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111例早期胚胎停育患者绒毛染色体测序分析*

白小青,白 微,周林双,蔡文品△

(浙江中医药大学附属温州中医院检验科,浙江温州
 

325000)

  [摘要] 目的 探讨胚胎停育患者绒毛组织染色体拷贝数变异分布情况及其可能的影响因素。方法 选

择该院2018年4月至2019年10月111例确诊为胚胎停育患者的流产绒毛组织,进行高通量测序,统计总异常

率、染色体数目异常率、拷贝数变异异常率,同时比较分析不同年龄(≥35、<35岁)组间染色体异常检测率的差

异。结果 111例胚胎停育患者中绒毛染色体正常33例(29.73%),染色体异常78例(70.27%)。78例染色

体异常患者中数目异常64例(82.05%),其中染色体三体型有39例(60.94%),嵌合体有9例(14.06%),三倍

体8例(12.50%),四倍体1例(1.56%),X染色体缺失6例(9.38%),三倍体且三体1例(1.56%);14例

(17.95%)染色体结构异常患者中染色体缺失8例(57.14%),染色体重复1例(7.14%),染色体缺失且重复5
例(35.71%)。<35岁组79例患者中染色体异常51例(64.56%),≥35岁组33例患者中染色体异常27例

(81.82%),两组患者染色体异常率比较差异有统计学意义(χ2
 

=4.282,P<0.05)。结论 孕妇染色体数目异

常是早期胚胎停育的主要原因,高龄是胚胎染色体异常的高危因素。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

distribution
 

situation
 

of
 

chromosomal
 

copy
 

number
 

variation
 

in
 

the
 

chorionic
 

tissue
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

embryo
 

damage
 

and
 

its
 

possible
 

influencing
 

factors.Methods One
 

hundred
 

and
 

eleven
 

cases
 

of
 

abortion
 

chorionic
 

tissue
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

embryo
 

damage
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

April
 

2018
 

to
 

October
 

2019
 

were
 

selected
 

to
 

conduct
 

the
 

high
 

throughput
 

sequencing
 

and
 

statistics
 

on
 

the
 

total
 

abnormality
 

rate,chromosome
 

number
 

abnormality
 

rate
 

and
 

copy
 

number
 

mutation
 

anomaly
 

rate,meanwhile
 

the
 

differences
 

of
 

chromosome
 

abnormality
 

detection
 

rate
 

were
 

compared
 

between
 

different
 

age
 

groups
 

(≥35,
<35

 

years
 

old)
 

and
 

analyzed.Results Among
 

111
 

cases
 

of
 

embryo
 

damage,33
 

cases(29.73%)
 

were
 

normal
 

villi
 

chromosome
 

and
 

78
 

cases
 

(70.27%)
 

were
 

chromosomal
 

abnormalities,in
 

which,64
 

cases
 

(82.05%)
 

were
 

chromosome
 

number
 

anomaly,including
 

39
 

cases
 

(60.94%)
 

of
 

trisomy,9
 

cases
 

(14.06%)
 

of
 

mosaicism,8
 

ca-
ses

 

(12.50%)
 

of
 

triploidy,1
 

case
 

(1.56%)
 

of
 

tetraploid,6
 

cases
 

(9.38%)
 

of
 

X
 

chromosome
 

deletion,and
 

1
 

case(1.56%)
 

of
 

triploid
 

with
 

trisomy;among
 

14
 

cases
 

(17.95%)
 

of
 

abnormal
 

chromosome
 

structures,inclu-
ding

 

8
 

cases
 

(57.14%)
 

of
 

chromosome
 

deletion,1
 

case
 

(7.14%)
 

of
 

chromosome
 

duplication,and
 

5
 

cases
 

(35.
71%)

 

of
 

chromosome
 

deletion
 

with
 

duplication.Among
 

79
 

cases
 

in
 

the
 

<35
 

years
 

old
 

group,there
 

were
 

51
 

ca-
ses

 

(64.56%)
 

of
 

chromosomal
 

abnormalities
 

and
 

27
 

cases
 

(81.82%)
 

of
 

chromosomal
 

abnormalities
 

among
 

33
 

cases
 

in
 

the
 

≥35
 

years
 

old
 

group,and
 

the
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant(χ2=
4.282,P<0.05).Conclusion The

 

chromosome
 

number
 

abnormality
 

of
 

pregnant
 

women
 

is
 

the
 

main
 

cause
 

of
 

early
 

embyo
 

damage,and
 

the
 

advanced
 

age
 

is
 

a
 

high
 

risk
 

factor
 

for
 

the
 

embryo
 

chromosomal
 

abnormality.
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aber-
rations;copy

 

number
 

variations(CNVs)
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  胚胎停育是指由于某些原因早期胚胎在12周前

于宫腔内停止发育,近年来临床上该病发病率明显增

加[1]。胚胎停育的原因包括感染、染色体异常、母胎

血型不合、内分泌异常、免疫环境因素等[2-3],其中染

色体异常是引起胚胎停育的主要原因[4]。高通量测

序技术是一种通过对染色体进行全基因组扫描来检

测染色数目和结构异常的技术,其高分辨率及高敏感

性与其他检测技术相比具有很大优势。作者通过分

析本院111例胚胎停育患者流产物绒毛组织染色体

拷贝数变异情况,以为该疾病病因的探索提供一定的

数据基础,现报道如下。
 

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2018年4月至2019年10月在本院以先兆

流产收入住院治疗而发生早期胚胎停育的患者111
例,年龄22~

 

44岁,平均(31.91±4.63)岁。111例

患者均自愿选择高通量测序技术检测流产绒毛染色

体,且患者在此次孕期均已排除支原体、衣原体及优

生五项(TORCH)感染病史,患者均签署知情同意书,
本研究获得医院伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 标本处理

流产绒毛组织经生理盐水反复冲洗漂净后置冰

盒送杭州迪安医学检验中心检测,采用广州达瑞生物

有限公司配套试剂盒,所有操作严格按标准操作流程

进行。

1.2.2 主要仪器

达安基因测序仪DA8600,购自中国中山大学达

安基因股份有限公司。

1.2.3 分析软件及结果解读

利用染色体非整倍体检测数据分析系统进行数

据分析,得到每个测序样本的R值,根据参考范围进

行结果判断。R值是每个样本不同染色体区域是否

存在差异的一个反应指标。它是通过对每个样本中

拷贝数数据进行对数校正,然后使用圆二分法(circu-
lar

 

binary
 

segmentation,CBS)直接对校正后的数据

寻找差异明显的区域,并根据大量正常样本对结果进

行校正,筛选出明确的变异区间,获得1个区域的存

在拷贝数变异(Copy
 

number
 

variations,CNV)
 

的反

应指标。对88例已知拷贝数位点区域的样本进行测

序结果评估,计算假阳性与假阴性,并分析其特异度、
灵敏 度,作 出 受 试 者 工 作 特 征(receiver

 

operating
 

characteristic,ROC)曲线,最后得出正常样本的R值

参考范围为-0.2~0.2,超出该范围则存在CNV。
如果R值在0.1~0.2(或者-0.2~-0.1)的区域为

灰区,即不能准确判断是否存在CNV,R值在-0.1

~到0.1,该区域无CNV,R值高于0.2(或小于-0.
2)则该区域存在CNV。基因CNV的解读遵循美国

医学遗传与基因组学学会(American
 

College
 

of
 

med-
ical

 

genetics
 

and
 

genomics,ACMG)指南,仅对片段大

于
 

100
 

kb
 

的缺失/重复区域进行分析。根据患者年

龄,将样本分为两组,其中,<35岁组79例,≥35岁

组33例。

2 结  果

2.1 染色体异常情况

111例胚胎停育患者中绒毛染色体正常者33例

(29.73%),绒毛染色体异常者78例(70.27
 

%)。78例

绒毛染色体异常患者中数目异常64例(82.05%),染色

体结构异常14例(17.95%)。64例染色体数目异常患

者中,染色体三体型有39例(60.94%),嵌合体有9例

(14.06%),三 倍 体 8 例 (12.50%),四 倍 体 1 例

(1.56%),X染色体缺失6例(9.38%),另检出1例三

倍体且三体(1.56%);14例染色体结构异常患者中,染
色体缺失8例(57.14%),染色体重复1例(7.14%),染
色体缺失且重复5例(35.71%)。64例绒毛染色体数

目异常核型结果,见表1。染色体结构异常为局部染色

体缺失或重复,14例染色体结构异常中检出CNVs
 

18
种,查询基因组良性变异数据库(database

 

of
 

genomic
 

variants,DGV)、基因组拷贝数变异疾病数据库(clinical
 

relevance
 

of
 

genes,ClinGen)、人类基因组结构变异数据

库
 

(database
 

of
 

chromosomal
 

imbalance
 

and
 

phenotype
 

in
 

human
 

using
 

ensembl
 

resource,DECIPHER),11种被

判定为致病性CNVs,3种疑似致病性,4种致病性未

知,见表2。
表1  绒毛染色体数目异常核型统计结果[n(%),n=64]

染色体序号 构成 染色体序号 构成

3号染色体 1(1.56%) 15号染色体 4(6.25%)

4号染色体 2(3.13%) 16号染色体 12(18.75%)

5号染色体 1(1.56%) 20号染色体 2(3.13%)

6号染色体 1(1.56%) 21号染色体 1(1.56%)

8号染色体 2(3.13%) 22号染色体 11(17.19%)

9号染色体 5(7.81%) 7+21号染色体 1(1.56%)

10号染色体 1(1.56%) X染色体 8(12.5%)

12号染色体 1(1.56%) 多倍体 10(15.63%)

14号染色体 1(1.56%)

2.2 染色体异常情况与年龄的关系

<35岁组79例患者中染色体异常51例,异常率

为64.56%;
 

≥35岁组33例患者中染色体异常27
例,异常率为81.82%。两组患者染色体异常率比较,
差异有统计学意义(χ2

 

=4.282,P<0.05)。
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表2  染色体结构异常CNVs统计结果

染色体缺失或重复片段 n 查询公共数据库注释

1q41-q44区域30.15
 

Mb缺失;14q13.3-q32.33区域70.65Mb重复 1 为致病性
 

CNVs;为致病性
 

CNVs

13q32.1-q34
 

区域18.75
 

Mb缺失;6q23.2-q24.3
 

区域8.95Mb重复 1 为致病性
 

CNVs;疑似致病
 

CNVs

7q36.1-q36.3
 

区域8.00
 

Mb缺失;5p15.32-p15.33区域4.75Mb重复 1 为致病性
 

CNVs;为致病性
 

CNVs

18p11.21-p11.32区域13.85
 

Mb缺失;18q11.1-q23
 

区域59.49Mb嵌合型重复 1 为致病性
 

CNVs;为致病性
 

CNVs

13q21.2-q34区域54.95
 

Mb缺失;11p15.3-p15.5
 

区域10.85Mb重复 1 为致病性
 

CNVs;为致病性
 

CNVs

11p11.2-p11.1,q11-q11区域6.60
 

Mb嵌合型缺失 1 致病性未知CNVs

16p11.1-p11.1,q11.1-q11.2区域11.95
 

Mb嵌合型缺失 1 致病性未知CNVs

5p12-p11,q11.1-q11.1区域4.10
 

Mb嵌合型缺失 2 疑似致病
 

CNVs

511p11.2-p11.1,q11-q11区域6.50
 

Mb嵌合型缺失 1 致病性未知CNVs

Xq27.1-q27.3
 

区域4.79
 

Mb嵌合型缺失 1 致病性未知CNVs

Xq11.1-q21.1
 

区域14.80
 

Mb嵌合型缺失 1 为致病性
 

CNVs

18p11.32
 

区域1.05
 

Mb缺失 1 为致病性
 

CNVs

Xp22.31
 

区域1.65
 

Mb重复 1 疑似致病
 

CNVs

3 讨  论
 

  目前国内传统的染色体检测方法有G显带染色

体核型分析但耗时长易污染;荧光原位杂交技术(flu-
orescence

 

in
 

situ
 

hybridization,FISH)、微阵列比较基

因组杂交(array-based
 

comparative
 

genomic
 

hybrid-
ization,array-CGH)、单核苷酸多态性微阵列(array

 

single
 

nucleotide
 

polymorphism,SNP
 

array)可快速

准确的检测染色体数目和结构异常,但上述所有方法

并未涵盖所有染色体,只能对有限的已知染色体异常

进行诊断[5-6]。本研究中高通量测序的原理为半导体

测序(semiconductor
 

sequencing
 

platform,SSP),操作

简便无需细胞培养,测序数据通过生物信息学分析,
即可准确分析流产样本染色体数目异常及100

 

kb以

上的染色体缺失或重复的异常状况。其利用芯片测

序,可在数百万个点上同时阅读测序,将平行处理的

思想用到极致且成本相对低廉[7]。通过这种对样本

染色体异常状况进行分析,再结合夫妻双方的遗传背

景,即可辅助分析样本的遗传信息,可为后续的预防

和诊断治疗提供科学依据。
胚胎停育是指妊娠早期胚胎发育自然终止,通常

以稽留流产和不全流产为结局。胚胎停育发病率的

逐年增加及其发生的危险因素复杂多样,已经严重影

响育龄女性的身心健康。本研究中,绒毛染色体的异

常发生率为70.27%,略高于文献[8]报道,可能和本

研究的检测方法有关,本研究采用SSP技术进行检

测,目前该技术能检测出亚显微结构的微缺失或者微

重复,很大程度上提高了绒毛染色体异常检出率。本

研究中染色体数目异常有
 

64例(82.05%),可见染色

体数目异常是胚胎停育的主要原因,异常染色体除1、

2、11、13、17~19号染色体外均有检出,其中以16号

(12例)、22号(11例)染色体最为多见,与文献[9]相
符合。本研究检测到

 

X
 

染色体缺失6例(45,X),另
外检到嵌合型

 

X
 

染色体缺失(45,X)2例。X
 

染色体

单体也称为特纳综合征(Turner
 

syndrome,TS),在新

生女婴中
 

TS
 

的发病率约为
 

1/5
 

000,但在自发流产

胎儿中为18%~20%[10]。本研究检测到三倍体8
例,在64例染色体数目异常中检出率为

 

12.50%,三
倍体危害极大,许多三倍体胎儿在怀孕前三个月易发

生自然流产,少数存活的婴儿带有多种如生长迟缓、
先天性心脏缺陷、神经管缺如、脊柱裂等缺陷[11]。本

研究还检测到染色体嵌合体9例(14.06%),嵌合体

是指同一个体内存在两种或两种以上不同的细胞系,
是由于细胞有丝分裂不分离或染色体丢失所引起的。
还检出染色体结构异常14例(17.95%),与文献[12]
报道一致,14例样本中共发现18种改变,多数改变在

同一样本中既缺失又重复,这些CNVs中包含了一些

临床意义明确的基因组区域,例如,14q13.3-q32.33
区域中的重复为

 

Frias
 

综合征的明确致病区域,该综

合征特征是轻度突眼,第二和第三手指之间的近端合

并,脚趾宽小和身材矮小等;16q23的微重复可能导致

发育 迟 缓、自 闭 症 脑 积 水 等[13];此 外 本 研 究 检 出

5p12-p11,q11.1-q11.1区域4.10
 

Mb嵌合型缺失

2例,该
 

CNV在3个数据库中均无致病性记录,还需

要更进一步研究分析和致病性间的关系。本研究数

据中 缺 失 长 度 最 大 为 54.95
 

Mb,判 定 为 致 病 性

CNVs,临床表现型为发育迟缓、智力异常等。有研究

表明,CNVs缺失与临床表型之间存在基因的剂量效

应,缺失未达到无法补偿的剂量则无临床表现;缺失

剂量达到无法补偿剂量则出现临床表现[14]。缺失或

重复的CNVs可改变基因结构影响其表达从而引起
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相应的病理性表型。
本研究结果表明,年龄升高,是染色异常发生率

的重要因素。随着年龄增长,卵母细胞发生凋亡及卵

巢周围微环境改变导致卵细胞发生异常[15],因而高龄

是胚胎停育的高危因素之一。
本研究所用的SSP原理相对简单,测序偏差较小

具有高灵敏度和特异度,测序覆盖均衡度高,费用相

对低廉,所用时间明显优于传统技术。SSP检测技术

用于全基因组水平CNV检测,其不足之处在于不能

检测染色体平衡易位、倒位、低比例嵌合、点突变情

况,不能检测串联重复序列扩增导致的遗传病[16],也
不能检测样本中包含的低于本检测平台极限分辨率

的
 

CNV,不排除有更小的染色体结构或基因片段异

常的可能性。随着流产物测序技术手段的发展,人类

基因组数据库将不断丰富,可为进一步研究缺失与致

病性的关系提供数据基础。
综述所述,染色体数目异常是胚胎停育的主要原

因,高通量测序检测胚胎绒毛染色体不仅周期短无需

进行细胞培养,并且检测率和分辨率高,可明确患者

遗传学病因以避免不必要的检查及治疗,值得临床推

广应用,可为患者后续的再生育和优生提供诊断

指导。
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