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摘要院目的 评价检测中国人 3 种常见的缺失型 琢- 地中海贫血渊地贫冤基因的 gap-PCR 作为临床一线 琢地贫携带者筛

查技术的可行性遥方法 以双盲试验对随机抽取的 382 份血样同时采用 gap-PCR 分子筛查技术和血液学分析法分别检

测 琢- 地贫基因型和 琢- 地贫表型袁并以 Southernblot 分析法作平行对照分析遥结果 在 382 份样品中袁用 gap-PCR 法检

出 3 种常见的 琢- 地贫基因 --SEA尧-琢3.7 和 -琢4.2分别为 21尧7 和 3 例袁据此该市人群中 琢- 地贫的基因携带率为 8.12%遥在

这些阳性样品中,有 7 例和 3 例分别检出自血液学表型正常渊7/10冤和缺铁性贫血渊3/10冤样品遥这些结果与Southernblot

分析完全一致遥血液学表型筛查法仅检出其中的 21 例渊除 2 例 琢- 地贫表型阳性未定型外冤袁该法的假阴性率为 32.3%遥
因血液学表型筛查漏检了 7 例静止型和 3 例轻型 琢- 地贫样品袁故此法总的漏检率为 2.62%遥结论 与血液学筛查法比

较袁gap-PCR 分子筛查技术更具有特异性和可靠性袁是临床上进行 琢- 地贫基因携带者渊尤其是静止型 琢- 地贫冤筛查的

可选用的一线技术遥
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Abstract: Objective Toevaluatethefeasibilityofusinggap-PCRforroutinescreeningof 琢-thalassemiainclinicallaborato-
ry. Methods Atotalof382clinicalbloodsamplesrandomlycollectedfromthepopulationofZhuhaicitywerescreenedfor

琢-thalassemiadeterminantswithhematologicalandgap-PCRmethodrespectivelyinadouble-blindmanner. Parallelanalysis
withSouthernblottingwasperformedtoverifythegenotypingresultsbyPCR. Results Ofthe382samplestested,3common

琢-thalassemiageneswithgenotypesof--SEA/琢琢, -琢3.7/琢琢a n d -琢4.2/琢琢weredetectedin21(5.50%),7(1.83%)and3(0.79%)
casesrespectivelybygap-PCR,including7caseswithnormalphenotypeand3caseofiron-deficiencyanemia.Theoverallin-

cidenceof 琢-thalassemiawas8.12%inthepopulationofZhuhaicity,asdeterminedbygap-PCR,intotalagreementwiththe
resultsbySouthernblotting.Only21ofthe31 琢-thalassemiacaseswereidentifiedbyhematologicalanalysis(besides2cases

with 琢-thalassemiaphenotypeundetermined),whichhadafalse-negativerateof32.3%.Sevensilent 琢-thalassemiaand3mild
琢-thalassemiacasesfailedtobedetectedbyhematologicalanalysis,resultinginarateof2.62%forfailureofdetection. Con鄄
clusion Gap-PCRmethodisspecificandfeasibleasabetteralternativefor 琢-thalassemiascreening, especiallyadvantageous
indetectingsilentcarriersincomparisonwithhematologicalmethod.
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琢- 地中海贫血渊简称 琢- 地贫冤是由于 琢- 珠蛋白

基因的缺陷致 琢- 珠蛋白肽链缺如或合成不足所引起

的遗传性血液病遥其基因突变具有高度的异质性袁主

要为 琢- 珠蛋白基因大片断缺失渊缺失型冤袁少数为碱

基替代尧几个核苷酸缺失或插入渊非缺失型冤咱1暂遥目前

世界上已报道了至少 50 种不同种族人群中的缺失型

琢- 地贫基因袁中国人中有 7 种咱2暂袁其 中 --SEA尧-琢3.7 和

-琢4.2 为中国人最常见的 琢- 地贫突变类型遥--SEA 基因

自身或与 -琢3.7渊或 -琢4.2冤基因相互组合可分别产生致

死性的 Hb Bart's 水肿胎和严重影响生存质量的 HbH

病咱2暂遥鉴于我国南方人群中 琢- 地贫基因有很高的携

带率咱3暂袁且此病尚无理想的根治方法,通过人群筛查和

遗传咨询袁对那些携有 琢- 地贫基因的高风险家族实

施产前诊断袁是当前条件下控制 琢- 地贫重症患儿出

生的首选途径遥传统的 琢- 地贫血液学筛查法,是基于

红细胞指数和血红蛋白电泳等多指标的综合分析法袁
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表 1 琢地贫血液学筛查和分子筛查结果

Tab.1 Results of phenotypic analysis and molecular
detection of 琢-thalassemia

*Thegenotypesofthese2sampleswerefoundtobecodon(CD)

41-42(-CTTT)/normalandIVS-2-654(C-T)/normal,

respectively;**Other 琢-thalassemiadefectsexceptforthe

above3deletionswerenotinvolved

Phenotypicanalysis Moleculardetection

Diagnosis n 琢琢/琢琢 --SEA/琢琢 -琢3.7/琢琢 -琢4.2/琢琢
Normal 341 334 2* 4 1

琢-thalassemia 23 2** 18 1 2

Irondeficiencyanemia 7 4 1 2 0

茁-thalassemia 11 11 0 0 0

Total 382 351 21 7 3

虽可检出标准型 琢- 地贫携带者袁但却存在漏检在人

群中占相当比重的静止型 琢- 地贫的缺陷曰而经典的

诊断缺失型 琢- 地贫的 Southernblotting 技术虽然准

确尧可靠袁但也存在操作复杂尧耗时尧需使用同位素等

诸多弊端袁使其难以用于临床实验室的筛查工作遥本

室基于跨越断裂点扩增策略咱4暂而建立的 gap-PCR 方

法袁可简便快速检测中国人常见的 3 种缺失型 琢- 地

贫突变渊--SEA尧-琢3.7 和 -琢4.2冤基因咱5袁6暂遥本文尝试将在特异

性和可操作性上较血液学分析法具有优势的这一技

术袁用于临床一线筛查 琢- 地贫个体袁以期为 琢- 地贫

的人群筛查提供新的技术选择遥

1 材料和方法

1.1 研究对象

受检者为在院行例行婚检的珠海市户籍待婚青

年袁共随机采集样本 382 例袁其中男性 167 例袁女性

215 例遥
1.2 方法

1.2.1 琢- 地贫的筛查策略 采用血液学筛查法和

gap-PCR 法对样品分别进行表型筛查和基因型分析袁
以双盲法进行遥
1.2.2 琢- 地贫的表型筛查 诊断 琢- 地贫主要依据红

细胞指数和 HbA2 定量测定袁辅以血清铁和血清铁蛋

白检查以排除缺铁性贫血遥红细胞指数测定采用全自

动血细胞计数仪渊MAX-M-Coulter袁意大利冤曰HbA2 定

量采用微柱法渊美国 HelenaLaboratories 公司冤遥血清

铁测定采用比色法曰铁蛋白的测定采用化学发光法检

测试剂盒渊AutomaticChemiluminescenceSystem,Chi-

ronDiagnosisCorp.,美国冤进行遥
琢- 地贫表型阳性样品的诊断指标为 :MCV<82fl

和 / 或 MCH<27pg曰HbA2 和抗碱血红蛋白正常(分别

<3.0%和臆2.0%)曰血清铁逸10.7 滋mol/L 和铁蛋白逸
14 滋g/L遥在上述 MCV 和 / 或 MCH 指标阳性时袁若

HbA2逸3.5%袁则诊断为 茁- 地贫表型阳性遥缺铁性贫

血的诊断标准见文献咱7暂遥
1.2.3 DNA 样品抽提和基因型分析 用酚 - 氯仿法抽

提外周血白细胞中的 DNA遥--SEA尧-琢3.7 和 -琢4.2 三种基

因型的检测则按第一军医大学细胞生我和医学遗传

学教研室建立的 gap-PCR 方法进行咱5袁6暂遥RDB 技术咱8暂

用于 茁- 地贫疑诊病例的基因分型遥
1.2.4 Southernblot 分析 从 gap-PCR 确定为 琢琢/琢琢尧
--SEA/琢琢和 -琢3.7/琢琢及 -琢4.2/琢琢基因型的 DNA 样品中

分别随机抽取 10尧5尧3 和 2 份依文献咱9暂进行 South-

ernblot 分析袁以佐证 gap-PCR 方法的可靠性遥

2 结果

2.1 琢- 地贫表型阳性检出率

在 382 份珠海市户籍的婚检样品中袁经血液学分

析检出 琢- 地贫表型阳性样品 23 例袁此外还检出 茁-

地贫阳性病例 11 例遥缺铁性贫血 7 例 渊7 例均为女

性冤袁由此得出 琢- 地贫尧茁- 地贫和缺铁性贫血的检出

率分别为 6.02%尧2.88%和 1.83%遥
2.2 gap-PCR 检测结果

在上述样品中袁用 gap-PCR 技术分别检出 21尧7

和 3 例基因型为 --SEA/琢琢尧-琢3.7/琢琢及 -琢4.2/琢琢的 琢- 地

贫样品袁由此计算出该市户籍人口中此 3 种 琢- 地贫

的基因携带率分别为 5.50%尧1.83%和 0.79%袁人群中

总的 琢- 地贫基因携带率为 8.12%遥值得一提的是袁有

10 例缺失型 琢- 地贫样品分别发现自表型正常渊7 例冤
和缺铁性贫血样品渊3 例冤中遥余 351 份样品渊包括 11 例

茁- 地贫表型阳性的样品冤未检出这 3 种 琢- 地贫基

因遥血液学筛查和分子筛查两法所得的结果见表 1遥

2.3 Southernblot 分析结果

20 份 随 机 抽 取 的 不 同 基 因 型 DNA 样 品 经

Southernblot 分析袁所得结果与 gap-PCR 法完全一致

渊结果未列出冤遥

3 讨论

我们采取双盲法袁对例行婚前医学检查的珠海户

籍人群中的 382 份随机血样分别进行了 琢- 地贫携带

者的血液学表型和 gap-PCR 分子筛查遥结果显示袁珠

海市户籍人群中 琢- 地贫表型阳性检出率为 6.02%,而

gap-PCR 分子筛查的阳性率则为 8.12%遥这与最近我

们完成的 1548 份该市户籍新生儿脐血连续样品 琢-

地贫的分子流行病学调查结果渊8.91%冤完全吻合遥在

检 出 的 138 例 琢- 地 贫 基 因 中袁--SEA/琢琢尧-琢3.7/琢琢及

-琢4.2/琢琢这 3 种常见 琢- 地贫占 90.6%渊结果待发表冤遥
这说明本研究所取的样品具有较好的代表性,同时也
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提示本文将上述 3 种 琢- 地贫基因作为 琢- 地贫的分

子筛查对象是有临床意义的遥
经基因分析确诊的 31 例 琢- 地贫阳性的样品中袁

血液学分析只筛查出 21 例 渊2 例暂未确定基因型的

样品未计冤袁假阴性 10 例袁其假阴性率高达 32.3%

渊10/31冤遥由此可看出袁血液学筛查法最大的缺陷是漏

诊袁在本文分析的 382 例临床样品中袁血液学方法共

漏检了 10 例 琢- 地贫基因携带者袁故用传统血液学

分析法筛查 琢- 地贫的总漏检率为 2.62%渊10/382冤遥
此外袁在 23 例 琢- 地贫表型阳性的样品中尚有 2 例

未能检出这 3 种常见的 琢- 地贫缺失突变, 是否为其

他类型的 琢- 地贫突变或某些造血干细胞疾病如骨

髓增生不良症或铁幼粒性细胞贫血袁还有待进一步

阐明遥
正如所预期的袁上述漏检样品中袁主要是表型为

静止型 琢- 地贫样品的贡献所致渊占 7/10冤遥众所周知袁
成人静止型 琢- 地贫用传统血液学筛查法难以诊断袁
故本法所具有的 琢- 地贫高特异性和灵敏性的诊断价

值袁主要体现在对静止型 琢地贫的诊断上遥由于 --SEA

与 -琢3.7 或 -琢4.2 基因组合可能产生有严重临床后果的

Hb H 病袁为防止在以优生为目的人群筛查中由于漏

检而发生不良后果袁作者建议在有条件的地区或单

位袁可将 gap-PCR 分子筛查法直接用于临床一线 琢-

地贫的筛查遥而以血液学筛查法作为主要技术手段检

测 琢- 地贫时袁要特别谨慎遥此外袁缺铁性贫血也属于

小细胞低色素贫血袁当 琢- 地贫合并缺铁性贫血时血

液学指标易造成错误诊断袁而 琢- 地贫的分子筛查可

对此作出准确的诊断遥为了防患于未然袁建议在地贫

高发区对缺铁这一常见的孕妇病症袁需关注其合并地

贫存在的问题袁必要时需进行 琢- 地贫的分子诊断遥本

文在表型正常的样本中检出 2 例 --SEA 基因携带者袁
均属南方地区也较常见的 琢- 地贫复合 茁- 地贫病例袁
这一结果提示袁琢和 茁复合型地贫可由于 琢和 茁珠

蛋白肽链的合成趋于平衡而减轻异常表型袁故 用

gap-PCR 在表型正常的样品中筛查发现这类病例是

有价值的遥
鉴于 琢- 地贫不象 茁- 地贫那样有典型的血液学

表型指征袁需靠多项指标才能作出综合判断袁且存在

漏诊的问题袁故本文介绍的方法在特异性和准确性上

具有明显的技术优势袁且证明在临床实验室作为一线

筛查方法是可行的遥但其推广应用尚有待进一步简化

DNA 模板的制备和建立能同时筛查多种 琢- 地贫基

因的一管多重 gap-PCR 的技术遥
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