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荧光原位杂交技术在自然流产胚胎组织

染色体分析中的应用探讨
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（厦门市妇幼保健院 产前诊断中心，福建 厦门　３６１００３）

【摘要】　目的　探讨荧光原位杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）在自然流产胚胎组织

中染色体分析的应用价值。方法　运用ＦＩＳＨ技术对临床１０２例自然流产胚胎组织进行检测，并对其

中２４例标本同时进行细胞培养和核型分析。结果　ＦＩＳＨ 检测共发现４６例染色体异常，异常率为：

４５．０９％（４６／１０２）；异常类型有：单体型、三体型、三倍体型及其嵌合体、性染色体异常嵌合型。２４例染色

体核型分析结果中，１７例（７０．８３％）与ＦＩＳＨ 结果相符，另外检出ＦＩＳＨ方法所不能覆盖的染色体异常

７例（２９．１７％），分别为三体型５例、染色体结构异常２例。结论　大部分的自然流产胚胎组织异常染色

体结果可通过ＦＩＳＨ技术检出，该技术具有检测速度快，实验成功率高等优点。但基于ＦＩＳＨ技术探针

检测区域的局限，研究中仍有部分流产胚胎组织异常染色体结果需通过核型分析检出，提示核型分析在

有关研究中仍具重要作用。
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　　染色体数目和结构异常是引发自然流产的重要

因素之一。多项研究表明，自然流产（包括稽留流

产）的病例中，约有５０．５％～６６％是染色体异常造
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成的［１４］。检测流产物胎儿的染色体情况，对于明确

当次流产的原因，指导下一胎妊娠具有一定的意义。

本文拟采用包含７种染色体探针（１３、１６、１８、

２１、２２、Ｘ和Ｙ）的荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术，对１０２

例自然流产的胚胎组织进行染色体分析，部分结果

同时与常规染色体核型分析结果进行比较，探讨

ＦＩＳＨ技术在临床流产物的染色体分析中应用的可

能性及优缺点，为异常妊娠结局细胞遗传学研究提

供新的研究手段。

１　材料与方法

１．１　研究对象　收集本院２０１０年８～１１月期间的

稽留流产（包括空孕囊）引产标本共１０２例，其中绒

毛标本８６例，胚胎组织标本１６例。孕早期（孕周≤

１３周）标本９０例，孕中期（１３周 ＜孕周≤２７周）的

标本１２例，最大孕周为２０周。１０２例孕妇中，年龄

＜３５岁的孕妇９５例，年龄为３５～４１岁的孕妇７例。

每个病例都经超声影像证实胚胎停育（无心管搏动

或空孕囊未见胚芽），孕周数以超声影像估算的孕周

数为准。

１．２　方法

１．２．１　临床取材　孕周＜１０周的，直接清宫取绒

毛２００ｍｇ以上；孕周＞１０周的胚胎停育孕妇，口服

米非司酮，每１２小时一次，每次１００ｍｇ。后清宫术

无菌取绒毛或（和）胎儿组织，或者再服用米索前列

醇６００ｕｇ，任胚胎自行排出。取材前均告知孕夫妇

并签署知情同意书。取出后胎儿组织放入盛有含有

青、链霉素及硫酸庆大霉素的无菌１６４０培养液中，

送交实验室做ＦＩＳＨ 和培养用。

１．２．２　绒毛及胎儿组织细胞标本制备　取流产物

绒毛或取胎儿肌肉组织样本，用生理盐水漂洗至发

白。绒毛样本在倒置显微镜下，剔除蜕膜组织避免

母体细胞污染。剪碎挑出来的绒毛或胎儿肌肉组

织，加入５ｍｌ预热至３７℃的０．０７５ＭＫＣｌ低渗液，

轻吹打悬浮细胞，３７℃水浴２０分钟。预固定：缓慢

加入２ｍｌ固定液（甲醇∶冰乙酸为３∶１）于试管中，轻

吹混匀。１０００～１５００ｒｐｍ离心１０分钟。去上清，

加入５～６ｍｌ固定液，混匀，静置１０分钟固定，期间

吹打１次，１０００～１５００ｒｐｍ，离心１０分钟。重复一

次。去上清，于离心沉淀物中加１～２ｍｌ冰醋酸，消

化约１分钟，促使单个细胞从未剪碎的组织中分离

出来，随即加入３～６ｍｌ甲醇终止消化，吹匀，离心

去上清。再加入固定液调成适合浓度的细胞悬液滴

片，ＦＩＳＨ杂交备用。

１．２．３　杂交前预处理　片龄在２２天之内的绒毛或

取胎儿肌肉组织玻片标本，２ＸＳＳＣ（ＰＨ７．０）溶液中

平衡５～１０分钟，随后置于胃蛋白酶液中（０．０１Ｍ

ＨＣＬ４０ｍｌ，２０ｍｇ／ｍｌ胃酶储液１６０ｕｌ，３７℃。）处

理１０分钟，２ＸＳＳＣ（ＰＨ７．０）溶液（３７℃）再次漂洗

５～１０分钟，７０％８５％、１００％酒精逐级脱水，每缸

２分钟。

１．２．４　荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）　参照探针生产商金

菩嘉公司推荐的方法，结合本实验室的条件进行，步

骤如下：探针工作液的配制：探针原液与交缓冲液按

２∶８的比例配制，加入到微量离心管中充分混匀，快

速离心１～３秒。将１０μｌ探针工作液滴加于有绒毛

或胎儿组织细胞的玻片区域，立即加盖盖玻片，用橡

皮胶封边。尽可能避免盖玻片与玻片之间产生气

泡，减少漏杂交区。共变性：可用全自动杂交仪，也

可用病理制片用的烤片机代替杂交仪。共变性条

件：７５℃，５分钟。杂交：湿盒，避光，４２℃，１６小

时。杂交后洗片，湿盒中取出杂交玻片，轻轻揭去盖

玻片，立即放入４６℃５０％甲酰胺／２ＳＳＣ快速涮

片数秒至１分钟，将玻片置于４６℃２× ＳＳＣ溶液

中，漂洗２～３分钟，振荡洗片缸１～３秒；玻片转入

４６℃０．１％ＮＰ４０／２×ＳＳＣ（Ｖ／Ｖ＝１／１）溶液中，振

荡漂洗１～２分钟，随后迅速过７０％乙醇，随即取

出，避光处气干。干燥后滴加１０μｌＤＡＰＩ复染剂滴

加于杂交区域位置，立即盖上盖玻片。玻片于暗处

－２０℃放置２０分钟后，室温下平衡温度，荧光显微

镜（ＯＬＹＭＢＵＳＢＸ５．１）下选用对应的滤波片组观

察杂交结果。ｉｍｉｔｅｃｈＣＣＤ，ＦＩＳＨＩｍａｇｅｓ软件。

共使用７种染色体探针，分为３组，即１３／２１

组、１６／２２组和１８／Ｘ／Ｙ组，前２组都为ＧＬＰ探针

（ＧｅｎｅＬｏｃｕｓｐｒｏｂｅ），１３／２１组的探针分别标记于

１３ｑ１４（绿色）和２１ｑ２２（红色）处，１６／２２组探针的位

置则分别定位于１６ｑ２２（红色）和２２ｑ１１．２（绿色）；

１８／Ｘ／Ｙ 探针组为 ＣＳＰ 探针 （Ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｉｃｓｉｔｅｓ
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ｐｒｏｂｅ），探针分别定位于１８，Ｘ，Ｙ的ｐ１１．１～ｑ１１．１

区域，按顺序分别标记水蓝色（Ａｑｕａ）、绿色、红色。

上述 的 绿 色 指 荧 光 染 料 ＦＩＴＨ 标 记，红 色 为

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ标记，水蓝色即用ＤＥＡＣ标记。

１．２．５　结果判读　选择１００个形态规整的间期核

阅读杂交信号。正常信号方式（ｓｉｇｎａｌｐａｔｔｅｒｎ）细胞

的比例达到９０％ 以上即可定为正常；某种异常信号

方式细胞的百分比达到６０％以上，则可为异常；正

常信号方式细胞的百分比达不到９０％的，而同时，

某种异常信号方式细胞的比例在１０％～６０％之间

的，则称为中间异常类型。对于中间异常类型，需要

计数１５０～２００个间期细胞，以获得确定的结果。一

个间期核中见到２个小小的同色信号，并且连个信

号之间的距离小于单个信号颗粒的直径时，视为一

个信号。若核中只见一个大而亮的信号，信号直径

明显大于普通信号，则视为信号重叠，这类情况不

计数。

１．２．６　染色体核型分析　无菌取材的绒毛或胎儿

组织，经无菌生理盐水洗涤后，无菌眼科剪剪成细小

块组织，组织块中加入杭州博圣生物公司出品的组

织处理液（分Ａ液和 Ｂ液分开包装，临用前解冻等

量混合）消化，３７℃水浴１～１．５小时，期间每隔

２０～３０分钟取出观察消化程度，至肉眼可见的块状

物消失，悬液呈混浊状时，加入含血清培养液终止消

化。离心，１０００ｒｐｍ１０分钟，弃上清，保留沉淀物

即绒毛细胞或胎儿组织细胞，遂用羊水细胞全培养

液（ＡｍｍｎｉｏＭａｘⅡｃｏｍｐｌｅｔｅ，ＧＩＢＣＯ）或组织全培

养液，将细胞配制成一定浓度的细胞悬液，３７℃ 培

养箱培养（ＣＯ２浓度为５％），使其贴壁生长，至一定

程度，传代继续培养至足够数量的细胞。经培养、收

获、显带，染色体长度为４５０～５５０分带水平，每病例

显微镜下分析３～５个核型，计数２０～１００个细胞中

期分裂相，按国际人类染色体命名系统ＩＳＣＮ２００５

做出诊断报告。

１．２．７　统计学方法　数据采用ＳＰＳＳ１６．０统计软

件进行χ
２ 检验。

２　结　果

２．１　ＦＩＳＨ技术检出流产物染色体结果　１０２例自

然流产物标本中，ＦＩＳＨ 技术共检出染色体异常的

４６例，包括２例中间异常病例（均为 Ｘ／ＸＸ嵌合

体），合计异常比例为４５．０９％（４６／１０２），见表１。异

常类型中，共有单体型、三体型、三倍体及嵌合体等

共９种类型。图１示１例２２三体ＦＩＳＨ结果图。

表１　ＦＩＳＨ技术检出１０２例流产物标本染色体异常结果

染色体异常类型 异常例数（％）

２２三体 １２（１１．７６％ ）

三倍体 ９（８．８％）

１３三体 ６（５．９％）

１６三体 ６（５．９％）

４５，Ｘ ６（５．９％）

２１三体 ２（１．９６％）

Ｘ／ＸＸ嵌合体 ２ａ（１．９６％）

ＸＸ／ＸＹ嵌合体 ２ｂ（１．９６％）

三倍体伴ＸＸＸ／ＸＸ嵌合 １ｃ（０．９８％）

合计Ｔｏｔａｌ ４６（４５．０９％）

　　注：ａ：２例嵌合比例分别为Ｘ［３６］／ＸＸ［６４］和Ｘ［２３］／ＸＸ［７８］；

ｂ：２例嵌合体嵌合比例分别为ＸＸ［３３］／ＸＹ［６７］，ＸＸ［７０］／ＸＹ［３０］；

ｃ：６９，ＸＸＸ［５６］／４６，ＸＸ［４４］。

图１　１例２２三体ＦＩＳＨ检测结果。绿色信号代表

２２号染色体，红色信号为１６号染色体

２．２　２４例流产物标本染色体核型分析结果　１０２

例标本中，３５例标本进行细胞培养及核型分析，

２４例标本培养成功，培养成功率为６８．５６％。对２４

例培养成功的标本进行核型分析，发现染色体异常

１９例，染色体正常５例，其中１７例标本（１２例染色

体正常和５例染色体异常）核型分析结果与ＦＩＳＨ

检测结果一致，占比７０．８３％。另有７例ＦＩＳＨ检测

正常的标本通过核型分析发现染色体异常，包括染

色体数目异常５例（核型分别为：４７，ＸＹ，＋２、４７，

ＸＸ，＋２、４７，ＸＸ，＋１４、４７，ＸＸ，＋１５和４７，ＸＸ，

１２
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＋１５［２３］／４６，ＸＸ［４］各１例），结构异常２例（核型

分别为：４６，ＸＸ，ｄｅｌ（８）（ｐ２１）和４６，ＸＸ，１８ｑ＋

［１７］／４６，ＸＸ［１２］），图２、３分别示１例４７，ＸＹ，＋２

和１例４６，ＸＸ，ｄｅｌ（８）（ｐ２１）核型图。单独检出的７

例都为３５周岁以下的孕妇及孕早期的胚胎。将２４

例流产物标本核型分析结果与ＦＩＳＨ 结果合并统

计，１０２例流产物标本染色体异常总例数为５３例，

异常率为５１．９６％。

图２　体外培养的绒毛细胞染色体核型分析结果，示（４７，ＸＸ，＋２）核型

图３　体外培养的绒毛细胞染色体核型分析结果，

示４６，ＸＸ，ｄｅｌ（８）（ｐ２１）核型

２．３　染色体异常结果在不同孕期、年龄段和胎儿性

别的分布１０２例流产物标本中，早孕期（孕周≤１３

周）标本９０例，ＦＩＳＨ 技术和核型分析共检出染色

体异常４８例，异常率为５３．３３％；中孕期（１３周＜孕

周≤２７周）标本１２例，染色体异常５例，异常率为

４１．７％。两组染色体异常率无显著性差异。

流产物标本按孕妇年龄分析，３５岁以下孕妇

标本为９５例，染色体异常标本４９例，异常率为

５１．５７％；３５～４１岁孕妇标本为７例，４例染色体异

常，异常率为５７．１％。统计未发现显著性差异。

１０２例标本中，除２例ＸＸ／ＸＹ嵌合体外，共检

测出女性胚胎（性染色体为Ｘ，ＸＸ 及ＸＸＸ记为女

胎）５９例，男性胎儿（性染色体为ＸＹ和ＸＸＹ记为

男胎）４１例。女胎中染色体异常３１例，异常率

５２．５４％；男胎中染色体异常２０例，异常率４８．７８％。

两者未见显著性差异。

２．４　孕妇流产次数与流产物染色体异常的关系 按

孕妇流产次数分组，流产次数为一次的标本７８例，

３９例染色体异常，异常率为５０％；流产次数在两次

和两次以上的标本２４例，１４例染色体异常，异常率

为５８．３３％，表２。两者未见显著性差异。

表２　流产物染色体异常与孕妇流产次数的关系

孕周 标本数（％） 异常病例数（％） 犡２ 犘

自然流产一次 ７８ ３９（５０．００％）

流产两次以上 ２４ １４（５８．３３％）

合计 １０２ ５３（５１．９６％） ０．５１１ ０．４７

　　单独考察７例染色体核型分析与ＦＩＳＨ检测结

果不一致的病例与孕妇流产物的关系，７例标本中，

流产次数为一次的病例为４例，流产次数２次的为

２例，流产次数２次以上的为１例。

３　讨　论

３．１　胚胎染色体异常是自然流产的重要病因，如果

能对自然流产物进行染色体分析，将有助于临床了

解本次流产的原因，并有针对性地指导下一次受孕。

染色体核型分析是流产物胚胎染色体分析的常规技

术，其可分析每条染色体的数目及结构，全面了解胎

儿染色体的情况。但该技术具有检测时间长（一般

出具报告需２～４周），通量低，要求无菌取材，对实

验条件的要求高（存在培养失败的可能）等缺陷，一

直制约了该技术在自然流产胚胎组织染色体分析中

的临床应用。荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术为近些年

来新发展的基于荧光标记ＤＮＡ探针的细胞分子遗

传学技术。该技术在染色体分析中具有快速、标本

不需体外培养、检测成功率高等优点［１，２］。

本文采用包含７种染色体探针（１３、１６、１８、２１、

２２、Ｘ和Ｙ）的荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术，对１０２例

自然流产的胚胎组织进行染色体分析，检出包含单

体型、三体型、三倍体、嵌合三倍体、性染色体嵌合等

异常染色体４６例，异常率为４５．０９％。异常率与既

２２
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往多项流产物染色体分析结果相近［１７］。提示本研

究采用的ＦＩＳＨ技术可靠，其包含的检测探针应可

检测大部分染色体异常类型。

本文同时采集３５例标本进行细胞培养及核型

分析，２４例标本培养成功，培养成功率为６８．５６％，

低于既往国内多项研究［３５］。其一方面可能与本研

究中部分标本胚胎停育时间过长，体外培养难以成

功有关；另一方面，可能与临床医生无菌采集标本不

够规范有关。对２４例培养成功的标本核型分析，发

现染色体异常１９例，染色体正常５例，其中１７例标

本（１２例染色体正常和５例染色体异常）核型分析

结果与ＦＩＳＨ 检测结果一致，占比７０．８３％。这一

方面说明，对自然流产物进行染色体分析，常规的细

胞培养和核型分析难以确保成功，有待ＦＩＳＨ 等新

技术的应用；另一方面说明，本研究采用的ＦＩＳＨ试

剂，在探针选择和染色体异常检出率上，尚有待改进

和提高。

合并统计核型分析与ＦＩＳＨ 结果，１０２例流产

物标本染色体异常总例数为 ５３ 例，异常率为

５１．９６％，与既往研究结果相符。

３．２　１０２例自然流产病例中，ＦＩＳＨ技术检出的４６

例染色体异常中，占第一位的染色体异常为２２三

体，共１２例，异常率１１．７６％；其次为三倍体及其嵌

合类型，有１０例，异常率为９．８％；１３三体、１６三体

及嵌合体与Ｘ单体型各有６例，异常率为５．９％；其

余异常类型均不超过２例。同时培养成功的２４例

样本中，有７例ＦＩＳＨ检测正常的标本通过核型分

析发现染色体异常，包括染色体数目异常５例，具体

为：２例２三体、１例１４－三体、２例１５三体（核型分

别为：４７，ＸＹ，＋２、４７，ＸＸ，＋２、４７，ＸＸ，＋１４、４７，

ＸＸ，＋１５和４７，ＸＸ，＋１５［２３］／４６，ＸＸ［４］各１例），

结构异常２例（核型分别为：４６，ＸＸ，ｄｅｌ（８）（ｐ２１）和

４６，ＸＸ，１８ｑ＋［１７］／４６，ＸＸ［１２］）。关于流产物的

１５三体核型，国内外均有报道
［２６］，本文报告２例。

推测１５三体型在核型分析中不难见到。２三体相

对少见，仅见广州和深圳两地的病例报道［３，５］，该异

常核型是否具有地域独特性分布，需要大量的流调

资料支持证实［１］。本文２例孕妇１例来自福建省厦

门市，另１例来自福建省南安市。１４－三体近年来

曾有易翠星等［４］报告１例及熊丽等
［３］报告１例４８，

ＸＹ，＋７，＋１４的复合三体，本文检出１例。结合本

文结果，提示上述３种三体核型是不容忽视的、可导

致自然流产的核型，当采用ＦＩＳＨ 技术用于流产物

染色体分析时，需考虑将针对此３种染色体的探针

纳入，以提高异常染色体检出率。基于ＦＩＳＨ 技术

的局限性，本文中２例核型分析染色体结构异常病

例不能通过ＦＩＳＨ 技术发现，说明如需全面了解流

产物染色体异常情况，核型分析尚为不可或缺的检

测手段。

有趣的是，本文研究中，１０２例自然流产物中，

除核型分析检出１例１８号染色体长臂重复嵌合体

外，５３例染色体异常类型中，没有发现１８三体型。

我们知道，新生儿中，１８三体是仅次于２１－三体的

非整倍体染色体数目异常。染色体数目异常多由于

配子形成过程染色体不分离有关，额外的染色体导

致胚胎遗传物质不平衡而具有致死性，最终导致自

然流产包括稽留流产。本研究采集的标本孕周均小

于２０周，这些标本中未检出１８三体，而同期本实验

室产前诊断１４１９例（羊水和脐血）标本发现１７例

１８三体患儿，其确诊时孕周平均达到２４＋４周。提示

１８三体患儿在宫内的存活时间较长，一般在大孕周

流产，因此在小孕周的流产物组织中，较少１８

三体。

３．３　１０２例自然流产物中，按孕周、孕妇年龄分组，

中孕期（１３周＜孕周≤２７周）标本染色体异常率为

４１．７％低于早孕期（孕周≤１３周）；３５岁以下孕妇标

本染色体异常率为５１．５７％低于３５～４１岁孕妇组。

统计学分析均不具显著性差异。比较流产物组织男

胎与女胎的比例及不同流产次数与染色体异常率的

关系，同样未发现显著性差异。以上结果与既往部

分研究结果一致［２，３，８，９］。但也可能与本文分析的标

本数量不够多有关。

综上所述，染色体异常是自然流产的一个重要

病因。ＦＩＳＨ技术可快速、准确地完成大部分标本

的染色体分析，但限于该技术自身局限性，如想全面

了解染色体情况，传统的核型分析技术不可或缺。

临床可根据具体需要，选择合适的研究手段。

３２
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视频导读

侵入性产前诊断技术

孙路明

（同济大学附属第一妇婴保健院）

　　产前诊断技术分临床和实验室技术两个方面，两者相辅相成，缺一

不可。临床方面主要是指各种侵入性产前诊断技术，即在尽可能保证孕

妇和胎儿安全性的前提下，通过各种途径，获取胎儿的组织，对这些组织

进行分析，可以对胎儿进行细胞遗传学分析、ＤＮＡ分析和酶学分析，从

而对染色体病、单基因病和先天性代谢病进行产前诊断。比较常见的侵

入性产前诊断技术包括早孕期经腹Ｂ超引导下绒毛活检技术、羊膜腔穿

刺技术、脐血取样技术及胎儿镜检查等。

孙路明医生是中国大陆在北美完成正规母胎医学专家培训的临床医生，培训期间系统地接受胎儿超声、

侵入性产前诊断技术、临床遗传、母体合并症诊治等培训，是既从事产科临床工作又从事超声形态学产前诊

断的胎儿医学专家。本讲座中，她结合自己的正规受训经历和临床工作经验，对绒毛活检技术和羊膜腔穿刺

技术从背景、适应证、操作及并发症和风险评估等诸方面进行了系统讲解。
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