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应用逆转录!聚合酶链反应方法检测

孕妇外周血中胎儿!／"血红蛋白基因

许锬 王滨有 陈飞 张琳 段稳铭

【摘要】 目的 探索检测孕妇外周血中胎儿特异血红蛋白基因表达的方法。方法 提取孕妇全

血"#$%，经体外逆转录后，用逆转录!聚合酶链反应（#&!’(#）方法，应用!／"特异引物引导扩增胎

儿特异血红蛋白基因片段，经琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成像系统下观察。结果 在)名妊娠妇女

中，*名扩增出!／"基因片段，+名为阴性。结论 应用#&!’(#方法可直接从孕妇全血中扩增出胎

儿特异血红蛋白基因片段，孕妇全血中微量的胎儿"#$%已基本满足体外逆转录及扩增的要求。利

用孕妇外周血进行的无创伤性产前诊断具有可行性。
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+RR-年，F/10<.等用流式细胞分离技术经转铁

蛋白 受 体（(J)+）标 记，自 孕 妇 外 周 血 中 分 离 出

了 胎儿红细胞，用引物进行扩增（’(#），检测出了S
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染色体片段。并证明了其来源及其所含的胎儿球蛋

白成分。随着分子生物学技术的发展和灵敏度的提

高，无创伤性产前诊断技术已具备对某些遗传病进

行诊断的可能［+］。本实验利用高灵敏度的逆转录!
聚合酶链反应（#&!’(#）方法，直接对孕妇全血中

的胎儿"#$%进行体外逆转录和扩增，以期建立一

种快速、有效的试验方法，为进一步的试验奠定基
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础。

材料与方法

一、样本来源

分别采集!名妊娠"!#$周孕妇外周静脉血

%&’，用枸橼酸(枸橼酸盐(葡萄糖抗凝，孕妇均为首

次妊娠。样本由哈尔滨市第一医院妇产科提供。

二、方法

)*孕妇血中+,-的分离：常规提取孕妇 血

+,-，加入.+/01’+234256（789:1;+<）和氯仿，以

异丙醇沉淀+,-，用乙醇洗脱后，终产物溶于%="’
=*=)>的焦碳酸二乙酯（?@AB）水中，存于C!=D
备用。提取的+,-样本以%==倍稀释后在紫外分

光光度计（EF3G&3:8398162:F）上检测其浓度和纯度。

其算式为：浓度（:15:256G36815）H（!#$I=／!##$=）J
K=，吸 光 度 比 值（39LG3681）H（!#$I=C!##$=）／

（!#$"=C!##$=）。

$*&+,-的逆转录：试剂购于A+MN@7-公

司。方法：先将+,-样本置!=D水浴)=&85。试

剂与样本融化后置于冰上。按顺序加入$%&&1’／<
N4B’$、)=J;OPP2G、)=&&1’／<Q,.A混合物、+,-
酶抑制剂、随机六粒体核酸引物、模板&+,-、-NR
+.，用=*=)>?@AB水补至总体积$="’，在K$D孵

育I=&85。然后将反应产物置于AB+仪中（A.B(
)==，NS+2L23G:F/5:，T362G61U5，N-*），VVD
%&85，然 后KD%&85。产 物 于C!=D冷 冻 保 存

备用。

#*AB+扩增胎儿特异血红蛋白基因$／%序列：

寡核苷酸引物序列参照文献［)］，由上海生工生物工

程公司合成。序列为：%’(7B--7-.7--.7.77
--7-(#’（近端）；%’(BBB-77-7B..7--7..B(
#’（远端）。按如下顺序加入试剂：无菌水##*%"’、

)=JAB+ 缓 冲 液%"’、$%&&1’／< N4B’$#"’、

$&&1’／<Q,.A混合液%"’、近端引物（$="&1’／<）

)"’、远端引物（$="&1’／<）)"’、.3W?,-聚合酶

=*%"’，总量%="’。将试管放入微量离心机中离心

数秒钟。热循环周期 条 件：变 性VKDI=L，退 火

%!D)$=L，延 伸!$D)$=L，共#%个 循 环，然 后

!$D延伸"&85，于KD条件下终止反应。

K*琼脂糖凝胶电泳：取扩增产物K"’，与$"’上

样缓冲液混合，在含溴化乙锭（@;）的)*$>的琼脂

糖凝胶上电泳，以)==碱基对 N3GX2G为分子标尺

（EF3G&3:8398162:F），用凝胶成像系统扫描成像，$／%

基因片段大小预计为$!K9E。每次扩增以标准阳性

&+,-为对照（-&2GLF3&公司），标准&+,-来源

于兔球蛋白&+,-，预计产生#"#9E的&球蛋白基

因片段。设立阴性对照。

结 果

)*孕妇外周血中+,-的提取：提取的+,-经

用紫外分光光度计（AF3G&3:83，Y’6G1LE2:$===）测

定，高质量的+,-水溶液中的-9LG3681在)*%!
)*V之间，结果显示所提取的+,-符合实验要求

（表)）。

表! 孕妇外周血+,-紫外分光光度计检测结果

样本
吸光度（!）

#$I= #$"= ##$= 比值
浓度!

（"4／&’）

) =*=!$ =*=#% =*==) $*==" $*"
$ =*=!$ =*=#" C=*==# )*"$V #*=
# =*)=% =*=%I =*==# )*V$% K*)
K =*)IK =*=V$ =*==$ )*"== I*%
% =*)KK =*="" C=*==) )*I$V %*"
I =*=KI =*=$# C=*=)$ )*I%! $*#
! =*=!# =*=#= C=*=)% )*V%I #*%

!+,-样本稀释%==倍后的浓度

$*孕 妇 外 周 血 中 胎 儿$／%基 因 检 测：采 用

AG1&243公司的逆转录试剂盒，先将&+,-逆转录

为:?,-，然后用$／%特异引物，经AB+扩增，成功

地从孕妇外周血中检测到了胎儿$／%基因片段，片

段大小为$!K9E，其中$号样品出现阴性，其余均

为阳性（图)）。

N：分子量N3GX2G；B：来源于兔球蛋白&+,-的&球蛋白基因

（#"#9E）；,：空白对照；)!!：样本$／%基因

图! 孕妇外周血中胎儿$／%基因检测结果

讨 论

利用胎儿镜和胎盘穿刺可以获得胎儿的血样标

本来研究胎儿血红蛋白（Z9），对孕期%周的胎儿进

行Z9检查，Z971U2G)（’$$$）占总Z9的K$>，Z9
71U2G$（($$$）占$K>，Z9[（($%$）约占Z9总量的

#=>。在"周胎龄时Z9[约占Z9总量的V=>，直
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到胎儿出生前在子宫内的生命时期，这种!"都占

主导地位。由于胎儿!"主要为!"#（!$"$），成人

!"则主要为!"%（!$#$），故"球蛋白是胎儿有核红

细胞的标记，而#球蛋白则为成人红细胞的标记。

&’()*)+,,等［$］则设计针对"球蛋白*-.%的引物，

用/01技术制备针对"球蛋白的探针，利用荧光原

位杂交（,23+45(*56*5’6(’73)8"4’9’:;7’+6，#<=!）技

术来鉴别出胎儿有核红细胞。

&’;6*)’等［>］用流式细胞分离技术获得的少量

胎儿红细胞，经全血定量/01（?/01），以评估不同

样本中的胎儿红细胞的数量，确定孕期孕妇体内胎

儿红细胞的的生理数量。@染色体可作为胎儿红细

胞的标志。在AB例孕妇怀有CDE@胎儿的外周血

中，每FDG2血液中有核红细胞的平均数量约为FA
个（范围F$AF个）。在异常妊娠时，母血中胎儿细

胞的数量增多，这可能与异常妊娠时的胎盘屏障、血

管的改变或绒毛水肿有关。当母亲有先兆子痫或胎

儿患有非整倍体病时，母血循环中胎儿细胞的数量

增加［C］。

1HI/01方法是一种极为敏感的检测方法，能

将甚至是单一细胞的G1.%经逆转录后在几个小

时内扩增百万倍。%／"!"基因序列，具有扩增相对

容易、特异性高、使用的样本量少及易为孕妇所接受

的特点。在检测的J例样本中，有F例出现了阴性，

估计与血样过少有关（约>G2），也可能是孕妇全血

中的胎儿有核红细胞数目过少或是胎儿红细胞遭受

母体免疫系统破坏所致。虽然有些母体细胞也可产

生"球蛋白［K］，但实际上，一般在母血中所发现的"
球蛋白阳性细胞都是胎儿红细胞。孕妇外周血中胎

儿红细胞的相对含量和绝对含量都极少，提取工作

困难。大约每毫升孕妇外周血中含有F个胎儿红细

胞。正常情况下胎儿细胞经过胎盘屏障到达母体血

液后，部分细胞会被母体的免疫系统破坏，在胎盘的

母体／胎儿界面存在“新陈代谢”，胎儿细胞不断地裂

解。在胎儿的发育过程中还存在与发育相关的程序

性细胞死亡。由于胎儿细胞数目稀少，给提取及转

录过程造成困难。

防止1.%酶的污染和抑制1.%酶的活性是

实验成败的关键。通常在反应体系中加入人胎盘

1.%酶抑制剂，以阻止G1.%的降解。我们在合

成第一链反应时反复摸索最适条件，以得到较好的

实验结果。

随着/01和分离胎儿细胞技术的发展，已可对

部分遗传的常染色体异常进行诊断。L+等［D］用妊

娠早、中期孕妇外周血作@染色体序列分析的结

果，发现J例男胎有D例预测正确，D例女胎有K例

预测正确。0;G;(*)522;等［J］FAAB年利用母血标本

诊断胎儿!"L5M+45&+(7+6病，首次证明了用非创

伤性手段进行遗传病的产前诊断是可行的。FAAF
年/4’*5等［N］使用H,1I#<H0抗体及O/%I/P抗体

经多参数流式细胞仪从FB孕周的高危孕妇外周血

中分离出胎儿有核红细胞，首次成功地作出了胎儿

非整倍体病的产前诊断。

目前自孕妇血中提取胎儿-.%和G1.%的技

术已成熟，G1.%包含着胎儿-.%表达的全部信

息。利用G1.%的体外逆转录及-.%扩增技术，

再加上对一定的操作技术和策略的改进与提高，可

能实现对胎儿性别、1)血型及某些遗传病的诊断。
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