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前言

唐氏综合征是最常见的出生缺陷类疾病，且已经证实随

着孕妇年龄的增长该疾病的发生率呈逐年增长的趋势，该病

目前无有效的治疗手段[1-3]，因此在我国二孩政策实施以来，高

龄孕妇的逐年增加下，产前诊断唐氏综合征显的尤为重要[4，5]。

目前无创产前诊断作为一种非侵入性产检检测技术，花费高，

能够被一部分人所接受，它主要是基于孕妇外周血中胎儿游

离 DNA的提取来诊断胎儿的发育状况 [6-8]。与胎儿游离 DNA

相比，RNA作为另一个母体血清中胎儿标记物，具备以下优

点[9-11]：可以利用反转录技术和扩增技术相结合对其进行检测

和扩增；胎盘分泌的 mRNA具有胎儿特异性，可免受母体

DNA背景的干扰；远远高于胎儿游离 DNA的绝对含量[12]。胎

盘特异性基因 4（PLAC4）mRNA 基因来自胎盘，仅在胎盘表

达，母体细胞不表达，具有胎儿特异性，且 PLAC4 mRNA基因

定位于 21q22.2，位于唐氏综合征的关键区域，在外周血浆中
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摘要目的：应用实时荧光定量 PCR（RT-PCR）技术对不同孕周孕妇外周血浆胎盘特异性基因 4（PLAC4）mRNA基因进行检测，寻

找唐氏综合征产前诊断的可靠生物学标志物，为无创性产前诊断提供新的突破口。方法：按入组标准随机选取健康育龄未妊娠女

性 5例，正常健康妊娠孕妇 60例（早期妊娠 20例、中期妊娠 20例、晚期妊娠 20例），唐氏筛查高危孕妇 8例，正常分娩 24 h女性

5例。共收集外周血浆样本 78例。应用 RT-PCR技术，检测样本中的 PLAC4 mRNA基因含量，并进行相对定量分析。结果：健康

育龄未妊娠女性及正常分娩后 24 h女性外周血浆中均无游离胎儿 PLAC4 mRNA基因的存在；正常健康妊娠孕妇不同孕周标本

均检测到 PLAC4 mRNA基因，以早期妊娠作为对照，中期妊娠是早期妊娠的 1.99倍，晚期妊娠是早期妊娠的 3.73倍；唐氏筛查

高危孕妇均检出 PLAC4 mRNA基因，含量是早期妊娠的 6.36倍。结论：PLAC4 mRNA基因有望成为唐氏综合征产前诊断的可靠

性生物学标志物。
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Real-time fluorescence quantitative PCR(RT-PCR) was used to detect the placenta-specific gene 4 (PLAC4)

gene in the peripheral plasma of pregnant women at different gestational weeks in order to find reliable biomarkers for prenatal diagnosis

of Down's syndrome and provide a new breakthrough for non-invasive prenatal diagnosis. According to the standard, 5 healthy

non-pregnant women, 60 normal pregnant women (including 20 early pregnancy, 20 medium-term pregnancy and 20 late pregnancy), 8

down syndrome screening high-risk pregnant women and 5 postpartum 24 h women were randomly selected. Then 78 peripheral blood

samples were collected from them. Detection of PLAC4 gene content in samples by RT-PCR and relative quantitative analysis.

None of healthy non-pregnant women and postpartum 24 h women have detected the PLAC4 mRNA gene, Normal pregnancy at different

gestational weeks has detected the PLAC4 mRNA gene. Early pregnancy as a control, PLAC4 mRNA gene content of the medium-term

pregnancy was 1.99 times of early pregnancy and late pregnancy PLAC4 mRNA content was 3.73 times of early pregnancy. Down

syndrome screening high-risk pregnant women has detected the PLAC4 mRNA gene and content was 6.36 times of early pregnancy.

PLAC4 mRNA gene is expected to become the reliable biological indicator of prenatal diagnosis of Down's syndrome.
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Gene Primer sequence Amplified product length

PLAC4
(forward)5'-TGGGACACGCTTTCCCTAAC -3' 147bp

(reverse)5'- GAGACAGTGCCATGTGGGAA-3'

茁-actin

(forward)

5'-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3'
318bp

(reverse)5'-CATCT CTT GCTCGAAGTCCA-3'

表 1引物设计和合成

Table 1 Primer design and synthesis

图 1目的基因的凝胶电泳图

Fig.1 Gel electrophoresis of target genes

Note: 1, 2, 3: Electrophoretic bands of PLAC4 mRNA in plasma of

pregnant women in early, middle and late pregnancy;

4, 5,6: Electrophoretic bands of 茁-actinin plasma of pregnant women in
early, middle and late pregnancy

具有稳定性[13-15]。本实验选用 PLAC4 mRNA基因进行唐氏综

合征的研究具有重要意义。

1 资料与方法

1.1 研究对象

按照“知情同意及知情选择”原则，本实验共收集样本 78

例，来源于 2017年 11月至 2018年 6月就诊于我院的健康未

妊娠女性志愿者 5例，平均年龄（26.53± 0.79）岁；正常分娩后

24 h女性 5例，平均年龄（25.28± 1.60）岁；正常健康妊娠孕妇

60 例[早期妊娠 20 例，平均年龄（26.53± 0.79）岁，平均孕周

（11.00± 2.63）周；中期妊娠 20例，平均年龄（26.61± 1.47）岁，

平均孕周（11.00± 2.63）周；晚期妊娠 20例，平均年龄（27.33±

1.58）岁，平均孕周（38.00± 1.25）周]，妊娠中期唐氏筛查高危孕

妇 8例，平均年龄（26.36± 1.23）岁，平均孕周（17.00± 2.40）周。

入组标准：① 妊娠组：首次、单胎妊娠、自然受孕、无妊娠并发

症、无放射线、毒物、药物等接触；② 健康未妊娠组：无孕产史；

③ 产后组：正常分娩。所有研究对象均无内外科及无肿瘤相关

疾病，年龄＜35岁，体质量＜100 kg。其中将各组年龄进行单因

素方差分析，差异无统计学意义（P>0.05）。
1.2 研究方法

（1）血清学筛查：孕中期采用以 AFP+茁-HCG为母体筛查
标记物的二联的血清学筛查法。使用 Au-toDELFIA自动时光

分辨检测系统，试剂盒源于 PekinElmer公司，采用 LifeCycle统

计软件处理分析，以大于 1/270为阳性切断值[16-18]。（2）标本的

采集和处理（二步离心法）：抽取研究对象空腹、肘前静脉血

2 mL，EDTA抗凝（在获得血浆之前 4℃保存不超过 6h)。4℃下

1600× g离心 10 min，将上层淡黄色液体全部转移至一无 DNA

酶的 1.5 mL无菌 Ep管内，再在 4℃下 16000× g离心 10 min，

收集上层淡黄色液体转移至无 DNA酶的 1.5 mL无菌 Ep 管

内，-70℃保存待用。（3）血浆中总 RNA的提取（购于西安依科

生物技术有限公司的游离 RNA 血清血浆提取试剂 50 mL

（cw2281A)）：每 1 mL的血浆加入 3倍体积的游离 RNA提取

试剂，充分混匀后，室温静置 5分钟；加入 0.6 mL的氯仿，剧烈

振荡 15秒，室温放置 2分钟，4℃ 12000 rpm离心 20分钟；取

上清加入等体积的异丙醇，颠倒混匀，室温放置 30分钟，4℃

12000 rpm离心 20分钟，弃上清；加入 3 mL 75%乙醇洗涤沉

淀，4℃12,000 rpm离心 3分钟；小心吸弃上清，室温放置 3分

钟，晾干；加入 30 滋L无 RNase的水，充分溶解 RNA。-70℃保

存。并应用紫外分光光分度计对 RNA质量浓度和纯度进行检

测。（4）总 RNA的逆转录（ExScriptTM RT Reagent Kit(Perfect

Real Time) (DRR037S)）：反应体系为 20 滋L，其成分为 5×

PrimeScript Buffer ( for Real Time)4 滋L，PrimeScript RT En

zyme MixI 1 滋L，Oligo dT Primer (50 滋M) 1 滋L，Random 6 mers

(100 滋M) 1 滋L，Total RNA7 滋L，RNase Free dH2O 6 滋L；反应条
件：37℃15分钟，85℃5秒钟，-20℃保存。见表 1。（5）PLAC4

mRNA基因检测：普通 PCR扩增及琼脂糖凝胶电泳的定性检

测（主要购于西班牙 Agarose公司及西安润德生物技术有限公

司）和实时荧光定量 PCR定量检测（美国 ABI公司实时定量

PCR仪 Step one）。（6）随访唐氏筛查高危孕妇的妊娠结局。

1.3 统计学处理

应用 SPSS18.0（PASW statistics）统计软件，数据用均值±

标准差（x± SD）描述，样本间均数比较采用单因素方差分析

（并做方差齐性检验），P<0.05 为差异有统计学意义。使用
Delta-deltaCt法对各组样本 Ct值进行相对定量分析，最终结果

表示：目的基因 PLAC4 mRNA在各组样本中的含量相对于对

照组含量的倍数。计算公式如下：△ Ct= Ct（目的基因 PLAC4

mRNA）一 Ct（内参基因）；△ △ Ct=△ Ct（实验组）-△ Ct（对照

组）；2-△ △ Ct=各组目的基因相对于对照组目的基因含量的倍数。

2 实验结果

2.1 定性结果

目的基因 PLAC4 mRNA、内参基因扩增后进行 1.5%琼脂

糖凝胶电泳，观察两基因的表达情况，结果显示 PLAC4 mRNA

基因和 茁-actin基因均可以在血浆中得以表达，且两基因分别

与其设计的碱基长度对相符合，说明扩增结果真实可靠。如图

1所示。
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图 3 茁-actin的熔解曲线
Fig. 3 Melting Curve of 茁-actin

表 2不同妊娠组基因表达情况

Table 2 Gene expression in different pregnancy groups

Indexes Early pregnancy Medium-term pregnancy Late pregnancy
Down syndrome screening

high-risk

Average △ Ct 8.24± 0.70 7.25± 0.55 6.34± 0.70 5.57± 1.18

△ △ Ct 0.00± 0.70 -0.99± 0.55 -1.90± 0.70 -2.67± 1.18

2-△ △ Ct 1.99 3.73 6.36

2.2 定量结果质量评估

目的基因 PLAC4 mRNA 的熔解曲线和内参基因 茁-actin
的熔解曲线如图 2、图 3所示，两者的熔解曲线均为单一峰，无

其他杂峰，说明 PLAC4 mRNA基因及 茁-actin基因扩增的特异
性良好，定量准确。

2.3 定量结果

健康女性及正常分娩产后 24 小时女性均未检出

PLAC4mRNA 基因，正常健康妊娠孕妇 56 例检出了

PLAC4mRNA基因，早、中、晚期的检出率分别为 90%（18/20）、

95%（19/20）、95%（19/20），唐氏筛查高危孕妇均检出了

PLAC4mRNA基因，检出率为 100%（8/8）。应用统计学软件

SPSS18.0（PASW statistics）对早期妊娠、中期妊娠、晚期妊娠、

唐氏筛查高危组 4组样本的△ Ct值做单因素方差分析显示差

异有显著性（F=22.286，P=0.000）。以早期妊娠为对照组，用
Delta-deltaCt 法相对定量计算 PLAC4 mRNA 基因在中期妊

娠、晚期妊娠、唐氏筛查高危妊娠组的含量是早期妊娠组含量

的倍数，结果显示中期妊娠是早期妊娠的 1.99 倍，晚期妊娠

是早期妊娠的 3.73倍；唐氏筛查高危是早期妊娠的 6.36倍，

见表 2。

图 2 PLAC4 mRNA的熔解曲线

Fig.2 Melting Curve of PLAC4 mRNA

2.4 随访结果

本实验收集的 8例妊娠中期唐氏筛查高危患者中，其中 6

例唐氏筛查高危、孕期超声未见明显异常的孕妇未做染色体核

型分析，追踪至分娩后，均为正常胎儿；2例唐氏筛查高危及合

并 1例产前 B超提示胎儿全身水肿的孕妇做羊水穿刺后行染

色体核型分析，结果为 21-三体综合征患儿，于孕中期引产。

3 讨论

长期以来，产前筛查技术在不断进步的同时，也存在着一

定的缺陷，这使得国内外研究者一直致力于寻找无创性产前筛

查方法进行染色体疾病的遗传性分析，为寻找确诊的无创性产

前诊断提供新的思路[19-21]。目前对于孕妇血浆中 PLAC4 mRNA

的表达水平及检测方法存在争议[22-24]。本实验选择 茁-actin基因

作为内参基因，采用实时荧光定量 RT-PCR技术对不同孕周孕

妇外周血浆中的 PLAC4 mRNA进行定量检测，健康孕龄未妊

娠女性及产后 24 小时女性外周血浆中均检测不到 PLAC4

mRNA基因，同时以早期妊娠为对照，中期妊娠组的 PLAC4

mRNA基因含量是早期妊娠的 1.99倍，晚期妊娠组的 PLAC4

mRNA基因含量是早期妊娠的 3.73倍，研究表明孕妇外周血

浆中 PLAC4 mRNA基因的检出量随妊娠的进展表现出升高趋

势，且具有妊娠特异性[25-27]。

前文提到 PLAC4 mRNA基因定位于 21q22.2，位于唐氏综

合征的关键区域[28-30]，但是 PLAC4 mRNA基因与唐氏综合征二

者之间的关系尚无定论，故本文收集了唐氏筛查高危孕妇样

本，以早期妊娠为对照，唐氏筛查高危组的 PLAC4 mRNA基因

含量是早期妊娠的 6.36 倍，表明唐氏筛查高危孕妇组中
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PLAC4 mRNA基因含量较正常孕妇组升高明显。跟踪唐氏筛

查高危孕妇的妊娠结局，回顾性的发现唐氏筛查高危的孕妇分

娩唐氏儿的这部分孕妇外周血浆中 PLAC4 mRNA的基因含量

明显高于唐氏筛查高危但妊娠结局正常者，异常高于正常健康

妊娠组，提示 PLAC4 mRNA基因与唐氏综合征疾病相关，有望

成为唐氏综合征产前诊断的分子生物学指标，本实验收集的 8

例唐氏筛查高危样本，均为孕中期采用二联筛查法而获得，因

此结果具有可靠性，后期还有望于我们大样本量的研究证实及

进一步的发现应用 PLAC4 mRNA基因无创诊断唐氏综合征的

横断面截点。

综上所述，本研究对于唐氏筛查高危孕妇外周血的标本收

集相对较少，特别是没有收集到唐氏筛查正常而超声所见唐氏

综合征临床表现的样本，所以我们期待大样本量、多方位的研

究关于 PLAC4 mRNA基因与唐氏综合征的关系，更深入的了

解 PLAC4 mRNA基因在唐氏综合征患者中的表达水平，有助

于我们发现唐氏综合征新的确诊的无创的经济产前诊断手段，

造福广大患者。
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