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高通量测序技术在低龄孕妇胎儿染色体非整倍体

疾病无创产前检测中的应用研究
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【摘要】　目的　探讨传统血清学筛查、超声筛查及 ＨＴＳ检测应用于染色体非整倍体产前检测的检测效

率，评价 ＨＴＳ及联合筛查对胎儿染色体非整倍体疾病检测的灵敏度和特异度及临床可行性。方法　收

集２０１３年１月１日至２０１３年１２月３１日进行 ＨＴＳ检测的低龄孕妇资料１６１２例。本研究以核型分析

为金标准，血清学筛查高风险、超声筛查异常或 ＨＴＳ检测阳性者在知情同意基础上进行核型分析。其

余病例随访至胎儿出生后。结果　血清学筛查、超声筛查、ＨＴＳ对低龄孕妇胎儿染色体非整倍体疾病

检测的灵敏度分别为６５％（１３／２０）、２４％（６／２５）、９２％（２３／２５），特异度分别为４２．５２％（６０８／１４３０）、

９１．５０％（１４４２／１５７６）、９９．５６％（１５６９／１５７６），阳性预测值分别为１．５６％（１３／８３５）、４．２９％（６／１４０）、

７６．６７％（２３／３０）。超声联合血清学筛查、超声联合 ＨＴＳ的检测灵敏度分别为６８％（１７／２５）、９６％（２４／

２５），特异度分别为４０．５５％（６４７／１５７６）、９１．２４％（１４３８／１５７６），阳性预测值分别为１．７８％（１７／９５４）、

１４．８１％（２４／１６２）。结论　ＨＴＳ检测Ｔ２１、Ｔ１８的灵敏度高、假阳性率低，而且 ＨＴＳ可以检测１３、Ｘ、Ｙ

染色体非整倍体等目前血清学筛查无法检测的染色体疾病，因此 ＨＴＳ检测应用于胎儿染色体非整倍体

的产前筛查具有临床可行性；与血清学筛查、超声筛查相比，ＨＴＳ检测效率较高，且无孕周限制，可避免

因较高假阳性而造成的不必要的侵入性产前诊断；相比于超声联合血清学筛查，超声联合 ＨＴＳ具有更

高的灵敏度、更低的假阳性率，可以缓解产前诊断工作的压力。
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　　染色体异常是导致新生儿出生缺陷的主要原因

之一，目前国内外对该类疾病均无有效的治疗方法，

给患儿家庭及社会带来沉重的精神和经济负担。因

此在孕期及时诊断出胎儿染色体异常、适时终止妊

娠是降低出生缺陷的重要手段。产前筛查存在的假

阳性、产前诊断方法的创伤性是目前我国染色体疾

病产前诊断存在的关键问题。高通量测序技术

（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＨＴＳ）为当前的产前

筛查产前诊断模式提供了新的选择。但是目前为

止，关于常规血清学筛查和 ＨＴＳ产前检测的比较

却有许多争议。虽然国内外指南均已推荐 ＨＴＳ用

于高危人群的初筛，但仍需要对更多人群，尤其是普

通人群的检测能力进行评价，以明确此方法对非整

倍体低危人群的检测能力。为此，本课题对１６１２例

进行 ＨＴＳ检测的低龄单胎样本进行回顾性研究，

探讨传统血清学筛查、超声筛查及 ＨＴＳ检测应用

于染色体非整倍体产前检测的检测效率，评价 ＨＴＳ

及联合筛查对胎儿染色体非整倍体疾病检测的灵敏

度和特异度及临床可行性。

１　资料与方法

１．１　临床资料　按照“知情同意及知情选择”原则，

本实验收集２０１３年１月１日至２０１３年１２月３１日

进行ＨＴＳ检测的低龄孕妇资料１６１２例。入选条

件为：①预产期年龄＜３５岁；②孕１１周以上单胎孕

妇；③自然受孕；④孕妇体重＜１００ｋｇ；⑤孕妇知情

同意，并签署知情同意书。排除标准为：①孕妇为染

色体疾病患者；②孕妇近期接受过异体输血、移植手

术、干细胞治疗等。本研究在研究前已取得医院伦

理委员会认可。

１．２　实验方法

１．２．１　超声筛查　①孕早期超声筛查在妊娠１１～

１３＋６周进行，常规测量胎儿顶臀径以估算孕周，主要

检查有无颈项透明带（ＮＴ）增厚、鼻骨缺失、三尖瓣

反流、静脉导管ａ波倒置等；②孕中期超声筛查，在

妊娠２２～２４周进行，测量双顶径、头围、腹围、股骨

长、肱骨长、侧脑室宽度等，并按顺序检查胎儿头颅、

颜面、胸部、心脏、腹部、脊柱、四肢、胎盘等，筛查胎

儿解剖结构的异常。当超声筛查出现一个或多个软

指标异常时，判定为高风险。

１．２．２　血清学筛查　本研究采用血清学二联筛查，

母血清筛查标记物为 ＡＦＰ和βｈＣＧ，仪器使用Ａｕ

ｔｏＤＥＬＦＩＡ自动时间分辨荧光免疫检测系统，时间

分辨免疫荧光试剂盒来自ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，应用

ＬｉｆｅＣｙｃｌｅ统计软件处理分析。采样方法：空腹采集

肘静脉血 ２～３ｍｌ于 ２０℃ 静置 ３０ 分钟，离心

（２０００ｒ／ｍｉｎ）１０分钟，取上层血清保存于４℃冰箱，１

周内检测，剩余血清置－２０℃保存以备复测。２１三

体≥１／２７０、１８三体≥１／３５０判定为高风险。

１．２．３　高通量测序技术　妊娠１２周以上的孕妇抽

取１０ｍｌ外周血至ＢＣＴＴＭ管，７２小时内送至北京贝

瑞和康生物技术有限公司。然后分离血浆、抽提
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ＤＮＡ、制备测序文库。将制作好的文库质控后，Ｉｌ

ｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００进行３６ｂｐ单端测序。将每个样

本测序所得的序列与人类参考基因组进行比对，统

计每条染色体上的唯一比对序列（ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ）数

和ＧＣ含量。对于每个样本的每条染色体，我们计

算ＧＣ矫正过的 ＮＣＲｇｃ值，并根据所得的 ＮＣＲｇｃ

值计算 Ｚｓｃｏｒｅ值。Ｚｓｃｏｒｅ值的正常参考值为

－３．０～３．０。

１．２．４　羊水穿刺　孕妇在签完知情同意书后，在超

声引导下行羊膜腔穿剌术抽取２０ｍｌ羊水，２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０分钟，去上清后每管沉淀中加入４ｍｌ羊水细

胞培养基，吸管轻轻混匀，将细胞悬液移至无菌培养

瓶中，放入ＣＯ２ 培养箱，５％ ＣＯ２、３７°Ｃ培养；待瓶

中已有３个以上的克隆形成，每个克隆有较多的球

形透亮细胞，即可收获。染色体Ｇ显带核型分析参

照（ＩＳＣＮ２００５）标准进行。核型分析确诊者建议其

尽早终止妊娠；阴性者随访至婴儿出生后。

１．３　统计学分析　本研究所有数据均使用 Ｍｉ

ｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００７录入，采用ＳＰＳＳ２３．０软

件进行统计分析，计量资料用平均数±标准差表示，

并用方差分析检验，计数资料用χ
２ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　基本资料　本研究共收集１６１２例低龄单胎样

本，其中３例未有妊娠结局随访结果，８例未通过测

序前的质控，因此有效样本数为１６０１例。受检孕妇

的年龄跨度为１７～３４岁，平均年龄为（２８．２８±３．２４）

岁；采样孕周的范围为１１～３４
＋３周，平均采样孕周

为（１８．８０±３．１８）周。

２．２　血清学、超声、ＨＴＳ及核型分析结果统计

２．２．１　血清学、超声及ＨＴＳ检测效力　１６０１例低

龄孕妇样本中经统计有１４５０例于孕中期行血清学

二联筛查，筛查高危者８３５例。其中，Ｔ２１高危者

７８６例，Ｔ１８高危者５２例（其中有３例样本筛查结

果为Ｔ２１、Ｔ１８均高风险）。筛查高危者中有１３例

经核型分析确诊为染色体非整倍体，其中１２例

Ｔ２１、１例Ｔ１８。１６０１例超声筛查样本中提示异常

者有１４０例，６例经核型分析确诊为染色体非整倍

体，其中２例 Ｔ２１，２例 Ｔ１８，１例４５，Ｘ，１例４７，

ＸＹＹ。ＨＴＳ结果异常者共计３０例，其中１２例Ｔ２１

（２例为Ｔ２１嵌合），４例Ｔ１８（１例为Ｔ１８嵌合），１

例Ｔ１３，８例４５，Ｘ，１例４７，ＸＸＸ，２例４７，ＸＸＹ，２例

４７，ＸＹＹ，检测阳性率为１．８７％（３０／１６０１）。

我们共计对５８例 ＨＴＳ异常及主动要求产前

诊断者进行了侵入性产前诊断，有９例与核型分析

结果不一致：①编号１２Ｘ５０８６９，ＨＴＳ结果为正常，

核型分析结果为Ｔ２１；②编号１３Ｘ９３６０５，ＨＴＳ结果

为正常，核型分析结果为 Ｔ２１；③编号１２Ｘ１８５８６，

ＨＴＳ结果为 ＣｈｒＸ，核型分析结果正常；④编号

１２Ｘ４３０６６，ＨＴＳ结果为ＣｈｒＸ，核型分析结果正常；

⑤编号１３Ｃ２８６４３，ＨＴＳ结果为ＣｈｒＸ＋，核型分析

结果正常；⑥编号１３Ｃ４０６５３，ＨＴＳ结果为ＣｈｒＸ，

核型分析结果正常；⑦编号１３Ｘ１６７２８，ＨＴＳ结果为

４７，ＸＹＹ，核型分析结果正常；⑧编号１３Ｘ４３５０７，

ＨＴＳ结果为 Ｔ２１，核型分析结果正常；⑨ 编号

１３Ｘ４３５３９，ＨＴＳ结果为 Ｔ１３，核型分析结果正常。

２５例核型分析异常的孕妇最终选择了终止妊娠，其

余病例随访至出生后，新生儿未发现与染色体非整

倍体疾病相关的外观特征。

我们以核型分析为金标准，比较血清学筛查、超

声筛查和 ＨＴＳ在检测染色体非整倍体方面的效

力，见表１。本研究中，血清学筛查对低龄孕妇胎儿

染色体非整倍体疾病的检测灵敏度为６５％（１３／

２０），特异度为４２．５２％（６０８／１４３０），阳性预测值为

１．５６％（１３／８３５）。２５例核型分析异常者，６例被超

声筛查检出，１９例被超声筛查漏掉，超声筛查检测

胎儿染色体非整倍体疾病的灵敏度为２４％（６／２５），

特异度为９１．５０％（１４４２／１５７６），阳性预测值为

４．２９％（６／１４０）。核型分析确诊的２５例染色体非整

倍体样本中，２３例被 ＨＴＳ检出，２例被 ＨＴＳ漏掉，

ＨＴＳ对胎儿染色体非整倍体疾病的检测灵敏度为

９２％（２３／２５），特异度为９９．５６％（１５６９／１５７６），阳性

预测值为７６．６７％（２３／３０）。ＨＴＳ对各条染色体检

测的灵敏度和特异度在表２列出。

７
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表１　血清学、超声及 ＨＴＳ对低龄孕妇胎儿染色体非整倍体的检测效力
血清学筛查

＋ －

超声筛查

＋ －

ＨＴＳ

＋ －

核型分析＋（例） １３ ７ ６ １９ ２３ ２

核型分析－（例） ８２２ ６０８ １３４ １４４２ ７ １５６９

总计 ８３５ ６１５ １４０ １４６１ ３０ １５７１

检出率 ５７．５９％ ８．７４％ １．８７％

灵敏度 ６５．００％ ２４．００％ ９２．００％

特异度 ４２．５２％ ９１．５０％ ９９．５６％

假阳性率 ５７．４８％ ８．５０％ ０．４４％

假阴性率 ３５．００％ ７６．００％ ８．００％

阳性预测值 １．５６％ ４．２９％ ７６．６７％

　　注：＋：阴性；－：阳性

表２　ＨＴＳ对各条染色体的检测效力

Ｔ１３

＋ －

Ｔ１８

＋ －

Ｔ２１

＋ －

４５，Ｘ

＋ －

４７，ＸＸＸ

＋ －

４７，ＸＹＹ

＋ －

４７，ＸＸＹ

＋ －

核型分析＋（例） ０ ０ ４ ０ １１ ２ ５ ０ ０ ０ ２ ０ １ ０

核型分析－（例） １ １６００ ０ １５９７ １ １５８７ ３ １５９３ １ １６００ ０ １５９９ １ １５９９

总计 １ １６００ ４ １５９７ １２ １５８９ ８ １５９３ １ １６００ ２ １５９９ ２ １５９９

灵敏度 ０ １００％ ８４．６２％ １００％ ０ １００％ １００％

特异度 ９９．９４％ １００％ ９９．９４％ ９９．８１％ ９９．９４％ １００％ ９９．９４％

假阳性率 ０．０６％ ０ ０．０６％ ０．１９％ ０．０６％ ０ ０．０６％

假阴性率 ０ ０ １５．３８％ ０ ０ ０ ０

阳性预测值 ０ １００％ ９１．６７％ ６２．５０％ ０ １００％ ５０．００％

　　注：＋：阴性；－：阳性

２．２．２　联合筛查的检测效力　为了避免出生缺陷

患儿的出生，提高产前筛查效力，我们进一步评价了

超声联合血清学筛查及超声联合 ＨＴＳ对低龄孕妇

胎儿染色体非整倍体疾病的检测效力。核型分析确

诊的２５例染色体非整倍体样本中，超声联合血清学

筛查检出１７例，漏诊８例；超声联合 ＨＴＳ检出２４

例，１例Ｔ２１被漏诊。因此超声联合血清学筛查对

胎儿染色体非整倍体疾病检测的灵敏度为６８％

（１７／２５），特异度为４０．５５％（６４７／１５７６），阳性预测

值为１．７８％（１７／９５４）；超声联合 ＨＴＳ检测胎儿染

色体非整倍体疾病的灵敏度为９６％（２４／２５），特异

度为９１．２４％（１４３８／１５７６），阳性预测值为１４．８１％

（２４／１６２）（表３）。

表３　联合筛查对低龄孕妇胎儿染色体非整倍体的检测效力
超声联合血清学筛查

＋ －

超声联合 ＨＴＳ

＋ －

核型分析＋（例） １７ ８ ２４ １

核型分析－（例） ９３７ ６３９ １３８ １４３８

总计 ９５４ ６４７ １６２ １４３９

检出率 ５９．５９％１０．１２％

灵敏度 ６８．００％９６．００％

特异度 ４０．５５％９１．２４％

假阳性率 ５９．４５％８．７６％

假阴性率 ３２．００％４．００％

阳性预测值 １．７８％１４．８１％

　　注：＋：阴性；－：阳性

３　讨论

血清学筛查因其有效、简便、无创且安全、经济，

一直作为唐氏综合征产前筛查的主要方法。本研究

结果显示，血清学筛查对低龄孕妇胎儿染色体非整

倍体检测的阳性预测值为１．５６％，可能受到统计基

数及地域的限制，本次统计结果不能以点概面，但近

几年其他文献报道的数据显示［１，２］，唐氏综合征血

清学初筛的阳性预测值皆为１％左右，可见孕中期

血清学二联筛查的阳性结果可信度较低。单纯将血

清学筛查高风险作为侵入性产前诊断的指征，势必

会造成大量的不必要的有创产前检查，为后续侵入

性产前诊断带来了较大的临床压力和实验室压力。

超声筛查也是染色体非整倍体产前筛查的重要

一部分。超声筛查安全、直观，产前超声４级针对性

筛查提供了检出染色体非整倍体的机会，可以检出

大量的染色体核型异常胎儿，而未明显增加侵入性

检查率，其结果大大降低了正常胎儿的丢失率，因此

在孕早、中期对胎儿染色体异常的诊断具有较高的

参考价值。但是４０％的胎儿染色体异常没有超声

的异常表现，不能通过超声诊断，而且胎儿体位、孕

妇腹壁厚度等，均对胎儿结构的观察有影响。单独

８
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的超声筛查可以筛查出一部分染色体异常，本研究

中超声筛查对染色体异常的检出率为８．７４％，且阳

性与阴性对于染色体异常的筛查有统计学意义。但

是超声筛查的灵敏度仅为２４％，漏诊率达７６％，阳

性预测值为４．２９％，因此将超声筛查作为单一筛查

方法临床价值有限。单一的超声软指标异常不足以

将染色体异常胎儿与正常胎儿进行区分，联合血清

学筛查或 ＨＴＳ检测时意义更大。本研究结果显

示，与单纯的超声筛查相比，超声筛查联合血清学筛

查或 ＨＴＳ检测染色体非整倍体的灵敏度均明显提

高，差异有统计学意义。

传统产前诊断的指征是预产期年龄超过３５岁，

但是根据流行病学调查［３］，８０％的唐氏综合征患儿

是由年龄小于３５岁的低危人群娩出，因此在临床工

作中，我们不能忽视对低龄孕妇的产前筛查。对于

低龄孕妇，血清学筛查对染色体非整倍体的检出率

为５７．５９％，ＨＴＳ的检出率为１．８７％，ＨＴＳ使９７％

的低龄孕妇避免了不必要的侵入性产前诊断操作，

这与Ｃｈｉｕ等
［４］得出的可以避免９８％孕妇进行有创

操作的研究结果相似。本研究中，常规的血清学筛

查检测胎儿染色体非整倍体疾病的阳性预测值为

１．５６％，与以往的研究结果接近
［５］。ＨＴＳ检测染色

体非整倍体的阳性预测值为７６．６７％，说明其对于

低龄孕妇胎儿染色体非整倍体的筛查效率远高于前

者，相差数十倍之多。而且在常规血清学筛查方法

中，存在假阴性结果（３５％），相比而言，ＨＴＳ筛查方

法８％的假阴性率能够很好地弥补前者漏诊的不

足［６］，并显著提高产前胎儿染色体非整倍体疾病的

筛查效率。

２０１２年，北京协和医院完成的一项对低危人群

进行游离胎儿ＤＮＡ检测的研究结果显示，该技术

对２１、１８、１３号染色体非整倍体的检测灵敏度

１００％，特异度９９．９４％，假阳性率０．１２％
［７］。此项

研究更进一步验证了 ＨＴＳ未来在中等风险及低风

险孕妇人群中的应用。不谋而合的是，国外研究也

表明 ＨＴＳ在中等风险人群中也具有类似的灵敏度

和特异度［８］。这预示着随着临床数据的积累，未来

ＨＴＳ可以覆盖到中等风险孕妇人群。

Ｐａｎ等
［９］对１例孕妇孕早期血清学筛查发现

２１三体高风险，但孕１２周行绒毛膜穿刺检查胎儿

核型正常；随后抽取孕妇外周血进行 ＨＴＳ，结果显

示胎儿２１三体高危，出生后取胎盘验证，发现胎盘

为２１三体嵌合型。据文献报道，孕妇本身存在染

色体异常、患有肿瘤，或前期接受过异体输血、移植

手术、干细胞治疗等引入外源ＤＮＡ，均会影响检测

结果［１０］。这说明 ＨＴＳ可能检测出胎盘嵌合型或者

其他与母亲异常相关的未知情况，对于 ＨＴＳ检出

的阳性均需要侵入性检查及核型分析最终确认。本

研究中共有３０例 ＨＴＳ检测高风险，其中７例经核

型分析证实为假阳性，包括１例Ｔ１３，１例Ｔ２１，３例

４５，Ｘ，１例４７，ＸＸＸ，１例４７，ＸＹＹ。本研究对２１三

体的检测灵敏度与相关研究结果［１１，１２］相比略低，特

别是结果处于临界值的高风险样本，经核型分析确

诊几乎均为正常染色体核型。原因可能是：ＨＴＳ检

测的是游离至母血循环的胎盘绒毛组织细胞的胎儿

ＤＮＡ，如果存在胎盘钙化、破损或发育不良等，就会

导致ＤＮＡ含量减少，无法排除母体遗传背景干扰

而影响检测结果。而 ＨＴＳ对１３三体及性染色体

异常检测效能偏低，除了与本研究样本量较小有关

之外，还可能与染色体拷贝数变异相关［１３，１４］，说明

其还需要通过进一步临床验证以积累新的测序数

据，提高检测效率。

本文通过回顾性研究证实了 ＨＴＳ的检测效率

优于传统的血清学筛查，但二者并不冲突，血清学筛

查、超声筛查结合 ＨＴＳ可以大大提高胎儿染色体

非整倍体疾病的检出率，从而降低有创产前诊断率。

建议孕妇在孕中期可采用２种产前筛查方法相互结

合的模式，同时在此基础上可将 ＨＴＳ技术延伸至

检测各类染色体结构异常，乃至胎儿染色体亚显微

异常等。随着技术方法的发展和成熟，产前筛查体

系将能最大程度惠及各类孕妇，降低染色体异常胎

儿的出生率。
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