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摘要：地中海贫血是由于珠蛋白基因缺陷导致珠蛋白链合成障碍引起的遗传性溶血性疾病。

重型地中海贫血是流行地区出生缺陷的主要病因，已成为影响社会和谐发展的公共卫生问题。

产前诊断是避免重型地中海贫血胎儿出生的唯一有效途径，通过筛查流行区域地中海贫血基

因携带者，对可能生育重型患儿的高危夫妇实施基因诊断和胎儿产前基因诊断，可达到干预

的目的。目前国内外对地中海贫血的产前诊断方法主要是有创的产前诊断技术，但胎儿取材

不可避免会存在对母体或胎儿伤害。因此，安全有效的无创性产前诊断方法和技术一直是遗

传性疾病产前诊断的方向和目标。本文对基于孕妇外周血游离胎儿 DNA 的无创产前诊断取

材和基于高通量测序的无创检测技术的最新进展进行综述，并对其发展方向进行展望。 
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地中海贫血是由于珠蛋白基因的缺失或缺陷导致珠蛋白链合成障碍引起的遗传性溶血

性疾病[1] ，包括 α、β、δβ 和 γ 等类型。地中海贫血广泛流行于东南亚地区、中国南方、印

度、北非和地中海地区。如果夫妇均携带地中海贫血基因，则可能生育重型地中海贫血患儿。

重型地中海贫血是出生缺陷的主要病因，给病人、家庭和社会带来巨大的经济和心理负担，

已成为影响社会和谐和发展的公共卫生问题。 

胎儿产前诊断是避免重型地中海贫血胎儿出生的唯一有效途径。通过筛查地中海贫血基

因携带者，对可能生育重型患儿的高危夫妇实施基因诊断和胎儿产前基因诊断，可达到干预

的目的。目前国内外对地中海贫血的产前诊断方法主要是有创的产前诊断技术[2]，如绒毛活

检术、羊膜腔穿刺术或脐静脉穿刺术等。但这些胎儿取材技术，不可避免会存在对母体或胎
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儿的伤害，如导致绒毛膜炎、羊水渗漏、出血、宫内感染、胎儿心动过缓、胎膜早破及流产

等风险[3]。安全有效的无创性产前诊断方法和技术一直是遗传性疾病产前诊断的方向和目标。

孕妇外周血中胎儿游离 DNA（ cell-free fetal DNA, cffDNA）的发现、高通量测序

（next-generation sequencing, NGS）的发展，使无创产前检测（non-invasive prenatal test, NIPT）

技术检测 21-三体综合征在临床上得到成功应用，且 NIPT 检测已知致病基因的单倍体模型

和相对位点剂量等方法也已显示出极好的应用前景。这为地中海贫血的 NIPT 提供了可能。

本文综述利用 cffDNA 进行 NIPT 的应用研究，并特别阐述应用 NGS 技术对地中海贫血进行

无创产前检测的最新进展。 

 

1 地中海贫血 NIPT 遗传物质的选择 

地中海贫血的 NIPT 是指使用无创手段获取胎儿遗传物质进行基因检测，确定胎儿地中

海贫血基因突变类型，以明确是否终止妊娠。目前可以获取的胎儿遗传物质有：孕妇外周血

胎儿有核红细胞（fetal nucleated erythrocytes in maternal blood, FNRBC）、孕妇外周血 cffDNA、

孕妇尿液胎儿游离 DNA 等。利用 FNRBC 对 β-地中海贫血进行无创性产前诊断已有报道[4]。

但细胞分离过程的复杂性和缺乏可重复性使得 FNRBC 在临床实践的应用受到很大限制，近

年来相关研究报道较少。 

早在 20 世纪 90 年代，Lo 等[5]首次证实了孕妇外周血浆中存在男性胎儿的 cffDNA。

cffDNA 的片段含量，也称为胎儿分数(fetal fraction)，其长度约为 150~200 个碱基，在母体

血液循环中的半衰期为 4~30 min（平均为 16.3 min）[6-7]，孕妇在生产后，cffDNA 在其体内

被迅速清除，不会对下一胎次产生影响。目前认为 cffDNA 进入母体血液循环的机制是胎儿

游离 DNA、胎盘细胞、胎儿造血细胞的直接转移[8]。从怀孕 4~5 周开始，孕妇外周血浆中

即可检测到 cffDNA。多个团队对影响母体内 cffDNA 浓度的因素进行了研究。Scott 等发现

cffDNA总量随着孕周的增长而增加，到孕中期可达到孕妇外周血浆总DNA的 4%~37%[9-10]。

已发现 cffDNA 受胎儿染色体状态[11]、妊娠期先兆子痫[12]，孕妇吸烟状况和一些孕早期筛查

参数（如随着血清 PAPP-A，β-hCG 和 PlGF 的增加而增加）的影响。母体重量是 cffDNA 最

强预测因子之一[13-14]，Rolnik 等[15]的研究证实，cffDNA 受孕妇体重指数的影响（body mass 
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index，BMI）的影响。 

基于以上 cffDNA 的独特生理特性，使其在地中海贫血 NIPT 研究领域具有较好应用前

景[16-17]。目前将 cffDNA 用于产前无创检测单基因遗传病的可行性已被广泛证实[18-19]，已有

多个团队对 X-连锁遗传病、21-三体综合征、囊性纤维化、软骨发育不良等[20-21]多个单基因

遗传病进行了无创产前诊断研究。NIPT-PLUS，在无创 DNA 原有 21-、18-、13-三体综合征

检测的基础上，增加了 7~20 种疾病，即染色体微缺失/微扩增综合征的染色体整倍体异常[22]。 

由此可知，cffDNA 作为遗传物质用于单基因尤其是 β-地中海贫血的无创产前诊断，具

有较好的应用前景。 

 

2 NIPT 的临床应用研究 

2.1 在非整倍体染色体疾病中 

近年来研究者提出可通过母体血浆中的 cffDNA 对胎儿实施染色体疾病的产前检测。自

2011 年首次引入以来，孕妇人群胎儿非整倍体非侵入性产前检测（NIPT）的临床应用迅速

增长，现已在全球范围内采用[7, 23-24]。评估基于 NIPT 的唐氏综合征筛查（21-三体，T21）

的效能的研究表明，其符合率超过 99%，假阳性率低于 0.1%[25-26]。虽然该方法还不能替代

有创的检测，但这些令人鼓舞的结果刺激学术界的讨论，目前一致的观点认为 NIPT 对胎儿

非整倍体有实质性益处，并且也推荐这种方法作为妊娠第 10 周后的高级筛查试验。 

2.2 在单基因遗传病中 

单基因遗传疾病的非侵入性检测研究的发展也越来越受到关注，目前该领域的挑战之一

是需要在大量母体血浆中母体游离 DNA 序列背景下靶向捕获低浓度的 cffDNA 突变。诊断

单基因疾病的最初尝试集中在针对母体基因组中不存在的父系遗传胎儿突变的方法上。对于

符合父亲常染色体显性遗传的疾病，在母体血浆中鉴定这种突变将证明存在受影响的胎儿。

该策略已成功用于检测软骨发育不全[27]，肌强直性营养不良[28]和亨廷顿病[29]。对于常染色

体隐性遗传，缺乏携带该突变的父本等位基因将表明怀孕没有该疾病的风险，这可以消除对

侵入性诊断程序的需要。该策略的原则已被用于 NIPT 的 β-地中海贫血[30-31]，囊性纤维化[32]

和先天性肾上腺增生（CAH）[33]。 
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对父系遗传等位基因的分析可以提供其他临床相关信息，包括通过评估 Y 染色体序列

（SRY，DYS14，ZFXY）的存在与否来确定胎儿性别或预测风险妊娠中的 RhD 状态 Rh 同

种免疫[34]。一般来说，胎儿性别测定的测试具有很高的性能等级，显示出近 100%的敏感性

和特异性[35]。胎儿性别决定在有血友病或杜氏肌营养不良等 X 连锁疾病风险的妊娠中具有

临床意义[36-38]，以限制侵入性产前手术的数量仅限于携带男性怀孕的人群。胎儿性别鉴定也

有助于治疗常染色体隐性遗传疾病，如 CAH，以防止不必要的地塞米松治疗男性胎儿。 

随着高通量测序技术的发展，NIPT 检测母系遗传等位基因和父母共有的等位基因成为

可能。 

3 NGS 技术的发展及其应用于地中海贫血筛查的优势 

NGS以能一次并行对几十万到几百万条DNA分子进行序列测定和一般读长较短等为重

要标志，是对传统测序一次革命[39]。根据测序原理和技术不同，NGS 主要有以下几种分类

[40-42]：454 焦磷酸测序（454 pyrosequencing）、Illumina (Solexa) sequencing、ABI SOLiD 

sequencing 等。454 焦磷酸测序读取长度相对较大，可对未知基因组从头测序（de novo 

sequencing），判断重复碱基个数时有误差。而目前应用最广泛的是 Illumina (Solexa) 

sequencing (sequence by synthesis)，该技术在片段化的 DNA 末端链接接头、公共引物和测序

标签，文库中的 DNA 在通过扩增载体时会随机附着在其表面，并通过接头的公共引物实现

DNA 的桥式 PCR 的扩增[43]；采用边合成边测序的方法，具有读取片段多，适合进行大量小

片段测序，但随测序深度的增加，信号发生衰竭，影响测序准确性。ABI SOLiD sequencing

通常每个碱基读取两次，具有很高的准确性，特别适合 SNP 检测，但缺点是测序后拼接难。 

NGS 技术的应用使得 DNA 测序的经济成本和时间成本明显下降，这促进了地中海贫血

NIPT 的不断发展。He 等[44]通过对在 951 名受试者的研究发现，使用 NGS 筛查的地中海贫

血携带率为 49.5%，而使用传统方法发现的携带率仅为 22.0%，从方法学比较证明了 NGS

在敏感性和特异性方面的优越性，提供了对地中海贫血筛查策略的全面评估，并表明 NGS

是一种竞争性筛查方法，尤其是在疾病流行率高的人群中。Shang 等[45]通过设计基因 panel

对 1 182 个 β-地中海贫血受试者进行基因分析，并与传统筛查方法进行比较，发现 NGS 技

术检测地中海贫血基因突变具有明显优势。 
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4 NGS 在 β-地中海贫血 NIPT 中的应用研究 

NGS 在 β-地中海贫血 NIPT 中的应用研究按照设计及目的大致可分为 3 类：用于直接

检测父源性 β-地中海贫血基因突变位点（夫妇携带不同类型基因突变）、SNP 连锁不平衡间

接检测父源性突变（夫妇携带相同基因突变）、识别母源性基因突变位点等。上述研究策略

各有优缺点。 

4.1 直接检测父源性突变（夫妇携带不同基因突变） 

研究人员利用全基因组测序技术[39]，对外周血游离DNA进行了父源性突变位点的检测，

成功地检测或排除了父源性突变位点 CD 41/42(-CTTT)和-28 突变。 

当夫妇双方携带不同类型基因突变时，这种方法的临床意义重大。因为鉴定未遗传父源

性突变等位基因的胎儿将避免对携带不同 β-地中海贫血突变位点夫妇的胎儿进行侵入性产

前诊断的需要。但是如果胎儿遗传了父源性突变位点，此类胎儿仍需有创产前检测以避免因

同时遗传母亲基因突变而致的重型地中海贫血患儿的出生。另外此类设计方法需要已知夫妇

方的基因突变信息，且研究所纳入的父源性基因突变位点较少，不便于大规模实施。 

4.2 SNP 连锁不平衡间接检测父源性突变（夫妇携带相同基因突变） 

NIPT 的最大问题是 cffDNA 容易受到母体游离 DNA 是的影响。特别是当夫妇双方携带

有相同的 β-地中海贫血基因突变时，由于无法区分母本和父本等位基因，上述排除父源性

等位基因的方法不适用。在这种情况下，亲本单核苷酸多态性（single-nucleotide polymorphism, 

SNP）标记分析方法提供了解决方案。而随着技术的发展，NGS 技术提供了获得大量的遗

传信息，建立特异性识别 cffDNA 的可行性生物信息学分析方法[24]。 

2010 年 Lo 等[38]首次应用 NGS 技术证实了 cffDNA 包含了整个胎儿基因组，并和母体

基因组以相对恒定的比例共存与母体血浆中；同时通过对 SNP 位点的连锁分析，明确区分

父母源性的等位基因，有效地达到排除性诊断的目的。Lo 等[38]对父源性和母源性 SNP 的分

析，通过不同 SNP 对 β-地中海贫血基因突变位点进行捕获，运用 SPRT（sequential probability 

ratio test）方法，构建了单体型相对剂量（relative haplotype dosage, RHDO）模型，成功检测

到家系中的携带者和对胎儿进行了无创诊断。Lam 等[43]则通过探针捕获包含 HBB 基因簇的
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常见突变位点信息，采用数字 PCR 扩增后计算 RHDO 含量来实现无创基因分析。而 Saba

等[46]对 37 个孕妇外周血游离 DNA 扩增后，采用 NGS 测序（离子半导体测序），通过构建

单倍体模型实现了对 HBBc.118C> T 突变位点的无创检测。 

此类设计方法的基本原理是连锁不平衡理论。利用父源性、母源性等位基因位点（父亲

纯合母亲杂合的 SNP、父亲杂合母亲纯合的 SNP、父母均为纯合 SNP但等位基因不同的 SNP)

构建了不同的胎儿连锁不平衡模型，根据不同的连锁不平衡单倍体的相对含量，识别确定胎

儿的基因状态。这种方法的缺点是，需要夫妇双方大量的遗传信息并进行仔细筛选以构建母

源性单倍体、父源性单倍体，这大大增加了检测成本、影响了其检测准确性。由于该方法的

复杂性，使得一次纳入的检测位点较少，限制了其推广应用。 

4.3 β-地中海贫血 NIPT 识别母源性突变位点的可行性方法 

为了扩大使用母体血浆 DNA 分析进行 β-地中海贫血产前检测的范围，制定检测母系遗

传突变的策略必不可少。基于突变位点相对剂量（relative mutation dosage, RMD）计算方法

是近来用于研究 β-地中海贫血产前检测较多的方法之一[39]。RMD 方法通常使用实时定量

PCR（RT-PCR）或巢式 PCR(nested PCR)等来完成待检测样本模板数目的比较。而 NGS 的

应用，使得 RMD 的获取获得质的进步，也间接的解决了 cffDNA 浓度低，易受母体外周血

DNA 影响的问题。 

大规模平行测序（MPS）技术被用于了 β-地中海贫血的 NIPT 检测。Lun 等[40]检测了一

对 β-地中海贫血的夫妇，其中父亲是 CD 41/42（-CTTT）突变的携带者，孕妇为-28 处携带

A>G 突变；含有与父本突变相关的 SNP 的 DNA 序列读数的检测证实胎儿遗传了父亲的突

变；然后通过使用母体和胎儿的基因分型数据构建母体单倍型，其将-28 突变分配给母体

Hap II 并将野生型等位基因分配给母体 Hap I；使用 RHDO 在母体血浆中过表达 Hap I 分析

表明，胎儿遗传了母体野生型等位基因，因此是 β-地中海贫血携带者。MPS 技术后来使用

扩增子测序检查了塞浦路斯人群中 β-地中海贫血的 NIPT，该测序针对与父本突变等位基因

连锁的 β-珠蛋白簇的 SNP；通过选择高度杂合的 SNP，该方法适用于 80%的妊娠，但是仅

在 34 个样品中的 27 个中正确确定了父本突变等位基因的存在或不存在，其中 4 个假阴性和

3 个假阳性结果[41]。 
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与 RMD 相比，基于家系 SNP 分析构建的 RHDO 模型生物信息学分析方法，不仅可以

靶向识别突变体而且可以靶向识别野生型等位基因。RHDO 和 RMD 策略均需专业的 SNP

选择技术和大量的夫妇双方的遗传信息，构建连锁不平衡模型，以便可以准确的识别母体血

浆中母体和胎儿 DNA 序列之间的核苷酸变化，这使得其成本较高、操作性复杂、专业技术

要求较高此外 RHDO 还需先证者，RMD 需要夫妇双方的基因型。当夫妇双方携带相同的基

因突变位点时，孕早期的低 FF 值使得 RHDO 和 RMD 的误诊率增加。 

目前的 RHDO 和 RMD 策略的敏感性和特异性均不能满足临床产前检测应用的要求。

影响 RHDO 策略敏感性和特异性的主要原因是构建连锁不平衡时大量遗传信息的识别和后

续信息的处理方法；影响 RMD 策略敏感性和特异性的主要原因是 panel 的捕获效率和对测

序后野生型和突变位点拷贝数的精确定量。 

4.4 目标区域捕获测序技术在 β-地中海贫血 NIPT 中的实践 

目标区域捕获测序技术（targeted resequencing），也称为靶向测序，是 NGS 结合微阵列

技术而衍生出来的一种新技术。这项技术首先利用微阵列技术合成大量寡核苷酸探针，这些

寡核苷酸探针能够与基因组上的特定区域互补结合，从而富集到特定区段，然后用 NGS 技

术对这些区段进行测序[42]，选择性地分析含有致病基因的基因组区域信息数据的比例来降

低基于 MPS 的测试的成本。 

Lam 等[43]于目标区域捕获测序技术，通过溶相杂交进行靶向富集，然后对 2 个家族的 β

珠蛋白基因区域进行 NGS 测序（大规模平行测序），应用富含靶标的测序数据和亲本单倍型

进行 RHDO 分析，以揭示胎儿的 β-地中海贫血状态。结果显示通过对母体血浆游离 DNA

的靶向测序，在 β-珠蛋白基因区域实现了 206 倍的平均测序深度。RHDO 分析对于从富含

靶标的样品获得的测序数据是成功的，数据分析显示两个胎儿都是 β-地中海贫血的杂合子。 

Xiong 等[39]应用目标区域捕获测序技术，对 49 例孕妇外周血游离 DNA 进行了分析，扩

增 49 个先前被确定为遗传了父本 β-地中海贫血位点的样本，然后进行 NGS 测序，采用 RMD

理论分析测序数据，结果显示：48/49 个样本（98.0%）遗传了母体地中海贫血等位基因，

对母体基因型的遗传具有 87.5%（95%可信区间：67.6%~97.3%）的总体敏感性和 95.8%（95%

可信区间：78.9%~99.9%）的特异性。 
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目标区域捕获测序的应用使得从孕妇外周血游离 DNA 中识别较低浓度的胎儿 DNA 成

为可能，这有助于大规模用于已知突变位点的 β-地中海贫血的无创产前检测[44, 47]。但目前

仍缺乏灵敏性、可靠性高的生物信息学分析方法。 

5 NGS 在 α-地中海贫血 NIPT 中的应用研究 

已有研究显示，基于 NGS 技术的方法能够根据--SEA 和野生型等位基因 DNA 浓度的定

量差异来鉴定胎儿的基因型(αα/αα，--SEA /αα，和 Hb Bart)[48]。另外，基于高通量测序信息

的父源型 SNP 或父源性等位基因相关的微卫星标记也用于了 α-地中海贫血无创产前检测的

探索[49-50]。Ge 等研究了五对携带--SEA 夫妇胎儿的基因型，作者使用目标区域靶向捕获和

大规模平行测序(MPS)技术对母体血浆 DNA 分析，比较母体血浆中相对于正常对照突变拷

贝比值，从而成功检测到所有携带——SEA 胎儿[51]。针对 α-地中海贫血 NIPT 研究较少，

原因为 α-地中海贫血主要为基因缺失，而孕妇外周血游离 DNA 为片段化的 DNA，目前尚

无有效区分胎儿是否遗传缺失型突变的方法。 

综上，目前以 cffDNA 为胎儿遗传物质进行地中海贫血无创产前检测的方法和检测位点

详见表 1。 

表 1 地中海贫血无创产前检测方法及检测位点 

Tab. 1 Methods and sites for non-invasive prenatal testing of thalassemia 

扩增/测序方法 
生物信息

学方法 
应用范围 缺点 检测位点 参考文献 

实时 PCR 无 检测/排除父源性位点 
不能识别母源性

位点 
HBB:c.124_127 del TTCT [30] 

数字 PCR、离子

半导体 PCR、全

基因组测序 

RHDO 检测/排除父源性位点 
不能识别母源性

位点 

HBB:c.124_127 del TTCT, 

HBB:c.-78 A>G, 

HBB:c.118 C>T 

[39, 41, 

49] 

实时 PCR 和巢

式 PCR、大规模

平行测序、目标

区域捕获测序 

RMD 检测母源性位点 
突变位点少、特

异性低 

HBB:c.124_127 del TTCT, 

HBB:c.-78 A>G 

[40, 44, 

47] 

目标区域捕获

测序 

PTG 检测父源性、母源性 特异性有待提高 HBB:c.124_127 del TTCT, 

HBB:c.316-197 G>T, 

[52] 

实时 PCR、巢式

PCR、大规模平

行测序 

RMD 检测母源性位点 突变位点少 HBA:--SEA [48, 50] 
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6 问题与展望 

得益于 NGS 技术，地中海贫血无创产前检测不断发展。目前 cffDNA 用于地中海贫血

无创产前检测的技术瓶颈为母体外周血游离 DNA 背景下如何有效捕获识别胎儿 DNA 以及

缺乏在高通量测序后进行有效分析的方法。基于生物信息学的技术策略以及提取高纯度

cffDNA 方法将是未来无创产前检测研究的方向。 

RHDO 技术，是基于全基因组测序，需要获取夫妇双方的遗传信息，成本高、操作复

杂且耗时较长，且单体型的方法需要构建连锁不平衡区域，需要先证者，操作复杂[53]。RMD

的方法是基于突变位点的频率，理论上可以不依赖于夫妇双方的遗传信息，但是由于统计分

析方法的发展滞后于 NGS，以至于目前尚未有特异性和敏感性的计算方法[54]。且这些方法

存在的共同缺陷是入组样本例数少，检测突变位点少。 

研究报道提出的假四倍体算法，无需父母基因型可直接对胎儿基因型进行推算。初期的

探索研究结果表明，目标区域捕获测序技术，采用母体胎儿共存的假四倍体方法对单基因病

和 β-地中海贫血等检测准确率在 75%左右[52]。目前需要克服的问题主要是在 cffDNA 浓度较

低时如何准确捕获胎儿突变位点，如何解决多肽妊娠、母体 BMI 较大、子痫等对 NIPT 的

影响，另外假四倍体生物信息分析方法仍需进一步优化。 
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Abstract: Thalassemia is an inherited hemolytic disease caused by a deficiency or defect in the 

globin genes leading to a disorder in the synthesis of globin chains. Severe thalassemia seriously 

endangers people's health and is the main cause of birth defects. It has become a public health 

problem affecting social harmony and development. Prenatal diagnosis of the fetus is the only 

effective way to avoid a fetus with severe thalassemia. By screening the thalassemia gene carriers 

in the epidemic area, genetic diagnosis and fetal prenatal genetic diagnosis of high-risk couples 

who may have severely born children can achieve the purpose of intervention. At present, prenatal 

diagnosis methods for thalassemia are mainly invasive prenatal diagnosis techniques, but these 

fetal materials are inevitably harmful to the mother or fetus. Therefore, safe and effective 

non-invasive prenatal diagnostic methods and techniques have always been the direction and goal 

of prenatal diagnosis of hereditary diseases. This article will review the latest progresses in 

non-invasive prenatal diagnosis based on cell-free fetal DNA in maternal peripheral blood, as well 

as non-invasive detection techniques based on next-generation sequencing, and look forward to its 

development direction. 

Keywords: thalassemia; next-generation sequencing; cell-free fetal DNA; prenatal testing; 

non-invasive 

 

厦
门
大
学
学
报
(自
然
科
学
版
)




