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孕妇血中胎儿游离ＤＮＡ是双胎妊娠无创
ＤＮＡ筛查的关键
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【摘要】　越来越多的数据显示无创ＤＮＡ筛查技术在双胎中具有良好的应用效果，并且被一些指南和文
献推荐为双胎妊娠胎儿染色体非整倍体的一线检测方案。无创ＤＮＡ筛查的关键是胎儿游离ＤＮＡ浓
度，如果浓度达不到检测阈值，将出现假阴性的结果。双胎妊娠孕妇血中的胎儿游离ＤＮＡ虽然总体比
单胎高，但是每个胎儿的ＤＮＡ比单胎低，因此双胎妊娠的无创ＤＮＡ筛查更容易出现检测失败和假阴
性的结果。另外，临床上双胎一胎消失的情况又增加了假阳性的结果，这些都导致无创ＤＮＡ筛查在双
胎妊娠的筛查中效果不如单胎。基于ＳＮＰ的无创ＤＮＡ筛查技术可以准确评估孕妇和每个胎儿的游离
ＤＮＡ浓度，可以有效地保证无创ＤＮＡ检测的效果，也可以解决消失胎儿对存活胎儿游离ＤＮＡ干扰的
问题。本文将对双胎妊娠胎儿游离ＤＮＡ在无创ＤＮＡ筛查中的关键作用进行阐述，以期为双胎的无创
ＤＮＡ筛查在临床上的应用和遗传咨询提供理论依据。
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　　随着我国生育政策的变化及辅助生殖技术的快
速发展，双胎妊娠发生率逐年升高。文献报道多胞
胎比例从２０１２年的１．６％显著上升到２０１８年的
１．９％［１］。根据双胎妊娠产前筛查与诊断技术规范
（２０１７）报道，双胎出生缺陷的发生率约为６．３％［２］。
染色体异常是导致出生缺陷发生的重要原因之一，
双胎妊娠增加了怀孕胎儿的数量，因此理论上出现
染色体异常胎儿的概率高于单胎妊娠。对于染色体
非整倍体的筛查，基于无创ＤＮＡ筛查技术的高检
出率以及低假阳性率，其在临床上得到了广泛的应
用［３］。近年来，越来越多的研究表明［４］，无创ＤＮＡ
筛查技术在双胎妊娠胎儿染色体非整倍体的检测中
也具有非常好的效果。

无创ＤＮＡ筛查技术是利用高通量测序技术对
孕妇外周血中的胎儿游离ＤＮＡ进行检测，并通过

生物信息学的方法评估胎儿染色体是否存在异
常［５］。胎儿游离ＤＮＡ浓度是无创ＤＮＡ筛查的关
键，如胎儿游离ＤＮＡ浓度达不到检测要求，那么将
会出现假阴性的结果，导致缺陷儿出生。在双胎妊
娠中，尤其是异卵双胎，确定每个胎儿的游离ＤＮＡ
浓度是保证筛查效果的关键，但是目前无论是发表
的文献还是临床应用上，虽然都认为双胎妊娠的无
创ＤＮＡ筛查具有高检出率和低假阳／阴性率，可是
在研究中却很少评估胎儿游离ＤＮＡ浓度［６］，这无
疑为双胎无创ＤＮＡ筛查的广泛应用留下了隐患。
本文将对胎儿游离ＤＮＡ浓度在双胎无创ＤＮＡ筛
查中的关键作用及其检测方法进行阐述，以使得无
创ＤＮＡ筛查技术在双胎妊娠中得到更好的应用。

１　双胎无创犇犖犃筛查的应用现状

双胎无创ＤＮＡ筛查的研究和样本数越来越
多［７］，再加上血清学筛查在双胎中的应用效果不如
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单胎，国内外的指南或者诊疗规范均认为无创ＤＮＡ
筛查可以做为评估双胎妊娠胎儿染色体非整倍体风
险的技术。２０２０年，美国妇产科医师学会（Ａｍｅｒｉ
ｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｉａｎｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｉｓｔｓ，
ＡＣＯＧ）发布了胎儿染色体异常的筛查实践指南［８］，
指出双胎妊娠孕妇可以选择基于胎儿游离ＤＮＡ检
测的无创ＤＮＡ筛查评估胎儿２１三体的风险，但对
于１３和１８三体的筛查效果尚需要更多的研究数据
进行证实。同年，国际产前诊断学会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＰｒｅｎａｔａｌＤｉａｇｎｏｓｉｓ，ＩＳＰＤ）声明孕早期
ｃｆＤＮＡ筛查常见的常染色体三体是适合双胎妊娠
的，因为有足够的证据表明其具有高检出率和低假
阳性率［９］。２０２１年，中国妇幼保健协会双胎妊娠专
业委员会发布了《双胎妊娠产前筛查与诊断技术规
范（２０２１年更新版）》，认为对于有双胎无创ＤＮＡ筛
查经验的产前检测机构而言，可选择其对双胎胎儿
２１三体风险进行筛查，但是对１８三体及１３三体的
筛查数据有限，仍需要进一步的临床数据支持［１０］。
２０２３年４月，Ｄｕｇｏｆｆ等人在《美国妇产科》杂志上发
表了一项大的多中心的研究，对所有双胎妊娠中２１
三体的检出率为９７．６％，假阴性１例，无假阳性病
例；对１８三体的检出率为１００％，但出现了１例假
阳性病例；对１３三体的检出率为８０％，假阴性１
例，无假阳性病例，该研究认为无创ＤＮＡ筛查２１
三体的效果在双胎妊娠中等同于单胎，但是１８三体
和１３三体的筛查效果需要更多的病例来评估［４］。

双胎妊娠的胚胎合子性决定了两个胎儿的染色
体异常风险是否一致。在临床诊疗中，通常用超声
检查来判断胚胎合子性，如孕囊个数或者双胎峰征，
但存在少数无法判断或者误判绒毛膜性的情况，也
有双绒双胎发育自单卵的情形。同卵双胎由单个受
精卵分裂而来，理论上两个胎儿具有相同的遗传物
质，虽然有少量文献报道同卵双胎的染色体会出现
不一致的情况，但同卵妊娠染色体异常的风险一直
被认为与单胎妊娠相同。对于无创ＤＮＡ的筛查效
果也认为同卵双胎等同于单胎［１１］。另有研究报道，
同卵双胎胎儿游离ＤＮＡ浓度高于单胎［１２］，因此无
创ＤＮＡ筛查效果理论上优于单胎妊娠。但是异卵
双胎则是由两个不同的受精卵发育而来，胎儿遗传

物质并不同。对于异卵双胎来说，每个胎儿的染色
体非整倍体风险是独立计算的，异卵双胎妊娠孕妇
血浆中的游离胎儿ＤＮＡ来源于两个不同胎儿，当
其中一胎儿染色体异常而另一胎儿染色体正常时，
异常胎儿的游离ＤＮＡ很可能被稀释从而无法达到
无创ＤＮＡ筛查的要求阈值。双胎妊娠无创ＤＮＡ
筛查效果总体不如单胎的主要原因就在于异卵双胎
的检测失败率和假阴性概率高于单胎。

总之，由于双胎妊娠存在同卵和异卵的区别，母
血中胎儿游离ＤＮＡ可以是“一个”胎儿的，也可以
是两个胎儿的，这给无创ＤＮＡ筛查带来了挑战。
国内的实验室很少会把同卵和异卵双胎区分开来进
行无创ＤＮＡ筛查的检测，虽然根据文献报道对于
常见的染色体三体筛查，如２１三体，无论是单卵还
是异卵双胎妊娠，效果都基本等同于单胎，但是随着
检测数量的不断增加，假阴性的结果或将越来越多。
另外，扩展版的无创ＤＮＡ筛查在临床应用中急速
增加，其在单胎中的应用效果都尚未得到大数据的
验证［８］，如果不当的应用于双胎妊娠中，尤其是异卵
双胎，将进一步增加筛查的假阳性率和假阴性率。

２　双胎一胎消失的无创犇犖犃筛查

双胎消失综合征（ｖａｎｉｓｈｉｎｇｔｗｉｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＶＴＳ）是指当双胞胎中的一个胎儿在子宫内死亡、
消失及部分或全部被吸收，导致双胎妊娠自然减少
为单胎妊娠的情形［１３］。引起ＶＴＳ的主要原因之一
是胎儿自身染色体异常，在一项研究中显示［１４］，出
现双胎一胎消失的平均孕妇年龄明显高于双胞胎妊
娠孕妇的平均年龄，同时母亲年龄增加会导致胎儿
非整倍体的风险增加，这表明胎儿非整倍体是双胎
一胎消失的原因之一。如双胎一胎染色体三体或单
体导致ＶＴＳ时，消失胎儿的胎盘组织在一定时间内
会持续向孕妇血液中释放游离ＤＮＡ，进而导致存活
胎儿的无创ＤＮＡ筛查结果为假阳性。Ｓｕｚｕｍｏｒｉ等
人报道，双胎妊娠无创ＤＮＡ筛查中１３％的假阳性
是由ＶＴＳ引起的，导致影响结果的主要原因就是消
失胎儿释放的游离ＤＮＡ的干扰［１５］。

消失胎儿的游离ＤＮＡ释放到双胎妊娠孕妇外
周血中，并可被无创ＤＮＡ筛查技术检测到的持续
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时间是影响筛查效果的另一个关键因素。消失胎儿
的游离ＤＮＡ在孕妇血中持续时间与胎盘组织降解
率以及胎儿死亡的孕周大小有关。Ｎｉｌｅｓ等人［１６］研
究显示，在孕６＋１周时发现ＶＴＳ，在１５周后仍然能
检测到消失胎儿的ＤＮＡ存在。赵干业等［１７］报道出
现ＶＴＳ后，其影响持续至少为１１周，在检测孕周达
２０＋６周时影响才消除。ＶＴＳ对无创ＤＮＡ筛查检测
结果的持续影响时间目前尚无定论，有研究报
道［１８］，在采血孕周大于１４周后进行检测，其假阳性
率和单胎妊娠已基本无差别，性别不一致率也大大
降低。另一项研究［１９］显示，在因检测阳性或者检测
失败而重新采血的样本中，超过１５周后进行重新采
血时，排除ＶＴＳ影响的ＮＩＰＴ检测成功率为９２％，
远超过小于１５周采血检测的成功率５７％。鉴于
ＶＴＳ对于无创筛查的检测准确性有影响，有学者和
机构建议对ＶＴＳ孕妇直接进行产前诊断。但也有
研究［２０］认为，ＶＴＳ的发生虽然提高了假阳性率和
失败率，但基本无假阴性事件出现，因此先选择无创
ＤＮＡ筛查再对高风险结果进行产前诊断可以有效
降低产前诊断率和风险。

虽然有大量研究探讨无创ＤＮＡ筛查在ＶＴＳ
中应用效果，但其中的关键还是消亡胎儿的游离
ＤＮＡ对正常胎儿的影响，如果我们能在检测时准确
区分消亡胎儿和正常存活胎儿的游离ＤＮＡ，那么无
创ＤＮＡ筛查的效果和时间将不受ＶＴＳ的影响。

３　提高双胎无创犇犖犃筛查准确性的方法

３．１　提高双胎胎儿游离ＤＮＡ的浓度　无论使用
何种平台，大多数ＮＩＰＳ实验室都会报告１％至５％
的失败率［４］，最主要的原因是由于胎儿游离ＤＮＡ
的浓度过低导致的，使得检测结果不可靠。对于单
胎妊娠的样本，胎儿游离ＤＮＡ的浓度在４％～３０％
之间，绝大部分实验室的要求是比例大于４％［２１］，以
降低假阴性报告的概率。对于双胎妊娠的样本，尤
其是异卵双胎，由于来源为不同的胎儿，理论上要求
更高的胎儿游离ＤＮＡ比例。卢煜明教授等人［２２］利
用长片段测序的方法发现孕妇血中游离ＤＮＡ片段
大小为７６～５７７６ｂｐ，其中大于１０００ｂｐ的片段约０．
０６％～０．３％。同时，卢煜明教授也发现在妊娠１２

周，胎儿游离ＤＮＡ的片段大小主要集中在１４３ｂｐ，
而孕妇的ＤＮＡ集中于１６６ｂｐ［２３］。相对于母体
ＤＮＡ，胎儿游离ＤＮＡ的片段更短，目前总体认为区
分二者的片段大小为１５０ｂｐ，即１５０ｂｐ以下大多为
胎儿游离ＤＮＡ，１５０ｂｐ以上为母体ＤＮＡ［２４］。因此，
如果能够富集孕妇血中较短的ＤＮＡ片段，那么即
使不能完全将胎儿游离ＤＮＡ区分，但是也相当于
间接提高检测样本中胎儿游离ＤＮＡ的浓度。最近
有研究［２５］显示，在测序之前使用高浓度琼脂糖凝胶
从制备的胎儿游离ＤＮＡ文库中回收短片段，平均
使胎儿游离ＤＮＡ的浓度增加了２．３倍。作者认为
富集短片段ＤＮＡ是真正意义上的把胎儿游离
ＤＮＡ浓度提高，该方法增加了染色体非整倍体筛查
的效果，尤其是染色体微缺失的筛查。在双胎妊娠
ＤＮＡ筛查中，富集胎儿游离ＤＮＡ，提高其浓度，是
简单有效地提高筛查效果降低筛查失败率的方法。
３．２　基于ＳＮＰ的无创ＤＮＡ筛查　在检测前提高
胎儿游离ＤＮＡ浓度可以减少双胎妊娠无创ＤＮＡ
筛查的假阴性报告概率和检测失败率，但是由于两
个胎儿的游离ＤＮＡ在母血中并非总是各占一半，
因此提高胎儿游离ＤＮＡ浓度不能完全解决假阴性
的问题。另外，由于在母血中双胎的游离ＤＮＡ是
混在一起的，目前的无创ＤＮＡ筛查技术即使提示
了胎儿染色体非整倍体高风险，也无法区分高风险
的是一个胎儿还是两个胎儿。近年来，许多研究表
明基于高通量测序技术的ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ筛查可以
在异卵双胎中实现高效且准确的筛查。这种方法利
用ＳＮＰ分型技术来分析胎儿ＤＮＡ中来自母亲和
父亲不同的等位基因，从而确定胎儿是否存在染色
体异常。由于异卵双胎的基因组存在差异，因此这
种方法可以准确地区分两个胎儿的ＤＮＡ片段，避
免了误诊和漏诊的问题。同时，通过结合基因型和
序列比对等技术，可以进一步提高筛查的准确性和
可靠性。
２０１９年，Ｈｅｄｒｉａｎａ等人［２６］应用基于ＳＮＰ的无

创ＤＮＡ筛查方法对双胎妊娠胎儿的游离ＤＮＡ浓
度进行了研究，结果表明，双胎妊娠的总体胎儿游离
ＤＮＡ浓度比单胎妊娠高３２％，其中单绒双胎比单
胎高３５％，双绒双胎高２６％，但是双绒双胎中每个
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胎儿平均比单胎少３２％。通常来说，单绒双胎两个
胎儿染色体是相同的，并且其胎儿游离ＤＮＡ高于
单胎，无创ＤＮＡ筛查的效果比单胎妊娠更好，因此
几乎不需要考虑胎儿游离ＤＮＡ浓度的影响。但是
对于双绒双胎，最有可能的是两个胎儿中只有一个
是染色体异常，并且每个胎儿的游离ＤＮＡ浓度比
单胎平均少３２％，那么无创ＤＮＡ筛查的假阴性率
就会增加。另外，该研究发现双绒双胎两个胎儿的
游离ＤＮＡ在孕妇血中的比例并不总是各占一半，
这更增加了假阴性的概率。大多数的实验室使用
４％的胎儿游离ＤＮＡ浓度做为是否报告的阈值，但
该研究发现有２２％双绒双胎中至少有一个胎儿的
游离ＤＮＡ浓度小于４％。因此，该研究认为双胎妊
娠的无创ＤＮＡ筛查应充分考虑每个胎儿的游离
ＤＮＡ浓度，尤其是双绒双胎，而基于ＳＮＰ的无创
ＤＮＡ筛查可以很好的评估每个胎儿的ＤＮＡ浓度，
同时该方法也可以准确地鉴定双胎的合子性。
２０１９年，Ｎｏｒｗｉｔｚ等人［２７］在一项前瞻性研究中

验证了基于ＳＮＰ的无创产前ＤＮＡ筛查对双胎妊
娠胎儿合子性、胎儿性别和胎儿非整倍体的检测效
果。结果提示其合子性预测准确率为１００％，双胞
胎的胎儿性别鉴定准确率也为１００％，所有染色体
非整倍体异常的胎儿也被正确地筛查出来，对于异
卵双胎染色体非整倍体的敏感性和特异性均为
１００％。同时，该方法可以准确地评估双胎每个胎
儿的游离ＤＮＡ浓度。作者认为，基于ＳＮＰ的无创
ＤＮＡ筛查可以同时检测双胎妊娠的合子性、胎儿性
别和染色体非整倍性，尤其是对绒毛膜性不确定的
双胎妊娠诊疗更具有指导意义。
２０１５年，Ｃｕｒｎｏｗ等人［１４］应用基于ＳＮＰ的无

创ＤＮＡ筛查意外发现了０．４２％的孕妇血中存在额
外的胎儿游离ＤＮＡ，表明这种技术可以鉴定孕早期
消失的未被超声识别的双胞胎和三倍体妊娠。由于
消失的胎儿更有可能是非整倍体，因此该方法有望
减少假阳性结果并防止错误的胎儿性别判断，从而
减少不必要的侵入性诊断。基于ＳＮＰ的无创ＤＮＡ
筛查还可以准确地判断胚胎的合子性，弥补超声检
查的不足和早期的漏诊风险。双胎妊娠的绒毛膜性
主要依靠超声进行评估，而超声的准确性可能受到

许多因素的影响，如孕周或超声医生的经验，并且有
一小部分双绒双胎是同卵发育而来。２０２２年，
Ｗｏｊａｓ等人［２８］的研究显示可以使用基于ＳＮＰ的无
创ＤＮＡ筛查对双胎妊娠的合子性进行评估，并且
认为基于ＳＮＰ的无创ＤＮＡ筛查是辅助评估合子
性的有效手段，特别是早期没有通过超声确定绒毛
膜性或存疑的双胎妊娠。

４　总结

双胎妊娠非整倍体发生率及出生缺陷率高于单
胎，且大多数双胞胎妊娠是通过辅助生殖技术获得
的珍贵儿，双胎妊娠更需要准确有效的无创产前筛
查方法。双胎妊娠无创ＤＮＡ筛查具有无创性及高
准确性，具有广泛的应用前景。然而，双胎妊娠孕妇
母血中存在两个胎儿的游离ＤＮＡ，给无创ＤＮＡ筛
查带来了挑战。区分两个胎儿的游离ＤＮＡ是提高
双胎妊娠无创ＤＮＡ筛查的准确性的关键，例如基
于ＳＮＰ位点的无创ＤＮＡ筛查。在准确检测双胎
每个胎儿的游离ＤＮＡ后，期待无创ＤＮＡ筛查在双
胞胎妊娠中的应用效果将与单胎相同。
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