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无创胚胎培养液检测新进展及临床应用价值
探讨
连文昌１　焦淑静１　刘珍１　唐莉２　马誉如２　王华伟２
（１．苏州亿康医学检验有限公司医学遗传学部，江苏苏州　２１５０２１；２．昆明医科大学
第一附属医院生殖遗传科，云南昆明　６５００３２）

【摘要】　采用形态学指标结合胚胎植入前遗传学检测技术评价、挑选排除明确可能致病因素的胚胎进
行移植，是临床预防出生缺陷的重要途径之一。然而，开展胚胎植入前遗传学检测技术（ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｔｉｃｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＧＴ）需要通过对胚胎进行活检取样，是一种有创性操作，且对操作者也有较高的技术
要求，但该技术可能存在潜在的安全风险，也会存在无可用于移植胚胎等情况的发生，限制了该技术的
推广和应用。因此，亟须开发一种无创的技术对胚胎开展植入前遗传学评估，帮助临床医师进行胚胎筛
选，以提高生殖中心的助孕成功率。无创胚胎植入潜能筛查（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＮＩＣＳ）是
一种全新的筛查胚胎染色体的方法，它不需要对胚胎进行活检，直接利用胚胎培养液中游离ＤＮＡ进行
全基因组扩增，并结合高通量测序和人工智能分析的方法，对胚胎进行植入潜能评估和优选，为指导临
床胚胎移植提供参考，有助于提高辅助生殖助孕成功率。本文针对该技术的最新研究进展，结合团队的
实践经验，对该技术的应用价值进行探讨，以期为促进该技术的临床应用提供参考与借鉴。
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１　无创胚胎潜能筛查技术是应出生缺陷防控需求
而产生的新技术

　　胚胎染色体异常是导致妊娠失败和自然流产的
主要病因之一。辅助生殖助孕和自然怀孕均面临着
相当高比例的胚胎染色体异常风险，其中体外受精
胚胎移植（ｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｍｂｒｙｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＩＶＦＥＴ）方式获得的胚胎有４０％～６０％
存在染色体异常［１２］。其中高龄妇女、反复流产及多
次ＩＶＦ种植失败患者是胚胎染色体异常的高风险
人群。传统的形态学观察无法判断胚胎染色体异常
情况，即形态学正常的胚胎不等同于胚胎染色体正
常。植入前胚胎染色体遗传学筛查技术能够有效区

分正常和异常染色体数目的胚胎，选择移植染色体
数目正常的胚胎进行有助于提升胚胎移植的临床妊
娠率、降低流产率［３］。然而，目前临床采用的胚胎植
入前染色体非整倍体检测（ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒａｎｅｕｐｌｏｉｄｙ，ＰＧＴＡ）技术需要对胚胎进
行滋养层细胞活检取材，这种取材方式是一种有创
伤性操作。虽然常规认为囊胚外滋养层将来发育为
胎盘组织，对外滋养层进行细胞活检取材不会影响
胎儿健康，然而ＰＧＴＡ技术毕竟出现时间相对较
短，故胚胎活检对个体长期乃至终生的健康影响仍
有待观察。近期研究提示有创性的活检取材方法可
能对胚胎发育存在潜在的影响：①无论是卵裂期活
检或囊胚期活检，都有可能会对胚胎质量和发育水
平有潜在影响［４］。②动物实验表明，有创性的活检
可能会对胚胎发育的后代造成神经退行性病变，表
现为胚胎各节点时间的延长，表观遗传修饰的异常，
后代卵巢功能异常等［５７］。③另外，胚胎活检本身对
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操作技能要求很高，存在着操作失败的潜在风险。
④胚胎外滋养层活检对胎盘相关的孕期并发症，如
先兆子痫，绒毛膜病变等的影响目前尚缺乏深入研
究。故胚胎活检的安全性问题尚存在较大争议。因
此，国家医疗监管部门对ＰＧＴＡ检测资质的发放
把控甚严，造成这一新技术在临床的推广和应用比
较缓慢。此外，以胚胎活检为基础的有创性ＰＧＴＡ
检测尚不能排除其他潜在风险可能。

建立无需胚胎活检的无创ＰＧＴＡ检测技术，
既可以达到对胚胎进行染色体数目检测的目的，同
时也避免了活检对胚胎造成损伤的风险，因此，研发
无创ＰＧＴＡ技术（ＮＩＣＳ）迫在眉睫。通过收集３２６
份囊胚培养液（ｓｐｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ，ＳＣＭ）进行基
因组ＤＮＡ（ｇｅｎｏｍｉｃｓＤＮＡ，ｇＤＮＡ）检测发现，６３％
（２０５／３２６）的胚胎ＳＣＭ中含有ｇＤＮＡ，含量从４１ｐｇ
到１．８ｎｇ不等，首次证明了ＳＣＭ中存在细胞游离
ＤＮＡ（ＣｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）［８］。随后，也有研究
者从ＳＣＭ中检测到线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）和ｇＤＮＡ［９］；且第三天胚胎ＳＣＭ中
ｍｔＤＮＡ与ｇＤＮＡ的比例与囊胚形成率呈正相
关［１０］。上述研究提示胚胎培养液可以作为ＰＧＴＡ
检测的潜在材料。

２　犖犐犆犛检测犇犖犃来源和准确性

２．１　ＳＣＭ中ＤＮＡ的来源　ＳＣＭ中是存在ｃｆＤＮＡ，
而ｃｆＤＮＡ来源和ｃｆＤＮＡ是否能够代表早期发育胚
胎发育过程对进一步落实ＳＣＭ中ｃｆＤＮＡ能否作
为ＰＧＴ检测材料是至关重要的。早前研究提示，
植入前的胚胎虽被透明带，即保护性糖蛋白膜所包
围，但它具有很高的渗透性，即使相对较大的大分子
也可以通过，这为核酸顺利从胚胎进入培养液提供
了可能［１０１３］。然而，胚胎ＤＮＡ释放的潜在机制仍
不清楚。早期研究主要集中在胚胎分泌到培养基中
的各种成分，如代谢物、蛋白质、白介素及
ｍｉｃｒｏＲＮＡ，和上述成份是否可能作为预测胚胎发
育潜能的靶标等问题［１４１６］。Ｂｏｌｔｏｎ等人通过小鼠
胚胎证实在胚胎发育过程中内细胞团中非整倍体细
胞会通过凋亡方式被消除［１７］；动物学实验也发现非
整倍体细胞可能通过ｐ５３介导的自噬和凋亡进行胚

胎的自我校正［１８］；而这一现象在人胚胎发育过程中
也有被证实，即人类胚胎发育过程中不仅会排出或
消除完整的异常卵裂球，也同时会排除异常细胞的
碎片和片段［１９］；此外，也有研究认为ｃｆＤＮＡ可能来
源于辅助生殖对胚胎进行操作造成的胚胎损伤，如
激光脉冲打孔、胚胎活检等操作［２０］；以及胚胎有丝
分裂过程中的ＤＮＡ释放［２１］。上述研究结果进一步
证实了胚胎培养液中的ｃｆＤＮＡ可能来源于正常胚
胎发育阶段的凋亡细胞、非整倍体细胞分泌出来的
异常片段或碎片及有丝分裂过程中释放的ＤＮＡ，提
示胚胎培养液中ｃｆＤＮＡ来源广泛，并且包含了整个
胚胎核酸物质，因此，通过对培养液进行ｃｆＤＮＡ检
测可以预测胚胎移植潜能。ＮＩＣＳ技术应需而生，
成为近年来辅助生殖领域的研究热点。采用囊胚培
养液中的ｃｆＤＮＡ为检测对象，利用多次退火环状循
环扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅａｎｎｅａｌｉｎｇａｎｄｌｏｏｐｉｎｇｂａｓｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓ，ＭＡＬＢＡＣ）对样本进行快速扩
增，结合二代高通量测序技术，检测培养液中
ｃｆＤＮＡ，判断胚胎染色体异常与否，并结合ＡＩ技术
对胚胎的移植潜能进行分级评估，帮助临床医生筛
选染色体整倍体胚胎进行移植，用于指导临床，提高
辅助生殖助孕成功率［２２］。
２．２　ＮＩＣＳ技术的准确性评价　证实ＮＩＣＳ技术中
胚胎遗传物质的准确性是将ＮＩＣＳ技术在临床进行
推广和应用的前提。近年来，先后有不同的团队对
ＮＩＣＳ技术检测结果的准确性进行了评估。通过对
１９４份ＳＣＭ标本进行微量ＤＮＡ甲基化组测序
（ｐｏｓｔｂｉｓｕｌｆｉｔｅａｄａｐｔｏｒｔａｇｇｉｎｇｂａｓｅｄｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌ
ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ｓｃＢＳｓｅｑ），并与该团队前期报道的植入前胚胎的单
细胞ＤＮＡ甲基化组图谱进行系统分析发现培养液
中ｃｆＤＮＡ中颗粒细胞是母源ＤＮＡ污染的来
源［５，２３］。为进一步分析ＮＩＣＳ技术是否可以有效区
分母源、父源污染问题，有研究人员利用２５个ＩＶＦ
周期患者的１６１份ＳＣＭ样本进行验证，研究结果
证实没有发现父源性污染，但在２９．８％（４８／１６１）的
ＳＣＭ样本中发现了母源污染，仅有２．５％（４／１６１）
样本的污染率≥５０％，整体而言，与ＴＥ活检相比，
１６１个常规ＩＶＦ胚胎和１２２个ＩＣＳＩ胚胎的ＮＩＣＳ
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检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＩＶＦ和
ＩＣＳＩ方法的ＮＩＣＳ结果与核型分析结果比较，整倍
性一致率分别为７５％和７４．６％，提示ＮＩＣＳ技术可
以排除父源污染，同时用于整倍性的检测［２４］。此
外，以２６５个捐赠胚胎为研究对象，分析ＮＩＣＳ结果
与传统的滋养外胚层（ＴＥ）活检的ＰＧＴ结果，发现
ＮＩＣＳ的灵敏度、特异性、阴性预测值（ＮＰＶ）及阳性
预测值（ＰＰＶ）在两组间结果呈现高度一致性，提示
ＮＩＣＳ技术具有与ＰＧＴＴＥ相似的检测效率［２５］。

３　犖犐犆犛与犘犌犜技术融合创新改善妊娠结局

基于ＮＩＣＳ技术对胚胎进行评级和优选具有重
要价值。按照形态学优选复苏冻存囊胚并于约１０
微升单微滴培养６～８ｈ后收集培养液行ＮＩＣＳ检
测，比较形态学和形态学结合ＮＩＣＳ组的临床妊娠
率、持续妊娠率、流产率、活产率，提示后者更具优
势［２２］。而基于培养液单细胞全基因组扩增、ＣＮＶ
测序及ＡＩ智能分析模型进行胚胎整倍体概率预
测，发现基于ＮＩＣＳ结合ＡＩ技术的三分类法较单纯
利用培养液的二分法整倍体胚胎利用率由５７．９％
提升至７８．８％，可有效避免胚胎利用率下降问
题［２６］。

将ＮＩＣＳ与ＰＧＴＡ技术结合，可以改善临床妊
娠率。基于ＴＥ和ＮＩＣＳ筛选胚胎，患者妊娠率达
５２．９％，较前者（１６．７％）提升将近３倍，提示ＮＩＣＳ
技术进行染色体整倍性筛查具有较好的临床应用价
值［２７］。基于ＮＩＣＳ技术对反复种植失败、反复流产
和染色体异常等生育困难人群进行单中心前瞻性临
床研究发现，ＮＩＣＳ技术可以使得上述患者群体的
临床妊娠率达到５８％，最终获得２７例活产婴儿［２８］，
进一步支持了ＮＩＣＳ技术的广泛应用前景，而这一
结果在３００名流产≥２次或１次流产且流产物染色
体异常患者、植入失败≥３次的患者的回顾性研究
中被进一步证实［２９］。此外，也有研究发现ＮＩＣＳ技
术可以帮助染色体平衡易位、无精子症或者反复流
产的夫妇进行胚胎染色体筛查，提高临床妊娠
率［３０］。上述结果提示ＮＩＣＳ技术在胚胎植入前遗
传学筛查方面具有重要临床应用价值。

在胚胎嵌合体评估方面，通过对４１枚嵌合胚胎

进行二次活检及培养液检测发现８５．３６％（３５／４１）
胚胎检测结果为整倍体，而基于ＮＩＣＳ检测可以发
现其中７０．７３％（２９／４１）胚胎为整倍体胚胎，提示培
养液检测可使得７０％左右的嵌合胚胎重新获得一
致性可能的结果，有效避免胚胎的浪费，也进一步支
持ＮＩＣＳ技术可以应用于胚胎染色体整倍体筛
查［３１］。

在单基因诊断方面，利用胚胎培养液进行无创
植入前单基因病筛查，通过７对β地中海贫血病患
病风险夫妇捐献的８８个胚胎进行犎犅犅犐犞犛犐犐６５４
突变位点的诊断发现，与ＴＥ结果相比，活检细胞和
培养液进行全基因组扩增效率、染色体整倍性分析
及犎犅犅基因犐犞犛犐犐６５４位点检测，发现两组结果
高度一致，提示ＳＣＭ开展无创胚胎单基因病遗传
学检测与活检细胞是一致性［３２］，但需要进一步扩大
样本量和多中心研究以优化和验证其准确性。

上述研究提示，ＮＩＣＳ在无创胚胎植入前遗传
学筛查和诊断方面具有较好的应用价值，具有相对
较高的灵敏性、准确性、阳性预测值及阴性预测值，
可以排除特定来源的污染，用于胚胎分级评估、整倍
性检测及单基因遗传病检测，可以用于复发流产患
者、单基因遗传病患者及染色体疾病患者的筛查，提
高上述患者的临床妊娠率，具有较好的临床应用前
景。

４　犖犐犆犛技术的取样策略及实验注意事项

４．１　ＮＩＣＳ技术的取样策略　基于ＮＩＣＳ技术可对
胚胎进行ＰＧＴＡ检测，具有比外滋养层细胞活检
（ＴＥ）更高的准确性［３３］；也有团队通过ＭＡＬＢＡＣ
Ｉｎｓｔ技术证明基于ＳＣＭ可以进行ＰＧＴＳＲ检测用
于规避染色体结构异常的问题传递［１８，３１］，上述情况
进一步拓展了ＮＩＣＳ的应用范围。

因此，基于ＳＣＭ的ＮＩＣＳ技术对ＳＣＭ具有较
高的要求，可以基于不同时间段和不同培养体系下
ＳＣＭ的收集并评估胚胎染色体整倍性。前期研究
发现，Ｖｉｔｒｏｌｉｆｅ、Ｓａｇｅ、ＬｉｆｅＧｌｏｇｂａｌ、Ｉｒｖｉｎｅ四种培养
液基于单一或序贯培养方式和不同采样时间的
ＳＣＭ在Ｄ４换液后的培养液检测结果一致性为
８０％左右，不同培养基之间无显著性差异，提示
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ＮＩＣＳ技术不受培养液种类影响［３４］。但该结论和前
期研究存在有一定争议［２５，２７］，这需要后期基于大量
样本来源的多中心随机研究进行进一步验证。结合
前期研究和团队实践发现，基于Ｄ４更换培养液后
行ＳＣＭ收集和检测更为有利。基于标准化的采集
和分析流程发现，Ｄ４下午以２５μｌ／滴培养液进行换
液后单囊胚的培养可有效提升扩增成功率；以
１０μｌ／滴培养液于Ｄ５上午对囊胚的培养的胚胎进行
换液，且在收ＳＣＭ前进行激光皱缩将囊腔液全部
释放后再行检测，也能够提升检测成功率［３５］。

目前无创检测流程相关的研究报道，结合公司
和团队的研究经验详细总结了胚胎培养液检测样本
收集流程，为ＮＩＣＳ在临床推广应用提供一定的参
考和借鉴。首先，准备３根内径大小不同的巴斯德
管制作拆卵针，或直接购买商业化产品待用。用透
明质酸酶消化颗粒细胞后，再按照从大到小依次用

３根拆卵针拆卵，反复吹吸至颗粒细胞拆除干净。
待剥除干净颗粒细胞后行显微镜下卵胞浆内单精子
注射（ＩＣＳＩ），务必避免混入多余精子。ＩＣＳＩ后，１８
～２０ｈ内观察胚胎受精情况，于Ｄ２和Ｄ３观察胚胎
卵裂情况，正常卵裂期胚胎可继续进行囊胚培养。
ＩＶＦ受精的胚胎需在受精成功后，于授精１４ｈ＋行颗
粒细胞完全剥除。如发现ＩＶＦ或ＩＣＳＩ授精胚胎颗
粒细胞剥除不干净需在Ｄ３继续剥除（图１）。颗粒
细胞拆除操作为：准备培养皿、清洗皿、囊胚培养皿，
在囊胚培养皿中制作一个空液滴，每个胚胎对应３
个清洗液滴。用拆卵针拆除Ｄ３胚胎的颗粒细胞，
反复吹吸后，仔细观察确保颗粒细胞拆除干净（图
２）。将无颗粒细胞的胚胎转入空白清洗液滴中继续
培养。Ｄ３将胚胎放入２５μｌ囊胚培养液培养滴于在
３７℃、５％ＣＯ２、５％Ｏ２的培养箱中培养。

图１　胚胎残余颗粒细胞示意图

图２　颗粒细胞拆除干净的胚胎示意图

　　ＳＣＭ标本采集方案：①方案一：序贯培养方式
时，培养至Ｄ４下午的胚胎进行清洗和换液，行单微
滴培养。用对应编号的玻璃细管吸取少量清洗培养
皿中的对应液滴，浸润和清晰玻璃吸管，吸取无颗粒

细胞的Ｄ４胚胎，尽量少带液体，将胚胎转入清洗皿
对应编号的空白清洗液滴中依次清洗３次，再转移
至标记好的囊胚培养皿中，每个胚胎对应一根移卵
针，为避免胚胎间的交叉污染，每个胚胎使用一个专
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用玻璃细管和３个专用清洗液滴，不可交叉使用。
将换液后的胚胎放置培养箱中继续培养，当囊胚发
育到４期（一般为Ｄ５／Ｄ６）以上，囊胚充分扩张的胚
胎，收集培养液。②方案二：在囊胚培养皿中准备
１０１５μｌ的液滴，平衡过夜后待用。对培养至Ｄ５上
午胚胎进行换液清洗，用３个液滴对每个胚胎进行
清洗，转移到标记好的囊胚培养皿继续培养。为避
免污染，每个胚胎使用１个专用玻璃细管和３个专
用清洗液滴，不可交叉使用。培养至少４６ｈ后将胚
胎转移至高倍镜下观察，当胚胎发育到４期以上囊
胚或培养到Ｄ６时，于原培养液中进行激光皱缩，待
腔液释放完全后取出囊胚并转移入另一平衡好的囊
胚培养皿内，等待冷冻，剩余培养液用于标本收集。
每个胚胎准备１个专用玻璃细管用于胚胎转移，不
可交叉使用。用移液器在液滴里反复吹吸３次后，
采集全部培养基，转移入对应标记好的采集管中，将
样本放置于－２０℃冰箱中等待检测。
４．２　无创胚胎培养液检测注意事项　ＳＣＭ存在样
本量小，且不可多次重复性特性。因此，在进行
ＳＣＭ取样时需要特别注意避免污染。根据团队经
验，需特别注意以下几点：①胚胎培养液污染的来源
分析和操作注意事项。污染的可能来源包括操作过
程中引入培养液中的血清白蛋白ＨＳＡ是主要的污
染源，源于卵丘细胞或极体，源于精子细胞父源污
染，实验室人员等的外源ＤＮＡ污染及ＩＶＦ期间培
养皿中的微生物污染等。ＳＣＭ取样过程中为避免
过多母源污染影响，建议进行多次颗粒细胞去除；采
用ＩＣＳＩ方式授精或采用ＩＶＦ授精方式和后续采用
ＭＡＬＢＡＣ的ＷＧＡ扩增方式检测可避免父源污染
检出；注意采集过程中实验人员防护到位避免其他
污染可能性，如佩戴手套、头套、口罩等。②样品采
集时间和胚胎发育阶段均对标本ＤＮＡ浓度有影
响。较小体积的培养基中进行培养避免过度稀释胚
胎释放的ＤＮＡ，最大限度减少抑制性培养基成分。
通过单个胚胎囊腔液和培养液中ＤＮＡ共同收集增
强培养液的检测性能。冷冻保存会破坏细胞膜，可
能会增加胚胎细胞将其内含物释放到培养液中，可
提高扩增用模板浓度，但会因胚胎冷冻和解冻带来
的胚胎培养费用和胚胎损伤风险增加。鲜胚受母源

颗粒细胞污染可能性大于冻胚，建议采用冻胚复苏
再采集ＳＣＭ行无创胚胎培养液检测。③采集后样
本需单独保存于含有防止ＤＮＡ降解的保存液中。
采集培养液和保存液保持一定体积比例，样本体积
远大于保存液体积大会降低保存液效果，造成样本
质量下降，影响检测结果的准确性。常温或者４－
８℃保存会降低培养液的质量，影响ＰＣＲ扩增效率，
故采集后的样本应尽快扩增或冻存于８０℃以下环
境，尽量避免不适宜存储或长时间处于运输环境。
④扩增方式选择至关重要。ＭＡＬＢＡＣ、Ｓｕｒｅｐｌｅｘ、
Ｍｏｄｉｆｆｅｄ、ＰｉｃｏＰＬＥＸ、ＭＤＡ等均可有效进行ＷＧＡ
扩增，扩增效率范围在８０％～１００％之间。但ＭＤＡ
扩增后ＣＮＶ检测成功率低，故对ＳＣＭ样本检测时
不建议采用ＭＤＡ扩增方法行ＣＮＶ检测。⑤通过
不同比较标准，对培养液检测准确性判别会有很大
差异体现。建议在开展研究时对培养液与整胚结果
进行对比，而非与ＴＥ活检结果进行比较。

５　结语

利用胚胎培养液检测是实现无创胚胎检测的有
益探索，具有重要的理论价值和应用前景。ＮＩＣＳ
技术是胚胎植入前非整倍体筛查项目的重要补充，
同时在胚胎染色体结构异常和单基因遗传病诊断应
用方面也有一定的价值，但因受制于技术标本本身
的局限性，在临床应用方面仍需要不断探索。在当
前的研究和应用探索过程中需重视相关实验细节以
提高检测结果的准确性。目前本项技术临床应用的
局限性主要在以下几个方法：①外源ＤＮＡ的污染，
特别是颗粒细胞对于ＮＩＣＳ检测准确性干扰较大，
如比例过高会掩盖培养液核酸预测胚胎发育潜能。
②研究缺少统一判断标准，有些研究利用整胚作为
准确性判断标准，有些研究用囊胚滋养层活检细胞
检测结果作为判断标准，导致ＮＩＣＳ评估胚胎发育
潜能准确性无法统一。建议最终以临床结局作为标
准进行观察和评估。③目前缺乏多中心临床验证数
据，对于临床应用方式，评估维度，分析方法等都建
议进一步扩大临床验证数据。

随着扩增技术和测序技术的不断发展和完善，
相信未来ＮＩＣＳ技术能实现集准确性和无创性的完
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美结合，用于胚胎植入前遗传学筛查和诊断，为广大
患者提供更多更优的生育解决方案。
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·消息·
本刊在京东和天猫同时开通期刊订购服务啦！

　　为了方便广大读者订购本杂志的过往期刊以及新发杂志，现委托“贝叶图书专营店”在京东及天猫商城提供特许服务。
读者们可以搜索“产前诊断杂志”获得订购链接，下单购买时请明确注明需要哪一年出版的第几期杂志，同时将订购信息

邮件至编辑部备查，谢谢！（ＥＭＡＩＬ：ｃｈｉｎｊｐｄ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ，邮件名“杂志订购”）。
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