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孕妇外周血无创基因检测在产前诊断中的应用

纪　利　马　莉　许海燕　曹亚莉　王　娜　韩英杰△

（济宁医学院附属济宁市第一人民医院，济宁 ２７２０１１）

　　摘　要　目的　通过评估孕妇外周血无创基因检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）的检测结果阳性预测
值，评价ＮＩＰＴ在产前诊断应用中的利弊。方法　选自２０１６年１月－２０１９年１２月在济宁医学院附属济宁市第一
人民医院行ＮＩＰＴ孕妇资料进行回顾性分析，对 ＮＩＰＴ高风险结果经羊水穿刺进一步验证，并对所有行 ＮＩＰＴ孕
妇进行随访。结果　孕妇外周血ＮＩＰＴ结果提示 ２１三体阳性预测值为 ７３．７％（２８／３８），１８三体阳性预测值为
５８．３％（７／１２），１３三体阳性预测值为２０．０％（１／５），性染色体阳性预测值为３０．４％（１７／５６）。结论　ＮＩＰＴ对２１
三体阳性预测值最高，其次１８三体，１３三体最低。对于ＮＩＰＴ筛查高风险孕妇和高龄孕妇仍建议侵入性产前诊
断进一步确诊。
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　　无创产前基因检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓ
ｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）是通过采集孕妇外周血（５ｍｌ），提取游
离ＤＮＡ，采用新一代高通量测序技术，结合生物信
息分析，得出胎儿患染色体非整倍性疾病（２１三体
又称唐氏综合征，１８三体，１３三体）风险率的技
术。此技术最早是１９９７年香港中文大学卢煜明教

授在怀有男性胎儿的孕妇外周血中扩增到了 Ｙ染
色体的片段，正常女性体内不含有 Ｙ染色体，从而
证明了孕妇外周血中存在胎儿游离 ＤＮＡ，开启了
探索 ＮＩＰＴ新技术的思路［１］。ＮＩＰＴ技术以安全、
简单、实用等特点在临床得到广泛应用。ＮＩＰＴ临
床应用指征和阳性预测值评价尚不完善。本文通

过本中心的研究数据，对 ＮＩＰＴ阳性预测值和假阳
性等进行比较分析，从而探讨 ＮＩＰＴ在胎儿染色体
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非整倍体的诊断中应用价值，为该技术在产前诊断

中的合理应用提供良好的临床依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料
本中心收集 ２０１６年 １月－２０１９年 １２月在济

宁市第一人民医院行ＮＩＰＴ孕妇共８８２８例，其中高
龄孕妇选择ＮＩＰＴ４２００例，血清学筛查高风险６４３
例，血清学筛查临界风险２２００例，超声软指标异常
３３８例，双胎／ＩＶＦＥＴ６３４例，错过唐筛选择 ＮＩＰＴ
替代１０８例，拒绝唐筛要求 ＮＩＰＴ６１０例，其他 ９５
例。见表１。本研究获本院伦理委员会批准。

表１　２０１６－２０１９年孕妇行ＮＩＰＴ的临床因素分析（ｎ）

项目 ２０１６年 ２０１７年 ２０１８年 ２０１９年 合计

高龄（≥３５岁） １０８２ １１５０ ９７０ ９９８ ４２００

血清学筛查高风险 １８２ １９７ １２８ １３６ ６４３

血清学筛查临界风险 ５８４ ６０６ ４９０ ５２０ ２２００

超声软指标异常 １９ ５８ １１０ １５１ ３３８

双胎／ＩＶＦＥＴ １１１ １１７ １８７ ２１９ ６３４

错过唐筛选择ＮＩＰＴ替代 ０ １５ ３１ ６２ １０８

拒绝唐筛要求 ７１ ８２ １７０ ２８７ ６１０

其他 ０ ８ ３８ ４９ ９５

合计 ２０４９ ２２３３ ２１２４ ２４２２ ８８２８

１．２　方法
１．２．１　试剂和仪器　无创 ＤＮＡ的试剂盒采用贝
瑞和康试剂盒，采用贝瑞和康 ＮｅｘｔＳｅｐＣＮ５００测序
平台。羊水穿刺采用 Ｔｈｅｒｍｏ培养箱，芯片采用
ＨｕｍａｎＣｙｔｏＳＮＰ１２芯片。羊水培养基采用白云山
细胞培养基。

１．２．２　ＮＩＰＴ检测　抽取孕妇外周血５ｍｌ用ＥＤＴＡ
抗凝，提取血浆游离 ＤＮＡ，采用 ＮｅｘｔＳｅｐＣＮ５００高
通量测序仪检测，结果进行高通量分析，并通过生

物信息学分析计算 Ｚ值，正常值为 Ｚ值介于３～３
之间，当Ｚ值＞３，三体高风险，当 Ｚ值＜３，单体高

风险。ＮＩＰＴ高风险孕妇行羊水穿刺验证结果，判
断有无假阳性。ＮＩＰＴ低风险孕妇进行产前、产后
电话追踪随访，判断有无假阴性。

１）核型染色体制备。受检者妊娠孕周均在１８
～３２周，Ｂ超定位经腹部羊水穿刺取样，每次取羊
水量２０～３０ｍｌ，将新鲜羊水移入 ２０ｍｌ离心管，室
温，１７００～１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸去上清液，留约
０．５ｍｌ，分别接种于两个培养瓶中，采用 Ｇ显带法，
进行羊水细胞染色体核型分析。

２）基因芯片技术。采集羊水１０ｍｌ并提取 ｇＤ
ＮＡ（ＱＩＡＧＥＮ）。扩增产物ＤＮＡ取４μｌ进行第２轮
扩增，两轮扩增后的产物继续按照说明书（Ｉｎｆｉｎｉｕｍ
＠ＨＤＡｓｓａｙＳｕｐｅｒ，ＭａｎｕａｌＰｒｏｔｏｃ０１）操作，经过一
系列的酶终止，变性后与 ＨｕｍａｎＣｙｔｏＳＮＰ１２芯片
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）杂交，再经过染色、信号放大后进
行芯片扫描，用Ｋａｒｙｏｓｔｕｄｉｏ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．４．３Ｉｌｌｕｍｉｎａ）
软件进行数据分析。

１．３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行统计分析，计数

资料用ｎ表示。ＮＩＰＴ高风险结果与羊水穿刺结果
进行比对，统计阳性和假阳性例数。

２　结果

２．１　２０１６－２０１９年 ＮＩＰＴ高风险结果与羊水穿刺
结果分析

２０１６－２０１９年ＮＩＰＴ高风险１２３例，其中２１三
体高风险３８例、１８三体高风险１２例、１３三体高风
险５例、性染色体高风险和其他染色体高风险 ５６
例和１２例。通过羊水穿刺介入性产前诊断确诊
２１三体２８例，假阳性例数 １０例；１８三体 ７例，假
阳性例数５例；１３三体 １例，假阳性例数 １例；性
染色体异常１７例，假阳性例数３９例；其他染色体
异常 ４例，假阳性例数 ８例。阳性预测值分别为
７３．７％、５８．３％、２０．０％、３０．４％、３３．３％。见表２、３。

表２　２０１６－２０１９年ＮＩＰＴ高风险例数、羊水穿刺确诊例数以及阳性预测值分析（ｎ）
２０１６年 ２０１７年 ２０１８年 ２０１９年 总数

高风险 确诊 高风险 确诊 高风险 确诊 高风险 确诊 高风险 确诊
阳性预测值／％

２１三体 ５ ４ １２ １０ ９ ８ １２ ６ ３８ ２８ ７３．７
１８三体 ５ ３ ２ １ ０ ０ ５ ３ １２ ７ ５８．３
１３三体 １ ０ ０ ０ ３ １ １ ０ ５ １ ２０．０
性染色体 １３ ３ ９ ２ １５ ３ １９ ９ ５６ １７ ３０．４
其他 １ １ ０ ０ ３ １ ８ ２ １２ ４ ３３．３
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表３　ＮＩＰＴ高风险结果和羊水穿刺确诊结果分析

ＮＩＰＴ结果
２１三体 １８三体 １３三体 性染色体高风险 其他

确诊 未患 确诊 未患 确诊 未患 确诊 未患 确诊 未患

高风险 ２８ １０ ７ ５ １ ４ １７ ３９ ４ ８

２．３　随访结果
所有ＮＩＰＴ孕妇进行电话随访。ＮＩＰＴ高风险

孕妇１２３例，行羊水穿刺 １０４例，确诊染色体异常
５７例，其中引产 ５５例，１例胎儿性染色体 ４７
（ＸＹＹ），羊水穿刺确诊后，要求继续妊娠，分娩后
随访新生儿出生后６个月未发现异常；１例胎儿性
染色体４７（ＸＸＹ），羊水穿刺确诊后，要求继续妊
娠，分娩后随访新生儿出生后６个月未发现异常。
未行羊水穿刺１９例，４例２１三体高风险胎儿超声
异常引产；２例１８三体高风险，超声胎儿多发畸形
引产；１例１３三体高风险，超声 ＮＴ４．０ｍｍ引产；４
例性染色体高风险拒绝羊水穿刺分娩后随访新生

儿正常；有８例失访病历。ＮＩＰＴ低风险孕妇行电
话随访未发现新生儿发育异常。

３　讨论

我国出生缺陷发生率高达５．６％［２］，国家推行
出生缺陷三级预防策略中，产前诊断是降低出生缺

陷率重要的二级预防。侵入性产前诊断可导致流

产、胎膜早破、感染等并发症，传统的产前诊断技术

如羊水穿刺等，约 ０．５％～０．８６％胎儿丢失率［３］。

因此外周血 ＮＩＰＴ以无创性和相对较高的准确性
在临床上获得了较广泛的应用。

在ＮＩＰＴ检测技术的临床评价中，包含两方
面：一是 ＮＩＰＴ选择的临床应用指征，是否适用；
二、ＮＩＰＴ的阳性预测值、假阳性和假阴性结果的比
较。通过对ＮＩＰＴ的临床应用指征统计数据分析，
临床中选择做 ＮＩＰＴ的孕妇以高龄孕妇为主
（４２００／８８２８）。国家卫计委发布的《高通量基因测
序产前筛查与诊断技术规范（试行）》，指出高龄

（≥３５岁）为ＮＩＰＴ的慎用人群。高龄孕妇选择做
ＮＩＰＴ的比例最高，一方面是我国国情所致，２０１６
年二胎政策放开后大量的高龄孕产妇的出现［４］，

使得高龄孕妇占妊娠总数的比例明显增高。另一

方面，高龄孕妇对侵入性产前诊断流产、感染等风

险接受较差。一项大型病例队列研究发现≥３５岁
孕产妇在人群中的自然流产率≥２５％［５］。从既往
地统计学数据显示，高龄孕妇引起胎儿染色体疾病

的比例显著增加。以最常见的唐氏综合征为例，发

生率约为妊娠的 １／５００与出生儿的 １／（８００～
１０００），而在３５岁以上的高龄孕妇，唐氏综合征的
发生率增加至 １／（２００～２７０）［５］，所以在临床咨询
中一定要注意 ＮＩＰＴ和侵入性产前诊断的指征选
择，尤其是高龄孕妇。对于 ２１、１８和 １３三体综合
征产前筛查来说，ＮＩＰＴ是目前最敏感的检测技术
手段［６］。但是我们也要有一个明确的认识，ＮＩＰＴ
只能算一个深度筛查技术，并不是传统意义上诊断

的“金标准”，故ＮＩＰＴ的慎用人群首选侵入性产前
诊断，且ＮＩＰＴ高风险人群需要进一步侵入性产前
诊断如羊水穿刺进行确诊［２］。

通过表２、表 ３的统计数据可以对 ＮＩＰＴ高风
险阳性预测值、假阳性结果进行评价。２０１６２０１９
年ＮＩＰＴ共发现非整倍体及其他染色体高风险病
例１２３例，其中２１三体３８例，１８三体１２例，１３三
体５例，性染色体 ５６例，２１三体的阳性预测值为
７３．７％（２８／３８），１８三体的阳性预测值为 ５８．３％
（７／１２），１３三体的阳性预测值为２０．０％（１／５），性
染色体的阳性预测值为３０．４％（１７／５６），其中以２１
三体的阳性预测值最高，１３三体的阳性预测值最
低，检测技术中每个染色体异常均存在假阳性例

数。根据文献报道，ＮＩＰＴ对于２１三体的检出率为
９４．４％～１００％，平均 ９９．７％［７］，本文 ２１三体阳性
预测值为７３．７％，数值偏低可能由于部分高风险
孕妇，因为超声异常直接选择了引产术，而未行羊

水穿刺进一步确诊。１３三体阳性预测值最低，有
研究表明可能是由于１３号染色体的鸟嘌呤脱氧核
糖核苷酸和胞嘧啶脱氧核糖核苷酸含量较低，导致

测序时出现误差，或由于１３三体孕妇的胎盘较小，
释放入母血的游离胎儿 ＤＮＡ数量相对减少造成
的［８］。对于 ＮＩＰＴ低风险病人，虽然没有羊水穿刺
进一步确诊，但是我院通过分娩后随访未发现假阴

性结果。

综上所述，孕妇外周血无创产前基因检测技术

虽然无创，但是也存在假阳性及假阴性结果［９－１０］，

所以ＮＩＰＴ高风险孕妇需要进行侵入性产前诊断。
ＮＩＰＴ低风险，仅仅说明胎儿罹患２１、１８、１３三体综
合征的风险较低，并不能说明其他染色体异常的风

险也较低，同时也不除外出现假阴性结果的可能

·５２３·
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性。对于 ＮＩＰＴ低风险孕妇，一定要建议定期产
检，严格进行排畸超声检查。ＮＩＰＴ技术对２１三体
综合征具有较高的准确率，又因无创操作，故单纯

高龄孕妇选择较多。ＮＩＰＴ可作为筛查手段，而对
于高风险孕妇，需要临床咨询人员明确告知 ＮＩＰＴ
的利弊，仍然建议首选羊水穿刺等侵入性产前诊断

技术［１１１２］。

当然，随着检测技术进一步的提高，我们期待

ＮＩＰＴ技术更好的发展，有更宽的检测范围和更高
的准确率，以降低侵入性产前诊断技术带来的风

险。
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