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∀一种新型的适合于 CVS # PCR的绒毛 DNA

提取方法∃点评

邹刚

(同济大学附属第一妇婴保健院,上海  200040)

  A novel method for extracting DNA from

chorionic villus samples for use in CVS PCR, which

ensures complete villus dissociation

To demonst rate that glass disrupt ion beads

dissociate chor ionic villus samples releasing DNA

from mesenchymal and cy to tr ophoblast cells that is

suitable fo r pro cessing by CVS PCR ( rapid

molecular aneuploidy test ing ) . This method is

quicker than convent ional methods and may lim it

discrepancies betw een PCR and kar yotype in

certain types of placental mosaicism.

Method: DNA was ext racted fr om villus

samples by mechanical disr upt ion of the cel ls using

glass beads. T his method w as compared to

col lag enase incubation follow ed by chelex

ex t ract ion of the dig ested v il lus. PCR data

generated w ere compared using standard criteria.

Results: DNA ex tr acted by glass bead

disr upt ion gener ated data of equivalent quality to

that obtained from DNA extracted using

conventional co llagenase and chelex based

ex t ract ion method. T he case study demonstr ates

probable cytot rophoblast enrichment of a sample

w hen processed by col lag enase dig estion and chelex

incubation. Re ext ract ion of the dig ested sample

by glass bead disrupt ion r esulted in

cyto trophoblast and mesenchyme cells contr ibuting

to the supernatant .

Conclusion: Glass bead disrupt ion of chorionic

villus samples is an ef fect ive, inexpensive and

rapid DNA ex tr act ion method that dissociates

villus ensur ing that DNA from both

cytot rophoblast and mesenchyme cel ls is

represented in the super natant . Ex t racted DNA

produced is suitable for CVS PCR and can be

sto red stably at - 20 % .

这是最近发表在 2009 年第 29 卷的∀ Prenatal

Diagnosis∃上的一篇题名为 一种新型的适合于

CVS # PCR的绒毛 DNA 提取方法 。

文章简介:在本文中,作者阐述了通过玻璃珠离

解法得到的绒毛组织 DNA 适合于绒毛快速分子诊

断,即 CVS PCR。作者使用了两种方法进行对比,

即玻璃珠机械破碎离解法和胶原酶消化培养后用

chelex 法(传统法)进行绒毛 DNA 提取。实验结果

提示玻璃珠法和传统胶原酶- chelex 提取法的

DNA 在质量和稳定性上(放置于- 20 % 环境中半

年后再用作 PCR)相似。此时作者引用了一个特

例。该标本采用了两种方法进行绒毛染色体的提

取,结果 CVS PCR 结果不全相同。玻璃珠法提取

DNA 可以防止细胞滋养层细胞过度的富集。该病

例的绒毛标本来自一个孕 12周的孕妇, 临床 B 超

提示颈项透明带7. 8 mm, 鼻骨缺乏,拳头紧握, 心脏

异常。唐氏综合征 ( Down& s Syndrome ) 风险为

1∋ 2, 13 三 体 ( Patau syndrome ) 和 18 三 体

( Edw ar ds syndrome)风险均为1∋ 4。使用标准的

胶原酶/ chelex 提取法进行 CVS PCR 的结果均正

常。5个 13号染色体上 STR 位点(一种常见用于

染色体数目异常的诊断中常用的位点, 又称短串联

重复序列或微卫星, 通过对其的扩增得到的扩增峰

值比可以判断是否有染色体数目异常)的扩增峰值
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均在正常范围内。18 号和 21 号染色体上各 4 个

STR位点上的扩增图形也为正常。一个 X/ Y 染色

体上的标志为正常, 而 5个 X 染色体上的位点为纯

合子(无诊断意义)。13、18和 21号染色体其他的

STR位点的扩增结果也为纯合子 (无诊断意义)。

但如果仔细分析 18 三体的有诊断意义的 4个 ST R

的扩增峰型, 可以发现 D18S1002 的峰值比为

1. 451,处于1. 41~ 1. 59的∀灰色区域∃内(通常如果

峰值< 1. 4为正常二倍体, 而> 1. 6可诊断为三倍

体) , 提示是否诊断有误? 接着作者从残留的胶原酶

消化的组织中和另取一块等分的绒毛组织(放在培

养液里孵育两天)通过玻璃珠法提取 DNA 并进行

PCR,其结果则与传统法存在差异。玻璃珠法提取

的绒毛组织 DNA 经 PCR后都在 18号染色体上出

现了有诊断意义的峰值或 ∀ 灰色区域∃ ( 1. 41~

1. 59)。其中通过 2天培养液孵育后的组织其 PCR

结果更有诊断价值。

该标本经过绒毛染色体核型分析证实为 18 三

体。PCR结果和染色体结果之间的差异表明胎盘

组织嵌合体现象的存在。绒毛滋养层细胞可能存在

正常细胞株,而中胚叶细胞包含 18 三体的细胞株。

核型分析通常选取的是间质细胞进行培养, 间质细

胞的核型更加接近于胎儿的细胞核型。

点评:绒毛有两种细胞组分, 内层为间质细胞,

外层为滋养层细胞,间质细胞的核型更加接近于胎

儿的细胞核型。在孕 10周进行的绒毛取样现在开

展的越来越多, 绒毛组织- 聚合酶链反应 ( CVS

PCR)近来被用作核型分析的替代补充方法。PCR

方法分析了来自绒毛滋养层和间质细胞的 DNA,如

果滋养层细胞和间质细胞的核型存在差异,差异细

胞存在 15%以上, PCR方法就能进行诊断。而近来

有文献报道 PCR 和核型分析的结果完全不一致。

这可能是由于在滋养叶和间质细胞之间嵌合现象的

存在或胎盘嵌合存在导致了用于 PCR和核型分析

的细胞来自绒毛组织的不同部分。因此笔者在进行

CVS PCR时最好能使得提取的 DNA 标本能够代

表整个绒毛组织(既包括滋养细胞,更要包括间质细

胞)。2007 年最新的临床分子遗传协会 ( Clinical

M olecule Genet ics Society, CMGS)最佳实践指南也

建议送到实验室的绒毛活检标本应该剪碎并且应该

使用代表所有活检样本的 DNA 进行定量荧光

PCR。然而由于胎盘中存在嵌合现象的存在, 差异

性结果始终不可避免。传统的 DNA 提取方法可能

过度富集了滋养层细胞而导致了 PCR对嵌合体诊

断的失败。本文作者通过实验证明玻璃珠分离法是

提取绒毛活检标本 DNA 的可信的方法。通过这种

方法,样本处理的时间大大缩短,试管间不停转换的

流程的减少也使得转化错误的几率达到最少。该方

法还可以完全分离绒毛组织,可以提高间质细胞的

比例并降低由于滋养层细胞 DNA 过度富集导致的

扩增差异。

该文提供了一个新的绒毛组织 DNA 快速有效

的提取方法,对笔者产前诊断中绒毛活检取样进行快

速分子诊断的开展大有裨益,因此建议从事产前诊断

的专业人员可以尝试这种方法并对其不断改进。
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