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无创产前检测对临界风险值的检出意义：
７４例回顾性分析
许晨霞１　余学高２　黄浩２　林少宾３　陈培松２
（１．中山市博爱医院产前诊断中心，广东中山　５２８４００；２．中山大学附属第一医院检验科，
广东广州　５１００８０；３．中山大学附属第一医院胎儿医学中心，广东广州　５１００８０）

【摘要】　目的　回顾性分析７４例孕妇无创产前检测（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）临界风险值
病例的妊娠结局，探讨临界风险值可能的原因以及对妊娠结局的影响。方法　对２０１７年３月至２０２０
年７月，在中山大学附属第一医院行ＮＩＰＴ的４８８３例孕妇中，临界风险值Ｔ１３（３．０＜犣＜４．３９）；
Ｔ１８（３．０＜犣＜４．６４）；Ｔ２１（３．０＜犣＜５．０８）人群７４例进行分析，并且加大测序深度后再次检测的结果分
析。对重复检测仍然在临界风险值的孕妇，行介入性产前诊断，并在产后进行追踪随访。结果　４８８３
例无创产前检测数据中有７４例（１．５％，７４／４８８３）犣值落在临界风险区。犣值灰区的７４例加大测序深度
重新建库检测，仍然有７例为临界风险，其余６７例复查后为低风险；７例两次检测灰区的孕妇经介入性
产前诊断，１例２１三体，１例２１三体２４％的嵌合体，１例新生儿心脏畸形。４４例随访记录中２５例产妇
在生产时胎儿情况不良。结论　ＮＩＰＴ检测中犣值在临界风险区病例妊娠不良结局发生率较高，临床
上应该提高对该类结果的重视。
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ｒｅｍａｉｎｄｅｒ６７ｃａｓｅｓｗｅｒｅｉｎｌｏｗｒｉｓｋ；Ａｍｏｎｇｔｈｅ７ｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｈａｖｉｎｇｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ，１
ｃａｓｅｏｆｔｒｉｓｏｍｙ２１ａｎｄ１ｃａｓｅｏｆｍｏｓａｉｃｔｒｉｓｏｍｙ２１（２４％）；１ｃａｓｅｓｈｏｗｅｄｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ．
Ａｍｏｎｇｔｈｅｏｔｈｅｒ４４ｆｏｌｌｏｗｕｐｃａｓｅｓ，２５ｃａｓｅｓｈａｄａｄｖｅｒｓｅｏｕｔｃｏｍｅｓｄｕｒｉｎｇｃｈｉｌｄｂｉｒｔｈ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊　Ｔｈｅ
ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｓｏｆａｄｖｅｒｓｅｐｒｅｇｎａｎｃｙｏｕｔｃｏｍｅｓｉｎｔｈｅｓｅＮＩＰＴｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ，ｗｈｉｃｈｓｈｏｕｌｄ
ｂｅｐａｉｄｍｏｒｅａｔｔｅｎｔｉｏｎ．
【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ；犣ｓｃｏｒｅｓｇｒａｙａｒｅａ；Ｐｒｅｇｎａｎｃｙｏｕｔｃｏｍｅ

　　无创产前检测目前已广泛用于１３、１８、２１三体
筛查，灵敏度及特异度均达到９９％［１，２］。胎儿的游
离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）已被证实仅起源于
低甲基化的胎盘组织，而母体ｃｆＤＮＡ来源于甲基化
的造血和肝组织［３，４］。在母体血液中自由循环的
ＤＮＡ，绝大部分来自于母体本身，胎儿游离ＤＮＡ
（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的平均浓度为１０％
～１５％，变化范围可达３％～３０％［５］。ｃｆｆＤＮＡ筛查
要求胎儿游离ＤＮＡ浓度不能过低，即母体血液中
来源于胎儿的ｃｆＤＮＡ的比例不能过低，小于３％或
４％的样本是不合格的［６］。无创产前检测（ｎｏｎ
ｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）技术逐步由第三方
检测机构转化到医院平台，运用医院平台为孕产妇
做检测更重要的是能够根据妊娠结局的随访情况与
临床医生沟通，使医生能更科学合理的为孕产妇做
产前咨询。然而，不论是使用何种平台检测，都不可
避免出现临界风险灰区（ｇｒａｙａｒｅａ）病例。迄今为
止，这些病例的妊娠结局并没有引起大家太多的关
注。本研究的目的在于回顾性分析灰区病例的妊娠
结局，初步探讨灰区结果可能的原因以及临床价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象　２０１７年３月至２０２０年７月，在中
山大学附属第一医院分子诊断中心做ＮＩＰＴ检测的
孕妇，检测结果在临界风险值范围Ｔ１３（３．０＜犣＜
４．３９）；Ｔ１８（３．０＜犣＜４．６４）；Ｔ２１（３．０＜犣＜５．０８）
的病例。本研究经医院伦理委员会批准。
１．２　研究方法　采集孕妇静脉血５ｍｌ，采血用
ＥＤＴＡＫ２管４℃保存８ｈ。３５００ｒｐｍ４℃离心１０ｍｉｎ
分离血浆，分离后的血浆于１６１００ｇ４℃离心
１０ｍｉｎ。采用磁珠法（中山大学达安基因生产的核
酸提取试剂盒）提取孕妇血浆中的ｃｆＤＮＡ。文库质

检试剂及试剂盒（上海立菲生物技术有限公司：高灵
敏度荧光染料ＤＮＡ检测试剂盒；安捷伦科技有限
公司：高敏感度ＤＮＡ芯片）。文库构建步骤包括末
端修复、ＤＮＡ片段加接头、ＰＣＲ扩增ＤＮＡ片段。
文库定量、上机测序、质控标准等流程后数据分析得
到Ｚ值。采用ＤＡ８６００ｐｒｏｔｏｎ平台（ｔｈｅｉｏｎｐｒｏｔｏｎ
ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍ）进行半导体测
序法检测。

结果判读：检测结果犣值Ｔ１３（犣＞４．３９）、Ｔ１８
（犣＞４．６４）、Ｔ２１（犣＞５．０８）明确判断为高风险；Ｔ１３
（３．０＜犣＜４．３９）；Ｔ１８（３．０＜犣＜４．６４）；Ｔ２１（３．０＜
犣＜５．０８）样本为灰区样本，需要进行重复检测；犣≤
３为低风险。第２次重新建库后检测结果仍然落在
灰区的样本建议孕妇进行侵入性产前检查明确诊
断；犣＜３为低风险，超声定期监测，进入常规孕检流程。
１．３　介入性产前诊断　为上述ＮＩＰＴ重复检测犣
值２次均落在灰区的孕妇提供遗传咨询，经知情同
意后进行羊水或者脐血穿刺Ｇ显带染色体核型分
析，以及染色体微阵列分析（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
ｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＭＡ）。
１．４　妊娠结局的随访　对ＮＩＰＴ检测犣值落在灰
区的病例进行产后随访和生产时的详细病历记录查
询，了解孕产妇本身的身体状况和新生儿出生时的
健康情况。

２　结果

２．１　７４例灰区病例重复检测　２０１７年３月至
２０２０年７月总共４８８３例孕妇中第１次检测，７４例
样本因所得犣值落在灰区而需要进一步验证，其中
包括１０例１３三体、１２例１８三体、５２例２１三体的
灰区病例（图１）。将上述样本重新建库加大测序深
度重新检测７４例灰区病例中有７例犣值仍然在灰
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区范围。我们建议２次犣值灰区的孕妇行侵入性 产前检测。

图１　２次检测的结果

２．２　２次检测犣值均落在灰区病例的分析　加大
测序深度后检测犣值落在灰区的７例病例中，１８三
体灰区２例（其中有１例失访），２１三体灰区５例。
以上孕妇经知情同意后进行羊水或者脐血穿刺行Ｇ

显带染色体核型和染色体微阵列分析。结果１例
２１三体，１例２１三体２４％的嵌合体，１例新生儿心
脏畸形，其余病例染色体核型和染色体微阵列分析
未见异常（表１）。

表１　第二次检测２１、１８三体灰区病例新生儿情况及犣值
病例编号 新生儿／胎儿情况 第一次犣值 第二次犣值 结果

Ｃ２０１２１ 染色体核型未见异常（足月儿） ３．１８ ４．６８ ｃｈｒ２１Ｇｒａｙ
Ｅ２０３０ 染色体核型未见异常（早产儿） ３．１９ ４．０１ ｃｈｒ２１Ｇｒａｙ
Ｈ１８７８ 染色体核型未见异常；新生儿心脏畸形（大动脉转位，合并室间隔缺损） ３．１８ ３．２４ ｃｈｒ２１Ｇｒａｙ
Ｋ４ ２１三体综合征 ３．２６ ３．６４ ｃｈｒ２１Ｇｒａｙ
Ｂ１９３７ ２１三体嵌合体（嵌合比例２４％） ３．３９ ４．１４ ｃｈｒ２１Ｇｒａｙ
Ｄ６２ 染色体核型未见异常（足月儿） ３．０６ ３．１３ ｃｈｒ１８Ｇｒａｙ

２．３　犣值灰区的７４例病例进行孕妇自身情况和结
果分析　产妇平均年龄为３４．５岁，其中大于３５岁
的有３８例（５１％，３８／７４）。１２～１３＋６周３６例，１４～
２７＋６周３６例，２例孕周大于２８周。表２中可知，增
大测序深度后，１３、１８、２１三体的犣值平均值较第一
次检测结果相比明显下降，而ｃｆｆＤＮＡ的平均浓度
并没有随着唯一匹配读数（ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ，ＵＲ）增加
而增加。

表２　７４例灰区病例２次检测结果的对比
平均值 １３三体灰区１８三体灰区２１三体灰区

第一次检测ＵＲ ５２１９４５８ ５２７６３７５ ５０２７５７１
第二次检测ＵＲ ９９３９８１４ ７９００４４６ ８７７５６８０
第一次犣值 ３．３５ ３．２４ ３．３２
第二次犣值 １．９０ １．７３ １．４３
第一次胎儿浓度（％） ８．６１ ９．４８ ９．６２
第二次胎儿浓度（％） ８．３７ ９．６０ ８．９０

２．４　灰区病例再次检测犣＜３病例的妊娠结局分
析　第一次检测犣值落在灰区，而加大测序深度再
次检测犣＜３的阴性病例６７例，４４例有产后随访结
果，２例失访。这４４例灰区病例中高危儿１１例，所

占比例高达２５％；早产儿８例，所占比例２０．４％。

表３　临界风险区新生儿情况
例数
（例）

占百分比
（％）

新生儿情况
　高危儿 １１ ２５．０
　早产儿 １０ ２２．７
　病理性黄疸 ５ １１．３
　呼吸窘迫综合征 ６ １３．６
　染色体异常 ３ ６．８
　双耳耳轮廓形态异常 ３ ６．８
孕产妇情况
　子宫肌瘤 ８ １８．１
　ＩＶＦＥＦ术后 ８ １８．１
　自然流产 ３ ６．８
　　注：体外受精胚胎移植（ｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｍｂｒｙｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＩＶＦＥＦ）。

３　讨论

灰区是ＮＩＰＴ检测中常见的情况，对于灰区标
本的临床处理流程目前尚无指南，且临床意义未知。
２０１７年３月至２０２０年７月期间，在中山大学附属
第一医院行ＮＩＰＴ检测的４８８３孕妇中发现７４例灰
区病例，占总数据的１．５％。加大测序深度复查后，
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有６７例（９０．５％，６７／７４）检测结果为低风险免于侵
入性产前检测。由于ＮＩＰＴ检测的准确度和测序深
度存在较大的关联，因此我们以第二次检测的结果
为准。重复检测虽然能降低１３、１８、２１三体的假阳
性率，但当出现犣值落在灰区时临床医生应该详细
追踪随访其妊娠结局。对于灰区复查阳性的７例病
例中，１例２１三体、１例２１三体２４％的嵌合体，说
明对于灰区重复检测能够避免漏掉一些真阳性病
例。在ＮＩＰＴ检测中，国内外有很多研究把更多注
意力放在实验的检出率、阳性预测值、漏检率等方
面，而往往忽视了灰区病例的妊娠结局。许多生物
学因素可导致ＮＩＰＴ检测结果与Ｇ显带染色体核
型分析结果不一致，有时是胎儿因素，也可能由于母
体本身的原因。关于胎儿的因素包括胎儿部分重复
或缺失、限制性胎盘嵌合和双胎消失综合征等［７９］。
研究表明孕期的肿瘤ＤＮＡ片段直接进入血液循
环，从而影响ＮＩＰＴ的检测结果［１０１２］。常见的良性
肿瘤如子宫肌瘤也会将ＤＮＡ释放到血液中［１３，１４］，
这些肿瘤游离ＤＮＡ使得与参照ＤＮＡ之间的预期
比例偏移。维生素Ｂ１２或叶酸缺乏、器官移植、自
身免疫性疾病如系统性红斑狼疮也可能导致血浆中
ＤＮＡ的变化［１５，１６］。母体本身的染色体结构异也会
导致ＮＩＰＴ结果异常。当检测值落在灰区时，我们
应该进一步研究导致的犣值上升的具体原因。研
究报道２０１０年全球的早产发生率为１１．１％，２０１４年
为１０．６％［１７］。我国不同地区早产发生率在４．４９％
～９．９０％，最新的研究表明，中国活产早产率为６．
７０％［１８］。对于妊娠结局的随访，我们发现４４例灰
区病例中高危儿１１例，所占比例高达２５％；早产儿
８例，所占比例２０．４％，这远超出普通人群的早产发
生率。４４例随访记录中２５例产妇在生产时胎儿状
况不良，甚至有３例孕妇发生自然流产。因此对于
灰区病例特别是ＮＩＰＴ检测Ｚ值两次都落在灰区，
而Ｇ显带染色体核型分析正常的情况下，我不能单
纯地解释为假阳性，这其中还涉及了一个不良的妊
娠结局的风险。在表２中重新建库加大测序深度虽
然ＵＲ增加，但是胎儿游离ＤＮＡ浓度并没有随之
增加，因此对于胎儿游离ＤＮＡ浓度低于４％的孕妇
建议４周后重新采血检测或者直接选择侵入性产前

诊断尽快明确诊断。我们的研究发现灰区随访病例
中有８例（１８．１％，８／４４）为ＩＶＦＥＴ术后双胎的病
例，ＩＶＦＥＴ的双胎病例比自然受孕的双胎病例可
能更容易使ＮＩＰＴ检测的犣值升高。染色体异常是
导致不孕症的重要原因。近年来，有学者提出染色
体多态性也是导致不孕症的重要因素［１９］，因此选择
辅助生殖技术的患者中最常见的就是夫妻双方或者
一方有染色体异常情况。这种ＩＶＦＥＴ术后的病例
是由于亲本的原因或者由于胎儿本身引起的犣值
上升，我们还需要进一步的研究。灰区结果和不良
妊娠结局之间是否有因果关系还要进一步的临床实
验证实和更大的数据量进行研究。

我们的结果提示，当ＮＩＰＴ检测犣值在灰区时，
应该引起实验室人员和临床医生的重视，一方面可
能存在假阳性的问题，而另一方面孕妇不良妊娠结
局的风险明显提高。
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