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新疆９９８例羊水细胞染色体非整倍性的荧光原位杂交分析
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　　摘　要：目的　探讨荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术用于产前诊断胎儿非整倍体的价值。方法　对９９８例未经培养的羊水细胞

进行ＦＩＳＨ检测，荧光显微镜下观察、判读杂交信号，以脐静脉细胞染色体核型分析结果作为对照。结果　在９９８例羊水细胞样

本中，累计检出２１三体综合征８例，１８三体综合征３例，Ｔｕｒｎｅｒ综合征１例，克氏综合征２例，１３单体、２１单体和１８单体胎儿各

１例。ＦＩＳＨ结果与羊水细胞或脐静脉细胞染色体核型分析结果一致。结论　ＦＩＳＨ技术对于染色体数目异常的临床诊断具有重

要意义。
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　　荧光原位杂交技术（ＦＩＳＨ）通过荧光标记的ＤＮＡ探针与

待检染色体上的互补序列进行杂交，根据杂交信号的有无及类

型诊断染色体病，是遗传病及染色体病诊断的重要辅助手

段［１］。本文应用ＦＩＳＨ技术对本地９９８例符合产前遗传学诊

断指征的孕妇实施羊水细胞ＦＩＳＨ检测，探讨ＦＩＳＨ技术用于

胎儿染色体非整倍性诊断的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年１２月至２０１３年６月自本院优生优育

门诊纳入符合产前遗传学诊断的孕妇共计９９８例，平均孕周为

１９．０周（１７～２２＋２周），平均年龄为３１．７岁（２６～４３岁）。其中

年龄在３５岁及以上的孕妇８６例，唐氏综合征血清学筛查高风

险者８７６例，曾育２１三体儿孕妇４例；超声检查发现胎儿异常

２４例；羊水过少或减少８例。所有孕妇均签署染色体病产前

诊断知情同意书。

１．２　主要试剂　荧光标记的多色 ＤＮＡ 探针组（ＧＬＰ２１／

ＧＬＰ１３、ＣＳＰ１８／ＣＳＰＸ／ＣＳＰＹ）购自北京金菩嘉医疗科技有

限公司，依次靶向２１号、１３号、１８号、Ｘ和 Ｙ染色体２１ｑ２２、

１３ｑ１４、１８ｐ１１．１１８ｑ１１．１、Ｘｐ１１．１Ｘｑ１１．１和 Ｙｐ１１．１Ｙｑ１１．１

的特定区域。其中针对２１号和１３号染色体的ＧＬＰ２１／ＧＬＰ

１３探针为位点特异探针，分别用 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ（红色）和 ＦＩＴＣ

（绿色）标记。针对１８号、Ｘ和 Ｙ染色体的 ＣＳＰ１８／ＣＳＰＸ／

ＣＳＰＹ探针为染色体着丝粒特异性重复序列探针，分别用ＤＥ

ＡＣ（蓝色）、ＦＩＴＣ和Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ标记。

１．３　方法

１．３．１　ＦＩＳＨ检测　　ＦＩＳＨ步骤ＦＩＳＨ操作按照前文所述的

本室常规进行［２３］：（１）标本处理。取４～５ｍＬ羊水，１５００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，留细胞沉淀。加５ｍＬ预温的胶原酶

Ｂ，３７℃水浴４０ｍｉｎ，期间吹打４次以充分消化。１５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，弃上清，留细胞沉淀，加０．０７５ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ低渗

２０ｍｉｎ。固定液预固定１次，再固定２次。调整悬浮细胞浓度

后滴片，置５６℃恒温箱老化３０ｍｉｎ。（２）玻片预处理。于２×

ＳＳＣ（标准柠檬酸盐）溶液中漂洗２次后，置３７℃预温的胃蛋

自酶溶液中消化１０ｍｉｎ，再于２×ＳＳＣ溶液中漂洗两次，１％甲

醛处理１０ｍｉｎ。依次置于预冷的７０％乙醇、８５％乙醇、１００％

乙醇中各３ｍｉｎ进行梯度脱水，暗处自然干燥玻片。（３）样本

变性、杂交和洗脱。玻片在７０％甲酰胺２×ＳＳＣ变性液中于

７８℃变性６ｍｉｎ，依次置７０％、８５％和１００％（－２０℃预冷）乙

醇中梯度脱水，自然干燥。避光条件下制备探针混合物（７μＬ

杂交缓冲液＋１μＬ去离子水＋２μＬ探针），置７８℃变性５

ｍｉｎ。滴加探针混合物于玻片细胞区，盖上盖玻片、封片，水平

置湿盒内，４２℃保温箱过夜杂交。移去盖玻片，玻片置６７℃

预温的０．３％ＮＰ４０／０．４×ＳＳＣ液处理２ｍｉｎ，０．１％ ＮＰ４０／０．

４×ＳＳＣ液处理３０ｓ，最后７０％乙醇浸泡３ｍｉｎ，暗处自然干

燥。于细胞区滴加ＤＡＰＩ１５μＬ复染，盖上盖玻片置暗处１０～

２０ｍｉｎ后待检。（４）信号判读。应用ＥＣＬＩＰＳＥ８０ｉ型荧光显

微镜（Ｎｉｋｏｎ）观察各通道信号，ＶｉｄｅｏＴｅｓｔＦＩＳＨ２．０软件分析

图像。每例样本随机计数至少５０个细胞，≥９０％细胞正常提

示为正常样本，≥６０％细胞异常提示为异常样本，必要时扩大
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计数至１００个细胞。

１．３．２　羊水细胞、脐静脉血细胞培养及染色体核型分析　羊

水细胞、脐静脉血细胞培养及Ｇ带染色体制备按本室常规进

行，参照ＩＳＣＮ２００５标准进行核型分析。

２　结　　果

采用ＦＩＳＨ技术对羊水细胞中的目标染色体进行杂交，荧

光显微镜观察显示羊水细胞核内红、绿、蓝三色杂交信号明确。

在９９８例羊水细胞标本中，累计检出２１三体综合征８例、１８

三体综合征３例、Ｔｕｒｎｅｒ综合征１例、克氏综合征２例，１３单

体、２１单体和１８单体各１例，见图１（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”），５种常见染色体非整倍性的总体检出

率为１．７％，其中２１三体综合征的检出率为０．８％。本研究

中，凡是羊水细胞ＦＩＳＨ杂交信号异常者均同时行羊水细胞或

脐静脉细胞染色体核型分析。经核实，ＦＩＳＨ结果与羊水细胞

或脐静脉细胞染色体核型分析结果一致，二者符合率为

１００％，见表１。

表１　　１７例ＦＩＳＨ杂交信号异常孕妇的临床特征及检测结果

序号 孕龄（岁） 孕周 临床特征或产前诊断指针 ＦＩＳＨ探针类型／信号数 核型分析

１ ３７ １７＋３ 高龄 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＹ，＋２１

２ ４１ １９＋６ 高龄 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＹ，＋２１

３ ２８ １８＋２ 唐筛高风险：Ｔ２１ ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＸ，＋２１

４ ３２ １２＋１ 颈部透明带增厚（ＮＴ＝３．２ｍｍ） ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＹ，＋２１

５ ２７ １９＋３ 唐筛高风险：Ｔ２１ ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＸ，＋２１

６ ３０ １６＋６ 无创基因检测高风险：Ｔ２１ ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＹ，＋２１

７ ２８ １８＋４ 唐筛高风险：Ｔ２１ ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＹ，＋２１

８ ３２ １６＋６ 胎儿先心病、鼻骨缺损 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／３ ４７，ＸＸ，＋２１

９ ２９ １７＋２ 发育迟缓、肾盂轻度分离 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＣＳＰ１８／３ ４７，ＸＸ，＋１８

１０ ２６ １９＋６ 唐筛高风险（Ｔ１８）、心脏畸形 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＣＳＰ１８／３ ４７，ＸＹ，＋１８

１１ ２８ ２２＋２ 肠道梗阻 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＣＳＰ１８／３ ４７，ＸＹ，＋１８

１２ ２９ ２１＋１ 睾丸体积小 ＣＳＰＸ／２，ＣＳＰＹ／１ ４７，ＸＸＹ

１３ ２８ １６＋５ 羊水减少 ＣＳＰＸ／２，ＣＳＰＹ／１ ４７，ＸＸＹ

１４ ３０ １６＋５ 生长发育迟缓、羊水过少 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／０ ４５，ＸＯ

１５ ３１ １９＋３ 生长发育迟缓、羊水减少 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ１３／１ ４５，ＸＹ，－１３

１６ ３０ １８＋５ 发育迟缓 ＣＳＰＸ／１，ＣＳＰＹ／１，ＧＬＰ２１／１ ４５，ＸＹ，－２１

１７ ３７ １７＋１ 高龄 ＣＳＰＸ／２，ＣＳＰ１８／１ ４５，ＸＸ，－１８

３　讨　　论

大量研究表明，２１、１３、１８、Ｘ或Ｙ染色体非整倍性约占新

生活婴染色体病的８０％～９５％。国内外研究显示，染色体非

整倍性的发生源于配子形成过程中同源染色体不分离或姊妹

染色单体不分离或丢失，也可起源于受精卵早期卵裂过程中发

生染色体不分离或丢失［４］。

从检测技术上看，细胞培养及核型分析是准确检出染色体

非整倍性、发现常见染色体结构异常的金标准。然而，羊水细

胞培养及核型分析所需周期长，技术要求高，检测成功率很难

确保１００％
［５］。欧美发达国家已经将ＦＩＳＨ技术常规性应用于

产前诊断［６］。本研究引进多色ＦＩＳＨ技术，对本地区９９８例胎

儿成功实施了５种染色体非整倍体检测。结果表明，ＦＩＳＨ信

号明晰，结果判读直观，累计检出２１三体综合征８例、１８三体

综合征３例、Ｔｕｒｎｅｒ综合征１例、克氏综合征２例，１３单体、

２１单体和１８单体胎儿各１例。经核实，ＦＩＳＨ 检测结果与传

统核型分析符合率为１００％。

本研究中，唐氏综合征的检出率为０．８％，位列染色体非

整倍性发生之首。随着孕妇外周血胎儿循环核酸测序、比较基

因组杂交等分子遗传学新技术的发展［７９］，唐氏综合征等染色

体病的产前诊断正朝着无创性、特异性和准确性更高的方向发

展，ＦＩＳＨ技术将成为产前筛查的有力工具。在本文中，成功

确认１例无创基因检测高风险胎儿。

总之，本文基于唐氏筛查高危、超声信号异常等产前诊断

指针，采用ＦＩＳＨ技术对新疆９９８例羊水细胞５种染色体非整

倍性实施有效检测，及时避免了染色体非整倍性患儿出生，为

降低本地区新生儿出生缺陷率发挥了积极作用。
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表２。

表１　　各组ＣＤ６４、ＷＢＣ、Ｎｅｕ％、ＣＲＰ检测结果比较

组别 狀 ＣＤ６４指数 ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） Ｎｅｕ％ ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ）

Ａ组 ２２ ５．６２±２．１６ １２．０６±６．８９ ７２．６３±１５．３２ ７６．８１±２９．６２

Ｂ组 ３０ ３．４８±１．４５ ８．２３±１．３６ ６８．３５±１２．５７ ２５．４３±１８．６９

Ｃ组 ２４ １．２２±０．２３ ５．８６±１．２８ ５６．２７±６．３９ ６．５１±３．２９

Ｄ组 ３２ １．０６±０．１８ ５．０３±１．０９ ５４．９５±２．０９ ５．１３±１．５４

表２　　ＣＤ６４指数、ＣＲＰ、ＷＢＣ、Ｎｅｕ％的

　　敏感性和特异性比较

项目 临界值 敏感性（％） 特异性（％）

ＣＤ６４指数 １ ８３．６ ９０．８

ＷＢＣ １０×１０９／Ｌ ６３．２ ６１．８

Ｎｅｕ％ ７５ ７７．１ ７６．９

ＣＲＰ ８ｍｇ／Ｌ ８７．９ ７９．１

３　讨　　论

ＣＤ６４相对分子质量为７２０００，其编码定位于染色体

１ｑ２１．２ｑ２１．３
［２］，是ＩｇＧＦｃ片段受体Ⅰ（ＦｃγＲⅠ），其能够识别

免疫球蛋白，对ＩｇＧ单体具有高亲和力，在介导体液免疫和细

胞免疫间起到桥梁作用，对感染性疾病具有早期诊断的价

值［３５］。正常情况下，ＣＤ６４主要分布于巨噬细胞、单核细胞及

树突状细胞等抗原递呈细胞（ＡＰＣ）表面，中性粒细胞表面

ＣＤ６４呈低水平表达，甚至几乎不表达，且表达无性别差异
［６］。

当患者患感染性疾病时，受炎症因子细菌细胞壁脂多糖、白细

胞介素１２、γ干扰素等刺激下，中性粒细胞表面ＣＤ６４表达在

４～６ｈ内即可升高
［７８］。

随着流式细胞仪的普及和应用，外周血中性粒细胞ＣＤ６４

的表达在临床诊断和治疗细菌性感染中越来越多的得到应用。

近些年来，国内很多学者也开始展开对中性粒细胞ＣＤ６４进行

了相关研究。许文芳［９］等报道ＣＤ６４指数可作为诊断细菌感

染的敏感指标，是重症细菌性感染的诊断、判断病情的可靠指

标。Ｌｉｖａｄｉｔｉ等
［１０］研究发现，中性粒细胞ＣＤ６４的表达与细菌

感染的严重程度和预后具有密切相关，可依据中性粒细胞

ＣＤ６４感染指数将病程划分为脓毒症、重症脓毒症和脓毒性休

克，同时还发现其与患者病死率呈正相关。

本研究通过对不同病原体感染情况分组分析发现，细菌感

染组（Ａ＋Ｂ组）与非细菌感染组（Ｃ组）的ＣＤ６４指数比较，细

菌感染组ＣＤ６４指数明显高于非细菌感染组，犘＜０．０５，组间具

有显著性差异；细菌感染组的ＣＤ６４指数与 ＷＢＣ、Ｎｅｕ％以及

ＣＲＰ比较呈正相关，犘均小于０．０５。且ＣＤ６４指数临界值取１

时，敏感性为８３．６％，特异性为９０．８％，与Ｃｉｄ等
［１１］报道的中

性粒细胞ＣＤ６４表达用于诊断细菌感染的敏感性７９％，特异性

９１％一致。因此，以上数据显示，中性粒细胞ＣＤ６４能够较为

准确地显示感染的状态，特别在细菌性和非细菌性感染的鉴别

中有较高的特异性。

综上所述，中性粒细胞ＣＤ６４在感染性疾病的诊断和治疗

中具有重要作用，同时其敏感性和特异性也较 ＷＢＣ、Ｎｅｕ％和

ＣＲＰ高。因此对感染的患者进行中性粒细胞ＣＤ６４检测，能够

正确判断和发现感染性疾病，以及在细菌性感染危重患者的预

后和效果评价上具有重要的临床意义。
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ｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｐｒｅｎａｔａｌａｎｄｐｏｓｔｎａｔａｌｄｉ

ａｇｎｏｓｉｓｏｆｕｎｂａｌａｎｃｅｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡｎｎＧｅｎｅｔ，

１９９８，４１（３）：１３３１４０．

（收稿日期：２０１３０５２２）

·０００３· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２




