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摘要：目的　 对 １ 例罕见中间型 β 地中海贫血（地贫）家系进行分析，为中间型 β 地贫的诊断及遗传咨询提供新的依据。 方法

　 采集该家系成员静脉血样本，采用血细胞分析仪和毛细管血红蛋白电泳仪进行血液学分析；采用 ＰＣＲ－反向膜点杂交法

（ＰＣＲ⁃ＲＤＢ）以及 Ｓａｎｇｅｒ 测序法对该家系成员进行 β 地贫基因检测。 结果　 先证者为－８６（Ｃ＞Ａ）β＋复合 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ）β＋

双重杂合子，中度贫血；其父亲为 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ）β＋杂合子，无贫血症状，仅表现为小细胞；其母亲为－８６（Ｃ＞Ａ）β＋ 杂合子，
轻度贫血。 结论　 成功检出－８６（Ｃ＞Ａ）复合 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ）中间型 β 地贫，丰富了中国人群中间型 β 地贫基因突变谱。
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　 　 β 地贫是由于 β⁃珠蛋白基因突变使 β⁃珠蛋白

肽链合成不足（β＋）或完全缺乏（β０）而引起的溶血

性贫血［１］。 目前，市场上的试剂盒可以检出在我国

常见的 １７ 种突变类型，且随着测序技术的发展，可
检测的突变类型逐年增加。 研究表明，－８６ 突变在

我国非常罕见，－ ８６（Ｃ ＞Ｇ）杂合突变仅见 ３ 例报

道［２⁃４］，而－８６（Ｃ＞Ａ）在我国尚未见报道。 本研究检

出－８６（Ｃ＞Ａ）复合 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ）中间型地贫 １
例，并对其进行基因诊断以及家系分析，报告如下。

１　 资料与方法

１．１　 病历资料　 先证者，女，３ 岁 ４ 月因面色苍白、
发热、咳嗽于 ２０１８ 年 １２ 月来本院就诊。 外院血常

规检测 Ｈｂ 为 ５４ ｇ ／ Ｌ，查体肝脾肿大。 其父亲，云南

人， ２９ 岁，无贫血症状。 其母亲，安徽人，２６ 岁，孕 １
育 １，血常规显示轻度贫血，ＨｂＡ２ 为 ４．５％，疑似 β

地贫。 采集先证者及其父母的空腹静脉血标本进行

基因检测，并对该家系进行分析。 家系图谱见图 １。

　 　 注： ，母亲 （ βＮ ／ β⁃８６（Ｃ＞Ａ） ）； ，父亲 （ βＮ ／ βＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ） ）；

，先证者（βＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ） ／ β－８６（Ｃ＞Ａ） ）。

图 １　 该患者的家系图谱

１．２　 主要的仪器与试剂　 ＸＳ⁃８００ｉ 全血细胞分析仪

及配套试剂（日本 Ｓｙｓｍｅｘ 公司）；全自动毛细管电
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泳仪及配套试剂（法国 Ｓｅｂｉａ 公司）；ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ Ｆｌｅｘ
核酸提取仪（美国赛默飞公司）；ＰＣＲ 扩增仪和凝胶

成像系统（德国耶拿分析仪器公司）；电泳仪（美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；５４３０ 小型台式高速离心机（德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＹＮ⁃Ｈ１６ 恒温杂交仪和珠蛋白生

成障碍性贫血基因检测试剂盒（深圳亚能公司）；核
酸提取试剂（广州美基生物公司）。
１．３　 血液学分析　 按照 ＸＳ⁃８００ｉ 全血细胞分析仪及

及配套试剂说明书操作检测 ＲＢＣ、Ｈｂ、ＭＣＶ、ＭＣＨ
等血液学参数，ＲＢＣ 参考范围：（３．５ ～ ５．５） ×１０１２ ／ Ｌ，
Ｈｂ 参考范围：１１０ ～ １６０ ｇ ／ Ｌ，ＭＣＶ 参考范围：８２～
９６ ｆＬ，ＭＣＨ 参考范围：２７ ～ ３２ ｐｇ。 按照全自动毛细

管血红蛋白电泳仪及配套试剂说明书操作检测

Ｈｂ Ａ、Ｈｂ Ａ２ 以及 Ｈｂ Ｆ 等参数。 ＨｂＡ 参考范围：
９４．５％～９６．５％，Ｈｂ Ａ２ 参考范围：２．５％ ～３．５％，Ｈｂ Ｆ
参考范围：０．２６％～２．３％。
１．４　 突变位点检测

１．４．１　 ＤＮＡ 提取 　 采集先证者以及父母就诊时的

空腹静脉血各 １ ｍＬ，ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝，充分混匀。 取

２００ μＬ 抗凝血，采用磁珠法，按照 ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ Ｆｌｅｘ 核

酸提取仪及核酸提取试剂说明书操作提取 ＤＮＡ。
取吸光度（Ａ２６０ ／ ２８０ ｎｍ）为 １．８ ～ ２．０ 的样本用于后续试

验，样本置－２０ ℃保存。
１．４．２ 　 ＰＣＲ⁃ＲＤＢ 法检测 　 采用 Ｇａｐ⁃ＰＣＲ 法以及

ＰＣＲ⁃ＲＤＢ 法，按照 ＰＣＲ 扩增仪及珠蛋白生成障碍

性贫血基因检测试剂盒说明书操作进行 ＰＣＲ 扩增

及结果判读，检测常规 １７ 种 β 珠蛋白基因突变类型

［－２８、－２９、－３０、－３２、 ＣＤ１４⁃１５、ＣＤ１７、ＣＤ２６（βＥ）、
ＣＤ２７⁃２８、ＣＤ３１、 ＣＤ４１⁃４２、 ＣＤ４３、 ＣＤ７１⁃７２、 ＩＶＳ⁃Ⅰ⁃
１、 ＩＶＳ⁃Ⅰ⁃５、 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４、 ＣＡＰ ＋ １、 起 始 密 码 子

（ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｏｎ）］，排除合并常见 α 缺失（⁃α４．２、
⁃α３．７、⁃⁃ＳＥＡ）以及常见 α 突变［αＷＳ（ＣＤ１２２），ＣＡＣ⁃
ＣＡＧ；αＱＳ（ＣＤ１２５），ＣＴＧ⁃ＣＣＧ；αＣＳ（ＣＤ１４２），ＴＡＡ⁃
ＣＡＡ］。
１．４．３　 Ｓａｎｇｅｒ 测序　 取先证者及其母亲的静脉血标

本 ５００ μＬ，送深圳亚能公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序。 测序

结果与野生型序列进行对比分析，以确定是否存在

碱基突变。

２　 结果

２．１　 该家系血常规检测结果 　 先证者抗感染后表

现为中度贫血；其父亲无贫血症状；其母亲表现为轻

度贫血（表 １）。

表 １　 先证者及其父母的血液学分析结果

参数 先证者 父亲 母亲

ＲＢＣ（×１０１２ ／ Ｌ） ３．０４ ６．８３ ４．６４
Ｈｂ（ｇ ／ ｄＬ） ８１ １３２ １０５
ＭＣＶ（ｆＬ） ７５．０ ６１．３ ７３．８
ＭＣＨ（ｐｇ） ２６．６ １９．３ ２２．６
Ｈｂ Ａ（％） ６７．４ ９３．５ ９４．２
Ｈｂ Ａ２（％） ４．６ ５．５ ４．５
Ｈｂ Ｆ（％） ２８．０ １．０ １．３

２．２　 该家系 ＰＣＲ⁃ＲＤＢ 法检测结果　 先证者基因型

为 βＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ） ／ βＮ， 其 父 亲 基 因 型 为 βＮ ／
βＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ），其母亲未见突变。
２．３　 该家系 Ｓａｎｇｅｒ 测序检测结果 　 先证者 Ｓａｎｇｅｒ
测序结果为 β 基因上存在双重杂合突变，α 基因未

见突变。 其母亲 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果为 β 基因上存在 １
个罕见突变，α 基因未见突变。 测序结果见图 ２。
根据血常规以及血红蛋白电泳的结果，其父亲未进

行测序检测。

３　 讨论

　 　 中间型 β 地贫常见的基因型为 β０ ／ β＋或者β＋ ／
β＋，临床表现具有异质性，轻症者仅表现为轻度贫

血，重症者需常年输血［５］。 本研究发现的－８６（Ｃ＞
Ａ）突变位于高度保守的近端启动子 ＣＡＣＣＣ 序列，
此序列是 ＥＫＬＦ（ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ Ｋｒüｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ）的红细

胞特异性结合位点。 ＥＫＬＦ 作为一种锌指转录因

子，在红细胞生成和 β 珠蛋白转换调节中具有重要

的作用。 研究表明，该位点突变可破坏 ＥＫＬＦ 的结

合，从 而 引 起 轻 型 β 地 贫 （ β ＋ ） ［６］。 此 外，
ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４也可引起轻型 β 地贫（β＋），本例先证者

（β＋ ／ β＋）平日血常规表现为中度贫血，至本院初诊

时因为存在感染情况，表现为重度贫血，感染控制后

恢复为中度贫血。 另有文献报道－８６（Ｃ＞Ｇ）纯合子

（β＋ ／ β＋） 仅表现为轻度贫血［７］。 而本例先证者

（β＋ ／ β＋）表现为中度贫血，表明临床表型不仅仅取

决于基因型，还可能与种族差异性和遗传修饰

有关［８］。
笔者进一步行流行病学调查结果发现，先证者

的母亲籍贯为安徽，居住地为江苏徐州，均不属于地

贫高发区，故而轻度贫血症状在其怀孕期间并未引

起重视。 先证者出生后在居住地医院就诊时也是首

先考虑为缺铁性贫血进行治疗。 有学者报道，ＨｂＡ２
在筛查轻型 β 地贫中具有较高的敏感性和特异

性［９⁃１０］。 故而推测，先证者母亲如果早期进行 Ｈｂ 电

泳检查，或可发现 ＨｂＡ２ 升高，并结合其父亲的地贫

结果，从而进行产前诊断。 本例先证者的 ＨｂＡ２ 表

达水平升高，与常规检出的轻型地贫类型相符，但是
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其 ＨｂＦ 为 ２８％，提示可能是中间型地贫。 目前临床

上常规的地贫基因检测试剂盒不能覆盖所有的中国

人突变类型。 随着检测技术的进步，可检测到的突

变类型尤其是一些稀有类型突变逐年增加［１１］。 但

目前测序技术价格昂贵，仍然无法普及至边远地区，
所以要重视血常规以及血红蛋白电泳等地贫筛查，
如发现基因型与表型不一致的情况下，要做进一步

检测，以避免漏诊。

　 　 注：Ａ，先证者－８６（Ｃ＞Ａ）ＨＢＢ：ｃ．－１３６Ｃ＞Ａ；Ｂ，先证者 ＩＶＳ⁃Ⅱ⁃６５４（Ｃ＞Ｔ）ＨＢＢ：ｃ．３１６⁃１９７Ｃ＞Ｔ；Ｃ，先证者母亲－８６（Ｃ＞Ａ）ＨＢＢ：ｃ．－１３６Ｃ＞Ａ。

图 ２　 该家系 β 珠蛋白基因 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果
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