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基于胎儿细胞的无创产前检测技术研究进展
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【摘要】　经过近半世纪的探索研究，基于母体内胎儿细胞的产前检测技术随着新技术的开发和利用，尤

其在单细胞测序技术长足发展这一背景下，正在逐步走向临床。在此我们回顾这类研究的最新进展，讨

论此类技术的突破对将来的产前诊断技术策略的影响。
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　　实现对胎儿疾病的无创产前检测一直是产前诊

断领域的重要研究目标。１８９３年，ＧｅｏｒｇＳｃｈｍｏｒｌ
［１］

在子痫孕妇的肺部发现了一种疑似胎儿滋养层细胞

的细胞，首次提出母体外周血循环中存在胎儿细胞的

可能。１９６９年，Ｗａｌｋｎｏｗｓｈａ等
［２］首次在早孕期及中

孕期的胎儿细胞能通过胎盘系统进入了母体血液循

环。母血中存在胎儿细胞（ｆｅｔａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｈｅｍａｔｅｒ

ｎａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＦＣＭＢｓ）这一发现激发了人们开始基

于这些胎儿细胞进行无创产前诊断的探索。

如何利用这类稀少细胞实现产前诊断并开发相

应的技术和策略？这方面研究至今已达近半个世纪

之久。但是，由于细胞量稀少、对细胞分离与检测的

要求高，基于母血胎儿细胞的无创产前检测并未取

得突破性进展。随着１９９７年母血中的胎儿游离核

酸（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的发现
［３］，以及高

通量测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）

日臻成熟，借助于ＮＧＳ对ｃｆｆＤＮＡ进行大规模并行

测序可以实现对染色体非整倍体的准确检测，目前

的无创产前检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎｅｔａｌｔｅｓｔ，ＮＩＰＴ）

技术主要指的是这类技术。但是，基于母血中游离

胎儿核酸的产前技术仍然存在一定的局限性，如检

测基因突变特别是新发突变，以及对于嵌合体等检

测准确度不高。基于ＦＣＭＢｓ的检测有望获得胎儿

完整基因组信息，实现更准确检测。另一方面，

ｃｆｆＤＮＡ含量存在个体差异性，例如体重肥胖的孕

妇由于 ｃｆｆＤＮＡ 含量偏低造成假阴性；而基于

ＦＣＭＢｓ的无创产前检测，如果能够成功分离到胎儿

来源的细胞，则能够进行产前检测，在一定程度上弥

补现有方法的不足。近几年，随着单细胞分离和检

测技术的快速发展，人们将目光再次聚焦在了母血

中胎儿细胞的分析检测上。本文将回顾不同来源的

胎儿细胞，对其种类、特性、主要分离和检测技术进

行系统性介绍。

１　母血及其他部位的胎儿细胞

尽管研究已经充分证实了妊娠期母体外周血中

存在胎儿细胞，但孕妇体内外周血中胎儿细胞十分

稀少，一般情况１ｍｌ妊娠期母血中仅６～８个胎儿细

胞［４］。单位血量中胎儿细胞数量稀少，是胎儿细胞

难以应用于临床的首要障碍。

通过胎盘转移到母血中的细胞大致可分为４

类：白细胞（ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ）、未分化的干细胞和祖细胞

（ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ）、胎儿有核红细胞（ｆｅｔａｌｎｕｃｌｅａｔｅｄｒｅｄ

ｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＦＮＲＢＣ）以 及 滋 养 层 细 胞 （ｔｒｏｐｈｏ

ｂｌａｓｔｓ）。

有些过去被认为是出现在母血的胎儿淋巴细

胞，后来被归类为表现ＣＤ３４和ＣＤ３８特异型免疫

的淋巴样或髓样干细胞［５］。这类细胞是最早在母血
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中被成功分离的胎儿细胞［２］，针对该类细胞的研究

开展了很多年，但是后来发现它们在妊娠结束后会

长期滞留于母体中。有报道指出，妊娠后２７年仍能

在母亲体内检测到男性胎儿的祖细胞和淋巴细

胞［６］。这类情况有可能影响二次妊娠的产前检查。

因此有学者指出这类细胞不适合用于产前诊断，而

且在针对其他类型细胞的研究中要排除这类细胞的

影响。

胎儿粒细胞（属于祖细胞）的研究极少，成功分

离十分困难，因此也不作为能够实现产前诊断的备

选。

胎儿白细胞能够在母体内进行自我增殖，曾经

被认为能够解决胎儿细胞含量少这一问题。然而，

与淋巴细胞类似，其在妊娠结束后仍长久存在于母

体器官和外周血中，影响下次妊娠检测。

胎儿滋养层细胞和胎儿有核红细胞因为其外形

易于辨别，并且不会影响二次妊娠检测，成为这几年

的热点研究对象。

１．１　胎儿滋养层细胞（ｆｅｔａｌｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｓ）　胎儿

滋养层细胞是母体外周血循环中最早被发现的一

类胎儿细胞。１８９３年，Ｓｃｈｍｏｒｌ
［１］在一位子痫患者

肺部发现了一些形态上像绒毛上皮细胞的多核细

胞，他认为这些就是属于男性胎儿的滋养层细胞，

并首次提出母体血液循环中有来自胎儿的细胞的

理论。滋养层形成胎盘绒毛的细胞核层和合体滋

养细胞，其中有一些侵入子宫和子宫螺旋动脉，合

体滋养层细胞则通过特定渠道进入了母血循环。

进入母血循环的这些细胞体型较大，具有特殊的

形体，理论上易于分离，不过因为体积偏大，容易

积聚与肺部毛细血管中，所以外周血中含量相对

稀少。滋养层细胞被认为是出现在母血中最早的

一种胎儿细胞，而且在妊娠终止后不会长时间停

留，利用它来开发产前诊断技术似乎是合理的。

但是，由于其来自于绒毛层，具有１％染色体嵌合

率，这一概率与绒毛穿刺检测出现嵌合的概率近

似［７］。此外，滋养层细胞多核，不适合用ＦＩＳＨ相

关常规检测染色体非整倍体技术。外周血中滋养

层细胞的最佳检测时间窗口还没有统一的说法，

一般认为孕９～１１周是比较合适的采集时间，而

宫颈口的滋养层细胞采集最优时间为孕１３～１５

周［８］。滋养层细胞特异性标记不多，已证实的标

记有角细胞蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ）、ＣＤ１０５和ＣＤ１４１。

１．２　胎儿有核红细胞（ｆｅｔａｌｎｕｃｌｅａｔｅｄｒｅｄｂｌｏｏｄ

ｃｅｌｌ，ＦＮＲＢＣ）　ＦＮＲＢＣ是胎儿造血系统建立和发

育过程中胎儿血液循环中出现的特征性细胞。出现

在母血中的ＦＮＲＢＣ来源于绒毛膜间隙，穿过胎盘

屏障释放到母体血液循环中。外周血中ＦＮＲＢＣ的

含量变化与胎儿造血系统的发育程度有关。随着胎

儿造血系统的逐渐发育成熟，血液循环中有核红细

胞逐渐减少。孕早期可在外周血中发现，适宜的采

集孕周目前没有定论，一般认为孕１１～１６周是合适

的采集时间。目前报道显示，最早于孕６周就能在

外周血中发现［９］。

这类细胞的生命周期只有９０天左右，没有来自

于上一次妊娠细胞的干扰。ＦＮＲＢＣ形态特殊，有

一个小而密集的细胞核偏于细胞一边，细胞质清澈，

核质比较大，容易与其他种类细胞相分离。其表达

多种相对稳定的特异性抗原，如ＣＤ７１受体、ＧＰＡ

受体、多种胎儿血红蛋白肽链（γεζ）等，有利于对目

标细胞进行分类、鉴别和富集。ＦＮＲＢＣ完全来自

于胎儿，拥有胎儿完整的遗传信息。通常来说，正常

成人外周血中不会出现有核红细胞，但特殊病理情

况下，如溶血性贫血、恶性肿瘤、骨髓纤维化症或急

慢性白血病等疾病会发生成人有核红细胞释放到外

周血中。

１．３　母体其他来源的胎儿细胞　胎儿细胞不仅存

在于孕妇外周血中，还存在于骨髓、心脏、肝脏、肺

脏、子宫颈和胆囊等位置［１０，１１］。其中，宫颈口的胎

儿细胞可以用宫颈刷得到。这些细胞大多为滋养层

细胞。早在１９７１年，Ｓｈｅｔｔｌｅｓ
［１２］就报道了子宫颈处

有胎儿细胞的存在。遗憾的是，后来的几组研究结

果不稳定，甚至可能出现检测不到胎儿细胞的现

象［１３，１４］。２０１４年，Ｂｏｌｎｉｃｋ等人
［１５］的一项研究得到

了相当喜人的结果。他们用细胞刷从子宫颈收集细

胞，并用滋养层细胞特异的人类白细胞抗原Ｇ

（ＨＬＡＧ）抗体鉴定，在５６例跨越孕４～２０周的孕

妇中平均每例获得（７４６±５９）个胎儿细胞，特异性达

到９５％～１００％。不过，尽管一直有研究团队开展

４３
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此类研究，但直到现在，利用此类细胞进行产前诊断

仍存在很多问题，比如采集细胞的方法是否真正属

于无创，收集的细胞是否因嵌合性问题造成准确率

不高等。

２　胎儿细胞的分离、富集、鉴别技术

实现无创产前首先要解决的问题就是要找到这

些在母体外周血循环中“万里挑一”的胎儿细胞。在

母体标本背景复杂而目标细胞含量极低的情况下，

减少损失和提高纯度须两者兼顾。其中，分离富集

技术曾是阻碍利用胎儿细胞进行产前诊断进入临床

应用的最大障碍。以往的研究中，通过目标细胞不

表达标记阴性筛选降低母源污染，通过目标细胞特

异表达标记阳性筛选提高目标细胞收集效率，是分

离富集的首选策略。尽管多种手段结合使用能够大

幅提高分选效率，但最后的结果来看仍然存在母源

污染［１６］，因此目标细胞源性的鉴定就十分必要。大

多数实验室常规路径是：初级分离分离富集鉴定

分析（图１）。

图１　母血或其他部位胎儿细胞分离与检测常规技术路线

２．１　分离和富集　针对母血或其他部位胎儿细胞，

目前报道的主流分离富集方法有：基于密度梯度离

心的物理分离法、基于细胞形态大和小的滤膜／芯片

分选和高通量扫描电镜，以及利用分子标志物的分

选荧光激活细胞分选（ｆｌｕｏｒｅｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒ

ｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）和磁激活细胞分选法（ｍａｇｅｔｉｃａｌｌｙａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）。

２．１．１　密度梯度离心法　密度梯度离心法的原理是

用一定的介质在离心管内形成密度梯度，将准备分离

的混合细胞悬液置于顶部，并通过离心力作用使细胞

分层到特定的位置上，根据细胞密度形成不同的细胞

区带，实现目标细胞分离。离心介质的选择很多，例

如淋巴细胞分离液、粒细胞分离液、尿素等。在不同

介质下，不同目标细胞的分离条件有所不同。以淋巴

细胞分离液介质为例，胎儿有核红细胞的分离条件在

１．０７７ｇ／ｍｌ和１．１１０ｇ／ｍｌ
［１７，１８］；滋养层细胞分离条件

为１．０５１ｇ／ｍｌ和１．０６４ｇ／ｍｌ
［１９２１］。

密度梯度离心分离母血中胎儿细胞始于１９９０

年，Ｂｈａｔ团队使用 Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ中性粒细胞分离液

在１．０７７ｇ／ｍｌ条件下分离胎儿脐血和母血混合物

模型［１７］。１９９３年，同一团队开发了三层密度梯度的

处理方法，分离效率比之前提升２５倍
［２２］。２００３年，

ＡｌＭｕｆｔｉ等
［２３］在比较试验中得出结论，认为三层密

度梯度在富集效果上优于单层密度梯度方法。但鉴

于分离后的纯度不足，密度梯度离心方法常作为富

集胎儿细胞的第一步处理方法。不过，２０１４年

ＡｈｍｅｄＥｍａｄ
［２４］在试图量化比较两种密度梯度离

心条件下（４００ｇ，３０分钟；１ｇ，５～６小时）分离母血

中胎儿细胞的效果时发现，密度梯度离心虽然可以

把胎儿细胞与大部分母源细胞分开，但目标细胞的

损失也较大，分别可达６０％～８０％和５０％～７０％。

这一结果提示我们，在分离富集胎儿细胞的流程设

计中，提高纯度的同时，如何尽量避免目标细胞损失

也相当重要。

２．１．２　基于细胞大小的微孔膜／芯片系统　２０１２

年，ＰａｔｅｒｌｉｎＢｒｅｃｈｏｔ等人
［２４］借鉴了基于大小分离上

皮细胞瘤的方法 （ｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙｓｉｚｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＩＳＥＴ），成功利用胎儿滋养层细胞的大

小来实现分离，并成功进行了检测囊性纤维化（ＣＦ）

和脊髓性肌营养不良（ＳＡＭ）两种遗传病的产前诊

断，并实现１００％的检测率。此外，利用微流控芯片

通过芯片微通道过滤分离特定大小的胎儿细胞，也

是一种基于细胞大小的分离方法。这种技术可以实

现胎儿细胞的逐一分离。在单细胞测序技术发展

５３
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中，采用这类技术得到的目标细胞量虽然少，但是纯

度高，依然能够实现检测。但是，这类过滤分离技术

的操作、设备和实验环境要求都比较高，样品污染和

损耗风险较大，是否能最终走进临床还待进一步考

察。

２．１．３　通过胎儿细胞外形荧光显微镜挑选　用倒

置显微镜连接电子设备可直接通过细胞形态鉴定细

胞类型。例如在淋巴细胞分离介质，１．０７７ｇ／ｍｌ条

件下密度梯度离心外周血得到淋巴细胞、白细胞和

有核红细胞的混合物，然后通过外形捡出有核红细

胞。滋养层细胞和有核红细胞的外形特征参见上

文，荧光显微镜下形态见图２。其优点是成本低，缺

点则是通量低。

图２　ＦＮＲＢＣ和胎儿滋养层细胞荧光显微镜下形态

Ａ：胎儿有核红细胞与白细胞，胎儿有核红细胞体积约为白细胞２倍，

Ｈｏｅｃｈｓｔ染色蓝色荧光，阳性，ＣＤ４５染色绿色荧光，阴性［２４］；Ｂ：从外

周血中分离获得的胎儿有核红细胞［２５］；Ｃ：为胎儿滋养层细胞，细胞

核（ＤＡＰＩ；蓝色荧光），细胞角蛋白（ＣＫ，绿色荧光）［２６］

２．１．４　基于分子标志物的细胞分选　荧光激活

细胞分选（ｆｌｕｏｒｅｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ），也

称为流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ，ＦＣＭ），其原理是

通过强激光激发被不同荧光标记的细胞，产生荧

光或散射光，利用光信号分选细胞。其特点是可

以快速测量悬浮于液体中的分散细胞的一系列生

物物理和生物化学特征性参量，并根据预定的参

选范围把指定的细胞亚群分选出来。１９７９年，

Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ等
［２７］首次将荧光激活细胞分选技术

（ＦＡＣＳ）用 于 胎 儿 细 胞 富 集。１９９０ 年，Ｂｉａｎｃｈｉ

等［２８］首次利用该技术成功富集了孕妇外周血中的

胎儿有核红细胞。其后相当一段时间，ＦＡＣＳ技术

成为当时胎儿细胞研究的流行应用技术之一。

ＦＡＣＳ方法的优点是可同时富集不同细胞亚群，富

集特异性强、纯度高，但耗时较长、技术复杂，需专

业技术人员操作。

磁激活细胞分选法（ｍａｇｅｔｉｃａｌｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌ

ｓｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）的原理为在外加磁场的作用下，将

结合磁性微粒的单克隆抗体标记的细胞分离出

来。１９９２年，ＧａｎｓｈｉｒｔＡｈｌｅｒ等
［２９］首次用 ＭＡＣＳ

对母血中胎儿细胞进行富集。２０１４年，丹麦的

ＨａｔｔＬ和ＢｒｉｎｃｈＭ
［３０］用ＣＤ１０５和ＣＤ１４１组合标

记 ＭＡＣＳ的方法，得到了高达９１％的富集效率，

然后用特异的外胚层细胞角蛋白组合抗体标记

（ＣＫｃｏｃｋｔａｉｌ）染色分选收集的细胞，此时能获得

８５％的目标胎儿细胞，最终用ＦＩＳＨ技术对该方法

得到的胎儿细胞进行了性别鉴定，结果实现了

１００％准确。ＭＡＣＳ系统的优点是用时短，费用相

对低廉，可同时分离多个样本，分离后细胞仍有活

性。缺点是富集纯度相对较低，一般要与其他策

略结合使用。

从复杂的母源细胞高背景环境中分离出极为稀

少的胎儿细胞用于产前诊断，有两个必须要满足的

条件，即分离纯度要高，同时分选后细胞要保证数量

和质量，以用于后续分析。上述方法中，离心法最便

宜，但分离特异性不理想；ＦＡＣＳ特异但耗时长，技

术门槛高；ＭＡＣＳ门槛低，耗时短，分离后的细胞仍

有活性，但筛选参数有限，单一使用纯度不够；显微

操作分选特异性高但通量小，人员和设备要求高。

除了以上分离富集胎儿细胞的方法外，还有磁泳、双

向电泳、凝集素分选、激光捕获显微切割，以及压力

捕获分选方法等。大量的技术尝试都告诉我们，使

用单一某种方法很难实现稳定高效的胎儿细胞分

选，需联合使用多种条件同时分选才能在效率、时间

和成本上接近临床要求。

２．２　富集前培养胎儿细胞的研究　从最开始到现

在，一直有研究者尝试条件培养目标胎儿细胞，实现

胎儿细胞的增殖来提高分选的效率。曾经有大量的

实验投入到增殖母血中的胎儿淋巴细胞上。虽然得
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到了一些不错的增殖结果，但是由于研究者普遍认

为淋巴细胞并不适用于产前诊断，这方面的研究未

再继续开展。２０１６年，ＳｃｈｕｒｉｎｇＢｌｏｍ等
［３１］在条件

培养增殖滋养层细胞上取得了一些进展，在实现从

全血中持续稳定提取胎儿细胞的问题上进行了大胆

的探索。

２．３　胎儿细胞的鉴定　在利用ＦＣＭＢ进行产前诊

断时，鉴定细胞的胎儿源性并排除母源细胞污染是

产前诊断的前提。针对Ｙ染色体的核酸序列ＰＣＲ

或免疫荧光，可以帮助对目标细胞的胎儿来源进行

鉴定。随着单细胞全基因组扩增与测序技术的发

展，利用全高通量测序技术分析母亲外周血胎儿细

胞成为一种选择，此时基因组来源与鉴定尤为重要。

在测序前，可以采用定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）对核酸质量

进行分析。

２．３．１　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄ

ｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）　通过Ｙ染色体特定位点设计荧光

探针，杂交后通过荧光显色可以鉴定男胎细胞。

在胎儿细胞特异表达标记不明确的情况下，选择

怀有男胎的孕妇进行外周血中胎儿细胞的相关研

究，无疑是一种十分方便的方法。在利用多重染

色ＦＩＳＨ时，还可以同时得到胎儿细胞的性别和核

型。１９７９年，Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ用 ＨＬＡ抗体鉴定了细胞

来源自胎儿［２７］。２０１４年，ＨａｔｔＬ等
［３０］报道利用和

鉴定角蛋白抗体（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）筛选胎儿滋养层

细胞。ＦＩＳＨ鉴定用时短、成本低、准确率高，但缺

点是不能用于细胞的定量分析，而且鉴定后的细

胞不能再用于其他检测分析，对细胞量是一种损

失。

２．３．２　胎儿细胞特异核酸序列扩增　鉴定胎儿细

胞源也可以对胎儿细胞特有的核酸序列（如ＳＲＹ特

异序列、胎儿特异 ＨＬＡ序列）进行扩增，可以实现

在细胞量极少的情况下鉴定细胞的来源，并实现定

量分析。ＰＣＲ扩增 Ｙ染色体的特异性ＤＮＡ序列

（ＳＲＹ）是最早被用来鉴定母体内胎儿细胞的技术。

孕妇外周血中发现来自胎儿的滋养层细胞，有核红

细胞，以及具有重要意义的胎儿游离核酸［１］，都是通

过ＳＲＹ序列鉴定细胞或核酸的胎儿源性以实现的。

人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）

序列是胎儿细胞特异表达的，且不限于男胎细胞，同

样可以通过ＰＣＲ技术实现鉴定和定量。目前，这类

技术敏感性已经升级，可以实现单细胞的目标基因

扩增。

２．３．３　基因型分析　在利用高通量测序技术对胎

儿细胞开展研究时，也可以使用基因型分析法（ｇｅｎ

ｏｔｙｐｉｎｇ）鉴定细胞来源。常用的基因型分析手段有

ＳＴＲ和ＳＮＰ。

短片段重复序列（ｓｈｏｒｔｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）

广泛存在于人类基因组中，具有高度多态性。ＳＴＲ

一般由２～６个碱基构成一个核心序列，核心序列串

联重复排列，有核心序列重复数目的变化产生长度

多态性。对同一位置的ＳＴＲ序列进行ＰＣＲ扩增，

通过产物多态性可以有效的区分目标基因组是否来

自于同一个体。

与ＳＴＲ基因分型类似，单碱基多态性（ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）利用人类基因组中

广泛存在的单碱基多态位点，ＰＣＲ扩增目标ＳＮＰ

区域，可以对基因组来源进行鉴定。

基因型分析鉴定细胞源不仅通量高，灵活性强，

准确率高，而且不影响对目标胎儿细胞的分析研究，

不会造成胎儿细胞的损失。

２．４　自动化分选系统　通过对目标细胞物理性质，

特异分子标记等特性的深入研究，最近几年的分选

技术已初步实现可自动化，大大加快了进入临床的

进程，更系统、一体化的策略呼之欲出。随着新抗体

的发现和单细胞分析技术的发展，打破了传统的分

离富集鉴定技术的分界，开发基于胎儿细胞的产前

诊断策略有了新的方向。

美国ＲａｒｅＣｙｔｅ公司已经开发了一个鉴定完

整胎儿细胞系统（ＲａｒｅＣｙｔｅ＇ｓＡｃｃｕＣｙｔｅｂｌｏｏｄｓｅｐａ

ｒａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ）。这项技术利用两步特殊设计的

密度离心将孕妇全血分离，得到有核细胞，利用

目标细胞的形态特征显微成像挑选单个的目标

细胞，然后用 ＹＰＣＲ测序和ＳＴＲ确定细胞源和

基因型，最后用排除了母源污染的产物上玻片进

行单细胞分析。这种方法大大节省了人力，提高

了效率，最早孕１０周时就可以检测，已经开展临

床评估。
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丹麦ＡｒｃｅｄｉＢｉｏｔｅｃｈ公司专注于利用胎儿细胞

的无创产前诊断技术，通过 ＭＡＣＳ技术从母血中分

离富集胎儿细胞，并用拥有专利的混合抗体获得单

个胎儿滋养层细胞，结合 ＮＧＳ和ａＣＧＨ 技术分析

胎儿的遗传信息，在１１１位孕１０～１７周孕妇的检测

中准确分离并鉴定了胎儿细胞［３２］。

美国 ＫｅｌｌＢｅｎｘ公司利用一种特异表达于胎儿

红细胞的抗体（ＫｅｌｌｂｅｎｘＭｏｎｏｃｌｏｎａｌ４Ｂ９ａｎｔｉｂｏｄ

ｙ），芯片直接捕获ＦＮＲＢＣ然后进行测序、ＰＣＲ分

析，ＦＩＳＨ与免疫组化等一系列分析。公司声称，他

们用这种方法已成功检测胎儿１３、１８、２１和Ｘ，Ｙ染

色体异常。

加拿大舍布鲁克大学ＲéｇｅｎＤｒｏｕｉｎ团队评估

了一套全自动扫描电镜分选母血中胎儿细胞的系

统。该系统每毫升正常孕妇全血能够分选３～６个

胎儿细胞，怀有Ｔ２１胎儿的孕妇则可以每毫升回收

１３～２１个胎儿细胞
［２４］。

这类研究已经在胎儿细胞分离和鉴定的技术上

取得重大突破，在小规模临床实验中均具有较好的

表现，为后续将胎儿细胞应用产前诊断提供了较好

的工具支撑，但是这些技术能否走入临床还待进一

步评估。

３　利用胎儿细胞的无创产前分子诊断技术

自从发现母体中的胎儿细胞以来，用这些细胞

进行产前诊断的努力从未间断。过去数十年研究已

经表明，从母体中分离胎儿细胞可以用于性别鉴定、

核型分析、染色体疾病和单基因病诊断，甚至获得完

整胎儿基因组。这些工作包括概念证实性研究、新

技术开发与应用研究。

实现利用胎儿细胞的核型分析可以选择高效

的ＦＩＳＨ检测，可分析染色体多倍体或大片段的缺

失重复以及性别鉴定。而单病的检测可以选择目

标基因ＰＣＲ或全基因组扩增技术，实现单病的准

确检 测 甚 至 新 发 单 基 因 病 的 检 测。１９６９ 年，

Ｗａｌｋｎｏｗｓｋａ等
［３３］最早利用母体外周血中胎儿细胞

鉴定性别，在孕早期母体外周血中的胎儿淋巴细

胞对 Ｙ染色体ＦＩＳＨ检测验证证实胎儿为男性。

１９７９年，Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ等
［２７］用ＦＡＣＳ技术分离胎儿

细胞，ＨＬＡ２抗体鉴定细胞来源自胎儿，利用

ＦＩＳＨ检测技术成功利用胎儿细胞检验胎儿核型

和性别。１９９３年，美国联合多家实验室成立国家

儿童健康和发育合作组织（ＮＩＣＨＤ），针对利用胎

儿细胞开发无创产前诊断技术成立了胎儿细胞分

离研究（ＴｈｅＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｈｉｌｄＨｅａｌｔｈａｎｄ

ＨｕｍａｎＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＦｅｔａｌＣｅｌｌＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｔｕｄｙ，简

称ＮＩＦＴＹ）项目。２００２年，ＮＩＣＨＤ成员之一，来

自贝尔实验室的Ｂｉａｎｃｈｉ团队，在评估了多种方法

后，最终选择利用流式分选（ＦＡＣＳ）和磁力分选技

术（ＭＡＣＳ）分离母体外周血循环中的ＦＮＲＢＣｓ，并

检测２１号染色体非整倍体，实验表明这一方法可

达到７４％特异性，对比传统血清学筛查并没有显

著性优势，难以实现大规模推广［３４］。２０１２年，

Ｍｏｕａｗｉａ等
［３５］用ＩＳＥＴ滤膜分选方法分离胎儿滋

养层细胞，并用ＰＣＲ等方法鉴定和分析，最终实现

囊性纤维化和脊髓性肌营养不良两种遗传病的产

前检测，结果准确率为１００％，初步实现利用胎儿

细胞的遗传病分子诊断。

基于ＮＧＳ对单个或者少量细胞进行基因组分

析，为胎儿细胞应用于产前诊断提供了强有力的工

具。将分离的细胞的全基因组ＤＮＡ进行扩增，获

得高覆盖率的完整的基因组之后，通过外显子捕获

再高通量测序或者直接针对全基因组进行鸟枪法测

序，是一项适用于极少量细胞的测序技术。这类技

术不仅可应用于细胞的鉴定，还可以在鉴定的同时

得到更全面精准的遗传信息。尤其是后续开发的单

细胞测序技术，在产前诊断研究中已经显现了优势。

２０１１年，冷泉港实验室的研究团队运用单细胞测序

得到了乳腺癌细胞的拷贝数变异（ＣＮＶ）数据
［３６］。

２０１２年，深圳华大基因研究院建立了一种基于多重

置换扩增（ＭＤＡ）的单细胞测序新方法，提升了单细

胞测序技术的分辨率和基因组覆盖度，具有更好的

敏感性和特异性［３７］。２０１３年单细胞测序技术被应

用在循环肿瘤细胞研究上，利用该技术的胎儿细胞

分选和鉴定技术也得到了突破［３８］。今年，Ｘｉｅ团队

通过转座子插入线性放大ＤＮＡ样本，构建无偏见

细胞基因组文库，检测到单个人类细胞的单核苷酸

突变（ＳＮＶ），基因拷贝数变异（ＣＮＶ）的分辨率达到

８３
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了Ｋｂ水平
［３９］，相信会进一步促进更多领域的产前

诊断。

近年来，已经有研究开始探讨将单细胞基因

组测序技术应用于母血胎儿细胞基因组遗传学分

析。２０１４年，新加坡南洋理工大学的 ＲｕｉＨｕａ等

人［２５］分离早孕期（早孕期终止妊娠的）孕妇的绒毛

膜和 绒 毛 中的 ＦＮＲＢＣ，利用全基因组测序对

ＦＮＲＢＣ进行分析，成功检测到２例Ｔ２１、２例Ｔ１８

和１例Ｔ１５。该团队显微镜挑选早孕期终止妊娠

的孕妇的绒毛膜绒毛（流产组织）中的有核红细

胞，每例样本取１～３个 ＮＲＢＣ，全基因组测序后Ｚ

值判断分析染色体非整倍体。虽然这是首次利用

高通量测序技术成功实现少量ＦＮＲＢＣ的染色体

非整倍体检测，但是需要指出的是这篇文章没有

讨论无创检测的可行方法，也没有 ＮＲＢＣ的细胞

源鉴定。２０１６年，Ｂａｙｌｏｒ实验室的 Ｂｒｅｍａｎ
［２６］团

队，分离早孕期孕妇外周血中的胎儿滋养层细胞，

通过全基因组测序后分析胎儿的染色体异常，和

拷贝数变异（ＣＮＶ）。Ｂｒｅｍａｎ团队对１０～１６孕周

的怀有男胎的孕妇，分别取３０ｍｌ外周血，两步法

梯度离心分离血细胞，免疫组化挑选ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ

阳性ＣＤ４５阴性的细胞，提取基因组后利用ＹＰＣＲ

和ＳＴＲ基因型分析及性别鉴定。全基因组扩增和

ａＣＧＨ分析目标细胞的染色体核型和ＣＮＶ。ＮＧＳ

成功检测出Ｔ１５、Ｔ１８、Ｔ２１。ａＣＧＨ分析得到１例

１５号染色体２．７Ｍｂ缺失。除此以外，有１例

ＮＩＰＴ检测Ｔ１３假阳性样本，该样本取得的滋养层

细胞中９个 ＮＧＳ显示为Ｔ１３，另外３个则显示正

常，提示胎儿滋养层细胞的检测存在由于嵌合现

象造成的假阳性。Ｂｒｅｍａｎ等人的研究提示，利用

高通量测序的手段检测胎儿孕早期母体外周血中

的滋养层细胞可以有效实现产前诊断。尽管进入

临床应用还为时尚早，但这一组数据仍令人振奋。

同年１１月，丹麦的ＳｔｅｅｎＫｌｖｒａａ
［３２］团队分离孕妇

外周血中的胎儿细胞达到平均１２．８个／３０ｍｌ的效

果，并利用 ＮＧＳ和ａＣＧＨ 技术检测到胎儿的２１

号，Ｘ和Ｙ染色体非整倍体和２例罕见的染色体

畸形（环状Ｘ染色体）。该团队用他们开发的鸡尾

酒分选策略（ｃｏｃｋｔａｉｌ，ＣＫ）得到了非常好的胎儿细

胞分选效果［２８］，并在此基础上利用全基因组扩增

技术对目标细胞的基因组进行扩增，然后利用高

通量测序和ａＣＧＨ 技术实现细胞染色体的检测。

对于２例 Ｘｒｉｎｇ染色体的检出，作者认为是得益

于全基因组扩增技术使得单细胞提供足够的基因

组信息进行下游分析成为可能。同时提出，对羊

水穿刺得到的胎儿细胞进行 ＷＧＡ将会得到更多

的信息。作者认为对于更微小的拷贝数变异检

测，这种方法将会超越ａＣＧＨ技术。

基于胎儿细胞利用单细胞测序技术实现胎儿单

基因病诊断，已经有一些公司实现了高效低成本的

检测。可能出于商业的考虑，这一部分的报道还不

多，但可以想见，随着单细胞基因测序技术的发展，

胎儿细胞的基因信息更加完整和准确，因此利用胎

儿细胞的单病诊断会很有前景。

４　基于胎儿细胞的无创产前分子检测技术的优势、

局限性及解决方法

　　基于ｃｆｆＤＮＡ的无创产前检测技术已经被广泛

接受，对发病率最高的出生缺陷疾病之一的唐氏综

合征的检测准确率已达到９９％，未来的出生缺陷防

控可能重点将转移到单基因变异和多拷贝数变异

（ＣＮＶ）引起的遗传病上。利用快速发展的测序技

术，基于胎儿细胞的产前检测拥有更为丰富的遗传

信息，将能实现ＣＮＶ，新发基因突变（犱犲狀狅狏狅），甚

至转录调控方面疾病的防控。

相比于ｃｆｆＤＮＡ，利用胎儿细胞的 ＮＩＰＴ具备

以下优势：①所有分析１００％来自于胎儿的基因

组，这种检测将有望达到诊断级别；②虽然利用

ｃｆｆＤＮＡ的 ＮＩＰＴ技术在加深测序深度时能够检

测深度的微缺失微重复，但是仍然不如直接用胎

儿细胞进行可选择的技术手段多，基于胎儿细胞

的该类检测可能实现更经济准确；③在全基因组

测序技术的支持下，新发基因突变和多基因复杂

遗传病诊断将有所突破；④相较于高风险，肥胖

等问题的孕妇是否适用基于ｃｆｆＤＮＡ的 ＮＩＰＴ仍

存在争议，拥有更多直接的生物学证据的ｆｅｔａｌ

ｃｅｌｌＮＩＰＴ更适用于更广范围的孕妇。更全面的

比较见表１。

９３
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表１　母体外周血中的胎儿细胞和胎儿游离核酸的比较

　 设备 优点 缺点

胎儿细胞

细胞分选平台 极有可能成为一种替代金标准的诊断技术
分离细胞仍受操作员水平，实验条件等限制；成本

较高

显微镜 直接分析单个细胞或少量细胞库 Ｓ期或凋亡细胞对完整ＤＮＡ的获得有一定影响

细胞培养
适用ＦＨＳＨ或ｑｆＰＣＲ技术等快速分析染色

体异常。

基于少量细胞的分析很有可能因为嵌合出现假阳

性假阴性

ＣＧＨＳＮＰ分析平台 能够分析单基因变异

　 能检查更微小的ＣＮＶ

胎儿游离ＤＮＡ

ＤＮＡ提取 临床已经被广泛接受 仍然是一种筛查手段而非诊断技术

质谱 加成本和深测序深度可以查到更微小的ＣＮＶ
游离ＤＮＡ含量存在个体差异，影响检测的准确

率

操作步骤少，更易操作
分析更多的是依靠信息学得到，而不是直接的生

物学证据

　 　 对于嵌合情况很难判断

两者共同点
ＰＣＲ平台 无创检测胎儿染色体异常

ＮＧＳ平台 无创检测胎儿ＣＮＶ
对设备和专业人员的要求都很高

　　尽管已经有很多直观的证据表明基于胎儿细胞

的无创产前检测有以上一些优势，但是在最终走向

临床前仍有很多问题需要解决。

现有技术下，基于母亲外周血的胎儿细胞的检

测因为是脱落自胎儿系统的细胞，无论滋养层细胞

还是胎儿有核红细胞，都存在嵌合性问题。嵌合性

导致的假阳性、假阴性是基于胎儿细胞产前诊断的

一大挑战。Ｂｒｅｍａｎ
［７］认为，增加检测的细胞量能够

修正以上问题，并建议一个检测至少应取３～５个胎

儿细胞，提高检测的准确率。ＳＮＰ、ａＣＧＨ 或 ＮＧＳ

是否能够真正解决这一问题还需更多的验证。此

外，取得的胎儿细胞可能处于不同的细胞期，Ｓ期细

胞会有基因组不均衡的情况，凋亡的细胞则可能存

在基因变异。细胞分选过程可能需要筛除这类胎儿

细胞。有研究认为ＮＧＳ可以鉴别Ｓ期细胞。

用全外显或全基因组测序筛查新发突变一直是

产前检测的一大挑战。新发突变造成的智力缺陷发

病率比唐氏综合征的发病率要高出３～５倍。基于

胎儿细胞的ＮＩＰＴ技术是否能够解决这一难题，需

要更多的数据。利用高通量测序技术针对癌症的研

究已经取得了一些相关的结果，如何将技术应用于

胎儿细胞检测，仍需更多的探索。

因为使用的是极少细胞进行测序分析，会产生

如基因脱扣等其他的问题。全基因组测序技术的难

点在于基因组的覆盖度和高保真性。增加检测的细

胞数量可能是较好的解决方法。

胎儿细胞的数量与妊娠期并发症及自身免疫性

疾病的发生关系有待进一步的研究和证实，已经有

研究结果提示子痫、肿瘤、胎儿严重出生缺陷可能会

有外周血中的胎儿细胞数量增多的现象，为这些疾

病的研究开拓了一个新领域。

此外，现在即使最有效分离手段分离得到胎儿

细胞的量都很少。而胎儿细胞的量还受到个体差

异、孕周差异和选择的抗体和设备型号不同而很难

稳定。此外，分离手段对细胞完整性的破坏也对检

测具有潜在影响。尽管高效自动化的分选系统大大

提高了从外周血中分选胎儿细胞的效率，但需要在

更广泛的人群中评估方法的特异性、灵敏性、稳定性

等相关指标。

５　总结

利用胎儿细胞进行产前诊断仍处于实验室阶

段，评估其是否能真正超越现有的基于胎儿游离核

酸的ＮＩＰＴ检测成为真正应用于临床的诊断手段，

仍需要技术的优化和临床数据的证明。但随着近几

年高通量测序技术不断升级，利用高通量测序技术

的基于胎儿细胞的产前检测取得了一些可喜的数

据，加强了这类研究的信心。相信随着技术的进步，

其应用前景越来越清晰，更多的方法会在临床验证

中越来越成熟，临床可行性值得期待。
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·视频导读·

基因芯片在孕期提供最全面的诊断信息

ＢｒｙｎｎＬｅｖｙ

（哥伦比亚大学医学中心临床细胞遗传学实验室）

　　基因芯片技术近年来在我国发展迅猛，它也因能为孕期提供

全面的诊断信息而受到产科医生的青睐。在第六届“中国胎儿医

学大会”上，我们邀请了来自哥伦比亚大学从事细胞遗传学研究的

ＢｒｙｎｎＬｅｖｙ教授就基因芯片在产前诊断中的应用做一介绍。

在这个视频中，ＢｒｙｎｎＬｅｖｙ教授主要介绍了绒毛膜或羊水细

胞的染色体核型分析、为什么要使用基因芯片、单亲二倍体的来

源、三倍体的检测、超声所见异常结果、从基因型推测临床表型以

及一些存在的错误，并对一些典型案例进行讲解和分析。
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