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荧光原位杂交技术对无创 DNA产前检测阳性病例 

的诊断价值 

张阳丽 ，李 荣 ，赵纯全z，崔 瑾 ，詹 茜t，白慧丽t，程 伟 ，张玉洪 

(重庆医科大学附属第一医院 1．临床分子医学检测中心；2．妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨荧光原位杂交检测技术 fluorescence in situ hybridization，FISH)对无创 DNA产前检测(noninvasive prenatal 

testing，NIPT)阳性病例的诊断价值。方法：对 22例 NIPT阳性病例的未培养羊水利用FISH技术进行胎儿 13、18、2l、x和Y染 

色体数目的检测，同时将所有病例的羊水或脐血细胞培养行常规染色体G显带染色体核型分析。应用Kappa检验比较FISH和 

染色体核型分析检测结果的一致性并进行分析。结果：22例样本FISH检测结果中，18例检测出胎儿染色体非整倍体异常．包 

括 13一三体2例、21一三体 11例、18一三体 1例、XXY／XY嵌合型 1例、XXY型 1例、XXXXY型 1例、XYY型 1例，余下4例未 

发现染色体数目异常。FISH检测结果与染色体核型分析结果一致性极强(K=1)。结论：NIPT存在假阳性结果，阳性病例必须进 

行进一步产前诊断，FISH技术具有快速，简便，准确的技术特点，是快速确诊的有效手段。 
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Prenatal diagnostic value of the fluorescence in situ hybridization in positive 

cases of noninvasive prenataI testing 
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【Abstract]Objective：To study the prenatal diagnostic value of the fluorescence in situ hybridization(FIsH)in positive cases of non— 

invasive prenatal testing(NIPT)．Methods：The number offetal 13，18，21，X and Y chromosomes in mniotic fluid samples from 22 of 

NIPT positive cases was detected by FISH，as well as using G banding karyotypes analysis after cell culture．Th e consistency between 

the results of the FISH and karyotypes was compared by means of Kappa test．Results：All samples of the 22 cases were successfully 

detected by FISH．Th e results showed 18 cases with fetal aneuploidy，including 2 cases of 13 trisomy，11 cases of 21 trisomy，1 cases 

of 18 trisomy，1 case of XXY／XY chimeric type，1 case of XXY，1 case of XXXXY and 1 case of XYY and 4 cases with normal number 

of fetal chromosome．The consistency between the results of FISH and karyotype was extremely strong(Kappa=1)．Conclusion：NIPT 

needs further definite diagnosis due to its false positive result possibility．FISH is a simple，fast and efficient method for early prenatal 

diagnosis of NIPT positive cases． 
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新生儿染色体非整倍体病是遗传病中常见的 

病因，是影响人口素质的一个重大问题，为了避免 

遗传缺陷病患儿的出生，达到优生优育，对于高龄 

孕妇．血清学筛查高风险，前次怀孕胎儿有染色体 

异常，父母双方之一有染色体结构异常，有自然流 

产、畸胎、死胎或新生儿死亡的不良孕产史，有遗传 

病家族史，超声检查胎儿或羊水量异常，孕早期接 

触致畸物质等高危孕妇都有必要进行染色体病产 

前诊断llJ。通过母血胎儿游离 DNA进行无创 DNA 

产前检测(noninvasive prenatal testing，NIPT)是近年 

来发展起来的新技术，已用于胎儿性别、Rh血型、以 

及胎儿染色体非整倍体等的检测。该技术具有无 

创、所需样本量少、高通量等优势，且在 13、21、18 

号染色体及性染色体非整倍体异常的检测中比唐 

氏血清学筛查拥有更高的灵敏度及特异性。我国卫 

计委妇幼司也在 2015年 1月 15日批准 108家医 

疗机构开展 NIFr高通量测序临床试点。因此，NIPT 

正在逐渐成为临床常规方法[2-5]。但由于该技术尚处 

于起步阶段，不同检测机构实验水平的差异和标本 

本身因素如母血中存在的大量母亲自身游离 DNA 

片段同等多方面原因会对其检测结果准确性造成影 

响。因此卫计委公布的高通量基因测序产前筛查与 

诊断技术规范(试行)中也规定NI 高风险的孕妇， 

应当建议其进行后续介入性产前诊断，不应当仅根 

据 NIPT结果做终止妊娠的建议和处理。因此对 

NIPT阳性病例进行进一步产前诊断非常有必要。 

传统的羊水或脐血培养后染色体核型分析是 

产前诊断金标准，但该方法存在耗时长，技术难度 

大，易受培养条件影响等不足之处。应用荧光原位 

杂交技术(fluorescence in situ hybridization，FISH)可 

直接检测未经培养的分裂间期细胞，而且具有快 

速、简便和特异的特点，从而能及早排除或确诊胎 

儿染色体异常，使医生合理选择后续诊疗方案．及 

时终止妊娠真阳性病例的异常胎儿，缓解假阳性病 

例孕妇及其家人的焦虑心理 。 

本研究拟采用 FISH技术对 22例NIPT检测阳 

性病例进行进一步检测，同时将所有病例的羊水或 

脐血细胞培养行常规染色体 G显带染色体核型分 

析，比对实验结果，并通过随访进行临床追踪。评价 

FISH检测在 NIPT阳性病例中的产前诊断价值。 

1 资料与方法 

1．1 病例资料 

选择 2013年5月至2015年 07月在本院产前诊断中心 

就诊 。经 NIPrI’提示胎儿 13、2l、18号染色体及性染色体非整 

倍体异常的孕妇22例。年龄在22～42岁之间，孕周在 18—30 

周之问，其中8人为 35岁以上高龄产妇，6人 B超显示胎儿 

畸形。其中13一三体高危 3例、21一三体高危 11例、18一三体 2 

例、性染色体异常6例，上述病例均行羊膜腔穿刺抽取羊水 

25 ml，22例均取8 ml进行羊水FISH检测，同时取 l7 ml进 

行羊水培养后染色体核型分析。所有孕妇均随访追踪，评价 

FISH检测在NIPT阳性病例中的产前诊断价值。所有孕妇均 

签署产前诊断知情同意书。 

1．2 F1SH检 测 

1．2．1 标本预处理 将羊水标本离心后用 0．5％胰酶／EDTA 

溶液(购于 gibco公司)消化，0．56％KC1低渗溶液低渗等处 

理后用新鲜配制的固定液(3：1甲醇：冰醋酸)固定，制成细胞 

悬液后滴片。将样片室温风干2 h以上，再以新鲜配置的胃 

蛋 白酶工作液中消化 20 min，随后于 70％、85％、100％乙醇 

中梯度脱水．室温晾干备用。 

1．2．2 杂交 将上述样片经 73℃水浴锅里变性 2 rain，随后 

70％、85％、100％乙醇梯度脱水，将探针从一20℃冰箱(实验所 

用探针为即用型探针购自雅培公司，分别为 CEP18／X／Y混合 

探针和LSI 13／21混合探针)，恢复至室温，混匀离心后按说 

明书取适量直接加在脱水后自然干燥的样片上，用封片胶封 

片后，放入杂交仪中75℃变性 5 min，37 qC杂交 8～24 h。 

1．2．3 洗涤和复染 杂交完成后去除盖玻片。先后经 0．4× 

SSC／0．3％ NP一40液和 2 X SSC／0．1％ NP一40洗涤及梯度乙醇 

脱水并室温下彻底风干后加 10 l DAPI 2复染，盖玻片封 

片，置暗盒于一2O℃放置 15 min。上述过程均在红光照明暗 

室下操作 

1．2．4 FISH检测结果判读 将样片从一20℃取出后．待其恢 

复室温，擦去冷凝水，于OLYMPUS荧光显微镜下镜检结果， 

选择背景干净、核膜完整，细胞相互间无重叠、核内杂交信号 

清晰明亮无弥散重叠、边缘清楚形态呈不规则圆形细胞．每 

组探针随机计数 50个细胞，正常信号细胞比例≥90％判定 

为正常，异常信号比例≥60％判定为异常，若在两者之间增 

加计数细胞数至200个。用冷 CCD照相系统拍下荧光信号， 

并用图像处理软件合成、保存结果。 

注：CEP 18／X／Y探针，绿色、橙红色、青色分别为X染色 

体着丝粒、Y染色体着丝粒、18号染色体着丝粒信号，LSI 13／ 

21探针，绿色和橙红色分别为 13号染色体 13q14区和21号 

染色体D21S259、D21S341、D21S342区域信号 

1．3 染色体制备与核型分析 

于本院产前诊断实验室一般常规染色体G显带制备方 

法，按常规操作进行羊水或脐血细胞培养、染色体制备，G显 

带，再行核型分析。 
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3 讨 论 

染色体异常是遗传病的常见原因。是自发性流 

产、死胎、早天、性发育异常及先天性心脏病及智能 

发育不全的重要原因f11。产前诊断可及早发现胎儿 

染色体异常、及时终止妊娠异常胎儿。传统的产前 

诊断流程多是先进行唐氏血清学筛查：筛查出的高 

危孕妇再通过抽取绒毛、羊水或脐血细胞培养，对分 

裂中期细胞核进行染色体核型分析以确诊胎儿是 

否为染色体异常。1997年母血胎儿游离DNA成分 

被L0等【 o1人证实，由此通过检测母血浆中游离的胎 

儿DNA来诊断胎儿染色体数目成为可能。随着技 

术的发展逐渐形成了基于二代测序技术 ，通过大规 

模平行测序检测母亲外周血血浆中胎儿游离 DNA 

成分，经过生物信息学分析，判断胎儿常见的 2l、 

l8、13号及性染色体的数目异常的NIPT检测方 

法[2-5]，Nicolaides[11】、Dan[ 2】和Norton[ 3】等人的前瞻性 

研究显示，NIPT对2l一三体的检测灵敏度和特异度 

均是99％～100％，对18一三体的检测灵敏度和特异度 

分别是 90％ 100％和 99％～100％．对 13一三体的检 

测 灵敏度和特异度分别是 93％ 100％和 99％～ 

100％，对性染色体非整倍体的检测灵敏度和特异度 

为96％～100％和 95％～100％明显高于传统的血清 

学筛查60％一80％的检出率和5％的假阳性率．加上 

其无创的技术特点，逐渐被医生和孕妇所接收，在 

医疗界产生了重要影响。但是由于该技术所检测的 

胎儿游离DNA片段是来自于母血浆而非直接来源 

于胎儿，而母血浆中存在大量的母亲自身游离DNA 

片段，此外结果的判读也是通过设定阈值而区分阴 

性和阳性，由此难免会产生错误的结果ll 4l。 

本研究中选取的22例无创产前诊断阳性的病 

例中就有 4例被确诊为假阳性，因此 NIPT只能作 

为一种高级筛查性检测而不是确诊方法【 ，筛查阳 

性病例需要通过进一步检测以确诊。传统的染色体 

核型分析是产前诊断金标准，通常选择绒毛、羊水 

或脐带血为检测对象，经过一段时间的培养后对分 

裂相的细胞经过固定、制片、显带和染色才进行染 

色体数量与结构观察。绒毛和羊水的培养需要 10 d 

左右，脐血也至少需经过 72 h的培养，且培养条件 

要求高，培养技术人员培训耗时时间长，实验技术 

复杂，另外对标本的要求范围窄，羊水培养标本最 

佳孕周是 18 23孕周间，若超过孕周，则培养失败 

可能性大。本实验中就有2例培养失败均为超过24 

周孕妇。重新行风险更大的脐血穿刺后行染色体核 

型分析。总的来说，染色体核型分析影响因素多，检 

测时间长，满足不了临床医生和孕妇的快速诊断需 

求 因NIPT的适用孕周为l2—26周，在无创产前检 

测日益普及的趋势下，大孕周无创产前检测结果高 

风险者大幅增加，特别是对于超过羊水染色体培养 

最佳孕周，而无创结果又提示21、18、13染色体高风 

险者，FISH技术能快速准确的进行诊断，FISH技术 

的恰当运用能很好的弥补羊水染色体培养的不足。 

FISH技术是采用荧光标记的特异性 DNA探 

针，根据探针与被检测样本细胞核中DNA序列的互 

补性，探针与样本 DNA杂交后，在荧光显微镜下检 

测荧光信号从而检测样本染色体的数目及结构异 

常。FISH技术作为一种陕速检测技术在国外应用较 

早且较广泛。近年来。在我国也得到了越来越多研 

究者的关注与研究 6̈_ 。研究报道证明应用FISH技 

术可以对未培养羊水、脐血、绒毛甚至是流产组织 

进行检测，检测结果快速，简便，准确，既能快速产 

前诊断又能在核型分析细胞培养失败后起到补救 

检测作用，因此有着广泛的应用价值 9】，但这些研 

究均集中在FISH技术的方法学评价．其在NIPT阳 

性病例中的后续诊断价值，特别是超过羊水培养最 

佳孕周病例中的应用价值尚未见报道。 

本次研究中选取了22例 NIPT阳性病例受检 

者的未培养羊水，均在24—72 h之内得出结果．所有 

FISH检测结果均与染色体核型分析相符，从而及时 

确诊了l8例NI 阳性病例中胎儿染色体异常，使 

得临床医生和受检者及时做出了合理的选择．及时 

终止了妊娠异常胎儿，减少了阳性受检者中晚期引 

产的痛苦，而4例假阳性病例受检者及家属的焦虑 

情绪也得到了缓解。在完善进一步的其它检查后选 

择继续妊娠，足月产下了健康胎儿。由此表明FISH 

检测对孕周覆盖范围广，13～4O孕周均可．用量少且 

不需要培养，能检测问期细胞，操作步骤相对简单， 

结果准确，特异性灵敏性高，报告时间短，在 NIPT 

检测阳性病例的进一步确诊过程中满足了临床医 

生和孕妇的快速诊断需求。但是由于FISH技术的 

探针设计的局限性使其在染色体结构重排和变异 



重庆医科大学学报 2016年第 41卷第 7期 I Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．7) ．·-——689 —．．—— 

异常的检测中受到了一定限制『冽，因此不能完全替 

代染色体核型分析。同时，本次研究收集病例数较 

少，将在后续的研究中扩大NIPT阳性病例的数目。 

进一步探索FISH技术在NIPT筛查阳性者产前诊 

断中的价值。让 FISH这一老技术与新的产前筛查 

模式(NIPT)结合运用，使产前诊断的服务孕周范围 

进一步扩大。 

综上所述，NIPT胎儿染色体非整倍体检测存在 
一 定比例的假阳性结果，阳性病例必须进行进一步 

产前诊断，FISH技术具有快速、简便、成功率高、准 

确的技术特点。是快速确诊的有效手段。如果能够 

整合NI 、FISH技术和染色体核型分析技术，形成 

血清学筛查一NIP1LFISH检测—染色体核型分析 

的产前诊断流程，将为患者提供更为方便、快速、准 

确的染色体病产前诊断。 
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