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【摘要】　目的　对比多重连接探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）与染

色体核型分析技术，明确两种技术在流产绒毛样本检测中的效能，以期建立最优化的实验室检测方案。

方法　采集１８９例稽留流产绒毛样本，同步行 ＭＬＰＡ （ＳＡＬＳＡＰ２９０Ｂ１）和常规染色体核型分析检测，

并对检测结果进行统计分析。结果　两种方法综合分析成功１８７例，占９８．９４％。其中核型分析成功

１１７例，占６１．９０％；ＭＬＰＡ 能够检测１８５例，占９７．８８％。核型分析与 ＭＬＰＡ 结论一致７０例，占

３７．０４％；４２例多倍体或非探针目标区染色体异常，ＭＬＰＡ未能检出，占其独立检测样本的２２．７０％（４２／

１８５）；７２例因培养失败等因素未能成功核型分析，占３８．１０％。结论　①独立采用核型分析或 ＭＬＰＡ

技术均不能有效实现流产绒毛染色体异常的检测分析。②综合考虑检测成本和效能，先行染色体核型

分析并同时留取流产绒毛样本，应用 ＭＬＰＡ作为核型分析失败的补充方案具有临床可行性。

【关键词】　流产；绒毛；多重连接探针扩增技术；细胞遗传学

【中图分类号】　Ｒ３９４．２　　　【文献标识码】　Ａ

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｏｐｔｉｍｉｚｅｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｔｅｓｔｉｎｇｐｒｏｐｏｓａｌｔｈｒｏｕｇｈｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＭＬＰＡ）ａｎｄｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ．犕犲狋犺狅犱　Ａｃｏｈｏｒｔｏｆ１８９ｐａｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｗｅｎｔｓｉｄｅｂｙｓｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｏｒｉｏｎｉｃｖｉｌｌｉｓａｍ

ｐｌｅｓｂｙｂｏｔｈｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇａｎｄＭＬＰＡ （ＳＡＬＳＡＰ２９０Ｂ１）ｗｉｔｈｄｉｒｅｃｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｕｌｔｓ．

犚犲狊狌犾狋狊　１８７ｓａｍｐｌｅｓ（９８．９４％）ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｂｙｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇａｎｄＭＬＰＡ．１１７

ｓａｍｐｌｅｓ（６１．９０％）ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｎｌｙｂｙｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇａｎｄ１８５ｓａｍｐｌｅｓ（９７．８８％）ｗｅｒｅａｎａ

ｌｙｚｅｄｏｎｌｙｂｙＭＬＰＡ．７０ｓａｍｐｌｅｓ（３７．０３％）ｙｉｅｌｄｅｄｔｈｅｓａｍｅｆｉｎｄｉｎｇｓｗｉｔｈｂｏｔｈＭＬＰＡａｎｄｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｕｌｔｓ．４２ｓａｍｐｌｅｓ（２２．７０％ｉｎｔｈｅＭＬＰＡａｌｏｎｅｓａｍｐｌｅｓ）ｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｂｅｃａｕｓｅｏｆｉｎａｂｉｌｉｔｙｔｏｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｚｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓｏｒｐｌｏｉｄｙｃｈａｎｇｅｓ．７２ｓａｍｐｌｅｓ（３８．１０％）ｈａｄｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｓｄｕｅ

ｔｏｃｕｌｔｕｒｅｆａｉｌｕｒｅｓｗｈｅｒｅＭＬＰＡｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｖａｉｌａｂｌｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊　①Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓｃａｎ’ｔ

ｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｓｉｎｇｌｅｍｅｔｈｏｄｗｈｅｔｈｅｒＭＬＰＡｏｒｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇ．②Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇｔｈｅ

ｃｏｓｔａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｓｉｔｕａｔｉｏｎｗｏｕｌｄｂｅｔｏｈａｖｅＭＬＰＡａｖａｉｌａｂｌｅｉｎｔｈｅｌａｂｏｒａｔｏｒｙａｓｔｈｅｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔａｒｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ；ｃｈｏｒｉｏｎｉｃｖｉｌｌｉ；ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｃｏｎｖｅｎ

ｔｉｏｎａｌｋａｒｙｏｔｙｐｉｎｇ

　　自然流产是孕早期最常见的并发症
［１］，约６５％

的受孕胚胎及１５％的临床可见妊娠会发生流产
［２］，

１％的女性会出现连续３次以上的复发性流产。而

自然流产的病因通常不明或是多因素造成的，但约

５０％～７０％的早期自然流产被认为是染色体异常造

成的，而这些异常中约９５％表现为常染色体的非整

５
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倍体［３５］，因此染色体倍性检测是流产查因的重要

方向。

细胞遗传学是自然流产查因的首选技术手段，

但其技术要求高，费时费力，通量低，且存在１０％～

４０％的样本因培养失败、细菌或真菌感染、母血污染

等原因而未能给出检测结果［６］。分子遗传学技术如

荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＦＩＳＨ）和定量荧光ＰＣＲ技术（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔＰＣＲ，ＱＦＰＣＲ）等是检测非整倍体的可靠方

法，并能短时间内得出检测结论，但这些技术检测的

染色体数目有限，且ＦＩＳＨ、ＡｒｒａｙＣＧＨ的检测成本

高昂。与之相比，多重连接探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）一

次可实现基因组中４０个目标区的定量检测，具有较

高的性价比。２００７年ＤｉｅｇｏＡｌｖａｒｅｚ等
［７］即开始应

用 ＭＬＰＡ技术对流产样本检测。本研究旨在对比

ＭＬＰＡ与染色体核型分析在流产绒毛样本中的检

测，明确两种技术的效能，以期建立最优化的实验室

检测方案。

１　资料与方法

１．１　实验材料　签署知情同意后，收集苏州市立医

院生殖与遗传中心２００９年至２０１２年２月期间经超

声检查发现胚胎停止发育后行清宫术的绒毛组织

１８９份。孕妇平均年龄２９岁，孕龄５～１７周，为保

护患者隐私，所有数据资料的统计分析均在未知患

者临床背景的状态下进行。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞遗传学分析　于体视镜下显微操作挑

取、分离绒毛样本，明确为胎儿部分进行清洗后用于

细胞培养，传统方法收获和Ｇ显带体核型分析。

１．２．２　ＭＬＰＡ检测分析　挑取流产绒毛约１５ｍｇ，

采用ＢｌｏｏｄＤＮＡｍｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ公司，德国）

试剂盒提取基因组ＤＮＡ。用ＮＤ１０００（Ｔｈｒｏｍｏ公

司，美国）测定ＤＮＡ浓度和纯度，并将ＤＮＡ稀释至

２５ｎｇ／μｌ。依照 ＭＬＰＡ试剂盒（ＳＡＬＳＡＰ２９０Ｂ１）

的操作说明操作，产物用ＡＢＩ３１３０遗传分析仪进行

毛细管电泳。用 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ软件分析电泳数据，

并与细胞遗传学结果比对。

２　结　果

１８９例绒毛样本经细胞遗传和 ＭＬＰＡ同步分

析两种方法综合分析成功１８７例，占９８．９４％，因质

量问题２例样本用两种方法均未能给出检测结论。

其中核型分析成功１１７例，占６１．９０％，７２例因培养

失败等因素未能成功核型分析，占３８．１０％；１８５例

有 ＭＬＰＡ检测结论，占９７．８８％，４例样本未见探针

信号或杂乱而无法分析。ＭＬＰＡ与核型分析结论

一致７０例，占３７．０３％。４２例多倍体或非探针目标

区染色体异常，ＭＬＰＡ未能检出，占其独立检测样

本的２２．７０％（４２／１８５），则独立应用 ＭＬＰＡ可成功

分析１４３例，占总样本的７５．６６％。两种技术方法

检测效能的对比分析参考（表１）。

２．１　ＭＬＰＡ结果与核型结论一致　７０例样本两种

技术结论一致。其中４３例（２２．９９％）未见明显异

常，２７例（１４．４４％）可见部分染色体的非整倍体。

２．２　 两种技术检测结 论不一 致 　３ 例样本

（１．６０％）经 ＭＬＰＡ两次双盲实验明确为微缺失／微

重复综合征而核型分析未能检出。包括７ｑ１１．２３区

域与 ＷｉｌｌｉａｍＢｅｕｒｅｎ综合征 （ＯＭＩＭ：６０９７５７）相关

的微重复１例；１５ｑ１１．２区域与ＰｒａｄｅｒＷｉｌｌｉ／Ａｎ

ｇｅｌｍａｎ综合（ＯＭＩＭ：１７６２７０／１０５８３０）征相关的微

重复１例；２２ｑ１３．３３区域与２２ｑ１３／ＰｈｅｌａｎＭｃＤｅｒ

ｍｉｄ综合征（ＯＭＩＭ：６０６２３２）相关的微缺失１例。

４２例样本（２２．２２％）因多倍体或非探针目标区染色

体异常，ＭＬＰＡ未能检出，包括非探针目标区的非

整倍体２１例（１１．２３％），多倍体７例（３．７４％），嵌合

体１４例（７．４９％）

２．３　只有一种技术的检测结论　共７０例样本

（３７．０３％）因污染、培养失败等原因仅能通过 ＭＬ

ＰＡ得出检测结论，包括３５例（１８．７２％）未见明显

６
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异常，２６例（１３．９０％）存在非整倍体，９例（４．８１％）

存在非同一条染色体的单个或多个探针的异常（信

号降低３例，信号增加６例），怀疑为微缺失或微重

复。２例（１．０７％）可能因样本质量、核酸降解或污

染等原因，ＭＬＰＡ未能检测到扩增信号，仅有核型

分析结果［１例为４５，ＸＯ；１例为９２，ＸＸＹＹ，ｔ（８；

１４）］。

表１　ＭＬＰＡ与染色体核型检测的对照分析

异常检出数 正常检出数 未正确检出数 无结果数 合计

ＭＬＰＡ ６５ ７８ ４２ ４ １８９

核型分析 ７１ ４３ ３ ７２ １８９

差异 －６ ＋３５ －３９ ＋６８ ＋５８

　　注：差异栏表示 ＭＬＰＡ的检测效能，计算以核型分析的结论

作为参照

３　讨　论

胚胎染色体异常是导致自然流产的主要原因之

一，早期自然流产的胚胎染色体异常以染色体多倍

体和非整倍体异常为主，最常见的是染色体数目异

常，而结构异常所占比例较少［８］，这在本研究中也得

到了验证。目前，最常用的检测方法主要是通过绒

毛活检取胎儿细胞进行染色体核型分析。但该方法

存在时间长、易污染、对操作人员要求高等缺陷，有

着一定的局限性。随着分子诊断技术的发展，这些

问题得到了逐步解决。ＭＬＰＡ技术是２００２年荷兰

科学家Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等
［９］发明的一种针对靶核酸序列

进行定性和定量分析技术，从ＤＮＡ提取至结果分

析仅需ｌ～２个工作日，每次反应可同时对多达３０～

５０目标位点的缺失、重复、单核苷酸多态性等进行

检测，其操作相对简单，设备自动化程度高，具有快

速、高通量的优势，可同时检测几十个样本。

目前国内已有采用 ＭＬＰＡ（ＳＡＬＳＡＰ０９５）仅针

对流产绒毛１３、１８、２１、Ｘ和 Ｙ非整倍体检测的报

道［１０］，目前 ＭＬＰＡ针对染色体组拷贝数异常检测

的试剂盒有多个，包括多个针对微缺失／微重复、染

色体端粒、５条常见非整倍体、具体染色体长短臂及

组合型的检测试剂盒。而流产绒毛样本不仅仅是常

见５条染色体的数目异常，还包括其他染色体数目

异常［１１］，及染色体的微缺失［１２，１３］等。考虑尽可能

覆盖与已知流产密切相关的染色体畸变，组合型试

剂盒ＳＡＬＳＡＰ２９０Ｂ１成为本次研究的选择对象，

其除了能检查常见的１３、１８、２１、Ｘ和Ｙ５条常见染

色体非整倍体情况，同时可对常见１４种染色体微缺

失／微重复情况进行检测。共包含１３条染色体上的

５１个探针：除２１号染色体６个探针，１３号、１８号、Ｘ

染色体各４个探针，Ｙ染色体２个探针之外，还包括

１７号染色体８个探针，１５号染色体６个探针，２２号

染色体５个探针，１号、７号染色体各３个探针，

４号、５号、８号染色体各２个探针，不包含１２号、１４

号、１６号等其他１０条染色体信息。较之Ｃａｒａｍｉｎｓ

ＭＣ等
［１４］采用ＳＡＬＳＡＰ０７０的全染色体端粒探针，

本研究在常见非整倍体及微缺失／微重复综合征检

测的探针密度增加，并发现３例核型分析未见的可

能与流产相关的微缺失／微重复。但７５．６６％的综

合检出效能较之ＣａｒａｍｉｎｓＭＣ等
［１４］采用ＳＡＬＳＡ

Ｐ０７０８５．９１％的检出效能有所降低，可见ＳＡＬＳＡ

Ｐ２９０Ｂ１探针试剂盒中未包含的１０条染色体约占

流产异常染色体的１０％，流产绒毛中染色体数目异

常较之微缺失／微重复等亚显微结构异常占有更多

比例。

本研究１８９例流产绒毛样本，细胞遗传学技术

共检出异常７１例，正常４３例，未能正确检出３例，

培养失败７２例。ＭＬＰＡ技术共检出异常６５例，正

常７８例，未能正确检出４２例，无结果４例（表１）。

两者比较 ＭＬＰＡ能增加３０．６９％明确检出率（５８／

１８９），这部分增加的检出率主要是针对培养失败的

样本，进一步分析这些数据可发现，成功检出的样本

中 ＭＬＰＡ的正常检出率（５４．５４％）要显著高于核型

分析（３７．７２％）（犘＜０．０５），而异常检出率核型分析

（６２．２８％）显著高于 ＭＬＰＡ（４５．４５％）（犘＜０．０５）。

且独立采用 ＭＬＰＡ的检出效能（７５．６６％）和独立采

用核型分析的检出效能（６０．３２％）均不能完全满足

７
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临床需求，因此两者各有技术优劣。核型分析的缺

陷主要表现为费时、费力、培养失败、染色体形态难

分辨等；而 ＭＬＰＡ的缺陷主要因其技术限制，包括

染色体平衡易位、多倍体、非探针目标区的染色体剂

量异常等。因此最佳的实验室方案应该是 ＭＬＰＡ

与核型分析同步双盲对流产样本进行检测，这样可

达到９８．９４％的检测成功率。考虑到检测成本和性

价比，根据我们对两者检测效能的分析，先行 ＭＬ

ＰＡ检测，核型分析作为补充是最佳的实验室方案。

但因 ＭＬＰＡ实验过程至少需要２个工作日，如果未

能给出检测结论，冻存后的绒毛样本再培养制备染

色体会因部分绒毛细胞死亡而相对困难，而冻存的

绒毛样本并不影响后续的ＤＮＡ提取。因此，综合

考虑检测成本和效能，先行染色体核型分析并同时

留取流产绒毛样本，应用 ＭＬＰＡ作为核型分析失败

的补充方案具有临床可行性。
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