
常见染色体数目异常包括 21、18、13 号常染色

体及性染色体的数目异常，是导致出生缺陷的主要

原因之一。对于染色体异常患儿，目前缺乏有效治

疗手段，而通过产前筛查可以显著降低该类出生缺

陷的发生率。由于高通量测序技术的迅速发展，以

其为基础的胎儿染色体非整倍体无创产前筛查

（non⁃invasive prenatal testing，NIPT）开始在临床发

挥重要作用。NIPT通过检测孕妇外周血浆中的游

离DNA（cell free DNA，cfDNA）浓度，进而评估胎儿

21、18、13 号染色体非整倍体异常的风险［1］。国内

外研究表明，NIPT的临床应用，大大减少了因血清

学产前筛查假阳性导致的侵入性产前诊断。研究

发现，在妊娠早期和晚期，平均胎儿游离DNA（cell
free fetal DNA，cffDNA）占孕妇血浆总cfDNA的3.4%

和 6.2%［2］，而且其浓度变化呈现胎龄依赖性，NIPT
检测处于早中孕期，cffDNA的浓度水平较低，因此，

如何在样本制备过程中富集 cffDNA，并进一步提高

NIPT的检测效率，是临床需要解决的问题。

DNA 片段选择性磁珠纯化法（简称：片段选

择富集法）富集 cffDNA，是基于孕妇血浆中不同

类型 DNA 片段的分子特征，血浆 DNA 分子主要

是短的 cfDNA。有研究提示，孕妇血浆中 cfDNA
长度范围约在 105~798 bp，其中片段>201 bp的约

占 57%左右；而 cffDNA长度范围约在 107~313 bp，
其中 > 193 bp的占比仅约20%［3］。基于孕妇血浆中

母源DNA比 cffDNA片段长的特点，在样本制备步

骤中，调整不同羧基化超顺磁珠的配比与样本体

积，可选择性吸附不同长度的核酸片段，从而达到

富集cffDNA的目的［4-7］。

本研究对NIPT待测样本采用了两种DNA纯化

方法，传统DNA提取纯化法（简称：传统纯化法）与

片段选择富集法，现将两种方法的实验室质控指
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标、疾病检出和临床随访情况进行比较分析，为该

技术在NIPT中的临床应用提供依据。

1 对象和方法

1.1 对象

回顾性分析 2019 年 8 月—2021 年 8 月在南

京医科大学第一附属医院行 NIPT检测的孕妇共

20 868 例，其中2019年8月—2020年4月共5 914例
采用传统纯化法，2020 年 5 月—2021 年 8 月共

14 954例采用片段选择富集法。对其中NIPT检测

高风险者进行介入性产前诊断排除胎儿染色体异

常，产前诊断孕周为13~23周；所有孕妇均随访分娩

结局。样本排除标准：孕周<12周，夫妇一方有明确

染色体异常，接受过移植手术、干细胞治疗，1年内

接受过异体输血、异体细胞免疫治疗等，胎儿超声

检查提示有结构异常者，有基因遗传病家族史或提

示胎儿罹患基因病高风险者，孕期合并恶性肿瘤

者。本研究经医院伦理委员会批准，所有孕妇均进

行检测前咨询、检测原理告知并签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 样本采集及血浆分离

采集孕妇静脉血5mL于DNA采血管中。1600 r/min
离心10 min，吸取上层血浆，16 000 r/min离心10 min，
再次吸取血浆。

1.2.2 血浆cfDNA提取及文库构建

1.2.2.1 传统纯化法

按照北京安诺优达公司试剂说明书提取血浆

游离核酸。简要步骤如下：配制提取液，血浆中加

入含分离磁珠的提取液，37 ℃孵育后置于磁力架静

置 5 min，混匀后弃上清，清洗；加入缓冲液，混匀静

置后进行文库构建；将从母体血浆中提取的 cfDNA
片段末端修复平整；在3′端加碱基A，碱基的特殊接

头连接；通过 PCR 扩增技术，引入带有特定序列标

签的DNA片段，并对各阶段产物进行纯化。

1.2.2.2 DNA片段选择性磁珠纯化法

片段选择富集法按安诺优达公司试剂说明书

进行操作。具体步骤如下：采集静脉血，按传统纯

化法提取母体血浆中的cfDNA，进行文库构建，修复

DNA，在待分选体系中，按样品∶分选磁珠=1∶1.5比
例，加入羧基化纳米磁珠选择吸附大片段DNA，室

温混匀，静置10 min；磁力架吸附磁珠，留取上清；按

样品∶分选磁珠=3∶1比例，在上清中加入分选磁珠

以选择吸附小片段 DNA，对小片段 cfDNA进行富

集，室温静置，磁力架吸附磁珠，弃上清；清洗后缓

冲液洗脱，洗去分选磁珠，完成后续文库构建，采用

Qubit荧光计测量提取DNA产物的浓度。

1.2.3 上机测序及数据生信分析

采用NextSeq 500AR高通量测序仪测序，获得

原始数据直接传递到生信分析工作站；每一个测序

Reads，比对到 NCBI数据库的 hg19参考基因组序

列，计算Z值。

结果判断：以Z值区间在-3.0~3.0，作为13号染

色体、18号染色体、21号染色体三体型的正常参考

值。≥3.0或≤-3.0为可疑阳性。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计学软件对数据进行分析。

符合正态分布的连续变量以均数±标准差（x ± s）

表示，采用U检验分析；为排除在效应量微弱情况

下，因超大样本量而造成的差异有统计学意义的

情况，研究中引入效应量（effect size，以 cohen’s d
表示）来反映组间是否真实存在差异性（cohen’s
d < 0.4提示弱效应，组间不存在差异性；cohen’s d
0.4~0.8为中等效应，临界区间；cohen’s d >0.8为强

效应，组间存在显著性差异）。

不符合正态分布的连续变量以中位数（四分位

数）［M（P25，P75）］表示，分类变量以数值和百分比表

示，采用卡方检验或 Fisher 精确检验进行组间比

较。将NIPT结果与胎儿染色体分析结果及妊娠结

局随访结果进行比对，计算阳性预测值（positive
predict value，PPV），PPV=真阳性病例数/（真阳性病

例+假阳性病例），以PPV评估NIPT对胎儿染色体检

查的准确性。

2 结 果

2.1 孕妇基本资料情况

共计 20 868例孕妇纳入研究，其中传统纯化

法组孕妇年龄为（30.40±4.42）岁，片段选择富集法

组孕妇年龄为（30.11±4.20）岁（P < 0.001，cohen’s
d=0.07），两组孕妇年龄无显著差异。传统纯化法

组孕妇抽血行NIPT检测的孕周为（16.59±2.28）周，

而片段选择富集法组的孕周为（16.30±1.91）周

（P < 0.001，cohen’s d=0.14），两组间孕周无显著差

异（表1）。
2.2 两种方法cffDNA测序数据质量比较

传统纯化法组中共有 33例（0.56%，33/5 914）
因提取的 cffDNA浓度过低而需再次抽血检测，而

片段选择富集法组中只有 2 例因 cffDNA 过低

（0.01%，2/14 954）需再次抽血检测，两组间存在显
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著差异（P < 0.001）。
对测序质控数据进行比较，两组间 cffDNA的

GC 比率无显著差异，分别为（40.19 ± 4.25）%和

（39.87±2.71）%（P < 0.001，cohen’s d= 0.11）。两组

Q30 分别为（97.05±0.49）%和（96.98±0.42）%（P <
0.001，cohen’s d=0.15），两组间无显著差异（表1）。

两 组 提 取 的 cffDNA 浓 度 分 别 为（341.59 ±
93.92）nmol/L和（252.52±120.76）nmol/L（P < 0.001，
cohen’s d=0.83），差异有统计学意义。

2.3 两种方法NIPT筛查准确性比较

共计20 868例孕妇行NIPT筛查，其中采用传统

纯化法行NIPT检测的共5 914例，共检测出23例染

色体异常，阳性率为 0.39%（23/5 914），而采用片段

选择富集法行NIPT筛查的孕妇共计14 954例，检出

47例染色体异常，阳性率为0.31%（47/14 954），两组

间差异无统计学意义（P=0.401）。

对筛查高风险病例的产前诊断结果和分娩结

局进行随访，结果提示，传统纯化法组 NIPT检出

23例高风险胎儿，21、18和13三体阳性例数分别为

13、6和 4例，经随访确诊为 21三体、18三体和 13
三体者分别为6、5和2例，其中21三体阳性孕妇中有

2例拒绝随访。片段选择富集法组中21三体、18三
体和13三体高风险分别为38、5和4例，经随访确诊

为21三体、18三体和13三体者分别为24、3和1例，

其中 21三体阳性孕妇中有 2例拒绝电话随访。同

时，随访结果提示，两组各有 1例假阴性，两组间目

标染色体异常漏检率无显著差异（0.02% vs. 0.01%，

P=0.486）。
两种方法的目标疾病阳性预测值分别为：21三

体（54.55% vs. 66.7%）、18三体（83.33% vs. 60.00%）

和 13 三体（50.00% vs. 25.00%），均无统计学差异

（P均 > 0.05，表2）。

表1 孕妇基线资料、临床情况及外周血循环DNA测序质控及浓度比较

临床基本资料（x ± s）

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

孕周（周）

DNA浓度及测序质控指标（%，x ± s）

GC比率

重复率

Q30
DNA浓度（nmol/L，x ± s）

临床情况［n（%）］

阳性率

假阴性率

重采血率

030.40 ± 4.42
022.73 ± 3.71
016.59 ± 2.28

040.19 ± 4.25
003.69 ± 0.51
097.05 ± 0.49
341.59 ± 93.92

23（0.39）
01（0.02）
33（0.56）

传统纯化法（n=5 914）

030.11 ± 4.20
022.60 ± 3.25
016.30 ± 1.91

039.87 ± 2.71
005.57 ± 1.15
096.98 ± 0.42
252.52 ± 120.76

47（0.31）
01（0.01）
02（0.01）

片段选择富集法（n=14 954）

< 0.001
0.013

< 0.001

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

0.401
0.486

< 0.001

P值

0.07
0.04
0.14

0.11
1.83
0.15
0.83

—

—

—

cohen’s d指标

表2 两种方法检测胎儿染色体非整倍体异常类型及阳性预测值比较

21三体

18三体

13三体

6/11
5/6
2/4

确诊阳性/NIPT阳性（n）

54.55
83.33
50.00

PPV（%）

0.761
0.729
0.621

确诊阳性/NIPT阳性（n）

24/36
3/5
1/4

P值

66.67
60.00
25.00

PPV（%）
高风险类型

传统纯化法 片段选择富集法

3 讨 论

随着基础科学发现和技术发展的相互促进，自

1997年在母血中发现 cffDNA，到 2011年NIPT筛查

胎儿21三体技术推出至今，其高准确性得到大量临

床数据证实，推动了NIPT在胎儿染色体非整倍体疾

病筛查方面的大规模临床应用，大大减少了因血清

学产前筛查假阳性导致的介入性产前诊断数量。

NIPT 技术通过检测孕妇外周血中胎儿游离的

DNA来发现胎儿携带 21、18、13 号染色体非整倍体
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异常的风险。它的临床应用大大降低了侵入性产

前诊断率。但由于本身 cffDNA释放至母体外周血

液循环中含量较少，NIPT检测时孕周范围多为孕

12~20周，因此由于母体血浆中 cffDNA浓度达不到

NIPT检测质控要求而重复采血的情况并不少见。

有研究报道，不同检测平台NIPT初次检测失败率

为 1%~8%［8］，目前对于初次NIPT失败病例则通常

建议再次抽血，而再次抽血检测的成功率仍仅约为

50%~60%［9］。所以如何高效富集母体外周血液中

cffDNA以最大程度降低NIPT检测过程中的假阴性

率和假阳性率，减轻孕妇家庭及社会负担是当前迫

切需要解决的问题。

对孕妇血浆中不同类型DNA片段的分子特征

研究提示，孕妇血浆中母源DNA比 cffDNA片段长；

孕妇血浆中游离DNA长度范围约在105~798 bp，而
cffDNA长度范围约在 107~313 bp，其中< 193 bp的

约占 80%［3］。对短片段的游离DNA进行区分并纯

化是富集提取cffDNA的方法之一。

磁珠法为常用的核酸纯化方法，磁珠法进行核

酸纯化主要分为两类，其一为无差别的吸附和回

收，主要用于核酸的纯化和浓缩，其二为通过特殊

手段修饰磁珠以特异性吸附目的核酸。研究发现，

将纳米磁珠进行羧基化修饰后，控制纳米磁珠与样

本DNA的配比在特定范围区间时，可以分步骤，先

特异性吸附长片段的游离核酸，再特异性吸附短片

段的游离核酸，从而到达分离、纯化、富集 cffDNA的

目的［4，6］，有文献报道，采用该方法富集小片段DNA
可以将cffDNA浓度提高1倍以上［7］。

本研究从 2020年 5月开始，采用羧基化修饰

的具有 DNA 片段选择能力的纳米分选磁珠富集

cffDNA用于NIPT筛查。按照是否使用该技术将病

例分为传统纯化法组和片段选择富集法组，通过比

较发现，两组提取的 cffDNA浓度分别为（341.59±
93.92）nmol/L和（252.52±120.76）nmol/L（P < 0.001）。

分析原因，可能与两组DNA片段长度有关，片段选

择富集后血浆 DNA提取产物中以短片段 DNA为

主，其绝对质量相对较低，所以浓度也低。

通过比较还发现，采用传统纯化法期间，因

cffDNA浓度过低导致的复检抽血率为 0.56%，与文

献报道的0.47%~0.50%接近［8，10］，采用新的片段选择

富集法以后，因 cffDNA浓度过低导致的复检抽血率

降低到 0.01%，与传统纯化法的差异有统计学意义

（P < 0.001）。DNA片段选择性磁珠纯化法，通过富

集孕妇血浆样本中的 cffDNA，减少了孕妇再次抽血

带来的焦虑情绪，缩短了检测周转时间（turn⁃around
time，TAT），提高了检测效率，有助于临床及时召回

高风险病例。

对两组样本的高通量测序质控数据进行比较

发现，游离DNA的GC比率无统计学差异，测序质量

指标Q30分别为传统纯化法组（97.05±0.49）%、片段

选择富集法组（96.98±0.42）%，两组间差异无统计学

意义。说明在样本制备环节，采用片段选择富集法

不会对高通量测序的质量指标的稳定性产生影响。

根据胎儿产前诊断及分娩结局的随访，对NIPT
筛查准确性进行比较，应用片段选择富集法前后，

胎儿目标染色体异常的阳性检出率并无显著差异

（0.36% vs. 0.32%），21三体、18三体和 13三体的阳

性预测值均无显著性差异。而两组均发生1例染色

体异常漏诊（0.02% vs. 0.01%，P=0.49）。由此提示，

采用新的片段选择富集法在富集 cffDNA的同时，并

不会导致富集DNA质量的下降，也未影响染色体异

常识别的准确性。

综上所述，本研究表明采用羧基化修饰的具有

DNA片段选择能力的纳米分选磁珠富集 cffDNA，

可以对短片段 cffDNA进行有效富集，且不影响后

续高通量测序的稳定性，从而可以减少因 cffDNA
浓度过低导致的重采血，提高检测效率。该法在保

证 cffDNA产物提取质量的同时，并不影响目标染色

体疾病的阳性预测值。
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