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讲　座　
基因检测在临床与科研中的应用

刘铁城
解放军总医院  眼科，北京　100853

摘要：近年来，基因检测在临床疾病诊断和科学研究中发挥着越来越重要的作用。特别是新一代测序 (next-generation 

sequencing，NGS) 技术的出现使许多疾病的致病基因被发现，大量科研成果不断涌现出来，极大地提高了临床诊断水平和

科研水平。本文重点介绍了几种常见的基因测序技术，比较其优缺点和在疾病诊断及科研中的应用，旨在对研究生、临床

医生在疾病诊断和科研工作中起到促进作用。
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Abstract: Recently genetic testing has played an increasingly substantial role in the diagnosis of clinical disease as well as basic 
science research. Owing to the application of next-generation sequencing (NGS) technology, more and more pathogenic genes are 
found, which tremendously improve both clinical practice and science research. This article therefore aimes to highlight several 
genetic sequencing techniques that are commonly used, to compare their advantages and disadvantages in both disease diagnosis and 
science research, and to facilitate postgraduate students and clinicians in their clinical practice and scientific activities.
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		  随着人类基因组计划的完成，人类对自身遗

传信息的了解和掌握有了前所未有的进步。与此

同时，分子水平的基因检测技术平台不断发展和

完善，使得基因检测技术得到了迅猛发展，基因

检测效率不断提高。从最初第一代以 Sanger 测序

为代表的直接检测技术和以连锁分析为代表的间

接测序技术，到 2005 年以 Illumina 公司的 Solexa

技术和 ABI 公司的 SOLiD 技术为标志的新一代测

序 (next-generation sequencing，NGS) 的相继出现，

测序效率明显提升，时间明显缩短，费用明显降

低，基因检测手段有了革命性的变化。其技术正

向着大规模、工业化的方向发展，极大地提高了

基因检测的检出率，并扩展了疾病在基因水平的

研究范围。2009 年 3 月，约翰霍普金斯大学的研

究人员在《Science》杂志上发表了通过 NGS 外显

子测序技术，发现了一个新的遗传性胰腺癌的致

病基因 PALB2 的报道，标志着 NGS 测序技术成

功应用于致病基因的鉴定研究 [1]。同年，《Nature》

发表了采用 NGS 技术发现罕见弗里曼谢尔登综合

征 MYH3 致病基因突变，《Nat Genet》发表了遗传

疾病米勒综合征致病基因 [2-3]。此后，通过 NGS 技

术，与遗传相关的致病基因不断被发现，NGS 技

术已成为里程碑式的进步。2010 年，《Science》杂

志将这一技术评选为当年“十大科学进展”。

		  近两年，基因检测成为临床诊断和科学研究

的热点，得到了突飞猛进和日新月异的发展，越来

越多的临床和科研成果不断涌现出来。同时，基因

检测已经从单一的遗传疾病专业范畴扩展到复杂疾

病和个体化应用领域，其临床检测范围包括高危疾

病的新生儿筛查、遗传疾病的诊断和基因携带的

检测以及基因药物检测用于指导个体化用药剂量、

选择和药物反应等诸多方面的研究 [4-5]。目前，基

因检测在临床诊断和医学研究的应用正越来越受

到医生的普遍重视，引起研究人员的极大的兴趣。

		  本文介绍了几种 DNA 水平基因检测的常见方

法，比较其优缺点和在临床诊断和科学研究中的
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应用，对指导研究生和临床医生课外学习，推进

临床科研工作和提升科研教学水平有着指导意义。

1 第一代测序

1.1		 Sanger 测 序　Sanger 测 序 采 用 的 是 直 接 测 序

法。1977 年，Sanger 等发明了双脱氧链末端终止

法，这一技术随后成为最为常用的基因测序技术 [1]。

2001 年，Maxam 和 Gibert 发明了 Sanger 测序法，并

在此后的 10 年内成为基因检测的金标准 [6]。其基

本原理即双脱氧核苷三磷酸 (dideoxyribonucleoside

triphosphate，ddNTP) 缺乏 PCR 延伸所需的 3'-OH，

因此每当 DNA 链加入分子 ddNTP，延伸便终止。

每次 DNA 测序是由 4 个独立的反应组成，将模板、

引物和 4 种含有不同的放射性同位素标记的核苷

酸的 ddNTP 分别与 DNA 聚合酶混合形成长短不一

的片段，大量起始点相同、终止点不同的 DNA 片

段存在于反应体系中，具有单个碱基差异的 DNA

序列可以被聚丙烯酰胺变性凝胶电泳分离出来，

得到放射性同位素自显影条带。依据电泳条带读

取 DNA 双链的碱基序列。

		  人类基因组的测序正是基于该技术完成的。

Sanger 测序这种直接测序方法具有高度的准确性

和简单、快捷等特点 [7]。目前，依然对一些临床上

小样本遗传疾病基因的鉴定具有很高的实用价值。

例如，临床上采用 Sanger 直接测序 FGFR 2 基因证

实单基因 Apert 综合征，直接测序 TCOF1 基因可

以检出多达 90% 的与 Treacher Collins 综合征相关

的突变 [8-9]。

		  值得注意的是，Sanger 测序是针对已知致病基

因的突变位点设计引物，进行 PCR 直接扩增测序。

单个突变点的扩增包括该位点在内的外显子片段

即可，不必将该点所在基因的全部外显子都扩增。

因此，应明确定位要扩增的位点所在的基因外显

子和该点的具体位置，设计包括该点在内的上下

游 150 ~ 200 bp 的外显子片段引物。此外，尽管有

NGS 的出现，但 Sanger 测序对于致病基因位点明

确并且数量有限的单基因遗传疾病的致病基因的检

测是非常经济和高效的。到目前为止，Sanger 测序

仍然是作为基因检测的金标准，也是 NGS 基因检测

后进行家系内和正常对照组验证的主要手段。

		  值得注意的是，Sanger 测序目的是寻找与疾

病有关的特定的基因突变。对于没有明确候选基

因或候选基因数量较多的大样本病例筛查是难以

完成的，此类测序研究还要依靠具有高通量测序

能力的 NGS。虽然 Sanger 测序具有高度的分析准

确性，但其准确性还取决于测序仪器以及测序条

件的设定。另外，Sanger 测序不能检测出大片段缺

失或拷贝数变异等基因突变的类型，因此对于一

些与此相关的遗传性疾病还不能做出基因学诊断。

1.2 	 连锁分析　采用的是间接测序法。在 NGS 出

现之前，国际通用的疾病基因定位克隆策略是建

立在大规模全基因扫描和连锁分析基础上的位置

候选基因克隆。人类的染色体成对出现，一条来

自父亲，一条来自母亲，每一对染色体在同样的

位置上拥有相同的基因，但是其序列并不完全相

同，被称为父系和母系等位基因。遗传标记是指

在人群中表现出多态现象的 DNA 序列，可追踪染

色体、染色体某一节段或某个基因座在家系中传

递的任何一种遗传特性。它存在于每一个人，但

大小和序列有差别，具有可遗传性和可识别性。

目前采用第二代遗传标记，即重复序列多态性，

特别是短串联重复序列，又称微卫星标记。连锁

分析是以连锁这种遗传现象为基础，研究致病基

因与遗传性标记之间关系的方法。如果控制某一

表型性状的基因附近存在遗传标记，那么利用某

个遗传标记与某个拟定位的基因之间是否存在连

锁关系和连锁的紧密程度就能将该基因定位到染

色体某一位置上。1986 年 Morton 等提出优势对数

记分法 (log odds score method，LOD)，主要检测两

基因以某一重组率连锁时的似然性。LOD 值为正，

支持连锁 ；LOD 值为负，则否定连锁。通过计算

家系中的微卫星标记与致病位点之间的 LOD 值，

可以初步估算二者间的遗传距离及连锁程度，从

而确定该基因在染色体上的粗略位置。然后利用

该区域的染色体基因图谱，分析定位区域内所有

基因的功能与表达，选择合适的候选基因进行突

变检测，最终将致病基因定位或克隆。

		  然而，采用连锁分析进行基因检测存在很大

的局限性。不但所需遗传样本量较大，一般要求

提供三代及以上遗传家系患者血样，而且数据量

大、处理复杂、产出速度较慢、定位不够精确 ( 一

般只能定位在染色体某一区间 )，这就使得研究工

作繁重和定位基因的时间周期特别长。目前，连

锁分析采用的单核苷酸多肽性和短串联重复序列

还在使用，但经典的间接测序方法，如单链构象

多肽性、变性梯度凝胶电泳和异源双链分析在美

国已被淘汰，而在发展中国家作为研究手段还在

有限使用 [7]。

2 新一代测序

		  主 要 包 括 全 基 因 组 重 测 序 (whole-genome 

sequencing，WGS)、全外显子组测序 (whole-exome 
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sequencing，WES) 和目标区域测序 (targeted regions 

sequencing，TRS)，它们属于新一代测序技术。总

体而言，NGS 技术具有通量大、时间短、精确度

高和信息量丰富等优点，使得遗传学研究者可以

在短时间内对感兴趣的基因进行精确定位。但这

些不同的测序技术在测序范围、数据分析量以及

测序费用和时间等方面又有很大差异，如果选择

适合的方法，对于临床诊断和科学研究将起到事

半功倍的作用。

2.1 	 目标区域测序　目前常用的是基因芯片技

术。其测序原理是基于 DNA 杂交原理，利用目标

基因组区域定制的探针与基因组 DNA 进行芯片杂

交或溶液杂交，将目标基因区域 DNA 富集，再通

过 NGS 技术进行测序。其测序过程是通过把数以

万计的 cDNA 或寡聚核苷酸置于芯片上制成列阵，

将芯片上固定好的已知序列的核苷酸探针与溶液

中含有荧光标记的相应核酸序列进行互补配对，

根据测序仪所显示强荧光的位置和强度，获取每

组点阵列信息，再利用生物信息学算法确定目的

靶核苷酸的序列组成。测序所选定的目标区域可

以是连续的 DNA 序列，也可以是分布在同一个染

色体不同区域或不同染色体上的片段。目标区域

测序技术，对于以往通过连锁分析将基因突变锁

定在染色体某一片段区域内，但无法找出突变的

情况是一个非常好的进一步检测手段。2010 年，

Nicholas 等 [10] 使用基因分型芯片联合连锁分析技

术，成功发现头小畸形的新基因 WDR62，文章发

表在《Nat Genet》杂志。类似的研究在家族性胰

腺癌中确定 8 个候选变异位点和在家族性渗出性

玻璃体视网膜病变发现易感基因 TSPAN12[11-12]。

		  基因芯片测序技术可以将经过连锁分析锁定

了目标范围和经过全基因组筛选的特定基因或区

域进行更深一层的研究，是解决连锁分析无法发

现致病基因的有效手段。基因芯片技术对于已知

基因突变的筛查具有明显优势，可以快速、全面

地检测出目标基因突变。同时，由于目标区域受

到了限制，测序范围大幅度减少，测序时间和费

用相应降低。但基因芯片检测所需要大量的 DNA，

由于已提取的 DNA 存在降解的风险，用于基因芯

片研究的血标本最好是冷冻的全血，这样可以使

用于检测 DNA 的量有充分保证。

2.2 	 全外显子组测序　外显子组是单个个体的基

因组 DNA 上所有蛋白质编码序列的总合。人类外

显子组序列约占人类全部基因组序列的 1%，约包

含 85% 的致病突变。WES 是利用序列捕获技术将

全外显子区域 DNA 捕捉并富集后进行高通量测序

的基因分析方法。采用的技术平台主要是罗氏公

司的 SeqCap EZ 全外显子捕获系统，Illumina 公司

的 Solexa 技术和 Agilent 公司的 SureSelect 外显子

靶向序列富集系统。其捕获的目标区为 34 ~ 62 M，

不仅包括编码区，同时也加入了部分非编码区。

NGS 的测序过程主要包括 DNA 测序文库的制备、

锚定桥接、PCR 扩增、单碱基延伸测序和数据分析。

研究者根据测序仪捕获到在测序过程中掺入有不

同荧光标记碱基片段，经计算机将荧光信号转化

成不同颜色的测序峰图和碱基序列。基因测序结

果与 NCBI 的 SNP 数据库、千人基因组数据库等国

际权威数据库比对，最终确定是否为突变基因。

		  自 NGS 技术问世以来，利用 WES 在临床疾病

致病基因的鉴定研究中取得前所未有的成果。这

些成果不仅集中在单基因遗传疾病，还在多基因

影响的复杂疾病中发现大量相关基因。在单基因

遗传性疾病中，如视网膜色素变性、终端骨发育

不良等发现新基因或已知基因新突变 [13-14]。在一

些罕见的疾病中，如 Kabuki 综合征、家族性混合

型低脂血症和脊髓小脑共济失调症等疾病中发现

新的致病基因 [2,15-16]。同时，在小细胞肺癌、慢性

淋巴细胞性白血病等肿瘤研究和诸如肥胖症、脑

皮质发育不良等复杂疾病的研究中也取得丰硕成

果 [17-20]。

		  WES 技术在筛查范围和检出率等方面较其他

测序技术具有明显的优势。例如，对于采用 Sanger

测序和基因芯片测序不能筛查出基因的样本，可

以采用 WES 来进一步基因筛查鉴定。应用 WES

技术能够获得较传统方法对编码区测序更深的覆

盖度和更准确的数据。由于信息量的大幅度增加，

WES 可以获得更多个体的编码区信息，因此成为

检测致病基因和易感基因位点的有效手段。与连

锁分析定位方法比较，WES 对家系的要求并不十

分严格，在单基因遗传病同一家系中有 2 ~3 个患

者和 1 个正常人即可进行致病基因的鉴定研究，

而不需要连续三代的遗传家系。由于不需要严格

的三代以上的遗传家系，WES 使以前不能进行研

究的家系成为可能。不仅对于单基因遗传病是一

个很好的研究手段，对于许多常见病，如肿瘤、

糖尿病等疾病也可进行大规模比较研究。

2.3 	 全基因组重测序　WGS 是对已知基因组序列

的物种进行不同个体的全基因组的测序，经过数

据分析后对序列进行拼接、组装并获得基因组图

谱，或是对不同组织进行测序并分析体细胞突变
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的一种研究方法。尽管 WES 可以快速全面地找出

个体基因组上的所有突变，从而找到个体间的差

异，但对于外显子以外的区域则不能有效地进行

基因检测。对于此种情况，目前还要借助 WGS 进

行全基因组检测。但由于人类基因组过于庞大，

一次单端全基因组测序很难达到所需要的测序深

度。因此，需要重复测序或双端测序，由此带来

测序成本的大幅度提高，由于不能达到足够的测

序深度导致结果准确性降低。而对于临床疾病诊

断和普通科研工作，其高昂的检测费用也是难以

承受的。尽管如此，对于部分临床研究和 WES 不

能解决的科研课题还需要借助 WGS 进行更加全面

的基因检测。

3 展望

		  NGS 的出现为新兴的基因组技术增添了无限

的活力和想象空间。特别是基因芯片的问世和其

已在临床上应用于大样本的疾病筛查和基因诊断

中所展现出的活力，以及其商业化发展的模式都

令人鼓舞。眼科是单基因病最常见的学科，利用

芯片技术进行 Laber 病的筛查已使很多病因不明的

视神经萎缩得到明确诊断。而原发性开角型青光

眼是眼科最具隐蔽性和危险性的致盲性眼病，其

致病基因或突变的鉴定研究对疾病筛查将有着非

常重要的临床价值，并有巨大的商业价值。在新

生儿糖尿病的筛查中采用基因芯片技术可以更快

速、全面、经济，避免第一代测序的过于繁琐和

漏检。基因芯片技术在产前诊断中更加具有发展

前景。只要对孕妇进行 DNA 血液检查即可进行遗

传疾病的筛查，避免以往通过羊膜穿刺抽取羊水

进行有创检查的局限性和危险性。目前，随着基

因检测技术水平的提升和检测费用的不断降低，

使发展大规模个体化基因检测在不久的将来成为

可能。同时，药物易感性基因和疾病发生易感基

因的检测的深入开展，个体化医疗将在基因检测

的基础上得以实现。有理由相信，随着人们生活

水平的不断提高和健康意识的不断增强，基因检

测在未来医学发展中的应用前景将十分光明。
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