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RHD 血型基因无创产前专刊

2022 年 4 月

编者导读：

胎儿新生儿溶血病（hemolytic disease of the fetus and newborn，HDFN）是指因母婴血型不合，母

体针对与其不同的胎儿红细胞血型抗原所产生的相应抗体经胎盘进入胎儿血液循环，导致胎儿

或新生儿同种免疫性溶血引起的一系列临床症状。HDFN常导致早期流产，轻者出现贫血、水

肿、肝脾肿大，重者如果未经处理，可能导致胎儿重度贫血、严重的新生儿高胆红素血症与核

黄疸甚至死亡。非 ABO-HDFN以 Rh血型不合 HDFN为主，其特点是起病急、进展快、溶血严

重，容易发生胆红素脑病及中枢神经系统疾病甚至死亡。中国输血协会免疫血液学专业委员会

于 2021年发布《胎儿新生儿溶血病实验室检测专家共识》，推荐进行胎儿非侵入性血型基因型

检测（cff-DNA），以确定胎儿血型，预测 HDFN 风险。在本月期刊中，我们讨论胎儿非侵入

性 RHD血型基因型检测。

本期期刊我们选取 6篇文献，主要内容如下：

1.成本效益分析（发表在《Ultrasound in obstetrics & gynecology》影响因子 7.299）：

靶向产前抗 RhD预防方案成本低于现有的常规预防方案，且不会增加致敏风险。

2.方法学（发表在《Clinical Chemistry》影响因子 8.327）：

与实时定量 PCR相比，使用数字液滴 PCR进行胎儿 RHD基因分型，可以减少假阴性和不

确定结果的发生，特别是当样品表达高水平的背景母体细胞游离 DNA时。

3.方法学（发表在《Clinical Chemistry》影响因子 8.327）：

开发了基于扩增子测序的无创胎儿基因分型方法，检测日本人群中 4个主要 RHD等位基因

（RHD*01、RHD*01N.01、RHD*01EL.01、RHD*01N.04），适用于日本和其他东亚人群。

4.孕期研究（发表在《American Journal of Obstetrics and Gynecology》影响因子 8.661）：

单外显子定量 PCR在妊娠早期无创检测胎儿 RHD具有较高准确性，支持 10妊娠周后常规

临床使用非侵入性 RHD状态测定。

5.孕期研究（发表在《Obstetrics and gynecology》影响因子 7.661）：

使用 SensiGENE RHD测试（基质辅助激光解吸/电离-飞行时间质谱平台）对血浆样本进行

循环细胞游离 DNA分析，可准确预测妊娠早中晚三期的胎儿 RhD状态。

6.综述（发表在《BMC medicine》影响因子 8.775）：

高通量 NIPT足以准确检测 RhD阴性妇女的胎儿 RhD状态，并可显著减少常规抗-D免疫球

蛋白的不必要治疗。这些发现是否适用于非白人妇女和多胎妊娠妇女尚不确定。

*在此郑重感谢文章作者所做出的努力及贡献。编者仅为收录方便学习，无观点诱导及评判，亦

无商业目的。
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无创产前专刊——RHD
（编辑：艾丽萍，张悦，陈悦妍）

1.《非侵入性胎儿 RhD测定的成本和收益》

作者：L. TEITELBAUM*, A. METCALFE*, G. CLARKE†, J. S. PARBOOSINGH‡, R. D. WILSON*, J.

M. JOHNSON*.

作者单位：*加拿大卡尔加里大学妇产系；†加拿大血液服务和艾伯塔大学检验医学和病理学系；‡

加拿大卡尔加里大学医学遗传学系和艾伯塔省儿童医院研究所。

摘要

目的：用母体血液中的细胞游离胎儿 DNA（cffDNA）进行非侵入性胎儿 RhD基因分型，使得

可以在未致敏的 RhD 阴性孕妇中进行靶向产前抗 RhD预防。这项研究的目的是确定与所有未致敏

的 RhD 阴性孕妇的常规产前抗 RhD预防（加拿大艾伯塔省目前的政策）相比，这种靶向方法的成

本和收益。

方法：这项研究是一项基于代表艾伯塔省 1年期间妊娠总数（n = 69 286）的一个理论群体的决

策分析。创建一个决策树，概述针对筛查 cffDNA的未致敏 RhD阴性孕妇的靶向预防（靶向组）vs

针对所有未致敏 RhD阴性孕妇的常规预防（常规组）。根据当地临床和行政数据计算每个决策点的

概率和每个资源相关的成本。测量的结果是成本、致敏妇女的数量和施用的 Rh免疫球蛋白（RhIG）

的剂量。

结果：常规组的每次妊娠估计费用为 71.43加元，而靶向组为 67.20加元。对于目前方案和靶向

方案，每次 RhD阴性妊娠的致敏率相等，为 0.0012。与目前方案相比，实施靶向产前抗 RhD预防

措施将在艾伯塔省 1年内节省 4072剂（20.1%）RhIG。

结论：这些数据支持靶向产前抗 RhD预防方案的可行性，其成本低于现有的常规预防方案，且

不会增加致敏风险。

1引言

众所周知，母-胎 RhD不相容性（母体同种免疫）继发的抗 D抗体的产生与胎儿和新生儿溶血

病有关。这种疾病的结果范围从轻度胎儿贫血到导致胎儿死亡的胎儿红细胞增多症 1。自 20世纪 70
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年代初以来，通过产前和产后给予抗 RhD免疫球蛋白（RhIG），RhD同种免疫的风险已从 13%降

低至 0.2%1,2。

在加拿大，所有 RhD阴性妇女在妊娠 28周、任何潜在致敏事件（例如侵入性手术或产前出血）

和产后发现是 RhD阳性新生儿时接受常规抗 RhD3。然而，40%的 RhD阴性女性携带 RhD阴性胎儿

4，对这些女性不必要地施用 RhIG导致大量不必要的不适、血液制品暴露和成本。

母体血浆中细胞游离胎儿 DNA（cffDNA）的发现使得可以非侵入性测定胎儿 RhD基因型 5。一

些研究已经证明了这种方法的准确性 6-12，且该方法已广泛用于同种免疫人群的临床管理 13-16。最近，

已经引入确定未致敏的 RhD阴性人群中的胎儿 RhD基因型，以使携带 RhD阳性胎儿的妇女能够选

择性施用 RhIG，避免施用于无风险的携带 RhD阴性胎儿的 RhD阴性妇女。这种靶向方法已经在丹

麦和荷兰成功引入，其中胎儿 RhD基因分型在妊娠 25周时进行 9,17,18。最近，瑞典和英国的试点项

目分别在妊娠早期（前 3个月）和妊娠 16周进行胎儿 RhD基因分型，结果相当 8,19。鉴于这些项目

的成功，我们有兴趣评估这种方法在加拿大（目前存在一种有效的产前抗 RhD预防方案）的可行性。

本研究的目的是确定在未致敏的 RhD 阴性孕妇中基于非侵入性胎儿 RhD基因分型实施靶向产

前抗 RhD预防的成本和收益，并将其与加拿大艾伯塔省目前常规的产前抗 RhD预防方案进行比较。

2方法

我们开发了多个决策树来模拟艾伯塔省人群中靶向 vs 常规产前抗 RhD预防的成本和收益。我

们的理论研究人群是基于艾伯塔省 1年内妊娠总数（2010年 n = 69 286）20。我们选择使用妊娠总数

而不是分娩总数，是因为妊娠总数包括流产妇女和妊娠初期接受 RhIG 导致治疗性流产的妇女。我

们的主要结果是 2013年使用加元（CAD）的每个妊娠成本。次要结果是在 1年的研究期间，致敏的

妇女人数和每个妊娠接受的 RhIG剂量。使用比例的双样本测试来评估致敏率的差异。除非另有说

明，否则每个妊娠（包括 RhD阳性和 RhD阴性妇女）均报告所有结果。

决策树是概述所有可能结果和与每个结果相关的统计概率的模型。为了比较两种产前预防模型

的成本和收益，创建了一套决策树。第一个决策树概述了所有未致敏孕妇的常规抗 RhD预防，因为

这是目前加拿大的护理标准（图 1）。这包括在妊娠 28周、任何潜在致敏事件和分娩后发现婴儿 RhD

阳性时给予 RhIG。第二个决策树概述了针对 cffDNA筛查患者的靶向预防（图 1）。在这种情况下，

所有 RhD阴性妇女将在妊娠 12周时进行 RhD基因分型的非侵入性产前检查（NIPT）。如果发现胎

儿 RhD阴性，则不需要给予 RhIG。具有 RhD阳性胎儿的妇女将在妊娠 28周时、在任何潜在的致

敏事件和产后接受 RhIG。
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图 1常规（a）和靶向（b）产前抗 RhD预防的决策树。“Dev of Ab”，出现抗体，即被致敏；“No dev
of Ab”，没有出现抗体，即未被致敏。“FMH + RhIG at event”和“No event”代表妊娠期间任何时候潜

在的致敏事件。AB，艾伯塔省；cffDNA，细胞游离胎儿 DNA；CS，脐带血清学；Dev 和 dev，出

现；FMH，胎母出血；FN，假阴性；neg，阴性；pos，阳性；PP，产后；RhIG，Rh免疫球蛋白；

TN，真阴性。

虽然我们靶向预防的主要分析包括产后脐带血检测以确认 NIPT的结果，但报告的妊娠 12周胎

儿 RhD 基因分型的假阴性率相当低，并且可能随着技术的进步而继续下降 7,11。致敏性分析将产后

脐带血分析排除在靶向预防之外，因为在可预见的将来这可能是一种可行且更节省成本的模型。

我们的主要分析没考虑报告的 cffDNA测试 8-12%的不确定率 7,8。这些病例被视为 RhD阳性，

在妊娠 28周和任何潜在致敏事件时给予 RhIG。进行了考虑 12%不确定率的额外的致敏性分析。

加拿大血液服务和卡尔加里实验室服务提供了产前 ABO血型和 Rh测定以及抗体筛查、胎母出

血筛查、RhIG 和脐带血分型的成本（表 1）（个人通信）。从母体血浆中提取 cffDNA，以及使用

Tounta 等 12的方案通过多重 PCR进行 RhD基因分型的估计成本是基于当地劳动力、设备和耗材的

成本。尽管基于 cffDNA的胎儿 RhD基因分型目前尚未在临床上提供，但假定有必要的设备可用，

如艾伯塔省的情况。根据当地的临床和行政数据以及文献计算每个决策点的概率（表 2）。根据文

献中的估计，我们假设 15%的人口是 RhD阴性 21，这些 RhD阴性女性中 99.5%没有被致敏 22。

表 1 加拿大艾伯塔省每个妊娠抗 RhD预防方案相关成本

干预 成本（加元）

产前 ABO血型和 Rh测定，以及抗体筛查† 34.45
抗 RhD免疫球蛋白（300微克）† 80
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胎母出血筛查‡ 141
cffDNA RhD测定§ 33.68
脐带血分型‡ 5.75

†加拿大血液服务（个人通信）。‡卡尔加里实验室服务（个人通信）。§艾伯塔省儿童医院分子遗传

学（个人通信）。cffDNA，细胞游离胎儿 DNA。

表 2 与两个产前抗 RhD预防方案的所有可能事件的树形图（图 1）节点相关的概率

节点 概率

艾伯塔省人群中的 RhD阴性基因型* 0.15
抗体阴性的 RhD阴性女性* 0.995
潜在致敏事件在 12-40周† 0.12
潜在致敏事件在< 12（< 16）周† 0.23
RhD阴性母亲分娩 RhD阳性婴儿 4 0.6
12周时 cffDNA结果真阴性 7 0.998
12周时 cffDNA结果假阴性 7 0.002
RhD阴性妇女被致敏 3

未给予 RhIG 0.12
仅产后给予 RhIG 0.016
产前（28周时）和产后给予 RhIG 0.002

*加拿大血液服务（个人通讯）。† L. S. Chitty（个人通讯）。cffDNA，细胞游离胎儿 DNA；RhIG，
抗 RhD免疫球蛋白。

用Microsoft Excel构建决策树模型并执行致敏性分析。获得加拿大艾伯塔省卡尔加里大学联合

健康研究伦理委员会的伦理批准。

3结果

由于理论样本群为每年 69 286个妊娠，因此估计有 10 393 名女性 RhD 阴性。常规方案的估计

成本为每个妊娠 71.43加元，而靶向预防方案的估计成本为每个妊娠 67.20加元（靶向方案成本降低

5.9%）（表 3）。考虑 12%不确定结果（作为 RhD阳性结果进行管理）的致敏率分析显示，靶向预

防成本增至每个妊娠 68.27加元。排除产后脐带血 RhD分型的第二项致敏率分析表明，靶向预防成

本降至每个妊娠 66.85加元。

表 3 每个妊娠的估计成本和 RhIG剂量，常规 vs靶向预防方案

方法
成本/妊娠(加

元)*
致敏率/妊娠

*
致敏率/RhD阴性妊

娠

RhIG 剂量/RhD阴性

妊娠

常规 71.43 0.00018 0.0012 1.95
靶向 67.2 0.00018 0.0012 1.5
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考虑不确定结果的

靶向
68.27 0.00018 0.0012 1.56

排除脐血分型的靶

向
66.85 0.00019 0.0013 1.49

*除非另有说明，否则指总妊娠（RhD阳性和 RhD阴性）。

对于常规和靶向预防方案，每 RhD阴性妊娠的致敏率为 0.0012（每总妊娠 0.00018）。考虑不

确定测试结果没有改变致敏率。从靶向方案中排除产后脐带血分析使致敏率增至每 RhD 阴性妊娠

0.0013（每总妊娠 0.00019，P = 0.60)。

每 RhD 阴性妊娠给予的 RhIG剂量为常规预防 1.95，靶向预防（有或没有脐带血分析）1.50。

考虑不确定测试结果，每 RhD阴性妊娠的 RhIG剂量为 1.56。考虑不确定检测结果，与目前的常规

预防方案相比，靶向预防将在艾伯塔省 1年内节省 4072剂 RhIG （4072/20268; 节省 20.1%）。

4讨论

这是首次研究显示，根据目前的成本估算，使用来自母体血浆的 cffDNA进行胎儿 RhD基因分

型，以使得可以针对未致敏的 RhD阴性孕妇进行靶向抗 RhD预防，与已开展的常规抗 RhD预防方

案相比，可以节省成本。该研究还表明，无论这种方法是否考虑产后脐血检测和不确定检测结果，

都不会增加致敏率，并且与艾伯塔省每年减少 4072 RhIG剂量有关。

在艾伯塔省进行 NIPT胎儿 RhD基因分型的估计成本是基于 Tounta等 12的低成本、高通量方法。

我们估计的每个妊娠成本显著低于美国研究员 Hawk 等 23在 2013年对美国非侵入性胎儿 RhD分型

的分析中引用的成本，这可能是因为美国和加拿大之前医疗保健成本的差异 24,25，以及这项技术的

成本总体上迅速下降。鉴于 DNA提取和 PCR的成本可能会进一步下降，因此可以合理地假设成本

效益分析将继续趋向于靶向抗 RhD预防。

丹麦和荷兰现有的靶向预防方案表明，妊娠 25周后进行高通量 cffDNA RhD分型可产生准确的

结果。由于妊娠期间母体血液中 cffDNA水平增加 26，人们认为与妊娠超过 25周时相比，妊娠早期

的检测由于 cffDNA含量不足而可能不那么准确。虽然这种方法允许在妊娠晚期选择性给予 RhIG，

但它不允许在妊娠 28周之前对具有致敏事件的妇女进行靶向预防。在加拿大，在妊娠 28周和早期

任何潜在致敏事件时常规给予 RhIG3。因此，本研究的一个重要假设包括尽早（即妊娠 12周）确定

胎儿 RhD基因型。Chitty 等人最近评估了早期测试的可行性 7。该研究评估了从 11周以下到 24周以

上妊娠期间使用实时定量 PCR进行胎儿 RhD分型的准确性。正确识别 RhD阳性和 RhD阴性胎儿的

几率随着胎龄的增加而显著增加，妊娠 11周后假阴性水平非常低（11-13周假阴性率为 0.002）。他
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们建议尽早进行胎儿 RhD基因分型，以最大化女性的临床效益并最小化成本 7。

有人认为，无论成本如何，当可以使用母体血液进行胎儿 RhD基因分型并且可以识别不需要

RhIG的女性时，继续常规抗 RhD预防在伦理上是不可接受的 27。来自多个献血者的血液制品带有

感染风险，20世纪 80年代的加拿大污染血液丑闻 28以及 20世纪 70 年代爱尔兰大量妇女感染来自

RhIG的丙型肝炎病毒 29证明了这一点。虽然目前的制剂这些风险极低且强烈建议携带 RhD阳性胎

儿的妇女使用 RhIG，但小病毒污染的小残留风险以及传播朊病毒疾病的理论可能性要求只在必要时

使用 RhIG。实施 cffDNA筛查胎儿 RhD状态将使多达 40%的 RhD阴性妇女避免使用 RhIG，不仅道

德而且实用，因为 RhIG在世界范围内短缺 8。

这项研究并非没有局限性。在我们的分析中，我们没有包括 cffDNA提取和 PCR所需的实验室

设备成本。该设备目前在本地是可获得的，尽管在省和最终国家水平上实施该方案将需要额外的资

金来支付由于测试量增加而导致的启动成本。还有在政策变化中与患者、提供者、实验室和其他利

益相关者的教育相关的成本；但是，我们相信可以通过我们省级抗 RhD预防项目相关的现有基础设

施将额外成本最小化。在我们的环境中，母体血液样本 RhD基因分型将被添加到常规临产血液检查

中，通常在妊娠头三个月，前提是该孕妇妊娠 12周或更长时间。结果应在 7天内提供 8，并可用于

指导后续的抗 RhD预防（已是常规护理的一部分）。Soothill 等人最近证明，在英国国家卫生服务

已建立实验室技术的环境中，可以在妊娠 15-17 周时实施 cffDNA筛查胎儿 RhD基因型的方案，而

无需额外成本 8。此外，我们的分析未包括与假阴性 cffDNA检测导致的致敏妊娠管理相关的成本。

根据 Chitty等的研究，妊娠 11周后极少数的假阴性结果会极少地增加同种免疫风险（c.0.07/100 000

名新生儿），这可以通过在靶向方案中改善的产前抗 RhD预防来平衡，因为咨询和随访可以集中在

那些真正需要预防的妇女身上 7。

总之，这项研究表明，按照艾伯塔省目前的估计成本，实施靶向抗 RhD预防方案既可行又节省

成本，并且可以节省 4072 RhIG 剂量，而不会增加致敏风险。随着更高的样本通量（即在国家方案

中），由于规模经济，每位患者的成本可能会降低。靶向方案的其他好处包括避免不适，以及避免

40%携带 RhD阴性胎儿的 RhD阴性妇女注射 RhIG相关的血液制品暴露风险。
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2.《使用数字 PCR进行胎儿性别和 RHD基因分型显示出比实时

PCR更高的灵敏度》

作者：Kelly A Sillence 1, Llinos A Roberts 2, Heidi J Hollands 2, Hannah P Thompson 1, Michele Kiernan

1, Tracey E Madgett 1, C Ross Welch 2, Neil D Avent 1.

作者单位：1英国普利茅斯大学生物医学与保健科学学院；2英国普利茅斯医院儿科。

摘要

背景：胎儿 RHD无创基因分型可以防止对携带 RHD阴性胎儿的妇女不必要地施用预防性抗 D。

我们评估了这种基因分型的实验室方法。

方法：使用 EDTA采血管和 Streck® Cell-Free DNA™采血管（Streck BCTs）收集 RHD 阴性女

性（n=46）的血液样本。使用 Y特异性和 RHD特异性靶标，我们研究细胞游离胎儿 DNA（cffDNA）

分数的变化，使用新型液滴数字™ PCR（ddPCR）平台确定最优和次优样品的灵敏度，并与实时定

量 PCR（qPCR）进行比较。

结果：与在 EDTA管中收集的样品相比，在 Streck BCTs中收集的样品的 cffDNA分数显著更大

（P<0.001）。在最优 cffDNA分数（≥4%）的样品中，qPCR 和数字 PCR（dPCR）对 TSPY1（睾丸

特异性蛋白，Y连锁 1）和 RHD7（RHD外显子 7）检测均显示 100%的敏感性。dPCR对 RHD5（RHD

外显子 5）也具有 100%的敏感性，而 qPCR 对该靶标的敏感性降低（83%）。对于次优 cffDNA分

数（<2%）的样品，dPCR对所有测定实现 100%灵敏度，而 qPCR仅对 TSPY1（多拷贝靶标）测定

实现 100%灵敏度。

结论：在次优样本（<2% cffDNA）中未发现 qPCR 是 RHD 基因分型的有效工具。然而，当通
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过 dPCR在同一天测试相同的次优样品时，对于胎儿性别测定和 RHD基因分型都实现了 100%的灵

敏度。使用 dPCR 鉴定胎儿特异性标记物，可以减少假阴性和不确定结果的发生，特别是当样品表

达高水平的背景母体细胞游离 DNA时。

1引言

只有通过分析胎儿 DNA才能实现胎儿性别、RHD基因型和染色体异常的诊断。最初，这可以

通过诸如羊膜穿刺术和绒毛膜绒毛取样等侵入性程序来实现，有报道流产风险为 1%（1）。自从在

母体血浆中发现细胞游离胎儿 DNA（cffDNA）以来，无创性产前检查现已用于临床（1-5）。临床

上为有 X连锁疾病（例如 Duchenne肌营养不良症）风险的家庭提供胎儿性别确定（6）。胎儿性别

的确定在先天性肾上腺增生的情况下特别有益，以使治疗仅针对女性胎儿（7）。胎儿非整倍性检测

需要准确的定量，目前只能通过下一代测序来确定，这对于常规检测来说成本太高（8）。

Rh血型系统的抗原由 2个基因 RHD和 RHCE 编码，它们位于 1号染色体（p34–p36）上（9）。

在白人人群中，大多数 D阴性表型是由完全 RHD缺失引起的（10）。对于非洲裔的 D阴性个体，

只有 18%是 RHD缺失的结果。相反，66%和 15%的 D阴性非洲人有一个无活性的 RHD基因（RHDΨ）

或一个杂合基因（RHD-CE-DS或 r'S），都不产生任何 RhD蛋白（10,11）。目前许多实验室为同种

异体免疫妇女提供无创胎儿 RHD 基因分型，作为管理胎儿和新生儿溶血病（HDFN）的常规做法

（4,12-14）。1970年之前，HDFN 是胎儿死亡的主要原因（仅在英国就有 46/100 000新生儿）（15），

但自引入常规产前抗 D预防措施以来，发病率下降了近 10倍（16）。目前，西方所有 RHD阴性女

性都接受这种预防，这种预防费用昂贵，因为它是由超免疫的男性志愿者生产的。为胎儿 RHD基因

分型提供非侵入性检测使得可以将给药靶向已知携带 RHD阳性胎儿的 RHD阴性女性。现在在荷兰

和丹麦常规采用实时定量 PCR（qPCR）方法（4,17,18）。然而，最近的出版物描述了数字 PCR（dPCR）

在检测低水平靶标方面的应用，其精确度提高，导致远低于 qPCR定量限的可靠定量（19,20）。

使用 Streck® Cell-Free DNA™血液采集管（BCTs）代替传统的 EDTA 管已被证明可以增加

cffDNA的比例（21）。Streck BCT含有专用细胞保存试剂，可防止母体细胞裂解，从而减少释放到

血浆中的母体细胞游离 DNA（cfDNA）的量。在这项研究中，我们比较了 dPCR和 qPCR对于在 Streck

BCT和 EDTA管中收集的样品的胎儿性别和 RHD基因型的非侵入性测定的灵敏度。由于技术原因，

一些样品尽管在妊娠晚期收集，但仍表达了次优的 cffDNA分数（<2%）。然而，纳入所有样品以全

面地检测 dPCR vs当前金标准 qPCR的能力。

2材料和方法
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2.1研究参与者

所有符合纳入标准的 RHD 阴性孕妇（妊娠 28-30 周）于 2013年 11月至 2014年 9月在英国普

利茅斯医院 NHS Trust招募，并获得知情同意。伦理批准由联合布里斯托尔医疗保健和信托研究与

伦理委员会授予（13/SW/0148）。

2.2样品处理

在 EDTA管中收集了 22份母体外周血样品（总血容量为 5-10 mL），并在室温下以 1600g离心

10分钟（样品 1-22）。小心移出血浆并转移到 15ml 管中。然后将血浆以 16000g再离心 10分钟。

所有样品在收集后 4小时内处理，血浆等量分装（1mL）储存在−80℃.RHD+和 RHD− 收集在 EDTA

管中的人全血（总血容量为 5 mL）分别由 National Health Service 血液和移植（英国布里斯托尔）提

供，作为阳性和阴性对照。这些样品在 48-96小时内按照上述相同的双旋转方案进行处理。

将在 Streck BCT中收集的 24份母体血液样本（总血容量 10–20 mL）在室温下以 1600g离心 15

分钟（样本 23–46）。小心取出血浆，转移至 50ml 管中，并以 2500g 再离心 10分钟。所有样品在

收集后 48小时内处理，血浆等分试样（1mL）储存在−80℃。

2.3 DNA提取

使用 QIAamp 循环核酸试剂盒（Qiagen）和 QIAvac 24 Plus（Qiagen）从两份 1 mL 血浆等分试

样中提取 DNA。提取过程遵循制造商的规程，每个样品在 60μL缓冲液 AVE[不含 RNase 的水，含

0.04%（wt/vol）叠氮化钠]中洗脱。没有使用DNase或 RNase处理。DNA提取后，我们使用Qubit dsDNA

HS 分析试剂盒（Life Technologies）在 2.0荧光计（Life Technologies）上对样品进行了定量。样品

储存在−20℃作为 60μL等分试样≤4周。

2.4 PCR引物和探针

对于 dPCR和 qPCR，我们检测了 4个多重反应：2个用于胎儿性别测定，2个用于胎儿 RHD基

因分型（表 1）。针对所有多重反应优化引物浓度（300至 900nmol/L）和退火温度（56℃至 62℃）。

图 1显示了 TSPY1-FAM/Xp22.3-HEX的优化过程。我们用 Xp22.3寡核苷酸检测 2个 Y特异性靶标

[SRY（性别决定区 Y）（22）和 TSPY1（睾丸特异性蛋白，Y连锁 1）]用于胎儿性别测定的参考。

AGO1（argonaute RISC催化组分 1；以前的 EIF2C1）引物取自 Fan 等人（23），并用作 2 个 RHD

特异性靶标[RHD外显子 5（RHD5）和 RHD外显子 7（RHD7）]的参考（24），因为 AGO1也位于
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染色体 1上。所有靶标[羧基荧光素（FAM）标记]和参考[六氯荧光素（HEX）标记]区域的寡核苷酸

序列（HPLC 纯化，Eurofins Genomics）和扩增子大小显示在补充文件 1 中。利用在线软件

(http://primer3.sourceforge.net and http://www.idtdna.com/calc/analyzer)设计 Xp22.3 反向引物和所有

TSPY1 寡核苷酸的序列，并针对 NCBI GenBank DNA 数据库（登录号 NC_000024.10 和

NC_000023.11）进行 BLAST分析。

表 1每个多重反应的扩增子位置、长度和荧光标记

图 1 一维幅度图，显示 TSPY1-FAM/Xp22.3-HEX 多重反应退火温度的优化。（A）TSPY1-FAM扩

增的阳性液滴（高于阈值线）与阴性液滴（低于阈值线）的分离（通道 1）。TSPY1 分离的阈值手

动设置为 4000幅度。（B）Xp22.3-FAM扩增的阳性液滴（高于阈值线）与阴性液滴（低于阈值线）
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的分离。Xp22.3分离的阈值手动设置为 2300幅度。结果表明，在 58℃和 56℃退火温度（Ta）下，

两种靶标都最优分离。

补充文件 1

扩增子位置 引物名 引物序列 (5’ - 3’) 双标记水解探针 (5’ - 3’) a
长度

(bp)
来源

Yp11.3
Exon

SRY
Forward

TGGCGATTAAGTCA
AATTCGC FAM-AGCAGTAGAGCAGT

CAGGGAGGCAGA-BHQ1
137bp Lo et al (22)

SRY
Reverse

CCCCCTAGTACCCT
ACAATGTATT

Yp11.2
Exon

TSPY1
Forward

GGGGAGGGTAAGGG
AAATAA FAM-CAAGAGTGAGCACCT

CACCC-BHQ1
88bp 实验室内

TSPY1
Reverse

CAGGACAAGGTGGA
GAAAGC

Xp22.3
Intron

Xp22.3
Forward

GGATGAGGAAGGCA
ATGATCCC HEX-CTGTTTCTCTCTGC

CTGCA-BHQ1
95bp

Fan et al
(24)

反向引物实

验室内

Xp22.3
Reverse

GAGACATCTTGGCTT
TTACC

1p36.11
Exon (5)

RHD5
Forward

CGCCCTCTTCTTGTG
GATG FAM-TCTGGCCAAGTTTCA

ACTCTGCTCTGCT-BHQ1
82bp

Finning et al
(23)RHD5

Reverse
GAACACGGCATTCTT
CCTTTC

1p36.11
Exon (7)

RHD7
Forward

CAGCTCCATCATGGG
CTACAA FAM-AGCTTGCTGGGTCTG

CTTGGAGAGATC-BHQ1
75bp

Finning et al
(23)RHD7

Reverse
AGCACCAGCAGCAC
AATGTAGA

1p34.3
Exon

EIF2C1
Forward

GTTCGGCTTTCACCA
GTCT HEX-CTGCCATGTGGAAGA

TGATG-BHQ1
81bp

Fan et al
(24)EIF2C1

Reverse
CTCCATAGCTCTCCC
CACTC

aVIC和 FAM分别表示目标区域和参考区域的两个荧光报告基因；BHQ1，黑洞淬灭基因 1

2.5实时定量 PCR

qPCR 反应在 20μL 溶液中进行，该溶液包含 1x TaqMan Universal PCR Master Mix（Life

Technologies），300 nmol/L引物，250 nmol/L探针和标准体积的模板 DNA（5μL）。样品浓度记录

在补充文件 2中；由于提取的母体血浆中 cffDNA的丰度较低，因此样品未稀释。反应一式两份进

行，每次测定均带有阳性和阴性对照。优化退火温度（Ta）后，在 Life Technologies StepOnePlus™ qPCR

系统上扩增：95℃10分钟；95℃15秒，58℃1分钟，50个循环。使用 50个循环以确保低拷贝数靶

DNA的扩增。每板包括重复 3次的男性基因组 DNA（gDNA）（Promega）的标准曲线。我们对所
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有靶区域（SRY，TSPY1，RHD5和 RHD7）使用 FAM标记的荧光探针，对两个参考区域（Xp22.3

和 AGO1）使用 HEX标记的荧光探针（表 1；补充文件 1）。

补充文件 2 从 ddPCR和 qPCR获得的胎儿性别鉴定和 RHD基因分型结果与分娩后记录的结果对比

妊娠周
EDTA/

Streck

gDNA

(ng/µl)

qPCR胎儿

性别结果 a

ddPCR胎儿性别结

果 新生儿

性别 b

qPCR胎儿 RHD

基因分型

ddPCR胎儿 RHD

基因分型
胎儿

RHD

状态 c
TSP

Y1
Sex SRY

TSP

Y1
Sex

RHD

5

RHD

7

RHD

Status

RHD

5

RHD

7

RHD

Status

PC N/A EDTA 2.0 POS M POS POS M N/A POS POS POS POS POS POS N/A

NC N/A EDTA 2.0 NEG F NEG NEG F N/A NEG NEG NEG NEG NEG NEG N/A

NTC N/A N/A N/A NEG - NEG NEG N N/A NEG NEG NEG NEG NEG NEG N/A

1 30+0 EDTA 7.91 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

2 29+0 EDTA 14.76 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

3 29+2 EDTA 9.72 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

4 27+6 EDTA 7.15 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

5 28+2 EDTA 12.01 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

6 28+0 EDTA 6.72 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

7 29 EDTA 27.11 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

8 28 EDTA 6.61 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

9 28+1 EDTA 12.03 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

10 28+3 EDTA 6.97 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

11 27+6 EDTA 9.36 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

12 28+1 EDTA 9.03 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG POS INC NEG

13 28+0 EDTA 10.22 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

14 28+0 EDTA 12.25 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

15 28+5 EDTA 16.88 POS M POS POS M M NEG NEG NEG POS POS POS POS

16 28+1 EDTA 13.01 POS M POS POS M M NEG NEG NEG POS POS POS POS

17 28+5 EDTA 15.72 POS M POS POS M M NEG NEG NEG POS POS POS POS

18 28+0 EDTA 19.09 POS M POS POS M M NEG NEG NEG POS POS POS POS

19 28 EDTA 11.51 POS M POS POS M M NEG NEG NEG POS POS POS POS

20 28+5 EDTA 11.87 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

21 28+0 EDTA 15.02 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

22 28+5 EDTA 20.59 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG POS POS POS POS

23 30+3 Streck 0.74 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

24 28+3 Streck 0.798 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

25 27+5 Streck 0.524 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

26 28+2 Streck 0.68 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

27 28+2 Streck 0.552 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

28 28+2 Streck 0.607 NEG F NEG NEG F F NEG POS INC POS POS POS POS

29 28+4 Streck 0.729 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

16

PC：阳性对照；NC：阴性对照；NTC：无模板对照；NEG：阴性；POS：阳性；M：男；F：女。

a未显示 qPCR的 SRY结果，因为所有样本均未检测到扩增，因此仅通过 TSPY1 结果确定胎儿性别。

b经出生时体检确认。

c经脐血样本分析确认。

2.6数字 PCR

dPCR 反应在 20μL溶液中进行，该溶液包含 10μL液滴数字 PCR（ddPCR）Supermix for Probes

（Bio-Rad）、300 nmol/L引物和 250 nmol/L探针。由于样品在 Qubit定量后未稀释，因此我们添加

了标准体积的带有阳性和阴性对照的模板 DNA（5μL）。所有反应一式两份在 QX100™ 液滴发生

器（Bio-Rad）上根据制造商的说明运行。通过使用油浸法，样品在真空下通过盒子，在盒子中形成

约 20000个 1-nL液滴。然后将液滴（总体积为 40μL）转移到 96孔板中，并在 PX1™ 板封机（Bio-Rad）

上覆盖一层可穿透的箔热封膜。在 C1000 Touch™热循环仪（Bio-Rad）上在优化的条件下进行循环：

95℃10分钟；95℃30秒，58℃1分钟，40个循环；98℃10分钟。立即在QX100TM液滴读数器（Bio-Rad）

上分析样品。为确保一致性，由同一研究者在同一天提取样品进行 qPCR和 dPCR检测。

2.7数据分析

对于 qPCR，如果无模板对照（NTC）保持阴性（Cq>45），则平均定量循环（Cq）<45的靶标

记录为阳性，以确保包含低拷贝数靶标。将两个重复的 Cq值都>45的靶标记录为阴性。所有靶标的

阈值设置为 0.05（StepOne™ 软件 v2.3)。

30 28+2 Streck 0.605 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

31 27+5 Streck 0.666 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

32 38+1 Streck 0.643 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

33 29+2 Streck 0.656 POS M POS POS M M NEG POS INC POS POS POS POS

34 29+2 Streck 0.515 NEG F NEG NEG F F NEG POS INC POS POS POS POS

35 28+2 Streck 0.664 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

36 29+0 Streck 0.622 POS M POS POS M M NEG POS INC POS POS POS POS

37 28+1 Streck 0.573 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

38 28+2 Streck 0.521 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

39 28+1 Streck 0.506 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

40 28+6 Streck 0.465 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

41 28+4 Streck 0.405 POS M POS POS M M NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

42 28 Streck 0.657 NEG F NEG NEG F F NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

43 27+5 Streck 0.707 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

44 28+4 Streck 0.444 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS

45 28+5 Streck 0.401 POS M POS POS M M POS POS POS POS POS POS POS

46 28+6 Streck 0.558 NEG F NEG NEG F F POS POS POS POS POS POS POS
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我们使用 Bio-Rad QuantaSoft v1.2软件分析了来自 dPCR 平台的原始荧光数据。使用二维（2D）

幅度图手动设定每个样品的阈值，确定阳性和阴性液滴（图 1；补充文件 3）。当 2个簇之间的中间

液滴不改变计算浓度（泊松 95%CI）时，确定阈值（20）。补充文件 4显示根据浓度（每微升拷贝

数）使用 dPCR 结果计算 cffDNA分数的方法。使用 Mann-Whitney U检验（SigmaPlot v12.5）进行

所有统计分析，以比较 Streck BCT vs EDTA管的 cffDNA分数和参考 DNA 浓度，在 P<0.05时可接

受显著性。

补充文件 3：二维幅度图

> 对于非母体提取的血浆 cfDNA样本，SRY vs Xp22.3的比率分析：

男性样本的比率接近 1（0.977），女性样本的比率为 0，因为不存在 SRY cfDNA。

A. 男性胎儿（18和 27）和女性胎儿（20和 30）的胎儿性别识别二维幅度图。样本 18和 20代表在

EDTA试管中采集的母体样本。样本 27和 30代表在 Streck BCT中采集的母亲样本。

> EDTA管中采集的母体样本

1. 母体样本 18: SRY-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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2. 母体样本 20: SRY-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

3. 母体样本 18: TSYP1-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

4. 母体样本 20: TSYP1-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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> Streck BCTs管中采集的母体样本

5. 母体样本 27: SRY-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

6. 母体样本 30: SRY-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

7. 母体样本 27: TSYP1-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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8. 母体样本 30: TSYP1-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

样本 18（图 1和图 3）和样本 27（图 5和图 7）被记录为携带男性胎儿，因为两个样本均显示

SRY-FAM和TSPY1-FAM成功扩增。样本 20（图 2和图 4）和样本 30（图 6和图 8）未显示任何 SRY-FAM
或 TSPY1-FAM扩增，因此可以鉴定为女性。所有结果均经出生时体检证实。

B. RHD+胎儿（15和 32）和 RHD-胎儿（11和 27）的胎儿 RHD基因分型 2D幅度图。样本 15和 11
代表在 EDTA管中采集的母体样本。样本 32和 27代表在 Streck BCT 中采集的母亲样本。

> EDTA管中采集的母体样本

9. 母体样本 15: RHD5-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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10. 母体样本 11: RHD5-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

11. 母体样本 15: RHD7-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

12. 母体样本 11: RHD7-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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> Streck BCTs管中采集的母体样本

13. 母体样本 32: RHD5-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

14. 母体样本 27: RHD5-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

15. 母体样本 32: RHD7-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）
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16. 母体样本 27: RHD7-FAM（通道 1）/ Xp22.3-HEX（通道 2）

母体样本 15（图 9和图 11）和母体样本 32（图 13和图 15）被记录为携带 RHD+胎儿，因为两

个样本均显示 RHD5-FAM和 RHD7-FAM扩增成功。母体样本 11（图 10和图 12）和母体样本 27（图

14和图 16）未显示任何 RHD5-FAM或 RHD7-FAM扩增，因此可确定为 RHD-胎儿。所有结果均经

脐血分析证实。

2.8确认胎儿性别和 RHD状态

在出生时确定了 dPCR和 qPCR产前检测胎儿性别的准确性（表 2）。分娩后通过脐血样品血清

学验证胎儿血型。

表 2 从 dPCR和 qPCR获得的胎儿性别测定和 RHD基因分型结果与分娩后记录的结果的总结
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3结果

3.1胎儿性别检测

对于 dPCR，在 100%的病例中，用 2 个 Y 特异性靶标（TSPY1 和 SRY）预测的胎儿性别与出

生时检测相同（表 2）。Ta梯度针对所有靶标进行了优化，尽管图 1显示 58℃和 56℃下分离程度相

同，但 2D幅度图显示 58℃下分离得更好（数据未显示）。另外，SRY-FAM/Xp22.3多重反应产生的

比率在 Ta 58℃比 Ta 56℃更接近 1（分别为 0.931和 0.835）。qPCR的 SRY测定仅对男性阳性对照

成功。因此，仅通过 qPCR 的 TSPY1 测定确定胎儿性别（表 2；补充文件 2）。当 qPCR 仅分析多

拷贝靶基因时，结果也显示 100%的准确性（表 3）。补充文件 5中显示了 qPCR数据的校准曲线，

斜率，y截距，R2值和效率。

表 3 用 dPCR和 qPCR分别对 EDTA管和 Streck BCT中收集的 22和 24个母体样品检测胎儿性别和

RHD基因分型的结果
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a 根据 dPCR 结果计算，母体血浆中的 cffDNA为 4%–24%。b 根据 dPCR 结果计算，母体血浆中的

cffDNA为 0.1%–2%。c准确性计算公式：（真阳性+真阴性）/（真阳性+假阳性+假阴性+真阴性）。

补充文件 5：实时 PCR斜率、y截距、R2和效率（Eff）
胎儿性别鉴定标准曲线：

PCR 1 and 2

Target Slope Y-Intercept R² Eff%
SRY -3.359 40.03 0.999 98.48
Xp22.3 -3.564 40.59 0.998 90.80
TSYP1 -3.647 33.19 0.998 88.02

Xp22.3:
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【其余标准曲线图略】

PCR 3

Target Slope Y-Intercept R² Eff%
SRY -3.479 37.43 0.999 93.84
Xp22.3 -3.502 37.39 0.992 93.00
TSYP1 -3.578 29.91 0.996 90.32

PCR 4

Target Slope Y-Intercept R² Eff%
SRY -3.226 39.937 0.999 104.17
Xp22.3 -3.639 40.986 0.996 88.28
TSYP1 -3.473 32.72 0.999 94.06

胎儿 RHD基因分型标准曲线：

PCR 5 and 6

Target Slope Y-Intercept R² Eff%
RHD5 -3.751 39.18 0.998 84.75
EIF2C1 -3.671 40.25 0.994 87.24
RHD7 -3.371 40.09 0.998 97.99

PCR 7

Target Slope Y-Inter R² Eff%
RHD5 -3.627 39.62 0.999 88.67
EIF2C1 -3.589 38.07 0.999 89.95
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RHD7 -3.584 38.73 0.999 90.12

PCR 8

Target Slope Y-Intercept R² Eff%
RHD5 -3.827 40.58 0.999 82.52
EIF2C1 -3.463 37.91 0.996 94.43
RHD7 -3.834 39.72 0.999 82.32

基于每个多重反应由 dPCR 产生的浓度（每微升拷贝数）计算 Y特异性和 RHD 特异性靶标的

cffDNA 分数（补充文件 4）。在 Streck BCT 中收集的样品表达较高的 cffDNA分数（4%-24%）并

被归类为最优，而在样品收集的初始阶段在 EDTA 管中收集的样品显示较低的 cffDNA 分数

（0.1%-2%）并被归类为次优（图 2A）。

图 2 在 EDTA管和 Streck BCT 中收集的母体样品之间的比较。（A）由每个靶基因计算的母体血浆

中的平均 cffDNA分数（补充文件 1）。对于所有 4个靶区域，与 EDTA管收集的样品相比，Streck BCT
收集的样品显示出显著更高的平均 cffDNA分数（aP<0.001）。基于 RHD7 和 TSPY1 靶基因的 cffDNA
分数显著大于由 SRY靶基因计算的 cffDNA分数（bP<0.01）。（B）EDTA管和 Streck BCT收集的

母体样品的参考基因区域 Xp22.3和 AGO1的平均浓度。EDTA管样品中两个区域的平均浓度显著高

于 Streck BCT（aP<0.001）。在每种样本采集方法内，Xp22.3和 AGO1的平均浓度之间没有显著差

异。

补充文件 4：根据 ddPCR浓度值（拷贝数/微升）计算 cffDNA分数

根据泊松分布，可以使用以下等式计算来自每个染色体的原始分子数：

式中，N是计数的孔总数，n是目标或参考阳性孔的数量。
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软件（Bio-Rad QuantaSoft v1.2）自动将阳性计数的分数拟合到泊松算法，以确定绝对浓度（以

每µl的拷贝数表示）。确定所有目标和参考区域的浓度（拷贝数/微升）后，计算母体血浆中的 cffDNA
分数（%）。

对于单拷贝靶标（SRY、RHD5和 RHD7），使用以下等式：

多拷贝靶标 cffDNA计算基于基因组中有 30个拷贝的 DYS14（在 TSPY1基因上）的假设（38）。

3.2胎儿 RHD基因分型

通过 dPCR，分别在 Streck BCT 和 EDTA样品的 100%（24/24）和 95.5%（21/22）病例中正确

鉴定了胎儿 RHD基因型（表 3）。一个 EDTA收集的样品（样品 12）产生假阳性结果，因为血清学

分析显示胎儿为 RHD阴性，但 dPCR 显示 RHD7 靶标（18滴）的明显扩增和 RHD5 靶标的最小扩

增（3滴）（图 3A）。图 3显示了从对照样品（NTC，RHD+，RHD-）的靶基因（RHD5 和 RHD7）

和参考基因（AGO1）获得的浓度（图 3，A和 B）；图 3A示 EDTA管收集的样品；图 3B示 Streck

BCT收集的样品。结果显示 RHD阳性对照的所有 3个靶标都成功扩增，RHD阴性对照仅扩增参考

AGO1基因，NTC无扩增（图 3）。除假阳性结果（1/46, 2%）外，31例样本正确分类为 RHD阳性

（67%），14例样本正确分类为 RHD阴性（31%）（图 3）。

图 3 母体血浆样品的胎儿 RHD 基因分型结果。确定了两个靶区域（RHD5 和 RHD7）和参考区域
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（AGO1）的浓度（每微升拷贝数）（加 SD）。靶区域的存在与否用于确定胎儿状态（RHD+或 RHD−）。
（A）EDTA管母体样品（n=22）。（B）Streck BCT母体样本（n=24）。两个图使用相同对照。非

母体 cfDNARHD阳性对照样品（399X）显示RHD5/AGO1和RHD7/AGO1的比率分别为 0.51和 0.47。

最优样品（收集在 Streck BCT中），其表达 cffDNA分数≥4%，对于 RHD7 和 RHD5 靶标测定，

在 qPCR平台上分别显示 100%和 83%的准确度。4个样品（16.6%）被归类为不确定的，因为 qPCR

未检测到 RHD5 靶标，但确实显示出可接受的 RHD7靶标扩增（<45 Cq）（表 3）。qPCR 平台无法

检测次优样品（<2% cffDNA）中的 RHD 特异性标记物（RHD7 和 RHD5），而血清学和 dPCR分析

证实这些 EDTA收集的样品中有 59%（13/22）携带 RHD阳性胎儿。

3.3样品采集：EDTAvs STRECK BCT

使用 dPCR 结果比较 EDTA管和 Streck BCT 血液收集方法的 cffDNA分数和参考靶标浓度。图

2A显示了两种收集方法的所有 4个靶区域（SRY，TSPY1，RHD5和 RHD7）的母体血浆中的平均

cffDNA分数。所有靶区域的 Streck BCT样品平均 cffDNA分数（9%–16%）显著大于 EDTA（0.5%–1%）

（P<0.001）。所有 4个靶标之间 EDTA样品产生的平均 cffDNA分数没有显著差异（P>1）。然而，

基于 SRY靶标计算的 cffDNA分数显著小于 TSPY1 和 RHD7 cffDNA分数（P<0.01）。

尽管每个参考基因（Xp22.3和 AGO1）的浓度（图 2B）是母体和胎儿 cfDNA的组合，但它主

要来自母体（90%–95%）。Streck BCT 样品显示 Xp22.3 和 AGO1 参考基因的平均浓度相似（分别

为 16.18和 17.39拷贝/μL；P>0.1）（图 2B）。与 Streck BCTs相比，EDTA管收集的母体样品的两

个参考靶标（Xp22.3和 AGO1）的浓度高 40倍以上（平均浓度分别为 548.04和 869.25拷贝/μL），

表明母体白细胞降解（图 2B）。2D幅度图（补充文件 3）还显示，与 Streck BCT 收集的母体样品

相比，EDTA管收集的母体样品的参考（HEX标记）液滴数量显著更高（P<0.001）。对于 EDTA和

Streck BCT 收集的样品，通过 RHD5 和 RHD7 扩增确定的胎儿浓度相似（P>0.1）：分别为 0.9–4.2

拷贝/μL和 0.3–3.7拷贝/μL（图 3）。

4讨论

qPCR 非侵入性胎儿 RHD基因分型已显示出对于最优样品的高水平准确性（平均 97.4%），且

目前正在荷兰和丹麦实施，用于靶向施用预防性抗 D（4, 10, 11, 17, 18, 25）。在最近一项基于群体

的队列研究中，使用 qPCR 从妊娠早期结束时开始高通量胎儿 RHD基因分型就足够了（26）。然而，

对于妊娠<11周采集的样本，865个样本中有 16个（1.8%）被错误地归类为 RHD阴性。4913个检
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测样本中有 393个（8%）胎儿 RHD 基因分型不确定的（26）。先前的研究已确定，低 cffDNA分

数可导致 qPCR假阴性结果，从而限制了该方法的敏感性（27-29）。本研究中用于 RHD基因分型

的寡核苷酸与 Finning 等（24）使用的序列相同，但由于未知原因，我们的 qPCR测定效果较差。然

而，我们的结果清楚地表明，对于次优样品，单拷贝靶标（SRY，RHD5和 RHD7）不能通过 qPCR

检测到，但在 dPCR平台上实现了 100%的灵敏度（95%CI）。

由于这些样本的胎龄，cffDNA预计>5%（1）。然而，结果显示 EDTA收集的样品的母体 DNA

降解，因为与 Streck BCT 收集的样品相比，参考（Xp22.3 和 AGO1）的阳性液滴数量显著更高

（P<0.001）（图 2B；补充文件 3）。这些新的 dPCR 数据表明 qPCR假阴性结果不是由绝对 cffDNA

浓度低引起的，因为它们与最优样品 cffDNA浓度相似（图 2B），而是由相对 cffDNA浓度低引起

的。所使用的测定法具有高度特异性，理论上不应发生非特异性扩增，但由于 RHD5 和 RHD7探针

与 RHCE 基因分别具有 96.5%和 100%的同源性，因此探针可能与丰富的母体 RHCE 结合，耗尽胎

儿特异性 RHD靶标可用的探针。尽管如此，当 cffDNA拷贝数非常低时，更可能出现假阴性结果，

特别是检测胎儿罕见 SNP突变时。qPCR更容易受到母体等位基因非特异性扩增的影响，dPCR在检

测与β地中海贫血和囊性纤维化等疾病相关的等位基因方面可能更有效。

已显示胎儿 DNA分数与处理前的时间呈正相关（30）。为了保持大的 cffDNA分数，建议 EDTA

管收集的样品应在 6小时内提取并在提取前保存在 4℃。尽管 EDTA收集的母体样品在 6 小时内进

行了处理，但由于后勤原因，这些样品各站点间的所有运输都是在室温下进行的。所选择的参考基

因（Xp22.3和 AGO1）是基于 cfDNA在整个基因组中均匀片段化的假设，且 dPCR分析显示非母体

cfDNA样品的参考基因到靶基因的丰度相等，因为表达比率约为 1（补充文件 3）。这很重要，因为

先前的研究表明，与基因组 DNA相比，cfDNA中的参考靶标[例如 TERT（端粒酶逆转录酶）和 ERV3-1

（内源性逆转录病毒第 3组，成员 1）]的代表性不相等（31）。另外，图 3中使用的 RHD+对照显

示约 0.5的比率，说明对照样品对于 RHD基因是半合子的，而用相同测定法检测的纯合 RHD样品

表达接近 1的比率（数据未显示）。

用 dPCR数据计算 cffDNA分数，因为预计它们对于低拷贝数模板具有更高水平的灵敏度和更高

的准确性（32）。纳入泊松统计以确定拷贝数，因为一些液滴可能包含多个靶标（33）。胎儿靶 DNA

的比例相对较低[平均液滴数 12 084，EDTA管和 Streck BCT样品的平均 RHD分子数分别为 20.8和

17.8（数据未显示）]。然而，与 Streck BCT（例如样品 32每个分装 0.023个平均拷贝）相比，EDTA

母体样品（例如样品 15每个分装 0.62个平均拷贝）参考基因（例如 AGO1）的每个分装平均拷贝数

增加，导致双阳性液滴比例更高（补充文件 3）。自从 2012年 QX100™ ddPCR系统发布以来，已
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进行了各种研究，以确定其应用是否可以增强或取代目前基于 qPCR 的方法（19,20,33-36）。一些

研究显示 dPCR 和 qPCR 具有相同的灵敏度，但 dPCR 方法的精密度和日间重复性水平有所提高

（35,36）。然而，一些研究显示，与 qPCR 方法相比，dPCR 平台的敏感性和特异性显著提高

（19,20,33,34）。本研究表明 dPCR 平台的灵敏度显著提高，特别是对于胎儿 DNA相对比例低（<2%）

的样品（表 3）。

根据 qPCR数据，54%的患者有假阴性结果，在临床环境中不会接受所需的抗 D，有同种免疫和

随后的 HDFN 风险。然而，dPCR 结果显示没有假阴性结果，并且在我们的研究队列中，该测定的

常规实施将防止 31.1%的患者不必要的抗 D施用。先前的研究还报道了当胎儿表达 D-变体时的假阳

性或不确定结果（4,20,24）。假阳性结果不会造成同种免疫的风险，但会导致不必要的抗 D给药。

如果应用于临床环境，对于 Streck BCT 样品，qPCR 结果不确定的 4 名妇女将施用抗 D，这是必要

的，因为胎儿是 RHD+。根据 dPCR数据，只有 1名女性（2%）会接受不需要的抗 D。本研究中用

于 RHD靶标的寡核苷酸引物如 Finning等（24）所述。这些引物本该通过扩增变体样品的外显子 7

而不是外显子 5来区分 RHD阳性和 RHDΨ/DVI (type 1–4)胎儿基因型。然而，伦理审批的限制阻止

了通过分析脐血 DNA来确定样本 37（dPCR 结果不确定）的真实 RHD基因型。由于 D-变体，dPCR

和 qPCR 将表达相似水平的假阳性，但我们的结果显示 dPCR 具有消除或减少假阴性的潜力，特别

是对于低 cffDNA分数（<2%）样品。

总之，本研究表明，与 qPCR相比，dPCR 显示胎儿性别测定和 RHD基因分型的准确性提高，

特别是对于胎儿 DNA相对比例低（<2%）的次优样品。尽管在大多数大规模验证研究中 qPCR的准

确性相对较高（3,9,24），但仍存在假阴性结果并且归因于母体 DNA降解。现在需要进一步的大规

模研究来确定 dPCR 对胎儿 RHD基因分型的准确性，但是这些结果表明 dPCR有可能为预防性抗 D

的靶向给药提供更安全和更可靠的非侵入性诊断检测。
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3.《基于扩增子测序的无创胎儿 RHD阳性 D抗原阴性等位基因分

型》

作者：Ken Takahashi,1,2,3 Ohsuke Migita,1,4* Aiko Sasaki,3 Michiko Nasu,5 Akihiro Kawashima,5

Akihiko Sekizawa,5 Taisuke Sato,1,2 Yuki Ito,1,2 Haruhiko Sago,3 Aikou Okamoto,2 Kazuhiko

Nakabayashi,6* , Kenichiro Hata1*

作者单位：1日本东京国家儿童健康与发展研究所母婴生物学系；2日本东京经济大学医学院妇产科；

3日本东京国家儿童健康与发展中心母婴、新生儿和生殖医学中心；4日本神奈川圣玛丽安娜大学医

学院儿科；5日本东京昭和大学医学院妇产科；6日本东京国家儿童健康与发展研究所发育基因组学

实验室。

摘要

背景：为了避免因母体抗胎儿 Rh抗原的同种抗体引起的胎儿和新生儿溶血病，日本的 RhD阴

性孕妇常规注射抗 D免疫球蛋白。使用细胞游离 DNA进行胎儿 RHD基因分型可防止不必要的抗体

注射；然而，目前检测 RHD缺失的基于 PCR的方法，在没有额外检查的情况下，无法解决非白人



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

34

人群中较高频率的 RHD阳性 D抗原阴性等位基因。

方法：我们开发了一种扩增子测序方法，检测日本人群中的 4个主要 RHD等位基因：D抗原阳

性等位基因（RHD*01，92.9%）和 3个 D抗原阴性等位基因（RHD*01N.01，6.6%；RHD*01EL.01，

0.3%；RHD*01N.04，0.1%），可以使用从孕妇血浆中获得的细胞游离 DNA来估计父亲遗传的胎儿

RHD等位基因型。

结果：即使 RhD阴性孕妇具有 RHD阳性 D抗原阴性等位基因 RHD*01EL.01或 RHD*01N.04，

该方法也能正确确定胎儿 RhD类型。

结论：该方法是一种可靠的无创性胎儿 RHD基因分型方法，适用于日本和其他东亚人群。使用

同一引物对扩增两个不同区域，并在随后的映射过程中通过序列差异对其进行区分的基因分型原理，

在理论上也适用于非洲人中普遍存在的 RHD阳性 D抗原阴性等位基因。因此，该方法提供了一个

机会，考虑东亚和非洲国家 RhD阴性孕妇的抗 D免疫球蛋白的靶向管理，并提高在几个欧洲国家中

实施的胎儿 RHD基因分型的特异性。

1引言

Rh血型系统是人类血型中最具多态性的，并且在输血医学中具有仅次于 ABO的临床意义（1）。

在产科中也具有临床重要性，因为针对 Rh抗原的同种抗体构成胎儿和新生儿溶血病的主要原因。在

Rh抗原中，D抗原是最高免疫原性的。D抗原阴性表型（RhD阴性）频率在白人中约为 15%，在非

洲人中约为 8%，在东亚人中<1%（2）。RhD 阴性个体不产生 D 抗原，因此在输注 RhD 阳性红细

胞或携带 RhD阳性胎儿时产生抗 D抗体（3）。值得注意的是，抗 D导致的严重溶血性疾病可导致

胎儿死亡（4）。

产后和产前注射抗 D Ig 预防策略的全球范围的引入，已经极大地减少了 RhD阴性孕妇的 D抗

原同种免疫（3）。虽然证明是安全的，但作为人类来源的混合产品，抗 D Ig伴随着理论感染风险，

且其生产取决于供体的可获得性（5）。因为当 RhD阴性妇女携带 RhD阴性胎儿时不会发生 D抗原

同种免疫，所以胎儿 RHD基因分型可以防止不必要的抗 D施用。

Rh 抗原由进化上的祖先基因和重复基因 RHD 和 RHCE 编码，RHD 和 RHCE 以尾对尾方向位

于染色体 1p36.1上 200kb基因组区域内（1）。两个基因均包含 10个外显子，并具有高度同源的序

列。定义为上游和下游 Rh盒子的 5'上游和 3'下游 RHD基因区域显示 98.6%的序列同一性（6）。在

白人中，RhD阴性表型最常见的分子原因是 RHD基因缺失，RHD阳性 D抗原阴性等位基因非常罕

见（例如德国人群中为 0.6%）（补充表 1）（7）。然而，RHD-CE-D等位基因和变异等位基因在非
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洲和东亚人群中更普遍。在 177名非洲 RhD阴性个体中，RHD缺失、RHDpsi（假基因）和 RHD-CE-D

频率分别为 43%、43%和 15%（补充表 1）（8）。在日本人（9）、韩国人（10人）和中国人（11

人）中，单核苷酸变异（c.1227G>A）和 RHD-CE-D 与 RHD 缺失的杂合等位基因的总频率分别为

12%、22%和 25%（补充表 1）。

补充表 1 几个人群中的 D阴性基因型或等位基因

地区 人群 D阴性基因型或等位基因 百分比 参考文献

东亚

日本人

缺失/缺失 87.70
Ogasawara et al
(9)

1227G>A/缺失 9.00
杂交/缺失 2.90
其他 0.40

韩国人

缺失/缺失 77.90

Kim et al (10)
1227G>A/缺失 17.90
杂交/缺失 4.20
其他 0.00

中国人

缺失/缺失 75.20

Gu et al (11)
1227G>A/缺失 21.20
1227G>A/1227G>A 1.20
杂交/缺失 1.20
其他 1.20

非洲

南非黑

人

缺失 10.00

Singleton et al (8)

RHD psi 69.00
杂交 21.00
其他 0.00

津巴布

韦人

缺失 21.00
RHD psi 68.00
杂交 11.00
其他 0.00

加纳人

缺失 23.00
RHD psi 62.00
杂交 12.00
其他 3.00

非裔美

国人

缺失 54.00
RHD psi 24.00
杂交 22.00
其他 0.00

南非混

合人种

缺失 81.00
RHD psi 17.00
杂交 2.00
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其他 0.00

欧洲 德国人
缺失/缺失 99.40

Wagner et al (7)
其他 0.60

妊娠期间母体血浆中细胞游离胎儿 DNA（cffDNA）的发现（12）允许无创产前检测（NIPT）

的开发和实际应用（13）。随后通过检测缺乏 RHD基因的 RhD阴性女性血浆中的 RHD序列证实了

使用母体血浆 cffDNA 的胎儿 RHD 基因分型（14）。基于 cffDNA的 NIPT 大规模可行，且最近的

荟萃分析得出结论它可用于诊断（15）。一些欧洲国家已经在全国范围内引入了基于 NIPT的 RHD

基因分型（16-20）。然而，该方法基于纯合 RHD 缺失的假设，通过定量 PCR 检测 RhD 阴性女性

中胎儿RHD基因的存在与否，从而产生非缺失RHD基因阳性RhD抗原阴性等位基因的假阳性结果，

除非进行额外的努力，例如 PCR检测其他外显子（21）和使用 Taqman 探针鉴别等位基因（22）。

目前，对于非洲或东亚遗传背景的 RhD阴性孕妇，由于这些人群中非缺失 RHD等位基因频率较高，

因此不存在简单、可靠、无创的胎儿 RHD基因分型方法。这可能部分是由于非白种人群缺乏全国胎

儿 RHD基因分型。

在日本人群中，根据血清学 RhD 阴性个体的 0.5%频率（23）及其隐性遗传模式，假设

Hardy-Weinberg平衡，估计 RhD阳性和阴性等位基因频率分别为 93%和 7%，估计 RhD阳性等位基

因（RHD*01）纯合子和杂合子频率分别为 86.4%和 13.1%。从 3526名血清学 RhD阴性日本人的 RHD

基 因 型 中 鉴 定 出 三 种 主 要 的 RhD 阴 性 基 因 型 ： RHD*01N.01/RHD*01N.01（ 87.7%） ，

RHD*01EL.01/RHD*01N.01（9.0%）和 RHD*01N.04/RHD*01N.01（2.9%），以及几种次要基因型

（总计 0.4%）（9）。最常见的是 RHD*01N.01，由于上游和下游 Rh盒子内相同的 902bp序列之间

的重组，缺乏完整的 RHD基因（1,6,24）。剩余和融合的 Rh 盒部分称为杂交 Rh盒（6）。第二和

第三常见的D抗原阴性等位基因含有有害的基因组改变。RHD*01EL.01等位基因，称为“亚洲型”DEL

（25），在外显子 9的最后一个核苷酸处发生单核苷酸变异（c.1227G>A），这可能会破坏正常剪接

（26）。在 RHD*01N.04 [RHD*D-CE(3-9)-D]等位基因，RHD 外显子 3-9 被 RHCE 外显子 3-9 取代

（26）。

在这项研究中，使用日本人作为群体模型（因为 RhD阴性日本人群 RHD阳性等位基因频率高，

补充表 1），我们的目标是使用母体细胞游离 DNA（cfDNA）开发一种非侵入性胎儿 RHD 基因分

型策略，无论母亲或胎儿是否携带 RHD阳性 D抗原阴性等位基因，都可以准确估计胎儿 RhD表型。

基于新一代测序（NGS）的扩增子测序已应用于各种靶标的非侵入性产前基因分型，如单基因疾病

的致病基因（27），血小板抗原等位基因（28）和 Kell 血型系统 KEL1/2 单核苷酸多态性（29）。
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我们使用 NGS技术来区分东亚人群中的 4个主要 RHD等位基因。

2材料和方法

2.1伦理声明

本研究方案，包括参与者招募、样本采集和准备以及基因数据分析，由国家儿童健康与发展中

心（NCCHD）（批准号：6991545）和昭和大学（批准号：233）研究伦理委员会批准。

2.2血液样本采集和 DNA提取

日本红十字会根据其捐赠血液用于研究和开发的指南提供用于 RHD基因分型的全血样品。提供

了居住在日本的个人捐献的剩余血液，包括 100例血清学 RhD阴性和 10例血清学 RhD阳性。2014

年 4 月至 2018年 3 月期间去 NCCHD（日本东京）的血清学 RhD 阴性孕妇（n=24）被招募为制备

cfDNA的血液供者。收集前由临床遗传学家进行遗传咨询。已获得所有参与者的书面知情同意。

DNA提取程序：将全血（5mL）收集到 EDTA-2K管中并离心（1400g，10分钟，4℃）。将得

到的血浆、白膜层和红细胞组分分离并立即−20°C冷冻直至用于 DNA提取。参与者分娩后，将 5 mL

脐血收集到 EDTA-2K 管中。使用 Mag MAX Cell-Free DNA Isolation Kit (Qiagen)从 800μL 血浆提取

cfDNA。使用 QIAsymphony（Qiagen）从 JRCS 血液样本、白膜层样本（来自参与母亲的血液）或

新生儿脐血样本中提取基因组 DNA。

2.3 RhD阴性和阳性个体的基因分型

设计 PCR基因分型以检测根据之前的大规模研究（9）预计的日本人群 3种主要 RhD阴性基因

型（RHD*01N.01/RHD*01N.01，RHD*01.04/RHD*01N.01 和 RHD*01EL.01/RHD*01N.01）和 2 种

RhD阳性基因型：RHD*01/RHD*01和 RHD*01/RHD*01N.01。PCR引物根据先前报道（9）或新设

计（补充表 2）。

基因分型 PCR：用 50ng 模板基因组 DNA 在 20μL 反应体系中使用 Ex Taq HS DNA 聚合酶

（RR006A，TaKaRa）进行 PCR扩增，循环条件为：98℃变性 20 s；，98°C 10 s，60°C或 64°C 30 s，

72°C 30 s，35个循环；72°C延伸 2分钟。引物序列见补充表 2。

Sanger 测 序 ： 使 用 Ex Taq HS DNA 聚 合 酶 ， 通 过 引 物 RHbox_KN_F1/R1 和

RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1 分别扩增 PCR产物，循环条件如下：98℃初始变性 20 s；98℃ 10 s，

62℃ 30 s，72℃ 30 s，35个循环；72℃ 2分钟。使用 BigDye Terminator v3.1循环测序试剂盒（美国
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ABI）进行测序反应，使用 BigDye XTerminator纯化试剂盒（ABI）进行纯化。使用 3130xl 基因分

析仪（ABI）进行测序。

补充表 2 PCR引物列表

靶区域 引物名 引物序列 (5’→3’) 备注

RHD exon 7
D7-F CTGCTTAACATCCTACAGTA

文献报道

的引物

(Ogasawar
a et al (9))

D7-R CTGTGTTTGTGGGATCACAA

RHD exon 8
RHCE exon 8

DCE8-F TACTGACACCGACAGTCCTT
DCE8-R TGCTGTGTCCTGGCAATGGT

RHD exon 9
D9-F CGTTTTGACACACAATATTTC
D9-R CAGCAAGTCAACATATATACT

RHD exon 10
D10-F TGTAATGAGACATTTAGGCT
D10-R TCAACTCCATTTTCTCTGACT

杂交 Rh盒
5’BOX-F CGAAGGTTTCCAAACCCCAA
3’BOX-R TCTTTTCTGGCCTTAACATC

RHD exon 9
c.1227G>A-F GCATTTAAACAGGTTTGCTCCT

本

研

究

设

计

的

引

物

c.1227G>A-R CCTGCAATGCTCCTTACTCC

上游 Rh盒

下游 Rh盒

RHbox_KN_F1 TAATATGGGTGGCTGGCTTT 用

于

扩

增

子

测

序

RHbox_KN_R1
CATGCTTAATTTGTCATTCTTTAC
C

RHD exon 9
RHCE exon 9

RHD/RHCE_exon
_9_KN_F1

AAAATATGGAAAGCACCTCATG

RHD/RHCE_exon
_9_KN_R1

ACTCATAAACAGCAAGTCAACATA
TATAC

2.4 PCR扩增子接头连接和MiSeq NGS

以 1000pg cfDNA为模板，在 Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer（NEB）中，

使用 RHbox_KN_F1/R1 引物或 RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1 引物（图 1）分别获得扩增子，循环

条件：98℃变性 30秒，然后进行 30个扩增循环（98℃10秒，62℃3秒，72℃5秒）。使用 Agencourt

AMPure XP（Beckman Coulter）纯化所得的 PCR 产物。接下来，混合来自同一个体的这两种 PCR

产物（各 500 pg），并使用 NEB Next Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina 根据制造商方案进行

文库制备，在末端修复和接头连接时将反应体积改为三分之一，并改为 6 个 PCR 扩增循环。使用

MiSeq Reagent Kit v2 Nano在MiSeq平台（Illumina）上对所得文库进行配对末端测序（151bp × 2）。
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图 1 PCR引物，用于通过基于扩增子测序的基因分型区分 D抗原阳性和阴性等位基因。（A）通过

引物 RHbox_KN_F1/R1 和 RHD/RHCE_Exon9_ F1/R1扩增的 PCR扩增子序列。对应于引物位置的核

苷酸用下划线和粗体标出。引物 RHbox_KN_F1/R1 扩增来自上游和下游 Rh盒的 105bp片段。这两

种扩增子可以通过 105bp 产物的第 49 个碱基处的 G 和 A 的序列差异来区分。引物

RHD/RHCE_Exon9_ F1/R1 扩增来自 RHD外显子 9和 RHCE 外显子 9的 148bp片段。这两种扩增子

可以通过 148bp产物的第 23和第 119个碱基处的序列差异来区分：分别为 A 和 T，以及 A和 G。
在 RhD 阴性 RHD*01EL.01 等位基因，由于 c.1227A>G 变异，来自 RHD 基因座的 148bp 扩增子的

第 54个碱基是 A而不是参考基因组中的 G。右图代表 PCR引物（RHbox_KN_F1/R1，实心三角形；

RHD/RHCE_Exon9_ F1/R1，空心三角形）和用于区分扩增子类型的核苷酸。显示了用于区分扩增子

类型的核苷酸的 hg19 坐标。（B）图示 D 抗原阳性等位基因 RHD*01 和 3 个 D抗原阴性等位基因
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的基因组结构、PCR引物杂交的位置、扩增子类型以及每种类型扩增子预期比对的基因组区域。RHD、
SMP1 和 RHCE 基因用箭头表示。上游和下游 Rh 盒分别显示为空心和实心箭头。RHD*01EL.01等
位基因的 RHD基因中的灰色垂直条表示 c.1227A>G变异的位置（在 chr1:25648453）。

2.5数据分析（质量控制、映射和 read计数）

用 MiSeq Reporter 软 件 版 本 2.3.32 （ Illumina ） 、 samtools 版 本 1.6

（ https://sourceforge.net/projects/samtools/ ） 和 Integrative Genomics Viewer （ IGV ；

http://software.broadinstitute.org/software/igv/）进行序列分析。使用 MiSeq Reporter 为每个文库生成

fastq文件，修剪接头序列，并将序列 reads映射到人类参考基因组（hg19）。从生成的 bam 文件，

使用 samtools删除映射分数≤ 20 和含有碱基质量分数≤ 25的碱基的 reads。使用 IGV 查看过滤后的

bam文件，检查 4个预期基因组区域（上游/下游 Rh盒，RHD外显子 9和 RHCE 外显子 9）中每一

个的映射 read计数以及野生型和变异（c.1227G>A）等位基因的 read计数。

3结果

3.1 RhD阴性和阳性日本人的基因分型

为了确认日本人群中 RHD阴性基因型频率并鉴定具有 3种主要 RhD阴性基因型的个体，我们

使用报道的（9）和新设计的引物（补充表 2）对 100例血清学 RhD阴性个体进行基因分型。结果发

现，87例 RHD*01N.01/RHD*01N.01（缺失/缺失），9例 RHD*01EL.01/RHD*01N.01（c.1227G>A/

缺失）和 4例 RHD*01N.04/RHD*01N.01[RHD*D-CE(3-9)-D/缺失]基因型，与报道的频率一致（9）。

我们还对 3 例 RhD 阳性个体进行了基因分型，鉴定了 2 例 RHD*01/RHD*01（野生/野生）和 1 例

RHD*01/RHD*01N.01（野生/缺失）。

3.2用于区分 D抗原阳性和阴性等位基因的基因组序列的选择

除了高 Rh盒序列相似性（98.6%）（6）外，RHD和 RHCE基因组序列 96%相同，并被认为在

灵长类动物进化过程中具有重复性（30）。重复区域的这种高序列相似性经常阻碍特定基因组区域

的 PCR扩增，但允许设计与 2个同源区域完全匹配的引物以同时扩增这 2个区域。为了将基于 NGS

的扩增子测序应用于来自 RHD/RHCE 基因座的这种 PCR 扩增子，我们设计了 PCR 引物

RHbox_KN_F1/R1，其序列与上游和下游 Rh盒完全匹配并扩增来自两个区域的 105bp扩增子。单个

扩增子可以通过第 49个碱基处的单核苷酸差异来区分，对应于 hg19核苷酸位置 chr1:25592628（G，

上游）和 chr1:25662955（A，下游）（图 1）。我们还设计了 PCR引物 RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1，
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其扩增来自 RHD和 RHCE 基因座的 148bp 扩增子，其中正向和反向引物序列分别与两个基因的外

显子 9和内含子 9序列完全匹配。这些靶区域包含 2个核苷酸差异，分别在扩增子的第 23和第 119

个碱基处：在 chr1:25648419处的 A和在 chr1:25697015处的 T，以及在 chr1:25648515处的 A和在

chr1:25696896处的 G。RHD 基因座靶区域还包含 RHD*01EL.01 等位基因，第 54 个碱基处单核苷

酸变异（c.1227G>A），对应于 chr1:25648453（图 1）。使用 Sanger测序，我们证实获得的 PCR产

物含有来自 2个基因座的扩增子，通过核苷酸位置处的预期单峰或混合峰进行等位基因鉴别（补充

图 1）。预计这 2种 PCR产物的 NGS和所得 reads在参考基因组的映射通过其映射模式和映射 read

数比率（补充图 2）区分 4种主要 RhD阳性和 3种主要 RhD阴性基因型（9）（表 1）。通过考虑 4

个父系遗传等位基因和 3个母系 RhD阴性基因型（5个可能的母系遗传模式）的所有可能的 20种组

合（补充图 3），我们确定相同的策略也可用于使用 RhD阴性孕妇的 cfDNA确定胎儿 RHD基因型。

表 1 日本人群中 RHD基因型的预期频率

A
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B

补 充 图 1 使 用 来 自 代 表 性 RHD 基 因 型 的 引 物 RHbox_KN_F1/R1 （ A ） 和

RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1（B）获得的混合扩增子的 Sanger测序验证。
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补充图 2 使用引物 RHbox_KN_F1/R1 和 RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1对四种主要 RhD阳性（A）
和三种主要 RhD阴性（B）基因型进行基于扩增子测序的基因分型的预期扩增子类型和映射模式
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补充图 3 使用引物 RHbox_KN_F1/R1 和 RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1对孕妇细胞游离 DNA进行

基于扩增子测序的基因分型的预期扩增子类型和映射模式。母亲 4 种 RHD 基因型（1 种 RhD阳性

和 3种 RhD阴性）和 4种父系遗传的胎儿等位基因导致胎儿 RHD基因型的 24种可能组合。在细胞

游离 DNA中母体和胎儿 DNA比例为 5:1的情况下，使用 10行和 2行分别显示来自母体和胎儿的扩

增子类型。来自母亲 RHD等位基因的预期扩增子类型如下所示：“-G-”和“-A-”分别代表来自上游和

下游 Rh 盒的引物 RHbox_KN_F1/R1 产生的扩增子；“-A-G-A-”和“-A-A-A-”分别代表来自 RHD*01
（ 野 生 型 ） 和 RHD*01EL.01 （ c.1227G>A ） 等 位 基 因 的 RHD 外 显 子 9 的 引 物

RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1 产生的扩增子；“-T-G-G-”代表来自 RHCE 外显子 9 的扩增子。从

RHD*01N.04 等位基因，引物 RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1 扩增来自两个基因座（RHD-CE-D 杂

交基因座和 RHCE基因座）的 PCR产物。D抗原阳性等位基因（RHD*01）和 3个 D抗原阴性等位

基因（RHD*01N.01，RHD*01EL.01，RHD*01N.04）用“+”表示阳性，“del”表示缺失，“s.n.v.”表示

单核苷酸变异，“hyb”表示杂交。浅黄色背景的四种组合对应于提示 RhD阴性母亲 RhD阳性胎儿的

预期扩增子测序结果；浅蓝色背景的 16种组合对应于提示 RhD阴性母亲 RhD阴性胎儿的预期扩增

子测序结果。

3.3用于区分 RhD阳性和阴性基因型的预期和观察扩增子比率的比较

我 们 对 含 有 RhD 阳 性 基 因 型 （ RHD*01/RHD*01 ） 和 3 种 RhD 阴 性 基 因 型

（RHD*01N.01/RHD*01N.01，RHD*01EL.01/RHD*01N.01，RHD*01N.04/RHD*01N.01）的血液 DNA

样本进行扩增子测序，确认对于每种基因型，映射到上游和下游 Rh盒以及映射到 RHD外显子 9 [野

生（wt）或变异（var）]和 RHCE 外显子 9 的 read数观察比率与预期比率一致（图 2 和表 2）。我
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们随后以 10:1的比例检查来自 2个个体（A和 B）的基因组 DNA混合物的映射 read数，作为血清

学 RhD阴性孕妇 cfDNA的近似模型，其中“A”对应于母亲，是 3个 RhD阴性基因型之一；“B”对应

于胎儿，是 4 个 RhD 阳性或阴性基因型之一。虽然 RhD 阴性女性携带的胎儿基因型不可能是

RHD*01/RHD*01，但我们使用 RHD*01/RHD*01而不是 RHD*01/RHD*01N.01，因为后者基因型的

基因组 DNA最初不可获得。对于模拟含有 9.1%胎儿 DNA的母体 cfDNA的 12个 A和 B组合，我

们进行基于扩增子的 RHD基因分型并获得与预期相似的扩增子比率（补充表 3）。我们还通过获得

RHD*01EL.01/RHD*01N.01和 RHD*01/RHD*01N.01基因组 DNA混合物（后者有 5种比例：20%，

10%，5%，3%和 1%）的数据，评估了基于扩增子的 RHD基因分型中胎儿 DNA检测的灵敏度和定

量准确性（补充表 4）。在所有混合物中都检测到来自 RHD*01 等位基因的扩增子。RHD*01 等位

基因的预期和观察到的扩增子比率显示出高度相关性（1%–20%）。在评估基于扩增子测序的非侵入

性胎儿基因分型方法检测 RHD基因阳性 D抗原阴性等位基因的可行性和准确性时，我们意外地观

察到一些样本（低频，0.08%-11.9%）RHD外显子 9扩增子中 chr1:25648439处存在 C到 T转换。但

是，在相同样品的重复数据集之间，这种核苷酸变化的频率不一致。当我们重复相同样品组的扩增

子测序分析，使用 Ex TaqHS（TaKaRa）而不是 Phusion High-Fidelity PCR Master Mix对接头连接的

文库扩增时，未观察到 chr1:25648439处的 C到 T转换（数据未显示）。因此，我们得出结论，该

现象是文库扩增过程中产生的假象，在我们随后的分析中不予考虑。
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图 2来自 4个基因组基因座（上游 Rh 盒、RHD外显子 9、下游 Rh盒和 RHCE外显子 9；对应于从

左到右的 4 列）的扩增子的映射 read数和核苷酸的实例。由 IGV 可视化的每个映射结果（.bam 文

件）的 bam覆盖轨迹图像显示为 4个区域（每个扩增子区域 41 bp）。在 bam覆盖轨迹中，对于每

个核苷酸位置，参考序列和变异序列的比例用颜色编码：参考核苷酸为灰色，变异核苷酸为蓝色（C）、
绿色（A）、红色（T）或橙色（G）。每个核苷酸位置的柱高与映射 reads数成比例。所有图的数据

范围设置为 0到 50000。红色垂直箭头分别显示 4列的 chr1:1:25592628，chr1:25648453，chr1:25662955
和 chr1:25696958的核苷酸位置。图 1示基于这些核苷酸位置处的序列差异区分相同引物对扩增的 2
种 PCR扩增子的原理。（A）RhD阳性和 3个 RhD阴性基因型的结果。（B）案例 4的结果（表 3）。
在细胞游离 DNA chr1:25648453处除了 A（绿色）之外还存在 G（橙色）表明胎儿从父亲遗传了 RhD
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阳性等位基因，因此是 RhD阳性的。

表 2 来自 RhD阳性和阴性基因型个体的扩增子的预期和观察比率

补充表 3 来自基因组 DNA（A和 B）的 10:1混合物的 12种组合的扩增子的预期和观察比率

混合样本的基因型

(A:B = 10:1)
来自 Rh 盒的扩增子

(引物: RHbox_KN_F1/R1)

来自 RHD/RHCE exon 9 的扩增子

(引物: RHD/RHCE_exon_9_KN_F1/R1)

A和 B中每个细

胞拷贝数

从 A 和 B 混合物

（10:1）获得的映

射 reads 的比率

A和 B中每个细

胞拷贝数

从 A和 B混合物（10:1）
获得的映射 reads 的比

率

上游

Rh 盒
(chr1:
25,592,

628 处
G)

下游

Rh 盒
(chr1:
25,662,

955 处
A)

预期比

率（上游

/下游）

观察比

率和

read 数
（上游

/下游）

RHD

(wt/var)
(chr1:
25,648,

453 处
G/A)

RHCE

(chr1:
25,696,

896 处
G)

(chr1:
25,697,

015 处
T)

预期比率

(RHD_wt /
RHD_var /
RHCE)

观察

比率

和 read
数

(RHD_
wt /

RHD_v
ar /

RHCE)

1

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

B:
RHD*01/RHD*01

A: 0
B: 2

A: 2
B: 2

8.3% /
91.7%

6.2% /
93.8%
( 1,20

3 /
18,061 )

A: 0
B: 2 wt

A: 2
B: 2

8.3% / 0.0%
/ 91.7%

8.7% /
0.01% /
91.3%
( 3,5
87 /
7
/

37,513
)

2

A:
RHD*01N.01/RHD

*01EL.01

B:
RHD*01/RHD*01

A: 1
B: 2

A: 2
B: 2

35.3% /
64.7%

31.5% /
68.5%
( 8,35

9 /
18,216 )

A: 1
var
B: 2 wt

A: 2
B: 2

5.8% / 29.4% /
64.7%

5.8% /
27.8% /
66.4%
( 2,2
17 /

10,264
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/
24,519

)

3

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

B:
RHD*01/RHD*01

A: 1
B: 2

A: 2
B: 2

35.3% /
64.7%

34.1% /
65.9%
( 10,673

/
20,596 )

A: 0
B: 2 wt

A: 3
B: 2

5.8% / 0.0%
/ 94.2%

4.1% /
0.0%
/ 95.9%
( 1,6
51 /
0
/

39,073
)

4

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

A: 0
B: 0

A: 2
B: 2

0.0% /
100.0%

0.0% /
100%
(
0

/
1,3070 )

A: 0
B: 0

A: 2
B: 2

0.0% / 0.0%
/ 100%

0.0% /
0.0% /
100%
(
0 /

0 /
7,727 )

5

A:
RHD*01N.01/RHD

*01EL.01

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

A: 1
B: 0

A: 2
B: 2

31.3% /
68.7%

33.1% /
66.9%
( 14,878

/
30,024 )

A: 1
var
B: 0

A: 2
B: 2

0.0% / 31.3% /
68.7%

0.0% /
32.8% /
67.2%

(
0 /

9,079
/

18,586
)

6

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

A: 1
B: 0

A: 2
B: 2

31.3% /
68.7%

26.0% /
74.0%
( 7,88

8 /
22,428

)

A: 0
B: 0

A: 3
B: 2

0.0% / 0.0%
/ 100%

0.004%
/ 0%

/
99.996
%
(
1 /

0 /
21,881

)

7

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

B:

RHD*01N.01/RHD*

01EL.01

A: 0
B: 1

A: 2
B: 2

4.3% /
95.7%

2.0% /
98.0%
( 4
46 /
21,718 )

A: 0
B: 1
var

A: 2
B: 2

0.0% / 4.3% /
95.7%

0.01% /
2.34% /
97.64%
( 1

/
215
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/
8,952 )

8

A:
RHD*01N.01/RHD

*01EL.01

B:

RHD*01N.01/RHD*

01EL.01

A: 1
B: 1

A: 2
B: 2

33.3% /
66.7%

33.7% /
66.3%
( 14,236

/
27,953 )

A: 1
var
B: 1
var

A: 2
B: 2

0.0% / 33.3% /
66.7%

0.0% /
27.2% /
72.8%

(
0 /
21,608

/
57,893

)

9

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

B:

RHD*01N.01/RHD*

01EL.01

A: 1
B: 1

A: 2
B: 2

33.3% /
66.7%

26.7% /
73.3%
( 4,81
3 /
13,197

)

A: 0
B: 1
var

A: 3
B: 2

0.0% / 3.3%
/ 96.7%

0.0% /
2.3% /
97.7%

(
0 /
1,345 /
58,139)

1
0

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.01

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

A: 0
B: 1

A: 2
B: 2

4.3% /
95.7%

7.1% /
92.9%
( 1,373

/
17,882 )

A: 0
B: 0

A: 2
B: 3

0.0% / 0.0%
/ 100%

0.0% /
0.002%

/
99.998
%
(

0 /
1 /
47,380

)

1
1

A:
RHD*01N.01/RHD

*01EL.01

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

A: 1
B: 1

A: 2
B: 2

33.3% /
66.7%

31.7% /
68.3%
( 4,23

0 /
9,102 )

A: 1
var
B: 0

A: 2
B: 3

0.0% / 30.3% /
69.7%

0.01% /
36.1% /
63.9%
( 8

/
21,976

/
38,974

)

1
2

A:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

B:
RHD*01N.01/RHD

*01N.04

A: 1
B: 1

A: 2
B: 2

33.3% /
66.7%

30.6% /
69.4%
( 4,61

5 /
10,459 )

A: 0
B: 0

A: 3
B: 3

0.0% / 0.0%
/ 100%

0.0% /
0.011%

/
99.98%

(
0 /

6 /
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53,281
)

补充表 4 来自 5种不同比例的 RHD*01N.01/RHD*01EL.01（A）和 RHD*01/RHD*01N.01（B）混合

物的扩增子的预期和观察比率

3.4使用 8例 RhD阴性孕妇 cfDNA基于扩增子的 RHD基因分型

我们对 2014-2018年间在 NCCHD分娩的 24名 RhD阴性孕妇的白细胞 DNA进行 RHD 基因分

型，并选择 8个不同 RHD基因型的母亲进行胎儿 RHD基因分型（表 3）。胎龄为 9-30周。我们根

据映射到 Rh 盒的 reads比率（上游/下游）和野生 RHD外显子 9、变异 RHD外显子 9和 RHCE 外显

子 9（RHD_wt/RHD_var/RHCE）的 reads比率来估计母体和胎儿 RHD 基因型（表 3）。6个和 2个

胎儿分别估计为 RhD阳性和 RhD阴性。当 RhD阴性母亲是 RhD阴性等位基因的复合杂合子时，考

虑 2 种可能的胎儿 RHD 基因型，如病例 1、4 和 7所示（表 3 和图 2）。然而，这并不干扰估计胎

儿 RhD表型为阳性，因为检测到“RhD_wt”型扩增子，比例在 1.3%和 3.1%之间（表 3）。除了使用

新生儿外周血进行 RhD血清学分型外，还分别使用血液 DNA 和脐血 DNA 通过基于扩增子的基因

分型来确定母体和新生儿 RHD基因型。我们证实这些 RHD基因型和 RhD血清型都与从扩增子测序

数据得到的估计基因型/表型一致。
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表 3 RhD 阴性孕妇 cfDNA 基于扩增子测序的基因分型估计的胎儿 RhD 表型，以及 RhD 阴性孕妇

cfDNA、RhD阴性孕妇白细胞基因组 DNA、脐血 DNA的比率和 read数。a通过使用白细胞基因组

DNA的扩增子测序确定。b通过使用脐血基因组 DNA的扩增子测序确定。c w，周；d，天。

因为 NGS reads的局限性，在低频率（大多每 10000个 reads少于 10个）的映射序列中发现意

外核苷酸序列（表 2 和 3，补充表 3）。据报道，Illumina MiSeq 平台这种 DNA 测序错误约发生在

1×10−3个核苷酸（31）。通过排除包含碱基质量分数<26的 reads，我们消除了大多数此类测序错误。

但是，需要考虑意外核苷酸序列的其他潜在来源，包括 PCR复制错误、标签跳跃、流动槽中的残留

物和 DNA污染。我们在案例 4的母亲白细胞 DNA中的 chr1:25648453处 19905个总 reads中检测到

21 个意外核苷酸序列（表 3）。因为白细胞 DNA是从妊娠期间获得的怀有携带 RHD*01 等位基因

的 RhD阳性胎儿的母亲血液白膜层中提取的，cffDNA污染可能是意外核苷酸序列较多的原因。我
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们基于扩增子的无创 RHD基因分型准确地估计了 8例 RhD阴性孕妇的胎儿 RHD基因型。

4讨论

我们开发了一种基于扩增子测序的非侵入性胎儿 RHD 基因分型方法，可以从 D 抗原阳性

（RHD*01）和 3个 D抗原阴性等位基因（RHD*01N.01，RHD*01EL.01 和 RHD*01N.04）中估计父

系遗传的胎儿 RHD等位基因。RhD阴性孕妇的胎儿 RHD基因分型目前在几个国家在全国范围内实

施，以减少不必要的抗 D Ig给药（32）。英国的成本效益分析还得出结论，与向所有 RhD阴性孕妇

提供抗 D相比，无创胎儿 RHD基因分型可节省成本（13）。然而，美国、澳大利亚和加拿大的这

种估计因胎儿 RHD基因分型和抗 D Ig成本估计不同而不同（32）。美国血库协会的一项工作组研

究建议，只要在患者中检测到不一致的 RhD分型结果和/或血清学弱 D表型，就进行胎儿 RHD基因

分型，以减少不必要的抗 D Ig注射并增加 RhD阴性红细胞输血的可获得性（33）。常规的产前抗 D

预防政策也提出了关于携带 RhD阴性胎儿的 RhD阴性孕妇不必要的抗 D Ig 给药的伦理问题（5）。

因此，有必要在东亚国家向 Rh阴性孕妇引入靶向产前抗 D预防。

我们不是特异性扩增某些 RHD等位基因，而是使用单个引物组扩增不同的等位基因或高度同源

的区域，随后在映射过程中通过它们 1-3 个碱基的序列差异将它们区分开来。我们的方法仅使用 2

对引物，在没有父亲基因型信息的情况下，使用孕妇 cfDNA以定量方式区分 D抗原阳性等位基因和

3个 D抗原阴性等位基因（缺失、单核苷酸变异和杂交型）。由于扩增子测序的高 read深度（数十

万 reads/样品）的性质，该方法以定量方式检测母体血浆中的 cfDNA，并且还提供 RHD和 RHCE外

显子拷贝数信息。因此，作为另一个应用，我们的方法可用于确定 RHD合子型。

作为识别 RHD阳性 RhD阴性等位基因的代价，本文所述的基于扩增子测序的方法比基于 PCR

的胎儿 RHD 缺失等位基因的基因分型具有更高的成本。然而，通过收集大量扩增子（例如，对于

100个 cfDNA样品总共 200个扩增子）进行 1次MiSeq运行，当每个扩增子获得 20000个 read对时，

每个样品的测序成本可以<10美元。尽管根据我们的方案，当前的文库制备成本约为 25美元，但通

过引入使用定制引物（包括靶标特异性、标签和 Illumina接头序列）的 1步或 2步 PCR法，可将其

降至 1/5 或更少。因此，大规模地，我们基于扩增子测序的胎儿 RHD基因分型能以对 NIPT 合理的

成本进行。

RHD*01EL.01 等位基因（“亚洲型”DEL 变异）表达非常弱的 D抗原，但具有完整的 D抗原表

位库（34）。DEL表型个体在血清学上被分类为 RhD阴性，并且只能通过从红细胞表面吸收放散抗

D来检测（2）。三项针对中国人的研究（35-37）表明，“亚洲型”DEL 变异没有对 D抗原同种免疫
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的风险，因此无需对 DEL 孕妇进行产前抗 D预防。如果“亚洲型”DEL 个体的此类证据继续积累，

那么目前日本等国家采用的对所有 RhD阴性孕妇（包括“亚洲型”DEL个体）进行抗 D预防性给药的

医疗政策可能在未来改变。尽管存在这样的争议，RHD*01EL.01还是可以作为导致同种免疫的其他

点突变等位基因的良好模型。

估计大多数 cffDNA的大小<150bp（38）。本研究 RHD/RHCE外显子 9的 148bp扩增子包括区

分 RHD 和 RHCE 基因座的 2 个核苷酸位置，但我们的 Rh 盒（上游/下游）结果表明 1 个核苷酸差

异足以将序列 reads准确地映射到RHD或RHCE基因座。因此，通过采用扩增仅包含区分RHD/RHCE

外显子 9的 1个核苷酸位置的较短扩增子的 PCR引物，有可能提高我们方法中检测 cffDNA的分析

灵敏度。

因为我们目前的引物组设计用于检测 2个主要的 RHD阳性 D抗原阴性等位基因 RHD*01EL.01

（单核苷酸变异）和 RHD*01N.04 [RHD*D-CE(3-9)-D]，我们的方法将错误地检测其他次要 RHD阳

性 D抗原阴性等位基因（日本人群总频率 0.4%）（9）为 D抗原阳性等位基因。不过，扩增子测序

的一个优点是灵活性和可扩展性，可以设计额外引物组来检测这些罕见等位基因。因此，我们的扩

增子测序策略应该很容易适用于主要的 RHD 阳性 D 抗原阴性等位基因，如非洲人群中的 RHDpsi

（8），其在外显子 4 中含有 37bp重复插入，在第 210位过早引入终止密码子；5 个单核苷酸变异

（外显子 4中 c.609G>A，外显子 5中 c.654G>C、c.667T>G和 c.674C>T，外显子 6中 c.807T>G）。

先前报道的检测 RHDpsi等位基因的基于 PCR的胎儿基因分型方法，使用在 3'末端与野生型等位基

因匹配但与 RHDpsi 等位基因错配的 PCR 引物，以及区分野生型核苷酸和外显子 5 中错义变异的

Taqman 探针（22）。然而，对于 RHDpsi等位基因的准确胎儿基因分型，建议检测多个外显子而不

是仅检测外显子 5（21）。已经表明使用在 3'末端具有错配的引物进行差异单倍型扩增会导致基因分

型错误（39）。相比之下，我们基于测序的方法有望直接靶向 37 bp复制，这是 RHDpsi等位基因的

主要特征。我们方法的原理也适用于区分在白种人群中观察到的 RHD阳性 RhD阴性等位基因，如

RHD*06等位基因（40）。

我们的胎儿 RHD基因分型方法首次为东亚国家引入 RhD阴性孕妇基因分型服务提供了机会，

并为其他非白人国家建立了一个模型，以建立针对每个国家常见的 RHD 阳性 D抗原阴性等位基因

的基因分型策略。此外，我们的方法如果作为欧洲国家非白人个体的选项引入，也可能提高欧洲国

家全国胎儿 RHD基因分型的特异性。
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4.《妊娠早期使用细胞游离胎儿 DNA进行胎儿 RHD基因分型的

诊断准确性》

作者：Alexandre Vivanti 1, Alexandra Benachi 1, François-Xavier Huchet 2, Yves Ville 3, Henri Cohen 4,

Jean-Marc Costa 5

作者单位：1法国克拉玛特巴黎南部大学安托万·贝克莱尔医院妇产科和生殖医学科；2 法国巴黎医

学生物学实验室；3法国巴黎内克儿童医院妇产科；4法国巴黎蒙特苏里斯研究所母婴部；5法国圣

乌恩 L'Aumône Cerba实验室专业生物学和遗传学系。

摘要

背景：目前全世界都在使用细胞游离胎儿 DNA 的 RHD 基因分型。尽管这项技术已经迅速普及，

但它的最佳使用仍然存在争议。这种筛查试验主要用于治疗妊娠晚期（最后 3 个月）RhD 阴性的孕

妇，从而避免系统性的抗-D 预防，但这种策略已被证明是成本高效益低的。在科学文献中，关于在

妊娠早期（前 3 个月）用母体血浆中的细胞游离 DNA 对胎儿 RHD 进行基因分型的报道很少。

目的：本研究旨在通过单外显子实时 PCR 分析评估妊娠早期无创性胎儿 RHD 基因分型的性能。

研究设计：这是一项回顾性观察性多中心研究。在妊娠 10-14 周时，从未免疫和免疫妇女的母

体血液中提取细胞游离胎儿 DNA。用定量 PCR 测定 RHD 序列，扩增外显子 10。结果与通过新生儿

脐血取样获得的 RhD 表型数据进行了比较。

结果：共收集了 416 份 RhD 阴性孕妇妊娠早期的血清样本。该试验的总体敏感性和特异性分别

为 100%（95%置信区间，96.9-100.0）和 95.2%（95%置信区间，90.5-97.6）。阴性和阳性预测值分

别为 99.8%（95%置信区间 94.9-100.0）和 97.1%（95%置信区间 94.2-98.6）。9 例（2.2%）胎儿 RHD

状态不确定。

结论：单外显子定量 PCR 在妊娠早期无创检测胎儿 RHD 具有较高的准确性。

1 引言

自从 Lo 等人报道 1检测孕妇血浆中的细胞游离胎儿 DNA 以来，已经开发了许多应用，为非侵入

性产前诊断带来了全新的时代。作为一项主要应用，非侵入性 RhD 基因分型已经彻底改变了 RhD 阴

性妇女胎儿 RHD 状态的确定。在通过 PCR 进行 RHD 基因分型之前，在侵入性程序即绒毛膜绒毛取样

或羊膜穿刺术之后确定胎儿 RHD 状态。目前，该检测方法是基于检测 RhD 阴性妇女血浆中的 RHD

基因序列 2。该试验最初是针对 RhD 免疫妇女的小群体提出的，以排除 RhD 不相容的任何风险，或
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者相反地，使患者护理适应有溶血性疾病和胎儿贫血风险的妊娠。此后，在未免疫妇女的大群体中

评估了 RhD 基因分型，结果令人满意 3,4,5,6。

2002 年，我们的团队在法国的常规实践中首次引入非侵入性胎儿 RHD 基因分型检测。仅基于通

过实时 PCR 检测 RHD 基因外显子 10，该测定最初在 102 例孕早期孕妇的队列中进行评估，表现出完

美的准确性（100%敏感性和特异性）7。接下来，在 283 例妇女的队列中评估该测定，对于这些妇女，

可以 100%准确地再次实现可靠的胎儿 RHD 基因型测定 3。

在这里，我们报告了妊娠早期常规进行胎儿 RHD 状态的非侵入性产前测定的结果。

2 材料和方法

2.1 研究人群

回顾性纳入 2007 年 1 月至 2012 年 12 月期间法国巴黎地区 5 个产科（巴黎美国医院、Mutualiste

Montsouris 研究所、Necker - Enfants Malades 中心医院、Antoine Béclère 中心医院和 Franco-Britannique

医院研究所）共 416 例 RhD 阴性孕妇。所有血液样本均在 10-14 妊娠周（WG）期间获得，作为常规

咨询或特定 RhD 免疫后产前诊断咨询的一部分。RhD 阴性妇女中非侵入性胎儿 RHD 测定的医学适应

症为：系统筛查未免疫的 RhD 阴性妇女，以便在需要时指导侵入性手术（绒毛膜绒毛取样或羊膜穿

刺术）后的抗 D 给药，或有 RhD 免疫风险的事件（腹部创伤，流产，或子宫出血）。

2.2 样品

将血液样品（7mL）收集到 Vacutainer SST®管（法国 Becton Dickinson）中。凝固后立即通过在 4℃

以 3000g 离心 10 分钟获得血清，分装并储存在-80℃。如果不立即处理，则处理前血液样品室温下

保存最多 72 小时。胎儿为 RhD 阴性的患者不给予抗 D 免疫球蛋白。

2.3 RHD 基因实时 PCR

如其他文献 8所述进行人 RHD 基因序列检测，而小鼠 GALT 基因用作 DNA 提取的阳性对照。简

而言之，作为 DNA 提取和扩增步骤的示踪剂，在 DNA 提取之前立即将少量（250pg）小鼠 DNA（法

国 Sigma）添加到每个患者的样品（1mL 血清）中。然后使用 PCR 模板制备试剂盒（法国 Roche

Diagnostics）提取总 DNA，并用 50µL洗脱缓冲液洗脱吸附的 DNA，每个 PCR 反应使用 10µL DNA。扩

增在 Light-Cycler V2.0 仪器（法国 Roche Diagnostics）中进行。使用 FastDNAMaster 杂交探针试剂盒

（法国 Roche Diagnostics）以 20μL 的终体积进行 PCR 反应，每种引物 0.5mmol/L（表 1），每种探



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

59

针 0.25mmol/L（法国 Sigma），1.25 单位尿嘧啶-DNA 糖基化酶（UDG）（法国 Biolabs）和 4.75mmol/L

氯化镁。在最初 50℃温育 1 分钟后，在 95℃下进行 8 分钟的第一变性步骤，然后进行 50 个循环的

扩增：变性（95℃，10 秒，升温速率 20℃/秒），退火（56℃，10 秒，升温速率 20℃/秒）和延伸

（72℃，20 秒，升温速率 2℃/秒）。每个样品处理两次用于 DNA 提取，并且对每种 DNA 提取物一

式两份进行 RHD 测定。在每次运行期间，从携带 RhD 阳性或 RhD 阴性胎儿的妇女获得的血清用作阳

性和阴性对照。当检测到 RHD 基因的荧光信号时，RHD 反应被认为是阳性，而当仅检测到小鼠 GALT

基因的信号时，RHD 反应被认为是阴性。当 RHD 反应观察到的交叉点值（荧光信号）比阳性对照早

得多时，认为是不确定的。那种特定情况意味着在母体血清中检测到的 RHD 序列的量太大，不可能

源于胎儿。基于这些发现，可以得出结论，RHD 基因序列存在于母体基因组中，表明母体存在 RHD

基因的变异。当所有 RHD PCR 反应均为阴性时，认为是 RhD 阴性基因型，当四个 PCR 反应中至少三

个为阳性时，认为是 RHD阳性基因型。将结果与新生儿脐血样品的 RhD 血清学结果进行比较。

表 1 PCR 测定中使用的引物和探针的细节

2.4 数据和统计分析

对于纳入的每个妇女，收集的数据如下：非侵入性 RHD 测定时的胎龄，RHD 测定指征，RHD 基

因实时 PCR 结果，作为金标准的新生儿 RhD 测定（脐血采样），不规则抗体的产前和产后筛查，产

前或产后抗 D 给药以及父母的地理起源。使用 JMP 10 Statistical Discovery（美国 SAS Institute）分析

数据。所有估计值均以 95%置信区间（CI）表示。
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2.5 伦理批准的细节

这项观察性回顾性研究得到了法国妇产科学院机构审查委员会的批准（CEROG OBS 2013-02-04

R1）。所有数据均已取消标识，以确保患者隐私和机密。根据法国有关产前诊断的法规，已获得所

有患者的书面知情同意。

3 结果

在测试胎儿 RHD 状态的 416 例 RhD 阴性妇女中，采血时的平均胎龄（WG）为 13.1（±1.0）。

总共 25 个程序（6.0%）在 10-11 WG 期间进行。大多数妇女（90.6%）作为系统筛查的一部分进行检

测，22 例（5.3%）在侵入性手术前进行检测，17 例（4.1%）由于已存在 RhD 免疫而进行检测。在测

试胎儿 RHD 状态的妇女中，48 例（11.5%）来自非洲或加勒比地区。新生儿 RhD 状态 162 例（38.9%）

阴性，254 例（61.1%）阳性。

在本研究队列中，9 例（2.2%）胎儿 RHD 状态不确定（图 1），其中 6 例来自非洲或加勒比地

区。关于这些不确定的结果，基于脐血血清，2 例新生儿被确定为 RhD 阳性，7 例被确定为 RhD 阴

性。

407 例（97.8%）母体血清胎儿 RHD 状态的非侵入性检测结果是确定的：259 例（63.6%）阳性，

148 例（36.4%）阴性。关于这些确定的结果，基于脐血血清，259 例 RHD 基因检测阳性胎儿中，252

例产后被确定为 RhD 阳性，7 例被确定为 RhD 阴性。148 例 RHD 基因检测阴性胎儿产后全部被确定

为 RhD 阴性。该测试的总体敏感性和特异性分别为 100%（95%CI: 96.9-100.0）和 95.2%（95%CI:

90.5-97.6）。在我们的队列中，阴性和阳性预测值分别为 99.8%（95%CI: 94.9-100.0）和 97.1%（95%CI:

94.2-98.6）。

根据产前和产后对不规则抗体的筛查，未免疫妇女在妊娠期间均未被致敏。在 17 例免疫妇女中，

所有 RHD 状态均正确确定，其中 7 例胎儿检测为 RhD 阴性。在 RHD 产前非侵入性基因分型检测假

阳性的 7 例妇女中，有 4 例在妊娠期间接受了抗 D 免疫球蛋白治疗。
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图 1 流程图：用妊娠早期母体血清细胞游离胎儿 DNA进行非侵入性胎儿 RHD基因分型的结果

4 讨论

我们的研究结果显示，即使在妊娠早期和混合人群中，使用单外显子检测也可以非常准确地确

定胎儿 RHD 状态。

使用细胞游离胎儿 DNA 早期检测 RHD 基因型可能导致高假阴性率，对怀有 RhD 阳性胎儿的已

致敏的 RhD 阴性孕妇产生严重后果。然而，在我们的研究中，怀有 RhD 阳性胎儿的孕妇都得到了一

致和正确的诊断（100%敏感性）。这种高水平的准确性支持在 10 WG 后的常规临床实践中使用非侵

入性 RHD 状态测定。

大多数发达国家常规进行非侵入性 RHD 测定，许多研究小组在过去 10 年中评估了其总体准确

性，并进行了两项荟萃分析。首先，Geifman-Holtzman 等 9检索了 37 份出版物，共 3261 份采自 8-42

WG 的样本。总体诊断准确率为 91.4%（排除 DNA 缺失和/或新生儿 RHD 状态未经验证的样本后为

94.8%）。妊娠早期 RHD 状态测定仅涉及 218 例（6.7%）样本，诊断准确率为 90.8%。最近，Zhu 等

10进行了更大规模的荟萃分析，包括 41 项研究和 11129 份样本。排除 352 个样本后，总体准确率为

98.5%，灵敏度为 99%，特异性为 98%。孕早期 RHD 状态测定（当明确识别时）显示 99%的诊断准

确性（882 个样品）。

第一项针对单外显子（外显子 10）qPCR 孕早期检测的大型研究，于 2002 年发表 7。这项研究
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涉及 102 例 14 WG 前的妇女，结果 100%的敏感性和特异性。这些结果与另一项涉及 111 例 RhD 阴

性妇女的孕早期研究 11一致。后者的工作重点是检测 9-13 WG 期间的外显子 5 和 7。该测定的特异

性和灵敏度分别为 93%和 100%，诊断准确率为 97%。迄今为止最大的特定孕早期队列（591 个样本）

由 Akolekar 等 12于 2011 年发表，总体准确率为 98.8%。然而，有很多不确定的结果（n=84，占整个

队列的 14.3%），这可能是由于非洲妇女比例很高（19.3%）。大多数高加索人 RhD 阴性表型被认为

是由完全 RHD 缺失的纯合性引起的 13。而 RHD*Pseudogene 可能导致一半以上的非洲妇女的 RhD 阴

性表型 14。该 RHD 变异含有插入外显子 4 中的 37 个碱基对，其可能在位置 210 处引入终止密码子，

同时还包含外显子 6 中的另一个终止密码子。RHD*Pseudogene 的存在是非洲种族结果不确定的主要

原因。在我们的队列中，48 例（11.5%）妇女来自非洲或加勒比地区，其中 6 例表现出不确定的 RHD

基因分型。最近发表了一项涉及大型队列的前瞻性多中心研究，结果按胎龄分层 15。在该队列的 4913

例妇女中，有 956 例胎龄在 11-13 WG。该测试的灵敏度（外显子 5 和 7 的 PCR）达到 99.8%，其中

75 例（7.8%）结果不确定。在 11 WG 之前执行测试时，假阴性率比 11-13 WG 期间显著增加（16/856

vs. 1/956）。最近，Picchiassi 等 16报道意大利使用类似双外显子策略（第 5 和 7 外显子），检测 193

例早期孕妇，总体准确性为 93.3%（敏感性为 92.8%，特异性为 94.1%）。

我们的数据与先前发表的使用单外显子扩增的研究一致。Wikman 等报道高性能水平，但只有在

8 WG 后，以三重模式分析外显子 4 6。使用多外显子方法进行 RHD 基因分型被认为更合适，因为它

可以检测 RhD 阴性表型相关的一些 RHD 阳性等位基因（RHD 基因变异），从而降低假阳性率。此类

RHD 基因变异的鉴定依赖于对不同靶外显子之间差异的分析。然而，这种差异也可能是由于分析误

差导致，特别是当胎儿 DNA 的数量证明很低时，如在妊娠早期。因此，描述了高比率的“no-call”

报告 12,15，实际上，迄今为止发表的大多数研究都未能证明多外显子分析的优越性。在临床实践中，

这些不可报告的结果可能会导致抗 D注射。

此外，单个靶标的重复检测已被证明可提高母体血浆中胎儿 DNA 检测的灵敏度 17。这种方法无

法合理地应用于多外显子策略，因为这将大大增加测定的成本。最后，尽管单外显子基因分型方法

可能导致更多的假阳性，从而导致特异性略低，但它可能被证明是一种更合适且更具成本效益的方

法，可提供具有可接受性能的实用系统性筛选 18。

目前，在 10-11 WG 进行非侵入性胎儿 RHD 测定可能足够准确，可以常规开展。在妊娠早期胎

儿检查同时进行常规产前检查，可能有助于减少妊娠期间抗 D 免疫球蛋白的使用，同时及时为未致

敏妇女提供合适的护理，妇女和卫生服务成本都降至最低。

然而，在成本效益分析中，RHD 基因分型必须与系统性抗 D 给药相平衡。第一项分析得出结论，



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

63

妊娠早期胎儿 RHD 基因分型并不是一种有效的降低成本的策略，无论是否给予产前预防 8,19,20。然而，

最近的加拿大数据支持靶向产前抗 RhD 预防方案的可行性，似乎具有足够的成本效益以保证大规模

开展 21。瑞典模型 22也得出了类似的结论，与没有常规产前抗 D 预防相比，系统性预防显示成本和

免疫风险较低。

总之，妊娠早期的 RHD 基因分型似乎是最佳的，因为这种策略选择可以包括在系统的筛查方案

中，从而避免在胎儿 RhD 阴性状态的情况下进行额外的访视或进一步的调查，更重要的是因为继续

对所有 RhD 阴性孕妇注射抗 D 似乎在伦理上不可接受 23。出于这个原因，英国国家卫生服务机构建

议将 RHD 基因分型扩展到全国所有孕妇 24。然而，这将需要一种既具有成本效益又高度敏感的简单

而稳健的测定法，因为未检测到的免疫可能会产生严重后果。此外，理想的测定应产生低比率的不

可报告结果，以避免系统的抗 D给药。基于单外显子分析的 RHD 基因分型可能被证明是安全性和实

用性之间的良好平衡，如果一式三份 6或一式四份（本文）进行，因为该过程显示可以提高细胞游

离胎儿 DNA 分析的灵敏度 25。缺乏对胎儿 DNA 存在的阳性对照无疑是有问题的，仍需要在不增加补

充步骤、额外成本和相当大工作量的情况下确定最佳对照 26。
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摘要

目的：评估一种利用循环细胞游离 DNA 检测胎儿 RHD 状态的新方法的准确性。

方法：这是一项前瞻性观察研究。在 520 名未同种免疫 RhD 阴性的患者中，在妊娠早中晚三期

的每一期（每 3 个月）收集母亲的血液样本。使用 SensiGENE RHD 测试对血浆样本进行循环细胞游

离 DNA 分析，该测试使用了如前所述的外显子 4 和 7 的引物，并纳入了 RHD 基因外显子 5 的新引物

设计。使用出生时的脐血进行新生儿血清学 RhD 分型，结果存储在单独的临床数据库中。数据揭盲

后，将 DNA 分析结果与新生儿血清学结果进行比较。

结果：在妊娠早期、中期和晚期的样本中，分别有 5.6%、5.7%和 6.1%出现 RHD 假基因或 RHD

变异导致的无结论性结果。RhD 的假阳性率（RhD 阴性胎儿，RHD 阳性结果）分别为 1.54%（95%置

信区间[CI] 0.42-5.44%）、1.53%（CI 0.42-5.40%）和 0.82%（CI 0.04-4.50%）。只有一例假阴性诊断（RhD

阳性胎儿，RHD 阴性结果），发生在妊娠早期（0.32%；95% CI 0.08-1.78%）。重复样本间基因分型

不一致，与同一天在一个采集点采集的两名患者的样本标签错误有关。早中晚三期的总体测试结果

一致（P>0.99）。

结论：循环细胞游离 DNA 可准确预测妊娠早中晚三期的胎儿 RhD 状态。

1 引言

自 20 世纪 60 年代后期产后 Rh 免疫球蛋白（RhIG）广泛使用，以及 20 世纪 80 年代中期产前

RhIG 常规给药以来，北美 Rh 同种免疫的发生率显著下降。1993 年，Lo 等 1报道成功使用母体血浆

中循环细胞游离 DNA 准确预测胎儿 RhD 状态。最近对涉及超过 11000 个样本的 37 篇出版物进行的

荟萃分析发现，对于准确确定胎儿 RhD，阳性预测值为 95%，阴性预测值为 98%。2 该分析仅包括

一项在美国实验室中进行的研究，使用来自英国人群的存储样本。3循环细胞游离 DNA 检测 RHD 现

在在包括美国在内的许多国家常规用于同种免疫妊娠的管理。4

根据孟德尔遗传学，38%的 RhD 阴性孕妇将携带 RhD 阴性胎儿。在这些情况下，产前 RhIG 是不
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必要的。因此，人们对这些孕妇不必要地暴露于基于血浆的产品提出了伦理和临床问题。5对克雅氏

病的恐惧导致美国成为 RhIG 的唯一血浆来源，导致该产品可获得性有限，因此许多欧洲国家尚未常

规使用产前 RhIG。丹麦、荷兰和瑞典部分地区现在使用常规循环细胞游离 DNA 检测来确定胎儿 RHD

状态，以确定哪个妊娠患者是产前 RhIG 的候选者。5-7

本试验的目的是在统计学上有力的前瞻性研究中估计改进的循环细胞游离 DNA 测定的准确性。

此外，我们试图评估妊娠早、中、晚三期中是否有特定的某一期这个检测最准确。

2 材料和方法

我们进行了一项前瞻性的观察性研究。纳入 520 名患者。我们之前的初步研究中的患者未包括

在本次调查中。8 纳入标准：RhD 阴性孕妇，妊娠早期，初次抗筛无红细胞同种免疫的证据。在体

外受精的情况下，妊娠日期由月经日期或转移日期确定。所有日期均由孕早期超声检查证实。

批准从协调中心（贝勒医学院；H21656）的研究审查委员会和北美胎儿治疗网络的指导委员会

获得。此外，各参与中心的机构审查委员会也批准了该方案。所有患者均签署了书面知情同意书。

参与者在妊娠 11-13 6/7、16-19 6/7 和 28-29 6/7 周进行了静脉穿刺（共 3 次）。将血液置于 10ml

乙二胺四乙酸管中，并在室温下由快递公司连夜运送至加利福尼亚州圣地亚哥的 Sequenom 实验室。

在收集后 72 小时内，将血液样品以×1600g 离心 10 分钟，然后 1ml 分装，条形码唯一性编码，储

存在-80℃。如研究方案中所定义，未分析在 72 小时窗口之外收到的样品，因为尚未确定超过此时

间点的稳定性。每次抽血四份 1ml 分装样品用于 DNA 提取。使用基于磁珠的分离，在 Microlab STAR

液体处理器上自动提取 DNA。分娩时，使用标准血清学方法对新生儿进行 RhD 分型以确定表型。

所有临床数据均由各个站点的协调员输入定制的基于 web 的数据库（MedSciNet AB，瑞典斯德

哥尔摩卡罗林斯卡研究所）。研究发起人定期进行实地考察，以确保源文件和临床数据库之间的准

确性。向 MedSci AB 程序员报告实验室结果，他们将临床数据与实验室结果相匹配。在研究结束时，

最终数据被发布给首席研究员（K.J.M.）和一位独立的统计学家。

SensiGENE 胎儿 RHD 基因分型测试是目前美国唯一可用于确定胎儿 RHD 状态的循环细胞游离

DNA 测试。简而言之，基质辅助激光解吸/电离-飞行时间质谱平台用于检测对照和胎儿遗传序列。

该测定查询 RHD 基因外显子 4、5 和 7 的等位基因，并用探针检测外显子 4 中 37 bp插入（RHD 假基

因）。基因 TGIF 用作从提取到检测的对照。对于 RHD 基因型测定，如果仅检测到 3 个靶标中的 1

个，或一个都没有检测到，则将样品报告为 RhD 阴性。如果检测到所有 3 个靶标，则将样品报告为

RHD 阳性。如果仅检测到 3 个靶标中的 2 个，则报告为不确定。如果 RHD 基因变异在我们能检测的
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3 个外显子之外，或者如果检测到 RHD 假基因，结果也被认为是不确定的。

基于 RHD 测定的检测限，要求样品胎儿拷贝数大于 104 才能被接受。3,9 少于 104 个胎儿拷贝的

样品因为“数量不足”被排除在最终分析之外。

本研究中的所有样品均通过 Sample ID 测试进行基因分型，该测试利用了杂合度为 45-55%的 44

种单核苷酸多态性。10这样就可以比较三个孕期的样本进行遗传匹配，以确认它们是从同一患者那

里获得的。基于该组的区分能力使得任何两个独特样本之间发生随机匹配的概率为 1.8×10-19。在对

数据进行揭盲之前，先确定样品从收集到处理因错误标记而发生的任何不匹配。

该研究被设计获得至少 125 个 RhD 阴性和 125 个 RhD 阳性胎儿表型。假设 RhD 阴性率为 10%，

RhD 阳性个体的杂合率为 45%，413 例患者的样本量将产生 125 例 RhD 阴性新生儿。假设测试的准

确性为 98%，则准确性的 95%置信区间（CI）为 96-99%。计算样本量增加 25%（至 520 名患者）以

将流产、失访患者、入选但后来确定不符合纳入标准的患者、数量不足的样本以及其他导致参与者

或样本排除的因素计算在内。

我们用单侧 95%CI 下限估计正确预测的比例，计算循环细胞游离 DNA 预测新生儿 RhD 表型的假

阳性率、假阴性率、敏感性、特异性和准确性。准确度定义为真阳性和真阴性之和除以样本总数。

McNemar 测试用于确定妊娠三期测试结果的一致性。P 值<.05 被认为具有统计学意义。

3 结果

2009 年 9 月至 2011 年 4 月期间，在美国和加拿大的 17 个研究地点招募了连续患者

（clinicaltrials.gov＃NCT00871195）。在研究人群中未观察到不良事件。在妊娠早期，由于标签错误、

在稳定期后实验室才收到样品或样品无法定位（图 1），15 个样品未检测。由于缺乏确诊的新生儿

血清学、患者不合格或重复采样，另外 40 个样本被排除在外。根据 DNA 拷贝数不足，确定孕早期

的一个样品数量不足（由于没有确诊的新生儿血清学，该样品也被排除在外）。研究中没有其他样

本因胎儿拷贝数不足被排除在外。因此，最终的研究人群包括 467 名患者。新生儿血清学检查显示

312 例 RhD 阳性单胎，11 组 RhD 阳性双胞胎，1 组 RhD 阳性三胞胎，129 例 RhD 阴性单胎，4 组 RhD

阴性双胞胎，1 组 RhD 阴性三胞胎和一组 RhD 阴性和阳性双胞胎。因此，达到了提出的 413 的预研

究样本量估计。
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图 1 孕早期抽取的样本的结果。*包括 1 组三胞胎和 11 组双胞胎的血清学结果。†包括 1 组三胞胎

和 4 组双胞胎的血清学结果。‡错误标记导致的样本错误。

母亲的平均±标准差年龄为 31.0±5.19 岁；中位妊娠次数为 2（范围 1-13）。自称种族为 86.9%

高加索人或白人，11.2%非裔美国人或黑人，13.1%西班牙裔或拉丁裔，0.8%亚洲人和 1.2%其他人。

孕早期获得样本的中位胎龄为 12.3 周（范围为 10.7-14.7 周）。从孕早期的 9 个参与者病例中没有获

得或者排除了孕中期样本（图 2）。在妊娠中期获得样本的中位胎龄为 18.0 周（范围 15.1-24.4 周）。

从孕中期的 33 个参与者病例中没有获得或者排除了孕晚期样本（图 3）。在妊娠晚期获得样本的中

位胎龄为 28.7 周（范围 26.0-32.4 周）。
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图 2 孕中期抽取的样本的结果。*包括 1 组三胞胎和 10 组双胞胎的血清学结果。†包括 1 组三胞胎

和 4 组双胞胎的血清学结果。

图 3 孕晚期抽取的样本的结果。*包括 9 组双胞胎的血清学结果。†包括 1 组三胞胎和 3 组双胞胎的
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血清学结果。

图 1-3 描绘了在每个孕期中抽取的样品的结果。在妊娠早期、中期和晚期样本中分别有 5.6%，

5.7%和 6.1%出现 RHD 假基因或 RHD 变异导致的不确定结果。假阳性诊断率（循环细胞游离 DNA RHD

阳性结果的 RhD 阴性胎儿）分别为 1.54%（95%CI 0.42-5.44%）、1.53%（CI 0.42-5.40%）和 0.82%（CI

0.04-4.50%）。只有一个假阴性诊断（循环细胞游离 DNA RHD阴性结果的 RhD 阳性胎儿），发生在

妊娠早期（0.32%；95%CI 0.08-1.78%）。对不匹配的重复样本的基因分型显示，孕早期的这一假阴

性病例与同一天在其中一个收集地点收集的两名患者的样本标签错误有关。当根据孕中期和孕晚期

的基因分型校正样品的身份时，发现孕早期的一个假阴性 RHD 结果是错误的。校正了错误标记后，

假阴性率为 0.0%（95%CI 0.00-1.22%）。总体测试结果在所有三个孕期都一致（P>.99）（表 1）。

表 1 总体结果

数据%（95%置信区间），除非另有说明。

4 讨论

本研究发现循环细胞游离 DNA 在确定胎儿 RhD 状态方面具有高度准确性。该结果不受抽取母体

样本时孕期的影响。

循环细胞游离 DNA 检测的假阳性和不确定结果将导致不必要地使用产前 RhIG；但是，不会有致

敏的风险。常规使用循环细胞游离 DNA 来确定是否需要产前 RhIG 的一个缺点是胎儿被错误地确定

为 RhD 阴性而没有给予 RhIG。因此，循环细胞游离 DNA 的这种假阴性结果将导致错过预防同种免

疫的机会。在我们的研究中，这只发生在妊娠早期血液采样时，发生率 0.32%。荷兰最近的一项研

究指出，没有 RhIG 的产前同种免疫仅发生在 0.31%（95%CI 0.21-0.41%）的病例中。11 在出生时使用

脐带血清学，将纠正罕见的循环细胞游离 DNA 错误，且可以产后施用 RhIG。

本研究中不确定的结果主要是由于 RHD 假基因的存在。RHD 假基因是一种 RHD 基因的 DNA 变

异，其中存在通常 RHD 基因的所有外显子，但也存在一个阻止翻译成 RhD 抗原的终止密码子。假基

因纯合或半合子患者为 RhD 血清阴性，而携带 1 拷贝野生型 RHD 基因和 1 拷贝假基因的杂合子患者
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为血清阳性。携带假基因的 22 例患者中有 14 例（63%）属于非裔美国人。这并不奇怪，因为以前

的研究已报道在这个种族人群中有 24%存在 RHD 假基因。12 我们的测定不能确定母亲或胎儿是否是

RHD 假基因的携带者；因此，结果报告为“不确定”，并带有检测到假基因的注释。在这 22 名患者

中，三分之二的新生儿被发现血清学 RhD 阳性，表明他们的母亲是 RHD 假基因的来源。因此将指示

这些患者施用 RhIG。其他三分之一的新生儿（n=7）被发现血清学 RhD 阴性，因此胎儿（可能还有

母亲）是 RHD 假基因的来源。在这些情况下，RhIG 是不必要的。

本研究共有 15 组双胞胎和 2 组三胞胎。然而，只有其中 1 组双胞胎之间的 RhD 不一致；在这

种情况下，母亲样本被正确报告为 RHD 阳性。据报道，与单胎妊娠相比，双胞胎的游离 DNA 水平较

低。13 这可能与这种妊娠中已知的母体血容量增加的稀释效应有关。此外，在 RhD 阳性的“消失”

双胞胎的临床情况下，对于剩余的 RhD 阴性双胞胎可能会导致看似假阳性的诊断。14 在这种情况下，

将指示 RhIG 施用，尽管在存活的双胞胎出生后，将确定 RhIG 的产前施用是不必要的。本研究中提

供的有限数据不允许我们评估循环细胞游离 DNA 在确定多胎妊娠中每个胎儿的 RhD 状态中的准确

性。

在美国实施对所有 RhD 阴性女性使用循环细胞游离 DNA 确定胎儿 RhD 类型的常规无创筛查，

相比在妊娠 28 周常规 RhIG 给药，每年可节省超过 150 万剂 RhIG。在其他产前事件如前置胎盘出血

或侵入性手术时，也可以避免额外剂量的这种血液制品。这些成本节约必须抵消检测的成本。英国

和魁北克的成本分析报告都认为这种政策成本高；而加拿大阿尔伯塔省的报告认为这种政策具有成

本效益。15-17 Hawk 等 18进行了成本分析，发现只有当检测价格为 119 美元或 RhIG 成本升至 825 美

元时，循环细胞游离 DNA 方法才不会给美国医疗保健系统增加额外成本。

本研究的优势在于在 17 个不同临床地点招募了大量患者。一个局限性是入组的大多数患者是白

种人（87%），13%非裔美国人，只有少数患者代表其他种族。尽管研究人群代表了美国人群中 RhD

阴性的发生率，但来自非高加索人的少量样本可能会限制目前循环细胞游离 DNA 检测对其他人群的

有用性。当前研究的另一个弱点是样品不是前瞻性运行的，而是冷冻并分批进行分析。在 72 小时窗

口之外到达实验室的样品未进行评估，因为在此时间范围之外尚未分析稳定性。在临床情况下，对

于在美国各地运送样品，72 小时窗口可能很窄。自本研究完成以来，循环细胞游离 DNA 现在常规收

集在 Streck BCT 采血管中，该采血管含有无甲醛防腐剂，可使 DNA 稳定长达 5 天。使用这些收集管

可以缓解样品延迟运输的问题。

总之，循环细胞游离 DNA 提供了准确确定胎儿 RhD 状态的手段。妊娠 10 周后胎儿 RhD 状态的

孕早期评估可能是决定哪些 RhD 阴性孕妇应接受产前 RhIG 的有用工具。这种实践上的改变每年将避
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免向大约 150 万美国妇女不必要地施用血液制品。

应进行成本分析和敏感性分析，以确定维持美国医疗保健系统成本适中的循环细胞游离 DNA

RHD 检测的成本。
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6.《RhD阴性妇女胎儿 RhD状态的高通量无创产前检测：一项系

统综述和荟萃分析》

作者：Huiqin Yang 1, Alexis Llewellyn 2, Ruth Walker 2, Melissa Harden 2, Pedro Saramago 3, Susan

Griffin 3, Mark Simmonds 2

作者单位：1英国埃克塞特大学医学院；2英国约克大学评论和传播中心；3英国约克大学卫生经济

学中心。

摘要

背景：对于发现携带 RhD 阴性胎儿的 RhD 阴性妇女，对胎儿 RhD 状态的高通量无创产前检测

（NIPT）可以避免不必要的抗 D 免疫球蛋白治疗。我们的目的是通过进行系统综述和荟萃分析，评

估高通量 NIPT 对已知对 RhD 抗原未致敏的 RhD 阴性女性胎儿 RhD 状态的诊断准确性。

方法：纳入用于确定胎儿 RhD 状态的高通量 NIPT 前瞻性队列研究。符合条件的人群是 RhD 阴

性且已知对 RhD 抗原未致敏的孕妇。指标测试是用于确定胎儿 RhD 状态的母体血浆的高通量、NIPT

细胞游离胎儿DNA测试。考虑的参考标准是出生时的血清学脐血检测。截至 2016年 2月，对MEDLINE、

EMBASE 和 Science Citation Index数据库进行了搜索。两名审稿人独立筛选标题和摘要，并评估被认

为可能相关的全文。使用 QUADAS-2 评估偏倚风险。拟合双变量和分层汇总受试者操作特征（HSROC）

模型，以计算灵敏度、特异性、假阳性和假阴性率的汇总估计，以及相关的 95%置信区间（CI）。

结果：通过电子检索共发现 3921 份参考文献记录。8 项研究被纳入本系统综述。有 6 项研究被

认为存在低偏差风险。HSROC 模型证明高通量 NIPT 检测对妊娠 11 周或之后接受检测的女性具有高

诊断性能。在诊断准确性的初步分析中，检测结果不确定的女性被视为阳性。假阴性率（错误分类

为 RhD阴性）为 0.34%（95%CI 0.15-0.76），假阳性率（错误分类为 RhD阳性）为 3.86%（95%CI 2.54-5.82）。

关于非白人女性和多胎妊娠的证据有限。

结论：高通量 NIPT 足以准确检测 RhD 阴性妇女的胎儿 RhD 状态，并可显著减少常规抗-D 免疫

球蛋白的不必要治疗。这些发现是否适用于非白人妇女和多胎妊娠妇女尚不确定。

1 引言
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RhD 阴性血型的孕妇可能携带 RhD 阳性胎儿。母体循环中胎儿 RhD 阳性细胞的存在可导致 RhD

阴性的母亲产生针对 RhD 抗原的抗 D 抗体。这种称为致敏的免疫反应可以在妊娠期间的任何时间发

生，但最常见于妊娠晚期和分娩期间[1]。

致敏过程本身对母亲没有不良影响，通常不会影响其发生的妊娠。然而，如果已对 RhD 抗原致

敏的妇女随后再次妊娠 RhD 阳性胎儿，则该妇女的抗 D 抗体可能穿过胎盘，导致胎儿和新生儿溶血

病（HDFN）。

这可能导致严重的胎儿贫血，导致胎儿心力衰竭、体液潴留和肿胀（水肿）、高胆红素血症、

核黄疸和围产期死亡[2]。

用抗 RhD免疫球蛋白预防可以显著降低 RhD阴性妇女致敏的风险，从而降低 HDFN的患病率[3]。

在妊娠晚期引入常规产前预防导致致敏性降低，导致 HDFN 相关死亡率从 1969 年以前的 100000 例

新生儿中的 46 例降至 1991 年的 100000 例新生儿中的 1.6 例[4]。

目前，英国国家健康与临床卓越研究所（NICE）产前保健指南建议女性应在妊娠早期进行血型

和 RhD 状态检测[5]。在鉴定为 RhD 阴性且没有预先形成的抗体的那些女性中，推荐施用抗 D免疫球

蛋白作为预防，以及在潜在致敏事件后施用抗 D 免疫球蛋白以防止致敏发生。常规产前预防时抗 D

免疫球蛋白剂量可以是在妊娠 28 周和 34 周给两剂，或在 28-30 周内给一剂[5]。

胎儿 RhD 状态的非侵入性产前检查（NIPT）使用实时定量聚合酶链反应（PCR）方法检测细胞游

离胎儿 DNA——母体血浆中游离循环的从胎盘脱落的细胞外 DNA 小片段。高通量 NIPT 使用能够同

时进行大量测试的自动化平台进行测试，因此适用于孕妇的大规模人群筛查。用于胎儿 RhD 状态的

高通量 NIPT 可以使预测携带 RhD 阴性胎儿的 RhD 阴性女性不使用抗 D 免疫球蛋白。发现携带 RhD

阴性胎儿的孕妇可以避免使用抗 D免疫球蛋白（一种人多克隆血浆衍生产品）进行不必要的治疗，

以及与血液制品给药相关的潜在风险。此外，这些女性在潜在致敏事件后可能不需要提供抗 D免疫

球蛋白，并且分娩时可能不再需要进行血清学脐血检测。高通量 NIPT 已经在一些欧洲国家以这种方

式使用[6,7]。

然而，高通量 NIPT 对未知是否对 RhD 抗原致敏的 RhD 阴性妇女的胎儿 RhD 状态的诊断准确性

尚不确定。美国国立卫生研究院卫生技术评估计划委托进行系统评价和经济评估，以评估高通量 NIPT

检测 RhD 阴性妇女胎儿 RhD 状态的诊断准确性和成本效益。该系统评价是关于高通量 NIPT 的更大

报告的一部分，该报告还考虑了其临床价值和实施以及全面经济分析中的更广泛问题[8]。这项工作

被用来给最新的 NICE 指南关于高通量 NIPT 检测胎儿 RhD状态的建议提供信息[9]。
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2 方法

最初更广泛评价的完整方法学在其他地方有报道[8]。本节总结了诊断准确性评价的方法学。

2.1 数据源和搜索

我们根据 PRISMA 声明[10]进行系统评价，并在 PROSPERO 上注册本评价。对以下数据库搜索从

建库到 2015 年 11 月的相关研究：MEDLINE，MEDLINE In-Process，CINAHL，Cochrane 对照试验注册

中心（CENTRAL），Cochrane 系统评价数据库（CDSR），效果评价摘要数据库（DARE），EMBASE，

健康技术评估（HTA）数据库，妇幼保健，PubMed，和科学引文索引。此外，在以下资源搜索正在

进行的、未发表的或灰色文献：ClinicalTrials.gov，会议记录引文索引：科学，欧盟临床试验注册，

PROSPERO 和 WHO 国际临床试验注册平台门户。2016 年 2 月进行了更新搜索。

已发表和未发表的文献都是通过系统搜索电子资源、与该领域专家协商以及相关系统评价和纳

入研究的参考检查确定的。搜索策略由一位信息专家开发，见表 S1。

表 S1 MEDLINE 搜索策略

1 Rh-Hr Blood-Group System/ (10006)

2 (RhD or "rhesus D" or "Rh(D)" or "Rh-(D)" or Rh D).ti,ab. (3323)

3 (Rh-negative or Rh-positive).ti,ab. (898)

4 (Rhesus negative or Rhesus positive).ti,ab. (228)

5 ((rh or rhesus) adj2 (factor or factors or antigen$ or system or group)).ti,ab. (3438)

6 or/1-5 (13812)

7 Rh Isoimmunization/ (1505)

8 ((isoimmuni$ or iso-immuni$ or isoimmune or iso-immune) adj6 (rh or rhesus or maternal or pregnan$)).ti,ab.

(1164)

9 ((alloimmuni$ or allo-immuni$ or alloimmune or allo-immune) adj6 (rh or rhesus or maternal or pregnan$)).ti,ab.

(870)

10 ((unsensiti#ed or un-sensiti#ed or non-sensiti#ed) adj6 (rh or rhesus or maternal or pregnan$)).ti,ab. (25)

11 ((sensiti#ation$ or sensiti#ed) adj6 (rh or rhesus or maternal or pregnan$)).ti,ab. (1074)

12 ((fetomaternal or feto-maternal or foetomaternal or foeto-maternal) adj2 immuni#ation).ti,ab. (80)

13 ((rh or rhesus) adj2 (immuni#ation or autoimmuni#ation)).ti,ab. (695)

14 or/7-13 (4428)

15 exp Erythroblastosis, Fetal/ (11006)

16 ((hemolytic or haemolytic) adj2 (disease$ or disorder$)).ti,ab. (4465)

17 HDFN.ti,ab. (95)

18 ((rhesus or rh) adj2 (disease$ or disorder$)).ti,ab. (742)

19 ((rhesus or rh or RhD) adj2 (incompatib$ or antagonism)).ti,ab. (750)

20 ((erythroblastoses or erythroblastosis) adj2 f?etal$).ti,ab. (760)

21 or/15-20 (13551)
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22 6 or 14 or 21 (25723)

23 Prenatal Diagnosis/ (33273)

24 Maternal Serum Screening Tests/ (153)

25 Hematologic Tests/ (5564)

26 ((prenatal or pre-natal or antenatal or ante-natal) adj3 (test$ or screen$ or diagnos$ or determin$ or

detect$)).ti,ab. (32925)

27 ((fetal or foetal or fetus$ or foetus$) adj3 (test$ or screen$ or diagnos$ or determin$ or detect$)).ti,ab. (20036)

28 (NIPD or NIPT).ti,ab. (328)

29 or/23-28 (69981)

30 Genotyping Techniques/ (2761)

31 ((genotype$ or genotyping) adj2 (fetal or foetal or fetus$ or foetus$ or prenatal or pre-natal or antenatal or

ante-natal)).ti,ab. (606)

32 ((genotype$ or genotyping) adj2 (maternal or pregnan$)).ti,ab. (789)

33 ((genotype$ or genotyping) adj2 (noninvasive or non-invasive)).ti,ab. (71)

34 cell-free f?etal DNA.ti,ab. (489)

35 cffDNA.ti,ab. (87)

36 or/30-35 (4483)

37 22 and 29 (1795)

38 22 and 36 (276)

39 37 or 38 (1869)

40 (editorial or comment).pt. (946538)

41 39 not 40 (1824)

42 exp animals/ not humans/ (4137930)

43 41 not 42 (1815)

2.2 研究选择

用于确定胎儿 RhD 状态的高通量 NIPT 的前瞻性队列研究符合纳入标准。我们认为使用自动化平

台（包括自动 DNA 提取和液体处理）进行、能够快速处理大量样品、以大规模筛选为目标的 NIPT

测试是高通量的。该试验用于诊断（而不是筛查）致敏妇女的研究被排除在外。

人群的纳入标准、指标测试、参考标准和结果如下：

 符合条件的人群是 RhD 阴性且不知道是否对 RhD 抗原致敏的孕妇。

 指标测试是用于确定胎儿 RhD 状态的母体血浆的高通量 NIPT 细胞游离胎儿 DNA 测试。

 考虑的参考标准是出生时的血清学脐带血检测。

 符合条件的研究必须报告诊断准确性数据，例如真阳性、假阳性、真阴性和假阴性检测结果的

绝对数量。

两名研究人员独立筛选搜索策略确定的所有报告的标题和摘要，随后获得全文进行评估。仅搜

索以英文发表的报告。出版日期没有限制。获得所有被认为可能相关的研究的全文副本，两位审阅



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

77

者独立评估它们是否纳入。任何分歧均由协商或第三位审阅者解决。

2.3 数据提取

对于一项给定研究有多份报告，或者当我们不能排除重叠人群的可能性时，我们选择最新或最

完整的报告。一位审阅者独立从全文研究中提取细节，包括研究设计、参与者、指标、比较和参考

标准测试，以及结果数据。数据提取由另一位审阅者检查。任何分歧都是通过协商或第三位审阅者

解决的。

我们提取了每个研究中评估的每个指标测试的真阳性、真阴性、假阳性和假阴性的数量，以构

建 2 × 2 表。如果报告，我们提取未确定或无法解释的结果数量的数据。如果某些数据不清楚或缺

失，则联系研究作者。

2.4 质量评估

使用诊断准确性研究质量评估（QUADAS-2）检查表的修改版本评估偏倚风险[11]。QUADAS-2 工

具由四个关键部分组成：（1）患者选择，（2）指标测试，（3）参考标准，以及（4）患者通过研

究、指标测试和参考标准的流程。根据偏倚风险评估每个部分。前三个部分也要评估它们的（1）参

与者和环境，（2）指数测试或解释，以及（3）参考标准定义的目标条件是否适用于英国的情况。

一位审阅者根据偏倚风险独立评估所有纳入研究的质量。质量评估由另一位审阅者检查。任何分歧

均由协商或第三位审阅者解决。

2.5 数据综合

对于诊断准确性结果，计算敏感性、特异性以及假阳性和假阴性率的估计值，并在森林图和受

试者工作特征（ROC）曲线中呈现，以评估研究内和研究之间测试准确性的异质性。分层双变量模

型[12]适用于计算敏感性、特异性、假阳性和假阴性率以及相关 95%置信区间（CI）的总结估计。拟

合分层汇总 ROC（HSROC）模型[13]以产生汇总 ROC 曲线。两种模型共同模拟敏感性和特异性，并考

虑它们之间的相关性。敏感性和特异性的异质性也使用 I2统计量进行评估。所有分析均使用 R 软件

进行[14,15]。由于 NIPT 检测非常准确，我们根据假阳性率（FPR）（误检为阳性并提供不必要的抗 D

预防）和假阴性率（FNR）（误检为阴性；因为女性不接受抗 D 预防而有致敏风险）而不是传统的

敏感性和特异性来表示结果。

一些 NIPT 结果是不确定的，无法预测胎儿的 RhD 状态。目前英国的做法是将这种检测结果视为
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预测 RhD 阳性胎儿，这种方法被用于诊断准确性的主要分析。通过纳入和排除这些不确定的测试结

果进行敏感性分析以探索结果的稳健性。进一步的敏感性分析仅包括英国（布里斯托尔）的研究，

因为本综述旨在为英国的实践提供信息。此外，由于测试准确性可能根据 NIPT 进行时的妊娠期而变

化，我们通过绘制诊断准确性与时间的关系图，并对测试时间进行元回归来调查测试时间的影响。

没有对小研究效果或发表偏倚进行分析，因为确定的研究太少，无法证明。

3 结果

数据库的文献检索确定了 3921 篇参考文献。在对标题和摘要进行初步筛选后，227 个被认为具

有潜在相关性，并被排序进行全文筛选。总共有 8 项研究[6,7,16-19]被纳入高通量 NIPT 检测的诊断

评价。6 项研究报告了不一致的结果。图 1 显示了一个流程图，概述了筛选过程，包括排除全文论

文的原因。

图 1 流程图：研究选择过程
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表 1 列出了纳入的诊断准确性研究的特征的总结信息。所有研究均为在欧洲国家进行的前瞻性

研究。在英格兰进行了四项研究[16,17,18,19]，其中三项基于布里斯托尔[16,17,18]。研究样本量从

282 到 18383 不等。大多数研究招募了胎龄在 10 到 28 周之间的孕妇。大多数参与者是白人，大多

数妊娠是单胎。所有研究均使用母体血浆作为样本来源。所有研究均采用自动 DNA 提取仪。这些研

究使用了许多自动化平台，包括 MDx BioRobot，MagNa Pure 96，MagNa Pure LC 和 COBAS AmpliPrep。

对于 PCR，除了 Wikman 等[20]的研究（仅靶向外显子 4 并使用 GAPDH DNA 作为对照）外，所有研

究的 RHD 测定均靶向至少两个外显子（通常为外显子 5 和 7）和至少两个对照（RhD 阳性 DNA 和 RhD

阴性 DNA）。所有研究中使用的参考标准都是脐血血清学，除了 Akolekar 等[17]没有描述其参考标

准。报道的不确定结果的发生率从 1.0%[20]到 14.3%[19]不等。

表 1 诊断准确性研究的特征

α血液样本数量，除非另有说明；*参加人数；#不包括 8 周前的妊娠；$第二次 DNA 提取，仅用于

确认 RHD 阴性结果；£ 也包括多个使用无菌水的无模板对照；! 5 名 DNA 不足的母亲被排除在分析

之外，未被归类为不确定 NR：未报告；RhD+：RhD 阳性；RhD−：RhD 阴性；PCR：聚合酶链式反应；

GAPDH：3-磷酸甘油醛脱氢酶；〜区域 1：用 ID-Card DiaClon ABD-Confirmation for donors（瑞士 DiaMed）
和单克隆抗 D（细胞系 ESD-1M，175-2）检测最弱 RhD 类型和部分 DVI表型；区域 2：用 IgM 单克隆

抗 D克隆 175-2（DiaMed）在凝胶基质试验中直接凝集；进一步使用实验室自制 Dw1 抗 D 进行凝胶

基质测试，用于初始阴性测试。对于差异，从脐带血中提取 DNA 并测试 RHD 外显子 10，并使用 RH
分型试剂盒（德国 Biologische Analysensystem）通过 PCR-SSP进一步分析；区域 3：用单克隆抗体 Diagast
抗 D IgM（参考号 71000）直接凝集检测 RHD 阳性。对于意外的阴性反应，额外用抗 D IgG LOR17 进

行 IAT，检测 RHD 阴性；区域 4：通过使用 Seraclone 抗 D（RH1）混合物 Ref 802032（德国 Biotest）
进行脐带血红细胞的血清学测试；区域 5：在盐水中用 2 种完全抗 D（Medion Diagnostics，IgM 抗
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D[MS201]和 Seraclone，[Rh1]226）对脐带血红细胞进行血清学检测。对于两种试剂的反应均小于 3+，
进一步用两种 IgG 抗 D 进行 IAT研究 D 表达。>未提取脐带血样本 DNA。^使用两种单克隆抗 D 试剂

LHM 59/20（LDM3）+175-2 和 ESD-1M+175-2，使用 WA-Diana 系统（DiaMed）进行脐带血血清学检

测。用 RHD多重连接依赖性探针扩增（MLPA）测定基因组 DNA 分析母体和胎儿 RHD变异基因。通

过 RHD MLPA研究突变分析和拷贝数变异。由于母体或胎儿 RHD 变异导致的不一致的阳性结果被鉴

定并排除在研究之外。排除 PCR 信号较弱的样品。使用 Kleihauer–Betke 检验，并对白细胞 DNA 进

行 15 个系统的多重短串联重复序列（STR）-PCR，排除脐带血采集相关的错误。+使用 DiaClon ABO/Rh
for Newborns DVI+ gelcards 进行血型分型

3.1 偏倚风险

表 2 总结了偏倚风险评估的结果。大多数纳入的研究被判定为偏倚风险低，但有两项研究[7,19]

被判定为偏倚风险高。Akolekar 等[19]的研究报道，目标 RhD 阴性妇女是从一个数据库中选择的，但

不清楚这种选择是否是随机进行的。这项研究招募了大部分非洲人（19.3%），这可能不代表英国孕

妇的一般人群。这可能导致不确定结果的比例高于平均水平（14.3%）。在这项研究中，参考标准的

特征也很少报道。在 Thurik等[7]的研究中，只有 80%的参与者获得了参考标准。没有说明这么多参

与者没有进行脐带血血清学检查的原因。该研究还报告说，其预测算法每天进行判断并根据需要进

行修改，这可能会在诊断准确性估计中引入偏差。

表 2 纳入研究的偏倚风险

High：偏倚风险高；Low：偏倚风险低

NIPT 作为一种自动化程序被认为对人为错误的风险有限，除一项研究外，所有研究的 RHD 检测

都使用了多种对照[20]。NIPT 的指标测试独立于参考标准进行，认为两者的结果不会互相影响；因

此，认为纳入偏差风险低。似乎大多数研究前瞻性地从临床实践中招募连续样本。只有三项研究指

出，在筛查计划进行期间，他们的诊断阈值是预先确定的[6,16,17]。

除两项研究[19,20]外，其他研究结果都认为高通量 NIPT 适用于全国筛查目的。特别是，Wikman



天津市秀鹏生物技术开发有限公司 Tian Jin Super Biotechnology Developing Co., Ltd.
地址：天津高新技术产业园区海泰发展六道 6号绿色产业基地 F座 3门 6层；网址：www.biosuper.com
电话：（022）85689195、85689196、85689198；传真：（022）85689199

81

等[21]的研究中使用的 NIPT 测试仅靶向外显子 4，这与至少靶向两个外显子（5、7 和/或 10）的所有

其他纳入研究不同。人们普遍认为，应该靶向外显子 5 和 7 的组合来区分特别存在于非洲血统个体

中的假基因 RHDΨ[22]。

3.2 荟萃分析

双变量荟萃分析的结果如表 3 所示。这些结果表明 NIPT 是一个高度准确的测试。假阴性率（女

性不会接受抗 D 预防，因此有致敏风险）非常低，为 0.34%（95%CI 为 0.15 至 0.76）。当对测试结

果不确定的女性当做阳性进行治疗时，假阳性率为 3.86%（95%CI 为 2.54 至 5.82）。排除不确定的

测试结果将其降低至 1.26%（95%CI 0.87 至 1.83）。因此，大多数假阳性结果发生在测试结果不确定

的女性身上。

表 3 假阳性和阴性率的双变量荟萃分析

研究之间有一些不一致的证据。假阴性率的 I2为 75%，假阳性率的 I2为 99%。应该注意的是，

这些高度异质性部分是由于测试高准确性和研究样本量大（和因此导致的小的研究内方差，因为 I2

随着研究内平均方差下降而增加）。它们不一定表明研究之间存在有临床意义的差异。假阳性率的

异质性可能是不同报告和处理不确定测试的结果。

在布里斯托尔进行的研究假阴性率较低（0.21%，95%CI 0.09 至 0.48），因此假阳性率较高（5.73%，

95%CI 4.58 至 7.16）。这表明使用 MDx Bio Robot 仪器的布里斯托尔高通量 NIPT 测试方法可能使用

与其他国家不同的测试阈值，这进一步最大限度地减少了假阴性结果。

图 2 显示了这个主要分析的双变量和总结 HSROC 曲线的结果，以假阳性和假阴性率表示。黑色

圆圈是来自双变量模型的总结效应估计，黑色曲线是 HSROC 曲线。该图显示，除了两项偏远的研究

[19,20]外，这些研究在假阴性结果方面基本一致。Wikman 等[20]在妊娠早期进行了大多数 NIPT 试验，

早于其他研究。这些研究在假阳性率方面不太一致。这很可能是因为这些研究有不同数量的不确定

的测试结果，以及处理这些结果的不同方法。【注：图 2 未能找到，文献显示的图 2 明显是图 S1（不

同胎龄 NIPT 假阳性率）】
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3.3 NIPT 测试的时间安排

图 3 显示不同胎龄高通量 NIPT 测试假阴性率。这表明，孕早期后（即约 13 妊娠周后）假阴性

率是一致的，与时间无关，但在孕早期内假阴性率较高。这种模式在 Chitty 研究[16]中最为明显，该

研究报告了一系列测试时间的诊断准确性。鉴于数据量有限，无法进行正式的统计检验来证实这一

结论。图 S1 显示不同胎龄高通量 NIPT 测试假阳性率。此图没有明显的模式。

图 3 不同胎龄 NIPT 假阴性率
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图 S1 不同胎龄 NIPT 假阳性率

我们还评估了高通量 NIPT 测试时间对不确定测试结果数量的影响。如图 S2 所示，提示该测试

的不确定结果的百分比随着胎龄的增加而降低。这在 Chitty 等[16]的研究中最为明显。

图 S2 不同胎龄 NIPT 不确定结果率
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3.4 对英国实践的影响

我们通过进行模拟研究来考虑在英国实施 NIPT 指导抗 D 预防的可能影响，使用来自本综述的数

据模拟英国人群的代表性（输入参数见表 S2）。

表 S2 从已发布数据得出的概率估计值，用于模拟研究

概率 估计值 来源

Rh阳性胎儿 60.7% 基于布里斯托尔的诊断研究

Rh阳性胎儿（有不确定 NIPT） 70.7% 基于布里斯托尔的诊断研究

假阴性 NIPT检测 0.21% 诊断性荟萃分析（布里斯托尔研究）

不确定 NIPT检测 6.7% 基于布里斯托尔的诊断研究

假阳性检测（如果确定） 1.5% 诊断性荟萃分析（布里斯托尔研究）*

遵守产前抗 D（无 NIPT） 99% 2013年英国审计

应用 NIPT 96% De Haas 2012 (临床有效性评估)

遵守产后抗 D 99% 2013年英国审计

遵守产前抗 D（如果拒绝或错过 NIPT检测） 80% Soothill (2015) (临床有效性评估)

遵守产前抗 D（如果 NIPT不确定） 99% Soothill (2015)

在阴性 NIPT妇女中应用产前抗 D 6% Soothill (2015)

NIPT后遵守产后抗 D 99% 没有数据。假设与无 NIPT相同

用产前抗 D和产后抗 D，致敏 0.35% Pilgrim et al 2009 HTA报告

仅用产后抗 D，致敏 0.95% Pilgrim et al 2009 HTA报告

未用抗 D，致敏 10.7% From Pilgrim, and Crowther et al. 1997

致敏妇女中随后的妊娠 62% Chitty (2014)使用, 未给出来源

致敏妇女中 RhD阴性胎儿死亡 5% Chitty (2014)使用, 未给出来源

根据三项布里斯托尔研究的结果，我们假设 60.7%的 RhD 阴性女性有 RhD 阳性胎儿，6.7%的女

性有不确定的 NIPT 结果。鉴于上述假设、诊断性荟萃分析结果和附加文件 4 中描述的参数，使用

NIPT将导致 65.9%的 RhD阴性女性接受抗 D预防。这将使接受不必要的抗 D药物的妇女人数从 38.9%

减少到 5.7%。错过潜在有益抗 D 药物的女性人数将从 0.6%上升到 1.2%，导致潜在的更多致敏：如

果产后脐带血检测继续进行，则每 10 万名女性额外增加 3 名，如果不再进行，则每 10 万名女性增

加 13 名。使用普遍抗 D给药的致敏率估计为每 100000 名妇女 280 人，因此这种增加很小。
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然而，这意味着 0.12%的 RhD 阳性胎儿的妇女不会接受抗 D 治疗，因此有致敏的风险。

4 讨论

在本系统评价中，我们确定了 8 项评估高通量 NIPT 诊断准确性的研究。其中 6 项研究被判定为

偏倚风险低。Meta 分析显示高通量 NIPT 测试的诊断准确性非常高。

高通量 NIPT 的诊断准确性因胎龄而异。数据表明，高通量 NIPT 测试在妊娠早期不够准确，但

在此后的任何时间都始终准确。这可能是由于妊娠早期细胞游离胎儿 DNA 浓度低[23]，而妊娠早期

结束后细胞游离胎儿 DNA 浓度增加[24]。

鉴于高通量 NIPT 检测的诊断准确性非常高，在全国所有 RhD 阴性妇女中实施高通量 NIPT 进行

胎儿 RhD 筛查是可行的。结果表明，它将大大减少对产前抗 D 预防的需求，同时仅略微增加由于假

阴性测试结果而致敏的风险。从妊娠中期开始的任何时候（可能与常规产前血液检查一致）都可以

进行 NIPT 检测，假阳性率低。任何全国性的 NIPT 筛查计划都需要仔细的后勤管理，以确保将血液

样本运送到实验室并快速检测，并将结果可靠地返回给全科医生和助产士。

4.1 限制

我们进行了广泛的文献检索，试图最大限度地检索潜在的相关研究。其中包括对各种书目数据

库进行电子检索，以及筛选临床试验登记册和会议记录以确定未发表的研究。但是，只包括英文研

究；因此，可能错过了一些潜在相关的非英文研究。诊断准确性研究的荟萃分析显示有一些不一致。

观察到的异质性可能是由于高通量 NIPT 使用的方法不同（例如，使用不同的诊断准确度阈值，以及

靶向外显子的不同数量和类型，测试时的胎龄，以及处理不确定测试结果的不同方法）。此外，纳

入研究的报告也有差异。特别是，两项研究[7,25]没有报告测试结果不确定的数量，一些研究没有报

告结果不确定的详细原因。模拟研究假设输入概率是准确的，并且没有考虑其估计中的任何不确定

性。因此，模拟研究的结果应该被认为只是说明性的，而不是确切的效果估计。

4.2 对未来研究的启示

需要进一步的大型前瞻性队列研究来评估非白种女性高通量 NIPT 的诊断准确性。这是特别值得

关注的，因为非白人女性更可能有不太准确的测试结果。例如，在非洲裔人群中，由于存在 RHD 假

基因[26]，产前检测来自母体血液的胎儿 RhD 类型将导致该特定人群中假阳性结果的较高比率。还

需要进一步研究以改进 NIPT 测试本身，特别是为了减少不确定测试结果的数量。
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5 结论

这项系统评价的结果表明，在 11 或以后的妊娠周进行的高通量 NIPT 对 RhD 阴性女性胎儿 RhD

状态的检测具有很高的诊断性能，假阳性和假阴性率非常低。使用高通量 NIPT 检测作为 RhD 阴性妇

女胎儿 RhD 状态的常规筛查试验，可以在很大程度上消除不必要的预防性抗 D 治疗暴露。由于证据

有限，NIPT 在非白人妇女和多胎妊娠中的准确性尚不清楚。
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