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ＰＣＲ技术在产前诊断常见非整倍体疾病中的

临床应用

董小欢　贺静　综述　朱宝生　审校

（昆明医学院附属昆华医院，云南省第一人民医院遗传诊断中心，云南 昆明　６５００３２）

【摘要】　非整倍体疾病是类因染色体数量异常引起的综合征，目前尚无有效的治疗方法，产前诊断后终

止妊娠是预防此类疾病患儿出生的可行措施。染色体核型分析是诊断该类疾病的金标准，但细胞培养

耗时较长。近年，ＰＣＲ技术在非整倍体疾病快速诊断应用中发展迅速，具有试剂成本相对较低、检测批

量大和快速的优势。本文分别从定性、半定量、定量不同层次来探讨ＰＣＲ及相关技术常见非整倍体疾

病的产前诊断中的应用。
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资助

　　非整倍体疾病是一类因染色体数量异常引起的

综合征，目前尚无有效的治疗方法。非整倍体疾病

以三体型和单体型常见，９５％以上的三体综合征在

出生前流产［１］。活产儿中最常见的三体综合征包括

２１三体综合征（ＤｏｗｎＳｙｎｄｒｏｍｅ）、１８三体综合征

（Ｅｄｗａｒｄｓ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、１３三 体 综 合 征 （Ｐａｔａｕ

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、Ｋｌｉｎｅｆｉｌｔｅｒ 综 合 征，单 体 综 合 征 以

Ｔｕｒｎｅｒ综合征最为常见。常染色体单体综合征几

乎不能存活到足月分娩。存活的非整倍体疾病患者

表现出不同程度的智力低下、身材矮小、特殊面容、

性发育不良以及其他各种组织器官的畸形等，生活

难以自理，给患者、家庭和社会带来了沉重的负担。

这些疾病目前尚无有效的治疗方法，仅能通过产前

筛查和（或）产前诊断后通过选择性人工流产措施避

免此类患儿的出生。

染色体核型分析是诊断非整倍体疾病的金标

准，它能提供准确、丰富的信息量［２］。然而该技术耗

时长，对人员的操作技术要求高［３］。荧光原位杂交

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技术虽
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无需进行细胞培养，但染色体特异性探针的成本较

高，每批次能检测标本的规模较小，而且劳动力密

集［２］。聚合酶链反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）技术自２０世纪８０年代中期问世以来，凭借快

速、简便、灵敏等优势而被广泛应用，随着分子生物

学技术的发展，近年ＰＣＲ技术在非整倍体疾病快速

诊断应用中发展迅速，比较传统的细胞培养而言，

ＰＣＲ技术具有试剂成本相对较低、检测批量大和快

速的优势。本文分别从定性、半定量、定量不同层

次，探讨ＰＣＲ及相关技术在常见非整倍体疾病的产

前诊断中的应用。

１　定性犘犆犚

１．１　ＳＴＲＰＣＲ 技术　短串联重复序列（Ｓｈｏｒｔ

ＴａｎｄｅｍＲｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）即微卫星位点，广泛存在于

人类基因组，以２～６个碱基为单位串联重复排列。

ＳＴＲ一般遵循孟德尔共显性遗传规律，具有杂合度

高、多态信息量大的特点，因此可作为一种遗传标

记，用于染色体病、单基因病等多种遗传病的产前诊

断。其产生机制是复制滑脱或者ＤＮＡ互补链碱基

错配导致重复单位的插入［４］。１９９１年，Ｅｄｗａｒｄｓ

等［５］建立了ＳＴＲＰＣＲ分型技术。该法选用染色体

上的ＳＴＲ位点进行ＰＣＲ扩增后进行变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳，然后银染显带分型，根据条带的数目及

浓度判断是否为三体综合征。

朱金玲等［６］选择２１号染色体上的４个ＳＴＲ位

点（Ｄ２１Ｓ２０５５、Ｄ２１Ｓ１２４４、Ｄ２１Ｓ１４３５、Ｄ２１Ｓ１８０９）用

该法检出了所有由核型分析确诊的单纯型２１三

体，并可判定额外染色体的亲代来源。王欢等［７］选

择２１号染色体关键区域内部及附近的６个ＳＴＲ位

点 （Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ２１Ｓ１４１２、Ｄ２１Ｓ１４３７、Ｄ２１Ｓ１４１３、

Ｄ２１Ｓ１４４６、Ｄ２１Ｓ１２７０），采用该技术快速产前诊断５

例单纯型２１三体综合征。自２００７年１月到２００９

年１２月，本院常规选用５个ＳＴＲ位点（Ｄ２１Ｓ１１、

Ｄ２１Ｓ１４３７、Ｄ２１Ｓ１４１１、Ｄ１８Ｓ５３５、Ｄ１８Ｓ１００２），对

１９６８名孕妇进行了快速产前诊断，共诊断１９例唐

氏综合征、１０例１８三体综合征，其结果与染色体核

型分析基本一致。

ＳＴＲＰＣＲ技术具有简单、安全、成本低的优

点［８］。ＰＣＲ反应需选用具有高度多态性的ＳＴＲ位

点，当胎儿在某位点上为纯合子时则无法提供诊断

依据。本院诊断的１９６８例标本中出现了１例特殊

样本，在５个常规ＳＴＲ位点上均表现为纯合子，因

此无法明确诊断。应用该方法，同时结合亲代的基

因型可以判断子代额外染色体的来源，还可判断染

色体不分离发生的时间［９］。当三体综合征的实验结

果表现为浓度１：１：１的３条带时，提示减数分裂Ｉ

期同源染色体不分离；表现为浓度１：２的２条带时，

提示减数分裂ＩＩ期姐妹染色单体不分离。

此外，本方法可以鉴别标本中是否存在母血污

染，但对于易位型或嵌合型的染色体三体可能漏诊。

该方法在实验结果的判断上易受主观因素的干扰从

而影响其准确性，因此该方法终会被定量ＰＣＲ所取

代，以降低漏诊率和假阴性。

１．２　 甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＰＣＲ，ＭＳＰ）　ＭＳＰ法的原理是基于ＤＮＡ经亚硫

酸氢钠处理后，所有未甲基化的胞嘧啶发生脱氨基

变为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶无此改变。基于这

种碱基的改变，分别设计２对针对甲基化与非甲基

化等位基因的引物，ＰＣＲ扩增后聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离扩增产物就可以将甲基化与非甲基化等位基

因区分开。

Ｓｅｒｇｉｏ等
［１０］利用Ｘ染色体上ＦＭＲ１基因来进

行Ｘ染色体的倍性分析，并设计了２对引物进行检

测。用亚硫酸氢钠处理ＤＮＡ样品后甲基化的Ｘ染

色体上ＣｐＧ岛的胞嘧啶并未发生改变，这样其中一

对引物的ＰＣＲ产物为１４２ｂｐ的片段；另一对引物

针对处理后未甲基化的ＣｐＧ岛合成８４ｂｐ的产物。

在整个基因组中，ＣｐＧ岛通常位于基因的启动子区

域，在正常情况下，ＣｐＧ岛是以非甲基化形式存在

于基因的启动子内。但有两个例外，其中１个是在

已失活的Ｘ染色体上的基因，如女性的１条Ｘ染色

体。在这种情况下，其启动子区域的ＣｐＧ岛是甲基

化的，而且这种甲基化是与该基因的转录抑制有关。

应用该法，正常女性可见１４２ｂｐ和８４ｂｐ的２个片

段，而特纳综合征的女性仅见８４ｂｐ的片段，同时利

用１５号染色体上ＳＮＲＰＮ基因的ＣｐＧ岛作为内对

照。在研究中，作者对１例特纳综合征的胎儿进行
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了产前诊断，并对２０例已确诊的特纳综合征患者及

４２例正常女性对照进行Ｘ染色体的倍性分析。研

究结果显示该种诊断方法灵敏度高，准确率达

１００％，而且该方法简单易行、快速高效（整个实验可

以在４８小时以内完成）、准确、并无需使用昂贵的设

备。该方法的建立为进行Ｘ染色体的倍性分析提

供了一条简单易行的途径，但是该方法是利用Ｘ染

色体的失活来进行检测的，所以只能用于进行Ｘ染

色体的倍性分析。

１．３　多连接依赖性探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）　ＭＬＰＡ

是一种高通量、针对待测核酸中靶序列进行定量分

析的技术，基本原理包括探针和靶序列ＤＮＡ进行

杂交，之后通过特异化连接，ＰＣＲ扩增连接完好的

探针，产物通过毛细管电泳分离及数据收集，相关软

件对收集的数据进行分析，得出产物峰的峰面积、峰

高度，根据特定基因拷贝数的改变，即可确定染色体

数目的异常。

Ｄａｎ等
［１１］对５１７例自然流产胎儿进行染色体

核型分析，发现其中７例表现为２条染色体三体，对

这７例样本进行 ＭＬＰＡ，准确的诊断了这７例样本

的核型。范新萍等［１２］采用该技术检测３４份标本

１３、１８、２１、Ｘ和 Ｙ染色体拷贝数的变化，其结果除

一份提示母血污染外，其余３３份外周血、脐带血或

羊水标本报告均与染色体核型分析结果一致，临床

符合率９７．１％。

ＭＬＰＡ是一种敏感性高、准确性高、快速经济

的诊断方法，但不能应用于检测被污染的羊水标本，

亦不能用于检测ＳＴＲ位点及染色体的平衡易位。

２　半定量犘犆犚

２．１　 引物原位标记 （ｐｒｉｍｅｄｉｎｓｉｔｕｌａｂｅｌｉｎｇ，

ＰＲＩＮＳ）　ＰＲＩＮＳ是由细胞遗传学、分子生物学以

及免疫学技术相结合形成的一种新技术，该技术将

ＦＩＳＨ与ＰＣＲ结合起来，其基本原理是应用寡核苷

酸引物与变性后的染色体ＤＮＡ特异结合，然后用

非同位素标记的脱氧核苷酸（ｄＵＴＰ）参与延伸反

应，标记了的ｄＵＴＰ将以碱基配对的形式掺入新合

成的ＤＮＡ单链中，最后用相应的荧光抗体与标记

物结合，在荧光显微镜下观察荧光信号。

Ｋｉｒｓｔｅｎ等
［１３］用该技术成功地对２６２例未培养

的羊水标本进行检测，诊断其中的２例１８三体，无

假阳性及假阴性结果。刘杨等［１４］采用该技术对１０

例典型三体型唐氏综合征患者进行基因诊断，结果

均显示３个明显的标记信号。

与ＦＩＳＨ相比，该方法更快速、简便（仅需１～２

小时，前者常需过夜）、价格低廉（费用为ＦＩＳＨ 的

１／１０），可鉴别１３与２１号染色体（ＦＩＳＨ 由于采用

着丝粒探针，１３与２１号染色体存在高度同源性故

常发生交叉反应而影响实验结果），多色ＰＲＩＮＳ反

应中每一个引物与靶序列的退火反应都在各自的最

适温度下进行，从而保证了其特异性［１５］。

２．２　同源基因定量ＰＣＲ（ＨＧＱＰＣＲ）　ＨＧＱＰＣ

法设计一对公用引物，同时扩增一对同源基因，产物

经琼脂糖凝胶电泳分离，经扫描后用软件分析，检

测这两个同源基因的ＰＣＲ扩增产物的相对比值并

统计分析其变异范围，可以检测出非整倍体中增加

的染色体的基因拷贝。

王谦等［１６］针对１７８名正常人和３８名唐氏综合

征患者，用该法同时扩增２１号染色体唐氏综合征致

病关键区域的人肝型磷酸果糖激酶基因（ＰＦＫＬ

ＣＨ２１）和位于１号染色体的人肌型磷酸果糖激酶基

因（ＰＦＫＭＣＨ１），２组研究对象的同源基因比值差

异有统计学意义。

该方法需要使用光密度扫描仪，快捷、较 ＱＦ

ＰＣＲ法费用低廉。除ＰＣＲ循环周期外，ＤＮＡ质量

是影响ＰＣＲ扩增的主要因素。如果ＤＮＡ质量太

差，将仅能扩增出较小的ＰＦＫＬ基因片段，而较大

的ＰＦＫＭ基因片段扩增失败
［１７］。

３　定量犘犆犚

３．１　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）　实时荧光定量 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过程，最后通过标准曲线对未知

模板进行定量分析的方法。而在非整倍体的诊断中

多采用比较阈值法实现定量测定而无需制作标准曲

线，即在同一个反应体系中同时扩增目的基因和管

３２
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家基因，反应结束后分别获得两基因的ＣＴ值，根据

数学方法推导得出目的基因相对于管家基因的量。

高斌等［１８］选择２１号染色体上唐氏综合征特异

区域基因片段（ＤＳＣＲ３）为目的基因，以１２号染色

体上的ＧＡＰＤＨ为参照基因，设计引物以及分别以

不同荧光标记的ＴａｑＭａｎ探针，在同一个反应管中

进行扩增。检测２０例经细胞遗传学分析确诊为三

体型的唐氏综合征患者血标本和３０例正常血标本，

分别获得患者和正常人的ΔＣＴ值，两组数据间有非

常明显的差异，且无交叉重叠。余蓉等［１９］应用该技

术扩增１２号染色体上ＧＡＰＤＨ 基因、２１号染色体

上Ｓ１００Ｂ基因和ＤＳＣＲ１基因，比较得病例组与对

照组ΔＣＴ值有统计学意义，且病例组低于对照组。

Ｊｅｒｏｍｅ等
［２０］同时扩增非多态性目的基因 ＤＳＣＲ１

和内参基因ＣＦＴＲ（囊性纤维化跨膜调节蛋白），然

后计算两基因的比值，在１５４例羊水标本中共检测

出２例２１三体，所有标本的检测结果均与核型分析

一致。Ｔｏｍｏｋｏ等
［２１］同时扩增目的基因钾离子电

压门控通道基因（２１ｑ２２．１２）和内参基因核糖体磷蛋

白基因（１８ｑ２１．１），然后计算２基因的ΔＣＴ值，唐氏

综合征的ΔＣＴ值明显高于正常对照组，且两者间无

重叠。

比较阈值法多选用非多态性的遗传标记（不同

于ＱＦＰＣＲ中常用的ＳＴＲ位点），因此不必寻找基

因上的多态片段，只需要一对探针标记的引物即可；

但与此同时又带来一个缺陷，那无法鉴别标本中的

母血污染。此外，该法简单（设置管家基因作为内参

照，省去了制作标准曲线的复杂过程，满足了对原始

模板的定量需要）、成本低、通量大，但需优化条件使

目的基因和参照基因的扩增效率一致［２２］。该法可

以诊断三体型和易位型患者，但是对平衡易位患者

（因为基因总量不变）、嵌合型患者难以明确诊断，需

要进一步研究、完善。

３．２　定量荧光 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ＰＣＲ，ＱＦＰＣＲ）　ＱＦＰＣＲ 法通过荧光标记的引

物，ＰＣＲ扩增ＤＮＡ样本，经毛细管电泳分离扩增产

物。根据内标（相当于ＤＮＡｍａｒｋｅｒ）的指示，软件

自动计算出检测片段的信息（出峰时间、片段大小、

峰高、峰面积及根据横坐标的出峰位置），并通过点

击每个检测峰而显示。由片段大小可判断出该峰所

指示的是何种引物扩增出的标记物。根据峰个数、

峰高、峰面积值就可判断出该标记物指示的染色体

数目。多选用杂合度、特异性高的ＳＴＲ位点作为遗

传标记。若为杂合子，显示为２个峰，定量之比为

１：１；若为纯合子，显示为１个峰，其定量值为正常对

照的２倍。

江帆等［２３］针对２１号染色体上特异的３个ＳＴＲ

位点（Ｄ２１Ｓ１４３５、Ｄ２１Ｓ１４１１、Ｄ２１Ｓ１１），Ｘ染色体上

的两个ＳＴＲ位点（ＤＸＳ９８１、ＤＸＳ６８０９），Ｘ、Ｙ染色

体上共有的 ＳＴＲ 位点 Ｘ２２及性别特异性位点

ＡＭＸＹ设计引物，引物的５端标记荧光，对２０２份

外周血标本提取基因组 ＤＮＡ 进行七重定量荧光

ＰＣＲ扩增，使用 ＡＢＩ３１０测序仪进行ＰＣＲ结果分

析，根据国际统一判断标准进行结果判断，与染色体

核型诊断结果具有同一性。Ｃｅｌｉａ等
［２４］对２０００年６

月至２００４年３月英国泰姆地区接受遗传服务的

８９８３例标本进行了 ＱＦＰＣＲ，共检测出１８例嵌合

体，含３例１３三体、７例１８三体、７例２１三体、１例

嵌合三体。他们同时还发现联用核型分析和 ＱＦ

ＰＣＲ比单用其中任一方法能检测出更多的嵌合体。

ＱＦＰＣＲ法常选用高度多态性的ＳＴＲ位点作

为遗传标记，当胎儿在某位点上为纯合子时，实验结

果无法提供诊断信息，此时就应增加位点数以满足

诊断需要。Ｌｅｖｅｔｔ等
［２５］开展的一项含有５０００份羊

水标本的前瞻性研究发现，约２％的标本在某一个

染色体上有７～８个位点均表现为纯合子，因此无法

明确诊断。此外，该方法诊断染色体异常疾病的灵

敏度高、特异性强，可以分析出异常染色体的双亲来

源，判断异常染色体是来源于减数分裂１期还是减

数分裂２期
［２６］。羊水中常见的少量母血污染并不

影响ＱＦＰＣＲ，而大量的母血污染可能掩盖胎儿的

基因型。Ｃｅｌｉａ等
［２４］认为当异常细胞株的比例不小

于１５％时，ＱＦＰＣＲ才能检测出嵌合体的存在。

３．３　数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ）　数字ＰＣＲ将ＤＮＡ

样本稀释后分装到芯片的每个孔中，其平均含量少

于一个拷贝。数字ＰＣＲ通过计数从单个模板分子

扩增而来的ＤＮＡ量实现精确定量测定，反应后产

生阳性信号的孔数与原始样本中的ＤＮＡ模板分子

４２
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数相关。

Ｃｈｒｉｓｔｉｎａ等
［２］从正常细胞株和２１三体细胞株

中提取人类基因组ＤＮＡ，随后分别以不同比例混合

２个基因组，针对２１号染色体上的淀粉样蛋白基因

以及１２号染色体上的磷酸甘油醛脱氢酶基因设计

特异性引物和 Ｔａｑｍａｎ探针，适当稀释后的 ＤＮＡ

模板加载于微流控芯片，在荧光成像热循环系统上

进行４０个循环的两步法ＰＣＲ。反应结束后计数阳

性信号的孔数，可得出在正常人中２基因的比值为

１∶１，２１三体病例中２个基因的比值为３∶２。

该法不具有其他分子技术的局限性，比定量

ＰＣＲ的精确度更高，受扩增效率波动的影响较小，

不依赖于等位基因的分布，即使是嵌合体和母血污

染的ＤＮＡ都可以检测到信号
［２］，可用于检测任何

一种非整倍体疾病。

４　小结

综上所述，各种基于ＰＣＲ的定性、半定量、定量

技术广泛应用于常见非整倍体疾病的快速诊断，每

种方法都各有利弊。目前，国内的文献中涉及的诊

断方法多采用ＳＴＲＰＣＲ法、ＱＦＰＣＲ等，国外开始

有应用数字ＰＣＲ的文献报道，但仍以 ＱＦＰＣＲ的

应用更为普遍。数字ＰＣＲ能够提供更多的诊断信

息，结果的可靠性将会更高，成本也更高一些，值得

进一步的应用研究。
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·会议通知·

“全国早孕期产前筛查与出生缺陷预防研讨会”

会议及征文通知

各位医师：

我们诚挚的邀请您参加２０１０年１１月１９日～

１１月２３日在云南昆明召开的“全国早孕期产前筛

查与出生缺陷预防研讨会”，该研讨会由卫生部全国

产前诊断技术专家组办公室、云南省医学会主办，云

南省第一人民医院承办。大会主席由郎景和教授、

夏家辉教授担任，执行主席由边旭明教授、王天朝教

授担任。

全世界每年大约有５００万出生缺陷婴儿诞生，

出生缺陷干预措施需要多学科密切合作，以早期检

出胎儿出生缺陷和减少母亲妊娠并发症为目标，母

胎医学的蓬勃发展，临床、影像、实验室技术的发展

使出生缺陷干预重心提前到孕前及早孕期。为促进

中国及其他发展中国家产前诊断技术和出生缺陷预

防事业的发展，大会组委会邀请国内外知名专家及

产前诊断、出生缺陷预防工作者聚焦早孕期产前筛

查与产前诊断研究新进展，探讨出生缺陷预防干预

的关键问题。

会议主要议题：

１、早孕期产前筛查技术（早孕期一站式产前筛

查、早孕期双胎产前诊断的相关问题、早孕期心脏超

声筛查技术、早孕期绒毛穿刺取样术及绒毛细胞培

养等）；２、出生缺陷预防干预（全国出生缺陷监测概

况与疾病负担评估、遗传性耳聋的筛查和基因诊断、

遗传性综合征的诊断和鉴别诊断等）３、早产的临床

风险因素研究等。

欢迎与会学者向会议提交上述议题相关的论文

摘要，交流研究成果。除特邀报告外，大会组委会将

从稿件中遴选优秀论文做大会发言，论文摘要做墙

报交流，并将收录在会议论文集中。

会议信息及论文摘要要求详见会议官方网站：

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｒｅｎａｔｄｉａｇｎ．ｃｏｍ

会议组委会联系方式：

联系人：章锦曼、贺静

电话：０８７１－３６３８２４８　

传真：０８７１－３６３８３８３

Ｅｍａｉｌ：ｙｎｙｉｃｈｕａｎｚｘ＠１６３．ｃｏｍ
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