PCR 扩增并收 集到相应探 针的扩增峰，如 果 检

测的靶序列发生点突变或缺失、 重复突变， 那么

相应探针扩增峰便会缺失、 降低或增加， 根据扩

增峰的改变就可判断靶序列是否有拷贝数的异常

或点突变存在 ［40－41］。
该法高效、特异，在一个 PCR 反应中可以同时

扩增数十个探针的连接产物，可用 40 对～50 对特异

探针，一次性检测 40 种～50 种突变类型，可以检测

45 个核苷酸序列拷贝数的改变，实现了高通量的缺

失检测。 同时该技术所具有的相对定量能力还能对

基因的重复进行判断。 近年来，MLPA 在技术与应

用上又有许多新的发展， 如运用化学合成法制备

3′、5′ 探针，在基因甲基化检测、基因表达水平分析、
基因部分片段重复区域拷贝数分析及转基因基因

分型中获得广泛应用，加上 MLPA 与基因芯片微阵

列技术的结合，使得多重连接探针扩增真正具备了

高通量检测能力 ［41］。 但该法需要毛细管电泳装置，
试剂盒价格较高；只能检测已知突变。
3．3．5 蛋 白 截 短 测 试 法 （protein truncation test，
PTT）

本方法是从蛋白质水平 的变化来检 测基因突

变， 它主要检测导致开放阅读框架改变的碱基缺失

或插入突变等。 检测时须提取细胞 mRNA，将待测

靶基因逆转录为 cDNA，所用逆转录引物含一段 T7
启动子和真核细胞翻译起始序列，逆转录产物在无

细胞提取液中翻译为相应的蛋白质。 如果基因突变

导致了开放阅读框架的改变，那么合成的蛋白质经

SDS-PAGE 分离时会出现比正常蛋白质或长或短的

蛋白产物［42－43］。
本法突变检出率高， 一次可处理大量的样品，

并可检测 4～5 kb 片段的突变。 但不能检测不影响开

放阅读框架的突变，且需要抽提组织 mRNA。 另外，
移码突变如果太靠近基因的 5′端或 3′端，用聚丙烯

酰胺凝胶电泳也无法检测出，由差异剪切所形成的

异构体也会影响结果的分析。
3．4 DNA chip 技术

用于检测已知突变， 是 90 年代后发展的一项

DNA 分析新技术。按应用的不同，基因芯片可分为：
基因表达谱芯片和寡核苷酸芯片。 按核酸探针的不

同，可分为：寡核苷酸芯片和 cDNA 芯片。 按介质的

不同，可分为：玻璃片、硅片、尼龙膜、陶瓷和微型磁

珠等。 按用途的不同，可分为：表达谱芯片、诊断芯

片、测序芯片、毒理芯片和指纹图谱芯片等。 按点样

方法的不同，可分为光刻基因芯片、机械微型点样

基因芯片、液体喷射技术基因芯片等。 按制备方法

的不同，可分为：原位合成和直接点样［38］。 基因芯片

技术集合了集成电路计算机、 激光共聚焦扫描、荧

光标记探针和 DNA 合成等先进技术， 可用于基因

定位、DNA 测序、物理图谱和遗传图谱的构建等。在

基因突变检测方面也有广阔的前景。DNA 芯片技术

将生物技术和信息技术有机结合，是今后基因诊断

的发展方向和趋势［44－46］。
该技术检测信息高通量，自动化程度 高，一次

可检测众多突变位点，具有很大的发展潜力，将在

基因突变检测中发挥非常重要的作用， 可用于疾病

临床早期诊断和批量筛选， 确定疾病亚型和选择最

佳治疗方案； 也可用于耐药基因的筛选以及新药的

研发。PCR 核酸诊断技术虽经典，但难以满足现今检

验、检疫需求，而 “微流控芯片技术”既含盖微流体

操作系统又满足实验结果的分析功能。由于芯片“实

验室”排污很少，故被称作是一种“绿色”技术 ［45－46］。
芯片技术虽然优点众多，但成本高，技术含量高，目

前普及推广还有一定难度。
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3．5 DNA 序列分析技术

DNA 序列分析是一种非常重要的基因诊断技

术，被称为是基因诊断的金标准。 近 10 年来发展非

常迅速，从第一代 Sanger 法测序开始，经历第二代

的高通量测序技术，至今已发展到第三代———单细

胞测序技术。
关于 1 代～3 代测序技术的原理、优缺点、在基

因诊断中的应用以及 3 代测序技术特点的比较，详

见文献［6］，本文不再赘述。

4 小结与展望

随着医学技术的不断发展，凭借人体基因密码

预测相关疾病的风险性和发展进程， 做到早检测、
早预防、早治疗，基因诊断技术在临床的应用将有

更加广阔的前景。 展望未来，我们可以预见：（1）染

色 体 水 平 与 基 因 水 平 的 检 测 将 结 合 得 更 加 紧 密；
（2）高通量、自动化、低成本获得更大发展；（3）PCR
技术将以优化反应和拓展应用为主， 随着反应速

度、 延伸范围和检测成本的不断优化，PCR 技术将

继续引领现代分子生物学的发展； （4）无创性产检

将相当普及，PGD 也将进入到一个更普及的阶段；
（5）群体筛查的项目将更多，技术手段将更高、更快

捷、更 准 确；（6）随 着 仪 器 成 本 的 降 低 、小 型 化，试

剂、试剂盒的大量研发，个体化、自主化检测程度将

更加提高；（7）临床与基础研究结合将更加密切，研

究成果将更加及时应用于临床诊防治，转化医学得

到充分体现；（8） 每个人一生的生老病死有望在胚

胎早期就被解读、破译，疾病的预防有望得到更早

期、更有效的控制；（9）可以为基因治疗寻找更多新

的治疗靶点，从而促进基因治疗的迅猛发展。
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