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  摘 要:目的 分析1个傣族血红蛋白(Hb)
 

E复合 Hb
 

Hope家系的血液学特征。方法 采用全血细胞

计数和毛细管Hb电泳检测该家系成员的血液学特点,采用PCR-流式荧光杂交法检测常见的α、β珠蛋白生成

障碍性贫血基因突变,用Sanger
 

DNA测序方法检测α、β珠蛋白基因中的罕见突变。结果 该家系中先证者的

基因型为Hb
 

E复合Hb
 

Hope双重杂合子,血常规检测呈现小细胞低色素,Hb电泳检出含量为71.1%的异常

电泳区带HbX,25.2%的Hb
 

E区带,HbA2 含量为3.7%,未检出HbA;先证者父亲为Hb
 

Hope杂合子,血常

规结果正常,检出含量约为40%的 HbX,校正后的 HbA2 含量为2.9%;先证者母亲为 Hb
 

E杂合子,检出

24.9%的Hb
 

E带,HbA2 高于3.5%。结论 Hb
 

E复合Hb
 

Hope异常血红蛋白病可呈现出较单独的杂合突

变更为复杂的血液学表型,结合基因检测有助于揭示复杂血液学结果的分子机制,从而明确诊断,避免误诊和

漏诊。
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Abstract:Objective To
 

analyze
 

the
 

hematological
 

characterization
 

of
 

compound
 

heterozygosity
 

for
 

hemo-
globin

 

(Hb)
 

Hope/Hb
 

E
 

in
 

a
 

family.Methods Whole
 

blood
 

cells
 

count
 

and
 

capillary
 

electrophoresis
 

of
 

hemo-
globin

 

fractions
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

hematological
 

characteristics
 

of
 

the
 

subjects.PCR-flow
 

fluorescence
 

hybridization
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

common
 

thalassemia
 

gene
 

mutations,and
 

sanger
 

DNA
 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

rare
 

α
 

and
 

β
 

globin
 

gene
 

mutations.Results The
 

proband
 

with
 

Hb
 

E/Hb
 

Hope
 

compound
 

heterozygote
 

showed
 

microcytic
 

hypochromic,71.1%
 

of
 

abnormal
 

hemoglobin
 

fraction
 

HbX,25.2%
 

of
 

Hb
 

E
 

and
 

3.7%
 

of
 

HbA2 hemoglobin
 

fractions
 

but
 

without
 

detectable
 

HbA.The
 

father
 

was
 

diagnosed
 

as
 

Hb
 

Hope
 

heterozygote,
his

 

blood
 

indexes
 

were
 

in
 

normal
 

range,and
 

capillary
 

electrophoresis
 

revealed
 

40.0%
 

HbX
 

and
 

2.9%
 

correc-
ted

 

HbA2 fractions.The
 

mother
 

was
 

Hb
 

E
 

heterozygote
 

with
 

24.9%
 

of
 

the
 

Hb
 

E
 

and
 

more
 

than
 

3.5%
 

of
 

HbA2.Conclusion Compound
 

heterozygosity
 

of
 

Hb
 

Hope/Hb
 

E
 

could
 

present
 

more
 

complex
 

electrophoretic
 

phenotypes
 

than
 

that
 

of
 

single
 

heterozygote.Molecular
 

genetic
 

assays
 

are
 

helpful
 

to
 

reveal
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

underlined
 

complex
 

hematological
 

phenotypes
 

and
 

to
 

make
 

diagnosis.
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  异常血红蛋白病是一类由于珠蛋白基因突变导 致合成的珠蛋白肽链的结构及功能发生异常的遗传
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性血液疾病,绝大多数异常血红蛋白病是由于珠蛋白

基因单个碱基置换所引起,常常不产生显著的症

状[1]。目前异常血红蛋白病在临床实践中主要通过

血红蛋白(Hb)电泳方法进行筛查,以Hb电泳出现异

常区带为主要特征[2]。人类 Hb变异体数据库 Hb-
Var(http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html)
显示我国人群中存在的异常Hb种类超过80多种,较
为常见的有Hb

 

E、
 

Hb
 

Q-Thailand、Hb
 

New
 

York和
 

Hb
 

G-Chinese等[3-4]。早期的较大规模人群调查显示

云南的异常Hb发生率居全国之首,存在有较多种类

的珠蛋白基因突变,除了单一珠蛋白基因突变以外、
该地区人群中还存在珠蛋白基因复合突变的情况,产
生复杂的血液学表型[5-6]。国内外有较多研究表明异

常Hb复合突变可因突变位点效应之间的相互作用,
使携带突变的个体呈现出特殊及罕见的血液学表型

特征,尤其是呈现出复杂的 Hb电泳检验结果,常易

造成漏诊和误诊,从而影响对患者的治疗、预后判断

和遗传咨询[7-8]。本研究对1个中国人群中罕见的

Hb
 

E复合Hb
 

Hope家系的基因型和血液学表型特

征分析,为复合突变所致异常血红蛋白病在临床诊断

中的血液学表型特点和分子机制提供更多实验数据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 先证者:男,29岁,傣族,已婚,未采

集到配偶及其子女血样。家系成员:父亲,53岁,傣
族;母亲,54岁,傣族。正常对照:1例来源于未检出

常见珠蛋白生成障碍性贫血基因突变的体检人群,
女,23岁,汉族。
1.2 方法

1.2.1 血液学检查 在知情同意原则下,取上述成

员2.5
 

mL乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)抗凝静脉

血,采用全自动血细胞分析仪Sysmex
 

XT-2100i(日
本,Sysmex公司)检测血红蛋白含量(HGB)、红细胞

平均体积(MCV)、红细胞平均血红蛋白含量(MCH)
等血常规各项指标。Hb定量采用CAPILLARYS全

自动毛细管电泳仪(法国,sebia公司)及配套试剂进

行检测分析。
1.2.2 α、β

 

珠蛋白基因常见缺失和突变检测 采用

AxyPrep血基因组DNA小量制备试剂盒(中国杭州,
Axygen公司)提取全血样本DNA。采用PCR-流式荧

光杂交法的商品试剂盒(中山大学达安基因有限公司)
检测α、β珠蛋白生成障碍性贫血基因常见缺失突变和

点突变位点,包括3个α基因点突变(αCS、αQS和

αWS)、3种α基因缺失型突变(--SEA、-α3.7、-α4.2)和17个

β基因位点突变(CD41-42、IVS-2-654、CD17、-28、CD26、
CD71-72、CD43、-29、Int、CD14-15、CD27-28、-32、-30、
IVS-1-1、IVS-1-5、CD31、Cap)。
1.2.3 α、β珠蛋白基因全长测序 参考文献[1]设计

引物,使用9700
 

PCR扩增仪(美国,ABI公司)扩增

α、β珠蛋白基因全长。扩增采用TaKaRa
 

LA
 

Taq高

保真酶(大连宝生物公司)。HBA1、HbA2、HBB基因

PCR扩增体系均为30
 

μL:每一反应体系含2×Mix
 

Buffer
 

15
 

μL、上下游引物各0.3
 

μL、LA
 

Taq
 

0.2
 

μL、
H2O

 

11.2
 

μL、DNA模板含量约100
 

ng。反应条件为

94
 

℃
 

4
 

min,94
 

℃
 

45
 

s,64
 

℃
 

40
 

s,72
 

℃
 

90
 

s,共35
个循环,72

 

℃延伸20
 

min。PCR扩增产物用BigDye
 

Terminator
 

V3.1(美国Applied
 

Biosystems公司)试
剂盒,按说明书方法进行Sanger

 

DNA双向测序并根

据测序结果寻找突变位点。
2 结  果

2.1 血常规结果 该家系成员及正常对照血常规结

果见表1。家系3人的HGB高于120
 

g/L,均未表现

出贫血症状。其中先证者红细胞(RBC)呈明显的小

细胞低色素(MCV<80
 

fL、MCH<28
 

pg),而其母亲

和父亲的红细胞参数均在正常参考值范围。

表1  家系成员及正常对照血常规及 Hb电泳检测结果

家系成员 RBC(×1012/L) HGB(g/L) MCV(fL) MCH(pg) HbA2(%) HbA(%) HbX(%) Hb
 

E(%)

先证者 5.71 135 72.7 23.6 3.7 0.0 71.1 25.2

母亲 3.68 133 104.9 36.1 4.2 67.7 0.0 24.9

父亲 4.13 133 96.9 32.2 4.2 53.6 40.5 0.0

父亲(校正) 4.13 133 96.9 32.2 2.9 96.4* 96.4* 0.0

正常对照 4.07 121 93.4 29.7 3.0 97.0 0.0 0.0

  注:*表示该数值为 HbA合并 HbX的含量

2.2 Hb电泳结果 该家系成员的毛细管 Hb电泳

定量结果见表1。其中,先证者 Hb电泳检测时,毛细

管电泳仪未能进行各电泳条带的自动定位和 Hb种

类的识别,见图1A。通过正常对照样本与先证者血

液样本等比例混合后可对各区带进行和定位和区分,
见图1B,结果显示在Z10区存在异常血红蛋白 HbX,

结合基因检测和 Hb毛细管电泳数据库,确定该条带

为Hb
 

Hope,据此可知先证者中3个电泳区带和定量

分别为Hb
 

Hope、Hb
 

E、HbA2,未检测到 HbA,见图

1A。先证者的父亲电泳结果也未能自动定位各电泳

区带、并在两峰之间形成“倒V形”的空白区域,见图

1C。按分 析 要 求 对 倒 V 形 区 域 进 行 手 动 校 正 后
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HbA2 含量由4.2%降低为2.9%见图1D。利用正常

样本定位后显示先证者父亲Z10区存在异常血红蛋

白Hb
 

Hope(40.5%)。先证者母亲血红蛋白电泳检

出E带(24.9%)。

  注:A为先证者;B为先证者与正常对照样本等比例混合;C为先

证者父亲;D为先证者父亲校正后

图1  家系成员的 Hb毛细管电泳图
 

2.3 α、β珠蛋白基因突变检测 常见α和β珠蛋白

生成障碍性贫血突变基因检测结果显示该先证者及

其母亲为Hb
 

E杂合子、其父亲未检测到常见珠蛋白

生成障碍性贫血基因突变类型。珠蛋白基因测序结

果见图2。该家系中先证者及其父亲存在 Hb
 

Hope
(β珠蛋白基因136位密码子:GGT>GAT,HGVS命

名法:HBB:c.410G>A)杂合突变;该家系中3人均

未检出α基因突变。结果表明该先证者的基因型为

Hb
 

E复合Hb
 

Hope双重突变杂合子,其父亲为 Hb
 

Hope杂合子,其母亲为 Hb
 

E杂合子,先证者的两个

突变分别来自其父母。

  注:箭头表示突变位点,先证者母亲在该位点未检出该突变

图2  家系成员Sanger
 

DNA测序部分结果图

3 讨  论

  本研究中先证者确诊为 Hb
 

E复合 Hb
 

Hope的

双重杂合子,其中Hb
 

E病是由于β珠蛋白基因第26
位谷氨酸碱基替代突变为赖氨酸(HGVS命名法:

HBB:c.79G>A),所导致的轻型β珠蛋白生成障碍

性贫血类型。Hb
 

E是东南亚地区最常见的β珠蛋白

基因突变类型,在云南异常Hb分布中也居于首位[9]。
Hb

 

Hope突变是由于β珠蛋白肽链第136位密码子

发生碱基替代突变(GGT>GAT),编码的甘氨酸被

天冬氨酸取代所导致[10]。这一突变在泰国人群中较

为常见,中国人群中对这一突变的报道较少[11]。Hb
 

E/Hb
 

Hope复合突变杂合子在泰国人群中有较多报

道[12],本研究证实了该复合突变类型在中国人群中的

存在,并对该家系的血液学特点进行了分析,旨在进

一步明确复合突变的异常血红蛋白病的实验室诊断

特点,避免误诊和漏诊。
本研究中先证者血常规结果呈明显的小细胞低

色素、HbA2 含量>3.5%,这与 Hb
 

E轻型β珠蛋白

生成障碍性贫血特点相似,提示 Hb
 

E复合 Hb
 

Hope
时,血液学特征以Hb

 

E的表现为主,这一研究结果与

国外的报道一致[8]。而其父亲 Hb电泳定量时,Hb
 

Hope(Z10带)与HbA两个区带之间形成了倒“V”形
的空白区域(图1C),国外已有多个研究报道表明,由
于毛细管电泳仪自动定量时未能将这一空白区域计

算入 Hb总量中,因此可导致 HbA2 呈现假性升高,
需人工调整基线和校正,才能得到准确的 HbA2 含

量[13-14]。本研究中先证者父亲校正前 HbA2 含量为

4.2%,而校正后为2.9%,如果不进行校正的话,则易

将单纯的Hb
 

Hope杂合子误疑似为β珠蛋白生成障

碍性贫血,从而产生误诊。有研究报道利用高效液相

色谱技术(HPLC)能够将 Hb
 

Hope与 HbA完全分

离,从而得到准确的HbA2 含量[13],因此,在进行复杂

异常血红蛋白病,尤其是复合突变型个体的 Hb鉴定

中,采用不同的Hb电泳方法和组合将有助于异常电

泳区带的区分和鉴定。
该家系中,Hb

 

E/Hb
 

Hope的先证者呈现出与父

亲Hb
 

Hope杂合子和母亲 Hb
 

E杂合子不同的电泳

特征,表现为异常血红蛋白 Hb
 

Hope含量升高及

HbA的缺乏。既往研究显示临床 Hb电泳检验中,
Hb

 

Hope杂合子通常产生含量为40%~50%的异常

Hb[15],本研究中先证者Hb
 

Hope异常条带的含量高

达70.0%,显著高于单纯的Hb
 

Hope杂合子(其父亲

Hb
 

Hope的含量为40.5%),这与国外报道的 Hb
 

E
复合Hb

 

Hope的电泳特点相似[11],表明同处于β肽

链的Hb
 

Hope与Hb
 

E相互作用时会显著影响异常

血红蛋白Hb
 

Hope的含量,提示异常Hb复合突变会

导致不同异常Hb组分的含量改变。本研究中 Hb
 

E
复合Hb

 

Hope另一个显著的 Hb电泳特点是会导致

HbA缺乏,这是由于人体中的 HbA是由于正常的两

条α链和两条β链形成的四聚体蛋白质(α2β2)
[16],而

该先证者的两条β链中一条来源于父亲β
Hope,一条来

源于母亲β
E,两条链均发生了不同形式的杂合突变,
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因此不能形成正常的HbA,类似的现象在Hb
 

E合并

其他β链突变的个体中也有报道,例如Hb
 

E合并Hb
 

Rush也可导致 HbA区带消失[5]。由于当样本中缺

少 HbA 或 HbA2 时,临 床 检 测 中 常 用 的 CAPIL-
LARYS毛细管电泳仪无法对各组分进行自动定位,
难以鉴定异常电泳区带,利用正常样本和异常样本的

混合有助于进行定位。而先证者父亲电泳结果同样

出现定位区带的消失,这是因为 Hb
 

Hope与 HbA迁

移时间相似,出峰时间有部分重叠,因此该仪器无法

自动识别 HbA,故同样出现电泳定位区带消失的

情况。
4 结  论

  本研究报道了 Hb
 

E复合 Hb
 

Hope家系的血液

学特征,结果显示不同的异常 Hb突变类型共存时可

能存在相互作用,从而使复合突变的异常血红蛋白病

可能呈现出与单独杂合突变显著不同的血液学电泳

表型。利用毛细管电泳技术筛查遗传性血红蛋白病

时可能存在复合异常 Hb难以鉴别、异常 Hb组分的

定量误差需要校正等特殊情况,因此还需要结合基因

分析,并进一步揭示基因型和表型的关联性和机制,
为疾病诊治、预后和遗传咨询提供可靠的检验数据,
避免漏诊和误诊。
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