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地中海贫血无创产前诊断策略新进展

王梓茗　尹爱华

（广州医科大学附属广东省妇儿医院 医学遗传中心，广东 广州　５１１４４２）

【摘要】　地中海贫血是中国南方地区高发的单基因遗传病，携带率、发病率高，目前无根治手段，对患儿

家庭带来沉重负担，目前首要预防措施是借助有创产前诊断方法取得胎儿组织并进行分子诊断，预防重

型地中海贫血患儿出生。但羊水穿刺、绒毛活检等方法具有损伤胎儿风险，时间窗较窄。而无创产前诊

断方法使用孕妇血浆游离ＤＮＡ检测具有早期、精准、快速、无创、痛苦小等优势。随着无创产前检测技

术应用于临床，单基因病无创产前诊断对于地中海贫血的防控具有重要意义。高通量测序是目前重要

的无创产前检测技术平台，而数字ＰＣＲ同为高通量的数字化定量工具，成本更加低廉，基于两种平台产

生的诊断策略，对于多种单基因遗传病的无创产前诊断有启示意义。本文主要介绍高通量测序及数字

ＰＣＲ两种数字化定量平台及其相关无创产前诊断策略进展。
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　　地中海贫血是中国南方地区最常见的单基因遗

传病，是珠蛋白基因缺陷所致珠蛋白合成障碍引起

的溶血性疾病，根据异常累计的珠蛋白基因分为α

和β地中海贫血。α地中海贫血，患病率达到

７．８８％，其中患病率最高的是广西（１４％），其次为广

东；β地中海贫血患病率为２．２１％
［１］。重型α地中

海贫血具有胎儿致死性，可在宫内发生胎儿水肿或

死亡，发生于夫妇均为α
０ 地中海贫血基因携带者的

家庭，再次怀孕仍有１／４的概率怀有重型患儿，为家

庭带来沉重心理负担。中重型的β地中海贫血患儿

可在出生后３～６月出现逐渐加重的溶血性贫血症

状，缺乏特异性治疗手段，患儿依赖长期输血和除铁

治疗存活，预期生存时间显著缩短，为患儿家庭带来

沉重的经济负担和社会负担。目前主要依赖绒毛活

检、羊水穿刺及脐血穿刺等有创方法获得胎儿基因

信息，检测时间窗较窄、具有胎儿损伤风险、实验室

诊断周期较长、工作量大，因此需要早期、快速、精

准、无创、安全的分析方法。尽管有报道显示超声方

法可以发现重型地中海贫血［２，３］，但该指标缺乏特

异性，不能有效预测地中海贫血的发生。分子诊断

方法仍是预测地中海贫血的首选方法。随着无创产

前筛查（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）染色

体异常的技术得以应用和成熟，孕妇血浆中胎儿

ＤＮＡ成分成为检测胎儿基因组的重要工具，相较于

有创方法取样更简便，更容易被接受，针对单基因病

的无创产前诊断（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ，

ＮＩＰＤ）是必然趋势。精确定量技术，包括高通量测

序平台和数字 ＰＣＲ，及其数字化定量策略，使得

ＮＩＰＤ更加精确、更具有针对性，使得无创产前诊断

更具有实用意义。这对于预防和控制地中海贫血具

有重要意义。本文将主要综述地中海贫血无创产前

诊断新技术的应用。

１　胎儿游离犇犖犃

１９９７年，Ｌｏ
［４］在怀有男性胎儿的孕妇血浆中检

出Ｙ染色体序列，证实了胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅ

ｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的存在，为无创产前诊断技术

的出现奠定了基础。ｃｆｆＤＮＡ主要由进入母血循环

中的胎盘滋养层细胞凋亡后释放［５］，因此ｃｆｆＤＮＡ

长度具有１４３ｂｐ和１６６ｂｐ峰，这是基于分子大小富

集胎儿成分的基础；同时ｃｆｆＤＮＡ主要反映胎盘滋
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养层的基因状态而非胎儿本身。ｃｆｆＤＮＡ中包含胎

儿完整基因组信息是进行胎儿单基因病及染色体异

常检测的分子基础；胎儿特异性基因片段是实施单

基因遗传病无创产前诊断的技术基础。ｃｆｆＤＮＡ仅

为血浆游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）的一部

分，常使用胎儿浓度（ｆｅｔａｌｆｒａｃｔｉｏｎ，ＦＦ％）表示，其

余成分为母亲来源的ＤＮＡ成分，构成无创产前检

测的背景杂音。ＦＦ％是制约无创产前检测精度和

灵敏度的重要困境，也是导致假阴性结果的重要因

素。在孕５周即可检出，胎儿成分仅占３％
［６］，并随

孕周增加而增加；而在孕１０周，胎儿成分约为

１０％，并以每周０．１％速度增加，到孕２１周后，以每

周１％速度增加，然而仍有部分孕妇血浆中胎儿浓

度低于４％，统计显示，孕妇体重过高也与胎儿浓度

过低有关［７］。在基于普通ＰＣＲ或荧光定量ＰＣＲ的

方法中，过低的胎儿浓度将导致胎儿特异性位点无

法有效扩增，或胎儿成分引起的目标序列增加过少，

低于检测技术的检测阈值，而得出假阴性的结果。

因此，需要选择合适的抽血时间窗和胎儿浓度质控

方法，同时利用数字化定量平台将低浓度的胎儿成

分如实地反映出来，是无创产前诊断技术的要求。

２　高通量测序技术

高通量平行测序（ｍａｓｓｉｖｅｐａｒａｌｌｅｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＭＰＳ）是最为常用的无创产前诊断技术平台，该平

台可同时分析数百万条ＤＮＡ分子，借助测序后的

生物信息学分析还原出胎儿染色体及基因型、单体

型状态，从而实现对胎儿染色体异常的筛查以及单

基因病的产前诊断。ＭＰＳ对ｃｆＤＮＡ中大量分子平

行测序，使其在测序的基础上可进行数字化定量，其

检测的ｒｅａｄｓ数十分庞大，使其具有对染色体数目

异常、基因组改变的检测能力，揭示胎儿成分的相应

分子ｒｅａｄｓ数的增加或减少。目前，已形成较成熟

的技术应用于２１三体、１３三体及１８三体等常见染

色体数目变异的疾病的筛查［８］。且现有技术可在低

至４％
［７］的胎儿浓度仍能保证准确地判断单胎染色

体核型。

ＭＰＳ可以同时检测大量的ＳＮＰ位点，利用胎

儿特异性ＳＮＰ位点绘制胎儿基因组图谱
［５］，构建出

胎儿单体型，从而分析遗传自父母双方的等位基因。

由于致病突变和野生型碱基分别与特定单体型紧密

连锁，胎儿特异的单体型可以反映胎儿遗传自父母

双方的等位基因。其中包括连锁分析方法和相对单

体型剂量（ｒｅｌａｔｉｖｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｏｓａｇｅ，ＲＨＤＯ）
［５，９］。

由于ｃｆｆＤＮＡ中胎儿成分非常少，致病突变常难以

有效检出，结合单体型构建和连锁分析可以明确是

否遗传自父亲的突变或野生型基因，检测灵敏度高；

连锁分析方法也是父母双方携带相同突变类型时的

无创产前诊断方法。ＲＨＤＯ原理是胎儿与母亲共

有一半的单体型，尽管无法与母源背景中的单体型

区分，母胎共有的单体型在ｃｆＤＮＡ中相对过多，进

而判断胎儿遗传自母亲的单体型及其关联的野生型

或突变型基因［１０］；ＷａｎｇＷ
［１１］则将该方法改良为借

助隐马尔科夫算法估计胎儿遗传自父母的相应基

因。相 对 突 变 剂 量 （ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｄｏｓａｇｅ，

ＲＭＤ）分析策略与ＲＨＤＯ方法类似，是利用突变型

与野生型序列在孕妇血浆中相对含量，判断胎儿的

基因型，也可以应用到ＳＮＰ及单体型的分析中，不

仅分析在母亲纯合而胎儿杂合的ＳＮＰ位点，同样可

适用于母亲杂合的ＳＮＰ位点，借助ＳＮＰ两种碱基

含量是否平衡判断胎儿在该 ＳＮＰ 位点状态。

ＲＨＤＯ策略及ＲＭＤ策略的出现改变了传统借助

差异性分子标记或父源突变位点进行排除性诊断的

局限性。

目标序列捕获测序是通过特异性捕获探针或捕

获芯片对短片段的ＤＮＡ，从而仅针对特定的基因序

列的进行测序分析，测序成本较全基因组测序低，对

目的基因覆盖度及测序深度更高，充分利用检测区

域的ＳＮＰ及单体型信息。扩增子测序不依赖定制

芯片，针对已知突变的目标区域扩增，靶向更强，成

本更低，时间更短，但在多重扩增反应中难以保证均

一性。针对目标区域订制探针成本，不仅订制周期

长，且面临捕获的均一性、捕获条件的优化、捕获

ｃｆＤＮＡ的效率和特异性等问题，需漫长摸索。而扩

增子测序常扩增较短片段的扩增子，若需要覆盖距

离较远的多个突变则需要多个扩增子覆盖，而地中

海贫血遗传异质性大，突变分布范围广，需要根据不

同的检测位点设计相应的引物，尤其是多重扩增体
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系优化较为繁琐。ＸｉｏｎｇＬ
［１２］仅用一对引物扩增的

扩增子，构建可覆盖４种位置相邻的β地中海贫血

突变的ｐａｎｅｌ，并结合ＲＭＤ策略分析胎儿是否遗传

母亲的突变；然而在其另一篇研究中则需要使用３

对引物扩增３个重叠的扩增子，从而构建覆盖４种

突变类型的ｐａｎｅｌ，但该策略仅进行父源排除性诊

断，难以进行上述ＲＨＤＯ、ＲＭＤ检测策略。

３　数字犘犆犚

３．１　数字ＰＣＲ技术原理　数字ＰＣＲ是一种高通

量、自动化、精确定量技术，结合微流控技术和双荧

光通道检测，可以对目标分子数进行绝对定量。目

前包括 ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司的 ＱＸ１００ 和

ＱＸ２００平台为代表的微滴数字ＰＣＲ和ＬｉｆｅＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ公司的 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ？３Ｄ数字ＰＣ系统微

流控芯片数字ＰＣＲ。数字ＰＣＲ是一种单分子计数

技术，其原理是将荧光定量反应体系分散到上万个

小体积的分隔室中，每个分隔室中包含完整的ＰＣＲ

反应液及单拷贝ＤＮＡ模板，在ＰＣＲ的过程中每个

分隔室独立进行反应，只有含目标分子的分隔室经

扩增产生荧光。在完成ＰＣＲ完成后对荧光信号进

行分析，通过双荧光通道（ＦＡＭ／ＨＥＸ 或 ＦＡＭ／

ＶＩＣ）对所有分隔室分析，可同时对两种目标分子进

行定量。

数字ＰＣＲ大致可分为分散体系生成、ＰＣＲ反

应及荧光信号分析步骤，其使用的反应体系与荧光

定量ＰＣＲ相似，具有简便、可操作性强的优点。而

由于同时对上万个平行的扩增反应单元进行分析，

尤其微滴式数字ＰＣＲ可在单孔中同时进行２００００

个平行反应；微滴式数字ＰＣＲ在一块９６孔板中同

时进行９６重反应，芯片式数字ＰＣＲ仅能进行若干

个阵列的反应，因此微滴式数字ＰＣＲ具有通量优

势；而相较于高通量平行测序而言，则具有周期短、

成本低的特点。数字ＰＣＲ常采用Ｔａｑｍａｎ水解探

针法，特异性高，针对性强，可直接检测微量突变并

精确定量其拷贝数，结果分析可在分析仪自带的软

件完成计算，生物学分析更为简便、快速，准确性高；

而高通量平行测序依赖于后续的生物学分析，分析

周期较长、过程复杂，对突变位点的检测受单碱基的

检测深度及测序质量的影响。尽管如此，数字ＰＣＲ

和其他ＰＣＲ检测方法一样，只能针对已知的突变进

行检测。

数字ＰＣＲ只能同时分析两种荧光信号，选择较

实时定量ＰＣＲ局限，不能在单管中同时对多个位点

进行分型；而在定量方面相较实时定量ＰＣＲ准确度

更高、检测阈值更低，可检测单个拷贝或单个目标分

子，且在复杂的背景中或存在高浓度、高度同源序列

的背景中检测出稀有的、单个碱基突变具有显著的

优势。这主要是由于数字ＰＣＲ将单分子的模板分

散到每个小的反应体系中，从而每个反应体系只扩

增单一模板，减少了模板分子之间的竞争或抑制作

用，减少了等位基因脱扣或母源非特异性扩增的发生。

３．２　地中海贫血　人类珠蛋白基因簇比较长，遗传

异质性大，致病类型包括缺失型和非缺失型，其引物

和探针设计策略不同，例如大片段的缺失常使用跨

越断裂点扩增（ＧａｐＰＣＲ）方法。且突变可发生于基

因簇上相距较远的多个热点位点，往往需要设计多

对引物和探针才能覆盖。然而，某些突变在人群中

的频率相较于其他突变高，其后代容易形成纯合子

或复合杂合子而导致中至重型地贫。因此，针对常

见突变设计特异性引物及探针，可实现对大多数重

型地中海贫血的无创产前诊断。此处将针对β及α

地中海贫血分别进行阐述。

３．２．１　β地中海贫血　β地中海贫血常由突变引

起，常由于框移突变、无义突变、剪接位点突变等原

因无法生成正常的β珠蛋白，进一步导致了α、β肽

链比例失衡，造成溶血的发生。父母均为致病突变

携带者时，胎儿有１／４概率同时遗传来自父母亲的

致病突变，导致中重型地中海贫血，因此需要行产前

诊断明确胎儿基因型（图１ａ）。这样可以免除１／２

非必要的有创操作，减少胎儿在介入性检查的风险。

大多数情况，父母携带两种不同的致病突变，则可通

过排除法策略进行无创产前诊断。当父亲携带的致

病突变在孕妇血浆游离ＤＮＡ中检出，则表明胎儿

遗传了来自父亲的致病突变，此时胎儿有１／２的概

率同时遗传了来自母亲的突变基因形成重型地中海

贫血，需要进行进一步的介入产前诊断。而该方法

可通过荧光实时定量 ＰＣＲ 检测，或结合肽核酸

５４
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夹［１３］、ＣＯＬＤＰＣＲ
［１４］等技术富集突变基因，可降低

检测的阈值，应用于早期妊娠的样本检测。但是肽

核酸夹设计比探针复杂，ＣＯＬＤＰＣＲ的反应条件优

化困难，且富集效果有限，较低的变性温度也可能引

入非特异性扩增。数字ＰＣＲ灵敏度高、定量精确、

检测阈值较低，可直接检测单分子水平的模板而无

需额外富集。

然而，由于ｃｆＤＮＡ缺乏分子水平的特异标记，

胎儿遗传自母亲的等位基因常被孕妇血浆中ＤＮＡ

背景所覆盖，即母体来源游离ＤＮＡ背景中本身已

包含了野生型、突变型两种序列，而胎儿来源的野生

型或突变型序列都无法和母体来源的 ＤＮＡ 相区

别，使得１／４并未遗传母亲的突变基因的胎儿仍需

接受介入性产前诊断。Ｌｕｎ
［１５］提出了一种相对突变

剂量（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｕｔａｔｉｏｎｄｏｓａｇｅ，ＲＭＤ）方法，可根

据野生型和突变型基因是否存在不平衡而对于父母

双方携带不同突变的案例，母亲携带的突变位点上

的基因型为杂合Ｎ／Ｍ，而父亲在该位点上的基因型

为纯合野生型 Ｎ／Ｎ，其后代只可能形成两种状态，

即Ｎ／Ｎ或Ｎ／Ｍ。理论上，对于母亲携带的致病突

变类型，母体细胞释放至血浆的序列野生型和突变

型序列相等，但是混入一定比例的胎儿来源的ＤＮＡ

后，若胎儿基因型为Ｎ／Ｎ，即只释放野生型的序列，

可导致ｃｆＤＮＡ中野生型序列比例多于突变型；若胎

儿基因型为 Ｎ／Ｍ，该平衡不会打破（图１ｂ）。该方

法结合父源致病基因排除诊断，可确定胎儿的基因

型，理论上只有同时遗传父母突变的病例需要进一

步行介入性产前诊断。

由于胎儿成分浓度在孕妇血浆中含量极低，胎

儿成分并不导致突变型序列剂量成倍增加或减少，

变化幅度低于ｑＰＣＲ检测阈值，因此需要在更精准

的数字化定量平台上检测，利用样品中两种分子绝

对数量上的差异判断是否存在不平衡。Ｌｕｎ
［１５］通过

性染色体特异序列构建的ＺＦＸ／ＺＦＹ算法结合胎儿

浓度的检测，结合ＳＰＲＴ算法，将样品得出等位基

因含量与特定胎儿浓度下预期等位基因相对含量对

比进行分型，１０例中仅５例准确分型，未能准确分

型的样品胎儿浓度＜１０％。而ＣａｍｕｎａｓＳｏｌｅｒ
［１６］用

同种方法对包括β地中海贫血在内的多种常染色体

隐性及Ｘ连锁隐性遗传病进行检测，在预扩增的基

础上进行４７个ＳＮＰ位点分析估算胎儿浓度，在低

至３．７％的胎儿浓度下可准确判别胎儿是否遗传了

母亲的致病突变。因此，该策略可应用于多种点突

变相关的单基因遗传病，具有普适性。然而，减少检

测过程中母源背景信号对于结果的判别仍然是该策

略推广的重要难题。

３．２．２　α地中海贫血　
ＳＥＡ缺失型是我国南方最

常见的α
０缺失型基因，携带率高达２．５４％

［１］。父

母双方为ＳＥＡ携带者，或者其中一方或双方为 ＨｂＨ

病患者。因此，研究中多以排ＳＥＡ纯合所致Ｂａｒｔ水

肿胎为主要目的。但由于父母携带相同的致病基

因，在孕妇血浆中多无法区分出胎儿来源的序列，排

除法策略排除父亲来源的致病基因需要依赖个体特

异的遗传标记，如单碱基多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）
［１７］、短重复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎ

ｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）
［１８］。然而，某些多态性位点在人

群中频率过低，缺乏临床意义；而在有限的目标区域

内，多态性位点有限，且常因父母双方均携带相同的

ＳＮＰ位点而无法获得足够数量具有差异的多态性

位点，这些都局限了遗传标记连锁策略的应用。数

字ＰＣＲ平台单孔检测通量有限，同时检测大量不仅

工作量大，步骤繁琐，并不具有实用性。相对突变含

量检测法是更为可行的选择。

与点突变的相对定量方法不同的是，包含野生

型及突变型ＧａｐＰＣＲ引物设计方法跨越
ＳＥＡ缺失

序列两端设计引物，特异性扩增包含断裂点的序列；

并在缺失片段内设计引物，从而扩增相应野生型的

片段（图２ａ、ｂ）。Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ
［１９］利用野生型及缺失

型序列的拷贝数比例准确地区分了正常样本、携带

者样本及ＳＥＡ纯合样本。由于父母携带相同缺失类

型（图１ｃ），此时有３种情况，即胎儿为携带者时，

ｃｆＤＮＡ中野生型和突变型序列含量接近；胎儿为正

常基因型或ＳＥＡ纯合时分别导致野生型和缺失型序

列过多。这样增大了结果分析的困难性，易将Ｂａｒｔ

水肿胎误诊为携带者而造成漏诊，因此需要足够精

确的定量方法和生物信息分析方法以排除假阴性结

果。Ｓｉｒｉｃｈｏｔｉｙａｋｕｌ
［２０］用ｑＰＣＲ方法可以检测出怀

有ＨｂＢａｒｔ水肿胎的孕妇血浆中ΔＣＴ（ＣＴ缺失

６４
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图１　数字ＰＣＲ无创产前诊断策略　　　　　　　　　　　　　　　　图２　α地中海贫血扩增策略　　　

ＣＴ野生）较正常胎儿及杂合型胎儿更高，是可行的

检测策略，可以通过数字ＰＣＲ将这种ＣＴ上的差异

转化为分子绝对数量上的差异，提高检出率。

拷贝数检测方法可用于基因拷贝数改变引起的

疾病，而缺失型α地中海贫血引起的α珠蛋白拷贝

数减少或缺用该方法检测。参照序列常选用正常基

因组中双拷贝的基因序列。目标序列选取可分为两

种：①断裂区域内无同源性的区域（图２ｃ），Ｌｏｎｇ
［２１］

选取缺失区内非同源区域与参照基因的产物峰面积

进行对比，即采用了该策略。对于α
０携带者而言，

基因组仅有一半的α野生型序列，因此目标序列应

为参照基因的一半，而当胎儿的缺失型基因参入后，

野生型序列被进一步稀释而比例降低，借助数字化

定量的方法，直接反映初始模板中目标分子拷贝数，

将这种改变呈现为目标序列拷贝数减低。②ｇａｐ

ＰＣＲ扩增的缺失型片段（图２ｄ）根据其在血浆中的

拷贝数来判断胎儿是否为ＳＥＡ纯合的方法，理论上

Ｂａｒｔ水肿胎儿产生的ｃｆＤＮＡ含有缺失型片段是携

带者胎儿的两倍，可以借此将两者区分，而怀有正常

胎儿的孕妇只含有母源背景中的缺失型片段，含量

最少。Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ
［２２］利用半巢式ｑＰＣＲ绝对定量

法对正常、携带者及Ｂａｒｔ水肿胎儿３种胎儿进行区

分，但差异不具有显著性。该方法局限性在于缺乏

对照基因，容易受加样时初始模板量的影响，不能真

实反映其在胎儿基因组及ｃｆＤＮＡ中的真实含量；二

是ｑＰＣＲ的检测精度有限，微量ｃｆＤＮＡ的并不导致

模板量成倍改变，ｑＰＣＲ 难以有效检测。而数字

ＰＣＲ在极低的浓度下直接检测样本中目标序列的

拷贝数，而无需进行巢式、半巢式扩增，减少预扩增

引起模板数量偏差，也避免两次扩增中引入污染可

能，能更真实反映ｃｆＤＮＡ中模板含量。借助目标基

因／参照基因算法，根据不同基因型胎儿对应的比值

划分成三组，若满足组间具有显著性差异，则可以划

定区分Ｂａｒｔ水肿胎的临界值，作为临床孕妇血浆样

品中胎儿基因分型的依据。

３．３　数字ＰＣＲ平台应用的局限性　不同平台之间

７４
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性能存在较大差异，以及不同技术原理、所需操作技

术要求不同。例如，微滴数字ＰＣＲ和芯片式数字

ＰＣＲ在通量、分散程度存在差别，微滴数字ＰＣＲ分

散体系生成更为简便，对技术人员操作要求较低。

此外不同的检测仪器的准确度、精确度存在差别，对

不同的预扩增液、微滴发生油，兼容性存在差别。尤

其是，微滴式数字ＰＣＲ平台之间由于微滴发生油的

种类、微滴发生技术的差异，微滴数量为２００００～

２００００００不等，这样可导致检测精度存在差异，理

论上，微滴数量越多，定量越精确。由于采用的技术

不同，实验室间难以形成统一的标准。

此外，无创产前诊断需要明确ｃｆｆＤＮＡ成分的

比例，排除胎儿成分过低的样品，避免假阴性结果而

漏诊。数字ＰＣＲ在胎儿成分检测方面具有稳定、重

复性高、精准、快速等优点，且定量的胎儿浓度较

ｑＰＣＲ方法更高。但由于数字ＰＣＲ检测荧光通道

有限，难以同时检测多个分子标记，仍然是局限数字

ＰＣＲ无创产前检测的因素。常用分子标记包括男

性胎儿的Ｙ染色体序列及差异ＳＮＰ位点。Ｙ染色

体序列具有性别特异性及胎儿特异性，Ｙ染色体序

列定量方法具有极高的敏感性，缺点是对于女性胎

儿无法使用。差异ＳＮＰ法仅局限于母亲纯合而胎

儿杂合的ＳＮＰ位点，通过胎儿区别于母亲的碱基识

别胎儿ＤＮＡ，与母胎共有碱基含量比较可计算胎儿

成分所占比例，但由于差异ＳＮＰ不具有普适性，需

要在人群中选取足够区别意义的位点作为备选

ＳＮＰ，且需要在分析前同时获得父母双方大量ＳＮＰ

分型信息，筛选具有鉴别意义的位点，步骤烦琐、工

作量大，在有限的反应中获取足够的胎儿差异分子

标记信息是十分困难的。

４　展望

地中海贫血是一种热带地区常见的单基因遗传

病，携带率及发病率高，已出生的重型地中海贫血患

儿需要长期接受输血和祛铁治疗，给家庭和社会带

来沉重的经济负担。Ｂａｒｔ水肿胎作为α地中海贫

血的最严重类型，具有胎儿致死性，发生率高。因

此，迫切需要一种快速、准确、早期的无创产前手段，

能辅助现有介入性产前诊断技术，更早发现并确诊

胎儿基因型，以更早进行临床干预。ＭＰＳ凭借信息

量大、通量高及其强大的生物信息学分析支持，目前

仍是主流的无创检测技术。其发展可分为两个方

向：一是利用更大深度的全基因组测序或构建相应

的Ｐａｎｅｌ，以及新的算法，在单次检测中发掘更多的

信息，能 同 时完成 诸如 染色 体数目 异 常 筛 查

（ＮＩＰＴ）、单基因病的无创产前诊断（ＮＩＰＤ）等多种

检测。另一种是提高检测针对性以及目标区域胎儿

成分的富集，如靶向捕获测序或扩增子测序，提高富

集效率和特异性，可发掘含量极低的胎儿成分信息，

降低检测阈值。然而在该策略上，数字ＰＣＲ不仅成

本较低、特异性高、检测周期短、简便、绝对定量，不

易受建库、测序深度、均一性影响，受检测前处理技

术影响因素小，检测后分析更加简便，更具有优势。

随着ＲＭＤ策略在 ＭＰＳ和数字ＰＣＲ平台上证明其

实用性，数字化定量平台无创产前诊断的基本策略

逐步确立，如何减低技术因素及母源背景所致干扰，

提高检测技术灵敏度仍是重要课题。同时，数字化

定量的无创产前诊断技术与超声筛查技术，以及血

红蛋白筛查、孕前咨询、分子诊断相结合，实现早期

发现重型地中海贫血患儿，降低重型地中海贫血发

生率，减少非必要的有创产前检查的使用，仍是地中

海贫血无创产前诊断推向临床必经之路。
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