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改良Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定与α、β地中海贫血基因诊断的相关性研究


向华国，曾锦婷，洪文彬，曾思强

（深圳市宝安区福永人民医院中心实验室，广东深圳５１８１０３）

　　摘　要：目的　探讨改良葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）／６磷酸葡萄糖酸脱氢酶（６ＰＧＤ）比值与α、β地中海贫血基因诊断的相

关性。方法　利用跨跃断裂点聚合酶链反应（ｇａｐＰＣＲ）结合单管多重ＰＣＲ以及ＰＣＲ反向斑点杂交法（ＲＤＢ）技术对１８２例孕妇

分别进行α地中海贫血（－－ＳＥＡ、－α３．７、－α４．２缺失型突变）和β地中海贫血基因（１７种常见的点突变）检测，并将其分为α地中海

贫血组、β地中海贫血组、α复合β地中海贫血组和健康对照组。利用全自动生化分析仪检测各组红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ。结果　单

纯α地中海贫血患者缺失型突变类型的构成比依次为－－
ＳＥＡ／αα（５４．１７％）、αα／－α４．２（２０．８３％）、αα／－α３．７（１２．５０％）、－－ＳＥＡ／

－α
４．２（８．３３％）、－－ＳＥＡ／－α３．７（４．１７％）。β地中海贫血患者基因分布情况依次为 ＣＤ４１４２ＴＴＣＴ（３３．３３％）、ＣＤ１７Ａ→Ｔ

（２０．５１％）、ＩＶＳⅡ６５４Ｃ→Ｔ（２０．５１％）、－２８Ａ→Ｇ（１２．８２％）、ＣＤ２７２８＋Ｃ（５．１３％）、βＥＧＡＧ→ＡＡＧ（５．１３％）、ＣＤ４３Ｇ→Ｔ

（２．５６％）。α地中海贫血组、β地中海贫血组及α复合β地中海贫血组的红细胞 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值分别为１．６９±０．３９、１．６６±

０．３２及１．７０±０．２７，均显著高于健康对照组（１．３６±０．２６，犘＜０．０５）；α地中海贫血组、β地中海贫血组及α复合β地中海贫血组的

Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ测定对地中海贫血初筛有一定的应用价值。
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　　地中海贫血是一组常染色体隐性遗传病。它是由于珠蛋

白基因突变，使珠蛋白生物合成受阻、产量不足或缺如所致，是

中国长江以南各省发病率最高，影响最大的遗传病之一，广东、

广西发病率尤高［１２］。红细胞葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）是

体内参与葡萄糖无氧代谢一种氧化还原酶，主要存在于红细胞

膜上，对于红细胞的稳定性具有重要作用，一旦缺乏，则可能红

细胞被破坏而溶血。目前，对Ｇ６ＰＤ的研究主要集中在Ｇ６ＰＤ

酶活性缺乏的研究上，较少人对Ｇ６ＰＤ与６磷酸葡萄糖酸脱氢

酶（６ＰＧＤ）的比值升高进行研究。本研究利用全自动生化分析

仪定量测定产前检查人群的红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ，同时利用跨

跃断裂点聚合酶链反应（ｇａｐＰＣＲ）结合单管多重ＰＣＲ和ＰＣＲ

结合反向斑点杂交法（ＲＤＢ）对其α、β地中海贫血基因进行筛

查。α地中海贫血基因诊断检测－－ＳＥＡ、－α３．７、－α４．２三种缺

失型突变，β地中海贫血基于多重ＰＣＲＲＤＢ检测常见的１７种

点突变。探讨改良Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ与α、β地中海贫血基因诊断

结果的相关性，从而分析其在地中海贫血的辅助诊断价值及其

适且范围。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年１月１日至２０１３年１月３１日

在本院产前门诊行优生检查的１８２例孕妇全血标本，孕妇年龄

·１３１３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３

 基金项目：深圳市科技计划项目（２０１２０２１８７）；深圳市宝安区科技计划项目（２０１３１２６）。　作者简介：向华国（１９７３～），男，硕士，副主任技

师，主要从事分子生物学实验诊断的临床及基础研究工作。



１８～４３岁。经分子基因诊断后分为４组，α地中海贫血组４８

例，β地中海贫血组７８例，α复合β地中海贫血组１２例，健康

对照组４４例。经过 Ｇ６ＰＤ活性检测或家系调查无 Ｇ６ＰＤ缺

陷，各组年龄无显著性差异，具有可比性。

１．２　主要仪器与试剂　日立７０６０全自动生化分析仪购自日

本日立公司。ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅｐｌｕｓＰＣＲ扩增仪购自美国应用生物

系统公司。ＨＥＭＡＧ５Ｇ２０００核酸／蛋白凝胶图像分析系统购

自珠海黑马医学仪器有限公司。ＤＹＹ８Ｃ型电泳仪为北京六

一仪器厂生产。ＦＹＹ３分子杂交仪为江苏兴化分析仪器厂生

产。改良红细胞Ｇ６ＰＤ定量比值测定试剂盒（双通道、双试剂、

速率法）由广州米基公司提供。α、β地中海贫血基因检测试剂

盒为深圳亚能生物技术有限公司产品。

１．３　ＤＮＡ提取　按深圳亚能生物公司提供的快速全血ＤＮＡ

提取试剂盒操作步骤进行，如不能及时检测用乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）Ｎａ２ 抗凝的全血标本置－４℃保存待用。

１．４　基因诊断方法　利用ｇａｐＰＣＲ以及多重ＰＣＲ检测血液

标本ＤＮＡ是否带有α地中海贫血缺失型基因，包括－－ＳＥＡ、

－α
３．７、－α４．２三种缺失型突变。并同时利用ＰＣＲＲＤＢ对β地

中海贫血１７种常见的点突变进行检测，分别为：４１４２Ｍ、

６５４Ｍ、－２８Ｍ、７１７２Ｍ、１７Ｍ、βＥＭ、ＩＶＳⅠ１Ｍ、２７／２８Ｍ、４３Ｍ、

－２９Ｍ、３１Ｍ、－３２Ｍ、－３０Ｍ、１４１５Ｍ、ＣＡＰＭ、ＩｎｔＭ、ＩＶＳＩ

５Ｍ。以上操作均按试剂盒说明书进行。

１．５　改良红细胞Ｇ６ＰＤ定量比值测定　采用广州米基公司试

剂盒，将肝素抗凝全血５０μＬ加入１．２ｍＬ蒸馏水中，混匀后，

２０ｍｉｎ内置日立７０６０全自动生化分析仪上测试。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，计数资料用率表示，组间比较采用单因素

方差分析，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　α地中海贫血基因型分布情况　经ｇａｐＰＣＲ检测，４８例

单纯α地中海贫血育龄妇女中α地中海贫血缺失型突变类型

的构成比依次为－－ＳＥＡ／αα（５４．１７％）、αα／－α４．２（２０．８３％）、

αα／－α３．７（１２．５０％）、－－ＳＥＡ／－α４．２（８．３３％）、－－ＳＥＡ／－α３．７

（４．１７％）。

２．２　β地中海贫血基因型分布情况　经ｇａｐＰＣＲ检测，７８例

β地中海贫血患者基因分布情况依次为 ＣＤ４１４２ＴＴＣＴ

（３３．３３％）、ＣＤ１７Ａ→Ｔ（２０．５１％）、ＩＶＳⅡ６５４Ｃ→Ｔ（２０．

５１％）、－２８Ａ→Ｇ（１２．８２％）、ＣＤ２７２８＋Ｃ（５．１３％）、βＥＧＡＧ

→ＡＡＧ（５．１３％）、ＣＤ４３Ｇ→Ｔ（２．５６％）。α复合β地中海贫血

组基因型分布情况见表１。

表１　　α复合β地中海贫血组基因型分布

α地中海贫血

基因类型

β地中海贫血基因突变类型

ＣＤ４１４２ＴＴＣＴ ２８Ａ→Ｇ ＣＤ１７Ａ→Ｔ

－－ＳＥＡ／αα ５ ２ １

αα／－α３．７ ２ ０ ０

αα／－α４．２ １ １ ０

合计 ８ ３ １

２．３　不同基因型各组的改良红细胞Ｇ６ＰＤ定量比值比较　α

地中海贫血组、β地中海贫血组及α复合β地中海贫血组的红

细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值分别为１．６９±０．３９、１．６６±０．３２及

１．７０±０．２７，均显著高于健康对照组（１．３６±０．２６，犘＜０．０５）；α

地中海贫血组、β地中海贫血组及α复合β地中海贫血组

Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ则无统计学差异（犘＞０．０５）。α地中海贫血组、β

地中海贫血组及α复合β地中海贫血组Ｇ６ＰＤ含量明显高于

健康对照组（犘＜０．０５），而６ＰＧＤ在各组之间的差异无统计学

意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　各组Ｇ６ＰＤ、６ＰＧＤ及Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值比较（狓±狊）

组别 狀
Ｇ６ＰＤ

（Ｕ／Ｌ）

６ＰＧＤ

（Ｕ／Ｌ）

Ｇ６ＰＤ／

６ＰＧＤ

健康对照组 ４４３７０２．７±７９２．５ ２７５２．５±５４０．０ １．３６±０．２６

α地中海贫血组 ４８４８１０．８±１２６０．０２９２０．８±６９８．６ １．６９±０．３９

β地中海贫血组 ７８４６３４．４±１０８３．１２８３０．３±５６５．６ １．６６±０．３２

α复合β地中海贫血组 １２４６０１．６±１１６６．６２７３０．３±５５４．３ １．７０±０．２７

犘 ０．００４０ ０．７７９３ ０．００３０

３　讨　　论

地中海贫血作为广东省高发的单基因遗传性病，不仅影响

到出生人口素质，特别是重型地中海贫血患儿的出生还给社会

及家庭带来沉重的经济及社会负担。目前用于确诊地中海贫

血的方法是分子生物学方法，中国对地中海贫血的基因诊断和

产前诊断始于２０世纪８０年代初，先后经历了ＤＮＡ点杂交、限

制性内切酶酶谱分析、限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）连锁分

析，寡核苷酸探针杂交和ＰＣＲ体外基因扩增等几个发展阶段，

特别是ＰＣＲ技术的不断发展和改进，已使ＰＣＲ及其衍生物的

相关技术成为目前较普遍的基因诊断方法。但分子生物学方

法存在耗时长、成本高，操作较复杂等缺点，部分限制了其在临

床上的应用。如何选用一些简单易行实验方法对大规模产前

检查人群进行地中海贫血筛查，然后对筛查出来的重点人群再

进行基因诊断显得尤为重要。目前，应用于成人地中海贫血的

筛查项目，如红细胞参数平均红细胞体积（ＭＣＶ）、平均红细胞

血红蛋白（ＭＣＨ），红细胞分布宽度（ＲＤＷ）、红细胞脆性试验、

血红蛋白分析以及可溶性铁蛋白受体等已广泛应用于临

床［３４］，对Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值测定的研究则较少。但在实际工

作中，由于人红细胞戊糖代谢旁路的关键酶 Ｇ６ＰＤ催化葡萄

糖６磷酸转化成６ＰＧ时，伴有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（ＮＡＤＰ）转化成还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ），因此，测试 ＮＡＤＰＨ

的量反映了Ｇ６ＰＤ活性。但是单测 Ｇ６ＰＤ活性不能排除因其

他原因引起的Ｇ６ＰＤ活性降低，如患者贫血，标本溶血、凝血、

陈旧、污染等。同时测定戊糖代谢的另一同工酶 Ｇ６ＰＤ，它也

有将ＮＡＤＰ转化成 ＮＡＤＰＨ的作用，目前国内尚无６ＰＧＤ缺

乏的个体报道，本研结果也表明６ＰＧＤ含量在地中海贫血各组

及健康对照组之间无统计学差异（犘＞０．０５），相当于设置了内

质控，与此同时，测定６ＰＧＤ活性，通过测定２个酶的活性计算

Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ的比值，能正确判断 Ｇ６ＰＤ的实际含量变化，从

而尽可能排除其他干扰因素所致的Ｇ６ＰＤ活性变化。

本研究利用ｇａｐＰＣＲ结合单管多重ＰＣＲ以及ＰＣＲＲＤＢ

进行孕妇的地中海贫血基因全套检测。结果表明，育龄妇女中

３种α地中海贫血缺失型突变类型的构成比依次为－－
ＳＥＡ／αα

（５４．１７％）、αα／－α４．２（２０．８３％）和αα／－α３．７（下转第３１３５页）
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物被膜的形成过程中起到非常重要的作用，后续研究中，将对

这些共同表达差异的蛋白质分子进行功能验证，为细菌耐药机

制研究提供理论依据和实验基础。
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（１２．５０％）；β地中海贫血居于前位的分别是：ＣＤ４１４２ＴＴＣＴ、

ＣＤ１７Ａ→Ｔ、ＩＶＳⅡ６５４Ｃ→Ｔ、－２８Ａ→Ｇ；与中国南方地中海

贫血人群分布特点相符［５］。广东是β地中海贫血高发区，与其

他地区β地中海贫血基因突变类型有所不同，且α复合β地中

海贫血的情况也时常出现［６７］。本研究表明α地中海贫血组、β

地中海贫血组及α复合β地中海贫血组的红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ

的比值明显高于健康对照组，而α地中海贫血组、β地中海贫

血组及α复合β地中海贫血组的Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ则无明显差异。

表明红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ升高与α、β地中海贫血基因密切相

关，可以作为地中海贫血诊断的辅助指标。由于Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ

测定操作简单、快速，成本较低，在大规模人群地中海贫血筛查

方面具有一定的应用价值。但推测 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值高低与

地中海贫血基因类型无关，不能作为诊断地中海贫血类型的特

异性诊断方法。目前分别利用ｇａｐＰＣＲ及ＲＤＢ对缺失型和

非缺失型（点突变）地中海贫血进行分子诊断是国内主流技术，

其他，如基因芯片技术、实时荧光ＰＣＲ以及能同时检测中国人

常见缺失型和非缺失型的地中海贫血突变型的ＲＤＢ技术也具

有较广阔的应用前景［８９］。
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