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【摘要】　经过十余年的发展 ,利用母体外周血游离胎儿 DNA 进行无创性产前诊断的技术正逐步面向

临床。目前无创性产前诊断单基因病正得到越来越多的研究及关注。本文综述了无创性产前诊断单基

因病的思路及研究进展 ,着重阐述了游离胎儿 DNA 富集技术、基因突变位点的扩增及检测技术等研究

热点。
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　　无创性产前诊断 ,是指采用不刺激孕妇子宫的

途径获取胎儿遗传物质 ,进行遗传分析的诊断方法。

利用母体外周血中游离胎儿 DNA (cell2f ree fetal

DNA , cf2fDNA) 进行产前诊断主要是建立在改良

的 PCR 技术基础上 ,达到检测胎儿遗传病的目的。

由于 cf2fDNA 最早可于妊娠 4 周经母体外周血检

出并随着孕周增长而含量增加 ,妊娠 7 周时稳定可

测 ,产后 2 小时内即从外周血中消失。因此较之侵

入性方法 ,它能够更早、更快、更安全地进行产前诊

断。目前这一方法被考虑用于诊断或排除胎儿遗传

性疾病、监控妊娠合并症等。cf2fDNA 用于单基因

病产前诊断尚处于探索阶段。

1 　无创性产前诊断单基因病的思路

无创性产前诊断的关键是寻找区别于母体的胎

儿特异性分子信号。对该分子信号进行扩增并检测

可达到诊断目的。cf2fDNA 中有一半是母源性的 ,

与血浆背景中母体血浆 DNA 序列相同 ,无法作为

胎儿特异性分子信号。而父源性 cf2fDNA 可携带

不同于血浆背景的 DNA 序列 ,如基因突变位点、多

态性序列等。

如果父母双方携带的是同一基因座位上的不同

种突变位点 ,那么通过检测母血总 DNA 中是否含

有该基因座位上父源性突变位点 ,即可明确父亲是

否将携带在染色体上的致病基因传递给子代。如果

父母双方携带的是同一基因座位上的同种突变位

点 ,那么须先筛查与父源性突变位点相关的单核苷

酸多态性 ( single nucleotide polymorp hism , SN P)

位点 ,通过检测母血总 DNA 中是否存在该 SN P 位

点 ,可明确父亲是否将携带在染色体上的致病基因

传给子代 ,这需要分析待检人群的单倍体型 ,且存在

无相关 SN P 位点的风险。因此 ,利用 cf2fDNA 产前

诊断单基因病 ,仅限于明确胎儿是否遗传父源性致

病基因 ,而尚不能明确母源性致病基因的遗传情况 ;

对于双等位基因突变的情况 ,检测存在局限。

2 　无创性产前诊断的研究进展

1997 年 Lo 等首次发现 cf2fDNA。2000 年

Amicucci 等[ 1 ]首次在母血总 DNA 中检出父源性强

直性肌营养不良蛋白激酶 (DMP K)上的三核苷酸重

复扩增序列 ( t rinucleotide repeat expantion) ,实现

了单基因常染色体显性遗传病父系突变的诊断。此

后 ,学者致力于技术改进 ,使其满足各种基因突变类

型的检测。这一过程鉴于对两方面实验技术的探

索 :cf2fDNA 的富集技术、基因突变位点的扩增及检

测技术。

2. 1 　cf2fDNA 的富集技术 　cf2fDNA 仅占母体血

浆总 DNA 含量的3. 4 %～6. 2 %[2 ] 。虽然常规的 cf2

fDNA 提取可达到要求的 DNA 模板水平 ,但低含量

可造成假阴性结果 ,制约了分析诊断的精确性 ,因此

cf2fDNA 的富集技术一直是该领域的研究热点。

近年来有两种富集方法备受关注。其一是利用
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甲醛抗母体外周血中细胞的裂解 ,以间接提高 cf2

fDNA 的含量。Dhallen 等[3 ] 首先报道这种方法可

达到富集 cf2fDNA 的目的 :通过向血样中加入含

4 %甲醛的中性缓冲液 (0. 225 mL ) ,cf2fDNA 的含

量增至约 20 %。此后 ,Alexandra Benachi 等[4 ]也报

道用甲醛有效富集 cf2fDNA 的结果。2007 年

Dhallen 等[ 5 ]将本法用于产前诊断唐氏综合征 ,成功

检测了 21 号染色体上的 SN P 位点 ,获得突破性进

展。但也不乏富集失败的报道[6 ,7 ] 。目前这种方法

尚存 在 争 议。其 二 是 大 小 分 级 分 离 法 ( size

f ractionation) 。研究表明 80 %以上的 cf2fDNA 片

段长度不足200 bp ,明显低于母体血浆 DNA [8 ] 。Li

等[9 ]据此用琼脂糖凝胶电泳分离血浆总 DNA ,提取

其中长度为100～300 bp的条带 ,洗脱后用作 DNA

模板 ,提高了 cf2fDNA 的纯度。与常规提取总

DNA 而未进行电泳分离的样品相比 ,这种方法显著

提高了突变位点的检出率[10 ,11 ] 。但本法有外界污

染的可能 ,也可能在分离过程中损失部分 cf2fDNA。

Lo 等[12 ] 认为这种方法仅能适度提高 cf2fDNA 含

量 ,无法从根本上解决富集问题。关于如何高效抽

提 cf2fDNA 的问题也进行了探讨。Tobias J . L

等[13 ]联合全球十二家实验室及 Qiangen 公司系统

评估目前常用十种方法的提取效果 ,发现 Q IAamp

DSP Virus Kit 最佳 ,Q IAamp DNA Blood Mini Kit

稍逊一筹 ,而 Q IAamp DNA Blood Midi Kit 不满

意。该研究为日后实验室的标准化运作提供了依

据。但以上试剂盒均非专门 cf2fDNA 提取试剂盒 ,

存在样本量要求较大 ( > 500μl) ,提取纯度较低的

缺陷。目前已普遍采用 Q IAamp DSP Virus Kit 作

为专用抽提试剂盒。

为了能从根本上区分胎儿 DNA 与母体 DNA ,

实验室已在寻找独立于性别的胎儿特异性标记

(universal fetal marker) ,如能成功 ,那么这一标记

将成为 cf2fDNA 定量检测的工具 ,或在临床检测中

作为阳性对照 ,避免因样本量过少低于检测下限导

致的假阴性。这方面的努力体现在两点 :一是寻找

母胎间的表观遗传学差异作为标记 ,目前认为胎盘

是 cf2fDNA 的主要来源[14216 ] ,而对骨髓移植患者的

血液分析表明[17 ,18 ] ,骨髓是血浆 DNA 的主要来源。

根据不同组织来源甲基化程度的差异有望实现 cf2

fDNA 的富集。目前已经发现的标记物有抑癌基因

maspin[ 19 ]和 RASSF1A [20 ] ,这两个基因启动子区的

甲基化程度存在母胎间的差异 ;二是寻找胎盘特异

性 mRNA ,母体外周血中存在由胎盘中活性基因转

录后释放入血的 RNA 片段 ,胎盘特异性 RNA 与胎

儿性别等无关 ,且独立于母体背景 ,可作为标记物区

分母胎差异 , 已经发现的有 21 号染色体上的

PL AC4 基因[21 ] 。

2. 2 　基因突变位点的扩增及检测技术 　产前诊断

单基因病的实质是要检测 cf2fDNA 中父源性突变

位点。初期研究者们多利用 PCR2限制性内切酶谱

分析法 ( PCR combined wit h rest riction enzyme

digestion) ,先用 PCR 从 cf2fDNA 中扩增含突变位

点的致病基因片段 ,再选择适当的限制性内切酶水

解 PCR 产物 ,根据酶切产物在电泳图谱上的片段数

量和大小作出判断。这种方法成功诊断了软骨发育

不良、囊性纤维变性、血红蛋白 E 等单基因病的父

源性突变位点[22224 ] 。但这种方法敏感性较低。这一

时期的研究样本量较小 ,不具说服力。

为了提高检测敏感性 ,Chiu 等[25 ]利用突变特异

性实时 PCR ( mutation2specific real2time PCR) 对

100 位高危孕妇进行检测。实验针对突变位点设计

了一对引物及一枚荧光 TaqMan 探针 ,利用正常孕

妇血浆和羊水作对照 ,用荧光强度控制反应进程 ,准

确率达 100 % ,成功排除了β2地中海贫血最常见的

突变型之一 (condon 41/ 42 (2CT T T 缺失) ) 。但这

种方法难以对单碱基位点设计高特异性引物 ,加上

cf2fDNA 在母血中含量甚微 ,检测单碱基突变仍存

在很大困难。

质谱技术在单碱基突变的检测中发挥了巨大作

用。通过对检测结果进行生物信息学分析 ,可较为

准确地给出诊断结果。Ying Li 等[26 ] 评估了质谱技

术用于非侵入性产前诊断检测的效果 ,认为质谱仪

的使用是一种适用于检测单碱基突变或 SN P ,且特

异性和敏感性均较高的方法。但是由于目前质谱技

术价格昂贵 ,成本较高 ,对于临床应用存在一定的困

难。在此技术上 ,Ding 等[27 ] 先用实时 PCR 对相应

位点进行扩增 ,再利用单个等位基因碱基延伸反应
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( single allele base extension reaction ,SAB ER)扩增

特异性碱基 ,经基质辅助激光解吸电离2飞行时间质

谱 ( mat rix2 assisted laser desorption ionization/

time2of2flight MS system) 检测 ,成功诊断了 12 例

地中海贫血中的常见突变 ,并对位于 11 号染色体上

的 11 个 SN P 位点进行了检测。但这种方法在随后

的血红蛋白 E 的诊断中出现了假阳性。此后

J asonC. H 等[28 ]在 SAB ER 的基础上改进的等位基

因特异性碱基延伸反应 ( t he allele2specific base

extension reaction ,ASB ER)提高了检测的特异性。

然而质谱技术由于其仪器要求高 ,专业性强 ,临

床开展尚存在困难。用肽核酸 (peptide nucleic acid

clamping , PNA)增强 PCR 的特异性 ,可能解决这

一难题。PNA 是一种 N2(22aminoet hyl)2glycine 形

成的肽骨架 ,经亚甲基羰基连接不同的碱基 ,形成的

稳定的化学结构 ,可以抵抗水解反应。PNA 能正确

识别 DNA 和 RNA 序列 ,且不易被核酸酶、蛋白酶、

p H 和温度降解 ,结合后在热稳定和抵抗离子方面

有良好特性。Li 等[29 ] 运用大小分级分离法富集 cf2

fDNA ,再用 PCR 锁止技术 ( PCR clamping) 的办法

使 PNA 结合血浆背景中野生型等位基因位点 ,利

用 PCR 扩增单碱基突变位点 ,经 SYBR Green 染色

检测扩增产物。在对β2地中海贫血的另外四种常见

突变 ( IVSI2110 ( G > A) 、codon 39 (C > T) 、IVSI26

( T > C) 、IVSI2I ( G > A ) ) 的检测中 , 敏感性达

100 % ,特异性达 93. 8 %。2006 年 , Silvia Galbiati

等[30 ]将 PNA 技术与基因芯片、测序等方法结合 ,预

试验提示这种方法前景广阔。2008 年 Silvia

Galbiati 等[31 ]报道成功利用 PNA 紧固结合微电子

芯片分析检测了β2地中海贫血的 6 种常见突变 ,结

果提示与侵入性诊断结果完全一致。

此外 ,一些新的检测手段获得尝试。Ana B. A

等[32 ] 尝试利用 SNaPshot   ———一种以微序列反应

为基础的方法检测囊性纤维变性 ,认为该方法具有

敏感、简易、价廉的优点 ,适于临床应用。此后该小

组又分别用单碱基引物延伸反应 ( Single base

p rimer extension reaction) 及融解曲线分析方法检

测了一例丙酸血症高危胎儿 ,证明以上两种方法对

于单碱基突变的检测具有一定的敏感性及特异

性[33 ] 。但以上报道仅为个例 ,尚需更多资料积累。

需要说明的是 ,上述检测手段仅能检测胎儿父

源性位点 ,可检测的病种有 :父源性突变致病的常染

色体显性遗传病、胎儿系杂合突变的常染色体隐性

遗传病。通过检测外周血 DNA 中的父源性突变 ,

前者可实现常染色体显性遗传病的诊断 ,后者可排

除胎儿患病风险 ,避免 50 %的侵入性诊断。而对于

胎儿系双等位基因突变的常染色体隐性遗传病 ,临

床应用尚有相当距离。目前有望行临床诊断的单基

因病有 :亨廷顿舞蹈病、软骨发育不全、肌营养不良、

Apert s 综合征、扭转痉挛等常染色体显性遗传病 ,

以及囊性纤维化、β2地中海贫血、血红蛋白 Lepore

病、先天性肾上腺皮质增生等常染色体隐性遗传病。

最近 ,香港 Fiona 等[34 ] 针对 cf2fDNA 中母源性

突变位点的检测进行了一些尝试 :根据胎儿和母体

游离 DNA 片段的长度差异 ,利用数字化核酸片段

长度筛选 (nucleic acid size selection ,NASS)联合数

字化突变位点相对定量 ( relative mutation dosage ,

RMD)技术 ,通过扩增片段长短不同的 PCR 产物 ,

并对产物定量分析 ,统计后确定孕妇外周血中野生

型和突变型产物的比例 ,据此判定胎儿基因型。他

们尝试检测 5 例母胎基因型不同的孕妇外周血 ,其

中 3 例与预期相符。这个结果虽然不够理想 ,但使

通过检测 cf2fDNA 明确胎儿基因型成为可能。文

中提出可以显像、测序以及物理学手段进行检测 ,具

有相当的研究前景 ,值得进一步探索深入。

3 　总结

总的来说 ,非侵入性产前诊断较之传统的侵入

性产前诊断 ,有效地避免了一些不良后果 ,由于母血

中胎儿 DNA 的出现较早 ,故有望实现孕早期产前

诊断的可能 ;同时这种方法诊断周期较短 ,不失为一

种安全、快速、早期的产前诊断方法。在对单基因遗

传病的诊断方面 ,目前技术上虽有不成熟之处 ,但相

信经过一定时间的探索 ,有望取代传统的产前诊断

方式 ,最终真正走向临床。
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第五届亚洲及太平洋地区母胎医学大会通知

5th Asia Pacif ic Congress in Maternal Fetal Medicine

　　 　　 　　

　　为了加强国内外妇产科专业人士之间的交流与合作 ,香港中文

大学妇产科、英国胎儿医学基金会、中华胎儿医学基金会联合举办的

第五届亚洲及太平洋地区母胎医学大会 (5t h Asia Pacific Congress in

Maternal Fetal Medicine , APCMFM , 简称“亚太地区母胎医学大

会”)将于 2009 年 11 月 6～8 日在香港特别行政区召开 ,会议还特别

邀请了多名国际知名专家与我们分享他们的专业知识和经验。其中

有当今母胎医学领域的领军人物、英国胎儿医学基金会主席 Kypros

Nicolaides 教授 ; Ult rasound in Obstet rics and Gynaecology《妇产超

声杂志》主编 , 法国 Versailles 大学妇产科主任 Yves Ville 教授 ;美国

Kansas 医学院分子生理学教授 , 妇产科主任 Carl Weiner 教授 ;

Journal of Maternal - Fetal and Neonatal Medicine《母胎医学和新生

儿医学杂志》主编 , 意大利 Perugia 大学妇产科主任 Gian Carlo Di

Renzo 教授 ,香港中文大学化学病理系主任 Dennis LO 教授及香港中

文大学母胎医学中心主任刘子建教授等作专题报告 ( http :/ / www.

fetalmedicine. hk/ en/ apcmf m/ Speakers. asp ) 。全面介绍国际 ,国内

母胎医学的最新研究成果和难点问题。我们热烈欢迎来自国内外从

事母胎医学基础和临床研究的相关专家、学者和同道们前来参加此

次盛会 ,共同探讨近年来母胎医学领域的新成果和新进展。

一﹑ 组织机构

香港中文大学妇产科学系、英国胎儿医学基金会、中华

胎儿医学基金会

大会主席 :刘子健教授 (香港中文大学 妇产科学系 教授)

Kypros NICOLAIDES 教授 (英国胎儿医学基金会 主席)

二﹑ 会议时间

2009 年 11 月 6～8 日

三﹑ 会议地点

香港凯悦酒店 - 沙田(地址 :香港新界沙田泽祥街 18 号)

四﹑大会内容

胎儿医学 (染色体异常的产前筛查和诊断 ,双胎妊娠 ,非

侵入性产前诊断 ,胎儿治疗及干细胞治疗) ; 产科超声 ; 分子

及细胞遗传学 ; 母体医学 (子痫及先兆子痫 ,妊娠合并糖尿

病 ,妊娠合并肝病 ,乙型肝炎的垂直传播) ; 围产医学 (早产 ,

产科手术)

五、会议须知

请详细填写报名表 ,传真或发电子邮件至大会联络处 ,

2009 年 8 月 31 日前报名缴费可享有提早报名优惠。本次会

议正式语言为英语 (部分演讲以中文进行) 。

六、参会费用

标准注册费 : H K＄3000. - (港币叁仟元正)

七、酒店预订

大会联系的酒店公布在大会网站

http :/ / www.fetalmedicine. hk/ en/ apcmfm/ accommodation. asp

八、查询

如果想了解更多会议信息 ,请登陆大会网站 :

http :/ / www. fetalmedicine. hk/ en/ apcmfm/ apcmfm. asp

或联系

大会秘书处

地址 :香港新界 ,香港中文大学妇产科学系/ 沙田 威尔斯

亲王医院妇产科学系

联系人 :刘玉如 (Clara)

电话 : 85222632 1535

传真 : 85222636 0008

电子邮件 :apcmfm @med. cuhk. edu. hk
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