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无创性产前诊断研究进展及甲基化技术的应用!
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出生缺陷可导致婴儿死亡(儿童患病或长期残疾#是当今

世界各国引以重视的问题'出生缺陷干预的关键是预防#在很

大程度上依赖于产前筛查和产前诊断'建立无创伤性(早期(

快速(准确的产前诊断方法#降低产前诊断风险是近年来实验

诊断学研究热点'

A

"

无创性产前诊断的研究进展

A(A

"

胎儿有核红细胞的分离
"

自
&*

世纪
E*

年代学者们从孕

妇外周血中发现胎儿细胞后人们开始利用这类细胞进行无创

性产前诊断的应用研究#目前常用的胎儿有核红细胞分离技术

主要有密度梯度离心法(流式细胞仪分选法(磁激活细胞分选

法以及亲和素分离法(单细胞显微操作分离法和微流控技术

等*

%5&

+

'但因孕妇外周血胎儿红细胞数量少#分离纯化技术复

杂且价格昂贵#限制了其临床推广应用'

A(B

"

胎儿游离
012

A(B(A

"

特点
"

随着对遗传病分子基础认识的不断深入#检测

特异基因突变的技术能力不断提高#为发展以
012

检测为基

础的产前诊断提供了理论和技术基础'最早于肿瘤患者血浆

中证实存在肿瘤来源的
012

#引起人们对外周血循环中游离

核酸的生物学及其在诊断方面的应用价值产生了极大兴趣'

%,,$

年
8D

等*

'

+利用传统聚合酶链反应$

-_.

&首次发现在孕

妇血浆中存在游离的胎儿
012

#不久其他学者也证实了循环

胎儿
012

的存在#并已显示出其潜在的临床应用价值'胎儿

游离
012

被认为是来源于胎盘滋养层细胞的溶解或是从自

然凋亡的胎儿细胞中释放出来的'

8D

等*

)

+通过对妊娠期(产

后妇女血浆中胎儿细胞内
012

和胎儿游离
012

的比较发

现#

E,G

孕妇在孕
E

%

+

周时血浆中即能检测到胎儿游离

012

#在孕
$

%

%H

周时明显升高#并随孕周增加而升高#于分

娩时达到高峰'在对胎儿游离
012

清除率的研究中发现#血

浆中胎儿游离
012

半衰期短#平均
%H('Q;!

#其水平能实时

地反映胎儿
012

的生成和清除'因此#孕妇外周血中胎儿游

离
012

的代谢动力学相对于有核红细胞具有浓度高(清除

快(高敏感性(且易于分析的特征'这种循环胎儿游离
012

的存在为无创伤性产前诊断提供了一种新途径'

A(B(B

"

临床应用
"

目前研究主要集中在遗传病的产前诊断和

妊娠并发症的筛查等方面'

A(B(B(A

"

性别鉴定
"

0JKM?!!?

型肌营养不良症$

0X0

&是一

种严重致死性
Z

连锁隐性遗传病#其临床表现以肌肉的进行

性萎缩和无力为特征#患者多在
&*

岁前死亡#因而进行胎儿性

别鉴定和
0X0

基因的产前诊断非常必要'

X;JA6

等*

E

+选取
'

例孕
,

%

%&

周的妊娠
0X0

高风险患儿的孕妇血浆标本#通过

-_.

技术检测胎儿游离
012

#准确鉴定胎儿性别#结果与后

续追踪的绒毛(羊水染色体核型及
7

超检查结果一致'

A(B(B(B

"

血型检测
"

母婴
.M

血型不合可导致胎儿宫内死亡

和出生后核黄疸(智力障碍等新生儿溶血病$

]01

&#早期产前

诊断和治疗具有重要意义'

2KM6A

N

J;

等*

H

+选取
%&*

例孕
%*

%

)*

周
.M0

阴性孕妇#通过传统的
-_.

检测母血浆
012

标本

的
.M0

第
$

(

%*

外显子#其结果与新生儿红细胞分析相比较#

阳(阴性预测值的准确率分别为
,+($G

(

,H($G

'

_6APD

等*

$

+

从
%%%

例孕
,

%

%'

周
.M0

阴性孕妇的外周血中提取
012

进

行
.M0

基因第
E

(

$

外显子的定量
-_.

扩增#所得结果与新生

儿脐血相比较#准确率仅为
,$(*G

#有待进一步提高'

A(B(B(C

"

珠蛋白生成障碍性贫血$旧称!地中海贫血&筛查
"

珠蛋白生成障碍性贫血是由于常染色体遗传性缺陷#引起珠蛋

白肽合成障碍#导致珠蛋白肽链数量不足或完全缺乏#从而造

成血红蛋白合成量减少'该病严重影响儿童健康#加剧患儿家

庭经济负担'

]D

等*

+

+采用荧光定量
-_.

$

Y=5-_.

&对
'*

例

#

5

珠蛋白生成障碍性贫血高危孕妇的血浆标本中胎儿游离

012

进行染色体微卫星标志$

%H-438*E

(

%H-438*H

&内的断

裂点区域缺失分析#准确地排除了
%*

例非
]B76A@d"

病胎儿#

避免了有创性产前诊断的实施'

A(B(B(D

"

子痫预测
"

先兆子痫是妊娠过程中发生卒中的风险

因素#合胞体滋养层的小片段蜕落进入母血循环刺激炎症应答

被认为是其潜在的原因'

9CC6!?"

等*

,

+收集孕
%%

%

%)

周妊娠男

性胎儿的孕妇血浆标本#使用实时荧光定量
-_.

对
e

染色体

上
0/e%)

基因进行定量检测#发现在后来发展成为先兆子痫

孕妇外周血中胎儿游离
012

水平在早孕期已明显高于同孕

龄正常孕妇对照组#增加约
%(H$

倍'而且通过逻辑回归分析#

母血中胎儿游离
012

水平与先兆子痫和胎儿宫内生长受限

发生的风险率呈等级相关#提示孕妇外周血中胎儿游离
012

水平变化是一项预测和诊断子痫前期发病与疾病程度的新指

标#具有较高的临床应用价值'

因此#利用孕妇外周血中胎儿游离
012

对胎儿性别(血

型鉴定#以及性连锁遗传性疾病*

%*

+

(珠蛋白生成障碍性贫

血*

%%

+等基因病的诊断#子痫的预测#非整倍体胎儿的筛查*

%&

+

是一种简便(快速(但特异性和准确性还有待进一步提高的产

前诊断方法'由于母亲血浆中的胎儿游离
012

处于一种母

体
012

背景过多的环境中#对孕妇外周血中游离胎儿核酸的

应用大多局限在检测胎儿从父亲一方继承来的基因或突变#如

多数学者以
e

染色体上性别决定因子
/.e

基因等特异序列

为标记进行胎儿
012

的检测#该方法虽然特异性高#但仅限
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于对男性胎儿
012

的检测#因此#受胎儿性别限制程度大'

也有学者通过分析胎儿来源于父方与母方不同的核苷酸序列

的遗传多态性来鉴别胎儿
012

*

%'

+

#但需要有多重遗传标志来

保证母体和胎儿
012

的区别#实验复杂程度高#目前尚难应

用于临床'

B

"

表观遗传学中甲基化检测技术及
_

#

:

岛位点的研究

012

甲基化是指由
012

甲基化转移酶介导#以
/5

腺苷
5

85

甲硫氨酸为甲基供体#在胞嘧啶
Ed

位碳原子上加入一甲基基

团#使之变成
Ed5

甲基胞嘧啶的化学反应'采用亚硫酸氢盐对

012

进行化学修饰#是
012

甲基化研究的一种常用方法#其

原理是单链
012

中未发生甲基化的胞嘧啶残基可被亚硫酸

氢盐脱氨基而转变成尿嘧啶残基#而甲基化的胞嘧啶残基将不

发生改变'甲基化特异性
-_.

$

X/5-_.

&是在使用亚硫酸氢

盐处理的基础上进行引物特异性的
-_.

'利用
-_.

对所需要

的基因序列进行扩增#然后对
-_.

产物进行测序分析并与未

经修饰的基因序列进行比较#这样甲基化和未甲基化
012

序

列的差异性可在经亚硫酸氢盐修饰后利用不同引物区分开来#

从而判断特定基因位点是否发生了甲基化'

随着对孕妇外周血中胎儿核酸的发现和研究的深入#人们

认识到母婴之间的交换是一个相互影响的过程'因此#推论表

观遗传学或许可在分析细胞和
012

在母婴之间是如何转移

的过程中起一定作用'在哺乳动物中
012

甲基化主要发生

在
_

#

:

双核苷酸序列的胞嘧啶上#与其他双核苷酸序列相比#

这种序列在基因组中出现的频率很低#但在基因组的某些区域

_

#

:

序列的密度很高#达均值的
E

倍以上#这些
_

#

:

聚集区域

被形象的称为
_

#

:

岛'许多研究认为
_

#

:

岛内胞嘧啶甲基

化而形成的
Ed5

甲基胞嘧啶与许多人类疾病特别是肿瘤和遗传

病的发生密切相关*

%)5%H

+

'人们推测孕妇外周血中也有可能出

现相似现象或许可以利用母亲和胎儿的
012

甲基化的差异

性来突破在母血浆中检测胎儿
012

的局限性'

C

"

候选生物标记及甲基化检测技术在无创性产前诊断中的应用

C(A

"

%+

号染色体上的基因
"

Q6"

#

;!

基因表达于人正常乳腺

上皮细胞中#其编码蛋白是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族中的一

种#在妇科肿瘤的发生过程中起重要作用'

_M;Q

等*

%$

+研究发

现孕妇自身血细胞中位于
%+

号染色体上的
Q6"

#

;!

基因的启

动子区域呈超甲基化状态#而在胎盘组织中呈低甲基化状态'

通过实时定量
-_.

可以检测到孕妇血浆中低甲基化的
Q6"

#

;!

基因序列中存在胎儿
/1-"

基因型#但在分娩后
&)M

内低甲基

化的
Q6"

#

;!

片段很快被清除#提示母血中来自胎盘组织来源

的低甲基化状态
Q6"

#

;!

基因启动子是一个良好的通用型胎儿

特异标记物#不受胎儿性别和遗传多态性的影响#为定量分析

通用型胎儿特异标记物带来了希望'

4D!

N

等*

%+

+用等位基因

比率法分析
%+5

三体和整倍体胎儿的
Q6"

#

;!

基因#发现所有检

测的
%+5

三体样本的等位比值都明显偏离了整倍体样本的比

值#成功诊断出
$

例
%+5

三体胎儿'

C(B

"

'

号染色体上的基因
"

.6"

相关结构域家族基因
%2

$

.2//Y%2

&是近年来发现的候选肿瘤抑制基因#其可能是

.6"

下游信号传导中的一个效应物#抑制了
.6"

$癌蛋白&的活

化'启动子
_

#

:

岛异常甲基化是
.2//Y%2

失活的重要机

制#

.2//Y%2

表达缺失可能使
.6"

更多地发挥促进生长效应

而最终导致肿瘤的发生'

_M6!

等*

%,

+和
7?CC;PD

等*

&*

+发现

.2//Y%2

基因在胎盘细胞中处于高甲基化而在母体自身血

细胞中处于低甲基化'

c?

I

"VDS6

等*

&%

+应用甲基化敏感限制性

内切酶 $

X/.3

&

-_.

检测母 血 浆 胎 盘 来 源 的 高 甲 基 化

.2//Y%2

基因'常见的
X/.3

有
]

#

6

)

(

7"@g

'

等#

X/.3

能将
__::

序列切开#而当
__::

序列中的第
&

个
_

发生甲

基化时则不能切开该序列#因此#可以对存在甲基化差异状态

的基因序列进行甲基化敏感的限制性酶切处理'与亚硫酸氢

盐方法相比#这种基于
-_.

的方法使其在母血浆中更易实现

检测#也更利于将来的临床高通量分析及应用'除检测

.2//Y%2

基因外#

X/.35-_.

同样对发现其他染色体上的特

异位点甲基化差异具有借鉴作用'

C(C

"

&%

号染色体上的基因
"

.DB?A@

等*

&&

+采用传统的亚硫酸

氢盐进行
012

化学修饰方法#通过对
&%

号染色体上
29.3

基

因的甲基化状态的分析检测发现#在孕妇外周血中特别是在孕

晚期妇女的样品中
29.3

基因存在明显甲基化#而在对照样品

中无明显甲基化现象发生'该实验表明胎儿出生后
29.3

基

因出现了脱甲基化变化#胎儿
012

甲基化现象可用于无创性

产前诊断的研究#但其研究需要利用亚硫酸氢盐方法进行处

理#这样会损失大量的
012

模板#可能严重阻碍随后的分析#

使得这种方法费力且敏感性低'

.DB?A@

等*

&&

+直 接 应 用

X/.35-_.

检测
&%

号染色体上的
3.:

基因#

3.:

基因位于

&%

f

&&

#是转录因子成红细胞转化特异基因$

34/:

&家族的一

员#参与细胞的分化(增殖和凋亡'结果提示
3.:

基因在母体

自身血细胞和绒毛组织中可能存在甲基化差异#被认为是无创

性产前诊断唐氏综合征患儿的候选生物标记'

4D!

N

等*

&'5&)

+发

现位于
&%

号染色体上的全羧化酶合成酶基因$

]8_/

&在母体

自身血细胞和胎盘组织中也存在甲基化差异#可以作为一种检

测胎儿游离
012

的新途径'其将亚硫酸氢盐修饰与
X/.3

方

法相结合#通过微流体数字
-_.

检测孕妇血浆中高甲基化状态

的
]8_/

基因水平#成功鉴定出
E

例
&%5

三体胎儿'

C(D

"

e

染色体上的基因
"

1

ON

A?!

等*

&E

+发现另外两种在孕妇

血浆中呈高甲基化状态的胎儿
012

标记#即位于
e

染色体上

性别决定区域的
/[Z%)

和
47Z'

#并采用
X/.35-_.

与

X280954[Y

质谱分析相结合的方法对
&**

例孕妇血浆标本

中的胎儿游离
012

进行检测#其敏感性为
,,G

#特异性为

%**G

'

D

"

展
""

望

孕妇外周血中相对丰富的胎儿
012

促进了非侵入性产

前诊断的临床应用研究#表观遗传学进展拓宽了
012

甲基化

技术与传统的基因诊断技术协同应用于无创性产前诊断的研

究领域'随着对人类基因组认识的不断提高以及
012

甲基

化分析技术的不断发展#

012

甲基化作为一种潜在的通用检

测标志物越来越受到重视'希望在不久的将来可利用的胎儿

表观遗传学标记物的数量会迅速增长#利用胎儿表观遗传学标

记物的无创性产前诊断技术也会得到更多的推广#以此应用于

临床#指导疾病的早期诊断#减少缺陷儿的出生#为家庭(国家

和社会节省医疗(教育费用#成为落实优生优育政策非常有效

的技术手段'
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也是质量管理的一项内容'临床实验室要保证质量#应该实施

总体质量管理$
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&原则'也许时

到今日许多实验室技术人员都不知道实验室
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的来龙去脉#

因此#对
=_

史的回顾与认识显得尤为重要#既可以引导人们

洞察未来#也可以防止人们重复犯同一错误'现就
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的发展

史作一综述'
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的起源
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年代
/M?LM6A@

将
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引入工业生产中#当时
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是贝尔$
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经济实用的质量控制.为统计
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&提供了理论和实践指南*
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+

'该理论被应用于产品分组抽

样和确定样品组的均值与临界特征范围#至今仍为制造业的标

准化实操技术指南'
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的同事&负责为美国工

业提供
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训练#以确保战时产品质量*
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'美国军备的重要

特征之一是质量过硬#因而
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在美国工业界得到广泛应用'

&*
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年代末到
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年代
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被委派到日本#帮助

日本改进工业品质量#尤其是电话通信等设备的质量'此外#
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