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基本信息 

 

一、申请人名称 

华大生物科技（武汉）有限公司 

二、申请人住所 

武汉市东湖新技术开发区高新大道 666 号武汉国家生物

产业基地项目 B、C、D 区研发楼 B2 栋 

三、生产地址 

武汉市东湖新技术开发区高新大道 666 号武汉国家生物

产业基地项目 B、C、D 区研发楼 B2 栋五楼、B1 栋一楼 
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技术审评概述 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

产品主要组成成分见下表： 

包装盒 试剂 主要组分 装量 

包装盒 1 

打断修复缓冲液 氯化钠、三羟甲基氨基甲烷 290µL/管×3管 

打断修复酶 DNA 片段化酶、DNA 聚合酶 I 100µL/管×3管 

连接缓冲液 氯化钠、三羟甲基氨基甲烷 1280µL/管×3管 

连接酶 连接酶 80µL/管×3管 

PCR 反应液 
氯化镁、三羟甲基氨基甲烷、

PCR 酶 
960µL/管×3管 

PCR 引物 寡聚脱氧核苷酸 80µL/管×3管 

阳性对照品 1 
T21 阳性基因组 DNA 

(10±1ng/µL) 
10µL/管×3管 

阳性对照品 2 

染色体 7q11.23 缺失综合征

（Williams-Beuren 综合征）阳

性基因组 DNA(10±1ng/µL) 

10µL/管×3管 

阴性对照品 阴性基因组 DNA(10±1ng/µL) 10µL/管×3管 

标签接头 1-96 寡聚脱氧核苷酸 18µL/孔×96 孔 

包装盒 2 

磁珠 纳米磁珠 5500µL/管×2管 

洗脱缓冲液 Tris-HCl 缓冲液、EDTA 6000µL/管×1管 

分子级水 水 3000µL/管×1管 

注意：不同批次组分严禁混用。 

（二）产品预期用途 

本试剂盒用于体外定性检测孕妇羊水样本中的 13、18、
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21、X和Y染色体非整倍体及染色体4p16.3、染色体22q11.2、

染色体 5p15.2-5p、染色体 7q11.23、染色体 15q11-q13 区域

的缺失情况。 

用于产前筛查高风险孕妇、高龄孕妇、超声检查发现胎

儿结构异常且怀疑存在 13、18、21、X、Y等染色体数目异常

或存在相关染色体片段缺失的孕妇，以及其他具有相关医学

指征的孕妇，进行胎儿 13-三体综合征、18-三体综合征、21-

三体综合征、特纳综合征、克氏综合征、超雌综合征、超雄

综合征、Wolf-Hirschhorn 综合征、DiGeorge 综合征、Cri du 

Chat 综合征、Williams-Beuren 综合征、Angelman 综合征

/Prader-Willi 综合征的产前辅助诊断。 

不适用于有染色体异常家族史或有既往不良孕产史或

超声筛查胎儿结构发现明显异常的孕妇，不得用于非医学指

征相关的性别鉴定。在进行该检测前和检测后，必须结合孕

妇的临床情况（如胎儿超声检查情况）对孕妇及家属进行相

关的产前遗传咨询。相关检测的开展应符合原卫生部发布的

《产前诊断技术管理办法》的相关规定。在进行该检测前，

必须与孕妇有充分的知情谈话，需说明该技术检测的内容、

风险和技术局限性，并签署相关的知情同意书。 

本试剂盒检测结果仅供临床参考，不应作为产前诊断的

唯一依据，临床医生应结合核型分析、超声检查等检测结果

进行综合判断。阴性结果不能排除其他染色体异常，其结果
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的确认应结合临床进行综合判断。 

本试剂盒的检测项目应在有产前诊断资质的医疗机构

中开展。项目申请的要求参照我国相关的卫生行业标准。申

请检测的医师应是经过产前诊断专业培训的、有资质的医师。 

本试剂盒对嵌合体样本的检出率较低，当样本为嵌合体

时，会影响本试剂盒检测结果的准确性。 

表 1 试剂盒检测的染色体非整倍体和片段缺失类型 

变异类型 疾病信息 
染色体片段

缺失区域 

常染色体非

整倍体 

13 号染色体非整倍体 / 

18 号染色体非整倍体 / 

21 号染色体非整倍体 / 

性染色体非

整倍体 

X0 / 

XXX / 

XXY / 

XYY / 

染色体片段

缺失变异 

染色体 4p16.3 缺失综合征（Wolf-Hirschhorn 综合征） 4p16.3 

染色体 22q11.2 缺失综合征（DiGeorge 综合征） 22q11.2 

Cri du Chat 综合征 5p15.2-5p 

染色体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren 综合征） 7q11.23 

Angelman 综合征/Prader-Willi 综合征 15q11-q13 

 

（三）产品包装规格 

96 人份/盒 

（四）产品检验原理 
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本试剂盒采用联合探针锚定聚合测序法，通过对 DNA 进

行打断修复、接头连接、PCR 扩增及上机测序，获得样本的

测序数据。采用染色体非整倍体和拷贝数变异检测软件对获

得的测序数据根据生物统计学方法进行数据分析，并根据各

条染色体上不同窗口对应的拷贝率和全基因组范围内的检

验统计值，与正常样本获得的检验统计值比较找出变异区域，

再根据变异区域的位置信息和长度判定非整倍体和片段缺

失变异。 

二、临床前研究概述 

（一）主要原材料 

1.主要原材料的选择 

本产品主要原材料包括：PCR 引物、标签接头、PCR 反应

液、DNA 片段化酶、rTaq 聚合酶、DNA 聚合酶 I、连接酶、磁

珠、阳性对照品 1 (T21 阳性基因组 DNA)、阳性对照品 2 (染

色体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren 综合征）阳性

基因组 DNA)和阴性对照品。 

主要原材料均为外购，引物和标签接头为申请人自行设

计后委托专业的合成公司合成。通过功能性试验，申请人筛

选出最佳原材料和供应商，同时制定了各主要原材料质量标

准并经检验合格。 

2.企业参考品和对照品的设置情况 

企业参考品包括阳性参考品、阴性参考品、重复性参考
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品和检测限参考品。阳性参考品 20 个，涵盖该产品可检出的

所有变异类型，由人源细胞系基因组 DNA 制成。阴性参考品

10 个，由该试剂盒检测范围内变异阴性的人源细胞系或孕妇

流产组织 DNA 制成。重复性参考品 4 个，由对应的变异类型

的人源细胞系基因组 DNA 制成。检测限参考品 24 个，包括

最低浓度和最低嵌合度检测限参考品，涵盖该产品可检出的

所有变异类型。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

申请人对试剂盒反应体系的研究包括：样本采集及处理、

打断修复酶加入量、dNTP 加入量、打断修复反应时间、打断

修复反应温度、连接酶加入量、标签接头加入量、连接反应

时间、连接反应温度、PCR 反应液加入量、PCR 引物用量、PCR

退火温度、PCR 循环数、筛选磁珠用量、DNA 投入量、数据量

研究等，最终确定了最佳的反应体系。 

申请人根据试剂盒中试剂及组件的主要生产工艺的研

究结果，确定了最佳的生产工艺。 

（三）分析性能评估 

本产品分析性能评估内容包括准确性、精密度、检出限、

分析特异性、干扰物质、核酸提取性能研究。 

1.准确性研究 

（1）使用 3 批成品试剂盒在所有适用机型上对阳性参

考品、阴性参考品、重复性参考品和检测限参考品分别进行
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检测，检测结果显示阳性参考品符合率、阴性参考品符合率、

最低检测限、重复性参考品符合率均为 100%。 

（2）与临床产前诊断金标准及 CMA 检测结果的比较 

申请人采用试剂盒对各种染色体非整倍体异常样本、不

同片段大小和不同嵌合比例的染色体片段缺失样本进行检

测，与核型分析结果（金标准）或 CMA 结果比较，阳性符合

率为 100%，阴性符合率为 100%，检测总符合率为 100%，Kappa

系数为 1.00，与临床已知检测结果相比具有很好的一致性。 

2.精密度研究 

精密度研究中，申请人在所有适用机型上由两组实验员

每天上午、下午采用 3批成品试剂盒对阴性、强阳性、临界

阳性样本各检测一次，重复 20 天；另两组实验员在不同实验

室使用不同仪器，每天采用 1批成品试剂盒对阴性、强阳性、

临界阳性样本各检测一次，重复 20 天，结果显示符合率为

100%，表明本产品批内/批间、日内/日间、不同地点、不同

操作者之间的精密度性能良好。 

3.检出限研究 

检出限研究中，申请人在所有适用机型上对 DNA 起始浓

度、嵌合度和染色体缺失片段大小三个方面进行评价，对不

同浓度梯度和不同嵌合度梯度的样本检测，采用 95%的阳性

检出率作为标准，确定了本试剂盒检测 13、18、21、 X（女

性）染色体非整倍体的最低检测限为“基因组 DNA 浓度
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1.5ng/µL（最低基因组 DNA 投入量为 30ng）水平的 20%嵌合

度”，检测 XXY、XYY 和 5种染色体片段缺失变异的最低检测

限为“基因组 DNA 浓度 1.5ng/µL（最低基因组 DNA 投入量为

30ng）水平的 30%嵌合度”。并重复检测临床上可获取的“常

见缺失片段范围”下限范围的临床样本，均准确检出相应的

变异阳性。 

4.分析特异性研究 

申请人使用本产品对检测范围以外的染色体异常样本

（T7、T15、1q21.1del、2p23.1del、2p22.3dup、2q36.3dup、

5p15.2del 、 6q23.3dup 、 13q32.1del 、 13q31.1dup 、

15q11.2dup 、 17q11.2dup 、 17p12del 、 18q12.1del 、

18p11.21dup、21q22.12del、21q22.3dup、22q11.21del 、

Xq27.3del、Xp22.31dup、Yq11.223del、Yq11.223dup）进行

检测，包括检测范围内的非整倍体所在染色体的片段缺失、

重复样本，检测范围内的染色体片段缺失所在染色体的非整

倍体样本，和不在检测范围内染色体上的非整倍体及片段缺

失、重复样本，均未检出检测范围内的异常，不影响本产品

的分析性能。 

5.干扰物质研究 

（1）使用本产品对分别加入了不同梯度内源和外源干

扰物质的样本进行评价，结果显示：羊水样本中含有尿素浓

度≤2 mg/mL、肌酐浓度≤0.2 mg/mL、氯化钠浓度≤4 mg/mL、
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甘油三酯浓度≤60 mg/L、尿酸浓度≤0.2 mg/mL、血红蛋白

浓度≤10 mg/mL 时，对本产品检测结果无影响。 

（2）母体细胞污染研究 

使用本产品对不同浓度母体细胞污染样本进行评价，结

果显示：母体细胞污染浓度≤30%时，对本产品检测结果无影

响。 

6.核酸提取试剂盒性能研究 

申请人采用临床样本平行比较了不同厂家核酸提取试

剂的提取性能，并根据与本产品的组合性能研究结果，确定

推荐的核酸提取试剂符合检测需求。 

（四）阳性判断值研究 

申请人采用已知检测结果的 299 例临床样本，通过百分

数位法统计确定了阳性参考区间，另采用 199 例临床样本和

30 例嵌合体样本进行了阳性参考区间验证，最终确定阳性参

考区间如下： 

（1）13、18、21、X（女性）染色体非整倍体阳性参考

区间：CR≤0.95 或 CR≥1.05。CR≤0.95 判定为对应染色体

单体阳性；其中，0.7<CR≤0.95 提示存在嵌合；CR≥1.05 判

定为对应染色体三体阳性；其中，1.05≤CR<1.30 提示存在

嵌合。 

（2）XXY、XYY 阳性参考区间：CR≥1.20；其中，1.20≤

CR<1.60 提示存在嵌合。 
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（3）5 种染色体片段缺失阳性参考区间：CR≤0.85；其

中，0.70<CR≤0.85 提示存在嵌合。 

（五）稳定性研究 

申请人对本产品的实时稳定性、开瓶稳定性、冻融稳定

性、运输稳定性以及样本稳定性进行了研究，确定了在各种

条件下本产品及样本的有效保存时间。 

实时稳定性研究：采用三批试剂盒储存于-18℃以下和

2℃～8℃条件下，分别于不同时间点，对其阳性参考品符合

率、阴性参考品符合率、最低检测限和重复性参考品符合率

进行考察，确定本产品包装盒 1置于-18℃以下保存，包装盒

2 置于 2℃～8℃保存，有效期均为 12 个月。 

本产品开瓶后置于储存条件下保存 3个月仍可有效检测；

包装盒 1 冻融 5次仍可有效检测；包装盒 1于 -18℃以下运

输，包装盒 2于 2℃～8℃运输，可运输 7 天。 

样本稳定性：样本可在 2℃～8℃短暂储存 24 小时，在

-18℃以下储存 3 年，反复冻融次数应不超过 5 次；样本运

输不超过 24 小时，可置于 2℃～8℃运输；样本运输超过 24

小时，应置于-18℃以下运输，运输时间应不超过 7 天。 

三、临床评价概述 

本产品在浙江大学医学院附属妇产科医院、宁波市妇女

儿童医院、长沙市妇幼保健院、内蒙古自治区妇幼保健院、

广州市妇女儿童医疗中心五家临床试验机构开展临床试验，
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采用试验体外诊断试剂分别与染色体核型分析、染色体微阵

列分析（CMA）进行比较研究，确认本产品的临床性能。样本

类型为羊水样本。 

与核型分析对比，临床试验共纳入有效病例 1358 例，其

中13号染色体三体阳性病例19例，18号染色体三体63例，

21 号染色体三体 84 例，性染色体非整倍体 99 例。性染色体

非整倍体样本中包括核型分析为（45,X0）的病例 22 例以及

核型分析含（45,X0）嵌合体病例 1例，（47,XXY）病例 37 例，

（47,XXX）病例 22 例，（47,XYY）病例 19 例。试验体外诊断

试剂检测 13 号、18 号和 21 号染色体三体的灵敏度和特异度

均为 100%。试验体外诊断试剂检测（45,X0）以及含（45,X0）

的嵌合体病例灵敏度 91.3%，特异度 100%；检测（47,XXY）

灵敏度 100%，特异度 100%；检测（47,XXX）灵敏度 100%，

特异度 100%；检测（47,XYY）灵敏度 100%，特异度 100%。

其中不一致样本 2 例，1 例为核型分析为性染色体嵌合体，

试验体外诊断试剂未检测异常；1 例核型分析为（45，X0），

试验体外诊断试剂检测到小 Y染色体片段，未报告特纳综合

征，分析可能亦为嵌合体影响。 

与染色体微阵列分析（CMA）对比，临床试验共纳入有效

病例 1361 例，其中染色体 4p16.3 缺失综合征（Wolf-

Hirschhorn 综合征）11 例，染色体 22q11.2 缺失综合征

（DiGeorge 综合征）42 例，Cri du Chat 综合征 11 例，染
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色体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren 综合征）11 例，

Angelman 综合征/Prader-Willi 综合征 7 例。临床灵敏度均

为 100%，特异度均为 100%。 

综上所述，该产品临床试验资料对产品的临床性能进行

了全面研究，临床试验结果基本符合临床应用要求。该产品

预期用途包含 Angelman 综合征/Prader-Willi 综合征、

Williams-Beuren 综合征辅助诊断，该两种疾病为列入罕见

病目录的疾病，按照《用于罕见病防治医疗器械注册审查指

导原则》的相关要求申请人需在该产品上市后进一步完成以

下工作：请申请人于上市后收集临床应用数据，将本产品检

测结果与临床诊断结论进行对比，针对以上两种罕见病，每

种应至少收集到 10 例确诊病例，评价本产品临床性能。相关

资料应由临床机构签章，于产品延续注册时提交。 

四、产品受益风险判定 

根据申请人提供的申报资料，经综合评价，在目前认知

水平上，认为该产品上市带来的受益大于风险。但为保证用

械安全，基于对主要剩余风险的规避，已在产品说明书中提

示以下信息： 

不适用于有染色体异常家族史或有既往不良孕产史或

超声筛查胎儿结构发现明显异常的孕妇，不得用于非医学指

征相关的性别鉴定。在进行该检测前和检测后，必须结合孕

妇的临床情况（如胎儿超声检查情况）对孕妇及家属进行相
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关的产前遗传咨询。相关检测的开展应符合原卫生部发布的

《产前诊断技术管理办法》的相关规定。在进行该检测前，

必须与孕妇有充分的知情谈话，需说明该技术检测的内容、

风险和技术局限性，并签署相关的知情同意书。 

本试剂盒检测结果仅供临床参考，不应作为产前诊断的

唯一依据，临床医生应结合核型分析、超声检查等检测结果

进行综合判断。阴性结果不能排除其他染色体异常，其结果

的确认应结合临床进行综合判断。 

本试剂盒的检测项目应在有产前诊断资质的医疗机构

中开展。项目申请的要求参照我国相关的卫生行业标准。申

请检测的医师应是经过产前诊断专业培训的、有资质的医师。 

本试剂盒对嵌合体样本的检出率较低，当样本为嵌合体

时，会影响本试剂盒检测结果的准确性。 

产品说明书中介绍了该产品检验方法的局限性及使用

中的注意事项。 
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综合评价意见 

 

该产品为用于罕见病的体外诊断试剂，申请人的注册申

报资料基本符合现行要求，依据《医疗器械监督管理条例》 

(国务院令第 680号)、《体外诊断试剂注册与备案管理办法》 

(国家市场监督管理局令第 48号) 等相关医疗器械法规与配

套规章，经系统评价后，建议准予注册。该产品预期用途包

含Angelman综合征/Prader-Willi综合征、Williams-Beuren

综合征辅助诊断，该两种疾病为列入罕见病目录的疾病，按

照《用于罕见病防治医疗器械注册审查指导原则》的相关要

求，申请人于上市后收集临床应用数据，将本产品检测结果

与临床诊断结论进行对比，针对以上两种罕见病，每种应至

少收集到 10 例确诊病例，评价本产品临床性能。相关资料应

由临床机构签章，于产品延续注册时提交。 

 

 

2024 年 2 月 8 日 

 

附件：产品说明书 
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染色体非整倍体和片段缺失检测试剂盒 

（联合探针锚定聚合测序法） 

说明书 

【产品名称】 

染色体非整倍体和片段缺失检测试剂盒（联合探针锚定聚合测序法） 

【包装规格】 

96人份/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于体外定性检测孕妇羊水样本中的 13、18、21、X 和 Y 染色体

非整倍体及染色体 4p16.3、染色体 22q11.2、染色体 5p15.2-5p、染色体 7q11.23、

染色体 15q11-q13 区域的缺失情况。 

用于产前筛查高风险孕妇、高龄孕妇、超声检查发现胎儿结构异常且怀疑存

在 13、18、21、X、Y 等染色体数目异常或存在相关染色体片段缺失的孕妇，以

及其他具有相关医学指征的孕妇，进行胎儿 13-三体综合征、18-三体综合征、21-

三体综合征、特纳综合征、克氏综合征、超雌综合征、超雄综合征、Wolf-Hirschhorn

综合征、DiGeorge 综合征、Cri du Chat 综合征、Williams-Beuren 综合征、Angelman

综合征/Prader-Willi 综合征的产前辅助诊断。 

不适用于有染色体异常家族史或有既往不良孕产史或超声筛查胎儿结构发

现明显异常的孕妇，不得用于非医学指征相关的性别鉴定。在进行该检测前和检

测后，必须结合孕妇的临床情况（如胎儿超声检查情况）对孕妇及家属进行相关

的产前遗传咨询。相关检测的开展应符合原卫生部发布的《产前诊断技术管理办

法》的相关规定。在进行该检测前，必须与孕妇有充分的知情谈话，需说明该技

术检测的内容、风险和技术局限性，并签署相关的知情同意书。 

本试剂盒检测结果仅供临床参考，不应作为产前诊断的唯一依据，临床医生

应结合核型分析、超声检查等检测结果进行综合判断。阴性结果不能排除其他染

色体异常，其结果的确认应结合临床进行综合判断。 

本试剂盒的检测项目应在有产前诊断资质的医疗机构中开展。项目申请的要

求参照我国相关的卫生行业标准。申请检测的医师应是经过产前诊断专业培训的、



— 18 — 
 

有资质的医师。 

本试剂盒对嵌合体样本的检出率较低，当样本为嵌合体时，会影响本试剂盒

检测结果的准确性。 

表 1 试剂盒检测的染色体非整倍体和片段缺失类型 

变异类型 疾病信息 
染色体片段缺失

区域 

常染色体非

整倍体 

13 号染色体非整倍体 / 

18 号染色体非整倍体 / 

21 号染色体非整倍体 / 

性染色体非

整倍体 

X0 / 

XXX / 

XXY / 

XYY / 

染色体片段

缺失变异 

染色体 4p16.3 缺失综合征（Wolf-Hirschhorn 综合征） 4p16.3 

染色体 22q11.2 缺失综合征（DiGeorge 综合征） 22q11.2 

Cri du Chat 综合征 5p15.2-5p 

染色体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren 综合征） 7q11.23 

Angelman 综合征/Prader-Willi 综合征 15q11-q13 

 

染色体疾病是由染色体数目异常或结构异常所致的疾病，其发生具有偶然性、

随机性特点，可导致自然流产、先天畸形、智力障碍、发育迟缓。研究表明，染

色体异常是导致自然流产、产前胎儿畸形、智力障碍、发育迟缓的主要原因之一。

在产前胎儿畸形中，大约 37%由染色体异常引起[1-2]。目前常见的染色体非整倍

体和拷贝数异常为 13、16、18、21、22、X 和 Y 染色体非整倍体和 5 种缺失综

合征。通过非整倍体和拷贝数变异检测，结合父母/夫妇的遗传背景，可辅助临床

上查找胎儿畸形等情况的遗传学病因。  

针对染色体非整倍体和拷贝数变异检测的方法主要有传统的核型分析、荧光

原位杂交技术(Fluorescence In Situ Hybridization，FISH) 、染色体微阵列分析

（Chromosomal Microarray Analysis，CMA）、高通量测序技术等。 

【检验原理】 

本试剂盒采用联合探针锚定聚合测序法，通过对 DNA 进行打断修复、接头

连接、PCR 扩增及上机测序，获得样本的测序数据。采用染色体非整倍体和拷贝
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数变异检测软件对获得的测序数据根据生物统计学方法进行数据分析，并根据各

条染色体上不同窗口对应的拷贝率和全基因组范围内的检验统计值，与正常样本

获得的检验统计值比较找出变异区域，再根据变异区域的位置信息和长度判定非

整倍体和片段缺失变异。 

【主要组成成分】 

表2 主要组成成分 

包装盒 试剂 主要组分 装量 

包装盒 1 

打断修复缓冲液 氯化钠、三羟甲基氨基甲烷 290µL/管×3 管 

打断修复酶 DNA 片段化酶、DNA 聚合酶 I 100µL/管×3 管 

连接缓冲液 氯化钠、三羟甲基氨基甲烷 1280 µL/管×3 管 

连接酶 连接酶 80µL/管×3 管 

PCR 反应液 氯化镁、三羟甲基氨基甲烷、PCR 酶 960µL/管×3 管 

PCR 引物 寡聚脱氧核苷酸 80µL/管×3 管 

阳性对照品 1 T21 阳性基因组 DNA(10±1ng/µL) 10µL/管×3 管 

阳性对照品 2 
染色体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren

综合征）阳性基因组 DNA(10±1ng/µL) 
10µL/管×3 管 

阴性对照品 阴性基因组 DNA(10±1ng/µL) 10µL/管×3 管 

标签接头 1-96 寡聚脱氧核苷酸 18µL/孔×96 孔 

包装盒 2 

磁珠 纳米磁珠 5500µL /管×2 管 

洗脱缓冲液 Tris-HCl 缓冲液、EDTA 6000µL/管×1 管 

分子级水 水 3000µL/管×1 管 

注意：不同批次组分严禁混用。 

检测所需但未提供的主要设备和材料： 

设备：离心机（台式、板式或掌式离心机）、漩涡混合器、磁力架、PCR仪、

Qubit 荧光定量仪或酶标仪或其他浓度测定同等功能的仪器。 

材料：无水乙醇（分析纯）和分子级水（无DNase活性）、96孔PCR反应板或

PCR管以及离心管、Qubit dsDNA HS Assay kit（Thermo Fisher Scientific公司生产）

或 Exkubit dsDNA HS Assay Kit（ExCell Bio公司生产）、核酸提取试剂（医疗器

械备案凭证编号：鄂汉械备20150250号）、测序反应通用试剂盒（联合探针锚定

聚合测序法）（适用机型：BGISEQ-500）（医疗器械备案凭证编号：鄂汉械备
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20160193号）、测序反应通用试剂盒（联合探针锚定聚合测序法）（适用机型：

MGISEQ-2000）（医疗器械备案凭证编号：鄂汉械备20190039号，武汉华大智造

科技有限公司）、染色体非整倍体和拷贝数变异检测软件（KY-100K-1、KY-100K-

2）（医疗器械注册证编号： ）。 

【储存条件及有效期】 

包装盒1置于-18℃以下保存，包装盒2置于2℃～8℃保存，有效期均为12个

月；生产日期、失效日期：见标签。开瓶后保存3个月仍可有效检测；包装盒1于 

-18℃以下运输，包装盒2于 2℃～8℃运输，可运输7天；包装盒1冻融5次仍可有

效检测，使用时尽量避免反复冻融。 

【适用仪器】 

基因测序仪（BGISEQ-500）、基因测序仪（MGISEQ-2000） 

【样本要求】 

1. 样本采集： 

具体采集操作遵照临床标准流程进行。采集至少 3mL 羊水样本，并使用

15mL 灭菌带盖离心管（高度 12cm，直径 1.8cm）保存。寄送样本前，可将样本

放置于 2℃～8℃短暂储存，长期保存应置于-18℃以下储存。 

2. 样本保存： 

羊水样本可在2℃～8℃短暂储存24小时，在-18℃以下储存3年，反复冻融次

数应不超过5次。 

3. 样本运输： 

样本运输不超过24小时，可置于2℃～8℃运输；样本运输超过24小时，应置

于-18℃以下运输，运输时间应不超过7天。 

禁止将样本在室温状态下运输。运输过程中容器应包装于有缓冲填塞物的硬

纸盒或硬塑箱内，避免挤压、跌落，以免容器破裂、开盖，样本污染。 

4. 样本安全性： 

所有样本均视为有潜在的感染性，操作时按国家相关标准执行。 

【检验方法】 

一、 试剂准备 

将包装盒1中的打断修复酶和连接酶短暂离心后置于冰上备用（其中打断修
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复酶在使用前需用移液器吹打充分混合）；包装盒1的其他试剂置于冰上融化，振

荡混匀，短暂离心后置于冰上备用，使用完后剩余试剂应立即放回-18℃以下保

存。  

将包装盒2中的磁珠置于室温平衡30min，使用前在漩涡振荡器上充分混合，

使用完后剩余磁珠需放回2℃～8℃保存；洗脱缓冲液和分子级水取出后可置于室

温保存。 

采用无水乙醇及分子级水（自备）配制75%乙醇，现配现用。 

二、 检测程序 

1. 基因组 DNA 提取 

推荐使用华大生物科技（武汉）有限公司生产的“核酸提取试剂”（医疗器械

备案凭证编号：鄂汉械备20150250号），严格按照说明书操作步骤进行羊水基因

组DNA的提取，提取后用50 μL洗脱缓冲液溶解DNA ，然后使用Qubit荧光定量

仪或酶标仪及配套试剂（或其他同等类型仪器、配套试剂）进行定量检测，DNA

总量大于75ng。若满足条件，可进行下步文库制备；若不满足条件，需重新进行

提取。 

提取的基因组DNA溶液可在2℃～8℃暂存3天，在-18℃以下储存6个月，反

复冻融次数不超过6次。 

2. 文库制备 

对步骤1提取的基因组DNA通过打断修复、接头连接、PCR扩增进行文库制

备。 

2.1. 打断修复 

2.1.1 分别取 50ng （要求 DNA 加入量≥30ng，样本量充足时推荐使用 50ng DNA） 

基因组 DNA 样本、阴性对照品以及阳性对照品至新 PCR 管中，用分子级水补足

至 20µL，漩涡振荡器上充分混合后瞬时离心； 

注：基因组 DNA 样本、阴性对照品以及阳性对照品的取样体积 (μL) = 50 ng / 

DNA 的浓度 (ng/μL)。其中，阴、阳性对照品 DNA 的浓度均为 10 ng/μL。 

2.1.2 根据表 3 的比例在新离心管中配制检测所需量的打断修复反应混合液； 

表 3  打断修复反应混合液 

试剂名称 一个反应标准量 
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打断修复缓冲液 7.5μL 

打断修复酶 2.5μL 

总体积 10μL 

 

2.1.3 向步骤 2.1.1 PCR 管中分别加入 10μL 打断修复反应混合液，漩涡振荡器上

充分混合，瞬时离心，置于 PCR 仪上 37℃孵育 15min，65℃孵育 15min，冷却

至 4℃保持。反应结束，取出 PCR 管，瞬时离心。 

2.2. 接头连接 

2.2.1 根据表 4 的比例在新离心管中配制检测所需量的连接反应混合液； 

表 4  连接反应混合液 

试剂 一个反应标准量 

接头连接缓冲液 33μL 

连接酶 2μL 

总体积 35μL 

 

2.2.2 向步骤 2.1.3 的 PCR 管中分别加入 15μL 标签接头 1-96（每个样本一个标

签接头）以及 35μL 连接反应混合液，漩涡振荡器上充分混合后瞬时离心，置于

PCR 仪上 23℃孵育 20min，冷却至 4℃保持。反应结束后取出 PCR 管，瞬时离

心； 

2.2.3 将连接后的产物转移至装有 40µL 磁珠的离心管中，置于漩涡振荡器上充分

混合，室温静置 5min，瞬时离心后置于磁力架 3min 至溶液澄清，弃上清液； 

2.2.4 向步骤 2.2.3 的离心管中加入 200µL 75%乙醇，吹打 5-6 次，置于磁力架

3min 至溶液澄清，弃上清液； 

2.2.5 重复 2.2.4 一次，室温静置 2min，从磁力架上取下离心管；  

2.2.6 加入 25µL 洗脱缓冲液，漩涡振荡器上充分混合，室温静置 5min，瞬时离

心，置于磁力架 3min 至溶液澄清，取 23µL 上清液于新 PCR 管中。 

2.3. PCR 扩增 

2.3.1 根据表 5 的比例在新离心管中配制检测所需量的 PCR 反应混合液； 

表 5  PCR 反应混合液 
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试剂 一个反应标准量 

PCR 反应液 25μL 

PCR 引物 2μL 

总体积 27μL 

2.3.2 向步骤 2.2.6 的 PCR 管中加入 27µL PCR 反应混合液，漩涡振荡器上充分

混合，瞬时离心，运行表 6 的 PCR 反应程序； 

表 6  PCR 反应程序 

温度 时间 循环数 

95℃ 3min 1 

98℃ 15s 

7 56℃ 15s 

72℃ 30s 

72℃ 5min 1 

4℃ 保持 1 

 

2.3.3 反应结束后取出 PCR 管，瞬时离心，进行下一步产物纯化；若不能及时进

行下一步操作，则将样本取出 4℃暂存，-20℃长期保存； 

2.3.4 将 PCR 扩增后的产物加入到分装有 25µL 磁珠的离心管中，漩涡振荡器上

充分混合，室温静置 5min，瞬时离心，置于磁力架 3min 至溶液澄清，吸取上清

至新的离心管中； 

注意：步骤 2.3.4 保留上清，丢弃磁珠。 

2.3.5 向步骤 2.3.4 的离心管中加入 25µL 磁珠，漩涡振荡器上充分混合，室温静

置 5min，瞬时离心，置于磁力架 3min 至溶液澄清，丢弃上清，保留磁珠； 

2.3.6 向步骤 2.3.5 的离心管中加入 200µL 75%乙醇，吹打 10 次，置于磁力架 3min

至溶液澄清，弃上清液； 

2.3.7 重复步骤 2.3.6 一次，室温晾干或 40℃温浴至磁珠表面无反光，从磁力架上

取下离心管； 

2.3.8 加入 25µL 洗脱缓冲液，置于漩涡振荡器上充分混合，室温静置 5min，瞬

时离心，置于磁力架 3min 至溶液澄清，取 23µL 上清液于新 PCR 管中。 

2.3.9 使用 Qubit 荧光定量仪或酶标仪及配套试剂（或其他同等类型仪器、配套
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试剂）对步骤 2.3.8 所得的 PCR 扩增反应后的产物（即文库）进行浓度测定，以

文库浓度≥2ng/μL 为合格标准。若满足文库合格标准，则文库出库，可进行下步

测序反应；若不满足文库合格标准，则认为建库失败，需重新建库。  

3. 测序反应 

推荐使用华大生物科技（武汉）有限公司生产的“测序反应通用试剂盒（联

合探针锚定聚合测序法）”（医疗器械备案凭证编号：鄂汉械备20160193号）或

“测序反应通用试剂盒（联合探针锚定聚合测序法）”（医疗器械备案凭证编号：

鄂汉械备20190039号）进行测序反应，严格按照说明书操作。 

4. 数据分析 

使用染色体非整倍体和拷贝数变异检测软件（KY-100K-1、KY-100K-2）（医

疗器械注册证编号： ）进行数据分析，严格按照说明书操作。 

【阳性判断值】  

染色体非整倍体和片段缺失变异采用检测值（Copy Ratio，CR）的数值范围

进行阳性判断， CR 为检出染色体拷贝数的归一化。 

（1）13、18、21、X（女性）染色体非整倍体阳性参考区间：CR≤0.95 或

CR≥1.05。 

CR≤0.95 判定为对应染色体单体阳性；其中，0.7<CR≤0.95 提示存在嵌合； 

CR≥1.05 判定为对应染色体三体阳性；其中，1.05≤CR<1.30 提示存在嵌合； 

（2）XXY、XYY 阳性参考区间：CR≥1.20；其中，1.20≤CR<1.60 提示存在

嵌合。 

（3）5 种染色体片段缺失阳性参考区间：CR≤0.85；其中，0.70<CR≤0.85 提

示存在嵌合。 

疾病匹配规则如下表所示： 

检测疾病 匹配规则 

染色体 4p16.3 缺失综合征

（Wolf-Hirschhorn 综合征） 
缺失区段与 chr4:331568-2010962 区域重合度≥70% 

染色体 22q11.2 缺失综合征

（DiGeorge 综合征） 

缺 失 区 段 至 少 包 含 TBX1 基 因 (chr22:19744226-

19754855)的部分编码区或剪切区域 

Cri du Chat 综合征 
缺失区段包含完整 CTNND2 基因（ chr5:10971952-

11904110）或完整 TERT 基因（chr5:1253287-1295162），
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且 CNV＞560 kb 

染色体 7q11.23 缺失综合征

（Williams-Beuren 综合征） 
缺失区段包含完整 ELN 基因（chr7:73442427-73484236） 

Angelman综合征/Prader-Willi

综合征 

缺失区段包含 UBE3A 基因（chr15:25582396-25684175）

部分的编码区或剪切区域，或完整 NDN 基因

（ chr15:23930554-23932450 ）或完整 SNRPN 基因

（chr15:25101698-25223729），且 CNV＞4M 

 

【检验结果的解释】 

1. 质量控制 

（1） 每次检测结果应同时满足：阴性对照品检测结果为“未检出检测范围内的

异常”，阳性对照品 1 检测结果为“21 三体阳性”，阳性对照品 2 检测结果为“染色

体 7q11.23 缺失综合征（Williams-Beuren 综合征）阳性”，否则检测结果视为无

效，需重新检测。 

（2） 单样本的数据量要求唯一比对的序列数（Unique Reads，UR）不低于 20M，

当 UR<20M 时，表明数据量不足，判定为检测失败，需重新检测。 

（3） 唯一比对序列的 GC 含量统计范围为 38%~43%，当 GC 含量超出范围

38%~43%时，表明 GC 含量异常，判定为检测失败，需重新检测。 

（4） 各染色体序列数的归一化值的波动系数 CV 应小于等于 0.1，当波动系数

CV>0.1 时，表明数据波动，判定为检测失败，需重新检测。 

2. 结果判定 

检测疾病 
阳性参考

区间 
结果判定 备注 

13 号染色体非

整倍体 

CR≤0.95 
13 号染色体单体阳性； 

当 0.70<CR≤0.95，提示存在嵌合 
/ 

CR≥1.05 
13 号染色体三体阳性； 

当 1.05≤CR<1.30，提示存在嵌合 
/ 

18 号染色体非

整倍体 

CR≤0.95 
18 号染色体单体阳性； 

当 0.70<CR≤0.95，提示存在嵌合 
/ 

CR≥1.05 
18 号染色体三体阳性； 

当 1.05≤CR<1.30，提示存在嵌合 

21 号染色体非

整倍体 

CR≤0.95 
21 号染色体单体阳性； 

当 0.70<CR≤0.95，提示存在嵌合 
/ 

CR≥1.05 21 号染色体三体阳性； / 
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当 1.05≤CR<1.30，提示存在嵌合 

X0 CR≤0.95 
X0 阳性； 

当 0.70<CR≤0.95，提示存在嵌合 
当 X0 /XXX /XXY 

/XYY 四种疾病中至

少有一个结果为阳

性或嵌合时，其他三

种疾病的 CR 为“-”； 

XXX CR≥1.05 
XXX 阳性； 

当 1.05≤CR<1.30，提示存在嵌合 

XXY CR≥1.20 
XXY 阳性； 

当 1.20≤CR<1.60，提示存在嵌合 

XYY CR≥1.20 
XYY 阳性； 

当 1.20≤CR<1.60，提示存在嵌合 

染色体4p16.3缺

失综合征（Wolf-

Hirschhorn 综合

征） 

CR≤0.85 

染色体 4p16.3 缺失综合征（Wolf-

Hirschhorn 综合征）阳性； 

当 0.70<CR≤0.85，提示存在嵌合 

/ 

染色体 22q11.2

缺 失 综 合 征

（DiGeorge综合

征） 

CR≤0.85 

染 色 体 22q11.2 缺 失 综 合 征

（DiGeorge 综合征）阳性； 

当 0.70<CR≤0.85，提示存在嵌合 

/ 

Cri du Chat 综合

征 
CR≤0.85 

Cri du Chat 综合征阳性； 

当 0.70<CR≤0.85，提示存在嵌合 
/ 

染色体 7q11.23

缺 失 综 合 征

（ Williams-

Beuren 综合征） 

CR≤0.85 

染 色 体 7q11.23 缺 失 综 合 征

（Williams-Beuren 综合征）阳性； 

当 0.70<CR≤0.85，提示存在嵌合 

/ 

Angelman 综合

征 /Prader-Willi

综合征 

CR≤0.85 

Angelman 综合征/Prader-Willi 综合

征阳性； 

当 0.70<CR≤0.85，提示存在嵌合 

/ 

 

【检验方法的局限性】 

1. 本试剂盒的检测结果仅供临床参考，不能作为诊断的唯一依据。对患者的临

床诊断应结合临床金标准结果以及其症状/体征、病史等情况综合考虑； 

2. 本试剂盒适用于需进行产前诊断的孕妇羊水样本检测，不适用于其它样本检

测； 

3. 本检测不适用于单绒毛膜单羊膜囊双胎、染色体高度重复、高度固缩区域的

染色体异常和拷贝数变异（如着丝粒、端粒区、以及近着丝粒与端粒区域等）、

易位（如罗伯逊易位）、倒位、单亲二倍体、低比例嵌合体、点突变和小于 100Kb

的拷贝数变异等情况的检测，均有可能导致假阳性或假阴性结果；  

4. 孕妇羊水样本采集过程中可能存在母体本身 DNA 的污染，为尽量减少可避

免的干扰因素，建议严格按样本采集要求进行样本采集； 

5. 样本采集、运输及处理不当、未按说明书操作均有可能导致假阳性或假阴性

结果，因此在样本采集、保存、运输中需遵循以下原则： 
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1) 禁止将样本在室温状态下运输； 

2) 运输过程中容器应包装于有缓冲填塞物的硬纸盒或硬塑箱内，避免挤

压、跌落，以免容器破裂、开盖，样本污染。 

【产品性能指标】 

1. 参考品检测 

（1）准确性 

检测试剂盒范围内的染色体非整倍体国家阳性参考品或经标化的企业阳性

参考品（P1~P7），结果均为相应的染色体非整倍体。 

检测试剂盒范围内的微缺失微重复国家阳性参考品或经标化的企业阳性参

考品（P8~P20），结果均为相应的染色体片段缺失，且缺失区域与对照方法检测

缺失区域的交叠区域均在对照方法检测缺失区域的80%~100%范围内。 

（2）特异性 

检测试剂盒范围外的国家阳性参考品、国家阴性参考品或经标化的企业阴性

参考品（N1~N10），结果均为未检出试剂盒范围内的染色体非整倍体和片段缺失。 

（3）检测限 

DNA总量不高于30ng条件下，检测试剂盒范围内的国家阳性参考品或企业

阳性参考品（P1~P12），结果均为相应的染色体非整倍体和片段缺失。DNA总量

不高于30ng条件下，检测嵌合度20%的L1-L5，嵌合度30%的L6-L12共12份企业检

测限参考品，结果均为相应的染色体非整倍体和片段缺失。 

（4）重复性 

重复检测经标化的企业阳性参考品P3、P4、P12各10次，结果均为相应的染

色体非整倍体和片段缺失。重复检测经标化的企业阴性参考品N1 10次，结果应

均为未检出试剂盒检测范围内的染色体非整倍体和片段缺失。 

（5）批间差 

使用三个不同批次试剂盒检测重复性参考品P3、P4、P12各10次，结果均为

相应的染色体非整倍体和片段缺失。使用三个不同批次试剂盒检测重复性参考

N1各10次，结果均为未检出试剂盒范围内的染色体非整倍体和片段缺失。 

2. 干扰物质 

羊水样本中含有尿素浓度≤2mg/mL、肌酐浓度≤0.2mg/mL、氯化钠浓度
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≤4mg/mL、甘油三酯浓度≤60 mg/L、尿酸浓度≤0.2mg/mL、血红蛋白浓度≤10 

mg/mL时，对本试剂盒建库和检测结果无影响。 

3. 母体细胞污染 

母体细胞污染浓度不高于30%时，不影响该试剂盒对染色体非整倍体和片段

缺失的检测。 

4. 分析特异性 

验证了试剂盒检测范围以外的染色体异常样本（T7、T15、1q21.1del、

2p23.1del、2p22.3dup、2q36.3dup、5p15.2del、6q23.3dup、13q32.1del、13q31.1dup、

15q11.2dup、17q11.2dup、17p12del、18q12.1del、18p11.21dup、21q22.12del、

21q22.3dup、22q11.21del 、Xq27.3del、Xp22.31dup、Yq11.223del、Yq11.223dup），

包括检测范围内的非整倍体所在染色体的片段缺失、重复样本，检测范围内的染

色体片段缺失所在染色体的非整倍体样本，和不在检测范围内染色体上的非整倍

体及片段缺失、重复样本，均未检出检测范围内的异常，不影响该试剂盒的分析

性能。 

5. 检测限 

“基因组DNA浓度1.5ng/µL（最低基因组DNA投入量为30ng）水平的20%嵌合

度”为本试剂盒对13、18、21、 X（女性）染色体非整倍体的最低检测限；“基因

组DNA浓度1.5ng/µL（最低基因组DNA投入量为30ng）水平的30%嵌合度”为本

试剂盒对XXY、XYY和5种染色体片段缺失的最低检测限。 

6. 精密度 

两位实验员每天上午、下午分别采用3批试剂盒对阴性、强阳性、临界阳性

样本各检测一次，重复20天；另两位实验员在不同实验室使用不同仪器，每天采

用1批试剂盒对阴性、强阳性、临界阳性样本各检测一次，重复20天。结果显示

符合率为100%。本试剂盒批内/批间、日内/日间、不同地点、不同操作者之间的

精密度性能良好，试剂性能稳定。 

7. 与临床产前诊断金标准及CMA检测结果的比较 

采用本试剂盒对染色体非整倍体异常样本、不同片段大小和不同嵌合比例的

染色体片段缺失样本进行检测，与核型分析结果（金标准）或CMA结果比较，阳

性符合率为100%，阴性符合率为100%，检测总符合率为100%，Kappa系数为1.00，
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表明与临床已知检测结果相比具有很好的一致性。 

8. 临床试验 

本产品在临床试验机构一共完成1377例，与临床参考方法进行对比研究。针

对染色体非整倍体变异，与核型分析比较，灵敏度99.25%，特异度100%；针对染

色体片段缺失的检测，与染色体微阵列分析（CMA）比较，灵敏度100%，特异

度100%。 

【注意事项】 

1. 本产品仅用于体外诊断； 

2. 临床实验室应严格按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》（卫办

医政发〔2010〕194 号）等有关分子生物学实验室、临床基因扩增实验室的管

理规范执行； 

3. 不同批次组分严禁混用； 

4. 该试剂盒预期与说明书所推荐的仪器和材料一起使用，其他仪器和材料与本

试剂盒一起使用的情况尚未得到验证； 

5. 所有试剂从规定的存储环境中取出时，按照要求使用，使用前试剂应摇匀； 

6. 样本转移至新离心管时应检查确认标记名称一致； 

7. 所有样本及试剂应避免直接接触皮肤和眼睛，切勿吞咽，一旦发生这种情况

立即用大量清水冲洗并及时到医院就诊； 

8. 检测中所用的离心管、移液器枪头必须保证无脱氧核糖核酸酶活性；所有样

本和各种废弃物均视为有潜在的污染，应按污染物进行处理； 

9. 检验步骤中配制表均为标准用量，在配制时须考虑损耗； 

10. 请严格按照说明书规定的操作步骤进行操作。 
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