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摘要    高通量、高分辨率基因组学技术的出现推动了人类基因组中长度在 1 kb~3 Mb 的
亚显微水平结构变异检测方法的发展, 这些结构变异主要包括基因拷贝数变异、倒置、插入、

缺失、重复及其他基因重排. 而传统的细胞遗传学技术达不到如此高的分辨率. 本文介绍了

目前主要的基因组结构变异的检测技术, 包括基于芯片的比较基因组杂交技术和代表性寡

核苷酸芯片分析技术, 基于 PCR 的多重扩增探针杂交技术和依赖于连接反应的多重探针扩

增技术, 配对末端图谱技术等. 还比较和分析了各种方法的优劣势并提出了目前结构变异数

据库存在的问题. 最后讨论了这些变异对于人类表型多态性、疾病易感性、药物反应程度及

群体遗传学的影响. 
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人类遗传变异被 Science杂志评为 2007年世界十

大科技突破之一. 近年来的研究表明人类基因组存

在大量变异, 研究这些变异不仅有助于揭示许多复

杂疾病和个体性状的遗传学机制, 也加快了个性化

用药的步伐.  
根据发生突变的碱基数目, 遗传变异可分为单

核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms, SNPs)
和结构变异(structural variations, SVs). 单核苷酸多态

性主要是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所

引起的DNA序列多态性; 而结构变异则指 1 kb以上

的DNA碱基的改变, 进一步分为大于 3 Mb的显微水

平结构变异和大小在 1 kb~3 Mb之间的亚显微水平结

构变异[1]. 最初的人类基因组分析揭示出SNP是导致

遗传和表型多样性的主要原因[2], 在人类基因组中广

泛存在, 总数可达 1000~1500万个[3]. 截止到 2007年, 
二期人类基因组遗传整合图谱HapMap中已发现了

310 万个SNP位点[4]. 与之相关的全基因组疾病关联

研究也发展迅速, 在过去的几年里, 已经发现了与多

发性疾病如老年痴呆症、帕金森症、阿尔茨海默氏症、

糖尿病和心血管疾病相关的许多SNP位点[5,6]. 
SNP 及低复杂性串联重复序列 (tandem re-

peats)(一般小于 1 kb), 如微卫星变异(microsatellites)
和小卫星变异(minisatellites)一直被视为人类遗传变

异最主要的形式, 但这一概念在 2004 年之后发生了

极大改变. Iafrate[7]和Sebat等人[8], 分别用BAC 芯片

及ROMA技术证实了从数千碱基到数百万碱基长度

的基因拷贝数变异广泛存在于健康个体中. 最广义

的基因结构变异涉及所有非单碱基的基因突变[9], 包
括DNA序列的插入、缺失、倒置、重复、转置及拷贝

数变异(copy number variation, CNV)[10,11]. 此外, 根
据基因数量改变与否, 结构变异还可分为平衡重排

(balanced rearrangements)和不平衡重排 (unbalanced 
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rearrangements)[12]. 目前, 某些变异形式在人类基因

组中的粗略图谱已经公布 , 如CNVs[13]和 INDELs 
(insertion and deletion)[14]. 本研究着重对 1 kb~3 Mb
的亚显微水平结构变异的检测方法及其对人类表型

多态性、疾病易感性、药物反应程度及群体遗传学方

面的影响进行综述.  

1  亚显微水平结构变异的检测方法 

1.1  细胞遗传学方法 

显微水平的结构变异长度在 3 Mb以上, 光学显

微镜下即可观察到. 在高通量DNA测序技术出现以

前, 研究者主要采用传统的细胞遗传学方法尤其是

高分辨率的染色体带型技术在全基因组中寻找变  
异[15]. 通过这些方法, 染色体异型、转置、缺失、重

复、插入和倒置均可检测到.  
1969 年, 原位杂交技术首次被报道[16], 随之发

展起来的荧光原位杂交技术(fluorescent in situ hy-
bridization, FISH)[17]及DNA纤维荧光原位杂交技术

(stretched-fiber FISH)[18]第一次使特定序列的变异情

况得到高分辨率的分析, 但该技术费力费时, 不适用

于全基因组变异扫描. 目前对靶序列的分辨率已经

从最初的中期染色体水平(~5 Mb)或间期细胞核水平

(50 kb~2 Mb)提高到纤维状染色质水平(5~500 kb)[19]. 
Raap等人 [20]报道将FISH技术应用于解螺旋的裸露

DNA纤维, 分辨率可达 1~400 kb. 这些都表明分子水

平的细胞遗传学技术的发展显著提高了遗传变异分

析的分辨率.  

1.2  高分辨率分析方法 

过去 10 年中, 分子生物学尤其是 DNA 测序技术

的迅速发展使人类基因组结构变异的检测分辨率得

到很大提高. 这些方法主要包括高通量分析和靶向

性分析两种. 高通量分析是基于芯片技术和 DNA 测

序技术, 靶向性分析是基于 PCR 技术.  
(1) 基因芯片 .  比较基因组杂交技术 (CGH, 

comparative genomic hybridization)与基因芯片技术的

结合使人们可以更快、更准确地检测基因的扩增或缺

失. 在一张有成千上万特异DNA序列的芯片上, 用标

记不同荧光素的测试样品和对照样品同时进行杂交, 
从而快速直观地检测两样品之间基因拷贝数的差异

[11], 这项技术就是基于芯片的比较基因组杂交技术

(array-based CGH, array-CGH).  
基因芯片上的探针可以是基因克隆(如BAC)、

cDNAs、PCR产物及寡核苷酸. 其中, BAC和寡核苷

酸芯片在全基因组变异扫描中的应用最为广泛. 由
于BAC载体的插入片段长度一般在150 kb, 其分辨率

只能达到 50 kb, 在大片段DNA变异的研究中应用广

泛[21]. 在 2004 年启动的国际项目“拷贝数变异计划”
中, BAC芯片技术用来全面鉴定 269 个样本中的基因

拷贝数变异, 最终找到了 1447 个拷贝数变异区域

(copy-number variant regions, CNRs), 占人类DNA序

列的 12%[13]. 此外, SNP分型芯片也可用于拷贝数变

异分析. 例如,  Affymetrix人类基因组SNP 6.0 芯片

拥有超过 180 万个遗传变异标志物, 包括超过 90 万

个SNP和超过 94 万个用于检测拷贝数变化的探 针
[22]. Illumina Human1M芯片上也有 107 万个用于检测

1.4 万个拷贝数变异区域中的拷贝数变化情况的标志

物[23].  
其他类型的基因芯片也可用于高分辨率分析遗

传结构变异, 如在单个外显子水平检测CNV的外显

子芯片比较基因组杂交技术(exon array CGH)[24]和长

度在 60~100 bp的寡核苷酸芯片技术[25]. 其中, 代表

性寡核苷酸芯片分析技术 (representational oligonu-
cleotide microarray analysis, ROMA)在全基因组中的

分辨率可达 30 kb[26]. ROMA技术中, 基因组DNA经

限制性内切酶(如六碱基序列识别酶BglⅡ)切割后 , 

通过黏性末端与特定的接头序列相连, 然后用通用

引物进行PCR扩增, 检测样品与对照样品的PCR产物

经不同荧光素标记后与寡核苷酸芯片杂交(芯片上的

探针是根据预测得到的限制性酶切片段设计). 对芯

片扫描数据进行分析后得到的拷贝数变异图谱使研

究者可以高精度地检测人类全基因组中的基因扩增

和缺失[27].  
基于基因芯片的各种方法可在全基因组水平扫

描遗传变异, 这是其优点所在, 但也存在如下缺点: 
不能检测拷贝数未发生变化的变异形式, 即平衡基

因重排如倒置和平衡转置(balanced translocation); 不
能准确描述基因重排发生的断裂点(breakpoints)和精

细结构重排等. Array painting 技术克服了这一缺点, 
对异常染色体显微切割后得到的片段进行扩增, 然 
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后与点有基因克隆的芯片杂交, 可分析转置等未涉

及拷贝数变化的变异形式[28].  
(2) 多重PCR.  为了精确验证变异区域, 基于定

量PCR的新方法得到发展. 这些方法在一次实验中可

同时检测 50~100 个区域的特异性短片段的突变[29]. 
多重扩增探针杂交技术(multiplex amplifiable probe 
hybridization, MAPH)和依赖于连接的多重探针扩增

技术(multiplex ligation-dependent probe amplification, 
MLPA)正是这样的技术.  

MAPH 分析只需要小量的无需预处理或扩增的

基因组DNA(0.5~1 μg ). 将待分析的基因组DNA固定

在膜上, 与连接有通用引物且长度各异的一系列探

针杂交, 经洗液洗涤除去未结合探针, 然后将芯片上

结合的特异性探针从膜上分离下来, 经通用引物扩

增后得到的PCR产物进行电泳, 由于它们长度各异, 
可很好的分离开来. 通过比较条带强度分析探针对

应序列的拷贝数变化情况 [30]. 尽管MAPH分析迅速

且成本低廉, 但PCR多重水平及凝胶电泳分辨率的限

制使MAPH一次只能分析 40 个序列[31], 所以低通量

是它的最大劣势. 与芯片技术的结合成功解决了这

个问题 , 基于芯片技术的 MAPH方法 (microarray 
MAPH)将膜上分离下来的特异性结合探针与芯片上

的寡核苷酸杂交, 从而大大提高了通量, 可同时分析

更多区域的拷贝数变化[32]. Philippos等人[33]设计了特

异性分析人类X染色体的MAPH array, 此芯片上包括

558 个探针.  
MLPA 是一种灵敏度高、重复性好, 只需 20 ng 

DNA样品即可在单个外显子水平检测基因扩增或缺

失的技术. 针对每个待检测靶基因需设计相互毗邻

的两个探针, 且两个探针跨越的碱基长度各异[34]. 所
有的探针对两侧都连接有通用引物, 与靶序列配对

杂交后, 两个毗邻探针通过连接反应相连, 连接产物

的量与完整靶基因的拷贝数成正比, 经PCR扩增后根

据电泳结果分析基因的扩增与缺失, 其分析方法与

MAPH类似. MLPA在肿瘤预诊断基因的剂量分析中

应用广泛: 如遗传性非息肉病性大肠癌(HNPCC)相
关的基因hMLH1 和 hMSH2; 软骨骨生成障碍相关的

基因SHOX[35]. 该技术的优势是灵敏度高、特异性好、

成本低廉.  

2007 年, Isaksson[36]建立了一种依赖多重连接的

基因组扩增技术(multiplex ligation dependent genome 
amplification, MLGA). 该技术使用两种探针, 针对酶

切片段的特异性探针和用于酶切片段环化的探针 . 
基因组DNA经限制性酶切后环化, 环化产物的量与

靶基因的拷贝数成正比. PCR扩增环化DNA后电泳分

析拷贝数变化. 该技术的特点在于被扩增的是基因

组DNA, 而非探针, 从一定程度上降低了背景噪音; 
短长度的MLGA探针易于合成; 短时间内即可完成.  

(3) 序列比对.  DNA序列信息的公开化[37]和各

种算法的优化为基因组结构变异的分析提供了另一

途径 . Tuzun等人 [38]将从高密度fosmid 文库得到的

110 万个配对末端序列(paired-end sequences)与人类

参考基因组(human genome reference assembly)进行

比对, 在长度或方向上不一致的区域被确定为插入、

缺失和倒置. 由于插入fosmid 质粒的片段长度限制

在 40 kb以下, 该方法鉴定出的两个基因组间结构变

异的分辨率局限在 8 kb. 由于该方法建立了fosmid文
库, 所以可以对检测出来的变异进一步测序以更加

精确地分析. 此外, 其优势还包括可以分析拷贝数不

变的基因重排, 如倒置. 美国国家人类基因组研究所

(NHGRI)于 2006 年提出 “人类基因组结构变异计

划”(Human Genome Structural Variation Project), 该计

划提出采用fosmid 配对末端测序方法对各种类型的

变异进行鉴定、测序并最终实现基因型(genotyping)
分析.  

2007 年, Korbel等人[39]提出了一种新的大规模高

通量的分析方法——配对末端图谱法 (paired end 
mapping, PEM). 首先将基因组DNA剪切成长度约为

3 kb的片段, 片段两端与生物素标记的接头连接后环

化, 对环化产物随机切割, 通过亲和素筛选带有生物

素的剪切片段, 该片段包括了原来 3 kb片段的两个末

端. 然后采用罗氏GS FLX 454 测序得到配对末端的

序列信息, 此序列与人类参考基因组序列比对即可

根据方向或长度的不一致找出存在的结构变异, 包
括大于 3 kb的缺失、倒置、配对及非配对插入和长度

在 2~3 kb的简单插入. 他们找到 1000 多个结构变异, 
这表明实际上结构变异的数目要远多于起初的预测, 
并且有些变异会影响基因功能. 2008 年, 罗氏 454 生
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命科学公司进一步验证了利用高准确性、长读长的

GS FLX系统可快速获得高质量的生物数据, 包括对

未知基因组测序和基因组结构变异的检测[40].  
事实上, 如果基因组序列完全解码, 序列比对是

鉴定各种变异最直接、最简单的方法, 而且不受分辨

率制约, 各种形式的变异都可检测到. Khaja等人[41]

将人类Celera’s R27c数据库中的序列与Build 35 ref-
erence序列进行比对, 找出了 13534 个非SNP的突变

包括缺失、倒置等, 定量PCR, FISH及与其他数据库

的比较进一步验证了其比对结果. 同样, 人类和黑猩

猩基因组比对结果所揭示的某些种间结构变异在不

同的人之间也存在[42]. 2007 年, Krzywinski 等人[43]提

出了指纹图谱技术(fingerprint profiling, FPP): 用限

制性内切酶作用于 493 个代表乳腺癌细胞系MCF7 基

因组的BAC克隆, 得到的酶切片段与人类参考基因

组(reference assembly)比对后揭示出包括 1~5 kb的微

小缺失和平衡性基因重排在内的各种结构变异.  
目前测序技术的发展日新月异, 自动化程度不

断加强, 技术日渐成熟, 成本大大降低, 这使得个人

基因组的解码成为可能. 第二代高通量测序技术包

括罗氏 454 生命科学公司的 454 技术、 Illumina公司

的Solexa 技术和ABI公司的Solid技术, 第三代测序

技术包括Helicos BioSciences公司的纳米孔单分子测

序技术. 与传统的双脱氧测序法相比, 这些技术具有

高通量、自动化和低成本的优势, 加快了对人类和其

他物种基因组序列的分析进程, 如伤寒沙门菌的基

因变异和遗传进化规律在采用 454 技术和Solexa 技
术实现全基因组测序后被揭示[44]. 现在已有一些公

司如 23andMe推出了个人DNA测试服务, 所有这些

进步无疑推动了包括结构变异在内的各种基因重排

的发现. 

2  结构变异的影响 
无论其种类和大小如何, 基因变异都有可能与

遗传疾病及个体间、人群间、物种间的表型差异相关, 
并接受自然选择[45].  

基因的结构变异可通过多种机制影响基因的表

达. 非平衡基因重排如插入、缺失和串联重复等可导

致基因剂量的改变, 从而影响携带者表型[46]. 非编码

区的结构变异可通过位置效应(position effects)改变

基因表达基本调控原件的位置或影响其调控作用 , 
从而改变基因的表达, 如遗传性疾病地中海贫血[47]; 
也可通过改变局部染色质结构影响基因的表达 [48]. 
缺失突变还可通过另外一种机制导致表型改变: 两
个等位基因中的显性基因发生缺失后, 隐形基因发

挥显性抑制效应(dominant negative effect), 导致突变

表型[49]. 此外, 有些突变虽然没有造成表型的改变, 
但影响了个体的疾病易感性和药物反应程度[50]. 但
由于技术的限制, 目前对结构变异的关联研究尚处

于起步阶段.  

2.1  结构变异与表型 

果蝇X染色体上Bar基因的重复导致棒眼表型 , 
这是首次将大的遗传变异与表型相联系[51]. 到目前

为止, 越来越多的人类疾病与基因变异之间的关系

被揭示, 结构变异的检测已成为筛选疾病候选基因

最迅速的方法之一[52].  
大片段重复和缺失与表型的关系很早就有报道, 

如剂量敏感型发育相关基因的拷贝数变化可导致遗

传性疾病[53]. 某些最早报道的可遗传性状, 如色盲[54]

和恒河因子(Rh因子)[55]后来被证实与基因重复和缺

失相关 . X染色体上神经胶质素 (neuroligin)基因

NLGN3 和 NLGN4 的缺失与自闭症相关[56]; 70%的

普拉德-威利症候群(Prader-Willi syndrome, PWS)病
人来自父方的 15 号染色体 15q11~q13 区段发生缺失, 
目前已有两种缺失亚型报道[57]. 人类基因组突变数

据库显示, 与孟德尔遗传性疾病相关的突变中有 5%
属于亚显微水平的插入或缺失[58]. 同时, 许多广泛存

在于健康个体中的基因拷贝数变异是无害的, 因此

区分致病性基因变异与无害的变异至关重要.  
与其他类型的结构变异不同, 倒置未涉及基因

的获得或缺失, 只是DNA序列在方向或位置上发生

了改变. 针对平衡基因重排, 缺乏高通量低成本的检

测方法, 因此目前对此类变异的认识相当有限. 但有

些研究已经揭示了它们与疾病的关系. 例如, 40%的

A型血友病人的凝血因子VⅢ基因存在 400 kb的缺 

失[59]; 自闭症病人 10号染色体 10q21.3区段的臂内倒

置破坏了基因TRIP8 和 REEP3, 这两个基因都是自

闭症的候选相关基因[60]; 此外, 在某些情况下, 染色

体上的DNA倒置未导致当代个体的表型变化, 但却
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增加了下一代发生微小缺失或转置突变的几率从而

导致疾病, 如威廉氏症候群、安格曼症候群、Sotos
氏症和Wolf-Hirschhorn氏综合征[1]. 因此对普通健康

人群倒置突变的检测具有重要意义.  

2.2  结构变异与疾病易感性 

结构变异除可导致表型改变之外, 还会影响个

体对于疾病的易感性及对药物的反映程度[11]. 例如, 
基因UGT2B17 存在缺失多态性, 个体对前列腺癌的

易感程度和病人对睾丸激素的反应程度在种间和个

体间的差异与之明显相关[61]. 基因CCL3L1 的拷贝数

减少将导致个体更易感染HIV且更易于AIDS的发  展
[62]. 细胞色素P450 基因如CYP2D6 参与药物代谢, 其
拷贝数的改变会影响机体对三环抗抑郁药和安定药

的代谢并且与喉癌和肺癌相关[63,64]. 谷胱甘肽S-转移

酶基因GSTT1 和GSTM1 的纯合缺失可增加个体患多

种癌症的几率[65].  

2.3  结构变异与群体遗传学 

结构变异在某些种类的基因, 尤其是参与分子

间和环境间相互作用的基因中明显富集. 这类基因

或参与机体对细菌感染和外界刺激的防御反应、或参

与药物代谢、或调节细胞结构和生物合成, 或负责感

官知觉, 都富含结构变异区[38,66]. 这表明, 基因的结

构变异可能参与了人类对新环境压力的适应, 有助

于分析不同人种的人口统计学历史和导致多样性产

生的突变过程[11]. Jakobsson等人[67]正是通过分析世

界上 29 个人群样本的基因型、单倍体型(haplotype)
及拷贝数变异推测出人类种群结构, 这是遗传变异

在群体遗传学上的又一应用. 此外 , 通过位置效应

(position effect)发挥作用的基因突变似乎在发育相关

的基因中富集, 这一现象还未得到清楚的解释. 原因

可能是发育相关基因中重复片段的大量存在增加了

这类基因重排的几率; 也可能是其他基因对于基因

突变产生的位置效应不敏感所致[29].  
基因的结构变异对人类的影响不只局限于上述

几点, 它们广泛存在, 影响普遍, 因此对于此类变异

的研究不亚于 SNPs 研究的重要性.  

3  展望  

2004 年至今, 结构变异的信息海量增加. 不同

技术检测到的突变中有 80%是不相互重叠的, 这预

示着大量结构变异还未被揭示[68]. 根据人类基因变

异数据库(the database of genomic variants, DGV)的最

新公布, 目前已有 31615 个基因突变被提交, 其中包

括 19792 个CNVs, 487 个倒置, 11336 个InDels (100 
bp~1 kb的插入和缺失).  

在结构变异的检测阶段, 有几方面问题值得关

注. 首先, 由于结构变异的检测技术和数据处理方法

各不相同, 不同研究机构获得的突变信息的数据质

量及假阳性、假阴性率必然存在差异, 因此有必要建

立一套标准规则, 以规范各种结构变异的特征和提

交程序, 包括标准的命名体制和准确全面的注释信

息等 . 其次 , 不同研究者采用的人类参考基因组

(reference assembly)也有不同, 或采用不同的数据库, 
或采用不同来源的DNA, 都最终导致数据的不一致

并且增加了不同数据库整合在一起的难度. 而且由

于目前的人类基因组序列仍未全部测通, gap的存在

以及不同参考基因组的差异(如NCBI reference as-
sembly 和Celera assembly)无疑都会影响获得数据的

可靠性和准确性. 因此有必要建立一个标准通用且

序列完整的参考基因组. 第三, 检测阶段一个最基本

的问题就是缺乏能同时全面扫描基因组中包括平衡

重排和非平衡重排在内的所有突变的高通量高分辨

率的技术. 目前已有的方法如aCGH、定量PCR等在

通量或分辨率上各有局限. 解决的关键即如何有效

整合各技术平台, 尤其是新一代测序技术和基因芯

片技术, 以实现同时分析各种突变(包括SNPs和结构

变异)的目的[69,70].  
结构变异的检测分析包括 3个主要步骤: 除上面

提到的检测即鉴定外, 还包括测序和基因型频率分

析. 对于疾病关联研究而言, 在大量样本中进行充足

的基因型分析以获得基因型频率和连锁不平衡规律

至关重要. 在此阶段, 不可避免的问题就是如何建立

准确、全面而又可信的人类全基因组水平的结构变异

数据库. 目前, 已建立了一些有关基因变异的数据库

如: 基因变异数据库(DGV)(http://projects.tcag.ca/ 
variation/)、人类结构变异数据库(http://humanparalogy. 
gs.washington.edu/structuralvariation/)、数据来源于

Ensemble的染色体不平衡和表型数据库(DECIPHER) 
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(www.sanger.ac.uk/postgenomics/decipher/)、人类基因

组表观遗传学网络(HuGENet) (www.cdc.gov/genomics/ 
hugenet/default.htm). 众多数据库的最大缺陷在于对

提交的结构变异没有标准要求, 因此有必要建立数

据整合处理分析的公共平台.  
目前, 各类结构变异的鉴定尚处于起步阶段, 其

信息量将会继续增加. 采用某一方法检测到的突变

一定要通过其他不同方法加以验证, 以降低假阳性

率. 只有这样, 得到的数据才有意义. 另外, 一个不

可忽视的问题就是结构变异检测的发展速度远快于

基因型分析和关联研究, 海量的变异数据只有部分

被进一步研究, 如果仍是这种状况, 海量的突变信息

将失去价值, 因此结构变异与疾病的关联研究同样

要加快速度[50]. 
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