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"

要!目的
"

探讨基于胎儿游离
DN?

高通量测序的无创产前检测技术在染色体非整倍体检测中的应用

价值(方法
"

选取
&"*>

年
:

月至
&"*'

年
(

月佛山市妇幼保健院行无创产前检测
&"'**

例!对无创检测结果

异常的孕妇建议介入性产前诊断和核型分析或基因芯片检测(结果
"

检出
&*

.

*'

.

*)

三大染色体高风险
*)"

例"

"6(&@

$!性染色体异常
***

例"

"6>)@

$!其他常染色体异常
;)

例"

"6)>@

$!总检出率
*6>*@

"

)*:

.

&"'**

$(
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人在知情同意下行介入产前诊断!

&*

.

*'

.

*)

三体阳性预测值分别为
'*6:)@

'

;(6!&@

'

:*6(;@

!性染色体

和其他常染色体阳性预测值为
("6&(@

'

*;6;'@

(结论
"

无创产前检测技术对于
&*

.

*'

.

*)

和性染色体有较高

的检出率和阳性预测值!被高龄和辅助生殖技术孕妇广泛接受!具有良好的临床应用前景(
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染色体非整倍体疾病是胎儿畸形中较为常见的

疾病!在美国发生率为
*

*

*("

&

*

'

!在中国的发生比例更

是高达
*

*

("

&

&

'

"常见的如
&*

*

*'

*

*)

和性染色体三倍

体或单倍体!特别是
&*

三体综合征(唐氏综合征)发

生比例大概为
*

*

;>"

!在高龄孕妇中发生概率更高"

罹患胎儿会给家庭和社会带来较重的经济和精神负

担"临床尚无有效治疗措施!只能依靠产前早期检查

来避免"其中!介入性产前诊断准确度高!但有
*@

左

右的流产或感染风险"传统的血清学筛查假阳性和

漏诊率较高&

)

'

"基于孕妇血浆中胎儿游离
DN?

高通

量测序的无创产前检测技术已广泛应用于三大染色

体(

&*

*

*'

*

*)

)的三体检测&

:

'

"但根据介入产前诊断

的核型结果!有文献报道其假阳性较高!尤其是性染

色体的阳性预测值偏低&

>

'

"本研究回顾分析佛山地

区
&"'**

例无创产前检测与介入性产前诊断的随访

结果!探讨该技术的临床应用价值"

$

"

资料与方法

$6$

"

一般资料
"

回顾分析
&"*>

年
:

月至
&"*'

年
(

+

"*'

+
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月期间在佛山市妇幼保健院产科门诊就诊经过遗传

咨询和知情同意!自愿选择无创产前检测的孕妇"本

研究经过伦理委员会批准"

$6%

"

血浆分离
"

采用
$I00VLIIDN?S$E

管(

#1LI7]

抗凝管)收集孕妇外周抗凝全血
*"-G

!

:d*(""a

4

离心
*"-/2

分离血浆"要求无明显溶血$凝血"

$6&

"

胎儿游离
DN?

提取
"

采用磁珠法分离胎儿游

离
DN?

!使用
bYH/1

核酸定量分析仪检测
DN?

浓

度"浓度应在
"6">

"

"6;"2

4

*

-G

内"否则通知孕妇

重新采血"

$6'

"

建库与测序
"

采用
+̀,C?GB

快速建库法!并在

?S%#1I

K

82I

K

0Y<

扩增仪上进行
b$

检测建库浓度

和质量!若
b$

不合格应重做"根据建库浓度
C88,

0/2

4

!混合在
$N>""

测序平台进行单端
)(f'

(

/2JIZ

)

H

K

测序"

$6E

"

数据分析
"

参照人类基因组
O

4

*!

和各条染色

体的比例均值与标准差!经
Q$

矫正!计算各条染色

体的
`

值"

&*

*

*'

*

*)

三大染色体
`

值超过
)

为异常"

性染色体通过
_U

的
`

值散点图判断结果"其他染

色体以
`

值超过
>

为异常"计算胎儿
DN?

含量!要

求在
:@

以上"

$6F

"

介入性产前诊断
"

无创产前基因检测异常的!

给予遗传咨询!建议羊水穿刺后行
Q

带染色核型分析

或荧光原位杂交(

W%#T

)或基因芯片确诊"其他常染

色体异常的采用高通量测序染色体畸变检测
*""]H

的微重复微缺失"

$6I

"

胎盘嵌合体分析
"

胎盘娩出后立即分别在脐带

中段$脐带根部$胎盘中心 $母亲面胎盘中心$母亲面

胎盘边缘五个地方各取两个黄豆大的组织共
*"

个样

本行高通量测序拷贝数变异(

$NM

)检测"

$6T

"

随访
"

对于无创产前基因检测提示低风险的!

定期电话随访至分娩后
*&

周"对于高风险的!追踪

是否进行介入性产前诊断及结果"

%

"

结
""

果

%6$

"

临床资料分析
"

总共有
&"'**

位孕妇在知情选

择下行无创产前基因检测!年龄
*;

"

>"

周岁!平均

)*6:"

周岁!孕周
*&

"

&;

周!平均
*(6>)

周!高龄孕妇

占
)!6&@

(

'*>'

*

&"'**

)"辅助生殖技术孕妇占

!6)@

(

*!)>

*

&"'**

)"

%6%

"

无创产前检测结果
"

在这
&"'**

例无创产前检

测结果中!提示异常的总共有
)*:

例(

*6>*@

)"其中

&*

*

*'

*

*)

三大染色体结果提示异常的有
*)"

例!性染

色体结果提示异常的有
***

例(

"6>)@

)!其他染色体

结果提示异常的有
;)

例(

"6)>@

)"结果见表
*

"

%6&

"

随访情况
"

在这
)*:

例无创产前检测结果提示

异常中!研究者做到了
*""@

随访并提供遗传咨询!但

有
*&

例拒绝随访!有
*"

例在随访时回答已胎死宫内

或直接在外院引产但未做尸检"另有
(*

例拒绝进一

步的介入产前诊断并继续妊娠!大多数为性染色体异

常和其他常染色体异常"

表
*

""

&"'**

例无创产前检测结果$

+

%

项目
*)

三体
*'

三体
&*

三体 常染色体 性染色体

高风险
*> &! '( ;) ***

真阳性
> &" >; ' :;

假阳性
; ( *) ); )*

未核实
) ) *( &' ))

假阴性
" & " " "

%6'

"

进一步验证
"

&)*

例在知情同意下行羊水穿刺

或脐血穿刺后进行染色体核型分析或高通量测序染

色体畸变检测拷贝数变异!部分加做了
W%#T

检测!

极少数在外院以染色体微阵列芯片(

$F?

)分析或快

速荧光扩增(

bV,C$=

)验证"其中
*)(

例的无创产前

检测结果与介入性产前诊断结果一致并选择了引产!

有
*

例行介入性产前诊断核型分析确诊为
&*

三体综

合征但孕妇选择继续妊娠并顺产分娩!见图
*

"而无

创产前检测与介入性产前诊断结果不一致的有
!:

例!主要为性染色体和除三大染色体以外的常染色体

异常"

图
*

""

无创
&*

三体高风险行羊水穿刺培养

染色体核型为
:;_Uf&*

%6E

"

检出率和阳性预测值分析
"

&)*

人在知情同意

下行介入性产前诊断!

&*

*

*'

*

*)

三体阳性预测值分别

为
'*6:)@

$

;(6!&@

$

:*6(;@

!性染色体阳性预测值

为
("6&(@

$其他常染色体阳性预测值为
*;6;'@

"

其中
&*

*

*'

三体和性染色体异常的阳性预测值和检

出率较高"见表
&

"

表
&

""

三体检出率和阳性预测值$

@

%

项目
*)

三体
*'

三体
&*

三体 常染色体 性染色体

阳性检出率
*""6"" !"6!* *""6"" *""6"" *""6""

阳性预测值
:*6(; ;(6!& '*6:) *;6;' ("6&(

%6F

"

不一致的情况
"

&(

例
&*

*

*'

*

*)

三大染色体结

果不一致中!有
*"

例在无创产前检测结果直接提示

了可能是嵌合体"经过胎盘取材用高通量测序的方

+

**'

+

国际检验医学杂志
&"*!

年
:

月第
:"

卷第
;

期
"
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!
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法做拷贝数变异检测鉴定为限制性胎盘嵌合体

(

$CF

)"出现了
&

例
*'

三体假阴性!核型分析结果

该胎儿为
*'

三体嵌合体!见图
&

"性染色体结果不一

致主要表现为
$OL_f

(

F.1

)和
$OL_A

!见图
)

"

图
&

""

无创低风险行羊水穿刺培养染色体核型

为
:;_Uf*'

嵌合体

图
)

""

无创提示性染色体
$OL_f

$

F.1

%和
$OL_A

&

"

讨
""

论

""

先天性胎儿畸形最常见的是染色体非整倍体!患

儿多生长发育迟缓$智力障碍$伴多发性结构畸形

等&

(

'

"临床尚无有效治疗措施!产前诊断是避免罹患

胎儿出生的最有效措施"介入性产前诊断取得良好

成果!近几年畸形胎儿出生率有明显降低!但文献表

明有
*@

左右的流产或感染风险&

;

'

"介入性产前诊断

需要较长的培养周期!且容易发生优势生长!不利于

嵌合体的检测"而传统的血清学筛查技术影响因素

多!假阳性较高!大约为
>@

!且漏诊率较高&

'

'

!尽管刘

春燕等&

!

'的研究认为血清学三联筛查可在高龄孕妇

中较有效地检出胎儿唐氏综合征!其综合准确率只能

达到
;"@

左右"而且血清学筛查技术只能得出
&*

三

体和
*'

三体的风险值!不能检测
*)

三体和性染色体

等其他染色体异常"

无创产前检测已广泛应用于三大染色体(

&*

*

*'

*

*)

)的三体检测&

*"

'

"有文献报道其准确率可以达到

!!@

&

**

'

"但其假阳性较高!尤其是性染色体的阳性预

测值偏低&

*&

'

!其他常染色体则鲜见报道"随着无创产

前检测技术大规模地应用于临床!以核型分析为金标

准!无创产前检测结果的综合阳性预测值较低!由此

给临床带来的假阴性和假阳性问题不容忽视&

>

'

"尽

管很多检测机构在进行无创产前检测时已经为孕妇

提供了一份保险"但如何降低假阳性$避免假阴性已

经成为临床亟待解决的问题"研究者将测序深度加

大!采用基于贝瑞和康公司的无创产前检测
K

0Y<

技

术!可以检测出三大染色体和性染色体共
*""

种常见

染色体异常"

本研究回顾分析了佛山地区
&"'**

例无创产前

检测与介入性产前诊断的随访结果!检出
)*:

例染色

体核型异常(占
*6>*@

)!我国的胎儿染色体异常的确

远远高于美国的发生率"特别是二胎政策放开后!更

多高龄孕妇!包括很多通过辅助生殖技术助孕的!也

可能提高了胎儿染色体异常的比例"有
&)*

例在知

情同意下下行介入性产前诊断"结果表明
&*

*

*'

*

*)

三大染色体和性染色体的检出率和阳性预测值均较

高"高龄组占总检测人数的
)!6&@

!数据表明高龄孕

妇倾向于选择无创产前检测技术"辅助生殖技术孕

妇占
!6)@

!达到
*!)>

人次!说明辅助生殖技术的孕

妇偏向于选择无创产前检测技术"

对假阳性和假阴性分析"有
*"

例在无创结果显

示可能为限制性胎盘嵌合体"一例羊水穿刺
W/<O

检

测发现
*"@

的
&*

三体!核型为
:(_N

!分娩后胎盘嵌

合体分析!发现胎盘母体面为
&*

三体!胎盘胎儿面则

为
:(_U

"限制性胎盘嵌合体除了可能导致假阳性!

还可能导致假阴性"两例无创结果低风险!但核型分

析结果证实胎儿和胎盘均为
*'

三体嵌合体"

G+SB

等&

*)

'也发现了嵌合体导致的假阴性"研究者对部分

病例做了胎盘嵌合体分析!发现经过细胞培养的染色

体核型分析存在某个核型优势生长的现象!与
Q=?,

E%

等&

*:

'的发现一致!一例无创结果为
$OL*(f

!高通

量测序结果为
$NM

%

:;_Nf*(

&

)>@

'*

:(_N

&

(>@

'!

核型在
**"

个细胞发现一个细胞
:;_Nf*(

"一例无

创结果为
$OL_A

!介入性产前诊断高通量测序
$NM

结果为
:;_UU

!但核型分析数了
*""

个细胞才发现

一个细胞是
:;_UU

!而未经培养
W%#T

检测却与

$NM

检测结果一致"

*

例无创产前检测提示性染色

体异常
$OL_A

!

$NM

显示为
:;_UU

!

W%#T

羊水分

析提示胎儿为
:;_UU

&

>>@

'

:(_U

&
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'的嵌合体!

然而核型结果为正常"

*

例无创结果为
$OL_f

(

U

)!

W%#T

结果为&

!!@

'

:;__U

!核型为
:;__U

&

>:

'*

:(_U

&

:(

'!

$NM

为
:;__U

&

>"@

'*

:(_U

&

>"@

'"说

明随着各种检测技术的出现!特别是在嵌合体分析

上!核型分析结果不应作为唯一的参考"

传统的核型分析只能检测出大于
*"FH

的异常"

而微重复微缺失检测可以检测到
*""]H

的畸变&
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例无创产前检测结果提示
$OL(f

!但核型分析结果

正常!而
$NM

结果
(

K

*&6*

c

*)

区域小片段的重复"

研究者发现
&

例孕妇分别在
&*

c

&&6)

和
&*

c

&&6&

有

)FH

的微重复导致胎儿无创产前检测结果为
&*

三体

高风险的假阳性结果"

*

例无创结果为
*'

三体但脐

血穿刺核型结果为
:(_N

!
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)!母亲平衡易位
:(

!

1

(

!

#

*'

)(

K

&&

#

c

**6&

)"

*

例无

创产前检测结果为
$OL_fU

(

F.1

)!羊水
W%#T

和核

型结果正常!孕妇核型为
:;___

"说明孕妇染色体异

常是无创和介入结果不一致的主要因素"无创产前

检测在双胎应用的局限性以往也有报道&

*(

'

"如何消

除这些因素的影响!提高无创产前检测的准确率和阳

性预测值是下一步要考虑的"如整合母体血浆测序

和母体白细胞测序来提高其准确度&

*;

'

"此外!由于
_

染色体含有较多的
Q$

碱基和失活现象以及与
U

染

色体标记序列的相似性影响了性染色体的检测准确

性也是值得注意的&

*'

'

"

'

"

结
""

论

""

本研究表明无创基因产前检测在
&*

*

*'

*

*)

染色

体检测中有较高的阳性预测值!且可以发现其他常染

色体的异常!该技术已被广大孕妇特别是通过辅助生

殖技术助孕的孕妇接受"部分以核型分析为标准判

断无创产前检测结果为假阳性的病例!通过其他如

W%#T

$

$F?

$

$NM

新技术检测可能发现胎儿为嵌合

体或染色体微重复微缺失!应予以高度重视"但无创

产前检测也存在一定的局限性!在低比例嵌合体的检

测可能受到影响!也受孕妇染色体异常或孕妇肿瘤等

因素的影响"
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