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断"分子生物学诊断的临床"科研和教学培训工作# #$)) 年在南方医科大学进行

地中海贫血专项进修学习# 世界上首次发现血红蛋白突变基因 & 例!在美国国立

生物技术信息中心$=><?%@A3<03B 获得 # 个基因新突变注册号和在国际血红蛋
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!!"摘要#!目的!探讨常规试剂盒检测香港型合并东南亚型缺失地中海贫血"简称地贫#的情况& 方法!

回顾性分析 #$)# H#$)+ 年在该院进行地贫基因诊断的患者 #I *(' 例$选出电泳出现三条带".

!

(J%

'正常对

照'..

G-K

#的标本 I 例& 地贫筛查采用血细胞分析和血红蛋白电泳技术& 采用跨越断裂点 L>M"@0N.L>M#检

测
!

缺失型地贫基因$反向斑点杂交检测
!

非缺失型地贫基因"使用两个生产厂家的试剂盒#& 用两轮巢式

L>M检测CO

!!

地贫基因& 结果!常规地贫基因检测试剂盒"@0N.L>M#筛查出三条带的患者基因型均为

CO

!!

P..

G-K

$占地贫基因诊断的 $J$(Q& CO

!!

P..

G-K的血液学表型主要体现在红细胞平均体积"R>E#和红细胞平

均血红蛋白含量"R>C#下降$未见贫血$CDK

#

多数在参考范围内& 结论!常规地贫基因检测试剂盒"@0N.L>M#

可以筛查出CO

!!

P..

G-K

$为遗传咨询和产前诊断提供指导依据&

!!"关键词#!地中海贫血%!香港型地贫基因"CO

!!

#%!东南亚型缺失"..

G-K
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F9;Y13AYZ020VVA/104A3AB1Y"@0N.L>M# \AFA1TA3Y1[1AT 0VCO
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P..

G-K

$ 0889;3Y134[9F$J$(Q 9[YZAYZ020VVA/10

4A3AT10439V1V7WZAZA/0Y92941802NZA39Y:NA9[CO

!!

P..

G-K

\0V/0132:FA[2A8YAT 13 YZATA8FA0VA9[/A03 89FN;V8;20F

X92;/A"R>E# 03T /A03 89FN;V8;20FZA/9429D13"R>C#$ 03T 3903A/10\0V[9;3T$ 03T /9VY9[CDK

#

\0V13 YZA
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CO

!!

P..

G-K

4A39Y:NA$ NF9X1T1344;1T038A[9F4A3AY1889;3VA213403T NFA30Y02T10439V1V7

!!(/$, 30#)5)!WZ020VVA/10%!CO

!!

%!..

G-K

!!

!

.地中海贫血"简称
!

.地贫#是一组遗传性溶

血性疾病$发病机制主要是
!

珠蛋白基因缺失或点

突变引起
!

珠蛋白肽链合成受到部分或者完全抑

制所致())

& 香港型地贫基因"CO

!!

#是一种比较罕

见的
!

.地贫重组基因$包含有一个
!

# 基因'一个由

a) 与 a# 形成的融合基因和一个由
!

# 与
!

) 形成

的融合基因".

!

(J%

#

(#$()

& 目前$我国食品药品监督

局批准的商品化
!

缺失型地贫基因诊断试剂盒均

不能检出香港型
!

.地贫基因$只能检出中国南方人

群常见的 ( 种缺失型地贫$即东南亚型缺失"..

G-K

#'

.

!

(J%缺失'.

!

*J#缺失(*$')

$个别试剂盒还增加了泰国

型缺失"..

WCK?

#& 虽然无法检出 CO

!!

杂合子(&$%)

$

但是当合并了..

G-K时$我们发现其扩增产物有典型

的琼脂糖电泳特征$从而被检出& 本研究使用目前

市场上最为常用的两种商品化
!

缺失型地贫基因

诊断试剂盒来检出 CO

!!

P..

G-K

$并分析其血液学表

型$为临床诊断和遗传咨询提供参考依据&

?8资料与方法

?@?8标本采集8回顾性分析 #$)# H#$)+ 年在我院

进行地贫基因诊断的患者共 #I *(' 例$选取扩增产

物琼脂糖凝胶电泳显示为三条带的 I 例标本& 其中

男 * 例$女 * 例%年龄 #* H(+"(#J# b'J$#岁%静脉

血 % 例$羊水 ) 例&

?@A8仪器与试剂8主要仪器有 >.)$$$ 型和 W.)$$

L>M扩增仪'@A2c98

WR

aM

S型凝胶成像仪'L9\AFL08

<0V18型水平电泳仪"美国<?̀.MKc公司#%Cd.#$$$

型分子杂交仪"美国 eLE公司#%全血基因组 c=K

抽提试剂盒'L>M及反向斑点杂交试剂盒分别采用

深圳益生堂生物公司"简称益生堂#和深圳亚能生

物公司"简称亚能#%>0N1220F:V# 型毛细管电泳仪及

配套试剂"法国 GAD10公司#%a-.#)$$ 血细胞分析

仪及配套试剂"日本 G:V/Af公司#&

?@B8地贫筛查实验8按照毛细管电泳仪 G L̀文件

进行操作$用血红蛋白K

#

"ZA/9429D13 K

#

$CDK

#

#质控

样品保证仪器运行良好& 样本预先进行 ( $$$ FP/13

离心 ' /13$弃上层血浆备用& 以电泳所得血红蛋白

"ZA/9429D13$CD#所有条带的峰值为 )$$Q$各条带

峰值所占比例表示含量& 血细胞分析仪室内质控通

过后$上机检测$主要观察指标为血红蛋白含量"ZA.

/9429D13$C@<#'红细胞平均体积"/A03 89FN;V8;20F

X92;/A$R>E#'红细胞平均血红蛋白含量"/A03 89F.

N;V8;20FZA/9429D13$R>C#& 观察指标参考范围!C@<

"男性 )#$ H)&$ 4Pd$女性 ))$ H)'$ 4Pd#$R>EI$ H

)$$ [d$R>C#% H(* N4$CDK

#

#J*Q H(J* Q$血红

蛋白g" ZA/9429D13 g$CDg#$Q H'Q$血红蛋白 K

"ZA/9429D13 K$CDK#+*J'Q H+%J&Q&

?@C8

!

.地贫基因诊断!采用跨越断裂点L>M"@0N.

L>M#检测
!

缺失型地贫基因$反向斑点杂交检测
!

非缺失型地贫基因& 益生堂的试剂盒检测中国南方

人群最常见突变包含 * 种
!

缺失型突变"..

G-K

'..

WCK?

'

.

!

(J%

'.

!

*J#

#和(种
!

非缺失型突变"CD >93VY03YGNF134

简称CD>G$CD hAVY/A0T简称CDhG$CD i;934G]A

简称CDiG#& 亚能的试剂盒检测 ( 种
!

缺失型突

变"..

G-K

'.

!

(J%

'.

!

*J#

#和 (种
!

非缺失型突变"CD>G'

CDhG'CDiG#& 按照各自厂家的试剂盒说明书提取

的全血基因组c=K'设置扩增条件和准备扩增体系&

判断
!

缺失型地贫基因类型!将扩增产物 )J'

"

2上

样到 )$ 4Pd的琼脂糖凝胶中进行电泳$根据试剂说

明书的判断标准$综合是否扩增出片段及片段长度

进行判定& 判断
!

非缺失型突变基因类型!将扩增

产物进行斑点杂交$洗膜$显色$然后根据缺失型的

结果进行综合判断&

?@D8CO

!!

基因检测!根据参考文献设计鉴定CO

!!

基因的引物$然后进行巢氏 L>M扩增(I$+)

& 第 ) 轮

扩增引物和第 # 轮扩增引物见表 )& 第 ) 轮扩增体

系!) /92Pd@>.RA2Y$) jKTX03Y04A.@># N92:/AF0VA

R1f$T=WL#$$

"

/92Pd$d.03Y1*J# g引物 $J#

"

/92Pd$

d.

!

(J%

M引物 $J#

"

/92Pd$c=K模板 #$$ 34$总体积

为 '$

"

2& 第 ) 轮扩增条件为 +'k) /13$(' 个循环

"+* k ($ V$&I k & /13#$&I k ( /13& 取 #

"

2产

物用 )J#Q琼脂糖凝胶电泳检测$CO

!!

样本 c=K

扩增片段长度为 *J' BD& 将第 ) 轮 *J' BD 扩增片

段回收$采用普通琼脂糖凝胶 c=K回收试剂盒"天

根生化科技有限公司#纯化后当作模板& 第 # 轮扩增

*(I+*

!!中国临床新医学!#$#$ 年!)$ 月!第 )( 卷!第 )$ 期



体系为R4>2

#

)J' //92Pd$) ji液$T=WL#$$

"

/92Pd$

03Y1*J# gP(J%g引物 $J*

"

/92Pd$03Y1*J# MP(J%M引

物 $J*

"

/92Pd$热启动W06酶 # e$第 ) 轮L>M产物

)

"

2$总体积为'$

"

2& 第#轮扩增条件为 +& k )' /13$

($个循环"+I k *' V$&$ k +$ V$%# k )(' V#$%# k

' /13& 取 #

"

2产物用 )J#Q琼脂糖凝胶电泳检测$

03Y1*J# 扩增片段长度为 )J% BD$(J% 引物扩增片段

长度为 #J$ BD&

表 )!巢式L>M检测CO

!!

P..

G-K地贫基因的引物序列

引物名称 序列"' .̂( #̂

扩增长度
"DN#

巢式引物"第 ) 轮扩增#

!d.03Y1*J# g >>WW@>K>>@@>>>WW>>W@@W>

!d.

!

(J%

M

>>W>KKK@>K>W>WK@@@W>>K@>@ *'$$

第 # 轮扩增

!K3Y1*J# g >>WW@>K>>@@>>>WW>>W@

!K3Y1*J# M @KK>W@@>W@KKK@@@KW@>K@ )%$$

!(J% g >>>>W>@>>KK@W>>K>>>

!(J% M KKK@>K>W>WK@@@W>>K@>@ #$$$

A8结果

A@?8CO

!!

P..

G-K的血液学表型结果!% 例静脉血

样本中$红细胞参数的 R>E和 R>C值均显示降

低$血红蛋白电泳分析显示只有 #例"病例 &'%#CDK

#

是降低的$其他指标几乎都在参考范围内& ) 例羊

水标本无法检测红细胞参数和进行血红蛋白电泳分

析& 见表 #&

表 #!I 例CO

!!

P..

G-K标本的筛查检测结果

序!号 性别 年龄
C@<

"4Pd#

R>E

"[d#

R>C

"N4#

CDK

"Q#

CDg

"Q#

CDK

#

"Q#

) 女 #% )#' &&JI #)J# +%J* $J$ #J&

# 男 () )(' &(J$ )+J' +%J* $J$ #J&

( 男 (+ )*) 'IJ+ )+J% +&J# )J# #J&

* 女 #* )$I &(J# )IJ' +&J+ $J& #J'

' 男 (# )#% &'J$ #$J& +%J* $J# #J*

& 男 (( )(I &%JI #$JI +%J% $J$ #J(

% 女 (% ))* &+J% ##J$ +%JI $J$ #J#

I 女 (' , , , , , ,

!注!I 号标本为羊水

A@A8CO

!!

P..

G-K的凝胶电泳特征!益生堂地贫基

因分析试剂盒检测显示$琼脂糖凝胶电泳出三条带$

分别在#J$ BD')J% BD')J# BD$与.

!

(J%

'正常对照'..

G-K

电泳位置相一致$见图 )& 亚能地贫基因分析试剂

盒检测显示$琼脂糖凝胶也电泳出三条带$分别在

#J$ BD')JI BD')J( BD$与.

!

(J%

'正常对照'..

G-K电泳

位置相一致$见图 #& 与其他常见的基因型相比$电

泳结果有着显著的特征$三条带的基因型符合理论

上的CO

!!

P..

G-K的结果判断&

!从左到右依次为 )JR0FBAF% #J..

G-K

P

!!

% (J.

!

*J#

P

!!

% *J.

!

(J%

P

!!

%

'JCO

!!

P

!!

% &J..

G-K

P.

!

(J%

% %JCO

!!

P..

G-K

% IJ

!!

P

!!

"正常对照#

图 )!益生堂
!

缺失型地贫基因试剂盒琼脂糖电泳结果图

!从左到右依次为 )JR0FBAF% #J..

G-K

P

!!

% (J.

!

*J#

P

!!

% *J.

!

(J%

P

!!

%

'JCO

!!

P

!!

% &J..

G-K

P.

!

(J%

% %JCO

!!

P..

G-K

% IJ

!!

P

!!

"正常对照#

图 #!亚能
!

缺失型地贫基因试剂盒琼脂糖电泳结果图

A@B8CO

!!

基因的鉴定!随机取任意一样本进行

CO

!!

基因的验证& 第 ) 次巢式 L>M$可以扩增出

*J' BD的片段$见图 (K& 将扩增产物进行回收纯化

后$作为第 # 轮 L>M的模板& 第 # 轮 L>M$可以扩

增出预计的 )J% BD 和 #J$ BD 的片段$见图 (<& 巢

式L>M结果符合预期的结果判断$即样本基因型为

CO

!!

P..

G-K

&

!左边K为第 ) 轮扩增!)JR0FBAF% #JCO

!!

P..

G-K样本% (J阳性对

照% *J阴性对照& 右边<为第#轮扩增!)JR0FBAF% #JCO

!!

P..

G-K样本

图 (!巢式L>M检测CO

!!

地贫基因电泳结果图

**I+*
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B8讨论

B@?8珠蛋白肽链
!

基因有 a'l'"共 ( 个同源盒$

被非同源的
#

'

$

'

%

区域间隔& 其中两个 "同源

盒间距为 (J% BD$当发生"同源盒重组时$一条染色

体缺失了 (J% BD"即.

!

(J%

#$另一条染色体则形成
!

三联体"

!!!

03Y1(J%

#%而两个a同源盒间距为 *J# BD$

当发生重组时$一条染色体缺失 *J# BD"即.

!

*J#

#$

另一条也形成
!

三联体"

!!!

03Y1*J#

#

())

& .

!

(J%和.

!

*J#

在中国南方人群较为常见$但是
!

三联体较罕见&

CO

!!

便是由
!

三联体"

!!!

03Y1*J#

#和.

!

(J%不等价交

换形成的一种
!

.珠蛋白基因簇& 由于常规试剂盒

没有设计针对 CO

!!

的引物$因此无法检测 CO

!!

杂合子& 检出基因型为.

!

(J%

P

!!

时$其真实结果可

能为.

!

(J%

P

!!

'CO

!!

P.

!

(J% 或 CO

!!

P

!!

& 但是当

CO

!!

合并有..

G-K时$采用 @0N.L>M方法学的常规

试剂盒有着显著的琼脂糖凝胶电泳特征"三条电泳

条带#而被筛查出来& 因此$使用常规地贫基因试

剂盒"特指采用 @0N.L>M方法学的试剂盒#虽然不

能检出CO

!!

杂合子$但是可以检出CO

!!

P..

G-K

&

B@A8常规地贫基因试剂盒是采用单管多重 L>M的

方法$虽然同时存在几对扩增引物$但是杂合子或双

重缺失时扩增出的条带也只有两条$纯合子只有一

条带& 只有当存在融合基因时$其扩增条带就会增

加一条带& 与..

G-K相比$CO

!!

P..

G-K电泳多出一条

带$这是因为CO

!!

P..

G-K含有
!

# 与
!

) 形成的融合

基因".

!

(J%

#& 而与..

G-K

P.

!

(J%比较$能扩增出对照条

带")JI BD#$是因为 CO

!!

P..

G-K含有
!

# 基因& 有

意思的是CO

!!

电泳图位置与.

!

(J%是一致的$由于

目前试剂盒还无法鉴定出 CO

!!

地贫基因$这就提

示了以往我们检出的.

!

(J%杂合子很可能有一部分是

CO

!!

P

!!

& 荣卡彬等(I)的研究显示$在广东地区

)(+例.

!

(J%杂合子中检出 &例CO

!!

P

!!

$占比 *J()Q&

张敏等()$)的研究显示$在福建地区 '$% 例.

!

(J%杂合子

中检出 #' 例 CO

!!

P

!!

"*J+(Q#'' 例 CO

!!

P.

!

(J%

"$J++Q#'' 例CO

!!

合并
&

.地贫"$J++Q#& 由于

广西地贫的携带率是全国最高的$因此 CO

!!

P

!!

的检出率高于上述两个地区$达到 $J$%Q

()))

& 本研

究中的 I 例疑似CO

!!

P..

G-K标本$经过巢式 L>M的

验证$最后均符合基因型诊断结果$检出率为 $J$(Q&

B@B8CO

!!

P..

G-K由于含有功能性的
!

# 基因$因此

其血液学表型与 G-K杂合子相似$为轻型
!

.地贫的

特征$本文的研究结果与钟良英等(()的研究结果相

似& 这就提示如果夫妻一方为 CO

!!

P

!!

$另外一

方是 G-K杂合子时$不需要进行产前诊断$因为重型

!

.地贫绝大部分是 G-K纯合子()#)

& 但是当CO

!!

P

!!

误判为.

!

(J%杂合子$另外一方是 G-K杂合子时$则

需要知情告知$由孕妇选择是否进行产前诊断$这就

会增加孕妇家庭的焦虑心理$同时也增加经济负担&

需要注意的是$由于CO

!!

P

!!

存在 * 个
!

基因$如

果一方是
&

.地贫$那么是有生育中间型P重型
&

.地贫

患儿的风险& 虽然 CO

!!

P..

G-K可以用常规试剂盒

筛查出来$但是对于 CO

!!

P

!!

$常规检测试剂盒检

出依然困难$无法与.

!

(J%杂合子区分& 正由于这些

因素$导致了我们平时的临床工作无法避免漏诊和

误诊& 这就需要进一步的深入研究$探讨出经济有

效的 CO

!!

P

!!

检测方法$以避免 CO

!!

P..

G-K的胎

儿因为误诊而进行产前诊断$增加流产的风险& 在

这方面$我们已经进行了初步的研究$并取得一定的

进展&
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