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应用ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法检测地中海贫血ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变
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　　摘　要：目的　建立ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法对α地中海贫血 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变进行检测，了解在广西地区平均红细胞体积在

７０～８０ｆＬ患者的 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变基因携带情况。方法　对２００例入选患者进行ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法检测 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突

变，并用基因测序法进行验证。结果　共检测出１２例ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变基因携带者，ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法检测结果和基因测序

法检测结果相符。结论　ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法可快速、简便检测 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变，特异性高，结果可靠。广西地区的 Ｈｂ

Ｗｅｓｔｍｅａｄ突变有较高的发生率。
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　　地中海贫血（以下简称地贫）是一种常染色体遗传慢性溶

血性疾病，该病多见于我国广东，广西等地区。根据基因突变

的不同，主要分为α地贫和β地贫两大类。ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变

属于非缺失型地贫中的一种，可产生轻度不稳定的血红蛋白变

异体［１］。单纯的 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变携带者没有贫血的临床表

现，但是与携带有轻型地贫患者婚育，则有可能生下中间型α

地贫患儿。为了准确、简单、快速地诊断该病，本文应用Ｔａｑ

ｍａｎＭＧＢ探针技术，建立了 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变荧光探针检测

方法，检测过程操作简单、快速，检验结果准确、特异性高。

１　资料与方法

１．１　一般资料　全部病例来自在广西医科大学第一附属医院

门诊就诊的患者，选择平均红细胞体积在７０～８０ｆｌ之间的患

者共２００例，其中，男９６例，女１０４例。

１．２　方法

１．２．１　血液学分析　用血细胞自动分析仪（ＡＣＴ５ＤＦ，美国

Ｂｅｃｋｍａｎ）进行检测，收集平均红细胞体积（ＭＣＶ）等数据。

１．２．２　ＤＮＡ提取　自动核酸提取仪（ＬａｂＡｉｄ８２０，厦门百维

信）提取ＤＮＡ，微量紫外分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ８０００，美

国Ｔｈｅｒｍｏ）检测ＤＮＡ浓度。

１．２．３　引物设计与合成　设计正向扩增引物：Ｗ１：ＧＣＧ

ＣＡＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧＣＴＡ和反向扩增引物 Ｗ２：ＣＧＧＣＡＣ

ＴＧＡＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴ，扩增目标片段；合成两条 ＭＧＢ探针

Ｍ１：ＦＡＭＣＡＧ ＧＧＡ ＧＧＣ ＧＴＧ ＣＡ，Ｍ２：ＶＩＣＣＡＧ ＧＧＡ

ＧＧＣＣＴＧＣＡ；检测含α２珠蛋白基因ＣＤ１２２（ＣＡＣ→ＣＡＧ）突

变，引物和探针由美国ＡＢＩ公司合成。

１．２．４　实时定量ＰＣＲ反应　ＰＣＲ扩增体系总体积为２５μＬ：

其中 Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２．５μＬ，２０×Ｔａｑｍａｎｇｅｎｏｔｙｐｅａｓｓａｙ１．２５

μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，加双蒸水至２５μＬ。实时定量ＰＣＲ扩

增条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ→ （９５℃１０ｓ，６０℃６０ｓ）共４０

个循环；在实时荧光定量ＰＣＲ仪（７５００Ｆａｓｔ，美国 ＡＢＩ）进行扩

增反应。反应结束后对扩增曲线进行分析，判定结果。

１．２．５　ＤＮＡ 测序　设计上游引物：Ｌ１：５′ＣＣＴＧＧＧＣＣＧ

ＣＡＣＴＧＡＣＣＣＴＣＴＴ３′。下游引物Ｌ２：５′ＧＴＣＴＧＡＧＡＣ

ＡＧＧＴＡＡＡＣＡＣＣＴＣＣＡＴ３，扩增含目标基因第１２２位密

码子的α２珠蛋白基因片段，扩增产物长度为３４０ｂｐ。反应体

系包括：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，２．５ｍＭｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ４μＬ，１５

ｐｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ，１．０ＵＴａｑ酶（大连宝生物），模板２．０μＬ，

加双蒸水至５０μＬ。反应条件：预变性９４℃５ｍｉｎ，变性９４℃
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３０ｓ，退火、延伸６４℃９０ｓ，共３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

经纯化后使用 ＢｉｇＤｙｅＴＭ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１ＲｅａｄｙＲｅａｃｔｉｏｎ

ＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ试剂盒在全自动测序仪（ＰＲＩＳＭ３７３０，美国

ＡＢＩ）上进行产物测序。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１７．０软件，利用Ｋａｐｐａ分析比

较两种检测方法检测结果的一致性。

２　结　　果

２．１　血常规情况　２００例患者的 ＲＢＣ 水平为（４．９２±

０．６５）×１０１２／Ｌ，ＨＢ水平为（１２２．６６±１７．８９）ｇ／Ｌ，ＭＣＶ水平

为（７６．０４±２．９３）ｆｌ，ＭＣＨ水平为（２４．９１±１．４２）ｐｇ。

２．２　ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法检测 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变结果 　在

检测２００例患者中，发现 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变１２例，其中，男５

例，女７例，其余１８８例患者检测结果为正常。在健康人标本

检测结果可见三条反应曲线，而 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变基因携带

者标本的扩增曲线可见四条曲线，健康人和携带者扩增曲线的

位置，形态有区别明显。

２．３　基因测序法检测 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变结果　基因测序法

检测结果见图１，在２００例患者中，其余１８８例患者检测结果

为正常，结果见图１Ａ，检测出 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变１２例，其中，

男５例，女７例，结果见图１Ｂ。

　　Ａ：正常人，测序图Ａ上可见α珠蛋白基因第１２２密码子为ＣＡＣ，

没有发生突变；Ｂ：ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ杂合子，测序图 Ａ上可见α珠蛋白基

因第１２２密码子发生突变 （ＣＡＣ→ＣＡＧ）。

图１　　地贫 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变ＤＮＡ测序结果

２．４　统计学分析结果　经Ｋａｐｐａ分析，Ｋａｐｐａ＝１，犘＜０．０１，

两种检测方法的检测结果一致，即对所研究对象同时用Ｔａｑ

ｍａｎＭＧＢ探针法和基因测序法检测 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变发生

率，统计结果表明两种检测方法对 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变的检出

率没有差别。

３　讨　　论

ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ是一种非缺失型α地贫，是α２珠蛋白基因

ＣＤ１２２（ＣＡＣ→ＣＡＧ）突变所致的静止性血红蛋白变异体，具有

轻度不稳定性。ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变基因携带者，临床上没有

贫血、黄疸等表现，血常规检测可以是正常或只有轻微改变，如

血色素、ＭＣＶ、ＭＣＨ 等指标轻微降低，比较容易出现漏诊。

ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变基因携带者可在感染、发热或使用磺胺等

氧化性药物的情况下出现溶血，导致轻微的贫血［２］。本文中所

发现的１２例患者，均没有贫血表现，而是在例行婚前，孕期体

检中发现 ＭＣＶ轻微降低，进一步做基因诊断而发现。

由于 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ是一种电泳静止型的血红蛋白变异

体，因此各种酸性或碱性醋酸纤维膜电泳、垂直等电聚焦法均

不能使之分离；高效液相色谱法进行血红蛋白分析时也没有特

异性波峰出现。针对该异常血红蛋白的特异性检测方法是

Ｆｌｅｍｉｎｇ等使用的ｐＨ６．４柱层析电泳法，他用这个方法从血

红蛋白中分离并发现了 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ
［１］，另外，对该血红蛋白

的测定使用毛细管电泳法［３］，反相高效液相色谱法等方法［４］。

对 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ的 ＣＤ１２２（ＣＡＣ→ＣＡＧ）突变的基因诊断则

使用ＰＣＲ联合ＳｔｕＩ内切酶法
［５］，温度梯度凝胶电泳法［６］和反

向斑点杂交等方法检测该突变点，但这些方法操作步骤多，检

测周期长。本研究采用 ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法直接探测ＰＣＲ

过程中荧光信号的变化，以获得定性的结果，不需要ＰＣＲ后处

理或电泳检测，检测步骤简单，检测周期短，可在短时间内得出

结果。本文２００例标本用ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针法检测，结果和

基因测序的结果一致，说明该方法具有较高的可靠性。同时该

方法所设计的 ＭＧＢ探针结合在ＤＮＡ 双螺旋内，使探针的结

合稳定；其次 ＭＧＢ探针的较短，报告基团与淬灭分子在位置

上很接近，这样使得实验的结果有较高的精确度；另外探针

３Ｃ端结合了 ＭＧＢ，探针的Ｔｍ 值提高，使突变与非突变模板

间的Ｔｍ值差异增加，提高了检测的特异性。综上所述，Ｔａｑ

ｍａｎＭＧＢ探针法可以快速检测ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变，结果稳定

可靠，特异性高。

ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ在澳大利亚
［１］、巴西［７］、老挝［８］及国内香港

地区［９］均有个例报道，但病例报道数量不多。在广西也有相关

报道［１０１１］，在本文中，检测的２００红细胞体积轻微异常患者共

发现１２例 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变，发生率为６％，说明 ＨｂＷｅｓｔ

ｍｅａｄ突变在广西有着比较高的基因携带率。在这１２例患者

中，均无明显贫血症状，但当 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ复合东南亚α地贫

时（ＨｂＨ病；ＳＥＡ／αＷＳα）可出现脾脏增大，轻度贫血等临床

症状［１２］。因此，在产前优生遗传咨询时，对于一方已诊断轻型

或中间型α地贫，另一方没有贫血症状、但血常规有 ＭＣＶ轻

微降低的夫妇，注意需要进一步做 ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ突变的基因

分析，以免漏诊，生下 ＨｂＨ病（ＳＥＡ／αＷＳα）的患儿。
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表１　　坏死性小肠结肠炎患儿不同临床分期ＣＢＧ

　　　　浓度比较（狓±狊）

临床分期 狀 ＣＢＧ浓度（ｎｍｏｌ／Ｌ）

Ⅰ期 １８ ９８．２±１０．７

Ⅱ期 ２３ １５６．７±１１．２

Ⅲ期 ２１ ３２９．３±２１．６

３　讨　　论

ＮＥＣ是新生儿最常见的疾病之一，病情复杂，研究发现低

体温或硬肿、肺炎、窒息、败血症等都可能成为诱发因素［４６］，因

确切病因不清，近几十年来该病病死率一直居高不下［７８］。

ＣＢＧ是纤维素酶系的重要成员，在纤维素的糖化作用中，将纤

维素二糖和纤维素寡糖水解成葡萄糖，主要存在于微生物和植

物中［９］。国外学者发现，ＣＢＧ在动物组织缺血损伤的早期迅

速上升，且随着缺血时间的延长，浓度逐渐增加［２］。陈冬梅

等［１０］研究显示，ＮＥＣ患者血清ＣＢＧ浓度比非 ＮＥＣ患者血清

ＣＢＧ浓度高，本研究得到同样结果，ＮＥＣ患儿血清ＣＢＧ浓度

比非ＮＥＣ患儿平均约高１１２．３ｎｍｏｌ／Ｌ，约为非ＮＥＣ患儿的３

倍（犘＜０．０１），提示ＣＢＧ可能与 ＮＥＣ的发生有关，有临床诊

断价值。

陈冬梅等［１０］还发现早期新生儿坏死性小肠结肠炎患儿

ＣＢＧ浓度高于对照组，而晚期患儿ＣＢＧ浓度高于早期，本研

究结果与此类似，Ⅰ～Ⅲ期患儿血清ＣＢＧ浓度分别为９８．２、

１５６．７、３２９．３ｎｍｏｌ／Ｌ，三者两两比较差异均有统计学意义（均

为犘＜０．０５）提示血清ＣＢＧ浓度随着新生儿坏死性小肠结肠

炎的损伤程度的加重而升高，可能作为评价预后血清学指标。

尽管如此，目前由于新生儿血清ＣＢＧ正常值尚未完全明

确，ＮＥＣ的病因和发病机制尚未完全明了
［１１１２］，血清ＣＢＧ对

于诊断ＮＥＣ的价值还有待于进一步研究证实。
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