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　　摘　要：目的　通过检测和分析游离胎儿ＤＮＡ的 ＥＲＧ基因在不同孕期中浓度的变化，探讨利用ＥＲＧ甲基化位点检测技术

应用于无创性产前诊断的可行性。方法　随机选取健康妊娠妇女早孕组、中孕组、晚孕组各３０例。采用 ＨｐａⅡ、ＭｓｐⅠ分别对血

浆中提取的游离ＤＮＡ酶切后进行ＳＹＢＲＰＣＲ反应，通过检测ＥＲＧ基因甲基化位点，定量分析不同孕期的孕妇血浆中游离胎儿

ＤＮＡ浓度。结果　游离胎儿ＤＮＡ的ＥＲＧ基因在孕妇血浆中的浓度随着孕周的增长而升高。各孕周组的母血浆中ＥＲＧ基因浓

度（ＬＧｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）中位数分别为５．３８，６．１０和７．０４（χ
２＝７５．１０４，犘＜０．０１）。结论　本研究证实了游离胎儿ＤＮＡ的ＥＲＧ基因

序列上ＣＣＧＧ位点存在甲基化的特性。进一步确定了ＥＲＧ基因作为胎儿ＤＮＡ的标记物应用于无创性产前诊断的可行性。
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　　利用孕妇外周血中游离胎儿核酸行无创性产前诊断的技

术得到了越来越广泛的关注，当前采用新一代测序方法诊断非

整倍体胎儿已经成功应用于临床，但该方法检测成本价高，检

测仪器昂贵，操作较繁琐，检测周期长。利用表观遗传学方面

的技术来检测游离胎儿ＤＮＡ上的生物标志成为目前研究的

另一热点，学者们发现母亲和胎儿ＤＮＡ存在甲基化差异，可

以将游离胎儿ＤＮＡ从母血浆中母体ＤＮＡ高背景的环境中区

分开来［１］。ＥＲＧ基因位于人类第２１号染色体２１ｑ２２．３区，是

信号依赖转录调控因子ＥＴＳ基因家族成员之一
［２］，参与细胞

的分化、增殖和凋亡。Ｏｌｄ等
［３］研究表明，ＥＲＧ基因在母体自

身血细胞和绒毛组织中存在甲基化差异，可作为无创性产前诊

断唐氏综合征的候选生物标记。用甲基化特异性ＰＣＲ方法，

不仅能检测父系来源的等位基因，也能检测母系来源的等位基

因。因此，本研究通过甲基化敏感限制性内切酶（ＭＳＲＥ）酶切

和ＳＹＢＲ荧光定量ＰＣＲ方法检测ＥＲＧ基因甲基化ＣＣＧＧ位

点［４］，检测孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ浓度，探讨其在不同孕

周期的差异。

１　资料与方法

１．１　一般资料　正常组随机选取２０１１年４月到２０１１年６月

来深圳市宝安区妇幼保健院门诊产检的身体健康，单胎妊娠、

无妊娠期高血压病、恶性肿瘤等疾病，年龄在２０～４０岁的孕

妇，并对其追踪分娩结果均为染色体正常胎儿。其中早孕组

３０例，孕周为１０～１３周；中孕组３０例，孕周为１８～２６周；晚孕

组３０例，孕周为３０～３７周。选取的所有孕妇签署知情同意

书。另外选择无生育史健康女性２例，绒毛组织标本２例，分

别作为对照标本。

１．２　研究方法

１．２．１　样本的制备　抽取孕妇外周血５ｍＬ，采用ＥＤＴＡ抗

凝。所有收集的标本在２ｈ内处理，采用两步离心法。先以

４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，小心吸取上清液于ＥＰ管中；再

以１４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，吸取上清液于ＥＰ管中，放置

－８０℃冻存待用。抽取无生育史健康女性外周血２ｍＬ作为

阴性对照，采用ＥＤＴＡ抗凝，于４℃保存待用。取新鲜绒毛组

织作为阳性对照，用生理盐水浸泡，于４℃保存待用。

１．２．２　绒毛组织、全血细胞和血浆游离ＤＮＡ的提取　采用

柱分离法提取ＤＮＡ。胎儿游离ＤＮＡ从１ｍＬ孕妇血浆中提

取，阴性对照基因组ＤＮＡ从无生育史健康女性２００μＬ外周血

中提取，两者均使用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ公司）；阳对照基因组 ＤＮＡ从２５ｍｇ绒毛组织中提

取，使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）。提取
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ＤＮＡ的流程严格按照说明书操作，最后将每份血浆ＤＮＡ溶

解于５０μＬ的ＡＥ洗脱液中，全血细胞ＤＮＡ和绒毛组织ＤＮＡ

分别溶解于２００μＬ的ＡＥ洗脱液中，－２０℃冻存。

１．２．３　限制性内切酶消化　采用 ＭＳＲＥＨｐａⅡ和其同工酶

ＭｓｐⅠ（ＮＥＢ公司）分别对绒毛组织、全血细胞和血浆游离

ＤＮＡ进行消化。酶切体系：取血浆游离ＤＮＡ１０μＬ、绒毛组

织ＤＮＡ２μＬ、全血细胞ＤＮＡ２μＬ分别与内切酶１μＬ，１０×

ＮＥ缓冲液２μＬ混匀，加ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ反应体系。于

恒温水箱中３７℃酶切３ｈ。

１．２．４　引物设计及合成　根据 ＥＲＧ 基因上包含甲基化

ＣＣＧＧ位点的序列片段设计ＰＣＲ扩增引物：上游引物５′ＡＣＣ

ＴＴＴ ＧＣＡ ＴＧＴ ＧＡＧ ＡＧＧＣＡＴ Ｔ３′；下游引物 ５′ＴＴＴ

ＴＧＴＣＧＡＧＣＣＡＧＧＣＴＴ３′，扩增产物片段长度为１２４ｂｐ。

引物序列由宝生物工程公司合成。

１．２．５　标准品制备　根据设计引物的扩增片段序列将ＥＲＧ

基因克隆于ｐＭＤ１８Ｔ载体中，构建重组质粒。测序结果表明

插入的基因片段与已知的ＥＲＧ基因扩增片段序列完全一致

（宝生物工程公司）。取重组质粒标准品依次做１０倍梯度稀

释，选取其中１０４～１０８５个稀释度的质粒作为绘制标准曲线的

模板。

１．２．６　ＳＹＢＲＰＣＲ反应　ＳＹＢＲＰＣＲ反应在 ＭＪＯｐｔｉｃｏｎ２
ＴＭ

荧光定量ＰＣＲ仪进行。扩增反应体系总体积为２５μＬ，其中

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ１２．５μＬ，上下游引物各１μＬ（１０

ｐｍｏｌ／μＬ），酶切后ＤＮＡ模板５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５．５μＬ。反应液在

冰上配置。反应条件：９５℃预变性３０ｓ；然后以９５℃５ｓ、６０

℃３０ｓ进行４０个循环；９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ；随后缓慢升温，

从６０℃到９５℃每上升０．５℃检测一次荧光值，连续监测荧光

信号的变化情况，最后生成 ＰＣＲ产物融解曲线。取ＳＹＢＲ

ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。多

组比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，两组间比较采用 Ｍａｎｎ

Ｗｈｉｔｎｅｙ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　鉴定 ＥＲＧ基因的甲基化位点　ＭＳＲＥＨｐａⅡ可以将

ＣＣＧＧ序列中第１个Ｃ和第２个Ｃ之间切开，当第２个Ｃ发生

甲基化时，ＨｐａⅡ受ＣＧ甲基化的影响，不能将此序列切开。

而 ＭｓｐⅠ为 ＨｐａⅡ的同工酶，不受ＣＧ甲基化的影响，即无论

ＣＣＧＧ是否有甲基化位点，ＭｓｐⅠ都能将序列中第１个Ｃ和第

２个Ｃ之间切开。因此当同一份标本的ＤＮＡ在ＨｐａⅡ酶切后

进行ＰＣＲ可以扩增出目的片段，而在 ＭｓｐⅠ酶切后进行ＰＣＲ

无法扩增出目的片段时，则认为该份标本的ＤＮＡ目的基因片

段包含了发生甲基化Ｃ的ＣＣＧＧ序列。作者用琼脂糖凝胶电

泳方法检测ＳＹＢＲＰＣＲ产物，扩增片段如图１所示。

　　酶切前，孕妇血浆游离ＤＮＡ和对照组绒毛组织ＤＮＡ、未

怀孕女性全血细胞ＤＮＡ的ＰＣＲ产物均出现与预期扩增片段

（１２４ｂｐ）相符的条带；ＭｓｐⅠ酶切后，上述三者均未见目的基

因扩增条带；ＨｐａⅡ酶切后，未怀孕女性全血细胞 ＤＮＡ 的

ＰＣＲ产物未见目的基因扩增条带，但孕妇血浆游离ＤＮＡ和绒

毛组织ＤＮＡ出现与预期扩增片段相符的条带。鉴定结果表

明未怀孕女性全血细胞ＤＮＡ中ＥＲＧ基因该片段序列未发生

甲基化，孕妇血浆游离ＤＮＡ与绒毛组织ＤＮＡ在ＥＲＧ基因序

列上发生了甲基化。该甲基化游离 ＤＮＡ 即为与绒毛组织

ＤＮＡ同源的胎儿ＤＮＡ，而孕妇血浆中含量极少的母体自身游

离ＤＮＡ因未甲基化已被 ＨｐａⅡ切段。

　　Ｍ：ＤＬ５００；２、５、８分别为酶切前的孕妇血浆游离ＤＮＡ、绒毛组织

ＤＮＡ、未怀孕女性全血细胞ＤＮＡ的扩增片段；３、６、９分别为 ＨｐａⅡ酶

切后孕妇血浆游离ＤＮＡ、绒毛组织ＤＮＡ、未怀孕女性全血细胞ＤＮＡ

的扩增；４、７、１０分别为 ＭｓｐⅠ酶切后孕妇血浆游离 ＤＮＡ、绒毛组织

ＤＮＡ、未怀孕女性全血细胞ＤＮＡ的扩增。

图１　　ＨｐａⅡ、ＭｓｐⅠ酶切前后孕妇血浆游离ＤＮＡ和

对照组绒毛组织ＤＮＡ、未怀孕女性全血细胞

ＤＮＡ的ＥＲＧ基因片段扩增

２．３　定量分析孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ　早孕、中孕和晚孕

组的孕妇血浆中ＥＲＧ基因浓度（ＬＧｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）中位数分别

为５．３８，６．１０和７．０４，见表１。三组比较差异有统计学意义

（χ
２＝７５．１０４，犘＜０．０１），早孕组和中孕组、晚孕组比较，差异

有统计学意义（Ｚ分别为－５．９３７和－６．６５５，犘＜０．０１），中孕

组和晚孕组比较，差异有统计学意义（Ｚ＝－６．６５５，犘＜０．０１）。

表１　　ＨｐａⅡ酶切后各组孕妇血浆游离胎儿

　　ＤＮＡ浓度（ＬＧｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

组别 狀 孕周 中位数 下四分位数 上四分位数 最小值最大值

早孕组 ３０ １０～１３ ５．３８ ５．２４ ５．６０ ４．９４ ６．１７

中孕组 ３０ １８～２６ ６．１０ ５．８８ ６．１８ ５．５７ ６．３５

晚孕组 ３０ ３０～３７ ７．０４ ６．９６ ７．０９ ６．７５ ７．３８

３　讨　　论

产前诊断是降低出生缺陷的重要手段，传统的产前诊断方

法如绒毛取样和羊膜腔、脐静脉穿刺等具有创伤性，对胎儿和

孕妇都有一定的危险性。而母血浆中相对丰富的游离胎儿

ＤＮＡ促进了无创性产前诊断的临床应用。以往多数学者以Ｙ

染色体上性别决定因子如 ＳＲＹ（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｅｒｅｇｉｏｎｏｆＹ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）等基因序列为标记进行胎儿ＤＮＡ的检测
［５］，该

方法虽然特异性高，但仅限于对男性胎儿ＤＮＡ的检测，因此，

受胎儿性别限制程度大。也有学者通过分析胎儿来源于父方

与母方不同的核苷酸序列的遗传多态性来鉴别胎儿ＤＮＡ
［６］，

但需要有多重遗传标志来保证母体和胎儿ＤＮＡ的区别，实验

复杂程度高，难以应用于临床。

表观遗传学进展拓宽了通过母体血浆中存在的胎儿ＤＮＡ

诊断疾病的应用领域，ＤＮＡ甲基化作为一种潜在的检测胎儿

表观遗传学标记物，越来越受到重视。国外研究发现，位于１８

号染色体上的 Ｍａｓｐｉｎ基因在胎盘细胞中处于低甲基化
［７］，在

母亲自身细胞中处于高甲基化，母血浆中低甲基化的 Ｍｓｐｉｎ

序列中存在胎儿ＳＮＰｓ基因型。在３号染色体上发现，在胎盘

细胞中处于高甲基化而在母血细胞中处于低甲基化的

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因
［８９］；在２１号染色体上发现的差异甲基化序列

有：ＡＩＲＥ、ＳＩＭ２和 ＨＬＣＳ基因
［１０１１］。作者对文献报道的几个

候选基因分别做理论和实验研究，选择出甲基化状态差异性较

为理想的检测基因ＥＲＧ。由于该基因序列位于２１号染色体，

因此，对于今后应用于唐氏综合征的无创性产前诊断具有重要

·３０５２·国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９



的意义。

本研究利用 ＭＳＲＥＨｐａⅡ对甲基化位点不能切割的特

性，将所提取的 ＤＮＡ 做 ＭＳＲＥ ＨｐａⅡ酶切处理后，再进行

ＳＹＢＲＰＣＲ检测，分析孕妇外周血中游离胎儿ＤＮＡ浓度在不

同组之间的差异，分别对早孕组、中孕组和晚孕组进行组间比

较。结果发现早孕、中孕和晚孕各组之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５），孕妇外周血中游离胎儿ＤＮＡ浓度随孕周的增加

而增加，与之前文献报道的相符［１２］。这一结果非常有助于无

创性产前诊断唐氏综合征的研究［１３］。

本研究进一步确定了甲基化ＥＲＧ基因作为胎儿ＤＮＡ的

标记物应用于无创性产前诊断唐氏综合症的可行性。后续研

究中作者希望可以通过焦磷酸测序或质谱分析等技术方法来

获得游离胎儿ＤＮＡ上更多的甲基化位点信息，最终能够利用

孕妇外周血中的游离胎儿ＤＮＡ建立早期、快速、准确、无创伤

性的产前诊断方法。
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２２（１２）：２２５３２２６１．

［７］ＰｅｓｓｉｎＪＥ，ＳａｌｔｉｅｌＡＲ．Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｉｎｓｕｌｉｎａｃｔｉｏｎ：ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０００，１０６（２）：

１６５１６９．

［８］ 高春林，赵亚萍，陈小慧，等．不同浓度葡萄糖和游离脂肪酸对大

鼠骨骼肌细胞株Ｌ６细胞胰岛素敏感性和细胞内活性氧的影响

［Ｊ］．中国糖尿病杂志，２０１１，１９（３）：２２１２２４．

［９］ＪｏｎｅｓＡ，ＷｏｏｄｓＤＲ．ＳｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅＲＡＳａｎｄｅｘｅｒｃｉｓｅｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００３，３５（６）：８５５８６６．

［１０］ＬｏｗｅｌｌＢＢ，ＳｈｕｌｍａｎＧＩ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉ

ａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００５，３０７（５７０８）：３８４３８７．

［１１］ＫｅｌｌｅｙＤＥ，ＨｅＪ，ＭｅｎｓｈｉｋｏｖａＥＶ，ｅｔａｌ．Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎ

ｄｒｉａｉｎｈｕｍａｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，

２００２，５１（１０）：２９４４２９５０．

［１２］ＡｎｅｌｌｏＭ，ＬｕｐｉＲ，ＳｐａｍｐｉｎａｔｏＤ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｍｏｒｐｈｏ

ｌｏｇｉｃａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｂｅｔａｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，２００５，４８（２）：２８２２８９．

［１３］ＣｈｅｎＫＨ，ＧｕｏＸ，ＭａＤ，ｅｔａｌ．ＤｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＳＧｔｒｉｇｇｅｒｓｖａｓ

ｃｕｌａｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，６（９）：８７２

８８３．

［１４］ＤｅｂａｒｄＣ，ＬａｖｉｌｌｅＭ，ＢｅｒｂｅＶ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓｏｆ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｉｎｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅｏｆＴｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，２００４，４７（５）：

９１７９２５．

［１５］ＬａｓｔｒａＧ，ＨａｂｉｂｉＪ，ＷｈａｌｅｙＣｏｎｎｅｌｌＡＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｒｅｎｉｎｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｇｌｕ

ｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎａｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｏｄｅｎｔｍｏｄｅｌｏｆｔｉｓｓｕｅｒｅｎｉｎｏｖｅｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００９，１５０（６）：２５６１２５６８．

（收稿日期：２０１３０２０５）

·４０５２· 国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９


