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摘 要：【目的】采用多重置换扩增建立一种可靠、准确的植入前遗传学诊断方法，应用于X-连锁严重联合免疫缺陷病

（X-SCID）的植入前遗传学诊断（PGD）。【方法】选择 5个位于致病基因 IL-2受体 γ链（IL2RG）基因两侧的短串联重复序列

（STR）位点对X-SCID家系进行单体型分析，采用多重置换扩增（MDA）对单细胞进行全基因组扩增，对扩增产物采用在家

系分析中具有多态性的 STR位点进行单体型分析，结合位点Amel进行性别诊断，STR位点均采用单重荧光 PCR，同时对

IL2RG基因 exon5进行测序分析。【结果】对家系分析中，共有 3个 STR位点具有多态性。对 10个单淋巴细胞及 10个单卵裂

球进行了预实验：MDA扩增成功率为 100%，对致病基因 IL2RG exon5的行基因测序的检测效率为 100%；对于 3个有多态性

的 STR位点和AMEL，PCR扩增效率为 96.3%(77/80)，等位基因脱扣率（ADO）为 11.5%(7/61)。对该家系进行了一个周期的

PGD，对 7个胚胎进行了诊断，其中 2个为正常胚胎，移植后获得双胎妊娠，早产活产一个健康男婴及一个健康女婴。【结

论】采用多重置换扩增结合致病基因特异性扩增测序检测及单体型分析在单细胞水平对X-连锁严重联合免疫缺陷病进行

检测，两者相结合可避免污染、等位基因脱扣等导致的误诊，提高了PGD诊断效率。
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Abstract:【Objective】To establish a reliable and accurate preimplantation genetic diagnosis (PGD)method using multiple dis⁃
placement amplification (MDA), which can be applied to the diagnosis of X-linked severe combined immunodeficiency disease (X-
SCID).【Methods】Haplotype analysis for the X-SCID family was performedusing five short tandem repeats (STR) markers flanking the
both sides of the interleukin-2 (IL-2) receptor gamma chain (IL2RG) gene. MDA technique was used for single-cell whole genomic
amplification. The products were used as template in polymerase chain reaction (PCR) of informative STR markers found by linkage
analysis for haplotype analysis as well as sequencing of the IL2RG gene exon 5.The amelogenin (AMEL) locus was used to do sex diag⁃
nosis.【Results】Linked analysis revealed 3 STR markers were informative. The method was evaluated with 10 single lymphocytes and
10 single blastomeres. MDA was successful in all single cell. The detection efficiency of gene sequencing of pathogenic IL2RG exon5
was 100%. The PCR efficiency of 3 STR informative markers and AMEL was 96.3%(77/80)and the average allele drop-out (ADO) rate
was 11.5% (7/61). A cycle of PGD was performed on the family, and seven embryos were diagnosed, two of which were normal embry⁃
os. Twin pregnancy occurred after transplantation which were given a healthy baby boy and a healthy baby girl.【Conclusion】In this
study, multiple displacement amplification combined with specific amplification/sequencing of pathogenic gene and haplotype analysis
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严重联合免疫缺陷病（severe combinedimmu⁃
nodeficiency，SCID）为一组由不同基因异常所致严

重 T细胞缺乏（或功能异常），并伴随 B细胞功能

异常的原发性免疫缺陷疾病（primaryimmunodefi⁃
ciency，PID），发病率为 1/（7.5~10）万［1-2］。 SCID的

遗传方式有X-连锁隐性和常染色体隐性遗传两

种，其中X-连锁严重联合免疫缺陷病（X-linked⁃
severe combined immunodeficiency，X- SCID）最常

见，占 SCID病例的 50％~60％［3］，其致病基因为白

细胞介素 2受体基因（IL2RG），定位于X q13.1，有
8个外显子。因 IL2RG缺陷导致 T细胞发育过程

中细胞内信号转导障碍，引起严重的T细胞缺陷。

X-SCID治疗效果欠佳，对有家族史或者携带者夫

妇行产前诊断可避免患儿的出生［4］。植入前遗传

学诊断（preimplantation genetic diagnosis，PGD）可

以在胚胎移植前进行诊断，选择正常或遗传表型

正常的胚胎进行移植，可避免传统孕中期产前诊

断因胎儿异常导致的引产，具有重要的优生意

义。本文阐述了采用单细胞多重置换扩增结合单

体型分析及致病基因测序建立的X-SCID的 PGD
方法，并成功进行了临床应用，诞生了一对健康的

男、女性婴儿。

1 材料与方法

1.1 研究对象

女方 34岁，男方 38岁，G4P1A3，曾生育一个

X-连锁严重联合免疫缺陷病患儿，该患儿于 3月

大时出现发复发热后基因诊断为 IL2RG exon 5，
736G＞T，患儿于 11月大时夭折。女方为X-连锁

严重联合免疫缺陷病携带者，男方 IL2RG基因检

测未见异常，后于早孕期行 3次人工流产（家系图

详见图 1）。该项目经中山大学附属第一医院伦

理委员会批准。患者已签署知情同意书。

1.2 单细胞预实验

采用女方外周血分离的 10个单淋巴细胞及

10个单卵裂球（废弃胚胎标准：于本生殖医学中

心行 IVF-ET或 ICSI-ET，取卵后第 3天因细胞数

少于 4个，或细胞数正常但碎片>35%不适合移植

或冻存且均为正常受精）进行预实验［5-6］。所有分

析的单细胞采用MDA扩增试剂（Repli-g kit试剂

盒Qiagen，Germany）进行MDA，步骤同前研究［7］。

1.3 基因突变检测和单体型分析

提取夫妇双方外周血基因组DNA，由于先证

者已去世，采用其生前行基因检测时保存的DNA
标本进行家系分析。本研究共选用 6个基因位点

进行评估，包括致病基因 IL2RGexon 5、AMEL及 5
个位于 IL2RG 基因上下游 2Mb 以内的 STR 位点

（DXS339、DXS106、DXS453、DXS227、DXS991）［8-10］

（表 1）。对家系成员的基因组DNA进行单体型分

析，选择有多态性的 STR位点，对单细胞的MDA
产 物 只 进 行 有 多 态 性 的 STR 位 点 、AMEL 和

IL2RGexon 5测序检测。

1.3.1 荧光 PCR 检测 STR 位点及 IL2RGexon 5
测序的引物序列均参考相关文献［8-10］合成（表 1），

STR位点正向引物 5’端采用荧光素 6-FAM标记。

1.3.2 PCR 反应体系及反应条件 PCR 反应体

系：25 μL，含 2.5 μL 10 × PCR buffer，2 mmol/L的

MgCl2，0.2 mmol/L dNTP，正反向引物各0.2 μmol/L，
3 μL的 1/100稀释的MDA产物或外周血DNA，1 U

in the single cell level of X-linked severe combined immunodeficiency disease were performed. The protocol can avoid misdiagnosis
caused by contamination and ADO, and improve the diagnostic efficiency of PGD.

Key words: X-linked severe combined immunodeficiency;preimplantation genetic diagnosis(PGD);multiple displacement amplifi⁃
cation(MDA);short tandem repeat (STR) ;haplotype analysis

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（6）：956-960］

图 1 X-SCID家系系谱图

Fig.1 Pedigree analysis for the X-SCID family
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的 Taq 酶。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min 预变性，

95 ℃ 30 s变性、58 ℃1 min退火、72 ℃ 1 min延伸，

共 35个循环，72 ℃ 7 min。
1.3.3 ABI 3100基因分析仪分析 STR扩增产物

及限制性内切酶酶切后的产物在ABI 3100基因分

析仪上进行毛细管电泳。

1.3.4 基因测序 采用 PCR扩增后产物送英俊

公司进行基因测序。

1.4 植入前遗传学诊断

促排卵采用长效长方案，达菲林 0.8 mg垂体

降调节，于降调节后 16 d（来月经第 4天）采用果

纳芬 225 U启动，后加针到 300 U，共用 13 d，当有

两个主导卵泡直径≥18 mm时采用艾泽 250 μg扳
机，36 h后B超介导下经阴道取卵。取卵后 4~6 h
行卵胞浆内单精子注射（intracytoplasmicsperm in⁃
jection，ICSI），授精后 16～18 h观察受精情况，如

可见两个原核和两个极体视为正常受精。胚胎用

HTF 培养液培养，于取卵后第 5 天和第 5 天早

上观察胚胎，对所有囊胚进行滋养层细胞活

检，每个囊胚活检 5~10 个细胞，活检方法同既

往研究［11］，活检后的囊胚单独进行玻璃化冷冻。

选择 PGD结果正常的胚胎于冻融胚胎周期进行

移植。于胚胎移植后 14 d查血HCG确定是否妊

娠，于胚胎移植后 3周行经阴道 B超确定是否临

床妊娠，于孕中期行产前诊断验证PGD结果。

2 结 果

2.1 家系单体型分析

采用 5个 STR位点对先症者、夫妇双方 DNA
进行检测，共有 3 个位点具有多态性，分别为：

DXS106、DXS453、DXS991，通过先证者的单体型

分析结果可以区分出母亲两条X染色体分别为异

常的单体型和正常单体型（图 2）。

2.2 IL2RG exon 5基因测序结果

特异性扩增 IL2RG exon 5，在单细胞MDA产

物中也能准确进行测序分析，父亲（正常）显示

e.736位点为单一的G峰（c.736G），提示其基因型

为纯合野生型；母亲（携带者）显示为G／T杂合双

峰（c.736G和 T），提示其基因型为杂合型（测序结

果见图 3）；先证者（患者）显示为单一的 T 峰

（c.736T），提示其基因型为纯合突变型。

2.3 预实验结果

将母亲来源的 10个单个淋巴细胞及 3个废胚

来源的10个单个卵裂球进行MDA扩增，MDA扩增

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences used for analysis

Locus
DXS339
DXS106
DXS453
DXS227
DXS991
AMEL
IL2RG exon 5

Forward（5’-3’）
FAM-ATGAAATAGCCCAGTACTCC
FAM-CCTGTACTCCTAGGTATTTGT
FAM-GCCCCTACCTTGGCTAGTTA
FAM-GTCAGAATAGAAGGCTCCACC
FAM- TAGCTAAAAATGTATGAGTA
FAM- CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG
AGTAGCACAGATGACACTGGTGG

Backward（5’-3’）
TCTGCTATAACCACACCATC
AGAGAGCCAAATCAAGAATGC
AACCTCAGCTTATACCCAAG
CCTACCTCCTCAGTGCCTCTT
AATAGTGTTTTCCTAAGGG
ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG
TAGAAAGGCTGGGGTGTTGG

图 2 X-连锁严重联合免疫缺陷病家系单体型分析

Fig.2 Haplotype analysis for the X-SCID family

DXS106 86
DXS453 173
DXS991 280

102 108
177 163
280 284

DXS106 102
DXS453 177
DXS991 280

maternal affected haplotypematernal normal haplotype
paternal normal haplotype
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效率为 100%（20/20）。对于致病基因 IL2RG exon5
的测序检测效率为 100%，所有单淋巴细胞中均检

测出 G 和 T 的杂合信号，未出现等位基因脱扣

（ADO），10个单卵裂球诊断结果均为G；对于可用

的 4个 STR，PCR扩增效率为 96.3%（77/80），等位

基因脱扣率为 11.5%（7/61）。所有空白对照未检

测出阳性结果。

2.4 植入前遗传学诊断结果

共获卵 10个，均为MⅡ，正常受精 10个，形成

4个Day5囊胚及 3个 6 d囊胚，共 7个胚胎进行活

检，均MDA成功，PCR扩增效率 100%（35/35），总

ADO率为 15.8%（3/19），通过单体型分析结果验证

IL2RG exon 5测序均未出现ADO，DXS453位点出

现 2次ADO，DXS991位点出现 1次ADO。PGD结

果示 4个携带者胚胎、2个正常胚胎及一个异常胚

胎（表 2）。2个正常胚胎于冻融周期移植后获得

双胎妊娠，于孕 18 周行羊水产前诊断，结果与

PGD结果相符，于孕 34周剖宫产下健康双胎，男

婴体质量为 2.8 kg，女婴 2.15 kg，于出生一个月后

行 IL2RG基因诊断均未见异常，与 PGD结果及产

前诊断结果相符。

3 讨 论

X-连锁严重联合免疫缺陷病的致病基因

IL2RG定位于X 染色体 q13.1，含有 8个外显子，全

长 4145个碱基对。目前国际上已经报道了 264种
IL2RG突变引起的 SCID［13-14］。本例患儿的 IL2RG
突变位于第 5个外显子处，736位碱基 G突变为

T，此种突变类型国内已有报道［15］。该病例女方

被证实为携带者，男方为正常，女方的姐姐也是

携带者。

由于 X-SCID是 X-连锁隐性遗传性疾病，若

女方为携带者，其生育的女性子代中一半为携带

者一半为正常，生育的男性子代中一半为患者一

半为正常。既往采用性别诊断行 PGD，往往选择

图 3 IL2RG exon 5测序图

Fig.3 Sequencing picture of IL2RG exon 5

A：Farther（normal：G） B：Mother（carrier：G and T） C：proband（affected：T）

ET：embryo transfer

表 2 临床植入前遗传学诊断结果

Table 2 Clinical PGD results

Site
DSX106
DSX453
DSX991
AMEI
IL2RG
Diagnosis carrier
Outcome

E1
86 102
173 177
280 280

102
G/T

carrier

E2
108
163
284

102 108
G

normal
ET

E3
102
177
280

102 108
T

affected

E4
86 102
173 177
280 280

102
G/T

carrier

E5
86 102

ADO 177
280 280
102 108

G/T
carrier

E6
86 108

173 ADO
ADO 284

102
G

normal
ET

E7
86 102
173 177
280 280
102 108

G/T
carrier
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女胚进行移植，导致一半的正常男胚丢失，生育的

女婴也面临将来的生育风险。建立一种可以对

X-SCID致病基因进行检测的PGD方法对X-连锁

严重联合免疫缺陷病携带者家系具有重要的意

义。在单细胞水平，由于可以检测的DNA物质极

少，仅 6~8 pg，既往采用巢式PCR等方法进行PGD
体系的建立往往需要对PCR的反应条件及反应体

系进行反复优化，难度大耗费时间长。采用全基

因组扩增（whole genome amplification，WGA）作为

种植前遗传学诊断的第一步，增加起始模板量，再

进行多个基因位点检测，可以大大增加单细胞分

析的准确性和可靠性［5］，而且MDA可以直接采用

外周血DNA扩增的条件及体系进行 PCR，大大减

少建立新体系所需要的时间，本病种我们仅采用

2个月的时间即已建立了该 PGD体系。在多态性

座位中，STR位点的等位基因数目较多，已被广泛

应用于 PGD中。但是 STR位点与致病基因之间

仍有一定的距离，减数分裂过程中可能发生染色

体交换和基因重组，破坏这种连锁关系，因此为减

少因为基因重组所引发的误诊，在单体型分析时

应尽可能纳入更多紧密连锁的 STR位点，而且致

病基因两端都必须要有有多态性的位点，本研究

采用了 5个 STR位点进行检测，最后有 3个具有多

态性（一个位于 3’端，2个位于 5’端），可用于单体

型分析。由于单细胞DNA产物量极少，采用全基

因组扩增容易出现优势扩增或者等位基因脱扣

（ADO）。既往的研究报道，单细胞 MDA 产物的

ADO率为 0 ~ 60%［16］。我们既往的研究对单细胞

MDA体系进行了优化，该诊断系统已经成熟应用

于多个病种中［11］。在既往的研究中，对单细胞

MDA 过程中的操作细节进行了严格控制，ADO
率为 8.5%［17］。在本病种的预实验中致病基因的

测序结果良好，未发生扩增失败或者等位基因脱

扣现象；对于 4 个 STR 位点，PCR 扩增效率为

96.3%（77/80），等位基因脱扣率（ADO）为 11.5%
（7/61）。本研究在预实验中采用单细胞进行诊断

效率的验证，随着我们中心活检技术的更新，我们

逐渐在临床应用中采用囊胚期滋养层细胞活检替

代卵裂胚期单卵裂球活检，囊胚活检可活检的细

胞更多，为 5~10个，降低了单细胞在胚胎转移中

丢失的发生率，也提高了MDA的扩增效率。向患

者交代 PGD过程中可能出现基因重组或ADO等

导致误诊的风险后，进一步进行了临床应用。在

临床 PGD中，7个胚胎MDA成功率为 100%，整体

PCR扩增效率 100%，ADO率为 15.8%（3/19），7个

胚胎的基因测序结与单体型分析结果相符。3次

ADO中两次ADO出现在 6号胚胎，6号胚胎基因

测序结果为正常胚胎，DXS991位点出现 284 bp片
段，DXS106位点出现 86和 108 bp两个片段，说明

该胚胎获得了母源的正常单体型，因此为正常胚

胎。由于MDA结合单体型分析及基因测序检测，

无法于 24 h内出结果，因此对所有囊胚进行了冷

冻，在后续冻融胚胎周期进行移植，该家系在移植

两个冻融囊胚后获得双胎妊娠，于孕 18周行产前

诊断，结果与 PGD结果相符，后剖腹产双活胎，行

IL2RG基因诊断均未见异常，现均体健。

总之，采用MDA结合单体型分析及致病基因

测序检测进行 X-连锁严重联合免疫缺陷病的

PGD，提高了基因诊断的准确性，降低了误诊率，

为具有X-连锁严重联合免疫缺陷病遗传风险的

家系提供一种有效的优生选择。
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