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比较基因组杂交技术及其应用

北京放射医学研究所 (北京 , 100850)　周　晓综述　程书钧
 
　吴德昌审校

摘　要: 比较基因组杂交技术是一种研究细胞系或生物标本的整个基因组 DN A获得与缺失

的非常有应用前途的分子细胞遗传学方法 ,本文详细介绍了该项技术的具体操作方法 ,并深入讨

论了其在乳腺癌、前列腺癌、肺癌等临床肿瘤的诊断、预后、分子遗传学特性分析等方面的研究 ,以

及在放射生物学研究领域的应用前景。

关键词: 比较基因组杂交　 DN A拷贝数　肿瘤

　　 1968年染色体显带技术的发明 ,为全面

分析染色体组成提供了强有力的工具 [1 ] ,但

由于用临床标本和肿瘤标本很难制备出高质

量的、能够用于分析的中期细胞分裂相 ,肿瘤

细胞的染色体变化通常又比较复杂 ,从而使

核型分析难度加大 ,阻碍了有关研究的发展 ;

分子生物学技术的兴起促进了肿瘤的分子遗

传学研究 ,但由于所采用的探针或标记只针

对某一特异染色体区域或基因 ,这些方法一

次只能检测某一特定的基因或染色体区域的

等位缺失、突变或扩增 ,而不能检测大部分基

因组的变化。 能否不经过肿瘤细胞核型的分

析 ,仍可了解到整个基因组 DNA的变化?

1992年 Kallioniemi及其同事 [2 ]发明了一种

新的细胞遗传学方法—— 比较基因组杂交

( comparativ e genomic hybridiza tion, CGH)

技术可以达到此目的。 本文就 CGH技术的

概念、主要操作环节及其应用作一综述。

1　比较基因组杂交技术

CGH是一种将消减杂交和荧光原位杂

交 ( F ISH)相结合 ,用于检测两个基因组间相

对 DNA拷贝数变化 (缺失、复制、扩增 ) ,并

将这些异常在染色体上定位的一种新的分子

细胞遗传学方法 ,也可以说它是一种 DNA

“拷贝数核型” (copy number ka ryo type)。它

主要是将被检组织 (通常为肿瘤组织 ) DN A

和正常对照组 DNA分别用不同颜色的荧光

标记 ,以相同比例与正常淋巴细胞中期分裂

相进行原位杂交 ,再通过检测两种颜色的荧

光强度 ,根据两种颜色的比率情况来显示基

因组的结构状况 ,如发现两种颜色比率改变 ,

则说明该区域存在 DNA序列的缺失或扩

增。CGH在一次实验中即可对整个基因组进

行检测 ,与需要分离 DNA并且检测染色体

上的等位基因缺失 ( LO H)、突变、扩增等传

统分子遗传学检测手段相比 ,该方法既节省

了操作步骤 ,又能将检测出的异常 DNA序

列在染色体上定位 ,便于进一步通过 FISH

分析和定位克隆等技术筛选出相关基因。

CGH能够检测数百 kb至数 Mb的 DNA扩

增或缺失 ,但它不能显示出染色体易位、倒位
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及其它不改变 DNA拷贝数目的异常变化 ,

不能追踪肿瘤的克隆进化 [2, 3 ]。

2　 CGH技术具体方法

CGH的基本原理同 FISH类似 ,它经历

了从单色基因组杂交到双色杂交的发展过

程 ,现将 CGH的几个主要环节分述如

下 [2- 5 ]。

2. 1　正常中期分裂相的制备

采用常规方法制备正常外周血淋巴细胞

中期分裂相。 由于这些分裂相是 CGH杂交

的靶 ,因此它们的质量直接决定着 CGH的

结果 ;一次可以制备大量片子保存备用 ,以保

证整个实验都使用同一批片子 ;杂交时应选

择染色体重叠少、形态保持好、染色体较长、

分裂相多的玻片。

2. 2　标本的选择及高分子量基因组 DNA

的提取

选择具有典型的肿瘤组织学特征和恶性

细胞比例高的组织标本极其重要。应该将有

炎症的坏死组织和区域弃除 ,因其中常包含

有降解的 DNA与正常细胞。从细胞系与新

鲜肿瘤标本提取的高分子量 DNA均可用于

CGH杂交 ;经福尔马林固定和石蜡包埋的组

织通常也能得到相对高分子量的 DNA,但杂

交结果一般稍差。 可采用常规的方法提取高

分子量 DNA。

2. 3　 DNA的标记

检测 DNA与参照 DNA被标记上不同

的颜色 ,这一步对实验的成功也十分重要。标

记 DNA的大小在 500～ 2 000bp时 ,可得到

良好的杂交结果。基因组 DNA的标记可采

用缺口翻译法 ( nick translation)、随机引物

法 ( random priming )和简并引物 PCR( de-

generate primer PCR)等技术。可采用间接标

记法 ,即用生物素化的脱氧核苷酸标记肿瘤

基因组 DNA,用与地高辛结合的脱氧核苷酸

标记正常基因组 DNA,在杂交后需二次免疫

标记才能显色 ;也可用荧光素结合核苷酸的

直接标记法 ,如 FITC-dU T P和 Texas Red-

dUT P。直接法在杂交后不需要进一步处理 ,

从而提高了杂交信号强度 ,目前被普遍采用。

2. 4　杂交与染色

CGH的杂交与染色基本遵从染色体涂

染 ( ch romosome painting )和 FISH的操作要

求。杂交中将等量的不同标记的检测与参照

DNA同人 Co t-1 DN A混合 ,以封闭重复序

列对结果的干扰。标记 DNA同正常淋巴细

胞中期分裂相杂交 3～ 4天 ,杂交前染色体充

分变性以使标记 DNA与之结合 ,按照标准

的 FISH方法将未结合的 DNA洗掉。间接法

标记探针时 ,杂交后还需进行免疫化学染色 ,

如用抗生物素-FITC,用抗地高辛的罗丹明。

2. 5　荧光镜检和图像分析

杂交后的荧光信号需借助于带有双色或

单色滤光片的荧光显微镜来观察 ,通过数字

图像分析系统与计算机软件程序将荧光信号

进行定量处理 ,最终 CGH的分析主要依据

沿染色体长轴分布的两种荧光信号强度的相

对比值进行评价 ,某一染色体区域的检测

DNA荧光强度信号明显增强 ,表明检测

DNA相对于参照 DNA序列的获得 ;而参照

DNA的荧光信号相对增强 ,表明检测 DNA

的缺失。 CGH可定量区分至少增加或减少 1

～ 4拷贝的染色体变化。

3　 CGH技术的应用

3. 1　肿瘤 DNA的获得与缺失

目前已用 CGH技术检测了乳腺癌
[ 6]
、前

列腺癌 [ 7, 8]、肺癌 [ 9]、恶性胶质细胞瘤 [ 10]、血

液病 [ 11- 14]等肿瘤细胞 DNA的获得与缺失。

3. 1. 1　乳腺癌

传统的细胞遗传学研究认为 ,染色体均

染区 ( HSR)、双微体是代表基因扩增的细胞

遗传学结构 ,研究表明 60%原发乳腺癌中有

HSR。尽管遗传学分析发现乳腺癌中有许多

原癌基因的扩增 ,诸如 erbb2( 17q12)、 myc

( 8q24)、 pradl /cyclind ( 11q13)、 f lg ( 8p12)、

·81·国外医学· 放射医学核医学分册　 1998年第 22卷第 2期



bek( 10q24)、 ig fri /fes( 15q24-q25)等 ,但多数

情况下 ,这些基因的扩增不能说明大的 HSR

存在。 Kallioniemi等人采用 CGH技术比较

研究了 5个乳腺癌细胞系和 33例原发肿瘤

基因组拷贝数的变化情况 ,发现在三分之二

的肿瘤标本与 5个细胞系中均观察到涉及

26个染色体亚区的 DNA序列拷贝数增加 ,

其中的多数位点与日前已知的扩增序列不

同 , 17q22-q24和 20q13代表的序列呈现极

高频率的扩增 [6 ]。

3. 1. 2　前列腺癌

由于前列腺癌细胞难于体外增殖 ,使前

列腺癌的细胞遗传学研究进展缓慢 ,只是在

少数前列腺癌病例中发现克隆数目或结构异

常 ,但还没发现哪一种改变出现的频率很高。

分子生物学的发展促进了前列腺癌的遗传学

研究 ,但由于所采用的探针或标记只针对某

一特异染色体区域或基因 ,只能检测特定的

等位缺失、突变或扩增。研究发现 ,在 8号染

色体的 8p22可能含有前列腺癌的肿瘤抑制

基因 , Cher等人 [7 ]将 18例前列腺癌标本的

CGH结果与通过 PCR/RFLP作图所得到的

8号染色体上 29个位点的等位基因不平衡

的检测结果相比较 ,两种结果具有高度的一

致性 ,说明在某些前列腺癌中有 8p等位丢失

和 8q等位增加。

3. 1. 3　肺癌

对 13例小细胞肺癌 ( SCLC )标本的

CGH检测结果表明: 有 3p、 5q、 10q、 13q、 17p

的丢失和 3q、 5p、 8q、 17q的获得 ,这些肿瘤中

的扩增位点包含 22个染色体区带 ,表明其基

因组的高度不稳定性。 其中出现频率最高的

是 19q13. 1,到目前为止还没有将哪一基因

定位到这一区段 [9 ] ,而 lp32、 2p23、 7q11. 2、

8q24、 13q33-34分别在两个病例中出现。

3. 2　肿瘤 DNA获得与缺失的分子遗传学

特性分析

既然 CGH不仅能用于分析实体瘤标本

中肿瘤细胞 DNA序列的获得与缺失 ,还能

同时确定相应的染色体变化部位 ,就可借助

于分子遗传学方法分析这些染色体位点的特

征。如上所述 ,通过 CGH技术发现在乳腺癌

中有 8q24扩增
[6 ]
,在 SCLC中有 13q、 17q缺

失
[9 ]
,这些位点包含某些已知基因 myc、 rbl、

p53等 ,它们在肿瘤的发生和演进中起到一

定的作用。 除已知基因的变化外 , CGH分析

还揭示出许多新的染色体位点拷贝数的变

化 ,其中许多变化在肿瘤中出现的频率很高 ,

值得进一步分析。例如 ,乳腺癌研究中发现的

17q22-q24和 20q13高频率、高水平扩增 ,说

明这两个区域可能包含有尚未了解的基因 ,

这些基因的过度表达在乳腺癌的发生中起到

重要作用 ,由于这两个区域均横跨约 10M b,

因此每个区域可能包含有不止一个基因 ,进

一步可通过定位克隆技术确定出新的乳腺癌

相关基因。

3. 3　肿瘤的诊断及预后评价

CGH技术可用于各种肿瘤的前瞻性或

回顾性研究。像通过细胞遗传学与分子遗传

学实验可对淋巴瘤与白血病进行诊断和预后

预测一样 ,用 CGH技术检测保存的标本可

得到各种肿瘤的“拷贝数核型” ,从而有助于

了解相似疾病的 DNA变化特点 ,判断其预

后。但是 ,这些保存下来的标本得到的信息量

要比从新鲜冰冻的肿瘤标本或细胞系得到的

少。而采用 CGH检测不同进展阶段的肿瘤

标本 ,如研究从原发癌或从癌前病变到转移

癌的肿瘤标本 ,可以确定与肿瘤进展相关的

特异染色体区域拷贝数的变化。

由于 CGH需要的 DNA样品量很少

( 1μg ) ,因此可以利用针刺活检或穿刺所收

集到的样品进行研究。经 CGH得到“拷贝数

核型”后 ,如果观察到某些分子遗传学改变 ,

这些改变又具有诊断价值 ,则可为进一步的

医学处置提供依据。非肿瘤细胞的污染将会

冲淡拷贝数变化的结果 ,因此需要进行严格

的质量控制
[4 ]
。

3. 4　临床遗传学研究

·82· 国外医学· 放射医学核医学分册　 1998年第 22卷第 2期



亚染色体区域缺失被看作是新生儿畸形

的病因 ,有些病人可通过细胞遗传学检测出

染色体缺失 ,但有些病人的染色体缺失就不

能通过核型分析鉴定 ,这时可用 CGH技术

检测患儿的 DNA中染色体缺失的来源。 有

人用 CGH技术从一例患有先天性心脏病、

脑发育异常的男婴外周血淋巴细胞中鉴定了

传统细胞遗传学不能发现的一个额外小片段

的来源 ,在没有数字成像装置的普通显微镜

下 ,就观察到染色体 6q远端荧光强度增强 ,

进一步通过 6号染色体涂染和 6q26-q27的

亚端粒酵母人工染色体克隆 FISH,将这一额

外小体的来源诊断为染色体 6q23-qter衍生

体。此结果证明 , CGH是鉴定小的遗传不平

衡的极有效方法
[15 ]
。

3. 5　放射医学研究

CGH技术亦可应用于放射医学的研究

领域。 辐射损伤作用的靶位点是 DNA,辐射

可造成染色体单、双链的断裂 ,产生大量的染

色体片段及其它形式的染色体畸变 ,在目前

的照射剂量重建中 ,常规染色体畸变分析是

一种重要的生物剂量估算方法 ,但由于辐射

形成的核型相当复杂 , G-显带核型分析方法

存在许多困难 ,无法完全准确地分析染色体

畸变 ,而采用 CGH技术 ,通过一次杂交 ,就

可以检测到基因组内所有的 DNA缺失或扩

增 ,显著提高了工作效率和结果的准确度 ,而

且还可以发现常规方法无法检测到的小片段

缺失
[1 6]
。因此 , CGH结合常规核型分析技

术 ,可以发展成为一种更为迅速可靠的生物

剂量测定方法。

4　展望

CGH技术是一种研究细胞系或生物标

本的整个基因组 DNA获得与缺失的非常有

应用前途的分子遗传学方法 ,具有传统细胞

遗传学不可替代的作用。在肿瘤研究中 ,它从

总体上全面分析染色体拷贝数的变化 ,对研

究肿瘤的病因、诊断与预后具有重要的意义。
研究表明 , CGH技术是比肿瘤细胞核型分析

更敏感的检测基因组获得与缺失的方法 ,结

合其它分子遗传学技术 ,它将成为分离肿瘤

相关基因的一种新的策略。但是 ,它不能检测

染色体易位、倒位等不改变 DNA拷贝数的

异常变化。
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