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脱落滋养层细胞在产前诊断中的应用研究进展$

李
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丹 综述!兰风华 审校

"厦门大学附属东方医院全军检验医学研究所临床遗传与实验医学科!福建福州
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摘
#

要!

#

产前诊断为在出生前预测胎儿是否患有某些遗传性疾病或先天畸形的方法!又称宫内诊断%诊

断时间越早!操作创伤性越小!对孕妇及胎儿越有利%通过微创方法收集宫颈脱落滋养层细胞!对其进行形态

学&免疫学&遗传学等分析!可确定其胎源性来源并实现孕早期胎儿遗传病的诊断!从而达到产前诊断早期&微

创的目的%本文就近年来基于宫颈脱落滋养层细胞的微创性产前诊断进展做一综述%

关键词!产前诊断#
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遗传分析#
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产前诊断是降低遗传缺陷新生儿出生率最重要

的方法!其金标准为羊膜腔穿刺获取羊水中胎儿细胞

行产前遗传分析!但因其操作的有创性"致流产风险

和诊断时间位于孕中晚期等原因仍难以为广大孕妇

所接受#通过微创的方式获得胎儿遗传物质及早期

的产前诊断技术是该领域研究者追求的目标#宫颈

脱落滋养层细胞取材安全"便利!是产前诊断技术微

创化的重要备选来源之一!且其可将诊断时间提早至

,

C;B

,

国际检验医学杂志
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年
!

月第
"$

卷第
B

期
#
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本文引用格式!李丹!兰风华
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脱落滋养层细胞在产前诊断中的应用研究进展)
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B

孕周)

:

*

!即在现有的技术能检测出胎儿是否患有先

天性疾病之前!在微创性产前诊断领域展示出良好的

应用前景#

<

#

宫颈脱落滋养层细胞的获取

##

孕早期宫颈脱落滋养层细胞的获取方法有冲洗

法&宫腔灌洗和宫颈灌洗'和直接获取法&棉拭子"细

胞刷取材法和宫颈黏液抽吸'!由于取材方法"孕期"

怀孕状态"操作者"检测方法灵敏度等的不同!各研究

宫颈滋养层细胞的获取成功率在
"$b

"

;$b

)

:

*

#

棉拭子和细胞刷取材法安全性最高!但最易受母

体细胞和残留精子及其遗传物质的影响!导致目标细

胞获取成功率低!波动范围大!结果可靠性低#国内

学者改良的套管拭子以及双取器宫颈毛刷!更易于探

入宫颈!取材污染程度相对较低!可将滋养层细胞的

获取成功率分别从原来的
!CABb

及
"$A$b

提高至

E;AEb

及
CCADb

)

#=!

*

#宫颈黏液抽吸法为在超声的定

位下借助导管直接吸取宫颈黏液!滋养层细胞的获取

成功率为
E$A$b

左右)

"

*

#

冲洗法为向宫腔下段或者宫颈管内注射生理盐

水后立即回抽获取宫颈黏液标本的方法!该法获取滋

养层细胞成功率可达
D$b

"

;$b

)

B

*

!是目前效率最高

的方法#

<GI9S

等)

E

*在
#B

例选择终止妊娠的孕妇

中进行宫腔灌洗和宫颈灌洗的方法学比较发现!宫腔

灌洗标本目标细胞获取成功率及对胎儿性别的鉴定

准确性均高于宫颈灌洗标本!但是两者间的差异无统

计学意义#冲洗法所获标本中可见血污染!甚至蜕膜

碎片及绒毛碎片!表明该法具有一定的创伤性!且曾

报道了
:

例在
C

"

D

孕周行宫腔灌洗的孕妇于
!D

周

时产下了四肢严重发育不全的胎儿)

C

*

!以上表明虽然

冲洗法目标细胞获取成功率高!诊断准确性好!但是

必须正视其侵入性质以及对胎儿潜在的伤害!需要更

多的研究对其安全性进行评估#

=

#

脱落滋养层细胞的分离

##

滋养层细胞的分离是基于宫颈脱落滋养层细胞

进行微创性产前诊断的重要环节!所分离细胞的纯度

以及浓度直接影响诊断结果的准确性#国内外所用

的方法主要有显微操作法"激光捕获显微切割"免疫

磁珠分离"流式细胞术以及差速贴壁培养富集法等#

显微操作法操作简单!在显微镜下直接将标本中

形态上具有滋养层组织和绒毛丝特征的细胞团块通

过玻璃管吸取出来#有研究利用显微操作后的标本

成功鉴定了
:B#

名胎儿性别"

#

例唐氏综合征及
#

例

性染色体缺失胎儿)

D

*

!但该方法依赖手工操作!自动

化程度较低#

免疫磁珠分离法及流式细胞术基于滋养层细胞

表达抗原与其抗体的特异性结合而分离目标细胞#

I#!!

为绒毛外细胞滋养层细胞和中间滋养层细胞表

达的人类白细胞抗原
I

&

WT2=I

'的特异性抗体!偶联

有该抗体的磁珠与目标细胞结合!在外加磁场的作用

下两者复合物滞留在磁场中从而分离细胞!分离细胞

纯度达
;$b

"

:$$b

!每个宫颈黏液标本可获得
B$$

"

:B$$

个滋养层细胞!分离细胞具有绒毛外滋养层细胞

表型和完整核
LS2

&

!

;Bb

'

)

;

*

#流式细胞术利用

WT2=I

的荧光抗体与滋养层细胞结合!分选出高纯

度滋养层细胞!该技术也适用于胞质内抗原#这两种

方法分离的目标细胞纯度高!但由于抗体高度特异性

以及标本前期处理所造成的抗原破坏等因素会导致

一定量的目标细胞丢失#

激光捕获显微切割是基于细胞形态和细胞病理

特点实现的细胞纯化技术!有研究者切割形态学上具

有细胞滋养层细胞或者合体滋养层细胞特点的细胞!

经基因型分析确定平均每两个微切割细胞中有一个

为滋养层细胞!与免疫组化及原位杂交等技术相结合

大大提高了该技术细胞纯化的效率)

:$=::

*

!但也应注意

因切割精度所带来细胞核及细胞质的损害#

差速贴壁培养法利用滋养层细胞与母体污染细

胞在培养时的贴壁速度不同从而去除母体悬浮细胞#

袁静等)

:#

*的研究中!滋养层细胞在差速贴壁培养中的

培养成功率为
;Bb

!且成功鉴定了
;$b

胎儿的性别!

直接培养的对照组该细胞的培养成功率为
;Eb

!但是

仅正确鉴定了
!Db

胎儿的性别#该方法很大程度上

依赖样本中细胞的活性!宫颈标本中的脱落细胞的活

性是限制贴壁培养效率的最大障碍#

>

#

脱落滋养层细胞的鉴定

##

分离细胞的胎源性鉴定是利用滋养层细胞进行

产前诊断必不可少的步骤#所分离的细胞经形态学"

免疫表型以及遗传信息的分析确认其为胎源性细胞!

才能进一步利用其进行产前诊断!细胞鉴定方法的准

确性是基于滋养层细胞进行产前诊断的关键所在#

形态学方法为在显微镜下观察宫颈标本涂片的

苏木精
=

伊红染色&

W<

'结果!将滋养层细胞从众多污

染母体细胞中识别出来#宫颈滋养层细胞有细胞滋

养层细胞"中间滋养层细胞及合体滋养层细胞!其中

合体滋养层细胞形态独特!细胞大小形态多变!胞核

小且深染!数目不一!大小一致!胞质弱嗜酸性!易于

辨别!但形态学鉴定方法主观性强!疑似的细胞需经

免疫组化或者遗传分析确定#

利用滋养层细胞表达的特异性抗原表位行免疫

组化染色是细胞鉴定的常用方法!常用的鉴定抗体有

I#!!

"抗细胞角蛋白
C

&

4Z=C

'抗体"抗人绒毛膜促性腺激

素
$

&

$

=54I

'抗体"

SLHIB

"

SLHI:

"

Y(:":A:

等#

I#!!

"

SLHIB

与细胞滋养层细胞特异结合)

:!=:"

*

.

SLHI:

识别

合体滋养层细胞)

:B

*

.

Y(:":A:

对滋养层细胞均识

别)

:E

*

#

$

=54I

为滋养层细胞分泌的特异性蛋白!有研

究用其进行分离细胞纯度鉴定)

:C

*

.抗
4Z=C

抗体特异

性低!与高特异抗体联合染色可以抵消由特异性抗体

所致的假阴性结果)

:D

*

#抗体自身特异性或者敏感性

不足及标本前处理导致的抗原破坏将降低免疫组化

,

D;B

,
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B

期
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法细胞鉴定的效率!需探索特异度强"敏感度高的抗

体组合!或者与分子生物学分析相结合!从而抵消方

法学不足#

遗传信息分析方法涉及荧光原位杂交&

Y9%W

'"

聚合酶链反应&

V4G

'等!通过识别胎儿细胞区别于母

体的遗传信息从而鉴定其胎源性#

Y9%W

用荧光染料

标记特定基因!如
]

染色体上的
L]_:

卫星
&

和
[

染

色体上的
L[_:

卫星
(

LS2

)

:;

*

!对阳性核进行评估区

分胎儿与母体细胞!并可以识别污染精子#与
Y9%W

相似!

V4G

扩增特定基因如性别决定区域
]

&

%G]

'!

确定分离细胞的胎源性)

;

*

!

7X%%2S9

等)

D

*研究发现!

V4G

与
Y9%W

鉴定的效率相当)

#$

*

!且由于难以区分父

源衍生的
[

染色体与母体
[

染色体遗传信息!两者均

局限于男性胎儿细胞的胎源性鉴定#由传统
V4G

衍

生而来的荧光定量
V4G

基于
LS2

多态性!引入高度

多态性标志如短串联重复序列&

%(G

'!利用个体的杂

合性!与母体细胞的
%(G

谱相区别#由于
[

和
]

染

色体长臂假性染色体区域的五核苷酸和次黄嘌呤
=

鸟

嘌呤磷酸
=

核糖基转移酶
%(G

等高度多态性标记的引

入使检测不受标本胎儿性别的影响!此外!利用给定

%(G

位点荧光峰比例还可进行非整倍体分析)

:B

*

#

?

#

诊断应用

##

滋养层细胞分化来源于胎儿组织!与胎儿细胞具

有相同的遗传物质!通过对其遗传分析进行产前诊断

的方法经研究!现已实现胎儿性别鉴定"多种染色体

和单基因遗传病的诊断及不良妊娠结局的预测等#

胎儿性别的诊断对于防止性连锁遗传病患儿的

出生尤为重要!

:;C:

年
%W<((T<%

)

#:

*通过宫颈黏液

标本内的
]

小体荧光染色准确鉴定出
E

名男性胎儿

和
"

名女性胎儿的性别!尽管后续研究结果差异较

大!但随着
Y9%W

"

V4G

等技术的发展!诊断准确性有

了极大的改善#

7HTS94Z

等)

;

*对
B

"

#$

孕周孕妇细

胞刷获取的宫颈样本分别进行
Y9%W

"

V4G

等检测正

确诊断出所有胎儿性别#

染色体疾病是由于染色体结构和数目异常所致

的疾病!唐氏综合征以及其他染色体疾病约占全世界

新生儿的
$A#b

)

:;

*

!随着孕妇年龄的增加!胎儿的患

病风险增大#基于宫颈脱落滋养层细胞的产前诊断

已可 实 现
#:

"

:D

"

:!

"

[

"

]

等 染 色 体 异 常 的 诊

断)

D

!

##=#!

*

#

%9Y2Z9%

等)

##

*利用细胞刷获取孕
::

"

:!

周孕妇的宫颈黏液!通过
Y9%W

分析准确诊断出
B

名

唐氏综合征的胎儿!单样本中三倍体细胞数最多者可

达
#C

个#

79GHS=%W<S(2T

等)

#"

*加强了对孕早期

宫颈滋养层细胞的认识!通过孕早期宫颈样本与胎盘

组织的
Y9%W

杂交结果比较发现!在正常妊娠中!存

在由于滋养层细胞的核内复制导致的多倍体细胞的

存在!但大多为四倍体!不会导致三倍体的假阳性

结果#

单基因疾病超过
C$$$

多种!总体发病率达

!ABb

!导致约
#$b

的婴儿死亡!以及
:$b

的儿童住

院率)

#B

*

#该类疾病种类繁多并逐年增加!且不易识别

和诊断!是临床诊断最为困难的病种#

VY<9Y<G

等)

::

*通过单细胞基因分析成功从
#:

名
D

"

:#

孕周的

孕妇宫颈样本中筛选出
!

名囊性纤维化及
!

名脊髓

性肌萎缩症胎儿#另外研究者们还利用宫颈滋养层

细胞数目或者该细胞所表达蛋白的差异进行不良妊

娠结局预测)

:D

!

#E

*

#

@

#

问题与展望

##

经宫颈获取滋养层细胞进行胎儿遗传信息分析

作为微创性产前诊断方法之一!与基于母血中胎儿细

胞的产前分析相比!具备目标细胞含量多"母体细胞

污染相对少"不易受孕龄影响"与前胎妊娠不重叠等

优势#相比于基于母体血浆中游离胎儿
LS2

的产前

分析!该方法可以获得完整的胎儿基因组!诊断结果

可靠性高!并且不受特殊母体环境下游离肿瘤
LS2

的干扰!是应用前景较广的产前诊断方法!但也存在

如下的问题#

首先!虽然样本中母体细胞的污染程度显著少于

外周血!但是仍有大量母体细胞的存在!而且由于宫

颈标本性质的特殊性!目标细胞的分离仍是棘手的问

题#其次!由于分离效率的不足!直接影响后期的鉴

定及分析准确性!且目前大多数研究间的分离和鉴定

方法没有统一标准!各方法间可比性差!操作主观性

强!故可靠性有待证实#再次!当前研究在理论上或

一些临床试验证实宫颈取材对继续妊娠没有影响!但

研究主要的受试对象为待终止妊娠的孕妇!而无大规

模随机对照及产前诊断随访继续妊娠的病例进行比

较的数据!故其安全性有待评估#最后!由于大多数

研究是在单胎妊娠的情况下进行的!对多胎妊娠进行

诊断时!可能存在分析结果与实际不符的现象#异卵

双生胎儿的其中之一自发性流失可以干扰正常或非

整倍体存活胚胎的
LS2

分析!从而导致假阳性或阴

性检测结果)

:B

*

!多胎妊娠诊断结果异常时!则必须通

过羊膜腔穿刺等有创的方法进行异常的胚胎判别#

随着单细胞数字
V4G

&

0V4G

'和液滴
=

测序&

L)6

J

=

%/

@

'技 术 的 发 展 和 引 入!上 述 问 题 将 被 逐 步

解决)

#C=#D

*

#

综上所述!基于宫颈滋养层细胞行无创产前诊断

应用前景甚广!但目前仍缺乏简单"标准"稳定"安全"

可靠的适用于临床常规分析的方法!技术水平上难以

大范围应用于临床实验室诊断!因此!需要更多的研

究#但其发展为应用于临床的微创性产前诊断方法

是未来发展的必然趋势#
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