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南方医科大学南方医院产前诊断和遗传病诊断技术中心!广州
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南方医科大学法医学院!广州
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#

!!

摘
!

要"目的
!

通过对
#

及
$

=

珠蛋白基因测序分析发现罕见珠蛋白生成障碍性贫血"简称地贫#基因突变!了解罕见突变的出

现频率!丰富中国人群地贫基因突变谱$方法
!

采用一代测序对表型与基因型不符的患者进行
#

或
$

=

珠蛋白基因编码区序列分

析$结果
!

通过测序发现
#&$

例罕见地贫基因突变!其中
$

=

地贫
'B

例!共
!A

种突变类型&

#

=

地贫
$!

例!共
##

种突变类型$

结论
!

地贫基因测序可以发现罕见突变基因!明确患者的基因型!为罕见地贫家系产前诊断提供重要支持!降低漏检率!降低重型

地贫患儿出生率$

关键词"罕见地贫&

!

测序&

!

基因突变
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珠蛋白生成障碍性贫血$简称地贫%#是世界上最早被阐明

分子基础的人类单基因病之一*根据其致病基因不同分为
#

和
$

两类*

#

=

珠蛋白基因位于
#C

号染色体
#C

H

#!?!

位点&

$

=

珠

蛋白基因位于
##

号染色体
##

H

#A?!

位点*目前我国常见
#

=

地

贫基因检测包括
!

种缺失突变$

=="(+

'

=

#

!?'

和
=

#

%?$

%和
!

种

点突变$

3"

'

]"

和
"̂

%#常见
$

=

地贫基因检测包括
#'

种点突

变$
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'
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'
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'

3+<X#

和
*GIT

%

(

#

)

#涵盖了中国人群中
BA@

以上的
#

和
$

=

地

贫致病基因缺陷#但仍有
A@

罕见或未知突变不能用常规方法

进行检测*如果不做进一步的检测#则容易出现漏诊'误诊*

罕见地贫基因突变需要通过测序和多重连接探针扩增技术

$

T)<+

%等方法进行检测(

$

)

*本研究通过对
#

及
$

=

珠蛋白基

因编码区序列进行测序分析#试图找到罕见地贫基因位点*

D

!

资料与方法

D?D

!

一般资料
!

通过分析南方医科大学南方医院产前诊断和

遗传病诊断技术中心
$&##`$&#C

年检测的地贫基因患者资

料#发现疑似罕见地贫患者共
#A!

例#其中
#

=

地贫
%A

例#

$

=

地

贫
#&1

例*罕见
#

=

地贫的纳入标准!血红蛋白$

PM

%

P

病表型#

但基因型仅为标准型的患者&生育过
PMP

病患儿#但基因型

正常的父母*排除缺铁性贫血#但表型仍为小细胞低色素贫

血#基因型正常的患者*罕见
$

=

地贫的纳入标准!

PM

电泳结

果显示
PM+$

%

!?A@

#小细胞低色素贫血#基因型正常患者&

重型地贫表型#但基因型仅为携带者*

D?E

!

方法
!

对
#A!

例患者分别进行
#

和
$

=

珠蛋白基因测序分

析*目前用于临床基因诊断的测序技术主要是
".G

>

0/

双脱氧

链终止法(

!

)

*其基本原理是以基于
<3a

反应制备的目的序列

为模版#利用双脱氧核苷三磷酸$

,,42<

%通过
_4+

复制的原

理产生一系列长度只差
#

个碱基连续排列的片段*利用测序

仪进行检测#得到序列图谱*具体操作步骤如下*

D?E?D

!

_4+

提取
!

采用普通柱式法全血
_4+

提取试剂盒

提取
$&&

'

)

全血
_4+

#最后得到
#&&

'

)_4+

样品#浓度在

A&G

>
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左右*

D?E?E

!

<3a

扩增
!

用提取好的
_4+

样品作为模板#加入
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缓冲液'
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$

珠蛋白基因引物或
$

=

珠蛋白基因引物$引物由上海英潍捷基公

司合成%#引物序列见表
#

*配制好反应体系#在普通
<3a

仪

上设置好程序进行扩增*
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D?E?F

!

产物分析
!

对
<3a

扩增产物进行琼脂糖电泳#确定扩

增产物为目的片段#并且在浓度达标后#将扩增产物和相对应

的引物送公司进行测序*

D?E?G

!

测序
!

对
<3a

扩增产物进行预处理后#在测序仪上进

行测序分析#测序完成后#公司发回测序图谱及序列#通过对比

分析序列图谱#找到突变基因位点#将检测到的突变与已知的

突变谱进行对比#确定其是否为有功能的突变*

表
#

!!#

及
$

=

珠蛋白基因引物序列

引物名称 引物序列$

Ab

&

!b

%

PO+#=\ 2cc+ccc2cc+c+3c2332c

PO+#=a 233+233332332333c33332c3322223

PO+$=\ 2cc+ccc2cc+c+3c2332c

PO+$=a 33+22c22cc3+3+2233cc

O(2+=\< ++32332++c33+c2c33+c++c+c3

O(2+=a< +2c3+32c+332333+3+22333

E

!

结
!!

果

E?D

!#

=

珠蛋白基因测序
!

通过对
%A

例疑似罕见
#

=

地贫患者

进行
#

=

珠蛋白基因测序分析#共发现
$!

例罕见突变基因#

##

种突变类型#见表
$

*其余
$$

例疑似
#

=

地贫患者测序结果未

见异常*

E?E

!

$

=

珠蛋白基因测序
!

通过对
#&1

例疑似罕见
$

=

地贫患者

进行
$

=

珠蛋白基因测序分析#共发现
'B

例罕见突变基因#

!A

种突变类型#见表
!

*其余
$B

例疑似
$

=

地贫患者测序结果未

见异常*

表
$

!!

##

种罕见
#

=

地贫突变类型

突变类型 所在基因
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注!
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$

3
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%突变意义尚不明确*
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种罕见
$

=

地贫突变类型
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$
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论

地贫作为严重致死'致残的遗传性疾病#在世界范围内分

布广泛#从地中海沿岸和非洲大部分地区到中东'印度次大陆'

中国南方'东南亚#并延伸至印度尼西亚和太平洋地区#而美国

及中美洲'南美洲等地国家因移民原因也成为高发地区(

%=A

)

*

地贫临床表型多样#轻者需要反复输血#重者在未成年即夭折#

甚至在胎儿时期就胎死腹中#给家庭带来巨大的精神压力及经

济负担*目前对于重型地贫最为有效的治疗措施是进行骨髓

干细胞移植#但是骨髓移植受到很多因素影响#例如难以找到

匹配供者&移植手术费用昂贵#一般家庭难以承受&有复发风

险#术后需要不断监测等*因此#控制和降低重型地贫患儿的

出生率是目前地贫防治工作的重点(

C

)

*通过人群筛查和遗传

咨询#发现携带同型地贫基因的育龄夫妇#对其所孕育胎儿进

行早期产前诊断#明确其基因型#有助于指导妊娠#降低出生

缺陷*

通过对
#A!

例疑似罕见地贫患者进行测序分析#共发现

#&$

例罕见突变患者#阳性率高达
CC?'@

#其中
$

=

地贫
'B

例#

#

=

地贫
$!

例*有
#!

例罕见地贫家系进行了产前诊断#同时对

胎儿进行了罕见突变检测#其中
%

例为双重杂合子#

!

例罕见

突变携带者#

%

例常见突变携带者#

$

例未见异常*明确胎儿基

因型#能够为合理指导妊娠提供有力证据*因此#

#

及
$

=

珠蛋

白基因测序对于指导产前地贫基因诊断具有重要作用*在临

床实践工作中#对于表型与基因型不符的患者#应进行罕见基

因检测以明确其基因型#防止误诊或漏诊*下列情况应该高度

怀疑罕见
#

=

地贫!

PMP

病表型#但基因型仅为标准型的患者&

生育过
PMP

病患儿#但基因型正常的父母&排除缺铁性贫血#

但表型仍为小细胞低色素贫血#基因型正常的患者*下列情况

应高度怀疑罕见
$

=

地贫!

PM

电泳提示
PM+$

%

!?A@

#小细胞

+

&$&$

+

国际检验医学杂志
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年
1

月第
!1

卷第
#A

期
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低色素贫血#基因型正常的患者&重型地贫表型#但基因型仅为

携带者*

本研究中发现的
##

种罕见
#

=

地贫突变类型#有
C

种出现

在
#

$

基因上#

A

种出现在
#

#

基因上&除
#

例为
#

#

基因内含子

区突变外#其他均为外显子区突变#提示
#

=

地贫主要是外显子

区突变引起的#内含子区的突变意义尚不明确*测序发现的

!A

种罕见
$

=

地贫突变类型中#包括
1

种内含子区突变#

$$

种外

显子区突变#

$

种
*GI

帽子区突变#

#

种
AbU2a

非编码区突变#

#

种
!bU2a

非编码区突变#

#

种
<96

:

区突变*所有突变基因

型均与其临床表型相符*可以看出导致
$

=

地贫的基因突变分

布区域较广#在编码区和非编码区均有出现#大部分为编码区
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建议将这些高频突变#加入常见突变检测范围#可以提高试剂

盒检测准确性#降低漏诊率(
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本研究中仍有
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例疑似罕见地贫患者测序未见异常#考

虑可能为
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珠蛋白基因上游调控机制的改变或修饰基因
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因突变#但也有一定的局限性*一些罕见缺失突变无法通过测

序检测#需要用
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等方法进行检测(
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*因此采用不同方

法联合检测罕见地贫突变#可以起到取长补短的作用#使罕见

地贫基因检测更加准确*
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床应用*
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