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[摘　要]	 目的：探究多重连接依赖探针扩增技术(multiple ligation-dependent probe amplification，MLPA)在

筛查Turner综合征(Turner syndrome，TS)染色体异常的可行性。方法：收集88例临床诊断矮小症

女童的外周血进行MLPA检测及外周血细胞核型分析，采用Fisher确切概率检验对2种方法诊断TS

的结果进行差异性分析。结果：88例女童中14例确诊为TS，其中外周血核型分析异常14例(13例为

TS，1例为常染色体异常)，检测TS灵敏度为92.8%；MLPA检出异常14例(13例TS，1例X染色体部

位疑似男性，Y染色体重复)，检测灵敏度为100%。2种检测方法的特异度均为100%。采用Fisher确

切概率对两种方法的检测灵敏度进行分析，二者无显著差异(P=0.5)。结论：与外周血细胞核型分

析相比，MLPA具有更经济、高效、操作难度较低等优点，且对TS的检测灵敏度和特异度无统计

学差异，可作为TS的筛查方法。
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Abstract Objective: To study the feasibility of MLPA in screening chromosomal abnormalities in Turner syndrome 

(TS). Methods: The peripheral blood of 88 children with clinically diagnosed dwarfism were collected 

for MLPA detection and the karyotype analysis of peripheral blood cells. The sensitivity differences of the 

two methods in the diagnosis of TS were analyzed using Fisher’s exact test. Results: Of the 88 girls, 14 

were diagnosed with TS, 14 were detected abnormal by peripheral blood karyotype analysis (13 of TS, 1 
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Turner综合征(Turner syndrome，TS)，又被称

为性腺发育不良综合征，1条X染色体部分或完全

缺失，是1组以第二性征不发育或发育不全、原发

性闭经、矮小、特殊面容、先天性心血管异常[1]、

肾脏畸形、骨骼畸形、糖耐量异常、甲状腺疾病

以及执行力障碍[2]等为主要表现的临床综合征，人

群患病率为(25~50)/100 000[3]。TS患者在生活、

学习以及社会交流中均受到严重影响[4]。但如果能

够得到及时干预，TS患者完全有机会改善预后，

如拥有青春期发育及生育能力，提高成年身高，

防范心血管意外等 [5-7]。因此，早期、准确的诊断

成为TS管理的至关重要的一个环节。

目 前 最 常 用 的 T S 遗 传 信 息 检 测 方 法 是 外 周

血细胞核型分析，但由于外周血细胞核型分析需

要进行细胞培养扩增，将分裂期染色体按照形态

结 构 特 征 ， 人 为 地 对 其 进 行 配 对 、 编 号 和 分 组

等，耗时长，操作较复杂，对检验人员的技术要

求高，对于小的染色体片段缺失、重复或者易位

的辨别力低，并且对杂合性丢失和单亲二倍体无

法诊断。而多重连接依赖探针扩增技术(mu l t i p l e 
ligation-dependent probe amplification，MLPA)因其

不需要细胞培养，可直接提取DNA，操作简便，

分析周期短，且主要使用仪器分析，自动化程度

高 ， 特 异 性 强 ， 在 遗 传 信 息 的 检 测 方 面 崭 露 头

角。本研究通过比较MLPA与外周血细胞核型分析

在TS遗传信息检测辅助诊断的结果，评价MLPA作

为TS筛查方法的可行性。

1  对象与方法

1.1  对象

纳入2016至2018年在江苏省苏北人民医院儿

科就诊的临床诊断矮小症女童。入选标准：身高

低于同年龄同性别平均身高−2个标准差，知情并

同意参与实验的女性患儿。排除标准：拒绝参与

实验的患儿。选取健康体检的正常男童及女童各8
例的外周血作为阴性对照。本研究经江苏省苏北

人民医院伦理委员会审批通过，患儿及其家属均

签署知情同意书。

1.2  方法

1.2.1  收集临床资料

收集临床资料(体征、实验室检查、影像学检

查等)，使用EDTA抗凝管抽取2份3 mL静脉血，按

照入组时间进行编号，1份置于4 ℃冰箱保存用于

外周血细胞核型分析，另1份用于MLPA检测，于 
8 h内置于−20 ℃冰箱保存。

1.2.2  外周血细胞核型分析

外周血细胞核型分析(由江苏省苏北人民医院

生殖医学中心完成)：分离血样中淋巴细胞进行培

养，然后制备中期染色体标本并G显带。计数30个

分裂中期相细胞，分析其核型。剩余肝素抗凝血

置于−20 ℃冷冻保存，中期染色体制备液置于4 ℃
冰箱冷藏备用。

1.2.3  MLPA检测

按照QI A amp DNA Blood Mini  Kit(QI AGEN 
51106)试剂盒(德国QIAGEN公司)使用说明进行全

血DNA的提取，并于2 h内置于−20 ℃冰箱长期保

存。使用PCR仪按照MLPA试剂盒操作说明(MRC-
Holland)分别对提取的矮小女童88份及阴性对照的

16份DNA样本进行以下操作。

1.2.3.1  DNA变性(第1天)
1 ) 标 记 0 . 2  m L  E P 管 ， 每 个 管 内 加 入 5  μ L 

D N A；2 )将E P管放入P CR仪，开始M L PA程序：

DNA变性，98 ℃，5 min；在打开PCR仪之前冷却

样本至25 ℃。

1.2.3.2  杂交反应(第1天)
1)准备杂交主要混合物/反应：1.5  μL MLPA

缓冲液+1.5 μL探针混合物(包括8个X染色体检测位

点，4个Y染色体检测位点；图1)，用移液枪吸液

of autosomal abnormality), the sensitivity was 92.8%, and 14 were detected by MLPA (13 of TS, 1 of X 

chromosomes, Y chromosome duplication), and the sensitivity of the test was 100%. The specificity of the 

two detection methods was 100%. Fisher’s exact probability was used to analyze the sensitivity of the two 

methods. The P value of unilateral test was 0.5, and there was no significant difference between the two methods.  

Conclusion: Compared with the karyotype analysis of peripheral blood cells, MLPA has the advantages of more 

economical and more efficient, and has lower difficulty in operation, and there is no significant difference in 

sensitivity and specificity for the detection of TS. It is suitable for the screening of TS.

Keywords Turner syndrome; multiplex ligation dependent probe amplification; cell karyotype analysis; dwarfism; girl
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混匀；2)当PCR仪温度达到25 ℃，向每个管子加

入3 μL杂交主要混合物，用移液枪上下吸液混匀；

3)继续PCR仪反应程序：95 ℃孵育1 min，之后降

温至60 ℃维持16~20 h。

1.2.3.3  连接反应(第2天)
1)准备连接酶主要混合物/反应：3 μL连接酶

65 buffer A+3 μL连接酶65 buffer B+25 μL dH2O，用

移液枪或涡旋混匀；2)在连接酶主要混合物/反应

中加入1  μ L连接酶6 5，用枪上下吸液混匀。禁止

用涡旋混匀；3)继续PCR仪反应程序，在54 ℃暂

停。当样本温度达到54 ℃，加入32.0 μL连接酶主

要混合物，用枪上下吸液混匀；4)继续PCR反应程

序：54 ℃孵育15 min，加热至98 ℃使连接酶65失

活，之后暂停15 min。

1.2.3.4  PCR反应

1 )标记新E P管进行P CR反应；2 )准备P CR缓

冲液混合物/反应：4 μL SALSA PCR buffer+26 μL 
dH2O，用涡旋简单混匀；3)向每个管子加入30 μL 
PCR缓冲液混合物；4)在室温下，向相应的PCR反

应管子中加入10 μL连接产物；5)制备聚合酶主要

混合物/反应：2 μL SALSA PCR一引物+2 μL SALSA
酶稀释缓冲液+5.5 μL dH2O+0.5 μL SALSA聚合酶，

用移液枪混匀。禁止使用涡旋。在冰上保存；6 )
继续PCR仪反应程序：在60 ℃暂停，将PCR管放

入；7)将管子置入60℃的PCR仪后，每个管子加入 
10  μL聚合酶混合物。用移液枪混匀。继续PcR仪

反应：35个循环：95 ℃  30 s，60 ℃  30 s，72 ℃  
60 s；在72 ℃孵育20 min，之后在15 ℃暂停。

图1 X染色体杂合缺失结果

Figure 1 Loss of heterozygosity on chromosome X 

(A，B)A中蓝色为标本的峰图，红色为将所有样本峰值求均值后的峰图。程序将标本各点峰值与平均峰值相比，根据所得

比值画出散点图B，其中红色标记为内参探针，即不位于X染色体上；上下两条绿线分别代表了0.73及1.30两个比值，位于

两者之间为二倍体，以绿点表示，<0.73认为存在位点缺失，>1.30认为存在位点扩增；(C)MLPA试剂盒的探针列表及患者

的检测结果，其中深色底纹项目为异常值，该患者结果显示为X染色体杂合缺失。

(A, B) The peaks of the results in Figure 1A. Blue line is the peak of the sample and the red is the peak of the sample after averaging the peaks 

of all samples. Comparing the peak value of each point with the average peak value, the program draws a scatter plot (Figure 1B) according 

to the ratio, in which the red marker is an internal reference probe, that is not located on the X chromosome; the upper and lower green lines 

represent the ratios of 0.73 and 1.30, respectively, and are diploid between the two, represented by a green dot, <0.73 is considered to exist 

site deletion, and >1.30 suggests site amplification exists; (C) List of probes in the MLPA kit and the results of the patient's test. The dark 

background items are abnormal values. This patient’s result shows a loss of heterozygosity on the X chromosome.
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1.2.4  毛细管电泳及软件分析

对MLPA反应产物进行毛细管电泳，然后使用

Gene Marker V1.95对毛细管电泳结果进行分析。

计算样本各位点峰面积与总样品各位点平均峰面

积的比值，若比值<0.73认为探针连接位点缺失，

若>1.30则认为位点倍增。

1.3  统计学处理

运用SPSS 21.0统计软件对外周血细胞核型分

析及M L PA分析诊断TS的灵敏度及特异度进行统

计，并应用Fisher确切概率检验方法进行差异性分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

对 所 有 8 8 例 及 阴 性 对 照 的 1 6 例 儿 童 临 床 诊

断矮小症的女童分别进行外周血细胞核型分析及

M L PA 分析。外周血细胞核型分析结果显示：矮

小女童中染色体异常者有 1 4 例，其中 5 例核型为

4 5，X，6例核型为4 5 X / 4 6，X， i ( Xq )，2例核型

为45X/46，X，+Mar，1例核型为46，XX，inv(9)
(p11q13)，具体标本编号见表1。通过核型分析，

共诊断TS 13例。MLPA检测结果中有4份标本(编

号21，22，55，67)DNA提取质量差，无法进行分

析，剩余84份中有14份提示染色体异常(表2)，其

中X染色体部位杂合缺失1 3例，1例为Y染色体重

复，X染色体位置疑似男性(图1)。

结合临床资料(表3 )进行分析：1号标本外周

血细胞核型分析为9号染色体短臂1区1带与长臂1
区 3 带的倒位突变，而 M L PA 结果为正常，而 1号

女童的性腺发育正常，无特殊面容及躯体畸形，

不支持TS的诊断；42号标本外周血细胞核型分析

结果显示正常，而MLPA结果显示X杂合缺失，临

床资料显示患儿子宫、卵巢发育不良，合并宽眼

距，低发际等畸形，支持TS诊断；34号标本的外

周 血 细 胞 核 型 分 析 结 果 显 示 为 4 5 ， X 与 4 6 ， X ，

+Mar的嵌合型，而MLPA结果提示Y染色体重复，

X 染色体位置疑似男性，但该女童外阴发育均为

正常女童式，妇科超声提示双侧附件显示不清，

子宫体积小，未见睾丸等男性生殖器官，无明显

躯 体 畸 形 ， 临 床 上 支 持 T S 诊 断 。 综 合 以 上 分 析

结果，88名矮小症女童中，编号为14，20，23，

32，34，35，42，45，46，56，61，65，77，82
共14例被最终确定诊断为TS，外周血核型分析检

测灵敏度为9 2 . 8 % ( 1 3 / 1 4 ) ， M L PA检测灵敏度为

100%(14/14)，两种检测方法的特异度均为100%。

由 于 总 例 数 n = 2 8 ( < 4 0 ) ， 采 用 F i s h e r 确 切 概 率 检

验，提示M L PA与外周血细胞核型分析在诊断TS
的 灵 敏 度 较 高 ， 但 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 单 侧 检 验
P=0.5，表4)。

表4 2种方法诊断TS的阳性率比较

Table 4 Comparison of positive rate of the 2 methods for 

diagnosing TS

方法 阳性 阴性 合计 灵敏度/%

外周血细胞核型分析 13 1 14 92.8

MLPA分析 14 0 14 100.0

合计 27 1 28 96.4

表1 外周血细胞核型分析结果

Table 1 Results of karyotype analysis of peripheral blood 

cells

异常核型 标本编号

46，XX，inv(9)(p11q13) 1

45，X 23，35，56，61，82

45X/46，X，i(Xq) 14，20，32，46，65，77

45X/46，X，+Mar 34，45

表2 MLPA分析异常结果

Table 2 Abnormal results of MLPA analysis

异常拷贝类型 标本编号

X染色体位置杂合

缺失

14，20，23，32，35，42，46，

56，61，65，77，82，45

Y染色体重复，X染

色体位置疑似男性
34

表3 临床资料分析异常结果

Table 3 Abnormal results of clinical data analysis

异常结果类型 标本编号

性腺发育不良 14，20，23，32，34，35，42，

45，46，56，61，65，77，82

躯体畸形 14，20，23，32，35，42，46，

56，61，65，77，82
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3  讨论

TS自1938年被美国医师Tur ner发现并命名到

如今被全球所认知的8 0年来，其诊断与治疗方式

已经发生了巨大转变。越来越多的遗传信息检测

技术被开发应用于TS的诊断，从外周血核型分析

到高通量的DNA二代测序技术，疾病的诊断越来

越向基因层面发展，但经济性、高效性和普及性

成为了像荧光原位杂交技术在内的高新技术作为

筛查方法的限制因素。

本研究结果提示外周血核型分析和MLPA的诊

断阳性率均较高，而MLPA作为筛查方法的优势凸

显出来：1)检测耗时仅需2 d；2)可同时进行多个

样本检测；3 )平均单个样本成本为外周血核型分

析的1/6~1/3。

同时本研究注意到实验数据差异反应的一些

问题，并结合具体数据进行了分析：MLPA对1号

标本(常染色体染色体倒位突变)的异常未能检识别

的原因，由于MLPA是运用特定的探针序列对待检

DNA进行拷贝数检测的，当实验探针不包括突变

染色体上对应区带的序列(此次使用的探针混合物

不包含9号染色体位点)，或者染色体的倒位突变

不影响探针结合序列拷贝数情况，使得探针无法

配对或配对正常而造成假阴性结果。

3 4 号 女 童 外 周 血 细 胞 核 型 分 析 结 果 提 示 为

45，X与46，X，+Mar嵌合体，而MLPA则检测出

Y染色体区带拷贝数增加，提示异常染色体存在Y
染色体基因片段，较外周血细胞核型分析更加灵

敏。而存在Y染色质的TS患者患生殖细胞肿瘤的概

率增加，早期发现并切除异常性腺可避免肿瘤的

发生[8]。

外周血细胞核型分析对4 2号标本检测假阴性

结果的原因为：外周血细胞核型分析需要在检测

过程先进行细胞培养扩增，然后选择部分细胞进

行染色体镜检，如果患者为嵌合体并且镜检细胞

中正常核型细胞比例较高，而观察细胞数较少即

可出现假阴性结果，需增加镜检细胞数意义降低

假阴性率。

随着分子生物学的高度发展，学者们也不断

对TS表型与遗传物质差异的相关性进行探索：TS
患者出现各种临床表现的原因可能不仅是基因丢

失引起的遗传信息失衡 [9-10]，还可能与丢失基因共

同作用的基因网络障碍有关 [11]，同时越来越多的

TS相关的基因或其工作网络的作用机制正在被发

掘，如与矮身材相关的SHOX基因 [12-13]、X染色体

差异性甲基化失活CpG位点 [13]、XIST基因 [14]等。

相 信 在 不 久 的 将 来 ， T S 的 诊 断 效 率 会 有 明 显 提

高，能够让患者得到更好的临床管理，将疾病的

影响降到更低。
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