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地贫点突变的
ŴT
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膜
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地贫的突变类型#且与引产或出生后胎儿脐带血中
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定量结果

进行比对%结果
!

单管多重
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地中海贫血$
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地贫%是一组由于
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珠蛋白基因的缺失

或功能障碍导致
,
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珠蛋白链完全缺如或合成不足所引起的遗

传性血液病!该病高发于中国南方各省区!尤以广东和广西两

省$区%为甚-
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地贫主要是因
,
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珠蛋白基因大片段的缺失

为主$缺失型!如
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地贫最大的危害是严重影响生命质量的
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病和致死性
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水肿胎#对严重类型
,
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地贫目前尚无根本有效的治

疗方法!通过遗传筛查"遗传咨询和产前诊断选择性淘汰重症

,
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地贫胎儿是现实条件下惟一可行的手段#

在地贫产前诊断的临床实践中!产前诊断技术规范要求应

用两种不同技术原理的方法相互验证检测结果!以保证产前诊

断的可靠性-
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.

#然而!由于临床遗传诊断实验室受到实验条

件"技术水平和经济因素等影响!许多实验室客观上难以满足

上述要求!故存在较大的技术风险#笔者在采用反向点杂交
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%检测非缺失型
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地贫过程中!发现该技

术既可准确检出常见非缺失型
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地贫突变类型!还可以验证单
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%%检测严重类
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地贫基因型的可靠性!在目前条件下不失为临床一种有效

的替代方法!现报告如下#
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行地贫产前诊断的孕妇的羊水或脐带血!脐带血采用乙二胺四

乙酸三钾$

EWV%2@

*

%抗凝#

1*

例病例中年龄最大的
3!

岁!最

小的
()

岁!中位数为
(+

岁/其中羊水
$+

例!脐带血
!$

例#孕

期从孕
!1

周加
*

天至
*)

周加
(

天#上述标本均采用经典的

酚
2

氯仿法抽提人类白细胞基因组
WL%

!

VE

溶解!采用紫外分

光仪测定其质量与浓度!以保证所抽提的
WL%

质量符合要

求!在使用时稀释至
()

*

B

)

*

H

#严格按照产前诊断的要求进

行独立的平行试验#引产后或出生后留取的脐带血也采用

EWV%2@
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抗凝#

$,%

!

常见缺失型
,
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地贫突变的检测
!

采用
MVC>

法-
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.检测

上述中国人
*

种常见的缺失型
,

2

地贫突变!检测试剂盒由亚能

生物技术$深圳%有限公司生产$注册号(国食药监械$准%字

())+

第
*3)!($!

号 %!依其提供的使用说明书进行操作#

>&̂

在
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><?R.0E:=<?

%上进行#

扩增后!取
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*
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产物和
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物工程公司产品%在
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$

"
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)

6=
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!,)Z

琼脂糖凝胶电泳
!S

!溴化乙锭染色于
UK>

凝胶成像仪

$

UK>A06,

!美国%下观察并记录结果#
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!

常见非缺失型
,
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地贫突变的检测
!

针对上述中国人常见

的
*

种非缺失型
,
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地贫基因突变则采用
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法-
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.检测!试剂

盒由亚能生物技术$深圳%有限公司提供!分子杂交仪则为美国
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种中国人常见的非缺
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地贫突变均发生在
,

(
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珠蛋白基因上!故在进行
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之

前!必须设计一对引物特异扩增
,

(

2

珠蛋白基因片段#但部分

标本会出现无
,

(

2

基因特异扩增带的现象#为了防止
>&̂

扩

增失败的情况发生!确证
>&̂

扩增体系运行正常!遇到此情

况!需再取
(

支扩增管重新操作#一管加原始
WL%

标本!另

一管则加
!

)

(

的原始
WL%

标本和
!

)

(

的正常
WL%

标本再进

行
>&̂

扩增!若第一管仍然无特异扩增产物!而另一扩增管则

有特异扩增产物出现!说明
>&̂

扩增体系运转正常!无特异性

的扩增带则是
WL%

标本本身基因缺失所导致#
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产后追踪或随访
!

对实施
,

2

地贫产前诊断而引产或生下

的胎儿!要求留下
EWV%2@

*

抗凝的脐带血用于血红蛋白电泳

和
T9?7b/

水平定量或随访!以确认产前诊断结果的可靠性-

#

.

#

脐带血红蛋白电泳和
T9?7b/

定量采用
M>A4E

快速自动电泳分

析系统$美国
\<:<09H9D8?978?.</

公司%#

%

!

结
!!

果
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!

单管多重
>&̂

检测常见缺失型
,

2

地贫的结果
!

健康人

或非缺失型
,

地贫只有
!

条
!,+RD

的
,

(

2

珠蛋白基因的特异

性扩增带$泳道
!

"

$

%!若出现
(,)RD

$泳道
*

"

#

"

1

"

"

%或
!,#RD

$泳道
3

"

1

"

!)

%或
!,*RD
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(

"

+

"

"

"
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"

!!

和
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%!则分别指

示存在
Y
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"

Y

,

3,(和
YY

ME%缺失型
,

2

地贫基因的存在#

%,%

!

ŴT

检测常见非缺失型
,

2

地贫结果
!

将
MVC>

的凝胶

电泳特征图谱结合
T̂W

技术产前诊断
,

2

地贫的结果进行分

析!见表
!

#

表
!

!!

MVC>

结合
ŴT

技术产前诊断
,
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地贫的结果分析

编号
MVC>

电泳图谱$
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%

!,+ (,) !,# !,*

ŴT

结果

野生型对照点 突变型检测点

组合示意图

图
!

图
(

,

2

地贫产前诊断的结果
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(表示可见该长度片段的扩增带或
T̂W

杂交斑点#

%,&

!

产后追踪或随访
!

在
1*

例
,

2

地贫产前诊断的胎儿中!共

留取了
*"

例脐血!其他的病例则进行了胎儿出生
!

周岁后血

液学验证或电话追踪随访!结果显示脐带血血红蛋白电泳所得

T9?7b/

水平以及随访结果与产前诊断结果完全吻合#

&

!

讨
!!

论

,

2

地贫是中国长江以南地区"特别是广东"广西最常见"危

害最为严重的遗传性血液病之一#广东和广西人群中
,

2

地贫

基因携带率分别高达
+,$*Z

-

(

.和
!1,$$Z

-

1

.

#据此算出!广东

和广西分别每
!*1

个和
**

个妊娠者就有
!

个生育严重类型
,

2

地贫胎儿$巴氏水肿胎和
\D\

病%的风险#两省围产儿出生

缺陷监测数据显示(广东和广西
T9?7b/

水肿胎发生率分别为

(,3h

和
*,$h

!各居围产儿出生缺陷第二$

())*

年%和第一#

T9?7b/

水肿胎是致死性的疾病!几乎所有的患病胎儿均夭折于

妊娠晚期或出生后立即死亡!并大大增加了母体罹患严重的先

兆子痫"难产"产前$后%出血和羊水过多等致死性并发症的风

险-

+

.

#

\D\

病严重影响患儿的生长发育和生活质量!也不是

一种良性疾病-

"

.

#目前该病尚无根本有效的治疗方法!通过遗

传筛查"遗传咨询和产前基因诊断选择性地淘汰严重类型
,

2

地

贫胎儿则是控制该病发生的首要途径!其中产前诊断则占有举

足轻重的地位-

!)

.

#

产前诊断的结果直接决定了胎儿的生命!故保证产前诊断

结果的可靠性是临床遗传实验室一切工作的前提!否则其后果

是灾难性的"毁灭性的和不可挽回的#产前诊断的误差主要来

源于如下三方面!其一是操作人员因素$主要是责任心的问

题%/其二是样品因素!即样品有误!包括张冠李戴"母源污染和

样品错位等/其三是技术因素!即所采用的技术"试剂$试剂盒%
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的准确度"稳定性$重复性%如何#前二者可通过加强产前诊断

实验室的科学管理和产前诊断专业技术人员责任心的培养!改

进实验流程$如严格样品核收"实行移位法加液等%"设立独立

平行分析"进行家系分析和多态性连锁分析以判断采集或送检

的样品有无错误或有否母血污染等来克服#对于技术因素则

须通过常规应用两种不同原理的检测方法或技术进行地贫分

子诊断以控制偶然误差#由于实验的环节很多!每个环节上的

疏漏或者不可预测的差异!都会出现结果与事实不符的事件发

生/同时由于个体差异!也不可避免出现某种不匹配的情况!如

应用分子杂交"

>&̂

技术时!因
,

!

"

,

(

2

珠蛋白基因序列的高度

同源性和高$

;a&

%含量而导致等位基因脱失$

I?8

F

857

%

-

!)

.或

偏性扩增-

!!

.或非特异性杂交等问题#

对于
,

2

地贫的产前诊断!虽然报道的方法或技术很多!有

孕早期测定胎儿的心)胸比例的物理方法-

!(

.

!包括经典的

M857S<?0

印迹分析技术和无创伤性产前诊断技术-

!*

.等
WL%

诊断方法!但诊断缺失型地贫和检测地贫点突变国际上通用和

国内比较成熟的分别还是
B

9

F

2>&̂

)多重连接依赖的探针扩

增技术和
CH>%

和
ŴT

)变性高效液相色谱技术等-

*

.

#但在

临床遗传实践工作中!因实验条件"技术水平和经济因素等限

制!只有个别的地贫研究实验室同时采用
CH>%

和
W\>H&

或其他方法作为缺失型和非缺失型
,

2

地贫产前诊断的验证方

法!故
,

2

地贫产前诊断存在不容忽视的风险!值得临床遗传实

验室高度重视和采取必要的措施进行弥补#

根据国内地贫分子诊断实验室现有的实验条件"技术水平

和经济发展的现状!在不增加任何实验的前提下!采用综合分

析
MVC>

和
ŴT

检测的结果!就可有效地减少因未采用第二

种不同原理的方法或技术验证所造成的
,

2

地贫产前诊断风险!

且产前诊断的结果与胎儿引产或出生后脐血血红蛋白电泳和

追踪随访结果完全一致!证明该方案具有可靠性和可行性#由

于中国人常见的
,

&M

"

,

XM和
,

dM

*

种非缺失型
,

2

地贫突变均发

生在
,

(

2

珠蛋白基因上!且扩增
,

(

2

基因的引物中有一条设计在

YY

ME%

"

Y

,

*,1和
Y

,

3,(

*

种缺失型
,

2

地贫基因公共缺失的部

分!运用
ŴT

技术检测上述
*

种缺失型突变的纯合子或双重

杂合子标本时!就无特异的
,

(

2

基因扩增片段产生!故
ŴT

膜

条上所有的野生型和突变型检测点均无信号!但
MVC>

则出

现特异的
>&̂

产物条带#而对于
,

&M

"

,

XM和
,

dM与
YY

ME%或
Y

,

*,1或
Y

,

3,(组合形成的各种基因型的标本!在
MVC>

检测中!

显示出与
YY

ME%或
Y

,

*,1或
Y

,

3,(杂合子一样的
>&̂

产物电

泳图谱!但在
ŴT

结果中!呈现
,

&M

"

,

XM或
,

dM纯合子突变结

果!此由
YY

ME%或
Y

,

*,1或
Y

,

3,(缺失了另一条同源染色体上

部分或全部
,

(

2

基因序列所致-

!3

.

#因此!运用
MVC>

和
T̂W

技术同时检测同一标本!其结果具有相互验证的作用#临床遗

传实验室可利用
MVC>

和
ŴT

结果的互补优势进行产前
,

2

地贫基因!对于尚无条件开展
CH>%

"

W\>H&

和其他
WL%

诊

断方法的临床遗传实验室!目前仍不失为一种较为有效的变通

方法!从而保证产前
,

2

地贫基因诊断的准确度和可靠性#

由于严重缺失类型的
,

2

地贫$如
YY

ME%

"

Y

,

*,1或
Y

,

3,(自

身或相互组合形成的纯合子或双重杂合子%标本!采用
>&̂

结

合
ŴT

技术进行检测时!

>&̂

扩增无特异性扩增带产生!故

分子杂交后!

ŴT

膜条无杂交信号出现#遇到这种情况!首先

要检查室内质量控制是否在控!然后可将待检标本和正常对照

各一半组合成混合的标本!再进行扩增!如有特异的
!,+RD

扩

增带出现!说明
>&̂

扩增体系运转正常#出现此种情况是因

待测标本本身
,

2

珠蛋白基因大片段缺失所致!而非操作不当或

>&̂

扩增体系的问题#由于检测中国人
*

种常见的非缺失型

,

2

地贫突变的
ŴT

试剂盒中!均未设立内对照!故可采用上述

方法对
WL%

质量"

>&̂

反应体系和操作过程等进行确认!以

防假阴性结果的发生#

综上所述!从
,

2

地贫产前诊断的安全角度出发!要求临床

遗传实验室采用两种不同技术原理的方法或技术对检测结果

进行相互验证-

*

.

!但绝大多数临床遗传实验室受限于实验室条

件"技术水平和经济考虑等因素等!故难以在产前诊断实践中

推行#为此!本文采取变通的办法!将
MVC>

和
ŴT

技术结

合起来!同样可达到保证
,

2

地贫产前诊断准确度和可靠性的要

求!简便易行且经济!值得各临床遗传诊断实验室借鉴#
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!

<79:,W<7<67.8090I=<9/2

5?<=<078]>&̂ D.9/.0

f

5907.797.[<=<7S

J

:97.80909:

J

/./8]D./5:2

F

S.7<27?<97<IWL%

-

G

.

,L56:<.6%6.I/ <̂/

!

!""1

!

($

$

(*

%(

33((2

33(#,

-

!(

.

H9=_\

!

V90

B

C\

!

H<<&>

!

<79:,>?<0979:5:7?9/808

B

?9

F

S.6

F

?<2

I.67.808]S8=8Q

JB

85/7

JF

<!9:

F

S927S9:9//<=.997!(78!*O<<R/

8]

B

</797.80

-

G

.

,%=GND/7<7;

J

0<68:

!

!"""

!

!+)

$

!

%(

!3+2!$),

-

!*

.严提珍!徐湘民
,

母体血浆胎儿核酸分析应用于地中海贫血的无

创性产前诊断-

G

.

,

国际输血及血液学杂志!

())"

!

*(

$

*

%(

$)!2

$)+,

-

!3

.

48

B

:.<779E

!

T.9068A

!

C9

BB

.8%

!

<79:,̂9

F

.II<7<67.808]/.P68=2

=80C<I.7<??90<9090I7S?<<0802C<I.7<??90<909:

F

S927S9:9//<2

=.9

F

8.07=5797.80/D

J

?<[<?/<I87D:87909:

J

/./

-

G

.

,%=G\<=92

78:

!

())*

!

13

$

!

%(

!"!2!"$,

$收稿日期(

()!!2!)2)"

%

*

*1(

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!

A07GH9DC<I

!

4<D?59?

J

()!(

!

K8:,**

!

L8,*




