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胚胎植入前遗传学诊断进展

刘嘉茵

（江苏省人民医院，江苏 南京　２１００２９）

　　刘嘉茵，医学遗传学博士，妇产科学教授、主任医师、博士生导师。现任南

京医科大学第一附属医院临床生殖中心主任，生殖医学国家重点实验室副主

任。从事妇产科临床工作３０年，主攻生殖内分泌学和生殖医学专业。１９９４～

１９９６年作为访问学者，在美国辛辛那提大学学习生殖内分泌专业。创建了江

苏省临床生殖医学中心，致力于男女性不孕不育、辅助生殖技术、和生殖遗传

学的研究和临床。担任中华医学会生殖医学学会常务委员，中华医学会计划

生育学会委员，中华妇产科学会内分泌学组副组长，中国医师学会妇产科分会委员，江苏省医学会遗传学分

会主任委员，江苏省医学会妇产科学会委员。

　　胚胎植入前遗传学诊断（ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｅ

ｎｅｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ＰＧＤ）是产前诊断的一种早期形式，

在胚胎期通过遗传检测技术选择正常的或没有发病

风险的胚胎，避免怀上有家族遗传疾病的胎儿，减少

反复流产的发生。因为ＰＧＤ检测的标本在胚胎卵

裂期仅为１～２个单细胞，在囊胚期为几个滋养层细

胞，因此，在基因扩增和检测技术上有较高的难度。

目前，ＰＧＤ技术经过２０年的发展，逐渐发展成为产

前胚胎期遗传学诊断的常规项目。现代分子遗传学

技术，包括生物芯片、二代测序等高通量全基因组的

检测技术，也进入该领域的临床应用。目前的ＰＧＤ

助孕技术前仍需要对风险夫妇或其家系进行准确的

遗传诊断，包括染色体检测和基因检测，未来技术的

研发，有可能会使其并非必须。

在辅助生殖技术的研究中发现，部分高风险夫

妇的胚胎易于出现染色体数目异常，造成不孕、反复

流产、胎儿畸形等缺陷。针对这些夫妇双方未知的

染色体水平的遗传缺陷，对胚胎进行植入前的染色

体筛查，称之为胚胎植入前非整倍体筛查（ｐｒｅｉｍ

ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓｆｏｒａｎｅｕｐｌｏｉｄｓｃｒｅｅｎ

ｉｎｇ，ＰＧＤＡＳ），也称为胚胎植入前筛查（ｐｒｅｉｍｐｌａｎ

ｔａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＰＧＳ），ＰＧＳ的临床应用意

义目前尚存在争议，有待于更多的临床随机对照研

究来证实其是否具有积极的临床意义。近年来在

ＰＧＤ诊断技术的主要进展包括如下方面：

１　植入前样本的活检

在ＰＧＤ过程中，精子和卵子通过卵胞浆内单精

子注射法（ｉｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｐｅｒｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＩＣＳＩ）

受精，再通过显微操作对胚胎活检取样供遗传检测，

称之为胚胎活检（ｅｍｂｒｙｏｂｉｏｐｓｙ）。胚胎活检的时

期主要有３个，即受精前后（第一、第二极体活检）、８

细胞卵裂期（卵裂球活检）和囊胚期（滋养外胚层

活检）。

１．１　极体活检　是对卵母细胞的活检，可以是减数

分裂后的第一极体和（或）受精后的第二极体活检，

样本能够反映母源遗传因素，活检后遗传诊断的时

间比较充裕，但是不能反映父源遗传因素，目前临床

应用尚不普及。

１．２　卵裂球活检　通常于精卵受精后第３天卵裂

期胚胎，吸取１～２个卵裂球。该时期活检取样能够

同时反映父母源遗传因素，目前被广泛使用，但缺点

在于卵裂球的嵌合状态可能影响诊断的准确性，以

及对胚胎发育的潜能可能存在不利影响。

１．３　囊胚活检　在受精后第５～６天，吸取胚胎滋

养外胚层细胞团。囊胚活检的样本量一般为４～１０
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个细胞，充足的细胞数能够提高遗传诊断的准确性，

并且该时期活检对胚胎发育潜能影响较小。其缺点

是胚胎成囊率较低，而且因检测不能在囊胚孵出期

前完成，需要冷冻胚胎，等待以后的自然周期或人工

周期再行移植。随着囊胚培养技术、胚胎冷冻和复

苏技术、以及检测技术的日益成熟，囊胚活检将是

ＰＧＤ／ＰＧＳ发展的趋势。

２　目前犘犌犇／犘犌犛采用的遗传诊断技术

２．１　荧光原位杂交技术　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技术在ＰＧＤ的应

用已经有２０年的历史，主要适用于染色体异常以及

性别选择。该技术需根据不同病人易位的染色体不

同选择特定的２～３个荧光探针，经过探针和玻片共

变性、杂交、洗片、复染等步骤，在显微镜下观察荧光

信号，判断胚胎染色体是否平衡或者胚胎性别。该

技术长期以来一直被用于ＰＧＤ临床，临床妊娠率约

在２８％～３５％／每移植周期。在以往的ＰＧＳ研究

中，利用多色、多轮杂交可以同时分析５～１２条染色

体的数目异常。但是该技术在ＰＧＳ中的临床意义

已经被多项随机对照研究所否认。其原因除了胚胎

的生理因素（如嵌合体）外，ＦＩＳＨ 技术本身也存在

内在的缺陷，如杂交失败、信号模棱两可、分析的染

色体数目有限等，这也限制了ＦＩＳＨ 在ＰＧＤ／ＰＧＳ

中的进一步应用。

２．２　聚合酶链式反应技术　聚合酶链式反应（ｐｏｌ

ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ），是最早用于ＰＧＤ进

行性别选择的技术，其后在性别选择ＰＧＤ的应用中

被相对简单、准确的ＦＩＳＨ技术取代。目前ＰＣＲ在

ＰＧＤ中的应用主要是针对单基因病的诊断。ＰＣＲ

具有高敏感性，能够精确分析到单个碱基的改变。

ＰＣＲ结合限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇ

ｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、微测序（ｍｉｎｉ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）常被用于点突变的快速、直接检测。由

于单细胞ＰＣＲ存在扩增失败、污染、等位基因脱扣

（ａｌｌｅｌｉｃｄｒｏｐｏｕｔ，ＡＤＯ）、优势扩增等问题，临床检

测中常常采用多重 ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＰＣＲ）同时分析多个短串联重复

序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＳＴＲ）进行连锁分析以

提高诊断的准确性。荧光ＰＣＲ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＦＰＣＲ）结合毛细管电泳分

析因具有更高的敏感性和分辨率已经广泛应用于单

基因病ＰＧＤ中。

２．３　单细胞全基因组扩增技术　单细胞直接ＰＣＲ

能够检测的遗传位点有限，且只有一次扩增机会。

单细胞全基因组扩增（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＷＧＡ）能够将单细胞中的单拷贝ＤＮＡ进行全基因

组扩增放大，ＤＮＡ的量由ｐｇ级放大到μｇ级，能够

为下游的遗传检测提供充足的样本。常用的 ＷＧＡ

技术主要有：①基于ＰＣＲ原理的 ＷＧＡ技术，如简

并寡核苷酸引物 ＰＣＲ（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｒｉｍｅｒＰＣＲ，ＤＯＰＰＣＲ）、扩增前引物延伸反应

（ｐｒｉｍｅｒｅｘｔｅｎｓｉｏｎｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＥＰ）等；②非

基于 ＰＣＲ 原理的 ＷＧＡ 技术，如多重置换扩增

（ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＤＡ）、基于

引物酶的全基因组扩增（ｐｒｉｍａｓｅｂａｓｅｄｗｈｏｌｅｇｅ

ｎｏｍｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐＷＧＡ）。最近，美国自然杂志

介绍了一种全新的 ＷＧＡ方法———多次退火环状循

环扩增技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅａｎｎｅａｌｉｎｇａｎｄｌｏｏｐｉｎｇｂａｓｅｄ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓ，ＭＡＬＢＡＣ），能够为单细胞提

供高保真的全基因组扩增，具有覆盖率高、扩增偏倚

小的特点，具有巨大的应用前景。

２．４　微阵列比较基因组杂交技术　微阵列比较基

因组杂交 （ａｒｒａｙｂａｓｅｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａＣＧＨ）是一种高通量的分子细胞遗传

学检测技术，近些年随着 ＷＧＡ技术的发展，开始应

用于染色体异常ＰＧＤ及ＰＧＳ诊断。ａＣＧＨ技术是

将待检样本和标准参考品标记不同的荧光信号后，

与芯片上的微阵列分布的探针进行竞争杂交，通过

分析两者的信号强度，来判断染色体组的缺失和重

复。ａＣＧＨ在染色体异常ＰＧＤ中的应用优势在于

为不同患者不同染色体异常提供了一种通用的检测

方法，不需要针对不同个体设计不同的探针，大大节

约了实验室的工作时间和简化了实验室工作流程，

与此同时还可以全面地分析胚胎其它染色体的

异常。

２．５　单核苷酸多态微阵列技术　单核苷酸多态微

阵列芯片技术 （ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

２
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ｂａｓｅｄａｒｒａｙ，ＳＮＰａｒｒａｙ）的基本原理是应用已知的

核苷酸序列作为探针与荧光标记的靶核苷酸序列进

行杂交，通过对信号的检测进行ＳＮＰ定性与定量分

析。ＳＮＰａｒｒａｙ与ａＣＧＨ比较，在染色体异常ＰＧＤ

上具有相似的检测效能，目前ＳＮＰａｒｒａｙ和ａＣＧＨ

均已开始渐进取代ＦＩＳＨ 技术，越来越多的用于染

色体异常ＰＧＤ和ＰＧＳ。值得注意的是，ＳＮＰａｒｒａｙ

可以通过对胚胎样本及家系进行ＳＮＰ分型，建立

ＳＮＰ单体型图，从而可以作为单基因病ＰＧＤ的通

用检测手段，这也是ＳＮＰａｒｒａｙ的一个潜在的应用

前景。

３　犘犌犛的临床应用价值

对高龄、反复种植失败、习惯性流产、既往有非

整倍体胚胎形成史等患者，过去采用ＦＩＳＨ方法，对

胚胎卵裂球染色体组进行杂交，筛查出染色体数目

的异常，以提高妊娠率和种植率。但是经过对国际

多个中心的资料分析，发现该技术并不能真正提高

临床妊娠率和活产率，并因为患者的胚胎数目和评

分较低，取消率较高，２００６年的美国生殖年会基本

否定了该技术的临床应用价值。但是近年来，经过

数个独立研究的数据证明，经过ＰＧＳ的胚胎其临床

妊娠率和活产率均有显著提高。

特别是近年来在临床推广应用的ａＣＧＨ技术，

同时能筛查２４条染色体的数目，大大提高了ＰＧＳ

的准确性和临床妊娠率，而并不降低原ＦＩＳＨ 技术

诊断的可移植胚胎数目。在本中心的小样本研究

中，对有多次反复种植失败和流产史的７名患者的

ＰＧＳ检测中，有６名获得移植，其中４名获得持续

妊娠和活产。提示该项技术的发展可能在临床上有

一定的应用价值。

ＰＧＤ的发展伴随着分子遗传诊断技术的发展，

各种遗传诊断技术都有其适用范围及优缺点，稳定

的、准确的、高通量的分子遗传诊断技术是ＰＧＤ的

发展趋势，目前ａＣＧＨ／ＳＮＰａｒｒａｙ已经在ＰＧＤ中

取得良好的应用成果。最近，单细胞高通量测序技

术一经出现，即表现出前所未有的应用前景，并成为

ＰＧＤ的一个巨大的潜在的检测手段。
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