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"摘要#
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目的
!

了解云南少数民族地区新生儿
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因携带率及基因型!为云南
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血三级预防提供依据%方法
!

以毛细管电泳检测新生儿干血斑及抗凝血标本血红蛋白
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云南文山及德宏两少数民族地区新生儿
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珠蛋白生成障碍性

贫血基因型构比与国内相关报道明显不同#云南少数民族地区
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珠蛋白生成障碍性贫血是人类最常见且危害最

大的单基因遗传病之一)

1%%)

年资料显示#云南省珠

蛋白生成障碍性贫血发病率居全球之首'

$

(

#以边境少

数民族为高发人群)

1%$$Z1%$'

年调查显示云南边

境地区珠蛋白生成障碍性贫血检出率相对更高占

1%&(>

#尤以德宏州居首$人群检出率
0'&$>

&

'

1.'

(

#所

以目前珠蛋白生成障碍性贫血仍是云南省特别是边

境少数民族地区危害较重的地方病)

#

.

珠蛋白生成障

碍性贫血是由于
#

.

珠蛋白基因缺失或非缺失突变使

#

.

珠蛋白链的合成受到部分或完全抑制而引起的遗传

性溶血性贫血)由于珠蛋白生成障碍性贫血基因携

带率存在明显的地域差异#本研究旨在初步了解云南

少数民族地区新生儿
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因

携带特征#为云南
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血三级预防

提供依据)
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资料与方法

C&C

!

一般资料
!

随机收集文山壮族苗族自治州$简

称文山州&*德宏傣族景颇族自治州$简称德宏州&

1%$)

年
$$

月至
1%$-

年
'

月出生的新生儿$年龄
$

"

1/!

&足跟血的干血斑
1$%

例$其中非汉族
$'$

例*汉

族
-(

例%乙二胺四乙酸二钾$

Y4C5.c

1

&抗凝血
$(/

例#其中非汉族
$1$

例#汉族
--

例)孕周为
'<

"

0%

周#

1

"

/j

冷藏保存#

-

"

$<!

内冷藏运输至云南省

第一人民医院完成检测)家属签署知情同意书#登记

受检者姓名*编号*年龄*性别#民族*孕周及其父母的

相关信息)民族分布情况见表
$

)

C&D

!

仪器与试剂

C&D&C

!

仪器
!

全自动毛细管电泳仪$法国
6DM#O;O

F

.

#GGOH

W
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及
;O

F

#GGOH

W

+@GDE S#DHK#,

P

&#

S;3

仪
C$%%CJDHLOG;

W

KGDH

*水平电泳仪
2#,#.6QM

;DGG Ĉ

*凝胶成像仪
D̂G4"KYU

*荧光定量
S;3

仪

;@d()C"QKJ

*熔解曲线突变分析软件
;@d 2O,O

P

.

DH'&$

$美国
?#".HO!

&#

d$3

台式冷冻离心机$美国

CJDHL"@#+JDH

&#

]4.$%%%

型紫外分光光度计$

]O,".

4H"

F

公司&)

C&D&D

!

试剂
!

毛细管电泳仪质控品及所用检测试剂

均为
6DM#O

公司配套的珠蛋白生成障碍性贫血检测试

剂盒)磁珠法
4]5

提取试剂盒$

S̀QHD?G""!4]5

YEIHOKI#",

试剂盒
1&%

*

S̀QHD6NOM4]5

试剂盒#成

都新百基&#常见缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基

因检测试剂盒$广州达安基因有限公司&#常见非缺失

型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测试剂盒$厦门致

善生物科技有限公司产品&)

C&E

!

方法

C&E&C

!

毛细管血红蛋白$

:M

&电泳
!

按照仪器操作

规程完成质控标本*新生儿干血斑及抗凝血标本毛细

管
:M

电泳检测#记录
:M?OHIT+

水平)

C&E&D

!

分子生物学

C&E&D&C

!

4]5

提取及测定
!

使用成都新百基
S̀.

QHD?G""!4]5 YEIHOKI#",

试剂盒
1&%

及
S̀QHD

6NOM4]5

试剂盒磁珠法提取新生儿抗凝全血*干血

斑中
4]5

)紫外分光光度计测定
4]5

的浓度和纯

度#

4]5

样本的
C

1)%,L

"

C

1/%,L

应在
$&)

"

1&%

范围之

间#且
C

1)%,L

"

C

1'%,L

&

1&%

$若
C

1)%,L

"

C

1'%,L

$

1&%

#需

要使用试剂盒中提供的
4]5

溶解液将
4]5

标本进

行适度稀释#但需保证样本浓度大于
$,

P

"

$

7

&)

4]5

记录浓度后放置在
Z1%j

冰箱备用)

C&E&D&D

!

跨越裂隙
S;3

$

P

O

F

.S;3

&

!

检测
'

种常见

缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因$

..

6Y5

.

##

*

.

#

'&-

.

##

*

.

#

0&1

.

##

&#严格按照试剂盒说明书进行检测和结果

判读)

S;3

反应条件!

(0j'L#,

%随后
(0j0<+

#

)1j(%+

#

-1j1L#,

#共
<

个循环%然后
(0j'%+

#

)1j$L#,

#

-1j1L#,

#共
'%

个循环%最后
-1j-

L#,

)阴性质控应无任何扩增产物#正常个体及正常

质控仅在
$&/fM

处有
$

个扩增产物*阳性质控在
$&/

*

$&'fM

处有扩增产物)

C&E&D&E

!

荧光定量
S;3

熔解曲线法
!

检测
'

种常

见非缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因$

#

;6

#

"*

#

g6

#

"和
#

[6

#

"&)

S;3

反应条件!

<%j `]̂

酶处理
1

L#,

#

(<j$%L#,

%随后
(<j$<+

#

)<j$<+

$每个循

环下降
$j

&#

-)j1%+

#共
$%

个循环%

(<j$<+

#

<<j$<+

#

-) j 1%+

#共
<%

个循环%最后#

(< j $

L#,

#

'< j ' L#,

)设置溶解曲线分析程序!

0%

"

/%j

#此阶段每
%&0j

采集
$

次
@52

*

:Yd

和
3_d

通道荧光信号)

C&E&D&F

!

罕见突变检测
!

对
:M

电泳
:M?OHIT+

&

%&$>

且未检出常见
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因缺失

及非缺失标本#再行
0

种罕见缺失型
..

C:58

"

##

#

..

@87

"

##

#

..

2Y4

"

##

#

.

#

1%&<

"

##

多重
S;3

检测)参照文献'

0

(

设计引物#引物序列见表
1

)

S;3

反应体系包括!

<

$

71a ;̂MQAADH

%

*

1<%

$

L"G

"

7!]CS

*正反向引物

各
%&$)

$

L"G

"

7

*

CO

b

4]5

聚合酶
%&<`

*

$<

"

1<,

P

%%('

重庆医学
1%$/

年
$%

月第
0-

卷第
'%

期



表
$

!!

文山及德宏两地区民族构成分布情况"

(

%

>

&#

组别
(

傣族 景颇族 苗族 彝族 壮族 其他民族 父母均非汉族 汉族

文山
1$% <

$

1&'

&

% $'

$

)&1

&

0$

$

$(&<

&

<(

$

1/&$

&

$'

$

)&1

&

0$

$

$(&<

&

-(

$

'-&)

&

德宏
$(/ ))

$

''&'

&

1-

$

$'&)

&

% )

$

'&%

&

% 11

$

(&$

&

Z --

$

'/&/

&

!!

Z

!此项无数据

基因组
4]5

模板)

S;3

反应条件!

()j$<L#,

%随

后
(/j0<+

#

)%j(%+

#保存或立即用
1>

琼脂糖凝

胶电泳)对以上罕见缺失检测阴性的样本进行
#

$.

珠

蛋白基因和
#

1.

珠蛋白基因的
S;3

扩增产物测序)

从
;̀6;

数据库$

JII

F

!""

P

D,"LD&QK+K&D!Q

&中获取

#

.

珠蛋白基因$

#

$.

和
#

1.

基因&的
4]5

序列)引物参

照文献'

<

(#分别扩增
#

$.

和
#

1.

珠蛋白基因$包含
'

个

外显子及部分上游和下游序列&#引物委托生工生物

工程$上海&有限公司合成)引物序列见表
'

)

S;3

扩增!

#

$.

和
#

1.

珠蛋白基因的
S;3

反应体系相同#总

体积为
<%

$

7

$包括!

1<

$

71a ;̂MQAADH

%

*

-<%

$

L"G

"

7!]CS

*正反向引物各
)&0

F

L"G

"

7

*

CO

b

4]5

聚合酶
1&%`

*

$%%,

P

基因组
4]5

模板&)扩增
#

$.

珠蛋白基因的
S;3

反应条件!

(<j<L#,

%随后
(<j

0%+

#

)1&< j 0%+

#

-1 j $%%+

#共
'<

个循环%然后

-1j'L#,

%

0j

保存)扩增
#

1.

珠蛋白基因的
S;3

反应条件!

(<j<L#,

%随后
(<j0%+

#

)<j0%+

#

-1j$%%+

#共
'<

个循环%然后
-1j'L#,

%

0j

保

存)

S;3

扩增完成后#先取
1

"

'

$

7

产物用
1>

琼脂

糖凝胶电泳#确定成功扩增并获得特异性片段#将剩

余
S;3

产物用于
4]5

测序)测序过程委托生工生

物工程$上海&有限公司完成)用
KJH"LO+

及
KGQ+IOGE

软件分析
4]5

测序结果)

表
1

!!

罕见缺失型
..

C:58

'

##

(

..

@87

'

##

(

..

2Y4

'

##

(

!!!

.

#

1%&<

'

##

引物序列

基因

名称
方向 引物序列$

<T

'

'T

&

扩增片段

长度$

M

F

&

C:58

正向
5̂;;5CC;;C;5̂ ;̂ Ĉ ^̂ Ĉ $$<'

C:58

反向
;55̂ Ĉ ^̂ ;Ĉ 5̂ ;;;CĈ 5̂

@87

正向
CCC555Ĉ ^̂ ;5555;5̂ ;̂;5̂ ^ <0)

@87

反向
5C55;;CCC5C;Ĉ ;;5;5Ĉ C5̂ ;

2Y4

正向
C5;;;CCĈ ;55̂ ;5;5;̂ C5; /%-

2Y4

反向
C;55C;C;;̂ 5;5̂ ;C;;̂ 5;

1%&<

正向
;̂;;55;5C;;̂ 5̂̂ C5;5Ĉ $%%-

1%&<

反向
555̂ ;5;C;C5̂ ^̂ C;;5̂ ;̂

表
'

!!#

$.

和
#

1.

珠蛋白基因引物序列

基因名称 方向 引物序列$

<T

'

'T

&

扩增片段

长度$

M

F

&

#

.$

珠蛋白 正向
Ĉ 5̂̂ ^̂ Ĉ 5̂̂ 5;̂ C;;Ĉ $%/(

反向
;̂;Ĉ ;̂5;̂ CCĈ ;Ĉ 5̂

#

.1

珠蛋白 正向
Ĉ 5̂̂ ^̂ Ĉ 5̂̂ 5;̂ C;;C $%/<

反向
;;5CĈ CĈ ;̂5;5CC;;̂ ^

D

!

结
!!

果

D&C

!

常见
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测
!

对文

山州
1$%

例*德宏州
$(/

例新生儿标本行
P

O

F

.S;3

*

荧光定量
S;3

熔解曲线法检测
'

种常见缺失型和非

缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因$

..

6Y5

"

##

*

.

#

'&-

"

##

*

.

#

0&1

"

##

*

#

;6

#

"

##

*

#

g6

#

"

##

和
#

[6

#

"

##

&#文山州检

出
/

例#其中
..

6Y5

"

##

缺失
0

例$图
$

&#

.

#

'&-

"

##

缺失
0

例%德宏州检出
-

例#其中
.

#

'&-

"

##

缺失
<

例$图
1

&#

#

;6

#

"突变
1

例$图
'

&)

!!

2

!

4]5

分子标记物%

Z

!阴性对照%

=

!阳性质控品%

$$

!

..

6Y5

"

##

缺失

图
$

!!P

O

F

.S;3

基因扩增产物电泳图

!!

2

!

4]5

分子标记物%

4<'

!

.

#

'&-

"

##

缺失

图
1

!!P

O

F

.S;3

基因扩增产物电泳图

图
'

!!

荧光定量
S;3

熔解曲线法检测
#

;6

#

'突变%阳性&

D&D

!

罕见
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测
!

文山

州新生儿标本中检出
:M?OHIT+

带
$-

例#德宏州检出

:M?OHIT+

带
$0

例#其中
$$

例检出常见缺失型和非缺

失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因#对其余
1%

例标

本行罕见缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因

$

..

C:58

"

##

#

..

@87

"

##

#

..

2Y4

"

##

#

.

#

1%&<

"

##

&检测)文山州

$%('

重庆医学
1%$/

年
$%

月第
0-

卷第
'%

期



检出
..

@87

"

##

缺失
<

例#德宏州
..

@87

"

##

缺失
-

例#见图

0

)对罕见缺失检测阴性的
/

例标本行
S;3

产物直

接测序分析
#

$.

和
#

1.

珠蛋白基因的全长#其
#

$.

珠蛋

白基因测序均为正常基因#而
#

1.

珠蛋白基因基因均

发现在
<T̀ C3

区位于基因第
/

个氨基酸#第
10

个碱

基存在由
^

%

;

的同译突变)文山州罕见非缺失型

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因突变
##

"

#

C

#

)

例#德宏

州
##

"

#

C

#

罕见突变
1

例)

!!

红色箭头所指为
..

@87

"

##

罕见缺失

图
0

!!

多重
S;3

扩增产物电泳结果

D&E

!

两少数民族地区新生儿
#

.

珠蛋白生成障碍性贫

血的携带率及基因型

D&E&C

!

文山州
!

文山州
1$%

例新生儿标本中#检出

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因
$(

例#

#

.

珠蛋白生成障

碍性贫血携带率占
(&%>

$

$(

"

1$%

&#基因型
0

种#其中

罕见非缺失突变
##

"

#

C

#

)

例#构成比
'$&)>

$

)

"

$(

&#

携带率
1&/<>

$

)

"

1$%

&#罕见缺失
..

@87

"

##

<

例#构成

比
1)&'>

$

<

"

$(

&#携带率
1&'/>

$

<

"

1$%

&#两种常见

缺失
.

#

'&-

"

##

及
..

6Y5

"

##

均为
0

例#构成比
1$&%<>

$

0

"

$(

&#携带率
$&(%

$

0

"

1$%

&#未检出常见
.

#

0&1

"

##

缺失及

'

种常见突变)见表
0

*

<

)

表
0

!!

云南少数民族地区
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血

!!!

基因携带率"

(

%

>

&#

地区
( :M?OHIT+

阳性率
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血

基因携带率

德宏
$(/ $0

$

-&$

&

$)

$

/&$

&

文山
1$% $-

$

/&$

&

$(

$

(&%

&

D&E&D

!

德宏州
!

德宏州
$(/

例新生儿标本中#检出

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因
$)

例#

#

.

珠蛋白生成障

碍性贫血的携带率
/&$>

$

$)

"

$(/

&#基因型
0

种#其中

罕见缺失
..

@87

"

##

缺失
-

例#构成比
0'&->

$

-

"

$)

&#携

带率
'&<0>

$

-

"

$(/

&#常见
.

#

'&-

"

##

缺失
<

例#构成比

'$&'>

$

<

"

$)

&#携带率
1&<'>

$

<

"

$(/

&#常见
#

;6

#

"

##

突变及罕见非缺失突变
##

"

#

C

#

均
1

例#构成比

$1&<>

$

1

"

$)

&#携带率
$&%$>

$

1

"

$(/

&#未检出常见
.

#

0&1

"

##

及
##

"

..

6Y5缺失)见表
0

*

<

)

表
<

!!

云南少数民族地区
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血

!!!

基因型构成比"

(

%

>

&#

地区
.

#

'&-

"

##

..

6Y5

"

## #

;6

#

"

##

..

@87

"

## ##

"

#

C

#

合计

德宏
<

$

'$&'

&

Z 1

$

$1&<

&

-

$

0'&-

&

1

$

$1&<

&

$)

文山
0

$

1$&$

&

0

$

1$&$

&

Z <

$

1)&'

&

)

$

'$&)

&

$(

合计
(

$

1<&-

&

0

$

$$&0

&

1

$

<&-

&

$1

$

'0&'

&

/

$

11&(

&

'<

!!

Z

!此项无数据

E

!

讨
!!

论

!!#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因位于染色体

$)

F

$'

#每条染色体上有两个连锁的
#

.

珠蛋白基因
#

$.

和
#

1.

#分别长约
$fM

#共
0

个#正常人以
##

"

##

表示)

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血可分为缺失型和非缺失型)

缺失型是由于缺失染色体上
$

个$

.

#

&或
1

个$

..

&

#

.

珠

蛋白基因%非缺失型是由于染色体上
#

$

珠蛋白基因

$

##

C

&或
#

1

珠蛋白基因$

#

C

#

&发生突变)

全球已报道的缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血

超过
1%

种#世界上不同种族其
#

.

珠蛋白基因缺失谱

不同)报道的中国人缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫

血有
$0

种#其中常见的缺失型
#

.

珠蛋白生成障碍性

贫血是东南亚缺失型$

..

6Y5

"

##

&*右侧缺失型$

.

#

'&-

"

##

&*左侧缺失型$

.

#

0&1

"

##

&

'

).-

(

)罕见缺失型分别是泰

国缺失型$

..

C:58

"

##

&*菲律宾缺失型$

..

@87

"

##

*

..:[

"

##

*

..@U

"

##

*

..$$&$

"

##

*

.

#

1&-

*

.

#

1&0

*

.

#

1&/

*

.

#

1$&(

*

.

#

1-&)

*

.

#

1/&<

&

'

/.$1

(

)目前中国报道的非缺失型
#

.

珠

蛋白生成障碍性贫血有
$'

种#较常见的有
:M;",.

+IO,I6

F

H#,

P

$

:M ;6

#

;4$01 C55

'

;55

&*

:M

gQ",

P

6VD

$

:M

g6

#

;4$1<;Ĉ

'

;̂ ^

&*

:M [D+I.

LDO!

$

:M[6

#

;4$11;5;

'

;5̂

&)临床工作中#检

测
'

种常见缺失型基因$

..

6Y5

"

##

*

.

#

'&-

"

##

*

.

#

0&1

"

##

&及

'

种常见非缺失型基因$

#

;6

#

*

#

g6

#

及
#

[6

#

&#就能检出

约
(/>

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因)

本研究采用
P

O

F

.S;3

*荧光定量
S;3

熔解曲线

法对文山州
1$%

例*德宏州
$(/

例新生儿标本检测
'

种常见缺失型和非缺失型
##

.

珠蛋白生成障碍性贫血

基因 $

..

6Y5

"

##

*

.

#

'&-

"

##

*

.

#

0&1

"

##

*

#

;6

#

"

##

*

#

g6

#

"

##

和

#

[6

#

"

##

&#检出
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血基因
$<

例#

其中文山州
/

例*德宏州
-

例%有
0

例$

'

例
.

#

'&-

"

##

#

$

例
##

;6

#

&

#

.

珠蛋白生成障碍性贫血阳性标本在毛细管

电泳仪上无
:M?OHIT+

带检出#提示采用毛细管电泳

法检测
:M?OHIT+

带用于筛查新生儿
#

.

珠蛋白生成障

碍性贫血存在漏检静止型
#

.

珠蛋白生成障碍性贫血)

两地区共检测出
:M?OHIT+

带阳性$

:M?OHIT+

带

大于或等于
%&$>

&标本
'$

例#其中检出常见缺失及

突变基因型为
$$

例#其余
1%

例标本再行罕见缺失型

#

.

珠蛋 白 生 成 障 碍 性 贫 血 基 因 $

..

C:58

"

##

#

..

@87

"

##

#

..

2Y4

"

##

#

.

#

1%&<

"

##

&检测及珠蛋白基因测序分析)

结果显示检出罕见
..

@87

"

##

缺失
$1

例#罕见缺失均阴

性的
/

例#并对
/

例
S;3

产物检测
#

$.

和
#

1.

珠蛋白

基因的全长#

#

1.

珠蛋白基因均为正常基因#

#

1.

珠蛋白

基因均发现在基因的
<T̀ C3

区位于基因第
/

个氨基

酸#第
10

个碱基存在由
^

%

;

的同译突变)该突变属

于已知突变#在
];?8

数据库中编号为
H+-$'/11-$

#

该突变不位于蛋白编码区#但可能影响该基因的表

达)即检出罕见
#

1.

珠蛋白基因突变
##

"

#

C

#

/

例)

本研究显示文山州
1$%

例新生儿标本中#壮族
<(

例#占
1/&$>

#彝族
0$

例#占
$(&<>
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中比例较高前两位#其
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