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QF-PCR技术联合染色体核型分析在羊水产前诊断中的应用
易翠兴，李东至，袁思敏，李发涛，李伟，廖灿

广州市妇女儿童医疗中心产前诊断中心，广东 广州 510623

【摘要】 目的 探讨QF-PCR联合染色体核型分析在羊水产前诊断中的应用价值。方法 回顾性分析 2011

年1月至2018年12月在广州市妇女儿童医疗中心产前诊断中心行产前诊断的16 314例孕妇资料，所有羊水标本同

时采用荧光定量聚合酶链反应(fluorescence quantitative polymerase chain reaction，QF-PCR)技术和染色体核型分析

技术进行分析。结果 两种方法对常见的非整倍体异常诊断符合率在99%以上；针对全部染色体异常结果，两种

方法对比后发现，2011—2014年Kappa一致性分析，一致性中等(Kappa=0.608，P=0.000)；2015—2018年kappa一致

性分析，一致性好(Kappa=0.862，P=0.000)。结论 QF-PCR技术能够快速诊断染色体异常，弥补染色体核型分析时

间长的不足，两者互补对于产前诊断非整倍体有很好的应用价值。
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【Abstract】 Objective To explore the application of fluorescence quantitative polymerase chain reaction

(QF-PCR) combined with karyotype analysis in prenatal diagnosis of amniotic fluid. Methods A retrospective analysis

of 16 314 amniotic fluid samples from pregnancies, who performed prenatal diagnosis at the Prenatal Diagnosis Center

of Guangzhou Women and Children's Medical Center from January 2011 to December 2018, were investigated indepen-

dently by both QF-PCR and karyotyping technique. Results The coincidence rate for common aneuploidy abnormali-

ties was above 99%. The comparison of the two methods for all abnormal results revealed that the kappa consistency

analysis in 2011-2014 was moderate (Kappa=0.608, P=0.000); the kappa consistency analysis in 2015-2018 was high (Kap-

pa=0.862, P=0.000). Conclusion QF-PCR technology can quickly diagnose chromosomal abnormalities and make up for

the short time of chromosome karyotype analysis. The complementarity is very useful for prenatal diagnosis of aneuploidy.
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人类最常见的染色体异常是非整倍体异常，占所

有怀孕孕妇的 5%，其也是导致流产的主要原因。染

色体数目异常和结构性异常占新生儿的1/200，是导致

发育障碍和先天性疾病的常见原因[1-3]。在大多数国

家，细胞遗传学分析已成为产前诊断的重要组成部

分。自细胞遗传学研究开始发展，传统的染色体核型

分析已被作为产前诊断的金标准 [4]，其准确性约为

99%，但这种技术费力且培养时间较长，导致报告时

间较长。对于大多数细胞遗传学实验室而言，结果

可能需要 15~20 d，这对于焦虑的父母来说是一个漫

长的等待。

荧光定量聚合酶链反应(fluorescence quantitative

polymerase chain reaction，QF-PCR) 技术是采用多重

PCR 扩增和毛细管电泳分离技术，通过定性、定量分

析短串联重复序列(short tandem repeat，STR) 遗传标

记的多态性，诊断常见染色体非整倍体[5-8]。本研究应

用QF-PCR 技术联合传统染色体核型分析技术对产前

诊断羊水标本进行详细检测，探讨两种技术联合分析

在检测染色体异常中的应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2011年1月至2018年12月

在广州市妇女儿童医疗中心产前诊断中心进行羊水产

前诊断的16 314 例孕妇病例资料，孕妇孕周14~35周，

平均(19.2±2.5)周；孕妇 16~51 岁，平均(32.3±5.7)岁。

其中 2011—2014 年孕妇平均年龄(31.4±5.7)岁，平均

孕周 (19.2 ± 3.3) 周；2015—2018 年孕妇平均年龄

(33.4 ± 5.6)岁，平均孕周(18.6±2.9)周。进行羊水穿刺

的孕妇均无手术所列的相关禁忌证，而且每例患者均

在充分的沟通及风险告知后，签署相关的知情同意书

和在本院建立产前诊断病历并签字确认。

1.2 染色体核型分析 在B超监护下按照产前

诊断手术规范严格进行无菌操作，经腹壁行羊膜腔穿
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刺术，用注射器抽取羊水 18~20 mL 分别置于 2 支

15 mL 无菌离心管中并立即送检。1 600 r/min 离心

10 min，在超净工作台内弃上清液并各留取 2 mL 沉

淀，分别接种于两个盛有 5 mL 羊水培养基的 25 cm2

Nunc培养瓶中，将培养瓶分别置入两个37℃、5% CO2

的培养箱中，6~8 d后在倒置显微镜下观察培养瓶中羊

水细胞生长情况，如果发现其中有8~10个较密集的克

隆贴壁生长后即可换液，换液后继续放入二氧化碳培

养箱中，1~2 d后观察直到发现细胞岛上有较多圆形或

双圆形透亮细胞覆盖，加浓度20 μg/mL的秋水仙素后

作用 2 h后即可收获细胞。经过低渗、预固定、固定、

制片、80℃烤片 2 h、G显带和全自动核型扫描系统扫

片等多个环节，每个病例核型计数≥20个，分析≥5个

核型，异常核型加大计数和分析，核型描述按《人类细

胞遗传学国际命名体制(ISCN 2016)》命名。

1.3 QF-PCR检测

1.3.1 QF-PCR 检测位点 应用QF-PCR方法检

测 21、18、13 及性染色体上的STR共 24个位点，其中

21号染色体7个STR位点，18号染色体5个STR位点，

13号染色体5个STR位点，性染色体7个STR位点。

1.3.2 QF-PCR 检 测 步 骤 (1) DNA 提 取 ：

DNA 提取按照QIAGEN 公司试剂盒说明步骤进行。

(2) PCR 扩增：扩增体系分为三组，PCR扩增体积25 μL，

1 X buffer，2 mmol/L MgCl2，引物 10~40 pmol，Taq
DNA聚合酶 0.6 U，95℃ 5 min；随后变性 95℃ 30 s，退火

60℃ 40 s，延伸72℃ 50 s，共 26个循环；最后 72℃延伸

10 min。(3)毛细管电泳：取 1 μL PCR 反应产物与 10

μL 上样液(包括 9.5 μL 甲酰胺及 0.5 μL 分子内标)混

合，95℃变性 2 min，用 ABI3100 遗传分析仪进行毛细

管电泳。(4)结果分析及判断：用 Gene Mapper 3.7 软

件进行结果分析。双峰面积比率 0.8~1.4为正常二倍

体；当双峰面积比率<0.65或>1.8时，提示三体。

1.4 统计学方法 应用SPSS19.0统计学软件对

数据进行统计学分析，计数资料比较采用 R×C χ2检

验，配对χ2检验，Kappa一致性检验，kappa值分为五组

表示不同级别的一致性：0.0~0.20 极低的一致性、

0.21~0.40 一般的一致性、0.41~0.60 中等的一致性、

0.61~0.80 高度的一致性和 0.81~1 几乎完全一致，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同年度各年龄组孕妇羊水产前诊断核型

结果比较 2011—2014年 35岁以上孕妇进行羊水产

前诊断异常率为5.41%，2015—2018年35岁以上孕妇进

行羊水产前诊断异常率11.89%，差异有统计学意义(χ2=

74.688，P=0.001)。2011—2014 年不同年龄组孕妇羊

水染色体核型异常率比较差异无统计学意义 (χ 2=

4.396，P=0.355)；2015—2018 年不同年龄组孕妇间羊

水染色体核型异常率比较差异有统计学意义 (χ 2=

33.492，P=0.001)。各个年龄组在两个年度间的异常

率比较差异均有统计学意义(P<0.05 )，见表1。

2.2 不同年度不同孕周孕妇羊水产前诊断核型

结果比较 羊水产前诊断主要集中在孕 16~23周，其

中 2011—2014年产前诊断 8 225例，异常 412例，异常

率为5.01%；2015—2018年产前诊断6 732例，异常681

例，异常率为10.12%，两者比较差异有统计学意义(χ2=

142.529，P=0.001)。2011—2014年不同孕周孕妇之间羊

水染色体核型异常率比较差异无统计学意义(χ2=0.562，

P=0.967)；2015—2018年不同孕周孕妇之间羊水染色

体核型异常率比较差异有统计学意义(χ2=18.432，P=

0.001)。除孕周≥28周组以外，其余各组在两个年度

间的异常率比较差异均具有统计学意义(P<0.05)，见

表2。

2.3 两种方法筛查 13、18、21、性染色体异常比

较 2011—2014年QF-PCR筛查出 21三体 133例，18

三体40例，13三体4例，性染色体异常28例，而核型结

果在21、18、13的诊断与之完全吻合，且性染色体异常

多发现 1 例嵌合体，符合率为 99.91%；2015—2018 年

筛查出 21三体 374例，18三体 92例，13三体 19例，性

染色体异常 99例，而核型结果在 21、18、13的诊断与

之完全吻合，且性染色体异常多发现4例嵌合体，符合

率为99.32%。

2.4 QF-PCR与核型结果一致性分析 2011—2014

年核型结果判断异常456例，QF-PCR检测筛查阳性205

例；2015—2018年核型结果判断异常 752例，QF-PCR

检测筛查阳性 584例。经配对χ2检验，2011—2014年

两种方法比较差异有统计学意义(χ 2=3 972.869，P=

0.000)，Kappa一致性检验 (Kappa=0.608，P=0.000)，一

致性中等；2015—2018年两种方法比较差异有统计学

表1 不同年度各年龄组孕妇羊水产前诊断核型结果比较

年龄分组

(岁)

≤24

25~29

30~34

35~39

≥40

总例数

1 247

2 857

2 309

1 959

722

异常数(%)

57 (4.57)

128 (4.48)

126 (5.46)

103 (5.26)

42 (5.82)

总例数

493

1 628

1 987

2 214

898

异常数(%)

43 (8.72)

151 (9.28)

188 (9.46)

228 (10.30)

142 (15.81)

χ2值

11.240

40.872

25.280

36.157

39.718

P值

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

2011—2014年 2015—2018年

表2 不同年度不同孕周孕妇羊水产前诊断核型结果比较

孕周分组

(周)

≤15

16~19

20~23

24~27

≥28

总例数

182

5 162

3 063

612

75

异常数(%)

9 (4.95)

253 (4.90)

159 (5.19)

32 (5.23)

3 (4.00)

总例数

122

4 855

1 877

347

19

异常数(%)

25 (20.49)

473 (9.72)

208 (11.08)

44 (12.68)

2 (10.53)

χ2值

17.772

87.232

58.719

16.850

1.282

P值

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

0.265

2011—2014年 2015—2018年
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意义(χ2=546 5.071，P<0.05)，Kappa 一致性检验 (Kap-

pa=0.862，P=0.000)，一致性好。

3 讨论

染色体异常引起的遗传性疾病会导致超过 50%

的自然流产、死产和过早死亡。染色体异常包括数目

异常和结构异常，其中染色体非整倍性异常被证明是

人类最常见的染色体畸变之一，严重威胁着人类健

康。最常见的染色体数目异常包括唐氏综合征(21三

体)、爱德华氏综合征(18三体)、Patau综合征(13三体)、

特纳综合征(45，X)、克氏综合征(47，XXY)和三倍体等，

它们占染色体异常的80%以上[9-11]。染色体异常引起的

遗传病给社会和家庭造成沉重的精神和经济负担，目

前尚无法有效治愈，唯一可行的方法是通过产前筛查

或产前诊断来减少和避免此类患儿的出生。因此，对

染色体疾病进行产前诊断及其诊断方法尤为重要。

本研究显示，羊水产前诊断主要集中在 16~23孕

周，这与羊水取材的最佳时间相吻合，其中2011—2014

年产前诊断 8 225例，异常数 412例，2015—2018年产

前诊断 6 732 例，异常数 681 例，异常率由原来的

5.01%上升为 10.12%，35岁以上进行羊水产前诊断核

型异常率2011—2014年为5.41%，而2015—2018年增

长为 11.89%，同时各年龄组不同年度间异常率比较

2015—2018年显著高于 2011—2014年。出现以上检

出差异说明随着产前诊断技术管理规范越来越细化，

产前诊断质量控制要求越来越高，医生对产前诊断指

征把握地越来越准确，以及近年来无创产前筛查技术

的应用，虽然产前诊断的孕妇人数在减少，但阳性检

出率提高了，致使异常率增加，故 2015—2018年异常

率显著高于 2011—2014年，因此，随着医疗技术的发

展，染色体异常检出率提高，有效的防止了出生缺陷

的发生。

染色体核型分析技术作为产前诊断的金标准，能

够检出23对染色体数目异常和主要结构异常，但因其

检测时间长，一般报告周期为 21 d左右，且存在细胞

培养失败的风险，亟需新的技术能够弥补其不足。近

年来，QF-PCR用于检测常见染色体非整倍体异常已

被众多产前诊断中心广泛应用。本研究基于羊水样

本QF-PCR技术快速分析检测 13、18、21，X和Y五条

染色体的数目异常，结果显示QF-PCR和传统核型对

比，两个时间段对于常见的五条染色体非整倍体异常

的符合率均在99%以上。QF-PCR与传统G 显带核型

分析相比更高效，其操作简便，不需要细胞培养，一般

报告周期为 2~3 d，快的可以达到 24 h左右出结果，可

以极大地缩短常见染色体非整倍体报告所需要的时

间，可缓解孕妇及家属的焦虑情绪。而传统的核型分

析技术发报告时间在15~21 d，且存在细胞培养失败的

风险。

本研究同时发现，2011—2014年核型结果判断异

常 456 例，QF-PCR 检测判断阳性结果 205 例；2015—

2018 年核型结果判断异常 752 例，QF-PCR 检测判断

阳性结果584例。两种方法采用kappa一致性分析，结

果显示它们之间具有较高一致性。但同时也说明

QF-PCR技术也有一定的局限性，它无法检测出结构异

常和其他染色体非整倍体异常，正好传统的核型分析

能够弥补其不足，从而保证产前诊断结果的准确性。

总之，每种方法单一应用均存在各自的不足，所

以目前 QF-PCR 技术联合传统染色体核型分析进行

羊水产前诊断，不仅可以为孕妇提供快速准确的常见

的五条染色体非整倍体检测结果，减轻孕妇在等待核

型确诊结果时漫长的焦虑和紧张，同时传统染色体核

型分析技术作为细胞遗传学的金标准，仍然发挥着它

的巨大作用，为临床提供结构异常和其他非整倍体异

常的检测结果，而且该技术可以诊断低比例嵌合体。

两种方法的联合应用实现了优势互补，有效的避免了

出生缺陷的发生，在产前诊断的诊治方面发挥着重要

的价值。
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