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摘要：目的 探讨单核苷酸多态性(SNP)单体型分析在单基因遗传病植入前遗传学诊断(PGD)中临床应用价值。方法 活检囊胚滋养层细胞全基因组扩增产物，应用SNP单体型分析方法进行诊断，并用Sanger测序进行验证。结果 共205枚胚胎同时完成了SNP单体型分析和Sanger测序验证，155枚胚胎（75.61%）诊断结果一致，18枚（8.78%）胚胎诊断结果不一致。Sanger测序失败有30枚胚胎（14.63%)，单体型分析失败有2枚胚胎，后者诊断失败率明显底于前者（P<0.05）。41个移植周期共45枚胚胎移植，临床妊娠率为70.73%（29/41），种植率为71.11%(32/45)。胎儿中孕期羊水产前诊断结果与胚胎单体型分析诊断结果一致。结论 SNP单体型分析准确性好，与Sanger测序相比，其失败率较低，能够有效用于临床单基因病植入前遗传学诊断。
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The clinical application of SNP haplotype analysis in PGD for patients with monogenic diseases
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Abstract Objective This study was to investigate the effectiveness of the single nucleotide polymorphism(SNP) haplotype analysis on preimplantation genetic diagnosis (PGD) for monogenic disease. Methods The whole genome amplification of biopsied trophectoderm cells were performed, and both SNP haplotype analysis and Sanger sequencing were applied in PGD for monogenic disease, respectively. Results a total of 205 embryos received both SNP haplotype analysis and Sanger sequencing. 155(75.61%) embryos results were consistent, while 18(8.78%) embryos results were inconsistent. The failure rate of Sanger sequencing was 14.63% (30/205) while that of SNP haplotype analysis was 0.98% (2/205). The failure rate of SNP haplotype analysis was significantly lower than that of Sanger sequencing in PGD (P<0.05). 45 embryos in 41 cycles were transferred after diagnosing. The clinical pregnancy rate was 70.73%（29/41） and the rate of embryo implantation was 71.11%(32/45). The results of prenatal diagnosis of fetal amniotic fluid were completely consisted with those of SNP haplotyping analysis. Conclusion: SNP haplotyping analysis, with high accuracy and efficacy of diagnosis, can be effectively used in PGD for monogenic disorders.
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单基因病是由1个或一对等位基因突变引起的疾病，符合孟德尔遗传规律，其发病率低，但种类繁多，常见的基因突变类型包括点突变、单个或多个碱基的插入或缺失突变等，这类遗传物质异常有遗传给下一代的可能性[1]。植入前遗传学诊断（preimplantation genetic diagnosis, PGD）将遗传学诊断提前到胚胎植入前，选择正常胚胎移植从而避免因选择性流产给孕妇及家庭带来的伤害。单核苷酸多态性(single-nucleotide polymorphism, SNP)是人类可遗传变异中最常见的一种，约占人类DNA多态性的90%，是染色体源性分析常用标志物[2]。目前，已有以SNP为标志的单体型分析用于人类胚胎单个基因缺失分析的报道[3]。随着新一代测序技术的出现，SNP单体型分析在单基因病PGD领域得到更广泛的应用，为从根本上防控单基因遗传病带来希望。
1 资料和方法
1.1 研究对象  收集2015年10月至2018年3月，因一方或双方确认携带单基因致病基因，具有生育单基因遗传性疾病患儿风险来重庆市妇幼保健院寻求PGD助孕的45对患者夫妇。其中夫妇一方为显性遗传病致病基因携带者，或夫妇双方均为隐性遗传病致病基因携带者，均有先证者或完整家系方纳入本研究。本研究获得重庆市妇产科医院遗传与生殖研究所伦理委员会批准，所有夫妇均在助孕前签署PGD知情同意书。
1.2 主要试剂及仪器  单细胞全基因组扩增试剂盒(REPLI-g Single Cell Kit,德国Qiagen公司)；单细胞全基因组扩增试剂盒(SurePlex WGA Kit,美国Rubicon Genomics公司);胚胎培养基及操作液（瑞典Vitrolife公司）。9700型PCR仪器(美国ABI公司);生物安全柜（美国Nuaire公司）;胚胎培养箱（日本Sanyo公司）;体视显微镜（日本Olympus公司）;倒置显微镜（日本Nikon公司）;胚胎活检针（美国Sunlight公司）。
1.3 胚胎体外培养及活检  PGD诊断周期患者均在重庆市妇幼保健院辅助生殖中心采用常规超排卵方案[4]，当主导卵泡至少有3个直径大于18 mm时，超声下经阴道穿刺取卵。对获得的成熟卵子进行单精子胞浆内穿刺授精，授精16~18 h后观察原核情况并将正常受精的合子转移至G1培养基培养至D3，更换为G2培养基继续培养至D5或D6，胚胎均置于37℃培养箱，在6% CO2、5% O2和89% N2条件下培养。对形成的可利用囊胚进行滋养层细胞活检后冷冻保存。
1.4 WGA扩增及诊断  按照单细胞全基因组试剂盒说明书操作对活检滋养层细胞进行全基因组扩增。扩增产物外送北京嘉宝仁和基因公司进行SNP单体型分析诊断和Sanger测序验证。SNP单体型分析先在致病基因上下游2×106 bp区域及基因内部筛选高频SNP位点作为遗传标志，在z网站上（https://www.ampliseq.com）提交这些位点设计引物池，对样本DNA进行捕获扩增，纯化、建库后测序，最后利用家系建立连锁关系对胚胎致病性进行诊断。Sanger测序是以致病基因为目标序列，设计特异性引物以样本DNA为模板进行PCR扩增，电泳检测PCR产物后，对扩增产物直接测序[5]。
1.5 [bookmark: _Hlk531907122]冻胚移植与随访  患者取卵3个月后口服戊酸雌二醇进行子宫内膜准备，待内膜厚度达0.8 cm后，阴道用黄体酮栓剂，当黄体酮补充至第5~6天时复苏冷冻胚胎进行移植。胚胎移植时优先选择两种方法诊断结果一致的胚胎移植，对于测序失败或结果不一致胚胎移植需与患者知情沟通、告知可能存在的风险后进行。移植后第14天检测血人绒毛膜促性腺激素（β-HCG）确定妊娠情况，第42天超声检查临床妊娠情况。妊娠16~23周时行羊水产前诊断，经临床医师进行腹穿刺抽取约30 mL羊水，高速离心收集胎儿表皮脱落细胞提取DNA，依据不同基因类型分别采用Sanger测序、膜杂交、PCR等技术针对已知致病基因进行验证，同时检测胎儿染色体，所有妊娠病例随访至子代出生。
2 结果
2.1 常见单基因病类型  于我院寻求PGD助孕的共有45个单基因病周期，涉及15种单基因遗传病，结果见表1。

表1 PGD检测单基因遗传病种类及数量
	种类
	致病基因
	遗传类型
	例数

	地贫(α/β地贫)
	HBA/HBB
	常染色体隐性遗传
	23

	杜氏/贝氏进行性肌营养不良
	DMD/BMD
	性连锁隐性遗传
	4

	先天性肌营养不良
	LAMA2
	常染色体隐性遗传
	1

	脊髓性肌萎缩症
	SMN1
	常染色体隐性遗传
	1

	X-连锁严重联合免疫缺陷病
	IL2RG
	性连锁隐性遗传
	1

	X-连锁高免疫球蛋白M血症
	CD40LG
	性连锁隐性遗传
	1

	成人型多囊肾
	PKD1
	常染色体显性遗传
	5

	巴特综合征
	CLCNKB
	常染色体隐性遗传
	1

	X-连锁Alport综合征
	COL4A5
	性连锁隐性遗传
	1

	肾小管发育不良
	ACE
	常染色体隐性遗传
	1

	粘多糖贮积症Ⅰ型
	IDUA
	常染色体隐性遗传
	2

	先天性糖基化病
	COG5
	常染色体隐性遗传
	1

	马凡氏综合征
	FBN1
	常染色体显性遗传
	1

	神经纤维瘤 
	NF
	常染色体显性遗传
	1

	甲型血友病
	F8
	性连锁隐性遗传
	1


2.2 SNP单体型分析结果 AR粘多糖贮积症Ⅰ型(MPS IH)家系结果显示，患者夫妇均为携带者，女儿为先证者，家系图见图1。通过数据库检索，在该夫妇4号染色体IDUA基因上、下游以及基因内分别找到32、46个有效SNP位点。该夫妇送检的5枚囊胚中E4是1枚完全正常的胚胎，E1、E2是2枚携带致病基因的胚胎，而E3、E5是2枚异常胚胎。部分有效SNP位点连锁分析结果见表2。
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注：父亲、母亲基因为杂合型；X?表示致病基因；红色链是母源性致病基因携带链，蓝色链是父源性致病基因携带链， 4号胚胎为完全正常胚胎，1、2号胚胎携带致病基因而3、5号胚胎为致病胚胎。该患者夫妇女儿为双重携带，1号胚胎和2号胚胎携带一方致病基因。
图1  粘多糖贮积症Ⅰ型遗传家系 
表2 IDUA基因上截取的部分(15个)有效SNP位点连锁分型结果
	NUM
	CHROM
	POS
	M
	F
	D
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	38
	chr4
	823307
	G/C
	C/C
	C/C
	C/C
	C/C
	C/C
	G/C
	C/C

	39
	chr4
	878048
	C/C
	T/C
	C/C
	-/T
	-/T
	C/C
	C/T
	-/-

	40
	chr4
	878079
	C/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	C/T
	-/-

	41
	chr4
	879977
	A/G
	G/G
	G/G
	G/G
	G/G
	G/G
	A/G
	G/G

	42
	chr4
	945225
	G/A
	A/A
	A/A
	A/A
	A/A
	A/A
	G/A
	-/-

	43
	chr4
	950737
	C/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	C/T
	T/T

	44
	chr4
	995305
	T/T
	T/C
	T/C
	T/T
	T/T
	T/C
	T/T
	-/C

	45
	chr4
	996121
	T/G
	T/T
	G/T
	G/T
	G/T
	G/-
	T/T
	-/-

	46
	chr4
	996165
	G/G
	G/A
	G/A
	G/G
	G/G
	G/-
	G/G
	-/-

	47
	chr4
	997485
	T/T
	T/G
	T/G
	T/T
	T/T
	T/-
	T/T
	-/-

	48
	chr4
	1067239
	A/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	T/T
	A/T
	T/T

	49
	chr4
	1146670
	A/A
	A/T
	A/T
	-/-
	-/-
	-/-
	-/-
	-/-

	50
	chr4
	1222302
	A/G
	A/A
	G/A
	G/A
	G/A
	G/A
	A/A
	-/A

	51
	chr4
	1255194
	C/C
	C/T
	C/T
	C/C
	-/-
	-/-
	C/C
	-/-

	52
	chr4
	1279687
	C/C
	C/T
	C/T
	C/C
	C/C
	C/T
	C/C
	-/-


注：M，母亲； F，父亲；D，女儿；E，胚胎 。
2.3单体型分析与Sanger测序结果比较  共205枚胚胎进行了SNP单体型分析和Sanger测序验证，其中，155枚（75.61%）胚胎两种方法诊断结果一致,18枚（8.78%）胚胎不一致;Sanger法未检出致病基因。SNP单体型分析有2枚胚胎诊断失败(0.98%)，一代测序有30枚胚胎诊断失败(14.63%)。Fisher确切概率法显示二者诊断率差异有统计学意义（P<0.05）。
2.4移植胚胎随访  截止2018年7月，有41个PGD周期共45枚胚胎进行了冻胚移植。其中有32枚胚胎成功种植并进行了中孕期胎儿羊水产前诊断随访。其中4枚胚胎选择了测序失败，1枚选择了单体型分析为致病基因携带而测序结果为正常的胚胎移植。其移植周期临床妊娠率为70.73%（29/41），种植率为71.11%(32/45), 胎儿羊水DNA检查结果均与移植胚胎单体型诊断结果一致。
3 讨论
多项对欧美国家统计数据显示，出生缺陷患儿中染色体异常占6％，其中单基因病占7.5％[6-7]。单基因病种类繁多，美国国家生物技术信息中心正式收录的就有22 000多种[6-7]。本文中来我院就诊45个PGD周期中就包含了15种单基因病。单基因病致死致残率高、社会危害大，至今无有效治疗方法。PGD技术可以从根源上解决生育遗传病问题，目前已有单基因病患者经PGD诊断而生出健康子代的报道[8]。
本研究在单基因病PGD的诊断上采用了第三代遗传标记SNP连锁分析。SNP在人类基因组中数量庞大，特异性高，稳定性好，既克服一代遗传标记信息含量低的不足，同时又克服了短串联重复序列难于大规模检测以及基因重组误诊风险高的问题[9]。目前已有较多应用SNP单体型分析出生健康子代的单基因病家系报道[5,10]。然而，SNP单体型分析仍然存在重组导致误诊的风险。本实验中单体型分析有2例胚胎诊断失败，考虑到致病基因附近发生重组，连锁分析结果具有不确定性。有文献报道，1×106 bp大小基因重组概率约为1%，连锁分析暂无法发现目的区域附近小片段基因重组，因此在选择标记基因时应选择靠近致病基因的SNP，遗传距离越小，重组几率越低，能够有效降低基因重组导致的误诊风险[10]。
在过去30年，Sanger测序技术应用非常广泛，是产前基因诊断重要手段。本研究采用两种方法相互验证诊断结果，通过比较发现Sanger测序诊断失败率高达14.63%，明显高于单体型分析失败率（0.98%）。45枚移植胚胎中有1枚单体型分析携带致病基因而Sanger测序未检出，其发育为胎儿后，经羊水产前诊断结果为携带致病基因，与单体型分析结果一致。说明SNP单体型分析准确性更好。影响测序失败及导致PGD误诊风险的主要因素是单细胞全基因组扩增过程发生等位基因脱扣(allele drop-out，ADO，即等位基因中一个基因优势扩增而另一个基因低于检测下限)，平均发生概率为12.47％[11]。ADO是指。影响ADO的因素主要包括：扩增DNA的片段大小、DNA序列中CG含量、DNA降解数量、细胞的冻融、PCR程序及扩增的细胞数等[12]。此外，有文献报道，不同的扩增方法中ADO发生概率不同[13]。增加活检细胞数、选择不同扩增方法等操作的改进也只能起到降低ADO发生的几率，但并不能避免。SNP单体型分析应用于单基因病植入前遗传学诊断，能有效规避基因扩增过程发生ADO导致的误诊，提高诊断效率[8]。目前基于NGS的SNP单体型分型，能够有效用于临床单基因遗传病诊断。
本研究由于胚胎移植例数较少，得出SNP单体型分析准确性好的结论还具有一定局限性，需继续收集大量临床样本数据用于补充验证。随着新技术的发展，第三代单分子测序技术的出现有可能更好地用于单基因病PGD。
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