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[摘要] 目的 探讨基因组测序技术在产前诊断胎儿染色体异常中的价值。方法 选取 2013—12～ 

2014-05在广西壮族 自治区人民医院就诊 ，孕龄在 l8—24周的高龄妊娠、唐氏综合征生化筛查高风险和(或) 

彩超显示胎儿异常并同意产前诊断的孕妇 60例，抽取孕妇羊水，提取羊水 DNA，制备测序文库，应用 Ion Pro— 

ton测序仪检测，所得的基因序列与人类的参考基因组比对并作统计分析。并与同一样本经细胞培养后进行 

染色体核型分析进行对照分析。结果 6O例羊水样本处理后经大规模平行基因组测序技术检测判定3例为 

染色体拷贝数异常，57例元明显异常；以羊水细胞染色体核型分析为对照，检出6例异常结果。结论 利用 

大规模平行基因组测序技术检测孕妇羊水中DNA诊断胎儿染色体异常，其特异性与染色体核型分析技术具 

有较高的一致性。该技术具有高准确性、高通量、高灵敏度和低成本等优点，具有临床实际应用价值。 
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[Abstract] 0bjeetive To explore the prenat~diagnosis of chromosome abnormality by detecting free DNA 

in maternal amniotic fluid by using massively parallel genomic sequencing teclmology．Methods The anufiotic fluid 

samples from 60 pregnant women were collected from December 2013 to May 2014 at the People S Hospital of Guangxi 

Zhuang Autonomous Region．Those pregnant women had a gestational age of 1 8 to 24 weeks and high risks of Down 

syndrome and／or fetal abnorm alities shown by color Doppler ultrasound．The amniotic fluid samples were drawn from 

tim pregnant women and their amniotic fluid DNAs were extracted for preparing a sequencing library．By using Ion 

Proton，high-throughput sequencing procedure was camed out．The sequencing data were compared with the lmman 

reference gene—database and statistically analyzed．Simultaneously，the amniotic fluid cefls were cultured for chromo— 

somal karyotyping which compared with the massively parallel genomic sequencing technology．Results By massively 

paranel genomic sequencing，in 3 out of 60 cases showed chromosome copy number abnormalities，57 cases have no 

obvious abnormity．By the standard of chromosomal karyotypic analysis，there were 6 chromosomal abnorm alities． 

Conclusion Massively parallel genomic sequencing is highly consistent with karyotypic analysis in sensitivity and 

specificity for prenatal diagnosis of the fetus chromosome abnorm alities by detecting amniotic fluid DNA in pregnant 

women and has great advantages of high accuracy，high throughput，lfigh sensitivity，and low cost in clinical practice． 
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目前遗传因素是导致出生缺陷的主要原因，其 

中染色体数 目与结构异常最为常见 。当孕妇的 

年龄在35岁及以上时生育畸形儿的概率大大增加。 

此外夫妻双方有一方染色体异常的、孕早期服用可 
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能致畸药物的孕妇其胎儿畸形的概率均比正常孕妇 

要高。当前临床常用的检测方法有染色体核型分 

析、荧光原位杂交(fluorescence in situ hyb6dization， 

FISH)等，染色体核型分析被公认为金标准。羊水 

进行细胞遗传学染色体核型分析，需经过羊水细胞 

培养、染色体制备及人工显微镜下分析等步骤，由于 

其细胞培养时间长，操作繁琐，对操作者的技术要求 

较高，且诊断范围受限于 G显带技术的分辨率等缺 

点，制约了产前诊断的开展。随着高通量测序技术 

的不断发展，大规模平行测序技术(massively paral— 

lel signature sequencing，MPSS)广泛应用于各类临床 

及科研检测。本研究中我们利用大规模平行测序对 

60例高龄高危孕妇羊水进行全基因组测序，现将结 

果报道如下。 

I 对象与方法 

1．1 研究对象 选择 2013—12～2014-05在广西壮 

族自治区人民医院就诊，高龄妊娠、唐氏综合征生化 

筛查高风险和(或)彩超显示胎儿异常并且同意产 

前诊断的孕妇 6O例，年龄为 22～43(32．8 4-5．0) 

岁，孕龄为 l8—24周。所有参与者均签署知情同意 

书后抽取羊水 l0 ml。 

1．2 实验方法 

1．2．1 样本的制备 羊水穿刺采用 B超定位后，用 

穿刺针在无菌条件下经腹行穿刺术，取材羊水 30 ml， 

其中一部分用于羊水细胞核型分析，另一部分用于 

全基因组测序检i贝4。 

1．2．2 羊水细胞核型分析 取羊水细胞 20 ml，离 

心后去上清，细胞悬液接种于 3个细胞培养瓶中，置 

37℃、5％CO 的培养箱中，5—6 d换液，每天观察 

细胞生长情况，当羊水细胞贴壁生长旺盛，倒置显微 

镜下可见 8—1O个细胞克隆形成，24 h后即可收获 

细胞，常规制片 G显带。核型计数不少于 15个分 

裂相，异常核型计数30个分裂相以上，分析3～5个核 

型。根据《人类细胞遗传学国际命名体制 (ISCN) 

(1995)》描述染色体异常核型。 

1．2．3 羊水样品 DNA的提取 羊水 DNA采用 QI． 

Aamp DNA Mini kit(Qiagen)试剂盒提取，用 TE溶 

液洗脱 DNA，Qubit 2．0定量，1％的琼脂糖凝胶电泳 

检测 DNA完整性。 

1．2．4 文库制备和DNA测序 提取的羊水基因组 

DNA中有 48例样本 DNA提取量不足 100 ng，达不 

到建库起始量，这48例样本先用 GenomePlex@ Si— 

ngle Cell WGA kit(Sigma)进行全基因组扩增(whole 

gemome amplification，WGA)，将 12例羊水 DNA与48 
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例扩增后的DNA样本用 bioruptor UCD-200(Diageno— 

de)打断成主带在 150 bp的小片段。打断后样品用 

2％的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA主带位置。合格的 

打断样品用 T4 DNA聚合酶(T4 DNA Polymerase)、 

克列诺片段(Klenow Fragment)和 T4多聚核苷酸激 

酶(T4 PNK)对片段末端进行修复，再用 q'4 DNA连 

接酶(T4 DNA ligase)将特异性接头连接在 DNA片 

段上，通过 PCR技术扩增带有接头的目的片段，产 

生两端有 Ion Torrent接头的测序 DNA片段的文库。 

制备后文库使用 Agilent 2100 Bioanalyzar检测文库 

大小及产量，并用 QPCR检测文库产量。随后将文 

库片段克隆到离子微球颗粒上并进行乳液 PCR扩 

增，将表面带模板的离子微球颗粒转移到 Ion芯片， 

通过短暂的离心将离子微球颗粒沉淀到芯片的微孔 

中，然后将芯片放置在 Ion Proton测序仪(Life Tech— 

nologies)上进行测序。 

1．2．5 数据分析 把测得的高通量数据和基因组 

数据库进行比对，得到每条染色体上唯一比对的序 

列含量，根据生物信息学分析，计算出每条染色体的 

覆盖深度值，并转化为衡量染色体异常风险的指数。 

样本中染色体 DNA(chr N)所占总DNA比例可以表 

示为覆盖深度Cov．chr N。然后对深度进行修正，通 

过样本染色体的 Cov．ratio来判断胎儿染色体拷贝 

数是否异常，统计检验的值为 Cov．ratio值，Cov．chr 

N以及 Coy—ratio值计算如下所示：覆盖深度Cov—chr 

N=样本染色体上N上唯一序列片段总数／参考序 

列染色体 N上唯一序列片段总数；样本 chr N的 

Cov—ratio=chrN的修正深度／平均修正深度。样本 

的Coy—ratio值>1．3则判定为胎儿染色体重复，Cov． 

ratio值 <0．7即判定胎儿为染色体缺失。 

2 结果 

2．1 羊水染色体核型分析结果 60例羊水进行染 

色体检测，其中54例检测结果为正常，6例检测结 

果为异常，异常结果见表 1。 

表 1 异常样本核型结果 
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并被公认为金标准。染色体核型分析能很好地检测 

出整条染色体异常或大范围的染色体变异，但对于 

微小的异常则不能很好地检出。而测序技术却能很 

好地检i贝0出微小的染色体异常，但是其临床应用 目 

前并没有相应的指导方案。因此，本研究对细胞核 

型分析与测序检测进行对比，希望能对这一新技术 

的临床应用进行一些探讨。高通量测序技术对于传 

统医学和疾病研究是一次革命性的改变，特别是对 

未来个性化医疗的普及和发展起着非常关键的作 

用 J。目前高通量测序已经被应用于遗传性疾病 

的诊断、肿瘤的早期筛查等，在产前筛查及诊断领 

域，测序技术已可以进行“无创”产前染色体筛查 ， 

然而在羊水诊断方茼报道较少。国内开 “无创” 

产前较多，这一技术确实拥有诸多优点 ，值得推广， 

但是无创技术并不能取代羊水检测，即使检出异常 

仍需羊水检测确认。另外，无创技术 目前一般只对 

5条染色体进行分析，其他染色体的异常仍然需要 

羊水检测。因此，本研究主要对羊水的传统细胞核 

型分析与测序技术检测进行对比。 

3．2 临床上染色体异常仍然以 16、18、21号染色体 

的数目异常居多，因此传统核型检测能够满足大部 

分的临床需求，随着研究的进步，越来越多的微缺失 

和微重复综合征被发现 ，且研究也发现，先天性 

心脏病、一些发育迟缓或畸形也与染色体的微小变 

异有关 J，因此随着微缺失和重复检测方法进步及 

费用的降低，这些技术必然会进人临床检测中，如何 

正确处理常规核型分析与染色体微小变异的检测是 

必须有相应指导原则的。 · 

3．3 本研究对 6O例羊水样本进行分析后发现，核 

型分析找到了6例异常情况，其中3例染色体数 目 

异常样本与测序结果一致，但另有3例则存在差异。 

有 2例染色体形态变异(样本 A、D)在测序分析中 

没有发现问题，根据经验，一般认为染色体形态变异 

不会导致临床疾病 ̈ ，这在测序中的对应解释就是 

形态变异并不是核酸序列出现异常，因此出现临床 

症状的可能性不大，这一结果也为染色体形态变异 

更科学的解释提供了证据。然而，出现形态上的变 

异是否完全没有临床意义 目前还没有结论，这些变 

异也有可能是由于表观遗传改变等问题导致-8 J，因 

而我们还需要更加深人地研究这些问题。另一例是 

9号染色体倒位(样本 B)在测序中没有发现，这是 

由于目前技术本身导致的，常规测序技术(也包括 

芯片技术)无法检测出平衡倒位／易位等情况，其根 

本原因在于测序技术能检测到的只是核酸数量是否 
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出现增加或减少，在平衡易位／倒位的情况下，细胞 

内的核酸数量不出现变化，因此常规的测序技术无 

法检测出问题。虽然现在已经有测序方法能够对平 

衡易位／倒位进行检测，但这些方法技术难度大、检 

i见0时间长、样本 DNA质量要求高 ，羊水的检测由 

于提供的DNA有限，且时间要求较严，因此很难在 

临床上实际应用。而在样本 E中，除了18号染色体 

重复，测序还检测到其6号染色体上出现了一个5 M 

大小的重复区域，这是测序检测的优势。染色体上 

较小的重复和缺失核型分析通常不能发现，一般认 

为10 M以下的变异在常规 G带分析中无法检测到， 

而测序检测能够非常精确判断。因此测序检测在微 

小变异检测中有明显优势。 

3．4 本研究表明，与核型分析相比，大规模平行基 

因组测序技术的特异性、敏感性与染色体核型分析 

技术具有较高的一致性，且能精确分析微小变异，而 

出现的不一致情况也不影响临床结果判定。而且相 

比羊水核型分析，利用 Proton测序进行分析理论上 

只需要 3 d即可得到结果，在时间上有较大优势，由 

于也不需要进行羊水培养，减少了羊水培养问题导 

致检测失败的可能性，具有很高的临床应用价值。 

而且随着检测样本的增加及生物信息分析方法的优 

化，大规模平行基因组测序技术应用于胎儿染色体 

异常产前诊断的局限性将会越来越小，因此重新制 

定羊水产前检测的临床指导势在必行。 
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[摘要] 目的 探讨体外培养神经元在缺氧时细胞红蛋白(cytoglobin，Cygb)基因表达的变化规律。方 

法 运用无血清培养技术进行胎鼠皮质神经元培养6 d，用免疫组织化学方法进行纯度鉴定，随机分为4组， 

其中3个实验组分别置于0．5％～0．9％ 02中8、16、24 h，对照组置于正常环境。用 CCK8试剂盒测试细胞生 

存率，用Rea1．time PCR方法检测不同时点cygb基因表达的情况。结果 神经元纯度鉴定纯度 >99％；缺氧 

后神经元Cygb基因的表达随时间增长而递增。结论 体外培养神经元缺氧时Cygb基因表达增强，提示cygb 

可能在神经细胞缺氧时发挥重要作用。 
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Expression of cytoglobin gene in hypoxic neurons in vitro 
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[Abstract] 0bjective To investigate the expression and changes of cytoglobin(Cygb)gene on hypoxic neu— 

rons in vitro．Methods The primary cortical neurons from newborn rats were cultured in a serum-free culture system． 

Tile neurons were identified by polyclonal antibody against neuron specific enolase on the 6th day and were randomly 

divided into 4 groups for assessing cell viability by CCK8 and for observing the gene expression of Cygb by Real—time 

PCR at 0 h，8 h，16 h，24 h after hypoxic injury was induced with tbe concentration of oxygen between 0．5％ and 

0．9％ ．Results The purity of neurons was more than 99％ ：Expression of RNA Cygb was increased in a time—de— 

pendent manner，and there was significant difference in each group(P<0．05)．Conclusion The expression of Cygb 

in neurons increases rapidly after hypoxic injury indicating that Cygb may have an important flmetion in the process of 

protecting hypoxic neuron injury． 
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细胞红蛋白(cytoglobin，Cygb)是新发现的脊椎 

动物的第四种携氧球蛋白，国外 ' 以及我们 。’ 之 

前的研究初步显示它在神经细胞的细胞核及细胞浆 

均有表达，而且表达可被缺氧所诱导，并受缺氧诱导 

因子调控 ，因而Cygb是一种新的缺氧反应基因 。 

我们之前的研究已发现新生大鼠缺氧缺血性脑损伤 


