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硅芯片纳米微流体技术在无创产前基因检测中的应用研究*

周 俊,周 莉,马 莉,郭晓辉△

(广东省深圳市人民医院产科 518000)

  [摘要] 目的 分析硅芯片纳米微流体技术在捕捉孕妇外周血中胎儿有核红细胞(fnRBC)和胎盘滋养层

细胞(EVT)的应用效果。方法 选取2018年5月至2019年12月该院产科门诊进行产前筛查的孕妇,利用生

物抗原抗体的生化特性辨认,再通过硅芯片纳米微流体技术捕捉最大量的fnRBC和EVT。结果 孕妇平均年

龄(36.9±2.8)岁,平均孕周(20.2±2.3)周,在8
 

mL母体血中,第1次捕捉fnRBC平均个数为(20.6±6.1)
个/mL,第2次为(20.4±5.8)个/mL,两次间差异无统计学意义

 

(t=2.362,P>0.05);第1次捕捉EVT平均

个数为(67.6±7.9)个/mL,第2次为(67.2±8.2)个/mL,两次比较差异无统计学意义
 

(P>0.05)。免疫荧光

鉴定fnRBC纯度为(95±2)%,EVT纯度为(93±1)%。结论 通过硅芯片纳米微流体技术能较准确捕捉、分

离和识别孕妇外周血液样本中的fnRBC和EVT。
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  [Abstract] Objective To
 

analyze
 

the
 

application
 

effect
 

of
 

silicon
 

chip
 

nanomicrofluidics
 

technology
 

in
 

capturing
 

fetal
 

nucleated
 

red
 

blood
 

cells
 

(fnRBC)
 

and
 

extravillous
 

trophoblasts
 

(EVT)
 

in
 

maternal
 

peripheral
 

blood.Methods From
 

May
 

2018
 

to
 

December
 

2019,pregnant
 

women
 

were
 

selected
 

for
 

prenatal
 

screening.
The

 

biochemical
 

characteristics
 

of
 

biological
 

antigen
 

antibody
 

were
 

used
 

for
 

identification,and
 

then
 

the
 

largest
 

number
 

of
 

fnrbc
 

and
 

EVT
 

were
 

captured
 

by
 

silicon
 

chip
 

nanomicrofluidic
 

technology.Results The
 

mean
 

age
 

of
 

pregnant
 

women
 

was
 

(36.9±2.8)years
 

old,the
 

mean
 

gestational
 

age
 

was
 

(20.2±2.3)weeks.In
 

8
 

mL
 

ma-
ternal

 

blood,the
 

average
 

number
 

of
 

fnRBCs
 

captured
 

for
 

the
 

first
 

time
 

was
 

(20.6±6.1)pieces/mL,the
 

second
 

time
 

was
 

(20.4±5.8)pieces/mL,the
 

difference
 

was
 

not
 

significant
 

(P>0.05);the
 

average
 

number
 

of
 

EVT
 

captured
 

for
 

the
 

first
 

time
 

was
 

(67.6±7.9)pieces/mL,the
 

second
 

time
 

was
 

(67.2±8.2)pieces/mL,the
 

difference
 

was
 

not
 

significant
 

(P>0.05).The
 

purity
 

of
 

fnRBC
 

was
 

(95±2)%
 

by
 

twice
 

immunofluorescence
 

i-
dentification,and

 

the
 

purity
 

of
 

EVT
 

was
 

(93±1)%.Conclusion FnRBCs
 

and
 

EVT
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

of
 

elderly
 

women
 

can
 

be
 

accurately
 

captured,separated
 

and
 

identified
 

by
 

silicon
 

chip
 

nanomicrofluidics
 

technology.
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  自2011年以来,在临床中已广泛开展基于孕妇

体内循环中无细胞DNA的非侵入性产前检查(non-
invasive

 

prenatal
 

examination,NIPT),但由于孕妇恶

性肿瘤和胎儿胎盘镶嵌症等局限性,导致NIPT技术

无法完全替代侵入性产前筛查。目前,SIMPSON[1]

提出一种胎儿有核红细胞(fetal
 

nucleated
 

red
 

blood
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cells,fnRBC)在 NIPT中应用的方法,该方法不需要

对胎儿进行有创性取样,并且fnRBC是有核细胞,可
携带胎儿完整的遗传信息,在NIPT的应用中具有巨

大潜力。但由于fnRBC在孕妇体内数量极少,成功分

离fnRBC存在较大的技术问题。迄今为止,已开发出

多种技术,如荧光活化细胞分选、磁活化细胞分选、纳
米结构基质和离心等[2-6]技术方法用于fnRBC的富

集,但都有一定的局限性。此外,也有研究表明胎盘

滋养层细胞(extravillous
 

trophoblast,EVT)与母胎

免疫和妊娠期母体常见并发症的发生具有密切相关

性[7],EVT在产前基因检测中具有重要参考价值。
本研究设计开发一种新型的硅芯片纳米微流体技术,
在捕捉孕妇外周血fnRBC和EVT中具有一定优势,
现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年5月至2019年12月本院产科门诊

进行产前筛查的孕妇为研究对象。纳入标准:(1)怀
孕7周以上并在本院建册产检;(2)具有胎儿染色体

异常危险因素的孕妇(高龄、生育过染色体异常儿、超
声软指标2个以上异常等);(3)存在可能胎盘源性疾

病危险因素的孕妇(妊娠高血压疾病、妊娠期急性脂

肪肝、胎儿宫内生长受限、血清学筛查指标异常等);
(4)知情同意自愿参与本研究,并签署同意书后,留取

孕妇外周血8
 

mL,预处理并离心,备用。排除标准:
(1)孕妇患有肿瘤病史、输血史;(2)有免疫治疗史;
(3)双胎妊娠。本研究中所使用的产前检测技术已获

得国家专利(专利号:ZL201920958825.2),同时,本研

究已获得医院科研伦理委员批准,如实告知孕妇及其

家属并签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 纳米硅芯片(PicoBioChip)制作

半导体制作流程如下:首先将p型(100)硅芯片

按照半导体标准清洁程序去除环境污染物,利用半导

体微影蚀刻技术定义出纳米阵列结构,使用化学沉积

法使抗原沉积在硅芯片上,接着将芯片放置在 HF/

H2O2 蚀刻混合溶液中进行蚀刻;当去除抗原膜后,形
成具有多孔纳米结构的硅芯片;最后在芯片表面涂布

与生物素具有特异性结合作用的链霉亲和素,增强目

标细胞捕捉效率。

1.2.2 细胞影像辨识系统(CAT)
经过第一阶段细胞捉捕后,在纳米硅芯片上会撷

取到目标细胞与残存的非目标细胞。这些非目标细

胞大多是白细胞,其中,嗜中性白细胞的抗原表现通

常会与目标细胞相似。因此,需要通过第二阶段的影

像辨识系统来排除嗜中性白细胞并辨识出目标细胞。
本研究自主研发的CAT能与全自动检测系统搭配,
对芯片上捕捉到的细胞依据特征及形态进行分类,目
前已成功开发出细胞影像辨识软件,可在10倍显微

镜下针对疑似循环肿瘤细胞(CTCs)或循环胎儿细胞

(CFCs)进行影像海选,并以自主开发的细胞型态算法

(CPA)及机器学习机制,自动识别出符合撷取条件的

目标细胞。依据条件参数的不同,CAT 能识别出

CTCs或CFCs。CAT可显示每个目标细胞的详细信

息,如细胞大小、染色强度及细胞位置等,供专业人员

进一步判读。其中,每个目标细胞的位置信息能提供

后续的“细胞分选撷取仪”明确知道该细胞在芯片上

的准确位置。

1.2.3 撷取目标细胞的回收

CAT识别出CTCs或CFCs后,再辅以全自动微

组织细胞分选仪撷取技术
 

(细胞分离),将其撷取得到

的CTCs或CFCs用于后续细胞培养、蛋白质生物标

记特性研究,或利用荧光原位杂合技术、微数组与次

世代定序NGS进行基因分析。

1.2.4 母血中的胎儿细胞撷取

每次实验中,同时使用4个纳米硅芯片进行母血

中胎儿细胞的撷取,其中2个用于EVT的抓取,另外

2个用于fnRBC的抓取,每个纳米芯片使用外周血8
 

mL,胎儿细胞的初步抓取是利用专一性抗体辨认胎

儿细胞表面抗原的方式进行,其中EpCAM+
 

用以辨

认EVT,而CD71+
 

辨认fnRBC,然后用CK7和HLA-
G染色,利用自行开发的荧光显微镜检查配备内置的

自动检测和图像分析系统,称为细胞分析工具(Cyto-
AuroraCATTM),可于显微镜下自动辨识胎儿细胞与

母体本身的白细胞,并利用 CK7+ (Cytokeratin-7)/

HLA-G+/CD45-/DAPI+
 

(针 对 EVT)与 CD71+/

GPA+ (glycophorin-A)/CD45-/DAPI+ (针 对fnR-
BC)的抗体组合,进一步利用荧光标定并区分不同的

胎儿细胞类型[8-9]。本研究撷取的目标细胞为fnRBC
和EVT。

1.2.5 fnRBC和EVT纯度鉴定

将撷取到的fnRBC和EVT置于细胞培养皿中

进行培养,而后将 DMEM 细胞悬液移入fnRBC和

EVT培养皿中,将培养皿放置在37
 

℃,含有5%
 

CO2
的细胞培养箱中进行免疫黏附,2~3

 

h后将培养皿取

出,上下缓慢摇晃,而后将未黏附的细胞悬液吸取后

移入无菌离心管,吹打混匀,在室温条件下800
 

r/min
离心5

 

min,快速倒去上清液,加入1
 

mL
 

DMEM完全

培养基重悬细胞沉淀,轻轻吹打制成单细胞悬液,通
过免疫荧光法鉴定fnRBC和EVT纯度。
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1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 鉴别fnRBC、EVT和母血 WBC
用 TRITC(CD45)标记的抗体识别fnRBC,用

FITC(CD71)标记的抗体识别EVT,用Cy5(GPA)标
记的抗体识别母体白细胞,在荧光显微镜下根据细胞

大小和显色不同区分fnRBC、EVT和母血白细胞。
见图1。

2.2 fnRBC免疫荧光显示

为最终用母体外周血标本验证硅芯片纳米微流

体技术在捕捉分离fnRBCs的性能,本研究对5例不

同年龄和不同孕周被诊断为珠蛋白生成障碍性贫血

的孕妇的血液标本进行测试。孕妇平均年龄(36.9±
2.8)岁,平均孕周(20.2±2.3)周,通过Cy5+(GPA)、

TRITC+(CD45),FITC+(CD71)、DAPI+(Nucleus)
 

四色免疫荧光染色法进一步验证fnRBC。在FISH
显微照片中能较清晰地发现fnRBC不同颜色的免疫

荧光,见图2。

  A~E:fnRBC;F~J:EVT。

图1  荧光显微镜下fnRBC和EVT与母血白细胞(WBC)的鉴别
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  红色:Cy5+(GPA);橙色:TRITC+(CD45);绿色:FITC+(CD71);蓝色:DAPI+(Nucleus)。

图2  5例珠蛋白生成障碍性贫血孕妇外周血中分离的fnRBCs的FISH显微照片

2.3 通过扫描电子显微镜显示fnRBC和EVT显微

照片

显微照片显示硅芯片表面形貌由具有相同尺寸

和空间的图案化纳米结构组成,可见突起处显示为

fnRBC和EVT在硅芯片表面被捕捉,见图3。
 

2.4 捕捉fnRBC、EVT和鉴定细胞纯度

每次取8
 

mL母体血,通过硅芯片纳米微流体技

术,每例孕妇进行两次检测,其中第1次捕捉fnRBC
数量平均值为(20.6±6.1)个/mL,第2次为(20.4±

5.8)个/mL,两次捕捉数量比较差异无统计学意义

(t=2.362,P>0.05),免疫荧光鉴定fnRBC纯度为

(95±2)%;第1次捕捉EVT数量平均值为(67.6±

7.9)个/mL,第2次为(67.2±8.2)个/mL,两次比较

差异无统计学意义(t=1.592,P>0.05),免疫荧光鉴

定EVT纯度为(93±1)%。详见表1、图4、5。
表1  捕捉fnRBC和EVT数量

标本

编号

年龄

(岁)

孕周

(周+d)

捕捉EVT数量

(个/mL)

第1次 第2次

捕捉fnRBC数量

(个/mL)

第1次 第2次

1 39 18+4 73 75 15 16

2 35 24+3 62 59 28 27

3 37 21+1 65 64 23 25

4 38 23+6 70 71 18 16

5 34 20+2 68 67 19 18

合计 338 336 103 102
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  A:俯视图;B:侧视图;箭头:fnRBC和EVT。

图3  扫描电子显微镜显微照片

图4  两次检测捕捉fnRBC数量
 

图5  两次检测捕捉EVT数量

3 讨  论

  产前筛查对唐氏综合征等出生缺陷的早期诊断

和治疗至关重要,目前,主要通过侵入性的方法进行

产前检测,如羊膜穿刺术和绒毛取样(CVS),这些方

法通常伴随着高风险性,如羊水污染或 羊 水 渗 漏

等[10-11],因此,人们对产前筛查的安全性提出了更高

的要求。近几年,国内外相关学者在非侵入性方式筛

查胎儿遗传性出生缺陷方面进行了深入研究,并开发

一种基于无细胞胎儿DNA(cffDNA)或fnRBC的检

测方法[12],该方法不需要对未发育胎儿检测材料进行

有创性取样。cffDNA在母体血浆中含量丰富,易于

收集[13-15],唐氏综合征等检出率接近99%,假阳性率

小于0.1%。目前,cffDNA在有些医疗机构已被作为

产前筛查的生物标志物之一。然而,基于cffDNA的

产前筛查具有一定的缺陷[16]:首先,cffDNA很容易

受到母体DNA的污染,因此,依据cffDNA进行产前

无创检测需要深度测序,增加了成本,同时降低了稀

有基因突变检测的灵敏度。其次,cffDNA通常表现

出碎片化,很难收集到完整结构,无法检测到基因的

反转/融合,对于一些遗传性疾病的检测存在盲区,这
些内在不足阻碍了cffDNA在单基因缺陷、隐性遗传

病等出生缺陷产前筛查中的应用[17]。作为一种替代

方法,fnRBC是有核细胞,携带胎儿完整的遗传结构,
在NIPT的应用中具有巨大潜力[18]。然而,由于孕妇

体内fnRBC数量极少,如何准确地判断、识别、捕捉和

分离fnRBC一直是面临的一项技术难题。
迄今为止,已开发出多种技术,如荧光活化细胞

分选、磁活化细胞分选、微流控装置、纳米结构基质和

离心等,用于fnRBC的捕捉和富集[19-21]。在这些方法

中,用fnRBC特异性抗体捕捉细胞的荧光活化细胞分

选和磁活化细胞分选方法具有良好的特异性和高通

量。然而,相关学者通过验证发现:荧光活化细胞分

选存在有细胞回收率低的不足,磁活化细胞分选存在

有细胞纯度低的缺陷,并且这两种方法都需要对细胞

标本进行离心或细胞裂解等预先处理,存在有引起细

胞丢失或者被破坏的风险[22]。AGHAZ等[23]研制了

一种微流控器件,通过精确的流量控制和参数设置,
实现了fnRBC纯度和回收率的提高,该方法通过制作

交叉流微滤器,利用模型混合物对fnRBC进行分类,
实现了胎儿细胞(74.0±6.3)%的回收,能从细胞混

合物中去除(46.5±3.2)%的红细胞。CROSNIER
等[24]也根据红细胞大小和变形特征,设计一种将

fnRBC从脐血中分离出来的一微柱过滤器装置,平均

每毫升母血获得1.2个细胞。但上述两种方法都有

一些缺点,如低流量、有限的灵敏度和容易堵塞等。
而YANG等[25]利用无细胞DNA条形码单分子检测

技术,结合特异性抗体修饰的纳米结构基质,通过纳

米表面与抗原抗体反应的协同作用,对胎儿细胞的捕

捉效率有明显提高,特异性抗CD147抗体生物改性羟
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基磷灰石/壳聚糖可成功地从母体血液循环中回收

fnRBC,平均每毫升母体血液中可捕捉14个fnRBC,
但由于正常血细胞的非特异性结合,这种静态分离装

置往往导致细胞纯度低[26-27]。HUANG等[28]使用了

半乳糖特异性凝集素结合从母体血液中分离fnRBC,
获得了满意的fnRBC回收率,然而该技术耗时,并且

非特异性吸附会导致纯度降低[29]。基于密度的离心

方法通常依靠密度差分离fnRBC,这种方法简单,但
纯度低,细胞丢失高达(40±10)%[30]。YOO等[31]使

用双密度梯度系统从母体血液标本中回收fnRBC,平
均每10毫升血液标本获得20.9个细胞。通过以上

论述可见,目前关于母体外周血中fnRBC的识别、捕
捉、收集和分离等多种技术方法均存在一定的弊端和

不足,因此,需要一个稳定、高效、高纯度的fnRBC分

离平台。
本研究利用生物抗原抗体的生化特性辨认,再经

由半导体芯片的纳米结构设计捕捉最大量FnRBC、

EVT,可直接进行胎儿染色体及基因芯片检查,突破

了目前NIPT胎儿游离DNA检测只能检测13、18及

21三对染色体的限制,只需一次性抽取母体外周血就

可以对胎儿23对染色体及常见基因拷贝数异常、单
基因病进行产前诊断,更突破了侵入性产前诊断才能

直接取得胎儿细胞的限制及时间限制,最早能在早孕

7周就可检出细胞,亦远远超前了侵入性产前诊断孕

周(孕12~13周)的限制。本研究孕妇平均孕周为

(20.2±2.3)周,最早1例孕周为18+4 周,两次捕捉

到fnRBC 细胞个 数 平 均 值 分 别 为(20.6±6.1)、
(20.4±5.8)个/mL,捕捉EVT细胞个数平均值分别

为(67.6±7.9)、(67.2±8.2)个/mL均明显高于前期

相关学者采取其他方法所捕捉相关细胞的个数[32-34],
并且本研究对每份标本进行两次检测所捕捉的fnR-
BC和EVT细胞数量差异不明显。表明硅芯片纳米

微流技术在捕捉高龄产妇早期外周血液中fnRBC和

EVT细胞中性能较为稳定,出现偏倚和误差的概率

较低。同时,通过免疫荧光法鉴定fnRBC纯度为(95
±2)%、EVT纯度为(93±1)%,均明显高于前期相

关学者[35-37]通过其他技术所捕捉到母体fnRBC和

EVT的纯度,表明采用硅芯片纳米微流体技术能捕

捉到母体外周血中纯度较高的fnRBC和EVT细胞。
本研究只是通过硅芯片纳米微流技术对识别、捕

捉和分离母体外周血中fnRBC和EVT细胞的数量

能力以及技术的稳定性进行了研究。实际分离出来

的fnRBC和EVT细胞还是有限,并没有达到预期目

标,对孕周小于18周产妇外周血中fnRBC和EVT
的捕捉效果还需要进一步地分析。本研究合作小组

已经采用快速QF-PCR或FISH技术对fnRBC进行

3对常见染色体(21,13,18号)及性染色体进行检

测[26],下一步将完善fnRBC和EVT细胞分离技术,
利用二代测序技术、基因芯片对fnRBC进行基因微缺

失、微重复及相关单基因病检测,甚至全外显子或全

医学基因组检测。同时,将利用撷取到的EVT,通过

基因芯片对胎盘源性疾病(妊娠期高血压疾病、胎儿

宫内生长受限、妊娠期急性脂肪肝等)进行大样本量

筛查,确定目的基因。
综上所述,可见硅芯片纳米微流体技术能较准确

捕捉、识别和分离高龄产妇早期外周血样本中fnRBC
和EVT,为进行全面胎儿染色体及基因芯片检查提

供条件。此外,EVT细胞亦可提供胎盘病变及胎盘

基因学的研究依据,这将有利于提高产前筛查测序精

准度及特异度,同时也大大提高了检测的深度和广

度,对出生缺陷及遗传疾病的早期筛查和防控提供临

床诊断依据具有深远意义。
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