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　　［摘要］　目的　探讨 ＮａｎｏＤｒｏｐ检测犇２６０／犇２３０值对全基因组关联研究（ＧＷＡＳ）中ＤＮＡ标本质检的意义。

方法　收集１４９４例强直性脊柱炎（ＡＳ）患者的血液ＤＮＡ样本，分别用ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测样本浓度。第一

阶段，对２４例ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ浓度＞５０ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ样本行Ｏｍｎｉ中华８芯片检测，比较１６例芯片成功样

本与８例失败样本的犇２６０／犇２８０值及犇２６０／犇２３０值。第二阶段，选取１１２２例ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度均大于

５０ｎｇ／μＬＤＮＡ样本行管家基因犌犃犘犇犎 的ＰＣＲ检测，并对ＰＣＲ反应成功的样本行Ｏｍｎｉ中华８芯片检测。采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝检验比较ＰＣＲ反应成功与失败ＤＮＡ样本的犇２６０／犇２３０值，采用受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线评价

犇２６０／犇２３０值对ＰＣＲ结果的鉴别效率。结果　第一阶段中，芯片成功与失败样本的犇２６０／犇２８０值差异无统计学意义

（犘＝０．４４４），而犇２６０／犇２３０值差异有统计学意义 （犣＝－３．９２０，犘＜０．００１）；第二阶段中，ＰＣＲ成功的ＤＮＡ样本基因分

型检测成功率为１００％，ＰＣＲ成功与失败组的犇２６０／犇２３０值比较差异有统计学意义（犣＝－５．９８３，犘＜０．０１）。犇２６０／犇２３０

值预测ＰＣＲ结果的曲线下面积（ＡＵＣ）为０．７２７；最佳诊断点的犇２６０／犇２３０值为０．８９；特异度为０．９５时的犇２６０／犇２３０值为

２．３０５。结论　在进行ＧＷＡＳ时，浓度及犇２６０／Ｄ２８０值均较好而犇２６０／犇２３０值较低的ＤＮＡ样本可能含有较多杂质，需联

用ＰＣＲ检测以确保样本质量；犇２６０／犇２３０值≥２．３０５时，样本纯度满足ＧＷＡＳ芯片检测的要求，可省略ＰＣＲ检测。
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第１１期．郭　倩，等．全基因组关联研究中ＮａｎｏＤｒｏｐ检测犇２６０／犇２３０值在ＤＮＡ质检中的意义

ｔｈｅ犇２６０／犇２３０ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｂｅｓｔｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｏｉｎｔａｎｄｔｈｅｐｏｉｎｔｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ９５％ ｗｅｒｅ０．８９ａｎｄ２．３０５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＩｎＧＷＡＳ，ｗｈｅｎＤＮＡｓａｍｐｌｅｈａｓｂｅｔｔｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ犇２６０／犇２８０ｖａｌｕｅａｎｄｈａｓｌｏｗｅｒ犇２６０／犇２３０ｖａｌｕｅ，

ＰＣＲｔｅｓｔｓｈｏｕｌｄｂｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｎｓｕｒｅｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ；ｗｈｅｎ犇２６０／犇２３０ｖａｌｕｅｉｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ２．３０５，ｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓａｒｅｐｕｒｅｅｎｏｕｇｈｆｏｒｍｉｃｒｏａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃａｎｂｅｏｍｉｔｔｅｄ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ；犇２６０／犇２３０ｖａｌｕｅ；ＮａｎｏＤｒｏｐ；ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１１）：１４４４１４４８］

　　自１９５３年ＤＮＡ双螺旋结构被发现以来，遗传

学领域取得了突飞猛进的发展。近年来，随着全基

因组关联研究（ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ，

ＧＷＡＳ）、二代测序、三代测序等技术的问世，遗传学

研究成为探索复杂性疾病致病机制的有力工具［１３］。

而高品质的ＤＮＡ样本是遗传学实验成功与否的重

要影响因素，进行有效的ＤＮＡ样本质检更是控制

实验成本的关键措施。以ＧＷＡＳ为例，各研究平台

均需要２００ｎｇ的ＤＮＡ，且要求ＤＮＡ最低浓度为

５０ｎｇ／μＬ
［４］。ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ是检测ＤＮＡ

样本质量较为合适的方法，ＮａｎｏＤｒｏｐ（如ＮＤ１０００）

是一种全波长紫外／可见光扫描分光光度计，可检测

ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质和染料等的光密度（犇）值，自动

识别的光谱范围为２２０～７５０ｎｍ
［５］；ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ为一

种选择性结合双链 ＤＮＡ 的荧光染料，作用与

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ相似
［６］。然而，研究获得的ＤＮＡ等

样本中存在杂质时，通过上述方法很难被检测出来，

因此需要一种更加可靠的方法评估ＤＮＡ样品的质

量。本研究通过分析２４例ＧＷＡＳ芯片失败样本在

质量控制过程中的详细情况，发现失败样本的犇２６０／

犇２３０值偏低，进而在更大样本中明确犇２６０／犇２３０值与

ＤＮＡ质量的关系，旨在寻找更可靠的ＤＮＡ质检手

段，降低芯片检测失败风险。

１　材料和方法

１．１　研究对象　收集１４９４例第二军医大学长征

医院收治的强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，

ＡＳ）患者的全血样本，ＡＳ诊断均符合１９８４年修订

的ＡＳ美国纽约的诊断标准
［７］。本研究通过第二军

医大学长征医院医学伦理委员会审批，所有入组患

者均签署知情同意书。使用 ＡｘｙＰｒｅｐ血基因组

ＤＮＡ小量试剂盒提取所有患者血液样本ＤＮＡ，用

于后续检测。

１．２　ＮａｎｏＤｒｏｐ检测　检测样本前先对ＮＤ１０００

（ＮａｎｏＤｒｏｐ，ＵＳＡ）进行校正，取ＬａｍｂｄａＤＮＡ原

液（３１０ｎｇ／μＬ，日本ＴａＫａＲａ公司），用ＴＥ缓冲液

稀释成３．１、３８、７８、１５５、３１０ｎｇ／μＬ５个浓度梯度，

使用ＮＤ１０００检测各浓度样品在２６０ｎｍ下的犇值

并绘制曲线，根据曲线拟合度判断仪器精确性。校

正后取待测ＤＮＡ样品１μＬ，上机检测样品浓度及

犇２８０、犇２６０、犇２３０等值。

１．３　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测　（１）ＤＮＡ待测样品的准备：

取１μＬＤＮＡ样品加入到３４９μＬ的ＴＥ缓冲液中

振荡混匀，另取３个空移液管，每管加入１００μＬ样

品混匀液；（２）绘制标准曲线：取 λＤＮＡ 原液

（３１０ｎｇ／μＬ，日本ＴａＫａＲａ公司）用ＴＥ缓冲液稀释

至２ｎｇ／μＬ，然后再稀释成０（不含ＤＮＡ）、０．１２５、

０．２５、０．５、１ｎｇ／μＬ５个浓度梯度，检测并绘制标准

曲线。（３）ＤＮＡ样品检测：取ＤＮＡ待测样品室温

避光孵育 ５ ｍｉｎ，应用 ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ○
Ｒ

３ 酶标仪

（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＵＳＡ）以４８０ｎｍ为激发波长

测定各样品在５２０ｎｍ下的犇值，并使用ＳｏｆｔＭａｘ○
Ｒ

Ｐｒｏ软件进行分析。每组设３个复孔。

１．４　ＰＣＲ 检测管家基因　选取 ＮａｎｏＤｒｏｐ和

ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度均大于５０ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ样品

行管家基因（犌犃犘犇犎）的ＰＣＲ检测。犌犃犘犇犎 引

物（４５２ｂｐ）序列：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ

ＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＡＴＧＴＣＧＴＴＧＴＣＣ

ＣＡＣＣＡＣＣＴ３′。２０μＬＰＣＲ体系：５μＬＤＮＡ模

板（浓度１０ｎｇ／μＬ），１０μＬＰｒｅｍｉｘＴＡＱ酶，上、下

游引物各２μＬ，１μＬ去离子水。反应条件：９５℃预

变性１０ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ、６０℃退火１ｍｉｎ、

７２℃延伸１ｍｉｎ２５ｓ，共３３个循环；循环结束后

７２℃延伸７ｍｉｎ。取１０μＬＰＣＲ反应产物行带有

ＧｏｌｄＶｉｅｗ染料（上海赛百盛基因技术有限公司）的

琼脂糖凝胶电泳，验证是否出现４５２ｂｐ的扩增

条带。

１．５　基因分型　采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的 Ｈｕｍａｎ

ＯｍｉｎｉＺｈｏｎｇＨｕａ８ＢｅａｄＣｈｉｐ芯片行基因分型检

测，基因组ＤＮＡ经过质控检测后，取合格样品稀释

至浓度为 ５０ｎｇ／μＬ。第一阶 段：选 取 ２４ 例

ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度＞５０ｎｇ／μＬ的

ＤＮＡ样品行芯片检测，有８例芯片反应失败，比较

１６例成功样本与８例失败样本的ＮａｎｏＤｒｏｐ检测的

·５４４１·
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犇２６０／犇２８０ 值 及 犇２６０／犇２３０ 值。 第 二 阶 段：对

ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度＞５０ｎｇ／μＬ且

ＰＣＲ管家基因扩增成功的ＤＮＡ样品行基因分型检

测，并使用ＨＤ超微阵序列和ｉＳｃａｎ系统（Ｉｌｌｕｍｉｎａ

公司）进行扫描。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件行统计分

析。呈正态分布的计量资料以珔狓±狊表示，呈非正态

分布的计量资料以中位数（最小值～最大值）表示。

犇２６０／犇２３０值两组间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检

验，采 用 受 试 者 工 作 特 征 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线评价犇２６０／犇２３０值对ＰＣＲ

结果的鉴别效率，并确定最佳诊断点（敏感度和特异

度最大）。为达到最严格的芯片质量控制，选取特异

度为０．９５的点为参考点；同时选取ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测

浓度＞５０ｎｇ／μＬ的样本再计算ＲＯＣ曲线以排除浓

度对 ＰＣＲ结果的影响。使用曲线下面积（ａｒｅａ

ｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）评价犇２６０／犇２３０值对ＰＣＲ结果的

预测能力。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＮａｎｏＤｒｏｐ与ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测结果　１４９４例

ＤＮＡ样品的 ＮａｎｏＤｒｏｐ检测浓度为（１３１．３±

１１６．２）ｎｇ／μＬ，犇２６０／犇２８０ 值 为 １．８１５±０．８６８，

犇２６０／犇２３０值为１．３７（０．０８～１８．６１）；ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测

浓度为 （１２３．０±９７．５）ｎｇ／μＬ。ＮａｎｏＤｒｏｐ 和

ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度均大于５０ｎｇ／μＬ的样本有

１１２２例。

２．２　２４例ＤＮＡ样品芯片检测结果　第一阶段

２４例ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度＞５０ｎｇ／μＬ

的ＤＮＡ样品检测结果见表１。２４例样本中１６例芯

片检测成功，８例失败。芯片成功样本与失败样本

的犇２６０／犇２８０值分别为１．８６０±０．０６３与１．８４１±

０．８２５，差异无统计学意义（犘＝０．４４４）；而两组的

犇２６０／犇２３０值分别为２．３７（０．９１～４．９５）、０．２３

（０．１５～０．４５），差异有统计学意义（犣＝－３．９２０，

犘＜０．００１）。

表１　２４例犇犖犃样本浓度及芯片检测结果

犜犪犫１　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪狀犱犿犻犮狉狅犪狉狉犪狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳２４犇犖犃狊犪犿狆犾犲狊

ＳａｍｐｌｅＩＤ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｂｙ

ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ犮Ｂ／（ｎｇ·μＬ
－１）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｂｙ

ＮａｎｏＤｒｏｐ犮Ｂ／（ｎｇ·μＬ
－１）

犇２６０／犇２８０ｖａｌｕｅ 犇２６０／犇２３０ｖａｌｕｅ Ｃａｌｌｒａｔｅ

１ ９０．３ ７９．１３ １．８３ ０．２０ ０．４７５６

２ ８３．３ ６８．３２ １．７８ ０．２７ ０．４９４８

３ ９５．９ １５０．４６ １．７５ ０．２５ ０．５０６６

４ ２１２．１ ２７３．０５ １．９１ ０．４５ ０．５０８８

５ ９５．２ ９９．７２ １．７３ ０．１８ ０．５３１６

６ ５７．４ １０４．８４ １．９６ ０．１５ ０．５７２７

７ ６３．０ ６３．８０ １．９０ ０．１６ ０．５７５３

８ ２００．２ １５７．７０ １．８７ ０．３３ ０．５９５３

９ １０４．３ １２１．８０ １．９６ ４．９５ ０．９９８７

１０ １０４．３ ７７．３９ １．８９ ０．９７ ０．９９８７

１１ １０７．１ ８３．０２ １．９２ １．２６ ０．９９８８

１２ １７９．９ １３１．８１ １．８６ ０．９１ ０．９９８８

１３ ８５．４ ８４．７９ １．７８ ２．６８ ０．９９８８

１４ １２８．１ ７９．２９ １．７５ １．２１ ０．９９８８

１５ ８６．８ ７７．３６ １．８９ ４．９１ ０．９９９０

１６ ６５．８ １２７．０４ １．８６ １．９９ ０．９９９０

１７ ５３．９ ５３．９０ １．９１ １．５２ ０．９９９０

１８ ５２．５ ５２．１２ １．７８ ３．１０ ０．９９９０

１９ ９４．５ ６０．２６ １．８９ ２．６８ ０．９９９１

２０ ３６１．２ ３４１．０９ １．８６ １．９４ ０．９９９１

２１ １１８．０ １２８．４０ １．８４ ２．２２ ０．９９９０

２２ ８６．２ １１２．０９ １．９５ ３．２２ ０．９９９０

２３ ７９．８ ９９．０８ １．８３ ２．９９ ０．９９９０

２４ ９６．４ ９６．９０ １．８２ ２．５２ ０．９９９０

　　Ｃａｌｌｒａｔｅ＜０．９ｉｎｄｉｃａｔｅｓｆａｉｌｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．３　ＰＣＲ及基因分型结果　第二阶段１１２２例

ＮａｎｏＤｒｏｐ及ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测浓度均大于５０ｎｇ／μＬ的

ＤＮＡ样品中９７９例ＰＣＲ成功，１４３例失败。对９７９例

ＰＣＲ成功的ＤＮＡ样本行基因分型检测，结果显示其

·６４４１·
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第１１期．郭　倩，等．全基因组关联研究中ＮａｎｏＤｒｏｐ检测犇２６０／犇２３０值在ＤＮＡ质检中的意义

Ｃａｌｌｒａｔｅ值达标率为１００％。将１１２２例样品按照

ＰＣＲ结果分为两组，非参数检验结果显示，ＰＣＲ成功

与失败两组ＤＮＡ样本的犇２６０／犇２３０值分别为１．４５

（０．０９～１８．６１）和０．５４（０．０８～１５．１７），差异有统计学

意义（犣＝－５．９８３，犘＜０．０１）。

２．４　犇２６０／犇２３０值对ＰＣＲ结果的鉴别能力　通过绘

制ＲＯＣ曲线评估犇２６０／犇２３０对ＰＣＲ结果的鉴别能

力，结果（图１）显示，ＲＯＣ曲线的ＡＵＣ为０．７２７；其

中最佳诊断点（敏感度和特异度最大）的犇２６０／犇２３０

值为８９％（敏感度为８２％，特异度为６１％）。ＲＯＣ

曲线中特异度为９５％（敏感度１６％）时对应的

犇２６０／犇２３０值为２．３０５。

图１　犇２６０／犇２３０预测犘犆犚结果的犚犗犆曲线

犉犻犵１　犚犗犆犮狌狉狏犲狅犳犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狆狉犲犱犻犮狋犲犱犫狔犇２６０／犇２３０

ＰｏｉｎｔＡ：Ｂｅｓｔｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｏｉｎｔ；ＰｏｉｎｔＢ：Ｐｏｉｎｔｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ９５％．

ＰＣＲ：Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ； ＲＯＣ： Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

３　讨　论

ＧＷＡＳ及二代测序实验的影响因素有多种，如

诊断明确的病例和对照组、多项检测的控制、人群分

层的控制［８］、有明确表型的研究人群的特点［９］以及

ＤＮＡ样品的数量和质量等
［１０］。以ＧＷＡＳ为例，由

于芯片非常昂贵，所以在进行芯片检测之前确保

ＤＮＡ样本的质量非常重要。

目前遗传学研究大多采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 和

ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测ＤＮＡ样品的质量。ＮａｎｏＤｒｏｐ检测

方法简单、经济。ＤＮＡ在波长２６０ｎｍ左右有最大

吸收峰，而蛋白质的吸收峰在２８０ｎｍ左右
［５］，因此

可通过犇２６０／犇２８０值及犇２６０／犇２３０值检测ＤＮＡ浓度；

但 ＲＮＡ、单 链 ＤＮＡ （ｓｓＤＮＡ）和 双 链 ＤＮＡ

（ｄｓＤＮＡ）均在２６０ｎｍ处有最大吸收峰，导致整体

的犇２６０值可能偏高，影响检测结果。ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ是一

种选择性结合ｄｓＤＮＡ的荧光染料，与ｄｓＤＮＡ结合

时其荧光急剧增强，而未结合染料几乎不发出荧光，

因此被用来检测ＤＮＡ浓度；且ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ稳定不易

脱色，允许暴露较长的时间［６］。ＰＣＲ扩增管家基因

（犌犃犘犇犎）的方法常被用于确定样本基因组ＤＮＡ

的完整性及纯度［８，１１］，因此本研究利用ＰＣＲ扩增管

家基因以提高ＤＮＡ芯片检测的成功率。

ＮａｎｏＤｒｏｐ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ测定ＤＮＡ浓度时，纯

度高的核酸其犇２６０／犇２８０值一般为１．８～２．０。但该

比值受ｐＨ和离子浓度影响，酸性溶液一般会使其

降低０．２～０．３，而碱性溶液则可能使其上升０．２～

０．３；异常的犇２６０／犇２８０值表示样品中可能含有蛋白

质、苯或其他在２８０ｎｍ 附近有吸收的污染物。

犇２６０／犇２３０值是另一用于检测ＤＮＡ纯度的指标，纯

度高的核酸其犇２６０／犇２３０值一般为１．８～２．２，此值明

显偏小时表明样品可能被碳水化合物（糖类）、盐类

或有机溶剂污染，需要纯化样品或进一步优化核酸

提取方法［１２］。大多数研究中，一般使用犇２６０／犇２８０值

评价ＤＮＡ的纯度，而犇２６０／犇２３０值则被认为是次要

的［１３］。但近年来，涉及到ＤＮＡ质控的遗传学研究

越来越强调犇２６０／犇２３０值的价值。Ｓｏｌｏｍｏｎ等
［１４］提

取海水微生物ＤＮＡ时发现，采用新的提取方法后，

样本的 犇２６０／犇２３０ 值可改善 ２．３％ ～４５％，而

犇２６０／犇２８０值未见明显改变，抽提样本可降低

２２．５％～３４．５％的蛋白质污染，ＤＮＡ合格率及１６Ｓ

ＲＮＡ的ＰＣＲ成功率均显著提高。本研究第一阶段

中ＰＣＲ结果阳性与阴性两组的犇２６０／犇２８０值差异无

统计学意义，而犇２６０／犇２３０值差异有统计学意义（犘＜

０．００１）。造成这种差异的原因可能是抽提的部分

ＤＮＡ样本中含有较多的碳水化合物（糖类）、盐类等

污染物，这些污染物对２３０ｎｍ的波段吸收较好而对

２８０ｎｍ波段吸收不佳，即表现为犇２６０／犇２８０值无明显

变化而犇２６０／犇２３０值偏低。表明在衡量样本纯度时

犇２６０／犇２３０值可能有重要意义，在检测样本时忽视该

值也可能无法确保样本的质量。

本研究中，ＲＯＣ曲线的ＡＵＣ为０．７２７，表明所

建立的犇２６０／犇２３０值对ＰＣＲ结果模型有较好的预测

效能。本研究得到的最佳诊断点犇２６０／犇２３０值为

０．８９，低于正常的犇２６０／犇２３０值范围（１．８～２．２），推

测原因可能为当ＤＮＡ混有一定程度的杂质时ＰＣＲ

·７４４１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年１１月，第３８卷

仍可成功。但芯片对ＤＮＡ纯度要求较高，故在芯

片基因分型前的质检阶段，特异度（即犇２６０／犇２３０值

预测ＰＣＲ成功的可靠性）较敏感度更为重要，它可

以避免因样本质量问题而导致的芯片浪费。因此本

研究选择并推荐特异度为９５％的诊断点（犇２６０／犇２３０

值为２．３０５）为衡量标准，犇２６０／犇２３０值≥２．３０５且浓

度合格的样本，其ＰＣＲ扩增管家基因成功的可能性

超过９５％，样本纯度较高，基本满足芯片检测要求。

在本研究第一阶段，即使样本经过ＮａｎｏＤｒｏｐ

及ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测显示浓度已达到５０ｎｇ／μＬ，但仍

有部分芯 片 检 测 失 败。而 第 二 阶 段 中 经 过

ＮａｎｏＤｒｏｐ、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ及ＰＣＲ质检的样本芯片检测

成功 率 为 １００％，表 明 与 单 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 或

ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ的质检方法相比，其联合应用ＰＣＲ检测

能更大程度地确保ＧＷＡＳ的成功。

综上所述，在ＧＷＡＳ的ＤＮＡ质检过程中，尽

管 ＮａｎｏＤｒｏｐ检测中 犇２６０／犇２３０值的正常范围为

１．８～２．２，但当犇２６０／犇２３０＜２．３０５时，ＤＮＡ样本仍

可能有污染，有可能导致后续遗传学研究失败，此时

应进行ＰＣＲ扩增管家基因质检以确保ＧＷＡＳ芯片

检测成功；当犇２６０／犇２３０≥２．３０５时则可认为ＰＣＲ成

功率超过９５％，样本纯度基本满足芯片检测要求，

故不需再进行ＰＣＲ质检，可提高样本质检效率。本

研究不足之处在于样本量有限，且ＰＣＲ成功组与失

败组的数量差异较大，仍需更大的多中心数据予以

支持。
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