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［摘 要］ 目的：分析自然流产患者流产组织染色体数目和拷贝数异常的发生率与流产次数之间的关系，为临床医师提供咨

询指导意见。方法：选择2014年7月—2016年12月本院就诊的孕14周内自然流产患者共173例，根据流产次数分4组：A组

（偶发流产组，仅发生1次自然流产者）45例，B组（自然流产2次）86例，C组（自然流产3次）32例，D组（自然流产≥4次）10例，

对绒毛组织采用细胞培养G显带分析技术、多重拷贝数变异检测技术、高通量基因测序技术等3种方法进行染色体检查。结

果：173例自然流产患者绒毛染色体培养成功137例（79.2%），结合3种技术的检查结果，偶发流产组染色体数目异常率55.56%
（25/45），复发性流产组（连续发生 2次或 2次以上的自然流产）染色体数目异常率 39.06%（50/128），两者比较无统计学差异

（P > 0.05）。随着自然流产次数增加，胚胎染色体数目异常率呈下降趋势，但各组间无统计学差异（P > 0.05）。在82例行NGS
检测的病例中，染色体拷贝数变异（CNV）率在自然流产 1、2、3、4次及 4次以上组中分别为 38.09%（8/21）、36.67%（11/30）、

31.82%（7/22），11.1%（1/9），各组变异率均无统计学差异（P > 0.05）。复发性流产组的致病性CNV率高于偶发流产组（P >
0.05）。结论：染色体数目异常和拷贝数变异在自然流产患者中的发生率均高于正常人群，但与自然流产次数无关。
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自然流产是育龄妇女最常见的妊娠并发症，指

孕 20周前发生的胚胎自然丢失，约占临床妊娠的

10%~15%。自然流产分两类：偶发性流产（仅 1次

自然流产史，sporadic miscarriage，SM）；复发性流产

（recurrent spontaneous abortion，RSA），指连续发生 2
次或 2次以上的自然流产，其发生率约 5％，近年来

呈上升趋势％［1］。RSA发生机制非常复杂，评估自

然流产的病因和发病风险有助于临床医师向患者

提供遗传咨询。已知胚胎染色体异常是自然流产

的主要遗传因素（占 50%~60%）［2］。胚胎染色体异

常的发生原因尚不明确，染色体正常夫妇发生 SM
与RSA的胚胎染色体异常率是否存在差异已引起

业内关注，目前关于流产胚胎染色体拷贝数变异率

与不同自然流产次数间的关系鲜有报道，本研究联

合G显带、多重拷贝数变异（CNVplex）和高通量基

因测序技术对流产组织进行染色体分析，以探讨流

产组织染色体畸变的发生与RSA产次数的关系，从

而为临床医师对RSA患者提供有效的遗传学检测

指导。

1 对象和方法

1.1 对象

选择 2014年 7月—2016年 12月经超声诊断胚

胎停止发育在本院行清宫手术的自然妊娠孕妇

173 例。按不同流产次数分两组：偶发流产组（A
组）45例；RSA组共128例：其中B组（RSA 2次）86例，

C组（RSA 3次）32例，D组（RSA≥4次）10例。排除

全身性感染、外力、负重等因素。孕龄为 50~94 d。
清宫术时无菌采集绒毛组织 10 g，显微镜下挑选绒

毛50 mg左右，经处理按CNV plex技术检测，同时进

行绒毛细胞核型分析；对绒毛性状差、组织量少的

样本直接进行 NGS 检测，以确保检测成功率达

100%。

1.2 方法

1.2.1 绒毛细胞培养法

无菌采取清宫术标本，无菌生理盐水洗涤后于

显微镜下挑取优质绒毛组织，切成碎片接种于羊水
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培养基的培养瓶中，置 37 ℃、5％C02 培养箱培养。

静置6~7 d后，倒置显微镜下观察，见到梭形细胞克

隆后给予换液；继续培养 2~3 d，当出现较多圆形细

胞时给予收获。

1.2.2 染色体制备与核型分析

将秋水仙素（10 g/mL）加入培养瓶中继续培养

4 h后弃培养液，加入低渗液进行低渗处理 20 min，
再进行预固定、固定、制片，80 ℃老化2 h。常规G显

带、姬姆萨染色。镜下计数20个核型。分析5个显

带良好分裂相，嵌合体则增加中期相计数。

1.2.3 基因组DNA提取

取冷冻过的流产组织 10 mg，用 QIAamp DNA
Mini Kit（Qiagen公司，美国）提取基因组DNA，用分

光光度计（Nanodrop⁃1000）检测DNA浓度及纯度，

1％琼脂糖电泳检测DNA完整性。

1.2.4 CNVplex检测

①样本DNA提取：同上；②连接反应：按说明书

（天昊生物技术公司生产）配制预混合液体系（每管

分装 12 μL），置 PCR仪上（ABI 2720 PCR仪）反应：

98 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 3 h 5个循环；60 ℃保

存；③连接产物多重荧光 PCR扩增：按说明书配制

预混合液体系，加1 μL连接产物，PCR仪扩增：95 ℃
5 min；5×（94 ℃ 20 s，62 ℃~1 ℃/cycle 40 s，72 ℃
1.5 min）；94 ℃ 20 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 1.5 min，27个

循环；68 ℃ 1 h；保存于4 ℃；④扩增产物荧光毛细管

电泳分离；⑤拷贝数计算；⑥结果判断：如果连续5个
以上目标区的拷贝数值为0.8~1.2，代表1个拷贝数变

异（CNV）拷贝；1.75~2.25代表2个CNV拷贝；2.7~3.3
代表 3个CNV拷贝；3.6~4.4代表 4个CNV拷贝；⑦
STR检测：选取染色体2、4、5、7、8、10、11、12、13、15、
16、18、X、Y上高杂合度的17个位点设计引物，对母

血及绒毛组织样本分别进行17个STR位点的检测，

同时对 17个多重荧光PCR产物进行毛细管电泳分

析，通过比较检测到的两者位点来源判断绒毛组织有

无母血污染。

1.2.5 高通量基因组测序

基因组DNA小片段文库构建：①基因组DNA
片段化：将提取的基因组DNA用消化酶打断成150~
200 bp的核酸片段；②DNA小片段文库构建：采用

打断后的基因组DNA为起始模板，构建文库；③将

通过质控的DNA文库按照染色体异常分析所需的

数据量在测序仪上（BGISEQ⁃500）测序；④信息分

析：将高通量测序结果进行信息分析，每个测序读

长匹配到其所在的染色体上。随后做相应标准化Z
值分析，通过Z值进行染色体异常判定；⑤母血污染

检测：同上。流产组织及遗传来源CNV检测均采用

该方法。

1.3 统计学方法

采用 SPSS13.0软件进行统计处理，采用χ2检验

比较各组检测结果的阳性率，对年龄均数采用T检

验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组染色体分析结果

综合绒毛细胞染色体培养、CNVplex分析结果

（图1）、高通量测序技术3种方法检测的两组流产组

织染色体结果（表1）。在流产次数分别为1、2、3、4次
及以上病例中胚胎染色体数目异常率分别为55.6%
（25/45）、41.86%（36/86）、37.5%（12/32）、20%（2/10），
各组间两两比较均无统计学差异（P > 0.05）。
2.2 自然流产不同组别间的年龄比较

SM 与 RSA 组总的平均年龄分别为（29.67 ±
5.16）岁和（29.85 ± 4.62）岁，两组间差异无统计学意

义（P > 0.05）。自然流产患者中，SM组与RSA的B、

（箭头表示相应区域的拷贝数变异，黑色箭头代表缺失，红色箭头代表重复）

图1 病例47，XY，+12；（8p23.3：del；18p11.21：dup）的CNVplex拷贝数检测结果示意图
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C、D各组的平均年龄分别为（29.67 ± 5.16）、（29.39 ±
4.59）、（29.56 ± 4.27）、（34.7 ± 3.33）岁。流产1~3次
组年龄差异无统计学意义（P > 0.05），流产4次及以

上者的年龄最高（P < 0.05）。
2.3 高通量测序检测的染色体分析结果

在82例行高通量测序的病例中，CNV率在SM、

RSA 的 B、C、D 组的比例分别为 38.09%（8/21）、

36.67%（11/30）、31.82%（7/22）、11.11%（1/9），各组

间CNV率比较均无统计学差异（P > 0.05）。82例自

然流产组织共检测到27例CNV（表2、3，图2）。
SM组拷贝数变异率与RSA组相比差异无统计

学意义；RSA组检出的致病性CNV率（13.1%，8/61）
高于偶发流产组（4.76%，1/21），但差异无统计学意

义（χ2=0.424，P=0.515）。
3 讨 论

3.1 染色体数目异常在偶发与复发性流产患者中

的比较

前期研究已证实，自然流产胚胎染色体数目异

常是主要的遗传学原因［3］。因染色体检查培养细胞

获取核型结果费时失败率高，且无法排除母血污

染。因此对流产组织进行细胞培养同时采用可分

析所有染色体数目及拷贝数变异的检测技术（CNV⁃
plex），同步做母血污染检测，以保证核型分析结果

的全面可靠。本研究显示SM组染色体数目异常率

高于RSA组，但差异无统计学意义，与 Jia 等［4］报道

的相符。随着自然流产次数的增加，染色体数目异

常率逐渐下降，但不同流产次数间无统计学差异，

与Goldstein等［5］报道RSA、SM患者的染色体异常情

况相仿，提示胚胎染色体异常与不同流产次数无明

显相关性。再比较本研究中两组染色体异常类型：

异常类型占比相近，由高到低依次为常染色体三

体、X单体、三倍体、四倍体等，其中X单体发生率

SM组明显高于RSA组（P < 0.05），而常染色体三体

与偶发流产组比较，*P < 0.05。

表1 偶发和复发性自然流产组绒毛染色体分析
［n（%）］

染色体结果

数目正常核型

数目异常核型

单体（45，X）
常染色体三体

染色体四体

（48，XXY，+13）
三倍体

四倍体

复发流产组（n=128）
78（60.94）
05（39.06）
5（10.0*）

40（80.0*）

00（0）
0

04（8.0）
01（2.0）

偶发流产组（n=45）
20（44.44）
25（55.56）
8（32.0）

14（56.0）0
1（4.0）0

0
2（8.0）0
0（0）00.

表2 高通量基因测序检测偶发流产组的胚胎染色体拷贝数变异

*：同时伴有染色体数目异常；M：maternal（母方）；P：paternal（父方）；D：De novo（新发突变）。

样本号

V130*

V133*

V134*

V158*

V128

V138
V150

V159
总（%）

CNV（染色体：定位：片段大小）（遗传来源）

9p24.3：10，001⁃344，129（334 kb dup）（M）

15q11.2：24，359，700⁃24，489，989；（130 kb del）（M）；
Xq27.3：143，134，531⁃143，337，405（202 Kb del）（D）
3q13.13：110，249，785⁃110，753，998（504 kb dup）（D）
11q13.2：67，496，896⁃67，739，830（242 kb del）（M）；
15q11.2：24，583，642⁃24，786，960（203 kb del）（M）
7q36.1：149，556，685⁃149，864，823（308 kb dup）（D）；

7q36.2：153，476，694⁃153，660，423（183 kb dup）（M）
22q11.23q12.1：25，661，151⁃25，924，924（263 kb dup）（M）
5q23.1 ：120，345，246⁃120，864，255（519 kb dup）（M）
22q11.21：18，644，144⁃18，914，454（270 kb dup）（D）；
Xp11.23：47，900，955⁃48，008，640（107 kb del）（M）
2p24.3：3，543，327⁃14，354，620（811 kb dup）（D）
4q13.2：70，138，883⁃70，244，272（105 kb del）（M）；
4q31.21：144，929，449⁃145，037，725（108 kb dup）（D）
2q31.2⁃q35：178000001⁃219000000（39 Mb dup）（mos：20%）

8（38.09%）

区域内涉及基因

CBWD1；WASH1； FOXD4； DOCK8；
FAM138C；C9orf66；DDX11L5；
PWRN2；
—

—

FAM86C2P；
—

ATP6V0E2⁃AS1；ZNF862；ATP6V0E2；
DPP6；
LRP5L，CRYBB2P1，IGLL3P

—

PRODH，DGCR6，USP18，GGT3P；
ZNF630，SPACA5B，SPACA5，SSX6
—

UGT2B28；
GYPB，GYPA
SATB2，IDH1，CPS1，ERBB4

临床意义

VOUS

VOUS；
疑似良性CNV
疑似良性CNV

VOUS；
疑似良性CNV

VOUS；

VOUS；
VOUS

疑似良性CNV
VOUS；
VOUS

疑似良性CNV
VOUS；
VOUS

致病性CNV

··1222



表3 复发性流产组高通量测序检测的胚胎染色体拷贝数变异

*：同时伴有染色体数目异常；a：与偶发流产组比较：χ2=0.341，P=0.559；VOUS：临床意义不明拷贝数变异；M：maternal（母方）；P：paternal
（父方）；D：De novo（新发突变）。

样本号

V54*

（RSA）

V45
V46

V68
V1001

V71

V86

V87

V105
V113

V122

V77*

V62

V79

V110
V112

V119

V114
V134
总（%）

CNV（染色体：定位：片段大小）（遗传来源）

11p11.12: 48，850，055⁃48，954，577（104 kb dup）；
16p11.2: 33，946，471⁃34，183，059（236 kb dup）；
17p13.3: 2，835，556⁃3，197，183（361 kb dup）

4q32⁃34: 154，604，133⁃182300120（27 Mb del）
4p15.33p16.3；70，485⁃14，520，736（14 Mb del）；
4q34.3q35.2: 179，875，258⁃190，441，881（10 Mb del）
22q11.22: 22，305，376⁃22，578，063（272 kb dup）
11p15.1: 17，760，874⁃18，081，810（320 kb dup）（M）；
11q13.2: 67，496，896⁃67，739，830（242 kb del）（D）；
12p13.33: 1，937，118⁃2，313，987（376 kb dup）（M）；

17q12: 36，246，375⁃36，431，366（185 kb dup）（P）；
22q11.23q12.1:25，661，151⁃25，911，243（250 kb del）（M）
10q23.2: 88，966，588⁃89，130，520（163 kb del）

8p11.21p23.3: 10，132⁃42，835，670（42.8 Mb del）；
5q31.1:131，545，970⁃131，648，032（102 kb del）；
Xp22.31: 6，452，000⁃6，654，576（202 kb dup）
17q21.32: 46，609，588⁃46，720，700（111 kb dup）

16q24.3（89820001⁃89930000）（110 kb del）
5p14.3: 19，083，617⁃19，454，608（370 kb del）；
7q11.21: 64，581，057⁃65，123，100（542 kb del）
4p16.3: 68，345⁃3，916，139（3.8 Mb del）；
7p22.3p22.1: 43，376⁃6，932，776（6.8 Mb del）
22q11.23q12.1: 25，661，151⁃25，924，924（263 kb del）
10q26.3: 135，247，534⁃135，376，327（128 kb del）（M）；
13q22.2: 75，964，191⁃76，285，851（321 kb del）（P）
1q31.1: 189，329，675⁃189，542，906（213 kb del）；
11q21q22.1:95，882，557⁃98，752，576（2.87 Mb del）；

14q23.2: 64，177，898⁃64，299，096（121 kb del）；
15q13.3 :31，994，610⁃32，514，175（519 kb dup）
Yp11.32⁃Yp11.2：1⁃7，910，000（7.91 Mb del）
1q23.1→qter: 159000001⁃249250621（90 Mb dup）；
18q21.2→qter: 49000001⁃78077248（29 M del）
4q（q27→qter: 123000001⁃191000000（68 Mb dup）
（mos*，~40%）；

9p（pter→p12.3）: 1⁃40000000（40 Mb dup）（mos*，~70%）

4p15.2: 25，875，906⁃26，067，557（191 kb dup）（M）
15q25.3: 86，937，426⁃88，285，413（1.3 Mb dup）
19（31.15%）a

区域内涉及基因

—

LINC00273；
RAP1GAP2，OR3A1，OR1D2，OR1D5，
OR1A1，OR1A2，OR1G1，OR1D4，OR3A2
RP29，GUCY1A3，AGA
GAK，DGKQ，FGFRL1，RNF212
TENM3
TOP3B，PPM1F
TPH1，KCNC1，SERGEF；
FAM86C2P；
CACNA1C，LRTM2，CACNA2D4，
LOC100271702，DCP1B；
TBC1D3，LOC440434，TBC1D3F；
LRP5L，CRYBB2P1，IGLL3P
LOC439994，LOC728190，FAM22
A，FAM22D
TNKS，SGCZ，GATA4，RP1L1
P4HA2，SLC22A4，PDLIM4，LOC553103；
VCX3A
HOXB⁃AS3，MIR196A1，MIR10A，

HOXB2⁃9
FANCA
—

INTS4L2，LOC441242，ZNF92
FGFR3，LETM1，WHSC1；
FAM20C，BRAT1
LRP5L，CRYBB2P1，IGLL3P
LOC619207，CYP2E1，SYCE1；
TBC1D4，COMMD6，UCHL3，LMO7
—

JRKL，MAML2，MIR1260B，CCDC82，
JRKL⁃AS1；
SGPP1；
CHRNA7
SHOX，PPP2R3B
EPRS，MAPK1，BPNT1
TMX3，RTTN，CBLN2
TLL1，NEK1，HPGD；

AK3；MPDZ
C4orf52
AGBL1

临床意义

疑似良性CNV；

VOUS；
VOUS

致病性CNV
致病性CNV；

致病性CNV；

VOUS
VOUS
VOUS
VOUS

VOUS
VOUS
VOUS

致病性CNV
VOUS
VOUS
VOUS

致病性CNV；

疑似良性CNV；

VOUS
致病性CNV；

致病性CNV
VOUS
VOUS；
VOUS

疑似良性CNV；

VOUS；

VOUS；
VOUS

致病性CNV
不平衡片段；

致病性CNV
不平衡片段；

致病性CNV
VOUS
VOUS
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发生率在RSA组中较高（P < 0.05）。此外，SM组中

16，22，18三体等多见；RSA中的异常类型除上述三

种外，X单体，三倍体，其它染色体三体发生率高于

SM组，与吴菁等［6］研究结果不完全相符，提示除X
单体，16，22三体等常见染色体异常外［5，7］，其他染色

体三体的发生率并不固定。

本研究中，除自然流产 4次及以上者的年龄

（34.6 ± 3.31）明显高于其他流产组外，其余不同流

产次数组间年龄差异均无统计学意义。随着年龄

增加，其流产次数增至4次及以上的风险亦升高，这

可能与高龄者孕21三体、18三体的概率升高有关［8］。

可见非高龄孕妇胚胎早期发生错误概率亦较高，但

导致多次分裂错误的原因，不仅与母亲年龄有关，

也可能与感染、免疫、血栓性疾病等有关［9］，临床咨

询时应引起重视。

3.2 染色体拷贝数异常在偶发与复发性流产患者

中的比较

随着分子生物学技术的发展，染色体微阵列芯

片分析技术（chromosomal microarray analysis，CMA）
能发现更多的染色体微重复或微缺失异常［10］；而高通

量测序目前较多应用在产前遗传病的诊断方面［11］，与

CMA相比其通量较高，拥有更高的准确度和较低的

成本［12］，在自然流产遗传学检测方面，较多应用于

染色体非整倍体检测［13］，针对全基因组范围的遗传

检测报道甚少。本研究采用高通量测序联合排除

母血污染检测技术对 82例自然流产者的胚胎组织

进行了100 kb以上的CNV检测。结果显示，所有自

然流产患者的CNV变异率为 32.93%（27/82），其中

染色体数目异常合并CNV变异占9.5%（8/82）；单纯

100 kb以上的CNV变异率（23.3%）明显高于正常人

群［14］，略低于周丽颖等［15］报道的自然流产胚胎CNV
率。再比较不同组别CNV变异率，SM组CNV率略

高于RSA组；随着流产次数增多，CNV变异率虽有

下降趋势，但各组间差异亦无统计学意义。通过检

索 decipher数据库（https：//decipher.sanger.ac.uk/syn⁃
dromes）和 DGV 数据库（http：//dgv.tcag.ca/dgv/app/
home），UCSC数据库（http：//www.genome.UCSC.edu）
和 OMIM 网站（http：//www.omim.org）等比对分析

CNV，RSA 组致病性 CNV 率（13.1%）高于 SM 组

（4.76%）。 82 例自然流产者的小片段检出率

（23.17%，19/82）与Liu等［16］报道的相符。在行遗传

来源检测的样本中，CNV新发突变占 10%，父方或

母方遗传占 30%，亲代遗传同时伴新发突变占

60%。可见NGS除外单亲二倍体，可检出更多的新

发CNV。本研究还发现了2例不平衡易位结构异常

的病例，通过后续双亲的核型分析证实 1例为父母

一方平衡易位患者，另 1例为新发突变。研究中发

现的VOUS或新发突变的CNVs，有待于病例数的进

一步积累并结合双亲遗传来源分析来为各种CNV
提供更为明确的临床意义。

3.3 染色体畸变在自然流产患者中的临床咨询

综上，染色体数目异常和拷贝数变异等染色体

畸变是自然流产的主要遗传原因，染色体畸变率虽

在偶发流产患者中较高，但与自然流产次数无关。

临床咨询时，不论流产次数多寡，可先建议行胚胎

染色体检查：①对胚胎染色体数目异常者，多为受

精卵配子形成过程中染色体不分离所致，多散发，

如双亲染色体正常，在排除内分泌、免疫、感染、解

剖因素后，复发风险低，对个体影响小，可在优生指

（V86：8p11.21p23.3⁃42.8 Mb del；5q31.1（102 kb del）；Xp22.31：
（202 kb dup））。

图2 高通量测序检测的CNVs病例
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导下自然受孕；②对胚胎染色体数目正常但为不平

衡结构异常者，可进一步检测双亲有无该结构异

常，以明确染色体异常的遗传来源，再结合双亲染

色体结果指导下次受孕，如为遗传性结构异常，复

发风险高，可采取胚胎植入前诊断来筛选正常胚

胎；③对染色体数目正常而CNV异常的胚胎，则应

结合遗传数据库对CNV性质进行分类，建议双亲行

相应检查明确CNV遗传来源，再根据CNV不同类别

进行遗传咨询，不可千篇一律；④对于胚胎染色体、

夫妇外周血核型结果均正常的RSA患者，虽无染色

体数目或结构异常，还需排除有无免疫、内分泌、感染

等因素，或有无基因表达、脆性X综合征等异常［17］，后

者有待于进一步研究探讨。
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