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  摘 要:目的 探讨羊水染色体核型分析联合基因组拷贝数变异测序(CNV-seq)技术在羊水染色体嵌合体

检测中的应用。方法 通过常规染色体核型分析和CNV-seq技术对该院3
 

920例羊水标本进行检测,将结果

为嵌合体的病例进行回顾性分析。
 

结果 (1)3
 

920例羊水标本中,核型分析联合CNV-seq技术共检出嵌合体

21例,检出率为0.53%。其中,核型分析检出嵌合体共19例,检出率为0.48%,CNV-seq技术检出嵌合体共

12例,检出率为0.33%。(2)血清学筛查高风险标本检出嵌合体10例,无创产前检测结果异常标本检出嵌合

体6例,高龄标本检出嵌合体3例,超声结果异常标本检出嵌合体2例。(3)两种检测方法联合检出的嵌合体

中,性染色体数目或结构异常占比最高,其次为常染色体数目异常。结论 羊水染色体核型分析联合CNV-seq
技术检测可提高羊水染色体嵌合体的检出率。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

of
 

karyotype
 

analysis
 

combined
 

with
 

genome
 

copy
 

number
 

variation
 

sequencing
 

(CNV-seq)
 

techndogy
 

in
 

detection
 

of
 

chimera
 

in
 

amniotic
 

fluid
 

chromosome.Methods 
Through

 

karyotype
 

analysis
 

and
 

CNV-seq
 

techndogy,3
 

920
 

amniotic
 

fluid
 

specimens
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

de-
tected

 

at
 

the
 

same
 

time,and
 

the
 

cases
 

with
 

chimera
 

results
 

were
 

retrospectively
 

analyzed.Results Among
 

the
 

3
 

920
 

amniotic
 

fluid
 

specimens,21
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

by
 

karyotype
 

analysis
 

combined
 

with
 

CNV-seq
 

techndogy,and
 

the
 

positive
 

rate
 

was
 

0.53%.Among
 

them,19
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

by
 

karyotype
 

analy-
sis,and

 

the
 

positive
 

rate
 

was
 

0.53%,while
 

12
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

by
 

CNV-seq
 

techndogy
 

detection,
and

 

the
 

positive
 

rate
 

was
 

0.33%.A
 

total
 

of
 

10
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

from
 

pregnant
 

women
 

with
 

high-
risk

 

in
 

serological
 

screening.A
 

total
 

of
 

6
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

from
 

pregnant
 

women
 

with
 

abnormal
 

noninvasive
 

prenatal
 

testing
 

results.A
 

total
 

of
 

3
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

from
 

pregnant
 

women
 

with
 

ad-
vanced

 

age.2
 

chimera
 

cases
 

were
 

detected
 

from
 

pregnant
 

women
 

with
 

abnormal
 

ultrasound
 

results.In
 

the
 

chi-
meras

 

detected
 

by
 

the
 

combination
 

of
 

the
 

two
 

methods,abnormal
 

sex
 

chromosome
 

number
 

or
 

structure
 

ac-
counted

 

for
 

the
 

highest
 

proportion.Conclusion The
 

application
 

of
 

karyotype
 

analysis
 

combined
 

with
 

CNV-seq
 

techndogy
 

detection
 

could
 

greatly
 

improve
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

chimera
 

in
 

amniotic
 

fluid.
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  羊水染色体嵌合体是产前诊断中发现的一类常

见核型异常,但嵌合体形成机制复杂,存在真假性嵌

合,因此给临床咨询工作带来很大难度和挑战。传统

观点认为,在染色体异常的诊断中,常规染色体核型

分析是确诊的重要手段,也是临床首选的方法[1]。但

羊水染色体核型分析受取样、体外培养、制片等多种

因素影响,也存在一定的漏诊和误诊。因此,有研究

认为,羊水染色体核型分析结果提示嵌合的孕妇应使

用其他检测技术进一步验证[2]。近年来,随着分子生

物学技术的飞速发展及检测成本的降低,越来越多的

产前诊断中心把染色体核型分析联合基因组拷贝数

变异测序(CNV-seq)技术作为产前诊断的有效策

略[3],二者联合检测,可极大提高染色体嵌合体检测

的灵敏度。本研究拟就本院行羊水穿刺后进行两种

方法联合检测的羊水标本进行回顾性分析,探讨两种

方法羊水染色体嵌合体诊断中的准确性,并进一步分

析不同产前诊断指征孕妇在羊水染色体核型的嵌合

情况,期望能为临床正确处理和解释羊水染色体嵌合

·2802· 检验医学与临床2022年8月第19卷第15期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2022,Vol.19,No.15



体提供一定的理论依据。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年8月至2020年12月在

本院医学遗传与产前诊断科进行羊水穿刺的孕妇

3
 

920例为研究对象,按照产前诊断指征分为4类,
(1)高龄:预产期年龄≥35岁;(2)血清学筛查高风险:
本实验室采用四联筛查方案进行筛查,即游离绒毛膜

促性腺激素(free-β-HCG)+甲胎蛋白(AFP)+游离

雌三醇(uE3)+抑制素A(InhA),按照丰华血清学筛

查试剂盒说明书界定21-三体综合征高危值为1/270,
18-三体综合征高危值为1/350;(3)无创产前检测

(NIPT)结果异常;(4)超声结果异常:包括胎儿颈部

透明带厚度(NT)增厚、结构异常等因素。纳入者孕

周控制在18~24周,无羊水穿刺禁忌证,孕妇均签署

羊水 穿 刺 核 型 分 析 与 CNV-seq技 术 检 测 知 情 同

意书。
1.2 方法

1.2.1 超声引导下经腹羊膜腔穿刺术 超声引导下

采用21G穿刺针对孕妇行穿刺手术,为避免母细胞污

染,先抽取羊水2
 

mL丢弃,改换注射器后继续抽取羊

水3管,每管约10
 

mL,两管用于细胞培养,剩余1管

提取DNA行
 

CNV-seq技术检测。
1.2.2 羊水染色体核型分析 两管羊水分别按两线

独立操作,Ⅰ线采用德国cytogen培养基,Ⅱ线采用广

州白云山培养基,分别置于两台培养箱独立培养。

9~10
 

d后使用消化法收获细胞并制片。G显带染色

后莱卡自动扫描仪扫片分析,计数不少于来自于两线

培养的20个细胞,分析不少于5个完整细胞。按照

《胎儿染色体核型分析判读指南》[4]对羊水染色体嵌

合体情况进行评估,必要时加大计数和分析数量。
1.2.3 CNV-seq技术检测方法 取剩余羊水标本5

 

mL离心,根据 TIANGEN
 

DNA提取试剂盒说明书

操作,提取终浓度≥5
 

ng/L
 

DNA作为模板构建测序

文库,550AR测序仪进行低深度测序,分析并记录23
对染色体非整倍体改变及100

 

kb以上的缺失及重复。
CNV改变按照国际系统标准进行命名。
1.3 统计学处理 采用Excel对数据进行整理。
2 结  果

2.1 胎儿染色体嵌合体检出情况 在3
 

920例羊水

标本中,核 型 分 析 检 出 嵌 合 体 共19例,检 出 率 为

0.48%,CNV-seq技术检出嵌合体共12例,检出率为

0.33%,二者联合检测检出嵌合体共21例,检出率为

0.53%。其中有两例核型分析结果正常而CNV-seq
技术检测结果提示异常的标本,后经FISH检测验证

后为真性嵌合体;1例核型分析结果提示为2号染色

体三体低比例嵌合(嵌合比例9%)的病例,CNV-seq
技术检测检出嵌合体比例高达33%;两例特纳与超雌

的嵌合体,因嵌合比例基本为1∶1,而造成性染色体

的DNA总量变化不大,因此CNV-seq技术检测结果

显示均为正常。见表1。

表1  核型分析与CNV-seq技术检测羊水嵌合体结果统计

编号 产前诊断指征 核型分析结果
CNV-seq技术

检测结果

两种方法

结果是否一致

随访

结果

1 血清学筛查高风险* 45,X[36]/47,XXX[37]/46,XX
[2]

正常 否 引产

2 高龄 45,X[48]/47,XXX[44] 正常 否 引产

3 NIPT示性染色体异常 47,XXY[59]/46,XY[45]
X染色体整条嵌 合 重 复,比 例 为

60%
是

 

引产

4 血清学筛查高风险* 46,XX[20]/47,XX,+mar[26]
1号染色体短臂嵌合重复,比例为

56%
是 引产

5 NT增厚 45,X[9]/46,XY[48] 正常 否 活产男婴

6 超声颈部水囊瘤可能
46,XY,t(11;17)(q24;q21)[19]/

46,XY[83]
正常 否 引产

7 NIPT示15号偏多 47,XY,+15[11]/46,XY[34]
15号 染 色 体 嵌 合 重 复,比 例 为

31%
是 引产

8 高龄妊娠 45,X[13]/46,XY[77] 正常 否 活产男婴

9 NIPT示9号偏多 47,XY,+9[10]/46,XY[40] 正常 否 活产男婴

10 血清学筛查高风险* 46,X,+mar[45]/45,X[27]
X染色体大片段缺失,嵌合比例为

77%
是 引产

11 NIPT示性染色体异常 45,X[42]/46,XX[25]
X染色体整条嵌 合 缺 失,比 例 为

60%
是 引产

12 NIPT示性染色体异常 45,X[83]/47,XXX[17]
X染色体拷贝数为1.7,可能存在

嵌合缺失
是 引产
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续表1  核型分析与CNV-seq技术检测羊水嵌合体结果统计

编号 产前诊断指征 核型分析结果
CNV-seq技术

检测结果

两种方法

结果是否一致

随访

结果

13 血清学筛查高风险* 47,XY,+8[4]/46,XY[71] 正常 否 失访

14 血清学筛查高风险* 46,XX 21号染色体嵌合重复,比例为6% 否 活产女婴

15 NIPT示性染色体异常 45,X[20]/46,X,I(X)(q10)[31] X染色体短臂嵌合缺失 是 引产

16 血清学筛查高风险* 46,XX
9号染色体部分嵌合重复,比例为

36%
否 活产女婴

17 血清学筛查高风险* 45,X[50]/46,X,I(X)(q10)[6] X染色体大片段嵌合缺失 是 引产

18 血清学筛查高风险* 47,XYY[15]/46,XY[40] Y染色体嵌合重复,比例为26% 是 活产男婴

19 高龄妊娠
46,XX,t(1;3)(p36.3;p13)[14]/

46,XX[54]
正常 否 活产女婴

20 血清学筛查高风险* 46,X,I(X)(q10)[40]/45,X[6] X染色体大片段嵌合缺失 是 引产

21 血清学筛查高风险* 47,XX,+2[4]/46,XX[40] 2号染色体嵌合重复,比例为33% 是 引产

  注:*为提示21-三体综合征高危。

2.2 不同产前诊断指征孕妇羊水染色体嵌合体检出

情况比较 按照产前诊断指征不同将接受羊水穿刺

的孕妇分为4组,最终,在检出的21例羊水染色体嵌

合体病例中,血清学筛查高风险有10例,占比最高,
其次为 NIPT结果异常,共检出6例嵌合体,高龄3
例,超声结果异常2例,见表2。

表2  不同产前诊断指征孕妇嵌合体检出情况(n)

组别 嵌合体
不同方法检出嵌合体

核型分析 CNV-seq技术检测

血清学筛查高风险组 10 8 8

高龄组 3 3 0

NIPT结果异常组 6 6 4

超声结果异常组 2 2 0

2.3 羊水染色体嵌合体类型 在羊水标本检出的21
例染色体嵌合体中,性染色体数目或结构异常嵌合体

最多,共12例,其次为常染色体数目异常,共7例。1
例核型分析结果中出现标记染色体嵌合体,但不能明

确来源,进一步CNV-seq技术检测明确该标记染色

体为1号染色体部分短臂嵌合重复。见表3。
表3  羊水染色体嵌合体类型(n)

染色体异常嵌合类型 嵌合体
不同方法检出嵌合体

核型分析 CNV-seq技术检测

常染色体数目异常 7 4* 4

常染色体结构异常 2 2 0

性染色体数目或结构异常 12 12 8

总计 21 18 12

  注:*1例核型分析为 mar嵌合,不能确定为常染色体,故该例未

计数在内。

3 讨  论

  羊水染色体嵌合体,是指受精卵在早期卵裂过程

中,由于染色体核内复制、染色体不分离、丢失、断裂

重接等多种因素造成染色体数目或结构异常,而出现

两种或两种以上核型的个体[5]。羊水染色体嵌合体

是产前诊断工作中常见的异常结果,其形成机制复

杂。除了真性嵌合体外,特定情况下,如体外培养过

程中的异常增殖,也会导致羊水假性嵌合体现象[6]。
因此,准确鉴别胎儿是否存在染色体嵌合体及嵌合体

的性质,对决定孕妇的妊娠结局尤为重要。
染色体核型分析早在20世纪60年代就已被作

为临床诊断染色体异常的“金标准”。但是,羊水染色

体核型分析技术受到取材、体外培养、制片等多种因

素的影响,在诊断低比例嵌合体及判断真假性嵌合体

方面存在明显不足。有研究认为,当羊水核型分析发

现嵌合体,需进一步加做细胞分裂间期的FISH 检

测,若嵌合体比例超过20%,也可采用拷贝数变异检

测技术进行确认[7]。CNV-seq技术是近年发展起来

的分子细胞学技术,可对未培养的分裂间期细胞进行

检测,且分辨率高,检测周期短,检测范围广,很好地

弥补了单一羊水核型分析检测的不足,能够更加准确

地辅助诊断羊水染色体嵌合体,提高检测的灵敏度和

准确度[8-9]。
本研究对本院3

 

920例经羊水穿刺取材的标本行

染色体核型分析和CNV-seq技术检测,结果显示核

型分析检出的嵌合体共19例,检出率为0.48%,

CNV-seq技术检测检出嵌合体共12例,检出率为

0.33%,二 者 联 合 检 出 嵌 合 体 共21例,检 出 率 为

0.53%,与文献报道的羊水染色体嵌合体检出率基本

一致[10-11]。值得注意的是,两例羊水核型分析结果未

见明显异常的病例,CNV-seq技术检测检出嵌合体,
后经FISH检测证实为真性嵌合体。1例核型分析结

果提示为2号染色体三体低比例嵌合(嵌合比例9%)
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的病例,CNV-seq技 术 检 测 检 出 嵌 合 体 比 例 高 达

33%,后期超声结果发现多项畸形而引产。由此可

见,羊水染色体核型分析因为经过长时间的体外培

养,其结果仅代表成功贴壁并形成克隆的细胞结果。
在这一过程中,一些未能贴壁的死细胞被淘汰,且培

养过程中正常细胞可能因为优势生长而使异常细胞

的嵌合体比例降低,最终导致核型分析出现漏检或结

果偏差的情况。而CNV-seq技术检测是直接对未培

养的细胞进行检测,包括羊水中的活细胞和死细胞,
较好地避开了核型分析的劣势[12-13]。此外,由于常规

G显带核型分析只能检出5
 

Mb以上的缺失重复,因
此,该方法无法检出小片段微缺失微重复的嵌合体,
对于核型分析结果中出现的一些标记染色体也不能

明确性质,而CNV-seq技术检测的分辨率可以达到

100
 

kb,在对微缺失微重复的嵌合体检测中发挥重要

作用,对于核型分析结果不能明确的标记染色体也能

明确其性质。在本研究中,1例核型分析结果提示出

现小的标记染色体嵌合体,CNV-seq技术检测明确其

为1号染色体部分短臂嵌合重复,因该片段包含明确

致病基因,孕妇及家属慎重考虑后决定及时终止妊

娠。对于类似病例,两种检测方法联合应用,互为补

充,很大程度地缩短了孕妇的产诊周期,避免后期追

加分子检测造成长时间等待,不仅可以减轻孕妇心理

压力,当出现不可避免终止妊娠时也可以避免因孕周

过大引产困难而造成孕妇身体损伤。

CNV-seq技术检测虽然在羊水染色体嵌合体的

诊断中可以很好地弥补核型分析的不足,但是,由于

该技术是基于二代测序技术对DNA总量的检测,因
此,对于一些遗传物质总量不变,仅有结构异常的变

异还不能有效检出。如本研究中,有几例平衡易位嵌

合,CNV-seq技术检测均未能分辨出。除此之外,在性

染色体的检测中,CNV-seq技术检测也存在不足,如本

研究中的两例特纳与超雌的嵌合体,因嵌合比例基本为

1∶1,而造成性染色体的DNA总量变化不大,因此

CNV-seq技术检测结果显示均为正常。另外,对于不平

衡的性染色体嵌合体,CNV-seq技术检测也仅能检测出

性染色体含量变化,但对具体的核型表现形式无法准确

判断,尚需结合核型分析精准解读。
在本研究的3
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的产前诊断指征包括唐氏筛查高风险、NIPT结果异

常、超声结果异常、高龄等。本研究中血清学筛查采

用的是四联筛查方案,早有研究证实了free-β-HCG、

AFP、uE3、InhA结合孕妇年龄、孕周及体质量等参数

对产前筛查染色体异常及神经管缺陷的有效性[14-15]。
在本研究中,血清学筛查高风险组检出的嵌合体最

多,这也从侧面证实了王莉芬等[16]、叶盛等[17]提出的

观点,即血清学筛查结果的意义不应该仅仅局限于提

示21-三体综合征、18-三体综合征两类常见的染色体

异常,其他染色体异常可能也会导致血清中激素水平

异常,从而导致筛查结果提示高风险。另外,对于高

龄孕妇来说,由于生殖细胞老化、体内各种毒素的堆

积,都将导致胎儿染色体出现异常的风险升高[18]。在

本研究中,也有多例高龄孕妇出现染色体嵌合体的情

况。这说明年龄风险可能体现在细胞分裂周期的各

个阶段,高龄妊娠不仅增加了21-三体综合征的风险,
其他染色体异常风险也随之增加。

综上所述,随着生化免疫学、超声诊断学的发展,
常规的产前筛查手段在一定程度上提高了胎儿染色

体异常的检出率。因此,对于常规产前筛查高风险的

孕妇,应纳入高危妊娠管理,进一步转诊至有产前诊

断资质的诊断中心进行产前诊断与检测。在产前诊

断方法的选择上,推荐常规核型分析联合CNV-seq
技术检测,这不仅可以弥补单一检测方法带来的漏诊

和误诊,也在很大程度上缩短了产诊周期,减轻孕产

妇的心理压力,同时可为临床产前遗传咨询提供更加

全面的实验室依据。
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