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荧光原位杂交技术与染色体核型分析在产前诊断中的应用

曾海燕，吴　杰

（广东省梅州市人民医院检验科　５１４０３１）

　　摘　要：目的　探索荧光原位杂交技术（ＦＩＳＨ）在产前诊断中的临床应用价值及相对于羊水细胞染色体核型分析的优缺点。

方法　对２０１２年４月至２０１３年１１月在梅州市人民医院进行唐氏综合征筛查并诊断为高危的１８３例孕妇进行羊水细胞核型分

析及ＦＩＳＨ诊断，并对结果进行分析。结果　核型分析结果显示，１８３例孕妇中有核型异常者９例，其中３例１８三体，３例２１三

体，１例ＸＸＹ和２例ＸＯ；ＦＩＳＨ诊断结果显示８例异常，其中２例１８三体，３例２１三体，１例ＸＸＹ和２例ＸＯ。结论　ＦＩＳＨ技术

用于产前诊断效率和成功率高，但单纯ＦＩＳＨ诊断会出现小概率的漏诊，可与核型分析互补缺陷，使产前诊断效能最大化。
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　　单个或多个基因突变、非整倍染色体突变和环境等因素引

起的新生儿出生缺陷已经成为公共卫生关注的焦点，由此导致

的死胎、流产及新生儿出生后发育迟缓、智力低下等综合征给

家庭和社会带来了负担。通过对培养的羊水细胞进行细胞遗

传学分析是目前已经成熟的产前诊断方法，但其耗时长且需要

专业的人员进行分析制约着该项技术的临床应用［１］。对未经

培养的羊水细胞进行荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）分析使快速产前诊

断成为可能。ＦＩＳＨ 技术通过荧光素标记的寡聚核苷酸为探

针，按照碱基互补原理与靶基因配对，在荧光显微镜下检测相

应的信号从而对细胞内的异常染色体作出判断，具有快速、简

便、准确可靠及高度的灵敏性和特异性等优点［２］。本研究通过

对１８３例高危孕妇进行羊水细胞染色体核型分析及ＦＩＳＨ 检

测，对比两种诊断技术在产前诊断中的应用效果，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年４月至２０１３年１１月在梅州市

人民医院进行产前诊断的唐氏综合征高危孕妇１８３例为研究

对象，孕周１８～２６周，筛选标准为：血清学检查（人绒毛膜促性

腺激素β亚单位、甲胎蛋白和游离雌三醇）风险高，高龄（＞３５

周岁），有不良孕产史和超声检查胎儿异常。其中唐氏血清学

筛查高风险７６例、有不良孕产史８１例、高龄产妇２７例、胎儿

超声检查畸形１８例。孕妇全部签署产前诊断羊水穿刺知情同

意书。

１．２　方法

１．２．１　羊水采集　对皮肤进行消毒后，利用多普勒彩超进行

定位和引导，经腹壁进针，抽取３５ｍＬ羊水，分装３０ｍＬ和５

ｍＬ于无菌离心管中保存，其中３０ｍＬ用于羊水细胞培养染色

体核型分析，５ｍＬ用于ＦＩＳＨ检测。

１．２．２　染色体核型分析　将采集的羊水８００ｒ／ｍｉｎ离心８

ｍｉｎ弃上清，沉淀转入含有羊水培养基的培养瓶中，于５％

ＣＯ２、３７℃培养箱进行贴壁培养；更换培养基后羊水细胞生长

良好即可加入秋水仙素收获细胞，使羊水细胞停止生长于分裂

中期，经低渗固定后常规制片，显Ｇ带，每例标本镜下核型计

数３０个分裂相，分析５个核型，如发现数目或结构异常核型计

数增至６０个。本研究羊水接种、培养和核型分析均平行进行

２次。

１．２．３　羊水间期细胞ＦＩＳＨ检测

１．２．３．１　探针的选择　选择北京金菩嘉公司医疗科技有限公

司生产的ＦＩＳＨ诊断试剂盒，两组探针分别为ＣＳＰ１８／ＣＳＰＸ／

ＣＳＰＹ（天蓝／绿／红）和ＧＬＰ１３／ＧＬＰ２１（绿／红）。

１．２．３．２　羊水玻片的制备　取羊水标本２ｍＬ，２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，去上清，离心管中加入５ｍＬ预温的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，在３７℃水浴中低渗３０ｍｉｎ。加入新配制的固定液（甲醇

∶冰醋酸＝３∶１），预固定１０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去

上清，重复固定２次，每次１０ｍｉｎ。滴片，自然干燥后置

－２０℃冰箱冻存。

１．２．３．３　探针杂交　将制备好的羊水细胞玻片自冰柜中取
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出，依次放入７０％、８５％、１００％乙醇中脱水，室温干燥；预处理

好的玻片置７３℃、７０％甲酰胺２×ＳＳＣ中静置５ｍｉｎ。探针

（橘红色）１０μＬ加在玻片的靶区域，盖上盖玻片，避免产生气

泡（暗室中操作），以橡胶泥封固盖玻片，置暗湿盒中３７℃杂交

过夜。

１．２．３．４　ＦＩＳＨ诊断结果的观察与判断　用图像分析系统在

镜下观察杂交效果。细胞杂交率在８０％以上为有效标本。每

组探针计数３０个细胞，如９０％的细胞显示正常信号诊断为正

常，如６０％以上细胞显示异常信号诊断为异常。无法判断时

计数６０个或更多个细胞。判断依据：正常二倍体细胞核，对于

ＣＳＰ１８／ＣＳＰＸ／ＣＳＰＹ探针，男性可检测到１个绿色、１个红色

和２个天蓝色信号，女性可检测到２个绿色和２个天蓝色信

号；对于ＧＬＰ１３／ＧＬＰ２１探针，可检测到２个红色和２个绿色

信号。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件对实验数据进行统计

学分析，统计处理采用四格表资料卡方检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　羊水细胞染色体核型分析结果　羊水细胞核型分析结果

显示，１８３例羊水标本全部培养成功，培养成功率１００％，平均

出报告时间为２周。在１８３例标本中，核型正常１７４例，核型

异常９例。见表１。

表１　　羊水细胞染色体核型分析结果

异常类型 狀 阳性率（％） 占异常核型比例（％）

１８三体 ３ １．０９ ３３．３３

２１三体 ３ １．６４ ３３．３３

ＸＸＹ １ ０．５５ １１．１１

ＸＯ ２ １．６４ ２２．２２

２．２　间期羊水细胞ＦＩＳＨ诊断结果　本研究采集的１８３例羊

水标本ＦＩＳＨ杂交成功率１００％，完成检测需２４～４８ｈ。ＦＩＳＨ

检测诊断为正常１７５例，诊断为异常８例，其中２例ＸＯ，１例

异常ＸＸＹ，２例１８三体，３例２１三体。见表２。

表２　　羊水细胞ＦＩＳＨ杂交染色体异常结果分析

类型 狀 ＦＩＳＨ诊断结果

ＸＸＹ １ ４７，ＸＸＹ

１８三体 ２ ４７ＸＸ／ＸＹ，＋１８

２１三体 ３ ４７ＸＸ／ＸＹ，＋２１

ＸＯ ２ ４５，ＸＯ

表３　　两种产前诊断方法比较结果（狀）

诊断方法 异常 正常 合计

ＦＩＳＨ ８ １７５ １８３

核型分析 ９ １７４ １８３

合计 １７ ３４９ ３６６

２．３　羊水细胞ＦＩＳＨ诊断结果与核型分析结果比较　１８３例

羊水标本同时做羊水细胞核型分析和ＦＩＳＨ诊断分析，结果显

示，８例ＦＩＳＨ诊断异常的羊水标本与染色体核型分析结果一

致；１例ＦＩＳＨ诊断未见异常的样本，核型诊断分析发现异常

（４７ＸＸ／ＸＹ，＋１８）。其余标本检测结果一致，皆为正常核型。

两种产前诊断方法结果差异无统计学意义（χ
２＝０．０６，犘＞

０．０５），见表３。

３　讨　　论

产前诊断是一种提高人口素质的手段，细胞遗传学分析对

于非整倍染色体和染色体重排的检出效率达到了９９．５％，但

需要花费很长时间去获得孕妇的间期羊水细胞，且需要羊水量

大，失败率高，给患者带来了一定的心理压力［３］。ＦＩＳＨ 技术

可以采用未经培养的羊水细胞、绒毛细胞、胎儿有核红细胞等

标本对常见异常染色体进行快速诊断。ＦＩＳＨ 技术采用荧光

标记的寡聚核苷酸探针与靶细胞中的同源序列根据碱基互补

配对原理进行杂交，并对靶ＤＮＡ片段进行定位和定量分析。

与常规的核型分析技术相比，ＦＩＳＨ 技术采用染色体涂片技

术，即使在分散质量差、分裂相少的情况下，异常染色体也能够

清晰显示。

ＦＩＳＨ技术所必需的荧光标记的寡聚核苷酸探针目前包

括以下几类。（１）染色体特异重复序列探针：这类探针不含散

在重复序列，杂交位点大于１０６ｂｐ，与细胞内靶基因结合紧密，

杂交信号强。适合于细胞非整倍染色体和微小标记染色体的

检测。临床研究结果显示该种探针对Ｘ，Ｙ，１３，１８和２１号染

色体ＦＩＳＨ诊断结果与核型分析一致性达到９９．８％
［４］。（２）全

染色体或染色体区域特异性探针：由１条染色体上几个核酸片

段组成，适用于细胞核结构和染色体重组分析，能够在分子水

平观察到细胞染色体结构畸变和数目变化，对特定衍生染色体

和标记染色体的来源进行检测有助于初步了解患病的危险性。

天使症候群是１５号染色体ｑ１１～ｑ１３缺失所致的遗传性疾病，

罹患此症的患者，脸上常有笑容，缺乏语言能力，过动，且智能

低下。产前亦可通过该种染色体区域特异性探针ＦＩＳＨ 技术

进行诊断［５］。（３）特异性位置探针：由１个或多个克隆序列组

成，用于对靶基因进行定位，对靶序列的拷贝数及结构变化进

行检测，能够精确定位出与表型异常有关的标记染色体，在产

前诊断和遗传咨询中意义显著。应用ＲＰ１１９１６Ｈ１９特异性探

针对表型正常但核型异常的胎儿进行分析，从而把该重复序列

定位于９ｐ１１．２～ｐ１３．１。（４）端粒或亚端粒探针：与端粒或亚

端粒特异性结合，用于检测端粒异常引起的遗传性疾病。Ｃｏｔ

ｔｅｒ等
［６］利用该型探针通过双色ＦＩＳＨ技术对未经培养的羊水

细胞核绒毛进行检测，能够对亲代核型为罗伯逊易位或交互易

位的胎儿的核型作出快速诊断。

本研究对１８３例唐氏综合征筛查高危孕妇通过ＦＩＳＨ 技

术进行１３、１８、２１、Ｘ和Ｙ染色体的数目进行检测，结果显示，

ＦＩＳＨ技术用于产前诊断平均报告时间明显短于细胞核型分

析，所需要的羊水量也较少，但其中１例ＦＩＳＨ 诊断正常的患

者采用核型分析诊断为４７ＸＸ／ＸＹ，＋１８。大量临床研究显示

ＦＩＳＨ的假阳性率为０．１％～０．２％，与传统核型分析结果相符

率达到了９９．８％
［７］，故对于有过染色体异常孕产史或者夫妻

双方染色体异常的患者，为了避免漏诊仍需进行羊水细胞核型

分析。ＦＩＳＨ技术虽然快捷、方便，但目前还仅局限于对特异

染色体异常（１３、１８、２１、Ｘ和 Ｙ染色体）的诊断。随着荧光探

针技术的发展，ＦＩＳＨ技术在产前诊断方面会有更广阔的应用

空间。
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９５％可信区间上限均低于各自的允许偏倚，见表２，说明自主

研发试剂与东洋纺试剂的偏倚可接受，两种试剂间的检测结果

具有良好的可比性。

图２　　Ｃｒ重复测定均值的散点图

表２　　预期偏倚及可信区间的比较

医学决定水平

（μｍｏｌ／Ｌ）

预期偏差９５％

可信区间（μｍｏｌ／Ｌ）

下限 上限

允许偏倚

（μｍｏｌ／Ｌ）
偏倚评估

４０ －２．０ ２．７ ３．０ 可接受

１４１ －３．７ ０．６ １０．６ 可接受

５３０ －１０．９ －７．３ ４０．０ 可接受

２．５．６　干扰实验　以相对偏差不小于１０％作为有明显干扰

的评判指标，结果显示３５ｍｍｏｌ／Ｌ肌酸、３．４２ｍｍｏｌ／Ｌ胆红

素、０．０３ｇ／Ｌ维生素Ｃ、５ｇ／Ｌ血红蛋白、１４５０浊度乳糜对高、

低值浓度标本检测结果均无干扰。

３　讨　　论

酶法Ｃｒ测定试剂不管是一步酶法或两步酶法，测定过程

中Ｃｒ水解后产生的肌酸和内源性肌酸同时转化为醌亚胺，其

测定结果包括了Ｃｒ和肌酸之和。正常男性血肌酸参考区间为

１５～４５μｍｏｌ／Ｌ，女性为３０～８０μｍｏｌ／Ｌ。当发生急性肌损伤、

饥饿、糖尿病、营养不良、甲亢、发热时肌酸显著升高，对Ｃｒ检

测结果造成的偏差更显著。为解决内源性肌酸干扰，有学者采

用仅以肌酐酶为第二试剂的两步酶测定方法，由于第１步反应

体系中有４ＡＡＰ和色原，肌酸酶、肌氨酸氧化酶、ＰＯＤ催化作

用产生醌亚胺，肌酸被转化而被耗尽，当加入肌酐酶后启动Ｃｒ

水解反应生成肌酸，再经肌酸酶、肌氨酸氧化酶、ＰＯＤ催化作

用产生醌亚胺，内源性肌酸和Ｃｒ水解产生的肌酸先后呈色，仪

器以第１步反应产生的醌亚胺为空白，仅以第２步产生的醌亚

胺计算出肌酸的浓度，以此去除内源性肌酸的影响［８］。由于正

常情况下内源性肌酸产生的吸收信号较低且不稳定，从而影响

测定结果。

本研究采用过氧化氢酶消除肌酸产生的过氧化氢，产生的

水和氧气不会造成本底升高，试剂中的过氧化氢酶在检测反应

时被抑制剂叠氮钠完全抑制，不会对反应造成影响，因此可规

避以ＰＯＤ氧化过氧化氢造成的本底升高的问题。此外，本研

究采用了新型色原 ＨＴＩＢ，提高了酶法检测试剂的分析灵敏

度，性能评价结果表明自主研发试剂空白吸光度为０．００９，分

析灵敏度为０．１３，均优于东洋纺试剂。本研究进一步参照相

关ＥＰ文件对自主研发试剂的相关性能的研究显示，高、低值

血清测定变异系数分别为１．５％和１．１％，线性范围为０～

２８５０μｍｏｌ／Ｌ，与东洋纺试剂的相关性较高，检测结果具有良

好的可比性，说明自主研发试剂（改良酶法）操作简便、灵敏，与

进口试剂间具有良好的相关性，符合临床应用基本要求。
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