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　　摘　要：目的　探索一种适用于临床对流产胚胎进行检测的方法。方法　对１００例流产胚胎绒毛组织联合应用多重连接扩

增技术（ＭＬＰＡ）和Ｇ显带核型分析技术进行检测。结果　１００例自然流产胚胎中，１例培养失败，培养成功率为９９％，核型分析

异常检出率为５２％。ＭＬＰＡ对１００例流产胚胎样本都获得检测结果，异常核型检出率为５１％。联合应用Ｇ显带核型分析技术

与 ＭＬＰＡ后，异常核型的检出率为５６％，检测灵敏度从Ｇ显带核型分析的０．８９３、ＭＬＰＡ的０．９１１提升到０．９９０。结论　联合运

用Ｇ显带核型分析技术与 ＭＬＰＡ能有效地提高异常核型的检出率与检测的灵敏度，表明该方法是适合临床对流产胚胎进行检测

的一种综合性方法。
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　　目前Ｇ显带核型分析技术是检测自然流产胚胎的主要方

法，但细胞培养容易受到母源性污染，标本陈旧，取材容易受到

细菌污染，培养周期长，细胞形态差等多方面因素的影响，造

成细胞培养失败，导致核型分析漏诊、误诊［１］。荧光原位杂交

技术（ＦＩＳＨ）价格昂贵，覆盖面窄，不适合临床的大面积推广。

因此，临床检测迫切需要一种针对自然流产胚胎检测的综合性

方法。本研究采用多重连接扩增技术（ＭＬＰＡ）作为核型分析

的必要补充，拟建立一种价格合适，覆盖面广、灵敏度高的自然

流产胚胎染色体检测的综合方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年２～１０月因自然流产到南方医

院妇科门诊就诊的１００例妇女的流产胚胎，所选取对象的孕周

均为７～１２周，超声提示胚胎停止发育，无胎心搏动，未见胎芽

的胚胎。所检测胚胎样本一分为二，一份用以细胞培养行染色

体核型分析，另一份用于 ＭＬＰＡ技术行检测。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养与Ｇ显带核型分析　挑取自然流产胚胎绒

毛组织１５ｍｇ，用生理盐水进行反复漂洗，去掉组织中的血块

和碎片组织，煎碎后加入１．５ｍＬ的１．０％ ＥＤＴＡ胰酶消化

液，３７℃消化１５ｍｉｎ后加入新鲜的培养基终止消化，２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后分别加入培养基接种于两个培养瓶中，分开

放置在２个ＣＯ２ 培养箱里培养。５～６ｄ后镜下观察贴壁情

况，换液，８～９ｄ镜下观察克隆数和细胞生长情况，收获制片。

按常规Ｇ显带方法进行制片、显带、染色与镜下分析。

１．２．２　ＭＬＰＡ检测　采用荷兰 ＭＲＣＨｏｌｌａｎｄ公司生产的

ＳＡＬＳＡＭＬＰＡＰ１８１／Ｐ１８２Ｋｉｔ染色体非整倍体检测试剂盒，

试剂盒各包含２２对常染色体检测探针，１对性染色体检测探

针。（１）ＤＮＡ的变性和探针杂交：提取绒毛 ＤＮＡ，取总量为

５０～２００ｎｇＤＮＡ９５℃变性８ｍｉｎ，在体系降温到２５℃后加入

３．０μＬ杂交体系，置于ＰＣＲ仪上９５℃变性３ｍｉｎ，６０℃杂交

１６ｈ。（２）连接反应：待杂交体系降温到５４℃时，加人３２μＬ

已经配制好的Ｌｉｇａｓｅ６５连接体系，５４℃孵育１５ｍｉｎ，９８℃加

热５ｍｉｎ后降温到１５℃。（３）ＰＣＲ扩增：取出连接产物，加人

５μＬ已经配置好的反应体系，９５℃３０ｓ；６０℃３０ｓ，７２℃
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１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再孵育２０ｍｉｎ。（４）产物分析：取９μＬ

高纯度甲酰胺、０．２μＬ内标（ＧＳ５００ＬＩＺ）和１μＬＰＣＲ反应产

物于２００μＬＰＣＲ反应管中，取１０μＬ加入 ＡＢＩ公司３１３０ＸＬ

毛细电泳仪９６控板上进行电泳分离，原始数据经过 Ｇｅｎｅ

ｍａｒｋｅｒ１．９０软件进行分析，得到峰高、峰宽、峰面积、片段长度

等一系列参数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，统计

方法采用ＲＯＣ曲线进行分析，犘＜０．０５时认为有统计学意义。

２　结　　果

２．１　１００例流产胚胎样本检测结果　染色体数目、结构异常

统称为异常核型，本实验认为是检测阳性事件。结果为４６，

ＸＸ与４６，ＸＹ为正常核型，本实验认为是检测阴性事件。Ｇ显

带核型分析检出异常样本５２例，异常率５２％，ＭＬＰＡ检出异

常样本５１例，异常率５１％，见表１（见《国际检验医学杂志》网

站“论文附件”）。Ｇ显带核型分析中，１００自然流产胚胎绒毛

组织培养中有１例细胞培养失败，培养成功率为９９％，检出的

异常核型中，三体为３２例，占异常比率最大，三倍体３例与四

倍体２例，结构异常为５例，嵌合体为４例，Ｘ单体为６例。三

倍体的核型图见图１（见《国际检验医学杂志》网站“论文附

件”）。ＭＬＰＡ对１００例流产胚胎样本都获得了检测结果，异

常核型中，三体４２例，４５，Ｘ６例，４７，ＸＸＹ３例。ＭＬＰＡ检测

为１６三体的峰图见图２（见《国际检验医学杂志》网站“论文附

件”）。

２．２　两种方法检测结果比较　两种方法检测结果不一致的有

２０例，Ｇ显带核型分析检测为４６，ＸＸ，而 ＭＬＰＡ 检测结果为

三体的有３例，４６，ＸＹ为１例；Ｇ显带核型分析检测为三倍体

的核型３例，ＭＬＰＡ检测结果显示为４７，ＸＸＹ；２例核型分析

为四倍体的 ＭＬＰＡ检测结果为正常；５例 Ｇ显带核型分析检

测为结构异常的 ＭＬＰＡ显示为正常结果３例，三体２例；Ｇ显

带核型分析为嵌合体的病例４例，ＭＬＰＡ却不能检出嵌合体，

而以结果为三体形式显示；细胞培养有１例失败，应用 ＭＬＰＡ

获得结果，结果为７三体；综合Ｇ显带核型分析与 ＭＬＰＡ检测

结果，异常核型的检出率为５６％。

２．３　统计学结果　对两种方法检测结果应用ＲＯＣ曲线进行

分析，犘＝０．０００，Ｇ显带核型分析与 ＭＬＰＡ用于流产胚胎阳性

事件的检出差异具有统计学意义，选用０．５０为移动诊断界点，

Ｇ显带核型分析的灵敏度为０．８９３，ＭＬＰＡ灵敏度为０．９１１，两

种方法联合检测灵敏度为０．９９０。

３　讨　　论

自然流产的发生率占临床妊娠的１０％～２０％，且多发生

于孕早期，诱发自然流产的原因众多，涉及到遗传、解剖、免疫、

内分泌、感染、血栓形成倾向甚至环境等因素［２］。Ｓｕｌｌｉｖａｎ等
［３］

报道染色体异常是自然流产的主要原因，所占自然流产发病原

因的比例为５０％～６０％，染色体异常以数目异常居多，且以非

整倍体数目异常最为常见。

传统细胞遗传学方法体外培养的过程时间长，易污染，失

败率高。另外，异常细胞生长不良，容易发生母细胞选择性生

长［４５］。如今，国内、外近几年发展起来的多种快速分子诊断技

术，如ＦＩＳＨ、短串联重复序列分析和荧光定量ＰＣＲ等，都各有

优势和局限［６］。ＦＩＳＨ作为目前核型分析的主要补充方法，具

有快速，无需细胞培养，样本要求量少等优点而在临床上得到

一定的应用，但其只能针对１３，１６，１８，２１，２２与ＸＹ这几对染

色体进行检测，加之检测成本较贵，仍然不适合大规模应用。

２００２年Ｓｃｈｏｕｔｅｎ等
［７］设计了 ＭＬＰＡ技术，其原理是对可

与样本ＤＮＡ正确杂交并被连接酶连接的探针进行扩增和半

定量分析。ＭＬＰＡ最大的特点在于探针的设计，其能在一个

反应体系中，仅用１对引物即可扩增４５个不同的核苷酸序列。

ＭＬＰＡ技术融合了ＤＮＡ探针杂交和ＰＣＲ技术的特点，凸显

了连接依赖的特色，所需检测样本小、分析方便快速［８１０］。本

实验选用的ＳＡＬＳＡＭＬＰＡＰ１８１／Ｐ１８２Ｋｉｔ染色体非整倍体检

测试剂盒能够在一个反应里同时扩增２２对常染色体和１对性

染色体，检测从连接到产物分析在两天之内可以完成，极大的

提高了检测效率。相对于其他检测方法，ＭＬＰＡ另一大优点

是价格低廉，比较适合于临床检测。

本实验中，Ｇ显带核型分析存在培养失败与母性优势生长

等情况，导致结果漏诊与误诊，降低了异常的检出率与检测的

灵敏度。在本次实验中，联合运用 ＭＬＰＡ后，有效地弥补了１

例细胞培养失败的病例，３例因母性优势生长而检测核型为母

性核型的病例。ＭＬＰＡ对这４例病例检测结果为三体３例，核

型为４６，ＸＹ的１例。Ｇ显带核型分析与 ＭＬＰＡ对１００例流

产胚胎的异常检出率分别为５２％与５１％，联合运用后检出率

为５６％，检测灵敏度从 Ｇ显带核型分析的０．８９３，ＭＬＰＡ的

０．９１１提升到０．９９０，有效地提升了异常核型的检出率与检测

的灵敏度。

总的来说，联合应用Ｇ显带核型分析与 ＭＬＰＡ是适合临

床对流产胚胎进行检测的综合性方法，因其能提高异常核型的

检出率与检测的灵敏度而得到更广泛的应用。
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