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针对胎儿游离DNA检测带来胎儿非整倍体产前筛查的整体进步

假阳性率 <	0.5%

*ACOG	practice	bulletin	no.	77,	Obstet	Gynecol	2007;109:217-27.

假阳性率=5.0%

胎儿游离DNA检测



检测母血浆中来自21号染色体的总游离DNA含量变化来进行胎儿染色体异常的推测
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目前NIPT临床应用的主要局限性

• 目标疾病仅为T21/18/13，但是需要全基因组进行测序，大量无效的测序工

作带来海量的无效数据

• 针对胎盘来源的滋养层细胞检测检测，无法真正检测胎儿自身的染色体结构

• 无法针对胎儿游离DNA进行深入测序，无法发现片段过小的胎儿染色体异常

（无法诊断胎儿微缺失微重复综合征）

• 由于大量混杂有来自母亲的游离DNA，造成单基因病特别是隐性遗传病的诊

断难度



针对22q11.2微缺失综合征 — 20776例产前筛查研究

研究部分结论
• 筛查的阳性率0.46%

• 筛查阳性预测值18%（11.6-47.7%）

• 不合并超声检测异常的高危病例PPV仅4.9%

• 22q11.2微缺失的发生率约为1/1087左右

目前仍不适合大规模进行微缺失/微重复综合征NIPT筛查
• 筛查的阳性率及阳性预测值较低（20-30%以下）

• 筛查的检出率，假阳性率，阴性预测值不明

• 微缺失的表型多样，甚至可以相对正常

• 部分胎儿微缺失综合征是由于母体携带而来

• 目前NIPT测序深度要达到染色体小片段改变的检出是困难的

S J GROSS et al. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology published by John Wiley & Sons Ltd 



关于NIPT假阴性病例

• 薛某，33岁。宫内孕27周

• 我院早孕期NT测定1.2mm，中孕期唐氏筛查T21/T8均低风险（<1/1000）

• 中孕期超声提示双侧脉络膜囊肿，双手握拳姿势可疑

• 自行外送两家较大检测机构检测NIPT Z值为－1.4及3.3

• 25周我院行脐穿胎儿为47，XN，＋18

• 引产后胎儿外观略符合18三体外观，病理解剖提示存在主动脉瓣口的增厚和狭窄

• 多点留取胎盘／脐带进行病理及遗传检测



胎儿典型的握拳姿势 胎盘多点活检进行遗传学诊断

• 脐带多点活检均为18三体

• 胎盘胎儿面及母体面均为正常二倍体

胎儿典型的握拳姿势



关于胎儿细胞用于产前诊断的研究文献统计



能够在母血中检测到的胎儿细胞

细胞种类 主要特点

滋养层细胞 最早能检测的胎儿细胞，但清除快，没有特异性抗原，有嵌合性

胎儿淋巴细胞 可在外周血中长期存在，不易区分是哪次妊娠的细胞

胎儿中性粒细胞 缺乏特异性抗原，不易与母体的中性粒细胞分辨

胎儿有核红细胞 目前认为最有价值的研究对象，但含量较低，不易捕获



胎儿滋养层细胞

• 近些年受到普遍重视的细胞种类

• 细胞数量较多

• 形态上容易和其他母体细胞区分

• 但缺乏较好的特异性选择性抗体

• GB17及GB25，抗人白细胞抗原G都有过报道，但效果不佳

• 目前主要通过细胞大小选择，去除母体白细胞及红细胞后进行鉴

定

• 对于男胎会有较高的特异性，女胎不易很好的鉴别

• 会有极少量的前次妊娠的细胞影响

• 有1%的局限性嵌合异常的干扰



胎儿有核红细胞

• 目前比较受到重视的细胞种类

• 特异性的来自胎儿本身

• 除外母体血液疾病以外，孕妇外周血中有核红

细胞绝大多数来自胎儿

• 妊娠结束后很快被清除

• 主要的问题在于孕妇外周血中含量非常少（1

个／ml）

• 所以细胞的富集是最关键的问题

• 有较好的特异性选择抗体，需要组合使用



1 有核红细胞的形态观察
1.1 形态上，胎儿有核红细胞除与母体有核红细胞区分外，
还要注意与母体的小淋巴细胞进行区别

Type Microscopic 
appearance Diagram Approx. %

in adults Diameter (µm)

嗜中性粒细胞
Neutrophil 62% 10–12

嗜酸性粒细胞
Eosinophil 2.3% 10–12

嗜碱性粒细胞
Basophil 0.4% 12–15

淋巴细胞
Lymphocyte 30% Small lymphocytes 7–8 

Large lymphocytes 12–15

单核白细胞
Monocyte 5.3% 15–30



1 对胎儿有核红细胞进行形态观察
1.2 胎儿有核红细胞的形态观察（脐血）



胎儿有核红细胞应该是产前诊断最有前途的靶细胞

• 正常人的外周血中不存在有核红细胞

• 含有胎儿完整基因组，便于遗传学和分子生物学分析

• 具有较多且相对特异的抗原成份如CD71、CD36、GPA、

珠蛋白（包括Hbγ、Hbε和Hbζ）和半乳糖残基等；

• 妊娠早期大量出现，整个妊娠期持续存在，产后约90

天在母体外周血中消失，用于诊断时不受前次妊娠影

响



胎儿有核红细胞的特异性抗体— CD71

• 胎儿血红蛋白染色法（HbF staining）

• CD71：转铁蛋白受体

1. 存在于早期红细胞、网状红细胞以及活化的淋巴细胞、单核

细胞和巨噬细胞的细胞膜上，成熟的红细胞和未活化的淋巴

细胞上不存在

2. 孕妇外周血中淋巴细胞较非孕妇女高。由于活化的淋巴细胞

也分泌CD71，并与FNRBCs竞争结合CD71抗体，影响效果

3. 在成熟的幼红细胞表达最好



胎儿有核红细胞的特异性抗体— GPA／ε链珠蛋白抗体

• GPA，即血型糖蛋白A（glycophorin A），是一种红细

胞系特异性唾液糖蛋白，在红细胞膜上大量表达，在

白细胞上不存在

• 有研究发现，GPA抗体容易引起母体无核红细胞的凝

集，改变FNRBCs的光散射和荧光特性，进而影响流式

细胞仪的分离效果和后续的FISH分析

• 一般与CD71联合应用

• ε链珠蛋白抗体是针对胎儿血红蛋白链的特异性抗体

• ε链珠蛋白在妊娠早期的后期和妊娠中期的开始阶段表

达量较高，到妊娠中期的后期变少，10周左右是最佳

时期

CD45，CD14，CD32是目前应用比较多的孕妇白细胞特异性抗体，往往作为有核红细胞的反向选择方法



富集分离胎儿有核红细胞的基本流程示意图

孕妇外周血

梯度离心弃去血浆和红细胞层

白细胞CD45阴性分选

有核红细胞CD71/GPA正向选择

胎儿有核红细胞
的富集系统

细胞DNA提取和
基因组扩增

NGS测定

Microarray测定

胎儿细胞的鉴定



什么样的技术平台可以用于胎儿细胞的分离和产前诊断

• 必须针对某一特定的细胞类型

• 所使用的分选抗体必须是针对靶细胞有特异性和敏感度的

• 必须建立完善的操作流程和各种参数设定，包括标本采集，保存，前期处理等

• 富集鉴定以后需要能够很好的洗脱或转移进行后续的遗传诊断

• 富集到的靶细胞纯度必须足够高，目前考虑应大于90-95%

• 富集到的细胞数量必须要足够用于后续CMA或NGS的检测，尽量减少扩增带来的误差



常用的一些胎儿细胞的富集分离方法

• 流式细胞仪分选（flow cytometer, FCM）

— 效果不错，但需要大型的设备和专业人员

• 磁激活细胞分选法（magnetic activated cell sorting, MACS）

—是一种免疫磁性分离技术，利用结合磁性微粒的单克隆抗体

标记细胞，在外加磁场的作用下，将所需要的阳性细胞分离出来，

结合微流控技术可以很好的实现细胞的分选

• 密度梯度离心法

—即利用母血细胞与FNRBCs的细胞密度差异进行分离的方法，

分离介质为聚蔗糖-泛影葡胺。密度梯度离心法操作简便，费用较低，

所需时间较短，但获得的FNRBCs纯度较低，往往用于前期的处理，

不能直接用于产前诊断

• 单细胞显微操作分离法

—将密度梯度离心富集的孕妇外周血细胞置于显微镜下，利用

FNRBCs形态学的特征，用微显微操纵器将其逐个地挑选出来。



自动化的细胞扫查和分选系统



拿到这些胎儿细胞我们可以做什么？

Antti Seppo Prenat Diagn 2008; 28: 815–821.



密度梯度离心后的富集细胞进行FISH鉴定

• 172例孕妇，采集24ml外周血

• 密度梯度离心处理富集胎儿细胞

• FISH双探针（21或18号染色体上分别两个探针）标记所有细胞

正常胎儿 异常胎儿

T21 <1.7/1000cell >3.8/1000cell

T18 <1.8/1000cell >3.8/1000cell

• 存在一例假阴性，检出率87.5%（7/8）

Giuseppe Calabrese Molecular Genetics & Genomic Medicine 2016; 4(6): 634–640 



利用胎儿有核红细胞进行全基因测序诊断

• 利用10例早孕期胎儿畸形行流产的孕妇病例进行

诊断

• 利用CD45反向选择以及镜下形态学判断进行手动

富集

• 全基因扩增，低分辨率的全基因组测序

• 与核型分析结果比对

Rui Hua et al. Prenatal Diagnosis 2015, 35, 637–644 



利用胎儿有核红细胞富集进行全基因测序诊断

47, XY, 
t(15;18)(p10;q10),+18[4]
/46, XY[16]  

47，XY，+15

Rui Hua et al. Prenatal Diagnosis 2015, 35, 637–644 



35例10-16周孕妇外周血30ml

Cff DNA鉴定胎儿性别

白细胞CD45阴性分选

滋养层细胞Ck抗体正向选择

胎儿有核红细胞
的富集系统

细胞DNA提取和
基因组扩增

NGS测定

Microarray测定

胎儿细胞的鉴定
男胎：SRY-PCR
女胎：11个位点的STR分析

美国Baylor遗传实验室的研究：针对胎盘滋养层细胞进行产前诊断

Amy M. Breman et al. Prenatal Diagnosis 2016, 36, 1–11



• 35例其中有6例为女性胎儿

• 获得了30个以上的正常男性胎儿细胞

ü 1例 47，XXY的细胞

ü 1例 18三体胎儿

ü 1例 21三体的细胞（9个细胞来自一例21三体的胎儿）

ü 1例 局限性胎盘嵌合的病例中3个正常细胞和1个13三体

细胞，1例 2个15号染色体2.7Mb缺失的细胞，

ü 未检出一例（4个来源于同一例胎儿细胞）1q21.1q21.2

的1.2Mb的缺失

• 其余通过确诊性诊断胎儿染色体异常的病例都在外周血

胎儿细胞检测中得到了一致的诊断

• 平均每例孕妇每毫升外周血能获得0.74个胎儿细胞

• 展示的病例均至少发现一个或以上的胎儿细胞

研究结果





总结

• 针对胎儿细胞的研究其实从来没有停止

• 目前通过相关技术的共同发展已经在临床应用的领域看到曙光

• 可获得胎儿数量的不足，以及纯度的不够还是目前主要的障碍

• 检测的成本也是临床应用的一个困难

• 但这一切问题我相信会在3-5年的时间内得到解决

• 将来胎儿细胞的应用将会主要用在染色体微小片段的异常检测，胎儿单基因病无创性产前

诊断方面

Thank you


