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高通量测序和数字ＰＣＲ应用于无创产前检测
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【摘要】　母体血浆中胎儿游离ＤＮＡ的发现使无创产前检测成为可能。基于高通量测序的无创产前检
测已用于临床筛查常见的胎儿染色体非整倍体疾病。测序流程复杂，质量控制有助于提高高通量测序
无创产前检测的准确性和可靠性。数字ＰＣＲ作为核酸定量检测的新技术，具有快速准确，流程简单的
优势，有望成为无创产前检测胎儿染色体非整倍体更具成本优势的新方法。本文讨论了高通量测序与
数字ＰＣＲ技术在无创产前胎儿非整倍体检测中的应用状况，分析了检测过程中可能的影响因素与质控
参考物质研制，为理解针对胎儿非整倍体的无创产前检测研究提供了参考。
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　　胎儿染色体非整倍体是产前筛查检测的主要内
容，进行早期产前筛查和诊断有利于优生优育。非
整倍体产前检测是采用无创、微创或有创的技术方
法，在一定时间窗口期对孕妇进行检查，以评估胎儿
罹患染色体非整倍体疾病的风险或进一步确诊［１］。
传统产前诊断方法具有侵入性，通过羊膜穿刺、绒毛
取样以及脐静脉穿刺取样进行染色体核型分析，有
潜在的胎儿流产或感染风险［２］，早孕期、中孕期常规
产前筛查通过超声检查联合血清学标记分析，同时
结合孕妇年龄、孕周、体重以及是否存在糖尿病等多
项临床信息，以软件计算风险值进行评估，但敏感度
和特异性有限［３，４］。Ｌｏ等［５］于１９９７年在孕妇外周
血中发现胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆ
ＤＮＡ），为胎儿染色体非整倍体无创产前检测（ｎｏｎ
ｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）奠定了基础。

２００８年，Ｌｏ等［６］验证了基于孕妇血浆中的ｃｆｆ
ＤＮＡ和大规模基因组测序进行胎儿染色体非整倍
体检测的可行性。目前，基于高通量测序技术的无
创产前检测已用于临床筛查胎儿２１三体、１８三体

以及１３三体综合征，在高风险孕妇中表现出很高
的灵敏度、特异性以及检出率［７］。高通量测序无创
产前检测会受到源于胎儿、母体、测序过程以及数据
分析等多种因素的影响，可能出现假阳性或假阴性
结果［８］。早期，Ｌｏ等［９］和Ｆａｎ等［１０］先后证明单分
子定量检测技术可以用于无创产前检测胎儿染色体
非整倍体，但为可靠地检测低丰度的ｃｆｆＤＮＡ，需要
大量的ＰＣＲ反应。随着微流控技术的引入，数字
ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）技术表现出更高的检测效
率和灵敏度。已有研究表示，ｄＰＣＲ在染色体非整
倍体无创产前检测应用中具有更直接、更快速和更
具成本效益的发展潜力［１１１３］。

本文将简要介绍基于孕妇外周血游离ＤＮＡ进
行胎儿染色体非整倍体无创ＤＮＡ产前检测的研究
进展，分析影响高通量测序无创ＤＮＡ产前检测结
果准确性的可能因素以及现有用于质量控制的核酸
标准物质，并讨论ｄＰＣＲ技术应用于无创ＤＮＡ产
前检测胎儿染色体非整倍体的原理和优势和最新研
究进展。

１　染色体非整倍体检测与无创产前检测的研究与发展

染色体非整倍体被定义为正常染色体的“重复”
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或“缺失”，可能导致早孕期胎儿流产，或者导致新生
儿先天性缺陷、发育不良以及多器官功能异常，进行
早期产前筛查和诊断有利于优生优育［１］。其中，２１
三体综合征、１８三体综合征以及１３三体综合征是
最常见常染色体非整倍体疾病，是孕妇妊娠期间主
要的筛查目标。在临床上传统方法仍然流行，早孕
期和中孕期常规筛查项目包括胎儿颈项透明层厚度
（ｎｕｃｈａｌｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｃｙ，ＮＴ）以及多项血清学指标，包
括妊娠相关血浆蛋白Ａ（ｐｒｅｇｎａｎｃｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｌａｓｍａｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＰＡＰＰＡ）、人绒毛膜促性腺激素
（ｈｕｍａｎｃｈｏｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｏｐｈｉｎ，ｈＣＧ）、甲胎蛋白
（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）、游离雌三醇（ｕＥ３）、血清

抑制素Ａ（ｎｈｉｂｉｎＡ）等［１４，１５］。同时，结合孕妇情况
和预产期有多种组合方案可选择，包括二联筛查
（ｈＣＧ、ＰＡＰＰＡ）、三联筛查（ＡＦＰ、ｕＥ３、ｈＣＧ）、四联
筛查（ＡＦＰ、ｕＥ３、ｈＣＧ、ｎｈｉｂｉｎＡ）等。产前筛查旨在
评估胎儿罹患染色体非整倍体疾病的风险，有利于
减少不必要的侵入性操作［１］。目前，通过羊水穿刺
进行核型分析仍是胎儿染色体非整倍体高风险人群
进一步确诊的“金标准”。传统筛查方法的检出率不
高，侵入性检测对孕妇和胎儿存在一定的风险，人们
一直在寻求一种更可靠、更敏感、更安全的方法。表
１总结了产前检测胎儿染色体非整倍体的常规筛查
方法和确诊手段。

表１　产前筛查和诊断胎儿染色体非整倍体的方法
检查项目 检查窗口期 检出率

（％）
假阳性率
（％） 相关指标 优势与不足

ＮＴ二联筛查 １１～１３±６周 ６０～７９ ５［１６］ ＰＡＰＰＡ、ｈＣＧ 早期筛查；ＮＴ对技术测量的准确度（０．５ｍｍ）要很高；
需要结合孕妇年龄等评估风险［１４，１５］

三联筛查 １５～２０±６周 ６０～７０ ５［４］ ＡＦＰ、ｕＥ３、ｈＣＧ 评估神经管缺损等风险，评估２１三体、１８三体风险；当
发现胎儿异常相对较晚时，不利于妊娠终止；单个标记
物敏感性和特异性有限

四联筛查 １５～２０±６周 ７５～８０ ５ ＡＦＰ、Ｅ３、ｈＣＧ、
ｎｈｉｂｉｎＡ

早孕期绒毛检查、
中孕期羊水穿刺、
脐带血检查、阴道
胎儿镜检

１６～２０±６周，血
清学筛查显示
高风险或高龄
孕妇

９９以上 ＿ 染色体核型分析 确诊；侵入性手术后两周内发生的胎儿流产可能与之相
关，胎儿丢失率约为１．５％；手术相关的孕妇阴道流血与
胎儿流产风险显著增加［１７］；滋养层细胞与胎儿真实核
型不一致时，绒毛取样检查可能出现假性结果

　　孕妇外周血中ｃｆｆＤＮＡ的发现促进了无创产
前检测的发展。无创产前检查也称非侵入性产前筛
查，是通过采集孕妇外周血，提取血浆中的游离
ＤＮＡ（包含ｃｆｆＤＮＡ）进行检测和分析。ｃｆｆＤＮＡ
主要来源于胎盘滋养层细胞，研究表明母体血浆的
ｃｆｆＤＮＡ含量受多项母婴特征影响，其占母体血浆
总游离ＤＮＡ的比例会随着孕周增加而增加，随孕
妇的ＢＭＩ指数增加而减小，但存在个体差异
性［１８２０］。在妊娠１０～２１周之间，ｃｆｆＤＮＡ约占母体
血浆总游离ＤＮＡ的１０％～２０％［２１］。利用游离
ＤＮＡ进行检测分析是困难的：低丰度的ｃｆｆＤＮＡ
要求高灵敏度和特异性的检测方法，同时直接获取
ｃｆｆＤＮＡ需要克服母体游离ＤＮＡ的“干扰”［２２，２３］。

为此，研究者开发出特异性识别孕妇血浆中胎
儿ＤＮＡ／ｍＲＮＡ的方法：①表观遗传学染色体相对
剂量法。ＤＮＡ甲基化是一种重要的表观遗传修饰，
利用胎儿ＤＮＡ和母体ＤＮＡ存在明显的甲基化差

异，Ｔｏｎｇ等［２４］在位于胎儿１８号染色体上的特异性
低甲基化的犛犈犚犘犐犖犅５基因位点进行标记，通过
在该位点上的等位基因比率检测到１８三体情况。
②单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）等位基因比率法。在母体血浆
中胎儿胎盘特异性基因犘犔犃犆４存在单核苷酸多态
性，对于杂合的整倍体胎儿，ＳＮＰ的Ａ／Ｇ等位基因
应在胎儿基因组中相等地表达１∶１的Ａ／Ｇ，而在２１
三体胎儿中，ＳＮＰ等位基因之一的拷贝异常（Ａ／
ＧＧ），将产生２∶１或１∶２的比率关系。基于此，Ｌｏ
等［２５，２６］通过位于犘犔犃犆４ｍＲＮＡ上ＳＮＰ位点的等
位基因比例关系检测２１三体胎儿，但该方法只适
用于２个不同等位基因构成的杂合子检测；ｃｆｆ
ＤＮＡ／ｍＲＮＡ的特异性标记能针对少数的ＳＮＰ位
点或ＤＮＡ甲基化差异位点进行检测，Ｙ染色体特
异性靶位点只能应用于男性胎儿，且只能分析杂合
ＳＮＰ［２７］。高通量测序和ｄＰＣＲ的使用促进了无创
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产前检测胎儿染色体非整倍体的发展。

２　高通量测序无创产前检测胎儿染色体非整倍体

高通量测序无创产前检测胎儿染色体非整倍体
是基于母体血浆中的ｃｆｆＤＮＡ进行大规模平行基
因组测序，并结合生物信息学工具，分析胎儿染色体
数目异常时相应的游离ＤＮＡ数量的微小差异，进
而评估胎儿的染色体非整倍体情况［６，２８］。常用的高
通量测序技术包括全基因组大规模平行测序和靶向
测序。前者为全基因组的低深度测序，随机地测序
游离ＤＮＡ片段，读段序列被映射到人类全基因组
参考序列图谱上定位到染色体；后者选择性地对染
色体基因组上某特定区域扩增后测序，能够增加通
量并降低测序成本［２９］。基于高通量测序的检测平
台包括ＢＧＩＳＥＱ１００（１０００）、ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００、
ＢｉｏＥｌｅｃｔｒｏｎＳｅｑ４０００、ＭａｔｅｒｎｉＴ２１ＰＬＵＳ、ＮｅｘｔＳｅｑ
ＣＮ５００等，通过结合生物信息学工具以评估胎儿染
色体非整倍体情况。常见的评估标准是基于犣检
验的方法。犣检验是利用大量的测序数据符合正态
分布，进而比较某２个染色体的有效测序数据平均
数的差异是否显著［３０］。根据统计学原理计算得到
犣值（犣ｓｃｏｒｅ）并拟设评估胎儿染色体非整倍体风
险的参考阈值，以判断非整倍体高风险或低风险，基
于不同测序平台的犣值可能不同。
２．１　高通量测序无创产前检测的影响因素　高通
量测序无创产前胎儿染色体非整倍体作为一项筛查
测试，可能会出现假性结果（与染色体核型分析结果
或与胎儿出生后随访结果不一致）。影响因素可能
来自母体或胎儿的生物学因素，同时，高通量测序无
创产前检测的流程复杂，在标本处理、文库制备、测
序以及生物信息学分析等环节的多种因素均可能导
致检测失败或检测结果不准确［３１，３２］。
２．１．１　ｃｆｆＤＮＡ分数和生物学影响因素　孕妇血
浆中ｃｆｆＤＮＡ含量是影响无创产前检测准确性的
关键因素。ｃｆｆＤＮＡ占母体血浆总游离ＤＮＡ比例
被称为胎儿分数或胎儿比例，以百分比表示。高通
量测序无创产前检测要求的最小胎儿分数因不同的
方法而异，但随着胎儿分数降低，检出率下降［３３］。
目前建议用于高通量测序检测的孕妇血浆中的胎儿

分数大于４％［３４］。研究表明，当孕妇外周血胎儿分
数低于４％时，测序可能无结果或会出现假阴性结
果［３５］。胎儿分数受孕周、孕妇肥胖等影响，是一个
重要的质控指标［１８，１９］。在无创产前检测中，富集
ｃｆｆＤＮＡ有利于减少母体游离ＤＮＡ的背景干扰，
已有研究者开发了基于凝胶电泳的方法来富集ｃｆｆ
ＤＮＡ，以提高胎儿非整倍体无创产前检测的准确
性［３６］。

其他内在的生物因素包括：①限制性胎盘嵌合
体（ｃｏｎｆｉｎｅｄｐｌａｃｅｎｔａｌｍｏｓａｉｃｉｓｍ，ＣＰＭ），是指胎盘
与胎儿之间存在核型差异。由于母体血浆中的ｃｆｆ
ＤＮＡ主要来自于胎盘滋养层细胞，当胎儿与胎盘染
色体表现不一致，造成胎儿非整倍体检出结果为假
阳性或假阴性，即检测结果未显示胎儿的真实情
况［３７］。②双胞胎的游离ＤＮＡ含量无法估算，当出
现双胎之一存在染色体非整倍体的现象时，无法估
算孕妇血浆中的ｃｆｆＤＮＡ含量或估算值比实际单
胎的大，导致检出结果与被“遮盖”的胎儿情况不
符［３８］。③母体染色体嵌合现象即母体的非整倍体
性低比例嵌合［３９］，以及母体拷贝数失衡［４０］。实际
上，基于全基因组测序的无创产前检测能检测２１
三体、１８三体、１３三体综合征外，其他染色体数目
异常和部分染色体缺失重复的信息也可能检测到，
如性染色体非整倍体（ｓｅｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ａｎｅｕｐｌｏｉｄｉｅｓ，ＳＣＡｓ）、基因组拷贝数变异（ｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，ＣＮＶｓ）等。但测序检测是基于
总的游离ＤＮＡ进行，无法区分母体游离ＤＮＡ与
ｃｆｆＤＮＡ，当出现母体非整倍体低比例嵌合以及母
体拷贝数失衡情况时，均可能引起胎儿染色体非整
倍体检测的假阳性结果，即与胎儿核型分析结果不
一致。④其他可能，如母体恶性肿瘤等［４１］。高通量
测序无创产前检测胎儿染色体非整倍体可能会出现
一定假阴性率和假阳性率，其阴性结果（低风险）不
能总是保证胎儿正常，对于阳性结果（高风险）需要
通过有创产前诊断进行验证［８］。
２．１．２　测序以及数据分析影响因素　对孕妇血浆
标本的分析前处理是成功进行游离ＤＮＡ测序分析
是关键的步骤，包括血液采集、血浆制备、血浆质量
控制（游离ＤＮＡ的均匀性和纯度）以及储存和运输
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等［４２４４］。基于高通量测序平台的主要流程包括游离
ＤＮＡ提取、文库构建、上机测序以及生物信息学分
析，每一个环节的质量控制均会影响后续操作以及
测序结果的精确度，如ＤＮＡ提取效率，测序ＤＮＡ
文库浓度等［７，３０］。为降低在不同的实验平台进行游
离ＤＮＡ提取定量、文库的定量和质量控制时出错
的风险，研究人员开发了可直接在检测中定量ｃｆｆ
ＤＮＡ分数的工具，包括ＳｅｑＦＦ、ＳＡＮＥＦＡＬＣＯＮ、
ＢＡＹＩＮＤＩＲ、ＤＥＦＲＡＧ等。其中，ＤＥＦＲＡＧ和
ＢＡＹＩＮＤＩＲ是基于Ｙ染色体的方法，仅适用于怀有
男胎的孕妇［４５］。高通量测序的核心是把测序所得
的序列比对到人类参考基因组，通过计数每个染色
体的唯一对应的序列数量来获取全染色体拷贝数情
况。因此，测序有效数据量、唯一比对序列数等也是
控制数据质量的重要元素［３０］。

ＧＣ含量是指样本有效序列中鸟嘌呤
（Ｇｕａｎｉｎｅ，Ｇ）和胞嘧啶（Ｃｙｔｏｓｉｎｅ，Ｃ）碱基对所占的
比率。测序文库构建通常需要进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ
扩增过度会导致产生重复序列。同时，ＧＣ含量对
ＰＣＲ扩增也会产生影响，ＧＣ含量过高或者过低的
基因组区域扩增较困难，导致测序数据出现偏
差［４６］。测序过程中，ＧＣ含量为４０％～５０％时测序
读取覆盖度较高，ＧＣ含量过高或者过低时覆盖度
降低，这一性质称为ＧＣ偏倚［４７］。ＧＣ偏倚是影响
数据分析质量的关键因素，在文库制备（接头连接，
ＰＣＲ扩增）以及测序过程均可能引入ＧＣ偏倚。
Ｄｉｎｅｉｋａ等［３２］描述了通过减少ＧＣ偏倚和更好地处
理基因组重复序列来改善测序数据质量的方法。
Ｓｔｒｏｍ等［４８］证明通过ＧＣ偏倚校正和统计学处理可
以提高高通量测序无创产前检测的阳性预测值。
２．２　高通量测序无创产前检测的质量控制　孕妇
血浆中ｃｆｆＤＮＡ低丰度性质、影响ｃｆｆＤＮＡ含量变
化因素的个体性和复杂性，以及在样品制备、测序和
分析过程中引入的技术误差，这些不确定性使得对
高通量测序的假阴性和假阳性结果的解释具有挑战
性。通过建立和使用高通量测序无创产前检测胎儿
染色体非整倍体的参考物质进行质量控制，有助于
校准测序数据和评估检测性能［４９］。理想的参考物
质应可能地模拟孕妇血浆中游离ＤＮＡ的组成和片

段长度、分布等特征，为高通量测序无创产前检测胎
儿染色体非整倍体的标准化提供物质基础［５０，５１］。
现有参考物质主要有２种形式：临床样本来源的母
体血浆参考品以及人工制备的片段化基因组ＤＮＡ
参考品。

临床样本来源的天然母体血浆是理想的参考物
质，但来源有限。实现体外制备模拟人体血浆中游
离ＤＮＡ的参考物质的方法主要有２种：超声打断
和酶切消化。临床检验中心采用超声打断２１三
体、１８三体以及１３三体的人基因组ＤＮＡ与正常
非妊娠女性的血浆混合，制备了模拟游离ＤＮＡ的
参考物质，用于高通量测序无创产前检测染色体非
整倍体的室间质量评价［５２］。与完整的基因组ＤＮＡ
不同，在孕妇血浆中的游离ＤＮＡ是短片段分子，其
中ｃｆｆＤＮＡ主要来自于胎盘滋养层细胞凋亡末期
的ＤＮＡ片段，母体血浆中的游离ＤＮＡ长度分布主
峰为１６６ｂｐ，并具有以１０ｂｐ递减的分布规律［５３］。
超声打断的方法获得片段化ＤＮＡ与天然血浆中的
游离ＤＮＡ的长度（约１００～２００ｂｐ）、组成、分布等特
征不完全一致；此外，一些测序检测平台进行生物信
息学分析时是基于游离ＤＮＡ片段大小分布来计算
ｃｆｆＤＮＡ分数，超声打断的片段化ＤＮＡ参考物质
不适用于此类原理测序平台的评估［５１，５４］。２０１８
年，美国病理学家学会使用临床收集的怀有２ｌ三
体、１８三体、１３三体胎儿的孕妇血浆样本进行室间
质量评价，但由于来自于同一孕妇的血浆样本有限，
无法保证给参与实验室提供相同的参考物质，同时，
他们也采用了人工制造的参考物质进行室间质量评
价，实验室测试结果显示该参考物质样本的性能不
如常规临床样本，且不适用于所有实验室；他们表示
临床样本来源的母体血浆是现有参考物质的最好选
择［５１］。

利用核酸酶消化细胞核所得ＤＮＡ片段与真实
的血浆样本游离ＤＮＡ特征更符合［５０，５５］。最近，
Ｚｈａｎｇ等利用酶消化细胞核的方法制备了血浆游离
ＤＮＡ参考物质：首先进行细胞系的培养，包括母亲
为正常染色体的细胞、胎儿为２１三体、１８三体、１３
三体以及正常染色体的细胞，然后提取细胞核，利用
酶消化得到产物，按梯度分数进行混合即完成片段
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化ＤＮＡ混合物的制备，随后为模拟真实孕妇血浆
中的游离ＤＮＡ环境，依据真实血浆组成成分制备
了人工血浆，将两者混合，建立了模拟血浆游离
ＤＮＡ的参考物质［５０］。其中，采用核酸酶（ＤＦＦ和
ＭＮａｓｅ）分别消化母系细胞核和胎儿细胞核以产生
大小为１６０ｂｐ和１４０～１５０ｂｐ的ＤＮＡ片段，以尽可
能的模拟天然母体血浆中ｃｆｆＤＮＡ和母体游离
ＤＮＡ的大小分布特征。类似的，Ｊｏｎａｔａｎ等［５５］使用
具有亲缘关系的女性及其２１三体后代的永生化细
胞系（ＥＢＶ病毒诱导永生化的人Ｂ淋巴细胞），通过
提取ＤＮＡ，酶消化处理（１５０～２００ｂｐ），再与人工血
浆混合，制备了无创产前检测参考物质。酶消化处
理ＤＮＡ片段化与人工血浆混合所得的模拟天然血
浆与母体血浆环境仍有差别。目前还未完全清楚游
离ＤＮＡ如何产生，这与体内复杂的酶作用有关联，
体外酶消化和生理环境中复杂酶作用也不一致［５６］。

为高通量测序无创产前检测胎儿染色体非整倍
体提供合适的参考物质的主要挑战和问题包括：使
用孕妇血浆制备参考物质受临床来源所限；人工制
备参考物质需要考虑是否具有与真实游离ＤＮＡ相
似的特征，同时尽可能多的适应不同的测序平台；人
工血浆与母体血浆基质具有一定差异；酶消化细胞
核的ＤＮＡ片段产物需要考虑碱基序列组成的ＧＣ
含量是否与孕妇血浆中游离ＤＮＡ相似，以避免在
测序过程中受ＧＣ偏倚的影响。

３　数字犘犆犚无创产前检测胎儿染色体非整倍体

数字ＰＣＲ是检测和定量核酸的新技术［５７］。其
工作原理在于通过有限稀释，使单个ＰＣＲ反应微室
中包含或不包含单个模板ＤＮＡ分子，结合特异性
的荧光探针，进行平行扩增反应，通过阳性反应（显
示荧光信号）的数量和泊松分布统计即可测定原始
样本中ＤＮＡ模板分子的数量。在无创产前检测胎
儿染色体非整倍体应用中，利用数字ＰＣＲ具有单分
子灵敏度和绝对定量的能力，通过直接定量目标染
色体和参考染色体，计算两者拷贝数比值即可判断
非整倍体情况［９，１０］。整倍体胎儿和非整倍体胎儿的
比值应分别为１和高于１，这一程度取决于母体血
浆中ｃｆｆＤＮＡ分数，例如当母体血浆中２１三体胎

儿的游离ＤＮＡ分数为１０％时，理论比值约为１．０５。
数字ＰＣＲ检测非整倍体实验原理和主要操作参考
图１。

图１　数字ＰＣＲ检测染色体非整倍体实验原理和主要操作
说明图，改编自参考文献［１１］

３．１　数字ＰＣＲ无创产前检测的优势　数字ＰＣＲ
无创产前检测胎儿非整倍体流程简单，可直接获取
数据：提取游离ＤＮＡ与数字ＰＣＲ反应试剂混合
（包含用于目标染色体和参考染色体中的靶ＤＮＡ
分子的引物和探针），随后进行ＰＣＲ扩增，读取发出
荧光信号的单元数进一步确定靶ＤＮＡ分子的拷贝
数，通过泊松分布结合ｃｆｆＤＮＡ分数计算比值并判
断［１１］。数字ＰＣＲ基于“分而治之”，将单分子通过
稀释分离并独自扩增，这样先分离后放大的效果有
利于降低本底信号（母体游离ＤＮＡ）的影响，从而提
高了对低丰度靶ＤＮＡ分子（ｃｆｆＤＮＡ）的检测灵敏
度。高通量测序无创产前检测胎儿染色体非整倍体
在临床上的普遍筛查应用存在一定限制：如测序成
本较高，采样和获得结果之间需要１～２周的检测周
期等。与之相比，数字ＰＣＲ无创产前检测具有流程
简单，对设备的要求相对较低，检测耗时短，所需的
设备和试剂的成本低的优势。目前的研究工作证明
数字ＰＣＲ能实现准确、快速、简便的无创产前检测
胎儿染色体非整倍体［１１１３］。林文楚［５８］等开发了基
于数字ＰＣＲ的检测试剂盒，使用孕妇外周血，约５ｈ
完成对１个样本无创产前检测，其成本约为高通量
测序无创产前检测的１／５。
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３．２　数字ＰＣＲ无创产前检测的研究进展　在早期
研究中，Ｆａｎ等［１０］证明利用数字ＰＣＲ定量检测可以
判断２１号染色体非整倍体异常：使用２１三体细胞系
基因组ＤＮＡ和人细胞系基因组ＤＮＡ的混合物，结
合特异性荧光探针标记２１号染色体和１２号染色体
（参考染色体）进行扩增反应，结果显示两者拷贝数比
值大于１（正常为１。随后的研究表示为在临床上可
靠的检测母体血浆中低丰度的ｃｆｆＤＮＡ，需要进行数
千至数万ＰＣＲ反应［９，１０，１３］。随着微控流技术的引
入，数字ＰＣＲ实现了高通量，自动化的快速发展，在
无创产前检测中表现出优良的技术性能［５９，６０］。

基于微滴式数字ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｄｄＰＣＲ），可以实现自动
化反应混合物的制备和液滴的产生，可以进一步提
高测试的效率和通量。同时，在多重数字ＰＣＲ中，
通过设计不同引物，即可在一次ＰＣＲ反应同时对多
个靶基因进行特异性扩增，提升检测效率。Ｅｌ
Ｋｈａｔｔａｂｉ等的［１３］建立微滴式数字ＰＣＲ无创产前检
测２１三体，采用水解探针对４个靶基因标记，对
２１３例孕妇血浆游离ＤＮＡ进行定量检测，结果显示

特异性为９８％，敏感性为９４％。Ｌｅｅ等［１２］利用大小
分级的方法来提高ｃｆｆＤＮＡ分数，并设计数字ＰＣＲ
无创产前检测胎儿２１三体，共测试８７７名孕妇血浆
样品，结果显示其灵敏度为１００％，特异性为９９．６４％，
准确度为９９．６６％。随着ＰＣＲ反应数增加，多重数
字ＰＣＲ的引物和探针设计也更加复杂。考虑到大
量特异性探针会产生高背景荧光，影响阳性反应信
号的检测，Ｔａｎ等［１１］建立了基于锁核酸通用型探针
（ｌｏｃｋｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄＴａｑＭａｎ，ＬＮＡＴａｑＭａｎ）的多
重微滴式数字ＰＣＲ，用于无创产前检测胎儿染色体
非整倍体（２１三体），成功鉴定了３０份临床血浆标
本的三倍体情况，检测结果与高通量测序完全一致，
每个样本约４．５ｈ完成测试。其中，锁核酸（ｌｏｃｋｅｄ
ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＮＡ）是一种核酸类似物，与ＤＮＡ有
很好的亲和活性，将ＬＮＡ参入到探针中可以提高
对目的序列的亲和力同时可以提高探针的Ｔｍ值，
进而使探针设计的更短，有利于检测短的ＤＮＡ片
段，提高检测的灵敏度。表２总结了上述３个基于
微滴式数字ＰＣＲ进行无创产前检测胎儿染色体非
整倍体的实验设计信息。

表２　基于数字ＰＣＲ进行无创产前检测胎儿染色体非整倍体
目标染色体 参考染色体 检测位点 ｃｕｔｏｆｆ值
２１号染色体 ＳＥＴＤ４，ＣＢＲ１，ＵＢＥ２Ｇ２，ＣＬＤＮ１４ Ｔａｒｇｅｔ／Ｃｏｎｔｒｏｌ＝１．１５

１号染色体 ＲＡＢＩＦ
２号染色体 ＦＯＳＬ２

２１号染色体 １８号染色体 ＢＲＷＤ１，ＬＴＮ１，ＮＣＡＭ２，ＲＵＮＸ１
ＣＴＩＦ，ＲＩＴ２，ＳＭＡＤ４，ＴＣＦ４

Ｔａｒｇｅｔ／Ｃｏｎｔｒｏｌ＝１．０５

２１号染色体 １８号染色体 保守序列，共２０个位点
保守序列，共２０个位点

Ｔａｒｇｅｔ／Ｃｏｎｔｒｏｌ＝１．０５

　　基于现有研究提示，可以得出以下经验：为提高
数字ＰＣＲ无创产前检测的准确度和可靠性，在游离
ＤＮＡ的量确定的情况下，可以增加引物对的数量，
以增加数字ＰＣＲ检测到的目标ＤＮＡ分子的量；引
物选择应避免引物对之间的相互作用［１１］。对于较
低ｃｆｆＤＮＡ分数的样品，可以富集ｃｆｆＤＮＡ［１２］。通
过建立灰度区（在检测中考虑为数据波动导致无法
给出明确的高风险或者低风险结果建立的阈值范
围），灰区内的样本结果通过再测试来获得准确的结
果［１１，１３］。引物和探针的设计可以选择目标染色体
和参考染色体上的保守序列，在此基础上筛选易于
扩增、稳定性好，ＧＣ含量适中的序列［５８］。

４　总结与展望

２０１６年，我国出行了孕妇外周血胎儿游离
ＤＮＡ产前筛查与诊断相关规定，临床已经开始使用
基于高通量测序的无创产前胎儿染色体非整倍体筛
查检测项目。随着大规模平行测序技术的应用逐步
进入临床，无创产前检测的质量控制和标准化也越
来越重要。基于ｃｆｆＤＮＡ的研究主要集中在各种
检测方法和测试的发展方面，对质量控制和标准化
的研究关注较少。制定参考标准有助于提高临床诊
断的准确性、可靠性以及标准化。数字ＰＣＲ是检测
和定量核酸的新技术，近期的研究表明数字ＰＣＲ无
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创产前检测胎儿染色体非整倍体可以实现高灵敏度
的实时检测且更具成本效益，随进一步研究发展有
望用于常规临床检测。
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