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双胎妊娠中无创产前检测的胎儿游离ＤＮＡ
浓度特征及检测失败原因分析
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（深圳市龙岗区妇幼保健院／汕头大学医学院龙岗妇幼临床学院中心实验室，广东深圳，
５１８１７２）

【摘要】　目的　分析双胎妊娠中无创产前筛查检测的胎儿游离ＤＮＡ浓度及检测失败原因，探讨无创产
前基因检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）在双胎妊娠中的筛查效果和临床价值。方法　选择
２０１７年１１月至２０２３年６月接受ＮＩＰＴ产前筛查的１６８５例双胎孕妇和１０９７８４例单胎孕妇作为研究对
象，对行ＮＩＰＴ检测孕妇的血浆中胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）浓度情况和检测失败原
因及双胎妊娠对三大目标染色体的筛查效果进行分析。结果　１６８５例双胎妊娠孕妇中ＮＩＰＴ检测成功
１６６９例，检测成功率为９９．０５％，检测失败１６例，检测失败率为０．９５％，ｃｆｆＤＮＡ浓度均在
０．８４％～４１．２２％，平均循环游离ＤＮＡ（ｃｆｆＤＮＡ）浓度为（１０．３０±４．７５）％。１０９７８４单胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ
检测成功１０９３３５例，检测成功率为９９．５９％，检测失败总计有４４９例，检测失败率为０．４１％，ｃｆｆＤＮＡ浓
度均在０．９４％～４９．８３％，平均ｃｆｆＤＮＡ浓度为（９．５２±３．９２）％。双胎妊娠孕妇中有１１例检测结果提示
高风险，筛查阳性率为０．６６％，其中确诊７例，阳性预测值为６３．６３％（７／１１）。结论　ＮＩＰＴ是双胎妊娠
目标染色体筛查的重要手段，但仍存在假阳性、检测失败等局限性，其检测失败率高于单胎妊娠。
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０．８４％ｔｏ４１．２２％，ｗｉｔｈａｎａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ（１０．３０±４．７５）％．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＮＩＰＴｃａｓｅｓｗｉｔｈ
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｗｏｍｅｎｗａｓ１０９７８４，ａｎｄ１０９，３３５ｏｆｔｈｅｍｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄ，ｗｉｔｈａｓｕｃｃｅｓｓ
ｒａｔｅｏｆ９９．５９％．Ｔｈｅｒｅｈａｖｅｂｅｅｎａｔｏｔａｌｏｆ４４９ｃａｓｅｓｏｆｆａｉｌｕｒｅｔｅｓｔｉｎｇ，ｗｉｔｈａｆａｉｌｕｒｅｒａｔｅｏｆ０．４１％．Ｔｈｅ
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ（９．５２±３．９２）％．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ１１ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃａｓｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｍｏｎｇｔｈｅｐｒｅｇｎａｎｔ
ｗｏｍｅｎｗｉｔｈｔｗｉｎｓ，ｗｉｔｈａｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ０．６６％，ｏｆｗｈｉｃｈ，７ｃａｓｅｓｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｒｕｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂｙｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆｔｗｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｏｕｒ
ｓｔｕｄｙｗａｓ６３．６３％（７／１１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＮＩＰＴｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｍｅａｎｓｆｏｒｔｗｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｂｕｔ
ｔｈｅｒｅａｒｅｓｔｉｌｌｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓｓｕｃｈａｓｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓ，ｔｅｓｔｆａｉｌｕｒｅ，ｅｔｃ．ＴｈｅＮＩＰＴｆａｉｌｕｒｅｒａｔｅｓｉｎｔｗｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ
ｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｓｉｎｇｌｅｔｏｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ．
【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｔｗｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ；ｃｆｆＤＮＡ；ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；ｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　随着我国全面放开了二胎政策以及辅助生殖技
术的不断发展和普及，双胎妊娠率逐年升高。既往
研究显示，双胎妊娠容易出现流产、早产、胎盘功能
不全、胎儿缺氧和染色体异常等问题［１，２］。双胎妊
娠孕妇的产前筛查和咨询极为重要，尽早发现异常
可以提供更好的医疗干预和治疗。无创产前筛查
（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）是一种通过
高通量测序分析孕妇血液中胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌ
ｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）来筛查胎儿染色体非整倍
体异常的高精确度产前筛查技术。目前在临床上被
广泛应用于单胎妊娠的１３、１８、２１染色体非整倍体
的筛查，具有很高的灵敏度和特异度（检出率可达
９８％），已成为单胎妊娠常规筛查的重要工具［３４］。
随着全基因组大规模并行测序的快速发展和广泛应
用，ＮＩＰＴ对双胎妊娠的筛查也已广泛应用于临床。
由于双胎妊娠具有不同于单胎妊娠的独特生物学和
遗传特征，ＮＩＰＴ对于双胎妊娠的筛查效果仍有待
进一步的探讨和总结［５］。本研究以在本院接受行
ＮＩＰＴ检测孕妇作为研究对象，分析ＮＩＰＴ双胎妊
娠时的检测效率，并与单胎妊娠的筛查情况作比较，
探讨ＮＩＰＴ在双胎妊娠染色体非整倍体异常筛查的
临床价值，旨在为双胎妊娠的ＮＩＰＴ筛查在临床上
的应用和遗传咨询提供更多的参考和理论依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象　选取２０１７年１１月至２０２３年６月
在深圳市龙岗区妇幼保健院行遗传咨询，选择接受
ＮＩＰＴ产前筛查的１６８５例双胎孕妇和１０９７８４例单

胎孕妇。纳入标准：超声检查显示确定为双胎妊娠
的孕妇；经过遗传咨询并签署知情同意书。排除标
准：夫妇一方已知明确染色体异常；染色体异常分娩
史；１年内接受过异体输血、移植手术、干细胞治疗
或免疫治疗者等；胎儿超声结果提示有结构异常需
行产前诊断；孕期合并恶性肿瘤；医生认为有明确影
响结果的其他情形。本研究已经通过中国人类遗传
资源采集审批（２０２３ＳＬＣＪ１４０１），并通过医院伦理审
批（ＬＧＦＹＹＸＬＬＬ２０２２０２４）。
１．２　ＮＩＰＴ检测　采用联合探针锚定聚合测序法
试剂盒（华大智造）在ＢＧＩＳＥＱ５００测序平台进行全
基因组大规模平行测序。用ＥＤＴＡ抗凝管抽外周
血５ｍｌ，经低速１５００Ｇ离心１０ｍｉｎ后，吸取血浆再
高速１５０００Ｇ离心１０ｍｉｎ后二次分离血浆，取２００ｍｌ
血浆应用磁珠吸附法提取游离ＤＮＡ并纯化，然后
进行末端修复、连接分子标签和ＰＣＲ构建文库将各
样本文库定量混合，再将混合后的文库进行单链环
化ＤＮＡ、滚环扩增，加载于芯片上，最后在
ＢＧＩＳＥＱ５００测序仪上进行联合探针锚定聚合测
序。所有ＮＩＰＴ样本的建库过程均未采用ＤＮＡ富
集技术。使用ＢＧＩＨａｌｏｓ分析系统进行数据分析，
通过序列对比获得每条染色体的有效ＤＮＡ序列条
数，计算各染色体的Ｚ值，参照标准化来判断染色
体是否异常。使用ＢＧＩＨａｌｏｓ计算ｃｆｆＤＮＡ浓度。
ｃｆｆＤＮＡ浓度低于３．５％、ＧＣ含量超过４２％、有效
数据量低于３．５Ｍ或异常染色体数量超过３个被认
为检测不合格，其中第一次采血检测因ＧＣ含量超
过４２％、有效数据量低于３．５Ｍ或异常染色体数量
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超过３个检测失败的进行重建库，再次检测不合格
进行第二次重新采血检测。第二次采血仍检测不合
格定义为最终检测失败。
１．３　统计学方法　本实验数据采用Ｒ４．３．１软件
进行统计分析，符合正态分布计量资料以狓－±狊表
示，选择两独立样本ｔ检验或ＭａｎｎＷｈｉｌｎｅｙ秩和
检验进行比较；计数资料比较采用ＰｅａｒｓｏｎＸ检验
或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。犘＜０．０５为差异有统计学
意义。ＮＩＰＴ检测结果灰区定义为目标染色体Ｚ值
在［１．９６，３）之间。

２　结果

２．１　入组孕妇特征　２０１７年１１月至２０２３年６月

在深圳市龙岗区妇幼保健院选择接受ＮＩＰＴ检测共
计１６８５例双胎妊娠孕妇和１０９７８４单胎妊娠孕妇，
１６８５例双胎妊娠孕妇年龄平均值为（３０．３９±４．７３）
岁，平均孕周（１５．８１±２．６４）周。１０９７８４单胎妊娠
孕妇年龄平均值为（２９．３９±４．５９）岁，平均孕周
（１６．７２±３．１３）周。双胎妊娠孕妇的平均年龄大于
单胎妊娠孕妇，平均孕周小于单胎妊娠孕妇，差异具
有统计学意义（犘＜０．０５）。
２．２　ＮＩＰＴ检测情况
２．２．１　检测流程　对纳入本研究的１６８５例双胎妊
娠孕妇和１０９７８４单胎妊娠孕妇行ＮＩＰＴ检测，检测
流程见图１。

图１　ＮＩＰＴ检测流程图

２．２．２　检测完成情况　１６８５例双胎妊娠孕妇行
ＮＩＰＴ检测第一次采样检测成功１６４５例（９７．６３％，
１６４５／１６８５），检测失败４０例（２．３７％，４０／１６８５），检
测失败的原因主要为ｃｆｆＤＮＡ浓度过低总计有３５例
（２．０７％，３５／１６８５）。第一次采血检测失败的４０例
双胎妊娠孕妇通知第二次重采血行ＮＩＰＴ检测仍然
检测失败１６例（０．９５％，１６／１６８５），其中因ｃｆｆＤＮＡ
浓度低失败１４例（０．８３％，１４／１６８５）。最终１６８５例
双胎妊娠孕妇中１６例未能检测成功，最终失败率
０．９５％（１６／１６８５）。１０９７８４例单胎妊娠孕妇行

ＮＩＰＴ检测第一次采样检测成功１０８５１９例（９８．８５％，
１０８５１９／１０９７８４），检测失败１２６５例（１．１５％，１２６５／
１０９７８４），检测失败的原因主要为染色体Ｚ值处于
灰区和胎儿ｃｆｆＤＮＡ浓度低，１２６５例单胎妊娠孕妇
通知第二次重采血行ＮＩＰＴ检测仍然检测失败４４９例，
其中因ｃｆｆＤＮＡ浓度低失败２６２例（０．２４％，２６２／
１０９７８４）。最终１０９７８４例单胎妊娠孕妇中４４９例未
能检测成功，最终失败率０．４１％（４４９／１０９７８４），单
胎妊娠的最终失败率低于双胎妊娠，差异具有有统
计学意义（犘＜０．０５），见表１，表２。
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２．３　双胎妊娠中的ｃｆｆＤＮＡ浓度　双胎妊娠及单
胎妊娠孕妇的外周血ｃｆｆＤＮＡ浓度整体趋势均随着
孕周的增长而升高。在相同孕周下双胎妊娠孕妇的

ｃｆｆＤＮＡ浓度个体差异性较单胎妊娠更大，且整体
ｃｆｆＤＮＡ浓度比单胎妊娠的更高（犘＜０．０５），见
图１Ａ、图１Ｂ。

表１　１６８５例双胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ检测失败情况
例数 有效数据量不足 多条染色体异常 ＧＣ含量过高 胎儿浓度不足 灰区 总计

重建库（例） １ １ ２ ０ １５ １９
重取样（例） ０ ０ ０ ３５ ５ ４０
退费（例） ０ ０ ０ １４ ２ １６
失败率（％） ０ ０ ０ ０．８３ ０．１２ ０．９５

表２　１０９７８４例单胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ检测失败情况
例数 有效数据量不足 多条染色体异常 ＧＣ含量过高 胎儿浓度不足 灰区 总计

重建库（例） １２４ ６ ６６ ０ １９６０ ２１５６
重取样（例） ４ ６ ５ ７６９ ４８１ １２６５
退费（例） １ ４ ０ ２６２ １８２ ４４９
失败率（％） ０．０００９ ０．００４ ０ ０．２４ ０．１７ ０．４１

　　本研究１６８５例双胎孕妇外周血ｃｆｆＤＮＡ浓度
在０．８４％～４１．２２％，平均ｃｆｆＤＮＡ浓度为（１０．３０±
４．７５）％。１０９７８４单胎妊娠孕妇外周血ｃｆｆＤＮＡ浓
度均在０．９４％～４９．８３％，平均ｃｆｆＤＮＡ浓度为（９．５２±
３．９２）％。单胎妊娠的孕妇外周血ｃｆｆＤＮＡ浓度分
布集中于平均值附近范围，双胎妊娠的孕妇ｃｆｆＤＮＡ浓

度分布较单胎妊娠的孕妇更加分散，见图１Ｃ。
３５例双胎妊娠孕妇第一次因ｃｆｆＤＮＡ浓度较

低（＜３．５％）导致检测失败，电话通知重取样再次行
ＮＩＰＴ检测，仍有１４例因ｃｆｆＤＮＡ浓度较低导致检
测失败，且这３５例双胎妊娠孕妇两次采样的整体
ｃｆｆＤＮＡ浓度变化不大，见图１Ｄ。

图２　ｃｆｆＤＮＡ分析结果
Ａ、Ｂ：单胎妊娠和双胎妊娠不同孕周ｃｆｆＤＮＡ浓度变化趋势图；

Ｃ：单胎妊娠和双胎妊娠ｃｆｆＤＮＡ的分布密度图；Ｄ：双胎妊娠孕妇两次采样的整体ｃｆｆＤＮＡ浓度变化图。

８２



《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０２３年第１５卷第３期 ·论著·　　

２．４　双胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ检测结果　１６６９例
ＮＩＰＴ检测成功的双胎妊娠孕妇中，共计１６５８例检
测结果提示低风险，随访至出生后三个月，未出现假
阴性。１１例检测结果提示高风险，筛查阳性率为
０．６６％（１１／１６６９），其中１例提示为１３三体高风险，
６例提示为１８三体高风险，４例提示为２１三体高风
险。对ＮＩＰＴ提示高风险的双胎妊娠孕妇进行遗传
咨询和产前诊断，染色体核型结果显示，确证１例
１３三体高风险、３例１８三体高风险、３例２１三体高
风险，阳性预测值分别为１００％、５０％和７５％。复合
阳性预测值为６３．６３％（７／１１）未发现漏检的假阴性
孕妇，阴性预测值为１００％。

３　讨论

本研究基于大样本量ＮＩＰＴ结果，对１６８５例双
胎妊娠及１０９７８４例单胎妊娠中的胎儿游离ＤＮＡ
浓度和检测失败原因进行了分析，并进一步探讨了
双胎妊娠对三大目标染色体的筛查效果。在本研究
基于的研究对象为全妊娠人群，即不具有ＮＩＰＴ技
术不适用情形的孕妇均被纳入筛查范围。在此基础
上获得的人群数据具有更广泛的代表性。
ｃｆｆＤＮＡ浓度是ＮＩＰＴ的重要质控参数［６］，通常

通过男胎Ｙ染色体比例或利用深度学习算法对母
胎游离ＤＮＡ来源分布差异进行建模并预测，如
ＳｅｑＦＦ等［７］。ｃｆｆＤＮＡ浓度对于ＮＩＰＴ的准确性有
至关重要的意义。国内外大量研究表明ｃｆｆＤＮＡ浓
度高于３．５％～４％时，ＮＩＰＴ分析结果才具有意
义［８，９］。本研究使用的ＢＧＩｓｅｑ５００平台采用３．５％
作为ｃｆｆＤＮＡ浓度的质控阈值。影响ｃｆｆＤＮＡ浓度
的因素较复杂，包括孕周、母体因素、胎儿因素、胎盘
因素等［１０］。本研究中的双胎妊娠ｃｆｆＤＮＡ浓度呈
现三个特点：①ｃｆｆＤＮＡ浓度总体较单胎妊娠高；②
分布较宽；③个体差异较单胎妊娠更大。单双胎妊
娠的ｃｆｆＤＮＡ浓度在２０周左右开始均随孕周增加
而明显上升，其中双胎妊娠上升的更早。由于胎儿
游离ＤＮＡ主要来自胎盘滋养层细胞［１１］，胎盘的发
育情况和胎盘面积往往与ｃｆｆＤＮＡ浓度相关，因此
双胎妊娠可具有较高的ｃｆｆＤＮＡ浓度。但双胎妊娠
中胎盘面积受绒毛膜性的影响，并可能存在胎盘融

合、发育不均等现象，因此双胎妊娠的ｃｆｆＤＮＡ浓度
分布较宽［１２］。ＹａｎｇＺｈｏｕ等报道发现孕妇外周血
ｃｆｆＤＮＡ浓度会随孕周增加而升高，但增长速度不
一致，从孕１０周到孕２１周，ｃｆｆＤＮＡ浓度每周升高
０．１％，孕２１周之后每周升高１％［１３］。本研究进一
步发现，双胎妊娠ｃｆｆＤＮＡ浓度在１８周左右即开始
明显增高，而单胎妊娠则约在２２周开始上升，较双
胎妊娠更晚。

ＮＩＰＴ在双胎妊娠中的检测失败总体较单胎妊
娠高，标本ｃｆｆＤＮＡ浓度不足是检测失败的主要原
因。由于ｃｆｆＤＮＡ浓度在双胎妊娠中具有较大分布
宽度，因此双胎妊娠更易发生ｃｆｆＤＮＡ浓度过低。
本研究发现相较于单胎妊娠，双胎妊娠因ｃｆｆＤＮＡ
低而导致检测失败的比例要明显更高。这也是双胎
妊娠在临床应用中作为慎用指征的原因之一。
Ｙａｒｏｎ等的研究显示，ＮＩＰＴ的检测失败率大约为
０．１２％～８．０９％［１４］。ＰａｌｏｍａｋｉＧＥ等的一项研究结
果显示当孕妇外周血的ｃｆｆＤＮＡ浓度＜４％时，将会
极大的影响ＮＩＰＴ的检测，较低的ｃｆｆＤＮＡ浓度会
加剧ｃｆｆＤＮＡ受到母体ＤＮＡ的影响，使得在ＮＩＰＴ
测序过程中无法准确识别到ｃｆｆＤＮＡ，导致检测失
败［１５］。本研究中４０例双胎妊娠孕妇在知情同意的
情况下进行第二次采血重新行ＮＩＰＴ检测，仍有１４
例因ｃｆｆＤＮＡ浓度较低而检测失败，成功率与
ＫｉｎｎｉｎｇｓＳＬ等研究接近［１６］。同时值得注意的是，
双胎妊娠较单胎妊娠少发生检测灰区，这一原因尚
不完全明确，可能与检测平台所用得到生物信息学
算法针对双胎进行了优化所致。除此之外，有效数
据量不足和ＧＣ含量过高也是导致检测失败的原
因，主要可能与实验操作有关，通过复查可避免。多
染色体异常导致检测失败原因尚不明确，可能于孕
妇本人存在体细胞嵌合等因素有关［１７］。

本研究通过随访双胎妊娠产前诊断结果发现，
双胎妊娠同样具有的较高的阳性预测与阴性预测
值，有良好的临床应用价值。但由于阳性样本量较
少，暂无法与单胎妊娠比较。由于双胎妊娠的胎儿
游离ＤＮＡ浓度具有上述特点，且检测失败率较高，
临床应用时是需向受检者明确这些局限性和可能存
在的假阳性、假阴性风险。本研究还存在一些局限
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性，例如未探讨双胎妊娠中不同绒毛膜性对胎儿游
离ＤＮＡ及检测失败率的影响，未对假阳性的发生
原因进行验证，可在后续研究中进一步完善。

综上，ＮＩＰＴ在双胎妊娠中具有较好的临床应
用价值，但更易存在因胎儿游离ＤＮＡ浓度不足导
致检测失败的情形，在临床应用中需向受检者完善
知情同意，阐明ＮＩＰＴ在双胎妊娠检测中的局限性。
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