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【摘 要】目的：探讨从孕妇外周血细胞中检测胎儿基因组DNA和血浆中捕获胎儿游离核酸方法的实用性。方法：在 SRY基 

因高保守区设计两对性别特异性引物，利用巢式聚合酶链反应(nest-PCR)分别对50例孕妇外周血胎儿基因组DNA和血浆中游 

离核酸进行特异性扩增，聚丙烯酰胺凝胶电泳分~r(PAGE)，DNA测序验证扩增产物的准确性。结果：50名孕妇中28名分娩男 

婴，22名分娩女婴。SRY基因片段阳性检出率：基因组为75％ (21／28)；游离核酸组为32％ (9／28)。22名分娩女婴者除1例 

基因组检测结果阳性外，其余均为阴性结果。本研究检测系统灵敏度为52．8p 1。结论：孕妇外周血中胎儿基因组DNA和游 

核酸检测可作为产前基因诊断的途径，两者联合应用有助于提高胎儿遗传信息的检出率。 
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Exploration to the approach of detecting fetal genetic information 

in maternaI peripheraI blood celI and plasma 

ZHUJing,et al 

《P ediatric Research Institute．Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：This study was to explore the feasibility of detecting fetal genetic information in matemal 

peripheral blood cell and plasma．M ethods： The specific fragment of SRY gene Was amplified by nest-PCR in 

peripheral blood eukaryotic cells and plasma from 50 pregnancies．Then the PCR produces were identified by 

DNA sequence．Results： 28 boys and 22 girls were bom from 50 pregnancies．SRY gene specific fragm ent was 

detected in maternal peripheral blood eukaryotic cell from 2 1(75％)of the 28 pregnancies with male fetuses and in 

maternal plasma from 9(35％)pregnancies with male fetuses．However，positive SRY signal in maternal blood 

eukaryotic cell Was seen in only one of 22 pregnancies with female fetuses． Conclusion： Detecting fetal DNA 

from matern al peripheral blood could be a feasible and safe approach of non-invasive prenatal diagnosis．Our data 

demonstrate that it will be more effective to detect the fetal genetic information by combining analysis ot 

eukaryotic cells and plasma from maternal peripheral blood． 
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对于性连锁遗传病产前诊断而言，确定胎儿性 

别是一重要环节 。本研究 利用巢式聚合酶链反应 

(Nested PCR)从直观的胎儿性别鉴定人手，探讨 

孕妇外周血细胞基因组DNA和血浆游离核酸中检测 

胎儿遗传物质，以明确其在无创性产前基因诊断中 

应用的可行性。 

l 对象与方法 

作者介绍：朱 静 (1967- )．女 ，主管检验 师． 

主要研究方向：小儿遗传性 疾病． 

基金项 目：重庆市科委应用基础项 目，编号[2001154．66． 

1．1 买验 组 

重庆医科大学第二临床学院产科围产保健孕妇50例 (8 

～ 40孕周)，其中早孕期(<12周)4名，中孕期 (13—28周) 

10名，晚孕期 (29—40周)36名；对照组：市三院门诊体检 

正常男性20人，正常未孕女性20人。两组人员均取外周抗凝 

血5ml(枸橼酸钠109mmol／L，1：9)，控制在3h内分离，血 

浆立即．20℃冻存备用。 

1．2 基因组的提取 

分离的有核细胞，采用饱和氯化钠．氯仿抽提系统提取 

基因组DNA，以适量11三溶解备用。血浆标本采用本室自行 

研制的吸附剂处理后，洗脱，取1 0u1洗脱液参加反应。 

1．3 引物 

设计两对Y染色体SRY基因高保守区特异性巢式引物， 
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其序列分别是： 

P3(上游引物 ) 5 ．GAATATTCCCGCTCTCCGGAG．3 

P4(下游引物)5'-ACC TGTTGTccAGr1'GcAcT．3 

作为第一轮PcR弓l物，扩增片段长419bp； 

P5 (上游引物)5'-ACTCAGAGATCAGCAAGCA．3’ 

P6 (下游引物 ) 5'-CTTCCGACGAGGTCGATAC．3 

作为第二轮PcR弓l物，扩增片段长143bp。 

l-4 扩增体系及循环参数 

首轮扩增按25 l反应系统，其 中包括10X缓冲液2．5 

l；Mg2 浓度控制在2．5mmol／L；dNTPS终浓度为2O mol／ 

L；引物工作浓度20pmol／L，取0．5 l；DNA模板加量，细胞 

基因组DNA为2 l，血浆游离核酸组为1O l；Taq酶l U／每 

反应。循环 温度94℃ 45s，58℃ 45s，72℃ lmin，35次循 

环。第二轮扩增M 浓度降至1．5mmol／L；DNA模板取上轮 

扩增产物5 l，其余同前。经94℃ 5min预变性后，温度降 

到80"C，加入Taq酶 11J／每反应作热启动，循环温度94℃ 

45s，62℃ lmin，30次循环。6％聚丙烯酰胺凝胶电泳检测扩 

增结果。 

1．5 扩增体 系灵敏度检测 

对照组男性和女性基因组DNA标本各一，适量TE溶 

解，紫外检测定量。用女性基因组DNA作为稀释液，倍比稀 

释，使男性基因组DNA在女性基因组DNA中呈一定的梯度 

浓度构成，所能检出的反应管最低限为此反应体系的灵敏度 

计算公式： 

男性基因组DNA稀释后浓度G=起始管浓度G，( 

1) × (1／2)“； 

第n管女性基因组DNA浓度G =起始管浓度G，( 

1)×【l+(1／2)It】； 

第n只稀释管两者比值 =(1／2) G，(男性)／【l+(1／2)1 

G。(女性 ) 

1．6 特异性实验 

对照组2O名正常男性和2O名正常未孕女性基因组DNA， 

经紫外检测定量，稀释成常规工作浓度0．5—2 l后即按 

前面叙述程序进行巢式扩增，视结果进行评定。 

1．7 扩增产物序列分析 

送上海基康生物制品有限公司进行，检出的结果与原始 

序列比对，以验证扩增片段的准确性。 

2 结 果 

受检者出生证实为男婴的有28人，胎儿细胞基 

因组检出为阳性结果的21人，血浆游离核酸组阳性 

结果为9人，检出率分别为75％和32％。其中(1)两组 

均为阳性有7人；(2)2人血浆游离核酸检 出为阳性结 

果，细胞基 因组检出为阴性结果：(3)14人细胞基因 

组检出为阳性，血浆游离核酸组为阴性。受检者出 

生证实为女婴的有22人，除1人细胞基因组检 出为 

阳性外，其余均为阴性结果 (见图1、2) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 

143bp 

图l 血浆标本游离核酸SRY基因巢式PCR检测的结果 

(3～lO)，2为空白对照，l为分子量标准 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

143bp 

图2 l司样标本经胎儿有核细胞基因组DNA SRY基因巢式 

PCR检测的结果 

检 出的最低极限，即灵敏度为52．8pg／ l(见图 

3)。男性起始管浓度为14 g／ l，女性为10 g／ l， 

所以此管对应的男性基因组DNA浓度经公式计算， 

得 出它 在 整 个 稀 释 体 积 中所 占的 比例 约 为 1： 

180000。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 

143bp 

图3 灵敏度检测部分结果显示 I为分子量标准， 

2～lO男性DNA浓度分别为O．875 1，50ng／ 1，3．4ng／v 1， 

1．7n【g／ 1，1 1Op l，52．8pg／ l，26．4pg／ 1，13．2pg／ l，6．6pg／ 1 

特异性实验检测对照组20个正常男性标本均为 

阳性结果，而20个未孕女性标本均为阴性结果，说 

明此反应体系有较强的特异性。 

经上海基康生物工程有限公司测序结果，与原 

始序列比对，可以判断扩增产物确为SRY基因片 

段 。 

3 讨 论 
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孕妇外周血中存在胎儿细胞已有明确的报道。 

自1997年Y．M．Lo等提 出 “无宿主游离核酸” (non- 

host cell free DNA)概念以来，可否应用于产前基 

因诊断确引起了一些讨 “。尽 管聚合酶链式反应 

是一种十分灵敏的检测技术，但 由于孕妇外周血 中 

胎儿遗传信息含量极低，对检出率影响较大。据资 

料估计，孕妇外周血中胎儿的有核细胞所 占比例约 

为0．04％ ～0．23％，甚至有人认为可能小于0．01％【2】 

；而血浆中游离核酸的检测却又受限于其结构的完 

整性，当胎儿细胞经过胎盘屏障，细胞整体结构或 

被母体的免疫机 制所破坏 ，或 由于 机械作用而破 

裂，基 因组释放，进人孕妇血液循环，再经 自身凋 

亡或机械性断裂，必然造成检测的结果受诸多偶然 

因数影响，当未能捕捉到特异性片段模板时，很可 

能导致检测结果的假阴性 。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 1 1 

419bp 

143bp 

图4 l～5为SRY弓I~P3／P4单扩增结果显示，6为分子量 

标准，7～ ll为同样标本经 P5／P6巢式扩增后结果显示。 

在 以往单扩增的基础上，本研究选用巢式扩增 

的方法，以增加检测的特异性和灵敏度 (见 图 

4)，而且对于游 离核酸，通过这种方式还可以扩 

大特异性的模板背景，进而达到提高检测率的目 

的。本研究考虑到微量检测系统的影响因素，进行 

了相应的实验条件摸索。首先，引物的设计选择Y 

染色体SRY高保守区域进行，已有研究证明，在染 

色体上只要缺失了SRY区域，个体就会发育成女 

性；其次，利用热启动，不仅可以增~glPCR的特异 

性，还能增加其敏感性，并减少了引物二聚体的形 

成和引物的自我复制；第三，经实验降低了dNTPS 

的浓度以增~I]PCR产量，调节特异性与合成忠实性 

间的平衡。通过实验，细胞基因组检测比较稳定， 

检测率基本同于以往资料报道。但血浆游离核酸组 

检测结果与相关的报道出入较大。据Y-M．Lo研究小 

组进行的孕妇外周血胎儿游离核酸检测报道，经单 

引物 扩 增 SRY基 因， 阳性 检 出率平 均 为 70％ ～ 

80％【3】。正 因如此，他于 l997年提 出了 “无宿主游 

离核酸”的概念，将孕妇外周血中的胎儿游离核酸 

应用于如性别，RH血型检测p】。 l999年 8月 法 国门 

松举行的 “第一届世界游离核酸应用大会”上，孕 

妇外周血 中的胎儿游离核酸应用有一专题讨论【4】。 

有研究是利用荧光定量聚合酶链式反应对孕妇血浆 

中胎JLDNA的浓度进行定量监测，结果平均为3．4％ 
一 6．2％，并且随孕龄的增加浓度也增加，到分娩前 

有的竟高达l2倍 】。经本研究证 实，血浆游离核酸 

组处于中、晚期妊娠标本的阳性检出率 (40％)高 

于早期(12．5％)，提示，随着孕龄的增加胎儿游离核 

酸确有增加的趋势，分析可能与进人晚期妊娠，胎 

盘通透性增大 ，胎儿 的遗传物质更 易穿过胎盘屏 

障，释放人母血有关。胎儿细胞在孕妇体 内滞留的 

时间看法不一， 有人认为在产后8周即消失，有的 

却认为可在母体内存在几十年【6】。本研究中1名分娩 

女婴者 出现阳性结果，分析与此原因有关。随着优 

生优育研究工作的不断深入，我们可以清楚的认识 

到，无创性产前基因诊断在遗传性疾病研究中显得 

尤为重要。本课题证明，通过孕妇外周血血浆可以 

捕获胎儿的遗传信息。联合有核细胞及血浆检测， 

有助于提高阳性检出率。 
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