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【摘要】　分析 Ｍｅｄｌｉｎｅ引文出版的临床试验主要证据与荟萃分析结果，并参照欧洲人类生殖与胚胎学会ＰＧＤ分会、美国

ＰＧＤ国际协会发布的相关指南，由中华医学会生 殖 医 学 分 会 专 家 共 同 制 定 了ＰＧＤ／ＰＧＳ实 验 室 技 术 指 南。通 过 建 立 标 准 操

作流程和有效的质量管理体系，规范ＰＧＤ／ＰＧＳ相关实验室技术的实践与管理。
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背　　景

遗传性疾病是出生缺陷的主要形式，绝大部分遗

传性疾病缺乏有效治疗方法，是人类生殖健康面临的

严峻挑战。植入前遗传学诊断／筛查（ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ／ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＰＧＤ／ＰＧＳ）是在胚胎植入

子宫前对胚胎进行遗传学检测，选择正常或者不致病

胚胎移植。ＰＧＤ主要针对事先已经明确病因的遗传

性疾病患者，在种植前对胚胎进行相应遗传学诊断，
主要包括单基因病（如地中海贫血、遗传性耳聋等）和
染色体病（如罗氏易位、相互易位等）。而ＰＧＳ主要

针对高龄、反复助孕失败、反复自然流产等患者，进行

植入前胚胎的染色体非整倍性检测。

ＰＧＤ／ＰＧＳ技术从源头上避免了遗传性缺陷胚胎

的种植，较之传统的产前筛查具有明确的时间优势，

避免可能的治疗性引产给母体带来的生理、心理伤害

以及伦理 问 题。ＰＧＤ／ＰＧＳ技 术 的 设 想 最 早 由Ｅｄ－
ｗａｒｄｓ提出，１９６８年开始动物试验［１］，此后不断拓展。

ＰＧＤ／ＰＧＳ技术的临床应用已有近３０年的历史。伴

随胚胎培养与活检技术、新型高通量诊断方法的发展，

ＰＧＤ／ＰＧＳ的临床应用范围更加广泛。如何减少体外

操作对胚胎发育潜能的影响，同时提高检测结果的可

靠性，仍是ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室技术中亟待规范的问题。

方　　法

在中华医学会生殖医学分会的倡议和领导下，分
析１９７３～２０１６年 Ｍｅｄｌｉｎｅ引文出版的临床试验主要
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证据 与 荟 萃 分 析 结 果，以“ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ”或 “ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ”为

ＭｅＳＨ　Ｔｅｒｍｓ，检出文献２　７４６篇。参照欧洲人类生

殖与胚 胎 学 会（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｐｒｏ－
ｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｌｏｇｙ，ＥＳＨＲＥ）ＰＧＤ分 会２００５年

发布的ＰＧＤ／ＰＧＳ临 床 指 南［２］、２０１１年 发 布 的ＰＧＤ
中心组织管理［３］、基于扩增方法的检测技术［４］、基于

ＦＩＳＨ方法的检测技术［５］和活检技术［６］等４个方面的

指南，以及美 国ＰＧＤ国 际 协 会（Ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　Ｇｅ－
ｎｅｔｉｃ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，ＰＧＤＩＳ）２００８年

修订的ＰＧＤ操作流程及实验室质量保障指南［７］、中

华医学会生殖医学分会２０１７年试行的“高通量基因

测序 植 入 前 胚 胎 遗 传 学 诊 断 和 筛 查 技 术 规 范（试

行）”［８］，由中华医学会生殖医学分会实验室学组的专

家共同讨论，制定此ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室技术指南，以

期规范ＰＧＤ／ＰＧＳ相关实验室技术的实践与管理。
一、指南发起和支持单位

本指南由中华医学会生殖医学分会发起和负责

制订。
二、指南注册与计划书撰写

本指南已 在 国 际 实 践 指 南 注 册 平 台（Ｉｎｔｅｒｎａ－
ｔｉｏｎａｌ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙ　Ｐｌａｔｆｏｒｍ，ＩＰＧＲＰ）
进行了 注 册（注 册 号 为ＩＰＧＲＰ－２０１７ＣＮ０４０），读 者

可联系该注册平台索要指南的计划书。

　　三、指南使用者与目标人群

该指南适用于开展胚胎植入前遗传学诊断与筛

查技术的医疗机构。指南的使用人群为从事生殖医

学和妇产科学的医务工作者。
四、证据评价与分级

依据循证医学证据的五级证据等级进行分级。Ⅰ
级证据来源：按照特定病种的特定疗法收集所有质量

可靠的ＲＣＴ以及对其所做的系统性评价或 Ｍｅｔａ分

析；Ⅱ级证据来源：单个的样本量足够的ＲＣＴ研究；Ⅲ
级证据来源：设有对照组但未用随机方法分组的研

究；Ⅳ级证据来源：无对照的系列病例观察；Ⅴ级证据

来源：专家意见、个案报道和临床总结。
主要推荐意见证据级别分为：Ａ级：强力推荐（证

据肯定，能改善健康结局，利大于弊）；Ｂ级：推荐（有较

好证据，能改善健康结局，利大于弊）；Ｃ级：不作为常规

推荐（有证据能改善健康结局，但无法明确风险获益

比）；Ｄ级：不推荐（证据不足或对健康结局弊大于利）。
五、指南的传播与实施

指南发布后，将主要通过以下方式对指南进行

传播和推广：①在相关学术会议中进行解读；②有计

划地在中国部分省份组织指南推广专场，确保医务

工作者充分了解并正确应用本指南；③在学术期刊

中发表本指南；④通过微信或其他媒体进行推广。

结　　果

表１　主要推荐意见

项目及推荐内容 推荐级别

实验室管理

　ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室应建立标准操作流程和人员专项培训制度 Ａ

　ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室应建立严格的内部质控制度，并获得ＰＧＤ资格认证 Ａ
授精与胚胎培养方式

　授精采用ＩＣＳＩ方式，以避免亲源遗传物质的污染 Ａ

　卵子与胚胎培养采用单滴培养方式，以确保胚胎和活检材料、活检结果一一对应 Ａ
胚胎活检方法

　胚胎活检时机选择滋养层细胞活检 Ａ

　滋养层细胞活检透明带打孔采用激光法 Ａ

　滋养层细胞活检方法采用激光或机械切割法 Ｂ

　滋养层细胞活检数量要求：滋养层细胞达到Ａ级标准可活检６个以上细胞，达不到Ａ级标准时活检３～６个细胞 Ｂ
活检胚胎的冻融

　活检胚胎采用玻璃化冷冻方法保存 Ｂ
遗传学检测方法

　染色体疾病的遗传学检测 可 采 用 芯 片 类（如ＳＮＰ芯 片）或 者 ＮＧＳ检 测 方 法。单 基 因 病 检 测 可 采 用 基 因 的

ＰＣＲ扩增和／或测序技术。对突变位点检测同时在其附近寻找分子标记做连锁分析，以降低ＰＣＲ方法的误诊率
Ｂ

　芯片类方法用于ＰＧＳ的检测结果具有较高的一致性 Ａ
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　　一、ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室管理

指南意 见：ＰＧＤ／ＰＧＳ实 验 室 应 建 立 标 准 操 作

流程和人员专项培训制度。

ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室应建立在经省级医疗行政管

理部门批准开展植入前遗传学诊断技术的试点或正

式运行的医疗机构。ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室应具备的场

地、设备、人员要求参照中华医学会生殖医学分会的

“高通量基因测序植入前胚胎遗传学诊断和筛查技

术规范（试行）”［８］。

ＰＧＤ／ＰＧＳ 实 验 室 应 建 立 标 准 操 作 流 程。

ＰＧＤ／ＰＧＳ操作手 册 应 包 括 授 精 与 胚 胎 培 养、胚 胎

活检、遗传学检测、胚胎冻融、胚胎移植等相关技术

流程和操作细节要求，并及时更新，定期进行自查。

ＰＧＤ／ＰＧＳ针对的是单细胞或几个细胞的微量

ＤＮＡ，遗传诊断 的 难 度 大，对 诊 断 结 果 的 可 靠 性 要

求也 更 高。因 技 术 的 特 殊 要 求，ＰＧＤＩＳ 推 荐 对

ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室 技 术 人 员 进 行 严 格 的 专 项 培 训。
为避免外源性细胞或ＤＮＡ污染，在实施ＰＣＲ操作

时尤其需要严格遵循操作规范。在缺少单细胞诊断

正规培训的情况下，生殖中心可通过强化安全教育

和操作流程的监督，使其严格落实标本标记及确认

的双人核对制度；通过加强对仪器与操作技术的训

练，使其熟练掌握授精与胚胎培养、胚胎活检等核心

操作技术；通过数据收集与分析水平的训练，使其提

高ＰＧＤ结果 的 判 别 技 能 以 甄 选 可 供 移 植 的 胚 胎。

ＰＧＤ／ＰＧＳ检测应严格遵守国家法律及卫生行政部

门颁发的法 规，严 格 禁 止 无 医 学 指 征 的 性 别 筛 查，

ＰＧＤ／ＰＧＳ报 告 中 必 须 隐 藏 与 胚 胎 性 别 相 关 的

信息。
二、ＰＧＤ／ＰＧＳ采用的授精与胚胎培养方式

指南意见：授 精 采 用ＩＣＳＩ方 式，以 避 免 亲 源 遗

传物质的 污 染。卵 子 与 胚 胎 培 养 采 用 单 滴 培 养 方

式，以确保胚胎和活检材料、活检结果一一对应。

ＰＧＤ／ＰＧＳ患者的授精方式与胚胎培养模式的

选择，需充分考虑到ＰＧＤ／ＰＧＳ操作的需要，同时避

免父源和母源性遗传物质污染的可能。

１．授精方 式：ＥＳＨＲＥ　ＰＧＤ协 会 统 计 连 续１０
年的ＰＧＤ／ＰＧＳ数据，其中采用ＩＣＳＩ授精方式的有

２３　８３０个周期、采 用ＩＶＦ方 式３　１１３个 周 期［９］（Ⅲ
级）。绝大 部 分 ＰＧＤ／ＰＧＳ周 期 采 用ＩＣＳＩ授 精 方

式，保障受精率同时，避免精子滞留透明带中造成父

源遗传物质的污染［２，９］（Ⅲ级）。ＩＣＳＩ前去除颗粒细

胞操作应将卵周颗粒细胞清除干净以避免母源遗传

物质的污染［１０］。

２．胚胎培养方式：胚胎活检之前的培养模式同

常规ＩＶＦ周期［１１］，建议单滴培养。活检过程中需要

严格标识。活检后卵子或胚胎行单滴培养，也可以

单枚卵子或胚胎放置单独培养皿，确保活检标本与

活检后卵子或胚胎一一对应［６］。活检后卵子或胚胎

应充分洗涤祛除活检使用的操作液［６］。
三、ＰＧＤ／ＰＧＳ采用的卵子与胚胎活检方法

指南意 见：胚 胎 活 检 时 机 选 择 滋 养 层 细 胞 活

检。滋养层细胞活 检 透 明 带 打 孔 采 用 激 光 法。滋

养层细胞活检方 法 采 用 激 光 或 机 械 切 割 法。滋 养

层细胞活检 数 量 要 求：滋 养 层 细 胞 达 到 Ａ级 标 准

可 活检６个以上细胞，达不到Ａ级标准时活检３～
６个细胞。

（一）活检时机

ＰＧＤ／ＰＧＳ是 针 对 植 入 前 胚 胎 进 行 遗 传 学 诊

断，卵 子（极 体 活 检 间 接 反 映 胚 胎 遗 传 信 息）、分

裂 期 胚 胎 或 囊 胚 三 个 阶 段 都 可 以 进 行 活 检，获 取

遗 传 物 质，进 行 遗 传 学 诊 断。因 此，根 据 活 检 时

机 的 不 同 可 分 为 极 体 活 检、卵 裂 球 活 检 和 囊 胚 滋

养 层 细 胞 活 检。

１．极体活检：极 体 活 检 包 括 ＭⅡ期 卵 细 胞 和／
或合子中进行极体的活检，分为第一极体活检和第

二极体活检。第一极体活检于取卵当天即 ＨＣＧ注

射后３６～４２ｈ进 行［１２］，第 二 极 体 活 检 在 受 精 观 察

当日［１３］。可 在 受 精 后９～２２ｈ内 同 时 活 检 第 一 极

体和第二极体，但是受精２２ｈ第一极体有可能发生

降解［１４］（Ⅲ级）。极体活检用于ＰＧＤ／ＰＧＳ基于：极

体是卵子减数分裂过程中的产物，根据其检测结果

可以间接推测卵子的遗传信息，从而预测来自母亲

的遗传缺陷对胚胎的影响。极体活检相比植入前其

他阶段具有较少的侵入性，来自第一次减数分裂的

第一极体或来自第二次减数分裂的第二极体，对于

植 入 前 及 植 入 后 胚 胎 的 发 育 影 响 较 小。Ｓｔｒｏｍ
等［１５］对经连续极体活检的ＰＧＤ周期诞生的１０９个

胎儿进行生产和新生儿结局的调查，结果显示经双

极体活检后出生胎儿的身长和体重，以及出生缺陷

方面都没有显著差异（Ⅲ级）。
由于极体活检只能间接反映母方遗传信息，临

床应用较为局限。由于有丝分裂和父系来源的非整

倍体性不能 被 检 测 到，Ｃａｐａｌｂｏ等［１６］报 道 极 体 活 检

具有较高的假阳性和假阴性率（Ⅲ级）。同时极体活

检尚不能预测胚胎的发育状况，活检样本量多，也存
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在无效活检。极体活检结果也需要胚胎活检结果的

验证［６］。近几十年来，欧洲极体活检的比例 已 由 原

先的１０％～１５％进一步下降。

２．卵裂球活检：卵裂球活检是在胚胎发育６～８
细胞左右时，吸取１～２个卵裂球进行遗传学检测。
此阶段的卵裂球被认为具有全能性。与极体活检相

比，卵裂球活检的优势在于可以同时诊断父方和母

方染色体异常或单基因疾病。卵裂球活检直接检测

胚胎的遗传信息，并且可以剔除未受精和质量差的

胚胎，减少活检样本数量［１７］。但分裂期胚胎活检减

少胚胎细胞 数 量，可 能 损 伤 胚 胎，降 低 胚 胎 发 育 潜

能［１８］（Ⅱ级）。分裂期胚胎有４０％～６０％为嵌合体，
对于嵌合体胚胎，卵裂阶段单个卵裂球的检测并不

能完全代表整个胚胎的遗传信息，导致漏诊和异常

胚胎的移植［６］。

３．滋养层细胞活检：滋养层细胞活检是在受精

后５～６ｄ，胚胎发育至囊胚阶段时，取一定数量的滋

养层细胞用于遗传检测。囊胚阶段胚胎细胞数量显

著增加，获得的滋养层细胞数可达１０个，能够提供

更多的细胞用 于 检 测，从 而 提 高ＰＧＤ／ＰＧＳ诊 断 结

果的准确性。此阶段胚胎嵌合减少，也提高了检测

的准确性，并且滋养层细胞将来发育成胎盘，降低了

活检对胚胎发育的影响［６］。但滋养层细胞活检需要

胚胎发育到囊胚阶段，要求具备一定的胚胎培养条

件，胚胎有持续发育能力。约有４０％的正常受精卵

可在体 外 发 育 至 囊 胚 阶 段，也 限 制 了 可 供 ＰＧＤ／

ＰＧＳ诊断的 胚 胎 数 目。滋 养 层 细 胞 活 检 结 果 也 可

能存在与内细胞团的不一致性。
卵裂球活检和滋养层细胞活检是常用的胚胎活

检时机。随机配对试验结果显示，囊胚活检没有降

低胚胎种植潜能（囊胚活检与未活检者的种植率为

５１％ｖｓ．５４％），而分裂期胚胎活检显著降低了胚胎

种植潜能（分裂期胚胎活检与未活检者的种植率为

３０％ｖｓ．５０％）［１９］（Ⅱ级）。比 较 囊 胚 活 检（Ｄａｙ５活

检，Ｄａｙ６移植）和分裂期胚胎活检 后 培 养 至 囊 胚 移

植（Ｄａｙ３活检，Ｄａｙ５移植）的临床结局显示，囊胚活

检 的 诊 断 率 和 胚 胎 种 植 率 均 高 于 分 裂 胚 活 检

（９４．３％、４７．６％ｖｓ．７５．２％、２６．７％）［２０］（Ⅱ级）。鉴

于囊胚期活检 的 优 势，越 来 越 多 的ＰＧＤ／ＰＧＳ周 期

采用滋养层细胞活检方式。
（二）活检方法

ＰＧＤ过程中的 胚 胎 活 检 是 一 种 创 伤 性 显 微 操

作，有可能影响活检后胚胎发育能力。在进行胚胎

活检 之 前 需 要 在 透 明 带 上 打 孔 或 者 部 分 透 明 带

切除。

１．透明带打孔方法：透明带打孔主要有３种方

法：化学法、机械法和激光法。化学法主要是利用酸

性液体消化透明带形成孔洞，由于酸性液体可能会

影响胚胎发育，目前很少应用；机械法利用活检针机

械摩擦透明带，形成孔洞，虽不存在化学物质对胚胎

的不利影响，但显微操作技术难度相对高，操作时间

过长会影响胚胎的细胞骨架，应用也不广泛；激光法

利用激光消除透明带，操作简单，可任意调节孔洞大

小，不直接接触胚胎，对胚胎发育影响小，是透明带

打 孔 最 为 常 用 的 方 法。Ｍａｇｌｉ等［２１］报 道 极 体 活 检

时，机械或者激光法打孔对活检成功率的影响无统

计 学 差 异 （Ⅲ 级）。ＥＳＨＲＥ　ＰＧＤ 协 会 ２０１０ 年

ＰＧＤ／ＰＧＳ病例统计显示，激光法、化学法和机械法

的应用例数分别为４　２５０例、９５８例、４４３例［２２］。
透明带打孔的时机选择，极体、分裂期胚胎活检

一般在活检当时进行；囊胚期活检可在第３天或第

５天进行透明 带 打 孔［２０，２３］（Ⅱ级、Ⅲ级）。第３天 打

孔时可以选择卵裂球与透明带的间隙处，避免对胚

胎细胞的伤害；第５天时囊胚已经扩张，能够确定胚

胎内细胞团所在位置，可以选择在内细胞团对侧进

行开口，方便活检。

２．胚胎活检 方 法：对 于 分 裂 期 胚 胎，活 检 在 无

钙／镁离子的溶液中进行，以降低活检细胞裂解的比

率［２４］。活检方法主要有抽吸法、机械切割法和激光

切割 法。抽 吸 法 直 接 吸 取 极 体［１２］和 分 裂 期 卵 裂

球［２５］，对囊胚 而 言 可 以 在 疝 形 成 后 使 用 激 光 法［２１］

或机械切割 法 获 取 滋 养 层 细 胞［２６］。目 前 常 用 的 做

法是在第３天或第５天时将透明带开口，待滋养层

细胞从开口 处 孵 出，形 成 疝，对 孵 出 细 胞 进 行 取 样

检测［２３，２７］。

３．活检对配子与胚胎质量的影响：分裂期胚胎

可以活检１～２个细胞。相对于活检对胚胎造成的

损伤而言，分裂期胚胎本身的质量与囊胚发育率之

间的相关性 更 高［１８］（Ⅱ级）。活 检２个 细 胞 较１个

细胞降低 囊 胚 发 育 率［１８，２８］（Ⅱ级）。但 活 检１个 细

胞降低了ＰＣＲ的诊断效率（８８．６％ｖｓ．９６．４％），而

对ＦＩＳＨ方 法 的 诊 断 效 率 没 有 影 响［１８］（Ⅱ级）。两

者的活产率相当［１８］（Ⅱ级）。
胚胎发育至囊胚时大约有１００～１５０个细胞，可

以提供更多的细胞用于检测。滋养层细胞活检时，
诊断率随活检细胞数的增加而提高，１～５个细胞的
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诊断率从８６．７％上升到９８．７％，当活检细胞大于６
个细胞时 诊 断 率 达 到 最 大［２９］（Ⅲ级）。而 滋 养 层 细

胞活检数量对临床结局的影响则和滋养层本身的发

育状况紧密相关，当滋养层细胞达到 Ａ级 标 准 时，
活检细胞数量的多少对胚胎存活和种植率没有显著

影响，而当滋养层细胞在Ｂ、Ｃ级时，活检细 胞 数 量

虽然对胚胎存活没有显著影响，但胚胎种植率随活

检细胞数量的增加而下降［２９］（Ⅲ级）。
研究胚胎活检对新生儿结局的影响，显示胚胎

活检后虽然出生胎龄降低，但活检本身不会对宫腔

内生长限制或者低体重造成影响［３０］（Ⅱ级）。
四、ＰＧＤ／ＰＧＳ活检胚胎的冻融

指南意见：活检胚胎采用玻璃化冷冻方法保存。
囊胚活检提供给遗传学分析的时间较短，通常

需要冻存胚胎［６］。ＰＧＤ／ＰＧＳ活检后胚胎的冷冻与

复苏方法，参照未活检胚胎的冻融方法［６］。活 检 后

胚胎玻 璃 化 冷 冻 存 活 率 高 于 慢 速 冷 冻［３１］（Ⅱ级）。
分裂期胚胎 活 检 后 的 冷 冻 存 活 率 要 低 于 完 整 胚 胎

（６４．０％ｖｓ．９２．０％），而 囊 胚 期 胚 胎 活 检 后 的 冷 冻

存 活 率 不 低 于 完 整 胚 胎（９５．７％ ｖｓ．８１．４％）［３２］

（Ⅲ级）。Ｄ３胚胎活检后培养至囊胚冷冻，Ｄ５囊 胚

的存 活 率 高 于 Ｄ６囊 胚［３３］（Ⅲ级）。因 此，行 囊 胚

期玻璃化冷冻是活 检 胚 胎 冷 冻 保 存 的 可 行 且 有 效

方法。
活检胚胎在冷冻过程中要一一对应，避免混淆。

胚胎编号要与检测样本以及诊断报告中保持一致，
避免人为的误诊。

五、ＰＧＤ／ＰＧＳ的遗传学检测方法

指南意见：染色体疾病的遗传学检测可采用芯

片类（如ＳＮＰ芯片）或者ＮＧＳ检测方法。单基因病

检测可采用基因的ＰＣＲ扩增和／或测序技术。对突

变位点检测 同 时 在 其 附 近 寻 找 分 子 标 记 做 连 锁 分

析，以降低ＰＣＲ方 法 的 误 诊 率。芯 片 类 方 法 用 于

ＰＧＳ的检测结果具有较高的一致性。
（一）常用遗传学检测技术

胚胎的遗传学诊断是ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室技术的

重要步骤之一。传统的单细胞诊断方法主要有荧光

原位杂 交 技 术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＦＩＳＨ）和聚合酶链式反应（ＰＣＲ）。近年来新的遗传

学诊断技 术，如 比 较 基 因 组 杂 交 技 术（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ｇｅｎｏｍｉｃ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＧＨ）、单 核 苷 酸 多 态 芯 片

检测技术（ＳＮＰ　ａｒｒａｙ）、以及新一代测序技术（ＮＧＳ）
等不断地应用于胚胎的遗传学检测。

１．ＰＣＲ：ＰＧＤ最先 使 用 的 方 法，通 过 对 基 因 组

特定区域的特异性扩增，结合凝胶电泳、酶切、测序

等技术，可以检测胚胎性别、特定基因的点突变、小

片段缺失或插入等，也可以通过ｑＰＣＲ检 测 染 色 体

整倍性［３４］。目前ＰＣＲ技术主要应用于单基因病的

诊断。２０１４年ＥＳＨＲＥ　ＰＧＤ联盟通过６个ＰＧＤ中

心的以ＰＣＲ技术为主的单基因病ＰＧＤ数据，计算

出诊断方法的准 确 度 为９３．７％、敏 感 度 为９９．２％、
特异度为８０．９％［３５］（Ⅳ级）。ＰＣＲ技术面临污染和

等位基因脱扣的挑战，容易出现假阳性或假阴性的

结果而导致误诊，因此建议和突变点附近的分子标

记检测联合使用，以降低ＰＣＲ方法的误诊率［４］。

２．ＦＩＳＨ：利用荧光标记的特异性探针与处于间

期的胚胎卵裂 球ＤＮＡ杂 交，在 荧 光 显 微 镜 下 观 察

荧光信号的数量与分布，反映相应染色体的数目与

结构［３６］，常用 于 检 测１３、１４、１５、１８、２１、２２、Ｘ及 Ｙ
染色体的数 目 异 常。１９９４年 该 技 术 被 首 次 应 用 于

胚胎性别诊断［６］。用ＤＮＡ插入文库来筛选结合邻

近或跨越染色 体 断 裂 位 点 的ＤＮＡ探 针，为 染 色 体

倒位或者平衡易位的携带者提供一种检测手段［３７］，
卵裂球 活 检 后 检 测 染 色 体 结 构 和 数 量 的 异 常［３８］。
传统的ＦＩＳＨ使用的探 针 数 目 有 限，仅 能 检 测 部 分

染色体，不能完全排除胚胎非整倍体的可能性，最近

也有将ＦＩＳＨ应用于２４条 染 色 体 整 倍 性 检 测 的 研

究报道［３９］。此外 受 卵 裂 球 固 定 效 果 和 探 针 的 非 特

异性结合等 影 响，检 测 结 果 难 于 判 断［４０］，有 时 需 要

根据经验做出主观判断，影响了结果的准确性，目前

该方法有被其它技术取代的趋势。

３．ＣＧＨ：利用不同颜色的荧光标记待测样本和

正常 基 因 组 的ＤＮＡ，然 后 与 正 常 人 类 中 期 染 色 体

（ＣＧＨ）或芯片（ａｒｒａｙ　ＣＧＨ，ａＣＧＨ）进行杂交［４１］，通
过对比分析两 种 荧 光 强 度，反 映 待 测 样 本ＤＮＡ信

息［４２－４３］。传统的ＣＧＨ 需 要 制 备 中 期 染 色 体，因 而

目前ａＣＧＨ 应 用 更 为 广 泛。ａＣＧＨ 可 以 在 基 因 组

水 平 检 测 染 色 体 数 目 变 化 以 及 重 复、缺 失 的 情

况［４４］，但是这种方法不能区分其分辨率以下的片段

缺失和重 复，不 能 检 测 整 倍 性 的 改 变［４５－４６］，如 三 倍

体胚胎、单亲二倍体没有办法判断。

４．ＳＮＰ　ａｒｒａｙ：针 对 人 类 基 因 组 平 均 每５００～
１　０００ｂｐ即含有的１个 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点，对 基

因组范围ＳＮＰ位点的检测同时可以反映 染 色 体 数

目异常及片段异常［４７］。ＳＮＰ芯 片 检 测 的 优 势 在 于

分辨率高，能够得到每个胚胎的ＤＮＡ指纹信息，在
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分析染色体数目和片段异常的同时，可以诊断单亲

二倍体、还可以确定妊娠胎儿是从哪一个胚胎发育

而来［４１］。

５．ＮＧＳ：为新 一 代 测 序，相 对 于 传 统 的Ｓａｎｇｅｒ
测序，改变了测序的规模化进程，能对几十万到几百

万条 ＤＮＡ 分 子 同 时 进 行 测 序，但 读 长 一 般 较 短。
将胚胎样本ＤＮＡ打断，构建文库，通过测序后获得

的序列信息与人类基因组数据库序列进行比对，可

以分析染色体数量变化与片段异常［４８］。２００８年 后

全基因组测序费用呈指数下降，为ＮＧＳ的临床应用

提供了条件。
（二）遗传诊断技术的比较

１．性别鉴定：可以 采 用ＰＣＲ技 术 对 Ｙ染 色 体

重复序列进行 鉴 定，也 可 选 用ＦＩＳＨ 技 术。早 期 研

究对比了ＰＣＲ和ＦＩＳＨ在性别鉴定中的可靠性 和

精确性，结 果 发 现 ＰＣＲ 优 于 ＦＩＳＨ［４９］（Ⅲ级），但

ＦＩＳＨ在倍性检测中具有优势［５０］（Ⅲ级）。

２．染色体结构异常检测：采用常用商业探针的

ＦＩＳＨ技术，可 以 区 分 平 衡 和 非 平 衡 的 胚 胎。如 需

区分正常或易位的染色体，则需要采用特殊制备的

跨断点探针。ａＣＧＨ无法检测出多倍体。相比于传

统的 染 色 体 核 型 分 析 技 术，ａＣＧＨ、ＳＮＰ　ａｒｒａｙ和

ＮＧＳ均无法检测出ＤＮＡ拷贝数无变化的染色体结

构变异如平衡易位、倒位等［５１］（Ⅰ级）。

３．单基因病检测：可采用基因的ＰＣＲ扩增和／
或测序技术。单基因病诊断用于特定的遗传病时，
采用特异引物通过ＰＣＲ技术诊断。

４．非整倍体筛查：ａｒｒａｙ　ＣＧＨ、ＳＮＰ　ａｒｒａｙ、ＮＧＳ
技术可以检测所有染色体的非整倍体和片段异常，
已取代多轮杂交ＦＩＳＨ技术。随机对照研究比较了

ＮＧＳ和ａＣＧＨ 两种方法行ＰＧＳ的临 床 结 果，发 现

ＮＧＳ能够１００％检测２４条染色体的非整倍体现象，
结果和公认的ａＣＧＨ 结果一致；ＮＧＳ法 行ＰＧＳ后

囊 胚 移 植 妊 娠 率 达 到 ７４．７％，胚 胎 种 植 率 达

７０．５％，与ａＣＧＨ方法没有显著差异［５２］（Ⅱ级）。对

ａＣＧＨ、ＳＮＰ　ａｒｒａｙ和ＮＧＳ三种方法对２４条染色体

整倍性检测的一致性研究显示，通过对３０个囊胚活

检结果的分析比较，发现这三种方法对非整倍体胚

胎的检出率 均 为１００％，进 一 步 对７２０条 染 色 体 的

分析发 现，ＮＧＳ与ａＣＧＨ 的 一 致 性 为９９．３１％，与

ＳＮＰ　ａｒｒａｙ的一致性为９９．５８％，均具有较高的一致

性［５３］（Ⅲ级）。
六、ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室质控

指南意 见：ＰＧＤ／ＰＧＳ实 验 室 应 建 立 严 格 的 内

部质控制度，并获得ＰＧＤ资格认证。
胚胎活检的检出率是ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室质控的

重要指标。在２　５８６枚活检囊胚中，明确遗传检测

结果的有２　４３７枚，检出率为９４．２４％；未检出囊胚

中，３０ 枚 为 扩 增 失 败，单 细 胞 扩 增 的 失 败 率 为

１．１６％，可能与滋养层细胞缺失有关，也可能细胞发

生了降解［５４］（Ⅲ级）。

ＰＧＤ／ＰＧＳ在临床上可以识别的错误发生率较

低，但误诊的临床后果较为严重，导致受到遗传影响

的孩子出生，或者妊娠终止，因此也是ＰＧＤ／ＰＧＳ实

验室质控的重要指标。ＦＩＳＨ技术应用于胚胎染色

体倍性分析，有报道在３０　９６５例ＰＧＤ移植周期中

出现１９例 误 诊，ＰＧＤ周 期 误 诊 率 为０．０６％［５５］（Ⅲ
级），原因主要有探针的杂交失败、杂交信号重叠与

分离造成的判别错误；ＰＣＲ技术的主要风险为等位

基因脱扣，有报道在７　７５９例ＰＧＤ移植周期中出现

１２例误诊，ＰＧＤ周期误诊率为０．１５％［５４］（Ⅲ级）；也
有报道在以ｑＰＣＲ方法诊断出的４　７９４枚判断为整

倍体的囊胚中，移植妊娠后发现１０例差错，每枚囊

胚的误诊 率 为０．２１％［５６］（Ⅲ级）；以ａＣＧＨ 方 法 诊

断出的５７９枚判断为整倍体的囊胚中，移植妊娠后

发现５例差错，每枚囊胚的误诊率为０．８６％［５７］（Ⅲ
级）。ＮＧＳ技术的测序错误和假阳性结果与测序深

度有关，随着测序深度的提升，错误率下降。
因对诊 断 结 果 的 可 靠 性 要 求 高，ＰＧＤ／ＰＧＳ实

验室应对技术人员实施严格的专项培训，强化安全

教育和操 作 流 程 的 监 督。同 时，ＰＧＤ／ＰＧＳ实 验 室

应有内部质控，并尽可能通过外部认证。
内部质控的目的是维持实验室结果的稳定性。

ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室 应 建 立 严 格 的 内 部 质 控 制 度，做

好质控记录、差错记录的管理，并定期组织监督，检

查质控制度落实情况。定期对技术操作结果进行数

据统计与分析，计算胚胎活检中细胞损伤的比例、未
得到诊断结果的细胞比例。以１年数据为依据，利

用未移植胚胎复查计算误诊率。
外部认证是质量保障体系的最高标 准。ＰＧＤ／

ＰＧＳ实验室质 量 的 外 部 认 证 目 前 尚 缺 少 质 量 认 证

的统一标准。ＥＳＨＲＥ　ＰＧＤ联盟推荐ＰＧＤ／ＰＧＳ实

验室采用ＩＳＯ　１５１８９或同等级别的标准，并 参 加 所

在国家的ＰＧＤ资格认证［４］（Ⅴ级）。质控方法参照

中华医学会生殖医学分会“高通量基因测序植入前

胚胎遗传学诊断和筛查技术规范（试行）”［８］。
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总　　结

１．ＰＧＤ／ＰＧＳ实验 室 管 理 上，强 力 推 荐 建 立 标

准操作流程，在有效的质量管理体系下，建立成熟稳

定的遗传检测 相 关 技 术，拓 展ＰＧＤ／ＰＧＳ技 术 临 床

应用的广度、深度和精度，改善分娩结局。

２．授精方 式 强 力 推 荐 采 用ＩＣＳＩ方 式，以 避 免

亲源遗传物质的污染。胚胎培养强力推荐采用单滴

培养方式，以 确 保 胚 胎 和 活 检 材 料、活 检 结 果 一 一

对应。

３．胚胎活检 的 时 机 强 力 推 荐 囊 胚 期 滋 养 层 细

胞活检。透明带打孔的方法强力推荐激光法。活检

方法推荐采用激光或机械切割法。滋养层细胞达到

Ａ级标准推荐活检６个以上细胞，达不到Ａ级标准

时推荐活检３～６个细胞。

４．活检胚胎推荐采用玻璃化冷冻方法保存。

５．染色体疾 病 的 遗 传 学 检 测 可 采 用 芯 片 类 或

者ＮＧＳ检 测 方 法，单 基 因 病 检 测 可 采 用 基 因 的

ＰＣＲ扩 增 和／或 测 序 技 术，对 突 变 位 点 检 测 同 时 在

其附近寻找分子标记做连锁分析，降低ＰＣＲ方法的

误诊率。

６．推荐ＰＧＤ／ＰＧＳ实验室建立内部质控，并尽

可能通过外部认证，保障检出率，降低误诊率。
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