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珠蛋白生成障碍性贫血是
9

组溶血性贫血病#呈现常染色

体隐性遗传'可分为
)

和
(

珠蛋白生成障碍性贫血两类#分别

因位于
98

号染色体短臂末端的
)

珠蛋白基因或位于
99

号染

色体短臂上的
(

珠蛋白基因缺失,突变等缺陷引起相应珠蛋白

链合成受到抑制或功能丧失导致溶血性贫血'其多见于东南

亚各国#包括中国南方各省#广东,广西为珠蛋白生成障碍性贫

血高发区#统计显示#广东省中山市
(

珠蛋白生成障碍性贫血

基因携带率
.B-CZ

*

9

+

&广西省桂林市
(

珠蛋白生成障碍性贫

血基因携带率为
CB**Z

*

*

+

'高水平珠蛋白生成障碍性贫血基

因携带率大大提高了重型珠蛋白生成障碍性贫血患儿出生率#

给社会和家庭带来极大的经济和精神负担'因此#对人群进行

珠蛋白生成障碍性贫血筛查#对珠蛋白生成障碍性贫血基因携

带者进行基因诊断和遗传咨询#对高危孕妇进行产前诊断#防

止重型珠蛋白生成障碍性贫血患儿出生是应对珠蛋白生成障

碍性贫血积极,有效的方法'目前实验室珠蛋白生成障碍性贫

血诊断分为筛查法和基因检测法两种#筛查法用于初步鉴定珠

蛋白生成障碍性贫血及珠蛋白生成障碍性贫血类型#基因诊断

用于确诊珠蛋白生成障碍性贫血及珠蛋白生成障碍性贫血基

因分型'

D

!

筛查法

DBD

!

血常规
!

珠蛋白生成障碍性贫血重要特征之一是小细胞

低色素性贫血#如平均红细胞体积$

;3X

%

$

+-N<

#平均红细

胞血红蛋白量$

;3U

%

$

*)B-

$?

#则可疑为珠蛋白生成障碍性

贫血患者或基因携带者#可同时测定血清铁和铁蛋白#以排除

缺铁性贫血'

DBE

!

红细胞渗透脆性实验$一管法%

!

一管法是目前应用较为

广泛的珠蛋白生成障碍性贫血筛查方法'脆性实验具有简单,

易行,不需要配备特殊仪器的优点'其原理是珠蛋白生成障碍

性贫血红细胞膜对渗透溶解的抗性增加#在
-B.*Z

$或

-B.8Z

%

!53J

中溶解度降低$脆性降低小于
8-Z

%'

DBF

!

血红蛋白$

U4

%电泳
!

U4

电泳是检测珠蛋白生成障碍性

贫血,异常
U4

最常用的方法#可观察到
U47

,

U4U

等异常

U4

区带#同时可定量检测
U4R

,

U4:*

含量并区分常见珠蛋

白生成障碍性贫血类型'正常参考值!成年人
U4:*9B)Z

!

.B)Z

,

U4:

(

D)Z

,

U4R

'

*Z

#没有异常
U4

区带出现'

U4

电泳法优点在于操作简便,快速#可检出高危患儿#并进行轻,

重分型#利于临床治疗#且电泳结果能全面检测患者
U4

异常

变化#利于珠蛋白生成障碍性贫血
)

,

(

复合型及珠蛋白生成障

碍性贫血合并异常血红蛋白病患者的病情分析'临床应用于

珠蛋白生成障碍性贫血筛查电泳技术为琼脂糖电泳#其缺点为

对
U4

变化不明显的轻型患者易产生漏检*

.

+

'目前已有国内,

外学者用毛细血管电泳技术对珠蛋白生成障碍性贫血人群进

行筛查#结果显示毛细血管电泳比琼脂糖电泳更准确区分各种

U4

带#有效降低轻型珠蛋白生成障碍性贫血漏检率*

,#)

+

'
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!

高效液相色谱技术$

U(<3

%

!

U(<3

采用微柱法离子交

换层析和梯度洗脱技术#全自动分析仪可分离血红蛋白的变异

体与亚型#容易发现重型和轻型
(

珠蛋白生成障碍性贫血'

U(<3

只需将全血标本直接放入仪器#通过电脑操作便能实现

U4:

,

U4:*

,

U4R

等定量检测'因此#

U(<3

的优点在于所需

样本量少#自动化程度高#操作简单,快速#能消除人为误差#结

果准确'目前已有国内,外学者用
U(<3

检测珠蛋白生成障

碍性贫血基因#但发现其应用于珠蛋白生成障碍性贫血检测还

具有一定局限性*

8#C

+

'
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珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断技术

EBD

!

跨越断裂位点
(3/

法
!

跨越断裂位点
(3/

法又称
c:(

(3/

法或缺口
(3/

法,裂口
(3/

法#是针对缺失基因在其断

裂点附近上游和下游分别设计正向引物和反向引物#通过扩增

出的
(3/

产物直接确定被检测
]!:

基因型'由于缺失基因

片段较长#因此#正常无缺失的等位基因片段无法进行基因扩

增#当基因缺失时#等位基因位置由于缺失靠近#因而能扩增出

中国人常见缺失基因---

=7:

,

#

)

,B*

,

#

)

.BC

'内对照基因位于

常见
.

种缺失基因公共区域#用以扩增正常
)

珠蛋白等位基因

作为正常对照带#从而能很好地区分正常子,杂合子和纯合子#

故在
9

个反应管中能同时检测中国人群常见
.

种缺失引起的

珠蛋白生成障碍性贫血类型'

c:((3/

法优势在于在单管中进行多重
(3/

#简化了操

作步骤#减少加样次数#降低污染可能性#节约样品和试剂#降

低费用'此外#由于正常基因和缺失基因在同一体系中扩增#

利于
(3/

质量控制#提高反应体系可靠性#目前#

c:((3/

是

临床应用中检测缺失型
)

贫血主要基因检测方法#也可用于少

见
)

,

(

珠蛋白生成障碍性贫血基因缺失型研究*

+#D

+

'

EBE

!

突变扩增系统$

:/;=

%法
!

:/;=

法是
(3/

法通过琼

脂糖凝胶电泳检测
(3/

产物扩增带的有无判断突变是否存

在#其关键在于引物设计和
(3/

扩增条件的严谨性'

:/;=

法是检测已知突变的简易方法#已在多种遗传病及多态检测中

得到广泛应用#也被一些国家或地区推广应用于
(

珠蛋白生成

障碍性贫血基因型诊断和产前基因诊断'

:/;=

法优点在于

省时,经济,简便#

9

次
(3/

电泳后即可观察结果'其缺点是

不能一次性检测过多突变位点#

=5J21F

等*

9-

+已用
:/;=

法一

次性检测出
9,

种常见
(

珠蛋白生成障碍性贫血突变位点#尽

.

-D-9

.

国际检验医学杂志
*-99

年
C

月第
.*

卷第
9-

期
!
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!
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K
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管如此#

:/;=

法目前还不能代替反向斑点膜杂交法应用于

临床珠蛋白生成障碍性贫血基因突变检测'

EBF

!

限制性片段长度多态性分析$

(3/#/R<(

%

!

(3/#/R<(

标志是发展最早的
]!:

标志技术#其方法为
(3/

扩增待检片

段后#再用
/R<(

来检测发生在酶切位点的突变'

/R<(

可检

测由多态性产生的突变类型包括!碱基突变或倒位,基因缺失,

插入'

/51F@F

等*

99

+应用
(3/#/R<(

联合
:/;=

和基因测序

技术检测
(

珠蛋白生成障碍性贫血基因获得了伊朗人群的
(

珠蛋白生成障碍性贫血基因表达谱#

/R<(

缺点在于操作比较

繁琐#需要进行
]!:

多种酶切,转膜以及探针的制备'

EBG

!

实时荧光
(3/

技术
!

实时荧光
(3/

技术可在全封闭状

态下完成核酸扩增及产物分析#既省时,省力又能极大限度地

降低污染率'实时荧光定量
(3/

技术优点在于反应迅速#信

号重复性好#灵敏度和特异性高#因此#其在核酸检测及基因诊

断,产前诊断及分子流行病调查中具有广阔应用前景'

ULG

?

等*

9*

+已使用具有荧光共振能量转移杂交探针的实时荧光
(3/

系统进行着床前胚胎遗传学
(

珠蛋白生成障碍性贫血诊断研

究'

<FL

等*

9.

+研究
9

种新的
i

引物实时荧光
(3/

技术检测
.

种
(

珠蛋白生成障碍性贫血基因突变#并与方向斑点膜杂交法

进行对比#显示两种方法结果一致'

EBH

!

]!:

序列测定法
!

(3/

产物经过克隆后测序或直接对

(3/

产物进行测序是所有进行基因突变检测方法中最灵敏,

最直接,最全面的方法#不仅可以确定突变部位#还可以确定突

变性质#尤以循环测序法最具代表性#该方法以
"5

P

]!:

聚合

酶代替测序酶'测序反应通过多次变性,退火,延伸来完成#具

有快速,简便,灵敏等优点'故
]!:

序列测定法常用于突变

检验中验证,确认以及新基因鉴定的标准方法'鉴于珠蛋白生

成障碍性贫血遗传高度变异性#世界各地不断有新的珠蛋白生

成障碍性贫血基因型报道#其鉴定方法均为
]!:

测序

法*

9,#9)

+

'但是
]!:

序列测定法操作繁琐#所需仪器设备昂

贵#极大地限制了其在临床诊断中的应用'

EBR

!

变性高效液相色谱技术$

]U(<3

%

!

近年来迅速发展的

]U(<3

是
9

种新型基因突变筛查和检测技术#能自动化,高

通量进行检测#除
(3/

之外#不需进行
(3/

引物修饰,购买特

殊试剂,检测标志信号或其他的样品处理'

]U(<3

已被证明

是
9

种精确,高效,经济,高通量,自动化的检测已知点突变及

筛查未知突变的方法#其敏感性和特异性可达
D8Z

!

9--Z

'

另外#若同时选多个温度条件进行分析还能进一步增加
]U#

(<3

变异检出率'

<FL

等*

98

+采用多重
(3/

扩增非缺失型珠蛋

白生成障碍性贫血患者基因后#用
]U(<3

检测其基因类型#

结果证明
U43=

,

U4i=

,

U4_=

等突变均能准确检出#因
]U#

(<3

高度自动化#可自动取样#检测每个样品只需要
+@FG

左

右#故认为此法可用于突变检测的大范围普查'

EBS

!

高分辨熔解曲线分析系统$

U/;

或
U/;:

%

!

U/;

或

U/;:

技术即高分辨熔解曲线分析技术#是近年国外兴起的

9

种全新突变扫描和基因分型的遗传分析方法'

U/;:

特点

是高特异性和高灵敏度#检测灵敏度可达到
-B9Z

!

9B-Z

'

在大样本,多突变位点筛查上#比传统非均一性方法更方便,性

价比更高#相比定量探针法突变分析和其他类型快速突变分析

法#应用面更广#成本更低#因而成为近年来国外新兴的遗传

学,方法学研究和应用热点'

<F

等*

9C

+应用
U/;:

法检测分

析中国人常见的
.

种非缺失型珠蛋白生成障碍性贫血
U43=

,

U4i=

,

U4_=

突变#结果证明
U/;:

具有较高灵敏度'

=F%F#

01&IF

K

5̀LJ

等*

9+

+结合荧光实时
c:((3/

法将
U/;:

应用于

珠蛋白生成障碍性贫血产前诊断#检测
..

份绒膜绒毛样本

]!:

正常等位基因和
#=7:

等位样本#结果与常规
c:((3/

法检测结果一致#并发现具有母体污染样本与未污染杂合子样

本峰图相似#但两者在正常等位基因峰形上具有显著差别'因

此认为#

U/;:

法是检测
)

珠蛋白生成障碍性贫血的可行方

法#特别在产前诊断提示母血污染方面具有巨大潜力'

EBX

!

基因芯片法
!

基因芯片法应用于珠蛋白生成障碍性贫血

检测的基本原理是通过
(3/

扩增珠蛋白生成障碍性贫血突变

或缺失位点所在的
]!:

片段并标志上荧光探针#带有荧光探

针的
]!:

片段与芯片表面的野生型和突变型探针在一定温

度下进行杂交'在野生型纯合子的情况下#只有野生型探针显

示荧光信号&突变型和野生型杂合子情况下#突变型和野生型

探针显示相近的荧光信号&突变型纯合子情况下#只有突变型

探针显示荧光信号'基因芯片诊断具备高效,敏感,平行化,自

动化,高通量等特点#能快速,准确地从分子水平诊断疾病#特

别是在珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断方面具有广阔应用前

景'目前已有不少研究单位或企业在这方面进行了一些有益

尝试#取得了一定进展#但是由于受各种因素的制约#该技术目

前广泛应用于临床还有一定困难'

EBY

!

反向斑点膜杂交法$

/]'

%

!

/]'

法优点是在
9

次杂交

反应中#可同时检测样品中几种核酸'同一种样品经不同倍数

稀释#还可以得到半定量结果'因此#

/]'

法是
9

种简便,快

速,经济的分析
]!:

方法#在基因分析和基因诊断中得到广

泛应用'

/]'

法能很好区分不同珠蛋白生成障碍性贫血点突

变#最初
/]'

法膜条制备时间长,杂交操作繁杂,需要巢式扩

增#随着科学法不断发展#目前膜杂交技术很多问题都得到很

好解决#其在临床上的应用日益普及'

5̂G

?

和
<F

*

9D

+采用缺口
(3/

法和
/]'

法检测并报道了
*

例产前诊断检查中发现的胎儿非缺失型
U4U

病'非缺失型

U4U

病往往比缺失型
U4

病贫血症状更严重#更具有代表性#

也更加需要频繁地输血'因此#非缺失型
U4U

病的产前诊断

具有重大的意义'

(F015GLG

等*

*-

+采用针对
U43=

,

U4(5̀6k

的特异性探针进行
/]'

法检测
)+C

份泰国人血样#检测结果

显示
U43=

和
U4(5̀6k

发生率分别为
)B+-Z

和
-B)9Z

#其

结果准确,速度快,成本低'

F

!

珠蛋白生成障碍性贫血基因检测技术研究现状分析

珠蛋白生成障碍性贫血是
9

种影响极大的遗传性疾病#虽

然经过二三十年的努力#已在中国南方几个珠蛋白生成障碍性

贫血高发区建立了防治筛查体系#但每年仍有不少重型珠蛋白

生成障碍性贫血患儿出生#需要靠不断输血和除铁治疗#给社

会和家庭带来极大负担'只有通过加强珠蛋白生成障碍性贫

血筛查和监控#才能防止重型珠蛋白生成障碍性贫血患儿出

生'目前#珠蛋白生成障碍性贫血检测仍存在漏检现象#除医

疗条件限制外主要有以下
.

个原因!$

9

%轻型患者血液学检查

无明显变化$即
;3X

无变化%导致漏诊#

*

个轻型珠蛋白生成

障碍性贫血产出重型珠蛋白生成障碍性贫血患儿概率为
9

"

,

'

$

*

%医师通常会根据
U4

电泳
U4:*

值初步判断
)

,

(

珠蛋白生

成障碍性贫血类型#但由于
)

,

(

复合型珠蛋白生成障碍性贫血

患者仅表现出
(

珠蛋白生成障碍性贫血特征#除进行基因检

测#目前尚无其他实验方法发现是否合并
)

珠蛋白生成障碍性

贫血#因此很容易导致
)

,

(

复合型珠蛋白生成障碍性贫血基因

携带者漏诊'$

.

%罕见基因型珠蛋白生成障碍性贫血漏检'目

前珠蛋白生成障碍性贫血基因检测方法为缺失型
)

珠蛋白生

成障碍性贫血#采用跨越断裂位点
(3/

法#检测中国常见
.

种

.

9D-9

.
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缺失!东南亚缺失$

##=7:

%,右缺失$

#

)

.BC

%,左缺失$

#

)

,B*

%&

/]'

检测中国人常见非缺失型
)

珠蛋白生成障碍性贫血
.

个

突变位点$

_=

,

i=

,

3=

%和
(

珠蛋白生成障碍性贫血
9C

个突变

位点'其缺点在于只能对有限的珠蛋白生成障碍性贫血基因

型进行检测#罕见珠蛋白生成障碍性贫血基因型漏检#特别是

中国人群因泰国缺失型或菲律宾缺失型漏检导致巴氏水肿胎

儿出生*

*9

+

'而在人口流动频繁的广东省#珠蛋白生成障碍性

贫血基因表达谱更多元化#罕见珠蛋白生成障碍性贫血基因型

报道也比其他省份多见*

**

+

'

综上所述#珠蛋白生成障碍性贫血检测目前还存在一些不

足#基因检测技术将极大提高珠蛋白生成障碍性贫血基因检测

水平#新方法应用于珠蛋白生成障碍性贫血基因检测#将在珠

蛋白生成障碍性贫血筛查,确诊,遗传咨询,产前诊断等方面发

挥重要作用'
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降钙素原生化特点和临床应用现状

陈化禹 综述!蔡钢强 审校

"天津中医药大学附属第一医院检验科
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关键词"降钙素%
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生物化学%
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临床医学
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许多学者已经报道过降钙素原$

(3"

%水平是早期诊断新

生儿脓毒败血症的
9

个重要标志物*

9

+

#诊断的灵敏度和特异性

可高达
D-Z

'

(3"

水平在感染较轻时不受影响#但在系统性

细菌感染和败血症后水平开始升高'目前
(3"

水平被作为
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