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无创产前筛查在辅助生育双胎妊娠染色体非
整倍体筛查中的应用价值
王东梅　杨洁霞　杜倩怡　王奕霞　彭海山　齐一鸣
（广东省妇幼保健院医学遗传中心，广州广东　５１１４４２）

【摘要】　目的　评价无创产前筛查（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）在辅助生育（ａｓｓｉｓｔｅｄｒｅｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｖｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＡＲＴ）双胎妊娠染色体非整倍体筛查中的应用价值。方法　收集２０１５年１月至２０１８
年８月间在广东省妇幼保健院接受ＮＩＰＴ检测的４７６例ＡＲＴ双胎妊娠样本以及４０２例自然双胎妊娠
样本，回顾性对比分析ＮＩＰＴ及产前诊断结果。结果　两组间孕妇年龄及行ＮＩＰＴ检测的孕周有统计
学差异。ＡＲＴ双胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ检查提示三体高风险７例（５例２１三体、１例１８三体、１例７三体），
经产前诊断核型确诊５例双胎之一２１三体、１例双胎之一１８三体、正常１例；自然双胎妊娠孕妇ＮＩＰＴ
检测提示２１三体高风险３例，经产前诊断确诊２例双胎之一２１三体、正常１例。自然双胎妊娠组胎儿
游离ＤＮＡ浓度明显高于ＡＲＴ双胎妊娠组。结论　ＮＩＰＴ应用于ＡＲＴ双胎妊娠的染色体非整倍体筛
查具有较高的检测效能，但是仍存在假阳性与假阴性的局限性，实际咨询工作中应对ＡＲＴ双胎妊娠孕
妇年龄、多胎妊娠率、绒毛膜性质及胎儿游离ＤＮＡ浓度等方面加以考虑，对ＡＲＴ双胎妊娠ＮＩＰＴ结果
判读应更加谨慎。
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　　染色体疾病是导致我国出生缺陷的主要原因之
一。产前筛查及产前诊断是预防出生缺陷的有效手
段。胎儿染色体非整倍体的无创产前检测（ｎｏｎｉｎ
ｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）是利用大规模平行
测序技术对母体外周血中的胎儿游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌ
ｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）进行深度测序，经过数据分
析后，获取胎儿染色体信息的方法，具有安全准确的
优势，近年来已在临床得到良好的应用［１］。目前已
有大量文献证实ＮＩＰＴ在单胎妊娠常见染色体非整
倍体筛查中的高准确性，其中２１、１８、１３三体的准
确率分别是９９％、９７％、９２％［２］。美国医学遗传学
和基因组学学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＧｅ
ｎｅｔｉｃｓａｎｄＧｅｎｏｍｉｃｓ，ＡＣＭＧ）最新声明指出ＮＩＰＴ
能够在不同年龄人群中替代传统的非整倍体筛查方
法，但双胎妊娠及辅助生育人群仍为该技术的慎用
人群。由于ＡＲＴ双胎妊娠较为复杂，染色体非整
倍体发生率及介入性检查流产率均比单胎要高［３］，
而目前用于其染色体非整倍体筛查的血清学技术准
确性较低，因此本研究通过检测ｃｆＤＮＡ对ＡＲＴ双
胎妊娠样本及自然双胎妊娠样本进行无创产前筛
查，以评估其筛查ＡＲＴ双胎妊娠染色体非整倍体
的可行性，同时也对ＡＲＴ双胎妊娠样本胎儿游离
ＤＮＡ浓度进行分析，以评估它对ＡＲＴ双胎妊娠样
本的无创产前筛查结果的影响。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集２０１５年１月至２０１８年８月
在广东省妇幼保健院产前诊断中心接受ＮＩＰＴ检测
的双胎妊娠孕妇样本，分为ＡＲＴ组和自然妊娠对
照组，其中通过ＡＲＴ方式受孕的４７６例，自然受孕
的对照组４０２例。本研究通过本院伦理委员会审
核，孕妇在采血前均已签署知情同意书。其他纳入
标准有：孕妇体重小于１００ｋｇ。夫妻双方染色体均
无明确的异常。
１．２　研究方法　用无菌的ＥＤＴＡ．Ｋ２抗凝管采集
孕妇外周血１０ｍｌ，４℃条件下保存，并在６ｈ内分离
血浆。采用Ｍａｇｅｎ磁珠法核酸提取试剂盒提取血
浆游离ＤＮＡ，以博奥晶芯胎儿染色体非整倍体
（Ｔ２１、Ｔ１８、Ｔ１３）检测试剂盒构建文库，Ｌｉｆｅ公司

Ｉｏｎｐｒｏｔｏｎ平台半导体测序法，进行ＮＩＰＴ测序分
析。若犣值在－３～３之间则评估为三体低风险，若
犣＞３则评估为三体高风险。
１．３　检测后续处理ＮＩＰＴ高风险病例，建议孕妇行
介入性产前诊断（羊水或脐血染色体核型分析）并随
访；ＮＩＰＴ低风险病例，建议２２～２６周Ⅲ级超声多
普勒检查，如发现胎儿有明显的结构异常，建议进一
步产前诊断，如未发现异常则建议定期产检并随访；
产后新生儿检查未发现异常的，视为阴性结果。未
产前诊断及失访样本不纳入研究范围。
１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１６．０软件处理数据，
计量资料采用均数±标准差，计数资料采用频数（百
分比）表达，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　样本基本情况分析　８７８例样本按受孕方式
分成２组，其中ＡＲＴ双胎妊娠４７６例，孕妇年龄２２
～５０（３２．８６±４．５２）岁，ＮＩＰＴ检查时孕周１１～３３
（１６．８４±３．８８）周；对照组自然双胎妊娠４０２例，孕
妇年龄１６～４７（３０．１９±５．２１）岁，ＮＩＰＴ检查时孕周
１１～３２（１７．９３±４．３１）周；狋检验分析结果显示两组
间孕妇年龄间有显著性差异（狋＝－８．１２４，犘＜
０．００１），孕周间也有显著性差异（狋＝３．９４９，犘＜
０．００１）。两组一般情况对比见表１。ＡＲＴ双胎妊娠
组高龄孕妇比例是３６．１％，其中双绒毛膜双羊膜囊
（ｄｉｃｈｏｒｉｏｎｉｃｄｉａｍｎｉｏｔｉｃ，ＤＣＤＡ）和单绒毛膜双羊膜
囊（ｍｏｎｏｃｈｏｒｉｏｎｉｃｄｉａｍｎｉｏｔｉｃ，ＭＣＤＡ）比例分别为
７５．４％和３．４％，自然双胎妊娠组高龄孕妇比例是
２３．６％，其中ＤＣＤＡ和ＭＣＤＡ比例分别为４０％和
３９．３％。
２．２　染色体非整倍体检出情况　本次研究ＮＩＰＴ
高风险检出结果与后续核型分析具体情况见表２。
ＡＲＴ双胎妊娠组染色体非整倍体阳性率为１．３％
（６／４７６），自然双胎妊娠组为０．５％（２／４０２）。
４７６例ＡＲＴ双胎妊娠样本中，一共检出７例三

体高风险样本，检出率约为１．５％，分别为２１三体５
例、１８三体１例、７三体１例。进一步介入性产前
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诊断核型分析证实病例１、２、３、４、５、６为真阳性，均
为双胎之一阳性，病例７为假阳性。同时检出１例
病例８微缺失高风险样本，经产前诊断确定为假阳
性；真阳性病例中，病例５、６孕妇年龄小于３５岁，其
余４例均为高龄妊娠，６例患者孕周从１６～１９周不
等，胎儿浓度分别是７．５％、１８．８％、３０．６％、
２１．２％、１３．１％、９．０％，绒毛膜性质均为ＤＣＤＡ。

４０２例自然双胎妊娠样本中，一共检出３例２１
三体高风险样本，检出率约为０．７％。进一步介入
性产前诊断核型分析证实病例９、１０为真阳性，病例
１１为假阳性。２例真阳性病例均为高龄妊娠，孕周
分别是１６、１８周，胎儿浓度分别是６．０７％、１９．８％，

病例９未知绒毛膜性，病例１０为ＤＣＤＡ。病例１１
为ＭＣＤＡ，胎儿浓度是５．４％。
表１　ＡＲＴ双胎妊娠组及自然双胎妊娠组孕妇一般情况

项目 ＡＲＴ双胎妊娠
（狀＝４７６）

自然双胎妊娠
（狀＝４０２）

孕妇年龄
　＜３５岁［例（％）］ ３０４（６３．９） ３０７（７６．４）
　≥３５岁［例（％）］ １７２（３６．１） ９５（２３．６）
ＮＩＰＴ检测孕周
　９～１３周［例（％）］ ９７（２０．４） ５２（１２．９）
　１４～２７周［例（％）］ ３６６（７６．９） ３２９（８１．９）
　＞２８周［例（％）］ １３（２．７） ２１（５．２）
绒毛膜类型
　ＤＣＤＡ［例（％）］ ５９（７５．４） １６０（４０）
　ＭＣＤＡ［例（％）］ １６（３．４） １５８（３９．３）
　未知［例（％）］ １０１（２１．２） ８４４（２０．７）

表２　高风险病例信息及核型分析结果
受孕方式 序号 年龄（岁） 孕周（周） 双胎类型 胎儿浓度（％）ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２）ＮＩＰＴ结果 核型结果
ＡＲＴ 病例１ ３７ １８ ＤＣＤＡ ７．５ ２２ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１

病例２ ３９ １７＋ ＤＣＤＡ １８．８ ２１ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例３ ３６ １６＋ ＤＣＤＡ ３０．６ ２２ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例４ ３５ １６＋ ＤＣＤＡ ２１．２ ２３ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例５ ３３ １６ ＤＣＤＡ １３．１ ２０ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例６ ３１ １９＋ ＤＣＤＡ ９．０ ２５ Ｔ１８ 正常／Ｔ１８
病例７ ２６ １４ ＤＣＤＡ ７．６ ２７ Ｔ７ 正常／正常
病例８ ２９ １４ ＤＣＤＡ ８．９ １９ ２０号微缺失 正常／正常

ＮＰ 病例９ ３７ １６ 未知 ６．０７ ２７ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例１０ ３７ １８ ＤＣＤＡ １９．８ ３０ Ｔ２１ 正常／Ｔ２１
病例１１ ２７ ２２ ＭＣＤＡ ５．４ ２５ Ｔ２１ 正常／正常

　　注：ＡＲＴ为辅助生育；ＮＰ为自然妊娠；ＢＭＩ为身体质量指数；ＤＣＤＡ为双绒毛膜双羊膜囊；ＭＣＤＡ为单绒毛膜双羊膜囊

　　病例后续跟踪随访，Ｔ２１、Ｔ１８真阳性病例进行
了减胎手术，本研究所检测的阴性样本中未出现染
色体非整倍体假阴性的案例。ＡＲＴ双胎妊娠组结
果阴性病例中有一例双胎之一心脏超声异常，经羊

水染色体微阵列分析提示为２２ｑ１１．２１有一个大小
约为３．１５Ｍｂ的缺失。比较ＮＩＰＴ在两组中的筛查
效能，具体情况见表３。

表３　ＮＩＰＴ对ＡＲＴ双胎妊娠及自然双胎妊娠的检测效能比较
项目 ＡＲＴ双胎妊娠（狀＝４７６）

Ｔ２１ Ｔ１８ Ｔ１３ 其他Ｔ２１
自然双胎妊娠（狀＝４０２）

Ｔ２１ Ｔ１８ Ｔ１３ 其他

ＮＩＰＴ高风险（例） ５ １ － ２
（Ｔ７、２０号微缺失） ３ － － －

真阳性例数（例） ５ １ － ０ ２ － － －
阳性预测值（％） １００ １００ － ０ ６６．７ － － －
假阴性例数（例） ０ ０ － １（２２ｑ１１．２１微缺失）０ － － －
阴性预测值（％） １００ １００ － ９９．８ １００ － － －
灵敏度（％） １００ １００ － １００ １００ － － －
特异度（％） １００ １００ － ９９．６ ９９．７ － － －

２．３　胎儿游离ＤＮＡ浓度分析ＡＲＴ双胎妊娠组平
均游离ＤＮＡ浓度为（１２．５１±５．９６）％，自然双胎妊娠
组平均游离ＤＮＡ浓度为（１５．３５±６．７１）％，见表４。狋

检验分析结果显示，２组间胎儿游离ＤＮＡ浓度具有
显著差异（狋＝６．６２４，犘＜０．００１）。自然双胎妊娠组胎
儿游离ＤＮＡ浓度明显高于ＡＲＴ双胎妊娠组。
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表４　２组间胎儿游离ＤＮＡ浓度比较（狓－±狊）
组别 样本例数（例） 孕妇平均年龄（岁） 孕妇平均孕周（周） 平均胎儿ＤＮＡ浓度（％）

ＡＲＴ双胎妊娠组 ４７６ ３２．８６±４．５２ １６．８４±３．８８ １２．５１±５．９６
自然双胎妊娠组 ４０２ ３０．１９±５．２１ １７．９３±４．３１ １５．３５±６．７１

３　讨论

随着高龄孕产妇的增加及辅助生育技术的发
展，ＡＲＴ双胎妊娠发生率越来越高。接受ＡＲＴ的
孕妇大多为高龄及胚胎进行了体外培养等因素，使
得这类胎儿具有相对更高的染色体异常发治疗生
率［４］，对于这部分孕妇有必要进行精准的产前筛查
及产前诊断。然而，临床上广泛应用的多项血清学
标志物结合孕妇年龄、体重等信息及超声软指标联
合的产前筛查方法假阳性率较高［５］；侵入性产前诊
断方法属于诊断金标准，但对于双胎妊娠容易造成
出血、感染及流产［６］，且报告周期较长；ＡＲＴ妊娠胎
儿本属于珍贵儿，血清学筛查无法满足ＡＲＴ孕妇
的诊断需求，侵入性产前诊断又有流产风险，均难为
孕妇接受。因此，临床上需要一种无创、快速、早期
且准确地筛查双胎妊娠胎儿染色体非整倍体异常的
方法。自１９９７年Ｌｏ等［７］发现母体血浆中存在
ｃｆＤＮＡ后，高通量测序技术在筛查常见染色体非整
倍体方面（２１、１８、１３三体）发展迅速，其具有非侵入
性、准确性高的优点，因此被广泛推广应用。但目前
国内外学者对无创产前筛查的准确性和可行性评估
主要是针对单胎妊娠进行，而针对辅助生育双胎妊
娠群体的研究和运用较少。本研究利用高通量测序
技术对ＡＲＴ双胎妊娠样本及自然双胎妊娠样本进
行了无创产前染色体非整倍体的筛查，并成功筛查
出８例染色体三体阳性样本。

本研究中，针对常见的２１、１８、１３号染色体非整
倍体异常，ＡＲＴ双胎妊娠组中Ｔ２１、Ｔ１８的ＰＰＶ
（阳性预测值）、灵敏度、特异度均为１００％。由于样
本量少，Ｔ１３未检出，故未做统计；自然双胎妊娠组
中Ｔ２１的ＰＰＶ（阳性预测值）、灵敏度、特异度分别
为６６．７％、１００％、９９．７％。因样本量少，未发现
Ｔ１８、Ｔ１３，故未做统计。双胎妊娠组染色体非整倍
体阳性率为１．３％（６／４７６），自然双胎妊娠组为
０．５％（２／４０２），ＡＲＴ双胎妊娠组染色体非整倍体异

常发生率较自然妊娠组高，可能与进行辅助生育技
术的人群特点（不孕不育原因及高龄偏多）有关。

ＡＲＴ双胎妊娠组出现１例Ｔ７假阳性，自然双
胎妊娠组出现１例Ｔ２１假阳性。假阳性的出现原
因有多种可能，包括母体染色体嵌合［８］、母体拷贝数
变异［９］、早期双胎之一消失［１０］（辅助生育技术中为
保证存活率通常会植入２个胚胎，其中可能出现一
胎停育，一胎继续发育成双胎的现象，若消失的一胎
染色体异常则可能造成假阳性）以及最常见的限制
性胎盘嵌合［１１］。本研究中，病例８的Ｔ７假阳性考
虑原因是限制性胎盘嵌合，病例１１的Ｔ２１假阳性
考虑原因是母体染色体嵌合，需要进一步验证。

研究发现ＡＲＴ双胎妊娠组提示一例２０号染
色体存在一个大小约２２Ｍｂ的缺失，经产前诊断证
实为假阳性；另外，在后续随访中发现ＡＲＴ双胎妊
娠组ＮＩＰＴ结果阴性病例中有一例双胎之一心脏超
声异常，经羊水染色体微阵列分析提示为２２ｑ１１．２１
有一个大小为３．１５Ｍｂ的缺失。该区域位于Ｄｉ
ｇｅｏｒｇｅ综合征关键区域，孕妇经遗传咨询后接受减
胎手术。ＮＩＰＴ目前的主要检测范围为２１、１８、１３
三体综合征，在针对全基因组范围内筛查的同时可
发现一些染色体微缺失／微重复，但由于ｃｆＤＮＡ的
复杂性及测序覆盖度等因素，容易出现假阳性／假阴
性结果［１２］。美国妇产科医师学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌ
ｌｅｇｅｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｉａｎｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｉｓｔｓ，ＡＣＯＧ）指
出对于ｃｆＤＮＡ检测微缺失的筛查尚未被临床验证，
其敏感性和特异性也没有确信数据［１３］。国际产前
诊断学会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＰｒｅｎａｔａｌＤｉａｇ
ｎｏｓｉｓ，ＩＳＰＤ）则表示ＮＩＰＴ扩展检测应当限定在研
究清楚的微缺失／微重复综合征范围内，并需要结合
临床［１４］。郭可欣等［１５］表明使用ＮＩＰＴ检测５Ｍｂ以
上，研究较明确的胎儿ＣＮＶ具有一定的可行性。
随着技术的发展，目前ＮＩＰＴＰＬＵＳ通过增加测序
深度、改进测序技术等可检测大于３Ｍｂ的微缺失／
微重复。
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Ｓａｒｎｏ等［１６］的研究发现双胎胎儿部分的ｃｆ
ＤＮＡ中位值较单胎低（８％比１１％，犘＜０．０００１），取
样失败率更高（９．４％比２．９％，犘＜０．０００１），且取样
失败率随着母亲年龄及母亲体质量指数（ｂｏｄｙｍａｓｓ
ｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）值升高而升高，随着ＣＲＬ值增加而降
低。取样失败中最重要的相关因素为体外受精（ｉｎ
ｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ），取样失败率在单胎中为
９．５％，双胎中为５６．２％。另外，双胎妊娠中ｃｆＤＮＡ
检测比单胎更加复杂。双胎妊娠按合子性质分为单
卵双胎和双卵双胎，单卵双胎由一个受精卵分裂形
成，大多数情况下，单卵双胎中２个胎儿的染色体核
型是一致的，每个胎儿的患病风险与单胎妊娠相同。
双卵双胎由两个受精卵分别发育而成，其中２个胎
儿的患病风险是独立的，且较单胎妊娠高。但亦有
报道单卵双胎两个胎儿核型不一致的情况，可能有
以下两种解释［１７］：一是减数分裂时染色体不分离导
致形成一个２４条染色体的配子与另一个正常的配
子合成一个三体的受精卵，发育成双胎后其中一个
胚胎发生三体自救，随机丢失一个额外的染色体，发
育成二倍体胎儿（有１／３的概率形成单亲二倍体），
另一个胚胎没有发生三体自救，继续发育成三体胎
儿；二是受精卵是正常的二倍体，双胎形成后其中一
个胚胎染色体在有丝分裂中不分离，形成三体和单
体两种细胞系，单体系死亡，三体系发育成三体胎
儿，另外一个胚胎继续发育成一个正常的二倍体胎
儿。若双胎中出现三体异常，通常只有其中一个胎
儿受累，而两个胎儿分别对母血循环中贡献的ｃｆＤ
ＮＡ量不同，有些甚至可以相差近两倍［１８，１９］。若受
累胎儿贡献的浓度低于ｃｆＤＮＡ成功分析至少需要
的４％，而正常胎儿贡献得多，则会导致假阴性的出
现。因此，双胎中每个胎儿提供足够的ｃｆＤＮＡ或能
区分每个胎儿所占的胎儿比例是双胎筛查非整倍体
的关键。梁德杨等［１９］提出单核苷酸多态性测定基
因组区域间胎儿部分的差异有助于判断双胎的合子
性质，对双卵双胎，可以确定每个胎儿所占的胎儿比
例，但应用于临床仍然有待进一步大样本研究。本
研究中ＡＲＴ双胎妊娠组胎儿ｃｆＤＮＡ浓度明显低
于自然双胎妊娠组，可能是由于两者的孕周计算方
式不同或者是辅助生殖技术植入的胚胎在孕妇体内

生长发育速度不同于同期大小的自然双胎妊娠造成
的。由于无创筛查的判断值（Ｚ值）与母体血浆中胎
儿游离ＤＮＡ浓度呈一定的线性关系［２０］，因此结果
分析应该充分考虑双胎的绒毛膜性质及胎儿游离
ＤＮＡ浓度的影响。

综上所述，ＮＩＰＴ在筛查辅助生育双胎妊娠染
色体非整倍体中有一定可行性，且不受孕周限制，但
也存在假阳性与假阴性的局限性。对于阳性病例我
们仍需进一步介入性产前诊断才可明确双胎中哪一
胎受累，但在大多数双胎均正常的情况下，ＮＩＰＴ避
免了不必要的侵入性检查，减少了孕妇的焦虑与担
忧。ＮＩＰＴ阴性病例后续必须进行超声监测以及常
规产检，发现异常及时就诊以及进一步产前诊断。
同时本研究中由于样本数量较少，仅检出８例三体
高风险，阳性率缺乏与单胎筛查的可比性。该技术
在双胎妊娠中的临床应用仍需进一步大规模的临床
数据支持验证。
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