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数字ＰＣＲ在产前诊断中的应用研究
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【摘要】　数字ＰＣＲ是２０世纪初发展起来的新型核酸定量技术，可对微量模板进行绝对定量分析，与传

统定量ＰＣＲ相比具有更高的准确性和敏感性。目前数字ＰＣＲ已广泛应用于临床各个领域。而在产前

诊断中，因数字ＰＣＲ可从高背景母体ＤＮＡ中识别少量胎儿ＤＮＡ分子，故其在介入性产前诊断及无创

产前基因诊断胎儿非整倍体疾病、单基因病等方面具有重要作用。本文就数字ＰＣＲ发展、原理及其在

产前诊断的应用进行综述。
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１　前　言

数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）是２０世纪初发

展起来的新型核酸分子定量技术，通过将微量ＤＮＡ

分子有限稀释并分液，使每个反应室平均含有一个

或零个目标分子，所有反应室进行单分子扩增后通

过分析荧光信号进行定量。由于其不依赖于扩增曲

线的循环阈值（ＣＴ），也不必采用内参基因和标准曲

线，与常规定量ＰＣＲ技术相比，具有更高的准确性、

灵敏性及重复性［１３］，在肿瘤标记物早期检测［４６］、病

毒载量检测［７９］等领域广泛应用。产前胎儿遗传学

检测是预防出生缺陷的重要组成部分，传统的介入

性产前诊断如绒毛穿刺、羊膜腔穿刺及脐静脉穿刺

存在１％～３％的流产风险
［１０］，且产前胎儿组织取材

时不可避免混入母体组织，影响了胎儿遗传物质诊

断的准确性；无创产前诊断虽可避免流产风险，但孕

早期胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）

含量低，大量母体ＤＮＡ的存在对核酸提取技术及

检验技术提出较高要求，而数字ＰＣＲ具有在大量背

景分子中辨识少量目标分子的特点，可望成为胎儿

产前基因诊断的重要研究工具。本文将对数字

ＰＣＲ原理、发展及其在产前诊断的应用进行综述。

２　数字犘犆犚概述

２．１　数字 ＰＣＲ发展　１９９２年Ｓｙｋｅｓ等
［１１］检测

ＩｇＨ重链突变基因时，采用了有限稀释和以终点信

号的有无进行定量的策略，形成了数字ＰＣＲ的雏

形。１９９９年 ＫｅｎｎｅｔｈＫｉｎｚｌｅｒ和 ＢｅｒｔＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎ

［１２］在检测大肠癌患者 ＫＲＡＳ突变时，对样品采用

有限稀释并增加了反应室的数目，这种方法有效排

除了体细胞干扰，成功检出微量ＫＲＡＳ突变，进一

步提出了数字ＰＣＲ的概念。但是该方法需要人工

稀释 ＤＮＡ样本，操作步骤繁杂且实验误差较大。

２００３年Ｌｉｕ等
［１３］在此基础上提出微流体概念，通过

微泵微阀对ＤＮＡ模板进行自动分液，提高了样本

稀释精确度，降低了操作误差，但由于芯片需要定

制，成本高昂。直到２０１１年，ＱｕａｎｔａＬｉｆｅ公司基于

油包水微滴生成技术研发出微滴式数字ＰＣＲ，其具

有高通量、自动化、低成本等优点，促进了数字化

ＰＣＲ走向临床应用。

２．２　数字ＰＣＲ原理　．数字 ＰＣＲ由有限稀释、

ＰＣＲ扩增和荧光信号分析３部分组成。有限稀释

是通过人工稀释、微反应阀或微滴发生器等分液技

术，将ＤＮＡ分子混合物分散到大量的反应室中，每

个反应室平均含有一个或零个目标分子，随后每个

反应室分别对目标分子进行ＰＣＲ扩增，在扩增完成
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后对每个反应室的荧光信号进行分析，有荧光信号

判读为１，没有荧光信号的则判读为０。由于数字

ＰＣＲ是一种终端分析法，若目标分子没有很好地离

散化，如一些反应室包含多个目标核酸分子，那么理

论上得到的结果将不准确，因此引入泊松概率分布

函数（ｐｏｉｓｓｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）用以分析数据，根据反应

室总数、含有荧光信号的单元数及样本的稀释系数，

可得到样本的初始浓度［１４］。

２．３　数字ＰＣＲ的分类　数字ＰＣＲ自２０世纪提出

后发展十分迅速，按照分液技术的不同，主要分为微

孔板、微流体芯片、微滴式３类。

２．３．１　微孔板数字ＰＣＲ　检测基因突变对疾病诊

断具有重要意义，然而常规的方法只能检测高于

２０％的突变，为了提高检测的灵敏性，Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ等

发明了数字ＰＣＲ方法。早期的数字ＰＣＲ技术通过

手工稀释将基因组ＤＮＡ等分至９６／３８４孔板中，其

灵敏度取决于反应单元总数，反应单元越多灵敏度

和准确度越高。随着检测要求不断提高，９６／３８４孔

板渐渐无法满足检测需要，必须提高反应单元总数，

然而传统的人工加样步骤繁杂，耗时长，已无法满足

快速精确取样及高通量的要求，只有高通量自动化

加样设备才能解决问题。

２．３．２　微流体芯片数字ＰＣＲ　微流体技术、微电

子技术及纳米制造技术的发展促进了微流体芯片的

产生，微流体芯片进样和加样由计算机控制，流路和

阀门系统自动操作，通过微流体装置快速准确地把

流体分散成若干个独立反应室，一次ＰＣＲ反应可进

行多步平行反应，与微孔板相比大大减少了移液操

作，有效地防止了污染发生，从根本上提高了检测的

灵敏度和准确度，但微流体芯片价格昂贵限制了其

大规模应用。

２．３．３　微滴式数字ＰＣＲ　微滴式数字ＰＣＲ来源

于乳液ＰＣＲ技术，微滴发生器可一次性生成数万至

数百万个纳升甚至皮升级的油包水微滴作为ＰＣＲ

的样品分散载体，ＰＣＲ反应结束后检测每个油包水

微滴的荧光信号。２０１１年ＢｉｏＲａｄ公司基于此方

法研发出的微滴式数字ＰＣＲ，可将样品分成２００００

个纳升级微滴。２０１３年 ＲａｉｎＤａｎｃｅ公司研发的

ＲａｉｎＤｒｏｐ数字ＰＣＲ系统可产生１００～１０００万个皮

升级液滴，该系统除具有超高灵敏度外，还可进行多

重ＰＣＲ分析。以微滴为单位的ＰＣＲ反应体系更容

易实现小容积和高通量，其操作系统简单，成本低

廉，是理想的数字ＰＣＲ技术平台。

３　数字犘犆犚的临床应用研究

数字ＰＣＲ本质上是通过单分子扩增把低丰度

的基因信号从复杂背景中分辨出来，因此可用于疾

病或病毒的早期诊断或疗效监测［１５］。在肿瘤学方

面［１６，１７］，通过检测患者血浆中特异的肿瘤相关基因

以便早期发现、早期治疗或用于肿瘤术后监测复发，

使患者预后监测更为可靠，或者检测肿瘤特异性靶

向治疗基因，寻求最佳治疗方案。Ｌｉ等
［１８］通过数字

ＰＣＲ检测到早期肺癌患者痰液中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ表达。

在病原微生物的早期检测中，ＲｕｔｈＨＳ等
［１９］通过研

究发现数字ＰＣＲ较定量ＰＣＲ更早发现患者外周血

中的巨细胞病毒ＲＮＡ，为接受细胞移植或器官移植

患者早期抗感染治疗提供依据，降低移植失败及死

亡率。ＤｅｂｏｒａｈＰｅｒｓａｕｄ等
［２０］利用微滴式数字ＰＣＲ

技术确认全球首例 ＨＩＶ感染患儿功能性治愈。而

产前诊断中胎儿组织取材通过介入性产前诊断，或

无创产前基因筛查中，母血浆ＤＮＡ都有不同程度

的母体污染，可在复杂背景中辨别微量ＤＮＡ分子

的数字化ＰＣＲ也具有广泛的应用前景。

４　数字犘犆犚在产前诊断的应用研究

４．１　数字ＰＣＲ在有创性产前诊断的应用研究　研

究发现，通过介入性操作获得的羊水样本，未培养时

母系污染高达２０％
［２１］，部分还存在胎儿嵌合体核

型，如羊膜腔穿刺标本存在０．２５％的嵌合
［２２］，绒毛

约有１％的嵌合发生
［２３］，这些ＤＮＡ污染和嵌合体

会影响胎儿非整倍体诊断的准确性。数字ＰＣＲ技

术在单分子扩增后对样品ＤＮＡ精确定量，具有比

其他ＰＣＲ更高的测量精度。２００７年，ＣｈｒｉｓｔｉｎａＦ

等［２４］使用数字ＰＣＲ对正常细胞ＤＮＡ、２１三体胎儿

细胞ＤＮＡ以及二者混合的细胞ＤＮＡ进行了研究，

发现数字ＰＣＲ不仅可准确区分正常细胞和异常细
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胞，而且在存在母系污染、嵌合体的情况下数字

ＰＣＲ仍可保持较高的灵敏性。２００９年，ＣｈｒｉｓｔｉｎａＦ

等［２５］在绒毛取样和羊水取样后的６小时内准确检

测出３例２１三体，３例１８三体和２例１３三体，但

由于数字ＰＣＲ对Ｘ染色体不敏感，漏诊１例Ｘ染

色体嵌合体及１例Ｘ三体。

４．２　数字ＰＣＲ在无创产前诊断的应用研究

４．２．１　数字ＰＣＲ在染色体非整倍体中的应用研究

　无创产前基因诊断胎儿非整倍体疾病时，由于胎

儿游离ＤＮＡ含量低，检测结果准确性受到大量母

体背景ＤＮＡ影响，而数字ＰＣＲ直接计数目标分子

数，因此具有更佳的稳定性和定量准确性。Ｆａｎ

等［２６］应用微流控芯片检测２１三体胎儿，通过对比

２１号染色体上淀粉样蛋白基因序列与１２号染色体

上磷酸甘油醛脱氢酶基因序列拷贝数的差异，准确

辨别出２１三体胎儿，甚至在胎儿ＤＮＡ仅占血浆游

离ＤＮＡ总浓度１０％时也可检出，检测敏感性远远

高于实时ＰＣＲ和荧光定量ＰＣＲ。Ｔｏｎｇ等
［２７］利用

母胎甲基化表达差异与数字ＰＣＲ结合的方法，采用

表观遗传物染色体剂量法检测男性胎儿２１三体，

以Ｙ染色体上ＺＦＹ基因表达量为内参，准确检测

了５例孕２１三体的孕妇血浆。Ｌｏ等
［２８］以稳定表

达的１号染色体做参照，采用染色体相对定量方法

检测非整倍体。但实验中要求胎儿ＤＮＡ浓度占血

浆游离ＤＮＡ总浓度的２５％以上，由于孕妇外周血

中胎儿游离ＤＮＡ浓度平均占６％～１０％
［２９］，目前

尚无有效富集胎儿ＤＮＡ方法，不适用于临床推广。

Ｔｓｕｉ等
［３０］使用数字ＰＣＲ对单核苷酸多态性等位基

因及胎儿游离ＤＮＡ中ＰＬＡＣ４表达水平定量检测，

检出４例２１三体胎儿，灵敏度达到１００％，特异性

为８９％，而该方法只能用于检测杂合子ＳＮＰ位点。

４．２．２　数字ＰＣＲ在单基因遗传病中的应用　胎儿

游离ＤＮＡ发现至今，利用胎儿游离ＤＮＡ检测单基

因遗传病已成为研究热点，然而大量的母体ＤＮＡ

背景以及微量的胎儿ＤＮＡ浓度阻碍了研究进展，

Ｃｈｕ
［３１］提出使用数字ＰＣＲ进行单分子等位基因检

测，利用等位基因比值法推断胎儿是否含有致病基

因，首次将数字化ＰＣＲ应用于无创单基因病诊断。

４．２．２．１　常染色体隐性遗传病　２００８年Ｌｏ
［３２］采

用相对突变剂量法和数字化核酸片段分选法相结合

的策略，首次应用数字ＰＣＲ检测β地中海贫血，在

双亲携带相同突变的情况下，通过定量母源性突变

ＤＮＡ和胎儿突变ＤＮＡ，对胎儿是否遗传致病基因

型进行确诊。２０１２年Ｌａｍ等
［３３］对相对突变剂量法

进行了改良，依据父源性的遗传单倍型，设计了针对

珠蛋白及其外部ＳＮＰ位点的探针来筛选可提供信

息位点，又根据母源性单倍型将ＳＮＰ分为α和β两

组，借助数字ＰＣＲ技术推断胎儿基因型，成功分析

了２个β地中海贫血家系。同年，Ｂａｒｒｅｔｔ等
［３４］通过

数字ＰＣＲ检测胎儿 Ｙ染色体特异标志物ＤＹＳ１４，

检出８２％男性胎儿及７５％女性胎儿患有镰刀红细

胞贫血，说明其精确的定量及高分辨率可解决母体

外周血中孕妇外周血胎儿游离ＤＮＡ含量较低以及

高背景母体ＤＮＡ的问题。

Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ等
［３５］设计了两对引物分别扩增野

生型α珠蛋白基因和ＳＥＡ基因，通过微滴式数字

ＰＣＲ定量分析，检出了１５例ＳＥＡ型地贫携带者和

８例重度α地贫胎儿，证明了微滴式数字ＰＣＲ在地

贫基因诊断中的有效性。ＷｉｎｓｔｏｎＫｏｈ等
［３６］在诊

断甲基丙二酸血症时采用突变位点等位基因定量结

合游离ＤＮＡ中胎儿片段检测法，在阴性对照中识

别出１１个阳性标记，由此推断胎儿是否遗传有由父

母携带的突变基因。该方法不受性别限制，无需大

量样本分析，可用于分析已知突变。

４．２．２．２　Ｘ连锁遗传病　Ｔｓｕｉ等
［３７］通过使用数字

ＰＣＲ检测Ｘ染色体上的基因位点，经过相对诱变剂

量法分析，在１２个样本中准确地识别出７个含有血

友病突变基因的男性胎儿。在此实验中，胎儿的基

因型最早可在孕１１周测定，充分展示了该方法在早

期诊断中的潜力。

４．２．２．３　胎儿Ｒｈ血型鉴定　Ｔｓｕｉ等
［３８］采用ＳＮＰ

结合数字ＰＣＲ的策略，在两位孕妇都是ＲｈＤ基因

突变（ＩＶＳ３＋１Ｇ＞Ａ）携带者的情况下检测胎儿

ＲｈＤ基因。尽管胎儿ＤＮＡ浓度只有４．１５％、８．２％，

但数字ＰＣＲ仍在高浓度母体ＤＮＡ干扰下成功检

测到胎儿ＲｈＤ基因阳性。
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５　展　望

数字ＰＣＲ技术是通过单分子扩增降低了背景

ＤＮＡ的影响，极大提高了阳性反应中的信噪比，具

有超高灵敏度，可用于低浓度ＤＮＡ的检测
［３９］。但

作为一项新兴技术，数字ＰＣＲ仍存在一些问题，如

基于精密仪器和复杂芯片的微流体数字ＰＣＲ成本

高昂，通量低；微滴式数字ＰＣＲ检测极低拷贝数样

本时其检测结果不稳定，需要多次平行实验，而且数

字ＰＣＲ检测胎儿染色体异常及单基因病尚未建立

成熟方法学，需要更多的病例进行验证。我们期望

未来几年该技术不断发展、完善，在产前诊断及其他

医学领域发挥更大的作用。
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