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  摘 要:目的 比较单核苷酸多态性微阵列(SNP-array)技术与荧光原位杂交(FISH)技术在流产组织遗传

学分析中的优势与局限性。方法 选择2016年11月至2019年8月该院确诊为稽留流产的632例患者为研究

对象,选 取 其 中181例 为 试 验 组,采 用SNP-array技 术 检 测 流 产 绒 毛 组 织 的 全 基 因 组 DNA 拷 贝 数 变 异

(CNVs)。另外451例为对照组,采用FISH技术检测绒毛染色体。结果 试验组SNP-array技术检测均成功,
检出染色体异常104例,检出率为57.46%,包括染色体非整倍体83例,整倍体10例,CNVs

 

11例。对照组共

451例,FISH技术检测出染色体异常197例,检出率为43.68%,16-三体105例,45,X染色体30例,
 

22-三体

18例,21-三体11例,13-三体6例,18-三体3例,嵌合体及其他染色体异常4例。SNP-array技术检出率高于

FISH技术,差异有统计学意义(χ2=9.829
 

7,P<0.05)。结论 SNP-array技术在胚胎停育遗传学病因诊断

中有重要价值,与FISH技术比较,SNP-array技术检测范围更广,检出率更高。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

advantages
 

and
 

limitations
 

of
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

mi-
croarray

 

(SNP-array)
 

and
 

fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH)
 

in
 

the
 

analysis
 

of
 

abortion
 

tissue
 

genetics.
Methods From

 

November
 

2016
 

to
 

August
 

2019,632
 

patients
 

with
 

missed
 

abortion
 

were
 

selected
 

and
 

181
 

ca-
ses

 

were
 

selected
 

as
 

the
 

experimental
 

group.The
 

whole
 

genome
 

DNA
 

copy
 

number
 

variation
 

(CNVs)
 

of
 

abor-
tion

 

villi
 

was
 

detected
 

by
 

SNP-array
 

technology.In
 

addition,451
 

cases
 

served
 

as
 

control
 

group,and
 

FISH
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

villus
 

chromosome.Results SNP-array
 

technique
 

detection
 

was
 

successful
 

in
 

the
 

experimental
 

group,104
 

cases
 

of
 

chromosomal
 

abnormalities
 

were
 

detected,the
 

detection
 

rate
 

was
 

57.46%,including
 

83
 

ca-
ses

 

of
 

chromosomal
 

aneuploidy,10
 

cases
 

of
 

aneuploidy
 

and
 

11
 

cases
 

of
 

CNVs.In
 

the
 

control
 

group,there
 

were
 

197
 

cases
 

with
 

chromosome
 

abnormalities
 

detected
 

by
 

FISH,the
 

detection
 

rate
 

was
 

43.68%,105
 

cases
 

were
 

trisomy
 

16,30
 

cases
 

were
 

45,X
 

chromosome,18
 

cases
 

were
 

trisomy
 

22,11
 

cases
 

were
 

trisomy
 

21,6
 

cases
 

were
 

13
 

trisomy,3
 

cases
 

were
 

18
 

trisomy,4
 

cases
 

were
 

chimerism
 

and
 

other
 

chromosome
 

abnormalities.The
 

detec-
tion

 

rate
 

of
 

SNP-array
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

FISH
 

(χ2=9.829
 

7,P<0.05).Conclusion SNP-array
 

tech-
nique

 

has
 

a
 

great
 

value
 

in
 

the
 

genetic
 

diagnosis
 

of
 

embryo
 

termination.Compared
 

with
 

FISH,SNP-array
 

has
 

a
 

wider
 

detection
 

range
 

and
 

higher
 

detection
 

rate.
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  临床上常用细胞染色体核型分析来诊断染色体

疾病,虽然可以检出所有染色体非整倍体的数目异常

及>5
 

Mb的染色体结构异常[1],但是传统的细胞培

养、染色体核型分析需要的工作周期较长(15个工作

日)。荧光原位杂交(FISH)的最大优势在于不仅可

用于中期染色体的检测,而且可以用于间期核染色体

的检测[2],同时也弥补了检测周期的缺陷,约3~5个

工作日可出结果。然而,FISH 技术的高成功率仅表

现于对染色体数目异常的检测,不能检测染色体的结

构异常[3]。染色体微阵列分析(CMA)技术,包括微阵

列比较基因组杂交技术和单核苷酸多态性微阵列

(SNP-array)技术,是新近发展起来的一种快速、高效

的分 子 核 型 分 析 技 术,不 仅 能 检 出 拷 贝 数 变 异

(CNVs),还能检测出杂合性缺失、单亲二倍体和低水

平的嵌合体[3-4]。本院自2016年开始开展SNP-array
技术,临床应用效果较好,本研究采用SNP-array技

术和FISH 技术对稽留流产绒毛组织进行检测、比
较,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2016年11月至2019年8月内

蒙古自治区妇幼保健院稽留流产的632例患者为研

究对象。纳入标准:(1)符合稽留流产相关诊断标

准[5];(2)23~40岁;(3)流产孕周6~13周。排除标

准:(1)有子宫内膜异位症、子宫肌瘤等影响胚胎着床、
发育的因素;(2)男方精子不成熟[5-7]。本研究经本院伦

理委员会批准,所有患者均知情同意并签署知情同

意书。

1.2 方法 随机选取632例研究对象中181例患者

作为试验组,采用SNP-array技术检测胚胎染色体;
另选取451例患者作为对照组,采用FISH技术检测

胚胎染色体。
试验组:无菌操作下取流产绒毛组织,离心,按总

RNA试剂盒(德国Promega公司)要求抽提DNA,测
定浓度和纯度。按

 

Affymetrix
 

Cytoscan
 

750K芯片

的要求对提取的DNA进行操作,通过酶切、连接、扩
增、纯化、片段化、标记,与Affymetrix

 

Cytoscan
 

750K
芯片进行杂交、孵育、洗涤、染色。采用

 

Affymetrix
 

Genechip
 

Scanner
 

3000Dx扫描系统对数据进行采集,

CHAS软件进行分析。

对照组:去除蜕膜、血块等杂质后,挑选绒毛组织

5
 

mg剪碎成绒毛枝,进行消化、预固定、固定,将固定

后的细胞悬液滴片,在73
 

℃烤箱中烤片30
 

min。将

制备好的玻片进行漂洗、消化、脱水后,加探针,76
 

℃
变性7

 

min后迅速置于37
 

℃的水浴箱中,杂交前取

出。选用特异性探针进行杂交过夜(条件42
 

℃)。荧

光显微镜下细胞计数>100个,当检测到染色体异

常>60%时为阳性,提示异常标本;<10%为阴性,提
示正常标本;在10%~60%为嵌合体。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理分析。计数资料以例数和百分率表示,组间比

较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组检出染色体异常的种类 采用SNP-array
技术成功检测试验组181例患者的绒毛组织,其中检

出染色体异常104例(57.46%),包括非整倍体83
例,整倍体10例,微缺失微重复 CNVs

 

11例(2例

CNVs致病性不明确的病例,夫妇拒绝芯片验证,故
无法获得遗传学来源)。对照组检测451例,绒毛组

织标本的间期FISH均获得杂交信号,其中检出染色

体异常197例(43.68%),包括非整倍体177例,整倍体

20例。与对照组比较,试验组对染色体异常的检出率

更高,差异有统计学意义(χ2=9.829
 

7,P<0.05)。

2.2 两组染色体非整倍体异常的检出情况 试验组

非整倍体异常标本中,最常见的为16-三体,共16例,
另有22-三体10例(含1例嵌合),21-三体6例(含1
例嵌合),13-三体5例(含1例嵌合);单体主要发生在

X染色体(共10例)。对照组非整倍体异常标本中,
以16-三体最多,共105例,另有45,X染色体30例,

22-三体18例,21-三体11例,13-三体6例,18-三体3
例,嵌合体及其他染色体异常4例。见表1。

2.3 试验组染色体微缺失微重复的检出情况 试验

组中4例单一位点缺失或重复标本中,缺失2例,其
中8号染色体缺失1例,17号染色体缺失1例;单一

位点重复2例,其中X染色体重复1例,13号染色体

重复1例;7例标本同时具有2个或2个以上的位点缺

失或重复。另有结果显示,试验组SNP-array技术检测

出13q13.3q34二体、三体嵌合;对照组FISH 检测出

16-三体和45,X染色体。见表2,图1、2。

表1  两组染色体非整倍体异常的检出情况[n(%)]

组别 n 16-三体 45,X染色体 22-三体 21-三体 13-三体 18-三体 嵌合体及其他染色体异常

试验组 104 16(15.38) 10(9.62) 10(9.62) 6(5.77) 5(4.81) 0(0.00) 36(34.62)

对照组 197 105(53.30) 30(15.22) 18(9.14) 11(5.58) 6(3.05) 3(1.52) 4(2.03)

  注:其他表示染色体异常分布于3、7、8、9、11、14、20号染色体上。
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表2  试验组染色体微缺失微重复的异常情况

编号 微缺失微重复 致病性

5 8p23.3p22缺失15.5
 

Mb 致病

37 Xp22.31重复1.5
 

Mb 意义未明-可能良性

40 17p12缺失1.3
 

Mb 致病

92 13q13.3q34二体、三体嵌合 致病

101 10q21.2q26.3重复73
 

Mb、13q32.1q31缺失16.93
 

Mb 致病

104 22q13.2q13.3缺失7.3
 

Mb、6q14.1重复1.2
 

Mb 疑似致病/意义未明

111 15q25.2q26缺失18.35
 

Mb、15q25.1q25.2重复3.66
 

Mb 可能致病/意义未明-良性

123 7q31.2q36.3缺失43.3
 

Mb、11q21q25重复41.5
 

Mb 致病

154 8q24.13q24.3缺失20.8
 

Mb、11q23.3q25缺失18.2
 

Mb 致病

167 11q24.3q25重复5.3
 

Mb、14q32.12q32.33缺失13.2
 

Mb 意义未明/致病

175 5p缺失、8q重复 致病

图1  FISH检测16-三体

图2  FISH检测45,X染色体

3 讨  论

  SNP-array技术可发现所有的染色体数目异常,

可以识别并检测染色体的重排,包括基因组序列的获

得与丢失,并且其可有效检测出基因组所存在的不平

衡问题[8-9]。SNP-array技术是通过检测DNA
 

CNVs
实现的,结论可分为良性、可能良性、不明确、可能致

病和致病5种类型[10]。结合基因组变异数据库(ht-
tp://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)、人类染色体失衡

和表型数据库(https://decipher.sanger.ac.uk/),以
及专门收录于基因组中(包括CNVs里可遗传的或遗

传性基因疾病)的在线孟德尔遗传性疾病数据库(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim),可获取具体

的基因序列、位点、疾病及相关研究[11-12],可以在线查

询相关CNVs的信息。SNP-array芯片检测不能识别

如下染色体异常:(1)平衡易位、倒位携带者;(2)低比

例嵌合体者(嵌合率低于30%)。FISH 技术是利用

荧光标记的DNA探针与待测标本DNA序列进行杂

交,针对常见的染色体非整倍体(13、16、18、21、22-三
体及性染色体数目异常),根据杂交信号的有无及类

型达到诊断目的[13-15]。本研究通过SNP-array技术

与FISH技术检测流产绒毛组织,得出如下结论。

SNP-array技术的检测范围及检出率高于FISH
技术。孕妇发生自然流产的病因很复杂,胚胎或胎儿

染色体异常是早期流产最常见的原因,约占50%~
60%[16]。染色体数目异常是引起自发流产的最主要

遗传因素[17],本研究表明,试验组染色体数目异常(非
整倍体和整倍体异常)共93例,占所有染色体异常的

89.42%。FISH技术作为一种靶向检测技术,不能对

整个染色体组进行检测。由于方法学的限制,FISH
技术只能检测13、16、18、21、22及性染色体的数目异

常,其他染色体异常则无法检测,也无法检测这6条

染色体探针区域以外的片段是否发生了缺失、重复、
易位或倒位[18]。本研究中FISH 技术对染色体异常

的检出率只有43.68%(197/451);而SNP-array技术

可发现所有的染色体数目异常,染色体异常的检出率

为57.46%。试验组中除染色体数目异常 还 检 出

CNVs
 

11例,其中5例为常规染色体核型分析无法发

现的<10
 

Mb的CNVs。2例CNVs意义未明,需要

夫妻双方进行SNP-array技术验证,只有检测其来

源,才能为下次妊娠提供指导,但夫妇拒绝验证,因此

无法进一步明确结果。试验组对染色体异常的检出
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率高于对照组,差异有统计学意义(χ2=9.829
 

7,P<
0.05)。

流产胚胎染色体以16-三体、22-三体和45,X染

色体最常见。本研究中,试验组用SNP-array技术检

出的染色体异常包括非整倍体、整倍体及染色体微缺

失和微重复,其中染色体非整倍体发生率最高。试验

组染色体非整倍体异常的发生率为79.81%(83/

104),染色体非整倍体异常又以16-三体最为常见,

22-三体和45,X染色体的发生率并列排第2位。对

照组中染色体非整倍体异常的发生率为89.85%
(177/197),FISH技术检测到的染色体异常以16-三
体为最常见,其次是45,X染色体和22-三体,发生率

排第2位和3位。
综上所述,在检查自然流产妊娠物染色体异常的

效果上,SNP-array技术明显优于以往的FISH技术,
值得临床应用推广。该技术在自然流产分子遗传学

分析中有显著优越性,因此,有必要对稽留流产患者

进行SNP-array技术检测,不但可以明确病因,更能

为患者提供遗传咨询和再生育指导[19]。
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