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! !地中海贫血与先天性软骨发育不全诊断性基因芯片的构建
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) ) 摘) 要：目的) 建立一种能同时快速、准确地检测 !#地中海贫血与先天性软骨发育不全常见基因突变的技术。方
法) 将针对 & 种疾病常见突变的特异性氨基修饰寡核苷酸探针点样于醛基修饰的玻片上，制成基因芯片，对 !#地中海贫
血、先天性软骨发育不全的病例和正常样本进行基因诊断。结果) 该基因芯片成功检测到相应的突变位点。结论) 该芯
片制作成本低，重复性好，特异性高，能满足临床标本检测的要求，具有良好的临床应用前景。

) ) 关键词：*+,芯片；基因芯片；!#地中海贫血；先天性软骨发育不全；生物素
) ) 中图法分类号：-(!’. "%；-(/%#((；-$$0. 0!". %) ) ) 文献标识码：,

"#$ %&’( %)*+,-.%,’)* /)- !!,&010++23’0 0*4 0%&)*4-)(10+’0
12 34567#89:!，;< ;=&，><,? @:67(，31?2 A956#79B%，;< 195#C=567!，D2 *5#EB67%，A< F=67&（ !*:G5HIJ:6I BK F:L=5I#
H=MN，&*:G5HIJ:6I BK DE6:MBOB7E 56L ?PNI:IH=MN，% QI5I: R:E ;5PBH5IBHE BK SH59J5，T9H6N 56L UBJP=6:L <6V9HE，*:G5HIJ:6I W，<6NI=I9I: BK
Q9H7:HE -:N:5HM4，*5G=67 1BNG=I5O，U4B67C=67 %"""%&；(*:G5HIJ:6I BK T=BM4:J=NIHE 56L @BO:M9O5H T=BOB7E，UBOO:7: BK @:L=M=6:，S4=HL
@=O=I5HE @:L=M5O 26=X:HN=IE，U4B67C=67 %"""(’，U4=65）

) ) $5+,-0%,：!"#$%&’($) SB P9=OL 5 7:6: M4=G I45I =N 9N:L IB N=J9OI56:B9NOE L:I:MI I4: MB6NI56I 7:6: J9I5#
I=B6N BK !#I45O5NN:J=5 56L 5M4B6LHBGO5N=5 C9=MYOE 56L :85MIOE. )$&*+,- ) QG:M=K=M 5J=65I:L BO=7B69MO:BI=L:
GHBP:N P5N:L B6 I4: MB6NI56I 7:6: J9I5I=B6N Z:H: K=8:L B6 I4: 5OL:4EL: JBL=K=:L 7O5NN. S4: 7:6: M4=G Z5N
J5L:. S4: POBBL N5JGO: KHBJ ( M4=OLH:6 Z=I4 !#I45O5NN:J=5 56L KHBJ ( M4=OLH:6 Z=I4 5M4B6LHBGO5N=5 56L 0 6BH#
J5O N9PV:MIN Z5N 9N:L IB L=576BN: !#I45O5NN:J=5 56L 5M4B6LHBGO5N=5 PE I4: 7:6: M4=G. .$-/0&-) S4: 7:6: M4=G
N9MM:NNK9OOE L:I:MI:L I4: M:HI5=6 J9I5I=B6N. 1+2%0/-’+2) S4: OBZ#MBNI M4=G =N BK Z:OO#H:G:5I:L 56L 4=74 NG:M=#
K=M=IE =6 M4:MY=67 MO=6=M5O N5JGO:N.
) ) 627 8)-4+：*+, M4=G；J=MHB5HH5E；!#I45O5NN:J=5；5M4B6LHBGO5N=5；P=BI=6

) ) 各种遗传病的基因诊断方法各不相同，因此，产前
要实现多种遗传病的基因诊断不仅技术繁琐、耗时长，

且受到临床标本量少的限制［!］。近十年快速发展的

基因芯片技术为解决该问题提供了有力的支持，并且

已在遗传病的基因诊断方面发挥出其独特优势［&］。!#
地中海贫血（!#I45O5NN:J=5）和先天性软骨发育不全
（5M4B6LHBGO5N=5，,U1）均是最为常见的遗传性疾病，若
能及时进行基因诊断，则对优生优育具有积极的指导

作用。本研究拟构建能够同时检测这 & 种疾病的基因
芯片，并采用临床标本对此芯片的重复性和特异性进

行了验证，为探索这两类疾病的基因诊断方法提供了
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一定的实验依据。

9: 材料与方法

!. !) 标本来源
) ) 共检测标本 !&例。其中 !#地中海贫血 (例（由重庆医科大
学儿童医院儿科医学研究所提供的 !#地中海贫血患儿基因组
*+,标本），,U1 (例（随访重庆医科大学儿童医院临床诊断的
,U1患儿全血标本 & 例，本所提供的 ,U1患儿全血标本 ! 例）。
正常对照标本 0例（为本所提供无上述 &种疾病的全血标本）。
!. &) 血液基因组 *+,抽提
) ) 采用改良酚#氯仿抽提法。$"" "O血液与 $"" "O 红细胞裂
解液混匀，’ """ H ^ J=6 离心 (" N；! JO 冷 FTQ 悬浮沉淀，’ """
H ^ J=6离心 (" N；重复 ! 次；加裂解液 %$" "O、蛋白酶 R 至终浓
度 !"" "7 ^ JO，悬浮沉淀 (W _过夜；平衡酚抽提 & 次后，氯仿 ^
异戊醇抽提 ! 次，加入 %$ "O (" JBO ^ ; 乙酸钠和 &. $ 倍体积预
冷的无水乙醇，混匀后可见絮状沉淀；置 ‘ &" _ 过夜。
!" """ H ^ J=6离心 !$ J=6；以 W"a乙醇洗涤并离心 ! b & 次，干燥
沉淀并溶入 !"" "O S[缓冲液中，测定 *+,浓度，‘&" _保存。
!. () FU-体系的优化
) ) !#地中海贫血引物：上游 $c#DS,UDDUSDSU,SU,US#
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%&’&((%(&$!)，下游 *)$’(&’(%%’%(&(&’%’(&’(%(&(%$!)；
&(+ 引 物：上 游 *)$(’(%&&(&((&((’&(&&$!)，下 游 *)$
((’&’&(&’(%(((&%%%$!)。序列由上海申友生物技术公司
合成，引物 *)端标记生物素。*, "- 反应体系中含 ., / 0(1
234456 * "-，引物各 . "-，7# * 889- : ; <=%0 > "-，7* 889- : ;
?@(-7 > "-，基因组 A=& ! "-，A=& 聚合酶 * B。反应条件：
C* D E 8FG，然后 C* D !, H，*E D !, H，I7 D . 8FG 循环 !,
次，再 I7 D延伸 ., 8FG。反应结束后取 * "- 0(1 产物，经
.J 7K琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增效果。
.# >" 探针筛选
" " !$地中海贫血常见突变位点的探针用 &66LM<5HF@G56 7# , 软
件设计，每个突变点均设计突变型和野生型探针；用 N8F@L 7# ,
软件进行探针间、探针与扩增片段间的互补性分析并将备选探

针序列提交 ’5GOLGP进行特异性分析。将设计好的探针用膜
反向斑点杂交技术进行筛选，筛选出的探针序列为：(A>. Q >7：
*)$((&’&’’%%(%%%’&’%((%%%$!)；(A>. Q >7（8）：*)$(((&$
’&’’%%’&’%((%%%’$!)；(A.I：*)$(%’%’’’’(&&’’%’&&(’$
!)；(A.I（ 8）：*)$(%’%’’’’(%&’’%’&&(’$!)；%&%&7E：*)$
’(%’’’(&%&&&&’%(&’’’$!)；%&%&7E（8）：*)$’(%’’’(&%$
&’&&’%(&’’’$!)；&(+ 探针参考文献［.］，’!E,1：*)$&’($
%&(’’’’%’$!)；’!E,1（8）：*)$&’(%&(&’’’%’$!)。
.# *" 芯片制作
" " ! / RR(为点样液稀释探针，取醛基修饰玻片，用微量加液
器取探针溶液点于玻片相应位置。将点好样的玻片移入湿盒

中，7, D孵育 . S。从湿盒中取出孵育后的玻片，置 7, T !I D
孵箱内过夜干燥。将过夜孵育后的玻片重新放置于湿盒中，放

入 U* D水浴箱中再水合 > S。取出玻片，*, D干燥，然后用
,J 7K RAR溶液清洗 . 8FG，再用去离子水清洗 7 遍，各 . 8FG。
玻片放入硼酸盐溶液中（.# , @ =LO+>!!,, 8- 0OR V .,, 8-无
水乙醇）孵育 * 8FG。用 ,# 7K RAR液清洗 . 8FG，再用去离子水
清洗 7 遍，各 . 8FG，于空气中干燥，室温保存。
.# U" 样本检测
" " #预杂交：在制备好的芯片 7 个点样区分别加 !, "- 预热
至 U, D的预杂交液。轻轻盖上盖玻片，使预杂交液均匀覆盖
在玻片上，将芯片放入湿盒中，在杂交炉中 UE D保温 7 S。$
杂交：将 7, "-生物素标记的 0(1 产物 C* D变性 * 8FG，立即
冰浴 * 8FG。取出芯片，,J 7K RAR溶液洗涤后 !I D干燥。在芯
片两侧各加 !, "- 杂交液、* "- R&O( 和 ., "- 变性的 0(1 产
物，盖上盖玻片，将芯片放入湿盒中，在杂交炉中 >E D保温
> S。%洗片：取出芯片，用 . / RR( V ,# .K RAR的漂洗液，7, D
下漂洗 * 8FG，再用 ,# . / RR( V ,# .K RAR的漂洗液，7, D下漂
洗 * 8FG，然后室温下用 ,# . / RR( 漂洗。取出芯片，空气中干
燥后置暗盒中保存。&显色：在芯片两侧各加 7, "- A&O，盖上
盖玻片，使 A&O均匀覆盖在玻片上，室温下静置 * T ., 8FG。

!" 结果

7# ." 全血 A=&序列 0(1扩增结果
" " 如图 . 所示：扩增产物长度为 U,, 2W和. 7U> 2W，包含 7 种
遗传疾病需检测的突变位点，为符合实验设计的目的片段，其

混合产物可用于芯片杂交的检测。
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"!’地中海贫血（.&& ’(）

. Q >：!$地中海贫血基因序列特异性片段与 &(+ 基因序列特异性
片段；?：A=&标准（A; 7,,,）

图 #" 全血 $%& ’()扩增产物电泳图

7# 7" 临床样本的检测
" " 如图 7 所示：标本 .、7、!、>、I、.7 均只在正常探针点样点
出现显色斑点，提示这些标本未携带 !$地中海贫血与 &(+ 突
变位点，而标本 *、U、E 则除正常探针点样点以外，还在 ’!E,1
突变探针点样点处出现显色斑点，提示这些标本取自 &(+ 患
者；标本 C、.,、.. 则除正常探针点样点以外，还分别在 (A.I、
(A>. Q >7、%&%&7E 突变探针点样点处出现显色斑点，提示这
些标本为 !$地中海贫血患者，突变类型分别为 (A.I、(A>. Q
>7、%&%&7E。

! " # $ % &

’ ( ) !* !! !"

. Q >，I，.7：正常人；*，U，E：&(+患者（’!E,1）；C Q ..：!$地中海贫
血患者

图 !" 玻璃芯片和不同临床样本杂交检测结果"（生物素）

*" 讨论

" " 如何快速有效的进行产前遗传病的筛查不仅一直
是临床医学的重要研究内容，而且也是我国优生优育

政策实施的有力保障，但是由于受检测技术、经费等多

方面因素的影响，产前遗传病的筛查工作仍有相当大

的难度。本研究以反应 !$地中海贫血和 &(+ 的特征
性基因的主要突变位点为探针，构建基因芯片并对此

芯片进行了验证，为开展这两类疾病的基因芯片诊断

提供了一定的实验数据和参考。

" " !$地中海贫血是一种常染色体隐性遗传病，在我
国南方地区为最常见、危害最为严重的遗传性血液病

之一。现代的分子病理学研究表明，!$地中海贫血是
一组由于 !珠蛋白基因突变导致 ! 珠蛋白肽链合成
减少或缺乏为特征的遗传性溶血性贫血［!］。导致我

国 !$地中海贫血发生的突变基因共有二十多种，最常
见的有 (A>. Q >7（>.# UK）、(A.I（.EK）、%&%&7E
（EJ ,K）、(AI. Q I7（ V &）（!# CK）、%&%&7C（.J 7K）
等突变，这些突变位点集中在 . 段长约 U,, 2W的碱基

..7



链上［!］。"#$是由软骨内成骨缺陷所致的最常见的
遗传性侏儒症，呈常染色体显性遗传，并具有完全外显

性。已发现 "#$ 存在 % 种基因突变，均位于成纤维细
胞生长因子受体 %（&’&(%）的跨膜区，且以该基因的
) )%* 位核苷酸的点突变为主［+］。目前，对 !,地中海
贫血和 "#$尚无有效、特异性的治疗方法，应用基因
诊断技术对高风险的胎儿进行产前诊断，预防重症患

儿的出生是减少这类疾病发生的首要任务。但是，目

前的诊断技术仅能单个逐项的进行基因诊断，!,地中
海贫血的基因诊断多采用 -#(,反向斑点杂交［!］，"#$
的基因诊断多采用 -#(,限制性内切酶分析技术［.］，要
同时诊断这 / 种遗传病，需要多次采血，重复实验操
作，实验时间长，成本高，手续繁琐，对实验室条件要求

较高，不便于临床推广运用。本实验所采用的基因芯

片技术有效地弥补了以上不足，为产前遗传病的大规

模筛查提供了可能。

0 0 基因芯片又称 12" 芯片、12" 微阵列，是近年来
分子生物学及医学诊断技术的重要进展［3，*］，该技术

是通过把大量的寡核苷酸探针或 412"固定在一块面
积较小的硅片、玻片或尼龙膜上，通过与标记的待检核

酸杂交而进行基因诊断或鉴定的技术。该技术可以一

次性对大量序列进行检测和分析，其突出特点在于其

高度的并行性、多样性、微型化和自动化。近年来，基

因芯片被先后用于多种遗传病的检测，表明其在该领

域的独特优势。本研究即为此技术为基础，制备了能

同时检测 !,地中海贫血和 "#$ 的一款基因芯片，并
采用这 / 种疾病患者的标本对此芯片进行验证。
0 0 我们在前期工作中探讨了采用尼龙膜作为芯片载
体，构建单细胞水平 !,地中海贫血诊断膜芯片的诊断
技术［5］。本研究在原有基础上对芯片载体进行了改

进，采用以前醛基修饰玻片作为芯片载体，其目的在于

玻片来源、运输和储存方便，制作成本低，重复性好，特

异性高，退火效率高［)6］，然后是确定检测 !,地中海贫
血和 "#$的探针，这是本研究的关键之一。由于这 /
种疾病的突变位点已比较明确，因此我们选择最为常

见的 #1!) 7 !/、#1)3、8"8"/* 来反应 !,地中海贫血
的主要突变位点，选择 ’%*6( 来反应 "#$ 的主要突
变位点。我们认为，这些位点能够集中、全面的反应这

/ 种疾病的主要突变，因此，保证了此后对患者标本的
成功检测和验证。确定所需检测的突变位点后，我们

进行探针序列的设计、特异性和互补性的比较，并且利

用膜反向斑点杂交技术筛选探针。膜反向斑点杂交技

术将多种探针固定在同一膜上，同时参与检测的样品

12"又互不干扰，故能一次性筛查出多种不同的序
列，极大地提高了筛选出特异探针的准确性。即此，我

们确定了点于玻片上的所有探针的序列。本研究的另

一个关键地方是，建立恰当的反应条件使之在同一个

-#(体系中扩增出 !,地中海贫血的 % 种常见突变和
"#$的 ’%*6(突变。对包含不同基因位点的多个片
段进行扩增需要严格的条件，扩增片段越多，条件将越

苛刻，我们经过多次实验，确定了反应条件，从而实现

一次采血便可完成 / 种疾病基因诊断的实验室操作。
在制备成芯片后，我们利用确诊为 !,地中海贫血和
"#$的标本各 % 例（另设 . 例正常对照）对芯片进行
了验证。检测结果表明，芯片上 !,地中海贫血和 "#$
的特异探针均检测到患者标本中的突变位点，而正常

对照者在相应位点未出现相应结果。本研究表明，本

芯片对于检测 !,地中海贫血和 "#$ 具有一定的可靠
性和稳定性。

0 0 总之，本研究采用醛基玻璃为载体，用 +9端生物
素标记的引物，制备了能同时检测 !,地中海贫血和
"#$的一款基因芯片，该芯片具有较好的重复性和特
异性，具备一定的临床应用前景，其诊断价值评价尚需

进一步研究。
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