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染色体、阈值 —高分辨比较基因组杂交
技术的质控关键
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【摘要】　目的 　讨论高分辨比较基因组杂交 ( high resolution comparative genomic hybridization ,

HR2CGH)技术中高分辨染色体玻片的质量以及不同阈值分析方法对 HR2CGH 技术的结果影响。方

法 　以正常男性外周血为材料 ,制备高分辨染色体玻片 ,分析滴片方案、后固定、预变性等技术环节对染

色体玻片质量的影响 ,从而确立 HR2CGH 的染色体玻片制备及挑选标准。另以 10 名正常男、女性外周

血为材料 ,进行 HR2CGH 检测 ,杂交结果分别以固定阈值及动态参考阈值 (dynamic standard reference

intervals , DSRI)进行判定 ,讨论不同判定方法对 HR2CGH 检测结果的影响。结果 　实验证实 ,过火、后

固定及预变性的实施有利于稳定制备高质量的染色体玻片。另外 10 名正常人标本的杂交结果 ,以固定

阈值法分析的结果均与核型分析结果一致 ;以 ASI软件附带的 DSRI法分析 ,9 例结果与核型一致 , 1 例

女性结果出现假阳性 ,为 46 ,XX ,dup (15) (q2. 2～2. 6) 。结论 　高分辨染色体玻片的背景、染色体分散

度、抗变性能力是 HR2CGH 实验成功的关键。以固定阈值分析结果 ,不受人群差异限制 ,可在各实验室

间广泛应用。而以 DSRI分析结果 ,则受人群差异限制 ,该 DSRI数据必须来自本地正常人群。
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【Abstract】　Objective 　To explore the the important influence factor of HR2CGH : chromosomes and

intervals. Methods 　Use normal male peripheral blood to make high resolution chromosomes , to establish

the criterion of making and selecting chromosomes by analyzing the influence of drop method ,post2fixation

and pre2denaturing. In addition , ten HR2CGH experiment s were done and analyzed using both fixed

threshold and dynamic standard reference intervals. Results 　The result s of the HR2CGH experiment s

using fixed threshold were the same as their karyotype result s while a false positive result 46 ,XX ,dup (15)

(q2. 222. 6) was appeared using DSRI. Conclusion 　The background and the spread of chromrsomes as

well as their anti2denatured ability were the key point s of HR2CGH experiment . Unlike DSRI , Fixed

threshold could be used in all labs without the limitation of population.
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　　比较基因组杂交技术 ( comparative genomic

hybridization ,CGH)自 1992 年建立至今 ,已被推广

应用到肿瘤、血液病、产前诊断等多个领域 ,成为研

究染色体数目、结构异常的热门技术。近年来 ,如何
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提高 CGH 的检测敏感性 (即分辨率) 成为众多学者

研究的焦点。2000 年 , Krichhoff 等[1 ] 对 CGH 技术

进行了改进 ,将杂交载体2中期染色体替换为高分辨

染色体 ,同时将结果判定以大量正常人群标本的杂

交结果获得的 DSRI 代替固定阈值法 ,由此建立了

高分辨比较基因组杂交技术 ( high resolution

comparative genomic hybridization , HR2CGH) 。在

其后的研究中 , Huang 等[2 ] 发现 ,通过不断加入正

常人群检测结果的数据 ,可对 DSRI 进行修正 ,将

HR2CGH 最大分辨率提高到 3Mb。但 HR2CGH

技术操作较为繁琐 ,室间差异大 ,因此 ,解析影响

HR2CGH 质量控制的因素直接关系到该技术临床

推广的可行性。

本研究针对 HR2CGH 技术中染色体玻片与阈

值分析法这两个关键技术环节进行讨论 ,为 HR2

CGH 的质量控制及规范化推广提供依据。

1 　资料与方法

1. 1 　研究对象 　随机挑选男、女志愿者 ,分别进行

X线胸片、心电图、超声、血常规、染色体核型分析等

检查 ,从中挑选各项指标结果正常、无家族遗传性疾

病的男性、女性数名 ,定义为正常人群。

1. 2 　研究方法

1. 2. 1 　染色体玻片的处理

1. 2. 1. 1 　细胞培养 　抽取一名正常男性外周血

2 ml ,接种 0. 5～1 ml 于 RPMI1640 (威海生物) 培

养基中 ,于 37 ℃、5 %的 CO2 培养箱培养 66～72 小

时。加入 52氟尿嘧啶 ( 10 - 5 M ) 与尿嘧啶核苷

(10 - 4 M) 各 100 μL , 继续培养 17 小时后加入

100μL胸腺嘧啶 (10 - 3 M) ,1 小时后加入 40μL 溴

化乙啶 (1 mg/ ml) ,3 小时后加入 25μL 秋水仙胺

(25μg/ ml) ,10 min 后收获。细胞收获法参照本院

产前诊断中心常规方法[3 ] 。

1. 2. 1. 2 　滴片 　一部分淋巴细胞悬液采用高滴片

法 ,具体方法为 :桌面放置 4 ℃洁净玻片 ,悬液于其

上方 50 cm 高度垂直滴落 ,每个玻片滴 1～2 滴。

另一部分悬液采用过火法 ,具体方法为 :悬液滴

1～2 滴于 4 ℃洁净玻片上 ,迅速将玻片从酒精灯火

焰顶端移过 ,玻片表面的固定液燃烧 ,吹灭火焰。反

复 2～3 次。各取数张高滴片法与过火法所制玻片 ,

经 G显带后于显微镜 (Lecia DM1000)下观察。

1. 2. 1. 3 　后固定 　将部分高滴片或过火结束后的

玻片立即置于新鲜固定液 (甲醇 ∶冰醋酸 = 3 ∶1)中

漂洗 3～5 秒后取出 ,室温晾干。

1. 2. 1. 4 　预变性实验 　取数张同批制作的高分辨

染色体玻片 ,于预热 74 ℃的变性液 (70 %甲酰胺 :2

×SSC ,p H7. 0) 中变性 ,各玻片变性时间从 3 分钟

到 5 分钟不等。变性结束后室温晾干 ,于玻片上滴

加含有抗淬灭剂的 DA PI ,盖玻片封片后置于荧光

显微镜下观察 (Lecia DM2500) ,CCD 相机 (Change2

Coupled Device ,CCD)拍摄 DA PI 图像。

1. 2. 2 　阈值选择 　从正常人群中挑选 6 名男性、5

名女性 ,抽取周静脉血 2 ml ,以蛋白酶 K充分消化 ,

酚2氯仿提取 gDNA ,dd H2 O 溶解 ,紫外分光光度仪

测定 gDNA 的浓度和纯度 ,将各 gDNA 调整浓度至

200～500 ng/μl。按缺口平移法[4 ] ( nick t ranslation

kit ,美国 Vysis 公司) , 1 名男性 gDNA 作为对照

DNA 采用光谱红脱氧尿苷三磷酸 ( Spect rumRed2

dU TP)标记为红色 ,剩余 10 名男、女性 gDNA 采用

光谱绿脱氧尿苷三磷酸 ( Spect rum Green2dU TP) 标

记为绿色。在 DNA 内切酶与连接酶的作用下 ,切

碎 DNA 长链的同时将荧光基团连接到切口断端从

而标记荧光。所有 DNA 均酶切至探针片段长度为

200～1 000 bp 时停止反应。探针、玻片变性、杂交

72 小时后自湿盒中取出 ,洗片后 DAPI 复染 ,荧光显

微镜下观察 ,CCD 相机拍摄杂交图像 ,ASI 软件分析

计算出各号染色体上的绿、红荧光比值 ,绘出曲线图。

1. 2. 2. 1 　固定阈值 　除着丝粒、端粒等区域被人竞

争 DNA (cot21 DNA ,Vysis) 封闭外 ,每号染色体荧

光比值均以 0. 8～1. 2[ 5 ] 的区间作为正常范围 ,绿、

红荧光的比值曲线在其范围内判定为正常 ,小于0. 8

处定为缺失 ,大于 1. 2 处定为扩增。

1. 2. 2. 2 　DSRI 　除着丝粒、端粒等区域被人竞争

DNA (cot21 DNA ,Vysis) 封闭外 ,每条染色体均以

ASI 软件自带的动态阈值区间作为正常范围 ,绿、红

荧光的比值曲线在其范围内判定为正常 ,低于该范

围处定为缺失 ,高于该范围处定为扩增。ASI 软件

附带的 DSRI 来自美国 15 例正常人群的 HR2CGH
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杂交数据。

2 　结果

2. 1 　高滴片与过火法的染色体分散度比较

两种方法均为细胞收获制片常用方法。如图 1

所示 ,高滴片法所制玻片经 G显带处理后带纹显现

清晰 ,利于辨认染色体 ,但是分散程度较差。且染色

体更弯曲、黏着 ,不利于进行进一步的杂交。过火法

经 G显带处理后带纹稍欠清晰 ,但分散效果好 ,染

色体更直 ,有利于杂交后荧光值的获取。故认为过

火法为 HR2CGH 技术中更理想的滴片方法。

图 1 　左一 :高滴片法所制玻片的 G显带图

　　左二 :过火法所制玻片的 G显带图

2. 2 　增加后固定步骤对高分辨染色体片背景的影

响 　玻片中的胞浆、细胞碎屑等杂质具有很强的荧

光吸附能力 ,因而这部分物质的存在会与染色体竞

争荧光 ,从而影响 HR2CGH 杂交效率。通过增加

后固定这一步骤我们发现 ,利用新鲜的固定液可以

将大部分的杂质洗脱下来 ,相差显微镜下观察发现

玻片背景更干净。

2. 3 　预变性实验确定同一批次玻片的合适变性时

间 　在 HR2CGH 实验中笔者发现 ,不同批次的染

色体玻片在杂交的变性时间上存在很大的差异 ,若

变性时间过短 ,杂交失败 ,变性时间过长则染色体呈

空泡状 ,DA PI 显带后无带纹。因此 ,通过设立预变

性实验 ,可以对同一制作批次的玻片的变性时间进

行初步评估 (图 2) 。

2. 4 　阈值 　核型分析结果 :5 名男性结果均为 46 ,

XY ,5 名女性结果均为 46 ,XX。

固定阈值 :5 名男性结果均为 46 ,XY ,5 名女性

结果均为 46 ,XX。

图 2 　左一 :变性时间过长 (5 min) ,DAPI 复染后染色体呈空泡状

左二 :变性时间合适 (3. 5 min) ,DAPI 复染后染色体呈 G带带纹

　　DSRI :5 名男性结果均为 46 , XY ,4 名女性结

果为 46 , XX , 1 名女性结果为 46 , XX , dup ( 15)

(q2. 2～2. 6) 。见表 1、图 3。

表 1 　10 名男、女性标本的核型分析及 HR2CGH 结果

标本 核型分析
HR2CGH
固定阈值

HR2CGH
动态阈值

男性 1 号 46 ,XY 46 ,XY 46 ,XY

男性 2 号 46 ,XY 46 ,XY 46 ,XY

男性 3 号 46 ,XY 46 ,XY 46 ,XY

男性 4 号 46 ,XY 46 ,XY 46 ,XY

男性 5 号 46 ,XY 46 ,XY 46 ,XY

女性 1 号 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX

女性 2 号 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX ,dup (15) (q2. 222. 6)

女性 3 号 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX

女性 4 号 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX

女性 5 号 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX

图 3 　左一 :2 号女性标本的固定阈值分析结果 :46 ,XX

左二 :该女性的 DSRI 分析结果 :46 ,XX ,dup (15) (q2. 222. 6)

箭头所指为 15 号染色体扩增区域

3 　讨论

3. 1 　HR2CGH 的质量控制 　HR2CGH 技术是一

种连接细胞遗传与分子遗传的技术 ,该技术不再依
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赖传统的肿瘤细胞、羊水或脐带血的培养 ,一次实验

即可对待测样本的整套 DNA 进行检测 ,因而在肿

瘤研究、产前诊断等领域具有很大的应用前景。但

是 ,除硬件需要外 ,该技术本身也存在多处难点。由

于 HR2CGH 的结果来自染色体上绿、红荧光的比

值 ,任何一点人为操作失误使该比值发生变化都会

导致假阳性或假阴性的产生 ,因此 , HR2CGH 技术

质量控制的关键在于降低失败率、假阳性率、假阴性

率以及减少实验室间技术手法差异。在 HR2CGH

技术中 ,有两个环节尤为重要 ,即染色体玻片的制备

与阈值分析。染色体玻片是杂交的载体 ,承载着吸

附荧光探针、分析辨认染色体的任务。目前在国内 ,

仅有少数实验室能成功制备高分辨染色体玻片 ,相

关报道也较少 ,因此 HR2CGH 质控的首要任务是

确保高分辨染色体玻片的稳定、高质量。通过多次

摸索 ,本中心成功掌握了高分辨染色体培养方案

(2. 1. 1) 。在后期玻片的制作中 ,笔者在比较两种滴

片方法的同时首次引入“后固定”技术 ,使玻片能获

得良好的染色体分散效果及干净的背景。

固定阈值 (0. 8～1. 2) 是公认的 HR2CGH 结果

分析方法 , 自 1992 年起沿用至今。2000 年 ,

Krichhoff 等提出了 DSRI 的概念 ,其后的报道亦指

出 ,DSRI 的应用使 HR2CGH 的最高分辨率达到

3Mb。由此 , HR2CGH 真正成为了细胞遗传与分子

遗传之间的桥梁技术。但 DSRI 分析法是否可以直

接为我们所用尚未可知。阈值的选择也成为 HR2

CGH 的质控点之一。

3. 2 　高分辨染色体玻片影响杂交结果的主要因素

　作为 HR2CGH 技术的杂交载体 ,高分辨染色体

玻片的质量直接关系到杂交的效率 ,也是 HR2CGH

质量控制的第一关。玻片的质量主要取决于染色体

的分散度、染色体的背景及染色体抗变性能力。由

于高分辨染色体处于有丝分裂的晚前期 ,染色体长

度较长 ,染色体的黏附力也较中期染色体大 ,要获得

很好的分散效果 ,必须完全打破染色体之间的黏附

力。在制备中期染色体玻片时 ,高滴片法与过火法

的染色体分散效果相当 ,而在制备高分辨染色体玻

片时 ,高滴片法通过高度差获得的势能不及过火法

中固定液瞬间燃烧产生的热能 ,无法完全破坏高分

辨染色体间的黏附力 ,因而染色体分散效果不如过

火法。除染色体的分散度外 ,玻片的背景也是 HR2

CGH 的重要影响因素。胞浆、细胞碎片、杂质的存

在能与染色体竞争吸附荧光探针 ,导致杂交信号/ 背

景比 (S/ B) 过低 ,杂交结果的可信度降低。针对这

个环节 ,笔者在玻片制备中引入了新的技术 :“后固

定”。1997 年 , Karhu 等首次提出“后固定”技术 ,并

通过实验比较证实了同一个细胞悬液 ,滴片后应用

后固定技术 ,制备的玻片背景明显优于未行后固定

的玻片。后固定技术的原理并不难 ,主要依靠甲醇

及冰醋酸等有机溶剂 ,将胞浆、细胞碎片等吸附不甚

牢固的杂质从玻片中洗脱 ,而染色体与玻片间的黏

附力较大 ,未被洗脱。在本研究中 ,笔者也对后固定

技术降低杂交背景的特点进行了证实。另外 ,不同

来源的淋巴细胞制备的染色体玻片的抗变性能力不

同 ,且该能力随时间的推移而发生改变。玻片若盲

目选择变性时间 ,可能导致变性不足杂交失败或变

性过度染色体形态差等结果。而杂交实验中 ,探针

数量有限 ,为避免浪费探针 ,笔者在杂交前增加了玻

片预变性实验 ,从同一批次制备的几十张玻片中选

择数张进行 ,用于评估染色体玻片的抗变性能力。

预变性实验通过设立变性时间梯度 ,观察各玻片变

性后在荧光显微镜下的染色体形态 ,从而确定最佳

变性时间。过火法、后固定及预变性实验的加入为

获得稳定而高质量的染色体玻片奠定了基础。

3. 3 　HR2CGH 的阈值选择 —固定阈值与 DSRI 　

固定阈值分析法能客观而真实地反映染色体片段缺

失/ 扩增情况 ,最大检测分辨率约为 8～10 Mb[6 ] 。

2000 年 , Krichhoff 等尝试用 DSRI 代替固定阈值 ,

并在其后的实验中证实以 DSRI 分析结果是可行

的 ,可将检测的最大分辨率提高至 3 Mb。在本研究

中 ,笔者挑选了 10 名正常人群标本进行 HR2CGH

杂交 ,以固定阈值分析 ,10 例标本均与核型分析结

果一致 ;以 ASI 软件附带的 DSRI 分析 ,9 例标本与

核型分析结果一致 ,女性 2 号标本出现了 15 号染色

体 2. 2～2. 6 区带扩增的阳性结果。

2007 年 ,science 杂志首次报道提出[ 7 ] ,人类基

因组 DNA 除单核苷酸多态性 ( SN P) 以外 ,还存在

DNA 拷贝数差异 (copy number variation , CNV) 。
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随后 ,许多学者都致力于寻找这些 CNV 位点。

Smith 等[8 ]利用 array CGH 技术发现了正常白种男

性人群的 1 284 个 CNV 位点 ,这些位点的揭示为人

类复杂疾病的表型与基因型的关联提供了帮助。

CNV 的研究是一项巨大的工程 ,目前仅明确 CNV

主要存在于不同种族的正常人群间 ,但一共包含哪

些位点 ,尚待进一步研究。本实验中 ,女性 2 号为正

常人 ,无明显异常表型 ,外周血染色体核型结果也正

常 ,推断 DSRI 分析结果为假阳性。本研究分析所

采用的 DSRI 数据库来自美国 15 例正常人标本的

HR2CGH 检测结果。该 DSRI 在 15 号染色体长臂

2. 2～2. 6 区带整体偏向中线 1. 0 左侧 ,而女性标本

2 号的荧光曲线在该区带稍偏向中线 1. 0 右侧。由

于 CNV 的存在 ,美国正常人群的 DSRI 数据库并不

适用于我国人群标本的检测。盲目套用 DSRI 分析

是不可行的。要真正提高分辨率 ,必须以本国正常

人群作为标本进行杂交 ,建立匹配的 DSRI 数据库。
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