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#摘要$

!

目的
!

建立
[_

型
*

珠蛋白生成障碍基因的分子诊断方法!为临床产前诊断和遗传咨询提供指导'

方法
!

单管多重
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的方法检测
'

种常见
*

缺失型珠蛋白生成障碍!

9)-

结合反向斑点杂交"

-]\

%技术检测

*

)1

&

*

e1

&

*

O1

'

种
*

非缺失型珠蛋白生成障碍!巢式
9)-

检测
[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍'总结
[_

**

型
*

珠蛋白

生成障碍基因型及临床表型'比较
[_

**

型胎儿基因变异与家系关系'结果
!

在
3&&&

例疑似
*

珠蛋白生成障碍

患者中!

[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍患者
"(

例且存在
'

个
[_

**

家系!发现
!

例罕见的
*

e1和
[_

**

的混合杂合子

"

*

e1

*

$

[_

**

%'结论
!

巢式
9)-

可检测
[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍!用于育龄夫妇的基因诊断和高风险胎儿的产

前诊断'
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珠蛋白生成障碍是一种世界范围的遗传性血液病#主要

发生在东南亚和中国的热带和亚热带区域*

!

+

)我国广西的
*

珠蛋白生成障碍携带率为
!(%##W

#广东为
3%#'W

*

"

+

)

*

珠蛋

白生成障碍是
*

珠蛋白基因簇的缺失或者非缺失突变而引起

的小细胞低色素性贫血#

*

珠蛋白基因簇的顺序为!

#f.

+

".

,

+

!.

,*

".

,*

!.

*

".

*

!.

-

.'f

)

*

"

和
*

!

珠蛋白基因高度同源#包含
'

段同源性序列$

g

,

+

,

^

同源盒&%这
'

个同源盒由非同源区域

$

(

,

'

,

)

&截断隔开*

'

+

)

在我国南方珠蛋白生成障碍流行地区#

..

1/*

"

**

,

.

*

'%(

"

**

,

.

*

@%"

"

**

是最常见的几种
*

珠蛋白生成障碍的缺失类型*

"

#

@.#

+

)

其他种类的
*

珠蛋白生成障碍#如
..

!!%!

"

**

,

.

*

"(%?

"

**

,

*

珠蛋白

基因多联体$

***

6IG;'%(和
***

6IG;@%"

&也被检测出*

?.3

+

)

*

珠蛋白基

因的缺失或者增多是同源性或者非同源性重组的结果#常见

*

"

和
*

!

珠蛋白基因之间不平等交换可产生单个
*

珠蛋白基

因的缺失$

.

*

'%(和
.

*

@%"

&#以及对侧重复的三联体基因$

***

6IG;'%(

和
***

6IG;@%"

&#这些突变均可通过
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的方法检测*

$

+

)此

外#在
*

珠蛋白基因簇区域有更为复杂的交换#可产生四联体

基因
****

,成组出现的
*

"

和
*

!

珠蛋白基因$

*

"!"

和
*

!"!

&,

[_

**

基因*

!&.!#

+

)

[_

**

基因是
.

*

'%(和
***

6IG;@%"不等位交换形成#

仅有极少数文献报道*

!@.!#

+

)本研究拟建立一种检测
[_

**

的方

法#通过产前诊断发现
!

例罕见
*

e1和
[_

**

的混合杂合子$

*

e1

*

"

[_

**

&#现对其进行验证并进行其家系分析)现报道如下)

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

收集
"&!"

年
!"

月至
"&!@

年
3

月广东省第

-

"(?!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!

26MSC:)E;I

!

TFIC"&!#

!

UBE%!"

!

0B%!"

"

基金项目!国家自然科学基金项目$

3!@&&?'$

&%广州医科大学博士启动基金项目$

"&!@)'$

&)

!!

作者简介!姚亚超#女#博士#主管技师#主要从事分子生物学研究)

!

#

!

通讯作者#

/.=6;E

!

N

6EL!'#

#

!"?%KB=

)



二人民医院
3&&&

例疑似
*

珠蛋白生成障碍患者的孕前咨询

夫妇,孕妇的资料)记录受检者姓名,性别,年龄等信息#血红

蛋白$

[M

&电泳,血常规检测结果资料和基因诊断结果#由广东

省第二人民医院中心实验室汇总后输入
/YKCE

软件数据库中

保存)

$%/

!

样本采集
!

采集受检者外周血
'=2

#乙二胺四乙酸抗

凝%胎儿标本均为羊水#每例分
'

管共抽取羊水
!&=2

)按磁

珠法提取外周血标本的基因组
]0*

#羊水标本采用
]0*

提取

试剂盒$

e;6

J

CI

公司&由双人独立提取双份产前标本
]0*

)

$%'

!

血液学表型分析
!

采用细胞计数仪$

g."!&&

#日本
1

N

<.

=CY

公司&进行红细参数分析%使用快速自动电泳分析系统$法

国
1CM;6

公司&进行
[M

电泳及
[M

组分定量检测)

$%1

!

基因型分析
!*

珠蛋白生成障碍的分子诊断采用单管多

重跨越断裂位点聚合酶链反应$
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&技术检测
'

种常见

*

缺失型珠蛋白生成障碍%相关引物参照文献*

!?

+#引物由上

海英骏生物技术有限公司合成)采用
A6Q656

公司生产的
2*

酶配置
9)-

反应体系#反应条件!预变性
$?`#=;=

%先进行

!&

个循环!

$3`@#<

#

?"`!=;I'&<

#

("`'=;I

%再进行
"#

个循环!

$3`'&<

#

?"`@#<

#

("`'=;I

%最后延伸
("`!&

=;I

)见表
!

)

9)-

结合反向斑点杂交$

-]\

&技术检测
*

)1

,

*

e1

,和
*

O1

'

种
*

非缺失型珠蛋白生成障碍)常规电泳检测发

现的特殊条带标本#采用巢式
9)-

检测出
[_

**

型珠蛋白生

成障碍)
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检测常规
*

缺失后#扩增结果显示
.

*

'%(和

*

"

基因#且
.

*

'%(电泳条带非常细弱#

*

"

基因条带浓粗时#经过
"

次电泳证实此现象#疑为
[_

**

基因存在)电泳结果显示为
.

*

'%(

,

*

"

基因,

..

1/*

'

个条带时#同样考虑
[_

**

基因存在#对可

疑样本再进行
[_

**

检测)采用
A6Q656

公司生产的
2*

酶配

置
9)-

反应体系#反应条件!预变性
$#`#=;=

%

'#

个循环!

$(`!=;I

#

?&`"=;I

#

("`@=;I

%最后延伸
("`!&=;I

)

将巢式
9)-

第
!

轮扩增产物稀释
!&&&

倍后#作为第
"

轮扩增

的模板#采用
A6Q656

公司生产的
2*

酶配置
9)-

反应体系#

反应条件!预变性
$#̀ #=;=

%

'#

个循环!

$(`!=;I

#

?&`"

=;I

#

("`@=;I

%最后延伸
("`!&=;I

)使用针对部分
"̂X

和
!̂

同源盒的引物$

6"

"

'%(.,

和
'%(.-

&来扩增
[_

**

基因%

基因型为
**

"

**

和
.

*

'%(

"

**

的标本在
!%$_M

位置处无相应条

带的出现)

/

!

结
!!

果

/%$

!

[_

型
*

地中海贫血基因的分子诊断结果
!
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检

测常规
*

缺失后#扩增结果显示
.

*

'%(和
*

"

基因#且
.

*

'%(电泳条

带非常细弱#

*

"

基因条带浓粗时#经过
"

次电泳证实此现象#

疑为
[_

**

基因存在)电泳结果显示为
.

*

'%(

,

*

"

基因,

..

1/*

'

个条带时同样考虑
[_

**

基因的存在)选择可疑标本
"

号和

@

号进行
[_

基因的验证)电泳结果显示各个组均扩增出
*

!

基因位置处的同源盒序列)将第
!

轮的扩增产物稀释
!&&&

倍后作为第
"

轮扩增的模板#使用针对部分
"̂X

和
!̂

同源盒

的引物
6"

"

'%(.,

和
'%(.-

来扩增
[_

**

基因#基因型为
**

"

**

和
.

*

'%(

"

**

的标本在
!%$_M

位置处无相应条带的出现)见

图
!

)

/%/

!

基因诊断及血液学分析结果
!

3&&&

例基因分析确诊的

珠蛋白生成障碍患者中#

[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍患者
"(

例)

"(

例
[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍患者中#检出
[_

**

"

**

!$

例,

..

1/*

"

[_

**

(

例,

*

e1

*

"

[_

**

!

例%

"(

例
[_

**

型
*

珠

蛋白生成障碍患者存在
'

例
[_

**

家系)血液学分析结果显

示#

[_

**

"

**

的血常规结果表现正常%

..

1/*

"

[_

**

患者的血常

规检测结果表现为小细胞,低色素#但贫血症状较轻或无贫血)

临床症状较
..

1/*

"

**

严重#但没有达到
..

1/*

"

.

*

'%(的严重程

度*

!(

+

)见表
"

)

!!

注!

*

图为单管多重
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方法检测
'

种常见
*

缺失型珠蛋白

生成障碍%

!

!

.

*

'%(

"

**

%

"

!

[_

**

"

**

%

'

!

..

1/*

"

.

*

'%(

%

@

!

..

1/*

"

[_

**

%

#

!正

常对照%

?

!空白对照%

(

!

1/*

对照)

\

图为第
!

轮
9)-

)

)

图为巢式

9)-

检测
.

*

'%(条带)

图
!

!

巢式
9)-

检测
[_

**

片段电泳图

表
!

!!

多重及巢式
9)-

检测
*

地贫的引物序列

引物名称 序列$

#f

!

'f

& 检测类型$产物大小&

*"

"

'%(., ))))A)4))**4A))*))) .

*

'%(

缺失 $

"&""

"

"&"$M

7

&

'%(.- ***4)*)A)A*444A))*4)4

*"

"

'%(., ))))A)4))**4A))*)))

*

"

基因$

!3&&M

7

&

*".- *4*))*44**444))44A4

@%"., 44AAA*)))*A4A44A4))A) .

*

@%"

缺失 $

!?"3M

7

&

@%".- )))4AA44*A)AA)A)*AAA)))

1/*., )4*A)A444)A)A4A4AA)A) ..1/*

缺失$

!'@$M

7

&

1/*.- *4)))*)4AA4A4AA)*A44)

2.6IG;@%"., ))AA4)*))44)))AA))A44A) g!

到
!̂

盒之间$

@#&&M

7

&

2.'%(.- ))A)***4)*)A)A*444A))*4)4

-

'(?!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!

26MSC:)E;I

!

TFIC"&!#
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表
"

!

不同类型的
*

珠蛋白生成障碍患者的血液学资料分析&

PVJ

'

基因型
/ [M

$

J

"

2

&

S)U

$

H2

&

S)[

$

7J

&

[M*

$

W

&

[M*"

$

W

&

[_

**

"

**

!$ !!#%?&V"#%@@ 3"%(@V!&%3' "3%('V#%'( $(%"#V!%!3 "%#$V&%3#

..1/*

"

[_

**

( !!$%?(V!(%$& ??%'3V@%?@ !$%@#V&%$" $(%(#V&%'# "%!(V&%"$

.

*

'%(

"

**

#& !"#%3&V!?%?' ($%(?V"%!( "?%#@V&%$( $(%@?V&%"( "%'$V&%!"

..1/*

"

**

#& !&$%('V!&%'@ ?3%?#V"%(' "!%&&V!%'# $(%#?V&%'" "%''V&%!&

..1/*

"

.

*

'%( #& 3$%?'V!#%3( ?#%!!V3%'! !$%$!V?%!& $@%!#V'%@$ !%!'V!%#@

表
'

!

'

个
[_

型地中海贫血家系的血液学表型分析结果

家系编号 家系成员
[M

$

J

"

2

&

S)U

$

H2

&

S)[

$

7J

&

[M*

$

W

&

[M*"

$

W

&

[M,

$

W

&

家系
!

父亲
! !"3 (&%# !$%? $?%( "%' !%&

母亲
" !"& ?$%( ""%' $(%( "%' &

家系
"

父亲
@ !'# ?@%' "&%! $3%& "%& &

母亲
# 3( ?"%3 !(%( $(%? "%@ &

家系
'

父亲
( !!3 ?3%" !$%" $(%$ "%! &

母亲
3 !!' 3(%" '&%3 $(%@ "%? &

/%'

!

产前诊断结果
!

产前诊断发现
'

个家系胎儿杂合子
'

例#其中
!

例为
[_

**

"

**

%

!

例为
*

e1

*

"

[_

**

%另外
!

例

为
..

1/*

"

[_

**

)见表
'

,

@

)

表
@

!

'

个
[_

型地中海贫血家系基因诊断及产前诊断结果

家系 父亲基因型 母亲基因型 胎儿基因型 转归

! ..1/*

"

[_

**

..1/*

"

**

[_

**

"

**

继续妊娠

" ..1/*

"

[_

** *

e1

*

"

*

e1

* *

e1

*

"

[_

**

继续妊娠

' ..1/*

"

[_

**

[_

**

"

**

..1/*

"

[_

**

继续妊娠

'

!

讨
!!

论

缺失型
*

珠蛋白生成障碍是
*

珠蛋白基因的
!

条或
"

条

因同源性或非同源性重组而丢失)非平衡交叉连接会产生多

种复杂的缺失基因型#其中
[_

**

是一种极少见的非平衡交叉

连接#表现为在同一条染色体上同时含有
.

*

'%(缺失及
***

6IG;@%"

基因的交叉连接片段*

!@

+

)

基因型为
[_

**

"

**

的患者易被诊断为
.

*

'%(

"

**

#并且与健

康者比较#

[_

**

"

**

患者的
*

球蛋白
=-0*

水平无明显差

异*

!3

+

)本研究统计分析不同类型的
*

珠蛋白生成障碍患者的

血液学资料#结果显示
[_

**

"

**

的临床症状较
.

*

'%(

"

**

轻很

多%基因型为
..

1/*

"

[_

**

的患者不表现为
[M[

#仅表现为轻

度珠蛋白生成障碍#

[M

%

!&&

J

"

2

#与相关学者的报道一

致*

!3.!$

+

)而基因型为
..

1/*

"

.

*

'%(的患者由于缺失了
'

个
*

珠蛋

白基因#临床上表现为
[M[

疾病#

[M

$

!&&

J

"

2

)

本研究
3&&&

例疑似
*

珠蛋白生成障碍患者中#

[_

**

型

*

珠蛋白生成障碍患者
"(

例#阳性率约为
&%'@W

#与广西地区

[_

**

的携带率$

&%&(W

&有较大的差异*

!3

#

"&

+

#分析原因主要

为标本选择不同#本研究对象为筛查结果中疑似
*

珠蛋白生成

障碍的患者#本组
[M*"

的参考值为
'%&W

!

'%#W

#静止型珠

蛋白生成障碍临床症状轻微者可在筛查实验中检出#从而得出

较高的
[_

**

阳性率)对于
[_

**

型
*

珠蛋白生成障碍的较

高的携带率#常规
46

7

.9)-

检测技术易将
.

*

'%(误诊为
[_

**

#

但
[_

**

型珠蛋白生成障碍的临床表现不同于常见的
*

珠蛋

白生成障碍#容易误将轻度诊断为中重度#因此
[_

**

型
*

珠

蛋白生成障碍的分子诊断和产前诊断十分重要)

本研究根据
[_

**

的发生机制#即存在不同同源盒部位的

基因重组*

!@

#

!3

+

#采用巢式
9)-

方法检测
[_

型珠蛋白生成障

碍#为后续基因诊断和产前诊断提供依据)本组证实
[_

**

基

因的存在#但是
[_

**

的发生机制比较特殊#不能排除另外一

条染色体合并
.

*

'%(缺失的可能#患者确切的基因型需要进行家

系分析)本研究表明产前诊断家系
"

的胎儿存在
[_

**

的同

时#合并
*

e1点突变)与以往的报道*

!@.!#

#

"!

+相比#

*

e1

*

"

[_

**

为

首次发现的基因型#可将
[_

**

的检测应用到产前诊断)

本研究对产前诊断保健的孕妇及其配偶都进行血液学表

型筛查!血常规,

[M

含量分析#对疑为
*

珠蛋白生成障碍表型

阳性的患者#排除缺铁性贫血的情况下$如平均红细胞容积小

于
3&H2

和平均红细胞血红蛋白含量小于
"(

7J

#

[M

$

'%&W

者&#按常规
46

7

.9)-

技术检测
..

1/*

,

.

*

'%(

,

.

*

@%"

#若为阳性#则

其配偶也需做相同基因分析)本组
'

个
[_

家系因夫妻双方

均为
*

珠蛋白生成障碍基因携带者#根据遗传规律将会生育中

重度珠蛋白生成障碍患儿#其出生会给家庭和社会带来沉重的

负担#故育龄夫妇需开展
[_

型珠蛋白生成障碍表型筛查和

基因诊断#同时为曾生育中重度珠蛋白生成障碍患者或者为中

重度珠蛋白生成障碍风险胎儿的家庭进行遗传咨询和产前

诊断)

本研究采用
[_

**

型珠蛋白生成障碍的分子诊断方法#成

功地进行了
'

个
[_

**

家系的产前诊断)应用
[_

**

珠蛋白

生成障碍的表型筛查和基因诊断技术#有助于我国
*

珠蛋白生

成障碍高发区产前诊断水平的进一步提高)
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