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新分子学技术在产前诊断非整倍性染色体

疾病中的应用

ＳＯＧＣ

【摘要】　目的　综述分子学技术在快速产前诊断胎儿非整倍性染色体疾病中的应用进展，及尚处于研

发阶段的新性技术。局限性　本文仅初步探讨了快速非整倍性染色体疾病诊断的方案。证据来源　

ＭＥＤＬＩＮＥ数据库１９９２年至今的相关文献，本文提供其摘要信息。证据价值　本报道所涉及技术进展

由加拿大妇产科学会基因委员会提供，由加拿大妇产科学会执行委员会批准。收益、风险及成本　本进

展提供了分子学技术快速诊断非整倍性染色体疾病的方法，以及支持上述技术在胎儿产前诊断临床应

用的证据。此类方法在诊断胎儿非整倍性染色体疾病方面具有可靠、低成本的特点，但在诊断整倍体性

的染色体畸变等疾病方面，部分疾病虽然临床特征很显著，这些分子学技术仍显示出不足之处。
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１　简要说明

目前可利用的非整倍性染色体疾病快速诊断

（ＲＡＤ）方法包括荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）及定量荧光

聚合酶链反应（ＱＦＰＣＲ）。多样性连接依赖的探针

扩增技术（ＭＬＰＡ）是仍处于研究阶段的新技术。

已知ＦＩＳＨ和ＱＦＰＣＲ技术（目前已有的证据

也显示 ＭＬＰＡ技术），在细胞遗传学全核型分析方

面拥有相似的敏感性和特异性（目前是检测１３、１８、

２１及性染色体的“金标准”）。ＭＬＰＡ和ＱＦＰＣＲ技

术的优势在于显著地降低了检测时间，且自动化检

测批量样本使得单位样本的检测费用大大降低。

ＦＩＳＨ技术难以做到自动化，仍比ＰＣＲ技术检测费

用高。

目前非整倍性染色体疾病快速诊断（ＲＡＤ）方

法的主要缺陷是无法检测目标染色体除了非整数倍

性染色体疾病以外的染色体畸变。其中一些疾病在

临床上可预测有一定的发病率。

未来，ＲＡＤ技术可能适合胎儿非整倍体畸形风

险增加而需侵入性诊断明确的孕妇，但不适合有其

他风险如Ｂ超提示的胎儿结构异常或有染色体重

排（如平衡易位）的个人或家族史者。此类孕妇仍需

进行细胞遗传学全核型分析。

在产前诊断中引入这项新技术时应该综合分析

它所带来的风险、收益和成本。ＲＡＤ技术可能在未

来在羊水穿刺诊断非整数倍染色体病方面，作为全

染色体核型分析的替代技术。然而，争论的焦点在

于侵入性诊断方法将增加妊娠的风险，使得“完整”

的检测更能获得接受。因此，产前分子生物学技术

需要有更多低成本的染色体疾病的诊断。

本文仅综述该领域当前的临床和科学研究进

展。文中所涉及内容不应作为授课内容或成为指导

临床治疗和操作的依据。各地学术机构可以对本文

内容和观点做修正。若根据当地水平和情况作相应

修正的，需做好备案或记录。若未获得ＳＯＧＣ组织

书面许可，禁止以任何形式复制本文内容。

２　引言

加拿大预防及健康中心推荐产前筛查染色体疾
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病，特别是对唐氏综合征的筛查，并允许孕妇自己做

出是否继续妊娠的选择［１］。通过羊水穿刺或绒毛膜

活检技术进行的检查有０．５％的流产风险，且上述

技术受到有限公共医疗资源的限制而不能推广。因

此，新的指南建议通过非侵入性方法筛选唐氏综合

征高风险的孕妇作为侵入性检查的对象［２］。除了诊

断唐氏综合征、１３和１８三体，在某些情况下仍需用

到侵入性检查。例如Ｂ超发现胎儿结构异常，或父

母一方有染色体重排可能造成胎儿染色体异常时，

其他类型的染色体异常（缺失或重叠）风险增加，仍

需用到侵入性检查。

Ｇ显带全核型分析是目前对高风险胎儿染色体

病标准的侵入性检查方法，检出率大于１／３００，这和

该技术导致的流产率接近。核型分析在诊断常染色

体１３、１８、２１三倍体和性染色体一些非倍数性畸变

时有１００％的敏感性和特异性，这些畸形占胎儿染

色体结构异常的大部分且与孕妇年龄偏大有关［３］。

此外，核型分析在检测其他染色体畸形时也有作用，

包括数目上（如三体和特定结构异常染色体）和结构

上（缺失、易位、倒置或插入），其分辨能力在１０００

万个碱基对左右。这种染色体畸变常与母亲年龄无

明显关系且与生化筛查结果无关，常为偶然发现或

超声提示胎儿结构异常时检出［４，５］。

核型分析也有很多应用上的局限［６］。由于检测

需要细胞培养和收获，同时需要大量实验分析处理，

故全核型分析需要７～１４天时间。各个实验室的核

型分析费用不一，平均一次全核型分析大约需要

５００加元，包括材料和技术人员时间（Ｊ．Ｃｈｅｒｎｏｓ，

ｐｅｒｓｏｎａｌｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，Ｊｕｎｅ２００６）。为研制有力

的分子基因检测技术目前已投入大量努力，这种技

术分析前无需细胞培养并可以实现自动化，因此可

以提供更加快捷的检测结果同时降低医疗费用，节

约医疗资源。这种新方法的主要缺陷是无法检测目

标染色体除了非整数倍性染色体疾病以外的染色体

畸变，而其中一些疾病在临床上有显著的发病率。

３　非整倍性染色体疾病快速诊断方法

目前临床应用的有效的ＲＡＤ检测技术主要有

２种：ＦＩＳＨ和ＱＦＰＣＲ，需要指出的是它们作为核

型分析的补充，而不是替代。ＭＬＰＡ是一项针对其

他适应证的新技术，目前仍处于研究阶段，将来可能

用于产前诊断。

３．１　荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）

３．１．１　技术　ＦＩＳＨ应用一个荧光标记的探针，以

发现一段特定的ＤＮＡ序列，这个探针可与其选择

性配对［７］。产前诊断时，ＦＩＳＨ 用于非培养的，分裂

间期的细胞。为了达到快速诊断的目的，探针特异

性的检测１３、１８、２１、Ｘ和Ｙ染色体。样本用显微镜

观察，每个细胞内的荧光信号代表该细胞内目标染

色体的拷贝数。操作指南要求计数１００个细胞，以

排除超过１０％～１５％的染色体镶嵌，该水平近似于

全核型分析。

３．１．２　临床应用　在英国和欧洲，对分裂间期的细

胞进行 ＦＩＳＨ 检测非常广泛，常结合全核型分

析［８，９］。在加拿大大多数研究中心，ＦＩＳＨ作为染色

体异常高风险和高龄妊娠附加检查，以便为决定终止

妊娠的夫妇提供更快速的诊断。ＦＩＳＨ也可用于诊断

与胎儿结构畸形相关的几种常见染色体微缺失（２２

号染色体长臂１１位点基因缺失综合征，与某些心脏

畸形有关）或者夫妇已生育一染色体微缺失的后代。

３．１．３　优点和局限　在英国一项医疗技术评估中，

ＦＩＳＨ对目标染色体非整倍性缺失敏感性和特异性

均为１００％
［１０］。另一个优点是可以诊断三体性。

ＦＩＳＨ主要的局限和限制其费用降低的因素是

ＦＩＳＨ需人工操作
［１０，１１］。ＦＩＳＨ 分析需要大量的时

间及熟练的技术。母体细胞富集（少见）可干扰检测

诊断。此外ＦＩＳＨ和全核型分析使得费用加倍，可

达１０００美元（Ｊ．Ｃｈｅｒｎｏｓ，ｐｅｒｓｏｎａｌｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，

Ｊｕｎｅ２００６）。

３．２　荧光定量聚合酶链反应

３．２．１　技术　聚合酶链反应（ＰＣＲ）是一项公认的

分子遗传学技术，它通过特异性引物结合来选择性

地扩增相应的染色体ＤＮＡ片段。荧光定量聚合酶

链反应（ＱＦＰＣＲ）是一项可以测量ＤＮＡ序列拷贝

数的新技术［１１１３］。通过ＱＦＰＣＲ技术，科学家可以

对未培养的羊水细胞或绒毛中提取的ＤＮＡ中感兴

趣的染色体上（１３，１８，２１，Ｘ和 Ｙ）特异的ＤＮＡ多

态性标记物进行扩增。荧光标记引物结合到每个靶
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序列，使ＤＮＡ聚合酶链复制，合成双链ＤＮＡ。扩

增后，毛细管电泳分离产物。计算机辅助测量荧光

信号强度可以测量每个靶序列即每个染色体的拷贝

数。

３．２．２　临床应用　在一些欧洲国家，例如英国，

ＱＦＰＣＲ普遍被用于检测常染色体和性染色体的非

整倍体异常［１４１７］。目前，这一技术在加拿大并没有

被普遍用于产前诊断。

３．２．３　优势和局限性　根据英国健康技术评估，

ＱＦＰＣＲ技术在检测非整倍体异常上与原位杂交

技术（ＦＩＳＨ）以及核型分析一样是可靠、精确的，并

且其灵敏度和特异度分别达到９５．６５％和 ９９．

９７％
［１０］。此外，这一技术还可以准确地检测出三倍

体。ＱＦＰＣＲ技术可以在全核型水平上检测到嵌合

体［１８］。由于母源细胞污染而掩盖胎儿染色体核型

异常的问题被减少到最低，并在少数研究中这一结

果是模棱两可的，通过比较母亲的血液样本可以用

来作出裁决［１１］。这一技术相比ＦＩＳＨ 的主要优点

是易于自动化操作和样本的定量，从而降低成本至

每样本约２０美元
［１０］。然而，大部分诊断实验室使

用商业套件来操作ＱＦＰＣＲ的，这可能使成本超出

这一数额。

３．３　多重连接探针扩增

３．３．１　技术　多重链接探针扩增（ＭＬＰＡ）是一项

基于ＰＣＲ的新技术，它可以分辨出ＤＮＡ特异性序

列之间的拷贝数的差别［１９］。当 ＭＬＰＡ探针与邻近

靶序列完全杂交，由两部分组成的独特的探针就可

以通过ＤＮＡ聚合酶连接在一起，用１对通用引物

扩增连接好的探针，就可以使所有的靶位点被扩增。

通过毛细管电泳后按大小分离产物，每个扩增峰代

表特异性探针的扩增产物。通过一系列标准化计

算，根据扩增峰的改变就可以测量靶序列甚至每条

染色体的拷贝数。

３．３．２　临床应用　ＭＬＰＡ是一项新兴的技术，并

且许多独立的研究团队已将该技术用于非整倍体检

测的产前诊断应用［２０２３］。然而，这一新技术并未被

那些使用ＦＩＳＨ或ＱＦＰＣＲ的研究中心作为常规的

检测方法。ＭＬＰＡ技术还有其他方面的应用，包括

结合ＦＩＳＨ技术进行微缺失综合征的产前诊断。目

前，更多研究专注于一些 ＭＬＰＡ试剂盒的研发，以

此来进行一些其他方法不能检测的疾病的产前诊断

（例如ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ和 Ａｎｇｅｌｍａｎ）。

３．３．３　优点和限制　ＭＬＰＡ技术已被证明是一种

快速、简便、可靠的检测方法，并且其成本与 ＱＦ

ＰＣＲ检测法相差无几
［２１］。目前已报道的非嵌合体

性非整倍体异常检测的灵敏度为１００％，特异度为

９９．８％，但这仅是对５２７例羊水穿刺样本进行检测

所得的数据，数据相对较少。ＭＬＰＡ有许多潜在的

优势，包括低成本以及一个样本可以同时扩增多个

位点进行检测（最多可达到４０个）。当然这一技术

也有许多不足之处而难以进一步发展，包括无法检

测所有的三体综合征；无法确定对嵌合体异常的检

测灵敏度；以及该检测方法比较费时。ＭＬＰＡ目前

仍处于研究阶段，尚无法广泛应用于产前诊断。

４　讨论

我们已经分析了ＲＡＤ检测方法的优点及其局

限性。显然，分子遗传学作为一个辅助手段，在染色

体疾病的产前诊断方面有积极的推动作用，而不是

替代细胞遗传学。ＦＩＳＨ和ＱＦＰＣＲ技术是众所周

知的，而 ＭＬＰＡ检测法的在胎儿非整倍体检测方面

（１３、１８、２１及性染色体异常）的灵敏度及特异度同

全核型分析无差。而 ＱＦＰＣＲ和 ＭＬＰＡ检测法相

比全核型分析更有优势，表现在大大缩短了检测运

转周期、检测自动化、样本定量后降低了每个样本的

检测成本。而ＦＩＳＨ 检测法不能做到自动化检测，

并且成本高于基于ＰＣＲ的其他检测方法。

在加拿大大多数的研究中心，会对一些高风险

妊娠孕妇进行ＲＡＤ检测（主要是ＦＩＳＨ），因为这可

以更快地提供结果给她们以决定是否终止妊娠。

ＲＡＤ检测资格是基于地区确定的标准来评定的，这

需要考虑到额外的成本、阳性结果的可能性、以及对

临床管理的影响。例如在一些研究中心，对怀有非

整倍体胎儿风险达到１／２０甚至更高的妇女或者妊

娠晚期孕妇可进行ＦＩＳＨ 检测。在这种情况下，认

为ＲＡＤ进是一项辅助检测，仍推荐采取全细胞遗

传学核型分析检测。

ＦＩＳＨ或者ＱＦＰＣＲ检测方法是否是这些情况
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下惟一的选择是有争议的［５，１３，１７，２４２７］。支持者认为

使用 ＱＦＰＣＲ进行快速非整倍体检测是一种高性

价比的方法，这可以对筛查阳性的孕妇检测出绝大

多数有临床意义的染色体异常。这一方法不仅快

速，并可以准确地进行染色体技术，接近１００％地检

测出１３、１８、２１三体及单倍体Ｘ等染色体异常，而

无需进行全核型分析。反对者坚决主张任何对于染

色体异常检测的漏检都是不可接受的。他们认为抚

养残疾孩子对于其父母的无形付出比起快速非整倍

体检测为他们省去的费用沉重得多。需要强调的

是，对于所有超声检测出异常的病例（包括胎儿颈项

透明测量大于３．５ｍｍ以及胎儿异常）或者有疾病

遗传史的孕妇，全核型分析作为备用培养检测方式

是必要的。

另一个支持 ＲＡＤ检测的理由是这可以避免

使用侵入性方法对罕见的染色体异常进行不必要

的检测鉴定（１３、１８、２１三体异常）。染色体异常预

测结果通常是没有或者不确定，这在遗传咨询上

临床意义的表述是有困难的，这有可能会引起孕

妇夫妇的焦虑，可能会导致想继续妊娠的孕妇选

择终止妊娠。然而事实上，其他染色体异常的预

测（或有可能）有临床意义，Ｏｇｉｌｅｖｅ等
［２４］指出对于

一般人群而言，非整倍体染色体异常的检测率在

产前和产后是相似的。孕妇通常因为怀有非整倍

体胎儿风险较高而要承受侵入性检测，但其实她

们生育非整倍体染色体异常胎儿的风险并不比未

选中的妊娠妇女高［４］。

在产前诊断方面，如同其他医疗领域，进展的衡

量标准是随着时间的推移是否可以为患者提供更多

的信息和选择（例如，更多的筛查方法选择和更好的

诊断性检测）。然而在某些情况下，仅做ＲＡＤ检测

来替代核型分析意味着给孕妇提供更少的信息，而

不是更多。分子生物学技术很可能成为解决这一问

题的关键，从而可以向患者提供更多的信息。

ＭＬＰＡ和微阵列分析（Ｒｉｃｋｍａｎ等
［３，２８］的综述）这些

最佳的技术可以同时检测更多的疾病，同时，生物技

术行业的竞争也大大降低了检测的成本。可以想象

在不远的将来，接受羊水穿刺的妇女可以通过这一

项检查来选择检测全部或者部分染色体非整倍体异

常，而所需的费用比目前的核型分析要低。

词汇表

非整倍体：染色体数目不是２３的整倍数，通常是指

在配子产生过程中由于减数分裂时未发生分离错误

引起的。

常染色体：除了性染色体外的其他染色体。

染色体：包含一条ＤＮＡ单链的线性结构，人体通常

含有４６条染色体，分成２３对。

犇犖犃杂交：标记的ＤＮＡ探针与互补的靶序列结合。

染色体组型：一个人的染色体组成，即个体的染色体

显微照片，系统地排列成２３对。

单体型：１条染色体缺失。

嵌合型：个体或组织中存在２个或更多不同基因型

的细胞系。

染色体数量畸变：染色体数量不是４６。

染色体结构畸变：染色体数量为４６，但存在部分染

色体缺失（删除）、增加（插入）或重排（易位或倒置）。

三倍体：１条染色体数量为６９（每条染色体存在３份

拷贝）。

三体型：存在１条额外的染色体。
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