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“采用双末端大规模平行测序对孕妇尿液中的

胎儿ＤＮＡ的高分辨率分析”点评

郑枫芸

（复旦大学生物医学研究院，上海　２０００３２）

１　论文题目及原文摘要

１．１　论文题目

ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＳｉｚｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＦｅｔａｌＤＮＡ

ｉｎｔｈｅＵｒｉｎｅｏｆＰｒｅｇｎａｎｔＷｏｍｅｎｂｙＰａｉｒｅｄＥｎｄ

ＭａｓｓｉｖｅｌｙＰａｒａｌｌｅｌＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

１．２　摘要

犅犪犮犽犵狉狅狌狀犱　ＦｅｔａｌＤＮＡｉｎｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ，ｉｆ

ｐｒｅｓｅｎｔ，ｗｏｕｌｄｂｅａｖａｌｕａｂｌｅｓｏｕｒｃｅｏｆｆｅｔａｌｇｅｎｅｔｉｃ

ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｒ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｒｅｎａｔａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ．

Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｆｅｔａｌＤＮＡｉｎｍａｔｅｒｎａｌ

ｕｒｉｎｅｈａｓｒｅｍａｉｎｅｄｃｏｎｔｒｏｖｅｒｓｉａｌ．Ｔｈｅｉｓｓｕｅｉｓｄｕｅ

ｔｏｔｈｅｌａｃｋｏｆａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｒｏｂｕｓｔｌｙ

ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｈｉｇｈｌｙｄｅｇｒａｄｅｄｆｅｔａｌＤＮＡｉｎ

ｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ．

犕犲狋犺狅犱狅犾狅犵狔　Ｗｅｈａｖｅｕｓｅｄｍａｓｓｉｖｅｌｙｐａｒａｌｌｅｌ

ｐａｉｒｅｄｅｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ．Ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚｅｄｕｒｉｎｅ

ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｓｅｖｅｎｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｔｈｉｒｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ． Ｗｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｆｅｔａｌＤＮＡｂｙｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｄｒｅａｄｓ

ｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｅｄｆｅｔａｌｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｅｌｅｓｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ．Ｔｈｅｓｉｚｅｓｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ｕｒｉｎａｒｙＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｅｄｕｃｅｄｆｒｏｍｔｈｅ

ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆｔｈｅ ｐａｉｒｅｄ ｒｅａｄｓ． Ｗｅ

ｍｅａｓｕｒｅｄｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎａｌｆｅｔａｌＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓ

ｗｅｌｌａｓｔｈｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｆｅｔａｌａｎｄｍａｔｅｒｎａｌ

ＤＮＡｉｎｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ．

犘狉犻狀犮犻狆犪犾犉犻狀犱犻狀犵狊　ＣｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ ｆｉｖｅ ｏｆｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ｕｒｉｎｅ

ｓａｍｐｌｅｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｆｅｔａｌ ＤＮＡ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ １．９２％ ｔｏ４．７３％．

ＦｅｔａｌＤＮＡｂｅｃａｍｅｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｉｎｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ

ａｆｔｅｒｄｅｌｉｖｅｒｙ．ＴｈｅｔｏｔａｌｕｒｉｎａｒｙｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗｅｒｅｌｅｓｓｉｎｔａｃｔｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｐｌａｓｍａＤＮＡ．ＵｒｉｎａｒｙｆｅｔａｌＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅ

ｖｅｒｙｓｈｏｒｔ，ａｎｄｔｈｅｍｏｓｔｄｏｍｉｎａｎｔｆｅｔａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｗｅｒｅｂｅｔｗｅｅｎ２９ｂｐａｎｄ４５ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈ．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊　Ｗｉｔｈｔｈｅｕｓｅｏｆｍａｓｓｉｖｅｌｙｐａｒａｌｌｅｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｗｅ ｈａｖｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ

ｔｒａｎｓｒｅｎａｌｆｅｔａｌＤＮＡｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌｕｒｉｎｅ，ａｎｄｈａｖｅ

ｓｈｏｗｎｔｈａｔｕｒｉｎａｒｙｆｅｔａｌＤＮＡｗａｓｈｅａｖｉｌｙｄｅｇｒａｄｅｄ．

２　论文核心内容及点评

传统产前分子遗传诊断主要采用侵入性取样方

法，如绒毛膜取样、羊膜腔穿刺等，可能造成自然流

产、胎儿损伤、羊水持续渗漏感染及栓塞等严重后

果，非侵入性产前诊断是临床运用的新方向。

香港中文大学的卢煜明教授是非侵入性产前诊

断技术的首创者。早在１９９７年，他率先发现孕妇外

周血中存在游离的胎儿ＤＮＡ，２０１０年开发出一种

新的非侵入性检测技术，即通过母亲的血液样本获

得胎儿的全基因组图谱。他们采用双末端大规模平

行 测 序 技 术 （ｐａｉｒｅｄｅｎｄ ｍａｓｓｉｖｅｌｙ ｐａｒａｌｌｅｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）对血浆ＤＮＡ分子进行测序，通过比对

寻找匹配的胎儿ＤＮＡ序列。

大规 模 平 行 测 序 技 术 （ｍａｓｓｉｖｅｌｙｐａｒａｌｌｅｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＭＰＳ）是基于Ｓａｎｇｅｒ测序的高通量基

因测序新技术，是目前三大主要的二代测序技术之

一。构建末端配对测序（ｐａｉｒｅｄｅｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）的

７４
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ＤＮＡ文库，为基因组进一步拼接提供定位信息。此

技术因高准确性、高灵敏度及运行成本相对较低等

优势，被越来越多地应用于基因组学研究中。

今年，卢煜明教授的研究团队又运用 ＭＰＳ在

另一种临床上重要的体液—孕妇尿液中检测游离的

胎儿ＤＮＡ。本研究结果发表在２０１２年１０月的

《ＳｃｉｅｎｃｅＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ》上，第一作者是

ＮａｎｃｙＢｏＹｉｎＴｓｕｉ。

孕妇的尿液中如果存在胎儿ＤＮＡ，那么将成为

非常宝贵的无创产前诊断资源。然而，胎儿 ＤＮＡ

是否存在孕妇尿液中一直存在争议。问题或许在于

目前缺乏恰当的技术手段检测存在于母亲尿液中，

可能大部分已降解的胎儿ＤＮＡ。

尿液中的游离ＤＮＡ主要有２个来源：尿道细胞

降解的ＤＮＡ和血浆透过肾脏滤过屏障排泄到尿液中

的ＤＮＡ。血浆中的胎儿ＤＮＡ在母体分娩后被迅速

清除，半衰期为１６分钟，一种可能的机制是血浆中的

胎儿ＤＮＡ穿越肾脏屏障排泄到母亲的尿液中。作者

基于此假设，采用 ＭＰＳ来精确测量母体尿液中胎儿

ＤＮＡ分子的片段大小、浓度的高分辨率谱。

他们分别收集了孕妇在分娩前用导尿管收集的

尿液和自然排泄的尿液，并以１例男性和１例非孕

女性的尿液为对照，通过实时荧光定量ＰＣＲ检测

犔犲狆狋犻狀基因ＤＮＡ片段（犔犈犘）的浓度，发现自然排

泄的尿液中游离胎儿ＤＮＡ的浓度显著高于导尿管

收集的尿液（图１）。

图１　导尿管收集的尿液和自然排泄的尿液中犔犈犘基因

ＤＮＡ片段的浓度比较

　　接着，作者通过特异的单核苷酸多态（ＳＮＰ）等

位基因序列来识别胎儿的ＤＮＡ。主要原理是根据

母亲为纯合子（ＡＡ）基因型而胎儿为杂合子（ＡＢ）的

ＳＮＰ进行确定。计算胎儿特异的等位基因（Ｂ等位

基因）和与母体共享等位基因（Ａ等位基因）的数目，

通过公式获得胎儿ＤＮＡ占孕妇尿液的百分数。７

个尿样中共检测到５个样本中含胎儿游离ＤＮＡ，浓

度范围在１．９２％～４．７３％，分娩后的产妇尿中检测

不到胎儿游离ＤＮＡ。

研究者还测量了胎儿和母体ＤＮＡ在尿液中的

大小分布。他们将匹配序列与人基因组参考序列

（ｈｇ１８）进行位置比对，推导每例尿液中的ＤＮＡ片

段大小。尿液中胎儿游离ＤＮＡ分子的总体完整性

低于血浆中的游离ＤＮＡ（图２），这些ＤＮＡ片段一

般很短，大部分长度在２９～４５ｂｐ之间。

图２　孕妇血浆与尿液ＤＮＡ片段分布比较

　　注：Ａ：６９１８号孕妇血浆；Ｂ：６９１８号孕妇尿液。红色曲线为胎儿

ＤＮＡ，蓝色曲线为母体ＤＮＡ，灰色曲线为线粒体ＤＮＡ

　　虽然与血浆相比，孕妇尿液中胎儿ＤＮＡ片段

更短，浓度和检出率（７１％）偏低，并且此研究局限于

妊娠晚期，但这种摸索性的大胆尝试，为产前诊断的

方法学研究领域开拓了新思路。如果今后能扩大样

本量，进行规模性、系统性的研究，则将能为临床提

供有意义的数据。相信在未来几年，随着先进的技

术手段的运用，检测胎儿ＤＮＡ进行非侵入性产前

诊断将在临床上有更广泛的应用。
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产前诊断中的染色体芯片与核型分析：孰优孰劣

刘邓浩　摘编

　　２０１２年１２月６日出版的第３６７卷《新英格兰

医学杂志》的封面论文主题为基因芯片，本文为其中

一篇，标 题 为 “Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｖｅｒｓｕｓ

ＫａｒｙｏｔｙｐｉｎｇｆｏｒＰｒｅｎａｔａｌＤｉａｇｎｏｓｉｓ”。哥伦比亚大

学医学中心为主的研究人员历时四年进行了一项临

床试验，评估了基因芯片在产前诊断中的应用前景，

并与传统染色体核型分析进行了比较。

染色体微阵列基因芯片检测在北美已经作为评

价儿童发育迟缓和结构畸形的一个主要诊断工具。

而在产前诊断领域，对胎儿染色体进行可视化的核

型分析是目前的标准方法。在美国国家儿童健康与

人类发展研究院主导下，项目研究目的是评估基因

芯片在产前诊断中的准确性、有效性以及可能的新

增功能。研究的检测样本来源于２９个产前诊断中

心的４４０６名孕妇，每份标本被一分为二，其中传统

核型分析由一家中心实验室完成，基因芯片分析由

四家实验室之一承担。这些孕妇的高危因素包括高

龄产妇（４６．６％）、唐氏综合征血清学筛查异常

（１８．８％）、超声结构异常（２５．２％）及其他（９．４％）。

研究结果表明，９８．８％的样本可用于芯片检测，

８７．９％的样本无需组织培养即可直接检测。基因芯

片技术可以识别出传统核型分析所能检测的所有非

整倍体和不平衡重排，但对识别平衡易位和胎儿三

倍体却无能为力。

研究人员同时指出，有时核型分析并未检测到，

但超声检查发现胎儿生长或结构异常的这类病例

中，有６％都可以通过芯片检测发现染色体的缺失

或重复。对于高龄产妇或产前筛查呈阳性的病例来

说，在核型分析为正常时，有１．７％却可以经由芯片

检测到异常，从而提供更多的细胞遗传学信息。因

此，在未来，基因芯片有望取代核型分析成为评价胎

儿染色体异常的候选标准方法。

基因芯片技术更有利于揭秘死产的原因

刘邓浩　摘编

　　 本文标题为 “Ｋａｒｙｏｔｙｐｅｖｅｒｓｕｓ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

Ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ａｆｔｅｒ

Ｓｔｉｌｌｂｉｒｔｈ”，与前一篇论文一起发表于２０１２年１２月

第３６７卷的《新英格兰医学杂志》上。来自于得克萨

斯大学医学分校的研究者使用基因芯片微阵列技术

对死产婴儿的染色体进行分析研究，研究表明这种

微阵列技术相比过去的核型分析技术更为有效。

在美国１６０例孕妇生育过程中就会有一例发生

死产，６％～１３％的死产与染色体异常有关，事实的

情况可能更高。该项研究借助于涵盖５个地区人群

的５９家医院的死产联合研究网络，采用标准化的尸

检和核型分析流程，进行了长达两年半的研究分析。

通过对比５３２例死产婴儿的核型分析结果以及基因

芯片分析结果表明：在所有病例中，基因芯片技术比

核型分析提高染色体异常诊断率４１．９％（其中宫内

死胎病例提高３４．５％；产后死婴病例提高５３．８％），

可见对于合并先天异常的死产遗传病因分析时，芯

片技术更具价值。另外使用基因芯片技术还可以检

测出婴儿机体染色体微小缺失或者遗传信息的额外

碎片，这些都是核型分析所不能检测出来的。而且

９４




