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摘 要:目的 基于转化医学的思想,我们在医学遗传学实验教学中开展案例式教学———性别决定区 Y(SRY)基因的

检测,以在培养实践性人才的同时,为临床提供可借鉴的实验方法。方法 从14例发育正常的人体外周血标本中提取

基因组DNA,将学生分组,每组分别采用PCR法扩增SRY 基因和β-Actin基因,琼脂糖凝胶电泳检测。随机挑选2例

SRY基因扩增产物进行测序分析。结果 14例标本中8例男性标本SRY 基因检测结果为阳性,6例女性标本为阴性,

检测结果与标本实际性别相符。2例SRY基因扩增产物经测序分析为目标序列。结论 案例式的SRY 基因检测实验

教学使学生在掌握PCR、琼脂糖凝胶电泳技术的同时,更了解到这些技术在基因诊断中的应用。实验所建立的检测方法

具有一定的临床参考价值,体现了基础医学教育服务于临床,并向临床转化的思想。
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  医学遗传学是一门医学与遗传学相结合的桥梁学

科,主要讲述遗传学的一般规律以及遗传病的分类、发
病的遗 传 机 制、遗 传 方 式、临 床 表 现、诊 断 和 预 防

等[1-2]。随着分子医学的飞速发展,遗传病的范畴逐渐

扩大,由发病率较低的单基因病、染色体病扩展到包括

先天缺陷、精神分裂症、心脑血管疾病、肿瘤等常见病

在内的多种疾病[3-5]。对这些疾病发病机制的进一步

探索、早期诊断、预防和根本治疗,需要大量具有扎实

的医学遗传学背景知识和相关技术的专门人才[6]。为

了更好地满足临床需求,以培养实践性人才为出发点,

我们在医学遗传学本科实验教学中开展案例式教

学———性别 决 定 区 Y(sexdeterminingregion Y,

SRY)基因的检测实验。

1 对象与方法

1.1 对象 授课对象为皖南医学院2013级医学检验

专业四年制三年级学生(n=60)。

1.2 方法

1.2.1 实验材料 肝素锂抗凝剂;血液基因组DNA
提取试剂盒(购自天根生化科技有限公司);TaqDNA
聚合酶(购自美国 Thermo公司);dNTPs(购自美国

Promega公司);GelRedTM核酸凝胶染色剂(购自美国

Biotium公司);引物由上海生工生物工程公司合成。

1.2.2 实验方法 人体外周血标本14例,来自皖南

医学院附属弋矶山医院检验科,标本采集对象均为发

育正常的体检者。将采集的14例肝素锂抗凝全血标

本置于-20℃下冰柜冻存。将全血室温解冻后,取

300μl,采用天根血液基因组DNA提取试剂盒提取

DNA,最后加200μl洗脱缓冲液溶解DNA。

引物设计和合成:NCBI网站在线设计目标基因

(SRY基因)和内参基因(β-Actin基因)的引物。引物

序列及扩增片段大小见表1。

表1 PCR扩增SRY基因和β-Actin基因的引物

基因 引物序列(5-3′) 目标片段大小(bp)

SRY
ACGCATTCATCGTGTGGTCT

AACTGCAATTCTTCGGCAGC
237

β-Actin
AAGTCCTGCCCTCATTTCCC

CAGTGAGGACCCTGGATGTG
299

  聚合酶链反应及琼脂糖凝胶电泳:对14例标本所

提取的基因组DNA分别扩增SRY基因编码序列和β-
Actin基因部分序列。PCR总反应体积为50μl:模板

DNA2μl,Taq酶2.5U,10×buffer5μl,MgCl21.5
mmol/L,dNTPs0.2mmol/L,上游及下游引物各0.5

μmol/L,加超纯水至总体积50μl。PCR循环条件为:

95℃预变性3min,95℃变性30s,57℃退火30s,72
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℃延伸1min,共35个循环,最后72℃延伸5min。取

10μlPCR扩增产物加样,同一例标本的SRY 基因和

β-Actin基因PCR产物加入同一个加样孔中,1.2%琼

脂糖凝胶电泳50min(电压100V),GelRedTM染液染

色,凝胶成像系统中观察结果,摄片保存。

DNA测序:随机挑选2例男性标本SRY 基因的

PCR产物送上海生工生物工程公司行DNA测序,测
序结果在NCBI网站BLAST比对验证。

1.2.3 教学实施过程 课前准备:要求学生课前查阅

资料,了解PCR和琼脂糖凝胶电泳的相关原理、操作

步骤;通过OMIM 网站(http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/omim)了解SRY 基因相关信息。教师事先提取

出14例标本的基因组DNA。课堂教学过程:首先教

师通过PPT简要介绍聚合酶链反应的原理、应用领

域;SRY基因的结构、功能和临床检测意义;阐明引物

和扩增片段的大小、位置以及PCR反应的体系和循环

条件;介绍实验所用的仪器、材料。接着教师示教微量

加样器的使用方法及PCR反应体系的配制。然后按3
~4人一组将学生分组,每组领用待检 DNA模板(作
为待检标本,不告知标本的实际性别)、引物以及反应

体系中其他试剂的混合物;分别配制目标基因和内参

基因的反应体系,标记后置于冰上。待8组配制完毕,

统一置于PCR仪中扩增。学生在教师的指导下完成

琼脂糖凝胶制备过程,待PCR反应结束后每组依次加

样,电泳检测结果,凝胶成像系统观察、摄片。实验结

果的讨论分析:先由学生分析实验结果,进行基因诊

断、判断标本性别,讨论实验方法,并分组汇报。然后

教师公布每组DNA样本的实际性别,与学生实验结

果进行对比分析并答疑,学生课后撰写实验报告。随

机挑选2例男性标本SRY 基因的PCR产物进行测序

分析。

2 结果

2.1 PCR结果 14例标本中8例男性标本均扩增出

SRY基因和β-Actin基因目标片段,SRY 检测结果为

阳性;6例女性标本均扩增出β-Actin基因目标片段,

未见SRY基因片段,SRY 基因检测结果为阴性(见图

1),检测结果与标本实际性别相符。

图1 14例外周血标本的SRY基因和β-Actin基因扩增结果

注:M为100bpDNALadderMarker;1、2、3、5、7、9、12、13为男

性标本,SRY基因检测结果为阳性;4、6、8、10、11、14为女性标

本,SRY基因检测结果为阴性

2.2 DNA测序结果 2例男性标本SRY 基因扩增

产物的测序结果,经 NCBI网站BLAST 比对验证为

SRY基因目标序列,其中1例测序图见图2。

图2 1例男性标本SRY基因的测序结果

3 讨论

SRY基因是Y染色体上的性别决定序列,定位于

Yp11.31,全长1108bp,只含有一个外显子,是胚胎发

育早期促使未分化性腺向睾丸分化的关键基因。SRY
基因的缺失、突变或易位可导致性发育异常,引起46,

XY女性性反转综合征或46,XX男性性反转综合征,

临床常表现为不育[7-10]。因此开展SRY 基因的检测

对于性发育异常疾病或不育症的病因研究、诊断和鉴

别诊断都具有重要的临床意义。受转化医学思想的启

发,我们欲在医学遗传学实验教学中开展既适合教学,

又可应用于临床且取材上不受病例标本限制的基因诊

断实验,鉴于SRY基因检测的临床意义和男性特有而

女性缺如的特点,我们选择其作为基因诊断的靶基因,

以男性和女性两种DNA标本为模板,使检测结果既
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有阳性又有阴性,符合临床实际检测情况。实验方法

上设置内参照,以鉴别实验结果中可能存在的假阴性,

使学生意识到实验方法的严谨性在临床检测中的重要

性。在实验教学开始之前,要求学生查阅相关资料,明
确实验目的,增强实验的主动性。整个实验教学过程

模拟临床基因诊断过程,使学生在检测、分析、判断、思
考中掌握了PCR和琼脂糖凝胶电泳技术,更了解了这

些技术在疾病诊断中的应用。这种案例式情景式的实

验教学模式提高了学生的学习兴趣,加深了他们对实

验方法的理解,增强了他们运用知识,技术解决实际问

题的信心。此外,由于 PCR 反应时间较长,我们在

PCR反应的实验间隙还穿插了“正常人类G显带染色

体识别”教学,解决了课时有限的矛盾,也避免了单一

实验的单调、枯燥,提高了教学效率。在前期的预实验

中,我们设计了多对引物,避开目标基因和内参基因的

多态位点,并使内参基因上下游引物分处于两个内含

子中以排除DNA标本中可能残留的RNA的干扰,经
过多次PCR,筛选出灵敏度高、特异性强、重复性好、

可在同一循环条件下扩增的SRY 和β-Actin基因引

物。对14例外周血标本的检测结果与样本实际性别

相符,PCR产物经测序验证为目标序列,表明所建立

的SRY基因检测方法具有一定的临床参考价值,体现

了基础医学教育服务于临床并向临床转化的思想。
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