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摘要 

 1

摘  要 

 

拷贝数变异是近年来发现的新一代遗传标记，其蕴含巨大的信息需要我们去

探索和挖掘，但缺乏简便实用的检测技术；染色体非整倍体是临床遗传诊断研究

中最重要的一类目标疾病，其发病率高、病症严重且无有效的治疗手段，缺乏快

速、准确、简便的诊断方法。本论文旨在开发一种新型的拷贝数变异检测技术，

并以染色体非整倍体为对象展开系统研究。 

第一章，综述拷贝数变异的发现与相关研究的发展过程，并介绍现有检测方

法及其各自的优缺点；综述染色体非整倍体的相关背景、并介绍其传统诊断方法

和新颖的分子生物学诊断技术及其各自的优缺点。最后，我们提出了探索一种新

型的拷贝数检测技术（连接检测反应依赖的实时定量 PCR 技术，LDR-qPCR）

及选择染色体非整倍体为对象展开考察的研究思路。 

第二章，首先从 LDR-qPCR 技术的实验原理和设计展开，深入解析实验方

案和设计原则，其次是针对临床上常见的染色体非整倍体设计对应的 LDR-qPCR

多重检测体系，对其多个反应条件进行考察、优化并最终建立标准的检测体系，

最后，评价了三个关键的实验因素对染色体非整倍体检测体系的稳定性和分辨能

力的影响。 

第三章，为了进一步评估已建立的检测体系在染色体非整倍体检测应用中的

潜力和价值，我们进行了两个阶段的临床标本检测，第一阶段为病例-对照实验，

第二阶段为双盲检测实验。结果均显示该体系具有很好的临床灵敏度和特异性，

具备较高的临床应用价值。 

本论文提出了连接检测反应依赖的实时定量 PCR 技术，通过染色体非整倍

体检测体系的建立展开了细致的考察，最终的临床评估表明该技术具有快速、准

确、简单、实用等特性，有望在拷贝数变异检测领域和染色体非整倍体临床诊断

中得到广泛应用。 

 

关键词：拷贝数变异；染色体非整倍体；连接检测反应依赖的实时定量 PCR 
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ABSTRACT 

 

Copy number variations (CNVs) recently found are a new generation of genetic 

markers, containing enormous information desired to explore and mine, but with 

status quo that there is few simple and practical detection method with high resolution; 

Chromosomal aneuploidy is a most important class of target-disease in clinical 

genetic diagnosis. It has high incidence with severe symptom, no effective treatment 

and few fast, accurate, and convenient diagnosis method. The paper aims to develop a 

novel CNVs detection technology, and to take chromosomal aneuploidy as object for 

systematic study.  

In chapter one, the discovery and the development of related research of CNVs, 

existing detection methods and their respective advantages and disadvantages were 

reviewed. We also have summarized relevant background of chromosomal aneuploidy, 

its traditional diagnosis methods and novel molecular diagnosis techniques and their 

respective advantages and disadvantages. Finally, we proposed a novel copy number 

detection technology (ligation detection reaction-based real-time quantitative PCR, 

LDR-qPCR) and select chromosomal aneuploidy as study object.  

In chapter two, principle and design of LDR-qPCR, deep analysis of experimental 

strategy and design principle were firstly introduced. Then we designed a multiplex 

system based on LDR-qPCR for common chromosomal aneuploidy detection. Finally, 

several conditions were optimized for achieving optimal detection system, and the 

influence of some key factors on stability and resolution of the system were 

examined.  

In chapter three, we successfully detected all clinical samples for two tests, a 

case-control study and a double-blind test, which suggests our assay present high 

clinical sensitivity and specificity and may provide an alternative for clinical 

diagnosis of chromosomal aneuploidy.  
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Herein we developed a novel detection method, namely ligation detection 

reaction-based real-time quantitative PCR, for CNVs analysis, and designed a 

detection system for accurate molecular diagnosis of common chromosomal 

aneuploidy as a representative application. Clinical evaluation result showed 

LDR-qPCR is a fast, accurate, simple and practical technique, thus it would be 

expected to offer extensive application in CNVs detection and clinical chromosomal 

aneuplody diagnosis field.  

 

Keywords: Copy number variations; Chromosomal aneuploidy; Ligation detection 

reaction-based real-time quantitative PCR 
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第一章  基因拷贝数变异及染色体非整倍体变异的检测现状 

 

 

基因拷贝数变异概述及检测现状 

 

§ 1.1 基因拷贝数变异概况 

遗传与变异，是生物界不断发生的普遍现象，也是物种形成和生物进化的基

础。人类的遗传变异有多种方式，从基因水平看，遗传物质的变异包括基因突变

和基因重组，其中基因突变是产生个体差异性的根本来源；从细胞遗传学水平看，

遗传物质的变异主要包括染色体数目的变异和染色体结构的变异。这些变异均会

产生较显著的遗传学效应，导致变异个体的表型发生严重改变甚至使变异个体死

亡。 

近年来，随着基因测序技术和计算机技术的快速发展和完善，研究者们在

DNA 水平上发现了越来越多的遗传变异。这些变异包括各种短串联重复序列

(Short tandem repeats，STRs)，单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms，

SNPs)，以及小片段的插入、缺失、重复、倒位、易位等。短串联重复序列又称

为微卫星 DNA，其特征是重复单位为 2-6bp，重复次数 10~60 多次，400bp 以下

的基因片段。主要是在 DNA 复制过程中滑动，或复制和修复时滑动链与互补链

碱基错配，导致一个或几个重复单位的缺失或插入产生的。单核苷酸多态性主要

是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起的 DNA 序列多态性。SNPs 在

人类基因组中广泛存在，平均每 300 个碱基对中就有 1 个，估计其总数可达 1000

万个甚至更多。由于以上所述变异在基因组中分布普遍而且密度较高，因此，研

究者们普遍认为这类变异是基因组中最主要的变异，是导致个体间表型差异及各

种遗传性疾病及疾病易感性的主要原因(1,2)。 
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随着 DNA 芯片技术的逐步发展，最近一些研究发现，在人类和其他哺乳动

物中，许多 DNA 片段(长度从 kb 到 Mb)都存在亚微观范围内的拷贝数变化(3)，

这些基因组 DNA 中大于 1kb 的片段发生缺失或者重复的现象称为拷贝数变异

(Copy number variations ， CNVs) 或 拷 贝 数 多 态 性 (Copy number 

polymorphisms,CNPs)。Redon 等将一个 lkb 或更长的、与参照基因组不同的拷贝

数的 DNA 片段定义为一个 CNV(4)。保守估计至少 10%的人类基因组序列存在

这样的现象(5,6)。 

尽管已发现的人类基因组中 CNVs 的个数远远低于 SNPs 的个数，但是，它

们覆盖的基因组长度至少达到 150Mb，这是目前任何一种遗传物质都无法比拟

的。在此之前，一般认为 SNPs 是最普遍最重要的遗传标记。但研究证实 CNVs

包含的信息量至少是 SNPs 的 3 倍且已有报道证明其在个体差异、人类疾病相关

性和药物应答中均起重要作用(7-9)，所以，作为第四代遗传标记的 CNVs 蕴含巨

大的未知空间需要我们去探索，这也使 CNVs 的发现、检测和全基因组关联分析

等成为目前医学遗传学研究的热点。 

 

§ 1.2 基因拷贝数变异检测现状 

已经发展了很多方法来研究基因拷贝数变异，DNA生物芯片可能是其中最

为有效的。目前，CNVs发现的主要方法是比较基因组杂交(Comparative genomic 

hybridization，CGH)技术，它是由荧光原位杂交技术结合消减杂交技术衍生的，

仅需少量DNA即可在整个基因组水平研究DNA拷贝数差异。将待测基因组DNA和

参照基因组DNA分别用不同颜色的荧光进行标记，然后按一定的比例将二者混

合杂交，最终通过荧光显微镜检测获取相关的基因位点及其拷贝数信息。此技术

与芯片技术结合后衍生的芯片比较基因组杂交技术(Array-CGH)在基因拷贝数变

异研究中具有极大的推动作用。SNP芯片是另一种研究拷贝数变异的检测技术，

区别于Array-CGH的是，SNP芯片不需要同时使用两个样本的DNA和探针进行杂

交，只需单独进行杂交即可，它可通过比较测试样本的信号强度和其他个体的强

度确定每个位点的相对基因拷贝数。因以上两项技术主要应用于全基因组水平，

对于发现探索新的CNVs位点至关重要，但应用于具体的候选基因位点拷贝数检
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测及验证时，就显得大材小用，另外，它们还存在灵敏度差，分辨率低等缺点。 

PCR技术(10)是现代分子生物学和生物工程技术的灵魂,其已经发展为遗传

与分子分析的根本性基石。基于PCR技术的检测方法也以其快速简便、廉价易用

等优势引起研究者的广泛关注。实时定量PCR(Real-time quantitative PCR，qPCR)

是指通过实时监测PCR过程（监测扩增效率）达到精确定量起始模板拷贝数的技

术，该方法是一种较适用于CNVs的检测技术(11-15)。它的基本原理是分别针对

待检测基因上的序列和对照基因序列设计两对引物和标记不同荧光基团的检测

探针。通过对扩增后两个探针信号指示的Ct值（每个反应管内的荧光信号到达设

定的域值时所经历的循环数）进行比较从而判断目标基因拷贝数。此方法分析灵

敏度较高，简单快速，但也存在一些缺点，由于不同引物扩增效率不可能完全相

同并且多条引物和检测探针在反应中会相互影响，因此表现在Ct值上的实验误差

较大，且有文献报道实时定量PCR技术检测拷贝数的分辨极限是两倍的差异（如

1拷贝与2拷贝的差异）(16)。以发生基因重复为例，某一基因发生重复后的拷贝

数是正常状态拷贝数的1.5倍，理论上Ct值仅变化0.585，这样微小的差异对实时

定量PCR实验条件要求较苛刻，且对实验误差极为敏感，从而使得检测数据波动

性较大，准确性不高。 

2002年以来，一种新的多重扩增技术(多重探针连接再扩增技术，Multiplex 

ligation-dependent probe amplification, MLPA)(17)以其较高的检测通量和准确性

赢得了分子检测领域的青睐，它的基本原理是针对目标基因的序列设计相应的寡

核苷酸杂交探针对。每对杂交探针分为上游杂交探针和下游杂交探针，分别杂交

于DNA上相邻的部位。当杂交探针与基因组DNA经约16小时左右的充分杂交后，

通过连接酶的连接反应即可将上游探针和下游探针连接形成一条可供扩增的完

整的杂交探针。这样就将基因的拷贝数等比例转化为可供扩增的杂交探针的数

目。所有的上游探针都含有相同的扩增引物结合位点，下游探针亦然，这样就可

实现在PCR阶段用一对引物等效率扩增多种不同的杂交探针，大大增加了PCR反

应的重数。每种下游探针上还带有一段长度不等的填充序列，这样就使得每种连

接后的杂交探针具有不同的长度（一般在100nt至500nt之间），扩增后长度各异的

PCR产物经过毛细管电泳分析，在图谱上通过不同产物峰的相对面积比（或峰高

比）即可判断目标基因拷贝数目。该方法的核心内容是间接的杂交探针多重扩增，
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