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摘!要!以孕N!!)O孕妇外周血为材料$经过>20B/EE密度梯度离心初步富集$胎儿细胞特异性抗体)))L47标

记,识别胎儿有核红细胞$母体和胎儿有核红细胞的精确区分是以胎儿和成人血红蛋白的组成差异为基础的*胎

儿细胞胞浆黄染$而具有成人血红蛋白的母体细胞没有颜色*显微操作法获取全部阳性细胞后$以其全基因组扩

增!>H>"的产物为模板$进行性别检测,$/$ 基因的多重>GP检测和,DP连锁分析*结果$!$名孕妇外周血中均

发现与L47呈阳性反应的胎儿QP*G*并完成"例FMF的产前基因诊断*L47抗体标记法能有效识别胎儿有核

红细胞$是无创性产前基因诊断中很有应用前景的标记方法*
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!!母体外周血中存在的胎儿细胞如滋养细胞,有
核红细胞和白细胞是产前诊断中胎儿基因组的来

源$其中胎儿有核红细胞被认为是一种较理想的靶

细胞’#(*我室前期报道了应用不连续密度梯度离心
和显微操作获取胎儿细胞的方法$这种方法对于产
前诊断极其有用$因为污染问题可通过显微操作仪



获取单一类型的细胞而解决!然而"传统的瑞氏I
Z82@<;染色法并不能十分准确的识别胎儿有核红
细胞"而经形态学识别的有核红细胞还需进一步鉴
定其胎儿源性"这就给后续的工作带来了诸多不便!
在孕N!#$OL47#$!#!$成为胎儿有核红细胞的主
要血红蛋白#L4$"而在成人血红蛋白的主要成分为

L4+#$!%!$"因此应用L47#链的单克隆抗体选择
胎儿细胞是可行的!

F-B62CC2型肌营养不良症#F-B62CC2@-<B-E;0
35<10/.65"FMF$%!&"是一种严重致死性[连锁隐性
遗传病"发病率约为#’(’$$活男婴!在产前诊断
时发现并及时终止妊娠可杜绝患儿的出生!本实验
中我们应用L47特异性抗体标记的胎儿有核红细
胞作为材料"全基因组扩增#>H>$的产物为模板"先
后进行了性别检测($/$ 基因的多重>GP检测和

,DP连锁分析"完成了"例FMF高危患胎儿的产前
诊断!

#!材料和方法

@A@!研究对象

!$例受试者"妊娠N!!)O"其中"例来自中国
医科大学附属二院基础儿科遗传病门诊"孕有杜氏
肌营养不良#FMF$高风险患儿的孕妇#同时采其家
系成员外周血进行综合分析$"#(例来自医大二院
节育病房"!例胎儿脐血作为阳性对照!

@AB!外周血中胎儿有核红细胞!8CDE"的识别与
分离

#K!K#!不连续密度梯度离心法初步富集有核红细
胞

取孕妇静脉血#$@S"枸橼酸钠抗凝"经二倍体
积>*,#.L"K%$稀释后"轻轻加入到#K$N’?’@S和

#K$"’?’@S的 >20B/EE液上"%$$?室温离心($
@8C!吸取#K$"’?’@S和#K$N’?’@S分离介质之
间的细胞层"二倍体积>*,洗(次"将离心沉淀加
入到细胞涂片离心机中制成玻片!

#K!K!!胎儿血红蛋白!L47"特异性抗体的免疫组
化法和常规的瑞氏IZ82@<;染色标记
将载有待检细胞的玻片用预冷的纯丙酮%\固

定($@8C"蒸馏水冲洗除去丙酮!将玻片置于(]
的L!̂ ! 溶液中"室温孵育!$@8C"目的在于封闭内
源性过氧化物酶的活性!再用血清封闭非特异性结
合位点"将L47#链抗体#稀释倍数#_#$$"*8/32I

<8?C公司产品$加入到载玻片的细胞上"%\过夜"再
经传统的,+*G方法完成免疫组化反应!同时取少
量玻片进行常规瑞氏IZ82@<;染色!

#K!K(!显微操作法获取有核红细胞
将标记好的细胞涂片在倒置显微镜下观察"寻

找胎儿有核红细胞"计数"定位"并获取所有的阳性
细胞"依据细胞的多少加入#$!($&SSGM裂解液
##]DO22C!$(#@@/E’SHFD+(#$@@/E’SD08<(

%$@?>0/128C=$混匀(离心"("\过夜后&’\#$
@8C灭活蛋白酶=的活性"即可提取QP*G的FQ+!

@AF!有核红细胞的全基因组扩增
应用改良的引物延伸预扩增法#>H>$扩增QPI

*G的全基因组#我们同时应用#$Q和#’Q的随机
引物进行>H>扩增$">H>扩增的>GP反应体系和
反应条件见文献%(&!

@AG!4=4的无创性产前基因诊断

#K%K#!性别检测
首先应用BCD’BCE 和:染色体上的(#E 基

因特异性引物"按照文献%%&的组成及条件进行

>GP扩增"产物用#!]的聚丙烯酰胺凝胶电泳检
测!

#K%K!!FMF的直接基因诊断
按照我组常规"应用$/$ 基因缺失热点区的

#!对引物#外显子N(#!(#"(#&((%(%((%’(%N(’$(

’#(’!(’($进行多重>GP反应"检测$/$ 基因的
缺失情况!

>GP反应分成(组进行"每组%对引物"首先
应用我室选出的%对外显子优化组合#%N(’#(%’(N$
进行筛选"如无缺失"再进行第二组#’#(#!(’$(’($
和第三组#%N(#"(N(’!$多重>GP进行筛查">GP反
应体系及条件见文献%’&!

#K%K(!FMF的间接基因诊断
对于未查出缺失的家系进一步应用$/$ 基因

’‘端和缺失热点区内含子%%(%’(%&(’$以及(‘端
#G+$C多态为遗传标记进行连锁分析",DP反应体
系及条件见文献%)&!

!!结!果

BA@!有核红细胞的识别#分离及全基因组扩增
免疫组化法标记的有核红细胞胞浆染成黄色"

胞核蓝色"而其他细胞胞浆不着色)瑞氏IZ82@<;染
色识别的有核红细胞核高度浓缩"核浆比例较低"胞

!" 遗!传!"#"$%&’( #)*+,+-.$!$$’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



浆微红染!应用显微操作法获取标本中的全部QPI
*G后"两种方法获取的有核红细胞分别放置#$进行
全基因组扩增$#]琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物可
达X4以上$可满足本研究的需要!

BAB!性别检测结果
扩增BCD%BCE特异性位点$男性的>GP产物为

#&N4.和(%%4.两条带$女性的>GP产物为(%%4.一
条带!扩增(#E特异性位点$男性的>GP产物为((%
4.一条带$女性因无:染色体$故无扩增带!!$例孕
妇中共检出#!例男性胎儿$N例女性胎儿$结果经孕妇
引产及绒毛"羊水#对照准确率达#$$]!

图@!4=4外显子检测结果

#&FS!$$$FQ+@;0X20’!!%&分别为先征者(

有核红细胞(羊水对照的#&(%((%’((%外显子

检测结果’’!"&分别为先征者(有核红细胞(羊水

对照的’#(#!(’$(’(外显子检测结果’

N!#$&分别为%N(#"(N(’!外显子检测结果!

&-<A@!H7#1#’#,’-:#6#"I)’"$%12"’6$+7-/#J$/"
#&FS!$$$FQ+@;0X20’!!%&2Y/C#&(%((

%’((%;@.E8A8B;18/CA0;?@2C1</A.0/E;C3(QP*G<(

;@C8/18BAE-83B/C10/E’’!"&2Y/C’#(#!(’$(’(

;@.E8A8B;18/CA0;?@2C1</A.0/E;C3(QP*G<(;@C8/18B

AE-83B/C10/E’N!#$&2Y/C%N(#"(N(’!;@.E8A8B;18/C

A0;?@2C1</A.0/E;C3(QP*G<(;@C8/18BAE-83B/C10/EK

BAF!4=4产前基因诊断

"例孕有FMF高危患儿的孕妇中共检出’例
男性胎儿$!例女性胎儿!应用多重>GP方法$对
先征者及有核红细胞进行遗传学分析"绒毛%羊水作
为对照#$其中!例男性胎儿的标本的$/$ 基因经
外显子检测$发现存在缺失$结果与绒毛%羊水对照
一致$诊断为FMF男性患儿!另’例标本经外显子
检测未发现缺失$进一步经,DP连锁分析$其中(
例诊断为正常男性胎儿$#例诊断为女性携带者$#
例正常女性胎儿!图#示一例FMF男性胎儿#!对
外显子引物的多重>GP检测结果$由图#可见该胎
儿外显子不缺$图!示进一步应用,DP连锁分析检
测情况$由图!可见该胎儿的"G+#C 多态片段与正

常$/$ 基因连锁$综合如上检测结果$该胎儿为正
常男性胎儿!

图B!4=4 内含子GK的;EC扩增结果
泳道顺序从左到右依次为先征者(

孕妇(丈夫(羊水(以及有核红细胞!

&-<AB!H7#1#’#,’-:#6#"I)’"$%12"’6$+7-/-/’6$/GK
S8C2<2a-2CB2A0/@E2A11/08?61&.0/E;C3(.02?C;C1

O/@;C$6-<4;C3$;@C8/18BAE-83$;C3QP*G<K

(!讨!论

FMF是一种严重致死性[连锁隐性遗传病$发
病率约为#%(’$$活男婴$其临床表现以肌肉的进
行性萎缩和无力为特征!患者多在!$岁前死亡!
这种疾病的女性携带者怀孕后$男胎中将有’$]的
发育成患儿$女胎中将有’$]发育成携带者!因此
进行性别决定和$/$ 基因的产前诊断是非常必要
的!

F5<10/.68C基因定位于[.!#K#!!#K($它是目
前已知的人类最大的基因$$/$ 基因突变中以缺失
最为常见$约占’’]!)’]!刘和平)"*等应用多重
可扩增探针杂交技术同时检测了#$个$/$ 外显
子的扩增情况$取得了较好的效果!本研究中我们
分析了"例>H>反应的$/$ 外显子$其性别均已
被确定$我们采用$/$ 基因缺失热点区的#!对引
物$利用本室研究统计的优化组合R即首先进行第
一组引物组合进行筛查$如无缺失$再进行第二组和
第三组多重>GP筛查!>H>产物的多重>GP具有
如下特点’节省FQ+&由于孕妇外周血中胎儿细胞
数目稀少$因此利用有限的胎儿细胞FQ+同时进行
性别检测及 $/$ 基因检测是非常必要的$多重

>GP是在一个反应体系中加入多对引物$扩增同一
模板的几个区域$这样可节省FQ+!(多个细胞的

>H>扩增弥补了单个细胞>H>扩增引起的假阳性
即基因丢失的缺点$使结果更加准确!对于未检测
到缺失的样品$我们选择$/$ 基因内及’‘端和(‘
端非翻译区数个位点的"G+#C二核苷酸重复多态进

#"!#期!!!!!!!!!!!!!刘丽英等&应用胎儿特异性抗体L47"#链#标记法无创性产前基因诊断FMF



行单倍型连锁分析诊断!应用这种连锁分析方法"
我们在完成FMF间接基因诊断的同时可进一步验
证细胞的胎儿源性!
对于确定所检测QP*G的胎儿源性"L47#链

的免疫组织化学染色方法是一种值得信赖的方法!
在胚胎发育过程中"依次出现(种胚胎血红蛋白#

L4Z/O20E$!!)!%&L4Z/O20!$$!)!%&L4>/01E;C3
$!!#!%和胎儿血红蛋白$L47$!#!%!L47是胎儿时
期的主要血红蛋白"#链从孕NO直至胎儿出生均
有较高程度的表达"对其进行特异性标记"具有较高
的敏感性"母体虽然也产生少量的胎儿血红蛋白"但
其含量及低$"#]%"经免疫组化标记后不着色"而
胎儿有核红细胞经免疫组化标记后胞浆黄染"很容
易与其他细胞区分开!且有研究表明"大多数母源
性有核红细胞有表面标记但无L47’N(!我们的实
验结果表明L47抗体标记的QP*G均为胎儿源性
的"而瑞氏IZ82@<;染色所识别的QP*G仅有部分
为胎儿源性的"因此我们这种方法具有较高的敏感
性!
引物延伸预扩增法$>08@202Y12C<8/C>028@.E8I

A8B;18/C">H>%是一种通过随机引物对少量细胞进行
全基因组扩增"使模板FQ+的含量达到足以被检测
水平的较为有效的方法!我们在实验中同时采取了

#$Q和#’Q的随机引物"对几个细胞进行全基因组
扩增!结果发现#$Q引物与#’Q引物相比具有如
下优点##$Q引物更易与基因组FQ+结合"明显提
高了扩增效率"虽然产量增加的同时"也增加了非特
异性扩增"但我们是对几个细胞进行>H>扩增"几
个细胞间的扩增产物相互补充"可以避免基因缺失
和假阳性扩增!
通过本研究"我们认为L47抗体标记法能有效

识别母血中的胎儿有核红细胞"以其为材料进行遗
传病的基因诊断具有广阔的应用前景!
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