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【摘要】　α地中海贫血是我国南部常见的单基因遗传病，其中以ＳＥＡ缺失型携带率最高，纯合的

ＳＥＡ可致严重的胎儿贫血，可发生宫内死亡或在出生后２４小时内死亡，重型地中海贫血尚无有效的治

疗方法。目前常依赖有创产前诊断方法明确胎儿基因型，从而避免患病胎儿出生，而羊水穿刺、绒毛活

检等有创方法有一定的流产及宫内感染风险，迫切需要一种无创、安全、快速的产前诊断方法。随着孕

妇血浆中胎儿游离ＤＮＡ（ｃｆｆＤＮＡ）的发现，无创产前诊断方法得以实现，并已应用于胎儿非整倍体及多

种单基因遗传病的诊断中。本文主要综述α地中海贫血的无创产前诊断的平台发展。
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　　地中海贫血是一种常见的单基因遗传病，高发于

热带、亚热带地区如东南亚、印度、地中海、中东、北非

等地区及中国广西、广东、海南等省份。我国以α地

中海贫血最常见，α地中海贫血的携带率高达

７．８８％
［１］，其中ＳＥＡ则是占比最多的类型，α

３．７、α
４．２

次之。ＳＥＡ是一条染色体上两个拷贝的α珠蛋白基

因均缺失ＤＮＡ，因此无法合成α珠蛋白，当
ＳＥＡ纯合

时，则无有效α珠蛋白合成，胎儿在宫内即发生贫

血，胎儿及胎盘高度水肿，即Ｂａｒｔ水肿胎，最迟在出

生后２４小时内死亡。当夫妻双方均为ＳＥＡ携带者，

则有２５％的概率出现纯合型地贫胎儿。

目前认为最有效的预防措施主要是对高危孕妇

进行产前诊断，并对重型地贫患儿进行选择性流产，

从而有效避免重型地中海贫血患儿出生。传统的产

前诊断方法为有创方法，即通过有创方法取样，直接

检测胎盘或胎儿细胞中的遗传物质，是产前诊断中

的金标准，但具有流产、胎儿损伤的风险。直到孕妇

血浆中胎儿游离ＤＮＡ的发现，使得无创、准确、简

便、快速的产前诊断方法得以发展。本文主要综述

无创产前诊断技术在α地中海贫血方面的技术

进展。

１　有创产前诊断方法现状

常用有创产前诊断方法主要包括：①绒毛活检

术：时间是孕１１～１３
＋６周，可用于早期诊断，缺点是

胎儿丢失率相对较高（０．２２％）；②羊膜腔穿刺术：在

妊娠１６周后进行，比绒毛活检安全（胎儿丢失率

０．１１％），缺点有损伤胎儿的风险；③胎儿脐静脉穿

刺术：穿刺时间在孕２４周后，缺点是对穿刺人员技

术要求高，以及术中、术后胎儿并发症发生率高，包

括短暂的胎儿心动过缓、脐带出血以及绒毛膜羊膜

炎等［２］。有创产前诊断方法目前广泛应用于核型分

析、亲子鉴定及地中海贫血、耳聋等多种单基因遗传

病的产前诊断中。

２　孕妇血浆中胎儿遗传物质的发现

１９９０年，Ｂｉａｎｃｈｉ
［３］首次阐述了母血中胎儿游离

有核红细胞（ｆｅｔａｌｎｕｃｌｅａｔｅｄｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＦＮＲ

ＢＣ）的存在，因其具有胎儿全套遗传物质，被认为是

最理想的无创产前诊断工具。然而胎儿有核红细胞

在孕妇外周血中有核红细胞的仅占３０％～５０％
［４］，

不仅需要的工作量大且易污染。同时，单个细胞中

含有的遗传物质量少，不易检测多个位点。

１９９７年，Ｌｏ
［５］首次从孕妇血浆中检测出男性胎

儿Ｙ 染色体上特异序列，证实了胎儿游离 ＤＮＡ

８３
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（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的存在，使检测孕妇

血浆中胎儿游离核酸为基础的无创产前诊断（ｎｏｎ

ｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ＮＩＰＤ）成为现实。Ｌｏ
［６］

的研究还表明，胎儿游离ＤＮＡ最早可在孕７周时

检出，即理论上在孕早期就可进行检测，胎儿游离

ＤＮＡ含量随着孕周的增加而逐渐增加。胎儿游离

ＤＮＡ是同时期胎儿细胞成分的２１倍，胎儿游离

ＤＮＡ具有重要的特征：①胎儿游离ＤＮＡ明显短于

孕妇来源的游离ＤＮＡ
［７］；②胎儿游离ＤＮＡ的主要

来源是进入母血中的胎盘滋养层细胞凋亡释放［８］；

③胎儿游离ＤＮＡ在母亲血浆中平均半衰期仅为１６

分钟［９］；④胎儿游离ＤＮＡ在胎儿娩出后迅速被清

除，在产后２小时后即从母血中消失，不易受既往妊

娠影响；⑤胎儿游离ＤＮＡ的含量与胎儿孕周、孕妇

体重、先兆子痫等多种因素相关。相比于胎儿有核

红细胞，胎儿游离ＤＮＡ含量更加丰富
［６］，且富集血

浆游离ＤＮＡ相对容易。

３　胎儿游离犇犖犃的产前诊断研究现状

无创产前诊断最早应用于检测胎儿性别决定基

因（ＳＲＹ）及ＤＹＳ１４以排除Ｘ连锁遗传疾病，以及

从ＲｈＤ（－）的孕妇血浆中检测胎儿犚犺犲狊狌狊犇 基因

以获得胎儿处置的诊断依据［１０，１１］。时至目前，无创

产前诊断已应用于多种单基因遗传病的排除性诊

断，如囊性纤维病、软骨发育不全、亨廷顿病、先天性

肾上腺皮质增生症等［１２］。

第二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）应

用于非整倍体无创产前检测的理念最早于２００８年提

出［１３］，目前该技术已应用于１３、１８、２１号染色体的非

整倍体无创产前诊断中，２１三体检出率达到９９．３％，

１３三体、１８三体检出率均达９７．４％
［１４］。同时随着二

代测序的平台的发展，已经通过全基因组测序的方法

绘制出完整的胎儿游离ＤＮＡ图谱，以及新算法的提

出，例如基于ＮＧＳ平台对于序列的绝对定量而提出

的相对单体型剂量（ｒｅｌａｔｉｖｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｏｓａｇｅ，ＲＨＤＯ）

方法，可以借助单体型分析估算胎儿遗传的母源位

点［８］，推动了无创产前诊断方法的进步。捕获序列测

序方法较全基因组测序更有针对性，测序成本更低

廉，目标区域测序更精准，逐渐取代全基因组测序成

为新的发展方向。

４　α地中海贫血无创产前诊断的方法进展

Ｃｈｉｕ
［１５］在２００２年首次报道了地中海贫血无创

产前诊断应用，利用荧光定量ＰＣＲ的方法，从孕妇

血浆检测胎儿是否遗传父亲的β地中海贫血致病基

因，从而开启了地中海贫血无创产前诊断的道路。

常用检测策略为排除法，即排除父源突变位点的方

法，目前已有报道ＭＡＬＤＩＴＯＦ、单碱基引物延伸芯

片、荧光定量ＰＣＲ等多种方法在无创产前诊断方面

的研究，且同样适用于β地中海贫血以外的以点突

变为主的多种单基因遗传病的。而常见的α地中

海贫血类型为缺失型，且缺失片段较大，其常用检测

方法主要包括ｇａｐＰＣＲ、多重荧光定量ＰＣＲ、多重

连接探针扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）等方法，而这些方法在

高度片段化的ｃｆＤＮＡ中检测大片段缺失存在困难。

同时，Ｂａｒｔ水肿胎发生在携带ＳＥＡ的母亲当中，则

ｃｆＤＮＡ背景中本身包含有１∶１比例的ＳＥＡ和野生型

序列，排除法并不适用。目前研究的策略可以大体

分为定量方法及多态位点分析方法。定量分析方法

包括直接定量及相对剂量方法。相对突变含量方法

是同时扩增含有对野生型或突变型基因的片段并分

别定量，利用孕妇血浆中两种型别的序列是否存在

不平衡而判断胎儿的基因型。而当胎儿为杂合时，

突变型基因与野生型基因仍保持１∶１；当胎儿为突

变型基因纯合时，突变型基因含量显著多于野生型。

多态位点分析方法是利用致病基因紧密连锁的

ＳＴＲ及ＳＮＰ位点，从孕妇血浆中检测胎儿特异的

ＳＴＲ或ＳＮＰ位点，从而判断胎儿是否遗传来自父

亲的野生型或突变型位点。该方法需要事先明确父

母双方致病基因相关的ＳＮＰ或ＳＴＲ位点，当双方

均携带相同的ＳＮＰ或ＳＴＲ时，该方法无法识别父

源位点。

４．１　ｑＰＣＲ和 ＱＦＰＣＲ　Ｔｕｎｇｗｉｗａｔ
［１６］使用巢式

ｑＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ

ａｃｔｉｏｎ）的方法特异性扩增突变型（ＳＥＡ）基因，正常

胎儿（αα／αα）突变型基因拷贝数为０，而Ｂａｒｔ水肿胎

中突变型基因则明显高于标准型和 ＨｂＨ 病，因此

９３
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能够分辨Ｂａｒｔ水肿胎的发生。Ｌｏｎｇ
［１７］则以α１和

α２基因之间的区域、无其他同源性的一段基因作为

目的基因，以β珠蛋白基因为参照，用 ＱＦＰＣＲ

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ）同时扩增内参（β珠蛋白基因）和α珠蛋白链上

的目的基因，并使用毛细管电泳分析ＰＣＲ产物峰面

积比值改变以判断Ｂａｒｔ水肿胎的发生。定量方法

具有简便、分析简单、能够直接估计胎儿基因型的优

点，但在极低的胎儿浓度下，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ尚无法

区分目的基因和野生型基因的变化。

Ｈｏ
［１８］则利用ＳＥＡ断裂区内的两个微卫星位点

１６ＰＴＥＬ０５和１６ＰＴＥＬ０６检测ＳＥＡ基因，ＳＥＡ基

因并不存在这两个微卫星序列，通过检测父源特异的

微卫星序列，即可判断胎儿是否遗传父亲的野生型基

因，反之则遗传了父亲的ＳＥＡ基因，该方法能从混合

样本中检测到仅２％的胎儿ＤＮＡ，但２／３是由于胎儿

遗传了父母相同的遗传标记或未能检出父源ＳＴＲ峰

而不适用。Ｙａｎ
［１９］则利用缺失区域内的９个ＳＮＰ位

点，在孕妇血浆中检测父源特异的ＳＮＰ，并能够排除

４９．３％的父源性遗传ＳＥＡ导致的Ｂａｒｔ＇ｓ水肿胎。尽管

如此，因为必须从大样本随机人群中筛选出候选多态

性位点，并在携带者人群中筛选出合适的多态性位

点，费时费力；还必须借助繁复的方法确定其单体型，

但由于并非对胎儿致病基因的直接检测，需要提前获

得父母双方的单体型，大大增加了检测周期及检测成

本，难以推广；该方法有赖于足够数量的多态性位点

才可做出准确诊断，而可用于从孕妇血浆中鉴别的遗

传位点相当有限，相当比例的病例缺乏或仅有１个可

供无创产前诊断检测的位点，不足以提供足够的信息

分析，局限了对于致病基因的连锁分析的应用。

４．２　高通量测序　Ｇｅ
［２０］则使用目标序列捕获测序

方法在检测胎儿致病性ＣＮＶ的策略；而 Ｗａｎｇ
［２１］

则阐述了利用家系分析确定父母双方单体型，与孕

妇血浆利用隐马尔科夫模型的Ｖｉｔｅｒｂｉ算法预测胎

儿的单倍型和基因型，且相较于Ｇｅ的方法，由于目

标区域长度短，且仅涉及少量高变异ＳＮＰ位点，因

此检测成本低。目标捕获序列针对性高，利用探针

捕获所需研究的区域，可有效降低测序成本，而且对

目标区域的测序深度更深，因此不仅能检测出ＳＮＰ

或点突变，也能有效识别出较大的缺失片段，

如ＳＥＡ。然而，两种方法都对胎儿血浆浓度要求较

高，在孕妇血浆中捕获的目标区域的特异性不如基

因组中捕获［２０］，目标区域的覆盖度易波动，因此在

孕早期推行仍需要条件的优化；捕获探针需额外订

制，因此订制的成本及周期较长。

４．３　数字ＰＣＲ　数字ＰＣＲ的反应体系与荧光定

量ＰＣＲ相似，但是通过稀释后将不同靶分子分布于

单个反应室中，大部分反应室仅含不超过１个目标

ＤＮＡ分子，每个反应室单独进行ＰＣＲ扩增，不同靶

分子的分布符合泊松分布，通过对所有反应室中的

阳性结果进行统计，可以做出目标分子的精确定量。

早期需稀释加样到９６孔板、３８４孔板或１５３６孔板，

依赖繁琐的加样工作。微流式ＰＣＲ芯片的出现，大

大节省了加样工作，能将样品分布于芯片上预制的

２００００个微孔中，但微流控芯片昂贵且通量有限，且

易分散不均匀而影响分析。时至２０１１年，ＢｉｏＲａｄ

公司的微滴数字ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）

技术推出，其原理是将样品分成大小均一的２００００

个“油包水”微滴进行数字计数，生成的反应体系在

直接９６孔板上进行反应，最多可同时检测９５个样

品，最终利用双荧光通道检测，对扩增阳性油滴进行

计数，且分散效果更稳定。传统荧光定量ＰＣＲ依赖

于标准曲线，需要额外的标准品，且易受扩增效率影

响，而数字ＰＣＲ用阳性结果数代替标准曲线，不仅

减少了工作量和耗材，而且同时提供了定性和精确

定量的结果，有利于数字化的分析。同时，单分子扩

增的环境，使目标基因和参照基因可在独立的环境

中扩增并独立统计，能同时对两个基因进行精确定

量，进而基于目标基因拷贝数／参照基因拷贝数得出

精确的拷贝数定量，而ｑＰＣＲ的模板含量改变间接

推算拷贝数变化，并非直接拷贝数改变定量，且仅能

分辨１．５～２倍的变化。由于独立的单分子扩增，极

大程度上降低了与目标序列有竞争性作用的背景序

列浓度，可从高度同源的背景中检测出低至０．００１％

的突变［２２］，大大提高稀有基因的检测灵敏度。

Ｌｕｎ
［２３］的研究证实了数字ＰＣＲ在目标分子拷

贝数定量的优势，利用相对突变剂量（ｒｅｌａｔｉｖｅｍｕｔａ

ｔｉｏｎｄｏｓａｇｅ，ＲＭＤ）和ＳＰＲＴ算法能识别出野生型

０４
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和突变型基因含量的不平衡，从而预测胎儿在目标

等位基因的基因型，是针对单基因病无创产前检测

的重要策略。Ｐｏｒｎｐｒａｓｅｒｔ在数字ＰＣＲ平台上分别

定量，计算野生型、突变型基因的相对含量，能精确

区分出Ｂａｒｔ＇ｓ水肿胎、标准型α地中海贫血及正常

人群，其结果也是符合预期，即在怀有Ｂａｒｔ＇ｓ水肿胎

的孕妇血浆中，该比值为０，而怀有正常的胎儿的孕

妇的比值相较于东南亚缺失型杂合的胎儿的比值显

著升高。此外，数字ＰＣＲ是高通量测序之外有力的

ＣＮＶ分析工具，且可以在原始样品上直接检测，不

仅工作量小，检测周期短，也避免了高通量测序建库

时引入的误差，以及测序深度、覆盖度对于分析精度

的影响［２２］，有文献报道，通过利用多重荧光数字

ＰＣＲ检测α珠蛋白基因基因拷贝数来辨别常见的

缺失型突变的方法［２４］，对珠蛋白基因簇上多个位点

进行定量。尽管如此，目前这些工作主要在外周血

基因组ＤＮＡ中分析，应用到无创产前诊断中仍然

存在挑战。其中，在高度片段化的ｃｆｆＤＮＡ中，高度

同源的序列，尤其是假基因的存在，仍会给引物的设

计带来困难，对拷贝数定量带来干扰。

５　展望

无创产前诊断是直接获取孕妇血浆中胎儿游离

ＤＮＡ进行检测的手段，相较于有创方法更安全、样

本获得更方便、无并发症、早期诊断、快速等优点，是

产期诊断中的重要研究方向，以实现胎儿的早期检

测、及早干预，避免患病胎儿出生。而地中海贫血作

为中国南方最主要的单基因遗传病，其无创产前诊

断的实施具有重大意义。现时的技术难题包括：①

ｃｆｆＤＮＡ浓度低，尤其是孕早期，有赖于高灵敏的检

测方法；②排除法诊断仅能避免５０％的介入诊断手

段；③ｃｆＤＮＡ是高度片段化的，富集、检测仍存在挑

战。而数字ＰＣＲ平台能够在复杂的孕妇血浆ＤＮＡ

背景中检测出微量的胎儿基因，可灵敏地检测出胎

儿特异点突变。高通量测序、数字ＰＣＲ是“数字化”

定量目标分子的平台，从单分子层面同时对大量

ＤＮＡ分子进行分析，准确度优于传统分析平台，从

而在较低的胎儿浓度下进行精确的差异分析。而微

滴数字ＰＣＲ在检测时间和检测成本上都优于高通

量测序，且相比高通量测序不受测序深度、覆盖度、

均一性影响，不仅分析更简便，对突变的识别和计数

更具优势，理论上可精确到单个突变分子的检测。

目前已有文献报道利用数字ＰＣＲ在多种点突变为

主的单基因病的无创产前诊断，但在缺失型突变的

检测上仍然是困难的。同时，需要明确，数字ＰＣＲ

和传统ＰＣＲ方法一样，只能针对常见的突变和缺

失，对于新的突变或罕见突变和缺失的检测仍存在

障碍，需要逐步摸索完善方法学。但随着新方法的

普及和大样本临床研究的推行，方法学的探索将逐

渐成熟，地中海贫血的无创产前诊断有望走入临床

应用。
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