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提 要 自 1 9 8 8 年以来
,

本课题组应用基因工程技术对 D N A 多态性进行分析
,

取得良好效

果
。

这一技术避开了基因产物
,

直接研究遗传物质本身—
D N A 的多态性

,

具有准确
、

分辨力高
、

不受基 因表达过程影响 因素千扰等许多优越性
。

在医学遗传学某些遗传病的诊断
、

基因连锁分析
、

疾病相关性分析
、

人类学
、

自身免疫性疾病
、

人类免疫调控
、

亲子鉴定和法医学个体识别等方面均

具有广 阔的应用前景
。 .

这些技术的实际应用 已取得了明显的社会效益
。

关链词 基因工程
; D N A 多态性

;

限制性片段长度多态性
;
聚合酶链反应

中图号 Q 5 9 9 ;
D 9 1 9

.

2

自发现人类 A B O 血型以来
,

人类遗 传

多态性的研究已有近百年的历史
。

这对促进

人类学
、

遗传学
、

免疫学
、

法医学的发展
,

和研

究生物进化
、

阐明某些疾病 的发病机理乃至

协助诊断等起了十分重要的作用
。

以往研究

遗传多态性都是通过检测表型物质
,

间接分

析
、

推论具有相应的遗传基因
。

遗传多态性
,

归根到底是 D N A 序列的多态性
。

对 D N A 多

态性的研究 1j[ 只是近十余年的事情
。

几年来
,

作者在国家 自然科学基金等的资助下
,

开展

T 限制性 片段长度多态性 ( r e s t r ie t i o n f r a g
-

m e n t le n g t h p o l y m o r p h i s m
,

R F L P )
、

D N A

指纹的研 究工作
,

并以聚合酶链 反应 ( oP l y
-

m e r a s e c h a i n r e a e t i o n ,

p C R )技术分析 D N A

多态性
,

调查 了广东 人群健康无关个体有关

位点的基因频率
,

应用于亲子鉴定
、

法医个体

识别
、

某些 人类疾病感染源的诊断和生物分

类研究等
,

已取得 良好的社会效益
,

现综述如

1 D N A 指纹检测 [ 2一 4〕

1 9 8 8 年
,

作者根据 D N A 指纹是人基因

组 中重复序 列的 R F L P 的原理和人与鼠的

髓鞘碱性蛋 白 ( M B P ) 基因
。 D N A 同源序列

性高于 90 写的事实
,

选用 鼠 M B P c D N A 3’ 端

的一段序列
,

它是非表达区高度重复序列
,

_

且

与人基 因组 中该 类重复序列几乎完全 同源

的
,

长度 为 0
.

8 1k b 的 片段 作探 针
,

检测用

H
a ￡ l 酶解的人 D N A 限制性片段 ( R )F

,

在

人群中可分 出 22 条谱带
,

受检的 30 例无血

缘关系的个体之间没有两个人的谱带是完全

相同的
,

显示这一方法的高度个体特异性
。

这

是国内首次用 自己的力量找出检测 D N A 指

纹的探针
。

此外
,

作者还用含有 14 号染色体

①

②

国家 自然 科学基 金资助课题
,

其中
“
人 D N A 指纹

”
内容获广东省卫生厅 19 9 3 年度科技进步二等奖

;

第一作者
,

52 岁
,

男
,

副教授
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短臂一段重复序列的 p A W 10 1 探针检测了 查资料均显示这些基因 (特异性扩增片段 )完

10 6 例广东地 区无亲缘关系的健康个体
,

共 全遵循孟德尔规律遗传
。

与国外相关资料比

发现长度各异的 65 条 R F
。

每个受检者只具 较后发现
,

这些位点的等位基因数及频率分

有其中的 1一 2 条 (具有一条 R F 的为纯 合 布均存在种族差异
。

子
,

具有 2 条 R F 的为杂合子 )
。

用 自己推导 在上述基础上
,

作者对各种可能的检材
,

出来的数学模式计算出各 R F 的大小
。

统计 包括组织碎块
、

精斑
、

人工流产的胚胎组织
、

分析证明
,

这些 R F 的频率分布符合哈 一温 羊水细胞
、

毛发
,

以及部分腐败的组织等
,

用

氏平衡
。

无亲缘关系的两个个体之间具有完 P C R 技术成功地进行基因分型
。

全相同 R F 图谱的机会为 0
.

o 0 0 4 8( 1/ 2 0 8 0)
。

上述技术和资料 为医学遗传学
、

基 因连

家系调查证明
,

这些 R F 符合孟德尔规律遗 锁分析
、

人类学研究
、

亲子鉴定及法 医个体识

传
。

与国外资料比较
,

等位基因及频率分布显 别等提供了有效的工具和基础资料
。

示有种族差异
。

3 D N A 多态性分析技术研究临

2 P C R 技 米 检 测 D N A 多态 床医学〔8一川

性 [ 5一 7 〕

作 者应用 R F L P 技术研究 了广东汉族

P C R 技术因其 固有的优越性引起广大 人 aP
o A I

一

C 皿
一

A W基 因簇的 p st l
、

sS
, I 和

生命科学工作者的高度重视
,

并获得迅速推 E co R 1 R F 的多态性
。

其中等位基因 P : ,

P : ,

广和发展
。

作者利用 P c R 技术检测了 1 00 例 lS
,

5 2 ,

R
,

和 R
Z

的频率 分别 为 0
.

9 8 , 0
.

02
,

无亲缘关系的广东汉族人血痕 D N A 的载脂 .0 96
,

.0 04
,

0
.

90 和 0
.

10
。

与其他种族的相关

蛋白 B ( aP
o B )基因 3 ,

端数量可变串联重复序 资料 比较
,

显示中国广东汉族人 P Z

等位基因

列 ( v a r i a b l e n u m b e : o f t a n d e m : e p e a t
,

v N
一

频率低于 日本 人
、

亚洲印第安人和高加索人
。

T R )及 D 1 7 S S 位点的多态性
。

发现 。

oP B 3 `

端 5
2

等位基因频率低于 日本人
、

菲律宾人
、

沙

v N T R 位点在广东汉族人群 中共有 19 个等 特阿拉伯人和亚洲印第安人
。

同时显示
, P l ,

位 基 因
,

各 等位 基 因 的 频 率 为 0
.

0 05 一 P
Z ,

S
, ,

S
:

和 R
l ,

R
Z

构成的单倍型处于连锁不

0
.

19 5 ,

杂 合 度 达 88
.

8肠
,

父 权 排 除率 为 平衡状态
。

在动脉粥样硬化性脑梗塞病人中

0
.

6 3 9 5 ; D 1 7s 5 位点共有 12 个等位基 因
,

等 发 现 了在 正常对 照 组 中 未见 到 的单倍型

位 基 因频 率 为 。
.

0 05 ~ 0
.

1 90
,

杂 合度 为 R
Z S :

和 P Z

zS R
Z 。

而 且 此 类 患 者 中单倍型

5 5
.

9 3 %
,

父权排除率达 0
.

6 2 4 5
,

个体识别力 P Z
s

l ,

P Z
s

l
R

,

和 R
Z
s

Z

频率显著增高
,

可作为

为 0
.

9 6 4 2
。

接着又作了 D I S 8 o 位点和 H L A
-

一种有价值的遗传 标记对动脉粥样硬化性

D Q A 位 点在广东人群中等位基因频率分布 脑梗塞的易感个体进行连锁分析
。

调查
。

在 1 01 例无亲缘关系的健康个体中共 弓形虫感染是习惯性流产和致畸胎的重

发现 D I S 8 0 位点有 19 个等位基 因
,

基因频 要原因
。

作者等根据 弓形虫 D N A 序列的保

率分布为 0
.

0 0 9 9 ~ 。
.

1 3 3 7
,

杂 合度 为 93
.

守区
,

设计了一对对弓形虫特异的引物
。

实验

n %
,

父权排除率为 0
.

7 5 5 4 ; H L A
一

D Q A 位 证明用这对引物对 弓形虫的宿主
,

人
、

狗
、

猫

点有 6 个等位基 因
,

基因 率为 0
.

0 2 3 6 ~ 0
.

等及常见寄生虫
,

如恶性疟原虫
、

柏氏疟原

3 2 5 5
,

杂合度为 75
.

29 %
,

父权排除率为 0
.

虫
、

卡氏肺抱子虫
、

利什曼原虫
、

血吸虫
、

丝虫

5 4 2 2
。

这些资料经统计学分析
,

均证明这些位 和部分细菌的 D N A 进行 P C R 实验时
,

均无

点的基因频率分布符合哈
一

温 氏平衡
。

家系调 扩增产物
,

只有以弓形虫的 D N A 为模板时
,
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才有 7 78 b p 的特异性扩增片段
。

在临床上
,

可以取羊水
、

母血作检材
,

以诊断 弓形虫感染

的带菌者
。

这一技术为避免因弓形虫致畸形

胎儿的出生
,

保证优生优育提供 了可靠的早

期诊断手段
。

4 D N A 多态性检测技米用于 亲

子鉴定 和法医鉴定 〔`“ 一 ` 9〕

同以往的血型测定法相 比
,

以 R F L P 和

P C R 技术检测 D N A 多态性用于亲子鉴定和

法医个人认定有无可 比拟的优越性
。

不仅在

结果的准确性和可靠性方面更优越
,

而且血

型测定法不能检测的许多案例
,

现在都可以

获得满意的解决
。

4
.

1 胚胎的亲权鉴定 用血型测定法则要

等胎龄 5个半月以后才能进行
。

用 D N A 多

态性分析技术则完全不受此限制
,

胎龄小于

3 个月的只要取得胚胎组织
,

或牟水
、

或绒毛

组织等即可进行检查
。

这对某些特殊案件
,

其

需要尽早结束妊娠又要鉴定胚胎亲生父亲的

案件
,

能及时获得圆满解决
,

有重要意义
。

对

于那些少女被奸致孕案的处理
,

本方法的意

义尤为突出
。

利用本方法甚至还可以在不影

响胚胎继续正常发育的前提下进行胚胎的亲

权鉴定
,

这在以前是无法想象的
。

4
.

2 部分腐败尸体
、

死胎等的亲权鉴定 用

血型测定法 已无法检查此类案件
,

但用本方

法则同样可以获得满意结果
,

使这些棘手的

案件得以解决
。

实际应用本方法已经取得 良

好效果
,

使狡猾凶残的罪犯受到法律制裁
。

4
.

3 边远地 区的亲权纠纷案 如果采用血

型测定法鉴定
,

这类案件往往受到交通等许

多因素的限制而无法进行
。

现在使用本方法

则可以将新鲜血液制成血痕送检
。

4
.

4 微 t 检材的个人识别 这是法医检案

的重要而又困难的课题
。

血型测定法的分辨

力很低
,

对检材要求高
,

遇上微量检材常常无

能为力
。

作者用 P C R D N A 多态性分析技术

能对微量的血痕
、

精斑
、

cI m 长的毛发作出鉴

定并提供进行个人认定的重要依据
,

大大提

高了物证检验的个体识别能力
,

为疑难案件

的侦破和判定提供重要线索和证据
。

4
.

5 种属鉴定 种属 鉴定是血痕个人识别

的前提
。

作者的实验证实
,

人 Y 染色体特异

性探针和人 aP
口 B 基因 3’ 端 V N T R 特异性引

物
,

只与人的 D N A 杂 交 或产 生 特 异性 的

P C R 扩增带
,

而对黑猩猩
、

猴
、

狗
、

牛
、

猪
、

羊
、

猫
、

鼠
、

鸡
、

鱼等常见动物的 D N A 都无相应

的结果
。

这种一次实验即可同时解决血痕的

种属和性别或种属和个体特征的鉴定技术在

国内外尚未见报道
。

5 P C R 技米在生物分类 中的应

用 〔2 “ 〕

生物分类的经典方法是依靠生物体表型

的差异
。

环境因素对生物表型的影响使经典

分类方法的缺陷逐渐暴露出来
。

作者用随机

引物 P C R 技术
,

以 4 株 弓形 虫 D N A 为模

板
,

不同株的 D N A 模板得到各异的扩增带
,

且重复性好
。

在国内开创了 P C R 技术作生物

分类的先例
。

6 P C R
一

S S C P 技 术 作 H L A
-

D Q
、

D R 基因分型〔2`
,

2 2 ]

H L A 是人类最复杂的遗传多态性系统
。

其检测首先用免疫学方法进行
。

但其检测对

象仍是表型物质
,

它 固有的局限性 已不言而

喻
。

国 内外 目前多用 R F L P
、

P C R
一

R F L P
、

聚

合酶链反应
一

等位基因特异性寡核昔酸探针

( P C R
一

A S O )等技术对 H L A 进行基因分型
。

这些虽克服了免疫学方法的局限性
,

但其方

法仍嫌繁琐
、

费时
、

耗资
、

巫待改进
。

作者用聚

合酶链反应一单链构象多态性 (P C R
一

S S C )P

技 术对 已 知血清型的 H L A
一

D R 样本或 用

P C R
一

A S O 测知型别的 H L A
一

D Q A 样本进行
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基因分型
,

初步取得了良好的结果
。

所得图谱

稳定
、

重复性好
、

易以辨读
。

对 H L A
一

l 类基

因的全面分型工作正在进行
。

这项工作的完

成将对医学遗传学
、

人类免疫调控机理
、

自身

免疫性疾病
、

疾病相关性研 究
、

人类学
、

器官

移植
、

法医学等领域均有重要意义
。
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