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１３１例早期自然流产绒毛细胞培养及染色体核型分析
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［摘　要］目的：分析早期自然流产患者的绒毛细胞染色体异常核型分布。方法：取早期自然流产孕妇绒毛组
织，用胶原酶和胰蛋白酶消化后于ＣＯ２培养箱中培养７ｄ，贴壁细胞加秋水仙素处理后用Ｇ－显带方法观察染色
体核型，分析染色体数目和结构异常情况、性别比例及与孕妇的年龄关系。结果：１３１例绒毛细胞标本中，１２９例
标本培养成功，其中染色体核型异常标本 ６１例，异常核型中三体占 ５２４％，其次是单体（１８％）和三倍体
（１６４％）；流产胚胎中女性＞男性（Ｐ＜００５），但是男性或女性胚胎中正常核型和异常核型比较差异无统计学
意义；从３５岁以上孕妇获取的标本中染色体核型异常比例显著高于３５岁及以下孕妇（Ｐ＜００５）。结论：绒毛细
胞染色体核型分析可初步判断早期自然流产患者的流产病因，对该孕妇此后的成功妊娠有指导意义。
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　　自然流产是妇产科的一种常见疾病，其发生率
占妊娠总数的１０％～１５％，其中早期流产（妊娠于
１２周前终止）又约占自然流产总量的 ８０％以上。
自然流产的病因有很多，包括遗传因素如染色体异

常和单基因突变、母体因素如子宫解剖异常、内分

泌因素如孕激素分泌不足和甲状腺功能低下，感染

因素如ＴＯＲＣＨ感染（ＴＯＲＣＨ是指一组病原体：Ｔ
即刚地弓形虫，Ｏ即 ｏｔｈｅｒｓ，比如乙型肝炎病毒、
ＨＩＶ病毒、梅毒螺旋体等；Ｒ即风疹病毒，Ｃ即巨细
胞病毒，Ｈ即单纯疱疹病毒），免疫因素如封闭抗
体缺乏等，在众多因素之中，遗传因素之一的染色

体异常是引起早期自然流产的主要原因［１］。来自

胚胎外胚层的绒毛细胞具有与胎儿组织相同的遗

传性状，因此利用流产标本中的绒毛细胞可以实现

对胎儿染色体核型进行分析，从而明确孕妇流产是

否与染色体异常有关，还可对再次成功妊娠起到重

要的指导作用。本文对２０１３年１月～２０１５年８月
早期自然流产孕妇的流产标本进行绒毛细胞培养

和染色体核型分析，同时分析早期自然流产患者中

的胚胎性别比例，并分析染色体数量和结构异常与

流产孕妇年龄特点的关系，为临床诊断和指导下次

妊娠提供依据。

１　资料和方法

１１　一般资料
２０１３年１月～２０１５年８月早期自然流产的患

者１３１例，２１～４５岁，孕周８～１２周，经超声检查
确定胚胎停育后，向患者交待病情并签署知情同意

书后行刮宫术，手术过程中留取流产绒毛标本至无

菌标本采集管，并立即送本院妇产科实验室进行后

续处理。

１２　方法
１２１　绒毛细胞的培养　超净工作台上用生理盐
水冲洗绒毛标本２～３次后，在培养皿或无菌杯中
挑取干净无血绒毛枝，选取不同部位绒毛，共剪取

大约黄豆大小（８ｍｇ左右）的绒毛组织转移至干净
１５ｍＬ离心管中，用生理盐水再次冲洗后，在培养
皿或无菌杯中剪切至更小组织块后再用由胶原酶

和胰酶组成的混合酶溶液在３７℃作用５ｍｉｎ，加培
养液终止酶反应。生理盐水冲洗并收集标本，

１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，用培养液悬浮沉淀后接
种到２５ｃｍ２培养瓶中，于 ＣＯ２培养箱中培养５～
７ｄ后换液，待细胞融合度达到８０％左右（一般需１

～２ｄ）后可进入下一步操作。
１２２　制备处于分裂中期的绒毛细胞和 Ｇｉｅｍｓａ
染色　收获细胞前加入０１％秋水仙素溶液处理
２ｈ后，用胰酶消化液（ＧＩＢＣＯ）处理细胞 ５～
１０ｍｉｎ，离心收集细胞，弃上清后，用由氯化钾溶液
和柠檬酸钠溶液按 １∶１比例制备的低渗液处理
５ｍｉｎ，再加入冰乙酸和甲醇按１∶３比例制备的固定
液１ｍＬ预固定后离心，固定液再次固定１次后滴
片，８０℃烤箱中烤片２ｈ，用 Ｇｉｅｍｓａ染液显带后，
显微镜下观察染色体异常情况，多于或少于４６条
皆为染色体数目异常，出现缺失或易位等皆为染色

体结构异常，每个标本总共计数２０个核型，并选出
３个核型分析。
１３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ２００统计软件进行分析，计数资料用
率（％）表示，组间比较采用χ２检验，以Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２１　绒毛膜细胞培养
１３１例标本中１２９例培养成功，有２例失败，

其中１例怀疑标本污染，１例无贴壁细胞故无法进
行核型分析，标本培养成功率达到９８５％。
２２　核型鉴定

１２９例培养成功的标本中，正常核型６８例，异
常核型６１例，异常率４７３％；异常核型中结构异
常２例，数目异常５９例，数目异常占９６７％；数目
异常核型中单体１１例，三体３６例，多倍体１１例，
嵌合体 １例，染色体异常核型主要是三体型，占
５２４％，其次是单体和三倍体，见表１。
２３　流产胚胎的性别特征

１２９例培养成功的流产标本中，女性胚胎
（６２８％）所占比例高于男性胚胎（３７２％），差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。但是男性或女性胚胎
在正常核型和异常核型标本中的分布比例经统计

学分析，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表２。
２４　早期自然流产患者年龄和流产胚胎核型特征

在１２９例自然流产标本中３５岁以下的病例有
１１１例，其中流产胚胎异常核型４９例，占４４１％；
３５岁以上高龄的病例有１８例，但流产胚胎核型异
常者有１２例，占６６７％，其流产胚胎异常比例明
显高于３５岁以下患者组，见表３。
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表１　６１例染色体异常标本的核型结果分析
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ６１ｃａｓｅｓｏｆ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ

异常核型类型 ｎ 占异常核型（％）

结构异常 ３３
　４６，ｘｘ，ｄｅｌ（１８）（ｑ２２） １
　４６，ＸＹ，ｄｅｌ（１４）（ｑ１３ｑ２４） １
单体 １８０
　４５，Ｘ １１
三体 ５２４
　３、５、６、１３、１４三体（各１例） ５
　４、１２、１５、２０三体（各２例） ８
　１８三体 ３
　２三体 ４
　１６、２２三体（各６例） １２
双重三体 ６５
　４８，ＸＸＹ，＋１３ １
　４８，ＸＹ，＋６，＋２０ １
　４８，ＸＹ，＋２２，＋１５ １
　４８，ＸＹ，＋５，＋１５ １
三倍体 １６４
　６７，ＸＸＹ，－６，－１３ １
　６８，ＸＸ ２
　６９，ＸＸＸ ２
　６９，ＸＸＹ ５
四倍体 １６
　９３，ＸＸＸＸ＋１２ １
嵌合体 １６
　４５，ＸＸ－１９／４５，Ｘ／４６，ＸＸ １

表２　自然流产胚胎性别与染色体核型分布
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｅｘａｎｄｋａｒｙｏｔｙｐｅ

ｉｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎｅｍｂｒｙｏｓ

核型
核型分布（ｎ，％）

男 女

正常 ２２（４５８） ４６（５６８）
异常 ２６（５４２） ３５（４３２）
合计 ４８（３７２） ８１（６２８）（１）

（１）与男性比较，Ｐ＜００５

表３　流产患者年龄和流产胚胎染色体核型分布
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａｇｅａｎｄｋａｒｙｏｔｙｐｅ

ｉｎａｂｏｒｔｉｏｎｐａｔｉｅｎｔｓ

流产胚胎 ＜３５岁组 ≥３５岁组 合计

正常核型（ｎ） ６２ ６ ６８
异常核型（ｎ） ４９ １２ ６１
合计（ｎ） １１１ １８ １２９
异常比例（％） ４４１ ６６７（１） ４７３

（１）与＜３５岁组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

绒毛细胞由受精卵发育分化的滋养层细胞及

绒毛间质中的胚外中胚层细胞组成，与胎儿组织同

源，通过绒毛的检测可反映胎儿情况。近年来随着

生活环境和生活方式的改变，临床上自然流产的病

例越来越常见，对自然流产原因的深入分析和探究

对于临床诊断和指导下一次的成功受孕有着重要

意义。染色体异常导致的流产是早期自然流产的

一个主要原因，目前国内外常规的针对自然流产的

检查项目是直接对夫妻双方的外周血染色体进行

核型分析，但是本研究和同行的报道结果提示该方

法的阳性率仅有３９％ ～１０５％［２－３］，相反绒毛细

胞染色体核型分析能够很好地反映早期自然流产

是否与染色体异常相关［４－５］。绒毛细胞染色体的

制备方法一般分为直接法和培养法两种［６］，本研

究的结果表明，传统的直接法虽然快速且不易污

染，但是所得细胞核型太少且形态不佳，因此要花

费很长的时间来分析和判定核型，因此不能作为通

用的标准方法。关于细胞培养的方法，与绒毛剪切

后直接进行细胞培养法相比，如果在绒毛剪切后再

进行短暂的酶消化处理则可以大大提高绒毛细胞

的贴壁数量和细胞成活率，获得的细胞核型形态

好，从而有利于提高后续的读片效率和保证检测报

告的质量，另外核型质量还与绒毛的新鲜程度和终

止妊娠的时间长短有关。

本研究中共统计了１２９例自然流产绒毛标本
的染色体核型情况，其中染色体核型异常的标本数

量达 ６１例，占 ４７３％，相对于其他文献报道的
５０％以上稍微低一些［７－９］，这可能跟所收集的标本

数量多少有一定的关系。在异常核型中，以三体核

型异常为主，占５２４％，在三体核型中多达１３种
染色体异常类型可见，而其中又以１６号和２２号染
色体三体相对较多，各有６例，与其他文献报道一
致［９－１０］，另外本研究还发现 ２号染色体三体有 ４
例，其数量仅次于１６号和２２号异型，这在其他文
献中未见报道［９－１０］。另外染色体的结构异常情况

并不多见，１２９例标本中仅发现２例，占３３％，这一
结果一方面可能跟该分析方法的分辨率低，不容易

发现染色体的结构异常有关，另一方面可能跟生殖

细胞减数分裂过程以及合子早期卵裂过程中的染色

体异常行为有关，三倍体的出现则更多与受精过程

和合子在有丝分裂时染色体的分离失调相关［４，１１］。
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本研究流产的胚胎标本中，女性胚胎占６２８％，
男性胚胎占３７２％，女性胚胎明显高于男性胚胎，
这与其他文献报道相一致［６，１２］，对于该现象目前学

界还没有科学合理的解释，但是女性胚胎数量在正

常核型和异常核型标本中的比例并无显著性差异。

另外值得临床医生进一步关注的是这１２９例流产
标本多数来自 ３５岁以下的女性（１１１例，占
８６０％），在３５岁以下流产孕妇中，核型异常的比
例只占４４１％，这反映了其它因素如免疫因素和
生活方式等可能是引起该年龄段孕妇自然流产的

主要因素；而在３５岁以上的高龄流产孕妇中，核型
异常的比例占 ６６７％，与 ３５岁以下年龄段的相
比，二者之间有显著性统计学差异，这在一定程度

上反映了年龄因素有可能是引起染色体核型异常

并最终导致高龄孕妇自然流产的关键因素之一，相

信在未来一段时间内随着我国二胎政策的全面实

行，流产绒毛标本中的染色体核型异常的比例可能

会有一定比例的升高。

综上所述，染色体的核型异常是引起早期自然

流产的主要原因之一，绒毛细胞的染色体核型筛查

可以帮助临床医生和患者分析和判定流产的原因，

从而对下一次的成功妊娠有着重要指导作用。
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