
论著!临床研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&$(&%$0

惠州地区
CC%%

例珠蛋白生成障碍性贫血的基因检测分析"

刘宇鹏$

!李雪莲1

%

!刘瑞玉'

#

"

$&

南方医科大学第二临床医学院!广州
C$%C$C

'

1&

广东医学院!广东湛江
C10%%$

'

'&

广东省惠州市中心人民医院检验中心
!

C$)%%$

$

!!

"摘要#
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目的
!

运用基因诊断技术检测患者珠蛋白生成障碍性贫血"简称地贫$基因!了解主要的基因突变类型及其频率%

方法
!

以
1%$%

年
$

月至
1%$0

年
$%

月就诊于惠州市中心人民医院血液科"门诊和体检$的
CC%%

例患者为研究对象!采用跨越断

裂点的
25A

"

;72.25A

$技术及膜反向杂交技术分别对
&

.

和
(

.

地贫进行基因分析%结果
!

检出
&

.

地贫基因改变
$)%0

例!占

1(&$)V

'检出
(

.

地贫基因改变
$%()

例!占
$(&('V

!检出
&

(

.

复合型地贫患者
$$(

例%结论
!&

.

和
(

.

地贫的基因筛查为婚育指导

提供了有价值的基础资料%
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珠蛋白生成障碍性贫血$

FIH<H++EM#H

%#又称地中海贫血

$简称地贫%#是一种危害极大的常染色体隐性遗传的血红蛋白

疾病)主要分为
&

.

地贫和
(

.

地贫#其发病机制是
&

.

及
(

.

珠蛋白

基因的先天性缺陷#造成
&

.

及
(

.

珠蛋白肽链合成减少或缺失#

从而引起血红蛋白生成障碍#导致无效造血和溶血性贫血)地

贫广泛分布于全球各地#尤其是地中海地区#我国广东*广西*

海南等地为高发区)重型
&

.

地贫胎儿$

3HPF+

水肿%多在妊娠末

期胎死腹中或产下便死亡)而血红蛋白
c

病$

cQc

病%及重

型
(

.

地贫患儿一般在出生后
0

"

)

个月发病#呈进行性贫血#要

靠输血维持生命#易产生多种并发症&

$

'

)为了解广惠州地区
&

.

地贫和
(

.

地贫的基因突变类型及其频率分布#本研究对疑似地

贫的
CC%%

例患者进行
&

.

和
(

.

地贫的基因检测诊断#现将检测

结果报道如下)

D

!

资料与方法

D&D

!

一般资料
!

以
1%$%

年
$

月至
1%$0

年
$%

月于惠州市中

心人民医院血液科就诊的患者$包括门诊及住院%

CC%%

例为研

究对象#年龄
$0

"

(%

岁)

D&E

!

仪器与试剂
!

血红蛋白电泳采用中压电泳仪及其配套的

;@;.1%%%

核酸"蛋白凝胶图像分析管理系统)采用跨越断裂

点
25A

$又称裂口
25A

#

;72.25A

%技术检测常见的
'

种缺失

型
&

地贫基因$

..

@?7

*

.

&

'&-

*

.

&

0&1

%#试剂盒由深圳益生堂生物企

业有限公司提供(采用
25A

探针法定性检测人基因组
>̂ 7

中

的
$-

种
(

.

地贫基因#试剂盒由深圳益生堂生物企业有限公司

提供)

>̂ 7

扩增仪为美国
739

公司
-C%%

实时荧光定量
25A

系统#所有操作严格按说明书进行)

D&F

!

方法

D&F&D

!

标本的采集及处理
!

使用新采集的或
T1%\

存放
$

个月以内的枸橼酸钠或乙二胺四乙酸$

?>B7

%抗凝全血#不可

用肝素抗凝全血)

D&F&E

!&

.

地贫基因检测
!&

.

地贫采用
;72.25A

法检测东南

亚型缺失$

..

@?7

%*右侧缺失$

.

&

'&-

%和左侧缺失$

.

&

0&1

%)从
T1%

\

冷藏的试剂盒中取出
25A

反应管#根据样品
>̂ 7

浓度加入

待测
>̂ 7

样品溶液
$

"

'

$

:

#不足部分补加灭菌双蒸水#使总

体积达到
1C

$

:

#盖严管盖#短暂离心)将扩增管直接插入

25A

仪中#按
(C\

变性
$%M#,

(

(/\0C+

#

))\'%+

#

-1\

$/%+

#

'C

个循环(

-1\

延伸
-M#,

#

1

"

/\

保存或立即电泳)
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取
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产物
C

"

$%

$
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#依次加入
$&1V

的琼脂糖凝胶加样孔

中)接通电源#调至稳压
C

"

/a

"

KM

#电泳约
0%M#,

#置于紫外

凝胶透射成像仪上观察#根据扩增产物长度得出诊断结果)电

泳结果的判定!
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$&1SQ

扩增带分别对应
&

.
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基因右侧缺失$

.

&

'&-

%*无缺失*左侧缺失$

.

&

0&1

%#东南亚型缺失

$
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D&F&F
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地贫基因检测
!

(

.

地贫采用膜反向杂交技术检测中

国人常见的
/

个位点#即
5>0$.01

$
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9@a.1.)C05

)

B

*

5>$-7

)

B

*

.1/7

)

B

*

5>1);

)

7

*

5>-$.-1

$

Z7

%*

5>0';

)

B

*

.1(7

)

;

#以及
(

个少见位点突变#即起始密码子
7B;

)

7;;

*

5>$0.$C

$

Z;

%*

5>1-.1/

$

Z5

%*

.'15

)

7
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)
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*
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"

Z0'

$
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7775

%)取出试剂盒中的
25A

扩增管#

C%%%P

"

M#,

离心数

秒#分别加入
0C

$

:25A

反应液#然后小心吸取
'

$

:

待测

>̂ 7

样品溶液置于
25A

扩增管中#混匀#

C%%%P

"

M#,

离心数

秒)将扩增管直接插入
25A

仪中
(C\

变性
CM#,

(

(0\)%

+

#

CC\'%+

#

-1\(%+

#

'C

个循环(

-1\

延伸
CM#,

#当天检测

或置于
T1%\

存放
$

周内使用)

25A

产物与试剂盒配置的含

探针的膜条置于
0'\

杂交仪进行反向点杂交过夜#次日取出

进行洗膜和显色)根据膜上出现的蓝色斑点判断
(

.

珠蛋白基

因相应位点是否有突变#并判断突变为杂合子或纯合子)

D&G

!

统计学处理
!

采用
@2@@$/&%

统计软件进行数据处理#

计数资料以例数或百分率表示)

E

!

结
!!

果

E&D

!&

.

和
(

.

地贫基因改变的检出率
!

在进行地贫基因检查的

CC%%

例患者中#

&

.

珠蛋白基因改变
$)%0

例#占
1(&$)V

(

(

.

珠

蛋白基因改变
$%()

例#占
$(&('V

)

E&E

!&

.

地贫基因检测情况
!

检测出
&

.

珠蛋白基因缺失
$')-

例#其中东南亚型地贫
$10(

例#基因诊断为
..

@?7

"

&&

(

cQc

病

/'

例#基因诊断为
..

@?7

"

.

&

'&-

)0

例*

..

@?7

"

.

&

0&1

$(

例(静止型
&

.

地贫
1C)

例#基因诊断为
.

&

'&-

"

&&

$(C

例*

.

&

0&1

&

"

&&

)$

例(纯合

子
$1

例#基因诊断为
.

&

'&-

"

.

&

'&-

$%

例*

.

&

0&1

&

"

.

&

0&1

1

例(双重杂

合子
0

例#基因诊断均为
.

&

0&1

"

.

&

'&-

)见表
$

)

表
$

!!&

.

地贫患者的基因类型及其构成比

基因类型
(

构成比$

V

%

东南亚型
$10( 11&-$

cQc

病
/' $&C$

标准型
$1 %&11

静止型
1C) 0&)C

双重杂合子
0 %&%-

其他
'/() -%&/0

合计
CC%% $%%&%%

E&F

!

(

.

地贫基因检测情况
!

检测出
(

.

珠蛋白基因突变类型
1-

种#共
$%()

例#分为杂合子*双重纯合子和双重杂合子)其中

杂合子
$%)0

例#占
$(&'CV

$

$%)0

"

CC%%

%#基因诊断为
5>0$.

01

位突变
00-

例*

9@a.1.)C0

位突变
''1

例*

5>$-

位突变
$%0

例*

.1/

位突变
/$

例*

(

?

位突变
'%

例*

5>-$.-1

位突变
$(

例*

5>$0.$C

位突变
$(

例*

5>1-

"

1/

位突变
$(

例*

9a@$.$

位点突

变位突变
/

例*

5>0'

位突变
)

例*

(

572

位点突变
'

例*

5>$-.

$/

位突变
$

例)双重纯合子共
$%

例#占
%&$/V

$

$%

"

CC%%

%#基

因诊断为
.1/

"

.1/

$

C

例%*

5>$-

"

$-

$

1

例%*

9@a.1.)C0

"

9@a.1.)C0

$

'

例%)双重杂合子共
11

例#占
%&0%V

$

11

"

CC%%

%#基因诊断

为
5>.1/

"

9@a.1.)C0

$

0

例%*

9@a.1.)C0

"

.1/

$

'

例%*

9@a.1.)C0

"

(

?

$

1

例%*

5>-$.-1

"

$-

$

1

例%*

5>0$.01

"

(

?

$

1

例%*

.1/

"

5>$-

$

1

例%*

5>$-

"

0$.01

$

1

例%*

5>$-

"

(

?

$

$

例%*

5>0'

"

$-

$

$

例%*

9@a.

1.)C0

"

$0.$C

$

$

例%*

9a@$.$

"

9@a.1.)C0

$

$

例%*

(

?

"

9@a.1.)C0

$

$

例%)见表
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表
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地贫患者的基因类型及其构成比

基因类型
(

构成比$

V

%

杂合子

!

5>0$.01

"

^ 00- /&$'

!

9@a.1.)C0

"

^ ''1 )&%0

!

5>$-

"

^ $%0 $&/(

!

.1/

"

^ /$ $&0-

!

5>-$.-1

"

^ $( %&'0

!

(

?

"

^ '% %&CC

!

5>$0.$C

"

^ $( %&'0

!

5>1-

"

1/

"

^ $( %&'0

!

5>0'

"

^ ) %&$

!

(

572

位点突变
' %&%C

!

(

$-.$/

"

^ $ %&%1

!

(

9a@$.$

位点突变
/ %&$C

纯合子

!

.1/

"

.1/ C %&%(

!

5>$-

"

$- 1 %&%0

!

9@a.1.)C0

"

9@a.1.)C0 ' %&%C

双重杂合子

!

.1/

"

9@a.1.)C0 0 %&%-

!

9@a.1.)C0

"

.1/ ' %&%C

!

9@a.1.)C0

"

(

? 1 %&%0

!

5>-$.-1

"

$- 1 %&%0

!

5>0$.01

"

5>? 1 %&%0

!

.1/

"

5>$- 1 %&%0

!

5>$-

"

0$.01 1 %&%0

!

5>$-

"

(

? $ %&%1

!

5>0'

"

$- $ %&%1

!

9@a.1.)C0

"

5>$0.$C $ %&%1

!

9a@$.$

"

9@a.1.)C0 $ %&%1

!

(

?

"

9@a.1.)C0 $ %&%1

其他
0'(( -(&(/

合计
CC%% $%%&%%

E&G

!&

(

.

复合型地贫基因检测情况
!

检出
&

(

.

复合型地贫
$$(

例#主要的复合类型为!东南亚型地贫合并
5>0$.01

位单基因

突变$

1-

例%*静止型地贫合并
5>0$.01

位单基因突变$

$/

例%*

东南亚型地贫合并
9@a.1.)C0

位单基因突变$

$)

例%*静止型地

贫合并
.1/

位单基因突变$

$'

例%)见表
'

)
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年
-

月第
0C

卷第
$(

期



表
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地贫复合
&

地贫基因型分布"

(

$

V

%#

基因类型
(

东南亚
cQc

病 静止型

5>0$.01

"

^ 0- 1-

$

11&)(

%

1

$

$&)/

%
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地贫是我国长江以南各省发病率最高*影响最大的一类血

红蛋白病#其中尤以广西*广东和海南三省$区%为甚#广东省发

病率为
/V
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#广西和海南更高&

1

'

)健康成人血红蛋白中

的珠蛋白由
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珠蛋白肽链#分别由

相应的基因编码#这些基因的缺失或点突变可造成各种肽链的

合成障碍#致使血红蛋白的组分改变)地贫就是由珠蛋白基因
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)地贫是最为常见的单基因遗传病#主要表现为

慢性溶血性贫血#重型患者胎死宫内或生后依赖输血生存且绝

大部分在幼年期夭折)中间型地贫有明显的遗传异质性#临床

表型变化大#大多数患者的生存质量会受影响#需要偶尔或不

定期的输血治疗#患儿生长发育也会受到严重影响&
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地贫特征通常被掩盖#临床表型

多呈现
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地贫)地贫是一种遗

传性溶血性贫血#大部分中间型和所有重型地贫患者需要靠输

血维持生命#在精神上和经济上给社会及家庭带来极大的负

担)夫妇双方都带有地贫基因#即两人都是轻型地贫#其子女

则有
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地区更好地开展地贫的诊断*遗传咨询和产前诊断提供了客观
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