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%%!摘%要"%目的%染色体 ""f!! 区域基因拷贝数异常是先天性心脏病'&DG(的遗传病因之一#由其引起的

&DG预后不良) 该研究主要探讨多重连接探针扩增技术用于 &DG""f!! 微缺失或微重复遗传病因诊断的实用

性#并了解 ""f!! 微缺失或微重复在&DG中的发生情况) 方法%选择 "Y 个位于染色体 ""f!! 低重复拷贝序列CV

D区域内-X 个位于其周围'&MJ-""f!Q(和 !< 个位于 R-[-!#-!X 号染色体上的基因位点共计 R[ 个探针组成多重连

接探针#对 ![! 例外科手术前的&DG儿童和 !R 例严重&DG或包括&DG的多发性畸形胎儿进行了 ""f!! 微缺失

或微重复的检测#并进行了染色体核型分析) 结果%!$Y 例患儿中#共检出 ""f!! 微缺失者 X 例'N&9CVG区 < 例#

N&9CV&区 ! 例(#""f!! 微重复 ! 例'N&9@VG区(#涉及的&DG类型包括室间隔缺损-房室间隔缺损-肺动脉狭窄

和法洛四联征) 同时染色体核型分析还发现了 < 例异常%! 例 "!f部分缺失!R<#ml#"!fV"#! 例嵌合性 [V三体!RX#

ml# o[ZR<#ml'!r"("#R 例 "!V三体) 其中 ! 例 "!V三体与 ""f!! 微重复同时存在) 结论% 染色体 ""f!! 区域高

密度多重连接探针检测技术能快速-灵敏-精确定位诊断染色体 ""f!! 区域基因拷贝数异常#适合于 &DG的遗传

学诊断$此外#""f!! 微缺失或微重复引起的&DG类型多种多样#建议所有&DG患者应常规进行遗传学检测)

!中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&B@> EB@F"

!关%键%词"%""f!! 微缺失$""f!! 微重复$ 先天性心脏病$ 多重连接探针扩增$儿童$ 胎儿

!中图分类号"%9YR!6!$ 9RR<%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#[$" b#Y

L)&1*#()(#K>>PAA $%"%/)#*&*$$02")+&/)#*)*+#*1%*)/&",%&-/$)(%&(%64 30"/)2"%Y

")1&/)#*V$%2%*$%*/2-#6%&32")K)+&/)#*

N(.KN#2I)#%# )+N%I>8# 9)+M8%&DIN## '*M#I'8&D# J(.K,"&DIQ8&# N(*Q8&IG#8# 6)5.K'8&# 9)+)%8IN%&#

>-Q82# 4+!"&D#J(.K9/8IL#&?K#7"# 6C/""7"BG78&8C%7'218C8&2"B.%&T8&D '218C%7+&8F2$E8A<#.%&T8&D "!###[# G/8&%

')# NI># 50%87%<%78u/#P/"A0%87?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B+()8-=,(A2,-,'-:5()(:25>,(5(,?+I.>5,(/5-U5(A2,(+)V1-/-)1-),/3+S-2./5(I(:2,(+) ';N0C(

I+31-,-:,()A""f!! 1-5-,(+) 2)1 1>/5(:2,(+) () :+)A-)(,25'-23,1(=-2=-'&DG( :2=-=2)1 ,+=,>1?,'-():(1-):-+I""f!!

1-5-,(+) 2)1 1>/5(:2,+) () 1(II-3-),O()1=+I&DG69%/,#$(% +̀3,?V-(A',/3+S-=+IT'(:' "Y 5+:2,-1 () ""f!! 5+T:+/?

)>.S-33-A(+) 'N&9""=CVD(# X () ""f!! =>33+>)1()A3-A(+) '&MJ# ""f!Q( 2)1 !< () :'3+.+=+.-=R# [# !# 2)1 !X

T-3-=-5-:,-1 ,+1-,-:,""f!! 1-5-,(+) 2)1 1>/5(:2,(+) () ![! /3-+/-32,(8-:'(513-) T(,' &DG2)1 !R I-,>=-=T(,' =-3(+>=

&DG+3&DGT(,' .>5,(/5-.25I+3.2,(+)=6H) ,'-=-:2=-=# O23?+,?/-2)25?=(=T2=25=+/-3I+3.-16:%(0"/(%;N0C

1-.+)=,32,-1 ,'2,X :2=-='21 ""f!! 1-5-,(+) !< :2=-=I3+.&NB&N! ,+N_B9!'N&9CVG( 2)1 ! :2=-I3+.&NB&N! ,+

0&dC0'N&9CV&(" 2)1 ,'2,! :2=-'21 ""f!! 1>/5(:2,(+)#=/2))()AI3+._7̀XR ,+N_B9!'N&9@VG(6B'-/'-)+,?/-=

+I'-23,1-I-:,():5>1-1 8-),3(:>523=-/,251-I-:,# 2,3(+8-),3(:>523=-/,251-I-:,# />5.+)23?=,-)+=(=2)1 ,-,325+A?+Ì255+,6

L23?+,?/-2)25?=(=='+T-1 ,'2,! :2=-'21 "!f 1-5-,(+) !R<# ml# "!fV"# ! :2=-'21 .+=2(:,3(=+.?[ ! RX#ml# o[ZR<#

ml'!r"(" 2)1 R :2=-='21 ,3(=+.?"!6E)-+I,'-R :2=-=T(,' ,3(=+.?"! '21 :+):>33-),""f!! 1>/5(:2,(+)6;#*+"0()#*(

%;N0C(=232/(1# =-)=(,(8-# =(,-V=/-:(I(:2)1 3-52,(8-5?()-U/-)=(8-.-,'+1 I+31(2A)+=(=+I""f!! 1-5-,(+) 2)1 1>/5(:2,(+)

() &DG6""f!! 1-5-,(+) 2)1 1>/5(:2,(+) .2?:2>=-823(+>=O()1=+I&DG# =>AA-=,()A,'2,A-)-,(:1-,-:,(+) ='+>51 S-

/-3I+3.-1 3+>,()-5?() &DG/2,(-),=6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%B@> EB@F"

%%G%4 .#-$(%%""f!! 1-5-,(+)$ ""f!! 1>/5(:2,(+)$ &+)A-)(,25'-23,1(=-2=-$ ;>5,(/5-U5(A2,(+)V1-/-)1-),/3+S-2.V

/5(I(:2,(+)$ &'(51$ -̀,>=

&"$[&
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%%""f!! 微缺失是先天性心脏病':+)A-)(,25'-23,

1(=-2=-#&DG(较为常见且明确的遗传学病因!!"

) 其

引起的临床表现多种多样#除了&DG最容易早期发

现外#其他异常'如低钙血症-细胞免疫功能缺陷-

气管支气管畸形等(则相对隐匿) 此类 &DG患者

如不能早期诊断与适当干预#手术时则可能发生难

以预测的感染-心脏停搏-呼吸衰竭等#手术风险大大

增加#预后不良!"#Q"

) 故&DG患儿手术前或&DG胎

儿产前进行 ""f!!微缺失诊断有着重要的临床意义)

我们曾选用 ""f!! 区域 Y 个短串联重复'='+3,

,2)1-.3-/-2,=#JB9=(标记对等待手术的 &DG患者

进行 ""f!! 微缺失的检测!R"

#在汉族人群中 Y 个标

记均有较高的杂合率#可用于多态性分析#并对荧光

原位杂交技术' H̀JD(结果阴性的微小缺失和远端

缺失有较好的检测效果) 但因该方法必须有父母的

G7C样品作对照#因此临床应用受到限制) 多重连

接探针扩增技术'.>5,(/5-U5(A2,(+)V1-/-)1-),/3+S-

2./5(I(:2,(+)# ;N0C(是近年来新兴发展的一项基因

定性和定量的检测方法#仅需 "# )AZ

!

NG7C# 即可

通过简单的杂合-连接-0&9扩增及电泳步骤# 在同

一反应管中对 R# 多个不同的靶基因进行定量分析#

具有高通量-自动化-快速-灵敏等优点#可用于检测

基因片段的缺失或重复) 因此#本研究中我们采用

""f!! 区域高密度分布的多重探针对外科手术前的

&DG儿童及产前诊断为严重 &DG或包括 &DG的

多发性畸形胎儿进行 ""f!! 微缺失或微重复检测#

探讨;N0C用于 ""f!! 微缺失或微重复临床诊断的

可行性#并了解 ""f!! 微缺失在&DG患儿中的发病

及分布情况)

AI资料和方法

A6AI对象

研究对象来自于 "##< 年 !# 月至 "##[ 年 Y 月

南京大学医学院附属鼓楼医院-南京医科大学附属

儿童医院心胸外科因 &DG住院行心脏手术的儿童

及南京鼓楼医院母V胎医学中心产前超声诊断为严

重&DG或包括&DG的多发性畸形胎儿) 所有病例

均经超声心动图'或(血管造影-手术或尸检确诊#

合计 !$Y 例#其中男 !!Q 例#女 [" 例$胎龄 "# aQ"

周 !R 例#出生 ! 个月 a!YR 例#!R a![ 岁 "X 例)

&DG类型及例数见表 !) 此外#我们还选择 ! 例经

H̀JD和 JB9V0&9检测为正常的样本和 Q 例经 H̀JD

和 JB9V0&9诊断为 ""f!!6" 微缺失 '其中 " 例为

Q;S缺失#! 例为 !6Y;S 缺失(的样本进行 ;N0C

检测!Y"

) 本研究已征得患儿及'或(其监护人的知

情同意)

表 AIA@\ 例;QL的类型分布

类型 例数 ]

室间隔缺损 [X RR6<

房间隔缺损 "! !#6[

房室间隔缺损 !" <6[

法洛四联征 Q! !<6#

肺动脉狭窄 R "6!

动脉导管未闭 Q !6<

室间隔缺损o动脉导管未闭 Y "6Y

室间隔缺损o肺动脉狭窄 Y "6Y

室间隔缺损o肺动脉狭窄 Q !6Y

房室间隔缺损o肺动脉狭窄 " !6#

二尖瓣脱垂伴关闭不全 " !6#

心脏肥大 " !6#

肺静脉异常引流 " !6#

其他 !< [6"

A6>I方法

!6"6!%细胞培养%染色体核型分析%%所有患儿的

外周血或脐血按染色体制片常规操作!Y"

) 取 " .N

血标本注入 !<R# 培养基'青岛莱佛公司(行淋巴细

胞培养#<< aX" ' 后收获#常规 j显带'R## 条带(

制成染色体片#每例计数 Q# 个以上核型#并分析

Q aY个核型#发现异常者则增加至 !Y 个核型分析)

!6"6"%基因组 G7C提取%%取上述 &DG患儿静

脉血或胎儿脐血 ! a" .N'MGBC抗凝(#采用酚V氯

仿法提取全基因组G7C

!<"

#用分光光度计法测定所

提G7C在 "<# ).和 "[# ).处的吸光值#得出其浓

度及纯度#并用BM溶液稀释至 Y# )AZ

!

N的终浓度)

!6"6Q%多重连接探针扩增%%本研究采用 ;9&V

D+552)1公司出品的;N0C0"Y# 试剂盒'N+,#$#X(#

共 R[ 个探针# ""f!!6" N&9缺失核心区域探针分

布如下%$ 个位于N&9CV@区域#Q 个位于 N&9@V&

区域#" 个位于N&9&VG区域#Q 个位于N&9GVM区

域#Y 个位于 N&9MV̀区域#" 个位于 N&9 V̀j区

域#! 个位于N&9jVD区域) 其余 "Q 个探针则分布

于 ""f!! &MJ区域'Y 个(-""f!!6Q 区域'" 个(及染

色体 Rf'" 个(-[/'Q 个(-$f'" 个(-!#/'Y 个(-!X/

'R 个(作为对照) ""f!!6" 区域的探针分布情况见

图 ")

;N0C步骤%

#

多重探针杂交%取待测 G7C

!Y# )A置于0&9管中#加D

"

E至 Y

!

N#于0&9仪上

$[n变性 Y .()#快速降温#"Yn维持) 取出 0&9

管#加入多重探针及 ;N0C缓冲液各 !6Y

!

N#充分

混匀后#$Yn变性 ! .()#<#n杂交 !< '#YRn维持)

$

多重探针连接%在上述 0&9管内加入连接酶V<Y

&Q$[&
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!

!

N及连接酶V<Y 缓冲液C-@各 Q

!

N#再加入 D

"

E

"Y

!

N配成 R#

!

N反应体系#YRn反应 !Y .()#随后

$[n Y .()灭活连接酶V<Y)

%

多重0&9反应%取上

述连接产物 !#

!

N#分别加入 0&9引物 "

!

N-聚合

酶 #6Y

!

N及相应的缓冲液-D

"

E#配成 Q#

!

N反应

体系进行0&9扩增# 扩增条件为% $Yn Q# =# <#n

Q# =# X"n <# =#QY 个循环# X"n延伸 "# .()#Rn维

持) 每批反应均有一正常样本作为对照)

图 >I>>PAAO> Z;:5VR区域的大小及探针分布情况I

!6"6R%;N0C产物分析及结果判定%%采用遗传

分析仪'C@H公司#j-)-,(:C)25?K-3Q!Q#(对扩增产

物进行毛细管电泳和采集数据#并用j-)-;2//-3Q6X

软件'C@H公司(获得各探针位点峰高和峰面积) 所

采集数据通过 &+II25?=-34X 软件'D+552)1V;9&公

司(进行分析#得出基因相对拷贝数比值) 根据试剂

盒说明书#以 #6X a!6Q 之间者为正常# \#6X 者表明

该基因存在缺失# !̂6Q表明该基因存在重复!X"

)

>I结果

>6AI染色体核型分析结果

分析 !$Y 例 &DG患儿的染色体核型#共检出 <

例染色体异常#其中 ! 例为 "!f 部分缺失!R< ml#

"!f b"#! 例为 [V三体嵌合型!RX#ml# o[ZR<#ml

'!r"("#R 例为 "!V三体!RX#ml# o"!"$在 R## 条带

水平未发现其他染色体结构异常) 其中 "!f部分缺

失发生在 ! 例孕 "# 周的室间隔缺损'4JG(胎儿#

[V三体嵌合型发生在 ! 例 !R 岁的 4JG患儿$R 例

"!V三体患儿中#Q 例 " 岁-! 例 ! 岁#其中 " 例为

4JG#! 例为房室间隔缺损'C4JG(#! 例为肺动脉狭

窄'0J() 见表 ")

>O>IW 例已知样本的9Z=5结果

正常样本的 ;N0C结果未发现明显重复或缺

失$;N0C将 H̀JD-JB9V0&9证实为 Q;S 缺失样本

'" 例(的缺失定位在 &NB&N! aN_B9! 基因位点之

间# 将 H̀JD-JB9V0&9证实为 !6Y;S'! 例(缺失样

本的缺失定位在&NB&N! aGj&9[ 基因位点之间)

>ODI待检样本的9Z=5结果

!$Y 例&DG患儿中#共检出不同范围的 ""f!!

缺失 X 例和重复 ! 例) 所有阳性标本均由不同研究

者进行了 Q 次重复检测#所得结果一致'表 Q() X

例缺失病例中#Q;S 缺失占 <ZX#";S 缺失占 !ZX#

包括4JGQ 例#法洛皿联征'BÈ (" 例# C4JG" 例$

另 !例小片段重复病例合并有 "!V三体#&DG类型为

0J) 就年龄而言#""f!! 微缺失在胎儿中 ! 例#出生

后 !个月至 !R岁 <例$微重复病例为 "岁) 见表 ")

%%表 >I核型分析及9Z=5检测异常者的临床资料及检

测结果

标本

编号
年龄 性别

心脏

表型
核型

""f!!

区域
范围

M" ! 月 男 BÈ R<#ml 缺失 &NB&N! aN_B9!

9#!#X "R 孕周 女 BÈ R<#mm 缺失 &NB&N! aN_B9!

-3!Q Q 月 男 4JG R<#ml 缺失 &NB&N! aN_B9!

-3Y! Y 岁 女 C4JGR<#mm 缺失 &NB&N! a0&dC0

-3<Y < 岁 男 4JG R<#ml 缺失 &NB&N! aN_B9!

-3$< < 岁 男 4JG R<#ml 缺失 &NB&N! aN_B9!

-3!#Q ! 月 男 C4JGR<#ml 缺失 &NB&N! aN_B9!

-3<# " 岁 男 0J RX#ml# o"! 重复 _7̀XR aN_B9!

-3X# ! 岁 女 C4JGRX#ml# o"! 正常 正常

-3X! " 岁 男 4JG RX#ml# o"! 正常 正常

"$ " 岁 女 4JG RX#ml# o"! 正常 正常

!R !R 岁 男 4JG

RX#ml# o[Z

R<#ml'!r"(

正常 正常

9###R "# 孕周 男 4JG R<#ml#"!fV 正常 正常

&R$[&
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表 DI9Z=5阳性病例的基因相对拷贝数比值

""f!!

区域基因
M" 9#!#X -3!Q -3Y! -3<Y -3$< -3!#Q -3<#

&NB&N! #6Y$ #6<< #6YQ #6Y #6Y" #6<" #6Y< !6##

DH9C #6Y< #6Y[ #6R$ #6X #6<Q #6Y$ #6YY #6$[

&G&RYN #6Y[ #6Y" #6<Y #6Y #6RY #6Y[ #6< !6##

&NG7Y #6R$ #6<" #6RY #6<R #6Y$ #6YY #6Y[ #6[$

j0!@@ #6<" #6R[ #6YQ #6R$ #6R! #6R$ #6Y! !6!Q

B@m! #6Y< #6Y[ #6Y! #6R$ #6YY #6R< #6RQ !6#!

B@m! #6<R #6YY #6YQ #6R[ #6Y[ #6<$ #6![ #6$Q

Bm79G" #6YR #6YY #6YX #6Y" #6YX #6Y$ #6<" #6$<

Gj&9[ #6R$ #6RX #6Y" #6<R #6<! #6Y[ #6<! !6#!

_7̀ XR #6YR #6YX #6YR #6<Y #6YR #6YY #6YY !6R[

LNDN"" #6Y" #6Y[ #6YY #6RX #6R[ #6Y$ #6Y! !6QY

0&dC0 #6<< #6RY #6R[ #6YQ #6Y$ #6Y$ #6QY !6<Y

J7C0"$ #6<Q #6YY #6RX !6!" #6Y #6<X #6< !6R#

N_B9! #6YY #6Y[ #6Y #6$$ #6YY #6Y[ #6RQ !6QR

DH&" !6XX !6"" !6! !6#Y #6[! !6#" #6XY !6"#

00HN" !6#R #6$< !6#" !6"X !6#< #6$$ !6#X #6$#

BE0Q@ !6"Y #6$Y !6#Y #6$" #6[X !6#R !6!< !6#X

%%注%基因拷贝数\#6X 者表示基因缺失#连续基因缺失则为片段

缺失$基因拷贝数比值 !̂6Q 者表示基因重复#连续基因重复则为片

段重复)

DI讨论

;N0C是新近发展的一种技术#其原理是针对

不同的目的基因序列分别设计一对上下游探针#若

待测G7C样本中含有正常序列#上下游探针则可与

其互补结合并通过连接酶连接成一条完整的探针#

作为模板进行 0&9反应$若目的基因有缺失#两条

探针则不能连接#因而形成的模板减少#相应终产物

的毛细管电泳峰高降低或峰面积减小$反之#目的基

因有重复时则导致毛细管电泳峰高上升或峰面积增

大) 所以通过终产物电泳峰高或峰面积的变化可判

定是否存在基因缺失或重复#如连续多个基因发生

缺失或重复#则可判定为基因片段的缺失或重

复!["

)

目前#已有许多学者采用;N0C0#"Q 试剂盒进

行 ""f!! 微缺失或微重复的研究!$ a!!"

#但由于它的

探针仅分布在 ""f!! N&9CVG区域#对邻近区域的

小片段缺失或重复缺乏检测能力!!""

) 在此基础上

作改进#增加了N&9GVD区域探针的分布及N&9CV

G区域的探针密度#该多重连接探针尚未见相关报

道) 本研究采用了新设计的探针'图 "(#以了解高

密度探针的;N0C技术用于检测 ""f!! 微缺失或微

重复的优势)

在进行待测样本检测前#我们选择了 R 例已有

H̀JD-JB9V0&9检测结果的样本进行 ;N0C检测#

;N0C不但证实了上述两种方法的检测结果#而且

明确定位了缺失范围%原来的 " 例 Q;S 缺失在

&NB&N! aN_B9! 基因'N&9CVG(之间#缺失片段不

足 Q ;S#原来的 ! 例 !6Y ;S 缺失在 &NB&N! a

Gj&9[ 基因'N&9CV@(之间)

通过对 !$Y 例样本的检测#我们体会到高密度

探针;N0C具有多种优势%

#

能精确定位缺失片段

及判定其大小$

$

对 H̀JD不能检测的远端缺失Z重

复'如-3<#(有较强的检测能力$

%

设立的对照位点

多使结果更加可靠)

本研究中#""f!! 微缺失在外科术前 &DG儿童

中的发生率为 Q6Q]'<Z![!(#高于未经挑选的&DG

人群的发生率'!6Y](

!!"

) 其中 Q;S 区域缺失占

YZ<#而且涉及的&DG类型多种多样#并不局限于通

常认为的圆锥动脉干畸形)

同时#;N0C还检测出 ! 例 ""f!! 微重复#阳性

率为 #6YY]'!Z![!() 由于 H̀JD检测技术的限制

和对 ""f!! 微重复认识的缺乏#迄今文献报道的

""f!! 微重复仅 <Q 例#这些患者的临床表型与

""f!! 微缺失相似#在多发畸形-轻微异常-正常者

中均有分布#而这些患者中#&DG发生率约为

"#]

!!""

) 所以在多样性的表型中#&DG可作为一

项筛查指标进行 ""f!! 微重复的检测) 此例微重复

者所患 &DG为 0J#与其他遗传异常所引起的 &DG

类型并无显著差异) 所以加强 &DG患者 ""f!! 微

重复的检测#将对 ""f!! 微重复临床表型的认识和

发病机制的研究有重要作用)

外科术前&DG儿童中#除了 X 例 ""f!! 区域片

段异常外#染色体核型分析还检测出 Y 例染色体异

常#其中 ! 例为 "!V三体合并 ""f!! 微重复) 可见染

色体核型分析使得 &DG病因中染色体异常因素所

占比例由 Q6[X]'XZ![!(增加至 <6#[]'!!Z![!()

所以常规的染色体核型分析和 ""f!! 微缺失或微重

复的检测同样重要)

本研究同时对超声产前诊断为严重 &DG和

&DG合并其他畸形'小脑蚓部缺失-脊柱裂-腹裂

等(的胎儿各 X 例进行了 ;N0C检测和染色体核型

分析#发现 ! 例 BÈ 胎儿存在 ""f!! 微缺失#! 例

4JG胎儿存在 R<#ml#"!fV) 染色体异常在单纯性

&DG胎儿中占 "ZX#远高于本研究非胎儿期的发生

率#这对临床产前咨询将有很大帮助%单从胎儿结构

看#" 例胎儿都只是单纯性&DG#由于疾病本身并不

致死#只能建议在其出生后进行手术修补或矫正$但

在明确胎儿有染色体异常后#应考虑到他们除患有

&DG外#还将可能合并有智力障碍-精神心理异常-

&Y$[&
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免疫缺陷等表型#严重影响今后的生活质量#为此常

推荐选择终止妊娠) 因此#对那些胎儿超声心动图

检查有异常-无论是否合并有心外畸形#均应当进行

""f!! 微缺失检测或染色体核型分析#以帮助准确

产前咨询#为孕妇决定终止妊娠提供全面充分的

证据)

总之#对&DG患儿术前进行包括 ""f!! 微缺失

或微重复和染色体核型分析在内的遗传学检测#尤

其是 &DG胎儿的产前遗传学诊断#对个人-家庭和

社会均有着重要意义) ;N0C是一种高通量-耗时

短-相对价廉的检测方法#并具有精确的定位功能#

值得在临床推广应用)
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诊治新进展学习班通知

国家继教项目'"#!# 年备案项目编号 "##$V#<V#RV#Y#(%小儿脑电图与癫
!

诊治新进展学习班将于 "#!# 年 Q 月 Y

日至 !! 日在深圳市医学继学教育中心举行) 本学习班将邀请北京大学林庆-秦炯-刘晓燕等教授授课) 项目负责人%

廖建湘) 国家继教H类学分 !# 分) 欢迎儿科-脑电图-神经内-外科医护人员参加) 详情请见网站 ',,/%ZZTTT6-/(5-/V

=?6+3A6:)国家继教通知栏目) 报名联系%罗老师#白老师) 传真%#XYYV"Y<Q$$QY$电话%#XYYV"Y<Q$QY#$ M.2(5%?UeUe?P

8(/6!<Q6:+.)
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