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表面增强激光解析电离飞行时间质谱血

清蛋白指纹图谱在肿瘤诊断中的应用'
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孕妇血浆中胎儿游离
-L/

用于产前诊断的研究进展

杜华荣 综述!尹耕心!傅克勤 审校

"安徽省计划生育科学技术研究所!安徽合肥
"*&&*!

$

!!

关键词"产前诊断#

!

胎儿#

!

-L/

#

!

孕妇#

!

血浆 #

!

胎儿研究#

!

聚合酶链反应

!"#

!

!&#*4'4

"

5

#6778#!'+*0(!*&#"&!!#&(#&!4

文献标识码"

/

文章编号"

!'+*0(!*&

"

"&!!

$

&(0&(+"0&*

!!

产前诊断是指在胎儿出生前利用各种方法诊断胎儿是否

患有某种遗传病或先天性疾病的一种手段#是出生缺陷工作的

重要任务#对于提高我国出生人口的素质有着特别重要的意

义)现在的产前诊断技术大部分都属侵入性检查#有引起孕妇

发生自然流产的危险#另外取材也受怀孕月份的限制)超声波

检查虽然是非侵入性产前诊断的较好方法#只是诊断结果可能

存在误差)开展非侵入性的准确的检测手段是广大高危孕妇

的迫切需要)

!44+

年研究人员首次证实孕妇血浆$清&中存在

游离的胎儿
-L/

#并将其用于性连锁遗传病的产前诊断#为无

创性产前诊断开辟了新的途径'

!0"

(

)现就孕妇血浆中游离

-L/

的产生的可能机制*提取及在临床的应用作简要综述)

?

!

孕妇血浆中游离胎儿
-L/

产生的可能机制

早在
!44'

年#科学家们就已经发现从肿瘤患者的血浆中

可以查出肿瘤
-L/

)

P9

等'

!

(认为#胎儿
-L/

对母体而言#也

是外源性的#这同肿瘤患者的情况相类似)据此推测#孕妇血

浆中也应该存在胎儿
-L/

#并于
!44+

年首次证实了这种推

测#从孕
!&\

以后的孕妇血浆中检测到
Z

特异性
-L/

#表明

胎儿
-L/

在妊娠早期就能进入母体循环中并存在于整个妊

娠过程中)母体血浆中游离胎儿
-L/

在分娩后以
"#"(b!&

(

拷贝快速消失#暗示游离胎儿
-L/

是大量地自由地连续在母

体血液循环中释放'

*

(

#但是目前对于孕妇血浆中胎儿
-L/

的

来源尚未完全阐明#一般认为有以下
*

种可能!$

!

&来源于母体

血液中的胎儿造血细胞)据推测#可能是胎儿细胞通过胎盘或

其他胎儿
0

母体运送途径进入母液循环#在那里它们大部分发

生凋亡转变#进而释放出游离胎儿
-L/

'

(

(

)$

"

&来源于胎盘滋

养层细胞)妊娠
!%

天后#在绒毛膜滋养层的间叶细胞中可以

检测到游离胎儿
-L/

#而此时母体血液中尚未存在游离胎儿

-L/

)因而有学者提出胎儿
-L/

可能是由胎盘滋养层细胞

的胎儿
0

母体接触面被母体的免疫系统破坏后直接释放至母体

血液#因为在胎盘循环发育完全时#有
%&3

的孕妇血浆中能检

测到胎儿
-L/

)另外#在绒毛膜滋养层中的细胞在原位凋亡

时#也可能释放至母体血液中)$

*

&来源于妇婴转运)胎盘转

运物质是双向的)羊水中胎儿
-L/

的浓度是孕妇血浆中的

"&&

倍#这种浓度梯度使得
-L/

分子可能通过胎盘和膜发生

直接转运'

$

(

)

@

!

母血浆中游离胎儿
-L/

的抽提

母血浆中含有游离胎儿
-L/

成分#但目前特异的胎儿

-L/

标记物很少#因此只有在胎儿所含的致病
-L/

与母体

不同时才能检测出来%另一方面#尽管相对完整细胞而言孕妇

血浆中游离胎儿
-L/

较丰富#但其仅占母体血浆
-L/

总量

的
*3

!

'3

#而无创伤性产前基因诊断在临床的广泛应用依

赖于较高浓度的游离胎儿
-L/

及胎儿
-L/

的特异性标记)

因此限制了游离胎儿
-L/

在临床中的应用)这两年来有些

学者开始了这方面的研究)在提取胎儿
-L/

之前#对血液进

行预处理#不同的血液预处理方法对孕妇血浆中游离胎儿

-L/

的百分含量有明显的影响)有学者用甲醛预处理孕妇外

周血#通过减少母体血细胞的溶解来减少游离母体
-L/

#从而

提高孕妇外周血中游离胎儿
-L/

的百分含量#然而也有学者

认为经甲醛处理的血浆无论用任何方法#都不能得到
XL/

的

扩增#即甲醛处理的血浆不能用于对
XL/

的研究 '

'

(

)有学者

将孕妇外周血经
,-./

抗凝之后#以离心半径
%;D

#

*&&&@

"

D68

离心
!&D68

#取上清液重复离心
!

次#然后按照血样
-L/

提取试剂盒$

hJ/ED

I

-L/G>99:D686

#

h6E

F

?8

&说明书中血液

或体液
-L/

的提取方案提取
-L/

#这种方法是目前最为常用

的提取方法'

+

(

)除此之外#目前用于提取胎儿
-L/

的方法还

有煮沸法和改良的酚"氯仿法等)提取后的
-L/

可以用于巢

式
T2X

技术#实时荧光定量
T2X

技术#变性高效液相色谱技

术等方法进行相关检测)

A

!

母血中胎儿
-L/

在产前诊断中的临床应用

A#?

!

在新生儿溶血性疾病中的应用
!

新生儿溶血病是指母婴

血型不合#母血中对胎儿红细胞的免疫抗体
J

F

e

通过胎盘进入

胎儿循环#发生同种免疫反应导致新生儿红细胞破坏而引起的

溶血)新生儿溶血病以
/NY

血型系统不合最为多见#其次是

XC

血型系统不合)其中以后者的危害更大一点)

XC

血型系

统不合是由于来自胎儿
XC-

阳性红细胞进人了
XC-

阴性母

体的血循环#导致其产生免疫抗体#该抗体能通过胎盘进人胎

儿血循环#引起胎儿发病#症状从轻度贫血到严重溶血性反应#

甚至宫内死亡)

XC-

阴性的孕妇#若其血浆或血清中存在胎

+

"+(

+

国际检验医学杂志
"&!!

年
(

月第
*"

卷第
(

期
!

J8BOPEGQ?:

!

/

I

@6>"&!!

!

R9>#*"

!

L9#(



儿来源的
XC-

序列#则表明这是一个
XC-

阳性胎儿'

%04

(

)此

方法已被许多研究小组应用#他们将
XC-

基因的不同区带作

为靶序列#检测的结果均与产后检测一致#证实了此法尤其是

在孕中期的高度可靠性'

!&

(

)另外#也有学者也建立了可以检

测
XC2

*

,

*

1

的血型系统'

!!0!"

(

)

A#@

!

胎儿性别鉴定及性连锁遗传病的预防
!

巢式
T2X

检测

胎儿
-L/

的原理是针对某一个待测基因#设计两对特异性引

物#其中一对巢居于另一对引物的扩增产物内部)即先用外侧

引物进行
T2X

扩增#获得一定量的产物后再用另一对内引物

进行扩增)由于进行了
"

次扩增#使
T2X

反应的灵敏度和特

异性都得到提高)根据这一原理#有学者对
+*

例妊娠
"'

!

(!

周的孕妇血浆中胎儿的性别决定区$

SXZ

&基因进行检测分析#

准确率为
4!#+%3

$

'+

"

+*

&#敏感性为
4+#*+3

$

*+

"

*%

&#特异性

为
%$#+!3

$

*&

"

*$

&)因此#巢式
T2X

技术可用于性别鉴定#预

防性连锁遗传性疾病'

!*

(

)有学者从
$'

例首次妊娠男胎的孕

妇血浆中分离胎儿
-L/

#用实时荧光定量
T2X

检测
Z

染色体

上的
SXZ

基因#结果
"*

例妊娠男胎的孕妇血浆中#

"&

例
SXZ

基因阳性%

**

例妊娠女胎的孕妇血浆中#

SXZ

基因均为阴

性'

!(0!$

(

)因此#实时荧光定量
T2X

技术用于性别鉴定具有很

高的准确性#在进行无创性产前性别诊断中有重要的价值)有

学者采用多重荧光
T2X

反应技术检测胎儿
-L/

的短串联重

复序列#进行无创性产前诊断胎儿性别)通过不同方法检测孕

妇血浆中胎儿
-L/

可以准确地鉴定胎儿性别#这为进一步诊

断胎儿是否患有性连锁遗传性疾病提供了诊断基础#还可以用

于定量甲基化分析'

!'0!%

(

)

A#A

!

在其他疾病中的应用
!

目前#利用母血浆中胎儿
-L/

可以诊断出的单基因病#如强直性肌营养不良和软骨发育不全

等)研究表明#怀有
"!

三体或
!*

三体胎儿的孕妇血浆中游离

-L/

含量增多#通过检测游离
-L/

即可对胎儿非整倍体疾

病进行筛查#尤其在与其他血清生化标志物结合分析时意义更

大'

!40"&

(

)此外#通过检测孕妇外周血中游离
-L/

的特定基

因#如强直性肌营养不良的蛋白激酶基因*地中海贫血的血红

蛋白
,

基因和囊性纤维化的
h%4&[

基因突变等#还可用于排

除父源性遗传病'

"!

(

)理论上#只要是可以由基因来诊断或辅

助诊断的疾病利用胎儿游离
-L/

都可以来做诊断#只是有些

试验的特异性和敏感性的原因而不能应用于临床诊断'

""

(

)

B

!

问题和展望

现在的产前诊断应用主要对于男性胎儿#利用
Z

染色体

的存在来鉴别胎儿
-L/

#这就造成了在应用上的局限性)若

要从实验室普遍地走向临床#首先必需改进从血浆中提取胎儿

-L/

的方法#

hJ/ED

I

-L/N>99:Q68616B

这种离心柱型

-L/

提取试剂盒目前已经被广泛应用于母体血浆中游离胎儿

-L/

的提取实验中)但母体血浆中的游离胎儿
-L/

多为小

于
*&&G

I

的小片段#而且在检测过程中容易被母体基因组

-L/

掩盖)所以迫切需要改进提取母体血浆中游离胎儿

-L/

的提取方法)不管胎儿的性别#我们都可以从母体血液

中获得高产量*高浓度的可以鉴别的胎儿
-L/

模板%其次必

需简化检测的环节#尽量早日实现自动化#以减少检测操作过

程中的污染'

"*

(

)

总之 #无创伤性产前基因诊断在临床上的应用有着广泛

的前景#对母血浆中游离胎儿核酸的生物化学性质#富集提取

及其实验方法的研究将推动无创伤性产前基因诊断在临床应

用的进程)
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立克次体基因分型研究进展

蒋明明!综述!毛旭虎!
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立克次体 $

X6;M?BB76E

&是一类复杂的细胞内寄生菌#大多

为人兽共患病病原体#其引起的立克次体病在世界范围内呈散

发性和季节性流行)此外#立克次体作为潜在的生物恐怖病原

体#也日益受到重视)为防控立克次体疾病#并对立克次体流

行株进行溯源#国内外学者对菌株进行了分型鉴定)立克次体

的分型方法主要为血清分型和基因分型)最先用于立克次体

分型的方法是血清分型)但是#由于不同菌株的抗体间存在交

叉反应#结果重复性差#容易出现模棱两可的结果等原因#使血

清分型存在一定的缺陷)而基因分型方法具有高分辨力*高重

复性*结果评价客观性以及能对数据进行统计学分析等特

点'
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)因此#随着分子生物学技术的不断进步#基因分型方法

得到了迅速发展)基因分型是以
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型技术#例如!针对全基因组分析的
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非编码序列的
QS.

$

D<>B6

I

>?7

I

E;?@B

AI

68

F

&分型'

(

(

#这些技术

在立克次体分型中得到迅速应用)但是这些分型方法各有优

缺点#目前还没有一种方法被公认为立克次体基因分型的金标

准)本文对立克次体基因分型的研究进展作一综述)
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立克次体基因分型研究情况

立克次体是一类严格胞内寄生菌#其基因组大小约为
!

兆

!

"

兆个碱基对)由于与其宿主$节肢动物&长期的共存和共

同进化#受到的选择压力较小#立克次体具有遗传保守性特

点'

!

(

)目前#立克次体主要包括斑点热群和斑疹伤寒群#此外#

还有很多立克次体至今仍未得到充分的认识和命名'

$0+

(

)因

此#为了研究立克次体的流行病学特点#需要对它们进行分类

和分型)下面将斑点热群和斑疹伤寒群立克次体的基因分型

情况作一简要综述)
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斑点热群
!

斑点热群立克次体是较为复杂的一个生态

群#从上世纪
%&

年代至今#对斑点热群立克次体菌种的分类#

不断发生变动'

$0+

(

)而对斑点热群立克次体的基因型分析#也

在不断发展中)
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年
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(报道#以色列流行的
X#

;989@66

菌株引起的立克次体病临床特点不同$从轻微症状到

患者死亡&)为研究其原因#他们应用
T2X0XaPT

基因分型方

法#用
+

种限制性内切酶对这些菌株的
!4&1-E

和
!"&1-E

抗原蛋白编码基因进行了酶切分析#发现!所有以色列菌株都

属于一个基因型)因此#他们认为#在以色列患者出现的不同

临床症状#可能是由于患者本身的体质差异所导致)
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(报道#他们首先将
QS.

分型方法应用于立克次

体的基因分型)通过比对
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和
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的全基因

组#选取了
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类序列对
X#;989@66

分离株进行分型!$
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码基 因)$
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中 退 化#但 在
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完整的基因)$
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个保守和
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变异的基因间区)

经过比对分析后发现!
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的差异可将
X#;989@66

分成
*

个

基因型#而
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个变异的基因间区中的
(

个含有高度的序列多

态性#可将
*4

株
X#;989@66

分成
"+

个基因型)经综合分析#他

们认为!

QS.

分型具有高分辨力*可重复性*结果易于分析以

及各实验室间可通过互联网进行数据共享的优点#可用于追踪

菌株来源#甚至可被直接用于对临床标本的分型)
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(应用
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部分片段测序和
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分析#对
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年来自中国各地的
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株
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菌株进行了基因

分型)通过对
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个基因间区的序列分析#发现所有
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株菌的

这
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个基因间区序列都相同#且与
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的
76G6@6;E

亚种相

同)而根据
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菌株分为一个型#其他
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株菌为一个型)最后#他们认为!
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的
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亚种在中国的东*西*南*北部地区都有分

布#而且有
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株菌分离自患者)因此#中国这些地区有
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流行的可能性)

"&&+

年#

a9<@86?@

和

XE9<>B

'

!&

(在菌种和菌株水平对来自世界各地的
"*

种立克次体

$包括所有斑点热群和斑疹伤寒群立克次体&分离菌株或节肢
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