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!!'摘要(!目的! 探讨染色体微阵列分析!A+54;464;2<;1A54255F2-2<F616#*NU"技术在诊断自然流产胚胎染

色体异常的临床应用价值*方法! 用*NU技术对我院"%!&年Y月至"%!$年&月共&'!例自然流产胚胎绒毛组

织染色体进行检测*结果!&'!例标本*NU检测全部成功#检出染色体异常标本"('例#异常率为$)@$$P*异

常标本中常见的染色体非整倍体!!')!$)!()"!)""三体及性染色体数目异常"!"$例!&&@)"P"#不常见的染色体

非整倍体S"例!")@&&P"#染色体复合三体!%例!'@)'P"#染色体部分非整倍体Y例!'@!(P"#多倍体"Y例

!!%#")P"#嵌合体&例!!@&!P"#全染色体多处重复缺失'!例!!%@Y)P"#微缺失0微重复综合征"例!%@S!P"*

结论! *NU技术与传统的荧光原位杂交!><045,6A,-A,1-6180+FG51/1e2814-#L]H̀ "等技术相比#在针对流产胚胎

染色体异常检测中的优势明显#对自然流产病因诊断)再次妊娠指导具有重要意义*

'关键词(!染色体微阵列分析!自然流产!染色体异常
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# *455,674-/1-.208+45#9:;21<$60--F$'%!!"$@A4;

'7G8>='$>(!!LGD,$>#*,!J4,C2<028,8+,A<1-1A2<61.-1>1A2-A,4>A+54;464;2<;1A54255F2-2<F616!*NU">45

/,8,A814-4>A+54;464;2<2G-45;2<181,61-674-82-,406<F2G458,/>,806,6@+,>%;-8!*+4514-1AC1<<162;7<,6>54;&'!

674-82-,406<F2G458,/>,806,6=,5,/,8,A8,/4-8+,A+54;464;2<2G-45;2<181,6GF*NU1-405/,7258;,-8>45;

H,78,;G,5"%!&84U751<"%!$@M,8&B>8!J+,4C,52<<60AA,66528,4>*NU=26!%%P#2-/"('A26,6=,5,/,8,A8,/

=18+2G-45;2<181,6!$)@$SP"@V>8+,6,"('A26,6=18+2G-45;2<5,60<86#!"$=,5,A4;;4-2-,07<41/1,6!85164;F

!'#!$#!(#"!#""26=,<<26_2-/X2-,07<41/1,6"!&&@)"P"#S"=,5,0-A4;;4-2-,07<41/1,6!")@&&P"#!%

=,5,A4;74618,/2-,07<41/1,6!'@)'P"#Y=,5,725812<2-,07<41/1,6!'@!(P"#"Y=,5,74<F7<41/F!!%@")P"#&

=,5,;4621A16; !!@&!P"#'! =,5, =18+ ;0<817<,/07<1A2814-62-//,<,814-6 !!%@Y$P"#2-/" =,5, ;1A54:

/07<1A2814-0;1A54:/,<,814-6F-/54;,6@K;($B&8#;(!*NU+26.5,282/C2-82.,>458+,/,8,A814-4>A+54;464;2<

2G-45;2<181,61-674-82-,406<F2G458,/>,806,6A4;7251-.=18+><045,6A,-A,/';/4*+FG51/1e2814-!L]H̀ "@]8164>

.5,28A<1-1A2<61.-1>1A2-A,>45,814<4.1A2</12.-46164>674-82-,4062G45814-2-/.01/2-A,4-5,754/0A814-@

'H,EI;=-8(!!*+54;464;2<;1A542552F2-2<F616!!H74-82-,4062G45814-!!*+54;464;2<2G-45;2<181,6

!!自然流产的发生率约占全部妊娠的!%P"

"%P#其中(%P为早期流产!孕$"!"周"*自然流

产的原因众多#涉及到胚胎)内分泌)免疫)环境等因

素
,!-*)%P"$%P的早期流产是由胚胎染色体异常

导致
,"-*染色体核型分析是诊断染色体疾病的金标

" 国家自然科学基金!Q4@(!"S%$$%"和四川省科技厅科技支

撑计划项目!Q4@"%!"HR%!'$"资助

# 通信作者#9:;21<$60--F$'%!!"$@A4;

准#但需要进行细胞培养*流产绒毛往往存在标本

陈旧)易污染等问题#导致细胞培养失败率高#临床

应用存在一定的局限*目前较为广泛应用的技术为

荧光原位杂交!><045,6A,-A,/';/4*+FG51/1e2814-#

L]H̀ "#其针对最常见的染色体!!')!$)!()"!)""

及性染色体"数目异常#具有快速)简便)高效)特异

性强等特点
,'-*但因其采用探针存在局限性#无法

将其用于全染色体数目异常的检测*
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染色体微阵列分析!A+54;464;2<;1A54255F

2-2<F616#*NU"也称为基因芯片#是一项新兴的染

色体分析技术*它针对全染色体进行分析#能够检

测出拷贝数变异!A47F-0;G,5C2512814-#*Qa"大

于!?G的微缺失0微重复#且无需细胞培养#故而被

称为.分子核型/,&-*从"%%)年开始#*NU技术已

经在欧美发达国家逐渐应用于临床#而在国内特别

是西南地区尚处于起步阶段*本研究对&'!例早期

自然流产胚胎绒毛组织采用U>>F;,851KS)%̂ 基因

芯片进行检测#探讨*NU技术在自然流产病因研

究中的临床应用价值#现将结果报告如下*

1!材料与方法

1@1!研究对象

选取"%!&年Y月至"%!$年&月于四川大学华

西第二医院就诊#因不明原因自然流产或经超声确

认胚胎停止发育需行清宫术孕妇&'!例#取得流产

胚胎绒毛组织进行检测*所有孕妇夫妻双方均进行

外周血染色体核型分析#排除夫妻一方或双方为染

色体异常携带者*孕妇孕周$"!"周#平均!S@$(f

"@!&"周&年龄"!"&"岁#平均!'%@&(f&@"!"岁#其

者中')岁以上S&例&孕次!"$次#平均!"@Y&f

!#'S"次#既往无自然流产史者"Y$例#!次自然流

产史者YS例#"次及以上自然流产史者'(例*所

有孕妇均签署知情同意书*

1@/!方法

1@/@1!样本处理!绒毛标本剪取$将送检流产胚胎

组织于生理盐水中反复漂洗#去除蜕膜组织及污染

母血细胞#剪取典型绒毛枝约!"";[&全基因组

WQU提取$采用人类组织和细胞WQU提取试剂盒

3d]U2;7
+ZWQU N1-1 1̂8!*28@Q4@)!'%$"4提取

绒毛组织细胞WQU#并将WQU稀释为)%-.0/[#

h"%n储存备用*

1@/@/!*NU相关试剂!芯片相关试剂$采用美国

U>>F;,851K公 司 S)%̂ 芯 片 试 剂 盒 3*F84HA2-
+Z

S)%̂ U552F 1̂8 2-/ Z,2.,-8 1̂8 M0-/<,

!Y%!()Y"4&WQU扩增试剂$采用美国*<4-8,A+公

司 WQU 扩 增 试 剂 盒 3*<4-8,A+ J]JUQ]ONJN

WQUU;7<1>1A2814- 1̂8!$'Y"&'"4*

1@/@J!*NU检测!按照*NU相关试剂说明进行

操作$' 消化$将)/[全基因组WQU随机消化为

短片段&( 连接$将消化后产物末端补齐后连接上

共同引物&) B*Z扩增&* B*Z产物纯化$将B*Z

扩增产物通过磁珠法纯化&+ 片段化&, 标记&:

杂交$将标记后产物与杂交液混合均匀并变性后加

载于 S)%̂ 芯 片#置 于 杂 交 仪 中 !3,-,A+17

+FG51/1e2814-4C,-$&)")% n $%50;1-杂交!$"

!(+&; 冲洗)染色$将杂交后芯片置于洗涤工作站

!3,-,*+17
+ZL<01/1A6H82814-&)%WKC@""洗涤并染

色&< 扫描$将洗涤后芯片置于扫描仪!3,-,*+17
+Z

HA2--,5'%%%WKC@"=18+U084[42/,5"中扫描#获

取数据*

1@/@3!*NU 结果判读!对于 *NU 检测所得

*Qa 及 单 核 苷 酸 多 态 性 !61-.<, -0A<,481/,

74<F;457+16;#HQB"结果判读标准如下$' 常染

色体整条染色体拷贝数为'或!#则为三体或单体&

( 性染色体整条_染色体拷贝数为"#X染色体拷

贝数为%则为正常女性#整条_染色体拷贝数为!#

X染色体拷贝数为!则为正常男性#_单体)__X

及_XX 判读以此类推&) 某条染色体片段大于

!%NG且部分片段拷贝数为'或!#则为部分三体或

单体&* 对于以上拷贝数变异#若异常比例大于

"%P小于$%P判定为嵌合体&+ 全染色体*Qa异

常!重复大于!NG或缺失大于)%%?G"片段在)个

以上#则记为全染色体多处重复或缺失&, 对于以

上标准均未发现异常但存在大于"%%?G的*Qa#

查找W9*]B̀ 9Z数据库!+887$00===@62-.,5@2A@

0?0B4683,-4;1A60/,A17+,50"是否存在相关临床微

重复0微缺失综合征或有明确致病意义 *Qa&:

HQB结果提示染色体U<<,<,W1>>,5,-A,为&则为三

倍体#)则为四倍体#以此类推&; 其余结果均认为

自然流产无明确相关性#定义为未见明显异常结果*

1@/@5!L]H̀ 检测相关试剂!探针选用北京金菩

嘉医疗科技有限公司!'0"!)!(0_0X)!$0""染色体

数目异常检测试剂盒#包括' 组探针$3[B!'0

3[B"!)*HB!(0*HB_0*HBX)3[B!$03[B""#分别

定位 于 !'I!&0"!I"")!(7!!@!:I!!@!0_7!!@!:

I!!#!0X7!!@!:I!!@!)!$I""0""I!!@"*

1@/@6!L]H̀ 检测!'将制备好的细胞悬液滴片

厚)$n烤片&(预处理$将老化好玻片于依次置于

'Sn"lHH*!B+S@%"溶液)'Sn胃蛋白酶 *̀<溶

液)!lBMH!B+S@%"溶液)%@Y)P甲醛溶液)h"%n

预冷S%P)()P)!%%P乙醇溶液中处理后#自然干

燥&)杂交变性$将!%/[探针混合物加于玻片杂交

区域#立即加盖盖玻片#透明胶带封片#杂交!$+&

*洗涤$移除盖玻片#将玻片依次于&Sn)%P甲酰

胺0"lHH*洗涤液)&S n "lHH*洗涤液)&S n

%#!PQB:&%0"lHH*洗涤液)S%P)()P)!%%P乙

''S
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醇溶液中处理后#自然干燥&+复染$!)/[WUB]复

染后盖上盖玻片#暗处放置!);1-后阅片*

1@/@2!L]H̀ 结果判读标准!在 V<F;706M_)!

正置荧光显微镜下观察*3[B!'!绿色"03[B"!!红

色"探针及3[B!$!红色"03[B""!绿色"探针#正常

细胞为"个红色信号0"个绿色信号&*HB!(!蓝

色"0*HB_!绿色"0*HBX!红色"探针#正常男性细

胞为!个红色信号0!个绿色信号0"个蓝色信号#正

常女性细胞为"个绿色信号0"个蓝色信号*判读

标准如下$'每组探针计数至少!%%个细胞&(单独

判断每一指标#正常细胞比例大于Y%P#异常细胞

比例均小于!%P#提示该指标无异常&)某一指标

异常细胞比例大于$%P#提示该指标异常&*某一

指标异常比例介于!%P"$%P之间#加大细胞计数

至"%%个细胞#如实记录异常细胞比例#提示为嵌合

体*

/!结果

/Z1!K+7检出的染色体结果异常病例

&'!例流产胚胎绒毛标本全部检测成功#成功

率为!%%P*共检出染色体异常标本"('例#异常

率为$)@$$P*

/Z/!K+7检出的染色体结果异常类型

*NU所检出的"('例染色体异常标本中#常

见的染色体非整倍体!!')!$)!()"!)""三体及性染

色体数目异常"!"$例!&&@)"P"#不常见的染色体

非整倍体S"例!")@&&P"#染色体复合三体!%例

!'@)'P"#染色体部分非整倍体Y例!'@!(P"#多倍

体"Y例!!%@")P"#嵌合体&例!!@&!P"#全染色体

多处重复或缺失'!例!!%@Y)P"#微缺失0微重复综

合征"例!%@S!P"*检出最多的染色体数目异常类

型为!$三体#检出)%例!!S@$SP"&其次为 _单

体#检出"(例!Y@(YP"&其他比例较高的异常类型

为"" 三 体 !"% 例#S@%SP")!) 三 体 !"% 例#

S#%SP")"!三体!!$例#)@$)P"#见表!*

/ZJ!FC"]检测能够发现的染色体异常

在*NU 检出的"('例染色体异常标本中#

L]H̀ 技术能够检出其中的!$&例异常标本#占总

检测例数的'(@%)P#占 *NU 检出异常例数的

)S#Y)P#包括常见的染色体非整倍体!!')!$)!()

"!)""三体及性染色体数目异常"!"$例!&&@)"P"#

多倍体"Y例!!%@")P"#嵌合体'例!!@%$P"#染色

体复合三体!例!%@')P"#且将其他Y例染色体复

合三体中)例错误判断为常见的染色体非整倍体

!!@SSP"*见表"*

表1!K+7检出的自然流产胚胎绒毛染色体异常类型

<'GB,1!<%,'G(;=?'B>EQ,8;@$%;=#;(#$*#BB#8'?QB,8-,>,$>,-GE

K+7

JF7,
UG-45;2<0

A26,

B,5A,-82.,
1-&'!8482<
A26,60P

B,5A,-82.,
1-"('

2G-45;2<
A26,60P

U-,07<41/1,6

!J5164;F" $ !@'Y "@!"

!J5164;F& $ !@'Y "@!"

!J5164;FS $ !@'Y "@!"

!J5164;F( $ !@'Y "@!"

!J5164;F!' ( !@(S "@('

!J5164;F!) "% &@$& S@%S

!J5164;F!$ )% !!@$% !S@$S

!J5164;F!( & %@Y' !@&!

!J5164;F"! !$ '@S! )@$)

!J5164;F"" "% &@$& S@%S

!N4-464;F_ "( $@)% Y@(Y

!V8+,585164;F "( $@)% Y@(Y

*4;74618,/2-,07<41/1,6

!J5164;1,6!$0"" ! %@"' %@')

!J5164;1,6!(0"% ! %@"' %@')

!J5164;1,6!(0Y ! %@"' %@')

!J5164;1,6"!0) ! %@"' %@')

!J5164;1,6"!0"% ! %@"' %@')

!J5164;1,6""0Y ! %@"' %@')

!J5164;1,6"0S ! %@"' %@')

!J5164;1,6Y0!) ! %@"' %@')

!J5164;1,6Y0"% ! %@"' %@')

!J5164;1,6S0!% ! %@"' %@')

B25812<2-,07<41/1,6

!B25812<85164;F Y "@!% '@!(

B4<F7<41/F

!$Y#___ !& '@") &@Y)

!$Y#__X Y "@!% '@!(

!$Y#_XX $ !@'Y "@!"

N4621A16;

!N4621A16;J5164;F"!'%P" ! %@"' %@')

!N4621A16;;4-464;F"!!")P" ! %@"' %@')

!N4621A16;_0__!"'P" ! %@"' %@')

!N4621A16;___0__!"%P" ! %@"' %@')

N0<817<,/07<1A2814-62-//,<,814-6 '! S@"% !%@Y)

N1A54/07<1A2184-0;1A54/,<,814-
!6F-/54;,6

!W13,45.,6F-/54;, " %@&$ %@S!

J482< "(' $)@$$ !%%

J!讨论

近年来#自然流产特别是早期自然流产的发生

率呈逐渐上升的趋势#明确自然流产的病因是指导

下一次成功妊娠的关键*研究表明#)%P"$%P的

早期流产是由胚胎染色体异常所致#因此如何准确

的检测染色体异常尤为重要*中期染色体3显带

核型分析是诊断染色体异常的.金标准/#但需要进

行无菌细胞培养#由于流产胚胎均从阴道取出#特别

是稽留流产胚胎细胞活性极低#因此培养成功率很

低#不适用于对流产胚胎染色体进行检测**NU

&'S
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表/!FC"]技术能检出的自然流产胚胎绒毛染色体数目异常类型

<'GB,/!<%,'G(;=?'B>EQ,8;@$%;=#;(#$*#BB#8'?QB,8-,>,$>,-GE

FC"]
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作为一项高分辨率检测全基因组*Qa的技术#是

将待测样本及对照样本全基因组WQU共同与固定

于固体介质如玻片上的特异性探针进行杂交#通过

荧光信号强弱#从而检出待测样本染色体的重复和

缺失&同时也可以通过HQB探针#将待测样本信号

强度与参考数据进行比较#判断特定WQU序列变

异是否存在
,)-*

!!目前#对于流产胚胎染色体方面的检测#最常用

的方法是L]H̀ 技术#针对常见的染色体非整倍体

!!!')!$)!()"!)""三体及性染色体数目异常"#具

有快速)简便)高效)特异性强等特点,$-*本研究发

现#*NU可检出L]H̀ 技术能检出的所有常见染色

体非整倍体#同时还能检出不常见的染色体非整倍

体*这些不常见染色体非整倍体可发生于任何一条

染色体#且发生率与常见染色体非整倍体相比#比例

并不低*另外#对于复合三体的检出#也是*NU相

对于L]H̀ 技术的一大优势*首先#对于不常见染

色体的复合三体#L]H̀ 技术无法检出#存在漏诊风

险&第二#对于常见染色体和不常见染色体的复合三

体#L]H̀ 技术存在误诊的风险#这些问题*NU技

术都可以很好的弥补*本研究发现#*NU与L]H̀

技术相比#可将早期流产胚胎染色体异常检出率从

'(@%)P提高到$)#$$P#为临床咨询提供更多的实

验室依据*

细菌人工染色体标记:磁珠分离法!M4M6JN"也

是目前逐渐推广的一种针对流产胚胎染色体数目异

常的一种有效检测方法#具有快速)高通量)高自动

化及操作简便的特点
,S-*M4M6JN

针对全染色体#可

发现所有的非整倍体#这是与L]H̀ 技术相比最大

的优势#但是M4M6JN
不能检出多倍体#而多倍体是

导致早期自然流产的一大重要原因**NU技术除

了2:*3`平台同时也包含了HQB平台#可检出多

倍体#且可区分三倍体)四倍体等#可弥补M4M6JN

技术造成的多倍体检出漏诊问题*另外#针对染色

体部分三体#由于M4M6JN
探针覆盖的局限性#也存

在漏诊可能#而*NU探针覆盖所有染色体全部区

域#可检出所有的染色体部分三体*

*NU技术的一大优势为诊断染色体微缺失0

微重复*本研究发现#在检出的异常标本中#有

!%#Y)P存在染色体的多处重复或缺失#这些重复或

缺失片段可位于染色体的任何部分*这也是以往针

对流产胚胎染色体检查不能发现的*我们考虑#这

可能是胚胎早期发育过程中#受到了一些外界环境

的影响#如射线)化学物质等#使胚胎染色体被多处

随机打断#造成了胚胎停止发育*另外#本研究发现

了"例W13,45.,综合征的流产胚胎*虽然这可能

和早期胚胎停育无明显直接关系#但提示夫妻双方

可能存在下次妊娠胚胎染色体再次发生异常的风

险#因此#我们建议其在下次妊娠时于孕中期进行

*NU产前诊断#排除染色体异常可能*

对于嵌合体的诊断#目前最优方法仍然是

L]H̀ 技术#其可以发现低比例嵌合#而*NU技术

只能发现%"%P的嵌合#但低比例嵌合通常较少引

起胚胎停育或流产#胎儿一般可存活至分娩*另外

*NU技术针对全染色体可发现L]H̀ 技术不能发

现的其他染色体嵌合#可为孕妇提供更多的遗传学

信息#因此认为在诊断嵌合体方面#*NU仍然存在

优势*

综上#*NU技术在针对早期流产胚胎染色体

异常检测中的优势明显#不仅可检出所有的染色体

非整倍体)多倍体#还可检出部分三体)%"%P的嵌

合体#另外对全染色体多处重复)缺失以及染色体微

缺失0微重复综合征也可有效检出*这是其他任何

针对染色体异常的检查如L]H̀ )M4M6JN
等技术无

法相比的
,(-**NU检测可尽可能多的发现流产胚

胎遗传学方面的问题#对患者下次妊娠的成功提供

更多的信息*但*NU检测费用较 !下转第S)&页"
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高)技术难度较大#目前在国内特别是西南地区#针

对流产胚胎普及开展此项检测尚存在一定困难*另

外#在全球范围内#针对早期流产胚胎的*NU检测

数据尚有限#还需要更大量的数据积累分析,Y-*相

信通过进一步的临床研究#*NU必将对早期自然

流产病因诊断)再次妊娠指导提供更有意义的指导

信息*
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