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  [摘 要] 目的 分析不同辅助生殖技术助孕的稽留流产患者绒毛组织染色体异常结果。方法 选取

2019年7月至2023年7月该院收治的接受辅助受孕的稽留流产患者260例作为辅助受孕组,再根据接受的不

同辅助生殖技术分为体外受精(IVF)组(135例)、人工授精(AIH)组(45例)和卵胞质内单精子显微注射(ICSI)
组(80例),并选取自然受孕的稽留流产患者42例作为对照组,采集各组患者绒毛组织,采用高通量测序法进行

绒毛组织染色体检测,观察各组患者染色体拷贝数变异(CNV)和数目异常情况。结果 辅助受孕组患者染色

体异常检出率、CNV异常率、数目异常类型与对照组比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。IVF组患者染色

体异常检出率、CNV异常率、数目异常类型与AIH组、ICSI组比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。辅助受

孕组患者中染色体数目异常者三体中以16/22/21-三体异常染色体为主,双三体异常以48,XX+3,+18、48,
XXY,+21为主,X单体异常均为45,X;三倍体异常患者中5例患者为69,XXY,2例患者为69,XXX。各组患

者染色体异常核型分布情况比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 辅助生殖技术不会增加染色体异常

风险,且异常染色体核型分布情况与辅助生殖技术方式无关,可根据患者的整体情况进行辅助受孕方式的

选择。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

chromosomal
 

abnormalities
 

in
 

villus
 

tissue
 

of
 

missed
 

abortion
 

pa-
tients

 

with
 

different
 

assisted
 

reproductive
 

techniques.Methods A
 

total
 

of
 

260
 

missed
 

abortion
 

patients
 

admit-
ted

 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

July
 

2019
 

to
 

July
 

2023
 

who
 

received
 

assisted
 

conception
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

assisted
 

conception
 

group.According
 

to
 

the
 

different
 

assisted
 

reproductive
 

techniques,they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

in-
vitro

 

fertilization(IVF)
 

group(135
 

cases),the
 

artificial
 

fertilization(AIH)
 

group(45
 

cases)
 

and
 

the
 

intracyto-
plasmic

 

sperm
 

injection(ICSI)
 

group(80
 

cases).And
 

a
 

total
 

of
 

42
 

missed
 

abortion
 

patients
 

with
 

natural
 

con-
ception

 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

chorionic
 

tissue
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

each
 

group
 

was
 

collected.
The

 

chromosome
 

copy
 

number
 

variation(CNV)
 

and
 

abnormal
 

number
 

of
 

chromosomes
 

were
 

observed
 

by
 

high-throughput
 

sequencing.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

chromosome
 

abnormality
 

detec-
tion

 

rate,CNV
 

abnormality
 

rate
 

and
 

number
 

abnormality
 

type
 

between
 

the
 

assisted
 

conception
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group(P>0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

chromosome
 

abnormality
 

detection
 

rate,CNV
 

abnormality
 

rate
 

and
 

number
 

abnormality
 

type
 

in
 

the
 

IVF
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

AIH
 

group
 

and
 

the
 

ICSI
 

group(P>0.05).In
 

the
 

assisted
 

conception
 

group,16/22/21-trisomy
 

abnormalities
 

were
 

predominant
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

abnormal
 

chromosome
 

numbers,while
 

ditrisomy
 

abnormalities
 

were
 

predominant
 

in
 

48,XX+3,
+18,48,XXY,+21,and

 

X
 

monomer
 

abnormalities
 

were
 

all
 

45,X.Among
 

the
 

patients
 

with
 

triploid
 

abnor-
malities,five

 

patients
 

were
 

69,XXY
 

and
 

two
 

patients
 

were
 

69,XXX.There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

distribution
 

of
 

abnormal
 

karyotypes
 

among
 

all
 

the
 

groups(P>0.05).Conclusion Assisted
 

reproductive
 

tech-
nology

 

does
 

not
 

increase
 

the
 

risk
 

of
 

chromosomal
 

abnormalities,and
 

the
 

distribution
 

of
 

abnormal
 

chromosome
 

karyotypes
 

has
 

nothing
 

to
 

do
 

with
 

the
 

assisted
 

reproductive
 

technology
 

method,and
 

the
 

assisted
 

conception
 

method
 

can
 

be
 

selected
 

according
 

to
 

the
 

overall
 

situation
 

of
 

the
 

patient.
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  自然流产是常见的妊娠并发症,是指妊娠不到28
周、胎儿体重不足1

 

000
 

g、胎儿及其附属物脱离母体

而自然中止者,发生率为15%左右[1]。稽留流产是自

然流产中的一种特殊类型,指胎儿死亡数天或数周滞

留宫腔内未能自然排出者。稽留流产的发生均与胚

胎因素、母体因素、环境因素、免疫功能异常等相关,
其中以胚胎因素中的染色体异常最为常见,发生率可

达50%以上[2-4]。故而对稽留流产的绒毛组织进行染

色体检测对再次妊娠具有重要的指导意义。近年来,
随着辅助生殖技术的不断发展,衍生出了多种辅助技

术,如体外受精(IVF)、人工授精(AIH)、卵胞质内单

精子显微注射(ICSI)等,均可辅助不孕症和复发性流

产患者受孕,为难以妊娠的家庭提供了帮助,目前在

临床上也被广泛应用[5]。但近年来也有研究表明,辅
助生殖技术有25%~50%的流产率[6-7],引发不少学

者关注了辅助生殖技术的安全性。目前,虽然有学者

进行了相关研究,但对不同辅助生殖技术助孕患者染

色体异常结果分析的研究报道尚少见,本研究对辅助

生殖技术助孕妊娠稽留流产与自然妊娠稽留流产孕

妇的绒毛组织进行了染色体检测,并对不同辅助生殖

技术助孕的稽留流产患者绒毛组织染色体异常结果

进行了对比分析,以探讨绒毛染色体异常与辅助生殖

技术致妊娠稽留流产的相关性,为临床诊疗提供参考

依据。
1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 一般资料 选取2019年7月至2023年7月

本院收治的接受辅助受孕的稽留流产患者260例作

为辅助受孕组,再根据接受的不同辅助生殖技术分为

体外 受 精(IVF)组(135例)、人 工 授 精(AIH)组
(45例)和 卵 胞 质 内 单 精 子 显 微 注 射 (ICSI)组

(80例),并选取自然受孕的稽留流产患者42例作为

对照组。辅助受孕组患者年龄、自然流产次数、身体

质量指数(BMI)、抗苗勒管激素水平与对照组比较,
差异均无统计学意义(P>0.05);辅助受孕组患者不

孕年限大于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表1。IVF组患者年龄、自然流产次数、BMI、抗苗

勒管激素水平与AIH组、ICSI组比较,差异均无统计

学意义(P>0.05)。见表2。本研究经医院伦理会审

批通过(伦理批号:20210219)。

表1  辅助受孕组、对照组患者一般资料比较

组别 n
年龄

(x±s,岁)
不孕年限

(x±s,年)

自然流产次数[n(%)]

1次 2次 >2次

BMI
(x±s,kg/m2)

抗苗勒管激素水平

(x±s,μg/L)

对照组 42 29.57±2.25 1.25±0.29 32(76.19) 7(16.67)
 

3(7.14) 22.98±2.65 4.75±1.59

辅助受孕组 260 30.21±2.17 2.20±0.19 151(58.08)
 

66(26.38)
 

43(16.54) 22.83±2.37 4.33±1.26

t/χ2 - 1.764 9.441 5.190 0.374 1.928

P - 0.079 <0.001 0.075 0.708 0.055

  注:-表示无此项。

表2  IVF组、AIH组、ICSI组患者一般资料比较

组别 n
年龄

(x±s,岁)
不孕年限

(x±s,年)

自然流产次数[n(%)]

1次 2次 >2次

BMI
(x±s,kg/m2)

抗苗勒管激素水平

(x±s,μg/L)

IVF组 135 30.21±2.16 2.19±0.17 89(65.93) 26(19.26) 20(14.81) 22.73±2.32 4.36±1.21

AIH组 45 30.23±1.98 2.21±0.29 21(46.67) 16(35.56) 8(17.78) 22.82±2.28 4.28±1.16

ICSI组 80 30.19±2.32 2.20±0.15 41(54.25) 24(30.00) 15(18.75) 22.99±2.53 4.31±1.39

F/Z/χ2 - 0.005 0.205 5.797 0.300 0.084

P - 0.995 0.815 0.055 0.741 0.920

  注:-表示无此项。

1.1.2 纳入标准 (1)符合稽留流产诊断标准[8],且
在本院行清宫术;(2)年龄22~42岁;(3)孕周7~
12周;(4)对本研究内容知情了解且签署知情同意书。
1.1.3 排除标准 (1)夫妻一方或双方存在染色体

异常;(2)疾病因素所致流产。
1.2 方法

1.2.1 辅助受孕

1.2.1.1 IVF 经促排卵后取优质卵泡,提取男方活

力最强的精子在体外进行受精,体外培育成早期胚

胎,移植患者子宫内,完成受孕。
1.2.1.2 AIH 在体外对男方精液进行加工和优化

后去除杂质及不活跃的精子,在排卵期注射至患者宫

腔内,进行自然受孕。
1.2.1.3 ICSI 经促排卵后取优质卵泡,提取男方

活力最强的精子,利用显微操作技术将精子注射到卵

细胞的细胞质内,使卵子受精,体外培育成早期胚胎,
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移植患者子宫内,完成受孕。
1.2.2 染色体测序 在无菌条件下采集整个绒毛组

织,尽可能去除组织周围血块,以免对母体细胞造成

污染,用无菌生理盐水反复冲洗干净后放置在无菌的

容器中送检。采用高通量测序法(NGS)进行染色体

检测。采用DNA提取试剂盒进行DNA提取:取5~
10

 

g绒毛组织,加入蛋白酶K进行血细胞裂解,去除

细胞内其他成分,再用1根吸附柱来吸附DNA;重复

清洗(3次),添加洗脱剂,在离心试管中采集DNA,用
紫外线(UV)-光分光光度计计算

 

DNA的总量,保证

其浓度在30
 

μg/L以上。将样品 DNA打碎分割至
 

250
 

bp大小的片段。末端修复为在3'端添加 A 碱

基,使DNA片断可与3'端添加T碱基的特定接合点

结合,利用磁性微球筛选出需要回收的片断。末端带

连接物的DNA片段采用聚合酶链反应技术进行扩增

(10个循环)。通过Agilent
 

2100
 

BioAnalyzer和实时

荧光定量聚合酶链反应对所建立的文库进行验证后

将一 定 数 量 的 文 库 以 等 价 数 量 进 行 混 合,并 在

BGISEQ-500上进行测序。在此基础上利用
 

SOAP
比较软件,将测序得到的各测序碱基与人类基因组参

考序列进行比对,并利用比较得到的测序数据对染色

体异常进行分析。结果判读为染色体异常主要有单

倍体、三体、四体等,当发现有染色体丢失或重复的片

段在4
 

Mb以下时则可判断为染色体丢失/复制,并记

录其拷贝数变异(CNV)和数目异常。
1.3 统计学处理 双人核对进行数据整理和录入,
应用SPSS21.0统计软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,计数资料以率或构成比表示,采用独立样

本t检验、单因素方差分析、Bonferroni检验、非参数

检验、χ2 检验、Fisher确切概率法等。P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 辅助受孕组、对照组患者染色体异常检出率、异
常类型比较 辅助受孕组患者染色体异常检出率

[57.69%(150/260)]与对照组[52.38%(22/42)]比
较,差异无统计学意义(χ2=0.416,P=0.519)。辅助

受孕组、对照组患者CNV异常率、数目异常类型比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。
2.2 不同辅助生殖技术助孕组患者染色体异常检出

率、异 常 类 型 比 较  IVF 组 染 色 体 异 常 检 出 率

[55.56%(75/135)]与 AIH 组[55.56%(25/45)]、
ICSI组[62.50%(50/80)]比较,差异均无统计学意义

(χ2=1.094,P=0.579)。不同辅助生殖技术助孕组患

者CNV异常率、数目异常类型比较,差异均无统计学

意义(P>0.05),均以三体异常染色体多见。见表4。
2.3 绒毛组织染色体CNV异常分布情况 IVF组

患者中7例CNV异常患者分别为3例del(15)(q25.
3q26.3)dup(17)(q25.1q25.3)、2例del(15)(q25.
3q26.3)dup(8)(p23.3p12)、2例del(7)(p22.3p11.
2)dup(7)(q11.21q36.3);AIH 组患者中1例CNV
异常 患 者 为 del(15)(q25.3q26.3)dup(8)(p23.
3p12);ICSI组患者中4例CNV异常建筑分别为3例

del(8)(p23.3p11.21)(p11.21924.3)、1例del(15)
(q25.3q26.3)dup(8)(p23.3p12)。IVF组患者CNV
异常分布情况与AIH组、ICSI组比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。

表3  辅助受孕组、对照组患者染色体异常类型比较[n(%)]

组别 n CNV异常
数目异常

三体 双三体 X单体 三倍体

对照组 42 2(4.76) 15(35.71) 1(2.38) 3(7.14) 1(2.38)

辅助受孕组 260 12(4.62) 90(34.62) 17(6.54) 24(9.23) 7(2.69)

χ2/Fisher确切概率法 - - 0.019 - - -

P - 1.000 0.890 0.485 1.000 1.000

  注:-表示无此项。

表4  不同辅助生殖技术助孕组患者染色体异常类型比较[n(%)]

组别 n CNV异常
数目异常

三体 双三体 X单体 三倍体

IVF组 135 7(5.19) 42(31.11) 7(5.19) 14(10.37) 5(3.70)

AIH组 45 1(2.22) 16(35.56) 4(8.89) 3(6.67) 1(2.22)

ICSI组 80 4(5.00) 32(40.00) 6(7.50) 7(8.75) 1(1.25)

χ2/Fisher确切概率法 - 0.712 1.775 0.932 0.584 -

P - 0.701 0.412 0.627 0.747 0.686

  注:-表示无此项。

2.4 绒毛组织染色体数目异常分布情况 辅助受孕 组患者染色体数目异常患者三体中以16/22/21-三体
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异常染色体为主,分别占28.89%(26/90)、30.00%
(27/90)、13.33%(12/90)。双三体异常以48,XX+
3,+18、48,XXY,+21为主,占29.41%(5/17),X单

体异常均为45,X;三倍体异常为5例69,XXY、2例

69,XXX。各组建筑染色体异常核型分布情况比较,
差异均无统计学意义(P>0.05)。见表5、6。

表5  绒毛组织染色体三体分布情况[n(%)]

核型 IVF组(n=42) AIH组(n=16) ICSI组(n=32) χ2/Fisher确切概率法 P

47,XX/XY,+22 12(28.57) 7(43.75) 8(25.00) 1.094 0.579

47,XX/XY,+16 15(35.71) 1(6.25) 10(31.25) 5.031 0.081

47,XX/XY,+21 2(4.76) 4(25.00) 6(18.75) 5.367 0.068

47,XX/XY,+15 4(9.52) 1(6.25) 2(6.25) - 0.878

47,XX/XY,+13 2(4.76) 1(6.25) 1(3.12) - 1.000

47,XX/XY,+9 1(2.38) 0 2(6.25) - 0.582

47,XX/XY,+18 3(7.14) 0 2(6.25) - 0.711

47,XX/XY,+7 2(4.76) 1(6.25) 0 - 0.405

47,XX/XY,+3 1(2.38) 1(6.25) 1(3.12) - 0.765

  注:-表示无此项。

表6  绒毛组织染色体双三体分布情况[n(%)]

核型 IVF组(n=7) AIH组(n=4) ICSI组(n=6) Fisher确切概率法 P

48,XXY,+21 2(28.57) 1(25.00) 2(33.33) - 1.000

48,XYY,+18 1(14.29) 0 2(33.33) - 0.568

48,XX,+4,+14 2(28.57) 1(25.00) 1(16.67) - 1.000

48,XX,+3,+18 2(28.57) 2(40.00) 1(16.67) - 0.661

  注:-表示无此项。

3 讨  论

胚胎或胚胎染色体异常是造成胚胎停止、流产的

主要因素[9]。NGS是近年来出现的一种快速、准确、
灵活的新型检测技术,能对染色体数量异常及100

 

kb
以上的染色CNV进行检测,相对于传统染色体核型

分析技术,具有更低的成本、更少的时间、更高的分辨

率及检测成功率,因而在全国各地大型医院中得到广

泛使用[10-11]。
随着临床辅助受孕技术的不断发展,帮助了无数

不孕家庭顺利妊娠,得到了临床医护人员及患者的认

可。目前,已有多种助孕技术为患者提供了更多的选

择和妊娠机会,但不同的辅助生殖技术是否对稽留流

产的发生有影响尚未明确。本研究利用NGS对不同

妊娠方式稽留流产患者的绒毛组织进行了染色体检

测,旨在为临床诊疗提供参考依据。
本研究结果显示,对照组、辅助受孕组患者染色

体异常检出率分别为52.38%、57.69%,表明染色体

异常是导致流产发生的主要因素。因此,对复发性流

产患者应建议其进行染色体检测,以明确流产因素,
指导妊娠。本研究辅助受孕组患者染色体异常检出

率与对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05),提示

辅助受孕并不增加染色体异常的风险,与既往研究结

论一致[12-13]。本研究进一步对染色体异常情况进行

分析结果显示,辅助受孕组患者CNV异常率、数目异

常类型与对照组比较,差异也均无统计学意义(P>
0.05),再次证实辅助受孕并不增加染色体异常的风

险。异常的染色体非整倍体主要是由卵细胞在首次

减数分裂中的分裂错误所致[14],而辅助生殖技术在体

位进行配子选择,可有效降低染色体发生异常的风

险[15],因此,虽然在流产风险方面高于自然受孕者,但
并不增加染色体异常的风险。

 

本研究结果显示,IVF组、AIH组、ICSI组患者染

色体异常检出率分别为55.56%、55.55%、61.90%,
IVF组患者染色体异常检出率与AIH组、ICSI组比较,
差异均无统计学意义(P>0.05),IVF组患者CNV异

常率、数目异常类型与AIH组、ICSI组比较,差异均

无统计学意义(P>0.05),表明无论使用何种辅助生

殖技术均不增加染色体异常的风险,有研究表明,IC-
SI可能会增加染色体异常发生率[16]。可能是由于

ICSI直接将精子注射至卵浆中以辅助精卵结合,达到

受孕的目的,在此期间未对配子进行高度选择,易增

加染色体异常发生率。本研究结果显示,ICSI组患者

染色体异常率最高,但与其他2组比较,差异均无统

计学意义(P>0.05),与上述研究结果有差异,可能是

由于样本量过少的原因,也可能确无影响,今后仍需

深入研究。
本研究结果显示,辅助受孕组患者绒毛组织染色

体异常主要以数目异常为主,以染色体三体居多,16、
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22、21-三体异常多见,与既往研究结果相吻合[17-19]。
其中

 

16-三体占比最大(28.89%),大部分的非整倍体

均会造成细胞功能的紊乱,常常不能形成有功能的囊

胚,进而造成胚胎早期死亡,通常在孕周12周会终止

妊娠[20]。只有少数非整倍体,如21-三体等可继续发

育至足月分娩,但会存在智力障碍、发育异常等表

现[21]。本研究结果也显示,稽留流产胚胎组织中检测

出的X单体异常所占比例也较高,染色体核型均为

45,X,也称为Turner综合征,多见于女性胎儿,此型

胎儿流产风险较高,但也有概率可发育至足月分娩,
但因缺乏X染色体,导致单倍剂量不足,不仅影响正

常生理发育,对其孕育功能也具有较大影响,其自然

流产率和死胎率均较高,且对子代患染色体畸变的风

险率也高,继而说明染色体检测在妊娠过程中的重要

性。本研究结果显示,各组患者异常染色体核型分布

情况比较,差异均无统计学意义(P>0.05),再次说明

辅助生殖技术不增加染色体异常的风险,且异常染色

体核型分布情况与辅助生殖技术方式无关。
综上所述,辅助生殖技术不增加染色体异常的风

险,且异常染色体核型分布情况与辅助生殖技术方式

无关,可根据患者的整体情况进行辅助受孕方式的

选择。
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