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!
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在
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种食管间质成纤维细胞的表达%
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C&D

!

'

种食管间质成纤维细胞的
4#HD,J#,

*

!

.;@:

基因表

达
!

从
CA+

&

:A+

&

5:A+

#

4#HD,J#,

的表达无明显变化#

!

.

;@:

的表达逐渐增强#差异有统计学意义$

!

$

%&%8

&#见图

8

$

)

)

图
8

!!

4#HD,J#,

(

!

.;@:

在
'

种食管间质成纤维细胞的表达

图
)

!!

'

种食管间质成纤维细胞
HFC:

!

.;@:

的测定

D

!

讨
!!

论

!!

肿瘤间质微环境已经成为肿瘤研究热点之一)

5:A+

指

存在于肿瘤间质微环境中的活化纤维母细胞'

$

(

)与正常成纤

维细胞相比#

5:A+

已发生表型改变#主要表现为间质成纤维

细胞
5>'0

的表达缺失#取而代之的是
!

.;@:

*波形蛋白$

T#H.

D,J#,

&*成纤维细胞活化蛋白*成纤维细胞特异蛋白等表面蛋白

的阳性表达)关于多种实体肿瘤的
5:A+

研究证实!

!

.;@:

阳性表达是高发事件'

1.0

(

)由静止的正常成纤维细胞发展到活

化的
5:A+

期间是否存在半活化的状态#尚未得到证实)

关于癌旁纤维母细胞的起源学者们意见不一#有的学者认

为
5:A+

是由肿瘤细胞经上皮间质转化$

D

E

#JKDM#IM.J".HD+D,.

GK

P

HIMJ9I,+#J#",

#

<@6

&而来#血管平滑肌细胞和周细胞也可

能是
5:A+

来源之一#大多数的观点认为
5:A+

是由间质既存

的成纤维细胞活化而来'

8.)

(

)本组免疫研究结果显示#正常组

!

.;@:

表达为阴性#而进展期癌组中的
!

.;@:

表达率高达

-)[

#明显高于正常组)值得一提的是#本研究中的癌前病变

也出现了
!

.;@:

的阳性染色#表达率为
1)[

#镜下可观察到#

紧邻异型细胞的间质成纤维细胞更容易出现
!

.;@:

阳性#呈

丝带状分布)本研究对从正常组*癌前病变组*进展期癌组分

离*提取*培养的间质成纤维细胞进行了
!

.;@:

免疫染色和

HFC:

!

.;@:

的半定量检测#结果发现!

CA+

中
!

.;@:

染色

近乎阴性#

HFC:

检测量极低#而
:A+

和
5:A+

的
!

.;@:

染

色均为阳性#

HFC:

检测值呈逐渐增高的趋势)以上结果提

示!在食管癌变进程中#正常的食管间质成纤维细胞是处于静

止期的#而在食管上皮受到外界刺激而基因突变时#间质被动

的做出应答#与恶变上皮细胞临近的间质成纤维细胞逐步发生

了活化#不典型增生成纤维细胞与癌旁纤维母细胞
HFC:

!

.

;@:

的表达越来越强#肿瘤间质中的成纤维细胞可能是由最

初的静止期正常成纤维细胞经半活化的不典型增生间质成纤

维细胞而来)研究证实#肿瘤间质成纤维细$下转第
'-/1
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高通量基因测序对血清学筛查临界风险孕妇的应用价值"

周
!

琴!郑芳秀!陈英苹!张晓青!张
!

玢!黄瑞萍!陆蓓亦!缪婷婷!袁
!

#

!虞
!

斌

"南京医科大学附属常州妇幼保健院'常州市产前诊断中心!江苏常州
1$'%%'

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨对于血清学筛查临界风险的孕妇应用高通量基因测序价值&方法
!

选择
1%$1

年
8

月至
1%$8

年
8

月在

常州市妇幼保健院产前诊断中心就诊的
$%))

例血清学筛查临界风险的孕妇!在知情同意的原则下抽取孕妇外周血!提取血浆中

胎儿游离
>C:

!制备文库!采用
BMMRH#,ICDQJ;D

Y

8%%

测序平台对其进行测序分析!对测序提示的染色体异常患者行羊膜腔穿刺!

羊水细胞培养后染色体
?

显带核型分析&结果
!

$%))

例样本中!高通量基因测序提示
$8

例染色体非整倍体异常!经知情同意!

$'

例孕妇自愿接受羊水产前诊断!其中
-

例羊水
?

带核型结果与测序结果一致!包括
0

例
1$

三体!

$

例
$/

三体!

$

例
0-

!

===

!

$

例
0-

!

==̂

!其余
)

例
?

带核型正常&结论
!

高通量基因测序可作为血清学筛查临界风险孕妇的有效补充检测手段&

"关键词#

!

产前诊断#

>C:

#高通量测序#临界风险#无创产前筛查
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产前筛查和诊断是减少出生缺陷有效的预防手段之一)

目前#大多机构采用孕中期母体血清
:AVf

)

25?

的二联产

前筛查#而后对高危人群进行羊水产前诊断)国内外研究显

示#这种筛查模式胎儿非整倍体染色体异常检出率仅为
)%[

$

-%[

'

$.1

(

)国内学者提出了临界风险的概念#希望能够加强此

部分孕妇的管理#减少漏诊病例的发生)

随着分子生物学技术和医学遗传学的发展#应用高通量基

因测序技术检测母血中胎儿游离
>C:

进行无创产前筛查

$

,",.#,TI+#TD

E

9D,IJIMJD+J#,

N

#

CBV6

&逐渐应用于临床)我国

将临界风险孕妇作为该技术适用人群#但迄今为止尚缺少相关

的临床数据)本文回顾性分析本中心接受
CBV6

检测的临界

风险孕妇结果#探讨该技术用于临界风险孕妇检测胎儿染色体

非整倍体的应用价值)

B

!

资料与方法

B&B

!

研究对象
!

1%$1

年
8

月至
1%$8

年
8

月#在常州市妇幼保

健院因唐氏筛查临界风险就诊#经知情同意自愿选择
CBV6

的

$%))

例单胎孕妇#孕龄
$)

$

10

周#年龄
$)

$

0%

岁)

B&C

!

判断标准
!

血清学筛查临界风险!即
$

"

$%%%

'

1$

三体

综合征$简称
1$

三体&风险值小于
$

"

'%%

#

$

"

$%%%

'

$/

三体综

合征$简称
$/

三体&风险值小于
$

"

'8%

&)

B&D

!

方法

B&D&B

!

孕中期血清学筛查
!

经末次月经或
3

超确定孕周#所

有对象抽取肘静脉血
'H7

#室温静置
'%H#,

后离心分离血

清#如在
10K

内不能及时测定#则放置
X1%Z

冰箱内保存)采

用时间分辨免疫荧光分析法$

eIMMIG$1'8

全自动时间分辨荧

光免疫分析仪#美国
V<

公司&检测孕妇血清
:AV

和
O.

)

25?

浓度)结合孕妇年龄*孕周*体质量*有无糖尿病等因素#应用

7#ODG

P

GMD

软件计算风险值#包括神经管缺陷$

C6>

&风险值*唐

氏综合征$

>;

&风险值*

$/.

三体风险值)对临界风险者及时召

回进行遗传咨询'

'

(

)

B&D&C

!

无创基因检测
!

孕妇知情同意后#使用
;J9DGL

公司生

产的
GDMM.O9DD>C:356

采血管抽取孕妇外周血
$%H7

#室温

保存#

0/K

内分离血浆#

0Z

条件下
$)%%]

N

离心
$%H#,

#取

上清液血浆
$)%%%]

N

离心
$%H#,

#分离上清液血浆至
<V

管

%/-'

重庆医学
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基金项目!江苏省常州市科技支撑计划$社会发展&项目$

5<1%$88%88

&)

!

作者简介$周琴$

$(/'X

&#主治医师#本科#主要从事临床优生

优育*遗传咨询*产前诊断等工作)
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!

通讯作者#
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中#得到至少
$&1H7

血浆)按
;KIU

等'

0

(的方法进行高通量

测序检测#主要包括!提取血浆中胎儿游离
>C:

#构建文库)

采用
BMMRH#,ICDQJ;D

Y

G,8%%

测序平台$美国
BMMRH#,I

公司&对

其进行测序#获得不低于
0%%@

的有效
9DI!+

数#平均每个样

本不低于
0@

的
9DI!+

)运行序列比对软件
3e:HI

E

将测序

所得序列比对至人类基因组参考序列图谱)使用自有软件

3?V>T1&%&$

针对对比对结果进行每条染色体序列个数统

计)计算每条染色体
9DI!+

所占比例$

[K9C

&#

+IH

E

MD

代表需

检测的样品#

HDI,[5K9C9DOD9D,GD

和
;&>&[ 5K9C9DOD9D,GD

分别代表参照样品组平均值和变异系数#并利用以下公式计算

各个染色体
h

值)利用
h

值来评估样本的实际患病情况$

GRJ.

"OO

!

(

h

(

'̀

&)

B&D&D

!

羊水细胞培养和核型分析
!

对
CBV6

提示胎儿染色体

非整倍体异常孕妇#进行产前遗传咨询#经知情同意后于孕

$/

$

10

周在超声引导下行羊膜腔穿刺术#细胞培养*制片*阅

片过程均按本实验室常规操作进行'

'

(

)

B&E

!

随访
!

采用病例查询和电话的方式对妊娠结局进行随

访#重点关注新生儿健康状况)

C

!

结
!!

果

C&B

!

无创基因检测和羊水细胞核型分析结果
!

血清学筛查提

示临界风险孕妇经知情同意有
$%))

例自愿接受
CBV6

进一

步产前筛查#经高通量基因测序和生物信息学分析#提示有
$8

例胎儿染色体非整倍体高风险#高风险率
$&0$[

$

$8

"

$%))

&#

包括
0

例
1$

三体#

1

例
$/

三体#

$

例
$/

单体#

'

例
0-

#

===

#

1

例
0-

#

==̂

#

'

例
08

#

=W

)

CBV6

提示高风险孕妇均及时召回

进一步产前遗传咨询#

$'

例孕妇自愿接受羊膜腔穿刺术#经羊

水细胞培养
?

显带染色体核型分析#发现
-

例结果与
CBV6

结

果一致#包括
0

例
1$

三体#

$

例
$/

三体#

$

例
0-

#

===

#

$

例
0-

#

==̂

)

)

例样本羊水染色体核型分析均为正常核型#即
CBV6

为假阳性)见表
$

)

虽经充分产前咨询#仍有
$

例孕妇
CBV6

提示
$/

单体#拒

绝羊膜腔穿刺#出生后随访家属自述正常)另
$

例孕妇
CBV6

提示
$/

三体#因胎儿
3

超示胎儿多发畸形予引产)

表
$

!!

临界风险中
CBV6

高危与产前诊断结果对比

例号
CBV6

指征
CBV6

结果 羊水染色体核型结果
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#

f1$ 0)

#

=C

#

9"S

$

$0

%

1$

&#

f1$

8 >+$

"

'1% 0-

#

=C

#

f$/ 3

超示胎儿多发畸形后引产
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"

00%
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.$/

未产前诊断#出生后随访!

外表无异常
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#
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正常
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C&C

!

高通量基因测序应用于染色体非整倍体产前检查的准确

性
!

$%))

例血清学产前筛查临界风险孕妇#经
CBV6

后羊水

细胞核型分析确诊
-

例胎儿染色体非整倍体异常#发生率为

%&))[

$

-

"

$%))

&#应用高通量基因测序技术检测染色体非整

倍体异常的阳性预测值为
8'&/8[

$

-

"

$'

&)其中#

1$

三体及

$/

三体的阳性预测值均为
$%%[

$

8

"

8

&)性染色体异常的阳性

预测值为
18&%%[

$

1

"

/

&#性染色体异常假阳性率为
-8&%%[

$

)

"

/

&)

D

!

讨
!!

论

!!

孕中期进行母体血清学筛查#对筛查高风险孕妇进一步产

前诊断#这是目前常用的产前筛查与诊断模式)经大量临床数

据证实#在出生缺陷防控方面起到巨大作用#但由于技术本身

的局限性#筛查检出率有待进一步提高)同时#以羊膜腔穿刺

方法获取胎儿遗传物质进行染色体核型分析是产前诊断的金

标准#但该方法为有创性*费时长#对实验要求高#孕妇接受程

度不高)在实际工作中#回顾性分析本中心的假阴性病例#发

现绝大多数漏诊病例均为临界风险孕妇)国内其他研究也显

示#临界风险孕妇存在相当比例的漏诊可能#包括风险值临界

风险和单纯
@"@

值异常'

8

(

)因此#如果能够进一步加强临界

风险孕妇的管理#将有效提高产前筛查的效能#提高出生人口

素质)然而#是否需要将临界风险孕妇全部纳入羊水产前诊断

值得进一步商榷)

近年来#随着分子生物学的发展#高通量基因测序产前筛

查项目逐步应用于临床#国内外诸多报道均已证实#

CBV6

对

61$

*

6$/

和
6$'

的高敏感度*特异度*阳性预测值及正确率#

与染色体核型分析技术有较高的一致性#并有无创性*高准确

性和高通量等优势'

).$%

(

)此方法的漏诊率较低#并且具有非介

入性的优势#可作为介入性产前诊断资源不足情况下的一种有

效补充)为了进一步提高筛查效率#国内专家特别将临界风险

孕妇作为该技术适用人群#希望通过0高级1筛查技术减少漏诊

的发生)与此同时#国际产前诊断协会
1%$8

年更新了
CBV6

专家共识#提出
CBV6

可以用于中风险人群#以减少漏诊的发

生'

$$

(

)为进一步探讨该技术用于临界风险孕妇胎儿染色体非

整倍体检测的应用价值#本文回顾性分析了本中心接受
CBV6

检测的临界风险孕妇结果)

本研究中#

$%))

例临界风险样本中#

CBV6

提示
$8

例染

色体非整倍体异常#除
$

例孕妇拒绝做羊膜腔穿刺#

$

例孕妇

因胎儿超声示多发畸形引产#

$'

例样本经染色体核型分析验

证#

-

例与测序结果一致#其余
)

例为正常核型)应用高通量

基因测序技术检测染色体非整倍体异常的阳性预测值为

8'&/8[

$

-

"

$'

&)其中#

1$

三体及
$/

三体的阳性预测值均为

$%%[

$

8

"

8

&#性染色体异常的阳性预测值为
18&%%[

$

1

"

/

&)

可见使用高通量测序作为无创产前检测技术对
1$

三体及
$/

三体的准确率较高#而对于性染色体异常的准确性相对较低#

可能与该技术本身存在一定的技术劣势有关'

$1

(

)其数据分析

部分对算法的依赖太大#给出的是一个统计分析的结果#故不

能排除小概率事件的发生)上述结果由于样本例数偏少#有待

进一步积累病例资料研究分析)

本研究中出现
)

例假阳性#

CBV6

均提示性染色体高风

险#可能与母体因素*胎盘滋养层细胞*性染色体互换等因素有

关)而随访过程中#

)

例孕妇均拒绝做进一步检测#故无法得

知假阳性产生的确切原因)另外本研究中
$

例
CBV6

提示
$/

三体的孕妇因胎儿
3

超提示胎儿多发畸形直接引产)据研究

报道 #超过
(%[

的
$/

三体胎儿中晚孕期可发现超声影像改

变#故推测该例样本进行羊水诊断证实为
$/

三体的可能性

大'

$'

(

)另
$

例
CBV6

提示
$/

单体的孕妇拒绝羊水穿刺#出生

后随访#家属自述正常#但未做外周血染色体诊断#无法确诊)

$/-'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
08

卷第
1-

期



目前本单位获得了国家高通量基因测序
CBV6

临床试点资质#

将加大该技术的规范应用#同时也会加强临床应用的研究#以

得出更科学的临床数据)

综上所述#本研究中有
-

例孕妇因唐氏筛查检测结果为临

界中风险进而选择
CBV6

#最终确诊胎儿为染色体数目异常)

此类孕妇若按之前的产前诊断指导方案极有可能漏诊#若等患

儿出生时才发现异常#不仅会给这些家庭带来巨大的精神和经

济压力#更会给社会造成巨大的负担)因此#本课题组认为#

CBV6

可做为唐氏筛查临界风险孕妇的有效补充检测手段)
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细胞凋亡可能是其机制之一#而
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是可以由

肿瘤细胞和癌旁纤维母细胞大量分泌的'

-.(

(
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肿瘤的发生机制目前尚不完全清楚#普遍认为#在癌变过

程中上皮细胞的基因突变是主动的#间质反应只是被动地做出

应答)以往有研究将已经发生了癌前病变的口腔上皮组织去

掉#将其黏膜下层结缔组织与正常的口腔上皮组织贴合后发

现#正常的口腔上皮会发生异型性改变#可见间质成纤维细胞

在肿瘤的发生中扮演的不仅是被动的角色#本研究中间质成纤

维细胞在癌前病变时即可发生活化的现象也恰恰证实了这一

观点)由此可见食管癌变进程中间质成纤维细胞的表型变化

具有非常重要的意义)
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