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　　【摘要】　目的　应用荧光原位杂交技术（ＦＩＳＨ）对 １３０例自然流产患者的绒毛染色体进行检测，探讨并
评估 ＦＩＳＨ在诊断自然流产绒毛染色体异常中的价值。 方法　采用 １３、２１ 和 １６、２２及 １８、Ｘ、Ｙ三组染色体探
针，对 １３０ 例自然流产患者的绒毛标本进行 ＦＩＳＨ检测。 结果　１３０ 例自然流产的绒毛染色体 ＦＩＳＨ检测中，
检测成功 １２９ 例，检测成功率 ９９畅２％，其中异常染色体细胞数 ＞１０％者 ６５ 例，核型异常率为 ５０畅３％。
结论　ＦＩＳＨ技术不受标本污染限制，能快速、准确地诊断自然流产绒毛染色体数目畸变，与常规染色体核型
分析相结合，可为临床自然流产的病因探讨提供更为准确的依据。
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　　胚胎染色体异常是自然流产（ｎａｔｕｒａｌ ａｂｏｒｔｉｏｎ）最常见的病
因［１］ 。 荧光原位杂交（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技
术采用具有特殊荧光素标记的染色体 ＤＮＡ探针，对未经培养的
绒毛组织进行原位杂交，经免疫反应显色，可诊断染色体异常。
近年来，临床上逐渐应用 ＦＩＳＨ技术诊断孕早期胚胎常见的三体
型和性染色体非整倍体异常，具有快速、简便、敏感、特异性强等
优点［２］ 。 本研究采用 １３、２１ 和 １６、２２ 及 １８、Ｘ、Ｙ 三组特异性
ＤＮＡ探针，对 １３０ 例自然流产绒毛标本进行 ＦＩＳＨ 检测，并对其
结果进行分析，探讨 ＦＩＳＨ技术在分析自然流产病因中的临床应
用价值。

一、对象与方法
１畅研究对象：选取 ２０１０ 年 １１ 月至 ２０１１ 年 １０ 月到广州市

妇女儿童医疗中心生殖免疫妇科门诊及住院部就诊的自然流产

患者 １３０ 例，年龄 ２１ ～４４ 岁，平均年龄 ３０ 岁。 所有患者超声提
示胚胎停止发育，并根据末次超声测定的孕囊及胚芽大小，估算
胚胎停止发育的孕周介于 ５ ～１６ 周。 其中流产次数≥２ 次者 １４
例，占 １０畅８％；伴有下腹痛者 ３９ 例，占 ３０％；伴有阴道出血者 ７２
例，占 ５５畅４％，阴道出血时间最短 １ ｄ，最长间断出血 ３５ ｄ，平
均６ ｄ。

２畅方法：（１）所有研究对象均签署知情同意书。 对上述病
例采用直接低渗法，将绒毛组织用生理盐水洗净，去除蜕膜组织
及血块等杂质，剪碎后离心收集细胞沉淀。 加入 ５ ｍｌ 预热至
３７ ℃的 ０畅０７５ ｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ溶液，低渗 ２０ ｍｉｎ。 预固定后离心去上
清液，缓慢加入固定液（甲醇∶冰乙酸 ＝３∶１）吹打混匀，固定
１０ ｍｉｎ后在 １１００ ×g相对离心力下离心。 １０ ｍｉｎ后去上清液，加
入 １ ｍｌ的 ６０％冰醋酸解离 １ ～２ ｍｉｎ，加入 ３ ｍｌ甲醇终止反应。
再次在 １１００ ×g相对离心力下离心 １０ ｍｉｎ，去上清，根据细胞量
加适量固定液混匀后滴片。 室温下过夜或 ５６ ℃烤片至少 ２ ｈ，
室温干燥保存。

（２）主要试剂和仪器：１３、２１ 和 １６、２２ 及 １８、Ｘ、Ｙ三组 ＤＮＡ
ＦＩＳＨ荧光标记探针（着丝粒探针、位点特异性探针，采用红／绿／
青荧光标记，北京金菩嘉医疗科技有限公司）；探针位点：ＣＳＰ１８／

ＣＳＰＸ／ＣＳＰＹ（ＣＳＰ１８：１８ｐ１１畅１ ～ｑ１１畅１；ＣＳＰＸ：Ｘｐ１１畅１ ～ｑ１１畅１；
ＣＳＰＹ：Ｙｐ１１畅１ ～ｑ１１畅１），ＧＬＰ１３／ＧＬＰ２１ （ＧＬＰ１３：ＤＬＥＵ２，１３ｑ１４；
ＧＬＰ２１：ＤＳＣＲ２， ２１ｑ２２ ）， ＧＬＰ１６／ＧＬＰ２２ （ ＧＬＰ１６： ＣＢＦＢ， １６ｑ２２；
ＧＬＰ２２：ＢＣＲ，２２ｑ１１畅２）；荧光显微镜 ＯＬＹＭＰＵＳ ＢＸ５１ （１００ 瓦
汞）；ＦＩＳＨ 染色体核型分析系统（ＶＴ唱ＦＩＳＨ ２畅０，根据 ＩＳＣＮ 国际
体制，提供核型标准模式图，自动选择参照显示）；低温离心机
（Ｓｉｇｍａ ３Ｋ１５）；恒温水浴箱（苏泰药管械：４２０唱Ｂ型）。

３畅ＦＩＳＨ检测：玻片预处理：将标本放入 ２ＸＳＳＣ（ｐＨ ７畅０）溶
液中漂洗玻片 ５ ｍｉｎ后，置于 ３７ ℃下终浓度 ０畅０８ ｍｇ／ｍｌ胃蛋白
酶工作消化 ５ ｍｉｎ，用浓度分别为 ７０％、８５％、１００％的乙醇脱水
各 ３ ｍｉｎ，自然干燥。
杂交变性：分别配制 １３、２１和 １６、２２及 １８、Ｘ、Ｙ三组染色体

探针。 将探针混合物各 １０ μｌ滴加于玻片杂交区域，立即加盖盖
玻片，用橡皮胶封边。 置 ７５ ℃热平台上变性 ５ ｍｉｎ，置于湿盒中
杂交 １６ ｈ。
玻片洗涤：移除盖玻片，立即放入 ４６ ℃水浴锅 ２ ×ＳＳＣ溶液

中漂洗 １０ ｍｉｎ，振荡 １ ～３ ｓ；再将玻片置于 ４６ ℃水浴锅 ０畅１％
ＮＰ唱４０／２ ×ＳＳＣ溶液中，漂洗 ５ ｍｉｎ，振荡 １ ～３ ｓ；７０％乙醇中漂洗
３ ｍｉｎ，自然干燥。 ＤＡＰＩ 复染后盖上盖玻片。 暗处放置 １０ ～
２０ ｍｉｎ后观察。

在荧光显微镜下通过三色滤色块分别观察绒毛标本杂交信

号，每组探针随机计数 １００个细胞核，并记录与探针相应的荧光
信号，判断每个细胞核染色体的类型并计算其百分率，分别统计
＞６０％以及＞１０％的核型。

４畅统计学方法：用 ＳＰＳＳ １４畅０统计软件进行统计处理，计数
数据用χ２ 检验，P＜０畅０５ 差异有统计学意义。

二、结果
１畅异常阳性率：对 １３０例自然流产的绒毛染色体进行 ＦＩＳＨ

检测，其中有 １例因组织自溶未获得理想的分散良好的分裂象，
ＦＩＳＨ检测失败。 另检测成功 １２９ 例，成功率 ９９畅２％。 １２９ 例检
测成功的病例中，分别统计染色体异常数 ＞６０％以及 ＞１０％的
核型。 其中异常染色体计数 ＞６０％者 ６２ 例，核型异常率为
４８畅０％，异常染色体计数 ＞１０％者 ６５ 例，核型异常率 ５０畅３％。
见图 １ ～５。

２畅染色体异常类型：在本研究中，以异常染色体计数＞１０％
者为阳性统计，染色体异常的类型以常染色体三体居多，占异常
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表 1　１２９例自然流产患者胎儿绒毛染色体的异常染色体类型

类别 染色体异常 例数

性染色体单体 Ｘ单体 ９ l
性染色体三体 Ｘ三体 １ l
ＸＸＹ ＸＸＹ １ l
常染色体单体 ２１ 单体 ２ l
常染色体三体 １３ 三体 ３ l

１６ 三体 １８ �
１８ 三体 ２ l
２１ 三体 ８ l
２２ 三体 ７ l

常染色体复合三体 １３，２１，１６，２２ 三体 １ l
三倍体 ６９，ＸＸＹ ７ l

６９，ＸＹＹ ３ l
四倍体 ９２，ＸＸＹＹ ３ l

表 2　１４ 例反复流产患者的异常染色体列举

类别 染色体异常 例数

常染色体单体 ２１ 单体 １ l
常染色体三体 １３ 三体 １ l

１６ 三体 ４ l
三倍体 ６９，ＸＸＹ ２ l

表 3　不同年龄段自然流产患者的异常染色体对比

年龄段 例数
异常染色体

（例）
异常染色体

百分比（％）
异常核型

最多类型

２１ ～２９ 岁 ６８ D３１  ４５ ��畅６ ａｂ １６ 三体

３０ ～３５ 岁 ４１ D２３  ５６   畅１ ｃ １６，２２ 三体

３５ ～４５ 岁 ２０ D１１  ５５   畅０ １６ 三体

　　注：与 ３０ ～３５ 岁组相比，ａχ２ ＝０．３８，P ＞０．０５；与 ３５ ～４５ 岁相比，
ｂχ２ ＝０．１９，P ＞０．０５； ｃχ２ ＝０．００，P ＞０．０５

核型的 ５８畅５％（３８／６５），其次为三倍体，占 １５畅４％（１０／６５），性染
色体单体占 １３畅８％（９／６５）。 常染色体中，以 １６ 三体异常最多，
占常染色体异常的 ４７畅４％（１８／３８），见表 １。 所有染色体核型分
析参照 ＩＳＣＮ１９９５ 标准。

３畅反复流产患者的染色体分析结果：１２９ 例自然流产患者
中，有 １４例流产次数≥２ 次。 其中，８ 例染色体异常，核型异常
率为 ５７畅１％，大于本研究中首次自然流产患者的核型异常率
４９畅６％（５７／１１５），但差别无统计学意义（χ２ ＝０畅０９，P ＞０畅０５）。 ８
例异常染色体以 １６ 三体最多（４ 例），其次为三倍体（２ 例），见
表 ２。

４畅不同年龄段染色体异常率：研究按年龄分组，分别统计各
组染色体异常数及其百分比。 统计发现，３０ ～３５ 岁和 ３５ ～４５ 岁
组染色体异常率大于 ２１ ～２９ 岁组，但组间差异无统计学意义
（P ＞０畅０５），见表 ３。

三、讨论
近年来，自然流产的发病率逐渐上升。 研究表明，胚胎染色

体异常是早期自然流产最常见的原因，约占 ５０％ ～６０％，其中
１３、１８、２１、Ｘ和 Ｙ染色体畸变约占 ８０％［３］ 。 绒毛细胞因为具有
与胎儿组织相同的遗传性状，因此临床上通常通过绒毛细胞检
测胎儿染色体异常来诊断流产病因。 但由于流产绒毛通常是胚
胎停育后通过阴道自然排出的陈旧组织，其绒毛标本通常不具
备无菌条件，并且染色体的制备常受到标本质量的影响，给诊断
带来困难。

ＦＩＳＨ是快速染色体异常检测技术（ ｒａｐｉｄ ａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ ｄｅｔｅｃ唱
ｔｉｏｎ，ＲＡＤ）中的一种，可直接采用多种荧光素标记的不同染色体
ＤＮＡ探针，与待测标本的中期分裂象或间期核细胞进行原位杂
交，对待测的多种染色体进行分析。 由于 ＦＩＳＨ对染色体检测可
在 ４８ ｈ内完成，无需细胞培养，不受组织是否污染影响，近年来
临床应用越来越广泛。 本研究采用 ＦＩＳＨ 技术对 １３０ 例自然流
产患者的绒毛染色体进行检测，除一例因组织自溶未得到 ＦＩＳＨ
结果，检测成功 １２９ 例，检测成功率 ９９畅２％，远高于传统绒毛细
胞培养的成功率［４］ 。

在统计异常核型细胞的过程中，通常异常染色体细胞计数
＞６０％者判定为阳性，纳入绒毛染色体异常的统计。 但实际上，
异常染色体细胞计数＞１０％者已有阳性意义［５］ 。 本研究分别对
染色体异常数＞６０％以及＞１０％的细胞进行统计，其中异常染
色体细胞计数＞６０％者 ６２ 例，核型异常率为 ４８畅０％，异常染色
体细胞计数＞１０％者 ６５ 例，核型异常率 ５０畅３％，后者更接近于
文献报道的早期流产胚胎染色体异常发生率。 因此，建议对异
常染色体细胞计数＞１０％判定为阳性。
本研究中，异常核型以常染色体三体最常见，约占 １５畅４％

（１０／６５），与文献相符［６］ ，说明染色体的非整倍体是造成早期胚
胎低着床率和丢失的一个重要原因。 导致这一现象的主要原因
是双亲之一的配子形成时或妊娠初期受精卵卵裂时出现了某号

染色体不分离，致使该染色体增多或减少一条，形成三体性或单
体性。 常染色体中，以 １６ 三体异常最多，占常染色体异常的
４７畅４％。 这可能与 １６号染色体带随体染色体的变异频率较高
相关，因此 １６号染色体发生三体性的频率较高。 异常核型中，
三倍体占 １５畅４％，性染色体单体占 １３畅８％。 这一结果也提示流
产对有染色体异常的胚胎或胎儿来说是一种重要的自然淘汰

过程。
在对 １４例流产次数≥２ 次的病例研究中发现，有 ８ 例染色

体异常，核型异常率（５７畅１％）大于本研究中首次自然流产患者
的核型异常率（４９畅６％），但差别无统计学意义，提示自然流产次
数与胚胎染色体异常的发生率无明显相关性，因此，在临床上应
该对首次自然流产的患者就进行绒毛染色体检测，及早指导下
一次怀孕，为正常怀孕进一步争取时间，该研究结果与 Ｃａｒｐ
等［７］及 Ｐａｌ等［８］研究相似。 但本次试验样本量过小，可以在获
取大量首次自然流产患者的临床样本后再行进一步分析。 在对
不同年龄段患者进行分组统计中发现，３０ ～３５ 岁和 ３５ ～４５ 岁组
染色体异常率大于 ２１ ～２９ 岁组，但组间差异无统计学意义，提
示年龄可能并不是导致染色体畸变的主要原因。
虽然采用异常染色体细胞 ＞１０％的阳性判定标准，但是本

研究中自然流产的绒毛染色体异常率仍然只有 ５０畅３％，与文献
相符［８］ ，但仍低于传统绒毛细胞染色体培养法得到的异常核型
率［９］ 。 这可能与 ＦＩＳＨ只能诊断染色体数目异常，对于染色体的
结构异常不能检测，以及 ＦＩＳＨ 使用成本高，临床上仅对 １３、１６、
１８、２１、２２、Ｘ和 Ｙ这 ７对染色体进行检测的原因有关。 因此，虽
然 ＦＩＳＨ与传统细胞遗传学方法相比具有快速、简便、灵敏的优
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点，避免了培养失败率高等问题，但 ＦＩＳＨ 自身的局限性以及高
成本限制了 ＦＩＳＨ在临床中的使用。 另外，制备探针需了解待测
区域，某些基因区域的特异探针尚不能获得。 因此，ＦＩＳＨ 尚不
能完全取代传统细胞学遗传法来通过绒毛细胞染色体检测诊断

自然流产的病因。 但若在临床实践中将 ＦＩＳＨ 与常规染色体核
型分析联合应用，就可为临床自然流产的病因诊断提供更为准
确的依据。 近年来，多重连接探针扩增法（ＭＬＰＡ）亚端粒探针分
析（ｓｕｂｔｅｌｏｍｅｒｅ ａｓｓａｙ），以及新近发展起来的微阵列比较基因组
杂交技术（ａｒｒａｙ唱ＣＧＨ）都使得染色体检测进入到新的阶段［１０］ 。
如何降低成本，开发可适用的商品化探针，是将新兴技术应用于
临床绒毛染色体检测的下一个关键。
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