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无创性产前诊断 :从梦想到现实

刘子建　梁德杨

(香港中文大学妇产科部威尔斯亲王医院)

　　无创性产前诊断 ( non2invasive p renatal diag2

nosis ,N IPD) 是一个长期追求的目标。几十年来 ,

研究人员一直在努力寻找有效方法 ,去分离、纯化 ,

并识别存在于母体循环中的少量胎儿细胞 ,胎儿细

胞浓度约为每毫升母血中 1～6 个[1 ] 。虽然不时有

报告称成功的分子诊断方法已经出现 ,2774 名参与

者的大样本研究表明 ,在 41. 4 %的孕有非 212三体

综合征男性胎儿的妇女样本中至少能检测到一个胎

儿细胞 ,其假阳性率估计在0. 6 %～4. 1 %[ 2 ] 。但这

样的结果还远不能被接受的 ,这种 N IPD 方法被认

为是毫无前途可言的[3 ] 。

然而 ,在过去十年中 ,对游离细胞胎儿脱氧核糖

核酸 (cell2f ree fetal deoxyribonucleic acid ,cffDNA

)的研究使笔者对 N IPD 的理解发生了革命性的变

化。12 年前由罗等人首先报道了产妇的血循环中

有 cffDNA 的存在 ,他们使用了一个怀有男性胎儿

的孕妇血浆和血清 ,用简单的常规聚合酶链反应

( PCR)方法令人信服地证明了 Y染色体 DNA 序列

的存在[4 ] 。最近 ,存在于孕妇血浆中的胎儿核糖核

酸 ( RNA) 也已经被发现[5 ] 。这些突破为 N IPD 以

及无创性的产前胎儿生理及病理生理学监测开辟了

新的可能。因此 ,笔者将总结在这激动人心的医学

领域中的最新发展 ,并探讨 N IPD 在何种程度上可

被实现。

1 　孕妇血浆中 cffD NA的生理

使用实时 PCR 系统发现 ,在早期到中期妊娠的

孕妇血浆中 cffDNA 占所有游离细胞 DNA 的

3. 4 % ,随着妊娠的发展这一比例最终上升至 6.

2 %[6 ] 。在早孕期甚至早在妊娠第五周 ,就可以在孕

妇血浆中可靠地检测出游离细胞胎儿 DNA [7 ] 。游

离细胞胎儿 DNA 的平均半衰期为16. 3分钟 ,在产

妇血循环中很快被清除 ,在分娩一天后的产妇血清

中就检测不到了[8 ] 。与胎儿细胞不同 ,cffDNA 在

分娩后不会持续存在于母体血循环中 ,这是非常重

要的产前诊断的观点。

在早产、子痫前期、胎盘粘连曾行体外胎头倒转

术的孕妇中可检测到异常高水平的 cffDNA [9～11 ] 。

虽然这些观察报告表明 ,cffDNA 定量分析可能有

助于预测或早期发现产科并发症 ,但是 ,仍然缺乏直

接证据证明这一方法的临床疗效。另外 ,由于 Y染

色体源性序列被用作男性胎儿的标记 ,意味着这种

临床方法可能限用于怀有男性胎儿的妊娠。

最近的研究发现了胎儿和母体 DNA 间本质上

的差异。胎儿 DNA 短于母体 DNA ,并具有不同的

甲基化模式[12 ,13 ] 。这些差异非常显著 ,足以从产妇

DNA 中净化或分离出胎儿 DNA。

在孕妇血浆中发现 cffDNA 后不久 ,又报道了

胎儿源性的 RNA [14 ] 。这些 mRNAs 或信使 RNAs

令人惊讶地稳定存在于孕妇血浆中并在分娩后被迅

速的清除[15 ] ,表明这些循环的 mRNA 分子可以提

供实用的标记供临床使用。对数以千计的 mRNA

的表达研究以基因芯片系统为基础 ,这种无创性的

胎儿基因表达监测为研究正常及异常妊娠提供了一

种独特的方法[16 ] 。例如 ,识别和监测与胎儿生长发

育相关的基因 ,以便及早发现胎儿生长发育方面的

问题[17 ] 。

2 　产前胎儿性别鉴定

许多研究报告使用 cffDNA 来确定胎儿性别 ,

因为比从怀有男性胎儿的孕妇血浆中检测 Y 染色

体序列相对容易 ,而母体血浆中原本并不存在 Y染

色体序列。对于那些具有性连锁疾病危险的人 ,

N IPD 胎儿性别鉴定可以减少 50 %的有创性检查。
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胎儿性别鉴定是非常准确的 ,在早期、中期和晚期妊

娠的准确性分别为99. 4 %、97. 8 %和 100 %[ 18 ] 。

3 　产前恒河猴基因型

使用 cffDNA 的 N IPD 的第一次胜利是恒河猴

基因型 ,这种基因型可用于检测 Rh 阴性孕母所怀

胎儿的并发症。无 R HD 基因的恒河猴 D 类 ( RhD)

阴性的孕妇血浆或血清中出现胎儿源性的 R HD 基

因序列 ,表明一个 RhD 阳性胎儿的存在[ 19 ] 。这种

情况类似于 :孕妇血浆中检测到 Y2染色体特异序

列 ,表明胎儿是男性。由于其精确度高 ,自 2001 年

以来 ,国际血型参比实验室在英国的布里斯托尔 ,通

过在孕妇血浆中使用 cffDNA 来提供胎儿 RhD2分

型[20 ] 。目前在许多国家这种方法是首选的 ,而不是

通过有创性检查得到胎儿组织后对其基因表现型进

行检测。最近对包括 44 个草案 37 个研究的一项荟

萃分析表明 ,整体测试的敏感性和特异性分别为

95. 4 %和 98. 6 %[21 ] 。然而 ,其中的 16 个研究取得

了 100 %的诊断准确率 ,表明诊断的准确性可能受

到血液样本处理和分子研究的协议的严重影响。

4 　单基因疾病的产前诊断

对于病理状况下继承了父母源性基因的单基因

疾病 ,如父亲是携带者的常染色体显性遗传性疾病 ,

无创性产前诊断可能相对简单点。在这种情况下 ,

从孕妇血浆中检测到致病基因序列将预示胎儿受影

响。相反 ,对单基因疾病包括遗传自母亲的致病基

因 ,N IPD 曾经被认为是不可能的 ,因为无法区分孕

妇血浆中致病信号来源于胎儿还是产妇。

万一夫妻携带有不同的基因突变并且孕妇血清

中无法检测到父亲的突变时 ,一个简单的办法是排

除常染色体隐性的可能性。当已检测到父亲的突变

时 ,有创性产前诊断对于确定是否胎儿也遗传了母

亲的基因突变有预示作用 ,这将决定胎儿是否受到

影响。这个简单的排除方法将消除约 50 %的不必

要的有创性产前诊断 ,并已在β2地中海贫血及类似

情况的 N IPD 中有报告[22～24 ] 。几项检验 N IPD 方

法精确性的大规模研究正在进行中。

5 　染色体异常的产前诊断

对产前诊断而言 ,胎儿染色体非整倍性最常见。

在这种情况下的诊断 ,需要对感兴趣的染色体的拷

贝数有一个准确的评估。这曾经被认为是一个无法

解决的问题 ,但最近也有了许多突破 ,使染色体异常

的 N IPD 成为可能。目前有两个主要的技术问题必

须克服 :第一 ,增加 cffDNA 分级浓缩 ;第二 ,找到一

种可靠的方法估算异常染色体的拷贝数。

已有几种方法被用来增加 cffDNA 分级浓缩。

虽然笔者知道胎儿源性的 cffDNA 比较短[12 ] ,但目

前尚不清楚该浓缩方法对于许多染色体异常的

N IPD 是否适合 ,这一做法的劳动密集程度也限制

了其临床应用的潜力。另一些人试图抑制产妇的

DNA ,例如加入甲醛 ,这将使 cffDNA 的浓度相对

提高[25 ] 。但是如此可喜的成果并没有被其他人重

复做出来[26 ] 。

分子方法提供了一个更有前途的提高 cffDNA

浓度的方法。通过系统性搜查 ,与产妇基因相比较 ,

就有可能识别出胎儿基因组的许多甲基化区域[27 ] 。

使用不同的分子技术 ,现在可以选择性地扩大低甲

基化或高甲基化的 DNA 序列 ,从而提高了 cffDNA

浓度[28 ,29 ] 。另一种分子方法是使用 RNA。利用芯

片为基础对胎盘和产妇细胞间的 mRNA 表达进行

广泛比较 ,使笔者能够获得一个胎儿特异性 mRNA

的长清单 ,其在胎盘组织中高度表达 ,但在产妇组织

中几乎没有或没有表达[16 ] 。代替几乎是纯粹的胎

儿 DNA 样本 ,笔者现在用一个几乎纯粹的胎儿

RNA 样品进行进一步的 N IPD。

利用甲基化或以 RNA 为基础的技术 ,笔者已

经可以浓缩胎儿核酸样品 ,但仍需要制定出一种评

估有疑问的特定染色体剂量的方法。可在感兴趣的

染色体 DNA 或 RNA 序列中 ,利用等位基因比率方

法搜索出多态性等位基因。整倍体的多态性标记将

有 1 ∶1 的比率 ,而那些三倍染色体将有1 ∶2或2 ∶1

的比率。这种方法已成功应用于两种测试研究中 :

一个是基于甲基化的技术对 182三体综合征进行

N IPD ,一个是基于 RNA 的方法对 212三体综合征

进行 N IPD[30 ,31 ] 。在这些早期无创性研究中 ,怀有
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182三体综合征的胎儿的所有病例被正确的检测出

来 ,而怀有 212三体综合征胎儿的病例有 90 %被检

测出来 ,其对照组中排除率为96. 5 %。一些使用这

些方法的大规模临床研究正在进行中 ,临床使用的

测试很快就能实现商品化。

等位基因比率方法的主要缺点是需要有大量的

多态性位点。最近有两个独立的研究小组都报告了

使用大规模并行基因组测序的新方法 ,即使在低浓

度下也能精确计量 DNA 的拷贝数[32 ,33 ] 。在此方法

中 ,孕妇血浆中的所有 DNA 片段 ,不论其来源都被

测序 ,并将每个独特序列与相应染色体上的正常人

类基因组序列对比以标出他们原来的染色体位置。

从特定染色体中可以计算出基因序列所占百分比。

21 号染色体构成百分比的差异被成功地用于 14 例

212三体综合征和 21 例正常者的 N IPD[ 32 ] 。这种新

办法对于一个实验中的多发性染色体畸变的 N IPD

似乎有很大的潜力。但是 ,这种办法仍然非常复杂

和昂贵 ,只有等到常规临床使用时 ,这些问题才有望

解决。

6 　结论

在过去的十年中 ,在胎儿染色体和基因方面的

N IPD 有了激动人心的重大发展。非整倍体胎儿是

目前有创性产前诊断最常见的适应证 ,吸引了很多

关注并将研究重点放在这一领域。现在有足够的证

据来证实染色体异常的 N IPD 是可行的 ,并且有一

个以上的方法可以做到这一点。剩下的惟一挑战是

改进技术 ,并探索一个产科患者负担得起的平台。

然而 ,值得注意的是 ,由于这一领域发展迅速 ,在标

准化和实验室的质量控制上目前是有困难的。因

此 ,应对提供 N IPD 服务的实验室的绩效进行仔细

监测 ,以确保实现高精确度的 N IPD。
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