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FISH在人类未受精卵染色体异常分析中的应用
X

张群芳,卢光

(湖南医科大学 人类生殖工程研究室,中国湖南 长沙  410078)

摘  要:分子细胞遗传学的主要技术代表 ) ) ) 荧光原位杂交( FISH)是用荧光标记的依靠探针杂

交原理在细胞核中或染色体上显示某一特定核酸序列的位置, 并可进行相对定量分析. 它广泛

应用于遗传病的诊断、产前诊断、肿瘤遗传学、进化遗传学研究和基因定位等领域, 随着辅助生

殖技术的进展 ,将在植入前胚胎遗传学诊断( PGD)、生殖细胞(卵母细胞和精子)染色体异常的

研究方面发挥更大的用途.它是联系分子遗传学和细胞遗传学之间的桥梁.

关键词:分子细胞遗传学; 荧光原位杂交;人类; 未受精卵;染色体

中图分类号: Q343   文献标识码: A

Fluorescence in Situ Hybridization ( FISH) Study in Human

Unfertilized Oocytes with Chromosome Abnormalities
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Abstract:Fluorescence in situ hybridization ( FISH) is a kind of technological representative in molec-

ular cytogenetics. Based on the principle of nucleic acid hybridization, FISH can reveal where a cer-

tain sequence locate in nucleus or chromosomes by using probes labeled with fluorescence and can pro-

vide a relat ive quantitat ive result. It is widely used in diagnosis of genetic disease, prenatal diagnosis,

tumor genetics, evolutionary genetics and gene locat ion etc. With the proceeding of art ificial reproduc-

tive technology( ART) , fish will play a more important role in preimplantation genetic diagnosis( PGD) ,

study of chromosomal abnormality in zygote( eg. Oocyte and sperm) . It is a bridge between molecular

genetics and cytogenetics.
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FISH技术在 1977年由 Rudklin建立后, 80年代中期迅速发展起来, 它具有快速、安全、

直观、简便、高灵敏度、高特异性等优点.它虽然不是一项很新的技术, 但随着其技术本身的

发展日新月异,应用也日益深入和开发. 90 年代用于生殖助孕技术的植入前遗传学诊断

(PGD)为 FISH 技术又赋予新的内涵. 1996年, 国外又将 FISH 技术用于配子(未受精卵母细
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胞)染色体方面的研究,揭示人类体外受精( IVF)未受精卵母细胞染色体非整倍体是体外受

精失败的主要原因. 国内尚无这方面的报道, 现将国外 1996年以来有关这方面的研究进展

做一综述.

1  人类未受精卵 FISH技术要点

要切实完成人类未受精卵染色体异常的细胞遗传学检测,要经过下述步骤: ¹选择探针

类型, º标本制备, » 探针制备, ¼标记探针与变性靶 DNA特异杂交, ½荧光标记, ¾信号显
示.

111  可适用于间期核的 FISH杂交探针

重复序列探针包括着丝粒探针和端粒探针 Repeated sequence centromere probe, telomere

probe.

1) 着丝粒探针包括在人类的着丝粒及近着丝粒区域所发现的重复 DNA序列.优点是可

以用于中期相染色体或间期核 FISH 杂交,检测染色体数目异常有效, 也可以进行间期核甚

至染色质纤维的高分辨 FISH作图( fiber-FISH )分析.缺点是不能检测染色体结构异常.

2) 端粒探针: 端粒是指染色体末端所特有的帽子片段. 人类的端粒包括数百次

(TTAGGG)的核苷酸重复.端粒对于维持染色体的稳定性非常重要.最近人们从 cosmid、PAC

和YAC文库中分离和鉴定了全套代表每条染色体端粒的特异性 FISH 探针.端粒的变化涉

及肿瘤的发生和细胞的衰老, 而细胞遗传学难于研究, 新的全套端粒探针为我们提供了过去

所不能解决的检测患者的微小易位和缺失的能力.

3) 卫星 DNA探针:常用于检测间期核中特异染色体数目的改变.

112  未受精卵 FISH的实验步骤

1) 制片:将未受精卵用传统的方法去透明带,低渗后用 3Ø 1甲醇 Ø冰醋酸的固定液或
0101% Tween 20/ 0101NHCl 固定于干净玻片上, 玻片在 75 e , 70%甲酰胺溶液中温育, 使

DNA解链,然后固定在冷乙醇中以防止在加入探针前 DNA链退火.

2) 探针选择:选择端粒探针或着丝粒探针,探针片段用生物素、地高辛等试剂标记.

3) 杂交:标记的探针在含甲酰胺、盐、硫酸葡聚糖的杂交液中混合, 对于重复序列探针,

则加入封闭DNA(常为 ssDNA)以控制探针非特异性结合于染色质或玻片上,湿盒中 37 e 杂

交过夜.

4) 荧光信号检测、拍照: 洗脱错配或未杂交的探针后, 把玻片与免疫荧光试剂共同温

育,在探针杂交的位置形成荧光.

5) 信号显示:荧光原位杂交过的片子在荧光显微镜下通过选择合适的滤光片可以观察

及照相.

2  FISH技术研究近况

人卵母细胞( oocyte)的数量远不及精细胞, 但其非整倍体率远远高于精细胞.有学者分

析了至少 4 000个人卵细胞, 其中 2615%为异常卵母细胞, 1313%为亚单倍体, 811%为超单
倍体, 116%为结构异常, 315%为二倍体. 非整倍体频率大约为 10% ,但不同学者之间的结果

差异很大,从3% ~ 32%不等,并且不同染色体的二倍率各不相同.但 Jacobs认为卵母细胞来

源为不孕患者在 IVF时通过促性腺激素刺激细胞获得,并在受精失败后用作研究材料,它们
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并不代表正常妇女的非整倍体频率.

1996年, Benkhalifa[ 1]等学者研究未卵裂卵与 IVF体外受精失败的关系,并比较与女性年

龄组、卵泡刺激方案的关系.标本来源于 1990~ 1994年实行 IVF 的 208名患者(年龄 21~ 42

岁)的 920个卵和 94个受精后 4 h未卵裂的卵.实验对象随机分为两组:第一组: GRH+ hMG

方案,第二组: CC+ hMG 用修正的气干法固定标本, FISH程序按试剂盒说明进行.

920个无原核卵中, 710个固定成功( 77. 5% , 710/ 920) ,按有无第一极体分为两组,无第

一极体卵 135枚,排出第一极体的卵 575枚( 81% , 575/ 710)停留于有丝分裂中期. 其中, 124

枚( 2115%)染色体正常, 103枚( 18% )非整倍体, 21枚( 315%)有结构异常.在 575个卵中的

153个精原细胞染色体呈单体排列.

第二组卵(排出第一极体的)统计未成熟的螺旋化的精子染色体( prematurely condensed

sperm chromosomes, PCC)、非整倍体率、女性年龄、超排方案之间关系.结果发现 PCC出现率

与不同年龄及两种超排方案无统计学上意义.卡方检验, P > 0105.
12个卵用 18着丝粒探针 FISH 检测. 11个正常, 1个显示 18单体被认为处于有丝分裂

中期, 15枚卵用21-特异性探针, 10个正常, 1个为单体, 4个未检到信号. 17个卵用X探针检

测, 2个未显示杂交, 14个显示卵和第一极体正常分离, 一个为X单体(异常分离) .

此外,发育阻滞胚胎(受精或卵原细胞异常) 94枚受精后 18 h显示双原核, 但受精后 48

h未卵裂,原核也消失. 其中 64枚用 R显带 Gimesa 染色, 30枚 FISH 检测. Gimesa染色发现 4

种情况: ( 1) 27枚有浓缩的卵母细胞染色体(两条染色单体) , 然而精原细胞为染色单体形

式; ( 2) 16枚核崩解; ( 3) 9枚有 DNA碎片; ( 4) 12枚阻滞于第一次减数分裂, 其中 10个显示

正常染色体数目, 2个为非整倍体.

在10个合子中,染色体 1, 8和 12探针 FISH 检测, PI染色, 用 12号着丝粒探针, 2个发

现卵 DNA为两条染色单体, 精子 DNA 为一条染色单体(每条单体一个信号) . 5 个仅剩余

DNA片段.其中 3个在减数分裂 Ò期阻滞(信号数目正常) . 8号染色体探针 1个卵显示两条

染色单体,精子 DNA为一条染色单体, 2个核裂解, 7个减数分离后剩 8号单体.染色体 1杂

交显示一个卵 DNA两条染色单体和精子 DNA一条染色单体, 一个核裂解, 3 个剩 DNA 碎

片, 5个单体,一个多体.

研究中发现, 2616%卵判断未受精(出现第一极体,受精后 18 h无原核, 48 h无卵裂)实

际上已受精.从而得出结论大约 1/ 4的 IVF 失败的卵,在 94个卵中细胞质不成熟, 阻滞于合

子或减数分裂阶段. 综合以上信息, 64 例 Giemsa 染色, 30个 FISH 检测. 我们观察到 31 个

(33% )卵染色体(两条染色单体) , 然而精原细胞为染色单体, 36 例( 3813%)核崩解或仅剩

DNA碎片, 27例( 2817% )阻滞于第一次减数分裂.提示: 细胞质和核的/成熟度0与染色体异

常有很大关系.

1996年, Dailey 等[ 2]研究人类卵母细胞减数分裂 Ò染色体不分离与女性年龄的关系. 临

床上女性年龄越大, 其后代三体出现的危险性越高,但在卵细胞水平的发病机理通过进行检

测.实行 IVF 治疗的 107个患者的 383个卵用X- , 18- , 13/ 21- 染色体探针同时检测.其中

188个镦的第一极体同时用几种探针检测, 同时设立一内对照以避免非整倍体或操作误差.

出现两种情况, 一种情况染色体全部进入一个部分,第二部分染色单体出现平衡分离( 2+ 2)

或不平衡( 3+ 1)进入第一极体或M Ò期卵母细胞: 40岁以上患者较 35岁以下患者有明显增

高,卵按新鲜或< 6 h, ( n= 38) , 24~ 48 h( n= 139) , \72 h(N= 87)分组,在这275个卵中,染色
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体异常在新鲜标本为 512% ,在> 72 h的标本为 3313%. 患者年龄为 26~ 34岁( n= 67) , 35~

39岁( n= 68) , \40岁( n= 33) .在 24~ 36岁组中, 15%为新得卵, 55%为24~ 48 h 卵, 30%为

\72 h卵; 35~ 39岁组中, 分别为 18%, 47% , 35% ; 40~ 45岁组为 21% , 64%, 15%, 没有显

著差异,用 X, 18,和/或13/ 21, 25~ 34岁组 115%异常,而\40岁组为 24. 2%异常. 24个卵为

多倍体,年龄增大,培养时间延长并不增多染色体的异常率( 11%年龄组, 老年组 12% ) (新

鲜卵 11%, \72 h为 7% ) .

机理:第一,二价染色体的不分离导致两个单价染色体进入同一部分; 第二,未成熟染色

质的不分离造成一个平衡的( 2+ 2)或不平衡的( 3+ 1)染色质分离并分别进入第一极体和 M

Ò卵.染色质的平衡分离可能是非整倍体出现的主要原因. 随着培养时间的延长显著增加

( P < 01005) .不平衡分离和传统的不分离与卵龄无关.在没有 FISH 错误并有可分析的极

体和卵的对称性研究中发现 35岁以下和 40岁以下患者染色体不分离情况显著增加( P <

01001) ,染色质成熟前即分开现象也造成不分离, 但与母体年龄无关.

1996年, Wall MB[ 3]等用FISH 研究人类体外受精( IVF)和 ICSI术后受精失败的人类卵母

细胞遗传学异常, 研究 162 个 IVF 术后和 51个 ICSI 卵, 其中 8211% ( 133/ 162) IVF 后卵和

7814%( 40/ 51) ICSI术后卵处于有丝分裂中期, 又选择其中 5014%的 IVF 卵和 4715%的 ICSI

术后卵做进一步分析, G组染色体通常是正常的. IVF卵和 ICSI卵非整倍体出现率为 3713%
和3116% ,差别无显著意义.然而染色体单倍,染色单体片段等单精子和卵染色单体在年龄

大于 36岁的 IVF 患者的卵中发现, 而在 ICSI患者则全部年龄段均出现.第一极体的染色单

体情况显示总体在 ICSI和 IVF 卵中无显著性差异.在 ICSI受精失败卵中精子显微扎入卵母

细胞成功 7215% ( 37/ 51) ,其中 1916% ( 10/ 51)保留有精子染色体, 718% ( 4/ 51)有一膨胀的

精子头部,剩余 45%有一浓缩的精子头部. 都出现精子和 M Ò期卵子染色体的占 ICSI 中

1916%( 10/ 51) , IVF 卵中 816%( 14/ 162) .特异的探针用于检测染色体数目异常.着丝粒探针

86% ~ 95%着丝粒探针杂交有效, 21号染色体和 18号染色体为100% .

这些不育夫妇, 生殖助孕技术(Assisted Reproductive Techniques,ART)包括宫腔内配子移

植和体外受精 ) 胚胎移植等( In vitro fertilization and Embryo transfer, IVF-ET)可能使其受孕.

但是染色体异常胚胎将在移植前后丢失,远期流产丢失. 分析染色体异常,不仅适用于平衡

易位携带者妊娠胎儿染色体异常的危险性分析,而且染色体正常的夫妇,因年龄相关性在减

数分裂时染色体不分离情况也使他们可能移植异常胚胎, 故染色体分析有助于患者夫妇生

育染色体正常胎儿, 但 IVF 成功率较低的主要原因是染色体非整倍性.

因为染色体不分离的卵母细胞受精后易产生三体新生儿,尤以13, 18, 21, X,Y三体儿为

多见. 近年来,不孕症的发病率日趋增加,约累及 10% ~ 15%的育龄妇女. 这些妇女大多因

为各种各样的原因,反复治疗,贻误了 IVF 最佳时间(如自然周期 IVF 就要求年龄为 30岁,

很多人拖至 30岁以上甚至 40岁才接受 IVF 治疗.年龄较大,存在配子质量问题(卵细胞和

精子) ,染色体不分离的机率增高, 造成非整倍体卵子的增多,体外受精率较低. 卵母细胞染

色体的非整倍性使得即使受精, 胚胎难逃致死畸形, 常在早孕前 3个月自然淘汰而自然流

产.

1996年, Dorit M 等[ 4]发现:在 IVF 受精后 12~ 20 h卵将出现前核. 偶尔在此之前, 原核

就已消失.我们称之为/未被证实的卵0( undocumented oocyte) .因为原核用于区别正常和非正

常胚胎,所以/未被证实的胚胎0, 其核型是有疑问的,经常被丢弃不用. FISH 分析 10 个病
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人, 23个未被证实胚胎,允许这些胚胎继续发育为卵裂球.活检胚泡并用 5个探针( X, Y, 13,

18, 21) , 13个( 57% )核型被确定为正常, 剩下 10个有不同的染色体异常, 6 个正常胚胎移

植.如果一个病人只有少量胚胎, FISH可用于查明/未被证实的胚胎0是否正常,若正常则可

移植,从而增加可移植胚胎的总数.

1997年, Elena Martini等发现[ 5] ,人类已出生婴儿中,非整倍体通常只在染色体 13、18、21

和性染色体. (一些研究提示 50%的人类妊娠有染色体异常, 在配子阶段染色体畸变在致死

性突变中扮演重要角色) .研究人类配子的不同阶段包括卵发育、精细胞发育、受精、早期胚

胎发育等染色体异常可提示不同阶段流产的原因.

1997年 Elena[ 5]调查 ICSI术后未受精卵的非整倍体,卵子用 HCl/ Tween20固定, 用二轮

FISH.第一轮,三色 FISH 用直接标记的着丝粒探针1, 7, 15(过夜杂交)观察.第二轮 FISH ( 1,

X, Y, 2 h杂交)、染色体 1作为内对照. 27个病人的 79个卵, 固定成功 67枚( 84. 8%) , 65枚

可分析结果.其中 17个( 26. 2% )显示正常二倍体核, 23个( 35. 4%)显示多倍体, 25个( 38.

4% )显示单倍体,证明 FISH 技术对于研究人类卵母细胞染色体数目异常是一快速有效的方

法.在过去研究人类配子染色体异常常用核型分析这一标准. 核型分析发现人类卵细胞

25% ~ 30%染色体异常.但核型分析有两个缺点:一、卵的匮乏;二、染色质在有丝分裂中期

高度浓缩. 用 3Ø 1的甲醇Ø冰醋酸固定有一明显缺点:单细胞丢失,形态学异常, 降低有效

性、可靠性和重复性.这是非整倍体的最大缺点.有改进的HCl/ Tween20方法具有高重复性、

细胞核形态好、FISH 效率高、信号清晰等优点.

ICSI诞生于 1992年,是治疗男性因素不育的一次革命.然而体外受精总的成功率只有

60% ~ 70%,相当数量的卵细胞未受精被浪费了.有研究表明, 82%的 ICSI术后未受精仍处

于有丝分裂Ò(中期) , 71%有一膨胀的精子头部,显示受精失败是由于卵细胞不全激活而非

显微受精所致. 有研究证实,未激活卵子的显微授精可用钙离子激活并摄取钙, 最后发展为

原核.这种处理的安全性,用于临床分析的可行性尚未被证实和正确评估.

1997年,比利时科学家 Stuessen[ 8]分析在 ICSI和体外受精后 1个原核和 3个原核受精

卵.用 X, Y, 18号探针检测. FISH 分析 3原核胚胎、106个 ICSI术后和71个 IVF 术后的卵,在

ICSI以后三原核中, 发现 XXX和 XXY, 未发现 XYY. 这提示三原核起源. 另一方面, IVF 后

XYY提示双精受精. IVF 后,只有 1217%的 3PN卵发育成为胚胎, 与 ICSI( 55. 7% )相比有显

著意义( P < 01001) . 另一方面, ICSI 术后 16. 0% 胚胎发育为 3PN 卵是嵌合体, 与 IVF

( 4213% )相比有显著意义( P < 01001) . FISH 通常从 1PN卵开始分析, 115个 IVF 后胚胎中

35. 6%的Y特异性杂交信号被检测到. 这显示 70% ~ 75%造成多精受精. 只有 25% ~ 30%

有更多比率形成 IPN,比 ICSI比率低.

1998年 Benzacken B等[ 7]研究 IVF 患者 100个未卵裂卵中 21号和 X染色体数目和结构

的异常,并分析其与 IVF指征,超排方案,女性患者年龄之间的关系, 结果显示 21 号染色体

二倍体为8枚( 8%) , 缺体3枚( 3%) , X染色体二倍体 1枚( 1%) .显著高于正常人群.不同的

IVF指征和超排方案不影响结果,而女性患者年龄与 21号染色体非整倍体出现率有关.

综上所述,多色 FISH( m-FISH)分析为人类未受精卵染色体异常的研究以及 IVF-ET 的研

究提供了广阔前景.
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