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无创ＤＮＡ阳性结果的验证和分析
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【摘要】　目的　探讨无创ＤＮＡ产前检测在产前诊断中的应用及价值。方法　对２０１２年１月至２０１４

年１２月在西京医院妇产科做羊水穿刺的病人资料回顾性分析，发现因无创阳性做羊水穿刺的孕妇８４

例，用羊水染色体核型分析和ＦＩＳＨ对其结果进行验证，并对两者不一致的结果进行电话随访。结果　

无创ＤＮＡ８４例阳性结果中２１三体４８例，经羊水穿刺后确认为假阳性的有２例；１８三体１１例，经羊水

穿刺后确认为假阳性３例；１３三体４例，经羊水穿刺验证２例为假阳性；性染色体异常２１例，经验证６

例假阳性。结论　孕妇外周血中游离胎儿ＤＮＡ检测对２１三体检测准确率达９５．８％，１８三体准确率

７３％，性染色体检出准确率７１％，１３三体准确率５０％。无创ＤＮＡ是产前筛查２１三体的有效方法，对

其他染色体异常的检测还需要进一步提高现有检测技术。
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　　染色体非整倍体是指相对于人正常的４６条染

色体细胞中的一条或几条染色体数目增加或减少。

目前，我国新生儿中染色体的发病率为１／６０，其中

２１三体、１８三体和１３三体是３种最主要的染色体

非整倍体疾病。目前临床上对胎儿这几种病变产前

诊断方法主要是通过Ｂ超引导下的羊水穿刺染色

体核型分析，该技术检测所需时间长，穿刺过程又

对胎儿有一定的风险。因此，寻求安全、准确、快速

的无创产前检测技术是优生优育的基本需要。而
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胎儿染色体非整倍体的无创ＤＮＡ产前检测通过采

取孕妇静脉血，利用新一代ＤＮＡ测序技术对母体

外周血浆中的游离 ＤＮＡ 片段（包含胎儿游离

ＤＮＡ）进行测序，并将测序结果进行生物信息分析，

可以从中得到胎儿的遗传信息［１］。本研究利用高通

量测序技术检测孕妇外周血中的游离ＤＮＡ，对其异

常结果进行分析验证，旨在探讨无创ＤＮＡ产前检

测的临床应用价值。

１　材料与方法

１．１　基本资料　２０１２年１月至２０１４年１２月在西

京医院妇产科产前诊断中心因无创产前基因检测结

果高风险的孕妇８４例，自愿做羊水穿刺。使用染色

体ＦＩＳＨ和核型分析对无创结果进行验证并对每个

孕妇的妊娠结局的进行随访。

１．２　方法

１．２．１　染色体制备　Ｂ超引导定位，在无菌条件

下，采用羊水专用穿刺针经腹部穿刺，抽取１５ｍｌ羊

水，经离心处理后接种于培养瓶内，置３７℃、５％ＣＯ２

恒温培养箱中培养，培养液为ＣＨＡＮＧＭＥＤＩＵＭ。

经过换液后观察，镜下见小堆贴壁细胞长成大的克

隆，并出现成对圆形透亮细胞，即可加入秋水仙碱收

获细胞，经低渗、数次固定后常规制片，６０～８０℃烤

片２小时。Ｇ显带染色分析。

１．２．２　ＦＩＳＨ 检测　未培养的羊水参照金菩嘉公

司提供的操作步骤处理后进行ＦＩＳＨ分析。每个杂

交区至少数１００个信号强、无重叠的杂交细胞。

ＣＳＰ１８／Ｘ／Ｙ探针和 ＧＬＰ１３／２１探针。阳性判断标

准：ＧＬＰ１３／２１、ＣＳＰ１８／Ｘ／Ｙ探针至少计数１００个细

胞，非整倍体细胞比例＞６０％判为非整倍体。非整

倍体细胞比例＞３０％为嵌合体。

１．２．３　追踪随访　对因无创阳性做羊水穿刺确诊

的孕妇进行电话随访，随访其妊娠结局或出生后孩

子的性别及出生后的健康状况。

２　结果

无创ＤＮＡ８４例阳性结果中，２１三体４８例，１８

三体１１例，１３三体４例，性染色体异常２１例。无

创８４例阳性结果无创提示４８例２１三体经羊水染

色体核型和ＦＩＳＨ 验证１６例为２１三体，２例假阳

性，假阳性率为４．２％。无创ＤＮＡ检出１８三体１１

例经验证，３例假阳性，假阳性率为２７％；无创１３三

体高风险有４例经验证２例为假阳性，假阳性率为

５０％；无创ＤＮＡ提示性染色体异常２１例，经核型

和ＦＩＳＨ验证６例为假阳性，假阳性率为２９％。

８４例无创ＤＮＡ结果异常的孕妇均对其进行了

电话随访，其中染色体异常结果共７１例引产７０例，

其中１例胎儿核型４７，ＸＸＹ，孕妇不想引产。因孕

妇已发生３次胚胎停育此次自愿继续妊娠。其中

１３例无创ＤＮＡ假阳性结果经染色体核型和ＦＩＳＨ

确认染色体核型正常的出生后电话随访后，家属均

口述发育正常，健康，随访发现性别与染色体结果均

一致。

３　讨论

在孕妇妊娠期开辟一种安全、可靠的产前筛查

和产前诊断方法进行产前干预，是当前降低出生缺

陷率最切实可行的方法。目前侵入式取样是产前诊

断的金标准，但其存在一定的弊端［２］。因此针对妊

娠高危人群进行多技术联合筛查和诊断，并根据病

人自身情况作出合适的选择。胎儿染色体非整倍体

无创基因检测技术它具有无创性、孕早期检测、相对

血清学检查有很高的准确性。早孕期检测最主要的

优势是早发现、早诊断、早干预，早期终止妊娠相对

于中期引产更安全，还可以减少孕妇及家属的焦虑。

但胎儿染色体非整倍体无创基因检测技术也有一定

的局限性。首先该技术对目前检测的对象具有局限

性，如母体本身染色体有异常（如嵌合体，２１三体

平衡易位携带），或者母体在孕前期接受异体输血、

移植手术、干细胞治疗等，均对检测结果的准确性造

成影响。并且孕妇孕周较大接受胎儿染色体非整倍

体无创基因检测，检测的结果为阳性的，再接受羊水

穿刺手术检查胎儿染色体，不仅增加病人的焦虑感，

而且手术的风险也相对增加。因此不建议孕周超过

２４周的孕妇做无创基因检测。同时对于Ｂ超筛查

如心脑血管系统异常，羊水量异常，明显器官、四肢

异常及ＮＴ值异常的都不建议做无创基因检测。同

时，双胎或多胎也不适合做无创基因检测。
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影响无创ＤＮＡ检测结果准确性的主要因素是

孕妇外周血中胎儿游离ＤＮＡ浓度。如果胎儿游离

ＤＮＡ浓度低于３％，检测结果的准确性将受到一定

的影响［３，４］。研究表明，孕妇血清中游离ＤＮＡ的含

量受孕周和体重的影响。一般认为孕８周后孕妇外

周血中游离胎儿ＤＮＡ含量上升并稳定存在，孕期

胎儿ＤＮＡ含量在５％～５０％，孕周越大ＤＮＡ含量

越高。无创ＤＮＡ要求孕妇血清中游离ＤＮＡ的含

量占外周血中总ＤＮＡ的５０％以上，所以当孕妇由

于各种原因导致自身游离ＤＮＡ含量增高时孕妇血

中胎儿游离ＤＮＡ含量就相对偏低，这时就会导致

检测失败。临床上引起孕妇自身ＤＮＡ增高的原因

有溶血、肿瘤等，另外也可能与个体差异有关。如孕

妇自身体重指数肥胖，将增加循环血量而导致的稀

释作用，使孕妇血液中胎儿游离ＤＮＡ浓度降低
［５］；

孕妇自身游离ＤＮＡ总量随体重指数按比例增加，

而胎儿游离ＤＮＡ不增加，即相当于胎儿游离ＤＮＡ

浓度降低［６］。

目前无创ＤＮＡ技术被倾向于定位为Ｔ２１、Ｔ１８

和Ｔ１３等常见染色体非整倍体的筛查手段，受检者

需要在给予充分咨询、知情同意的情况下自愿选择

参加无创ＤＮＡ检测。

对于本次研究无创结果与传统胎儿染色体方法

进行分析发现，其中２１三体的准确率最高，其次为

１８三体和性染色体，１３三体的准确率相对较差。

研究发现１８三体、性染色体检测稳定性较差，受

ＧＣ含量干扰所致
［７］，ＪｉａｎｇＦ等

［８］以标准ＺＳｃｏｒｅ

值为基础，通过改进染色体内标参照及计算方式，实

现结果值变异系数小，一定程度上克服ＧＣ含量问

题，提高和稳定了１８三体及性染色体检出率，而后

继研究需要我们不断克服技术难题，并逐步推向临

床。综上所述，胎儿染色体非整倍体无创基因检测

技术对于诊断２１三体综合征敏感性及特异性高，

且因其为无创诊断，能有效缓解孕妇及家属的心理

负担，故该检测方法可应用于唐氏综合症的早期产

前诊断的新技术。

本次实验采用羊水核型分析和ＦＩＳＨ技术对无

创ＤＮＡ进行验证，核型和ＦＩＳＨ的符合率为９９％，

只有１例结果不一致，ＦＩＳＨ结果为４５，ＸＯ（３５％）／

４６，ＸＸ，而核型结果为４５，ＸＯ究其原因，这是因非

整倍体细胞传代培养时较正常细胞生长速度快，原

有的正常细胞比例就会在传代被稀释，如分子技术

很易检测的４５，ＸＯ／４６，ＸＸ嵌合，经细胞培养后的

核型分析为单纯４５，ＸＯ。抽脐血验证后以ＦＩＳＨ结

果为准。ＦＩＳＨ 技术作为一个新的生物学诊断技

术，可以对流产组织及产前诊断标本进行目标染色

体数目异常的检测。本研究中通过和常规细胞遗传

学方法的对比，ＦＩＳＨ技术显现出独特的优势：①检

测周期短，可以４８～７２小时出结果；②检测成功率

高，本研究中成功率达到了１００％；③取材时间不受

孕周限制；④检测标本不受限；⑤操作简便；⑥ＦＩＳＨ

技术是低嵌合体检出判断的金标准。但是ＦＩＳＨ技

术也有一定的局限性，只能检测目标染色体数目异

常，对染色体结构异常不能检测。因此ＦＩＳＨ 技术

作为独立的产前诊断技术是有一定风险的。

因此对于国内目前的技术现状，做好孕妇产前

诊断遗传咨询工作至关重要，根据孕妇的不同临床

情况做出不同的检查项目。由于无创ＤＮＡ 检测技

术的一些局限性［９，１０］，所以，目前的胎儿染色体诊断

以细胞遗传学和ＦＩＳＨ 为主，无创ＤＮＡ检测技术

和基因芯片等技术可以对传统方法进行有益的补

充，多种检测方法联合应用，以提高产前诊断的准确

性、成功率。目前出现如此多的快速产前诊断技术，

目的是促进优生医学的发展，而不应成为临床专业

人员的障碍当然也提出了更高的要求，如何选择应

用这些技术，如何达到最优的质量控制，如何做到检

测前后最充分的咨询等。
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·视频导读·

全基因组测序及临床应用

于福利

（美国贝勒医学院）

　　全基因组测序是当今遗传学领域的热门话题。全基因组测

序是对未知基因组序列的物种进行个体的基因组测序。１９８６年，

ＲｅｎａｔｏＤｕｌｂｅｃｃｏ是最早提出人类基因组定序的科学家之一。也

有人称这一技术是一个改变世界的技术。

在第五届中国胎儿医学大会上，我们邀请到了来自贝勒医学

院的于福利教授讲授了有关全基因组测序的课题。于福利教授

来自贝勒医学院人类基因组测序中心，致力于大规模人类基因组

学研究，特别在人类遗传变异及其在群体遗传学中的特性，以及

遗传疾病病因的揭示等方向颇有建树。于教授曾参与多项国际

重大人类基因组项目。这些项目包括人类基因组单体型项目（ＴｈｅＨａｐＭａｐＰｒｏｊｅｃｔ）、人类千人基因组项目

（Ｔｈｅ１０００ＧｅｎｏｍｅｓＰｒｏｊｅｃｔ）、人类心血管疾病项目（ＴｈｅＣＨＡＲＧＥＰｒｏｊｅｃｔ）等。他的讲课能让我们更深入

了解这一全新的领域。
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