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　　［摘要］　目的　运用快速检测绒毛染色体拷贝数变化的方法探讨复发性流产查因途径。方法　对６０例反复自然流产病例

的绒毛样本（孕１３周前）分别进行多重ＤＮＡ拷贝数（ＣＮＶｐｌｅｘ）和荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术检测，所有样本同时行绒毛培养核型

分析验证。结果　４８例培养成功的复发性流产病例，染色体异常率为６０．４２％。其中４８例ＣＮＶｐｌｅｘ检测结果与核型分析相一

致：包括２０例染色体正常者、２３例常染色体三体，３例三倍体和２例４５，ＸＯ（Ｔｕｒｎｅｒ综合征）；而ＦＩＳＨ检测结果中与核型分析结

果相符的只有３８例。对于非嵌合体和非结构异常样本，两种方法与细胞遗传学核型分析结果符合率分别为１００％（ＣＮＶｐｌｅｘ）和

７９．１７％（ＦＩＳＨ）。结论　应用ＣＮＶｐｌｅｘ联合短串联重复序列（ＳＴＲ）技术可检测绒毛染色体拷贝数及检测５Ｍｂｐ以上的重复和

缺失异常，利于分析流产病因。
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　　自然流产是妇产科的常见病、多发病之一，发生率达全部

妊娠的１５％，近年有上升趋势。其原因众多，涉及遗传、解剖、

免疫、内分泌、感染、环境及其他未知因素等［１］。遗传因素尤其

是染色体异常通常被认为是最常见的自然流产病因，研究证

实，孕早期自然流产染色体异常发生率达５０％～６０％
［１２］，其

中多数为染色体数目异常［３６］。因此对早期停育胚胎进行染色

体分析十分重要。核型分析虽被认为是判断染色体结果的金

标准，但从培养的绒毛细胞获取核型结果需时较长，且有一定

的失败率。现今多种方法如ＰＣＲ或ＦＩＳＨ可用于检测染色体

非整倍体异常［７］，其他诸如 ＱＦＰＣＲ、ＮＧＳ、ＣＭＡ等虽都有不

需细胞培养和快速诊断的优势［２，８９］，但尚缺乏兼具低成本、高

效、应用范围广的分子检测技术。本研究选用多重ＤＮＡ拷贝

数（ＣＮＶｐｌｅｘ）联合短串联重复序列（ＳＴＲ）技术针对复发性流

产组织进行２４种染色体的拷贝数检测，通过两种方法的阳性

符合率比较，旨在探讨ＣＮＶｐｌｅｘ联合ＳＴＲ技术在流产组织染

色体快速诊断中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１４－２０１５年经超声诊断胚胎停止发

育在本院行清宫手术的孕妇６０例，患者平均年龄３０．５岁，排

除全身性感染、外力、负重等因素。孕龄为４８～９１ｄ。清宫手

术时无菌采集绒毛组织约１０ｇ，显微镜下挑选绒毛５０ｍｇ左

右，经处理分别按ＣＮＶｐｌｅｘ技术及荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）法检

测，所有样本同时进行绒毛细胞核型分析。

１．２　方法

１．２．１　绒毛细胞培养法　无菌采取清宫术标本放入无菌杯

中，按标准方法［１０］用无菌生理盐水洗涤后，于显微镜下挑取优
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质绒毛组织，切成碎片，接种于羊水培养基的培养瓶中，置３７

℃，５％ＣＯ２培养箱培养。静置６～７ｄ后，在倒置显微镜下观

察，见到梭形细胞克隆后给予换液；继续培养２～３ｄ，当出现较

多圆形细胞时给予收获。

１．２．２　染色体制备与核型分析　将秋水仙素（１０ｇ／ｍＬ）加入

培养瓶中继续培养４ｈ后弃培养液，加入低渗液进行低渗处理

２０ｍｉｎ，再进行预固定、固定、制片，８０℃老化２ｈ。常规Ｇ显

带、姬姆萨染色。镜下计数２０个核型。分析５个显带良好分

裂相，嵌合体则增加中期相计数。

１．２．３　ＦＩＳＨ 检测　ＦＩＳＨ 根据１３、１６、２１、２２号染色体的单

一序列探针，１８，Ｘ，Ｙ着丝粒探针来分析分裂中期的绒毛染色

体。根据说明书进行杂交、洗涤、复染、荧光显微镜分析。７种

不同的染色体荧光信号被用来分析每个样本的１００个细胞，按

操作规范进行结果分析。

１．２．４　ＣＮＶｐｌｅｘ和ＳＴＲ检测　（１）样本ＤＮＡ提取：按常规

提取方式对绒毛样本进行 ＤＮＡ 提取（浓度不能低于 ２０

ｎｇ／μＬ）；（２）连接反应：各反应管加入总量１５０ｎｇ的相应体积

的ＤＮＡ样本，灭菌蒸馏水补至８μＬ，阴性对照加８μＬ洗脱

液。按说明书配制预混合液体系：混匀后每管分装１２μＬ到反

应孔中，置ＰＣＲ仪上（ＡＢＩ２７２０ＰＣＲ仪）进行如下反应：９８℃

２ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６０℃３ｈ５个循环；６０℃保存。连接反应共

１５ｈ，反应结束后加入１０μＬ“终止液”终止反应并混匀；（３）连

接产物多重荧光ＰＣＲ扩增：对连接探针产物，进行多重ＰＣＲ

扩增。按说明书配制预混合液体系：混匀后每管分装１９μＬ，

加入１μＬ连接产物，置ＰＣＲ仪上进行扩增：９５℃５ｍｉｎ；５×

（９４℃２０ｓ，６２℃１℃／ｃｙｃｌｅ４０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ）；９４℃２０ｓ，

５７℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，２７个循环；６８℃１ｈ；保存于４℃；

（４）扩增产物荧光毛细管电泳分离：取１μＬ扩增产物稀释液与

０．１μＬＬＩＺ５００，８．９μＬＨｉＤｉ混匀，９５℃变性５ｍｉｎ后置ＡＢＩ

测序仪（ＰＲＩＳＭ３１３０ＸＬ）检测。数据由 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒＩＤ４．０

（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），ＣＮＶｐｌｅｘＣｏｎｖｅｒｔｅｒ（ＧｅｎｅＳｋｙ）及ＣＮＶ

Ｒｅａｄｅｒ１．０（ＧｅｎｅＳｋｙ）软件自动分析；（５）拷贝数计算；（６）结

果判断：如果连续５个以上目标区的拷贝数值为０．８～１．２，代

表１个ＣＮＶ拷贝；１．７５～２．２５代表２个ＣＮＶ拷贝；２．７～３．３

代表３个ＣＮＶ拷贝；３．６～４．４代表４个ＣＮＶ拷贝。如果连

续３个以上目标区的拷贝数值偏离正常拷贝数，并且至少２个

检测值的拷贝数为１，则这些探针决定区域判定为缺失（０～

０．１或０．８～１．２）或重复（２．７～３．３）。如果一染色体上至少连

续３个探针的拷贝数值在２．２５～２．７，则提示可能为嵌合体或

母血污染样本。（８）ＳＴＲ检测：选取染色体２、４、５、７、８、１０、

１１、１２、１３、１５、１６、１８、Ｘ，Ｙ上高杂合度的１７个位点设计引物，

对母血及绒毛组织样本分别进行１７个ＳＴＲ位点的检测，同时

对１７个多重荧光ＰＣＲ产物进行毛细管电泳分析，通过比较检

测到的两者位点来源判断绒毛组织有无母血污染。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计处理，计数

资料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　核型分析结果　在６０例绒毛培养病例中，培养成功率

８０％（４８／６０），其中阳性率为６０．４２％ （２９／４８），异常结果中，最

常见的是１６（２０．６９％），２１（１３．７９％），２２（１０．３４％）号三体，

三倍体 （１０．３４％）；其次为Ｘ单体，１５，１３三体（均为６．９％）；

最少见的是３，７，１０，１１，１２，和２０号三体。同时笔者发现２例

常染色体三体同时伴有９号臂间倒位；１例１２三体伴有８号

染色体短臂末端缺失，见表１。

表１　　应用ＣＮＶｐｌｅｘ，ＦＩＳＨ和核型分析检测的胎儿染色体结果

样本号 绒毛核型结果 ＣＮＶｐｌｅｘ结果 ＦＩＳＨ检测结果
ＣＮＶｐｌｅｘ与核型

结果符合率（％）

ＦＩＳＨ与核型

结果符合率（％）

１～１９ ４６，ＸＹ／４６，ＸＸ ４６，ＸＹ／４６，ＸＸ ｎｏｒｍａｌ １００ １００

２０ ４６，ＸＸ ４６，ＸＸ（８ｐ２３．１：ｄｅｌ；８ｑ２４．１３：ｄｕｐ） ｎｏｒｍａｌ １００（数目一致） １００

２１ ４７，ＸＹ，＋１６ ４７，ＸＹ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２２ ４７，ＸＹ，＋１６ ４７，ＸＹ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２３ ４７，ＸＹ，＋１６ ４７，ＸＹ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２４ ４７，ＸＸ，＋１６ ４７，ＸＸ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２５ ４７，ＸＸ，＋１６ ４７，ＸＸ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２６ ４７，ＸＸ，＋１６ ４７，ＸＸ，＋１６ Ｔｒｉｓｏｍｙ１６ １００ １００

２７ ４７，ＸＸ，＋２１ ４７，ＸＹ，＋２１ Ｔｒｉｓｏｍｙ２１ １００ １００

２８ ４７，ＸＹ，＋２１ ４７，ＸＹ，＋２１ ４６，ＸＹ，６０％／４７，ＸＹ，＋２１，４０％ １００ 部分

２９ ４７，ＸＸ，＋２１ ４７，ＸＸ，＋２１ Ｔｒｉｓｏｍｙ２１ １００ １００

３０ ４７，ＸＸ，＋２１ ４７，ＸＸ，＋２１ Ｔｒｉｓｏｍｙ２１ １００ １００

３１ ４７，ＸＸ，＋２２ ４７，ＸＸ，＋２２ Ｔｒｉｓｏｍｙ２２ １００ １００

３２ ４７，ＸＹ，＋２２ ４７，ＸＹ，＋２２ Ｔｒｉｓｏｍｙ２２ １００ １００

３３ ４７，ＸＹ，＋２２ ４７，ＸＹ，＋２２ Ｔｒｉｓｏｍｙ２２ １００ １００

３４ ４５，Ｘ ４５，Ｘ ４５，Ｘ １００（数目一致） １００

３５ ４５，Ｘ ４５，Ｘ ４５，Ｘ １００ １００

３６ ６９，ＸＸＹ ６９，ＸＸＹ ６９，ＸＸＹ １００ １００

３７ ６９，ＸＸＸ ６９，ＸＸＸ ６９，ＸＸＸ １００ １００

３８ ６９，ＸＸＸ ６９，ＸＸＸ ６９，ＸＸＸ，４０％／４６，ＸＸ，６０％ １００ 部分
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续表１　　应用ＣＮＶｐｌｅｘ，ＦＩＳＨ和核型分析检测的胎儿染色体结果

样本号 绒毛核型结果 ＣＮＶｐｌｅｘ结果 ＦＩＳＨ检测结果
ＣＮＶｐｌｅｘ与核型

结果符合率（％）

ＦＩＳＨ与核型

结果符合率（％）

３９ ４７，ＸＸ，＋１３ ４７，ＸＸ，＋１３ Ｔｒｉｓｏｍｙ１３ １００ １００

４０ ４７，ＸＹ，＋１３，ｉｎｖ（９） ４７，ＸＹ，＋１３ Ｔｒｉｓｏｍｙ１３ １００（数目一致） １００（数目一致）

４１ ４７，ＸＸ，＋１５ ４７，ＸＸ，＋１５ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４２ ４７，ＸＹ，＋１５ ４７，ＸＹ，＋１５ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４３ ４７，ＸＹ，＋３ ４７，ＸＹ，＋３ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４４ ４７，ＸＸ，＋１１ ４７，ＸＸ，＋１１ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４５ ４７，ＸＹ，＋２０ ４７，ＸＹ，＋２０ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４６ ４７，ＸＸ，＋１０ ４７，ＸＸ，＋１０ ｎｏｒｍａｌ １００ ０

４７ ４７，ＸＹ，＋７，ｉｎｖ（９） ４７，ＸＹ，＋７ ｎｏｒｍａｌ １００（数目一致） ０

４８ ４７，ＸＹ，＋１２，８ｐｔｅｒ ４７，ＸＹ，＋１２；（８ｐ２３．３：ｄｅｌ；１８ｐ１１．２１：ｄｕｐ） ｎｏｒｍａｌ １００（数目一致） ０

异常率（％） ５８．３３ ６０．４２ ４１．６７ １００（数目一致） ７９．１７ａ

　　：由ｍｉｎｉＳＴＲａｓｓａｙ检测到的母血污染样本；ａ：χ
２＝１１．１６，犘＜０．０１，与ＣＮＶｐｌｅｘ比较。

２．２　ＦＩＳＨ检测结果　在４８例培养成功的绒毛样本中，ＦＩＳＨ

检测成功率（１００％）。其中包括６例１６三体，４例２１三体，３

例２２三体，３例三倍体，１３三体和Ｘ染色单体各２例，以及２８

例整倍体。与核型分析结果比较，ＦＩＳＨ 检测的异常率为

４１．６７％（２０／４８），另外８例三体征样本由于ＦＩＳＨ探针的限制

未能检出。ＦＩＳＨ 检出两例嵌合体（４６，ＸＹ，６０％／４７，ＸＹ，＋

２１，４０％；６９，ＸＸＸ，４０％／４６，ＸＸ，６０％），但最后被核型分析排

除。与核型分析结果相比，ＦＩＳＨ检测总的符合率为７９．１７％

（３８／４８）。

２．３　ＣＮＶｐｌｅｘ检测结果　ＣＮＶｐｌｅｘ检测和核型分析获得了

４７个样本的一致结果，包括１９例正常整倍体，２３例常染色体

三体，３例三倍体，２例Ｘ染色单体。此外，ＣＮＶｐｌｅｘ还检出了

１例１２三体伴８ｐ２３．１：ｄｅｌ（３４Ｍｂｐ）；１８ｐ１１．２１：ｄｕｐ（６Ｍｂｐ），

见图１。１例４６，ＸＸ伴８ｐ２３．１：ｄｅｌ（５Ｍｂｐ）；８ｑ２４．１３：ｄｕｐ（７

Ｍｂｐ），但这２例重复和缺失没有全部被核型分析所检出。在

ＣＮＶｐｌｅｘ方法中，在染色体数目异常的结果符合率为１００％。

同时，联合ＳＴＲ检测两例绒毛样本被证实有母血污染，见表

１，图２，３。综上，ＣＮＶｐｌｅｘ对绒毛样本的检测成功率为１００％，

结果异常率为６０．４２％ （２９／４８）。

图１　　病例４７，ＸＹ，＋１２；（８ｐｄｅｌ；１８ｐｄｕｐ）的

ＣＮＶｐｌｅｘ拷贝数检测结果示意图

　　ＳＴＲ对Ｄ７Ｓ８２０位点的分型检测提示该绒毛样本的双等位基因

Ａ１１，Ａ９分别遗传其父母。

图２　　ＳＴＲ检测的无母血污染的样本

　　ＳＴＲ对Ｄ１３Ｓ３１７位点的分型检测示该绒毛样本一等位基因 Ａ１１

系遗传其父亲，而另外与其母相同的 Ａ８，Ａ１２等位基因均在绒毛中检

测到，含母血污染。

图３　　ＳＴＲ检测的有母血污染的样本

３　讨　　论

　　ＣＮＶｐｌｅｘ高通量基因拷贝数检测技术（以下简称 ＣＮＶ

ｐｌｅｘ技术）是在多重连接探针扩增技术（ＭＬＰＡ）基础上改进的

一个新技术，它与 ＭＬＰＡ比较，优势在于探针分布广，ＣＮＶ

ｐｌｅｘ每条染色体设计５～８个探针，２４种染色体共计１７０个探

针，保证了染色体覆盖的广度和深度，同时配以质控探针，使检

测结果更精准，其操作更简便，快捷，通量高。该技术除可检测

２４种染色体数目异常，还可检测５Ｍｂｐ以上的缺失或重复，同

时对可疑母血污染的绒毛及母血样本的ＤＮＡ采用ＳＴＲ技术

可检测个体识别位点而明确样本是否受母血干扰，也可检出比

较基因组杂交（ＣＧＨ）技术不能检出的多倍体异常。准确的遗

传学检测可减少异常流产患者不必要的额外检查，减轻其心理

压力［１１１２］。比较本研究两种方法与核型分析结果的符合率

［（７９．１７％（ＦＩＳＨ）狏狊．１００％ （ＣＮＶｐｌｅｘ）］，对于非嵌合体和非

结构异常样本，本研究结果显示ＣＮＶｐｌｅｘ技术可快速、准确地

检测所有染色体数目异常，与ＦＩＳＨ技术相比显得更有效（犘＜

０．０１）。虽然ＦＩＳＨ技术可通过分析更多细胞对嵌合体提供较

传统核型分析更精确的估计［１３］，但本研究采用的ＦＩＳＨ 探针

仅能检出７种染色体异常，且无法排除母血污染。经ＦＩＳＨ检

测出的两例嵌合体４６，ＸＹ，６０％／４７，ＸＹ，＋２１，４０％和６９，

ＸＸＸ４０％／４６，ＸＸ，６０％，最终由核型分析分别验证为４７，ＸＹ，

＋２１和６９，ＸＸＸ，该结果由ＳＴＲ检测发现为母血污染所致。

对于ＦＩＳＨ技术，尽管对于１３，１６，１８，２１，２２三体，Ｘ单体，三

倍体等数目异常的检测灵敏度是１００％，但如不加以核型分

析，会有２８．６％的数目异常病例漏检。如需检测所有染色体，
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将极大增加 ＦＩＳＨ 探针的试验成本，也不适于临床的广泛

应用。

虽然细胞遗传学核型检查是诊断的金标准，能在较低分辨

率下分析所有染色体的数目和结构异常，但由于流产绒毛的性

状问题等有较高的培养失败率 ［８，１４］，易出现漏诊。核型分析

可检测平衡重排如易位、倒位等结构异常，本研究虽发现２例

常染色三体伴９号染色体臂间倒位，但臂间倒位并非异常流产

的主要原因，因而不影响ＣＮＶｐｌｅｘ技术在产前检测绒毛染色

体异常的临床应用。此外，ＣＮＶｐｌｅｘ发现两例缺失、重复异常

（片段大小５～７ Ｍｂｐ），其中１例为４６，ＸＸ：８ｐ２３．１：ｄｅｌ（５

Ｍｂｐ）；８ｑ２４．１３：ｄｕｐ（７Ｍｂｐ），查询ＯＭＩＭ 和Ｄｅｃｉｐｈｅｒ基因数

据库，８ｐ２３．１区域包含ＧＡＴＡ４基因，文献报道该基因的拷贝

数异常可能影响胎儿心脏发育和导致胚胎停育［１５］。对该病

例，虽没有染色体数目异常，但该区域缺失很可能是引起胚胎

停育的主要因素。该异常在核型分析由于分辨率低而未能检

出。因而，ＣＮＶｐｌｅｘ技术除了无需细胞培养、可快速检测所有

染色体数目异常，还能检测核型分析无法检出的５Ｍｂ左右的

结构异常，可潜在地作为替代侵入性核型分析的一种产前诊断

胚胎染色体异常的检测技术。

近年来，产前检测胎儿非整倍体疾病的分子诊断技术陆续

涌现，如Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台、ＡＣＧＨ、染色体微阵列分析技术

（ＣＭＡ）
［１６１８］。虽然这些方法有较高的分辨率和准确度，但其

检测成本远高于ＣＮＶｐｌｅｘ，此外，这些方法对生物信息学分析

有着较高要求，且 ＡＣＧＨ无法检测三倍体。而 ＱＦＰＣＲ也可

检测主要的三体征［８，１９］，并能对产前样本的母血污染检测作出

初步评估，但它无法检测染色体结构异常。ＣＮＶｐｌｅｘ的结果

就非整倍体而言与核型分析结果都相一致，显示了在流产绒毛

遗传检测中的良好诊断价值。但其不足之处是无法判断绒毛

组织嵌合体样本的比例，这可通过核型分析进一步明确。

本研究显示复发性流产胚胎的非整倍体比例为６０．４２％，

其中三体征最常见，占比７９．３％（２３／２９），与之前的报道相

符［６，２０］，其次为三倍体１０．３％（３／２９），单体征６．９％ （２／２９）。

对于染色体异常的咨询意见：对绒毛染色体数目异常，多数研

究已报道为受精卵形成过程中染色体不分离所致，如双亲染色

体正常，在排除内分泌、免疫、感染、解剖因素后，可在优生指导

下自然受孕，如反复出现流产，可采取胚胎植入前诊断来筛选

正常胚胎；对于胚胎染色体结构异常者，可进一步检查双亲，从

而明确胚胎染色体结构异常的遗传来源，再根据双亲染色体结

果对下次受孕进行咨询指导。而对于染色体正常样本，其病因

可能与接触有害物质等环境因素有关［２１，２２］，或由某些特定基

因的多态性或基因的插入／缺失导致［２３２５］。这些亚显微结构

的遗传学病因，需应用 ＰＣＲＲＦＬＰ或基于单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）的微阵列分析技术进一步加以明确
［２５２６］，这有待于我们

进一步探讨。

综上，本研究表明ＣＮＶｐｌｅｘ技术是一种快速、准确、低成

本的可检测流产组织染色体异常的新方法。准确提供遗传学

检查结果不仅可有效减少异常流产患者的心理压力，同时有助

于临床医师进行有效的遗传咨询，在优生遗传学领域有着重要

的应用价值。
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