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%%据统计(我国每年约有 !"" 万缺陷儿出生(不但

影响了人口素质(也给社会和家庭带来了沉重的经

济和精神负担' 进行产前筛查和诊断是减少和避免

出生缺陷的有效干预手段' 传统的产前诊断取材主

要包括绒毛*脐血和羊水等(这些胎儿样本均要通过

有创性技术获得(增加了感染*流产*早产甚至胎儿

宫内死亡的风险' 近年来的研究发现在妊娠母体的

血浆中存在游离胎儿N7C$9-55GU3--U-,25N7C&且含

量相对丰富(这一发现为开展无创性的产前诊断提

供了新的途径' 本文将针对母体血浆中胎儿游离

N7C的生物学特性(尤其是在遗传性疾病产前诊断

中的研究新进展作一综述'

&K胎儿游离RU@的发现

二十世纪中叶以来(陆续有科学家以肿瘤患者

为研究对象(证实了循环血中存在游离核酸' 根据

这些启示(D+等!!"在 !$$M 年以妊娠男性胎儿孕妇

为研究对象(直接利用母亲血浆 N7C扩增出 ?染

色体上的N?Z!= 序列(首次证实了母体血浆中存在

胎儿游离N7C(且含量随孕周的延长而增加!#"

' 自

此(作为一种新的资源(母体血浆中的胎儿游离

N7C在产前诊断的应用研究拉开了序幕'

#K胎儿游离RU@的生物学特性

#6&K来源

目前胎儿游离 N7C的来源和释放机制尚无定

论(可能的来源有%

"

来源于胎儿细胞' 透过胎盘屏

障进入母体循环的部分胎儿细胞受到母体免疫攻击

而破裂(N7C释放入母体血浆!!"

'

#

来源于胎盘滋

养层细胞' n2,2S2)232等!;"证实胎儿游离 N7C的

含量与胎盘的体积不相关(而是与胎盘细胞凋亡的

程度有关(提示凋亡的胎盘细胞是又一重要来源'

Hi+2等!="通过胎盘离体实验证实了这一结论' LV(

等!<"观察到顺产孕妇产后即时血浆胎儿游离 N7C

较剖宫产孕妇含量高(认为在孕妇顺产过程中更多

的胎盘滋养层细胞进入到母体血浆中(提高了胎儿

游离N7C的含量'

$

也可能与孕妇清除胎儿 N7C

的能力下降有关'

#6#K含量及动力学变化

相比母血浆中的胎儿细胞(胎儿游离N7C的含

量相对丰富(并且与母血浆中含量较少的有核细胞

无数量相关性!>"

' 胎儿游离 N7C的含量随孕周的

延长而增加(孕 M 周时的平均浓度为血浆总N7C浓

度的 ;6=I(到孕晚期出现剧增(平均每周增加

#$6;I(含量达到 >6#I左右!#(M"

(但在分娩后很快

被母体清除'

#6(K构成

由于母体血浆中胎儿游离 N7C主要来源于凋

亡细胞(故这些胎源 N7C分子的片段长度较小(长

度d!$; T/ 的片段仅占 #"I(并且大部分不超过

;"" T/' 而母源性 N7C分子片段长度 d#"! T/ 的

<MI

!B"

(平均长度在 ! """ T/左右'

(K胎儿游离N7C的分离提取和检测

一般选择采集母亲外周血样(离心提取血浆

N7C再针对胎儿N7C进行检测的策略' 有报道表

明离心速度过快*样本放置时间过长都会导致母血

细胞破坏和凋亡(增加了背景母血 N7C量(间接稀

释了胎儿 N7C

!$"

' 胎儿游离 N7C较稳定(在

:#"k情况下至少能保存 = 年!!""

'

目前国内外多采用 [̀C_J7公司的 N7C提取

)#>B)
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试剂盒或O+9'-公司的高纯度 0&O模板提取试剂

盒等通过手工过柱法进行血浆 N7C的提取' 由于

胎儿游离N7C在母血浆含量较少(因此在提取N7C

的过程尽可能富集胎儿 N7C是一个比较关键的步

骤' 有报道通过琼脂糖电泳对母体血浆游离N7C进

行分级分选(根据胎儿游离N7C多小于 ;"" T/ 的特

性收集 !"" E;"" T/ 的 N7C片段作为富集的胎儿

游离N7C分子进行检测(研究者认为这种分选可提

高胎儿游离 N7C的相对含量(提高检出率!!!"

'

#""< 年(LV2)S等!!#"提出利用O+9'-公司的A2S7C

0V3-D&()R,3V.-),系统进行自动化的N7C提取(不

但可以方便同时处理大量样本(更重要的是能够针

对性地提高胎儿 N7C的产量和纯度(以及随后的

0&O扩增效率'

以往胎儿游离N7C的检出多采用 0&O技术检

测男胎?染色体上的特异序列(且准确率逐步提

高(目前已近 !""I

!!(#(!;"

' 鉴于这种方法的性别局

限性(学者们开始寻找通用的胎儿游离N7C特异标

记' &'(.等!!="发现.2R/()基因启动子区的甲基化

程度在胎儿细胞中较孕妇外周血细胞中低(可用于

检测胎儿游离 N7C且不受胎儿性别和遗传多态性

的影响' 而OCZZ@[C是一种新的胎儿 N7C的表观

遗传标记' 它与.2R/()正好相反(母源性 OCZZ@[C

是非甲基化的(胎源性的则为高甲基化' 利用甲基

化特异性酶消化掉母源性非甲基化的 OCZZ@!C(即

可检测到胎源性高甲基化 OCZZ@[C

!!<"

' 该方法较

检测.2R/()更简单(准确率更高'

PK胎儿游离RU@在产前诊断中的应用

P6&K性别鉴定

利用胎儿游离N7C进行性别鉴定(可选择性预

防性连锁遗传病患儿的出生' O(i)1-3R等!!>"利用实

时定量 0&O扩增母体血浆中 ZO?基因序列(为 !<

名 M E!> 周孕龄的高危孕育 KG性连锁遗传病患儿

的孕妇进行了胎儿性别鉴定' 结果显示 > 名胎儿为

ZO?阳性($ 名为阴性(临床符合率 !""I' l(..-3G

.2))等!!M"检测 ?染色体上多拷贝的 N?Z!= 序列(

消耗样本较少*灵敏性更高(最早在孕 < 周就检测出

胎儿游离N7C'

无创性胎儿性别鉴定还可以为某些遗传病的宫

内治疗提供依据' 如先天性肾上腺皮质增生症的宫

内治疗方案依胎儿性别有所差异' O(i)1-3R等!!>"对

高危生育该遗传病患儿的孕妇进行胎儿游离 N7C

的 ZO?基因扩增' 确定胎儿为女性则继续用地塞

米松治疗(若为男性则中断治疗以避免激素治疗的

副作用'

对胎儿游离N7C的?染色体特异性 ZHO位点

的检测也在逐渐应用到妊娠男性胎儿孕妇的无创性

产前亲子鉴定中!!B"

(并可作为性别鉴定 0&O扩增

成功与否的可靠参照!!$"

'

P6#K胎儿血型检测

#""< 年(F3+i-3等!#"" 利用胎儿游离 N7C对

O'N阴性孕妇的胎儿 OLN基因进行检测(准确率

达 $$6>I' 由于西方人群中 O'N阴性血型者比例

较高(目前英国等欧洲国家已经将该项检查列入了

常规产前诊断项目' D(等!#!"采用胎儿游离N7C检

测gJD! 基因(排除 gJDG! 阳性胎儿与 gJDG! 阴性

母亲产生的溶血风险(准确率达 $=I'

P6(K染色体非整倍体综合征

妊娠染色体三体胎儿孕妇血浆中胎儿游离

N7C的浓度较正常孕妇高(@23()2等!##"运用胎儿游

离N7C检测技术联合常规产前血清学筛查诊断 #!G

三体综合征胎儿(检出率达到 B>I(表明胎儿游离

N7C对某些染色体病的检出有一定意义'

P6PK单基因遗传病

近几年(运用胎儿游离N7C进行单基因遗传病

的产前诊断已经从性别鉴定逐渐趋于直接检测胎儿

是否携带致病基因'

=6=6!%常染色体显性遗传病%%对于常染色体显

性遗传病(可直接检测胎儿是否携带突变(是否有患

病风险'

软骨发育不全症是一种点突变为主的常染色体

显性遗传病($$I的病人是 @_@O; 基因发生了

_!!;BC突变' #""M 年 D(等!#;"应用单等位基因碱

基延伸反应$ZCFJO&和基质辅助激光解析电离飞

行时间质谱$ACDN[GH8@AZ&法以及 'AJ$'+.+S-G

)+VR.2RRG-\,-)1&法对 # 名孕妇进行产前诊断(均检

测到了_!!;BC突变(并且认为 ZCFJO法的特异性

优于 'AJ法'

强直性肌营养不良症和亨廷顿病都是由于致病

基因内三核苷酸重复序列异常扩增所致' C.(9V99(

等!#="采用巢式 0&O和狭缝分子杂交对一名孕 !"

周孕妇血浆中胎儿游离N7C进行检测(结果显示胎

儿遗传了父亲的致病基因(为强直性肌营养不良症

患者' _+)ow5-oG_+)ow5-o等!#<"为一名孕妇分析胎

儿游离 N7C中亨廷顿病致病基因内 &C_序列的

重复数(结果仅检测到正常重复数目的父源基因(

提示胎儿不是患者' 这些结果与绒毛膜取样结果

吻合'

);>B)
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=6=6#%常染色体隐性遗传病%%主要是检测胎儿

是否遗传了父源性的致病基因(这样可使部分孕妇

免受有创性产前诊断的痛苦'

'

G地中海贫血症是研究较多的疾病(早期多采

用对胎儿游离 N7C进行 0&O扩增并结合酶切分

析' #""= 年(N()S等!#>"联合运用 ZCFJO法和质谱

分析检测 = 种常见的
'

G珠蛋白基因突变( 为 !# 名

胎儿中的 > 名排除了罹患重症的风险' ZCFJO法

能有效抑制母源性等位基因扩增干扰(提高特异性

和检出率!#;(#>"

(N()S等!#>"运用此方法成功检出了 #

例在常规碱基延伸反应检测中呈阴性结果的病例(

避免了漏诊' #""< 年(D(等!#M"发展了利用胎儿游

离N7C研究
'

G珠蛋白基因点突变的新方法' 他们

在0&O中加入肽核酸$07C&(07C可以和 N7C高

亲和(且不被H2e酶扩增(能有效钳制母源性等位基

因' 这种方法的灵敏性达 !""I(特异性也达到了

$;6BI(一例假阳性的出现作者认为可能是由于胎

儿游离 N7C量过少导致扩增不稳定所致' D2o23+R

等!#B"应用巢式 0&O和变性梯度凝胶电泳$N__J&

检测了 ;M 名孕 M E$ 周孕妇血浆中胎儿游离 N7C(

结果显示其中有 #< 例胎儿 N7C出现了父源性突

变' 与羊膜腔穿刺检查结果相比(该方法的特异性

为 !""I(灵敏度为 $>I' 一例假阴性的出现可能

与孕周过早*胎儿游离 N7C量过少以及扩增片段

$>;M T/&过大有关' 最近陈熙等!#$"针对该基因

&N!M$C:H&突变分别设计了野生型和突变型的

9X95()S探针(应用实时 0&O技术对 > 名孕 #; E#>

周的孕妇$与丈夫携带不同突变&血浆 N7C进行了

检测(其中 ; 例胎儿游离N7C中出现了与父亲相同

的&N!M$C:H&突变(证明胎儿遗传了父亲的突变(

至少是
'

G地中海贫血症携带者'

先天性肾上腺皮质增生症是由 &?0#! 基因突

变引起' &'(V等!;""检测了一名有&CL患儿生育史

的孕 !! 周孕妇血浆中的胎儿游离 N7C' 研究者选

用了三组标记(包括 &?0#! 基因内的 Z70位点

[4Z# <>= 和 [4Z# <BB*基因外 ZHO位点 N>Z#M; 和

N>Z#$$ 和人类白细胞抗原$LDC&经典二类分子多

态位点 NOF!(最终有 = 个标记提示检出的父源性

等位基因是正常的(从而排除了胎儿罹患该种遗传

病的危险'

囊性纤维化是白种人中最常见的致死性常染色

体隐性遗传病(致病基因为 &@基因' FVR,2.2),-G

C32S+)-R等!;!" 采用单碱基延伸 Z70分型技术

$Z720R'+,&对 ; 名孕 !# 周孕妇的血浆胎儿游离

N7C进行了父源性突变的检测' 其中有两例出现

了父源性突变峰(结果与后续的绒毛活检结果完全

吻合' 这一新型的小测序技术简单易操作(并且在

检测微量突变时灵敏度很高'

部分D-T-3先天性黑蒙症为常染色体隐性遗

传(致病基因为 &OF! 基因' FVR,2.2),-GC32S+)-R

等!;#"对一位曾生育过 D-T-3先天性黑蒙患儿的孕

!# 周孕妇进行了胎儿游离 N7C的变性高效液相色

谱$1L0D&&检测(结果显示存在突变峰(即胎儿遗

传了父源性突变' 1L0D&技术在检测低含量的突

变时有较大优势(当胎儿游离 N7C占血浆总 N7C

的比例低至 #I时(仍能检测到父源性突变!;<"

'

=6=6;%性连锁遗传病%%如前所述(性连锁遗传病

可以通过性别鉴定来减少风险患儿出生(同样也可

以通过胎儿游离 N7C检测胎儿是否携带致病突变

来预防患儿的出生' 视网膜色素变性是一种遗传方

式多样的遗传病(其中以 KG连锁隐性型最为严重(

致病基因是位于 K染色体上的 O0# 基因' FVR,2G

.2),-GC32S+)-R等!;;" 对一名丈夫携带 O0# 基因

;̀!=K突变的孕妇进行了血浆胎儿游离 N7C的

0&O和酶切检测(并最终检出了父源性的 ;̀!=K突

变' 研究者还对0&O扩增产物进行了测序分析(发

现孕 !$周采集的血浆N7C能清晰地检测到突变(而

孕 !"周的则检测不到' 说明孕早期的胎儿游离N7C

浓度低(应采用合适的方法进行检测避免漏诊'

VK结论与展望

产前诊断的基本要求有安全*准确*早期和高

效(无创性产前诊断将是今后产前诊断的发展趋势'

母体血浆中胎儿游离 N7C为无创性产前诊断提供

了新的材料' 虽然某些关键问题仍有待解决(如有

效避免母源性 N7C的干扰(提高胎儿游离 N7C的

总量(建立优化的实验条件避免漏诊错诊等(我们相

信随着研究的深入(利用胎儿游离N7C进行产前诊

断的技术将日益成熟(无创性产前诊断技术将取得

新的突破(从而更好地为临床服务'
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