
多重置换扩增——一种新的全基因组
扩增技术
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【摘要】全基因组扩增技术(MDA)用于扩增大量的DNA以满足遗传检测的需要。在高通量的

遗传分型中，处理有限的临床样本的基因组DNA，一直是个瓶颈问题。一种新方法——多重置换扩增，

能高度忠实的复制整个基因组DNA，扩增出lO一100 kb大小的片段，能提供大量均一完整的全基因组

序列。MDA是一种简单、有效的方法，非常适用于遗传研究、法医学和临床诊断的需要。
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全基因组扩增(whok genome栅plification，

WGA)用于产生足量的DNA以满足多方面不同的

需求，它的目的是以最小的扩增偏差，完整均一的扩

增整个基因组序列。要达到完全意义上的全基因组

扩增是一个挑战，因为它需要对3亿个碱基忠实的

复制而不能有任何一个位点或等位基因的丢失。

近年来，扩增全基因组DNA的技术不断进步，

有几种不同的策略可供选择。1992年，Zhang等¨J

使用一条15N的随机引物，通过反复的引物延伸成

功地将一个单倍体细胞的基因组至少78％的序列扩

增了30倍以上。这种将单个细胞的DNA序列体外

扩增为多拷贝的技术称为引物延伸预扩增(耐mer
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extemion pre锄plification，PEP)。l司年，Telenius
等B’使用部分序列变性的寡核苷酸在PCR较低的

起始退火温度条件下变性的寡核苷酸作为引物结合

在基因组均匀分散的多个位点上进行有效的全基因

组扩增，这种技术就是变性寡核苷酸引物PCR

(degenemte oli90nucleotide pri眦d PCR， DOP-PCR

)。这些方法都能提供足量的全基因组序列，但这些

基于PCR的技术可能产生非特异性的扩增产物，不

完全的位点覆盖率，并且DNA片段长度一般小于1

kb，在很多方面的应用受到限制[3】。一种新的人类

全基因组扩增技术——多重置换扩增(multiple

displacement锄p硒c觚叩，MDA)，能够提供高度均
一完整的全基因组序列，确保最低的位点扩增误差，

使产物与模板的遗传序列信息保持一致，是一种真

正意义的全基因组扩增方法L4J。由于不依赖于PcR

反应而使其区别于其他全基因组扩增方法。下面将
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详细介绍多重置换扩增的原理、特点及应用前景。

l多重置换的原理

最近，在扩增大的环状DNA模板如质粒或噬菌

体DNA时，人们发现了一种滚环扩增的方法"J。该

法使用phi29 DNA聚合酶和耐核酸外切酶活性的随

机引物，不需要经过PCR热循环过程，只在30℃的

条件下恒温即可反应。将上述反应中的模板换成

人类基因组DNA，发现线性的模板同样也可被扩增，

其扩增的机制是一种链置换反应【6 J。首先随机6碱

基寡核苷酸作为引物在多个位点与基因组模板DNA

退火，接下来phi 29 DNA聚合酶在DNA的多个位点

同时起始复制，它沿着DNA模板合成DNA，同时取

代模板的互补链。被置换的互补链又成为新的模板

来进行扩增，成为一个级联分支的放大系统。因此

最终我们可以获得大量高相对分子质量的DNA。

phi29 DNA聚合酶对于模板有很强的模板结合能

力，能连续扩增100 kb的DNA模板而不从模板上解

离，平均片段长度>10 kb。而且phi29DNA聚合酶

具有高保真性能，其错配率仅为l：106一l：107，相对

于z幻酶的3：104至少低100倍川。因此MDA扩增

后的产物序列能保证与模板高度一致。

2多重置换的特点

2．1 样本无需纯化：可用来进行基因组DNA扩增

的样本种类有很多，包括新鲜或冰冻的全血、组织培

养细胞、口腔拭子细胞、白膜层等。在多重置换扩增

反应中，样本不需要经过纯化，可以直接作为起始模

板进行全基因组扩增，并能获得高纯度的DNA产

物哺J。传统样本的处理往往要经过费时的步骤，很

难实现自动化，限制了高通量的使用。而进行MDA

反应的细胞或全血，只要经过简单的裂解步骤就可

进行后续的扩增，DNA抽提及各种纯化步骤都省略

了，有效避免了处理过程中可能的污染，而且大大简

化了操作，特别适用于临床样品的分析和检测。通

过MDA扩增10 000倍甚至获得更多的DNA，而且

比通过传统抽提法得到的样本DNA纯度还要高。

这是因为phi29 DNA聚合酶高效的活性能确保各种

不同的模板有一致的产量。另一方面，如果将0．05

斗L的血液加入到100斗L的MDA反应体系中，血液

被稀释了2 000倍，一些抑制反应的因素如血液中

的血红素或样品添加剂EDTA等，经过这样的稀释

后所造成的影响就几乎可以忽略了[9]。所以能确保

未经纯化后的样本经过MDA扩增后有较高的纯度。

可以直接用于后续的遗传分析研究。

2．2产量稳定：基因组DNA经过30℃反应4—6 h。

MDA扩增达到高峰后维持在一个稳定水平，使所有

反应的DNA产量几乎相等。100斗L的反应体系中，

无论起始模板量差别多大(100龟一lO ng)，扩增后

的DNA产量都一致保持在20—30斗g左右，十分稳

定¨01。这种一致的产量在某些方面是很重要的。

因为无需对DNA定量，所以允许使用不同起始浓度

或数量的样品，并且对下游的遗传分析提供可重复

的结果。而传统的方法所产生的基因组DNA，在产

量和纯度方面都有显著的不同，在进行基因检测前

必须重新测量和调整浓度。而且相对于其他全基因

组扩增如PEP法产生大小不一的短片段，MDA能扩

增出集中均一的长片段产物【I¨。这是因为来自于

噬菌体phi29的DNA聚合酶能与DNA模板结合得

非常紧密，每次能持续扩增约70 000个碱基而不解

离，所以能在MDA反应中产生长片段的DNA产物，

平均12 kb，最长可达100 kb。长片段的产物有利于

多方面的应用，包括限制性片段长度多态分析，设计

探针及DNA测序等方面。

2．3 对基因组均匀扩增：在许多情况下，全基因组

扩增应以最低的位点扩增误差提供尽可能完全的基

因组覆盖率，使产物保持模板的遗传序列信息。任

何一种扩增方法都会导致一定的序列偏差，导致的

因素很多如引物效率、模板的结合力、GC含量、与端

粒和着丝粒的远近等¨引。对8个基因位点，包括接

近着丝粒的l号染色体(connexin 40)和与端粒相邻

的6号染色体[chemokine(C—C motif)receptor 6]，

进行TaqMan定量PCR反应以检测全基因组扩增偏

差。使用MDA、DOP-PCR和PEP 3种方法来分别扩

增相同模板量的基因组DNA，然后对8个不同的位

点的扩增效率来进行检测。MDA分布在基因组中

不同位置的各个位点都能实现相似的扩增效率，扩

增偏差平均为2．5。而DOP—PCR的偏差范围为

103一106，PEP为102—104[13】。一种全基因组扩增

方法是否有效，取决于能否以最小的扩增偏差代表

整个基因组的能力。这些基于PCR用于WGA的方

法如DOP和PEP，因为在不同位点间存在大范围的

偏差，从而限制了这些方法的使用。扩增偏差改变

了DNA序列组成的信息，使它在诊断性的检测中成

为不可靠的模板。有些情况下，基因组的某些区域

完全缺失，导致等位基因丢失和误诊的发生¨“o
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MDA能使基因组DNA得到均匀的扩增，从而使各

个位点达到较完全的覆盖，确保后续遗传分析的准

确性。

2．4操作简单，不依赖PCR反应：操作比较简单，

原始样本(全血、血浆、细胞等)无需纯化，经细胞裂

解提取DNA后，加入到EppendoIf管的反应液中，包

括dN，印、六核苷酸随机引物、phi29 DNA聚合酶以

及酶缓冲液，然后置于30℃水浴下孵育4—6 h进行

多重置换扩增反应L151，最后65℃8 Inin灭活酶的活

性。反应结柬后即可产生大量长片段均一、完整的

全基因组DNA序列。因为反应在水浴中进行，而不

是在热循环仪中，从而避免了PCR反应所带来的非

特异性扩增产物，反应体系可以根据需要按比例任

意配制【l6|。该方法高效、简单，非常适合于临床的

遗传分析检测。

3多重置换的应用

3．1 哪和sNP分型：微卫星滑脱是单细胞进行
全基因组扩增后容易出现的问题。主要是由聚合酶

从模板脱落所导致，尤其是那些没有链置换活性的

耐热型聚合酶如彻DNA聚合酶等更容易从模板
丢失【l‘7]。而从phi29中克隆出的嗜温型聚合酶，除

了具有3’_+5’外切酶校读功能，还具有特殊的链置

换活性和连续合成特性(>70 kb)，同时不受模板二

级结构的影响，能防止酶从模板丢失，因此理论上能

减少滑脱率。HellarIi等u副研究40例单个淋巴细胞

MDA产物在16个位点均没有发现微卫星滑脱，因

此，MDA产物适合于进行sTR分型分析。

同样，MDA产物也可应用于SNP分型分析中。

Barker等[1引选择了13q32的一个sNP位点用限制

性片段长度多态的方法进行分型，样本分别来自于

24名个体经MDA扩增与未扩增的基因组DNA。扩

增组的DNA样本都给出了正确的分型，对于基因组

的其他10个位点SNP，MDA也提供了完全的覆盖

率。

3．2比较基因组杂交和微阵列研究：MDA。可以检

测比较基因组杂交中染色体覆盖的一致性。将等量

生物素标记的MDA扩增DNA和地高辛标记的未扩

增DNA，在CoⅡDNA存在或缺失的情况下共杂交，

同时抑制重复的DNA交叉杂交四J。用这种方法制

备的DNA探针，有很大的价值，尤其是从有限的患

者DNA样本如针刺活组织或羊水样本中进行比较

基因组杂交。在构建微阵列时，MDA也有重要作

用，因为它能产生大量的捕获探针。MDA能扩增细

菌人工染色体文库中的22条染色体，从而在玻片阵

列上用作捕获探针【21l。每10 Ilg克隆能扩增5 000

倍，这样就避免从P—l源性人工染色体(PAcs和

BACs)中获取所需大量的DNA。

3．3肿瘤研究及临床应用：肿瘤是一种遗传性疾

病。随着人类基因组草图的完成，已经建立了高通量

技术来检测正常细胞与肿瘤细胞间、以及肿瘤的不

同亚群间的遗传学差异。对于肿瘤分子水平分类的

表达谱研究，更加肯定了对遗传异质性进行全基因

组筛查的前景旧】。通过激光捕获显微分离技术可

以将肿瘤细胞从正常细胞中分离出来，进行全基因

组扩增时必须保证各位点及等位基因的平衡，MDA

对各个位点高度均一的扩增特点，使其成为首选的

扩增方法。

该方法还可以直接从临床样本中获得高纯度的

DNA。有限的DNA模板是基因检测的瓶颈所在，而

MDA能从非常微量的血或细胞中产生大量的模板，

也就是说，从一滴血中获得的DNA就足够在单管内

进行全基因组扫描旧J。而且不论起始样本的量是

多少，都能保证一致的DNA产量，因此在进行遗传

检测前无需再测定和调整浓度。MDA对微量的

DNA进行扩增能获得大量高质量的产物，往往被用

于扩增单个细胞，尤其是应用于植入前诊断和无创

性产前诊断时需要对单个细胞进行扩增ⅢJ。

4总结

一种好的全基因组方法需要具备如下特征：①

对整个基因组非常均匀的扩增；②最大倍数的扩增

产量；③扩增产物有足够的片段长度，使之能应用

于RFLP分析，DNA测序和克隆；④DNA聚合酶的

高保真性，会影响到后续的诊断、精确分型及DNA

测序和克隆等；⑤扩增微量起始模板包括单个细胞

的能力。多重置换扩增因为具备上述所有特点，可

以称得上是一种真正意义的全基因组扩增方法。
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1.学位论文 吕志 胃癌1p35-pter的杂合性丢失研究 2005
    癌基因的激活与抑癌基因的失活是癌症发生发展过程中两个重要的分子遗传学改变。抑癌基因失活最常见的模式为一对等位抑癌基因先后经历失活

性突变及丢失而丧失功能。伴随抑癌基因丢失，该区域染色体内某些特定标记位点由正常状态下的杂合性变成了丢失后的纯合性。通过对肿瘤患者进行

基因组扫描，对这种杂合性丢失进行分析，可以找到侯选抑癌基因，进而揭示肿瘤致病的分子机理。

　　胃癌是源自胃粘膜上皮的恶性肿瘤，在我国发病率很高，死亡率占恶性肿瘤的第一位。它的发生分子机制十分复杂，通常涉及多基因、多阶段、多

因素参与。有研究显示胃癌常于多个染色体区域发生丢失。然而以往研究在进行杂合性丢失(LOH)分析时直接采用肿瘤组织为模板，由于肿瘤细胞中混入

了正常细胞，导致LOH检出率降低并影响结果可信度。而且，往往由于模板量的相对有限，难以对可疑模板的可疑位点继续进行高密度筛查。在本研究中

，首先采用激光捕获显微切割(LCM)技术对肿瘤患者正常的胃粘膜细胞及相对应的肿瘤细胞进行特异性的捕获，去除组织异质性因素。然后利用多重置换

扩增技术(MDA)对LCM所获得的DNA进行高质量的全基因组扩增(WGA)。最终利用扩增产物对胃癌患者全基因组扫描进行LOH分析。本文主要介绍1p35-

pter的LOH分析。

2.期刊论文 周怡雯.赵晓明.ZHOU Yi-wen.ZHAO Xiao-ming 全基因组扩增技术在植入前遗传学诊断中的应用 -国际

生殖健康/计划生育杂志2009,28(2)
    全基因组扩增技术是一种对微量DNA进行均衡扩增的方法,用于各类遗传检测,对于获取细胞数目及DNA量非常有限的植入前遗传学诊断是十分可贵的

.该项技术主要包括经热循环扩增和恒温扩增两类方法,其中恒温扩增的多重置换扩增法为近几年发展起来的技术,目前多重置换扩增法在植入前遗传学诊

断中的应用正备受关注.对全基因组扩增技术的常用方法,尤其对多重置换扩增法及其在植入前遗传学诊断中的应用现状做综述.

3.学位论文 陈玲 改良扩增前引物延伸方法的法医学应用研究 2007
    研究背景与目的

    在法医学检案实践中，常遇到样本DNA含量极其有限，以致DNA分型无法完成或不能满足重复检测的需要。因此，对微量模板DNA分析便成为法医学

DNA检验的一个难题。以PCR-STR为代表的遗传标记分析技术虽然一定程度上解决了法医学微量检材的难题，但一些检材仍因DNA含量极其有限而无法检测

成功，或仅检出少数基因座而无法使累计鉴别能力达到认定水平。这类检材被称为痕量DNA，也称低拷贝模板(low copy number，LCN)，Gill等将其定义

为低于100pg的模板DNA。为解决这一难题，有研究用增加PCR循环数，但模板DNA量太低时易产生等位基因丢失或非特异带，且循环数增加到一定程度后

再增加循环数也不会显著增加灵敏度；另外，有人试图用巢式PCR，但巢式PCR技术仅限于单一位点分析，无法提高目前法医学中常规DNA检测所用的多位

点复合扩增所需的模板数量。全基因组扩增(Whole Genome Amplification，WGA)是一种能从有限的DNA样品获得充足的DNA量供后续分析的技术，其基本

思路是通过对微量组织甚至单个细胞的整个基因组DNA扩增，大幅度增加DNA的总量。因此被认为是目前可以解决上述难题的一种有效方法。

    WGA技术经10余年探索，在方法上已逐步发展和不断完善起来，已被广泛用于疾病基因研究等领域，并取得了良好的效果。但在法医学方面的应用很

少。在目前常用的几种wGA方法中，改良扩增前引物延伸方法(Improved primerextension preamplification，IPEP)和多重置换扩增方法

(multipledisplacement amplification，MDA)对STR基因座分型显示出较好的效果。故本研究探讨了这两种方法用于法医学微量检材的效果，包括对其

灵敏度、扩增忠实性、能否用于法医学常用STR基因座及常用检材等进行系统性研究，从而对其用于法医学实践的可行性进行评价，并建立稳定可行的技

术方案。

    方法：1．对30例口腔拭子样品，采用酚－氯仿法提取DNA，实时荧光定量PCR技术定量，并分别稀释成1ng、0.5ng、0.1ng、0.05ng、0.025ng、

0.01ng六种模板量DNA，然后进行MDA反应和IPEP反应。采用实时荧光定量PCR技术检测MDA方法和IPEP方法的产物浓度，比较两种方法的扩增效率。分别

以MDA产物和IPEP产物为模板DNA，用AmpFLSTR Identifiler 试剂盒扩增，ABl3100基因分型仪检测基因型，比较MDA产物和IPEP产物用于STR分型的效果

。

    2．对IPEP方法反应体系的成分和终浓度进一步优化，建立改良IPEP方法，并检测其扩增效率和STR分型效果。将改良IPEP方法用于30例血液、30例

血纱、30例精液等三类法医学常见生物检材进行检测，观察改良IPEP方法的可重复性和对法医学常见生物性检材的适用性。

    3．将改良IPEP方法用于20例汗潜指印、20例一次性牙刷、20例自然脱落头发等三种法医学常见疑难微量检材的模拟案例，观察改良IPEP方法对上述

检材的STR分型效果；用于现场果核10例、矿泉水瓶10例、烟蒂10例、衣领10例等实际案例样品，观察改良IPEP方法对实际案件中微量DNA样品的检验效

果。
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    结果

    1．MDA法产量为5.15μg～19.75μg，可对模板DNA增加5.15×10<'3>～1.98×10<'6>倍；IPEP法产量为0.5ng～66ng，可对模板DNA增加25～310倍。

MDA法产物浓度高于IPEP法，差异有显著性意义(F=3643.433，P<0.001)。

    2．常规检测法、MDA法、IPEP法的基因座检出数有显著性差异(F=1033.297，P<0.001)。当DNA模板量为1ng时，常规检测方法、MDA方法、IPEP方法

均可获得复合扩增系统所有基因座的准确分型结果；当DNA模板量为0.5ng时，常规检测方法和IPEP方法均获得所有基因座的准确分型结果，MDA法获得

10个以上基因座的准确分型结果；当DNA模板量为0.1ng～0.01ng时，MDA法基因座检出数高于常规检测法，IPEP法基因座检出数高于MDA法。3．DNA模板

量≥1ng，其MDA产物杂合子基因座的等位基因扩增均衡：DNA模板量≤0.5ng，其MDA产物的STR分型图谱可见等位基因不平衡或丢失现象，且模板DNA量越

低，等位基因不平衡或丢失现象越明显。DNA模板量≥0.05ng，其IPEP产物杂合子基因座的等位基因扩增均衡；DNA模板量≤0.025ng，其IPEP产物的

STR分型图谱可见等位基因不平衡或丢失。MDA产物和IPEP产物用于STR分型时均未观察到非特异产物峰。

    4．采用保真性更好的DNA聚合酶和增加随机引物用量，建立了改良IPEP方法。0.1ng、0.05ng、0.025ng、0.01ng四组模板量DNA经改良IPEP法扩增所

得产物浓度均高于IPEP法，差异有显著性(F=289.899，P<0.001)。改良IPEP法对上述模板DNA扩增获得3ng～84ng产物，可使模板DNA增加160～1220倍。

DNA模板量为0.025ng时，改良IPEP方法可获得完整准确的分型结果。DNA模板量为0.01ng时，改良IPEP法的平均基因座检出数高于IPEP法，部分基因座仍

未检出，以D7S820、D18S51、FGA等较常见。改良IPEP方法的产物用于STR分型时，未见非特异产物峰及等位基因不平衡或丢失。

    5．改良IPEP方法对0.025ng血液DNA、血纱DNA、精液DNA检测均获得所有基因座的准确分型结果。

    6．改良IPEP方法可显著提高汗潜指印DNA(t=5.423，P<0.001)、一次性牙刷DNA(t=6.835，P<0.001)的基因座检出数，但对自然脱落毛发DNA的基因

座检出数低于常规检测法(t=3.249，P<0.001)。改良IPEP方法对实际案件中果核、杯口、烟蒂、衣领等检材的的检测成功率和平均基因座检出数均高于

常规检测方法，且检出STR基因座数均不少于9个。

    结论

    1．MDA法产量高，但灵敏度低，当模板量低于1ng时，产物序列保真性差，影响后续STR分型的准确性。因此，MDA法可能不适用于痕量DNA检测。

    2．IPEP法灵敏度高，产物序列保真性好，对0.05ng的基因组DNA可获得良好的STR分型效果，但产量低。

    3．DNA聚合酶和随机引物用量对IPEP方法有重要影响。采用保真性更好的DNA聚合酶和增加随机引物至一定终浓度，提高了扩增效率。在此基础上建

立的改良IPEP方法的产物序列保真性好，且产量和灵敏度都进一步提高，改善了痕量DNA的STR分型效果。

    4．改良IPEP方法对于口腔拭子、血液、血纱、精液等不同生物性检材、不同状态的同种检材均获得准确可靠的结果，表明了改良IPEP方法的稳定性

好，适用于上述法医学常见生物性检材。

    5．改良IPEP方法可显著提高微量皮肤脱落细胞、微量口腔粘膜脱落细胞的检测成功率和平均基因座检出数，以满足法医学个体识别要求。但改良

IPEP方法对自然脱落毛发这类降解的短片段DNA样品效果不佳。

4.期刊论文 周怀谷.张晨.ZHOU Huai-gu.ZHANG Chen 全基因组扩增法应用于低拷贝数DNA检测 -法医学杂志

2006,22(1)
    目的建立基于多重置换扩增(MDA)技术的全基因组扩增(WGA)方法,实现对低拷贝数(LCN)DNA样品进行分析.方法采用REPLI-g试剂盒对样本进行等温全

基因组扩增,扩增产物采用ProfilerPlus试剂盒确定样本的十个STR基因座的等位基因型.结果10pg DNA模板经全基因组扩增后,能够进行DNA分型.结论全

基因组扩增可以用于LCN的DNA分析,帮助提高微量物证的检出成功率.

5.学位论文 刘维瑜 无创性产前基因诊断技术的改进与应用 2006
    传统的有创性产前诊断对孕妇的损害是不言而喻的。虽然诊断的准确率较高，但有损伤胎儿或导致孕妇流产、感染的可能。1969年，Walknowska等

在孕妇外周血中发现了胎儿核型的细胞(46，XY)。这使得人们可以通过获取孕妇外周血中的胎儿细胞，进行无创性的产前基因诊断。这种方法对孕妇和

胎儿无损伤，具有取材方便、风险小，不受孕妇年龄和病史等影响的优点，是目前产前诊断发展的方向。有多种富集和分离胎儿有核红细胞的方法可供

选择：如利用有核红细胞物理特性的密度梯度离心法，或利用有核红细胞表面相对特异性抗原的MACS、FACS法，还有利用有核红细胞内的血红蛋白γ链

、ε链、ξ链的单克隆抗体免疫标记法。本课题组前期利用胎儿有核红细胞抗血红蛋白γ链抗体标记，获得特异的胎儿细胞，成功地进行了遗传病的产

前基因诊断。血红蛋白ε链、ξ链是出现在孕早期的胚胎血红蛋白链，具有更高的特异性。我们尝试应用抗血红蛋白ε链抗体标记胎儿细胞，在孕早期

进行诊断，以期获得更准确的结果。选择抗体标记的方法特异性较高，但成本也较高，同时操作较繁琐。所以我们建立了利用胎儿和成人血红蛋白间生

化差异的Kleihauer抗酸染色法。这是一种简单、快速、有效的胎儿细胞标记方法，适合于临床推广应用。

    标记后的胎儿细胞通过显微操作方法挑取出来后，必须进行全基因组扩增获得完整的胎儿基因组序列，以满足后续基因诊断的需要。现行的PEP法和

DOP-PCR法都是基于PCR的全基因组扩增方法，不可避免会产生非特异性的扩增产物，不完全的位点覆盖率甚至位点或等位片段的缺失，这些都会对基因

诊断的结果造成严重的影响。最近一种新的全基因扩增技术：多重置换扩增(MultipleDisplacementAmplification，MDA)，能够提供高度均一完整的全

基因组序列，确保最低的位点扩增误差，是一种真正意义的全基因组扩增方法。我们用此方法进行胎儿有核红细胞的全基因组扩增，以探讨其在无创性

产前基因诊断中应用的可行性。

    实验材料与方法20例受试者，其中12例为孕有杜氏肌营养不良(DMD)高风险患儿的孕妇，5例为孕有苯丙酮尿症(PKU)高风险患儿的孕妇(均来自于本

遗传诊断室的咨询者)，孕7-25周。1例胎儿脐血作为阳性对照；2例正常未孕女性作为阴性对照。

    本实验以不连续密度梯度离心法初步富集孕妇外周血中的胎儿有核红细胞，细胞涂片离心机制片，然后用抗血红蛋白γ链、ε链抗体和Kleihauer抗

酸染色法分别标记胎儿有核红细胞。计数、定位后在倒置显微镜下显微操作获取阳性胎儿细胞，对其进行MDA全基因组扩增。然后进行性别鉴定及STR连

锁分析检测，验证有核红细胞的来源，同时完成遗传病的无创性产前基因诊断。

    实验结果经抗血红蛋白ε链抗体免疫组化标记，检测到胎儿有核红细胞最早期为孕7周，最适孕周为孕7-15周。经Kleihauer染色检测到胎儿有核红

细胞的最早期为孕8周，最适孕周为孕10-22周。检测数量从4个/10ml到19个/10ml不等，平均为9.5个/10ml。MDA扩增后的DNA与PEP扩增后的DNA进行琼脂

糖电泳，显示MDA片段长度＞15kb，而PEP扩增片段平均1kb左右。完成12例DMD的产前基因诊断，检测出4名男性患儿，4例诊断为正常男性胎儿，1例诊断

为女性携带者，3例为正常女性胎儿。完成5例PKU的产前基因诊断，检测出2例患者，2例正常胎儿，还有1例因STR不提供信息而无法诊断。

    结论1、选择更特异的抗血红蛋白ε链抗体标记胎儿有核红细胞，在孕早期即可进行产前基因诊断。

    2、建立一种简单、快速的Kleihauer抗酸染色法标记胎儿有核红细胞。

    3、国内首次建立一种新的全基因扩增技术：多重置换扩增，能提供高度均一完整的胎儿基因组序列。

    4、将上述改进的方法应用到遗传病(DMD和PKU)的无创性产前基因诊断中，大大简化了操作，降低了成本并提高了结果的准确性，适合于临床推广应

用。

6.期刊论文 陈玲.刘超.王慧君.邱平明 多重置换扩增技术用于法医学微量DNA检测效果 -证据科学2008,16(6)
    目的探讨多重置换扩增(MDA)技术对法医学微量DNA样品STR检测分型的效果.方法用MDA技术对不同模板量DNA进行全基因组扩增(WGA),扩增产物用实

时荧光定量PCR技术定量、用Profiler PlusTM试剂盒检测基因型.结果该方法可对模板DNA增加104-106倍.1 ng样品DNA的MDA产物可获得9个STR基因座和

Amelogenin性别基因座的准确分型结果;低于0.1 ng的样品DNA经MDA扩增后,基因座检出数增加,但可见等位基因不平衡或丢失现象.结论MDA技术可有效增

加DNA模板量和提高微量DNA分型效果.但样品DNA量低于0.1 ng时,MDA产物的STR分型结果判读须慎重.

7.学位论文 凌家炜 SNP基因分型芯片结合多重置换扩增技术在单细胞遗传学诊断的应用研究 2008
    植入前遗传学诊断(preimplantation genetic diagnosis，PGD)是指对配子和种植前胚胎的遗传学诊断，把筛选遗传缺陷提早到早早期胚胎阶段。

通过去除有遗传缺陷的胚胎，可以有效地避免传统的产前诊断发现异常胚胎后的治疗性流产或引产的要求，因而受到生殖界的广泛关注。这项技术从

90年代开展以来，据统计目前世界上已进行了6000多个PGD周期，至少1000个左右的经PGD诊断后的正常孩子出生，为许多因为遗传疾患而不能正常生育

的夫妇带来了希望。

    尽管PGD技术在近二十年取得了长足的进展，但是该技术仍面临很大的挑战。目前，PCR仍然是PGD领域检测特异性突变的唯一工具，由于只有一个

DNA拷贝，单细胞PCR对外源性污染非常敏感，容易发生扩增失败、等位基因优势扩增(Preferential Amplification，PA)或者等位基因脱扣(Allelic

Drop-out，ADO)。另外，随着PGD适应症的扩大，很多时候需要对基因组上的多个位点进行分析诊断，例如扩增紧密连锁的多态性位点、短串联序列分析

(Short TandomRepeats，STRs)和人组织相容性抗原的单体配型等。虽然多重PCR技术可以同时对多个基因组位点进行扩增，但是在优化实验条件和选择
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引物上的困难使得该技术目前最多只能同时检测12条区带，而且多重PCR亦可能导致ADO发生率的升高。由于上述问题，对单细胞DNA进行全基因组扩增以

提供足量的模板作后续遗传分析已越来越引起PGD研究者的重视。

    全基因组扩增(Whole Genome Amplification，WGA)是一项以有限的DNA为模板，非选择性扩增整个基因组以增加DNA数量的技术。该技术极大地改善

了PGD仅有一个细胞可供分析所带来的困境，使模板量从皮克级(pg)升高到微克级(μg)。目前，使用较多的WGA方法主要包括引物延伸预扩增(Primer

EXtensionPreimp]antation，PEP)、简并寡核苷酸引物PCR(Degenerate OligonucleotidePrimed PCR，DOP-PCR)、联结子-衔接子PCR(Linker-adaptor

PCR，LA PCR)和多重置换扩增(Multiple Displacement Amplification，MDA)。DOP-PCR与PEP同样是以PCR为基础的全基因组扩增技术，其单细胞扩增产

物的基因组覆盖率最高分别为89％和91％，但是两者都有难以克服的缺陷，包括扩增效率低、产量少(PEP)、产物片段短(PEP和DOP-PCR)、明显的ADO和

扩增偏倚(PEP和DOP-PCR)等。这一切都限制了PEP和DOP-PCR在PGD领域的广泛应用。LA PCR被广泛应用于生产FISH探针，但是目前利用该技术作单细胞遗

传分析的研究仍然较少。得益于所使用的φ29聚合酶的高持续合成能力和优秀的校读活性，MDA具有远优于PEP和DOP-PCR的准确率和扩增效率，已被越来

越多地应用于PGD临床。

    但是MDA本身仍有很多缺陷，在进行单细胞扩增时尤其明显。ADO是评价任何应用于PGD的新技术的重要指标，对于单细胞MDA，不同研究得出的ADO率

相差较大，介乎0-60％，而且不同位点之间也有很大差异。这些研究主要是利用遗传标记物(STRs或者SNPs)对MDA产物的基因组覆盖率和保真度(ADO率

)进行评估，由于每一个遗传标记都需要建立一套PCR反应，所以这些研究只能纳入数量有限的标记进行分析(最多为64个多态位点，分别位于7条不同的

染色体上)，这导致我们无法测定单细胞MDA的一些重要指标:包括完整全面的基因组覆盖率和ADO位点在基因组上的分布规律，同时，研究发现MDA即使在

没有模板的情况下也会产生大量的非特异性产物，虽然单细胞MDA中的非特异性产物对后续的单重PCR反应影响不大，但是如果利用这些产物作多个位点

分析甚至是比较基因组杂交(CGH)时，则需要进一步明确非特异性产物与非扩增的基因组DNA之间是否有重合及其程度，以避免对实验结果造成误差。所

有这些都是对单细胞MDA的保真度进行全面评估所必需的。最后，PGD亦有可能活检两个卵裂球或更多的细胞(囊胚活检)进行检测，起始模板量的增加对

最后MDA产物保真度的影

响也是我们所关注的。目前，虽有学者进行过类似的研究，但是该实验仪纳入单个遗传标记，因此结果仅能提供一个粗略的倾向。综上所述，目前焏需

一种能够在基因组水平对单细胞MDA的保真度作出全面而深入评估的平台和方法。    另外，虽然对单基因遗传缺陷进行PGD在近年获得了飞速的发展

，PGD临床最常见的适应症仍然是各种染色体异常。荧光原位杂交(Fluorescent In SituHybridization，FISH)是目前对染色体数目和结构异常进行

PGD的主要手段。由于FISH的一些缺陷，如不能对全部23对染色体同时进行分析、信号判读对个人经验依赖较大、重复检测的准确率逐步降低、不能提供

与探针互补序列以外的染色体其他部分的信息等，一些能同时对单细胞全部23对染色体进行核型分析的技术如比较基因组杂交(CGH)技术逐渐引起了广大

研究者的注意。近年，结合了微阵列芯片(Microarray)和CGH的Array-CGH技术由于大大缩短了杂交时间(16-32小时)，清除了该技术应用于PGD临床的最

大一个弊端。该技术可以快速、有效和准确地分辨各种染色体异常，而且对个人的经验依赖较少。MDA被认为是目前对整个基因组覆盖最广，对各位点扩

增偏倚最小的WGA方法，但结合微阵列芯片进行单细胞染色体组的非整倍体检测时应采用非扩增DNA还是同法扩增DNA作为参照仍存争议。另外，微阵列芯

片的空间分辨率取决于玻片上各探针的长度(bp)及其在基因组上的相互距离，但这个仅是理论分辨率，实际分辨率还与芯片的质量、杂交的方案以及

WGA的保真度密切相关，了解后者更有助于对检测结果做出正确的诊断，而既往未见相关的研究。Affymetrix公司的10K2.0SNP基因分型芯片已被证明可

有效检出非扩增DNA和MDA扩增产物的DNA拷贝数(Copy Number)变化，结合其低廉的价格，还有可以同时进行SNP基因型分析的特点，故本研究选取该芯片

作为检测单细胞MDA扩增产物DNA拷贝数的平台。

    本研究的目的是利用10K 2.O SNP基因分型芯片平台，探索不同数量细胞(1-10个)的MDA产物的保真度、可能相关因素以及MDA产物中非特异产物对后

续实验的可能影响，为单细胞MDA应用于PGD领域做出全面而有效的评估。同时，利用同一芯片平台对不同数量细胞MDA产物的DNA拷贝数进行分析，了解

使用不同参照对分析结果的影响，并确定进行MDA产物分析时的实际空间分辨率，建立利用Array-CGH技术诊断单细胞水平非整倍体的分析方法。

    第一部分不同数量细胞MDA保真度的评估

    目的:

    本研究利用IOK 2.0 SNP基因分型芯片平台，探索不同数量细胞(1-10个)的MDA产物的保真度(包括检测基因组覆盖率和ADO率)、可能相关因素以及

MDA产物中非特异产物对后续实验的可能影响，为单细胞MDA应用于PGD领域做出全面而有效的评估。

    材料:

    纤维母细胞系GM02732(47，XY，+18)作为模板，共分7组进行实验，分别为A组(阳性对照，细胞gDNA，3例)、B组(阴性对照，无模板MDA，3例)、C组

(单细胞MDA，6例)、D组(两个单细胞MDA产物的混合，6例)、E组(2细胞MDA，3例)、F组(5细胞MDA，3例)和G组(10细胞MDA，3例)。

    方法:

    1.细胞富集与抽提gDNA

    2.不同数量起始细胞的MDA扩增

    3.MDA产物的纯化与产量的测定

    4.细胞gDNA和MDA产物的切割、连接、选择性扩增与标记

    5.所得标记DNA片段与芯片杂交

    6.芯片的洗脱与扫描

    7.数据分析

    结果:

    1.阴性对照组的MDA产物与gDNA序列可有5.3％的重叠。

    2.随着起始模板从单细胞提升至10细胞，MDA产物的基因组覆盖率从

 86.2％逐步上升至98.7％，而间接反映特异性产物比例的判读率/信号率也

 从0.88上升至0.97。

    3.单细胞组持续无判读信号的SNP位点所在片段的GC含量百分比为42.15％，显著高于芯片SNP位点的平均GC含量为39.86(P=0.019)，其他各组未发现

持续无信号的SNP位点所在片段GC含量较芯片平均水平

  显著升高(P>0.05)，同样，各组中均未发现SNP位点的片段长度与无判读信号之间呈相关性(P>0.05)。

    4.随着起始模板从单细胞提升至10细胞，MDA产物的平均ADO率从17.88％逐渐下降至0.15％，各组之间比较均有统计学差异，P<0.05。此外，仅有

4个SNP位点在同一实验组中出现一致性ADO现象(2个位于单细胞组，1+1细胞组和2细胞组各一个)。计算这些位点所在片段的GC含量百分比和长度分别为

39.26±4.33％和604.25±67.69bp，与芯片上所有SNP位点的平均水平比较，差异无统计学意义(P值分别为0.84和1.00)。

    5.MDA产物与阳性对照组SNP分析的符合率在单细胞组为78.4％，2细胞组的符合率(86％)略高于1+1细胞组(83.7％)，但两者之间没有统计学差异

(P=0.13)。

    第二部分结合MDA和sNP基因分型芯片对单细胞水平的非整倍体进行分析

    目的:

    本研究拟结合10K 2.0 SNP基因分型芯片平台与MDA技术，对不同数量细胞MDA产物的DNA拷贝数进行分析，了解使用不同参照对分析结果的影响，并

确定进行MDA产物分析时的实际空间分辨率，建立利用Array-CGH技术诊断单细胞水平非整倍体的分析方法。

    材料:

    纤维母细胞系GM02732(47，XY+18)和GM00343(46，XY 4(del)(qter>p14))作为模板，共分7组进行实验，其中A-F组使用GM02732细胞，G组使用

GM00343细胞，分别为A组(阳性对照，细胞gDNA，3例)、B组(单细胞MDA，6例)、C组(两个单细胞MDA产物的混合，6例)、D组(2细胞MDA，3例)、E组(5细

胞MDA，3例)、F组(10细胞MDA，3例)和G组(单细胞，3例)。

    方法:

    同第一部分。

    结果:

    1.分别使用非扩增的gDNA和经MDA扩增的单细胞DNA产物作为参照，单细胞组(B组)和1+1细胞组(C组)SNP位点的光强比对数值的标准差(SD)，差别有

统计学意义，可能由于样本数较少，其他各组的SD值虽有差异，但是无统计学意义(P值均为0.05)。

    2.利用CNAT分析软件，发现以非扩增gDNA作为参照模板时，部分染色体优势扩增明显(见下图)。

    B组使用不同参照的染色体拷贝数分析图，上图为使用正常gDNA作参照，下图为使用单细胞MDA产物作参照。由于使用18三体细胞和4号部分单体细胞

的MDA产物互为参照，可观察到假性4号多倍体(红色箭头处)，同时可观察到明显的18三倍体改变。



    3.染色体优势扩增主要发生在16、17、19和22号染色体，对比18三体细胞(GM02732)和部分4号单体细胞(GM00343)的单细胞MDA产物(以gDNA为参照

)上述四条染色体的SNP的拷贝数和光强比改变，发现虽然分属两个不同的细胞系，但是两者的单细胞MDA产物在以上四条染色体的SNP拷贝数改变有很强

的重叠性。

    4.对比不同起始细胞数量的MDA产物在上述四条染色体上的拷贝数和光强比改变，发现优势扩增现象未能消除，而且出现优势扩增的SNP位点有明

显的重合性。    5.在0.5M的平滑化水平，单细胞MDA的芯片杂交数据平均需要16个连续位点出现多倍体改变才能对染色体拷贝数的获得性改变作出诊断

(95％可信度)，对于缺失性改变则平均需要11个连续位点出现单倍体改变(95％可信度)。

    结论:

    1.本研究首次利用SNP基因分型芯片平台，对不同数量细胞模板的MDA产物进行保真度分析，结果提示MDA是一种快速、高效和相对准确的全基因组扩

增方法。

    2.单细胞MDA的非特异性产物可有部分与基因组特异性序列重合，但数量极少。

    3.单细胞MDA产物的ADO率最高可达29.5％，因此进行后续PCR时应至少纳入3个遗传标记作连锁分析以避免误诊。

    4.2细胞MDA的保真度略高于两个单细胞MDA产物的混合物，提示如果进行两个或多个细胞的MDA时，应将细胞至于同一反应体系中进行扩增。

    5.MDA产物进行染色体拷贝数分析时有明显的位点特异性优势扩增现象，应使用同样以MDA方法扩增的基因组DNA而不是非扩增的gDNA作为参照。

    6.MDA产物进行拷贝数分析时的实际分辨率与芯片位点密度和其他多种因素有关，而且对缺失性改变的分辨率高于获得性改变，即前者比后者更容易

被检出。

关键词:SNP基因分型芯片，多重置换扩增，非整倍体筛查，植入前遗传学诊断

8.期刊论文 陈玲.刘超.王慧君.邱平明.杨电.CHEN Ling.LIU Chao.WANG Hui-jun.QIU Ping-ming.YANG Dian 两种

全基因组扩增方法用于微量检材STR基因座分型比较 -国际遗传学杂志2008,31(3)
    目的 应用多重置换扩增(MDA)技术和改进型扩增前引物延伸(IPEP)技术对法医学微量DNA进行全基因组扩增,比较两种方法的STR分型效果及法医学应

用价值.方法 用MDA、IPEP方法分别对不同模板量DNA进行扩增,扩增产物用实时荧光定量PCR技术定量、用AmpFLSTR Identifiler(R)试剂盒检测基因型

.结果 MDA方法可对模板DNA增加103～106倍,IPEP方法可增加25～310倍.为获得完整准确的分型结果,MDA最低需1 ng基因组DNA,IPEP最低需0.05 ng基因

组DNA.当基因组DNA为0.01 ng～0.1 ng时,IPEP产物、MDA产物的平均基因座检出数均高于未经全基因组扩增的DNA,其中IPEP产物的平均基因座检出数高

于MDA产物.结论 MDA方法、IPEP方法均可提高微量检材的STR分型效果.MDA方法的产量高于IPEP方法;IPEP方法的灵敏度高于MDA方法,且对微量DNA的

STR分型效果优于MDA方法,因此更适于法医学痕量DNA检测.

9.学位论文 任姿 杜氏肌营养不良症胚胎植入前遗传学诊断 2007
    杜氏肌营养不良症(简称DMD)是一种以X连锁隐性遗传为主要遗传方式的进行性肌无力和肌萎缩疾病，发病率为1/3500活产男婴，其中约1/3为新生突

变。

    目前较一致的观点是该病由抗肌萎缩蛋白(Dystrophin)基因突变引起。抗肌萎缩蛋白基因全长约2600kb，定位于Xp21，是目前发现的最大的人类基

因，约占X染色体的2﹪，全基因组的0.05﹪。含79个外显子，DMD cDNA的长度为14kb，编码分子量427kd的蛋白。如此庞大的基因非常容易发生基因重排

和重组。目前发现的基因突变存在多种类型，其中基因缺失占65﹪，基因重复占5﹪，点突变、小缺失及插入占30﹪。且突变的发生在整个基因非均匀分

布，存在两个突变热区，即基因的5’端及Exon44-53之间。目前对该病尚无有效的治疗方法。

    DMD主要遵循X连锁隐性遗传方式，女性携带者有50﹪的机会遗传给后代，遗传该突变基因的男性后代则成为患者，女性后代则是携带者。胚胎植入

前遗传学诊断(Preimplantation genetic diagnosis，PGD)技术为DMD女性携带者生育健康后代提供了新的选择，与既往常规的产前诊断不同，PGD技术

可避免因患病胎儿而需终止妊娠。PGD是建立在体外受精与胚胎移植(In vitro fertilization andembryo transfer,IVF-ET)的基础之上，在6-8细胞阶

段的胚胎活检1-2个细胞用于遗传学检测，移植基因经检测证实没有疾病的胚胎。但由于Dystrophin基因庞大、突变种类多、基因内重组和新生突变发生

率高，该疾病的胚胎植入前遗传学诊断还面临一定的困难，到目前为止还没有一个统一的方案。采用全基因组扩增(Whole genome

amplification，WGA)作为胚胎植入前遗传学诊断的第一步，增加起始模板量，然后再检测多个基因位点，可以大大增加单细胞分析的准确性和可靠性。

    目前已有多种WGA方法，如引物延伸预扩增(Primer extensionpreamplification，PEP)和简并寡核苷酸引物PCR(Degenerated

oligonucleotideprimed PCR，DOP-PCR)。由于非特异性扩增产物、对整个基因组覆盖不全、DNA产物片段长度短等限制其在PGD中的应用。多重置换扩增

(Multiple displacementamplification，MDA)是1998年由耶鲁大学Lizardi博士首次提出，该法不以PCR为基础。这种恒温扩增的方法依赖于链置换扩增

原理，利用噬菌体Φ29DNA聚合酶，该酶强大的向前延伸活性和高保真度使得通过MDA可从极少量的DNA样本获取大量高质量的DNA，是到目前为止对整个

基因组覆盖最广、各位点扩增偏倚最小的WGA方法。本实验研究的目的是探索MDA在胚胎植入前遗传学诊断中的应用，通过使用全基因组扩增的方法，克

服胚胎植入前遗传学诊断中单细胞DNA量极少的瓶颈，解决单细胞模板量有限限制全面准确诊断的问题，建立DMD的胚胎植入前遗传学诊断方案，使该方

案适用于各种基因突变类型的DMD女性携带者。

    第一部分单细胞MDA结合单重荧光PCR方案评估。

    目的：本研究针对单细胞MDA产物应用单重荧光PCR检测常见Dystrophin基因的缺失位点，选用多个基因内部的多态性位点行单体型分析，并同时行

性别诊断，评估该方案在DMD胚胎植入前遗传学诊断中的可行性，建立适用于各种基因突变类型的DMD女性携带者的胚胎植入前遗传学诊断方案。

    材料：

    1.2005年10月至2006年12月于我院生殖中心就诊拟行PGD治疗的4个家系，均有DMD家族史和明确的基因检测结果，为基因缺失型突变或重复型突变。

    2.本院生殖医学中心取卵后第三天正常受精的废弃胚胎。

    方法：

    1.外周血DNA抽提2.家系分析3.单个细胞制备4.单细胞MDA扩增5.MDA产物DNA总量测定6.MDA产物纯化7.在MDA产物应用单重荧光PCR检测17个基因位点

(包括6个常见的缺失外显子，10个DMD基因内部的多态性位点，1个性别位点)。

    结果：

    1.家系来源的80个单个淋巴细胞(每例女性携带者各20个)及11个废胚来源的40个单个卵裂球进行MDA扩增，MDA扩增单个淋巴细胞的成功率为

97.5﹪(468/480)，扩增单个卵裂球的成功率为94.1﹪(640/680)。

    2.将女性携带者来源的单个淋巴细胞MDA产物的PCR结果与其外周血结果比较，平均PCR扩增失败率为2.5﹪(12/480，变化范围0-5.0﹪)，平均ADO率

为12.0﹪(56/468，变化范围5.0-20.5﹪)，两者各位点PCR扩增产物的片段大小一致。单个卵裂球MDA扩增产物进行17个位点的检测，其中6个外显子位点

均有扩增信号，各位点平均扩增失败率为5.9﹪(40/680，变化范围0-15.0﹪)。同一个胚胎来源的不同卵裂球的扩增结果进行比较，确定杂合位点，计算

平均ADO率为27.4﹪(37/135，变化范围0-37.5﹪)。

    第二部分 DMD女性携带者胚胎植入前遗传学诊断。

    目的：本研究部分基于前一部分研究结果，利用已建立的单细胞MDA结合单重荧光PCR的方案，对两例Dystrophin基因重复突变和缺失突变的女性携

带者进行了PGD，以期获得Dystrophin基因正常的胚胎，使出生的婴儿真正健康。

    材料：

    两对夫妇均有DMD家族史，有将DMD遗传给后代的风险，前来我院生殖中心要求采用PGD技术生育健康后代，突变类型分别为外显子3-11重复和外显子

47-50缺失。

    方法：

    1.控制性超排卵2.体外受精和胚胎培养3.胚胎活检4.单细胞MDA5.单重荧光PCR检测6.移植基因检测正常胚胎7.再次分析未移植胚胎。

    结果：

    1.病例1：超排后获取卵子19个，10个正常受精，取卵后第3天活检并分析6个胚胎。单细胞MDA产物进行位点STRMP、STR44、STR49及性别位点

AMEL，的检测。结果显示2次ADO，分别在4号胚胎来源的卵裂球扩增位点STR49和6号胚胎来源的卵裂球扩增性别位点时发生。检测到两次扩增失败，位点

STRMP和STR49各1次，且均发生在同一个卵裂球，该卵裂球取自6号胚胎。两个男胚遗传其母亲正常的Dystrophin单体，诊断为正常胚胎；两个男胚及两

个女胚遗传其母亲基因重复的Dystrophin单体，分别诊断为患病胚胎及携带者胚胎。取卵后第4天向宫腔移植一个Dystrophin基因检测正常的胚胎，未孕

。
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    2.病例2：超排后获取卵子14个，其中7个MII卵子行单精子卵胞浆内显微注射，7个正常受精，取卵后第3天共活检并分析6个胚胎。位点STR2、STR4-

9、STR79GT2、STR3+33、EXON48及性别位点.AMEL用于遗传分析。位点STR2和STR3+33分别发生1次ADO，STR49和性别位点分别发生2次ADO，6次ADO中3次

来源于取自3号胚胎的同一个卵裂球。直接检测突变区域内EXON48的结果与单体分析结果一致。两个男胚和两个女胚遗传其母亲正常的Dystrophin单体

，诊断为正常胚胎；两个男胚携带有母亲基因缺失的Dystrophin单体，诊断为患病的胚胎。取卵后第4天向宫腔移植3个基因检测正常的胚胎，获得一例

宫内单胎妊娠。于孕19<'+>周取羊水细胞行产前诊断，证实为。DMD非携带者女胎。现孕21<'+>周，胎儿发育良好。

    两例临床病例的所有阴性对照PCR产物均未检测到阳性扩增信号。未移植胚胎均采用同种方法重新检测，结果与单个卵裂球诊断结果一致。

    结论：

    1.本研究在国内首次应用MDA于PGD技术中，获得一例临床单胎妊娠，该例妊娠亦是在单细胞水平通过全基因组扩增后对DMD携带者进行胚胎植入前遗

传学诊断的首例成功妊娠报道。

    2.单细胞MDA结合基因突变检测、单体型分析及性别诊断的方法，可以有效地应用于DMD的临床PGD，适用于大多数DMD女携带者，可以在鉴别正常男

胚的同时分辨携带者和非携带者女胚，降低因基因重组引起的误诊风险及有效监测外源性DNA污染。

10.期刊论文 李鑫.胡兰.冯雪飞.刘晓.LI Xin.HU Lan.Feng Xue-Fei.LIU Xiao 混合斑中精子细胞分离及其DNA制

备方法 -法医学杂志2007,23(4)
    目的 尝试建立一种检测混合斑中精子细胞的方法.方法 使用显微操作法捕获精子细胞,全基因组扩增(多重置换扩增)精子细胞DNA.结果 对10管精斑

检材的全基因组扩增,获得了高产、保真的产物.使用50μL体系对20个精子细胞直接进行全基因组扩增,省去了对起始模板的纯化过程,DNA扩增倍数达

30000倍以上,片段长度大多在15 kb以上,其STRs复合扩增分型结果有可参照性.结论 显微操作法可以有效捕获精子细胞,排除干扰,多重置换扩增可以提

供足够量的产物用于法医DNA分析,该方法具有可行性.
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