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孕妇外周血胎儿游离DNA产前筛查

(non．invasive prenatal testing，NIPT)是应用高通量

基因测序等分子生物学技术检测孕妇外周血中胎

儿游离DNA片段，以评估胎儿常见染色体非整倍

体(T21、T18、T13)风险的一种产前筛查方式n。4]。

相对于传统的孕妇外周血血清学筛查，NIPT具有

高检出率及低假阳性率的优点b_7]。随着技术的快

速发展，NIPT的临床应用日益增加，其临床适用范

围参见《孕妇外周血胎儿游离DNA产前筛查与诊

断技术规范》(国卫办妇幼发[2016345号附件1)ES]o

为规范NIPT的应用，国家卫健委临床检验中心产

前筛查与诊断实验室室间质评专家委员会《产前筛

查与诊断实验室技术专家共识》专家组进行充分讨

论，制订本共识对NIPT实验室技术的临床应用作

出要求和建议。本共识着重在质量管理与质量控

制等方面进行详细描述，并将随着技术的发展持续

更新以满足临床需求。

一、实验室总体要求

开展NIPT检测的实验室在机构要求、实验室

资质、设备试剂要求、质量管理及工作要求等方面

必须符合《医疗机构临床实验室管理办法》(卫医发

[2006373号)、《孕妇外周血胎儿游离DNA产前筛

查与诊断技术规范》(国卫办妇幼发[2016 345号附

件1)、《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办

法》(卫办医疗政发[2010]194号)等相关规定。

(一)人员资质要求

从事孕妇外周血胎儿游离DNA产前筛查与诊

断的专业技术人员应当按照《产前诊断技术管理办

法》要求取得相应资质；从事孕妇外周血胎儿游离

DNA产前检测的实验室人员应当经过省级及以上

卫生行政部门组织的临床基因扩增检验技术培训，

并获得培训合格证书。实验室审核NIPT检测结果

的专业技术人员需具有中级及以上专业技术职称。

．指南与共识．

临床报告必须由产前诊断机构中具备产前诊断资

质的副高及以上职称临床医师审核签发。

(二)实验室设置要求

NIPT实验室应当合理规划实验区域，各区空

气和人员流向应严格按照《医疗机构临床基因扩增

检验实验室管理办法》规定设置，并应取得临床基

因扩增检验实验室资质。分区可根据实际情况酌

情合并，但至少应包括试剂准备区、标本与文库制

备区、文库扩增与检测区、测序区，各区功能如图1

所示。实验室温湿度、压力差应当符合技术规范和

仪器工作的要求。

开展NIPT检测项目的实验室应当定期对实验

室环境进行评估，以满足检测系统说明书所要求的

环境条件。

(三)主要设备、试剂及配套要求

NIPT实验室配套的设备、试剂和数据分析软

件应当符合《医疗器械监督管理条例》和《医疗器械

注册管理办法》等相关规定，经过中国食品药品监

督管理总局(CFDA)认可，证照资质齐全、合法。实

验室应选择合格的供应商，并定期对其进行评价。

在选择实验室配套设备时，建议从以下几个方面

考虑：

1．不同测序平台有其各自的特异性参数，包括

通量、读长、运行时间等。实验室应结合临床需求，

如标本量、实验报告周期等选择合适的测序平台。

2．不同测序平台有不同的质控方法。实验室

应根据测序平台原理及技术标准，按照测序平台说

明书要求，选则针对该测序平台的主要质控参数，

如测序深度、碱基质量值(Qscore)E 9】、每个标本有效

数据量、唯一比对序列数目等建立质控方法。

3．按照测序平台说明书进行性能验证并建立

完整的标准操作程序(standard operating procedure，

SOP)文件，包括供应品采购、验收、保存程序和质
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图1 NIPT实验室分区与各区功能

控标准等指导保证实验全过程质量的文件。

4．按照测序平台不同，应与供应商共同建立完

善的、应对意外情况的发生的保障措施及应急预

案。如测序仪故障、芯片质量问题、异常断电、操作

失误等导致的上机失败等。

二、实验室工作流程

本流程主要针对标本接收与保存、血浆分离与

DNA提取、实验室检验、检验报告发布等涉及实验

室操作、质量控制及持续改进的各个环节的标准操

作流程，以便于对整个实验室过程进行质量监控，

确保检验质量(见图2)。

三、NIPT实验程序及检验过程质量管理

NIPT检验实验室应按照SOP

文件体系开展工作，以保证标本采

集与转运、标本接收与保存、实验室

检测各个环节均按照标准有序进

行，确保检测结果的准确性和可重

复性。实验过程中应严格执行SOP

文件，不得擅自修改。同时，在实验

程序实施过程中检验SOP文件及其

相关记录表单的编写的准确性和可

操作性。积极参加国家卫健委临床

检验中心室间质量评价，并建立持

续质量改进计划。

(一)分析前过程及质量控制

检验前临床咨询、知情同意书

签订及申请单填写、孕妇信息采集、

标本采集及转运、标本分离及保存

等因素直接影响NIPT检测结果的

准确性和有效性。

1．知情同意书签订及申请单填

写：临床医师应掌握NIPT检测适应

证与禁忌证，详细询问病史后根据

全
程
质
量
控
制

孕妇基本情况判断孕妇是否适用于

NIPT检测筛查胎儿非整倍体疾病

风险。对孕妇及家属详细告知

NIPrr检测技术的目标疾病、检测目

的、意义、准确率、局限性、风险、失

败情况及其他筛查与诊断方案，对

符合适用人群并自愿进行检测，或

符合慎用情形在充分知情同意的前

提下仍自愿要求检测的孕妇，签订

书面知情同意书并填写申请单。

医师应当详细询问并协助孕妇

完整、如实、准确填写检测申请单所包含的信息。

知情同意书及检测申请单所含要点详见《孕妇外周

血胎儿游离DNA产前筛查与诊断技术规范》(国卫

办妇幼发[2016]45号文件附件1)具体要求。如实

验室有能力报告目标疾病以外的其他异常高风险，

应在知情同意书中另行说明并由孕妇自愿选择是

否需要获得相关信息。

2．样本采集及保存运输：医务人员接收NIPT

检测申请单后，应仔细核对送检单和受检者基本信

息，确保一致。并在采血管、知情同意书、送检单上

粘贴样本唯一识别编码，在采血管上注明受检者姓

图2 NIPT实验室质量控制工作流程

圆
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名、年龄、检测项目等信息并确保与送检单一致。

全血及血浆标签应为抗冻标签，并且粘贴牢固，确

保在运输、检测、储存过程中不会脱落或字迹模糊

不清。

采血人员应具有相应专业资质，使用普通

EDTA抗凝管或血浆游离DNA专用采血管(采血管

使用或更换前应进行性能验证)，按照外周血采血

标准操作规程采集5 ml孕妇外周血，采集时避免溶

血。采集完毕后在采血管上注明采血时间，轻微颠

倒采血管数次并根据采血管类型暂存放于2—8℃

或室温环境。不同类型的采血管采血量及储存、运

输要求不同，应严格按照其说明书规定进行操作

(见表1)。已分离的血浆样本可在一20℃条件下暂

存1周，应在一70℃条件下长期保存、干冰冷链运

输；运输过程应当避免剧烈振荡、符合生物安全和

环境要求并进行温度及时效监控。标本应与知情

同意书、检测申请单等资料同时进行转运并做好相

关记录。

样本采集、保存及转运的核心要点是避免血液

中游离DNA降解以及白细胞裂解释放DNA，从而

降低胎儿游离DNA的浓度比例。

表1全血标本采集及储存、运输要求

采血管类型 采血量 储存／运输条件 送检时间

3．标本接收与质量控制：标本送达实验室后，

应检查原始标本标识、采血管类型及采血量、运输

条件、标本状态(如是否有凝块、溶血、超时等)以及

标本信息与申请单内容的一致性。不符合检测要

求的标本，有可能影响检测准确性。

实验室对以下情况的标本应拒绝接收，并将拒

收原因反馈给送检单位：(1)标本标识不清；(2)抗

凝管(剂)使用不正确；(3)采血量不足；(4)严重溶

血或有血凝块；(5)采血管破裂及开盖；(6)标本未

按照规定保存及运输；(7)送检信息不完善或受检

者不符合本实验检测要求等。

实验室可根据具体情况设置其他可能影响检

测准确性的拒收条件。

(二)分析中过程及质量控制

1．血浆分离及质量控制：一般推荐的血浆分离

方法是两步离心法。孕妇外周血在4℃条件下进

行1 600Xg低速离心10 min，吸取上清液转入离心

管中，在吸取血浆过程中不能吸到中间层的白细胞

及红细胞，然后将上清液16 000Xg离心10 min，吸

取上清液至另一个2 ml离心管中，避免吸到底层残

留细胞。如不慎吸到细胞成分，应将吸取的血浆重

新置回管中，重新离心后再进行血浆分离。分离完

的血浆样本可在一20℃暂存1周，应避免反复冻融，

可在一70℃以下长期保存。此步骤操作应双人复

核标本信息。正常血浆呈透亮的黄色或淡黄色，无

明显溶血；如有严重溶血或颜色异常等情形，须登

记注明标本状态并重新采血。

2．核酸提取及文库制备：血浆游离DNA提取

操作应在标本与文库制备区进行，应在每批次中设

立无模板对照(纯水)、阴、阳性对照。此实验步骤

应按照制定的SOP文件操作并严格执行双人复核

流程。

3．文库构建及质量控制：文库构建流程和上机

文库质量评估应在标本与文库制备区进行。此实

验步骤操作应避免不同批次组份试剂混用、移液器

未校准、试剂过期、未按SOP文件操作等其他影响

实验结果的情况发生。关键步骤(如试剂配制及分

配)需双人复核。所有标本经DNA提取和文库构

建后应做文库质控。

文库质控：包括文库检测浓度及文库片段分布

范围分析。分析结果应当符合SOP文件要求，以确

定标本符合上机测序要求。

(1)若临床样本DNA文库质控出现低浓度或

异常峰则为质控不合格，需重新进行DNA提取和

文库构建。

(2)若无模板对照DNA文库浓度过高提示样

本污染或混淆，该批结果不可信，应重新提取DNA

构建文库。

(3)混合后文库浓度过低提示文库构建失败，

需重新混合文库。

(4)如若2次提取建库后仍不符合质量标准，

应当与采血机构充分进行沟通后决定后续处理。

4．DNA测序、生信分析、结果判读及质量

控制：

(1)实验室按照所选择的测序平台说明书要

求建立的SOP文件，应包括所有数据质量参考标

准，如原始数据量、有效数据量、样本有效序列中鸟

嘌呤(Guanine，G)和胞嘧啶(Cytosine，C)碱基对所

占的比率(GC含量，GC content)、拆分率、比对率、

重复率、胎儿浓度、碱基质量值(Qscore)等指标。

考虑到降低数据量可能导致假阴性和假阳性发生，
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单个样本原始数据量和单个样本有效数据量不得

低于试剂盒说明书的要求，一般单个样本有效数据

量不低于3．5M。

(2)检测质量合格的标本应当严格按照SOP

文件规定进行实验室结果判读。

(3)实验室应当建立完善的复检流程，对检测

质量不合格的标本应当进行复检确认：①对于胎

儿浓度低的样本，检测效度有限，应根据孕周情况

考虑重新采血；②对于检测中考虑为数据波动导

致无法给出明确的高风险或者低风险结果(灰区)

或单个样本GC孤立等情况时，建议使用留存血浆

重新提取核酸建库进行复检；③整批数据质控不

通过(如GC质控不通过、整批数据质量低等)，应进

行原因调查分析后重新实验；④阴阳性质控品检

出与预期不符时，该批次数据不可信，该批次样本

需重新提取建库实验。

复检后仍不符合数据分析或结果判断质量要

求的标本，检测机构应当与产前诊断机构充分沟通

后确定后续处理。

(4)应考虑其他常见影响NIPT实验结果的生

物学因素：如母体背景影响(母体存在染色体数目

异常或拷贝数异常、母体染色体嵌合、母体肿瘤

等)、胎盘嵌合(胎盘正常、胎盘异常)、胎儿自身染

色体拷贝数变异或嵌合、胚胎停育(如双胎消失综

合征)、单亲二倍体(uniparental disomy，UPD)、胎

儿游离DNA浓度低以及方法学局限性等。

(三)分析后过程及质量管理

应记录检测过程中从事实验操作的人员信息、

关键仪器及试剂状态等情况。对血浆分离、样本信

息核对、试剂配制、标本转移、上机、数据分析、结果

审核等关键实验步骤应进行双人复核，复核无误后

签字确认n 0I。

实验室使用两套及以上NIPT检测系统时，应

有比对数据表明其检测结果的一致性，比对频次每

年至少1次，样本数量应不少于20例，应定期进行

检验人员的结果比对、考核并记录。比对结果应符

合分子诊断项目分析性能标准n1|。

1．检测报告出具及质量控制：

(1)采血后15个工作13内，由产前诊断机构出

具临床报告，以书面形式通知孕妇。检测机构只能

出具检测报告，报告应注明检测单位，应有检测人

及审核人签名。对于需要重新检测或重新抽血的

情形应在10个工作日以内通知孕妇。

(2)临床报告可参照国家卫健委推荐模板，应

包括以下信息：送检单位和送检医师姓名、检测单

位和检测人员信息、孕妇基本信息、标本信息、检测

项目、检测方法、目标疾病检测值、参考范围、低风

险或高风险结果以及对结果的描述与建议。

(3)对检测失败的标本，应当发放检测失败报

告并注明原因。实验室如发现报告错误应立即纠

正同时上报相关负责人，并进行记录，质量管理组

应定期核查检测报告及相关记录。

(4)检测数据的储存及安全：实验室应当设定

数据分析者权限并严格保护孕妇隐私，严禁泄露受

检者信息。检测数据应当进行安全备份，并与互联

网物理隔离。检验结果报告后，可追溯的原始序列

的核心数据及检测记录应至少保存3年。

2．检测报告的解读：

(1)高风险报告解读：当检测结果为高风险

时，一方面提示胎儿可能患有本筛查目标疾病，另

一方面，由于当前的NIPT技术尚未能完全排除母

体因素的干扰，可能出现因限制性胎盘嵌合等因素

导致的假阳性。因此，产前诊断机构应尽快通知受

检者到本机构进行后续遗传咨询及相应介入性产

前诊断，不应仅根据本检测高风险的结果给予直接

终止妊娠的建议和处理。

产前诊断机构应当负责高风险病例的后续临

床咨询和产前诊断，临床咨询率应达到100％，产前

诊断率应达到95％以上。

(2)低风险报告解读：检测结果为低风险(未

见明显异常)，提示胎儿患筛查目标疾病的风险低。

但由于NIPT技术仍存在一定假阴性率，同时，检测

结果为低风险也不能排除其他异常的可能，如不能

排除胎儿患21号、18号、13号染色体部分单体、部

分三体、部分四体型综合征和嵌合型三体综合征，

以及其他因素所引起的智力障碍、畸形等疾病。因

此，NIPT检测结果不能作为最终产前诊断结果。

产前诊断机构应建议孕妇按时进行后续的常规产

前检查。

(3)其他：①在孕妇知情同意的情况下，对目

标疾病以外的其他异常高风险结果，产前诊断机构

应告知孕妇或其家属进行进一步遗传咨询和产前

诊断。②若报告提示检测失败要求重新采血，则

根据知情同意书内容告知该检测的局限性、影响因

素，并对受检者说明医师认为应该说明的其他问

题。③若胎儿影像学检查发现异常，则无论NIPT

检查结果是高风险还是低风险，都应当对其进行专

业的遗传咨询及建议后续相应的产前诊断。④对
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于NIPT检测结果无法确定或无法解释的孕妇，由

于其胚胎非整倍体风险增加，应建议其接受进一步

遗传咨询并进行全面的超声评估及产前诊断。

(四)仪器校准

NIPT实验室应配备DNA定量仪、核酸片段分

析仪、PCR仪、加样器、离心机、生物安全柜等常规

设备。NIPT特有设备为高通量基因测序仪。一般

情况下，按照设备制造商推荐维持系统稳定性所需

要的校准频率(一般不少于1次／年)进行校准，当仪

器设备主要部件或光路检测设备进行移动后，需要

重新校准。高通量基因测序仪一般由设备制造商

具备资质的工程师进行校准；主要校准参数包括光

学模块的光路测试、液路测试、温度校准，具体见测

序仪使用说明书。每次校准时，实验室工作人员应

与设备制造商工程师共同完成校准工作，并保留原

始校准记录，与厂家工程师最终出具的校准报告一

同作为相应仪器的校准记录【l2l。常规PCR实验室

设备按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理

办法》及其附件进行校准。

(五)性能验证

为保证实验室检测结果的准确性，在检测系统

用于临床标本检测前，需要对其进行性能验证[1 3|。

需要进行性能验证的几种情况如下：

1．新引进的检测系统在投入使用前需要对各

项性能进行全面的性能验证，确认满足预期用途。

2．每年在仪器校准后，需要重新对该检测系统

的主要性能和指标进行评审，确认满足预期用途。

3．如遇到对检测系统有质疑的情况时，需要有

针对性的进行验证。

4．实验室技术人员及质量管理员认为需要进

行性能验证的其他情况。

使用新的检测系统(仪器、试剂、对照品等)时，

性能验证的内容包括验证敏感度、特异度、准确度

(与金标准比较)，最低检测限，批内重复性，批间重

复性，抗干扰能力等；对于同种试剂更换批号或同

一批号不同货运号的试剂，则需进行试剂质量一致

性验证⋯】。主要指标验证方法如下：

1．验证敏感度、特异度、准确度：至少选择已知

T21、T18、T13的阳性标本各20例，阴性标本20例。

根据检测结果计算检测方法的灵敏度、特异度及准

确度。按照表2对结果进行评价。

2．最低检测限：以试剂盒说明书内的检测限为

参考，选择在检测限临界值(一般为3．5％)的阳性

质控品(T21、T18、T13)各1例，同时在检测限上下

表2检测结果与已知结果的比较

注：计算结果如下：①敏感度=A／(A+C)×100％；②特异度

=D／(B+D)xi00％；③准确度=(A+D)／(A+B+C+D)x100％

浮动一定比例(如1．5％)各选择l例阳性质控品，共

9例质控品进行检测，重复检测3次。

3．批内重复性：可根据检测通量选择一定数量

的临床样本，在同一批检测中进行一定次数(≥2

次)重复检测来实现，建议至少包括T21、T18、T13

三体阳性样本和阴性样本各l例。若临床样本暂

无T21、T18、T13阳性样本，可采用企业阳性质控品

代替。

4．批间重复性：根据检测通量选择一定量的临

床样本，在不同批次(2～3批)进行重复检测。样本

应至少包括T21、T18、T13的阳性标本各1例及阴

性标本l例。

5．更换试剂批号或使用相同批号不同货运号

的试剂前，应进行试剂质量一致性验证。选择已知

结果的临床标本，至少应包括T21、T18、T13阳性标

本各1例及阴性标本1例，最好胎儿cffDNA浓度百

分比接近检测下限，以证实低百分比胎儿游离

DNA可以被检出。

6．抗干扰能力：按照不同浓度梯度向基础血浆

标本(如基础血浆标本胎儿浓度水平分别为8％、

5％和0％，其中最低检出浓度水平为5％)中分别加

人潜在干扰物质如血红素、甘油三酯、胆红素、二乙

胺四乙酸二钾(EDTA．K，)和肝素钠(详见各厂商说

明书)。

以上性能验证结果评价：检测结果应与厂商说

明书要求相符。

(六)室内质控

室内质控是监测和保证实验室工作的精密度

及性能稳定性的有效方法。一般来说，NIPT检测

的室内质控有3种形式[1 2|。

1．质控及对照样本检测：实验室检澳0过程中每

批次应插入阴性质控品、阳性质控品、和无模板对

照，与临床标本同步检测。阳性质控品应至少包括

1个已知三体型(如T21)，最好胎儿游离DNA浓度

百分比接近检测下限，以证实低百分比胎儿游离

DNA可以被检出。
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2．NIPT特有质控指标监测：NIPT检测通过分

析日常检测指标，如构建的文库浓度、GC含量、测

序有效数据量、唯一比对序列数等，有助于发现检

测中的问题[1 2。，详见文中各实验环节质控要求。

3．质量指标监测：实验室可通过定期统计如提

取失败率、文库构建失败率、上机测序失败率、阳性

检出率等指标来帮助判断实验室检测中可能的假

阳性或假阴性结果。

实验室质量控制指标：阳性检出率的T21不低

于95％，T18不低于85％，T13不低于70％。T21、

T18、T13的复合假阳性率不高于0．5％。T21、T18、

T13的复合阳性预测值不低于50％。由于凝血、溶

血、DNA质量控制不合格等标本原因造成的一次

检测失败率不超过5％。

(七)室间质评

实验室应定期参加国家卫健委临床检验中心

组织的室间质量评价活动及国家卫健委临床检验

中心开展的产前筛查质量指标数据的调查，以提升

本实验室持续改进质量的能力。

室间质量评价的开展是为了发现实验室问结

果准确性或可比性方面的问题。实验室应当将室

间质评样本随机插人日常检测样本中一起完成整

个实验流程，从而真实反映实验室检测能力。

四、信息上报

妊娠结局随访和信息上报对保障NIPT技术的

临床应用质量和持续改进有至关重要的作用。具

体操作要求参见《孕妇外周血胎儿游离DNA产前

筛查与诊断技术规范》(国卫办妇幼发[2016145号

文件附件1)。
(李卉、徐闰红、高唐鑫子执笔)
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