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$$"摘要#$多重置换扩增"KQS#技术作为一种全新的全基因组扩增技术%为单细胞的后续检测提供了足

够和稳定的Q2S%在地中海贫血植入前遗传学诊断的实验研究和临床应用中取得了较大进展& 该文就KQS

的原理'技术特点及其在地中海贫血植入前遗传学诊断中的应用研究进展进行综述&

$$"关键词#$多重置换扩增$$植入前遗传学诊断$$地中海贫血
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$$地中海贫血"<Y9;9EE=8:9#是一组先天遗传性溶

血性疾病%是由珠蛋白肽链合成障碍导致的血红蛋

白异常性疾病%也是世界上最常见的单基因遗传病

之一& 据统计%全世界上约有 *M%+O的人口携带地

中海贫血基因(&)

& 在我国以广西'广东'海南等省

发病率较高%

+

地中海贫血和
,

地中海贫血发病率

分别为 &(M+O和 %M5+O

(/)

%其中广西人群中地中海

贫血基因携带率为 &/M//O /̀+M(/O

(+ 5̀)

& 为防

止地中海贫血患儿出生%目前主要是对携带地中海

贫血基因的夫妇在妊娠早期进行产前诊断%但往往

使患者要面临流产或引产的难题%造成精神上和生

理上的创伤& 随着辅助生殖技术的发展%将产前诊

断提前至胚胎植入前进行诊断已经成为可能& 植入

前遗传学诊断"[W=:8[;9><9<:"> ?=>=<:CT:9?>"E:E%P0Q#

是对着床前第 + 天或第 5 天的胚胎进行活检%通过

分子生物学技术检测胚胎的遗传物质%选择正常的

胚胎植入宫腔%摒弃携带地中海贫血基因的胚胎%避

免了终止妊娠给患者所带来的痛苦%有效改善妊娠

结局%降低地中海贫血患儿出生率%达到优生的目

的& 因P0Q时可供检测的遗传物质极少%仅 & /̀

个细胞%提供的 Q2S样本含量非常有限%又不能同

时满足多位点多基因检测和重复试验的需要& 为从

少量细胞中最大限度地获取遗传信息%全基因组扩

增"\Y";=?=>"8=98[;:Z:C9<:">%^0S#技术应运而

生& ^0S技术能够无选择偏移地扩增单个细胞的

整个基因组 Q2S%可提供足量 Q2S模板进行后续

分析& 多重置换扩增"8D;<:[;=T:E[;9C=8=><98[;:Z:-

C9<:">%KQS#是一种扩增效率高'保真性好'能够提

供高度均一完整的基因组序列的新兴^0S技术(')

&

69>X:技术原理

KQS技术是!:o9WT:等())基于环状滚动扩增方

法创建的一种链置换扩增技术& 该技术利用 [Y:/.

Q2S聚合酶和六聚体随机引物对基因组进行扩增%

不需要经过聚合酶链反应"PGI#热循环过程%只需

在 +( b条件下恒温即可反应& 扩增时%[Y:/. Q2S

聚合酶在多个位点同时起始复制%合成新的Q2S链

取代模板互补链%被置换出新的Q2S链又成为模板

来进行扩增%形成级联分支的放大系统& 最终生成

大量的高保真基因组Q2S%为单细胞多次分析提供

了可能(%)

&

89>X:技术特点

8E69KQS技术的优点$"&#扩增高效和高保真性&

[Y:/. Q2S聚合酶兼具 +q-5q核酸外切酶校读活性%

对模板有很强的结合能力%能连续扩增&(( iV的Q2S

模板而不从模板上解离%扩增的平均长度约 &( iV%而

且 [Y:/. Q2S聚合酶具有高保真性能%其错配率仅

为 &f&(

'

&̀f&(

)

%比U9p酶的 +f&(

* 至少低 &(( 倍%

可以确保扩增的保真性(.)

& Q=9>等(&()比较了KQS

和另外两种以 PGI为基础的 ^0S方法%变性寡核

苷酸引物 PGI"T=?=>=W9<=";:?">DC;="<:T=[W:8=WPGI%

QcP-PGI#和引物延伸预扩增 PGI"[W:8=W=]<=>E:">

[W=98[;:Z:C9<:"> PGI%P7P-PGI#对同样模板 Q2S的

扩增偏倚情况%结果显示 + 种方法的扩增偏倚分别

为L+ 倍%&(

+

&̀(

' 倍和 &(

/

&̀(

* 倍%与其他 ^0S

技术相比%KQS技术可均匀扩增线状或环状 Q2S

而不出现明显的扩增偏差%扩增效率高和保真性好&

"/#扩增长度和产量稳定& 基因组 Q2S经过 +( b

反应 * '̀ Y%KQS扩增达到高峰后维持在一个稳定

水平%使所有反应的Q2S产量几乎相等& Q=9> 等(&()

在使用KQS扩增时发现%不管起始模板量是多少%

每次反应的产量基本相同& 扩增时%硫酸化的随机

引物能够抑制聚合酶的核酸外切酶活性%使扩增产

物大大增加(&&)

& 胚胎活检的单个卵裂球或 + 5̀ 个

滋养外胚层细胞仅有 [?级的 Q2S模板%KQS扩增

后产量可达到
!

?级(&/)

%这种含量的模板可以满足

一个基因多种突变或多位点基因突变的分析%从而

克服了在单细胞水平上进行多次 PGI或重复试验

引起的模板量不足的问题(&+)

& "+#样品不需纯化%

应用方便'快捷& KQS不需分离基因组 Q2S%可直

接对单个细胞样品作为起始模板进行扩增(&*)

%避免

了分离过程中 Q2S的降解%减少人为失误& KQS

整个反应只需加入样品和反应试剂后在 +( b的条

件下 * '̀ Y%'5 b &( 8:> 灭活酶的活性即可完成

所有反应& 现已有商业的试剂盒产品%使各项操作

更规范和标准化%更易于推广应用&

8E89KQS技术存在的问题$"&#等位基因脱扣"9;;-

=;=TW"[ "D<%SQc#是单细胞 PGI过程中常见的问

题%也是 P0Q误诊的关键& SQc是指单细胞进行

*5((&*

$$中国临床新医学$/(&5 年$&( 月$第 % 卷$第 &( 期



PGI扩增时%如为杂合子的单细胞%两个等位基因之

一未被扩增%不同位点的SQc发生率大约在 &(O `

+%M.O

(&5)

& 单细胞扩增时 SQc的发生率较高%产

生原因主要有模板的长度引起某些序列的选择性扩

增%模板的0G含量或二级结构不同%导致与引物结

合的扩增效率也不同(')

& !:>?等(&')发现随着起始

模板从单细胞提升至 &( 个细胞%KQS产物的平均

SQc发生率从 &)M.O逐渐下降至 (M&O& 故应用

于单基因病P0Q时%可将胚胎尽量培养至囊胚阶段

以活检更多的滋养外胚层细胞%这样可提高起始模

板量%降低 SQc的发生率和减少诊断误差& "/#易

发生污染& 由于 KQS敏感性很高%模板量在极少

的情况下%就能发生扩增%任何外源性 Q2S混入都

会导致扩增体系污染%外源性 Q2S与模板竞争扩

增%经PGI放大后将影响诊断的准确性& P0Q中外

源性 Q2S主要来源于精子'颗粒细胞'实验环境和

酶本身等& 故KQS过程要在特定的实验室进行%各

个步骤要严格在各自的分区内操作%严格各项操作步

骤%防止交叉污染%以防诊断错误而引发不良后果&

F9>X:在地中海贫血植入前遗传学诊断$V!X%

中的应用

$$对植入前单个卵裂球或 + 5̀ 个滋养外胚层细

胞进行 KQS扩增后%应用 PGI'比较基因组杂交

"SWW9F-G0_#和测序技术对所获产物 Q2S的致病

基因'突变位点'遗传标记进行检测%就可以确定胚

胎是否携带致病基因(&))

& 目前该技术广泛应用于

各种单基因病"如囊性纤维化病'脆性 1综合征'杜

氏肌营养不良和地中海贫血等#和染色体病"如染

色体的缺失'重复和非整倍等#的 P0Q& /((+ 年焦

泽旭等(&%)应用P7P-PGI进行^0S%对 .. 个卵裂球

进行^0S及巢式PGI进行基因检测%.5 个卵裂球

扩增成功%扩增效率为 .'O%& 例阴性对照出现扩增

产物%污染发生率为 &M*/O%但该技术的扩增效率

和保真性方面略差& 随着 ^0S技术的发展%/((*

年_=;;9>:等(&.)首次报道将 KQS联合 PGI技术成

功地应用于
,

地中海贫血的 P0Q中& /((5 年国内

邓捷等(/()应用多重巢式及荧光聚合酶链反应技术

对
,

地中海贫血进行 P0Q%该方法的扩增效率为

.5O%SQc发生率为 /&O%移植后获得临床妊娠%但

该方法受样本量的限制仅可以进行单次检测%无法

进行重复试验& /(&& 年 3Y=> 等(/&)用 KQS-PGI的

方法对单细胞进行
+

和
,

地中海贫血基因检测%共

检测 '枚胚胎%移植 + 枚%但未获妊娠& 为降低SQc

的发生率%联合植入前遗传学单体型分析%/(&+ 年

沈晓婷等(//)对 5 类 &/ 种类型 P0Q进行临床研究%

其中单基因病包括地中海贫血& 共进行了 ** 个周

期的P0Q%KQS的扩增成功率为 .'M*O%后续 PGI

扩增效率为 .)M&O%SQc发生率为 &/M'O%共移植

*) 个周期%周期妊娠率为 *)M)O%共分娩了 /( 个健

康婴儿& 还显示SQc发生率可能与胚胎质量相关%

多数 SQc发生率较高的胚胎在进行继续培养过程

中发生退化& 通过 KQS后不再受样本量的限制%

可以进行重复试验或进行多位点突变检测或多种单

基因病同时检测& /(&* 年王静等(/+)回顾性分析双

方均是
,

地中海贫血携带者而行 P0Q治疗的周期

资料%比较采用 KQS预处理和直接采用多重巢式

PGI两种技术对单细胞的诊断结果%显示KQS组的

扩增失败率为 .M).O%低于巢式PGI组的 &5M/*O%

但两种方法在诊断结果上差异并无统计学意义%说

明KQS技术进行全基因组的预扩增可以有效增加检

测模板含量%实现多位点或多种单基因病同时诊断&

G9结语

综上所述%KQS技术因其操作简单'基因组扩

增均匀'产物片段长'产量大'扩增偏差小等优点%同

时其缺点也在不断的完善%越来越多应用到P0Q临

床实践中& KQS为后续的PGI'SWW9F-G0_'短串联

重复序列"EY"W<<9>T=8W=[=9<E%3UI#'单核苷酸多态

性"E:>?;=>DC;="<:T=[";F8"W[Y:E8%32P#和第二代测

序技术提供足够模板%可以应用到不同类型的单基

因病和染色体病的临床诊断中%KQS和后续技术的

联合使用实现了多个位点和多种单基因病的同步诊

断%提高了扩增效率%降低SQc的发生率%为临床提

供准确的实验结果&
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新进展综述

阿奇霉素在小儿支原体肺炎治疗中

应用方法的研究进展

谢圣全$综述%!$谭$毅$审校%

作者单位! 5+)+/&$广西%平南县思旺镇中心卫生院

作者简介! 谢圣全"&.)/ 6#%男%中专%主治医师%研究方向!小儿疾病的诊治& 7-89:;!&++5/..(%*AppBC"8

$$"摘要#$阿奇霉素是一种具有独特药物动力学特性的大环内酯类抗生素%已广泛用于小儿支原体肺炎

的治疗%并取得较好的疗效& 该文从阿奇霉素治疗小儿支原体肺炎的依据及其常规疗法'序贯疗法'联合疗法

等方面进行综述&
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