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摘
!

要"目的
!

探讨外周血中胎儿
\12

含量低的孕妇的无创产前检测"

1QO@

%&方法
!

回顾分析
(,'-

年
*

月至
(,'5

年
)

月间在佛山市妇幼保健院行
1QO@

的
)(*,

例孕妇实验数据与随访资料!根据其
`

染色体
M

值!筛选出胎儿为男性且胎儿
\12

含量低于
?P

的样品共
'-,

例!利用琼脂糖凝胶电泳富集法提高胎儿
\12

含量!进行
1QO@

!对比非整倍体筛查结果的准确率&

结果
!

琼脂糖凝胶电泳富集法将样品中的胎儿
\12

含量从平均
-P

提高到
<+(P

&对比胎儿
\12

含量提高前后的
1QO@

结果

是一致的&结论
!

当胎儿
\12

含量高于
-P

时!胎儿
\12

含量不会影响
1QO@

结果的准确率&

关键词"游离胎儿
\12

$

!

无创产前检测$

!

琼脂糖凝胶电泳$

!

准确率
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无创产前检测$

1QO@

&是从孕妇外周血中提取胎儿游离

\12

碎片来筛查胎儿染色体非整倍体'早期研究显示#胎儿

\12

含量低于
)P

"

*P

会增加
1QO@

结果的假阴性率)

'

*

'因

此在低于这个比例的时候#生物学统计分析软件会提示/

e"$

#4!P

0#得不出胎儿染色体非整倍体检测结果'胎儿
\12

含

量随着孕周增大而升高#而与孕妇体质量指数$

HJQ

&呈负相

关#与胎盘大小及生物学标记物的浓度呈正相关)

(

*

'回顾本院

(,''V(,'*

年孕妇外周血的胎儿染色体非整倍体
1QO@

检测

数据#发现大约
)P

的孕妇外周血中胎儿
\12

含量极低#需要

等较大孕周之后重新采血检测#有时因再次检测失败而放弃做

1QO@

#尤其是一些通过辅助生殖技术怀孕的孕妇#即使到孕

'5

周#胎儿
\12

含量仍然低于
*P

#而这些孕妇一般不愿进

行有创产前诊断#且有较强的意愿希望尽早知道筛查结果)

)

*

'

有研究显示#孕妇外周血中的游离胎儿
\12

多在
),,&

F

以

下#而母体来源的片段较大)

*

*

'因此#本研究拟通过琼脂糖凝

胶电泳分离回收富集胎儿
\12

#并分析其对结果的影响'

A

!

资料与方法

A+A

!

一般资料
!

(,'-

年
*

月至
(,'5

年
)

月在佛山市妇幼保

健院产科门诊产检的孕妇'所有纳入研究的孕妇均自愿选择

1QO@

并签署了知情同意书'孕周大于
(*

周仍然强烈要求做

1QO@

的孕妇被告知可能错过最佳介入性产前诊断时间而影

响到最后的确诊'

A+B

!

方法

A+B+A

!

磁珠法提取
\12

!

采用
W#E"9L

抗凝管收集孕妇外周

血
',.6

#

*Y

下
'5,,E

"

./>

离心
',./>

#分离血浆'

'5,,,

E

"

./>

离心
',./>

去除管底红细胞'

'5,,,E

"

./>

离心
-

./>

#取
5,,

#

6

上清#针对血浆中胎儿游离
\12

片段较小的

特点#对超顺磁性纳米颗粒的表面进行改良和表面修饰后#采

用磁珠法分离胎儿游离
\12

'用
dC&/#

仪器检测
\12

浓度'

A+B+B

!

琼脂糖凝胶电泳富集
\12

!

对
'-,

例怀有男性胎儿

且
`

染色体
M

值较低的孕妇重新采血
',.6

#将磁珠法所获得

的血浆游离样品全部加样于
'+(P

琼脂糖凝胶#配以
\\

核酸

染料#

-X@HU

电泳缓冲液#在
-S

"

9.

电场强度下电泳
-,

./>

'电泳结束后#在紫外光下以
\6-,,\12 J4EL"E

为标

志#在
',,

"

),,&

F

处将每条泳道切割#使用
2c

K

OE"

F

\12

凝

胶回收试剂盒回收富集胎儿片段
\12

'

A+B+C

!

1QO@

!

根据
Uh$O26:

快速建库流程#按对应的
/>B"c

编号建库#取
(

#

6

回收产物用
2HQW#"

F

:>"

荧光定量
O;0

仪

进行浓度检测'采用
;1-,,

测序平台进行单端
)5g?

$

/>B"c

&

&

F

测序'参照人类基因组的各条染色体上唯一基因序列片段

及特定位点的特征#对比得到检测的各个序列位置信息#同时

定位于相应的染色体上#并且统计分析位于每条染色体上的序

列条数#计算获得染色体的比例#从而计算各条染色体的
M

值#

评估结果为三体综合征高风险或低风险'

+

%(?(

+

国际检验医学杂志
(,'%

年
',

月第
)?

卷第
(,

期
!

Q>#R64&J"B

!

:9#7&"E(,'%

!

S7!+)?

!

17+(,

"
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!!

作者简介"宋春林#男#副主任技师#主要从事产前诊断研究'



A+C

!

确诊与随访
!

对于
1QO@

结果提示高风险的孕妇#给予

遗传咨询#孕
'5

"

(*

周时行羊水穿刺培养
?

"

',B

#孕周大于

(*

周者行脐血穿刺培养
)B

#通过细胞培养进行
Z

带染色核型

分析确诊'对于
1QO@

结果提示低风险的孕妇#定期电话随

访#分娩时采集产后脐血进行染色体核型分析'

B

!

结
!!

果

B+A

!

孕妇年龄与孕周
!

孕妇平均年龄
)'+5

周岁#其中高龄孕

妇比例为
**+?P

$

'*-(

"

)(*,

&'孕周平均为
'%

周#孕周高于

(*

周者占
%P

$

((?

"

)(*,

&'

H

超软指标异常者
'%%

例#

H

超结

构异常者
*'

例'

B+B

!

1QO@

结果
!

检出
')$

单体高风险
'

例#为假阳性%

1QO@

检出
')$

三体高风险
(

例#其中
'

例外院引产#

'

例羊水穿刺确

认核型正常#随访结局顺产分娩#为假阳性%检出
'?$

三体高风

险
<

例#其中
'

例脐血穿刺核型正常并分娩#为假阳性#

'

例拒

绝介入性产前诊断#失访#其余
%

例确认核型为
'?$

三体#引产%

检出
('$

三体高风险
(,

例#其中
'

例为
('$

三体嵌合体#

'

例核

型正常#顺产分娩#为假阳性#其余
'?

例核型分析结果均为
('$

三体#随访资料显示引产'

B+C

!

琼脂糖凝胶电泳富集
\12

质量鉴定
!

总共筛选到
'*-

例为男胎且根据其
`

染色体
M

值粗略估算其胎儿
\12

含量

低于
?P

#

-

例为男胎且胎儿
\12

含量低于
*P

#生物软件提

示为/

e"#4!P

0未给出检测信息'经过琼脂糖凝胶电泳富集

\12

#

'*-

例胎儿
\12

含量平均值从
?P

提高到
<+(P

#

-

例

胎儿
\12

含量从低于
*P

提高到
5P

#通过了
1QO@

数据

标准'

B+D

!

胎儿
\12

富集前后
1QO@

指标对比
!

以介入性产前诊

断羊水或脐血穿刺培养后的核型分析结果为金标准#未进行有

创产前诊断者#出生时取脐带血
(.6

做核型分析'

1QO@

对

('$

三体综合征的诊断敏感度为
',,P

$

'?

"

'?

&#特异度为

<<+<P

$

)((,

"

)(((

&#阳性预测值为
<,P

$

'?

"

(,

&#阴性预测

值为
',,P

$

)((,

"

)((,

&'

'-,

例经琼脂糖凝胶电泳富集的胎

儿
\12

样品的
1QO@

结果除
'

例为
('$

三体外#其余均为低风

险#与核型分析结果一致#其敏感度和特异度均为
',,P

'

C

!

讨
!!

论

!!

唐氏综合征的发病率约为
'

"

%-,

#中国每年大约有
(55,,

例唐氏综合征患儿出生#给家庭和社会带来很大的经济负担和

心理负担'产前筛查是唯一有效的措施'然而传统的血清学

筛查有假阳性高(漏诊率高的缺陷#而介入性产前诊断亦有周

期长的缺陷#还有导致胎儿感染或流产的风险'自从
67

等)

(

*

报道发现孕妇血浆中存在胎儿游离
\12

后#随着二代测序技

术的成熟#

1QO@

逐渐广泛地应用于胎儿染色体非整倍体的

检测)

-

*

'

然而近几年一些文献强调#现在很多实验室并没有估算

1QO@

时孕妇外周血中游离胎儿
\12

的含量#有些实验室甚

至没有检测提取的
\12

浓度'研究发现#这有可能导致假阴

性结果'而过去的研究已经表明#孕妇的孕周(

HJQ

(胎盘大小

和生物学标记浓度以及是否采用辅助生殖技术#都影响着孕妇

外周血中的胎儿
\12

含量)

5$%

*

'本实验室的数据也表明#有

一定比例的样品由于胎儿
\12

含量过低导致没有给出
1QO@

的结果信息#显示/

e"#4!P

0'

2E#/"E/

等)

?

*的研究也发现了孕

妇外周血中胎儿
\12

含量偏低时对
1QO@

结果的影响'

对于孕妇外周血中胎儿
\12

含量低的这一现象#国内已

有文献报道琼脂糖凝胶电泳的方法可以有效区分母源性和胎

源性
\12

)

<$',

*

'因此#本研究选取了
(,'-

年
*

月至
(,'5

年
)

月间在佛山市妇幼保健院行
1QO@

的
)(*,

例实验数据与随访

资料作为研究对象#评估通过琼脂糖凝胶电泳富集提高胎儿

\12

含量的意义'为了粗略估算胎儿
\12

浓度#本研究首

先通过
1QO@

结果中
`

染色体
M

值判断男胎及胎儿
\12

浓

度#从而筛选出
'-,

例胎儿
\12

含量低于
?P

的孕妇外周血

样品'

本研究调整了琼脂糖凝胶电泳的凝胶浓度和电泳电压#回

收
\12

进行
1QO@

#根据
`

染色体
M

值估算胎儿
\12

浓度#

从平均
-P

提高到
<+(P

#说明琼脂糖凝胶电泳富集胎儿
\12

的方法取得了较好的效果'本研究还回顾了
1QO@

结果的灵

敏度和特异度等各项指标#与文献报道的一致)

''

*

'富集后的

结果与随访资料比较也提示结果一致'说明富集效果比较理

想#而且说明当胎儿
\12

浓度高于
-P

时#胎儿
\12

浓度不

影响
1QO@

结果的准确性#这与
hG7C

等)

'(

*的研究结论是一致

的'特别是
-

例之前检测失败的样品#传统流程是要等待孕妇

孕周更大时再重新采血进行检测#但有时依然检测失败#孕妇

会因等待而焦虑#而经过富集后#胎儿
\12

含量均达到
-P

以

上#二代测序数据量合格#并与随访资料的核型分析结果是一

致的#证明该法在胎儿
\12

浓度极低时有一定的意义'

但本研究也存在一定的局限性!一方面是本研究通过
`

染色体的
M

值来粗略判断胎儿
\12

浓度#这在检测中会有一

定的偏差#且样本数量不够大%另一方面是本研究不能检测女

胎的
\12

浓度和评估其有效性'
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与
Q6$?

相关系数为
,+*-%

$

!a,+,?%

&#与
U@$'

相关系数

为
,+-<?

$

!a,+,'<

&#

Q6$?

与
U@$'

相关系数为
,+5<-

$

!a

,+,,*

&%

2U;:O\

未合并肺栓塞患者血
;0O

与
Q6$?

相关系数

为
,+-((

$

!a,+,,,

&#

;0O

与
U@$'

相关系数为
,+)-'

$

!a

,+,,%

&#

Q6$?

与
U@$'

相关系数为
,+(5,

$

!a,+,*<

&'本研究

验证了
2U;:O\

合并肺栓塞患者体内存在更强的炎性反应#

且各炎性指标间具有一定相关性'同时本研究发现合并肺栓

塞的
2U;:O\

患者心肌酶学指标
6\[

(

9@>Q

及
1@$

F

E7H1O

更高#提示肺栓塞一定程度上损伤心肌#这与既往文献研究结

果一致)

'%$'?

*

'

综上所述#

2U;:O\

若出现血
\$

二聚体明显升高#或者患

者体内存在明显的炎性反应时#需考虑肺栓塞或体内静脉微栓

塞#对于无条件进行肺动脉造影检查的患者#可根据临床需要

给予抗凝剂治疗#达到治疗或预防的目的'
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