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!!'摘要(!目的!通过用核型细菌人工染色体标记=微球鉴别+分离法!XV=Q7Q9"对早孕期流产组织进行遗传学

检测#评估XV=Q7Q9联合荧光定量T,R技术!a\=T,R"对流产组织进行遗传学检测的准确性)方法!收集"'!&

年())月在四川大学华西第二医院产前诊断中心进行染色体微阵列分析!,UL"检测的)!例早孕期流产组织样

本!&!例胎盘绒毛组织#!?例胎儿肌肉组织#!例胎儿肝脏组织"#用XV=Q7Q9及a\=T,R技术对样本进行检测#将

检测结果与,UL检测结果进行对比#评估XV=Q7Q9与a\=T,R联合检测的准确性)结果!在)!例流产组织样

本中#*'例样本经 XV=Q7Q9检测的结果与其,UL检测结果一致#包括#&例正常核型*#$例异常核型!非整倍

体"&XV=Q7Q9不能检出胎儿三倍体!结果显示为"例正常核型和(例非整倍体"#,UL和 a\=T,R均检出&XV=

Q7Q9不能检出较小片段的拷贝数变异),UL检测出$例样本拷贝数变异)XV=Q7Q9联合a\=T,R方法与,UL

阳性诊断的符合率为?!%!̂ !$!+$("#阴性诊断的符合率为!''̂ !#&+#&")XV=Q7Q9的检测准确率为)&%$̂ !*'+

)!"#假阳性率为 '̂ #假阴性率为!#%#̂ !&+$("#如果同时进行 XV=Q7Q9和 a\=T,R检测#可将准确率提高到

?(l!̂ !**+)!")结论!XV=Q7Q9联合a\=T,R检测早孕期流产组织准确率高#可作为流产组织染色体异常的一

线检测方法)

'关键词(!细菌人工染色体标记=微球鉴别+分离法! 荧光定量T,R!流产组织!非整倍体异常
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第"期 苏!杭等$XV=Q7Q9联合a\=T,R技术对流产组织检测的临床应用评估

!!临床上约有!'̂ )!(̂ 的妊娠会发生流产#且

大多数流产出现在早孕期)研究表明约('̂ 的流

产是由于胎儿染色体异常所致
-! $.)对胎儿组织进

行基因检测可以为寻找流产发生的根本原因提供重

要信息#也可以为再发风险的遗传咨询提供依据)

传统细胞遗传学分析的金标准是组织培养和染

色体W显带核型分析)研究表明组织培养由于各

种原因#约('̂ 的组织样本会培养失败
-(.)剩下的

样本由于细胞生长缓慢#从收到样本到出报告大概

需要!月)W显带核型分析可检出染色体数目和结

构异常#但分辨率低#传统的细胞遗传学技术还依赖

于熟练的技术人员#并且母体组织的污染也并不少

见)因此#现已有多种分子技术开始用于检测流产

组织样本#如染色体微阵列分析 !A-87+797+4>

+3A874884C 4/4>C939#,UL"*荧 光 原 位 杂 交

!D>278.9A./A.()C(D8-CK831364;37/#\F5J"*多重连

接 探 针 扩 增 技 术 !+2>;3:>.E>304;37/=1.:./1./;

:87K.4+:>3D3A4;37/#UVTL"*荧光定量T,R技术

!@24/;3;4;3H. D>278.9A./; :7>C+.849. A-43/

8.4A;37/#a\=T,R"#以规避细胞遗传学分析的局限

性
-& ).),UL可以检测染色体微缺失和微重复#

也无需细胞培养#但成本相对昂贵#且检测结果可能

出现临床意义不明的拷贝数变异!A7:C/2+K.8

H4834/;#,OZ"-? !'.)近年来利用核型细菌人工染

色体标记=微球鉴别+分离法 !K4A;.834>48;3D3A34>

A-87+797+.7/K.419#Q7Q9"技术进行染色体检测

逐渐增多
-!! !(.)Q7Q9检测分为T8./4;4>Q7Q9和

X48C7V3;.Q7Q9!XV=Q7Q9"两种#T8./4;4>Q7Q9针

对染色体非整倍体和?种微缺失进行检测#XV=

Q7Q9可检出"$条染色体的非整倍体改变#由于其

探针位点不同于T8./4;4>Q7Q9技术#XV=Q7Q9不

能检测微缺失综合征)文献报道#染色体数目异常

占流产组织染色体异常总数的?'̂ #结构异常占

&̂ #其他为嵌合体-!!.)本研究通过XV=Q7Q9对)!

例流产组织样本进行检测#并与同时行,UL检测

的结果进行对比#评估XV=Q7Q9联合a\=T,R对流

产组织进行遗传学检测的准确性#探讨此种新的检

测方法在临床实践中应用的可行性)

1!材料与方法

1%1!流产组织样本

收集"'!&年())月送至四川大学华西第二医

院产前诊断中心的)!例妊娠早期!孕周$)!"周"

流产组织样本#样本均于生理盐水中$m保存#其中

&!例为胎盘绒毛组织#!?例为胎儿肌肉组织#!例

为胎儿肝脏组织)本研究获得伦理委员会批准并取

得患者知情同意)

1%/!主要试剂

! !aFL4+:MOL U3/3X3;.E;84A;37/8.40./;9

D78;3992.9#购自a340./公司&X48C7V3;.BU Q7Q9BU

试剂盒#购自芬兰T.8I3/<>+.8V3D.4/1L/4>C;3A4>

5A3./A.!T<"公司)试剂盒包含#个试剂包$试剂包

!!T!"*试剂包"!T""*试剂包#!T#")T!内包含随

机引物溶液*生物素=脱氧核糖核苷三磷酸混合物*

聚合酶和杂交缓冲液#T!存放于f#')f!&m&T"

内包含样本稀释液*细菌人工染色体微球!QL,=7/=

Q.419"混合物*报告分子浓缩液*报告分子稀释液*

洗涤缓冲液!和洗涤缓冲液"#T"存放温度为")

)m&T#内包含生物素化脱氧核糖核酸提纯孔板#

T# 存 放 温 度 为 室 温),UL 检 测 采 用 美 国

LDDC+.;83E公司*('X芯片试剂盒#包括0,WJ 和

5OT探针)达瑞"!三体和性染色体多倍体检测试

剂盒购自达瑞公司)

1%6!方法

1%6%1!样本 MOL提取!按 aFL4+:MOL U3/3

X3;.E;84A;37/8.40./;9D78;3992.9试剂盒操作步骤

进行操作)使用微量紫外分光光度计!O4/7187:

"'''"测定MOL浓度)

1%6%/!XV=Q7Q9技术及操作步骤!QL,9=7/=

Q.419混合试剂中的QL,可与其靶位区域的基因

组进行杂交)杂交到特定QL,探针的样本 MOL

平均荧光强度与杂交到同一特定QL,探针的参考

MOL平均荧光强度相比较)尽管每个区域有多种

探针#但其比值数据均为分开计算)当染色体臂拷

贝数发生变化时#位于同一目标区域的多个QL,探

针也应作出类似反应#并显示偏离正常的!%'比值)

XV=Q7Q9试验按 X48C7V3;.BU Q7Q9BU
试剂盒

操作步骤进行操作)首先标记基因组MOL)将标

记后的MOL进行纯化#然后进行MOL杂交)将杂

交后的MOL清洗和报告分子进行连接)最后上机

检测#信号强度在 V2+3/.E"''仪器系统!美国

V2+3/.E公司"上读取#使用Q7Q97D;!%'软件进行

数据分析#Q7Q97D;分析软件可读取 V2+3/.E"''

仪器系统输出的文件#并对样本和参考品的信号强

度进行对比#从而鉴定目标区域的MOL拷贝数变

化情况
-!".)

1%6%6!,UL检测!按试剂盒说明书进行操作)

通过采取样本*核酸提取*反转录*扩增放大*样品标

*""
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记*杂交反应*洗脱后#进行结果判读-!#.)

1%6%3!a\=T,R!对,UL分析检测结果显示为三

倍体的*例样本在四川大学华西第二医院产前诊断

中心进行 a\=T,R检测)按试剂盒说明书进行操

作)通过标本采集*MOL 提取及定量*5BR扩增

后#进行结果判读-?.)

/!结果

/T1!FYĈ?̂9与>+;核型检测结果比较

!!在)!例流产组织样本中#*'例样本的核型检

测结果XV=Q7Q9与其,UL检测结果一致#包括#&

例胎儿正常核型和#$例胎儿异常核型!表!")其

中最常见的异常核型为胎儿[单体#占全部检测样

表1!FYĈ?̂9核型检测结果与>+;检测结果一致的I0例样本

7'EK,1!8,9&K=9?AFYĈ?̂9#($?($?:-'($,H#=%=%,>+;:,@?:=9#(

I0$'9,9

W872: X48C7;C:. ,49.

O/78+4>I48C7;C:. $&#[[ !*

$&#[P !?

LK/78+4>I48C7;C:. $*#[Pc" "

$*#[[c$78$*#[Pc$ $

$*#[[c& !

$*#[Pc!' !

$*#[[c!! !

$*#[Pc!# !

$*#[[c!$ $

$*#[[c!(78$*#[Pc!( #

$*#[[c!&78$*#[Pc!& (

$*#[[c"'78$*#[Pc"' "

$*#[[c"! !

$*#[[c""78$*#[Pc"" "

$(#[' *

本的)%&̂ !*+)!"#其次为胎儿!&=三体#占全部检

测样本的&%!*̂ !(+)!")

/T/!FYĈ?̂9*>+;与dJCP>8检测胎儿三倍体

结果比较

,UL共检出*例胎儿三倍体#胎儿三倍体占

所有检测样本的)%&̂ !*+)!"#占所有胎儿染色体

异常样本的!(%&̂ !*+$(")XV=Q7Q9不能检出胎

儿三倍体)*例胎儿三倍体样本的 XV=Q7Q9检测

结果显示为"例正常核型和(例非整倍体!表"")

*例胎儿三倍体均经a\=T,R检出)

/T6!FYĈ?̂9与>+;检测拷贝数变异结果比较

,UL共检出$例拷贝数变异#拷贝数变异占

所有检测样本的$%?̂ !$+)!"#占所有染色体异常

样本的)%?̂ !$+$(")XV=Q7Q9不能检出较小片段

的拷贝数变异)$例样本的 XV=Q7Q9检测结果均

显示为正常核型!表#")$例拷贝数变异中#!例为

明确综合征#其余为致病性不明确或可在正常变异

数据库中查见MWZ!c"#表示即使存在这些拷贝数

变异但并不一定致病#或在正常人中也查见有这些

拷贝数变异)

/T3!FYĈ?E9联合dJCP>8与>+;比较

表/!I例胎儿三倍体的FYĈ?̂9*>+;及dJCP>8检测结果

7'EK,/!FYĈ?̂9#>+;'(-dJCP>8=,9=:,9&K=9?AI=:#@K?#-$'9,9

O7% XV=Q7Q9 a\=T,R ,UL

,49." $&#[[ B83:>731C B83:>731C

,49.) $&#[P B83:>731C B83:>731C

,49.!' B8397+C( B83:>731C B83:>731C

,49.!) B8397+C!?4/1;8397+C"" B83:>731C B83:>731C

,49.#& B8397+C&4/19.EA-87+797+.
!4K/78+4>3;3.9

B83:>731C B83:>731C

,49.*' 5.EA-87+797+.4K/78+4>3;3.9 B83:>731C B83:>731C

,49.*? 5.EA-87+797+.4K/78+4>3;3.9 B83:>731C B83:>731C

表6!3例拷贝数变异的FYĈ?̂9和>+;检测结果及所涉及疾病

7'EK,6!7%,FYĈ?̂9'(->+;=,9=:,9&K=9?A3$?@G(&<E,:*':#'=#?('(-:,K'=,--#9,'9,9

O7% XV=Q7Q9 ,UL M<,FTJ<R4/1MWZ14;4K49.8.;83.H4>8.92>;9

,49.& $&#[P W43/488--0!?."@!!%!@!!%"!?(##*"#&)(=!''#

!&'!##"!"E#!(""?IK"488--0!?.":""%":!!%"!#*#

$)'#"$)=)*#'(##!(""-+6!$?(*#IK"

,70/3;3H.3+:438+./;#3/;.>>.A;24>1394K3>3;C#0>7K4>
! 1.H.>7:+./;4> 1.>4C !MWZf" M<,FTJ<R

:4;-70./3A3;C$:87K4K>C:4;-70./3A

,49."$ $&#[P V7997D-.;.876C0793;C488--0!?.""@!!%"!!!)#&#!#

!#&$="!#)''#$*!"E!!#!&?IK"
Z.>7A48137D4A34>+13W.780.9C/187+.!MWZf"

!M<,FTJ<R:4;-70./3A3;C$1.D3/3;.>C:4;-70./3A

,49.$' $&#[[ W43/488--0!?.[:""%#!!)#'??#'#(=)#&!$#$'&"E#
!!(!(IK"

F/;.>>.A;24>1394K3>3;C#0>7K4>1.H.>7:+./;4>1.>4C
! !MWZ c "M<,FTJ<R :4;-70./3A3;C$:87K4K>C

:4;-70./3A

,49.&& $&#[P W43/488--0!?.!(@!!%"!""#**'#$"!="##"))##('"E#
!!(!)IK"

,.8.K84>:4>9C#3/;.>>.A;24>1394K3>3;C!MWZc"

!M<,FTJ<R:4;-70./3A3;C$:87K4K>C:4;-70./3A

!!M<,FTJ<R14;4K49.$M4;4K49.7D0./7+3AH48F4;37/4/1:-./7;C:.3/-2+4/9293/0./9.+K>8.9728A.9&MWZ14;4K49.$M4;4K49.7D

0./7+3AH4834/;9

!!见表$)可见 XV=Q7Q9联合 a\=T,R能检出

正常核型*非整倍体*三倍体核型#不能检出染色体

拷贝数变异)与,UL阳性诊断的符合率为?!%!̂

!$!+$("#阴性诊断的符合率为!''̂ !#&+#&"#XV=

Q7Q9的检测准确率为)&%$̂ !*'+)!"#假阳性率为

'̂ #假阴性率为!#%#̂ !&+$(")如果同时进行

XV=Q7Q9和 a\=T,R 检测#可将准确率提高到

?(l!̂ !**+)!")

)""
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表3!FYĈ?̂9联合dJCP>8与>+;比较

7'EK,3!FYĈ?̂9$?<E#(,-H#=%dJCP>8*9T>+;

R.92>; ,49. ,UL XV=Q7Q9
XV=Q7Q9A7+K3/.1

G3;-a\=T,R

O78+4>I48C7;C:. #& c c c

L/.2:>731C #$ c c c

B83:>731C * c f c

,7:C/2+K.8H4834;37/ $ c f f

6!讨论

!!染色体异常被认为是导致孕"'周之前自然流

产的主要原因#占所有流产的('̂
-!#(.)多为染色

体数目异常#其次为染色体结构异常)数目异常有

三体*三倍体及[单体等&结构异常有染色体断裂*

倒置*缺失和易位)染色体异常的胚胎多数结局为

流产#极少数可能继续发育成胎儿#但出生后也会发

生某些功能异常或合并畸形)其余为环境因素和母

体因素等所致)因此对流产组织进行染色体检测可

帮助寻找流产发生的原因#以判断是否为遗传因素

所致#对下一次妊娠有指导意义-!$ !(.)

分子技术是检测妊娠早期流产组织染色体异常

最可靠的方法)\F5J*UVTL*a\=T,R都成功的

应用于流产组织检测
-!& !*.)这些方法所能检测出

的染色体异常类型较少#均不如,UL全面)但另

一方面#进行,UL检测的价格很昂贵#而且不适用

于所有人群)之前的一些研究证明了 XV=Q7Q9是

检测染色体异常的有效方法
-!) "'.)该技术针对每

条染色体的长臂和短臂各有"个独立的微球覆盖区

域#无短臂的!#*!$*!(*"!和""号染色体的长臂上

有#个微球覆盖区域)该分析基于细菌人工染色体

标记=微球鉴别+分离技术#该技术将 MOL探针固

定在经过荧光编码的 V2+3/.E+R
微球表面#其中

MOL探针由经过T,R扩增的所选细菌人工染色体

!QL,"制成)?'种探针固定于聚苯乙烯微球上#探

针由#种不同的QL,9构成)该分析由带标记样本

和参考MOL与互补的QL,9=7/=Q.419BU
探针进行

杂交构成)样本MOL杂交以单孔运行#但参照品

却以复孔杂交#因为参照MOL要进行两个标记反

应)杂交后#信号强度在V2+3/.EBU "''BU
仪器系

统上读取#该仪器系统需要安装有F5"%# 或

ETSO<OB+R#%!软件)Q7Q97D;BU
分析软件可读取

V2+3/.E+R"''BU
仪器系统输出的文件#并对样品和

参照品的信号强度进行对比#从而鉴定目标区域的

MOL拷贝数变化
-!".)本研究用 XV=Q7Q9对妊娠

早期流产组织进行检测#以评价XV=Q7Q9是否为实

用的检测流产组织染色体异常的方法#并得出更多

关于XV=Q7Q9技术和其适用人群的信息)

在本研究中##&例样本的染色体,UL和XV=

Q7Q9检测结果均为正常核型#$(例为异常核型#即

此组孕早期自然流产中染色体异常胚胎占((%&̂

!$(+)!"#$$%$̂ 为正常胚胎#这部分正常胚胎流产

为其他原因所致)在)!例样本中#染色体非整倍体

异常占$"%'̂ !#$+)!"#三倍体占)%&̂ !*+)!"#拷

贝数变异占$%?̂ !$+)!")而在所有染色体异常的

样本中非整倍体异常占*(%&̂ !#$+$("#三倍体占

!(%&̂ !*+$("#拷贝数变异占)%?̂ !$+$(")与文

献报道的比例一致
-!! !##!) "'.)*'例样本的核型

XV=Q7Q9检测结果与其基因芯片检测结果一致#包

括#&例正常核型和#$例非整倍体核型&!!例样本

核型XV=Q7Q9检测结果与,UL的检测结果不一

致#包括*例三倍体和$例拷贝数变异#其中*例三

倍体可通过 a\=T,R方法检出)XV=Q7Q9检出了

所有的流产组织染色体非整倍体异常#检出率为

!''̂ )$例结构异常样本的核型XV=Q7Q9检测结

果均显示为正常核型#*例三倍体样本的核型 XV=

Q7Q9检测结果显示为"例正常核型和(例非整倍

体#假阳性率为 '̂ #假阴性率为!#%#̂ !&+$(")

XV=Q7Q9的检测准确率为)&%$̂ !*'+)!"#如果同

时进行XV=Q7Q9和a\=T,R检测#可将准确率提高

到?(%!̂ !**+)!")尽管流产组织中!&*""三体比

例高#但如只做可检测*条染色体!!#+!&+!)+"!+

""+[+P"的\F5J检测#则可能漏检("%?̂ !!)+#$"

的染色体数目异常样本)

XV=Q7Q9优势在于可以快速准确的得出结果#

检测用时只需"1)并且与,UL相比#XV=Q7Q9成

本较低)当样本中嵌合细胞大于"'̂ )#'̂ 时#

XV=Q7Q9可检出嵌合体)由于方法设计的局限性#

XV=Q7Q9无法检测多倍体#但这方面可以被 a\=

T,R所弥补)因此#在本实验中#我们将 XV=Q7Q9

与a\=T,R联合应用#弥补了单独用XV=Q7Q9对流

产组织染色体进行检测时不能检出三倍体的弊端)

有文献报道#在染色体非整倍体异常的检测上#XV=

Q7Q9的检测结果与 ,UL 的检测结果!''̂ 符

合
-"'.#这与我们的研究结果一致)不过#,UL的分

辨率更高#而 XV=Q7Q9对非整倍体的敏感性非常

高)

总的来说#XV=Q7Q9是检测流产组织染色体异

常的敏感方法#并且成本较低#其最大的局限性是不

能检测三倍体#但如与 a\=T,R联合应用#准确率

可达?(%!̂ #可将 XV=Q7Q9与 a\=T,R联合作为

?""
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