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自然流产及指征引产组织与染色体异常的关系*
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  摘 要:目的 探讨自然流产及指征引产组织与染色体异常的关系。方法 采用低深度高通量全基因组

拷贝数变异测序(CNV-Seq)技术对自然流产组织和指征引产胎儿组织进行染色体检测,其中自然流产标本141
例,指征引产标本69例。结果 自然流产组织141例,指征引产组织69例均检测成功。141例自然流产组织

中染色体异常65例,检出率为46.10%,其中染色体数目异常46例,意义不明或良性结构异常12例,致病性结

构异常7例;69例指征引产组织中染色体异常28例,检出率为40.58%,其中染色体数目异常13例,意义不明

或良性结构异常10例,致病性结构异常5例。结论 染色体异常(数目和结构)是导致自然流产和指征引产的主

要原因,采用CNV-Seq技术检测自然流产和指征引产组织有利于查找遗传学病因,对再次生育指导有重要意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

spontaneous
 

abortion
 

tissue,citation
 

and
 

chromosomal
 

abnormalities.Methods Low
 

depth
 

and
 

high
 

throughput
 

copy
 

number
 

variation
 

sequencing
 

(CNV-Seq)
 

technique
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

chromosomes
 

in
 

spontaneous
 

abortion
 

tissues
 

and
 

reference
 

fetuses,
including

 

141
 

cases
 

of
 

spontaneous
 

abortion
 

tissue
 

and
 

69
 

cases
 

of
 

induced
 

labor
 

tissue.Results A
 

total
 

of
 

141
 

cases
 

of
 

spontaneous
 

abortion
 

tissue
 

and
 

69
 

cases
 

of
 

induced
 

labor
 

tissue
 

were
 

detected
 

successfully.There
 

were
 

65
 

cases
 

of
 

chromosome
 

abnormality
 

in
 

spontaneous
 

abortion
 

(46.10%),including
 

46
 

cases
 

of
 

chromo-
some

 

abnormality,12
 

cases
 

of
 

unknown
 

or
 

benign
 

structural
 

variation,7
 

cases
 

of
 

pathogenic
 

structural
 

varia-
tion.A

 

total
 

of
 

28
 

cases
 

of
 

chromosome
 

abnormality
 

(40.58%)
 

were
 

identified,including
 

13
 

cases
 

of
 

chromo-
some

 

abnormality
 

and
 

5
 

cases
 

of
 

pathogenic
 

structural
 

variation.Conclusion Chromosome
 

abnormality
 

(num-
ber

 

and
 

structure)
 

is
 

the
 

main
 

cause
 

of
 

spontaneous
 

abortion
 

and
 

induction
 

of
 

labor.The
 

detection
 

of
 

abortion
 

and
 

in-
duction

 

of
 

labor
 

by
 

chromosome
 

copy
 

number
 

variation
 

sequencing
 

technology
 

is
 

helpful
 

to
 

find
 

the
 

genetic
 

cause,
which

 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

fertility
 

guidance
 

again.
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  自然流产指非人为目的造成的流产,在所有临床

妊娠中,大约15%会发生自然流产[1]。近年来有研究

表明,高龄、生殖器官异常、黄体功能不全、配偶精子

异常、妊娠感染、初产妇、自然流产史及不良生活习惯

等均是自然流产的主要危险因素[2]。从遗传学角度

分析,染色体异常可导致自然流产,并且可增加后续

妊娠失败和其他并发症的发生率。国外有研究表明,
50%的自然流产存在染色体异常,包括嵌合体、结构

和数目异常,如三体、单体、多倍体和 X单体[3]。因

此,分析流产组织中的染色体有助于了解终止妊娠的

病因,以及改善自然流产患者后续妊娠的管理。在所

有孕妇中,胎儿结构异常占3%,几十年来,基于超声

波的筛查一直是常规产前检查的组成部分,可发现明

显的结构异常,临床推荐引产并查找畸形原因[4]。大

约一半的主要结构异常可以在妊娠前3个月检测到,
包括颅内/无脑畸形、腹壁缺陷、前脑无裂畸形和囊性

水瘤等。然而,由于有些器官、系统的持续发展,部分

异常直到怀孕后期才会显现出来。随着检查能力及经

·3601·检验医学与临床2023年4月第20卷第8期 Lab
 

Med
 

Clin,April
 

2023,Vol.20,No.8

* 基金项目:四川省自贡市科学技术局重点项目(2019YLSF35)。

  作者简介:胡勤,女,主管技师,主要从事产前诊断的分子遗传学及新生儿遗传代谢性疾病方面的研究。 △  通信作者,E-mail:

452672995@qq.com。



验的增加,让中枢神经系统和心血管系统的详细检查成

为可能,目前在有产前诊断资质的机构广泛进行胎儿神

经超声图和胎儿超声心动图等专门检查。当产前检查

发现重大结构异常时,建议使用染色体芯片或者全基因

组拷贝数变异测序技术进行基因检测,因为它具有更高

的基因组分辨率[5]。本研究选取自然流产组织和指征

引产胎儿组织,采用低深度高通量全基因组拷贝数变异

测序(CNV-Seq)技术检测其染色体,并分析染色体与自

然流产组织及指征引产胎儿组织的关系,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019
 

年
 

1
 

月至2020
 

年
 

12月

于本院就诊孕妇的141例流产组织和69例胎儿组织

作为研究对象,临床诊断为自然流产排出的绒毛组

织、稽留流产行清宫术后留取的标本及有临床指征需

要引产的胎儿组织。其中自然流产标本141例,指征

引 产 标 本 69 例。自 然 流 产 组 织 孕 妇 平 均 年 龄

(29.89±4.45)岁,受检时平均孕周(9.50±1.52)周,
平均自然流产次数(1.29±0.94)次;指征引产组织孕

妇平 均 年 龄(27.28±3.88)岁,受 检 时 平 均 孕 周

(20.52±5.82)周。所有患者均知情同意并签署知情

同意书,本研究经本院伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 取样 自然流产组织为小孕周时,取约10
 

mg新鲜绒毛组织;可见胎儿组织时,取1
 

cm×1
 

cm
 

胎儿组织标本。使用生理盐水多次漂洗,除去血液、
污物后剪碎。
1.2.2 基因组DNA提取 采用博奥生物集团试剂

盒提取基因组DNA,裂解液和蛋白酶K消化组织过

夜,后续纯化和收集 DNA,用于高通量测序检测;
NanoDrop2000(美国

 

Thermo
 

Fisher
 

scientific
 

INC)
测定DNA

 

浓度,保证建库用量大于600
 

ng,A260/A280 

为1.8~2.0,置于-70
 

℃冰箱储存备用,避免标本
 

DNA
 

反复冻融。
1.2.3 基因组建库 将600

 

ng基因组DNA通过片

段化酶消化为片段,将末端修复,加上特异序列标签

后扩增短片段,采用SYBGreen实时荧光定量技术检

测,为测序做准备。
1.2.4 测序检测及结果判读 采用博奥生物集团

Ion
 

Torrent测序平台对标本进行检测,严格按照实验

室标准操作规程进行,设置检测400个Flows。芯片

质 控ISP
 

Loading>75%,Polyclonal<35%,Low
 

Quality<10%,Total
 

Reads>75
 

Mb,每个标本数据

量>3.5
 

Mb。对染色体非整倍体及≥5
 

Mb的微缺失

和微重复进行分析。通过人类染色体不平衡和表型

数据 库
 

DECIPHER(https://decipher.sanger.ac.
uk/index)、ClinGen(https://www.clinicalgenome.
org)、在线人类孟德尔遗传数据库(OMIM,https://
www.omim.org)和基因组变异数据库(DGV,ht-
tp://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)等公共数据库进

行比对分析,判断所检出CNV的性质,进行结果判

读。参照美国医学遗传学与基因组学学会遗传变异

分类标准与指南[6],将检测标本中发现的CNVs
 

分为

以下
 

5个级别:明确致病性CNV、可能致病CNV、良
性CNV、可能良性CNV、临床意义不明CNV。
2 结  果

2.1 自然流产组织和指征引产组织检出率及染色体

异常结果比较 纳入本研究的141例自然流产组织

和69例指征引产组织均检测成功,数据达到质控标

准。染色体异常
 

93例,检出率为
 

44.29%(93/210)。
141例自然流产组织中染色体异常65例,检出率

46.10%,其中染色体数目异常46例,致病性结构异

常7例,意义不明或良性结构异常12例。69例指征

引产组织中染色体异常28例,检出率40.58%,其中

染色体数目异常13例,致病性结构异常5例,意义不

明或良性结构异常10例。
2.2 染色体数目异常分析 (1)65例自然流产组织

染色体异常中染色体数目异常46例,占异常染色体

的
 

70.77%,其中三体型
 

33例,单体型11例(Turner
 

综合征10例,21号染色体单体1例),三倍体2例(多
重STR位点分析验证一致)。(2)28例指征引产组织

染色体异常中染色体数目异常13例,占异常染色体

的
 

46.43%,其 中 三 体 型9例,单 体 型4例,均 为

Turner
 

综合征。9例三体中有7例为18号染色体三

体,均因为B超检查提示异常而进一步进行诊断,其
中4例胎儿水肿合并淋巴水囊瘤,2例胎儿多发畸形,
1例胎儿为足内翻;另外2例三体分别为13号染色体

三体和21号染色体三体,表现为胎儿唇裂、全身水肿

和先天性心脏病。4例Turner
 

综合征均表现为水肿、
淋巴水囊瘤。见表1。

表1  CNV-Seq技术检测流产组织染色体数目异常结果[n(%)]

检测结果 描述 自然流产组织数目异常(n=46) 指征引产组织数目异常(n=13)

Seq(2)×3 2号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(5)×3 5号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(6)×3 6号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(7)×3 7号染色体三体 2(4.35) 0(0.00)

Seq(8)×3 8号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(9)×3 9号染色体三体 6(13.04) 0(0.00)
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续表1  CNV-Seq技术检测流产组织染色体数目异常结果[n(%)]

检测结果 描述 自然流产组织数目异常(n=46) 指征引产组织数目异常(n=13)

Seq(12)×3 12号染色体三体 3(6.52) 0(0.00)

Seq(13)×3 13号染色体三体 4(8.70) 1(7.69)

Seq(15)×3 15号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(16)×3 16号染色体三体 8(17.39) 0(0.00)

Seq(17)×3 17号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(18)×3 18号染色体三体 1(2.17) 7(53.85)

Seq(20)×3 20号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(21)×1 21号染色体单体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(21)×3 21号染色体三体 1(2.17) 1(7.69)

Seq(22)×3 22号染色体三体 1(2.17) 0(0.00)

Seq(xo)×1 Turner综合征 10(21.74) 4(30.77)

三倍体 69,XXY三倍体 2(4.35) 0(0.00)

2.3 染色体致病性结构异常组织分析 自然流产组

织染色体结构异常19例,其中致病性结构异常7例;
指征引产组织染色体结构异常15例,其中致病性结

构异常5例。见表2。

表2  CNV-Seq技术检出的致病性结构异常组织分析

致病性结构异常组织 结果描述

自然流产组织1
Seq[hg19]

 

3q29(193.04~197.84
 

Mb)×3,

Seq[hg19]
 

5q35.2q35.3(174.70~180.72
 

Mb)×1,

Seq[hg19]
 

22q11.1q11.2(17.06~18.62
 

Mb)×3

3号染色体q29(193.04~197.84
 

Mb)位置存在约4.80
 

Mb的拷贝数重复;5号

染色体q35.2q35.3(174.70~180.72
 

Mb)位置存在约6.02
 

Mb的拷贝数缺失;

22号染色体q11.1q11.21(17.06~18.62
 

Mb)位置存在约1.56
 

Mb的拷贝数

重复。根据CNV评判标准,综合认定这3个位置的变异均为致病性CNV。

自然流产组织2
Seq[hg19]

 

del(8)(p23.3p11.23),

Seq[hg19]
 

dup(8)(q12.1q24.3)mos

8号染色体p23.3p11.23(0.16~38.30
 

Mb)位置存在约38.14
 

Mb的拷贝数缺

失;同时8号染色体q12.1q24.3(61.50~146.30
 

Mb)位置存在约84.80
 

Mb的

拷贝数重复(拷贝数为2.6)。
 

根据CNV评判标准,综合认定这2个位置的变异

均为致病性CNV

自然流产组织3
Seq[hg19]

 

Xq25(122.90~123.18
 

Mb)×1
X染色体q25(122.90~123.18

 

Mb)位置存在约0.28
 

Mb的拷贝数缺失,临床

表型特征为:X-连锁淋巴增生综合征2型

自然流产组织4
Seq[hg19]

 

del(11)(q13.3q14.1)
11号染色体q13.3q14.1(69.30~82.90

 

Mb)位置存在约13.60
 

Mb的拷贝数

缺失,常见特征包括发育迟缓、
 

智力障碍、
 

行为问题和独特的面部特征

自然流产组织5
Seq[hg19]

 

2p25.3(0.02~3.04
 

Mb)×3,

Seq[hg19]
 

13q21.2q34(61.58~115.10
 

Mb)×1

2号染色体p25.3(0.02~3.04
 

Mb)位置存在约3.02
 

Mb的拷贝数重复,为临

床意义不明确CNV;13号染色体q21.2q34(61.58~115.10
 

Mb)位置存在约

53.52
 

Mb的拷贝数缺失,为致病性CNV

自然流产组织6
Seq[hg19]

 

3q29(195.66~197.34
 

Mb)×1
3号染色体q29(195.66~197.34

 

Mb)位置存在约1.68
 

Mb的拷贝数缺失,为
致病性CNV

自然流产组织7
Seq[hg19]

 

6p25.3p24.3(0.14~9.40
 

Mb)×1,

Seq[hg19]
 

6q13q27(71.50~170.92
 

Mb)×3[50%]

6号染色体p25.3p24.3(0.14~9.40
 

Mb)位置存在约9.26
 

Mb的拷贝数缺失;
同时6号染色体q13q27(71.50~170.92

 

Mb)位置存在约99.42
 

Mb拷贝数嵌

合重复,嵌合比例约为50%。根据CNV评判标准,综合认定这2个位置的变异

均为致病性CNV

指征引产组织1
Seq[hg19]

 

3q22.3q25.1(138.08~151.16
 

Mb)×1
3号染色体q22.3q25.1(138.08~151.16

 

Mb)位置存在约13.08
 

Mb的拷贝数

缺失,为致病性CNV

指征引产组织2
Seq[hg19]

 

10q23.2q26.3(88.70~135.44
 

Mb)×3
10号染色体q23.2q26.3(88.70~135.44

 

Mb)位置存在约46.74
 

Mb的拷贝数

重复,为致病性CNV

指征引产组织3
Seq[hg19]

 

11q24.2q25(124.30~134.94
 

Mb)×1
11号染色体q24.2q25(124.30~134.94

 

Mb)位置存在约10.64
 

Mb的拷贝数

缺失,为致病性CNV

指征引产组织4
Seq[hg19]

 

8p23.2(2.34~2.78
 

Mb)×3,

Seq[hg19]
 

17p13.3p13.2(2.48~3.80
 

Mb)×1

8号染色体p23.2(2.34~2.78
 

Mb)位置存在约0.44
 

Mb的拷贝数重复,为临

床意义不明确CNV;常染色体17号染色体p13.3p13.2(2.48~3.80
 

Mb)位置

存在片段大小约1.32
 

Mb的拷贝数缺失,为致病性CNV

指征引产组织5
Seq[hg19]

 

dup(10)(q23.2q26.3)
 

10号染色体q23.2q26.3(88.70~135.44
 

Mb)位置存在约46.74
 

Mb的拷贝数

重复,为致病性CNV
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3 讨  论

染色体病是由于先天性染色体数目异常或结构

异常导致的具有多发畸形、发育迟缓等一系列临床症

状的疾病[7]。不明原因流产及指征引产主要原因为

染色体数目异常,这与本研究结果一致,不明原因流

产组织中32.62%是由于染色体数目异常导致的,指
征引产组织中18.84%是因为染色体数目异常引起

的[7]。CNV-seq技术除了能检测染色体非整倍体问

题外,还可以检测>5
 

Mb的染色体微小拷贝数变异,
目前,CNV-seq技术被应用于生长发育迟缓、多发畸

形、智力障碍等表现的儿童、成人罕见病或者自然流

产物、指征引产物原因分析,可对产前诊断中核型结

果异常进行分析,但无法对异常片段的来源进行
 

DNA
 

水平分析,还可对产前超声检查异常而染色体

核 型 分 析 结 果 正 常 的 胎 儿 进 行 进 一 步 遗 传 学 检

测等[8-9]。
 

本研究结果显示,自然流产组织染色体数目异常

46例,占异常染色体的
 

70.77%(46/65),其中三体型
 

33例,单体型11例(Turner
 

综合征10例,21号染色

体单体1例),三倍体2例。不明原因自然流产高发

原因核型分别为XO、T16、T9等,这些三体或单体核

型还存在不同程度的嵌合,46例染色体数目异常标本

中13例为嵌合体。指征引产组织染色体数目异常13
例,占异常染色体的

 

46.43%(13/28),其中三体型9
例;单体型4例,均为Turner

 

综合征。9例三体中有

7例为18号染色体三体,均因为B超检查提示异常而

进一步进行诊断,其中4例胎儿水肿合并淋巴水囊

瘤,2例胎儿多发畸形,1例胎儿为足内翻;另外2例

三体分别为13号染色体三体和21号染色体三体,表
现为胎 儿 唇 裂、全 身 水 肿 和 先 天 性 心 脏 病。4例

Turner
 

综合征均表现为水肿、淋巴水囊瘤。
除染色体数目异常外,本研究还发现染色体结构

异常,结构异常会表现出较为严重的临床症状。自然

流产组织染色体结构异常19例,其中致病性结构异

常7例。有1例自然流产组织受检原因为孕妇反复

稽留流产3次,孕妇35岁,第4次怀孕同样不明原因

流产,检测结果有3个染色体片段异常:(1)3号染色

体q29(193.04~197.84
 

Mb)位置存在约4.80
 

Mb的

拷贝数重复,q29区域共涉及41个蛋白编码基因,包
含10个已知的 Morbid基因,该区域重复完全覆盖

“3q29微重复综合征”(3:195726835-197344663,约
1.61

 

Mb;
 

OMIM
 

611936),大部分由父母一方遗传,
少数为新发突变。个体间临床表型存在差异,该重复

为致病 性 结 构 变 异。(2)5号 染 色 体q35.2q35.3
(174.70~180.72

 

Mb)位置存在约6.02
 

Mb的拷贝

数缺失,5号染色体q35.2q35.3区域完全覆盖“5q35
复发(Sotos综合征)区域(包括 NSD1)”(chr5:175,

728,979-177,047,793),ClinGen数据库单倍剂量不

足,评分为3分,目前有足够证据表明其发生一个拷

贝数的缺失可以导致疾病,单倍剂量不足关联“Sotos
综合征”,又称小儿巨脑畸形综合征,主要临床表型特

征包括特殊面容、学习障碍、过度生长等[10],为致病性

CNV。(3)22号染色体q11.1q11.2(17.06~18.62
 

Mb)位置存在约1.56
 

Mb的拷贝数重复,22号染色

体q11.1q11.2区域完全覆盖“22q11.2复发(猫眼综

合征)区域(包括 CECR2)”(chr22:17,392,953-18,

591,860),ClinGen数据库三倍剂量敏感评分为3分,
敏感关联的表型为“猫眼综合征”(OMIM115470)[11]。
“猫眼综合征”是一种罕见的染色体疾病,具有高度可

变的临床表现,主要临床特征:虹膜缺损和肛门闭锁

合并瘘管,下斜睑裂,耳前皮赘和/或凹陷,心脏畸形

和肾畸形频发,精神发育正常或接近正常[11],该重复

为致病性CNV。综合3个位置的染色体结构异常,评
估该标本的异常可能源自父母染色体易位,存在一定

再发风险。经过与产前诊断中心和生殖中心沟通,建
议该对夫妇进行胚胎移植前诊断技术(第3代试管婴

儿)。指征引产组织染色体结构异常15例,其中致病

性结构异常5例,1例因B超检查显示胎儿颅内结构

发育异常引产,分子诊断为Seq[hg19]8p23.2(2.34~
2.78

 

Mb)×3,Seq[hg19]17p13.3p13.2(2.48~3.80
 

Mb)×1,8号染色体约0.44
 

Mb的拷贝数重复,17号

染色体约1.32
 

Mb的拷贝数缺失。8号染色体p23.2
区域不涉及蛋白编码基因,不包含已知的 Morbid基

因,为 临 床 意 义 不 明 确 CNV;17 号 染 色 体

p13.3p13.2区域共涉及17个蛋白编码基因,包含5
个已知的Morbid基因:其中PAFAH1B1基因的单倍

剂量不足,评分为3分,有足够证据表明其发生一个

拷贝的缺失可以导致疾病,单倍剂量不足关联“经典

无脑畸形”(MONDO:0015146),为致病性CNV,所以

该胎儿B超检查显示颅内结构异常的原因可能是17
号染色体发生缺失引起的。

染色体微小的结构异常涉及重要基因同样导致

严重的疾病及表型,当然CNV-Seq技术只能检测到

染色体>5
 

Mb的非整倍体问题,对于整倍体和平衡

性易位等问题导致的流产会漏检,所以临床常推荐

CNV-seq技术与染色体核型分析联合应用,虽然染色

体核型分辨率较CNV-Seq技术差,但能检测整倍体

和平衡性易位等染色体异常,两种技术互补应该可以

提高检出率。染色体微阵列分析技术是胎儿超声影

像检查异常时的首选推荐检测方法,是利用涵盖大量

染色体重要片段的高密度DNA探针与经荧光标记的

样品DNA特异性杂交,从而获得样品分子的序列和

数量等信息,除了检测拷贝数变异外,该方法还可以

查出单亲二倍体、杂合性缺失、三倍体或多倍体,但因
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芯片上探针有限,范围不如CNV-Seq技术广。每种

技术均有其优势与局限性,各种技术联合检测是最理

想的状态,但现实是患者会根据自己的经济情况只选

择其一,这也是本研究的局限性,没有完全统计各种

检测技术的检出率及漏检情况。通过累计更多的检

测数据,希望可以进一步完善该研究。产前诊断方法

多样化可以避免因检测方法局限而漏诊,完善出生缺

陷二级预防。
综上所述,染色体异常(数目和结构)是造成自然

流产和指征引产的主要原因,CNV-seq作为新的分子

检测技术,通过对染色体非整倍体问题及>5
 

Mb的

染色体微小拷贝数变异进行分析,可快速、有效地检

测流产和引产组织的遗传学病因,对再次生育指导具

有重要意义。
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