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　　［摘要］　目的　建立实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）技术检测ＲｈＤ阴性孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ进行无创性产前
诊断胎儿ＲｈＤ基因型的方法。方法　通过微量ＤＮＡ抽提技术提取母血浆中胎儿游离ＤＮＡ，利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测２２例
妊娠１５～４０周的单胎ＲｈＤ阴性孕妇血浆中胎儿游离ＤＮＡ，进行男性性别决定基因（ＳＲＹ）和ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含子

４的特异性扩增，基因型结果与血清学ＲｈＤ定型结果对比，评价该技术方法的准确性。结果　孕妇血浆中存在游离胎儿
ＤＮＡ。１９例ＲｈＤ真阴性孕妇血浆中，１４例均检测到胎儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含子４的特异性扩增，判断

为ＲｈＤ阳性，基因定型结果与血清学表型相符。３例未检测到胎儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基因特异性扩增，结果与胎儿血清学表

型相符。因此检测胎儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基因型准确率达到８９．５％。另外２例只检测到ＲｈＤ基因外显子１０扩增，通过新生

儿脐血血清学吸收放散试验确定为ＲｈＤｅｌ型。３例ＲｈＤｅｌ型孕妇血浆中检测到ＲｈＤ基因扩增，不适于胎儿ＲｈＤ基因型的分型。

结论　实时荧光定量ＰＣＲ方法检测ＲｈＤ阴性孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ进行无创性诊断胎儿ＲｈＤ基因型，是一种简便、准
确、快速的产前基因诊断的可行性方法，值得临床推广应用。
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　　ＲｈＤ血型不合所致的新生儿溶血病病情凶险，常
引起胎儿水肿缺氧、黄疸、贫血甚至宫内死亡，同时发
生早产的概率增加。上海每１００００例分娩中ＲｈＤ溶
血病的发病率为１０．６例，胎儿和新生儿的死亡率是

２０．５％［１］。因此，胎儿ＲｈＤ血型的产前诊断对ＲｈＤ
阴性孕妇的孕期监测以及新生儿溶血病的预防和治

疗具有重要意义。以往对胎儿ＲｈＤ血型的产前诊断
多为创伤性取材，易引起胎儿流产。非损伤性手段包
括超声波和孕妇血液中胎儿细胞，但超声检查无法确
定胎儿ＲｈＤ基因型［２］；而孕妇血中胎儿细胞数量极
少，临床应用受限。近年来孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ
的发现，为无损伤性产前诊断提供了简捷而准确有效
的手段［３］。针对ＲｈＤ基因结构遗传特点，应用胎儿游
离ＤＮＡ建立一种准确、方便、快捷、常规的无创性产
前诊断胎儿ＲｈＤ基因型的方法就显得非常必要。本
研究拟利用实时定量ＰＣＲ技术探讨母血浆胎儿ＤＮＡ
的存在，并通过检测ＲｈＤ多个外显子和内含子的基因
扩增综合判断预测胎儿ＲｈＤ基因型，拟建立成熟的无
创性产前诊断ＲｈＤ溶血病的技术方法。

１　对象和方法

１．１　实验对象　选择２００５年８月至２００８年１２月
来自上海交通大学医学院附属新华医院、杨浦区中
心医院和杨浦区妇幼保健院进行产前检查的 ＲｈＤ
阴性健康孕妇为研究对象，孕１５～４０周，Ｂ超确定
为单胎，产后证实为孕男胎。经其知情同意。共收
集到３５份样本从中选择可检测出Ｙ染色体性别决
定区（ＳＲＹ）基因的孕妇样本２２例，其中，初孕妇１２
例，有流产史者１０例。另取２例未婚且无妊娠史的
健康女性及２例健康男性外周血各６ｍｌ作为对照。

１．２　ＲｈＤ阴性常规筛选确认及ＲｈＤｅｌ型吸收放散
确认试验　常规筛选ＲｈＤ阴性产检孕妇和分娩后
取新生儿脐血２ｍｌ，采用聚凝胺法检测 ＲｈＤ表型
（抗Ｄ试剂为美国Ｉｍｍｕｎｃｏｒ公司和Ｄｏｍｉｎｉｎｇ生物
公司的单克隆和多克隆抗血清）。通过直接抗人球
蛋白实验确认，以此作为判断标准。采用间接抗人
球蛋白试验方法确认；然后对部分ＲｈＤ阴性个体重
新抽取血样，通过热吸收放散方法筛选其中真实

ＲｈＤ阴性个体。具体操作步骤为首先采用ＩｇＭ＋
ＩｇＧ混合抗Ｄ试剂进行盐水法初步筛选ＲｈＤ阴性，
然后采用抗人球蛋白（ＡＨＧ）试验确认。对ＲｈＤ阴
性个体同时采用ＩｇＭ＋ＩｇＧ 混合试剂测定ＲｈＣｃＥｅ
抗原。Ｄｅｌ的检测用吸收放散法：把０．５ｍｌ抗Ｄ和

０．５ｍｌ被检ＲｈＤ（－）压积红细胞混合，３７℃孵育１
ｈ。然后用生理盐水洗涤３次（末次洗涤盐水做阴性
对照）。最后压积红细胞加入０．２５ｍｌ生理盐水在

５６℃放散８ｍｉｎ，取出放散液，加入３％Ｄ阳性红细
胞，离心检测。如阴性，则红细胞上无Ｄ抗原；如为
阳性，则证明红细胞上有Ｄ抗原即Ｄｅｌ，有Ｄ抗原的
标本进行ＲｈＣｃＥｅ分型。２２例孕妇血浆经确认试验
证实１９例为ＲｈＤ真阴性孕妇，３例为ＲｈＤｅｌ型孕妇。

２２例新生儿脐血经确定试验证实２例为ＲｈＤｅｌ型。

１．３　抽提血浆ＤＮＡ　所有研究对象取静脉血６～８
ｍｌ，枸橼酸钠抗凝，１６００×ｇ离心１０ｍｉｎ后取上层
血浆，再次１６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上层血浆，

－８０℃冰箱保存。孕妇血浆ＤＮＡ抽提按Ｑｉａｇｅｎ公
司的ＱＩＡａｍｐＢｌｏｏｄＫｉｔ说明操作。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ　采用美国 ＡＢＩ公司的

ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００实时荧光定量ＰＣＲ仪。所用引物
及探针见表１。

　　所有扩增基因的引物和探针均由上海基康公司
合成。定量 ＰＣＲ 扩增体系２５μｌ，内含 ＴａｑＭａｎ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘｔｕｒｅ（美国 ＡＢＩ公司）

１２．５μｌ。每种引物０．５μｍｏｌ／Ｌ，探针０．３μｍｏｌ／Ｌ，模
板ＤＮＡ５μｌ。ＰＣＲ反应条件为：预热５０℃，２ｍｉｎ；

９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ和６０℃，１ｍｉｎ，４０个循环。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，对各
组数据首先进行正态性检验，正态分布数据以珚ｘ±ｓ
表示，采用ｔ检验比较组间差异，Ｐ＜０．０５为有统计
学意义。

２　结　果

２．１　实时荧光定量ＰＣＲ方法检测ＳＲＹ基因确定
母血中胎儿ＤＮＡ的存在　采用已知浓度的男性基
因组ＤＮＡ稀释后作为标准品制成标准曲线，可从标
准曲线上计算出本研究样品的起始拷贝数。孕妇血
浆胎儿ＳＲＹ基因的标准曲线图表明不同稀释度样
品Ｃｔ值与起始拷贝数的对数存在良好的直线相关关
系，相关系数为０．９９０。所有计算采用每个标准３个
复孔所得的平均Ｃｔ值，且３个复孔的Ｃｔ值之间差异
小于１个循环。ＳＲＹ基因扩增阳性的判断标准为

Ｃｔ值＜３８；Ｃｔ值≥４０为阴性；Ｃｔ值介于３８和４０之
间，重复检测１次，如还介于两者之间则判定为阳
性。２２例孕男胎孕妇血浆中均检测到ＳＲＹ基因的
特异性扩增，证明胎儿ＤＮＡ均存在。２例健康男性
作为阳性对照，均检测到有明显的扩增曲线，而２例
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未孕且无妊娠史的健康女性作为阴性对照，未见任 何扩增曲线。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ检测βｇｌｏｂｉｎ、ＳＲＹ和ＲｈＤ基因的引物和探针序列

Ｔａｂ１　ＴｈｅＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅａｎｄｐｒｏｂｅｆｏｒβｇｌｏｂｉｎ，ＳＲＹａｎｄＲｈＤｇｅｎｅｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ ＰｒｉｍｅｒａｎｄＰｒｏｂｅ

βｇｌｏｂｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＣＡＣＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＡ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＣＡＣＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣＡ３′
Ｐｒｏｂｅ ５′ＴＧＣＣＧＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＴ３′

ＳＲＹ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＣＧＡＣＣＣＡＴＧＡＡＣＧＣＡＴＴ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＣＣＡＴＣＴＴＧＣＧＣＣＴＣＴＧＡＴ３′
Ｐｒｏｂｅ ５′ＡＴＣＧＴＧＴＧＧＴＣＴＣＧＣ３′

ＲｈＤｅｘｏｎ７ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＧＧＣＴＡＣＡＡ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＣＣＧＧＣＴＣＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣ３′
Ｐｒｏｂｅ ５′ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＴＡＧＡＴＧＡＴＣＴＣＴＣＣＡ３′

ＲｈＤｅｘｏｎ１０ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＣＣＴＣＴＣＡＣＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＡＴＴ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＡＧＴＧＣＣＴＧＣＧＣＧＡＡＣＡＴＴ３′
Ｐｒｏｂｅ ５′ＴＡＣＧＴＧＡＧＡＡＡＣＧＣＴＣＡＴＧＡＣＡＧＣＡＡＡＧＴＣＴ３′

ＲｈＤｉｎｔｒｏｎ４ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＧＴＴＧＡＡＡＴＣＴＧＣＡＴＡＣＣＣＣＡ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＡＴＧＡＡＴＣＡＴＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴＡＧＴＧＴＴＴＧＣ３′
Ｐｒｏｂｅ ５′ＣＴＣＣＴＧＡＡＣＣＴＧＣＴＣＴＧＴＧＡＡＧＴＧＣＴＴＡＡＴＴＣ３′

２．２　孕妇血浆胎儿 ＤＮＡ 的 ＲｈＤ基因特异性扩
增　图１为一例孕妇血浆胎儿ＳＲＹ以及ＲｈＤ基因
外显子７、１０和内含子４的实时定量ＰＣＲ扩增曲线
图。在图１所示的病例中，ＳＹＲ 基因的 Ｃｔ值为

２４．８，证明在该孕妇血浆中检测到游离胎儿ＤＮＡ。
同时也检测到ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含子４的
特异性扩增，Ｃｔ值分别为２８．０、２８．５和２５．１，证明该
孕妇所孕胎儿ＲｈＤ基因阳性。

图１　母血浆中胎儿ＳＲＹ以及ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含子４的实时定量ＰＣＲ扩增曲线图

Ｆｉｇ１　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｅｔａｌＳＲＹｇｅｎｅ，

ＲｈＤｅｘｏｎ７，１０ａｎｄｉｎｔｒｏｎ４ａｍｐｌｉｃｏｎｓｂｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｍａｔｅｒｎａｌｐｌａｓｍａ

２．３　孕妇血浆胎儿ＤＮＡ的ＲｈＤ基因型检测　通
过实时定量ＰＣＲ检测孕妇血浆胎儿ＳＲＹ以及ＲｈＤ
基因外显子７、１０和内含子４的扩增曲线图，结果显
示１９例ＲｈＤ真阴性孕妇血浆中，１４例均检测到胎
儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含子４
的特异性扩增，判断为ＲｈＤ阳性，其基因定型结果

与血清学表型相符。３例 ＲｈＤ阴性孕妇血浆中均
未检测到胎儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基因外显子７、１０
和内含子４的特异性扩增，其基因定型结果与胎儿
血清学表型均相符。因此检测胎儿游离 ＤＮＡ 的

ＲｈＤ基因型准确率达到８９．５％。

　　另外２例ＲｈＤ阴性孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡ
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只检测到ＲｈＤ基因外显子１０的特异性扩增，通过
这两例新生儿脐血血清学吸收放散试验均确定为

ＲｈＤｅｌ型。可见，对于ＲｈＤｅｌ型，该方法不能很好地确
定其基因型。

２．４　ＲｈＤｅｌ孕妇血浆胎儿ＤＮＡ的ＲｈＤ基因型检测

　通常ＲｈＤ抗原的确认方法为抗人球蛋白试验，但
现已证实经抗人球蛋白试验鉴定的ＲｈＤ阴性个体
中存在ＲｈＤ弱表现型：ＲｈＤｅｌ型，ＲｈＤｅｌ型基本保留

ＲｈＤ基因。如果孕妇的红细胞弱表达Ｄ抗原常常
会被误认为Ｄ阴性。对于３例ＲｈＤｅｌ型，利用孕妇

血浆游离ＤＮＡ分离技术和实时定量ＰＣＲ方法可较
容易的区分真正ＲｈＤ阴性患者和弱Ｄ型孕妇。因
为真正ＲｈＤ阴性孕妇如果其胎儿ＲｈＤ为阳性，游
离ＤＮＡ的ＲｈＤ外显子１０或７扩增的Ｃｔ值较高，远
高于管家基因珠蛋白基因扩增的Ｃｔ值，而弱Ｄ型孕
妇外显子１０或７扩增的Ｃｔ值低，接近珠蛋白基因的

Ｃｔ值（表２），两组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
然而在这些弱Ｄ型孕妇血浆中ＤＮＡ的ＲｈＤ基因
出现扩增，但无法确定是母体ＤＮＡ还是胎儿ＤＮＡ，
所以胎儿ＲｈＤ基因型尚不能检测确定。

表２　比较ＲｈＤ阴性和ＲｈＤｅｌ孕妇血浆中游离ＤＮＡＲｈＤ基因型ΔＣｔ值

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅΔＣｔｖａｌｕｅｉｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｅｒｆｏｒｍｅｄｆｒｏｍＲｈＤ－ａｎｄＲｈＤｅｌｍａｔｅｒｎａｌｐｌａｓｍａ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｗｅｅｋ
ΔＣｔｖａｌｕｅ（ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＣｔ－ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅＣｔ）

ＲｈＤｅｘｏｎ１０ ＲｈＤｅｘｏｎ７ ＲｈＤｉｎｔｒｏｎ４

ＲｈＤ－ １９ ２６±２．５ ５．４３±０．６７ ５．２７±１．１４ ３．２３±０．７５

ＲｈＤｅｌ ３ ２７±１．０ １．２７±１．１０ １．３０±０．７２ ０．７７±０．５５

ｔｖａｌｕｅ ６．００ ５．７１ ３．５５

Ｐｖａｌｕｅ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０５

３　讨　论

　　利用孕妇血浆中存在的胎儿游离ＤＮＡ进行无
创性产前诊断是近年来该领域研究的一个新方向。
目前，胎儿游离ＤＮＡ已经广泛用于胎儿性别检测、
胎儿ＲｈＤ血型检测以及一些常见单基因遗传病的
产前诊断研究中，因其无创、简便及快速有效的特点
使其在临床上得以推广应用。胎儿ＲｈＤ血型的产
前诊断对ＲｈＤ阴性孕妇的孕期监测新生儿溶血病
的预防具有重要意义。

　　母血浆中检测胎儿ＲｈＤ基因型是以ＲｈＤ阴性
孕妇缺失ＲｈＤ基因这一理论为基础，通过检测ＲｈＤ
阴性孕妇血浆中游离胎儿ＤＮＡＲｈＤ基因确定胎儿

ＲｈＤ基因型［４］。国外学者利用胎儿游离ＤＮＡ进行
胎儿ＲｈＤ血型检测开展较早。Ｆｉｎｎｉｎｇ等［５］和Ｂｒｏ
ｊｅｒ等［６］采用实时ＰＣＲ扩增ＲｈＤ基因预测胎儿Ｒｈ
血型。Ｆｉｎｎｉｎｇ等［５］检测了ＲｈＤ基因外显子４、５和

１０，结果显示，２３３份预测为Ｄ（＋），１１４份预测为Ｄ
（－），１２份未能作出预测；３５９份中已有２４７份通过
羊水ＤＮＡ检测或通过产后血清学检查进行了验
证。Ｂｒｏｊｅｒ等［６］检测了ＲｈＤ基因外显子７、１０和内
含子４２３０份样本的结果预测符合率几乎是１００％。
国内也有学者进行了母血浆游离胎儿 ＤＮＡ 进行

ＲｈＤ血型等方面的研究报道，如邬晋芳等［７］利用普

通ＰＣＲ技术检测２７例母血浆中游离胎儿ＤＮＡ进
行ＲｈＤ基因第１０外显子的特异性扩增，其中１７例

ＲｈＤ阳性孕妇均扩增出特异性片段，而１０例ＲｈＤ

阴性孕妇中４例出现特异性扩增。可能由于 ＲｈＤ
阴性基因型具有多态性，且存在种族差异，可导致假
阳性结果的现象［８］。由于ＲｈＤ基因多态性的特点，
通常单一位点的检测容易造成假阴性结果，因此需
要针对不同位点设计多对引物，增加特异性。王学
东等［９］采用ＰＣＲＳＳＰ技术对３２例妊娠１１～４０周的
单胎 ＲｈＤ 阴性孕妇血浆中胎儿游离 ＤＮＡ 进行

ＲｈＤ基因外显子５、７、１０和内含子４的特异性扩增，

３２例样本中，２８例基因定型结果与血清学表型相
符。

　　国内外学者针对不同位点进行多引物设计与

Ｒｈ血型基因（ＲＨ）的特点密切相关。ＲＨ主要由紧
密连锁的ＲｈＤ基因和ＲＨＣＥ基因串联排列组成，
利用ＲｈＤ和ＲＨＣＥ两基因间序列差异设计序列特
异性引物，进行ＰＣＲ扩增，能扩增出 ＲｈＤ基因为

ＲｈＤ阳性。ＲｈＤ基因和ＲＨＣＥ基因序列同源性高
达９６％以上，其中ＲｈＤ基因第１、２、８外显子的编码
区与ＲＨＣＥ基因的相对应序列相同，不是 ＲｈＤ基
因的特异性序列，不能作为引物序列区。而ＲｈＤ基
因的３、４、５、６、７、９、１０外显子的核苷酸序列与

ＲＨＣＥ基因有区别。有研究报道检测ＲｈＤ基因外
显子７的敏感性最高，而且第７孕周就可在母血中
检测到［１０］。而单独检测外显子７可引起假阴性，增
加检测外显子１０可减少假阴性。如果外显子７和

１０特异性扩增结果出现差异时，检测另一 ＲｈＤ基
因的特异性片段———内含子４可帮助做出正确判
断。有研究报道检测ＲｈＤ基因的内含子４，基因型与
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表型的一致性高［１１］。而且内含子４片段距离外显子

７和１０较远，同时可检测某些ＲｈＤ基因变异体。因
此目前国内外学者针对不同位点如ＲｈＤ基因外显子

７、１０和内含子４设计多对引物，增加特异性［１２］。

　　但国内相关研究大多采用普通ＰＣＲ扩增的方
法，虽然孕妇母血浆中胎儿ＤＮＡ的存在确实为无
创性产前诊断提供了很好的技术，但要发展为临床
常规的技术，需要应用更加精确的测定方法。近年
来实时荧光定量ＰＣＲ技术作为一种实时检测技术，
检测过程中无需打开扩增管，无需对终产物进行处
理因此造成污染的可能性较小，并以其特异性强!
灵敏度高!重复性好!定量准确等优点已代替普通

ＰＣＲ成为临床检测中的常规技术，因此开展实时

ＰＣＲ的胎儿游离ＤＮＡ检测ＲｈＤ基因型技术方法
显得尤为必要。根据ＲｈＤ基因结构特点并参考国
内外有关ＲｈＤ基因定型方法［１３１５］，本研究采用实时
荧光定量ＰＣＲ技术检测ＲｈＤ基因外显子７、１０和
内含子４的特异性扩增，来评价其作为孕妇血浆检
测胎儿ＲｈＤ基因型进行无创性产前诊断方法的可
行性。我们检测的２２例妊娠１５～４０周的单胎ＲｈＤ
阴性孕妇血浆中胎儿游离 ＤＮＡ 样本中，１９例为

ＲｈＤ真阴性孕妇，其中１４例检测到ＲｈＤ基因特异
性扩增，３例未检测到 ＲｈＤ基因扩增，结果均与血
清学表型相符。因此检测胎儿游离ＤＮＡ的ＲｈＤ基
因型准确率高。另外２例只检测到ＲｈＤ基因外显
子１０的特异性扩增，确定为ＲｈＤｅｌ型。王学东等［９］

采用ＰＣＲＳＳＰ技术对２例基因定型结果与血清学
表型不相符的病例，利用特异性引物序列进行

ＲｈＤ１２２７Ａ等位基因扩增，２例扩增结果为阳性，并
通过新生儿脐血血清学吸收放散试验确定为ＲｈＤｅｌ

型。结合我们的结果说明ＲｈＤｅｌ型可引起ＲｈＤ基因
定型的假阳性，这应当引起重视。同样对于 ＲｈＤｅｌ

型孕妇，利用该方法可有效区分真正ＲｈＤ阴性患者
和弱 Ｄ型孕妇。然而在这些弱 Ｄ 型孕妇中胎儿

ＲｈＤ基因型尚不能检测确定。因此对于ＲｈＤｅｌ型孕
妇以及本研究没有涉及的孕女胎孕妇检测胎儿

ＤＮＡ确定胎儿ＲｈＤ基因型可能需要采用基因多态
性检测，以确保该游离ＤＮＡ是源于胎儿ＤＮＡ而非
母亲ＤＮＡ。

　　实时荧光定量ＰＣＲ方法能简单、快速、方便的
检测孕妇血浆胎儿游离ＤＮＡ，其敏感性、特异性好，
无污染，为无创性产前诊断提供了很好的技术方
法［４］。相对于毛细血管电泳等技术方法［１５］，利用实
时荧光定量ＰＣＲ技术对ＲｈＤ阴性孕妇血浆中游离
胎儿ＤＮＡ，通过检测ＲｈＤ基因外显子７、１０和内含

子４的特异性扩增，进行胎儿ＲｈＤ基因型诊断，方
便可行，可用于新生儿ＲｈＤ溶血病的预防和诊断，
值得临床推广应用。
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