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孕妇血样采集后体外存放对血浆中胎儿游离ＤＮＡ水平的影响
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［摘要］　目的：探讨孕妇血样采集后体外存放过程中血浆游离ＤＮＡ水平的影响因素。方法：采集孕妇血样，体外４℃存放

６、３６ｈ后，实时定量ＰＣＲ检测孕妇外周游离ＤＮＡ水平，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色法流式分析血样白细胞死亡情况，速率法检测血

浆乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性，单相酶扩散法测定血浆ＤＮＡ酶活性。结果：血样体外存放３６ｈ后，血浆中βｇｌｏｂｉｎ基因的拷贝

数较存放６ｈ的样品显著增加，而ＳＲＹ基因拷贝数明显减少；４℃存放条件下，妊娠晚期孕妇外周血中胎儿ＤＮＡ占总ＤＮＡ百

分比从６ｈ的（１０．３±５．６）％下降到３６ｈ的（３．０±２．１）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。体外存放６ｈ的血样中基本未检出

死亡细胞，而存放３６ｈ的血样中分别检出了坏死和凋亡的白细胞；３６ｈ样品血浆中ＬＤＨ 活性较６ｈ样品显著升高（Ｐ＜

０．０５）。单相酶扩散法结果表明，血浆ＤＮＡ酶在４℃时虽然活性显著减弱，但仍然保持降解ＤＮＡ的能力。结论：血样采集后

体外存放时间过长会导致血浆总游离ＤＮＡ增多，而胎儿ＤＮＡ减少，这种变化可能与血样体外存放过程中白细胞死亡和血浆

ＤＮＡ酶对胎儿ＤＮＡ的降解作用有关；胎儿ＤＮＡ抽提应在血样采集后尽早（６ｈ内）进行。
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　　孕妇血浆中的胎儿游离ＤＮＡ在遗传病的无创
性产前诊断中发挥重要作用［１］。但是，孕妇血浆中

胎儿游离ＤＮＡ含量甚微，而且仅占总游离ＤＮＡ的
很少部分，约５％～７％，大量母源ＤＮＡ的存在会影
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响相对微量的胎儿ＤＮＡ的检出，尤其会增加那些
与母亲ＤＮＡ序列差异不大的胎儿ＤＮＡ序列如点
突变检测的难度［２］。因此，建立合理的孕妇血样处
理规范，以保证从血浆中获得稳定的高比例胎儿游
离ＤＮＡ，对该无创性产前诊断的发展无疑是很重要
的。不少研究对血样处理过程中的诸多可能影响因
素进行了分析，发现分离血浆的离心力过大，可能导
致血液白细胞受损释出ＤＮＡ，降低胎儿ＤＮＡ的比
例［３４］；使用不同的抗凝剂［５］、游离 ＤＮＡ的抽提方
法［６］等都能影响所得游离ＤＮＡ中胎儿ＤＮＡ的比例。
除上述因素之外，孕妇血样采集后体外存放时间的不
同亦有可能影响血浆中游离ＤＮＡ水平，因为血样采
集后血细胞可能在体外不断死亡和裂解，释放更多的
母源ＤＮＡ。另一方面，血浆中ＤＮＡ酶亦有可能不断
降解游离ＤＮＡ，使胎儿ＤＮＡ不断减少。

　　前期研究［７］虽已证明血浆ＤＮＡ酶的存在，但
对其体外活性和是否能影响血浆胎儿ＤＮＡ的水平
也没有进行过分析。因此进一步研究孕妇血样采集
后在体外存放过程中血细胞的死亡和裂解的情况、
血浆ＤＮＡ酶的活性、以及它们对血浆中游离ＤＮＡ
水平的影响对于建立优化和标准的临床血样处理规

范具有重要的参考价值。本研究比较了取样后分别
在体外４℃存放了６、３６ｈ再进行处理的孕妇血液样
品血浆胎儿ＤＮＡ和总游离ＤＮＡ的水平，同时分析
了血细胞的死亡情况和血浆ＤＮＡ酶的活性，以探
讨孕妇血样采集后体外存放对血浆中游离ＤＮＡ水
平的影响和作用机制。

１　材料和方法

１．１　一般资料　本院产科孕晚期住院健康待产孕
妇１２例，无妊娠并发症和妊娠合并症，无贫血
（Ｈｂ＞１１０ｇ／Ｌ）及严重心、肝、肾疾病。年龄２１～３９
岁，孕周３６～４２周，Ｂ超诊断为男性单胎同时出生
后获得确诊。本研究经医院伦理委员会批准。入选
的受检者均被告知并签署知情同意书。

１．２　血样采集和处理　参照文献［８］取孕妇空腹静

脉血４ｍｌ，ＥＤＴＡ 抗凝，立即分成２等份，每份１
ｍｌ，随机分成两组，两组分别在４℃放置６ｈ、３６ｈ后
离心，首先２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，然后１６００×ｇ再离
心１０ｍｉｎ，小心转移上清液于新离心管中，再次

１６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心转移上清液（不吸取到任
何颗粒物），再次１６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清液
血浆，等待立即抽提ＤＮＡ（取血过程中均注意避免
机械损伤，以免细胞破碎），离心后剩余的血细胞沉
淀保留备用。

１．３　血浆游离ＤＮＡ的提取、纯化　取４００μｌ血浆
样品使用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡｍｉｎｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）按照血
浆ＤＮＡ提取方案的操作步骤进行。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ　参照文献［９］的方法，采用

ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ ＲＧ３０００Ａ （Ｃｏｒｂｅｔｔ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，

ＵＳＡ）实时荧光定量ＰＣＲ仪，定量检测ＳＲＹ和β
ｇｌｏｂｉｎ基因分别代表胎儿游离ＤＮＡ和总游离ＤＮＡ
的量，引物及探针的序列如下，ＳＲＹ上游引物：５′
ＴＧＧＣＧＡＴＴＡＡＧＴＣＡＡＡＴＴＣＧＣ３′，下游引
物：５′ＣＣＣＣＣＴＡＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＡＴＧＴＡＴ
Ｔ３′；Ｔａｑｍａｎ 探针：５′（ＦＡＭ）ＡＧＣ ＡＧＴ ＡＧＡ
ＧＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＧＧＣＡＧＡ（ＴＡＭＲＡ）３′；β
ｇｌｏｂｉｎ上游引物：５′ＧＴＧ ＣＡＣ ＣＴＧ ＡＣＴ ＣＣＴ
ＧＡＧ ＧＡＧ Ａ３′，下游引物：５′ＣＣＴ ＴＧＡ ＴＡＣ
ＣＡＡＣＣＴＧＣＣＣＡＧ３′，Ｔａｑｍａｎ探针：５′（ＦＡＭ）

ＡＡＧＧＴＧＡＡＣＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＧ
（ＴＡＭＲＡ）３′。ＰＣＲ 条件为：预热 ５４℃ ２ ｍｉｎ，

９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ、６４℃１ｍｉｎ４０个循环。每
份样本设３复孔，取均值作为靶定量值。为了确定
血浆中ＤＮＡ的拷贝量，以已知浓度的男性基因组

ＤＮＡ作为标准稀释曲线。根据标准曲线的ＣＴ值确
定待测样品的 ＤＮＡ含量，最后以每个细胞含６．６

ｐｇＤＮＡ换算出每毫升血清中所含拷贝数，以ＧＥ／

ｍｌ（基因当量／ｍｌ）表示。为了实验的准确性，减少
污染，在实时定量ＰＣＲ扩增系统中同时做阳性（男
性外周血）对照及空白（三蒸水）对照。

１．５　血液样品白细胞的流式分析　采用 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ／ＰＩ双染色法：待测血细胞沉淀加入１１０稀释的
溶血剂ＦＡＣＳｌｙｓｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ（美国ＢＤ公司）０．５ｍｌ，
室温下避光１０ｍｉｎ，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。以

ＰＢＳ洗１次，用ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗１次，重悬于２００μｌ
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，加ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ各５μｌ，室温
避光１５ｍｉｎ。１ｈ内用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美
国ＢＤ公司）收获细胞。每例标本收获１００００个细
胞，收获的数据用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析。

１．６　血浆乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检测　采用Ｌ→Ｐ法
试剂盒（上海复旦张江生物医药有限公司），以速率
法按厂商试剂盒的说明书进行。

１．７　血浆ＤＮＡ酶活性检测　参照文献［１０］，采用单
相酶扩散法将Ａ液 ［牛胸腺ＤＮＡ（６ｇ／Ｌ）１０００μｌ；

ＥＢ（１０ｇ／Ｌ）５０μｌ；ｐＨ７．２，０．０５ｍｏｌＴｒｉｓＨＣｌ缓冲
液（含０．０５ｍｏｌＭｇＣｌ２）８９１０μｌ；１ｍｏｌＣａＣｌ２４０μｌ］
和Ｂ液（２％的琼脂糖１０ｍｌ，用去离子水配制，加热

１００℃，溶解）混匀，灌注琼脂板，冷至凝固；用直径为

１．５ｍｍ的打孔器打孔；取４μｌ样品加入琼脂板孔
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中；于３７℃或４℃湿盒孵育１６ｈ；于紫外透射仪下观
察并测量ＤＮＡ水解环的大小。以梯度稀释的牛胰

ＤＮａｓｅ（Ｓｉｇｍａ公司）为标准品，检测不同浓度的标准
品所形成的ＤＮＡ水解环直径，ＤＮＡ水解环大小反
映样品ＤＮａｓｅ活性的高低。

１．８　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１０．０软件处理，两两样本均数间比较采用ｔ
检验。

２　结　果

２．１　孕妇血样体外存放后ＤＮＡ含量的变化　血
样体外存放３６ｈ后，血浆中βｇｌｏｂｉｎ基因的拷贝数
较存放６ｈ的样品显著增加，而ＳＲＹ基因拷贝数明
显减少（Ｐ＜０．０５，表１），表明血样采集后体外存放
时间过长（３６ｈ以上），将导致血浆总游离ＤＮＡ增
多和胎儿游离ＤＮＡ减少。

表１　母体外周血体外４℃存放６ｈ、３６ｈＤＮＡ浓度、白细胞状态、ＬＤＨ值的变化

Ｔａｂ１　ＰｌａｓｍａＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｆｅｔａｌＤＮＡａｎｄｔｏｔａｌＤＮＡ），ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓａｎｄＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙａｔ６ｈ，３６ｈａｆｔｅｒｓａｍｐｌｉｎｇａｔ４℃

Ｇｒｏｕｐ
ＤＮＡ

ＳＲＹＧＥ／ｍｌ βｇｌｏｂｉｎＧＥ／ｍｌ ＦｅｔａｌＤＮＡ（％）
ＷＢＣ

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（％） Ｎｅｃｒｏｓｉｓ（％）
ＬＤＨ

６ｈ １２４．９±１８．５ １２１４．１±２２０．２ １０．３±５．６ ３．０±１．５ ２．８±１．１ １７２±２３．５
３６ｈ ５９．２±１２．４ ２００４．７±３８２．７ ３．０±２．１ ３７．８±７．６ １４．８±５．２ ４７５±６２．４

　Ｐ＜０．０５ｖｓ６ｈｇｒｏｕｐ．ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ

２．２　孕妇血样体外存放后血细胞死亡情况的观
察　将上述血样离心后的血细胞以ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双
染后进行了流式细胞仪分析，仅被ＡｎｎｅｘｉｎⅤ染色为
早期凋亡细胞，被ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＰＩ双染色的为晚期凋
亡细胞，仅被ＰＩ染色的为死亡细胞。结果（表１）发
现，在体外存放６ｈ的血样中，基本未检出死亡细胞，
而在存放了３６ｈ的血样中分别检出了坏死和凋亡的
白细胞（Ｐ＜０．０５）。进一步检测６ｈ和３６ｈ样品血浆
中的ＬＤＨ活性，发现３６ｈ样品血浆中ＬＤＨ活性较６
ｈ样品显著升高（表１，Ｐ＜０．０５），表明细胞内容物从
死亡细胞释放至血浆。以上结果说明，血样采集后

４℃体外存放６ｈ后白细胞尚未发生死亡，但存放３６ｈ
后白细胞发生死亡并释放细胞内容物。

２．３　 孕妇血样体外存放后 ＤＮＡ 酶活性的变
化　以单向酶扩散法检测血浆ＤＮＡ酶的活性，其
原理是不同浓度的ＤＮＡ酶标准品在３７℃孵育时在
含牛胸腺ＤＮＡ和溴化乙啶的琼脂糖凝胶板上形成

ＤＮＡ水解环，ＤＮＡ酶浓度越高，ＤＮＡ水解环面积
越大，结果（图１Ａ）表明该方法可用于ＤＮＡ酶活性
的定量检测；０ｈ和３６ｈ血浆样品在３７℃孵育时在
琼脂糖凝胶板上形成的ＤＮＡ水解环（图１Ｂ），证明
孕妇血浆中存在ＤＮＡ酶活性；０ｈ和３６ｈ血浆样品
在４℃孵育时在琼脂糖凝胶板上形成的ＤＮＡ水解
环，表明血浆ＤＮＡ酶在４℃时虽然活性显著减弱，
但仍然保持降解ＤＮＡ的能力（图１Ｃ）。

３　讨　论

　　Ａｎｇｅｒｔ等［１１］研究分析了孕妇血样采集后室温

图１　单相酶扩散法测定ＤＮａｓｅ活性

Ｆｉｇ１　ＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙ
ｒａｄｉａｌｅｎｚｙｍｅｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｓｓａｙ

Ａ：ＤＮＡｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｉｒｃｌｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｅｄｂｏｖｉｎｅＤＮａｓｅⅠ

ｓｔａｎｄａｒｄｉｎＤＮＡａｇａｒｏｓｅｐｌａｔｅｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃；Ｂ：ＤＮＡｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｉｒ

ｃｌｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｔ３７℃ｂｙｐｌａｓｍａｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒｓｔｏｒａｇｅ

ｉｎｖｉｔｒｏｆｏｒ６ｈ（ｌｅｆｔ３ｗｅｌｌｓ）ａｎｄ３６ｈ（ｒｉｇｈｔ３ｗｅｌｌｓ）；Ｃ：ＤＮＡｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｃｉｒｃｌｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｔ４℃ｂｙｐｌａｓｍａｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒｓｔｏｒ

ａｇｅｉｎｖｉｔｒｏｆｏｒ６ｈ（ｌｅｆｔ３ｗｅｌｌｓ）ａｎｄ３６ｈ（ｒｉｇｈｔ３ｗｅｌｌｓ）

体外存放２４ｈ内，血浆游离ＤＮＡ水平随时间变化
的情况，其结果表明血浆总游离ＤＮＡ在存放４ｈ后
开始升高，６ｈ时开始急剧升高，至２４ｈ增高至初始
水平的１０倍以上。在实际工作中，血样采集后通常
可以置于冰上以保持血样的稳定，预计可以减缓游
离ＤＮＡ水平的变化。因此本研究着重分析孕妇血
样采集后在４℃体外存放对血浆游离ＤＮＡ的影响，
并将观测时间延长至３６ｈ。结果表明：血样在４℃
体外存放３６ｈ后，血浆总游离ＤＮＡ明显升高，比存
放６ｈ的样品增加了１倍左右。显然，血样４℃存放
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条件下，游离ＤＮＡ变化的幅度比室温存放要小得
多，这提示孕妇血样采集后如不能及时离心分离血
浆，置于４℃存放是有益的。本研究通过 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ／ＰＩ双染后流式分析，发现存放３６ｈ后血样中有
坏死和凋亡的白细胞，而存放６ｈ的血样中未能检
出死亡细胞；而且３６ｈ样品的血浆中ＬＤＨ活性显
著高于６ｈ的样品，表明血样４℃体外存放６ｈ后，
血液白细胞开始死亡并不断释放细胞内容物，基因
组ＤＮＡ也可能不断降解后释放，使血浆中总游离

ＤＮＡ水平升高。此结果表明，总游离ＤＮＡ的升高
可能是由于血液白细胞在体外存放过程中不断死亡

而释放基因组ＤＮＡ所致。
胎儿游离ＤＮＡ的变化趋势与总游离ＤＮＡ明显

不同，前期研究［１１］已经发现血样室温体外存放时，虽
然总游离ＤＮＡ水平急剧升高，胎儿游离ＤＮＡ水平在

２４ｈ内却基本保持稳定。本研究进一步发现，即便是

４℃保存，血样体外存放时间延长至３６ｈ，胎儿游离

ＤＮＡ水平会明显降低，与总游离ＤＮＡ的变化趋势相
反。本项研究还进一步确证了孕妇血浆中ＤＮＡ酶的
存在，分娩后２ｈ迅即在母体外周血中消失［９］，可能就
是由ＤＮＡ酶降解所致，因为ＤＮＡ酶在３７℃表现出
极强降解ＤＮＡ的活性，并且在４℃条件下，尽管其活
性已明显降低，但仍然保持降解ＤＮＡ的活性。血浆
中低水平ＤＮＡ酶活性的存在可以解释为什么随血样
体外存放时间延长胎儿ＤＮＡ水平会降低。当然，血
浆中的ＤＮＡ酶不仅降解胎儿游离ＤＮＡ，同时也会降
解母源ＤＮＡ，似乎总游离ＤＮＡ水平也应随血样体外
存放时间延长而降低。但是事实上，血液白细胞在血
样体外存放过程中有相当比例发生死亡，基因组

ＤＮＡ不断释出，这样补充的游离ＤＮＡ量超过ＤＮＡ
酶降解的量，最终导致总游离ＤＮＡ水平不断升高。
与此相反，血浆的胎儿游离ＤＮＡ已被证明主要来源
于凋亡的胎盘滋养层细胞，因此，血样采集后，其主要
来源即被切断。尽管孕妇外周血中也已被发现含有
少量胎儿细胞，它们的体外死亡，也可能释放胎儿游
离ＤＮＡ，但是，孕妇外周血中的胎儿细胞数量极微，
每毫升全血仅有１～６个胎儿细胞［１２］。因此以这种方
式补充的胎儿游离ＤＮＡ不能弥补血浆ＤＮＡ酶对其
的降解，所以最终的效应是胎儿游离ＤＮＡ的水平随
存放时间延长而降低。

　　本研究表明血样采集后体外存放时间过长，可以
导致总游离ＤＮＡ水平升高，而胎儿游离ＤＮＡ减少，
使胎儿ＤＮＡ的比例显著降低，不利于胎儿ＤＮＡ的进
一步分析。因此，血样采集后应尽快处理，采集后４℃
存放条件下，应于６ｈ内处理，此时尚无血液白细胞死

亡，可保持游离ＤＮＡ水平的基本稳定。特定情况下
不能及时处理，如血样须从采集点长途转运至检测中
心，此时应采取低温保存，减缓游离ＤＮＡ水平的变
化。本项研究还提示血样存放过程中游离ＤＮＡ水平
的变化与血液白细胞死亡和血浆ＤＮＡ酶的降解作用
有关，因此，血样中加入细胞膜的稳定剂，阻止白细胞
的裂解，或加入ＤＮＡ酶的抑制剂，阻断其对ＤＮＡ的降
解，可望保持血浆游离ＤＮＡ水平的稳定，延长血样的
体外可存放时间。综上所述，本研究为建立合理的孕
妇血样处理规范以进行无创性产前诊断奠定了基础。
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