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地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断规范
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc193225020][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc196465619]范围
[bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc24884212]本文件界定了胚胎植入前遗传学诊断的术语和定义以及涉及的缩略语，规定了地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断的基本要求、诊断流程和要求、质量控制以及实验室生物安全的要求。
本文件适用于医疗机构地中海贫血胚胎植入前遗传学的诊断。
[bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc193225021][bookmark: _Toc196465620]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: _Toc97192966]GB 19489  实验室生物安全通用要求
[bookmark: _Toc193225022][bookmark: _Toc196465621]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

胚胎植入前遗传学诊断  Preimplantation Genetic Test;PGT
辅助生殖技术中的一类遗传学分析方法，通过对体外受精形成的胚胎进行基因或染色体检测，筛选出遗传学正常的胚胎进行植入，以降低妊娠失败或遗传病传递的风险。
[bookmark: _Toc193225023][bookmark: _Toc196465622]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
ADO：等位基因脱扣（Allele Drop-out）
DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）
EDTA：乙二胺四乙酸抗凝管（Ethylene Diamine Tetraacetic Acid）
HAS：人血清白蛋白（Human Serum Albumin）
ICM：内细胞团（Inner Cell Mass）
ICSI：卵胞质内单精子注射（Intracytoplasmic Sperm Injection）
PCR：聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction）
SNP：单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphism）
STR：短串联重复序列（Short Tandem Repeat）
1　 基本要求
医疗机构
应具有卫生部门批准的产前诊断技术许可资质，相关工作开展符合《产前诊断技术管理办法》的规定。
应经卫生部门批准正式并规范运行体外受精－胚胎移植技术、卵胞浆内单精子注射技术和胚胎植入前遗传学诊断技术，设置PGT实验室的应具备省级医疗行政管理部门批准开展植入前遗传学诊断技术试点或正式运行的资格。
应具有省级临床检验行政管理部门审批核发的临床基因扩增检验实验室资质，相关工作开展符合《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》及《临床基因扩增检验实验室工作规范》的规定。


1.1　 场所
应具备符合基因扩增（PCR）诊断实验室标准的胚胎植入前遗传学诊断专用的实验场所，并获得省级临床检验行政管理部门审批核发的临床基因扩增检验实验室资质。
胚胎活检场地布局应合理，符合人类辅助生殖技术胚胎培养室的洁净要求。
1.2　 设施设备
应具备分子遗传学实验室诊断设备，并满足《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》中对工作区域仪器设备配置的要求。
设备的种类、数量应与实际开展的项目及工作规模相匹配。
应具备必要的消毒和空气清洁设施等。
1.3　 人员
应建立与地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测工作相适应的专业技术人员团队。至少包括：
具备从事产前诊断技术资质的副高职称及以上的临床医师2名以上（含2名，下同）；
具备医学、生物学或遗传学本科及以上学历的实验室专业技术人员3名以上。其中分子遗传实验室检测技术人员至少2名，应取得相应卫生专业技术职称（其中1名具有5年中级以上技术职称），同时取得相关专业的产前诊断《母婴保健技术考核合格证书》。
[bookmark: OLE_LINK2]实验室检测技术人员通过能力评估后上岗，具体应满足：
经省级以上卫生行政部门指定机构技术培训合格并取得“临床基因扩增检验实验室技术人员上岗培训合格证”；
获得“临床医学检验技术考试合格证书”，其中1名具有5年相应卫生专业技术中级以上技术职称；
专业技术人员中2名均应具备对遗传变异的解读能力、结果判读能力及分子检测专业知识。
适宜及禁忌人群
适宜人群
符合如下条件之一者，实施地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断：
—— 夫妇双方为同型地中海贫血携带者，有生育重型地中海贫血患儿风险者；
—— 重型地中海贫血患儿生育史的夫妇；
—— 有生育中间型地中海贫血患儿风险者（可做），遵从自愿原则和伦理委员会批准原则。
禁忌人群
符合如下条件之一者，不应实施地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断：
—— 患有《中华人民共和国母婴保健法》规定的不宜生育的遗传性疾病；
—— 患有目前无法进行胚胎植入前遗传学诊断的遗传性疾病；
—— 基因诊断或基因定位不明的情况；
—— 其它不应实施辅助生殖技术的情况。
[bookmark: _Toc193225024][bookmark: _Toc196465623]诊断流程和要求
知情同意
告知患者及其家属胚胎植入前遗传学诊断的性质、目的、意义、方法及其局限性和可能的风险，现存可行的替代方法及各自的优势和局限，对患者进行遗传咨询并解释知情同意书的要点，指导接受地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断的患者签署知情同意书。地中海贫血相关胚胎植入前遗传学诊断遗传咨询意见书见附录A，地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断知情同意书见附录B。
资料收集
询问患者遗传病的家族史、先证者的情况、致病基因的检测方法和结果以及孕产史等，必要的原始资料或其复印件保存留档。
胚胎活检
宜采用囊胚滋养外胚层细胞的活检，见附录C。
采用唯一编号对活检的胚胎生物样本进行编号。
活检样本的处理按全基因组扩增试剂盒说明书进行。
填写地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测申请书，见附录D。
样本储存和运输
活检细胞运输及保存：将细胞转入全基因组扩增试剂盒细胞保存液或裂解液，按试剂说明书温度运输及保存。运输时间2 h内在2 ℃～8 ℃冷藏条件下运输，长时间转运应干冰保存，运输过程中不应剧烈震荡。如不能及时检测，宜放置在-80 ℃暂存。
已进行全基因组扩增的样本运输：样本在2 ℃～8 ℃冷藏条件下冷链运输，运输时间宜为4 h；-20 ℃以下的冷冻运输不超过72 h。
检测后样本的保存和处理：剩余的胚胎全基因组扩增产物样本应-80 ℃保存至产后2年以上。如销毁应遵守《医疗废物管理条例》等相关法律法规，并有详细的销毁记录。
实验室检测
宜采用基因的PCR扩增和/或测序等检测技术，对突变位点检测，同时在其附近寻找分子标记做连锁分析。
应采集夫妻双方及先证者2 mL～5 mL外周血，使用EDTA抗凝管保存，并填写家系信息表，行相关基因检测及单体型分析，明确致病位点与多态性位点的连锁关系。
报告的出具和审核
宜在接收到待检物的30个工作日内完成检测并出具报告，其中发出因检测失败需再次采样的通知应不长于15个工作日。
检测报告由医疗机构具备产前诊断技术资质、初级及以上职称、熟悉并从事地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断2名及以上的检测人员签字出具，副高级及以上职称人员审核。
检测报告应满足但不限于以下要求：
明确受检者的基本信息，包括姓名、性别、年龄、患者适应证等；
明确样本的基本信息，包括样本唯一编号、样本类型、采样日期、样本接收日期等；
注明检测项目、检测方法、检测级别及检测局限性等；
检测结果、结果解释以专业方式进行描述；
明确基因型，其他常染色体隐性遗传性基因疾病的胚胎植入前遗传学诊断应明确是正常、致病基因杂合子或纯合子，或致病基因复合杂合子（中间型、重型）胚胎；
每个胚胎样本的PCR扩增和/或测序的检测结果；
根据目前的资料对检测中发现的染色体拷贝数变异进行分类，包括致病性、可能致病性，临床意义不明，可能良性和良性；
明确检测机构信息和报告日期；
检测人、报告审核签发人签字；
明确其他相关提示与声明。
检测后临床咨询
具有副高以上职称的临床生殖医师、胚胎实验室技师及遗传咨询师根据遗传学检测结果和胚胎评分建议胚胎的可移植性及移植顺序。临床医师应向患者解释各胚胎的检测结果，根据检测结果明确胚胎的处置方式并根据具体情况为患者提供专业建议；对于结果为可移植的低风险胚胎，告知风险，必要情况签署知情同意书；对于应谨慎移植的胚胎，仔细告知风险并签署知情同意书。
移植后妊娠结局追踪随访
对胚胎植入前遗传学诊断受术者及其子代的随访率应达100％。
随访内容包括：胚胎移植后妊娠的情况、产前诊断（包括羊膜腔穿刺等）进一步评估胎儿的遗传状况、地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断和产前诊断结果的重要性、产科情况、妊娠结局、胎儿或新生儿的表型等情况以及遗传学诊断和其它的临床诊断。
各阶段应根据具体情况为患者提供进一步处理的建议。
资料与标本保存
地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断全过程相关的原始资料，包括患者的病案、知情同意书、检测申请单、原始实验数据记录、相关的电子信息文档、检测报告单等，均应在医疗机构保存30年以上，相关的电子信息文档及剩余胚胎生物扩增样本应保存至产后2年以上。
[bookmark: _Toc193225025][bookmark: _Toc196465624]质量控制
活检的胚胎滋养外胚层细胞及其扩增的生物标本应采用唯一编号并与申请单及报告单保持一致，标示清晰无破损或污染。
应建立地中海贫血单体型分析流程、胚胎活检细胞全基因组扩增产物地中海贫血致病位点检测流程，胚胎全基因组染色体拷贝数分析流程，如利用商品化试剂盒。
应建立本实验室操作规程和室内质控方法。
应建立产前诊断与胚胎植入前遗传学检测结果不符的样本及检测结果溯源流程，若条件允许，宜建立胚胎与家系成员的个体识别流程。
构建单体型进行连锁分析时应至少选择靶基因上下游，至少各两个紧密连锁的SNP位点或STR位点，如在连锁分析时发现靶基因附近发生重组，宜进行致病位点检测验证连锁分析结果。
应建立随访体系，关注临床病例的回访情况，通过追踪移植后妊娠、流产、活产、孕期及出生后婴儿的情况，对工作做出及时总结和回顾。
所有实验操作应在B2级或以上生物安全柜或百级或以上超净工作台内进行，且做好避免交叉污染措施。规避操作者导致的外源性DNA污染，如扩增前处理标本时操作者应穿隔离衣、戴口罩、帽子。所有耗材，包括吸头、试剂等应无DNA及DNA酶。吸头宜带有滤膜。
所有关键步骤的操作应至少由2人完成，1人操作，1人核对并记录，关键步骤宜拍照记录。
胚胎检出率应不低于96％，ADO率应＜10％，囊胚复苏率应≥98％。
胚胎植入前遗传学检测前、检测后遗传咨询率应为100％，移植后随访率应为100％。
地中海贫血胚胎植入前遗传学检测的夫妇应行ICSI助孕。
采取保障措施对所有电子数据及纸质材料进行长期存储，涉及性别的检测结果应双人双锁，宜电子数据进行双重备份。
若条件允许，宜建立单独的生物样本库保存家系成员样本及胚胎全基因扩增产物。
未经患者同意，不应公开患者检测产生的数据和资料。
若活检后的标本外送第三方检测公司或实验室进行实验分析，送检机构应与第三方检测机构进行标本进出、运输、接收及标记体系的记录，并就相关环节签署法律、保险和责任的正式合同。
[bookmark: _Toc193225026][bookmark: _Toc196465625]实验室生物安全
应符合GB 19489的规定。
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（资料性）
地中海贫血相关胚胎植入前遗传学诊断遗传咨询意见书
地中海贫血相关胚胎植入前遗传学诊断遗传咨询意见书见表A.1。
地中海贫血相关胚胎植入前遗传学诊断遗传咨询意见书
	地中海贫血相关胚胎植入前遗传学诊断遗传咨询意见书
女方姓名：        出生日期         男方姓名：        出生日期：           
G      P      A      L      不良生育史：                                
	咨询原因：
	

	1.地中海贫血属于常染色体隐性遗传病，属于单基因遗传性疾病
	女方：
男方：

	2.染色体异常
  核型：
	女方：
男方：

	3.其它遗传性疾病
	女方：
男方：


咨询意见：
一、可能的生育选择
胚胎植入前遗传学诊断（PGT）；自然受孕结合产前诊断；使用供精或供卵；不生育；其它。
自然受孕虽不必经受复杂的PGT技术过程及其费用负担，但可能面临风险：受孕率低，流产率高，胎儿畸形、染色体异常、死胎等，可能需承受反复的人工终止妊娠和终止妊娠带来的并发症如宫腔粘连及其造成的妊娠困难等。
单基因性疾病的说明：地中海贫血属于一种常染色体隐性遗传病，双方携带同型地中海贫血基因，其理论上可获得约1/4正常纯合的胚胎、1/2携带致病基因的胚胎，1/4致病基因纯合的异常胚胎。此外，单方携带常染色体显性遗传性疾病基因的夫妇，理论上可获得约1/2正常的胚胎、1/2重型的胚胎；双方携带常染色体隐性遗传性疾病基因的夫妇，理论上可获得约1/4正常纯合的胚胎、1/2携带致病基因的胚胎，1/4致病基因纯合的异常胚胎。
染色体异常的说明：（1）染色体相互易位携带者理论上可产生18种配子，其中1种为正常的配子，1种为相互易位携带的配子，其余16种均为异常配子，因此，形成的可移植胚胎的比例很低；（2）染色体罗氏易位携带者理论上其可产生6种配子，其中1种为正常的配子，1种为表型正常的易位携带的配子，其余４种均为异常配子。因此，形成的可移植胚胎的比例也较低。
PGT可以明显降低反复流产及终止妊娠的痛苦，但面临以下风险：当全部胚胎被诊断为异常时，无可移植胚胎；染色体病PGT中，可能存在正常与平衡携带者胚胎无法区分的情况；早期胚胎有较高染色体嵌合现象，导致误诊；单细胞诊断不可能达到完全正确，存在误诊的可能，文献资料报道高通量测序技术进行PGT的诊断准确性约为96％；目前临床妊娠率约为35％～50％；植入后的胚胎在发育过程中受宫内、外环境的影响，可能发生染色体嵌合体异常或其它突变等。
其他情况说明：           ，经遗传咨询，已详细告知各种生育方式的益处与风险，患者了解病情，要求                  ,愿意承担相关风险。
二、告知成功受孕后应该于孕8～10周预约产前诊断
女方签名：        日期：        年    月    日
男方签名：        日期：        年    月    日
医生签名：        日期：        年    月    日
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地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断知情同意书
地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断知情同意书见表B.1。
地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断知情同意书
	地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断知情同意书
胚胎植入前遗传学诊断（PGT）是以体外受精－胚胎移植技术为基础，结合胚胎显微操作、分子诊断技术，以活检的一到数个细胞进行遗传学诊断/筛查，选择合适的胚胎移植入宫腔的技术。          生殖医学中心（以下简称“生殖医学中心”）已为我们提供了详细的咨询服务，向我们详细地解释了PGT的适应证：包括多种遗传性疾病如地中海贫血等基因性疾病、染色体非平衡的结构异常、染色体数目异常，以及微小片段插入、缺失与重复等。
我们要求进行PGT技术的原因是           。医生告知我们：除PGT外，目前也可以选择其它的途径获得正常的子代，如自然妊娠后的产前诊断技术或配子捐赠技术。医生还向我们详细解释了PGT的过程、费用、妊娠率和诊断的准确性以及目前的技术仍然存在误诊的风险等。
一、我们对以下内容充分理解：
1.PGT过程中可能出现常规IVF-ET技术的并发症。
2.PGT过程中需要进行卵胞浆内单精子注射授精。
3.PGT过程中可能因为可供活检胚胎数少甚至无胚胎可活检，导致无法进行PGT。PGT的检测也有失败的风险。因此，有可能需要重新活检胚胎或整个技术过程。
4.地中海贫血属于常染色体隐性遗传病，夫妇双方携带常染色体隐性遗传性疾病基因，理论上可获得约1/4正常纯合的胚胎、1/2携带致病基因的胚胎、1/4致病基因纯合的异常胚胎。其他遗传病如：单方携带常染色体显性遗传性疾病基因的夫妇，理论上可获得约1/2正常的胚胎、1/2重型的胚胎；染色体相互易位携带者理论上可产生18种配子，其中1种为正常的配子、1种为相互易位携带的配子、其余16种均为异常配子。因此，形成的可移植胚胎的比例很低；染色体罗氏易位携带者理论上可产生6种配子，其中１种为正常的配子、1种为表型正常的易位携带的配子、其余4种均为异常配子。因此，形成的可移植胚胎的比例也较低。如PGT诊断后如所有胚胎均异常，则无合适胚胎可供移植。
5.由于性染色体（Ｘ或Ｙ）结构的特殊性，分子诊断的敏感性和特异性会受到影响，因而性染色体检测的敏感性和特异性低于其它常染色体的检测，存在误诊风险。
6.植入前胚胎可能存在嵌合体，因此活检的细胞可能不代表胚胎内细胞团的全部遗传组成，存在活检的细胞诊断为正常，但移植的胚胎却是异常的可能。
7.PGT本身有一定局限性，不同技术平台皆存在ADO的风险，影响检测结果。另外，高通量测序技术可能存在基因组纯合区域（ROH）、多倍体等遗传变异漏检的风险。受各个检测技术分辨率的限制，目前尚难以进行高于检测分辨率的诊断，也不能确认移植后新发生的染色体片段微缺失或微重复等。
8.PGT妊娠后有义务根据医生的安排和要求进行必要的产前诊断，如绒毛活检、羊膜腔穿刺或脐带穿刺等。
9.医生已经告知我们，地中海贫血PGT所移植的“合适的胚胎”是指针对地中海贫血基因进行遗传检测诊断后所得到的、目前认为适宜妊娠的胚胎，并不能区分其它基因是否存在异常，并不代表是完全正常的胚胎。
10.由于PGT仅限于检测和诊断特定的遗传性状，而影响胚胎发育还存在许多已知和未知因素，因此在PGT后获得的妊娠，也有流产、宫外孕、胎儿畸形等异常的可能。目前资料提示其发生率与自然妊娠近似。
11.因为影响妊娠的因素很多，PGT后并不能保证每一个周期都能够有可以移植的胚胎，该生殖医学中心近年来进行PGT的活检成功率约为    ％，诊断率为    ％。平均临床妊娠率为    ％～    ％左右。

二、我们在完全知情的情况下表示：
1.我们    （请求）生殖医学中心为我们进行胚胎植入前遗传学诊断。
[bookmark: _GoBack]2.我们充分    （理解）并自愿    （接受）以上可能出现的及其它不可预知的风险。
3.我们要求移植的胚胎为：
（1）      （无携带）特定疾病基因的胚胎。
（2）无携带特定疾病基因的胚胎或    （携带）特定疾病基因（杂合子）的可移植胚胎。
4.我们    （保证）在采用PGT技术获得妊娠后进行相关产前诊断，否则我们自行承担由此导致的一切后果。
5.我们    （知道）我们有义务接受生殖医学中心对我们的妊娠情况及出生的后代进行随访，我们    （保证）我们存留在生殖医学中心病历上的通讯地址、电话等个人信息是真实的。
其他情况说明：
我们相信生殖医学中心会采取目前适合的技术为我们进行胚胎植入前遗传学诊断，并尽可能避免上述异常情况发生。我们已认真阅读并完全理解了PGT治疗的有关细则，并就我们关注的问题与医生进行了讨论，且得到了满意的答复。我们了解我们的决定不影响其它任何的治疗，我们有权利在任何时候退出该项技术。我们声明，我们在没有任何压力和完全知情的情况下要求采用胚胎植入前遗传学诊断／筛查并自愿签署本知情同意书。
妻子签名：          日期：      年    月    日
丈夫签名：          日期：      年    月    日
医生签名：          日期：      年    月    日
证人签名：          日期：      年    月    日
（注：签署本知情同意书的同时，需要签署体外受精-胚胎移植知情同意书、卵胞浆内单精子显微注射知情同意书）
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囊胚活检操作流程
囊胚活检操作流程
活检前准备
环境
实验室温度为23 ℃～27 ℃，相对湿度为40％～60％，气体浓度为5％O₂、6％CO₂，满足胚胎培养条件。
操作台应防震、防污染。
人员
操作者应接受显微操作培训，熟练使用激光和显微操作工具。
囊胚培养
受精卵培养至第5～6天，观察囊胚发育至第4期（扩张期）或更高阶段（如5期开始孵出）。
使用倒置显微镜评估囊胚质量，筛选符合活检要求的囊胚（如内细胞团清晰、滋养层细胞均匀）。
设备与试剂准备
配备激光系统或机械法工具（如显微针）、活检液（含HSA或蛋白补充的培养液）、显微操作仪（如固定针、活检针）、低温载体。
活检操作
透明带开口：使用激光在透明带非ICM对侧位置打孔（孔径约20 μm～30 μm），激光能量不应过高。
滋养层细胞取样：
显微操作取样：通过固定针稳定囊胚，用活检针从开口处轻柔吸取5～10个外滋养层细胞（TE细胞），避开ICM，取样不应影响胚胎发育潜能；
样本处理：将活检细胞转移至微量离心管，标记后送遗传学实验室进行检测。
胚胎冷冻保存
采用玻璃化冷冻技术保存活检后胚胎，等待遗传学检测结果。
风险控制
不应过度取样，活检细胞过多影响胚胎存活。
应进行污染防控，操作全程无菌操作。 
操作应轻柔。
特殊情况处理
若囊胚延迟发育，第6天囊胚活检应延长培养至第7天。
若活检失败，考虑是否取样不足，应评估是否重复操作或放弃检测。
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地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测申请书
地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测申请书见表C.1。
地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测申请书
	地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断检测申请书
女方姓名：        年龄：    岁，染色体核型：        地贫基因型：      
男方姓名：       年龄：       岁，染色体核型：        地贫基因型：         
病历号：             时间：       周期数：       
指征：       医院：       
活检方法：机械法/激光法  活检时间：       送检时间：       
胚胎检测项目：              基因的                       突变位点
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]□同时检测突变位点与染色体拷贝数变异
□只检测突变位点，不检测染色体拷贝数变异
其他：                                       
	胚胎序号
	胚胎时期
	胚胎评级
	活检细胞数（个）
	样本编号
	样本类型

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
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