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快速检测β地中海贫血基因型的方法学研究
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　　摘　要：目的　利用ＰＣＲＨＲＭ技术对常见β地中海贫血５种突变类型进行检测，对野生型、纯合以及杂合突变进行分析，建

立一种有效地突变筛查方法。方法　针对５种突变类型进行短片段扩增引物设计，用已知基因型的β地中海贫血患者基因组

ＤＮＡ标本进行ＰＣＲＨＲＭ分析，并对于纯合子进行ＰＣＲ产物测序验证。结果　常见５种基因型纯合子以及杂合子均可以利用

ＰＣＲＨＲＭ进行区分，并得到测序验证。结论　利用ＰＣＲＨＲＭ技术可以对常见β地中海贫血进行基因突变筛查，并可以发现未

知突变。
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　　地中海贫血在我国南方地区多见，是我国长江以南各省发

病率最高、影响最大的遗传病之一［１］，尤以广西、广东和海南为

甚。广西地中海贫血以α地中海贫血为主，基因携带率约为

１８％，广东省地中海贫血的基因携带率约为１３％
［２］，海南省约

为７％，四川、湖南以及江西等省份基因携带率约为２％左右。

地中海贫血基因突变的类型有明显种族与地域差异性［１２］。中

国人群中常见的β地中海贫血点突变类型为５种：ＣＤ４１４２ｄｅｌ

ＴＣＴＴ，ＩＶＳⅡ６５４Ｃ＞Ｔ，－２８Ａ＞Ｇ，ＣＤ７１７２ｉｎｓＡ，ＣＤ１７Ａ

＞Ｔ。目前常规检测方法为ＰＣＲ反相斑点杂交，操作繁琐，结

果稳定性差。高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）技术是近年来兴起的

一种检测基因突变的灵敏的筛查手段。其原理是利用ＤＮＡ变

性时解链温度与ＤＮＡ片段碱基构成密切相关的特点将突变型

与野生型加以区分。经过数年的发展该技术已经较多的应用于

单基因病的基因突变检测［３５］。本研究拟利用ＰＣＲＨＲＭ技术

对常见β地中海贫血５种突变类型进行检测，对野生型、纯合以

及杂合突变进行分析，建立一种有效地突变筛查方法。

１　材料与方法

１．１　检测样本　选用已知基因型的地中海贫血ＤＮＡ标本，

进行检测。

１．２　方法　设计五个突变位点的扩增引物，ＴａＫａＲａ公司合

成。利用Ｒｏｃｈｅ公司高分辨率熔解曲线试剂盒（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

４８０ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｍｅｌｔｉｎｇ Ｍａｓｔｅｒ）进行 ＰＣＲ 扩增以及

ＨＲＭ分析。反应体系为：ＤＮＡ２μＬ，２×ｃｏｎｃ．ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１０μＬ，引物及镁离子浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，并用去离子水补充

至２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，５６℃或

５２℃１５ｓ（检测－２８和ＣＤ１７突变时引物退火温度为５６℃，检

测ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２、ＩＶＳⅡ６５４突变时引物退火温度为

５２℃），７２℃１５ｓ，４５个循环。ＰＣＲ扩增完后，扩增产物直接

应用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
?４８０进行熔解曲线分析。ＨＲＭ 分析条件：

９５℃１ｍｉｎ，４０℃１ｍｉｎ，然后以０．１℃／ｓ的速度从６０℃升温

至９０℃收集熔解曲线数据，应用软件ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ进行实时数

据分析。对各种基因型的纯合突变标本进行ＰＣＲ扩增后测序

验证。

２　结　　果

利用ＰＣＲＨＲＭ成功建立了常见五种β地中海贫血基因

型的筛查方法，结合ＰＣＲ产物测序可以清晰的分析纯合以及

杂合突变与野生型基因型。见图１～４。在ＩＶＳⅡ６５４位点下

游发现一个中国人群常见的ＳＮＰ位点，见图４。

　　下图箭头：突变碱基所在位置以及突变类型。

图１　　ｇ．２８（ｃ．７８）Ａ＞Ｇ熔解曲线以及纯合突变

ＰＣＲ产物反向测序结果

　　下图箭头：突变碱基所在位置以及突变类型。

图２　　ＣＤ１７Ａ＞Ｔ熔解曲线以及纯合突变ＰＣＲ产物

正向测序结果

　　下图箭头：发生缺失的位置。

图３　　ＣＤ４１４２以及ＣＤ７１７２熔解曲线以及ＰＣＲ产物正向测序

验证ＣＤ４１４２纯合突变结果（ｃ．１２６１２９ｄｅｌＣＴＴＴ）
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　　下图箭头①：ＩＶＳⅡ６５４纯合子（ｃ．３１６１９７Ｃ＞Ｔ）；下图箭头②：

ＳＮＰ位点（ｃ．３１６１８５Ｃ＞Ｔ）。

图４　　ＩＶＳⅡ６５４位点的熔解曲线以及纯合

突变ＰＣＲ产物测序结果

３　讨　　论

准确、快速的实验室基因诊断方法对于防止重型β地中海

贫血患儿出生具有重要意义。珠蛋白基因测序虽然是诊断地

中海贫血的金标准，也是国外普遍应用于地中海贫血基因诊断

的方法，但因ＤＮＡ测序设备、试剂昂贵，以及对实验室人员技

术要求都较高，无法在临床广泛开展，因此，国内外关于地中海

贫血基因诊断的研究报道不少。例如，多重等位基因特异性

ＰＣＲ（ＭＡＳＰＣＲ）进行β地中海贫血的基因诊断
［６］，该方法克服

了ＲＤＢ操作繁杂的缺点，但是只能诊断少数几种常见β地中

海贫血，无法诊断较少见的突变类型，不适合临床应用。将荧

光定量ＰＣＲ用于β地中海贫血基因检测的方法
［７］与常规ＰＣＲ

不同之处在于它能精准地判断是否具有某种点突变，因此可以

用来检测以点突变为主的β地中海贫血，但是与 ＭＡＳＰＣＲ类

似的是该方法同样不能检测未知突变，而且如果针对已知两百

多种突变都设计探针的话，成本又太高，因此该方法也无法普

遍用于临床作为独立的基因诊断方法。基因芯片也可以用于

诊断β地中海贫血基因诊断，虽然解决了通量和精确性问题，

可以一次性检测多种突变类型，但由于目前没有国产的芯片，

成本明显高于现有诊断方法，难以普遍推广。

ＨＲＭ技术以其灵敏度高，检测通量高的优势，近年来在

基因突变筛查领域应用逐渐广泛。本研究在长期从事地中海

贫血基因诊断的工作基础上，利用积累的大量各种基因型标

本，将常见的５种点突变利用 ＨＲＭ 技术进行分析，结果显示

无论纯合或者杂合突变均可以较好的区分于野生型。因为其

原理是不同ＤＮＡ解链温度不同，扩增片段一般限制在１００～

２００ｂｐ范围之内，每一个碱基的突变均导致一个变性峰的出

现。在研究过程中，发现了５种常见突变以外的未知突变，经

过ＰＣＲ产物测序发现该突变为ＩＶＳⅡ６６６（ｃ．３１６１８５Ｃ＞

Ｔ），经过后期增加测序数据（尚未报道）发现该突变在中国人

群中普遍存在，目前依据已有数据一般将其定义为多态变异，

但其是否与其他位点之间存在协同效应尚需要进一步研究。

本研究针对广东地区常见的五种点突变β地中海贫血基

因型，利用ＰＣＲＨＲＭ技术对β地中海贫血进行基因筛查，建

立了实验室快速检测的方法，可以明显缩短检测周期。因其检

测突变依据变性峰的差异，必须依赖于ＤＮＡ测序作为最后判

断标准。作为一种快速的筛查手段，ＰＣＲＨＲＭ技术可以成为

临床地中海贫血基因诊断有效地方法学备份。
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ＢＶ三联检测在细菌性阴道病诊断中的应用

徐慧丽，吴冬生，钟　桥

（苏州市立医院本部检验科，江苏苏州２１５００２）

　　摘　要：目的　探讨ＢＶ三联检测在妇科患者诊断细菌性阴道病中的临床价值。方法　对３３００例妇科患者行阴道分泌物

ＢＶ三联（唾液酸苷酶、过氧化氢酶、白细胞酯酶）检测及显微镜阴道分泌物常规检测，并统计细菌性阴道炎、滴虫性阴道炎及霉菌

性阴道炎在临床妇科炎症中的发生率。结果　根据临床表现和ＢＶ三联检测及阴道分泌物常规检测结果显示，细菌性阴道病发

生率为３２．６％，显著高于滴虫性阴道炎３．６％及霉菌性阴道炎１２．２％，其中２０～４９岁的育龄妇女均为ＢＶ高发年龄，其他年龄段

也有一定的阳性率。结论　ＢＶ在妇科门诊的发病率较高，应加强ＢＶ三联检测在妇科门诊的推广与应用。

关键词：细菌性阴道病；　阴道分泌物；　ＢＶ三联试验
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　　细菌性阴道病（ＢＶ）的发病原因主要是阴道中正常菌群的 优势被厌氧菌群所取代，如加特纳菌、棒状杆菌、嗜血杆菌等引
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