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快速产前诊断技术用于染色体病检测的发展趋势与挑战
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【摘　要】产前诊断是出生缺陷防控的重要手段。随着分子遗传学的发展，快速产前诊断技术，如荧光原

位杂交技术（FISH）、比较基因组杂交技术（CGH）、荧光定量聚合酶链反应技术（QF-PCR）、多重连接

探针扩增技术（MLPA）、染色体微阵列分析技术（CMA）、数字 PCR 等逐渐成熟，已成为产前诊断常用的

检测手段，尤其是对于非整倍体的检测。然而，快速产前诊断技术均存在一定的局限性，尚不能完全取代传统

核型分析。此外，高通量测序技术，如拷贝数变异测序 (CNV-seq)、全基因组无细胞 DNA (cfDNA) 和全外显

子组测序 (WES) 等，具有整体成本低、准确度高且可发现更多的或新的突变等，给快速产前诊断技术带来挑战，

但高通量测序技术可检测出未知的突变及遗传咨询尚未成熟，可能导致孕妇焦虑和抑郁等。因此，目前快速产

前诊断技术依然是重要的检测手段。
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[Abstract]Prenatal diagnosis is an important means to prevent and control birth defects. With the development 
of molecular genetics, rapid prenatal diagnostic techniques, techniques such as Fluorescence in situ hybridization 
hybridization (FISH) , comparative genomic hybridization (CGH) , quantitative polymerase chain reaction PCR (QF-
PCR) , multiplex ligation probe amplification (MLPA) , chromosome microarray analysis (CMA) and digital PCR are 
becoming mature, it has become a common method for prenatal diagnosis, especially for aneuploidy detection. However, 
rapid prenatal diagnosis has some limitations and can not completely replace traditional karyotype analysis. In addition, 
high-throughput sequencing techniques, such as copy number variation sequencing (CNV-SEQ) , whole genome cell-
free DNA (cfDNA) and whole exome sequencing (Wes) , have been developed, the low overall cost, high accuracy and 
the ability to detect additional or new mutations present challenges for rapid prenatal diagnosis, but high-throughput 
sequencing techniques to detect unknown mutations and genetic counseling are not yet mature, may cause anxiety and 
depression in pregnant women. Therefore, at present, rapid prenatal diagnosis technology is still an important means of 
detection.
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前言

染色体病是因染色体数目、结构畸变所致遗传物

质得失的一类遗传性疾病。13、18、21 和性染色体非

整倍体异常最常见的畸变，占临床显着产前诊断染色

体异常的 80% 以上 [1, 2]。近年来，随着我国三胎政策

的全面开放，高龄孕产妇的增加，以非整倍体为主的

染色体病发病率呈上升趋势，是不容忽视的重要公共

卫生问题。然而，目前染色体病治疗新技术尚未成熟，

尚需要更多的临床前和临床研究评估其安全性和有效
性 [3]，因此产前诊断尤为重要。考虑从传统核型分析

开始发展至今，已经发展多种产前诊断技术检测技术，

因此遴选高灵敏度、高特异度、快速简便且符合我国

国情的产前诊断技术势在必行。

1 快速产前诊断技术的发展趋势

几十年来，核型分析检测高度准确，羊水细胞

和绒毛细胞的准确度分别为 99.4-99.8% 和 97.5%-

99.6%，一直是产前诊断中检测染色体异常的金标准 [4, 

5]。核型分析可检测染色体异常（多倍体或非整倍体）、

显微镜下可看到分辨率约为 5-10 Mb 的相对较大的结

构异常、平衡或不平衡易位和倒位 [5, 6]。然而，核型

分析具有一定的局限性，如由于细胞培养而致的报告

时间相对较长，需要熟练的技术人员进行分析，以及
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无法检测亚显微染色体畸变等，不适于临床大规模的

筛查。

近几十年来，随着分子生物学和生物技术的进步，

分子遗传学取得了高速发展。分子遗传学技术具有快

速、成本低、高通量、高准确度和高灵敏度等特点，

已逐渐成为主流的产前诊断方法。尤其是快速产前诊

断技术，如荧光原位杂交技术（FISH）、比较基因组

杂交技术（CGH）、荧光定量聚合酶链反应技术（QF-

PCR）、多重连接探针扩增技术（MLPA）、染色体微阵

列分析技术（CMA）等技术，已成为产前诊断实验室最

常用用的方法。

1.1 荧光原位杂交技术（FISH）

FISH 是临床应用较广泛的产前诊断技术之一，已

应用临床 30 余年。它结合了细胞遗传学和分子生物学

方法，是对传统核型分析的补充，目前主要用于快速

检测超声提示的可疑异常、有家族史的常见染色体非

整倍体和微缺失微重复综合症 [7, 8]。FISH 具有高灵敏

度和高准确度，具有以下优势 [5, 8-10]：（1）可检测染

色体结构异常，如微缺失、微小复制和移位、复杂重

排和标记染色体等；（2）不需要细胞培养，能在细胞

间期进行检测，可节省细胞培养和分析时间，故出报

告时间短；（3）检出率与核型分析相当：绒毛样本

97.5%-99.6%，未培养的羊水细胞99.4%-99.8%。然而，

FISH 也具有一定的局限性 [5, 8-10]：（1）染色体探针

成本较高，操作复杂，检测规模小；（2）只能检测已

知的染色体异常，不能发现少见的染色体结构和数目

异常；（3）不能分辨母体细胞和胎儿 XX细胞的混杂；

（4）不能发现嵌合比例较小的拷贝数变化。

1.2 比较基因组杂交技术（CGH）

CGH 是在 FISH 基础上改进的分子遗传学技术，

已用应用临床近 30 年。CGH 具有以下优势 [5, 9, 11]：

（1）可检测多种来源的 DNA 样本，且需要量少（＜ 1 

µg）；（2）检测周期短，4-5 天即可完成检测；（3）

具有较高的分辨率，可 1 次检测所有染色体的不平衡

变化。然而，CGH 也具有一定的局限性 [5, 9, 11]：（1）

不能检测染色体平衡性改变及非染色体数改变的畸

变、基因重排和点突变等；（2）对于缺失＜ 2 Mb 或

扩增＜ 10-12 Mb 染色体改变不能准确定位；（3）图

像分析系统昂贵；（4）只可进行半自动分析，需要熟

练的专业技术人员进行分析。

1.3 染色体微阵列分析技术（CMA）

染色体微阵列分析 (CMA) 是一种高分辨率的全

基因组检测方法，已被推荐作为产前诊断的一级检测
[7]。CMA 又可分为微阵列比较基因组杂交技术 (aCGH) 

和单核苷酸多态性分析技术 (SNP)。CGH 具有以下优势
[7, 12, 13]：（1）分辨率较高，准确地检测到大小小至 

50-100 kb 的 CNV；（2）不需要细胞培养，检测周期

短，通常通常在 3-5 天内可完成；（3）能发现嵌合

20-30% 正常细胞样本的拷贝数变化。然而，CMA 也具

有一定的局限性 [7, 12, 13]：（1）尚不能检测染色体易

位和倒位；（2）可检测出尚不能明确致病性的 VUS，

可能会给父母带来压力和焦虑，使他们可能需要考虑

终止妊娠；（3）难以检测到低水平的嵌合体；（4）

价格昂贵；（5）无法识别母体细胞污染 (MCC)。

1.4 荧光定量聚合酶链反应技术（QF-PCR）

QF-PCR 是应用广泛的分子遗传学技术，已用应用

临床近 30 年。QF-PCR 主要应用于非整倍体检测，具

有以下优势 [5, 8-10]：（1）检测速度快，可在采样后数

小时内出结果；（2）具有优异的稳定性和可靠性，几

乎不存在假阳性或假阴性，如一项涉及 43000 份产前

样本、41019分正常妊娠样本的QF-PCR检测结果显示，

其与核型分析的一致性达 99.6%，未检出的 0.4% 也因

染色体异常也不在 QF-PCR 检测范围内；（3）在检测

羊水和绒毛细胞方面结果一致，三倍体、双三体及性

染色体非嵌合型非整倍体，尚未无假阴性出现；（4）

价格低廉；（5）可识别母体细胞污染。然而，QF-PCR

也具有一定的局限性 [9]：对嵌合体和平衡易位患者不

能在准确诊断。

1.5 多重连接探针扩增技术（MLPA）

MLPA 是本世纪初在 QF-PCR 基础上改进的分子

遗传学技术，可实现在 1 个反应管中基因组 DNA 或

RNA 多达 50 个拷贝数的检测。MLPA 具有以下优势 [5, 

9, 11]：（1）需要的样本量小，每个反应仅需要 20 ng 

DNA 或 10 ng RNA；（2）较高的灵敏度与特异度，可

检测单核苷酸改变；（3）较高的精准度，可检测搭配

数十种控制组探针；（4）较好的重复性，变异系数

仅为 3%-8%；（5）操作简便、快速及高通量。然而，

MLPA 也具有一定的局限性 [5, 9, 11]：（1）不能检测短

串联重复序列多态性（STR）及染色体平行易位；（2）

不能用于单个细胞检测，进行 3 体检测时被母亲污染

的羊水标本不能准确检测。

1.6 数字 PCR

数字 PCR 使成百上千的 PCR 反应集中在 1 个反应

管中或 1 张芯片上进行的分子遗传学技术。它的优点

与MLPA相似，主要为所需样本量小、快速、准确度高、

灵敏度高、特异性强等 [14, 15]。然而，数字 PCR 也具

有一定的局限性[14, 15]：（1）不能检测染色体结构异常，

如平衡易位、插入等；（2）价格昂贵。
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1.7 其它

在 FISH的基础上发展出的光谱核型分析（PRINS）
[16]、光谱核型分析（SKY）[17] 等，相比 FISH 具有操

作简便、快速等特点，但对标本要求较高，反应条件

不易掌握，技术难度较高。细菌人工染色体标记 - 微

球鉴别分离技术 (BACs-on-Beads，BoBs) 是在液相环

境中，标记 1 种荧光的待测样本 DAN，与固定在微球

上的目标位点细菌人工染色体克隆杂交，通过检测杂

交前后的荧光轻度来判断样本拷贝数的变化 [18]。基质

辅助激光吸收离子化时间飞行质谱技术（MALDI-TOF）

是用于蛋白质组分析的新技术 [19]。

2 快速产前诊断技术面临的挑战

近年来，高通量测序技术，也称下一代测序技术

(NGS)，如拷贝数变异测序 (CNV-seq)、全基因组无细

胞 DNA (cfDNA) 和全外显子组测序 (WES) 等，在产前

诊断中被开发。

2.1 拷贝数变异测序 (CNV-seq)

CNV-seq 是基于 NGS 的统一、低覆盖的基因组测

序，总体成本相对较低。它似乎是评估 CNV 的有用

工具，最近被建议用于产前诊断 [20, 21]。Zhang 等报道

了核型分析和 CNV-seq 联用，平均测序深度为 0.08 

倍，在具有正常核型、多态性、相互易位或标记染色

体的 8,705 例人群中检测到额外的 63 例 (0.7%) 致

病性 CNV，表明核型分析和 CNV-seq 联用显著提高

胎儿致病性 CNV 的检出率 [21]。Wang H 等进行 1项涉

及 1,023 例孕妇的前瞻性研究，比较 CNV-seq 与 CMA

的检出情况，结果表明，CNV-seq 不仅识别出 CMA 在

121 例病例中检测到的所有 124 种数值异常或病原或

可能病原（P / LP）CNV（11.8％，121 / 1023），但

同时在 17 例病例中定义了 17 种与临床相关的 P / LP 

CNV（1.7％，17/1023）[22]。此外，CNV-seq 显著降低

CMA的技术重复率，从 4.6％（47/1023）降低到 0.5％

（5/1023），并且需要较少的DNA（50 ng）[22]。因此，

与 CMA 相比，CNV-seq 识别出具有增强的分辨率和更

高的检测嵌合性的临床信息，具有更多的临床意义。

然而，CNV-Seq 也存在读长短、不能覆盖全基因组等

局限性，不能检测平衡易位、多态性、标记染色体等

超出检测范围的遗传变异，不能准确检测多倍体和低

水平的嵌合体 [22]。核型分析和 CNV-Seq 是两种不同的

技术，在产前诊断中结合使用可以弥补彼此的不足，

相互验证结果，提高产前诊断的准确性。

2.2 全基因组 cfDNA 检测

在过去十年中，无创产前检测 (NIPT) 已证实

是具有高灵敏度的胎儿染色体三体筛查技术。近年

来，扩大了覆盖整个基因组的 NIPT，称为全基因组游

离 DNA 检测（cfDNA），已应用于染色体三体以外的

CNV。Familiari 等人进行荟萃分析，全基因组 cfDNA

检测微缺失和微重复综合征的阳性预测值（PPV）为

44.1％ [23]。然而，每项研究的病例数少，缺乏标准化

的诊断确认，以及不同的 DNA 测序方法使得结果不清

楚 [23]。最近，Rafalko 等人进行了一项研究，表明全

基因组 cfDNA 检测可以为患者提供更多临床相关信

息，PPV 约为 74.2% (95% CI: 68.1–79.5%)[24]。然

而，全基因组 cfDNA 检测用于产前诊断目前尚存在争

议。首先，了解 NIPT 的 PPV 主要取决于患者先前

的染色体异常风险。在大约 6.7% 的胎儿中发现了非

常见的良性 CNV，这些胎儿具有超声检测异常 [25]。当

观察到多器官系统超声异常时，非常见良性 CNV 的

频率增加到 13.6%[25]。Guseh 等人评估了全基因组筛

查和诊断测试的一致性，表明与诊断测试相比，全基

因组筛查的主要限制是在具有 κ 异常超声的人群中

= 0.38 (95% CI, 0.08–0.67)，包括 5个一致阳性、

4 个假阳性、7 个假阴性和 48 个一致阴性结果，表明

假阴性人群的剩余风险很高 [26]。其次，权威机构建议

通过侵入性程序确认阳性 NIPT 结果。尽管全基因组 

cfDNA 筛查检测的 PPV 约为 74.2%[24]，但随着假阳

性结果的出现，需要侵入性手术的人群增加。由于 P/

LP CNVs 发生在大约 1.7% 的超声检查正常的患者中
[27]，因此在没有异常超声检查结果的人群中，全基因

组筛查和诊断测试之间的一致性是值得的，但需要进

一步全面评估全基因组 cfDNA 检测的临床实施情况。

2.3 全外显子组测序（WES）

WES 是一种用于在核苷酸水平咨询基因组以识别

单基因疾病变异的技术。当检测到胎儿结构异常时，

新出现的证据支持 WES 的益处。Mellis 进行了 1 项

荟萃分析，以确定 WES 对胎儿结构异常的产前诊断

的诊断率 [28]。该研究表明，所有研究中 WES 相对于 

CMA/ 核型的汇总增量产量为 31%（95% CI 26-36%，

p< 0.0001)[28]。国际产前诊断学会发布的更新声明建

议使用全基因组测序进行产前诊断，这表明使用 WES 

应遵循产前临床诊断的适应症。对于那些在快速产前

诊断后未发现基因诊断的人，怀有单一主要异常或多

器官系统异常的胎儿将受益于 WES 或其他基因组测序

方法 [29]。目前没有证据支持 WES 作为除高度怀疑的

胎儿异常或单基因疾病外的适应症的常规测试。还应

该注意的是，WES 结果的解释在产前诊断环境中有一

些局限性：已经进行了研究以评估 WES 数据在 CNV 

检测中的性能，并确定了几个潜在的盲点：超出 WES 
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目标区域或覆盖不佳区域内的 CNV，以及与基因内区

域相关或涉及单外显子变化的 CNV[30, 31]；报告不确定

的结果不利于临床解释，并且对偶然和次要发现的管

理尚未达成普遍共识 [29, 32]。

3 结论

快速产前诊断技术，如荧光原位杂交技术（FISH）、

比较基因组杂交技术（CGH）、荧光定量聚合酶链反应

技术（QF-PCR）、多重连接探针扩增技术（MLPA）、

染色体微阵列分析技术（CMA）等，已逐渐取代传统核

型分析成为主流的检测技术。然而，快速产前诊断技

术均有一定的局限性，尚不能完全取代传统核型分析。

近年来，随着高通量测序的发展，基于高通量测

序的产前诊断技术，拷贝数变异测序 (CNV-seq)、全

基因组无细胞 DNA (cfDNA) 和全外显子组测序 (WES)

等被开发用于产前诊断。这些基于高通量测序的产前

诊断技术具有整体成本低、准确度高且可发现更多的

或新的突变等，给快速产前诊断技术带来冲击。然而

这些基于高通量测序的产前诊断技术可检测出未知的

突变及遗传咨询尚未成熟，可能导致孕妇焦虑和抑郁

等。因此，目前快速产前诊断技术依然是重要的检测

手段，现阶段不能被完全替代。
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