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基于孕妇外周血浆游离胎儿ＤＮＡ的地中海

贫血无创产前基因诊断研究进展
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【摘要】　地中海贫血是我国长江以南各省发病率最高、影响最大的单基因遗传病，目前尚无有效的治疗

方法。在地贫高发地区有效开展婚前、孕前筛查以及对夫妻双方携带同种地贫基因的孕妇进行产前诊

断是预防重度患儿出生的首选方法。目前胎儿地贫基因检测基于有创性手术获得胎儿ＤＮＡ进一步基

因诊断，有一定的流产和宫内感染的风险。我们迫切需要找到安全、无创、准确、简便、早期诊断的方法，

ｃｆｆＤＮＡ的发现开启了无创产前诊断的新篇章，且基于二代测序平台的ＮＩＰＴ技术无创产前诊断胎儿唐

氏综合征已广泛应用于临床，其准确性可达９９％，这为地贫无创产前诊断研究提供了新的思路。本文

旨在综述基于孕妇外周血浆胎儿游离ＤＮＡ的地中海贫血无创产前诊断技术研究进展。
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　　地中海贫血（简称“地贫”）是一种因珠蛋白合成

障碍所致的遗传性溶血性疾病，分α地中海贫血

（简称“α地贫”）和β地中海贫血（简称“β地贫”）两

种。我国以南方地区多见，尤以广东、广西和海南为

甚，是长江以南各省发病率最高、影响最大的单基因

遗传病［１］。目前地贫尚无有效的治疗方法，重度α

地贫儿一般在出生的２４～４８小时之内死亡，重度β

地贫儿和部分中间型α地贫儿在出生后３～６个月

开始出现贫血症状并进行性加重，严重者必须依靠

输血和联合铁螯合剂的长期治疗，但治疗价格昂贵，

而骨髓移植又需要严格的供体，因此目前并没有理

想的治疗方法。故在地贫高发地区对夫妻双方携带

同种地贫基因的孕妇进行产前诊断是预防重度患儿

出生的首选方法。目前胎儿地贫基因检测基于有创

性手术获得胎儿ＤＮＡ进一步基因诊断，有一定的

流产和宫内感染的风险。我们迫切需要找到安全、

无创、准确、简便、早期诊断的方法，ｃｆｆＤＮＡ（ｃｅｌｌ

ｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的发现开启了无创产前诊

断的新篇章，而基于二代测序平台的无创产前诊断

技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂａｓｅｄｎｏｎｉｎｖａ

ｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）诊断胎儿唐氏综合征

已广泛应用于临床，其准确性可达９９％
［２］。这些为

地贫无创产前诊断研究提供了新的思路。本文旨在

综述基于孕妇外周血浆胎儿游离ＤＮＡ的地中海贫

血无创产前诊断技术研究进展。

１　犮犳犳犇犖犃的发现与特点

１９９７年，Ｌｏ等
［３］选用染色体上特定的ＳＲＹ基

因作为胎儿源性ＤＮＡ的研究标记物，首次用常规

ＰＣＲ在孕妇血浆中检测到ｃｆｆＤＮＡ的存在，为基于

孕妇外周血浆中ｃｆｆＤＮＡ的无创产前诊断走向临床

开辟了道路。

与母亲外周血中的胎儿细胞相比，ｃｆｆＤＮＡ相

对丰富，较胎儿细胞大约多出２０倍
［３］，于妊娠５周

就能从母体血液中检测到，妊娠１１周即占母体血浆

总ＤＮＡ的０．３９％，并随孕周增长而增加，于妊娠晚

期可达母体血浆总ＤＮＡ的６．２％。而胎盘娩出后，

胎儿ＤＮＡ以１６分钟左右的半衰期从孕妇血浆中

清除，产后２小时即可从母亲外周血中完全消失。

孕妇血浆ＤＮＡ由孕妇自身ＤＮＡ和ｃｆｆＤＮＡ混合
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组成，其中孕妇自身的ＤＮＡ占９０％以上。ｃｆｆＤＮＡ

主要来源于滋养层细胞或胎盘细胞的凋亡，少量来

源于胎儿血循环或胎儿细胞。约８５％的胎儿ＤＮＡ

分子片段长度在１００～３００ｂｐ之间，而大部分孕妇

自身ＤＮＡ分子片段长度大于１０００ｂｐ，这为利用分

子片段大小分离法分离母血浆中胎儿ＤＮＡ提供了

可能性［４］。２０１０年，Ｌｏ团队借助高通量测序技术

完成了母血中胎儿的全部组基因组图谱的绘制，证

实了利用ｃｆｆＤＮＡ进行胎儿基因检测是完全可行

的［５］。基于以上特点，ｃｆｆＤＮＡ一经发现便成为无

创产前诊断最理想的靶标物质。

２　基于孕妇外周血浆游离胎儿犇犖犃的无创产前检

查应用研究

　　ｃｆｆＤＮＡ最先应用是检测ｃｆｆＤＮＡ中的性别决

定基因以排除 Ｘ连锁遗传病和 ＲｈｅｓｕｓＤ基因为

Ｒｈ阴性妊娠妇女的胎儿处置提供诊断依据，其检测

准确性均可达９９％。另外还有胎儿染色体２１、１８、

１３三体、染色体微重复微缺失综合征、父源关系鉴

定等检测，而双胎合子类型鉴别［６］、囊性纤维化、软

骨发育不良、亨廷顿式舞蹈病、地中海贫血等单基因

遗传病的产前诊断也迅速成为研究热点。

２．１　染色体非整倍体的检测　２００８年第二代测序

技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术首次

应用于胎儿非整倍体产前基因检测的研究［７］，此后

多个团队研究表明，ＮＧＳ可分辨孕有唐氏综合征患

儿的母血中２１三体的总量与孕有正常核型胎儿母

血中２１三体的总量的微小差异
［８］，以Ｚ值为３作为

截断值，可获得特异性１００％，敏感性９９％的检测结

果［９］。经过相同方法以及标准化Ｚ值分析后，１８三

体检测敏感性提高至９１．９％、１３三体检测敏感性

１００％，特异性９８％
［９］。目前该方法已广泛应用于

临床。本中心从２０１２年开始研究基于半导体测序

平台的胎儿２１、１８、１３三体的产前基因筛查方

法［１０］，检测了１７６０例高风险孕妇，发现９例２１三

体，３例１８三体、３例１３单体，以及１例ＸＯ综合征

胎儿，经核型分析验证准确率达９９％，２０１５年获得

国家卫计委批准的开展高通量基因测序产前筛查和

临床应用试点单位，至今已完成数千例无创２１、１８、

１３三体产前基因筛查，准确率达９９％。

２．２　染色体微重复微缺失综合征的检测　２０１１年

新英格兰杂志报道了１例通过测序检测胎儿１２号

染色体上４．２Ｍ的缺失案例
［１１］，首次报道了ｃｆｆＤＮＡ

在微缺失综合征中的应用研究，此后也有多为学者

针对染色体微小结构异常的研究。２０１２年Ｊｅｎｓｅｎ

等［１２］利用２例已经确诊胎儿为２２ｑ１１．２综合征孕

妇的外周血，经测序发现患者在２２ｑ１１．２区域的

ｃｆｆＤＮＡ片段含量少于正常孕妇。Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ等
［１３］

随后选取１１位胎儿异常核型的孕妇，测序结果提示

可检测出所有的２１三体综合征以及微重复微缺

失，不适用嵌合体检测，易位样本可通过断裂点附近

的小片段缺失判断断裂位置，无法提示平衡易位。

通过提高测序深度，发现了诸多染色体核型分析不

能分辨的微小病变。本中心从２０１３年也开始研究

无创染色体结构异常的检测，利用母胎游离ＤＮＡ

片段比例建立了估算孕妇游离ＤＮＡ中胎儿的比例

的方法，为无创产前诊断提供了质控。并已完成

１４７６例无创染色体结构异常样本的检测，在测序量

为３Ｍｒｅａｄｓ时，对于大于５Ｍ的异常，灵敏度为９８．

３％，特异度为９８．１％。

２．３　妊娠相关疾病　母血浆中ｃｆｆＤＮＡ的增加还

可作为多种妊娠相关疾病的临床诊断指标，许多研

究定量检测母血中ｃｆｆＤＮＡ的含量，发现在子痫前

期、胎盘源性胎儿生长发育受限、胎盘植入、早产、以

及妊娠肝内胆汁淤积综合征的孕妇中，母血中

ｃｆｆＤＮＡ的含量异常增高
［１４］，且与疾病严重程度呈

正相关，因此ｃｆｆＤＮＡ可作为诸多病理妊娠的诊断

指标并可用于动态监测疾病发展变化。但由于其含

量个体差异较大，尚不能确定一个最优阈值来指导

临床。

２．４　单基因病的检测　单基因遗传病是由一对等

位基因控制的遗传性疾病，它的遗传方式遵循孟德

尔分离定律。位于不同染色体上的致病基因，其遗

传方式也不同，可分为常染色体显性遗传病、常染色

体隐性遗传病、伴Ｘ染色体显性遗传病、伴Ｘ染色

体隐性遗传病、伴Ｙ染色体遗传病５种。目前，利

用ｃｆｆＤＮＡ检测胎儿单基因疾病的研究主要集中在

常染色体遗传疾病以及Ｘ连锁疾病的诊断中，研究

９４
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疾病包括软骨发育不良［１５］、多发性内分泌瘤２Ａ

型［１６］、阿佩尔综合征［１７］、强直性肌营养不良［１８］、亨

廷顿舞蹈症［１９］等共１４种，其中，地中海贫血的研究

最为热烈，其他疾病由于人群发病率较低，仅有少量

小样本的研究报道。

３　地中海贫血无创产前诊断的研究进展

３．１　地中海贫血无创产前诊断应用概述　地中海

贫血无创产前诊断研究至今大致分为３个阶段：第

一阶段检测父源性致病位点，适用于检测父母双方

携带不同的地贫致病位点时此方法仅能通过阴性结

果排除胎儿致病纯合子的可能。针对不同疾病，突

变位点可能为点突变，也可能是几个碱基的缺失和

重复，各研究者根据突变类型不同选择不同的扩增

方法以及分析方法进行研究。第二阶段检测父源性

遗传序列中杂合度高的ＳＴＲ位点或ＳＮＰ位点，此

方法改进了单纯检测父源性致病基因的方法，扩大

了检测范围，即夫妻双方拥有相同的突变位点，也可

通过可提供信息的ＳＮＰ位点排除胎儿的纯合突变，

阴性的结果可避免进一步的检测，亦因无需分离

ｃｆｆＤＮＡ，减低了技术难度。但此方法仍局限于检测

来自父亲的基因突变位点，且需建立与各突变连锁

的有诊断价值的ＳＮＰ数据库，限制了其发展。第三

阶段的检测借助数字ＰＣＲ，高通量测序技术等结合

单倍型的相对定量诊断策略，此方法采用二代测序

技术对目标区域进行捕获或者数字ＰＣＲ技术针对

含突变位点区域分别进行正常和突变等位基因的短

片段扩增，对母血浆总的游离ＤＮＡ中的含ＳＮＰ位

点的序列进行定量检测，分析目标区域中的一组由

ＳＮＰ构成的单倍体剂量，确定双亲单倍体型及

ｃｆｆＤＮＡ的单倍体信息，从而推断胎儿的基因型。

３．２　α地贫无创产前诊断的应用　从２００２年开始

国内外研究者就开始了无创地贫的探索，迄今为止

国内外共有１０篇文献进行了相关研究。其研究方

向有：①排除性诊断：因双亲携带相同类型致病基

因，无法通过检测父源性致病位点来排除父源性遗

传，借助检测父源性致病基因连锁的与母体不同的

ＳＴＲ及ＳＮＰ位点可达到排除诊断目的。此方法需

要在检测前筛选父母双方ＳＴＲ／ＳＮＰ位点，若夫妇

双方候选位点相同，则不能通过这种方法检测。Ｈｏ

等［２０］２００６年发表了利用 ＳＥＡ 断裂范围内两个

ＳＴＲ位点排除父源性水肿胎的文章，可排除１／３水

肿胎患儿；Ｙａｎ等
［２１］于２０１１年利用ＳＥＡ缺失范围

内９个ＳＮＰｓ排除父源性水肿胎，诊断率４９．３％。

②确定性诊断：通过检测缺失后重新拼接的片段，或

选择断裂范围内的 ｍａｒｋｅｒ，定量检测拷贝数。

Ｃｈｅｎ
［２２］、Ｔｕｎｇｗｉｗａｔ

［２３］、Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ
［２４，２５］优化了

ｇａｐＰＣＲ方法，将ＰＣＲ引物设置于ＳＥＡ缺失断裂

点两端，半巢氏ＰＣＲ扩增，探针或染料荧光定量，发

现孕有重度α地贫儿的孕母外周血中扩增拷贝数高

于孕有其他基因型胎儿的孕妇，但是没有统计学意

义。Ｌｏｎｇ等
［２６］选择α１和α２基因之间、无其他同源

性的一段基因作为目的基因．共管扩增α珠蛋白链

上部分基因，毛细管电泳分析胎儿两种产物峰面积

来检测Ｂａｒｔ’ｓ水肿胎，ｃｆｆＤＮＡ富集依靠琼脂糖凝

胶电泳回收，３９例水肿胎中检出３０例。Ｃｈｅｎ
［２７］、

Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ和Ｓｒｉｃｈｏｔｉｙａｋｕｌ
［２８］等针对野生型以及

ＳＥＡ缺失片段设计两对引物，分别用多重ＰＣＲ、双

等位基因特异性ＰＣＲ、ＱＦＰＣＲ扩增，应用毛细管

电泳或定量ＲＯＣ曲线分析不同胎儿基因型孕母外

周血中两种产物的比例，统计推算重度地贫儿△ＣＴ

值；在Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ试验中，他们仅从７例水肿胎的

样本中检测出３例；Ｓｉｒｉｃｈｏｔｉｙａｋｕｌ则可区分７９．２％

的重度地贫儿与非重度地贫儿。Ｇｅ等
［２９］应用探针

捕获ＳＥＡ缺失范围内ＳＮＰｓ位点，借助二代测序，

选择父母双方纯合的ＳＮＰ位点为靶位点，利用拷贝

数变异，排除水肿胎，但是因为此方法对胎儿浓度要

求较高，仍需要进一步研究。

综上所述，缺失型α地中海贫血的无创产前基

因诊断技术较为单一，分为排除性诊断与确定性诊

断两种，排除性诊断需筛选与确定一组人群特异性

标签ＳＮＰ／ＳＴＲ位点，应用时将标签ＳＮＰ／ＳＴＲ在

夫妻间进行分析，检测两者间不同的靶点，此方法费

时费力，且不具有普适性，难以走向临床。确定性诊

断无论是通过ＧａｐＰＣＲ检测缺失后重新拼接的片

段，或选择断裂范围内的ｍａｒｋｅｒ，定量检测拷贝数，

均对胎儿ＤＮＡ浓度要求较高，且方法均不稳定，检

出率都较低，亦难以达到临床检测的标准。
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３．３　β地贫无创产前诊断的应用　自２００２年以

来，国内外已有多篇文献对无创产前检测β地贫进

行了多种方法学的探讨，包括数字ＰＣＲ，单个位点

碱基延伸反应，位点特异性实时ＰＣＲ，以及基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱技术（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）

等。

与α地贫类似，排除性诊断方法研究者们将研

究重心聚焦于检测父亲致病性ＳＮＰ／ＳＴＲ上，Ｐａ

ｐａｓａｖｖａ等
［３０］选用β珠蛋白基因中４个塞浦路斯人

高度杂合的１１个ＳＮＰ位点，并结合单体型分析的

方法，成功地对１０个家系中８个样本进行了父源遗

传分析。Ｌｉ等
［３１］则利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱技术，

达到了１００％的敏感度和９２．１％的特异度，但该方

法仅用于东南亚人群中最常见的５种父源突变，也

未对母亲来源的致病位点进行分析。此类研究受引

物中ＳＮＰ位置及数量影响较大，需要建立有效地突

变连锁有诊断价值的ＳＮＰｓ数据库，而且没有从数

据中获得母亲的遗传给胎儿的位点信息。故排除性

诊断的临床应用受到了限制。

二代测序技术的发展，极大地促进了基于

ｃｆｆＤＮＡ进行的分子检测的灵敏度。Ｌｏ团队
［３２］对β

地贫家系进行全基因组水平的高通量测序，通过孕

妇外周血血浆ＤＮＡ获得了胎儿和孕妇的全基因组

图谱，并成功地检出１例β地贫携带者。该研究通

过父亲中的ＳＮＰ位点推导父源胎儿基因组，利用父

亲纯合但母亲杂合的ＳＮＰ位点推导母源胎儿基因

组，然 后 用 ＲＨＤＯ（ｒｅｌａｔｉｖｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｏｓａｇｅ，

ＲＨＤＯ）分析法对孕妇血浆中单体型的相对含量进

行计算。ＲＨＤＯ的基本原理为，母本染色体成对存

在，来自母本父亲的ＤＮＡ与来自母本母亲的ＤＮＡ

比例为１∶１，因胎儿会释放一些母本ＤＮＡ进入到母

亲血浆中，导致１∶１失衡。通过此原理经过统计算

法，得到胎儿从母本遗传的基因组。此方法存在测

序成本高昂，操作复杂，耗时较长，ＲＨＤＯ分析方法

复杂等问题，从而限制了其在临床中的应用。后续

的研究使用目标区域捕获方法对特定区域进行检

测。Ｌａｍ等报道液相杂交方法进行目标区域的捕

获测序，研究中对不同单基因的多个基因组区域同

时进行分析，捕获覆盖度达２００次以上，以检测

ＨＢＢ基因簇上数千个ＳＮＰｓ，然后用目标区域同样

使用ＲＨＤＯ方法进行分析。此方法的局限性在于

人工定制捕获探针，实验周期长，及捕获效率低以及

ＲＨＤＯ不是直接对突变位点进行检测，不同种的疾

病，需要在待测基因上下游选择足够多的有效ＳＮＰ

及多个家系特异性ＳＮＰ，且针对ＳＮＰ信息不足的

区域检测效果不佳等问题。

综上所述，当父母携带不同的β地贫致病位点

时，排除性诊断是有诊断价值的；当父母携带β地贫

致病位点相同时，排除性诊断需要通过寻找父母不

一致的ＳＮＰ位点来解决，此类研究受引物中ＳＮＰ

位置及数量影响较大。目前主流的无创产前检测方

法均基于父母及胎儿单体型。其存在的问题包括：

对胎儿及父母进行全基因组ＳＮＰ分析，成本昂贵；

数字ＰＣＲ的单体型鉴定，操作复杂烦琐，实验的成

功受 ＧＣ 含量和分析区域的 ＳＮＰ 分布影响；且

ＲＨＤＯ不是直接对突变位点进行检测，不同种的疾

病，需要在待测基因上下游选择足够多的有效ＳＮＰ

及多个家系特异性ＳＮＰ；由于ｃｆＤＮＡ含量较低而

导致扩增效率低，且无法解决特异性扩增带来的偏

差；需要人工定制捕获探针，导致实验周期长。故迄

今，β地贫的无创产前诊断还无法走向临床。

４　地中海贫血无创产前诊断的展望

地贫无创产前诊断是产前诊断临床应用研究领

域的重要发展方向，可对胎儿进行早期的无创检测。

迄今为止，由于全基因组ＳＮＰ分析成本昂贵，数字

ＰＣＲ的单体型鉴定操作复杂烦琐，捕获探针效率低

且人工定制导致实验周期长，ｃｆＤＮＡ含量较低而导

致扩增效率低，且无法解决特异性扩增带来的偏差

等原因地贫无创产前诊断还无法走向临床。而针对

无创单基因病循环单分子扩增和重测序技术［３３］的

无创产前检测方法的发现，大大提高ｃｆｆＤＮＡ在扩

增中的利用率，同时引入了ｂａｒｃｏｄｅ序列，消除了因

扩增特异性带来的不同序列比例的影响，理论上有

望应用于地中海贫血无创产前检测。我们寄希望于

更多方法学的探索与发展，推动地中海贫血无创产

前诊断技术早日走向临床。

１５
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ｔｅｒｎａｌｐｌａｓｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２０００，４６（２）：３０１３０２．
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ｗｉｔｈｉｎ—ＳＥＡｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｓｆｏｒｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＨｂＢａｒｔ

ｓｈｙｄｒｏｐｓｆｅｔａｌｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２００６，５３（２）：１７３１７９．
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Ｔｈａｉ，２０１２，９５（１）：６９．
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ｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｅｔａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ

ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４（３２）：１３１１６１３１２１．

［３３］　ＬｖＷ，ＷｅｉＸ，ＧｕｏＲ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒ

Ｗｉｌｓｏｎｄｉｓｅａｓｅｂｙｕｓｅｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （ｃＳＭＡＲＴ）［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２０１４，６１（１）：１７２１８１．

（收稿日期：２０１５０９１５）

编辑：宋文颖

３５


