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应用探针熔解曲线法检测
)

种常见非缺失型
+

8

地中海贫血"

+

"

8

地贫%并进行临床评价&方法
!

选取已经反向

点杂交法"

,_N

%结合
_R!

测序方法确诊为
)

种常见
+

"

8

地贫标本
$'1

份"羊水标本
2

份%!其中血红蛋白"

PF

%

QZ2)

例'

PFaZ

%%

例'

PF\Z')

例和
PFQZ

)

PF\Z

双重杂合子
$

例及
%(

例正常
+

8

珠蛋白基因型!通过盲法方式!采用探针熔解曲线法进行检

测其
+

"

8

地贫以评价该技术的特异性'准确度和可靠性&结果
!

盲法分析结果显示!探针熔解曲线法对
+

"

8

地贫基因型经
,_N

结

合
_R!

测序方法确诊的
_R!

标本的诊断准确度达到
$((3

&结论
!

探针熔解曲线法能快速准确检测
)

种常见
+

"

8

地贫!可用于

临床及产前诊断&

关键词"探针$
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熔解曲线$
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地中海贫血$简称
+

地贫&是一组由于
+

8

珠蛋白基因缺

陷引起
+

8

珠蛋白链合成减少或缺乏的遗传性溶血性疾病'其

分子病理机制主要是
+

8

珠蛋白基因大片段的缺失$缺失型#

8

+

&#少部分为
+

8

珠蛋白基因的点突变$非缺失型#

+

"

&

)

$

*

'

+

8

地

贫突变谱存在明显的民族和地域的差异'虽然中国人群中已

报道了
$%

种
+

"

#但以血红蛋白$

PF

&

QZ

#

PFaZ

和
PF\Z

最

为常见)

%

*

'

+

" 杂合子在临床上一般表现为静止型$如
PF

\Z

&或轻型
+

8

地贫表型$如
PFQZ

和
PFaZ

&'由于该类
+

"

突变主要发生在功能较强的
+

%

基因上'因此#当杂合中国人

常见东南亚缺失型$

88ZY!

&地贫时#其临床表现可能比缺失型

PFP

病更为严重'而有些
+

" 的纯合子或双重杂合子表现为

PFP

病甚至
N<=@i6

胎儿水肿综合征)

)8'

*

'因
+

"

的筛查及基

因诊断对于婚育指导及产前诊断显得尤为重要'虽然
#Q,8

,c-#

(错配酶切法(突变特异性扩增系统$

!,WZ

&法(反向点

杂交法$

,_N

&及
IP#-Q

法等均可用于
+

"分子诊断#但
,_N

法仍是目前临床上广泛应用的方法)

+

*

'该法操作较为繁琐(费

时及存在潜在污染的弊端#而采用灵敏(特异和无污染的
+

" 分

子诊断技术是临床地贫基因诊断的方向'本研究以
,_N

结合

_R!

测序方法作为对照#对探针熔解曲线法检测
)

种
+

"8

地

贫进行了临床评价#现报道如下'

@

!

材料与方法

@&@

!

标本
!

选取珠海市妇幼保健院检验科"珠海市医学遗传

所库存的(已经
,_N

结合
_R!

测序方法确诊的
_R!

样品

$'1

例$包括羊水标本
2

例&#其中
+

"

8

地贫
_R!

标本
$%1

例和

正常标本
%(

例'在这
$%1

例
+

"

8

地贫
_R!

样品中#来自男性

占
++

例(女性有
2*

例#年龄
)I

至
)*

岁'其具体的基因型和

样品数详见表
$

'

表
$

!!

$%1

例
+

"

8

地贫
_R!

样本的基因型

组别 基因型
$
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+

QZ

+

"

++

'2

+

QZ

+

"

88

ZY!

$%

+

QZ

+

"

8

+

'&%

+

PFaZ

携带者
+

aZ

+

"

++

$/

+

aZ

+

"

88

ZY!

%

+

aZ

+

"

8

+

)&/

)

PF\Z

携带者
+

\Z

+

"

++

))

+

\Z

+

"

88

ZY!

+

+

\Z

+

"

8

+

)&/

)

+

\Z

+

"

8

+

'&%

%

PFQZ

"

PF\Z

双重杂合子
+

QZ

+

"

+

\Z

+

$

合计
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!!

L

!无数据'

@&A

!

仪器与试剂

@&A&@

!

_R!

的提取方法和质量鉴定
!

上述所有
_R!

标本

+
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均是采用经典酚
8

氯仿法提取的'在进行探针熔解曲线方法分

析
+

"

之前#用
N59

B

A9@9;?@?=

$德国
Y

BB

?7I9=E

产品&测定

_R!

纯 度 和 浓 度'

[_

%2(7;

"

[_

%*(7;

在
$&2

!

%&(

之 间(

[_

%2(7;

"

[_

%)(7;

'

%&(

的
_R!

样品#质量才符合要求'然后

再将
_R!

浓度调整至大于或等于
$7

K

"

%

-

'

@&A&A

!

探针熔解曲线法检测
!+

"

8

地贫基因诊断试剂盒由厦

门致善生物科技有限公司提供'检测
+

"

8

地贫基因法#以盲法

方式并严格按照试剂盒操作说明书进行
#Q,

反应和熔解曲线

分析以及结果判定'

#Q,

反应和熔解曲线分析在实时荧光

#Q,

仪$

Qcf12

#美国
N598,<I

产品&上完成'

@&B

!

统计学处理
!

应用
Z#ZZ$1&(

统计学软件对该方法检测

的灵敏度(特异性(阳性预测值(阴性预测值(诊断符合率进行

统计学分析'

A

!

结
!!

果

盲法分析结果显示!探针熔解曲线法和
,_N

结合
_R!

测序方法结果完全一致'在
$%1

例
+

"

8

地贫
_R!

样品中#除

上述
)

种
+

"

8

地贫复合
88

ZY!或
8

+

'&%型
+

8

地贫时#只出现特异性

的突变型峰而无野生型峰#余均出现特异性的突变峰和野生型

峰#而
%(

例正常
+

8

珠蛋白基因型只有野生型峰而无突变型峰

$图
$

&'因此#探针熔解曲线法的特异度(灵敏度(阴性预测

值(阳性预测值和诊断符合率均为
$((3

'

图
$

!!

探针熔解曲线峰图

B

!

讨
!!

论

探针熔解曲线法是基于
#Q,

结合靶序列与探针杂交后熔

点发生变化而对突变基因进行快速检测的方法#该法具有操作

省时(高通量(避免污染(结果分析直观#易于判断等优点#已用

于
'

8

地贫(

2̀#_

缺乏症等遗传病的突变基因及结核分枝杆菌

耐药基因型的检测)

28$(

*

'

本研究以盲法方式对探针熔解曲线法检测中国人常见的

)

种
+

" 进行了临床应用价值的评估'与
,_N

结合
_R!

测序

方法比较#其特异度(灵敏度(阴性预测值(阳性预测值和诊断

符合率均达到了
$((3

'这说明该方法能对
PF\Z

(

PFQZ

和
PFaZ

的杂合子(纯合子(复合缺失型
+

8

地贫$包括
88

ZY!

#

8

+

'&%和
8

+

)&/

&以及双重杂合子等
+

"

8

地贫基因型均能准确检出#

因此#可作为
,_N

检测
+

"

8

地贫基因的替代或验证技术'

此外#与
,_N

法相比较#探针熔解曲线有如下优点!$

$

&操作简

便快速#无需对
#Q,

产物进行鉴定及分子杂交#整个过程在

%A

内完成'$

%

&闭管操作避免了潜在的
#Q,

产物的污染#探

针熔解曲线法经
#Q,

扩增后直接进行熔解曲线分析#无需对

#Q,

产物进行后处理#因而避免了
#Q,

产物开盖操作可能造

成的实验室污染'$

)

&结果判断直观(客观#探针熔解曲线法可

根据突变型的
&

7

值及与野生型的
&

7

差值即
-

"

;

$

-

&

7

g&

7

$野生&

L&

7

$突变&&即能对突变类型进行准确判断#更为直观

和客观'而
,_N

法则是通过最后膜条上的杂交斑点显色的有

无来进行结果判断#具有一定的主观性'且出现非特异性显色

或颜色较浅时#可造成结果难于判断'

但该法也存在以下不足!$

$

&需要特殊的具有熔解曲线分

析功能的
#Q,

仪如
N598,<IQcf12

#

,9DA?-Q'*(

等#设备昂

贵#因而难以在一些基层医疗机构广泛使用'$

%

&对
_R!

的

质量要求高#因此#在进行
#Q,

反应前#必须对待检
_R!

样品

进行质量鉴定和浓度调整'$

)

&由于该法可检测探针覆盖区域

的序列#故可能检测到
)

种突变以外的突变类型#但无法确认

是何种突变#需进一步通过
_R!

测序得以鉴定'由于基因多

态性或存在同义突变的情况#因此也可能误判为这
)

种突变中

的一种'此外在结果判断时还应注意的是当
PF\Z

(

PFQZ

和
PFaZ

复合
88

ZY!和
8

+

'&%缺失型
+

8

地贫时#只有突变型峰而

无野生型峰'这是因为中国人群常见的
)

种
+

" 突变发生在一

条染色体上的
+

%

基因上#而
88

ZY!和
8

+

'&%缺失型
+

8

地贫是缺失

了一对染色体中的另一条染色体上的一个
+

%

等位基因#故该

情况下检测的只有一个
+

%

等位基因上的突变#因此常被误判

为纯合突变型'有鉴于此#在判读结果时一定要结合缺失型
+

8

地贫的基因型#最好还要综合地贫血液学表型检测结果#才能

得出准确可靠的结论'

高分辨熔解曲线法检测常见
)

种
+

"

)

$$

*

#具有快速(防污

染(高通量(低成本的优点'但由于
PFaZ

(

PFQZ

和
PF\Z

复合不同的缺失型
+

8

地贫时#其
&

7

值发生变化#从而引起熔

解曲线的改变#导致结果难以判读'该法还由于引物设计(产

物长度(突变位置等因素的影响#也会降低其分辨能力#从而造

成不同的基因型无法区分'而探针溶解曲线使用了与靶序列

互补的探针#提高了该方法的特异性#结果直观#判读简便'

从流行病学角度分析
+

"

8

地贫携带率并不低#由于一些
+

"

杂合子
88

ZY!携带者婚育时可产生致死或致残的疾病'因此#应

用简便快速(准确可靠的方法筛出
+

"

8

地贫具有重要的临床意

义'此外#对于产前诊断来说#需要采用
%

种不同技术原理的

方法相互验证检测结果以防止出现技术风险)

$%

*

#那么探针熔

解曲线法也是一种理想的选择'
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续表
$

!!

高凝组和对照组
W"Pc,

基因多态性

!!!

分布情况%

$

#

3

$&

W"Pc,

高凝组$

$g+(

& 对照组$

$g''

&

!

Q '1

$

'1&(

&

2$

$

21&)

&

!

" +$

$

+$&(

&

%/

$

)(&'

&

!!

!

!

Q

"

Q

型%

N

!

"

"

"

型%

Q

!
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熔解曲线法检测
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基因多态性结果

B

!

讨
!!

论

正常妊娠期血液的高凝状态是维持和保护正常妊娠的重

要因素之一#但异常高凝状态是引发各种产科并发症的潜在危

险#特别是孕期中如合并妊娠高血压综合征(胎盘早剥(羊水栓

塞(产后出血等病理因素则因血液的高凝状态更趋于严重#凝

血与纤溶系统间的动态平衡受到破坏#凝血功能障碍#而易导

致弥散性血管内凝血$

_UQ

&等严重并发症#危急生命'

W"Pc,

基因是最常见导致凝血增强的基因'

W"Pc,

基因
Q2//"

位点突变已被证实与动静脉血栓形成(神经管畸

形(胎盘早剥(先兆子痫以及复发性流产等有关'本研究发现

孕妇异常高凝状态与
W"Pc,

基因
Q2//"

位点多态性有关#

异常高凝组野生纯合型
QQ

基因型表达频率显著降低$

G

$

(&(+

&#

"

等位基因表达频率显著增大$

G

$

(&(+

&'

W"Pc,

基因产物主要是调节半胱氨酸和四氢叶酸的代谢关键酶#通过

转硫途径和再甲基化途径降低半胱氨酸血浓度'

W"Pc,

基

因
Q2//"

突变位于
W"Pc,

的催化区域#其多态性碱基变化

导致酶活性和酶的耐热性下降#当该位点由野生纯合型$

QQ

&

转变为杂合型$

Q"

&时#酶活仅剩
2(3

#转变为突变纯合型

$

""

&时#酶活仅剩
)(3

'酶活性降低后导致的高半胱氨酸血

症易造成血管内皮细胞损伤#增加血栓形成'

产科出血和血栓形成与妊娠期的血栓前状态和凝血异常

密切相关#通过筛查凝血基因多态性对于早期诊断(判别妊娠

期和妊娠并发症患者的血栓前状态(凝血异常及微循环障碍#

识别前
B

=?8_UQ

状态#改善患者预后具有很大的临床意义#同

时这也是该领域的重点和难点之一'有理由推测#具有

W"Pc,

基因
Q2//"

突变的孕产妇#体内产生高半胱氨酸血

症#损伤血管内皮细胞#影响胎盘部位的血管网路形成%而该时

段体内多种凝血因子含量及活性增加(抗凝物质减少(纤溶活

性降低导致的高凝状态与血管内皮损伤产生协同作用#更进一

步促进血栓形成#增加产后出血风险'另外#由宫缩乏力等病

因导致的产后出血控制不佳时#具有遗传性血凝的孕产妇更易

发生继发性凝血功能障碍#易加重产后出血的发生'这方面的

研究本课题组正着手深入探讨'
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