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!!"摘要#!目的!探讨 U2S(‘EI与反向斑点杂交技术在 5(地中海贫血中的应用价值( 方法!采用 ‘EI
$即U2S(‘EI%技术检测缺失型5(地中海贫血&用反向斑点杂交技术检测非缺失型 5(地中海贫血( 结果!在
* $.- 份标本中共检出 "*) 例5地贫’阳性检出率为 -G#$H&通过U2S(‘EI技术检测出 +- 例5缺失型地贫’
基因型分别为东南亚缺失型$((C0A%)右侧缺失型$ /5*G)%和左侧缺失型$ /5,G" %&, 例=Z=型&通过反向斑点
杂交技术检测出 $ 例非缺失型5地贫’基因型分别为55@5nC和55@5jC( 结论!5(地中海贫血是我国南方影
响最大的常见遗传病之一’应加强对地中海贫血的血液学筛查和基因诊断’提高诊断符合率(
!!"关键词#!U2S(‘EI&!反向斑点杂交技术&!5(地中海贫血
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!!5(地中海贫血是由于 5(珠蛋白基因缺失导致
其合成速率改变而致’在遗传学上具有高度的异质
性’我国南方有较高的发病率*’+ ( 5(地中海贫血是
最常见的常染色体隐性遗传病之一’是由于第 ’- 号
染色体短臂末端5(珠蛋白基因缺陷所致’常见 * 种

5地贫基因$ /5*G))/5,G")((C0A%和 + 种5地贫基因
突变 $=Z E<:9O2:OCST3:P)=Z nQ<:PC7N)=ZjN9OT(
:N2J)55EB*#)55EB+.%( 为了解地贫高发地区人群地
贫发生率及基因类型’我们对在我院就诊的 * $.-
份患者的血液标本进行血液学和常见基因的检测分
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析’现报告如下(
F=对象与方法
FGF=研究对象=* $.- 例均为 "##-(#’ F"##$(#’ 在
我院就诊的患者’其中男性 ’ $$+ 例’女性 " #’’ 例&
年龄在 - 个月F*+ 岁之间(
FGH=仪器与试剂=CNZ32全自动电泳分析系统)全
自动光密度扫描仪)相应配套的琼脂糖凝胶电泳试
剂’D>i(IAB?AI>A_L"全自动高压快速电泳分析
仪和相应配套的试剂由 CNZ32公司提供( ‘EI扩增
仪为美国iSO35<: e<:3O<NT"Le荧光定量分析系统’
全自动血血细胞分析仪为 AB?>A’"#( B_A抽提试
剂)5地贫 U2S(‘EI基因诊断试剂盒)反向斑点杂
交$TNMNT9NJ<OZ4<O’IBD%基因诊断试剂盒 $‘EI(
IBD%由深圳益生堂生物技术有限公司提供&电泳所
需 ’G+H琼脂糖凝胶等为自配(
FGI=方法
’G*G’!血红蛋白$=Z%液的制备!抽取全部受检者
0BLA抗凝血 " 14’按.全国临床检验操作规程/中
介绍的常规法制备’并将 =Z 含量调整至 ’# P@̂左
右(
’G*G"!全自动 =Z 电泳!按仪器操作说明进行(
对出现异常快速带者’加做 S=-G+ 磷酸缓冲液电泳
以确定其为=ZD2TO-9)=Z=( 将确定为 =Z D2TO-9)
=Z=的标本冰冻保存’作为下次同样情况下的对照
品( 对于 ) 个月以内的儿童凡电泳出现 =Z D2TO-9
带或=带即可初步诊断为5地贫&对于大于 $ 个月
的儿童’结合红细胞形态$eE?a$# R4’eE=a")
SP)=N:37小体阳性及临床表现$排除缺铁性贫血%
者为5地中海贫血可疑者&对于电泳未发现异常而
血细胞分析发现 eE?a$# R4’eE=a") SP的人群
也要进行基因检测(
’G*G*!地贫可疑者的基因诊断!用B_A试剂提取
液 "## %4加入全血$0BLA抗凝%-+ %4提取 B_A’
取B_A模版进行U2S(‘EI与反向斑点杂交技术基
因检测(
’G*G,!5地贫可疑者的 * 种常见缺失基因诊断!
用以缺口‘EI$即P2S(‘EI%为原理的单管多重‘EI
$1Q4O3S4NV‘EI’e(‘EI%扩增待检 B_A’单管 ‘EI
反应混合液为 "* %4$已含有 ) 种引物)反应用酶
’G# %4%’加入待测样本 B_A"G# %4总反应体系为
"+ %4( 盖严管盖’短暂离心&按下条件循环!.+ r变
性 ’+ 13:’然后 .$ r ,+ 9&-, r )+ 9&)" r延伸 *
13:’共 *+ 个循环’最后在 )" r延伸 + 13:( 取 ’#
%4扩增产物加入 ’ %4溴酚蓝上样缓冲液’以溴化乙

锭$0D%为染色剂’在水平电泳仪上’恒压 + ?@51电
泳 ,# 13:’在紫外凝胶透射仪上观察( 每次反应均
设正常对照和e2T\NT(
’G*G+!非缺失型 5地贫反向斑点杂交!取出 ‘EI
扩增管’标号’分别加入 *# %4‘EI反应混合物至各
管$扩增管内含多种B_A多聚酶%’吸取 *%4处理样
本液至 ‘EI反应管’混匀’+ ### TS1离心数秒&盖
严管盖’按下条件循环!., r变性 + 13:’然后 ., r
-# 9&++ r *# 9&)" r延伸 -# 9’共 *+ 个循环’最后
在 )" r延伸 + 13:( 取出当天检测&然后放入同样
标有患者编号的膜条进行杂交)洗膜)显色和结果判
断(
FGM=统计学方法=计数资料采用组间比较 !" 检
验’Ga#G#+ 为差异有统计学意义(
H=结果
!!在 * $.- 份标本中检出 "*) 例 5地贫’阳性检
出率为 -G#$H’其中通过血细胞分析和血红蛋白电
泳诊断血红蛋白=病 ,* 例’检出率为 ’G’H&=ZD2(
TO-95地贫 -+ 例’占 5地贫 ")G,H’其它 5地贫
$如=ZX)=Zh等在电泳中发现的快速异常区带%-’
例’占5地贫 "+G)H( 通过基因分析发现 -$ 例 5
地贫’通过U2S(‘EI检测出 +- 例5地贫&本反应体
系可扩增出长度约为 ’G$)"G#)’G- \Z 和 ’G* \Z 的
, 个条带’分别代表人类5珠蛋白基因$即正常人%)
*G) 缺失型),G" 缺失型)C0A缺失型的扩增产物(
阴性对照管无扩增产物’阳性对照管出现长度约为
’G* \Z和 ’G$ \Z的 " 个条带’分别为 C0A缺失型和
正常 5珠蛋白基因扩增的产物( 有 , 例在电泳中
无=带$表型判断为标准型%基因证实为 =Z=病
$基因型全部都是((C0A@/5,G"%&通过反向斑点杂交
技术检测出 $ 例非缺失型 5地贫’基因型分别为
55@5nC和55@5jC$见表 ’%( 5地贫男女两性阳性
检出率比较’差异无统计学意义$!" d#G-$’ Go
#G#+%( 见表 "(

表 ’!检出5地贫基因型及其构成比

基因型 例数 构成比$H% 表型

((C0A@55 ,) -.G’’ 标准型

((C0A@/5*G) . ’*G"* =Z=

((C0A@/5,G" , +G$. 标准型

55@/5nC , +G$. 静止型

55@/5jC , +G$. 静止型

合计 -$ ’##G##
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表 "!5地贫性别阳性检出率比较

性!别 检测人数 阳性 阴性 阳性检出率$H%

男性 ’$$+ ’#$ ’))) +G)*

女性 "#’’ ’". ’$$" -G,’

合计 *$.- "*) *-+. -G#$

!注!性别阳性检出率比较’ !" d#G$#’Go#G#+

I=讨论
IGF=地中海贫血是由于珠蛋白基因缺失或突变’导
致珠蛋白肽链合成障碍’使5链6链合成失去平衡
而导致的溶血性贫血*"+ ( 可根据缺乏的珠蛋白链
的种类及缺乏程度分为 5珠蛋白生成障碍性贫血
和6珠蛋白生成障碍性贫血’也称5地中海贫血和
6地中海贫血( 5珠蛋白生成障碍性贫血可分为重
型5珠蛋白生成障碍性贫血$血红蛋白D2TO-9胎儿
水肿综合征%)血红蛋白 =病)5轻型珠蛋白生成障
碍性贫血和静止型5珠蛋白生成障碍性贫血**+ ( 5
地贫是由 5链合成减少造成非 5链的相对过剩而
形成四聚体’如 =ZD2TO-9$7,%和 =Z=$6,%’这些异
常=Z分子量和带电情况有别于正常 =Z’可以利用
电泳原理加以分离*,+ ’因此’电泳分析是分离和诊
断异常血红蛋白的有效方法( 但对于静止型 5珠
蛋白生成障碍性贫血基因携带者和极少部分 =Z=
病电泳时往往不发现异常区带’这可能是=Z=为不
稳定蛋白’易于降解而含量较少所致’亦有可能是
=Z溶液浓度过稀)染色时间不够使 =Z 区带不清
晰)缓冲液发生变化所致( 本实验就发现 , 例血红
蛋白电泳时未发现 =Z=区带’但基因诊断为 =Z=
病( 基因诊断技术是检测地中海贫血最敏感方法(
IGH=引起5地贫的分子基础主要是 5珠蛋白基因

簇 * 种大的缺失’即 "G# \Z$ /5*G) %和 ’G- \Z$ /
5,G"%两种单基因缺失$5c地贫%和 ’G* \Z的东南亚
型缺失$((C0A%’我们对表型诊断为 5(地贫的 -$ 例
进行了上述常见的三种缺失型基因诊断’其中东南
亚缺失型占绝对主导地位’占 -.G.H’说明缺失型
5(地贫以东南亚缺失型为主’与广东省各地及香港
报道的结果一致( 非缺失型 5地贫发生率不高’主
要基因型有!55@5EC)55@5nC及 55@5jC( 本次检测
未发现 55@5EC’这可能与时间)标本选择范围等因
素有关( 另外’本次调查发现 5地贫男女两性阳性
检出率差异无统计学意义’说明地贫发病与性别无
关’也印证了地贫为常染色体不完全显性遗传病的
遗传本质(

总之’我国南方是地中海贫血的高发地区’由于
该病目前尚无根本有效的治疗方法’携带者的检查
及产前基因检测)血细胞分析)血红蛋白电泳等是唯
一方法’是开展人口筛查和产前诊断’降低患儿的出
生’减少本病发生’进一步提高人口素质的有效措
施(
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