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　　在妊娠期，Ｒｈ血型Ｄ抗原阳性胎儿的红细胞可从胎盘漏

出进入ＲｈＤ阴性的母体内，促使其免疫系统产生的 ＲｈＤ抗

体，并进入胎儿循环并导致胎儿和新生儿发生同种异体的免疫

反应；在分娩时，大量的ＲｈＤ阳性胎儿红细胞可进入母体，诱

发ＲｈＤ阴性血的母体对Ｒｈ因子产生抗体，在以后的妊娠中，

这些抗体再通过胎盘进入胎儿循环，攻击胎儿的ＲｈＤ阳性红

细胞，引发了胎儿和新生儿溶血病（ｈｅｍｏｌｙｔｉｃｄｉｓｅａｓｅｏｆｔｈｅｆｅ

ｔｕｓａｎｄｎｅｗｂｏｒｎ，ＨＤＦＮ），主要表现为溶血性贫血引发的胎儿

水肿、黄疸、核黄疸以及胎儿宫内死亡或新生儿死亡［１］。在孕

晚期和分娩过程中，Ｄ抗原的风险最高，但Ｄ型的免疫反应也

可以发生在早孕和中孕期［２］。胎儿和新生儿溶血性疾病的治

疗取决于胎儿贫血的严重程度，而使用超声多普勒测定大脑中

动脉的收缩期流速是确定胎儿贫血的一种安全、快速的方法。

若病情较轻，胎儿可通过增加红细胞生成来代偿红细胞的破

坏。若病情进一步加重则需要进行宫内输血治疗或剖宫产终

止妊娠，胎儿出生后仍需要进行血液交换或完全性的输血治

疗。因此，Ｄ型免疫反应是导致 ＨＤＦＮ这一严重威胁胎儿和

新生儿生命的疾病的主要原因。本文将对目前国内外关于胎

儿ＲｈＤ的无创分型检测的研究进展及其在临床的应用作一

综述。

１　胎儿和新生儿溶血病研究进展

在无免疫预防措施的２０世纪５０年代，ＨＤＦＮ的发病率高

达１／２２００。到了２０世纪６０年代晚期，随着新生儿预防性注

射抗Ｄ免疫球蛋白的广泛应用，ＲｈＤ阴性血妇女发生Ｄ抗原

反应的频率从１７％降到１％左右。后来又有研究认为，胎儿出

生前进行预防性抗Ｄ治疗可以将免疫反应降至０．２％
［３］。因

此现在普遍采用多次产前结合产后预防性注射免疫球蛋白将

免疫反应的风险降到最低，产前可以在孕２８～２９周时单次注

射２５０～３００μｇ或选择在孕２９、３４周时分别注射１５０μｇ免疫

球蛋白；而出生后的预防通常在出生后７２ｈ内给予单次注射。

以往ＲｈＤ阴性血的孕妇应常规在分娩前进行预防性治疗，因

为胎儿的血型直至出生后才能确定。但在欧洲血统的人群中，

有４０％的ＲｈＤ阴性孕妇所怀胎儿也是ＲｈＤ阴性，因此这部分

患者不存在 Ｄ 抗原免疫的风险，造成了一定程度的过度

治疗［３］。

随着非侵入性产前诊断技术的发展，出现了母体血中无细

胞的胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的无创分析

策略，使胎儿ＲｈＤ血型可以在出生前得到准确的预测，预防性

免疫球蛋白的治疗也更具靶向性。目前这一筛查技术已经在

欧洲乃至全球铺展开来，并且在丹麦、荷兰、芬兰、比利时、瑞

士、法国和英国等国胎儿ＲｈＤ分型已经成为产前检查的常规

项目［３］。也有一些国家将胎儿ＲｈＤ分型作为 ＲｈＤ阴性孕妇

的监测项目。

２　ＲｈＤ血型的特点及临床应用

Ｒｈ血型系统由两个基因组成，均位于１号染色体上且位

置接近（１ｐ３４３６．２），均含有１０个外显子，并有９４％的序列相

同。犚犺犇 基因编码的 ＲｈＤ 蛋白上携带有 Ｄ 抗原（ＲＨ１），

ＲＨＣＥ基因编码的 ＲｈＣＥ蛋白上携带有Ｃ或ｃ、Ｅ或ｅ抗原

（ＲＨ２５）。目前为止，Ｒｈ血型系统中已经发现５０多种抗原，

２５１个犚犺犇等位基因和１２３个ＲＨＣＥ等位基因。这种多态性

增加了从犚犺犇基因型中预测Ｄ表型的难度。

携带有功能性犚犺犇基因的个体通常表现为Ｄ表型阳性。

而引起Ｄ表型阴性的最常见原因就是犚犺犇基因的缺失，这也

成为ＲｈＤ阴性孕妇胎儿犚犺犇 基因检测的焦点。Ｄ阴性表型

在不同人群中出现的频率分别为：欧洲１５％～１７％、非洲５％、

亚洲３％。在非洲人群中，Ｄ阴性的表型可能是由于基因缺

失，也有约６６％的人是携带不编码功能的假基因；而不同的

犚犺犇等位基因表达的差异较大，可表现为不表达、弱表达或部

分表达Ｄ抗原的类型，因此存在犚犺犇基因型的个体并不一定

都有Ｄ阳性的表型，约有０．２％～１．０％的欧洲人群为Ｄ抗原

弱表达，部分Ｄ表达的人则更少
［４］。还有一类表型是ＤＥＬ型，

即只有在抗Ｄ抗体吸收和洗脱后才能检测到犚犺犇表型，这类

表型在亚洲人较为常见，在欧洲人群较少，仅占１／３５０～

１／２０００
［５］。携带有Ｄ抗原部分表达基因型的孕妇也应被归为

Ｄ阴性人群，并接受预防性治疗，因为这类患者也可能与Ｄ阳

性的胎儿产生免疫反应［６］。由此可见，带有以上的这些犚犺犇

基因型的孕妇，其胎儿犚犺犇基因检测的复杂性显著地升高。

３　母血中的胎儿游离ＤＮＡ及临床检测

胎盘合体滋养层含有细胞滋养细胞来源的胎儿细胞核，合

体滋养层发生凋亡后可释放大量的凋亡小泡进入母体外周循

环，小泡中包含的胎儿有核细胞的ＤＮＡ片段会随着小泡的溶

解、破裂而混入母血中，形成ｃｆｆＤＮＡ。自从１９９７年在母体循

环中发现ｃｆｆＤＮＡ以来，国内外的众多研究团队均聚焦于这一

领域，并在１９９８年创立了针对犚犺犇 阴性孕妇的“基于非侵入

性实时ＰＣＲ的胎儿犚犺犇基因检测”技术。但ｃｆｆＤＮＡ的生物

学功能还远未阐明。

母血中ｃｆｆＤＮＡ的主要特点是高度碎片化，通常为小于

２００ｂｐ的核酸片段；母血中的ｃｆｆＤＮＡ的出现较早，在孕４～５

周时即可检测到，但水平极低，直到孕７周以后才较为稳定，需

到孕１０～１１周才能达到临床检测的标准。而且在整个孕期母
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血中ｃｆｆＤＮＡ的水平均较低，波动在１～１０００ｃｏｐｙ／ｍＬ，从早

孕期的２０～２５ｃｏｐｙ／ｍＬ开始逐渐升高，在中孕期含量约为３２

ｃｏｐｙ／ｍＬ，直至晚孕期接近１０００ｃｏｐｙ／ｍＬ才较为容易检测，

分娩后１～２ｄ即消失
［７］。母血中ｃｆｆＤＮＡ的水平波动和变异

较大，主要是由于容易受到ＤＮＡ提取方法、检测技术、定量和

定性手段等因素的影响，但根本的原因还是母血中ｃｆｆＤＮＡ水

平较低［８］。

实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法是目前胎儿ＲｈＤ分型的

主要技术［９］，其他用于分析ｃｆｆＤＮＡ的方法包括：基质辅助激

光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）
［１０］、数字ＰＣＲ

（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ）和新一代测序技术（ＮＧＳ）
［１１］。对于胎儿ＲｈＤ分

型而言，母血中ｃｆｆＤＮＡ的低水平所导致的最严重风险就是检

测结果的假阴性。此外，由于母体血浆ｃｆｆＤＮＡ在孕早期很难

检测到，因此在早孕期检测假阴性的风险最大，但中孕和晚孕

期也有假阴性出现［６］。对于临床母血ｃｆｆＤＮＡ的检测，最关键

的是要确保检测方法的高稳定性和高敏感性以避免假阴性结

果出现，必须注意以下几点：（１）保证全血和血浆中胎儿ＤＮＡ

的稳定；（２）保证ＤＮＡ的高提取率；（３）保证足量的胎儿ＤＮＡ

可用于分析检测。另外，母血中胎儿 ＤＮＡ的水平还受到运

输、处理、离心和保存等分析前的条件影响，必须严格操作。

既往研究表明，ｃｆｆＤＮＡ在母体全血和血浆中均非常稳定，

并可以在ＥＤＴＡ管中进行数天的运输，而不影响胎儿ＲｈＤ分

型的实时ＰＣＲ检测结果。ｃｆｆＤＮＡ对环境温度的适应性也较

好，血样可在室温或４℃中保存或运输多日而不影响ＤＮＡ水

平。长时间的储存和运输可导致母体ＤＮＡ的升高，同时ｃｆｆＤ

ＮＡ比例下降，但这并不会对基于 ＲＴＰＣＲ的胎儿 ＲｈＤ检测

法造成负性的影响［１２］。ＤＮＡ的高提取率可以通过多种ＤＮＡ

提取方法实现，包括手工提取试剂盒（病毒核酸提取试剂盒、循

环血核酸试剂盒等）和具有高提取度、高重复性、低误差率的自

动ＤＮＡ提取法
［１３１４］。为获得足量的ｃｆｆＤＮＡ，可以增加母血

样本的总量，目前的方法已经可以达到使用１～４ｍＬ母体血

浆检测胎儿ＲｈＤ血型的水平。检测敏感性的增加与所用方法

和策略密切相关，采用多个ＤＮＡ作为靶标（双外显子联合法、

多重标记法等）可以显著地增强测定的敏感性［１４］。针对ｃｆｆＤ

ＮＡ碎片的特性，临床检测应使用短的ＰＣＲ扩增子以获得更

多完整的模板ＤＮＡ分子和更高的敏感性
［１５］。

４　胎儿犚犺犇基因检测策略

运用ＰＣＲ方法检测犚犺犇基因，需要扩增Ｄ阳性的变体，

也需要高特异性的检测方法以区分ＲＨＣＥ。目前的检测包括

犚犺犇的５、７和１０号外显子等多个靶点，可单独检测也可联合

检测［１６］。但多数学者均推荐至少检测２个外显子
［１７］。有研究

采用４、５、６和１０号外显子的联合检测将犚犺犇 阴性、阳性与

犚犺犇假基因、ＲｈＤＣＥＤｓ变体进行区分，其准确率可达到

１００％
［１８］。但是单独检测５号或１０号外显子均有因该外显子

为阴性而出现假阳性的检测结果［１９］。也有胎儿 ＲｈＤ检测策

略是使用１０号外显子确定Ｄ抗原的变体，因为大多数杂合型

等位基因均在此处隐藏；这种策略虽容易增加假阳性的预测结

果，但对于临床诊断是必要的。另外，鉴于犚犺犇基因频率的分

布因地域差异而变，因此不同的实验室必须根据实际情况和胎

儿ＲｈＤ分型的临床目的（用于科学研究或人群筛查）设计检测

的具体策略以适应当地的特殊人群［２０］。

５　免疫异常孕妇的胎儿ＲｈＤ分型

如果Ｄ抗原阴性孕妇的胎儿为ＲｈＤ阳性，则导致其出现

免疫异常，发生Ｄ型免疫反应的风险较大。因此，正确地评估

这些孕妇发生Ｄ型免疫反应的风险对于这些孕妇的管理非常

重要。若胎儿为ＲｈＤ阳性，则需接受相应的监测和治疗；若为

阴性则可以免受不必要的治疗。在全世界范围内，胎儿 ＲｈＤ

分型都是一个综合性的需要高精度结果的临床服务项目。总

体上，预测精确度和检测敏感性在过去的１５年中有了极大提

高，从９５％提高至接近１００％，孕早期进行产前预测的可靠性

已达到较高水平［２０］。而且，ＲｈＤ阴性结果的检出必须明确，尽

量减少假阴性的出现。为了增加胎儿ＲｈＤ表型的准确性，常

常采用多个外显子同时检测的策略［２１］。在既往采用２种外显

子分型的研究中已经得到了较高的准确性；此外，利用 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ分析技术和早孕期的检测方法等也均已经得到了

良好的检测结果，但是假阴性的结果依然无法避免。

为了保证胎儿Ｄ阴性表型预测的质量，可将通用的胎儿

犚犺犇阴性基因作为对照，也有利用多态性的标记结合 Ｙ染色

体分析，或利用单核苷酸多态性进行分析。有研究认为，

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化ＢｓｔＵＩ抗性可能会成为ｃｆｆＤＮＡ

分析的可靠对照而广泛应用。但胎儿对照组必须与检测目标

的敏感性在总体上相一致。有些研究为了保证检测质量，排除

母体犚犺犇基因变异对胎儿检测结果的掩盖，分别在不同孕周

抽取血样进行独立检测。也有研究者采用两个犚犺犇外显子检

测联合总 ＤＮＡ 作为 ＤＮＡ 提取技术的对照。另外，数字化

ＰＣＲ近年来也应用于母血含有犚犺犇 变体的检测中，而且，数

字化ＰＣＲ、ＮＧＳ等新兴技术可以克服传统犚犺犇分型技术的局

限，具有潜在的开发价值。为了达到临床应用和推广的目的，

检测犚犺犇 的相关工作强度也必须符合常规的临床检验

标准［２２］。

与检测孕妇ＲｈＤ血型不同，产前胎儿的ＲｈＤ分型主要的

研究目标就是降低假阴性率，而假阳性的结果不会导致严重的

临床后果。作为筛查方案，必须采用高成本效率、高样本处理

量和快速的检测方法。按照目前的ＲＨＤ筛查经验，仅有极少

数研究结果中出现了假阴性，且这些结果的出现并非由于母体

血ｃｆｆＤＮＡ 的低水平，而是样本中混入杂质或处理失误

所致［２３］。

６　胎儿ＲｈＤ分型与产前治疗方案

对于胎儿Ｄ抗原弱表达的孕妇，可以归为犚犺犇 阳性胎儿

组，也可归为结果不明确组，在初诊时预防性使用抗Ｄ抗体进

行治疗；但１～３型的弱阳性孕妇可以不必进行治疗
［２４］。对于

携带有犚犺犇假基因的孕妇也应按照上述方法归类并进行预防

性治疗，并根据这些基因变体的频率涉及适当的方案，尽量排

除不需治疗的个体。既往研究显示，有约０．３％～２．３％的孕

妇因检测结果假阳性或归为结果不明确组而接受了原本不需

要的预防性治疗，针对这部分患者的正确诊断仍有提升

空间［３］。

胎儿ＲｈＤ分型阳性的孕妇，产前靶向预防性治疗方案的

实施需要一大群卫生专业人员的参与，包括专科医师、通科医

师、助产士、实验室技术人员的工作和卫生管理机构的认可，参

与者之间的通力协作对于方案的成功至关重要。越来越多的

研究提示：高依从性是治疗项目实施和成功避免Ｄ抗原免疫

反应的关键因素［２３］。

然而，对于出生后的新生儿，脐带血血型检测原本是一种

更加安全、廉价的 ＲｈＤ分型方法，同时也可以作为产前胎儿

ＲｈＤ分型结果不可信或不明确时的一种有效补救措施，但是

最近在荷兰、丹麦等国被停用，其原因一方面是因为已经有研

究显示其不能成为筛查结果的一个精确的标记，另一方面是其
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质量控制和保障尚不完善。美国国家生物标准和控制研究所

（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＳｔａｎｄａｒｄｓａｎｄＣｏｎｔｒｏｌ，ＮＩＢ

ＳＣ）已经制定了血浆的临床生物检测标准，规范的ｃｆｆＤＮＡ检

测标准尚未完成［２５］。

７　小结与展望

综上所述，无创胎儿 ＲｈＤ分型技术是建立在ｃｆｆＤＮＡ高

度自动化、高敏感性检测的基础上，使用多种外显子作为检测

靶点以降低假阴性率，必将发展成一种稳定的常规筛查方法，

用以指导产前预防性治疗。在其广泛应用的过程中可从多个

方面进行成本和耗费控制水平的提升：（１）采用简单、廉价、有

效的方法提高检测敏感性，降低筛查的整体费用；（２）采用多种

自动或手动的措施，降低假阴性率，减少不必要的产前治疗费

用；（３）取代其他高成本的筛选或检测技术，获得更多的卫生经

济学效益；（４）在孕早期进行确诊性筛查，及早发现ＲｈＤ血型

信息及其他免疫反应条件的信息，进行早期预防，节约后期治

疗成本；（５）应用于 ＨＤＦＮ相关的其他同类血型抗原（Ｒｈｃ、

ＲｈＥ、Ｋｅｌｌ、ＨＰＡ等）的评估和检测体系中，减少其他抗原分型

的研究和诊治成本。因此基于ｃｆｆＤＮＡ的无创ＲｈＤ血型检测

技术是一项极具研究价值和临床价值的重要方法。
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治疗椎间盘退变的生物学疗法
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　　低位腰痛是椎间盘退变患者就诊的最常见起因，也是影响

成年人生活和工作能力的重要因素［１］。椎间盘切除术和脊柱

融合术是常用的缓解疼痛的方法，但并不能恢复椎间盘的功

能［２］。椎间盘源性的疼痛是由椎间盘炎症、神经支配增多以及

椎间盘负荷过度引起的。椎间盘疾病的生物学疗法近来被广

泛研究，修复和重塑椎间盘主要通过以下３条途经：生物分子

疗法、细胞疗法、组织工程方法。以下将总结各种方法最新的

研究进展，并且重点总结其应用优势和局限性。

１　生物分子疗法

合成代谢和分解代谢的平衡是维持健康椎间盘内环境的

重要因素，打破平衡会导致细胞外基质的流失。生物分子疗法

的目的是诱导细胞减少分解因子的产生，或者增加合成因子的

产生，从而促使细胞外基质再生。生物分子和基因疗法能够在

蛋白和基因水平改变细胞生物合成。若使这些方法有效，必须

在组织中有大量的可利用细胞，使靶分子得到重组表达。由于

这些原因，既往研究认为分子生物学疗法在椎间盘退变的早期

阶段更有效。以下是几种分子生物学方法治疗椎间盘退变的

研究。

１．１　促进基质合成代谢　生长因子通过刺激基质合成进而调

节椎间盘细胞新陈代谢。转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）和骨形成蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，

ＢＭＰｓ）能够通过调节椎间盘细胞中糖胺聚糖、蛋白多糖、Ｓｏｘ９

和２型胶原的含量促进软骨的形成
［３４］。当把动物的髓核细胞

培养在含有ＴＧＦβ和ＢＭＰ２的培养基中时，二者能正向调节

１型胶原、糖胺聚糖及２型胶原 ｍＲＮＡ 的表达
［５］。血小板衍

生因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）、成纤维细胞生

长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）和胰岛素样生长

因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ１）这３种蛋白分裂素，已

经被证实能刺激牛髓核细胞增殖。最近，Ｋｉｍ等
［６］证实ＩＧＦ１

在牛的髓核细胞中能够增强合成代谢，并能提高ＢＭＰ７的作

用。Ｇｒｕｂｅｒ等
［７］研究发现，当退变的纤维环细胞处于ＩＧＦ１

和ＰＤＧＦ中时，细胞凋亡加强。Ｗａｎｇ等
［８］把ＢＭＰ７和动物

椎间盘细胞培养在藻酸盐凝胶中，证实能促进蛋白多糖合成。

Ｍａｓｕｄａ等
［９］在动物的椎间盘退变模型中注射ＢＭＰ７，椎间盘

的生物化学成分得到修复。Ｉｍａｉ等
［１０］将人重组ＢＭＰ７注射

进动物的椎间盘中，增加了椎间盘高度。相对于重组生长因子

而言，合成肽可能是一种更有效更安全的生物分子。已证实

ＬｉｎｋＮ是一种具有类似生长因子功能的合成肽，能有效刺激

糖胺聚糖基因表达并且抑制蛋白酶的表达［１１１２］。

１．２　基因疗法　由于生物分子半衰期较短，所以研究一种长

效的治疗方法显得尤为重要。基因疗法已经被用作一种增强

椎间盘细胞新陈代谢的方法。慢病毒载体和腺病毒相关载体

（ａｄｅｎｏｖｉｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｅｃｔｏｒｓ，ＡＡＶ）已经被应用于修复椎间

盘组织。Ｌｅｃｋｉｅ等
［１３］发现，ＡＶＶ２能引起椎间盘细胞产生

ＢＭＰ２或ＴＩＭＰ１蛋白，延缓退变。但是在这些载体应用于

临床之前其本身的免疫原型和其基因产物的长期疗效仍然是

一个亟待解决的问题。

１．３　抑制基质分解代谢　促炎因子已经被证实能促使椎间盘

退变，并且与退变时间相关。退变椎间盘细胞产生的ＩＬ１和

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα），均是蛋白酶的间接产物，而且基质金

属蛋白酶（ＭＭＰｓ）和蛋白聚糖酶能够分解基质。最近Ｓｉｎｃｌａｉｒ

等［１４］在体外实验中证实可溶性ＴＮＦα受体能明显减弱ＴＮＦ

α在人椎间盘细胞中的作用，并且在一定程度上可以下调 ＮＯ、

ＰＧＥ２和ＩＬ６。Ｃｈｕｂｉｎｓｋａｙａ等
［１５］在一个大鼠椎间盘退变模

型中证实ＢＭＰ７通过降低蛋白酶和细胞因子及疼痛相关蛋白

水平使分解代谢降低。在椎间盘退变过程中ｓｉＲＮＡ分子能抑

制干扰蛋白。在动物椎间盘退变模型中，Ｓｅｋｉ等
［１６］证实单独

注射蛋白聚糖酶ｓｉＲＮＡ能抑制退变并且能重塑髓核组织。这

些疗法的重点是提高髓核细胞的代谢功能而不增加细胞数量，

但是细胞功能降低、营养缺乏、低氧及衰老这些因素都会使疗

效下降。因此生物疗法联合细胞或生物材料成为新的趋势。

２　细胞疗法

退变的椎间盘细胞失去自身修复能力，所以细胞移植能够

提供健康细胞用来再生细胞外基质。有学者认为椎间盘退变

起始在髓核，因此合成蛋白多糖、胶原和基质蛋白的各种细胞

之间具有较高关联性。此类细胞具有成熟椎间盘细胞、关节软

骨细胞和间充质干细胞（ＭＳＣｓ）的所有表型
［１７］。

２．１　椎间盘细胞　分化的椎间盘细胞能合成必需的细胞外基

９３５４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期

 基金项目：河北省自然基金资助课题（Ｈ２０１３２０９２５７）。　作者简介：刘桓江（１９８６－），医师，硕士，主要从事骨质疏松与椎间盘退变的研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３３１３０５９８８１；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｌｉｕ１３０＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。




