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染色体拷贝数变异测序（ＣＮＶｓｅｑ）对稽留

流产绒毛组织的病因学检查分析

张卉　祖淑静　张宁　单飞　杨威

（哈尔滨市红十字中心医院，黑龙江 哈尔滨　１５００７６）

【摘要】　目的　探讨染色体拷贝数变异测序（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒａｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＮＶｓｅｑ）在稽留流产绒

毛组织检测染色体畸变的价值，明确流产病因。方法　选取哈尔滨市红十字中心医院妇产科门诊诊断

早期稽留流产２２４例患者自愿接受流产病因学检测，进行检测前咨询，告知ＣＮＶｓｅｑ技术检测目的及

意义，行人工流产时留取绒毛组织送检行 ＣＮＶｓｅｑ。结果　２２４例流产组织 ＣＮＶｓｅｑ检测成功率

１００％，检出染色体畸变１１４例，阳性检出率为５１％，其中数目异常７１例，包括特纳综合征２０例、１６三

体１９例、２２三体７例、２１三体６例、３三体３例、１４三体２例、４三体２例、２０三体１例、１８三体１例、

１５三体１例、８三体１例、三倍体８例，其他染色体畸变包括嵌合体、微缺失／微重复（多态性和致病性不

明确）４３例。结论　ＣＮＶｓｅｑ诊断稽留流产病因染色体畸变，其特异性较高，胚胎染色体非整倍体是导

致早期胚胎停止发育流产的重要原因，ＣＮＶｓｅｑ在稽留流产染色体异常和拷贝数变异具有较好的临床

应用价值，明确流产的遗传学病因，为再次妊娠提供指导有重要意义。
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　　稽留流产又称过期流产，指胚胎或胎儿已死亡

滞留宫腔内未及时自然排出者。胚胎或胎儿染色体

异常是早期流产最常见的原因，约占５０％～６０％，

染色体异常包括数目异常和结构异常。其中数目异

常以三体综合征居多，常见的有１３、１８、２１、１６和２２

三体，其次为Ｘ单体，三倍体和四倍体少见。结构

异常引起流产并不常见，主要有平衡易位、倒置、缺

失、重叠及嵌合体等［１］。

染色体拷贝数变异测序（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒａ

ｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＮＶｓｅｑ）是采用高通量测序

（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术对样本ＤＮＡ

进行低深度全基因组测序，将测序结果与人类参考

基因组碱基序列进行对比，通过生物信息分析发现

样本存在的拷贝数变异（ＣＮＶｓ）。具有流程简单、

易操作、通量高、兼容性好、所需ＤＮＡ样本量低等

优点，样本可为外周血、羊水、脐血、绒毛组织等［２］。

为临床检测染色体疾病提供新的解决手段，可发现

染色体非整倍体及染色体微缺失／微重复等。ＣＮＶ

ｓｅｑ技术可用于产前诊断、流产原因排查、不孕不育

原因查找，以及疑似染色体疾病患者的染色体异常

检测。

１　资料与方法

１．１　研究对象　选择２０１７年１月至２０１９年３月

在哈尔滨市红十字中心医院妇产科门诊临床诊断的

２２４例稽留流产患者，患者身体健康状况良好，单

胎。经产前诊断门诊遗传咨询自愿接受流产病因学

检测的患者，进行检测前咨询，告知ＣＮＶｓｅｑ技术

检测目的及意义，行人工流产时留取绒毛组织送检

行ＣＮＶｓｅｑ。年龄在２０～４２岁，孕龄１２周内的患

者。

１．２　实验方法　

１．２．１　标本的采集对临床明确稽留流产的患者夫

妇进行检测前的遗传咨询并签署知情同意书。收集

稽留流产患者的绒毛组织（无菌操作，无污染）取５０

～１００ｇ，放入生理盐水中多次漂洗，漂洗至无血液成

分，取黄豆粒大小的绒毛组织放入ＰＥ管密封管内，

及时送检。

１．２．２　将采集到标本送检至北京贝瑞和康生物技

术有限公司。

１．３　ＣＮＶｓｅｑ实验方案及流程图，详见表１、图１．

表１　ＣＮＶｓｅｑ技术实验方案

样品类型 取样 运输及保存

绒毛组织 取流产组织黄豆大小，放入ＥＰ管中密闭，保存。 不可冷冻，４°Ｃ保存及运输，４８小时内送至实验室处理。

图１　ＣＮＶｓｅｑ实验流程图

１４　数据分析把检测的ＤＮＡ序列数据和基因组数

据库进行比对，得到样本中每条染色体上可比对的

唯一序列含量，根据生物信息学分析，计算出每条染

色体的覆盖深度值，并转化为衡量染色体异常风险

的指数。样本中某一染色体ＤＮＡ（ｃｈｒＮ）所占总

ＤＮＡ比例可以表示为覆盖深度ＣｏｖｃｈｒＮ。然后

对深度进行修正，通过样本染色体的Ｃｏｖｒａｔｉｏ来判

断胎儿染色体拷贝数是否异常，统计检验的值为

Ｃｏｖｒａｔｉｏ值，ＣｏｖｃｈｒＮ 以及 Ｃｏｖｒａｔｉｏ值计算如

下：覆盖深度ＣｏｖｃｈｒＮ＝样本染色体Ｎ上唯一序
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列片段总数／参考序列染色体Ｎ上唯一序列片段总

数；样本的ｃｈｒＮ的Ｃｏｖｒａｔｉｏ＝ｃｈｒＮ的修正深度／

平均修正深度；样本的Ｃｏｖｒａｔｉｏ值＞１．３判定为样

本染色体重复，Ｃｏｖｒａｔｉｏ值＜０．７判定为样本染色

体缺失。

２　结果

２．１　ＣＮＶｓｅｑ结果　２２４例稽留流产绒毛组织，检

测出染色体畸变１１４例，其中阳性检出率为５１％

（１１４／２４４），其中数目异常７１例，占３１．７０％，其中

包括特纳综合征２０例、１６三体１９例、２２三体７例、

２１三体６例、１３三体３例、１４三体２例、２０三体１

例、１８三体１例、１５三体１例、８三体１例、４三体１

例、三倍体８例。详见表２。

表２　ＣＮＶｓｅｑ阳性结果（染色体数目异常）

三体和单体类型 例数（例） 占异常百分比（％）

特纳综合征（４５，Ｘ） ２０ １７．５４

１６三体 １９ １６．６６

２２三体 ７ ６．１４

２１三体 ６ ５．２６

１３三体 ３ ２．６３

１４三体 ２ １．７５

４三体 ２ １．７５

２０三体 １ ０．８７

１８三体 １ ０．８７

１５三体 １ ０．８７

８三体 １ ０．８７

三倍体（６９，ＸＸＹ） ８ ７．０２

２．２　ＣＮＶｓｅｑ结果根据测序及统计每条染色体的

唯一序列片段所得出的结果分析，ＣＮＶｓｅｑ发现染

色体畸变阳性率为５１％（１１４／２２４），单纯数目异常

为３１．７０％（７１／２２４），嵌合体为３．１２％（７／２２４），其

它染色体畸变包含微缺失／微重复为１６．０７％（３６／

２２２４）。临床意义不明的拷贝数目变异（Ｃｏｐｙｎｕｍ

ｂｅｒｖａｒｉａｎｔｓｏｆｕｎｃｅｒｔａｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ＶＵＳ），即未

确定性质的已报道 ＤＮＡ 异常或未见报道的新变

异，尚不能确定与其表型意义可能与稽留流产有无

关系。详见表３。

表３　ＣＮＶｓｅｑ阳性结果（染色体畸变除去数目异常

　　以外嵌合体、部分微缺失／微重复）

类型 缺失／重复位置（嵌合况） 大小

嵌合体 ７三体【４０％】／正常【６０％】

１９三体【２５％】／正常【７５％】

１３三体【２０％】／正常【８０％】

２２三体【５０％】／正常【５０％】

１４三体【７０％】／２１三体【６０％】

Ｘ单体【６０％】／正常【４０％】

８／２１三体【７０％】／正常【３０％】

微缺失 １６ｑ２１．２ １．０８Ｍｂ

１６ｑ２３．１ ０．２４Ｍｂ

１ｐ１３．２ ０．２６Ｍｂ

Ｘｐ２２．３１ １．７０Ｍｂ

５ｑ３５．３ ２．３６Ｍｂ

１５ｑ２３．１ ２．３８Ｍｂ

１５ｑ２１．２ １．８４Ｍｂ

７ｑ２１．３ １４．６２Ｍｂ

微重复 １７ｐ１３．３ｐ１３．１ ７．５６Ｍｂ

１５ｑ２１．２ ２．３４Ｍｂ

２０ｑ１２．２ ０．８４Ｍｂ

５ｐ１２ｐ１１ ０．７６Ｍｂ

Ｘｐ２２．３３ ０．４８Ｍｂ

８ｐ２３．１ ０．５Ｍｂ

１ｐ２３．２２ ０．３６Ｍｂ

３ｑ２１．１ ０．５２Ｍｂ

７ｐ２２．２ ０．３４Ｍｂ

其他畸变 ７０，ＸＸＹ，＋２

４８，ＸＸＹ，＋１５

　　注：高通量测序 ＤＮＡ测序查询的数据库：ＤＧＶ、ＤＥＣＩＰＨＥＲ、

ＯＭＩＭ、ＵＣＳＣ以及ＰｕｂＭｅｄ公共数据库资源。

３　讨论

３．１　稽留流产是胚胎停止发育未及时排除体外胚

胎停止发育的主要原因之一是胚胎染色体异常，导

致染色体异常的原因目前无明确定论，高龄是高危

因素，与环境、感染、免疫、不良因素也有相关性。检

测胚胎染色体异常的方法有染色体核型分析、荧光

原位杂交（ＦＩＳＨ）、高通量ＤＮＡ测序等技术。染色

体核型分析常用Ｇ显带技术能够检查出绝大多数

的染色体的异常情况，包括染色体数目异常如三体

型、单体型、多倍体，染色体结构异常如易位、倒位及

１０Ｍｂ以上的片段缺失、重复等。染色体核型分析

应用范围广、应用时间较长，检测结果比较受临床医

师信赖，是对绒毛、羊水或脐血进行产前诊断的主要

方法和金标准。染色体核型分析技术检测流产绒毛

组织染色体的研究已经比较深入。在国外，早在

１９７５年就有学者报道了１５００例自然流产组织样本

４３
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之后发现约有６０％的绒毛染色体数目异常，主要为

非整倍体和多倍体［３］。国内学者们在染色体核型分

析技术检测绒毛染色体方面也做了大量研究：欧阳

鲁平等［４］利用传统核型分析技术检测了１１６０例早

孕期流产绒毛样本，检测成功１１４０例，检测成功率

为９８．２％，检测出 ６２ 例染色体异常核型，占

５．４４％，其中数目异常共３２例（５１．６％），以４５，Ｘ

最多见，共１５例，其次是１３三体６例，结构异常５

例，嵌合体２２例。本研究对２２４例稽留流产绒毛组

织进行ＣＮＶｓｅｑ检测，共检测出７１例数目异常，

４５，Ｘ最多见，共２０例，１６三体１９例，２２三体７例

也是导致流产的主要原因，这与孙义锡［５］的研究结

果一致。与欧阳鲁平等［４］研究结果相近。ＣＮＶｓｅｑ

比较核型分析技术，对检测标本要求较低，分辨率及

检测成功率高，成为快捷、准确、灵活的新型检测手

段［６］。随着高通量测序技术的成熟与发展，全基因

组测序被应用到各种领域，尤其是遗传性疾病的研

究方面备受关注。目前人类已知疾病中，大约有

４０００多种疾病与基因异常有关
［７］。在传统细胞遗

传学只能检测５Ｍｂ以上的缺失和重复，５Ｍｂ以下

隐藏着众多的微小不平衡，是细胞遗传学检测难以

诊断的。

３．２　ＦＩＳＨ与传统染色体核型分析技术　ＦＩＳＨ有

着快速、高效等特点，但也存在一定的局限性。

ＦＩＳＨ技术现阶段只能针对已知的染色体非整倍体

异常进行检测，根据目前的研究，三体型可发生在除

了１号染色体以外所有的染色体，而目前在临床上

使用的ＦＩＳＨ探针只涉及１３、１６、１８、２１、２２、Ｘ和Ｙ

这７条染色体，不能覆盖所有染色体组，这将会漏诊

和误诊。临床常用 ２１、１８、１３、Ｘ、Ｙ 五条探针。

ＦＩＳＨ技术只能检测染色体的数目异常，并不能对

染色体结构异常进行检测。也不能检测染色体微小

变异，也就是说，ＦＩＳＨ 检测结果为阴性的样本，并

不能说明该样本不存在由易位、倒位、缺失及重复等

结构异常所导致的染色体核型异常。据文献报道，

有１５％～３０％的核型异常是ＦＩＳＨ 不能检测出来

的［８］。ＦＩＳＨ存在有一定的假阳性率和假阴性率。

有文献进行了大样本的研究，分析了２９０３９例样本

只有１例假阳性（假阳性率＝０．００３％）和７例假阴

性结果（假阴性率＝０．０２４％）
［９］。

３．３　ＣＮＶｓｅｑ　应用本研究２２４例检测成功率

１００％，阳性样本占总样本率５１％（１１４／２２４），低于

范宝光等［１０］研究的６４．１５％，徐蕾等
［１１］研究的

７９．５９％。单纯数目异常为３１．７０％（７１／２２４），嵌合

体为３．１２％（７／２２４），其他染色体畸变包含微缺失／

微重复为１６．０７％（３６／２２２４）。文献报道
［１２］流产染

色体异常１６三体最多见，其次２１三体和２２号三

体。ＪｉａｎｄｏｎｇＳｈｅｎ等
［１３］采用高通量测序技术检测

了４３６例流产绒毛样本，检出异常核型样本 ２２５

例，占５１．６％，包括１８８例非整倍体异常，２３例片

段微缺失微重复，及１４例三倍体。１９７８年顾世光

报道，早期稽留流产中３０．５％～５４．９％的流产儿具

有异常染色体［１４］。赵佳［１５］等人对１０３２例大样本

流产绒毛样本进行检测，检出异常核型４４５例，异常

率４３．１２％。我们研究２２４例稽留流产患者中特纳

综合征２０例，１６三体１９例，２２三体７例，２１三体

６例，也是比较常见，与文献报道基本相符合。其次

１３三体３例，１４三体２例，２０三体１例，１８三体１

例，１５三体１例，８三体１例，４三体１例，三倍体８

例。特纳综合征病例大多数在胚胎期流产。本研究

检测２０％以上的染色体嵌合及染色体微缺失／微重

复变异。其他染色体畸变包含微缺失／微重复为

１６．０７％（３６／２２４）。

３．４　ＣＮＶｓｅｑ的优势与细胞培养核型分析相比其

特异性、敏感性在检测染色体数目异常上具有较高

的一致性，能够精确分析，利用 Ｈｉｓｅｑ２５００测序快速

要得到结果，在时间上有较大优势。由于不需要进

行细胞培养，减少了细胞培养失败的可能性。相较

于染色体核型分析和ＦＩＳＨ 技术，采用高通量基因

测序技术对流产绒毛进行检测有以下几方面的优

势。第一，高通量测序又可称为新一代深度测序，是

指一次性能并行测序几百万到十亿条ＤＮＡ分子，

可对一个物种的转录组和基因组进行更深入、更全

面、更细致的分析［１６］。以Ｓｏｌｅｘａ技术为例，采用了

该技术的 ＨｉＳｅｑ２５００测序仪，一台机器在短短两

周的时间内能产出超过３００Ｇ 的数据，这相当于把

人类基因组重复测序１００遍以上，短时间内大输出

量的测序与以往技术相比较最突出的优势。第二，

５３
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实验对样本要求较低，即使绒毛样本退化只要ＤＮＡ

含量达到一定的测序要求就能对样本进行检测，这

就很大程度上提升了样本的检测成功率。第三，对

于染色体结构异常，该技术可检测到１００ｋｂ以上的

染色体片段的微缺失和微重复，提高了染色体异常

的检出率。而以往使用染色体核型分析技术只能排

查出１０Ｍｂ以上的染色体结构异常，这就导致很多

存在细微结构异常的染色体被漏诊，所以有学者认

为，早期自然流产绒毛的染色体异常率实际上应该

高于普遍报道的５０％
［１７］。有文献报道，通过大样

本量的研究，采用高通量检测技术对智力低下的患

者进行遗传学分析，发现这些患者存在染色体结构

上的微缺失微重复［１８］。

３．５　ＣＮＶｓｅｑ结果解读分析绒毛组织染色体畸变

是否存在，如结果无异常时，可以基本排除稽留流产

非遗传物质染色体畸变所致，建议夫妻进行其他检

查。流产原因还有精子畸形率、免疫、感染环境等

等。如染色体畸变为非整倍体多数是生殖细胞成熟

或受精卵早期卵裂过程中，染色体不分离或丢失等

原因造成的［１９］。稽留流产的病因可能与夫妻年龄、

情绪、孕前孕期接触有毒有害物理、化学、药物等不

良环境相关。如染色体畸变为缺失／重复，考虑拷贝

数变异是新发突变还是来源于亲本（夫妻之一），夫

妻均需行ＣＮＶｓｅｑ检测。无论是新发突变还是来

源亲本再次妊娠均需进行遗传咨询及产前诊断。

总之，应用ＣＮＶｓｅｑ对稽留流产绒毛组织染色

体畸变进行检测能明确稽留流产的病因，有利于临

床医师快速准确寻找稽留流产病因，对再次妊娠有

重要的指导意义。
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