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ＣＮＶｓｅｑ技术对１９５３例自然流产物的染色
体数目和拷贝数变异分析
项菁　赵伊冉　葛志红　危薇
（上海交通大学医学院苏州九龙医院，江苏苏州　２１５０２８）

【摘要】　目的　基于染色体拷贝数变异测序（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＮＶｓｅｑ）技术对１９５３
例自然流产物进行遗传学检测，探讨流产组织染色体数目异常和拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，
ＣＮＶ）在自然流产中的发生情况。方法　回顾性统计分析２０１４年３月至２０１９年１１月送检并行ＣＮＶ
ｓｅｑ检测的１９５３例自然流产组织染色体变异分析结果。结果　①１９５３例流产组织样本中，１０１３例存在
染色体异常，异常率为５１．８７％，其中以染色体非整倍体最常见，共有８７０例，发生率为４４．５５％（８７０／
１９５３），占异常核型的８５．８８％（８７０／１０１３），涉及除１号染色体外的所有染色体，以１６三体发生频率最
高，其次为２２三体、Ｘ单体１５三体和２１三体。②本次研究发现孕妇年龄≥３５岁组胚胎染色体异常率
明显高于年龄＜３５岁组（５６．５７％ｖｓ．４２．１７％，犘＜０．０５）；早期自然流产（孕周＜１２周）的胚胎染色体异
常率明显高于中晚期自然流产（５８．７６％ｖｓ．２３．２１％，犘＜０．０１）；而产妇既往流产次数与胚胎染色体的异
常率无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　胚胎染色体异常，尤其染色体非整倍体异常，是自然流产的主要
原因，多发于孕早期，且随着孕妇年龄增长，胚胎染色体异常发生率显著升高。
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ｙｅａｒｓｏｌｄｇｒｏｕｐ（５６．５７％ｖｓ．４２．１７％，犘＜０．０５）．Ｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｅａｒｌｙ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｗｅｅｋ＜１２ｗｅｅｋｓ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｌａｔｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ａｂｏｒｔｉｏｎ（５８．７６％ｖｓ．２３．２１％，犘＜０．０１）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｒｅｖｉｏｕｓｍｉｓｃａｒｒｉａｇｅｓｈａｄｌｉｔｔｌｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｗｉｔｈｔｈｅａｂｎｏｒｍａｌｒａｔｅｏｆｅｍｂｒｙｏｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ（犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ，
ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ，ｗｅｒｅｔｈｅｍａｉｎｃａｕｓｅｓｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎｏｆｆｅｔｕｓ，ｗｈｉｃｈｍｏｓｔｌｙ
ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓｏｆｆｅｔｕｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｉｔｈｔｈｅａｇｅｏｆｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ．
【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｎｅｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ＣＮＶｓｅｑ，Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ；Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ；
Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ

　　自然流产（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，ＳＡ）是妊娠早
期常见的并发症，发生率为１０％～１５％［１，２］。发生
胚胎停育及自然流产的原因包括遗传学因素、免疫
因素、内分泌因素及环境因素等［３５］。西方学者的研
究发现，约５０％早期自然流产的发生与染色体异常
有关，其中染色三体最常见，其次是三倍体、性染色
体单体Ｘ、四倍体和染色体结构异常［６］。

随着分子生物学检测技术的发展，流产组织物
的检测方法也不断更新迭代。传统的核型分析技术
虽是染色体检测的“金标准”，但需细胞培养，操作复
杂、耗时过长，且存在较高失败风险［７］。荧光原位杂
交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）虽然解
决了细胞培养的问题，缩短了操作时长，但受限于特
定荧光探针数目，不能全面反映流产组织的染色体
情况［８］。单核苷酸多态性微阵列（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｒｒａｙ，ＳＮＰａｒｒａｙ）技术虽然能够实
现全基因组覆盖，但因价格昂贵未能有效推广［９，１０］。
近年来，随着二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术的应用推广，越来越多的研
究机构开发出基于ＮＧＳ平台的染色体异常检测技
术。２００９年Ｘｉｅ等［１１］首次报道了一种名叫拷贝数
变异测序（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＮＶ
ｓｅｑ）的技术，可以在全基因组范围内检测拷贝数变
异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）。２０１３年，
Ｓｈｅｎｐｅｉ等［１２］采用基于ＣＮＶｓｅｑ的技术检测孕妇
血浆中胎儿染色体拷贝数变异，发现对＞１０Ｍｂ的
重复或缺失的检测灵敏度和特异性分别为１００％和
９９．９２％。同年Ｘｉｅ等［１３］报道了基于低覆盖度的
ＣＮＶｓｅｑ技术可以实现４８ｈ内快速检测自然流产
组织的非整倍体异常，并实现了对４０例流产物的

１００％准确检测。２０１５年Ｌｉｕ等［１４］采用ＣＮＶｓｅｑ
技术与核型分析技术分别对６４例流产物进行检测
对比，发现ＣＮＶｓｅｑ技术可以检测出核型分析无法
分辨的一个２．５８Ｍｂ的微小缺失。Ｃｏｈｅｎ等［１５］采
用ＣＮＶｓｅｑ技术对因样本质量差导致微阵列比较
基因组杂交（ａｒｒａｙｂａｓｅｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａＣＧＨ）检测失败的样本进行检测，在
９例产前诊断异常的样本中准确地发现了致病性
ＣＮＶ，证明了ＣＮＶｓｅｑ对于质量不好的样本也可
以有效的检测。

本文为了进一步了解自然流产和染色体异常的
相关关系，对近几年就诊于本院及合作单位的自然
流产患者，经知情同意后采集其流产组织样本并进
行ＣＮＶｓｅｑ检测分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１４年３月至２０１９年１１月
间，因自然流产到本院行胚胎染色体检查的患者共
１９５３例，产妇年龄２０～４８岁，平均（３２．５±５）岁，孕
周４～２８周，既往流产次数０～５次。
１．２　实验方法
１．２．１　样本准备　采集黄豆粒大小（１００ｍｇ）流产
组织，生理盐水充分清洗后置于无菌采样管中冻存
（－２０℃暂存）。使用ＱＩＡａｍｐＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆
ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行流产组织基因
组ＤＮＡ提取，要求提取ＤＮＡ总量＞５００ｎｇ，浓度＞
２０ｎｇ／μｌ。
１．２．２　检测方法　参考文献［１３］采用酶切法进行测
序文库构建：使用片段化酶将基因组ＤＮＡ随机打
断，末端修复和ｄＡ尾添加后，在其两端加上含特定
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标签序列的测序接头，ＰＣＲ扩增放大后获得测序文
库，使用ＱｕｂｉｔｄｓＤＮＡＨＳＡｓｓａｙｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
试剂盒进行文库质检定量。定量合格后的文库在
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００高通量测序仪上进行ＰＥ１００测
序，保证每个样本的检测有效读段（Ｒｅａｄｓ）数＞２Ｍ。
然后进行生物信息学分析，把测序得到的每个ＤＮＡ
片段序列定位到人类基因组参考序列（ＧＲＣｈ３７／
ｈｇ１９）上，去除低质量的碱基序列后使用环状二元
分割算法（ｃｉｒｃｕｌａｒｂｉｎａｒｙｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＣＢＳ）进行
拷贝数分析，通过犣检验查找发生染色体片段变异
的可靠性，最终获得人２３对染色体上的ＣＮＶ情况。
１．２．３　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对
结果进行分析，计数资料采用频数及率表示，犘＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　流产组织染色体异常率及非整倍体分布　

１９５３例流产组织样本中，１０１３例存在染色体异常，
异常率为５１．８７％，其中以染色体非整倍体最常见，
共有８７０例，发生率为４４．５５％（８７０／１９５３），占异常
核型的８５．８８％（８７０／１０１３），涉及除１号染色体外
的所有染色体，以１６三体发生频率最高，其次为
２２三体、Ｘ单体１５三体和２１三体。涉及１３、１５、
１６、２１、２２、Ｘ号染色体的非整倍体异常共６１２例，占
所有非整倍体异常的７０．３４％（６１２／８７０）。染色体
１３、１４、１５、１６、２１、２２、Ｘ中，非整倍体异常占染色体
异常比例的９０％以上；１号染色体均为拷贝数变异，
没有发现非整倍体异常；７、９、１１号染色体非整倍体
异常占比偏低。同时发现，在染色体异常样本中存
在多重染色体异常情况，有１１０例样本存在多重染
色体异常，发生率１０．８６％（１１０／１０１３）；有６５例样
本存在多重非整倍体异常，发生率７．４７％（６５／
８７０）。详细数据参表１、图１。

表１　流产组织染色体异常结果分析
染色体 染色体异常例数

（例）
多重染色体异常例数

（例）
非整倍体异常例数

（例）
多重非整倍体异常例数

（例）
非整倍体异常占比

（％）
１ １１ ２ ０ ０ ０．０
２ ４７ １０ ３６ １０ ７６．６
３ ２２ ３ １８ ２ ８１．８
４ ２３ ６ １５ １ ６５．２
５ １６ ３ １０ ２ ６２．５
６ ２４ ７ １６ ３ ６６．７
７ ３１ ３ １８ ３ ５８．１
８ ４１ ９ ２８ ７ ６８．３
９ ２４ ３ ２０ ３ ８３．３
１０ １４ １ １１ １ ７８．６
１１ １６ ６ ８ １ ５０．０
１２ １６ ３ １２ ２ ７５．０
１３ ４８ ４ ４５ ４ ９３．８
１４ ２２ ５ ２０ ２ ９０．９
１５ ６１ ７ ５８ ７ ９５．１
１６ １７８ １３ １６７ ８ ９３．８
１７ １１ １ ７ ０ ６３．６
１８ ２３ ３ １８ ２ ７８．３
１９ ４ １ ２ ０ ５０．０
２０ １９ ３ １６ ３ ８４．２
２１ ６１ ７ ６０ ２ ９８．４
２２ １２１ ６ １１５ ２ ９５．０
Ｘ １７５ ３ １６７ ０ ９５．４
Ｙ ５ １ ３ ０ ６０．０
累计１０１３（５１．８７％，１０１３／１９５３）１１０（１０．８６％，１１０／１０１３）８７０（８５．８８％，８７０／１０１３）６５（７．４７％，６５／８７０）

　　注：染色体异常数目中出现的多重染色体异常，优先以非整倍体进行统计，对多重非整倍体异常的，按染色体号顺序依次进行统计，避免
重复计数。
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图１　染色体异常和非整倍体在各染色体上的分布情况（含多重）

　　同时，我们也单独分析了１０１３例染色体异常样
本中各种变异类型的分布情况（表２），染色体三体
最多（６１．１１％），其次为嵌合三体（１４．１２％），单体
（９．７７％）；微重复和微缺失样本数目略高于重复和
缺失，分别占比４．６４％和３．１６％；最少的为嵌合单
体，仅发现１０例（０．９９％）。

表２　染色体异常样本中各种变异类型分布情况
项目 异常病例

（例）
在异常病例
中的占比（％）
（狀＝１０１３）

发生率（％）
（狀＝１９５３）

非整倍体
　单体 ９９ ９．７７ ５．０７
　嵌合单体 １０ ０．９９ ０．５１
　三体 ６１９ ６１．１１ ３１．６９
　嵌合三体 １４３ １４．１２ ７．３２
重复／缺失
　重复（≥５Ｍ） １９ １．８８ ０．９７
　微重复（＜５Ｍ） ４７ ４．６４ ２．４１
嵌合重复 １７ １．６８ ０．８７
　缺失（≥５Ｍ） ２６ ２．５７ １．３３
　微缺失（＜５Ｍ） ３２ ３．１６ １．６４
嵌合缺失 １１ １．０９ ０．５６

２．２　孕妇年龄、孕周、既往流产次数与染色体异常
关系　本次研究发现孕妇年龄≥３５岁组胚胎染色
体异常率明显高于年龄＜３５岁组，差异有统计学意
义（５６．５７％ｖｓ．４２．１７％，犘＜０．０５）（见表３）；早期自
然流产（孕周＜１２周）的胚胎染色体异常率明显高
于中晚期自然流产（孕周≥１２周），差异有统计学意
义（５８．７６ｖｓ．２３．２１％，犘＜０．０１）（见表４）；而产妇
既往流产次数与胚胎染色体的异常率关系不大（犘
＞０．０５）（表５）。

３　讨论

自然流产是指妊娠周数不足２８周，胎儿体重低

表３　孕妇年龄与染色体异常发生率间的关系
组别 染色体正常

（例）
染色体异常
（例）

异常发生率
（％） χ２ 犘

＜３５岁
≥３５岁

３９９
１６２

２９１
２１１

４２．１７％
５６．５７％ ２０．１３０．０１４

表４　孕妇流产孕周与染色体异常发生率间的关系
组别 染色体正常

（例）
染色体异常
（例）

异常发生率
（％） χ２ 犘

＜１２周
≥１２周

１６０
１７２

２２８
５２

５８．７６％
２３．２１％ ７２．３１０．００１

表５　孕妇流产次数与染色体异常发生率间的关系
组别 染色体正常

（例）
染色体异常
（例）

异常发生率
（％） χ２ 犘

＜２次
≥２次

２０３
７１

１９４
７７

４８．８７％
５２．０３％ ０．４３１０．１３７

于１ｋｇ自发出现的妊娠终止，发病率约１０％～
１５％，多为孕早期自然流产（１２周内）。传统核型分
析是染色体疾病诊断的金标准，但其分辨率低，仅能
检测约１０Ｍｂ以上的重复和缺失。研究表明，常规
Ｇ显带核型分析认为核型正常的细胞中还存在各种
类型的ＣＮＶｓ［１６，１７］，如Ｌｉｕ等［１８］使用ＣＮＶｓｅｑ技术
检测出了Ｇ显带核型分析漏检的嵌合和一个
２．５８Ｍｂ的微缺失。自１９９５年起，ａＣＧＨ技术逐渐
应用于流产组织遗传学检测，并取得了很好的临床
效果［１９］。近年，随着ＣＮＶｓｅｑ技术的诞生，很多学
者将两种技术做了对比，发现ＣＮＶｓｅｑ和ａＣＧＨ的
检测一致性近乎１００％［２０］，且能够检测出许多
ａＣＧＨ技术无法分辨的拷贝数变异。

本文基于ＣＮＶｓｅｑ技术对１９５３例流产组织样
本进行的遗传学检测发现，５１．８７％存在染色体异
常，其中８５．８８％为染色体非整倍体异常，涉及除１
号染色体外的所有染色体，以１６三体发生频率最
高，其次为２２三体、Ｘ单体１５三体和２１三体。

通过ＣＮＶｓｅｑ技术分析流产组织染色体畸变
是否存在，如结果无异常时，可基本排除遗传畸变影
响，从而考虑精子畸形、免疫、感染环境等因素。如
染色体畸变为非整倍体异常，多是生殖细胞发育或
受精卵卵裂过程中，染色体不分离或丢失等原因所
致。如染色体畸变为缺失或重复，则需进一步分析
是新发变异还是遗传，夫妻双方均需行ＣＮＶｓｅｑ检
测以分析ＣＮＶ多态性影响。在人类基因组中大约
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有４．８％～９．５％区域为ＣＮＶ，其中９９％以上属于
良性变异即多态性，但另外１％的ＣＮＶｓ会导致严
重的染色体疾病［２１］。根据最新ＣＮＶ指南［２２］，ＣＮＶ
可分为５类：致病、可能致病、临床意义不明、可能良
性、良性。当出现临床意义未知ＣＮＶ时，通常采用
的方法是进行亲代验证，以明确哪些是存在于双亲
中而无明显临床表现的变异，哪些是新发突变。本
研究共发现１５２例（占染色体异常比例为１５．０２％）
流产组织中存在缺失和重复（含嵌合），查证
Ｃｌｉｎｖａｒ、ＤＧＶ、ＤＥＣＩＰＥＲ等数据库，发现约３０％有
明确致病描述，约２０％为可能致病，良性或可能良
性的很少（＜５％）。其中未见报道的ＣＮＶ异常有
待后续进一步验证，包括收集夫妻双方血样进行
ＣＮＶｓｅｑ检测等。

本次研究还发现孕妇年龄≥３５岁组胚胎染色
体异常率明显高于年龄＜３５岁组，差异有统计学意
义（５６．５７％ｖｓ．４２．１７％，犘＜０．０５）；早期自然流产
（孕周＜１２周）的胚胎染色体异常率明显高于中晚
期自然流产（孕周≥１２周），差异有统计学意义（５８．
７６％ｖｓ．２３．２１％，犘＜０．０１）；而产妇既往流产次数
与胚胎染色体的异常率没有统计学意义（犘＞０．
０５）。

本研究的结果印证了母亲年龄增长和胚胎染色
体异常发生率升高具有相关性，提示高龄人群应更
注重胎儿染色体检查。对于自然流产尤其早期自然
流产者，借助ＣＮＶｓｅｑ技术的检测，可有助于判知
流产的遗传学病因，评估再发风险，对后期的生育指
导提供重要的遗传咨询信息。
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那些无需宫内干预的犜犜犜犛－谈谈犜犜犜犛胎儿激光治疗的为或不为
邹刚

（上海市第一妇婴保健院产前诊断中心＆胎儿医学科，上海　２０１２０４）

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０２１．０４．０２０

　　是不是所有的双胎输血综合征（ｔｗｉｎｔｗｉｎｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＴＴＴＳ）都需要做宫内干预呢？来自上海市第一
妇婴保健院的邹刚教授通过复习文献并结合临床实践，讨
论了ＴＴＴＳ宫内治疗的“为或不为”。他指出目前已有随
机对照研究和大样本的Ｍｅｔａ分析证实了对于ＴＴＴＳⅠ期
的期待治疗是安全的方案，如期待过程中发现病情进展或
出现羊水急性过多，可考虑胎儿镜治疗。ＴＴＴＳⅣ期进行
积极的宫内干预，其两胎存活率和至少一胎存活率并不低
于ＴＴＴＳⅢ期。对于临床上较为常见的选择性宫内生长
受限（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ｓＩＵＧＲ）Ⅲ

型基础上发展起来的ＴＴＴＳ，有时行保守的羊水减量术可以获得较好的结局。对前壁胎盘或脐带插入点较
近的ＴＴＴＳ病例，激光手术难度大，血管残留风险高，需要结合术者的经验做谨慎决定。他还指出宫内治疗
需要永远站在病人利益最大化的角度，而不是追求个人“功利化”。对于特殊病例，在保证母体安全的前提下，
提供基于循证的咨询和个性化的方案远比技术本身更为重要。
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