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荧光定量ＰＣＲ用于胎儿非整倍体的产前快速诊断

苗明珠　综述　孙丽洲
　审校

（南京医科大学第一附属医院妇产科，江苏 南京　２１００３６）

【摘要】　染色体非整倍体异常是人类最常见的一类染色体数目异常。目前，这类异常尚缺乏有效的治

疗方法，因此产前诊断对预防此类缺陷儿的出生具有至关重要的作用。细胞遗传学核型分析是诊断胎

儿非整倍体异常的金标准，但诊断周期较长。随着分子生物学的发展，荧光定量聚合酶链反应

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦＰＣＲ）等技术逐渐用于胎儿非整倍体异常的产前

快速诊断。本文就ＱＦＰＣＲ技术在胎儿非整倍体产前快速诊断中的应用做一综述。
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　　非整倍体异常是人类最常见的一类染色体数目

异常，其中最常见的为三体征，常见染色体三体综合

征的发病率为１∶４００
［１］。最常见的非整倍体异常发

生在２１、１８、１３号常染色体及Ｘ，Ｙ性染色体。这些

异常主要包括２１三体综合征（唐氏综合征）、１８三

体综合征（Ｅｄｗａｒｄ综合征）、１３三体综合征（Ｐａｔａｕ

综合 征）、４５ ＸＯ （Ｔｕｒｎｅｒ 综 合 征）、４７ ＸＸＹ

（Ｋｌｉｎｅｆｅｌｔｅｒ综合征），约占产前诊断中有临床意义

的染色体异常的８０％
［２，３］。因此，做好对胎儿非整

倍体的检测一直是产前诊断的重要部分。

传统的产前诊断方法为细胞遗传学核型分析，

是诊断染色体异常的金标准。方法是对羊膜腔穿刺

获得的羊水细胞或绒毛抽吸获得的绒毛细胞进行培

养，对染色体有丝分裂期的核分裂相进行分析。对

所有的２３对染色体都进行检查，可以检出包括染色

体数目异常和染色体重排等结构异常在内的多种染

色体异常，例如平衡或不平衡的染色体易位和染色

体倒位。尽管核型分析为最有效的产前诊断方法，

但是该方法需要高质量的专业人员且非常耗时，其

结果报道的时间大约为１０～１４天
［４］。据报道，在英

国每２０个孕妇就有一个需要进行产前诊断
［５］。传

统的细胞遗传学方法在产前诊断的发展中已受到限

制，寻找快速、准确的产前诊断方法已成为当今产前

诊断的研究热点。对于我国这样一个人口大国来

讲，寻求更快、更简便的产前诊断方法更加重要及必

需。目前我国进行产前诊断的指征主要有：高龄孕

妇（≥３５岁）、血清学筛查高风险、超声探测的胎儿

异常及父母一方或双方有染色体异常的家族史。近
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年来，随着高龄产妇的增加，以及孕妇外周血清学筛

查的开展和超声技术的发展，需要进行产前诊断的

孕妇数量逐年增加［５］，因此，很有必要建立快速、简

便的非整倍体诊断方法应用于临床。分子生物学技

术的发展为寻求新的产前诊断技术提供了基础。一

些分子诊断技术已用于产前诊断领域，可做到快速

诊断，通常在２４～４８小时内即可得到结果
［１］。荧光

定量 聚 合 酶 链 反 应 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦＰＣＲ）就是一种迅速

发展的可用于快速产前诊断的分子生物学方法。

１９９２年，日本人 Ｈｉｇｕｃｈｉ发明了该技术
［６］。ＱＦ

ＰＣＲ是指在ＰＣＲ反应体系中加入荧光基团，利用

荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进程，最后通过标

准曲线对未知模板进行定量分析的方法［６］。１９９３

年 ＭａｎｓｆｉｅｌｄＥＳ
［７］首次报道了基于短串联重复序列

（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）的 ＱＦＰＣＲ产前诊断

技术，至今已经历了近２０年的发展。本文着重对

ＱＦＰＣＲ在产前诊断非整倍体中的应用进行探讨。

１　犙犉犘犆犚原理及背景

自从１９８３年 Ｍｕｌｌｉｓ发明聚合酶链 式 反 应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）以来，ＰＣＲ技术作

为一种重要的基因诊断方法，以其迅速、简便、灵敏等

优点很快成为科研、临床诊断的热点技术。但是传统

ＰＣＲ技术不能准确定量。为克服上述不足，人们采取

了许多方法，如杂交法、酶联法及尿苷酶降解法等，但

均不能得到满意的结果。直到１９９２年，日本人

Ｈｉｇｕｃｈｉ
［６］发明实时荧光定量ＰＣＲ技术，该问题才逐

步得到改善。他在原有的普通ＰＣＲ仪的基础上，加

以改进，添加一个激发和检测装置，并通过在ＰＣＲ反

应液中添加染料溴化乙锭（ＥＢ）的方法，来实时监测

整个ＰＣＲ反应的全过程。随着新的荧光染料和荧光

标记探针的引入以及ＱＦＰＣＲ高灵敏度、高特异性和

高精确性的特点，目前该技术已被广泛应用于基础科

学研究、临床诊断、疾病研究及药物研发等领域。

２　犙犉犘犆犚在非整倍体产前诊断中的发展

ＱＦＰＣＲ技术首次用于非整倍体的产前诊断源

于１９９３年，Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ
［７］应用基于ＳＴＲ的 ＱＦＰＣＲ

技术诊断了２１三体、１８三体及Ｘ染色体数目异常。

ＳＴＲ，是多型性的一种类型，指两个或多个核苷酸重

复排列，且不同的重复序列相邻的形式，长度约２～

１０个碱基对，常见于非编码的内含子中。由于重复

单位及重复次数不同，使其在不同种族、不同人群之

间的分布具有很大差异性，构成了ＳＴＲ遗传多态

性。不同个体之间在一个同源ＳＴＲ位点的重复次

数不同，由此可应用基于ＳＴＲ的等位基因比判断感

兴趣的染色体的拷贝数。Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ用于诊断的

ＳＴＲ分别为２１号染色体的Ｄ２１Ｓ１１，１８号染色体的

ＭＢＰ的５’端的２个ＳＴＲ、Ｘ染色体的 ＨＰＲＴ等。

１９９４年，Ｐｅｒｔｌ等应用相同的ＳＴＲ———Ｄ２１Ｓ１１，对

１３４例样本进行了诊断。除了２例无法判断，其余

正常样本均显示双等位基因比接近１∶１，２１三体样

本显示为１∶１∶１的三等位基因比或２∶１的双等位基

因比［８］。当一种染色体只应用一个ＳＴＲ时，如果两

条同源染色体的ＳＴＲ相同，即为纯合，就无法判断

该染色体的拷贝数。为了克服上述问题，在接下来

的一系列研究中一些学者逐渐对一种染色体应用几

个ＳＴＲ，以提高杂合覆盖率，进而减少无法判断的

情况［９，１０］。经历了近２０年的发展，现在用于常见非

整倍体诊断的 ＳＴＲ，英国临床细胞遗传学协会

（ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＣｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，ＡＣＣ）已于

２００７年做了明确规定。

除了上述几种非整倍体异常的诊断方法，１９９８

年１３三体综合征也应用ＱＦＰＣＲ的方法首次成功诊

断［１１］。于是，ＱＦＰＣＲ在非整倍体的产前诊断中主要

应用于２１、１８、１３、Ｘ、Ｙ几种常见染色体异常的诊断。

在ＱＦＰＣＲ首次报道用于非整倍体的产前诊断后，接

下来的研究主要集中于其在几种常见非整倍体异常

产前诊断中的应用及单细胞方面［８，９，１２］，并未对该方

法的灵敏度及特异性进行系统的研究。直到２００１

年，一些大样本的研究才开始对ＱＦＰＣＲ的灵敏度及

特异性进行考察［１３，１４］。一系列的研究证实，ＱＦＰＣＲ

对于非嵌合的非整倍体诊断的灵敏度和特异性均在

９０％以上
［１５２０］。在欧洲一些实验室，ＱＦＰＣＲ已取代

其他 非 整 倍 体 快 速 产 前 诊 断 （ｒａｐｉｄａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＲＡＤ）方法，作为核型分析的一种辅助手段

用于非整倍体的快速产前诊断。
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３　犙犉犘犆犚用于非整倍体产前诊断的特点

３．１　优点

３．１．１　所需样本量小、取样孕周要求低　ＱＦＰＣＲ

用于产前诊断所用的样本可以是羊水、绒毛、胎儿血

或胎儿组织，目前最常用的为羊水和绒毛。传统的

核型分析需要２０ｍＬ的羊水，ＦＩＳＨ需要５～１０ｍｌ

的羊水。用于ＱＦＰＣＲ的ＤＮＡ可以从很少量的羊

水中提取，文献中报道的用量为０．５～５ｍｌ
［２１２５］，最

多见的用量还是１～２ｍｌ
［２３］。其他样本的用量为胎

儿血５μＬ，１～２ｍｍ厚的胎儿组织层等
［２０］。用于

ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ主要提取自细胞，因此不要求细

胞必须是未受损的或是活细胞。这就使该方法对样

本的取样孕周无特定要求，可早在１２周，或晚期３４

周时进行取样，此时细胞活性对结果的可靠性没有

影响［１３］。

３．１．２　快速　现在已认识到孕妇在等待核型分析

结果的这段长时间内，心理上处于一种焦虑状态［５］，

对胎儿也会造成不良影响。因此减少等待时间、缓

解焦虑也是 ＲＡＤ 被应用的一个主要原因。ＱＦ

ＰＣＲ在获取样本后２４～４８小时即可获得诊断报

告，可显著减少孕妇的等待时间［１８］。如果结果正

常，可早期缓解孕妇及家庭的焦虑；如果结果不正

常，可继续等待核型分析的结果，也可即时采取终止

妊娠等处理措施。

３．１．３　自动化程度高　传统的细胞遗传学核型分

析需要大量的人力，技术水平要求高，需要专业人

员。一个有经验的工作人员每年最多也只能完成

２５０例核型分析
［２６］。而现在，在一个有ＤＮＡ测序

仪的实验室条件下，每次每台仪器可完成９０份样本

的检测［１３］，甚至有的实验室每次可完成９６例
［２７］。

ＱＦＰＣＲ可实现自动化，一个工作人员可完成的检

测量明显多于核型分析。因此，每天可进行大量患

者样本的检测。

３．１．４　可检出母体细胞污染的样本　母体细胞污

染主要发生于侵入性产前诊断取样过程中。肉眼可

见的母血细胞污染的样本，我们在处理时不难发现，

但是对于一些肉眼无法辨别的污染样本，在进行核

型分析或ＦＩＳＨ检测时则会遇到一定的问题。当胎

儿性别为男性时，母体细胞污染容易检出，但当胎儿

为女性时，母体和胎儿混杂的细胞则无法分辨。在

对母体细胞污染的样本进行ＱＦＰＣＲ检测时，会出

现两种基因型，此时可获取母体样本进行扩增，与用

于产前诊断的样本进行仔细比较，可确定母体细胞

的污染，但不能对欲进行诊断的样本做出染色体情

况的诊断［２２，２８］。

３．１．５　成本效益　与细胞遗传学核型分析不同，

ＱＦＰＣＲ不需要细胞培养，也不需要ＦＩＳＨ 操作时

复杂的处理程序及人力的消耗，因此其费用相对较

低［５，１３，１７，２１，２３，２８］。对我国的国情来说，也是一种可行

的方法。

３．２　缺点

３．２．１　只能用于常见染色体异常　ＱＦＰＣＲ现在

所用的ＳＴＲｓ主要是针对２１、１８、１３、Ｘ、Ｙ等常见染

色体的标记物，因此该方法目前只能用于这五类常

见染色体数目异常的检测［１３］。对于其他目前仍没

有ＳＴＲｓ标记物的染色体，现在还无法检测。

３．２．２　对嵌合体的检出还不是很灵敏　ＱＦＰＣＲ

已被证实为可靠的、有效的用于诊断主要的三体征

的方法，对于非嵌合体样本没有假阳性和假阴性的

结果［１６］。ＣｅｌｉａＤｏｎａｇｈｕｅ等
［２９］通过实验评估了

ＱＦＰＣＲ对嵌合体的检出效力，并对检出结果与核

型分析结果的相关性进行了分析，所得出的结论是

当异常细胞占整个样本至少１５％时，ＱＦＰＣＲ可对

其嵌合状态做出诊断。也就是说，ＱＦＰＣＲ并不能

对所有嵌合状态做出诊断，只有异常细胞达到一定

比例时，才能做出诊断。

４　犙犉犘犆犚在非整倍体产前诊断中的应用

ＱＦＰＣＲ在产前诊断中的应用，仍存在一定的

争议。尽管所有报道都认为 ＱＦＰＣＲ是一种经济

且快速的诊断技术，但对其准确性却持有不同的观

点。一些学者认为，ＱＦＰＣＲ可作为传统细胞遗传

学的一种辅助手段［９，１３，３０］。也有学者认为，如果将

来胎儿细胞能从母体外周血中分离得到，ＱＦＰＣＲ

可作为产前诊断非整倍体的一种不错的选择［１０］，因

为ＱＦＰＣＲ的应用仅需很小的样本量，有报道最少

可用１０个细胞
［３１］。而 Ｍａｎｎ等

［３２］却持有不同的观
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点，他提倡个体化的产前诊断方案，即产前超声异常

或父母染色体异常者，建议核型分析；高龄孕妇或母

体血清学筛查阳性者，可只进行ＱＦＰＣＲ诊断。近

几年，Ｏｇｉｌｖｉｅ和Ｌｅｕｎｇ
［３３，３４］建议用ＱＦＰＣＲ取代传

统的细胞遗传学核型分析，他们认为该项技术的优

点明显大于缺点。

ＱＦＰＣＲ在非整倍体快速产前诊断中的研究主

要在英国等一些欧洲国家［２０，２５，３５，３６］，也有一些在亚

洲人群中的研究［２２，２４，３７］，而在美国的研究报道则很

少［３８］。英国从２００７年开始已将ＱＦＰＣＲ作为非整

倍体诊断的一种独立方法，而不再作为核型分析的

一种辅助手段。且英国ＡＣＣ也于２００７年底发布了

ＱＦＰＣＲ用于非整体产前诊断的实践指南，使其在

此领域的应用更加规范化。关于 ＱＦＰＣＲ在国内

非整倍体产前诊断中应用的报道不是很多［２２，３７］。

由于大部分这方面的研究都以国外人群作为研究对

象，且ＳＴＲ的遗传多态性在不同人群与不同种族之

间的分布具有很大差异性，所以直接将国外研究的

ＳＴＲ应用于国内人群的灵敏度与特异性还有待考

察。中国应用ＱＦＰＣＲ于产前诊断领域，目前主要

应基于国内人群的ＳＴＲ杂合率覆盖的研究，以选取

合适的ＳＴＲ标记用于国内人群的非整倍体诊断。

经历了近２０年的发展，ＱＦＰＣＲ在英国已作为

独立检测手段应用于临床。随着此技术在非整倍体

产前诊断中的逐渐应用，相应的商品化试剂盒也应运

而生。目前用的最 广 泛 的 试 剂 为 ＡＮＥＵＦＡＳＴ

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＱＦＰＣＲＫｉｔ，与ＣｈｒｏｍｏｑｕａｎｔＶｅｒｓｉｏｎ２ｋｉｔ

相比，该试剂盒的数据采集与结果分析都更加容易。

５　犙犉犘犆犚在非整倍体产前诊断中的展望

ＱＦＰＣＲ作为快速产前诊断的一种分子生物学

方法，给现在的产前诊断带来了巨大的发展前景。

但其是否可以取代核型分析，作为一种最具成本效

益的单独测试手段仍存在很大的争议。在将来希望

能将其与母血中游离胎儿核酸的非侵入性检测手段

结合起来，进行胎儿染色体异常的诊断。相信随着

ＱＦＰＣＲ方法的不断发展与成熟，ＱＦＰＣＲ将发挥

越来越大的作用。
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