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【摘要】　目的　研究荧光原位杂交技术与无创ＤＮＡ检测在快速诊断胎儿染色体数目异常的价值。方

法　使用荧光原位杂交技术（ＦＩＳＨ），应用特异性探针对包含５例无创ＤＮＡ确诊异常病例的３７２例胎

儿羊水细胞进行荧光原位杂交。结果　荧光原位杂交共检出染色体数目异常２０例，异常率为５．４％，包

括唐氏患儿１４例，占全部异常数的７０％，１８三体综合征３例，４５，Ｘ２例，ＸＸＹ１例，其中无创ＤＮＡ送检

的５例异常病例中有４例均为唐氏患儿，比例为８０％，荧光原位杂交检测结果与羊水细胞核型分析结果

相比较，在染色体数目异常方面两者符合率为９５．２％（２０／２１）。结论　ＦＩＳＨ技术用于快速诊断羊水细

胞１３、１８、２１、Ｘ，Ｙ染色体数目时具有较高的临床价值，但不能作为单独的方法检测染色体异常，而无创

ＤＮＡ检验可作为产前筛查新技术向特定孕妇推广。
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　　染色体异常是造成新生儿缺陷的一类常见病

因，发生率约１／１２０，其中约５０％导致生长发育迟

缓、智力落后、多发畸形及性发育异常等临床表征。

由于缺乏合适的治疗方法，目前唯一的预防方法只

有通过产前诊断来避免此类患儿的出生。较为普遍

的胎儿染色体产前诊断方法是细胞遗传学染色体核

型分析，该技术需要对处于分裂中期的细胞进行，准

确性高，但需细胞培养后进行染色体制备，由于其操

作过程长且技术复杂，结果一般需要２周甚至更长

的时间。荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）是一种非放射性原位杂交技术，

利用特殊的荧光素标记ＤＮＡ探针进行ＤＮＡ杂交，

经免疫荧光显色，可检测细胞内特异ＤＮＡ存在与

否，能快速、准确地确定细胞分裂间期核染色体非整

倍体畸变［１］。胎儿染色体非整倍体的无创ＤＮＡ产

９１
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前检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ），是利

用大规模平行测序技术（ｍａｓｓｉｖｅｌｙｐａｒａｌｌｅｌｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＭＰＳ）对母体外周血中的游离ＤＮＡ进行深度

测序，获取胎儿染色体信息的方法。由于该方法不

需羊水穿刺等有创方法来获得胎儿细胞，而且检测

时间较短，可在孕早期进行检测，目前正处于快速的

发展阶段，随着大规模的临床试验的验证，有望代替

侵入性的产前诊断方法。本研究使用国产试剂盒对

３７２例羊水样本的染色体数目异常进行快速诊断，

并同时使用羊水培养进行常规染色体核型分析，由

于羊水样本中有５例是ＮＩＰＴ确诊异常送检，可同

时比较三者结果以此探讨其临床应用价值。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择本院自２０１２年６月至２０１４

年５月期间进行羊膜腔穿刺的妊娠妇女共３７２名，

其中５例为ＮＩＰＴ确诊染色体异常送检。所有羊水

均培养成功进行核型分析。孕妇年龄２１～４３岁，孕

周为１８～２４周。

１．２　研究方法

１．２．１　羊水采集　在Ｂ超引导下，用２１ＧＰＴＣ穿

刺针经腹壁抽取羊水２５ｍ１，置于无菌注射器中。留

取５ｍ１用于ＦＩＳＨ检测，其余用于细胞培养。

１．２．２　羊水细胞ＦＩＳＨ 检测步骤包括制片、杂交、

洗脱和镜检部分。详细操作参考金菩嘉公司操作手

册，并结合本实验室的条件。共使用５种染色体探

针，分为２组，即１３／２１组和１８／Ｘ／Ｙ组。１３／２１组

的探针分别标记位于１３ｑ１４（绿色）和２１ｑ２２（红色）

处。１８／Ｘ／Ｙ探针分别定位于１８，Ｘ，Ｙ 的ｐ１１．１

ｑ１１．１区域，分别标记水蓝色、绿色和红色。

１．２．３　ＮＩＰＴ送检　本实验中５例 ＮＩＰＴ送检结

果分别由贝瑞何康公司送检４例，深圳华大基因公

司送检１例，具体实验操作参考其公司操作手册。

１．２．４　结果判读　本实验中ＦＩＳＨ结果判别时，每

张羊水玻片至少计数５０个细胞。若正常细胞数≥

８５％则判为异常，若异常细胞数≥６５％则判为异常，

若异常细胞数＞１５％，并且＜６０％，则需要加倍计数

到１００个细胞。

２　结果

采用１３／２１号和１８／Ｘ／Ｙ染色体荧光探针检测

３７２例羊水间期核细胞。检出染色体异常２０例，唐

氏患儿１４例，占全部异常数的７０％，１８三体综合征

３例，４５，Ｘ２例，ＸＸＹ１例，检测结果与培养后羊水

细胞核型检测结果一致。详见表１．

采用羊水细胞核型分析检测３７２例羊水细胞，

全部培养成功，其中检出染色体异常２１例，除一例

为４６，ＸＸ［１４］／４７，ＸＸ，＋ｍａｒ［２１］外，其余结果均

与ＦＩＳＨ检测的染色体结果一致。在诊断染色体数

目异常上，ＦＩＳＨ 检测结果与羊水细胞核型分析的

符合率为９５．２％。

表１　ＦＩＳＨ实验结果和细胞遗传学实验结果对照表（共２１例异常）

产前诊断指标 例数（狀） ＦＩＳＨ检测异常结果 核型分析异常结果

孕妇年龄≥３５岁 ４０ ０ 染色体未检出明显异常

ＤＳ筛查阳性 １６６
５，２１三体４例

１８三体１例

５，２１三体标准型（４７，ｘｙ，＋２１）

４例，１８三体１例

ＮＴ增厚 １３４
７，２１三体３例，１８三体１例，

４５，Ｘ２例，ＸＸＹ１例

８，２１三体３例，１８三体１例，４５，

Ｘ２例，ＸＸＹ１例，４６，

ＸＸ［１４］／４７，ｘｘ，＋ｍａｒ［２１］１例

唐氏儿生育史 ２ ０ 染色体未检出明显异常

不良分娩史

（死胎、死产、畸胎引产）
２ ０ 染色体未检出明显异常

单纯Ｂ超异常 ２３ ４，２１三体３例，１８三体１例 ４，２１三体３例，１８三体１例

无创ＤＮＡ阳性 ５ ４，２１三体４例 ４，２１三体４例

０２
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３　讨论

唐氏综合征是最常见的染色体非整倍体疾

病［２］，其他比较常见的染色体非整倍体疾病包括１８

三体、１３三体、Ｔｕｒｎｅｒ综合征。目前诊断胎儿染色

体非整倍体疾病唯有通过侵入性产前诊断操作，如

绒毛活检、羊膜腔穿刺获得样本。传统的羊水细胞

培养检测方法细胞培养周期较长，容易给孕妇带来

焦虑感，也给临床带来不便。ＦＩＳＨ 检测技术通过

用已知的单链核酸探针，与标本中未知单链核酸结

合，形成可检测的杂交双链核酸，不需要经过细胞培

养阶段，因其快速、准确、灵敏度高、特异性强的突出

特点弥补了长期以来仅依靠细胞遗传学产前诊断的

不足和局限性，一定程度上避免了培养失败的缺陷，

实现了快速诊断染色体异常的可能。

由于侵入性操作可能会带来的流产风险，目前

利用血清学生物标记物、超声等对普通妊娠人群进

行筛查，筛选出进一步行产前诊断的高危人群显得

尤为重要［３］。但是经过传统的筛查方法大约仍有

５％的孕妇需要行侵入性操作，且仅有３０％的胎儿

会发现异常［４］。即使经过数十年的努力，联合筛查

方法的应用能使检出率提高９０％以上，但仍要有

３％～５％的人群需行侵入性操作
［５］。自从１９９７年，

香港中文大学的卢煜明教授等［６］首先在母血浆中发

现了胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ），

在正常妊娠过程中ｃｆｆＤＮＡ几乎全部来源于胎盘的

滋养层细胞。由于ｃｆｆＤＮＡ在孕７周胎儿胎盘循环

建立后，就可以一定比例稳定的存在于母体外周血

中，且其半衰期只有１６．３分钟，在正常分娩２小时

后在母体外周血中已检测不到。因此ｃｆｆＤＮＡ检测

不受孕周与年龄的限制，这使无创产前诊断成为可

能。目前，随着 ＭＰＳ的飞速发展，国内外研究人员

进行了大量的临床试验。Ｐａｌｏｍａｋｉ等
［７，８］的研究验

证了 ＭＰＳ对高危妊娠母体血浆胎儿Ｔ２１的检测拥

有近９９％的灵敏度和特异度。随后该小组又发表

一项研究显示，ＭＰＳ全基因组随机测序技术对Ｔ１８

检测的灵敏度为１００％，假阳性率为０．２８％，对Ｔ１３

检测的灵敏度为９１．７％，假阳性率为０．９７％。同时

ＮＩＰＴ还可检测其他染色体非整倍体，包括易位型

三体及嵌合型三体，对特纳综合征（４５Ｘ）检测的灵

敏度为９３．８％，特异度为９９．８％。

本研究中羊水ＦＩＳＨ检测结果与羊水培养成功

的３７２例结果相比，在检测１３号，１８号，２１号，Ｘ，Ｙ

染色体异常上，２０例结果相符，所有唐氏患儿均被

检出。ＦＩＳＨ漏检一例４６，ＸＸ ［１４］／４７，ｘｘ，＋ｍａｒ

［２１］。ＦＩＳＨ漏检是因为易位区域或倒位在探针检

测范围之外，这些染色体结构异常会被遗漏，是

ＦＩＳＨ实验的主要局限性。ＦＩＳＨ 应该与羊水细胞

遗传学检测即染色体核型分析相结合，才能全面地

诊断胎儿染色体疾病，ＦＩＳＨ 技术能否单独作为产

前诊断的方案供临床选择，值得商榷。

而对于ＮＩＰＴ送检的５例样本，其中有４例经

检测均为唐氏患儿，与其送检的检测报告相符。而

其中一例送检时检测报告为４５，Ｘ，经ＦＩＳＨ和细胞

遗传学检测均为正常，未发现其他异常。由此我们

可以看出ＮＩＰＴ对于２１号染色体具有较高的灵敏

度的特异度，而对于非整倍体的Ｘ的检出目前特异

度还不是很理想，尚需进一步的研究和验证。

相比于其他的筛查手段，我们可以看出 ＮＩＰＴ

技术在灵敏度和特异度方面有无可比拟的优势，但

是由于现在 ＭＰＳ技术尚未大规模普及而且成本偏

高，我们仍然不支持所有孕妇为了避免有创的羊水

穿刺而选择ＮＩＰＴ。目前国内的产前诊断技术专家

组于２０１２年就ＮＩＰＴ进行了论证，边旭明等指出，

该检测技术是一种“近似于诊断水平”、“目标疾病指

向精确”的产前筛查新技术，目前其临床适用人群包

括：①有介入性产前诊断禁忌证者（先兆流产、发热、

有出血倾向、感染未愈等）；②产前筛查高危或临界

高危孕妇；③珍贵儿，知情后拒绝介入性产前诊断的

孕妇；④对介入性产前诊断极度焦虑的孕妇；⑤就诊

时处于较大孕周、超出目前产前筛查范围的孕妇［９］。

随着将来测序技术的进一步发展，ＮＩＰＴ的检

测成本将不再成为该技术广泛应用的瓶颈。而更大

规模的ＮＩＰＴ临床试验也将进一步提高其准确性，

ＮＩＰＴ的加入会极大的减少孕妇不必要的羊水穿

刺，从而有效的提高我国产前筛查和产前诊断水平，

也为孕妇们带来福音。
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