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孕妇外周血超短片段游离ＤＮＡ提取方法的
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【摘要】　目的　超短片段游离ＤＮＡ（ｕｌｔｒａｓｈｏｒｔｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｕｓｃｆＤＮＡ）是一种新发现的
ｃｆＤＮＡ，具备疾病筛查分子标志物潜能。本项目拟通过优化孕妇外周血ｃｆＤＮＡ提取方法，实现从
孕妇外周血中高效分离和回收ｕｓｃｆＤＮＡ。方法　回顾性收集２０２１年１１月至２０２４年８月于深圳
市龙岗区妇幼保健院接受无创产前筛查（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＮＩＰＳ）孕周为１２～３７周
检测的１３５例孕妇自愿者检测后剩余标本和临床资料。通过使用高比例磁珠和高比例醇类对常
规提取方法和回收方式进行优化以提升ｃｆＤＮＡ提取效果，将磁珠法与有机试剂抽提和醇沉法相
结合来提高纯化效果。结果　通过对常规提取方法的优化，从孕妇外周血中获取到５０ｂｐ左右的
单链ＤＮＡ的ｕｓｃｆＤＮＡ，在总ｃｆＤＮＡ中占２１％～９６％。通过评估ｕｓｃｆＤＮＡ在基因组中的分布情
况，发现其主要在启动子等调节区域富集。结论　本研究通过优化ｃｆＤＮＡ提取纯化方法，实现了
ｕｓｃｆＤＮＡ的高效提取。该方法或可为基于围产领域ｕｓｃｆＤＮＡ研究提供帮助。
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ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｕｓｉｎｇｔｈｅｓｅｏｐｔｉｍｉｓｅｄｍｅｔｈｏｄｓ，ｗｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｔｒａｃｔｅｄｕｓｃｆＤＮＡｆｒｏｍ
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ｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ５０ｂａｓｅｐａｉｒｓ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ２１９６％ｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｆＤＮＡ，ｗｉｔｈｖａｒｉａｔｉｏｎ
ｏｂｓｅｒｖｅｄａｍｏｎｇｓａｍｐｌｅｓ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｕｓｃｆＤＮＡｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｃｒｏｓｓｔｈｅｇｅｎｏｍｅｒｅｖｅａｌｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎｓｓｕｃｈａｓｐｒｏｍｏｔｅｒｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｕｓｃｆＤＮＡｂｙｏｐｔｉｍｉｓｉｎｇｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｆＤＮＡ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｎｉｍｐｒｏｖｅｄａｐｐｒｏａｃｈ
ｔｈａｔｃｏｕｌｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｏｕｓｃｆＤＮＡｉｎｔｈｅｐｅｒｉｎａｔａｌｆｉｅｌｄ．
【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＵｌｔｒａｓｈｏｒｔｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ；Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；Ｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ；Ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ
ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）

　　游离核酸是存在于外周血或其他体液中的片段
化ＤＮＡ混合物，可反映肿瘤、妊娠、遗传、器官移植
等疾病信息，且其具有无创特性［１３］，现已广泛应用
于肿瘤筛查、无创产前筛查中［１，４，５］，但现有筛查方
法对疾病早筛效率仍有待进一步提升［６］。研究发
现，未被核小体保护的ＤＮＡ可被剪切成约为５０ｂｐ
的片段，占总短片段游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，
ｃｆＤＮＡ）的２０％～５０％，其信号强度更强，变化趋势
与较长片段不同［７９］，但常规提取方法易导致此类超
短片段ｃｆＤＮＡ（ｕｌｔｒａｓｈｏｒｔｃｆＤＮＡ，ｕｓｃｆＤＮＡ）丢
失。ｕｓｃｆＤＮＡ已证实其可作为敏感的肿瘤诊断标
志物［７，８］。

受提取方法限制以及对１４３ｂｐ左右胎盘来源
ｃｆＤＮＡ高度关注的影响，ｕｓｃｆＤＮＡ在围产医学中
的研究仍为空白。本研究拟通过优化孕妇外周血
ｃｆＤＮＡ的提取方法，探索孕妇外周血中是否存在
ｕｓｃｆＤＮＡ，为围产领域ｕｓｃｆＤＮＡ的研究奠定基础。

１　对象与方法

１．１　对象　回顾性收集２０２１年１１月至２０２４年８
月在深圳市龙岗区妇幼保健院接受无创产前筛查
（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＮＩＰＳ）检测的孕
周为１２～３７周的孕妇自愿检测后剩余标本和临床
资料作为研究对象。本研究已获得受试者知情同意
并经深圳市龙岗区妇幼保健院医学伦理委员会审查
和批准（批准号：ＫＹＸＭ２０２３０３６）。

纳入标准：年龄大于１８周岁；在深圳市龙岗区
妇幼保健院进行了ＮＩＰＳ检测；单胎妊娠。

排除标准：信息缺失或失访；ＮＩＰＳ检测结果为
阳性；患有孕前高血压；自身存在非整倍体或其他遗
传综合征。

１．２　方法
１．２．１　样本收集　采集自愿者ＮＩＰＳ检测后的剩
余血浆样本。
１．２．２　ＤＮＡ的提取纯化
１．２．２．１　常规提取方法　采用ＮＩＰＳ常规提取方
法，核酸提取试剂盒（武汉，华大基因），步骤如下：

（１）在２００μｌ血浆中加入１０μｌ蛋白酶Ｋ，１４μｌ
磁珠和２８０μｌ裂解液，充分吹打混匀。室温孵育
１５ｍｉｎ后进行磁珠分离５ｍｉｎ，直至溶液澄清，弃上清。

（２）加入３２０μｌ清洗液１进行洗涤，振荡混匀，
清除附着在ＤＮＡ上的蛋白质和盐离子，后进行磁
珠分离至溶液澄清，弃去上清。

（３）加入３２０μｌ清洗液２进行第二次洗涤，振荡
混匀，再进行磁珠分离至溶液澄清，弃去上清。

（４）重复步骤（３），进一步清洗掉杂质。
（５）加入３２μｌ洗脱缓冲液洗脱ＤＮＡ，振荡混

匀，室温静置５ｍｉｎ，再进行磁珠分离５ｍｉｎ，取出上
清备用。
１．２．２．２　优化方法　本方法在常规提取基础上优
化：磁珠纯化步骤通过提高磁珠比例及高比例醇类
提升ｕｓｃｆＤＮＡ回收率，并结合磁珠法、有机试剂抽
提法与醇沉法强化纯化效果。使用ＥｘｏＩ酶明确提
取到的ｃｆＤＮＡ是双链还是单链性质。具体流程为
“裂解磁珠纯化有机试剂抽提磁珠纯化醇沉纯
化”，关键步骤如下：

（１）样本裂解：２００μｌ血浆中加入２０μｌ２０ｍｇ／ｍｌ
蛋白酶Ｋ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，２５５３００４９）及１１μｌ裂解液
（１０ｍＭ三羟甲基氨基甲烷（ｐＨ７．４）、０．５ｍＭ乙二
胺四乙酸、２０％十二烷基肌氨酸钠和１０％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００），混匀１５ｓ，６０℃孵育３０ｍｉｎ。

（２）磁珠纯化１：裂解产物中加入１００μｌ
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ＳＰＲＩｓｅｌｅｃｔ磁珠（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｂ２３３１９）和６００μｌ
结合液（８０％异丙醇、１Ｍ氯化钠、０．５ｍＭ乙二胺四
乙酸），混匀１５ｓ，室温孵育１０ｍｉｎ后磁珠分离
５ｍｉｎ；沉淀重悬于５００μｌＴＥ缓冲液孵育５ｍｉｎ，磁
分离后保留上清。

（３）有机试剂抽提：取上述上清，加入２５０μｌ苯
酚、２４０μｌＢｕｆｆｅｒＥＸ、１０μｌ异戊醇（索宝生物，
Ｐ１０１２），涡旋１５ｓ后，１９０００ｇ离心５ｍｉｎ，重复２
次，取５００μｌ上清液。

（４）磁珠纯化２：５００μｌ抽提上清液中加入２００μｌ
ＳＰＲＩｓｅｌｅｃｔ磁珠和１２００μｌ结合液，室温孵育
１０ｍｉｎ后磁分离，弃上清；２ｍｌ８５％乙醇洗涤清洗
２次，干燥后溶于１００μｌ无核酸酶水。

（５）醇沉纯化：１００μｌ上述产物，加入２μｌ助沉
剂（１Ｍ氯化镁，２０ｍｇ／ｍｌ糖原，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，
Ｒ０５６１）及２５０μｌ１００％乙醇，－８０℃低温孵育１ｈ；
４℃１９０００ｇ离心２０ｍｉｎ，弃上清，８５％乙醇洗涤２
次，干燥后溶于２０μｌＴＥ缓冲液，－２０℃保存备
用。
１．２．３　文库制备和测序　采用ＶＡＨＴＳｓｓＤＮＡ文
库制备试剂盒（诺唯赞，ＮＤ６２０）制备文库。使用
ＧｅｎｅｍｉｎｄＳＵＲＦＳｅｑ５０００测序平台（深圳市真迈生
物科技有限公司）进行双端测序。
１．２．４　数据分析　使用ｆａｓｔｐ狏０．２１．０、ｂｏｗｔｉｅ２
狏２．４．２、Ｐｉｃａｒｄ狏２．２７．５、ＭＡＣＳ２狏２．２．９１、
ＳＡＭｔｏｏｌｓ狏１．１５．１、ｄｅｅｐＴｏｏｌｓ狏３．５．２、ＢＥＤＴｏｏｌｓ
狏２．３０．０、ＲＥＧＯＡ、Ｒ软件包等软件对数据进行处
理与分析。

２　结果

２．１　标本入组情况　根据入组排除标准，在知情同
意前提下共入组１３５例孕妇标本作为研究对象。
２．２　不同提取建库方法对ｕｓｃｆＤＮＡ的提取效果　
运用常规提取建库方法作为比对方法，对孕妇血浆
中的ＤＮＡ进行提取时无法回收３０～７０ｂｐ的超短
片段，而运用优化方法进行ＤＮＡ提取时成功回收
了这部分超短片段，其中大小为５０ｂｐ左右的片段
最为丰富。这些超短片段对核糖核酸酶Ⅰ处理具有

抵抗性，但对脱氧核糖核酸酶Ⅰ敏感，且易被
ｓｓＤＮＡ特异性核酸外切酶降解（图１）。

图１　不同ＤＮＡ提取建库方法对ｕｓｃｆＤＮＡ的提取效果
注：运用常规方法、优化方法（无酶法，ｎｏｅｎｚｙｍｅ）以及优化方法＋
核酸酶处理（ＥｘｏＩ）３种提取建库方法进行ＤＮＡ提取，结果显示常规
方法提取到的ｃｆＤＮＡ主要分布在１００～２００ｂｐ，而优化方法还可提取到
大小为３０～７０ｂｐ的ｕｓｃｆＤＮＡ且该部分超短片段可被ＥｘｏＩ酶降解。

２．３　优化方法在不同孕期对不同长度ＤＮＡ的提
取效率　对优化方法在不同孕期的妇女（妊娠早期：
２０人，妊娠中期：１０８人，妊娠晚期：７人）中
ｕｓｃｆＤＮＡ的提取结果进行分析，结果显示优化方法
对长度为３０～７０ｂｐ的ｕｓｃｆＤＮＡ的提取效率较高，
提取到的ｕｓｃｆＤＮＡ数量占总ｃｆＤＮＡ的２１％到
９６％不等，中位数及四分位数间距分别为、６１．２６％
（５３．１７％～７０．２２％）、６５．３２％（５４．４４％～７５．０５％）、
４２．５８％（３７．１９％～６５．５３％），运用秩和检验进行统
计学分析，其比例在妊娠早期和妊娠晚期之间的比
较未达到统计学显著性差异，但由于妊娠晚期组样
本量较少（７例），未来可能需要进一步扩大样本量
来进行验证（表１）。
２．４　ｕｓｃｆＤＮＡ在基因组中的分布情况　通过对测
序数据进行生信分析，来评估这部分ｕｓｃｆＤＮＡ在基
因组中的分布情况，发现在所有基因组特征中均可
观察到这些超短片段相对应的峰，且ｕｓｃｆＤＮＡ在启
动子、５’ＵＴＲ和ＣｐＧ岛中富集，在低复杂性区域和
简单重复区域的富集最为明显（图２）。

３　讨论

ｕｓｃｆＤＮＡ是一类循环游离ＤＮＡ亚型，其长度

９４
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峰值约为５０ｎｔ，浓度与较长片段ｃｆＤＮＡ相近，主要
来源于细胞凋亡或坏死后的核小体降解产物［７，８］。
目前已有研究表明，ｕｓｃｆＤＮＡ可作为肿瘤诊断的分

子标志物，在肿瘤诊断方面起到重要的作用［８］，但在
围产医学领域，关于ｕｓｃｆＤＮＡ的研究仍处于空白阶
段，其潜在价值尚未得到充分关注。

表１　优化方法对不同孕期妇女ｕｓｃｆＤＮＡ提取效率的比较
孕期 样本数（例） 片段大小（ｂｐ） 最大值（％） 最小值（％） 中位数（％）下四分位数（％）上四分位数（％）

妊娠早期 ２０ ３０～７０ ８４．８０ ３２．４２ ６１．２６ ５３．１９ ７０．２２
１００～１５０ １３．８７ ６．０５ ９．８７ ８．１６ １１．１８
１５０～１０００ ５９．４１ ９．１５ ２７．４２ １６．８０ ３７．８２

妊娠中期 １０８ ３０～７０ ９６．４６ ２５．６８ ６５．３２ ５４．４４ ７５．０５
１００～１５０ １７．９１ １．５５ ８．９０ ７．８８ １０．７８
１５０～１０００ ６４．５０ １．９８ ２４．２４ １５．８１ ３７．７３

妊娠晚期 ７ ３０～７０ ７５．９３ ２１．９９ ４２．５８ ３７．１９ ６５．５３
１００～１５０ ２０．３５ ６．２５ １１．９０ ８．３１ １４．５３
１５０～１０００ ５７．６６ １５．００ ４３．１２ ２７．５７ ４９．４８

图２　ｕｓｃｆＤＮＡ在基因组中的分布情况
Ａ：调节区域中超短峰的分布情况显示１２个基因组调节区域中均分布有超短峰；Ｂ：调节区域中ｕｓｃｆＤＮＡ在启动子（ｐｒｏｍｏｔｅｒ）、
５’ＵＴＲ和ＣｐＧ岛（ＣｐＧｉｓｌａｎｄ）中富集，在低复杂性区域（ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）和简单重复区域（ｓｉｍｐｌｅｒｅｐｅａｔ）富集程度最明显

　　常规ｃｆＤＮＡ提取方法因对短片段吸附能力不
足，易导致ｕｓｃｆＤＮＡ在提取过程中大量丢失，无法
满足后续研究需求。为解决这一技术瓶颈，本研究
针对ｃｆＤＮＡ的提取、纯化流程进行了系统化优化。
在提取环节，通过使用高比例的磁珠和高浓度醇类，
增强对短片段ＤＮＡ的吸附能力，成功实现了长度
约５０ｎｔｕｓｃｆＤＮＡ的高效捕获；在纯化环节，创新性
将磁珠法、有机试剂抽提法与醇沉法相结合，有效去
除血浆中的蛋白杂质、核酸酶等干扰物质，提升
ｕｓｃｆＤＮＡ纯度。

基于上述优化策略，本研究从孕妇外周血中成
功提取到了ｕｓｃｆＤＮＡ。经鉴定该片段为长度约
５０ｎｔ的单链ＤＮＡ，浓度可占总ｃｆＤＮＡ的比例２１％
～９６％。与本团队前期针对子痫前期孕妇外周血

ｕｓｃｆＤＮＡ研究相比，本研究是在前期建立的提取框
架基础上，通过试剂比例调控、纯化步骤迭代，更换
毒性试剂等，提升和量化了不同孕期（早、中、晚孕）
ｕｓｃｆＤＮＡ的分离效率（中位数分别为６１．２６％、
６５．３２％、４２．５８％，四分位数间距分别为５３．１７％～
７０．２２％、５４．４４％～７５．０５％、３７．１９％～６５．５３％），
为ｕｓｃｆＤＮＡ作为早孕期分子标记物提供了方法学
支撑。

对于ｕｓｃｆＤＮＡ提取效率验证中，本优化方法的
提取率显著高于既往研究报道的优化方法（中位数
为１９．１％，四分位数间距为１６．８％～２２．０％）［８］。
这一优势主要源于本研究对试剂比例的精准调控
高浓度醇类可降低短片段ＤＮＡ溶解度，高比例磁
珠可增强对短片段的吸附能力，二者协同作用，并结
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合有机试剂抽提的杂质去除效果，大幅提升了
ｕｓｃｆＤＮＡ的回收效率。此外，本优化方法操作简
便，全程可在２．５ｈ内完成对ｕｓｃｆＤＮＡ的提取，且
试剂成本低于现有同类方法，在保证ｕｓｃｆＤＮＡ富集
效果的同时，为围产医学领域ｕｓｃｆＤＮＡ相关研究提
供了经济、高效的技术支撑。

在肿瘤的研究领域，已有证据表明肿瘤患者外
周血中的ｕｓｃｆＤＮＡ来源于肿瘤组织，携带肿瘤特异
性分子信号。基于肿瘤患者ｕｓｃｆＤＮＡ异常基因组
结构已被证实可作为肿瘤诊断的标志物［１，８］。类比
这一机制，本研究发现孕妇外周血中的ｕｓｃｆＤＮＡ在
基因组区域富集上与正常对照存在差异，提示孕妇
外周血ｕｓｃｆＤＮＡ有大量胎盘细胞凋亡的来源，其分
子特征或与胎盘发育、子痫前期等妊娠期并发症存
在关联。已有研究证实，孕妇外周血中的游离核酸
主要来源于母体细胞和胎盘滋养细胞［１０，１１］，这为孕
妇外周血中ｕｓｃｆＤＮＡ的胎盘来源提供了理论依据；
同时，ｃｆＤＮＡ与ｃｅｌｌｆｒｅｅＲＮＡ（ｃｆＲＮＡ）在子痫前
期相关基因表达早期变化中的作用已得到证
实［１２，１３］，因此，检测孕妇特别是潜在妊娠并发症孕
妇的外周血ｕｓｃｆＤＮＡ可能为早期预警妊娠期并发
症提供新的生物标记物。

综上，本研究通过对优化ｃｆＤＮＡ提取、纯化方
法，有效解决了常规提取方法无法回收超短片段的
技术难题，并分析了不同孕期ｕｓｃｆＤＮＡ的提取效
能，实现了孕妇外周血ｕｓｃｆＤＮＡ的高效分离，为后
续基于围产领域ｕｓｃｆＤＮＡ的生物学功能研究提供
了有效的检测手段。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突
作者贡献声明　谢伟洁：实施实验、分析／解释数据、起草文章；曹宪
振：采集数据；钟佳通：采集数据；温丽娟：采集数据；胡亮：实施实验、
采集数据；刘维强：酝酿和设计实验、分析／解释数据、获取研究经费。
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