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α-地中海贫血种植前基因诊断妊娠成功
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摘　要:【目的】探讨种植前基因诊断的临床应用。【方法】对 1 例夫妇均为东南亚缺失型α-地中海贫血携带者 ,经超排

取卵 、卵母细胞单精子显微注射受精及胚胎细胞活检 , 吸取的单个卵裂球采用针对 α-SEA 基因的 gap-PCR引物和荧光探针用

荧光定量 PCR技术进行诊断 , 将诊断为不致病的 3 个胚胎进行宫腔内移植。【结果】胚胎移植后 7 周 B 超诊断单胎妊娠 , 18

周羊膜腔穿刺产前诊断证实为不致病胎儿。【结论】应用成熟的显微操作技术进行胚胎细胞活检 , 活检的单个卵裂球用荧光

定量 PCR技术进行诊断 , 获得国内首例α-地中海贫血胚胎种植前基因诊断后妊娠成功。
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Preimplantation Genetic Diagnosis of Human Embryos with α-Thalassemia　LI X iao-hong1 , ZHU ANG Guang-

lun1 , ZHOU Can-quan1 , CHENG Gang2 , SHU Yi-min1 , ZENG R ui-ping2.(1 .Department of Obstetrics and Gynecology ,

First Af filiated Hospital;2 .Department of Medical Genectics , S un Yat-sen University , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To study the clinical implementation of preimplantation genetic diagnosis.【Methods】One couple(1 cycle)

w ith deletional α- thalassemia of the Southeast A sian type(α-SEA) received preimplantation genetic diagnosis.Ovarian stimulation

w as achieved and transvaginal ultrasound-guide oocy te collections were done 36 hours after HCG injection.Mature oocy tes w ere se-

lected for ICSI.Embryos were biopsied and the removed single blastomere w as amplified by fluorescence quantitative PCR(FQ-PCR)

w ith the gap α-SEA gene primers and probes.T ranscervical uterine transfer of 3 selected no rmal embryos was carried out after DNA

analysis.【Results】P regnancy w as confirmed by the demonstration of one gestation sacs on ultrasonic examination 7 weeks af ter

transfer.Prenatal diagnosis was done at the 18th week and unaffected fetus was identified.【Conclusion】Embryo biopsy can be suc-

cessfully applied.Sing le blastomere can be amplified by fluo rescence quantitative PCR(FQ-PCR).This study represents the first suc-

cessful application of preimplantation genetic diagnosis(PGD)for α-thalassemia in China.
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　　1990年 Handyside 等报道了世界首例性连锁

疾病种植前性别诊断后试管婴儿妊娠成功 ,随后一

些国家相继报道了这一技术的应用[ 1] 。本研究采

用荧光定量 PCR技术 , 选择跨越断裂点的 PCR

(gap-PCR)引物扩增单个胚胎卵裂球 16号染色体

上的 SEA基因 ,首次对曾经两次妊娠 Bart' s水肿

胎儿的 α-地中海贫血(简称地贫)携带者夫妇进行

种植前基因诊断(preimplantation genetic diagnosis ,

PGD)即获成功。现报道如下。

1　资料与方法

1.1　研究对象

本文的治疗对象夫妇均为东南亚缺失型

(SEA)α-地贫携带者。分别于 1994 年及 1996 年

因妊娠 Bart' s水肿胎儿被迫引产。1999年 10 月

在本中心接受 α-地贫的 PGD。

1.2　方　法

1.2.1　超排取卵和卵胞浆内单精子显微注射受精

(ICSI)　控制性超排卵 ,阴道 B超介导下取卵。取

卵后 4 ～ 6 h进行 ICS I , 60 ～ 72 h 观察卵裂。当胚

胎发育到 6 ～ 8细胞时进行胚胎活检[ 2] 。

1.2.2　胚胎细胞活检　在显微镜下观察胚胎的每

个卵裂球 ,用固定针固定胚胎 ,注射针向透明带注

少量的酸性 Tyrodes 液 ,然后样品针吸取卵裂球 ,

一旦卵裂球从胚胎中吸出 ,随即将其从样品针中推

出。活检一完成 ,就将卵裂球移入 0.2 mL Eppen-

do rf管中直至诊断 。活检后的胚胎置于新鲜的

IVF-50培养液中 ,继续培养[ 3] 。

1.2.3　单个胚胎卵裂球的基因分析　单个胚胎卵

裂球的荧光定量 PCR扩增反应总体积为 50μL ,体

系中含 Taq DNA 聚合酶 ,超纯水 , 10×PCR缓冲

液 ,4 种 dNTP(50 μmol/L), α-SEA gap 引物(序
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列:5′-aac tcg g tc g tc ccc act g tc gtc-3′;5′-taa gcg tat

tgg aag cg t gta-3′;5′-gat aca ct t cca gac cca tat at-

3′)及探针(正常序列:5′-gcc ttg g gg agg ttc tag ccc

ctg agc acc-3′;缺失序列 5′-tcc agg ag t tca agg ctg

cag taa gcc atg-3′)。混合好的反应液加到含单个卵

裂球的 Eppendorf管中 ,放入 7700全自动 FQ-PCR

仪进行扩增 ,通过电脑 Sequence detector V1.7a 软

件分析直接给出结果 。

1.2.4　胚胎移植　观察活检胚胎继续发育情况 ,

取卵后 80 h经阴道宫腔内移植诊断为正常的胚胎

2个和不致病的杂合子胚胎 1 个 ,剩余的胚胎冷

存。移植后 2周妊娠试验检查 ,7周 B超检查。

2　结　果

活检 、基因诊断及胚胎移植结果见表 1。移植

后 2周妊娠试验阳性 ,7 周 B超示单胎妊娠 ,18周

羊膜腔穿刺产前诊断为不致病胎儿(杂合子)。

表 1　活检 、基因诊断及胚胎移植结果

Table 1　Results of biopsy , genetic diagnosis and embryo transfer

Eembryo

No.

Before biopsy

Cell(n) Fragment(%)

14h after biopsy

Cell(n) F ragment(%)

Results of FQ-PCR

Normal FAM Mutant TET Diagnosis

Embryo

T ransfer red

　　1 8 　　<10 8 　　<10 + + Hetero zygous +

2 7 <10 6 20 + Homozygous

3 8 <10 6 30 No diagnosis

4 6 20 6 20 + Homozygous

5 5 <10 5 30 + Normal +

6 6 <10 8 <10 + Homozygous

7 8 <10 6 30 + Normal +

8 7 <10 6 20 + Homozygous

9 5 20 3 50 + Normal

10 5 <10 6 <10 + Homozygous

　　FAM :6-carboxy-f luorescein;T ET:4 , 7 , 2' , 7' -tet rachloro-6-carboxyfluoreicein

3　讨　论

3.1　PGD在 α-地中海贫血中的应用

PGD是以体外受精-胚胎移植技术为基础 ,结

合显微操作技术和分子生物学研究特别是单细胞

DNA分析技术发展起来的崭新技术 。PGD既避免

了被动地妊娠遗传病患儿给夫妇带来的痛苦 ,又避

免了产前诊断过程中可能的胎儿流产的风险 ,使人

类有可能主动地控制自身的生殖活动 ,生育健康的

后代 。地贫的 PGD 仅见于 1998 年及 1999 年

Kuliev 等
[ 4 , 5]
的连续报道 ,采用巢式 PCR技术仅对

人 β-地贫几个突变位点进行极体的诊断 ,未能建

立对 α地贫及 β地贫其它突变类型的诊断;他们采

用的方法的缺陷是只能对母源遗传基因进行检测 ,

且常规 PCR产生假阳性结果的风险甚大 。本研究

在建立了稳定可靠的 α-地贫 PGD的新方法后 ,应

用于临床获得成功 ,为 α地贫的预防提供了一个可

供选择的方法。

3.2　胚胎细胞活检及单个细胞的基因分析

PGD技术的难点之一是对体外培养的胚胎进

行活检并保持其发育潜能。胚胎细胞活检较理想

的是在 6 ～ 10细胞期进行。因这时期移去两个细

胞不影响胚胎的继续发育 ,而且胚胎各细胞膜间的

紧密连接还未发生 。本研究中胚胎活检后 14 ～ 18

h胚胎能继续发育 ,移植后获种植成功。

我们选用了荧光定量 PCR[ 6] 进行单个细胞的

基因分析 ,其体系中的荧光探针直接起到了 DNA

探针杂交的作用 ,由于闭管操作 ,且省去了 PCR产

物的后处理 ,有效防止了污染的发生 ,特异性和灵

敏度大大提高。我们对 SEA 型 α地贫 ,采用 gap-

PCR技术结合荧光定量的新型设计进行 PGD ,这

时通过单个卵裂球的检测 ,能明确区分正常 、杂合

子和纯合子 3种基因型 ,双亲的正常与突变等位基

因的出现与否均可被证实 ,等位基因脱扣(allele

drop out , ADO)也可很容易地检测到。避免了ADO

(下转第 276页　to page 276)
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本研究中产后 5 d抑郁组 P 高于对照组(P <

0.05),产后5 d P 水平与产前的差值抑郁组低于对

照组 ,说明产后 5 d 抑郁组 P 下降较对照组缓慢。

正常妊娠孕晚期 P 值达高峰 ,分娩胎盘剥离后 P 水

平应迅速下降。本研究中抑郁组 P 下降缓慢 ,临床

出现的焦虑不安 、情绪变化等症状是否与 P下降缓

慢有关 ,以及产后 P 的延迟下降是否导致产后抑

郁 ,还有待以后进一步研究。

3.4　E2 与产后抑郁症

有流行病学研究表明 ,女性抑郁患病率高于男

性 ,生殖年龄女性抑郁症发病率高于青春期以前及

绝经后女性 ,绝经后雌激素和孕激素水平很低 ,无

周期性变化 ,因此人们推测雌激素的周期性变化可

部分解释上述抑郁症的患病率差异。本研究结果

中产前 E2 抑郁症组高于对照组(P <0.05);产后

两组间比较 ,差异无统计学意义 ,并不能说明雌激

素变化与产后抑郁无关;因产后 5 d , 42 d E2 水平

与产前的差值 ,抑郁组高于对照组(P <0.05),说

明抑郁组 E2下降过快 ,这可能是产后抑郁的病因

之一 ,因妊娠时雌激素逐渐升高 ,孕晚期达最高值

(较非孕时高几百倍),随着分娩胎盘剥离后 ,雌激

素水平迅速下降 ,致脑内和内分泌组织的儿茶酚胺

的作用减弱 , 从而导致相应的情绪和行为的改

变[ 6 ,7] 。雌激素具有多种神经调节功能 ,包括直接

作用和递质调节 ,雌激素可增强神经生长因子及其

受体的表达 ,还可以通过调节血清素及其一些信使

而发挥抗抑郁治疗作用。此外 ,也有舌下含服雌二

醇治疗产后抑郁症痊愈的报道[ 8] 。

总之 ,产后妇女血清中 E 、P 及 PRL 的变化过

快 ,可能对产后抑郁症的发生有一定影响。
(感谢凌莉老师在统计方法上的指导)
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引起的误诊。在本研究中 1/10的卵裂球未明确诊

断 ,分析可能的原因:一是来自胚胎本身的因素 ,如

胚胎有一定比例的退化变性的细胞或活检时卵裂

球的溶解;二是卵裂球处理不当或转送过程中的丢

失;三是 PCR扩增失败。

总之 ,地贫 PGD的研究还刚开始 , α-地贫携带

者 PGD后获临床妊娠成功 ,为进一步的 PGD基础

研究及临床应用打下了基础。
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