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　　遗传性疾病（简称遗传病）是指以遗传因素作为

惟一或主要致病因素的一大类疾病，遗传因素以细

胞水平的染色体数目或结构畸变和分子水平的基因

改变为主。据统计，活产新生儿中患不同种类遗传

病者占４％～５％，其中单基因病占１％，多基因病占

２％～３％，染色体病占０．５％。约１％新生儿患严重

畸形，０．５％有代谢异常
［１］。随着临床遗传学的发

展，分子遗传学等新技术的应用，使很多并不常见的

遗传病得以诊断、治疗、预防并进行有效的产前

诊断。

遗传病通常分为３种类型：①染色体病（ｃｈｒｏ

ｍｏｓｏｍａｌｄｉｓｏｒｄｅｒ），指由染色体数目异常或结构畸

变所引起的一类疾病。分为常染色体病与性染色体

病。染色体数目异常多数由于同源染色体或姐妹染

色体不分离所致，临床上常见整倍体畸变、非整倍体

畸变（单体综合征、三体综合征等）和嵌合体等表现

形式。结构畸变则由染色体断裂丢失或错误重接所

致，如缺失、倒位、重复、易位等结构异常。目前已报

道的染色体病超过３００种，分布在２２条常染色体和

２条性染色体上。染色体病患者智力显著低下，缺

乏劳动和生活自理能力，会给家庭和社会带来沉重

的负担。所以深入研究其发生的原因和采取预防措

施是亟待解决的课题。②单基因遗传病（ｓｉｎｇｌｅ

ｇｅｎｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ； ｍｏｎｏｇｅｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ； ｍｏｎｏｇｅｎｉｃ

ｄｉｓｏｒｄｅｒ），指单个基因突变所引起的一类疾病。致

病基因存在于核基因中，亦存在于线粒体基因中；前

者发病方式遵循孟德尔遗传规律，而后者不符合孟

德尔遗传规律，属于母系遗传或细胞质遗传范畴。

该类疾病的群体患病率约为１／１００００，病种约有

６０００多种。③多基因遗传病（ｐｏｌｙｇｅｎｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒ；

ｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｉａｌｄｉｓｅａｓｅ），指由多个易感基因突变在

环境因素（如物理、化学或生物因素）影响下所导致

的疾病。常见的多基因病有糖尿病、高血压和唇腭

裂等，群体患病率在０．１％～１．０％之间。

遗传病的产前诊断主要通过获取胎儿细胞进行

出生前的遗传病诊断。目前临床上用于胎儿细胞采

集的方法有羊膜腔穿刺术（ａｍｎｉｏｃｅｎｔｅｓｉｓ），绒毛活

检术（ｃｈｏｒｉｏｎｉｃｖｉｌｌｉｓａｍｐｌｉｎｇ，ＣＶＳ），经皮脐血穿

刺术（ｃｏｒｄｏｃｅｎｔｅｓｉｓ）等。

１　产前诊断标本获取

１．１　羊膜腔穿刺术获取胎儿样本　羊水细胞是产

前诊断中最常用的标本之一，其主要来源于胎儿皮

肤、消化道、呼吸道等脱落上皮细胞。根据其形态学

和生物学生长特性，可分为羊水特异性细胞、上皮样

细胞和成纤维细胞［２］。羊水标本取材风险相对较

小，多大型多中心研究已经证实了羊水穿刺的安全

性及其细胞遗传学诊断的准确性（超过９９％）
［３］。一

般在妊娠１８～２３周时，于Ｂ超引导下经腹部行羊膜

腔穿刺，取２０～２５ｍｌ羊水，培养成功率较高。文献

报道羊膜腔穿刺术自发流产率为１．４％～３．５％
［３］，与

医生经验有密切关系，在本院约为０．１％。

１．２　绒毛膜穿刺术获取胎儿样本　绒毛组织从受

精卵发育而成的，位于胚囊之外且又具有和胚胎同

样的遗传性，利用绒毛进行产前诊断，多于妊娠９～

１１周进行，早孕期绒毛活检被认为是产前诊断的一

个突破，通过提取出绒毛组织可以对胎儿行基因与

酶学诊断，最大限度降低遗传性疾病患儿的出生。

取绒毛要求较高的技术，医生的经验是至关重要的。

目前获取绒毛标本最常用的方法是经宫颈绒毛活

检，成功率高到９８．２％，胎儿丢失率为３．５％，自发

流产率为２．６％～４．５％，缺点是绒毛膜样本容易存

９４
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在母血污染［４］，有报道称早期绒毛活检相关流产率

与中期羊水穿刺相似［３］。行绒毛活检时若胎盘厚度

不足应延期手术，穿刺中应避免穿刺针过于靠近母

体面以免母体组织污染。早期绒毛膜活检的临床诊

断率明显高于孕中期［３］，超声筛查的介入对于早期

诊断胎儿染色体异常具有关键作用，所以在临床开

展早期筛查与早孕期诊断具有十分重要的意义。

１．３　经皮脐血穿刺术获取胎儿样本　经皮脐血穿

刺一般在妊娠２３周后进行。当羊水细胞培养失败

或是错过最佳羊水穿刺者可选择行经皮脐血穿刺术

进行产前诊断。脐静脉穿刺较脐动脉穿刺更为简

单、安全，后者会增加心动过缓或穿刺后出血时间延

长的发生率。可以根据脐动静脉相对大小的不同与

Ｄｏｐｐｌｅｒ彩色血流图中血流的方向来区分动静脉。

有文献报道脐带穿刺术失败率为９％
［５］，故本取材

方法比上述两种取材术的相关并发症和流产率均增

高，推荐本取材法仅适用于作为产前诊断的补救措

施或某些特殊疾病的诊断手段，不应该成为产前诊

断的常规手段。

１．４　母体外周血中胎儿游离ＤＮＡ的获取　１９９７

年Ｌｏ等
［６］利用传统聚合酶链反应ＰＣＲ首次发现在

孕妇血浆中存在游离的胎儿ＤＮＡ，不久后其他学者

也证实了循环胎儿ＤＮＡ的存在并已显示出其潜在

的临床应用价值。母血胎儿游离ＤＮＡ主要来源于

孕妇凋亡的胎盘滋养层细胞，其特点是：①均以小片

段的形式存在，８０％的胎儿游离 ＤＮＡ 片段小于

１９３ｂｐ；②半衰期短，仅１６分钟左右，其数量因此总

保持在较低的水平，约占整个血浆总ＤＮＡ含量的

３％～６％
［７］。Ｌｏ等

［８］通过对妊娠期产后妇女血浆

中胎儿细胞内ＤＮＡ和胎儿游离ＤＮＡ的比较发现，

５９％的孕妇在孕５～８周时血浆中即能检测到胎儿

游离ＤＮＡ，在孕７～１６周时明显升高，并随孕周增

加而升高，于分娩时达到高峰。因此可以通过采集

母体外周血，从而获取胎儿的游离ＤＮＡ。

２　遗传病产前诊断技术

２．１　染色体核型分析　根据染色体的长度、着丝点

位置、臂比以及随体的有无等特征，并借助染色体显

带技术对染色体进行分析、比较、排序和编号。

染色体核型分析是遗传性疾病产前诊断的主要

方法。常用的染色体核型分析技术有：①非显带染

色体核型分析：通常采用 Ｇｉｅｍｓａ染液对染色体标

本进行染色处理，结果整条染色体显示紫红色。非

显带染色体标本上虽然可以根据染色体的形态识别

１、２、３、１６、１７和１８号，有时还可以识别Ｙ染色体，

但却不能有把握地鉴别其他大多数染色体。②显带

染色体核型分析：用各种不同的方法与不同的染料

处理染色体标本，使每条染色体上出现明暗相间、深

浅不同的带纹的技术称为显带技术。自２０世纪７０

年代以来，显带技术得到了很大发展，其中 Ｇ显带

是应用最广泛的一种显带技术。人类染色体标本经

胰蛋白酶、ＮａＯＨ 与缓冲液等试剂处理后再用

Ｇｉｅｍｓａ染色，可使每条染色体上呈现出深浅交替的

横纹，这就是Ｇ显带技术。因每条染色体都有其较

为恒定的带纹特征，可以较为准确的识别及诊断经

Ｇ显带处理的染色体标本。

关于Ｇ显带的机理目前有多种说法，Ｌｅｅ等认

为染色体上与ＤＮＡ结合较为疏松的组蛋白易被胰

蛋白酶分解，经染色后这些区段成为浅带，而组蛋白

和ＤＮＡ结合牢固的区段则被染成深带。也有人认

为，易着色的阳性带为含有较多ＡＴ的染色体节段，

而含ＧＣ多的染色体段则不易着色。总的来说，Ｇ

显带的机理尚未得到定论。

自１９７０年Ｃａｓｐｅｒｓｓｏｎ等首次报道用喹吖因对

人体染色体进行染色可在各号染色体上显现出宽窄

不一带纹以来，细胞遗传学者以不同的染色方法为

基础，提出各种显带方法的名称。

如用Ｑ显带法以芥子喹吖因作为染料，染出的

荧光带称为 Ｑ带；Ｇ显带法用 Ｇｉｅｍｓａ作为染料，

染出的带称为Ｇ带；Ｒ显带法同样用Ｇｉｅｍｓａ作为

染料，因预处理不同获得与 Ｇ带着色强度正好相

反，染出的带称为Ｒ带；Ｃ显带法专一的显示“结构

性异染色质”，称为Ｃ带；Ｔ显带用于鉴别染色体的

端粒；Ｎ显带则在核仁组织区浓染。

２．２　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技术　用带荧光标记的物质将目的

ＤＮＡ片段标记，然后将其杂交到中期染色体或间期

染色质纤维上，在荧光显微镜下观察，判断目的

ＤＮＡ在染色体上的位置或在间期核中的数目，主要

用于检测染色体微小片段的改变或直接检测间期细

胞核中染色质的变化。用于ＦＩＳＨ检测的探针分为

直接标记探针与间接标记探针两种，前者应用藕联

０５
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荧光分子的ｄＮＴＰ标记探针，杂交洗涤后可直接在

荧光显微镜下检测；后者则采用生物素或地高辛等

分子的ｄＮＴＰ标记探针，杂交洗涤后用偶联有荧光

分子的具有高度特异性与亲和力的抗生物素或抗地

高辛抗体进行免疫荧光扩增，最后在荧光显微镜下

观察分析。两种方法的比较：①直接标记的探针杂

交后经简单洗涤即可显示杂交信号，简单方便，而间

接标记的探针杂交后需通过一系列检测步骤，容易

引起较高的背景；②间接标记的探针可进行多步骤

信号放大，直接标记的探针荧光信号不能放大；③多

色ＦＩＳＨ选择直接标记探针较多。

２．３　微阵列比较基因组杂交技术（ＡｒｒａｙＣＧＨ）　

需提取样本中的基因组ＤＮＡ，并与基因芯片杂交，

杂交结果通过生物信息学的方法，分析样本染色体

可能存在的微缺失、微重复。该技术是ＦＩＳＨ 技术

的延伸，其基本原理是用不同的荧光染料分别标记

待测ＤＮＡ样本与参考ＤＮＡ样本，等量混合后与微

阵列玻片上的ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ探针进行竞争性杂

交。ＡｒｒａｙＣＧＨ技术可在一张芯片上实现全基因

组检测和基因组异常的解析，在染色体微结构畸变、

追溯标记染色体来源等方面具有明显的优势，几乎

可以检测出除基因突变或染色体平衡易位以外的基

因组失衡。研究显示，有智力障碍、畸形、发育障碍

等提示染色体病的症状，但核型分析为正常或平衡

易位的患者，应用ＡｒｒａｙＣＧＨ后其异常检出率约为

１０％～５０％
［９］。主要优势体现在：无需细胞培养；全

基因组覆盖检测；分辨率高于核型分析；准确检测全

部染色体非整倍体疾病，以及染色体微缺失、微重复

疾病。

２．４　多重酶联依赖探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）　由Ｓｃｈｏｕｔｅｎ

等于２００２年首先报道，是一种针对被测ＤＮＡ序列

进行定性与半定量分析的新技术。具有高效性、特

异性，并在一次反应中可以检测多达４５个核苷酸序

列拷贝数的改变，目前已经应用于多个临床领域、多

种疾病的研究。基本原理为靶序列ＤＮＡ和探针杂

交后通过连接、ＰＣＲ扩增，扩增产物经毛细管电泳

分离，分析软件对收集到的数据进行分析，最后得出

结论。每一个 ＭＬＰＡ探针都包含一对荧光标记的

寡核苷酸片段，其中一个由化学合成，而另一个则由

Ｍ１３噬菌体衍生法制备。每个探针都有一段引物

序列与一段特异性序列。ＭＬＰＡ反应时，寡核苷酸

片段与靶序列杂交后通过连接酶连接两部分探针。

因连接反应特异性高，只有当靶序列与探针特异性

序列完全互补，连接酶才能将两段探针连成一条完

整的核酸单链；若靶序列与探针序列不能完全互补，

即使它们之间只相差一个碱基，也会导致杂交不完

全，使连接反应无法进行。当连接反应完成后，用一

对通用引物扩增连接好的探针，其扩增产物的长度

惟一且稳定，范围在１３０～４８０ｂｐ。最后，经毛细管

电泳分离扩增产物，再通过软件分析，得出结论。只

有当连接反应顺利完成，才能进行ＰＣＲ扩增并收集

相应的探针的扩增峰，当检测的靶序列发生点突变、

缺失或重复时，相应探针的扩增峰便会随之缺失、降

低或增加，因此可以根据扩增峰的改变判断靶序列

是否有拷贝数异常或点突变存在。

ＭＬＰＡ目前多用于检测染色体的非整倍体改

变与ＳＮＰ多态性或点突变，在一些可以明确诊断的

单基因病中也有较多的应用。ＭＬＰＡ结合了ＰＣＲ

扩增与ＤＮＡ探针杂交技术，具有较多的优点，主要

体现在①特异性，可以针对单一位点进行点突变检

测；②高效性，一次反应可以检测４５个靶序列的拷

贝数改变；③快速性，一次检测可以在２４小时内完

成；④简便性，多采用试剂盒进行相关检测，操作简

单且容易掌握。ＭＬＰＡ也存在一定的局限性，如检

测需要精确的ＤＮＡ浓度，不能用于单个细胞检测，

只适用于检测已知的基因缺失或重复，不能检测未

知的畸变，亦不能检测染色体平衡易位等。但 ＭＬ

ＰＡ作为一种新兴的分子遗传学技术，其发展空间

大，应用领域也会日益广泛。

２．５　定量荧光聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｍｕｌｔｉｐｌｅｘｐｏｌｙｍｅｒｓａｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦＰＣＲ）

　是一种利用荧光引物对染色体也行的短串联重复

序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）位点进行扩增，经

荧光检测对染色体数目异常做出快速诊断的方法。

其优点主要表现在高效性、高特异性与快速性等方

面。ＳＴＲ遗传多态性主要通过杂合度与多态信息

量等指标来衡量。当多态信息量＞０．５时，表明遗

传标记可提供高度的遗传信息［１０］。ＳＴＲ位点的基

因频率、杂合度等因样本来源、种族差异等不同而有

所差异。故使用ＳＴＲ位点做快速产前诊断时，应对

选取的的位点进行统计学分析，选取可提供高度遗

１５
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传信息、高杂合度的位点进行检测。未在 ＱＦＰＣＲ

非整倍体诊断中使用过的新ＳＴＲ位点应进行大样

本（＞１００）验证后使用，包括在非整倍体样本中确认

标记序列的位置，并排除常见的多态性。正常的二

倍体细胞的２个等位基因在 ＱＦＰＣＲ检测过程中

会优先扩增其中的一个，其产物会被作为模板过度

表达［１１］，所以在实验结果中等位基因峰面积比值并

不是理论上的１∶１，文献报道正常杂合二倍体的峰

面积比一般在０．８～１．４之间
［１２］；三体综合征患者

的峰面积比理论值为１∶１∶１或１∶２／２∶１，实际检测中

当３个等位基因中有两个等位基因比值在０．４５～

０．６５或１．８～２．４，即可定义三体。因 ＱＦＰＣＲ检

测结果受到位点选择、ＳＴＲ杂合度等因素的影响，

故在临床项目开展中应充分考虑其局限性。

２．６　无创产前基因检测　通过采集孕妇５ｍｌ外周

血，提取胎儿游离ＤＮＡ，通过新一代高通量测序技

术，并结合生物信息分析，得出胎儿患染色体非整倍

性疾病（２１三体，１８三体，１３三体）的风险率。该方

法最佳检测时间为孕早、中期，具有无创取样、无流

产风险、高灵敏度，高准确性的特点。

在对胎儿游离ＤＮＡ清除率的研究中发现，因

血浆中胎儿游离ＤＮＡ半衰期短，其水平能实时地

反映胎儿ＤＮＡ的生成和清除。因此孕妇外周血中

胎儿游离ＤＮＡ具有浓度高、清除快、高敏感性且易

于分析的特征，这种循环胎儿游离ＤＮＡ的存在使

无创伤产基因检测技术应运而生。目前为止国内已

完成数万样本量的检测，检出率达９９．９％，准确率

达９９．７％。

综上所述，表１列出各种产前诊断技术的优势

之处与各自的局限性。随着细胞遗传学与分子遗传

学的不断发展，产前诊断的新技术理论知识的不断

完善，未来会有更多的检测技术朝着高特异性、高检

出率、高分辨率、高覆盖率及低成本、低耗时、低误

差、低并发症等方向发展，相信在不久的将来，各种

产前诊断技术将更好的服务于社会，并为优生优育

做出巨大贡献。

表１　各种遗传病检测技术的比较

优势 局限性 在遗传病产前诊断中的用途

染色体核

型分析

染色体异常诊断“金标准”；

检测覆盖４６条染色体；

可检测所有的数目异常；

可检测约８Ｍ以上的结构异常；

显带方式多样化，可满足不同需求

检测费用低

对样本来源有一定要求；

需要经过细胞培养，检测周期长，多数

需要两周以上；

人工操作，工作量大，存在人为误差

适用于所有符合产前诊断指针

的孕妇

ＦＩＳＨ

可检测大于３００ｋｂ的染色体异常；

耗时相对较低；

待测样本可不经细胞培养

对样本来源有一定要求；

只能检测已知序列特定区段；

覆盖疾病种类相对较少；

一次仅能检测数个位点；

人工操作，存在人为误差

适用于产前筛查提示２１三体高

风险、１８三体高风险的孕妇

ＡｒｒａｙＣＧＨ

适用样本类型广泛；

全基因组覆盖；

检测周期短；

分辨率高；

自动化，工作量小，人为误差小

检测费用高；

分析数据量大，对数据分析者要求高，

某些结果存在不确定性；

无法检测出染色体平衡易位等异常

适用于死胎、反复性流产，需要

查明原因的夫妇，或产前细胞遗

传学诊断不明确但超声发现胎

儿结构异常的孕妇

ＭＬＰＡ

特异性强，可以针对单一位点进行点突变检测；

一次反应可以检测４５个靶序列的拷贝数改变；

一次检测可以在２４ｈ内完成；

多采用试剂盒进行相关检测，操作简单且容易掌握

检测需要精确的ＤＮＡ浓度；

不能用于单个细胞检测；

只适用于检测已知的基因缺失或重

复，不能检测未知的畸变，亦不能检测

染色体平衡易位等

适用于有明确诊断特定单基因

病妊娠史的孕妇

ＱＦＰＣＲ

适用样本类型多样化；

可快速诊断染色体非整倍体改变；

试剂盒检测，操作简便，人为误差小

覆盖疾病类型少；

ＳＴＲ位点挑选要求相对较高；

嵌合体检出率低

可以作为核型分析的辅助诊断

技术

无创产前

基因检测

明显优势在于本检测技术属于非侵入性产前诊断

技术；

假阳性率与假阴性率低；

检测周期相对较短

目前只适用于２１、１３、１８与性染色体

非整倍体改变的检测；

母亲染色体异常对检测结果影响较大

适用于产前筛查高风险但不符

合侵入性产前诊断指针的孕妇、

不存在Ｂ超提示结构异常的单

纯产前筛查高风险孕妇、错过有

创产前诊断检测时间的孕妇
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视频导读

双胎输血综合征激光治疗后的结局

ＤｉｃｋＯｅｐｋｅｓ

（荷兰莱顿大学医学中心 产科）

　　双胎输血综合征（ｔｗｉｎｔｗｉｎｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＴＴＴＳ）是双胎妊

娠中一种严重并发症，围产儿死亡率极高。患有 ＴＴＴＳ的胎儿若未经治

疗，死亡率可达８０％～９０％，幸存儿也会引起较高风险的脑损伤；经传统方

法治疗之后，胎儿可于２９周终止妊娠，存活率为５０％～６０％，会引起３０％

的神经损伤；若采用激光手术治疗后，胎儿终止妊娠的时间可延长至３４

周，术后存活率上升至７５％，神经损伤率降至７％（３％～１２％）。

在该视频中，ＤｉｃｋＯｅｐｋｅｓ教授向我们阐述了激光治疗ＴＴＴＳ后可能产生的并发症及结局。现如今，国

内ＴＴＴＳ病例也日趋增多，这些知识和经验值得国内的产科医生学习和借鉴。
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