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变性高效液相色谱法快速诊断２１三体综合征
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　　摘　要：目的　用变性高效液相色谱法（ＤＨＰＬＣ）分析三体综合征患者的双链ＤＮＡ，快速产前诊断２１三体综合征。方法　

根据所设计的引物对２１号染色体Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２共３个短串联重复序列（ＳＴＲ）位点进行ＰＣＲ扩增，然后在

５０℃柱温条件下用ＤＨＰＬＣ对ＰＣＲ扩增产物进行检测和分析。结果　健康对照者Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２的ＤＨＰＬＣ

峰形呈现一个或两个高低相同的波峰，２１三体综合征患者的ＤＨＰＬＣ峰形呈现两个高低不同的波峰，且其中一个波峰高度接近

为另一个波峰的２倍。结论　ＤＨＰＬＣ具有灵敏度高、特异性强、简便快捷等，适合广泛应用于２１三体综合征的快速诊断。
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　　２１三体综合征又称为唐氏综合征或者先天愚型，在新生

儿中发病率为１／８００～１／６００，是最常见的染色体病。患者常

具有特殊面容（如鼻梁低平、眼裂小且向外上斜、眼距宽、常张

口伸舌流涎等），智力低下，有的还伴有严重心血管疾病、肺部

感染和先天性器官畸形等。染色体核型分析常作为诊断２１三

体综合征的方法之一，但其需细胞培养、耗时较长、难以进行大

样本的筛查及快速诊断。近年来，国内外学者积极地探索快

速、简便、快速诊断２１三体综合征的新方法
［１２］，本研究用变性

高效液相色谱法（ＤＨＰＬＣ）对２１号染色体Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１

和Ｄ２１Ｓ１４１２的３个短串联重复序列（ＳＴＲ）位点的ＰＣＲ扩增

产物进行检测和分析，根据ＤＨＰＬＣ的峰形特点达到快速诊断

２１三体综合征的目的。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２３份病例来自２００６～２０１３年期间因疑似２１

三体综合征而来本院就诊的患者，经外周血染色体核型分析确

定为标准型的２１三体综合征，其中男性１２例，女性１１例，年

龄１ｄ至８岁。健康对照者为染色体核型正常者。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ扩增　取２１三体综合征患者ＥＤＴＡ抗凝血２

ｍＬ，全血ＤＮＡ抽提试剂盒（泰京生物技术有限公司）抽提基

因组ＤＮＡ。Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２的ＰＣＲ扩增引物

由博亚生物工程有限公司合成，引物设计在ＳＴＲ位点两侧（见

表１）。ＰＣＲ 反应体系：１×缓冲液，每种 ｄＮＴＰ 浓度０．２

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２ 浓度１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，基因组ＤＮＡ模板２００ｎｇ，

１．２５ＵＥｘＴａｑ酶（Ｔａｋａｒａ生物有限公司提供），引物浓度０．４

μｍｏｌ／Ｌ，加去离子水至终体积２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性８ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５～５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸

３０～５０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ
［３］。

表１　　３个ＳＴＲ位点的ＰＣＲ扩增引物

ＳＴＲ位点 引物序列（５′～３′）

Ｄ２１Ｓ１１
Ｄ２１Ｓ１１Ｆ：ＧＴＴＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧ

Ｄ２１Ｓ１１Ｒ：ＧＴＧＡＧＴＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＡＧＴＧ

Ｄ２１Ｓ１４１１
Ｄ２１Ｓ１４１１Ｆ：ＴＡＡＴＧＴＧＴＧＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧ

Ｄ２１Ｓ１４１１Ｒ：ＡＴＧＡＴＧＡＡＴＧＣＡＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧ

Ｄ２１Ｓ１４１２
Ｄ２１Ｓ１４１２Ｆ：ＣＧＧＡＧＧＴＴＧＣＡＧＴＧＡＧＴＴＧ

Ｄ２１Ｓ４１４１２Ｒ：ＡＧＧＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧ

１．２．２　ＤＨＰＬＣ分析　在５０℃柱温条件下，将８μＬＰＣＲ产

物上样于 Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃ公司的 ＤＮＡＳｅｐ分离柱，然后观察

ＤＨＰＬＣ峰形
［４］。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增　Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２共３个ＳＴＲ
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位点的ＰＣＲ扩增产物与ＤＮＡ标记物一起在２％的琼脂糖凝

胶上电泳２０ｍｉｎ，然后用凝胶成像系统拍照，扩增片段大小分

别为２２１、２９９、４３０ｂｐ。

２．２　ＤＨＰＬＣ图谱分析　ＤＨＰＬＣ图谱见图１，图１中从上至

下仅列出 ６ 条 ＤＨＰＬＣ 曲线。第一条为 ２１ 三体综合征

Ｄ２１Ｓ１１的ＤＨＰＬＣ图，第二条为健康对照者Ｄ２１Ｓ１１的ＤＨ

ＰＬＣ图；第三条为健康对照者 Ｄ２１Ｓ１４１１的 ＤＨＰＬＣ图，第四

条为２１三体综合征Ｄ２１Ｓ１４１１的ＤＨＰＬＣ图，第五条为健康对

照者 Ｄ２１Ｓ１４１２ 的 ＤＨＰＬＣ 图，第六条为 ２１ 三 体 综 合 征

Ｄ２１Ｓ１４１２的ＤＨＰＬＣ图。健康对照者 Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和

Ｄ２１Ｓ１４１２的ＤＨＰＬＣ峰形呈现一个波峰或两个相等的波峰。

２１三体综合征患者的ＤＨＰＬＣ峰形呈现两种形态，一种峰形

为单峰，但其他的ＳＴＲ位点中至少有一个为两个高低不同的

波峰，此种情况的患者仅有两例；另一种为两个高低不同的波

峰，且其中一个波峰高度接近为另一个波峰的２倍；未见三个

波峰的峰形图。

图１　　Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２的ＤＨＰＬＣ图

３　讨　　论

２１三体综合征是最常见非整倍体异常之一，１８三体综合

征居第二。非整倍体异常多数是细胞分裂时期染色体不分离

引起的，在细胞分裂中后期，某一对同源染色体或姐妹染色单

体未分别向两极移动，进入同一个子细胞中，其中一个子细胞

将多出一条染色体而形成三体型。染色体不分离可发生于配

子形成的减数分裂期、受精卵的卵裂早期或体细胞的有丝分

裂期［５］。

２１三体综合征是严重危害人类健康和影响人口素质提高

的疾病，也是儿童智力低下最常见的病因之一，目前尚无有效

的治疗方法，实行的补救措施就是对孕妇进行大规模产前筛

查，并在孕１６～２１＋６周对高危孕妇进行产前诊断，避免２１三

体综合征患儿出生。染色体核型分析虽为诊断２１三体综合征

的常用的方法，但因其需细胞培养、耗时较长、无法在临床进行

大规模地推广。

ＳＴＲ是由２～６个碱基重复串联排列而成的ＤＮＡ序列，

具有高度的遗传多态性，并符合孟德尔共显性遗传定律，可以

作为染色体数目检定的遗传标记［６］。ＤＨＰＬＣ是近几年来发

展起来的一项新技术。在柱温５０℃时，ＤＮＡ双链未被打开，

长ＤＮＡ片段有较多的负电荷，而短ＤＮＡ片段有较少的负电

荷，因此其与ＤＮＡＳｅｐ柱结合的牢固存在差异。短ＤＮＡ片段

因与三乙基铵醋酸盐（ＴＥＡＡ）结合的分子数目少，先被洗脱下

来，从而达到分离长短 ＤＮＡ片段的目的
［４］。因此应用 ＤＨ

ＰＬＣ检测２１号染色体ＳＴＲ位点的ＰＣＲ产物，通过观察ＤＨ

ＰＬＣ波峰数量及波峰高度可以快速诊断２１三体综合征。

健康人染色体核型有两条２１号染色体，而２１三体综合征

患者染色体核型则有三条２１号染色体。本研究选用的

Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和Ｄ２１Ｓ１４１２共３个ＳＴＲ位点，均为四聚

核苷酸重复序列多态性位点，杂合度分别为９０．０％、９３．３％和

８７．５％
［３］。健康人２１号染色体ＳＴＲ的ＤＨＰＬＣ峰形应为单

峰（纯合）或双峰（杂合），而２１三体综合征ＳＴＲ的ＤＨＰＬＣ峰

形应为单峰（完全纯合）、双峰且其中一峰为另一峰的２倍（部

分杂合）或三个峰 （完全杂合）。本研究中，健康对照者

Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１１和 Ｄ２１Ｓ１４１２的 ＤＨＰＬＣ峰形呈现一个波

峰或两个相等的波峰，而２１三体综合征患者的ＤＨＰＬＣ峰形

呈现两种形态：一种峰形为单峰，但其他的ＳＴＲ位点中至少有

一个为两个高低不同的波峰，此种情况的患者仅有两例；另一

种为两个高低不同的波峰，且其中一个波峰高度接近为另一个

波峰的２倍；未见三个波峰的峰形图。由此推论，２１三体的不

分离多发生于配子形成的第二次减数分裂，该结论与其他文献

报道的不尽相同［７８］。

综上所述，ＤＨＰＬＣ具有高灵敏度和特异性、简便快捷和

成本低廉等优点，可快速诊断２１三体综合征，实现早诊断、早

预防，优生优育的目的。

参考文献

［１］ＰｅｒｔｌＢ，ＹａｕＳＣ，ＳｈｅｒｌｏｃｋＪ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｅ

ｎａｔａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤｏｗｎ′ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９９４，３４３（８９０７）：

１１９７１１９８．

［２］ＪｉｎＣＬ，ＺｈａｎｇＬ，ＷａｎｇＲＭ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｒｉｓｏｍｙ２１

ｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＭｅｄＧｅｎｅｔ，

１９９９，１６（４）：２５９２６１．

［３］ＳｃｈｍｉｄｔＷ，ＪｅｎｄｅｒｎｙＪ，ＨｅｃｈｅｒＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｅｕｐｌｏｉｄｙｉｎ
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ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓａｔｒｉｓｋ［Ｊ］．ＭｏｌＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２０００，６（９）：８５５８６０．

［４］ ＸｉａｏＷ，ＯｅｆｎｅｒＰＪ．Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａ

ｔｏｇｒａｐｈｙ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＨｕｍＭｕｔａｔ，２００１，１７（６）：４３９４７４．

［５］ 李璞．医学遗传学［Ｍ］．北京：中国协和医科大学出版社，２０００．

［６］ ＡｄｉｎｏｌｆｉＭ，ＳｈｅｒｌｏｃｋＪ，ＰｅｒｔｌＢ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｅｕ
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［７］ 杨琳琳，欧阳鸿，徐湘民．应用短串联重复序列快速诊断２１三体

［Ｊ］．中华医学遗传学杂志，２００５，２１（５）：４６６４６９．
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