
自然流产是怀孕最常见的并发症［1］，在临床妊

娠中自然流产占10%~20%［2-3］，流行病学证据表明，

遗传因素在流产的发病机制中起着重要作用［4］。研

究表明，50%~60%孕早期流产是由胚胎染色体异常

引起，且孕中期妊娠流产中仍有30% 是由胚胎染色

体异常引起［5-6］。近年来，随着二代测序技术的发

展，其在检测流产组织的非整倍体和拷贝数变异中

具有非常高的灵敏度和特异度［7-8］，为流产物的检测

提供了一种快捷、准确、高成功率的检测手段。本

研究以低深度全基因组拷贝数变异测序（copy num⁃
ber variation sequencing，CNV⁃seq）技术对 112例流

产物样本进行检测，对部分流产物结果异常的父母

双方行外周血染色体核型分析检测，以探讨CNV⁃
seq技术在胚胎组织遗传学诊断中的应用价值，以

期为夫妻双方再次生育提供遗传风险评估和指导。

1 对象和方法

1.1 对象

选取 2016年 1月—2018年 12月在淮安市第一

人民医院就诊的自然流产患者 112例，对其流产物

进行全基因组测序，检测均获患者及家属知情同意

并签署知情同意书。孕妇年龄 20~45岁，根据孕妇

年龄分为≥35岁和＜35岁组。对于流产物染色体

异常患者，征求夫妻双方同意行外周血染色体核型

检测。本研究经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 样本采集及DNA提取

留取清宫术后绒毛组织，经无菌生理盐水冲洗至

无血水后，将组织样本剪碎，选取3~5 mg放置离心管

内，加入180 μL Buffer ATL及20 μL Proteinase K，旋
涡混匀，放入56 ℃水浴锅中消化过夜。采用天根DNA
提取试剂盒提取全基因组DNA，终浓度20 ng/μL。
1.2.2 高通量测序分析

DNA 文库构建及荧光定量 PCR 分析后，用

NextSeq CN500机器对样品DNA 进行全基因组测序

（0.1X），测序数据与已知人类参考基因组（hg19）序

列比较分析，得到匹配序列，计算待测样本的拷贝

数，根据检测值判断对应染色体检测区域的检测结

果。将样本检测发现的基因组拷贝数变异（copy
number variation，CNV）与人类染色体变异数据库

（database of chromosomal imbalance and phenotype in
humans using ensemble resources，DECIPHER）、基因

CNV⁃seq技术在自然流产遗传学诊断中的应用

倪 蓉，梁 健，赵 超，吕述彦

淮安市第一人民医院生殖健康与不孕症科，江苏 淮安 223300

［摘 要］ 目的：探讨低深度全基因组拷贝数变异测序（copy number variation sequencing，CNV⁃seq）技术在流产物遗传学分析

及诊断中的应用。方法：收集2016年1月—2018年12月在淮安市第一人民医院就诊的流产组织样本112例，采用二代测序技

术对流产物样本进行全基因组测序，利用生物信息学方法分析流产样本可能存在的染色体异常。结果：①在112例流产样本

中，染色体结果异常共56例（50.0%，56/112），出现异常信号频率高的分别是16三体（27.1%）、45，X（24.3%）、13三体（10.8%）、

18三体（10.8%）。在 56例染色体异常结果中，染色体数目异常 37例（66.1%），染色体结构异常 12例（21.4%），嵌合体 7例

（12.5%）。在12例染色体结构异常中，共发现24个基因组拷贝数变异（copy number variation，CNV），最小片段长度0.24 Mb，最
大片段58.90 Mb。在检测出的24个CNV中，18个CNV有临床意义。其中2个包含微缺失/微重复综合征。②患者年龄≥35岁
发生染色体异常导致的流产者占63.2%，年龄＜35岁发生染色体异常导致的流产者占47.3%，≥35岁组的异常率比＜35岁组高

15.9%。结论：CNV⁃seq技术不但能够高效检测出非整倍体和嵌合体，还能高效检测出小片段的缺失和重复，大大提高了染色

体异常的检出率，可为流产病因分析及夫妻双方再次生育提供更有价值的信息。

［关键词］ CNV⁃seq；自然流产；染色体核型分析

［中图分类号］ R714.5 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2021）03⁃424⁃04
doi：10.7655/NYDXBNS20210321

·临床研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第41卷第3期
2021年3月··424



变异数据库（detabase of genomic variants，DGV）以及

在线人类孟德尔遗传数据库（online mendelian inheri⁃
tance in man，OMIN）进行比对，分析CNV的临床意

义。此外利用 STR技术对流产物母本外周血及流

产组织进行STR分析，排除母源污染和三倍体及多

倍体的倍性分析。

2 结 果

在112例流产样本中，染色体结果异常共56例
（50.0%，56/112）。在56例染色体异常结果中，染色

体数目异常 37例（66.1%），染色体结构异常 12例

（21.4%），嵌合体7例（12.5%）。

2.1 染色体数目异常

出 现 异 常 信 号 频 率 高 的 分 别 是 16 三 体

（27.1%）、45，X（24.3%）、13三体（10.8%）、18三体

（10.8%）（表1）。
2.2 染色体结构异常

112例流产物样本中共检测出染色体结构异常

12例，共发现 24个CNV，最小片段长度 0.24 Mb，最
大片段 58.90 Mb。在检测出的 24个 CNV中，18个

CNV有临床意义。在检测出的致病性CNV中，发现

2个包含微缺失 \微重复综合征，即 Cridu chatsyn⁃
drome综合征和Wolf⁃Hirschhorn Syndrome综合征，

其中 Wolf⁃Hirschhorn Syndrome 综合征还伴有 12、
20号染色体部分区域重复（表 2），经该夫妻双方知

情同意后行外周血染色体检测，女方为平衡易位携

带者［46，XX，t（4；12；20），图 1］。12例流产物染色

体结构异常患者，其中 4例夫妻双方行外周血染色

体检测，除上述 1例女方为平衡易位携带者外，其

余 3例夫妻双方外周血染色体检测结果均正常。

2.3 嵌合体

112例流产物样本中，共检测出 7例嵌合体，其

中1例为70，XNN，+2［60%］/69，XNN［40%］，为3倍
体嵌合体（表3）。
2.4 年龄因素

患者年龄≥35岁发生染色体异常导致的流产者

占 63.2%，年龄＜35岁发生染色体异常导致的流产

者占 47.3%，虽然二者在统计学上无显著差异，但

≥35岁组的异常率比＜35岁组高15.9%（表4）。
3 讨 论

CNV⁃seq基于二代测序技术对样本DNA进行

全基因组测序（0.1X），测序结果与人类参考基因组

进行比对，通过生物信息学分析以发现受检样本可

能存在的染色体相关异常。染色体核型技术可以

准确检测出自然流产或者胎儿的染色体数目或结

表2 染色体结构异常检出情况

异常类型

*46，XN，del（4）（p16.3⁃p15.32），dup（12）（p13.31⁃p11.22），
dup（20）（q13.12⁃q13.33）

*46，XN，del（5）p（15.33p13.3），dup（5）p（13.3p13.2）
46，XN，dup（16）（p13.3q21）（q21q24.3）

*46，XN，del（14）（q32.13q32.33）
46，XN，del（15）（q25.2）

*46，XN，del（4）（q32.2q32.3）（mos），del（4）（q32.3q35.2），dup（12）
（q24.12q24.33）（mos），dup（16）（q21q24.3）（mos）
46，XN，del（8）（p23.3p23.2），dup（8）（p23.2），dup（8）（p23.2p23.1）
46，XN，del（X）（q23），dup（X）（q26.3）
46，XN，del（18）（p11.22p11.21）
dup（X）（p11.3p11.23），dup（11）（p11.12）
46，XN，dup（3）（q22.1），dup（8）（q24.23）
46，XN，dup（7）（q34）

年龄

26

33
39
33
30
26

28
30
33
29
24
28

片段大小（Mb）
15.64、21.74、17.28

33.56、2.38
58.90、23.88

11.34
1.78

5.54、21.44、22.08、27.96

2.56、1.56、2.24
0.23、0.38

1.08
0.64、0.52
0.24、0.64

0.36

有无临床意义

有

有

有

有

有

有

有

有

无

无

无

无

*：为夫妻双方行外周血染色体检测。

表1 染色体数目异常检出情况

异常

类型

16三体

45，X
13三体

18三体

2三体

20三体

22三体

例数

10
09
04
04
02
02
01

百分比

（%）

27.1
24.3
10.8
10.8
05.4
05.4
02.7

异常

类型

7三体

12三体

14三体

15三体

21三体

合计

例数

01
01
01
01
01
37

百分比

（%）

002.7
002.7
002.7
002.7
002.7
100.0
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构异常，是产前诊断的“金标准”［9］。但染色体核型

需要培养绒毛细胞，制片及分析核型时间较长，失

败率高。CNV⁃seq则弥补了上述缺陷：①检测效果

好，相比核型分析，其分辨率可达到 100 kb，能发现

更多的致病性CNV；②报告周期短，10 d即可出报

告；③操作方便简单，4 h即可完成多样本检测，因不

需要培养绒毛细胞，直接获取绒毛或胎儿组织提取

DNA进行测序，成功率高。但该技术也存在弊端，

例如CNV⁃seq技术无法发现染色体相互易位、倒位

等染色体平衡性结构重排，也无法对包括单亲二倍

体（uniparental disomy，UPD）在内的杂合性缺失

（loss of heterozygosity，LOH）进行检测。

胚胎染色体异常作为自然流产的主要原因，占

自然流产的50%~60%［10］，其遗传变异符合生命进化

演变的基本特征。从细胞遗传学水平看，DNA的变

异主要包括染色体数目的变异和染色体结构的变

异。数目变异包括染色体组成倍地增加或减少，以

及单条染色体的增加或减少；结构变异主要指染色

体片段的重复、缺失、倒位和易位等。本研究中，

112例流产物样本均培养成功，共发现染色体异常

数 56例，其中非整倍体 37例（66.1%），出现异常信

号频率高的分别是16三体（27.1%）、45，X（24.3%）、

13三体（10.8%）、18三体（10.8%），可见染色体数目

异常是流产的主要原因。此外，未检测到1号和19号
染色体三体，这与文献报道相符［11-12］。因 1号染色

体占人类基因组全长的 8%，19号染色体具有较高

的G+C含量、高重排率和高复制率的特点，两条染

色体若发生非整倍体异常，在妊娠初期（4周内）即

可导致胚胎死亡，许多患者会认为是正常月经，并

不会引起重视。

染色体结构变异也是自然流产的重要因素［13］，

本研究共检测出染色体结构异常 12例（10.7%），高

于以往研究（6%），究其原因可能是传统核型分析分

辨率低及CNV⁃seq技术成功率、分辨率高，能发现更

多CNV。在 12例结构异常中共发现 24个CNV，最

小片段长度 0.24 Mb，最大片段 58.90 Mb，涉及大量

功能基因。在检测出的 24个CNV中，18个CNV有

临床意义，这些致病性的CNV将导致胚胎/胎儿严

重发育迟缓、宫内发育迟缓、多发畸形、心脏异常

等。本研究发现1例Wolf⁃Hirschhorn Syndrome综合

征，此外还伴随12、20号染色体部分区域重复，该综

合征患者主要临床表征为智力障碍，小头畸形，肌

张力减退，癫痫，宫内或出生后生长发育迟缓，小于

胎龄儿，典型的“希腊头盔”面容［14］。该夫妻双方行

外周血染色体检测，女方为平衡易位携带者［46，
XX，t（4；12；20）］，建议其再生育时进行植入前遗传

病诊断（preimplantation genetic diagnosis，PGD）。此

外还发现 1例Cridu chatsyndrome综合征，该综合征

患者主要临床表征有哭声小且似猫叫，特殊面容，

小头畸形，精神发育异常和生长发育迟缓等［15］，夫

妻双方未行进一步检查，已生育一健康胎儿，考虑

新发可能性大。染色体微缺失/微重复综合征胚胎

致死性虽不如染色体数目异常，仅在临床表型严重

的情况下才会致死，这主要受遗传外显率和表现度

的影响，CNV⁃seq技术可以快速、高效地检测出染色

体结构异常导致的流产，并通过对夫妻双方外周血

染色体及对应位点的检测，为再次生育进行遗传风

险评估。

孕妇年龄为染色体异常的高危因素，随着二孩

政策的实施，尤其是高龄孕妇的增多，其卵母细胞

13 14 15 16 17 18

6 7 8 9 10 11 12

1 2 3 4 5

图1 1例典型复发流产孕妇外周血染色体核型分析结果提

示46，XX，t（4；12；20）

表3 嵌合体异常类型检出情况

异常类型

46，XY/46，XX
47，XN，+13［30%］/46，XN［70%］

47，XN，+2［50%］/46，XN［50%］

47，XN，+4［30%］/46，XN［70%］

47，XN，+6［40%］/46，XN［60%］

70，XNN，+2［60%］/69，XNN［40%］

合计

例数

2
1
1
1
1
1
7

比例（%）

028.5
014.3
014.3
014.3
014.3
014.3
100.0

表4 不同年龄组染色体异常情况

分组

≥35岁（n=19）
＜35岁（n=93）

正常

7（36.8）
49（52.7）

异常

12（63.2）
44（47.3）

χ2=1.01，P=0.31。

［n（%）］
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在减数分裂及有丝分裂过程中错误分离和复制的

风险增高，发生胚胎染色体异常导致流产的风险增

大。本研究显示患者年龄≥35岁发生染色体异常导

致的流产者占63.2%，年龄<35岁发生染色体异常导

致的流产者占 47.3%，虽然二者在统计学上无显著

差异，但≥35岁组比＜35岁组异常率高出15.9%，可

见年龄因素至关重要。

综上所述，CNV⁃seq技术不但能够高效检测出

非整倍体和嵌合体，还能高效检测出染色体小片段

的缺失和重复，大大提高了染色体异常的检出率，

可为流产病因的分析及夫妻双方再次生育提供更

有价值的信息。
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