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摘
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要"目的
!

建立并优化干血斑标本基因组
012

提取方法和流程!以适用于临床进行珠蛋白生成障碍性贫血"又称地中

海贫血!以下简称)地贫*%基因诊断!并对干血斑打孔标本间可能的交叉污染和保存的稳定性进行分析'方法
!

收集
!/$

份血液

标本制备干血斑后!采用打孔仪打孔!用洗脱裂解液对血斑进行洗脱!并对洗脱方法进行优化!采用磁珠法提取血斑
012

!再进行

地贫基因检测!判断干血斑和全血的地贫基因检测结果是否相符'干血斑采用
"

种地贫基因检测方法进行检测!以验证其是否适

用于多种方法'地贫阳性标本间打空白孔!对空白孔进行地贫基因检测确定打孔是否存在交叉污染'将干血斑常温干燥保存
-

&

%

个月后进行地贫基因检测!以判断其稳定性'结果
!

采用
/

个
8MM

直径的干血斑在
//W

振荡洗脱
!D

!可以获得
012

浓度
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T012

溶解液%!

012

质量好'干血斑和全血的地贫基因检测结果完全一致!干血斑的
"

种地贫基因检测方

法的结果也完全一致'打孔仪连续对干血斑打孔!地贫基因未检测出交叉污染'干血斑标本存放
-
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%

个月后依然能够稳定地进

行地贫基因检测'结论
!

干血斑标本可以准确&方便&稳定地进行地贫基因检测!是地贫基因检测标本转诊的理想方式'

关键词"珠蛋白生成障碍性贫血$
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基因诊断$

!

干血斑$

!

基因组
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珠蛋白生成障碍性贫血$又称地中海贫血#以下简称-地

贫.&是一组由于珠蛋白基因缺失或点突变#导致血红蛋白珠蛋

白肽链合成减少或不能合成所致的遗传性溶血性贫血(全球

至少有
8#6/

亿人携带地贫致病基因#东南亚各国'印度次大

陆'地中海沿岸'中东'北非和太平洋地区都是该病高发区)

!

*

(

中国长江以南各省区多见#尤以广西'广东和海南三省最为严

重)

!,"

*

(目前#地贫实验室诊断方法是在分析红细胞参数和血

红蛋白组分的基础上#对可疑人群进行基因诊断)

8

*

(地贫基因

检测对实验室设备和技术人员要求较高#在基层单位尚难普

及#只有省级'部分地市级医院和一些独立医学检验机构能开

展该项目#大量的基层单位只能采取标本转诊的方式进行(目

前地贫基因诊断主要采用乙二胺四乙酸$

*0=2

&或复方枸橼

酸钠$

2(0

&溶液抗凝静脉全血#采血管的转运存在低温转运

不便及容易破损等诸多问题(干血斑是通过采集适量的血液

标本滴在滤纸片上并干燥而成#具有需要标本量少'便于运输

等优点#非常适合血液标本采集和转运#目前已广泛应用于新

生儿筛查项目)

6

*

#但在地贫基因检测方面还较少应用(本研究

拟建立一种干血斑标本基因组
012

提取方法和流程以适用

于临床进行地贫基因检测(
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!

材料与方法

?#?

!

仪器与试剂
!

cDCAMC<%$8

滤纸片'广州美基磁珠法血

液
012

提取试剂盒'厦门致善核酸分离试剂盒'地贫基因检

测试剂盒$

B

C

E

,3(4

法和
3(4,

反向点杂交法&由深圳亚能生物

有限公司提供#

!

和
"

地贫基因检测试剂盒$

3(4,

杂交法#液相
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任技师#主要从事分子诊断技术的开发与临床应用研究(
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芯片法&由北京现代高达公司提供(

=D@F

B

C<@0+V3"$!

打孔

仪由广州蓝勃生物有限公司提供#恒温空气浴摇床由上海智域

有限公司提供#

1C<>0F>

E

"$$$

分光光度计由美国
=D@F,

M>_:;D@F

公司生产#

%.$$3(4

仪由美国
2+Y

公司提供#杂交

仪由美国
=D@FM>_:;D@F

公司提供#水浴箱由上海齐欣有限公

司提供#

3G@Q+:>)2!$$

液相芯片工作站由台湾博铼有限公司

提供(

?#@

!

方法

?#@#?

!

标本采集
!

!/$

份血液标本来自广东省妇幼保健院医

学遗传中心实验室#为进行地贫基因检测的
2(0

抗凝标本(

每份标本先采用全血进行地贫基因检测确定基因型后#再选取

各种基因型的地贫阳性标本和阴性标本分别制备干血斑(

?#@#@

!

干血斑的制备与保存
!

用移液器取上述血液标本自然

下落滴在
cDCAMC<%$8

滤纸片上$大约
/$

%

T

&#每个血斑直径

大于
7MM

#且滤纸两面充分渗透#无污染(室温下自然干燥#

晾干后单张血纸片独立放入自封袋内#室温干燥保存(

?#@#A
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基因组
012

的提取
!

全血标本的基因组
012

提取

采用厦门致善核酸分离试剂盒#操作按照试剂盒说明进行(干

血斑
012

提取采用广州美基磁珠法血液
012

提取试剂盒#

每个干血斑标本分别打取
8MM

直径的圆片于深孔板中#每份

标本加入
"$$

%

T2=T

缓冲液和
"$

%

T

蛋白酶
U

#在恒温空气

浴摇床
//W

洗脱#然后加入
2T

缓冲液#在
//W

孵育
!$M:<

(

将洗脱液转移到新的深孔板中进行后续的基因组
012

提取#

最后用
/$

%

T012

溶解液溶解
012

(采用
1C<>0F>

E

"$$$

分光光度计进行核酸浓度和纯度分析#琼脂糖电泳观察基因组

012

的完整性(

?#@#B

!

测定不同数量干血斑提取
012

的量
!

对使用不同数

量
8MM

直径干血斑提取基因组
012

的量进行比较#确定干

血斑标本进行地贫基因检测的最低血斑用量(每种数量的干

血斑提取基因组试验重复
!$

次(分别使用
!

'

8

'

/

'

7

'

!$

个圆

纸片进行试验(

?#@#E

!

地贫基因检测
!

全血标本地贫基因检测采用深圳亚能

生物试剂盒进行#试验操作严格按照试剂盒说明书进行(干血

斑标本地贫基因检测同样采用深圳亚能生物的试剂盒检测#另

外还采用北京现代高达的液相芯片法试剂盒进行地贫基因检

测#以确定是否干血斑标本处理方法适用于不同的地贫基因检

测(试验操作严格按照仪器和试剂盒说明进行(

?#@#F

!

干血斑打孔交叉污染分析
!

为确定用打孔仪连续对干

血斑标本打孔是否存在标本间交叉污染#采用在每份地贫阳性

干血斑标本$包括各种地贫基因型&间打空白滤纸作为空白孔#

最后将每个空白孔分别进行地贫基因检测#根据结果判断标本

间连续打孔是否存在交叉污染(分别在不同日期重复
8

次试

验(另外采用连续对
/

个同一基因型的地贫阳性标本打孔后#

再对一个阴性标本打孔#将阴性标本进行地贫基因检测#根据

地贫基因检测结果确定阳性标本多次重复打孔是否对阴性标

本产生交叉污染(分别进行
/

种基因型地贫阳性标本的重复

试验(

?#@#G

!

干血斑标本地贫基因检测稳定性试验
!

将
"$

份地贫

阳性和
!$

份地贫阴性干血斑标本放置于室温干燥器中#分别

在
-

个月和
%

个月进行打孔'

012

提取和地贫基因检测#评价

采用干血斑标本进行地贫基因检测时其保存的稳定性(

?#A

!

统计学处理
!

采用
*QH@G"$$.

对数据进行记录'处理'分析(

@

!

结
!!

果

@#?

!

地贫基因检测结果
!

!/$

份标本中地贫基因检测阴性标

本
/$

份#地贫基因阳性标本
!$$

份#共覆盖
"$

种常见突变基

因型#每种基因型
/

份标本(地贫阳性标本基因型包括!东南

亚型'

8#.

和
6#"8

种缺失型
!

,

地贫#

(V

'

fV

和
cV8

种非缺失

型
!

,

地贫#
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&等
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种
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地贫(
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不同数量干血斑提取基因组
012

的量
!

干血斑标本提

取基因组
012

浓度!同一标本#用
/

'

7

和
!$

个
8MM

直径圆

纸片洗脱后提取
012

浓度都在
!$

$

"$<

B

"

%

T

$

/$

%

T012

溶

解液&范围内%用
8

个圆纸片洗脱后提取
012

浓度在
!$<

B

"

%

T

以下%用
!

个圆纸片的浓度采用
1C<>0F>

E

"$$$

分光光度

计法测出吸光度$

X0

&值(后续的
!/$

份不同地贫基因型的干

血斑标本的
012

提取都使用
/

个
8MM

直径圆纸片进行

试验(

@#A

!

干血斑不同洗脱处理方式对提取基因组
012

的影响
!

同样的干血斑洗脱体系采用不同的洗脱方式#包括有
//W

静

置洗脱和振荡洗脱#洗脱的时间包括
8$

'

-$

'

%$

'

!"$M:<

和过

夜(在
//W

恒温摇床上振荡洗脱的干血斑标本提取的基因组

012

的量远大于静置洗脱(振荡洗脱时间
8$M:<

的干血斑

标本提取的基因组
012

浓度大部分在
!$<

B

"

%

T

以下#洗脱

-$

'

%$

'

!"$M:<

提取得到的浓度都在
!$

$

"$<

B

"

%

T

范围内#洗

脱过夜的部分干血斑样品出现提取的
012

质量差或试验失

败的现象(

@#B

!

干血斑标本提取的基因组
012

的质量
!

!/$

份干血斑

标本提取基因组
012

后#测得的
X0

"-$

"

X0

"7$

都在
!#7

$

"#$

范围内#浓度在
!$<

B

"

%

T

以上$

/$

%

T012

溶解液&#琼脂糖

电泳显示
012

的完整性也较好#见图
!

(

!!

)

!

012

标记物%

!

$

/

!干血斑标本(

图
!

!!

干血斑标本提取基因组
012

电泳图

@#E

!

干血斑标本地贫基因检测结果
!

!$$

份地贫阳性标本和

/$

份地贫阴性标本制备干血斑进行地贫基因检测#与全血的

检测结果完全一致(另外干血斑采用了
3(4,40+

加
B

C

E

,

3(4

和液相芯片
"

种方法进行检测#结果也完全一致#说明干

血斑提取的
012

适用于多种地贫基因检测方法(

@#F

!

干血斑打孔交叉污染分析结果
!

所有的地贫阳性干血斑

标本间打孔的空白孔提取
012

后进行了地贫基因检测#所有

的空白孔结果均为空白(对
/

个同一种基因型的地贫阳性标

本连续打孔后再对一份地贫阴性标本打孔#最后打孔的地贫阴

性标本地贫基因结果仍然为阴性#未污染阳性结果(

@#G

!

干血斑保存稳定性试验
!

室温干燥条件下#

"$

份地贫阳

性和
!$

份地贫阴性干血斑标本放置
-

个月和
%

个月后#打孔

提取基因组
012

的浓度和质量基本与新鲜标本一致#地贫基

因检测结果也全部一致(

+

/7."

+
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A

!

讨
!!

论

本研究建立了一种采用干血斑进行地贫基因检测的方法#

并对干血斑洗脱条件和基因组
012

提取方法做了优化(采

用此方法可以准确'方便'快捷地进行干血斑标本的地贫基因

检测#适用于临床使用的多种地贫基因检测方法(干血斑标本

在常温下可以稳定保存#保存
%

个月后依然可以稳定地进行地

贫基因检测(该方法为地贫基因检测提供了一种方便的标本

采集方式#特别适用于标本采集困难的检测对象#如新生儿#也

是基层医院和边远山区的地贫基因标本转诊的理想方式(

干血斑采集血液标本具有很多优点!需要标本量少%便于

采集#末梢血即可%占用空间小#无需低温保存#便于运输#快递

邮寄即可%血斑干燥后#生物危害性减低(所以干血斑标本采

集方式已广泛应用于苯丙酮尿症$

3Ub

&#先天性甲状腺功能

减低症$

(&

&等新生儿筛查项目)

6

*

#另外在新生儿
&Y'

抗体和

核酸)

/,.

*

'巨细胞病毒$

()'

&

012

等检测中也发挥了重要作

用)

7,%

*

(

一种分子诊断方法是否适用于干血斑标本取决于该方法

对核酸浓度$总量&和质量的要求(目前#临床地贫基因检测试

剂盒由于其检测体系较为复杂#对核酸的浓度和质量要求较

高#生产厂家基本上都没提供干血斑标本的检测方式(保证干

血斑提取
012

的浓度和质量的关键步骤是干血斑打孔后的

洗脱#本研究结果显示#

//W

振荡洗脱
!D

可以达到较好的洗

脱效果%而洗脱时间太长则容易导致提取的
012

质量差或试

验失败#这可能与本研究采用磁珠法提取
012

有关#由于制

备干血斑的滤纸片含有大量纤维素#干血斑浸泡时间长会导致

滤纸纤维大量脱落在洗脱液中#对后续磁珠吸附
012

的过程

造成严重影响#可能导致
012

质量差或试验失败(另外#本

研究将提取
012

用的血斑数量增多#但得到
012

的量并没

有明显提高#究其原因是血纸片洗脱时#在同样体积的洗脱缓

冲液中圆纸片越多#洗脱的效率越差%另外滤纸片具有很强的

吸水性#圆纸片越多将造成洗脱后上清液的损失量增大(所

以#在对干血斑进行基因组
012

提取时#一定要结合选取的

012

提取方法对干血斑的洗脱方法进行优化(

目前#临床实验室主要采用的都是商品化的
012

提取试

剂盒#各种不同的试剂盒的
012

提取质量和效率有差别(要

从干血斑中获得高质量和高浓度的基因组
012

#试剂盒的选

择也非常关键(本研究也采用了多种磁珠法的试剂盒#提取的

012

质量差别很大#本研究选用的这种磁珠可以得到高质量

的
012

#并且这种基于磁珠的方法可以应用在自动核酸提取

工作站上#大大地提高了干血斑标本提取
012

的效率#特别

适合大样本批量检测(

干血斑提取
012

的第一步是采用打孔设备打下血斑圆

纸片#由于打孔设备不是采用一次性刀头#所以需要注意标本

间的交叉污染(本研究结果显示#打孔仪在正常使用情况下#

在对不同的干血斑进行连续打孔不会造成标本间的地贫基因

检测的交叉污染#这也可能与地贫基因检测灵敏度有关#即使

刀头上有少许的滤纸纤维残留#提取
012

后也无法检测出

来(要防止标本间交叉污染#打孔设备的清洁尤为重要#所以

为避免干血斑间的交叉污染#必须对打孔设备经常清洁#并定

期维护保证其能正常稳定工作(

近年来#地贫防控工作得到了各级政府的高度重视#在广

东'广西和海南等省正在实施政府为主导的地贫防控项目)

!$

*

(

由于地贫基因检测在基层单位尚难普及#所以地贫防控中的一

项重要工作就是建立地贫基因标本转诊网络(干血斑由于标

本采集和运输方便#将是地贫基因标本转诊的首选方式(另

外#现在不少单位已在新生儿中采用干血斑进行血红蛋白地贫

筛查#对于筛查阳性的标本可以直接采用干血斑进行地贫基因

诊断#不用再次采集标本(采用干血斑进行地贫基因检测的方

法将在地贫标本转诊网络建设中发挥重要的作用(
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