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E5_85_A5_E5_89_8D_E9_c22_510346.htm 遗传性疾病已经成为

威胁人类健康的主要疾病之一。在没有找到一种有效的治疗

方法之前，用产前诊断技术预防遗传病患儿的出生，是达到

减少乃至杜绝遗传病发生的主要途径。本世纪60年代以来，

羊膜腔穿刺技术、绒毛膜取样技术已经常规地应用于围产儿

监测，有效地减少了遗传病患儿的出生，同时产前诊断技术

本身也得到了不断的发展，主要表现在两个方面：无创性产

前诊断及植入前遗传学诊断（preimplantationgeneticdiagnosis

，PGD）。PGD指对配子或移入到子宫腔之前的胚胎进行遗

传学分析，去除有遗传缺陷的配子或胚胎。它可以有效地避

免传统的产前诊断技术对异常胚胎进行治疗性流产的要求，

因而受到广泛关注。1989年，英国Handyside成功地用聚合酶

链反应（PCR）技术分析卵裂球的性别构成，完成了世界上

第一例PGD诊断，开创了产前诊断的新纪元。进入90年代，

植入前诊断技术有了飞速发展。1994年，Moe用荧光原位杂

交（fluorescentinsituhybridization，FISH）技术，在植入前诊

断染色体非整倍体及胚胎性别获得成功。此后，多重PCR，

荧光PCR，多色FISH等技术，特别是1999年以来开展的间期

核转换（interphasenuclerconversion）技术，全基因组扩增

（wholegenomeamplification，WGA），比较基因组杂交

（comparativegenomichybridization，CGH）技术相继用于PGD

，进一步促进了该技术的研究和应用。目前在全世界范围内

，包括我国在内，已有18个国家，50多个PGD中心在从事相



应的研究，已经分娩的100多例新生儿发育良好，初步证

实PGD是一种安全、可靠的产前诊断技术。 一、PGD的研究

进展 1.取材途径：PGD是指在胚胎移入到宫腔之前的诊断。

其获取诊断标本的途径主要有：（1）获取精子或卵子进行诊

断，（2）获取植入前的胚胎细胞进行DNA或染色体分析。 

受精前取配子进行诊断的报道，目前尚不多。这种方法关键

在于如何完成精子或卵子的遗传分析，同时又不影响其受精

能力。已有报道，用流式细胞仪分离X、Y精子，用于植入前

筛选胎儿的性别。而用卵子进行PGD，主要是利用第一极体

或第二极体的遗传学分析，间接推断卵子正常与否。现在，

可以利用极体的DNA进行单基因病的诊断，也可以用核转换

技术，将极体由间期激活成中期，再用CGH技术分析其所有

的染色体组成，或直接对极体的某些染色体进行FISH分析，

诊断这些染色体有无数目异常。但是，用极体分析来推断卵

子的基因组或其染色体结构和数目，并不能完全反映卵子遗

传组成的真实情况，有时也必须同时分析第一极体和第二极

体，才能判断卵子的染色体有无异常。 卵裂球活检是现

在PGD取材的主要途径。一般选6～10细胞期的卵裂球，此期

的细胞具有全能分化的潜能，取出1～2个细胞，不会影响胚

胎的发育。 囊胚期活检是PGD诊断的另一潜在途径。这种方

法是在体外将受精卵培养到囊胚期，取其滋养外胚层细胞进

行遗传分析。因为不影响内细胞团，故不会累及胚胎发育。

受培养技术的限制，多数胚胎不能在体外很好地发育到囊胚

期。因此，无法获取囊胚期细胞进行PGD.最近，Veiga等

（1999年）改进了培养方法，在体外培育后，可达到囊胚期

的胚胎占39.3%，推测囊胚期活检有望成为一种有效的取材方



法。虽然取一定数量的囊胚期细胞不会影响胚胎的正常发育

，但内细胞团和滋养外胚层细胞的遗传构成并非完全相同，

故用滋养外胚层细胞进行PGD有可能造成误诊。诊断时分别

用几个细胞分析比用单个细胞诊断的方法更好，可以降低误

诊率。 2.基因病诊断：目前可诊断的单基因病包括地中海贫

血，纤维囊性化，脆性X综合征，以及和性连锁遗传病有关

的性别诊断等，可诊断的病种数目在不断增加。所用的方法

主要是基于PCR技术的DNA分析，通过检测单细胞靶基因的

数目及结构有无异常加以诊断。常规的PCR技术易受实验条

件的影响，故从90年代后期开始，荧光PCR，多重PCR，巢

式PCR技术用于PGD诊断的报道逐渐增加，有效地提高了诊

断率。 染色体数目异常的诊断有两种途径：用传统的染色体

计数及用荧光PCR进行多态位点定量分析。荧光PCR是近年

发展起来的新技术，敏感度很高。对多细胞水平的定量分析

来说，它是一种稳定可靠的技术，但因选择性扩增的缘故，

单细胞的定量分析中有25%的诊断结果不可靠。荧光PCR已用

于21三体的植入前诊断。随着荧光PCR定量检测技术的广泛

应用，现正在开发一种同步检测技术，以便实时测定荧

光PCR的扩增效果，并进一步提高其诊断的可靠性，促进该

技术的临床应用。 在基因病诊断以及染色体病诊断的过程中

，主要的限制因素之一是，如何获取满足诊断需求的DNA.解

决的途径主要靠WGA.WGA目前常用的方法有两种：简并寡

核苷酸引物PCR（degeneratedoligonucleotideprimedPCR

，DOP-PCR）法及扩增前引物延伸法

（primerexteionpreamplification，PEP）。用WGA法能够无选

择偏见地扩增整个基因组。从理论上讲，任何基因都能



从WGA的产物中检测出来。同时也可将信息保存起来。目前

，WGA尚未广泛用于临床，但是对多基因病诊断的要求

及CGH技术的发展，势必要求WGA技术不断地完善，并推动

其临床应用。 3.染色体病的诊断：在植入前遗传学诊断领域

，染色体病的诊断占了很大的比例。CGH和间期细胞核转换

技术的应用，标志着染色体分析技术可能有了一种通用的程

序。然而，FISH仍是目前诊断染色体病的主要方法。主要用

来诊断非整倍体，特别是13、18、21、X和Y染色体的数目异

常。用双色、多色探针可以在单细胞水平诊断染色体数目畸

变。既可以用不同的探针同步杂交单一细胞核，也可用重复

杂交同一细胞核的方法完成诊断。染色体结构异常，例如平

衡易位携带者可用其卵裂球或极体进行PGD.罗氏易位的诊断

可用商售的探针进行。最常见也最难诊断的是相互易位，需

要进行染色体涂抹，同时还要进行着丝粒及近端粒探针杂交

以确定染色体断裂位点。由于断裂位点的不可预见性，相互

易位很难制备商售的探针。因此，相互易位的诊断耗时、费

力，操作也比较困难。 用常规FISH仅能分析有限的染色体，

对相互易位等复杂畸变不易诊断。因此人们用早熟染色体凝

集技术将间期细胞核转换成中期细胞核，然后分析其染色体

数目及结构有无异常，以达到诊断目的。Verliky将极体或卵

裂球注入到去核卵子或去核的受精卵中，电刺激使之融合，

利用胞质内的因素促使极体或卵裂球转化成分裂状态。这样

得到的染色体可用于染色体涂抹，多色FISH或光谱核型

（SKY）分析，因对核转变技术要求高、耗时、易受制备因

素的影响，也受到伦理因素的制约，使其发展受限。CGH是

另一种很有希望的诊断染色体异常的技术。用WGA方法获取



基因组DNA，然后用杂交技术结合计算机分析可诊断任何超

过20Mb的染色体区域的拷贝数有无异常，从而诊断染色体玻

影响CGH的主要因素是如何得到足够的DNA.一般要求100ng

～1μgDNA，大约相当1万个细胞所含的DNA量。应该强调

的是，用WGA获取足够数量DNA的同时，还要确保得到

的DNA是准确的复制品。制约CGH临床应用的另一因素是诊

断时间必须缩短，目前的诊断时间大约是7d左右，尚不能满

足临床的需要。 4.其他方面：PGD除了用于遗传病诊断之外

，也可应用于研究人类基因，特别是一些有特殊遗传缺陷的

基因，在发育早期的表达。这对于了解人类胚胎的正常发育

有重要意义。例如对PGD技术用于人类肿瘤易感综合征的易

感性分析。与肿瘤有关的各种抑癌基因与细胞周期的调节、

细胞凋亡的途径及胚胎分化的时机和极性都有密切的关系

。Sutterlin（1999年）等用巢式PCR和单链多态性分析技术，

对单细胞进行视网膜母细胞瘤的易感性分析，在植入前确定

胚胎未来发生肿瘤的可能性大小，为PGD应用于人类胚胎基

因表达的研究开辟了暂新的途径。此外，Delhanty等发现，体

外受精的胚胎存在染色体嵌合现象，虽然还不清楚自然受精

的胚胎是否也有同样问题，但是这些发现无疑对改进诊断程

序设计，甚至在将来改善体外受精的成功率都有重要意义。

百考试题网站整理 二、存在的问题与解决方法 1.等位基因脱

失：等位基因脱失（allele0drop-out，ADO）是影响基因病诊

断的主要因素之一。发生率约为5%～20%.它是指两个等位基

因只能扩增出1个，另1个不能扩出或扩增的数量有限，达不

到诊断的水平。这对于单一基因异常所致的遗传病如常染色

体显性遗传病的诊断有较大影响，容易导致误诊。单纯应



用PCR技术诊断胚胎的性别，也易因ADO而造成误诊。用多

重PCR方法扩增致病基因及其紧密连锁的多态片段，可以降

低因ADO而造成的误诊率。此外，改进样本的制作及用热启

动PCR，也可减少ADO的发生率。Roy（1999年）发现，用设

计好的引物，严格的操作及固定专人及专门用于PGD的设施

，单细胞PCR也可收到良好的效果。 2.污染：这是影响基因

病诊断，产生误诊及诊断失败的另一个重要因素。污染物主

要来源于透明带内残余的精子及母体的卵泡细胞。前者可用

单精子胞浆注射的方法避免，后者可用多重PCR同时检测胎

儿及其父母的DNA指纹加以鉴别。前次诊断残留的扩增产物

，是污染物的另一来源，除了按PCR常规严格操作之外，用

巢式PCR或荧光PCR对减少此类污染很有帮助。 3.FISH的有

关问题：首先是用FISH诊断与年龄有关的非整倍体是否应作

为常规尚有争论。这方面需要进一步的研究。FISH的错误率

约为15%.体外受精期的嵌合体发生率较高、FISH信号尚缺乏

统一的标准等问题都是影响FISH诊断率的因素，这些问题的

解决有赖于多中心大规模的合作研究，以确定合理的分析标

准及标准化的操作程序。 4.多基因异常的诊断问题：涉及多

个突变位点的单基因病诊断、多基因病诊断、染色体组分析

如CGH，都要求获得足够的DNA.目前，相关的研究集中在

用DOP-PCR或PEP方法扩增单细胞DNA方面。DOP-PCR的扩

增效率在80%左右，选择合适的引物有望进一步提高扩增效

率。 5.诊断取材：现行植入前遗传病诊断，主要利用卵裂球

的DNA进行分子诊断或用间期FISH诊断染色体数目异常。与

之相比，用囊胚期细胞进行诊断，可以分析多个细胞，提高

诊断率。利用联合培养或顺序培养（sequentialculture）能够提



高囊胚期细胞培养的成功率。百考试题网站整理 三、展望 在

过去的10年里，PGD取得了显著的成绩，展望未来，PGD技

术可望在下述方面进一步发展。 1.多重突变分析：利用多

重PCR、CGH、WGA，以及间期核转换技术，人们已经能够

诊断涉及不同位点的突变以及全染色体核型分析。但是，这

方面的诊断仍受到一定限制。目前，国外一些研究中心正在

探索DNA芯片技术在PGD领域的应用前景。利用这种技术，

可以同时分析单一细胞内上千种基因突变，能够极大地提高

诊断效率。此外，变性梯度凝胶电泳及单链多态分析技术也

正受到广泛关注。在不远的将来，单细胞将可能有效地用于

诊断多个突变或染色体组核型分析。 2.诊断标准化：目前，

在世界范围内要求PGD的人越来越多，已有的研究中心无法

满足需要，客观上要求将PGD的诊断程序标准化。在我国

，PGD的相关研究尚处在初始阶段，鉴于我国经济基础比较

薄弱，遗传病散在发生的特点，很有必要集中人力、物力，

建立各大区的植入前诊断中心，这对于规范诊断标准，加强

管理，提高诊断水平有重要意义。 3.伦理学研究：PGD中不

可避免地涉及有关伦理学问题，例如植入前诊断中的性别选

择，肿瘤易感性分析都会激起广泛的兴趣。 4.相关领域研究

：在胚胎期发现染色体嵌合、人类胚胎体外的有效培养和定

向诱导分化、人体基因在胚胎早期的特异表达与PGD的深入

研究及发展有密切关系。人类胚胎体外的有效培养和定向诱

导分化，可望使人类能够移植自身的组织或脏器，从而大大

提高器官移植的成功率。许多肿瘤易感综合征的发病都是迟

发性的，并且可以用外科手术进行治疗；也并非所有携带肿

瘤易感基因的个体都会发生恶性肿瘤；PGD可能会使这部分



人在得知自身有较高遗传易感性，容易发生恶性肿瘤的情况

后，注重采取有效的预防措施避免肿瘤的发生。另一方面，

有些肿瘤综合征例如视网膜母细胞瘤发病早，外显率高甚至

完全外显；有些呈多脏器原发肿瘤因而需要多次手术；这部

分人行PGD可能会带来一些问题，例如会使当事者产生心理

及情感上的巨大压力。因此，上述情况是否都适合于进行植

入前诊断，在伦理学方面有较大的争议。可以预见这方面的

研究将是热点之一。医学教育网搜集整理 PGD已在全球50多

个诊断中心开展，并已经积累了一些经验。PGD是一种可行

的产前诊断技术，但是PGD中心相对来说还很少，特别在国

内更是如此，亟待发展。我们相信在不远的将来，PGD将成

为一种标准的产前诊断技术，并造福于人类。"#F8F8F8"

100Test 下载频道开通，各类考试题目直接下载。详细请访问

www.100test.com 


