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９５３例重庆地区地中海贫血基因突变类型分析
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　　［摘要］　目的　了解重庆地区α与β地中海贫血（地贫）的基因突变类型和频率，预防地中海贫血患儿的出生，减少
出生缺陷。方法　 采用多聚酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）和反向斑点杂交（ｒｅｖｅｒｓｅｄｏｔｂｌｏｔ，ＲＤＢ）技术对
１７０９例我院小细胞低色素贫血疑似地贫患者进行地贫基因诊断分析。结果 　１７０９例受检者确诊为地贫者９５３例，其中
α型地贫 ３８１例（１５１１例受检），阳性率为 ２５．２２％，包括 －－ＳＥＡ／αα缺失 ２９５例（７７．４３％），－α３．７／αα缺失 ４４例
（１１５５％），－α４．２／αα缺失１０例（２．６２％），－α３．７／－－ＳＥＡ１５例（３．９４％），－α４．２／－－ＳＥＡ缺失 ２例（０．５２％），－α３．７／
－α３．７缺失１例（０．２６％），－－ＳＥＡ／－－ＳＥＡ缺失（Ｂａｒｔ’ｓ水肿胎）４例（１．０５％），ＨｂＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ（ＨｂＣＳ）５例（１．３１％）、
ＨｂＱｕｏｎｇＳｚｅ（ＨｂＱＳ）５例（１．３１％）。β型地贫５５５例（１３７０例受检），阳性率为４０．５１％，其中ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ）基因
类型１５８例为最常见，ＣＤ１７（Ａ→Ｔ）１５４例和ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ→Ｔ）１３３例基因突变类型略低于ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ）基因突
变类型。β地贫中杂合子共５３４例，双重杂合子２０例，ＣＤ１７纯合子１例。α复合β地贫１７例（１１７２例受检），阳性率为
１４５％ 。结论 　 初步阐明重庆地区人口中的α与β地贫的基因突变类型和频率。应加强重庆地区地中海贫血的筛查，
以减少地中海贫血患儿的出生。
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　　地中海贫血临床上常见类型有 α地贫和 β地贫
两种，目前还没有有效的治疗方法。对于 α、β地贫造
成的严重贫血，只能依赖长期输血维持生命。应用

ＤＮＡ分析技术对该病进行早期产前诊断和选择性终
止妊娠以防重症患儿出生，是国际上公认的首选办法，

有着重要的优生学意义［１－２］。α、β地贫的分布基本一
致，主要分布在南方，如广东、广西有较高的发病

率［３］。在其他南方省份，如云南、贵州、四川等也有一

定的发病率。为了解重庆地区的地中海贫血分型，预

防地中海贫血患儿的出生，减少出生缺陷，本研究对

２００７年以来我院疑似患者进行地中海贫血筛查和基
因型分析，现将结果总结报告如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集 ２００７年 ５月至 ２０１１年 ６月本院住院或门诊患者
１７０９例，年龄１～４２岁，包括新生儿２３６例，余男性４５０例，女
性１０２３例，主要为重庆市及周边居民。其中收集血液标本
１２８７例，患者有贫血症状或有地贫家族史，羊水１８６例，脐血
２３６例。
１．２　方法
１．２．１　地贫筛查　　采用全自动血细胞分析仪进行血常规分
析。国际地贫协会［２］推荐使用的地贫筛查诊断截断值（ｃｕｔｏｆｆ
ｖａｌｕｅｓ）是ＭＣＶ＜７９ｆＬ和 ＭＣＨ＜２７ｐｇ，国内实验室 ＭＣＶ取值
较为广泛，一般取值＜８０ｆＬ［４－５］。

１．２．２　标本采集和制备　　ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒提取血液筛查阳
性者的ＥＤＴＡ２Ｋ２抗凝外周静脉血、高风险胎儿的脐血或羊水、
携带者分娩后的脐带血ＤＮＡ。
１．２．３　地贫基因诊断　　采用深圳益生堂生物企业有限公司
生产的检测试剂盒进行。α地贫基因诊断：采取ＧａｐＰＣＲ方法
诊断中国人常见的３种缺失型 α地贫，即东南亚型（－－ＳＥＡ／
αα）基因缺失、－α３．７／αα基因缺失和 －α４．２／αα基因缺失。
ＰＣＲ反应条件：９６℃ １５ｍｉｎ，９８℃ ４５ｓ→６４℃ ９０ｓ→７２℃
９０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ，取２～４μｌ的ＰＣＲ产物
在１．２％的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察基因图谱为１８００、
２０００、１６００、１３００ｂｐ的条带，分别为 α珠蛋白正常基因、
－α３．７型、－α４．２型和－－ＳＥＡ缺失型的扩增产物。ＧａｐＰＣＲ和反
向斑点杂交（ｒｅｖｅｒｓｅｄｏｔｂｌｏｔ，ＲＤＢ）法对α地贫基因突变进行检
测，包括３种 α珠蛋白基因突变类型［ＨｂＷＳ（ＣＤ１２２），ＣＡＣ→
ＣＡＧ；ＨｂＱＳ（ＣＤ１２５），ＣＴＧ→ ＣＣＧ；ＨｂＣＳ（ＣＤ１４２），ＴＡＡ→
ＣＡＡ］。β地贫基因检测：采用 ＲＤＢ方法诊断中国人群中常见
及稀少突变的共１７种 β地贫基因突变类型，包括：ＣＤ４１－４２
（－ＴＣＴＴ），ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ→Ｔ），ＣＤ１７（Ａ→Ｔ），－２８（Ａ→Ｇ），
ＣＤ２６（Ｇ→Ａ），ＣＤ７１－７２（＋Ａ），ＣＤ４３（Ｇ→Ｔ），－２９（Ａ→Ｇ），
起始密码子 ＡＴＧ→ＡＧＧ，ＣＤ１４－１５（＋Ｇ），ＣＤ２７－２８（＋Ｃ），
－３２（Ｃ→Ａ），－３０（Ｔ→Ｃ），ＩＶＳ－１－１（Ｇ→Ｔ），ＩＶＳ－１－５（Ｇ
→Ｃ），ＣＤ３１（Ａ→Ｃ），ＣＡＰ＋４０－＋４５（－ＡＡＡＣ）。按照操作说
明书进行操作。取 ＤＮＡ２μｌ加入反应管中，ＰＣＲ条件：５０℃
１５ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，然后９４℃ ６０ｓ→５５℃ ３０ｓ→７２℃ ３０ｓ
经３５个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。将扩增产物与结合有中
国人较常见的１７种β地贫基因突变寡核苷酸探针的膜条进行
反向点杂交，鉴定β地贫基因突变的类型。非缺失型α地贫和
β地贫通过杂交膜条斑点显色特点确定基因型，正常斑点全部
显色且无异常突变斑点同时显色为基因型正常，突变斑点及其
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相应正常斑点同时显色，根据显色突变斑点的基因型确定为相

应基因型的地贫杂合子，突变斑点显色而相应正常斑点不显

色，为显色突变斑点基因型地贫纯合子。

２　结果

２．１　１７０９例地贫检测结果
　　血常规筛查１７０９例疑为地贫患者，进行 ＰＣＲ和 ＲＤＢ地
贫基因诊断检测，检出地贫基因者９５３例，其中基因类型分别
为α地贫基因３８１例、β地贫基因５５５例、β和α地贫基因复合
存在１７例。
２．２　α地中海贫血基因检测结果
　　ＧａｐＰＣＲ反应后，可根据扩增产物的片段长度判断出不同
类型的异常缺失类型（图１）。检出α地中海贫血３８１例，基因突
变频率为３９．９８％，其中包括－－ＳＥＡ／αα缺失２９５例（７７．４３％），
－α３．７／αα缺失４４例（１１．５５％），－α３．７／－－ＳＥＡ１５例（３９４％），
－α４．２／αα缺失 １０例（２．６２％），－α４．２／－－ＳＥＡ缺失 ２例
（０５２％），－α３．７／－α３．７缺失 １例（０．２６％），并发现 －－ＳＥＡ／
－－ＳＥＡ缺失（Ｂａｒｔ’ｓ水肿胎）４例（１．０５％），ＨｂＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ
（ＨｂＣＳ）５例（１．３１％）、ＨｂＱｕｏｎｇＳｚｅ（ＨｂＱＳ）５例（１．３１％）。
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图１　α珠蛋白基因突变异常电泳结果

２．３　β地中海贫血基因检测结果
　　５５５例β地贫中，共检出１１种基因突变类型，其中ＣＤ４１－
４２（－ＴＣＴＴ）基因类型最常见，ＣＤ１７（Ａ→Ｔ）和ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ
→Ｔ）基因突变类型略低于 ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ）基因突变类
型。β地贫中杂合子共５３４例，双重杂合子２０例，ＣＤ１７纯合子
１例。各基因型的例数及构成比如表１所示。

３　讨论

　　地中海贫血在人类遗传病中较为常见，是指因珠
蛋白合成肽链时受阻而引发的特异性隐性遗传病［６］。

地中海贫血在东南亚、地中海等地区多见［７］，在我国

则常见于南方人群。由于重庆地区人口基数大，流动

人口多，病例数也不少，加强地贫的筛查对优生优育有

重大意义。本研究病例为门诊或住院有小细胞低色素

性贫血症状疑似地贫的患者，以及来我院做产科检查

的孕妇。在筛查的病例中，基因诊断的阳性率为

５５７６％，其中 α地贫的阳性率为２５．２２％，β地贫的
阳性率为４０．５１％，β阳性率略高于α。与四川地区报
道［８］β地贫基因携带率高于 α地贫相似，而与两广地
区则相反。

表１　重庆地区人群地中海贫血的基因类型及构成比
基因类型　　　　 ｎ 构成比（％）

α杂合子
　－－ＳＥＡ／αα ２９５ ３０．９５
　－α３．７／αα ４４ ４．６２
　－α４．２／αα １０ １．０５
α双重杂合子
　－α３．７／－－ＳＥＡ １５ １．５７
　－α４．２／－－ＳＥＡ ２ ０．２１
α纯合子
　－－ＳＥＡ／－－ＳＥＡ ４ ０．４２
　－α３．７／－α３．７ １ ０．１０
α点突变
　ααＱＳ／αα ３ ０．３２
　ααＣＳ／ααＣＳ ４ ０．４２
α缺失突变复合
　ααＱＳ／－－ＳＥＡ ２ ０．２１
　ααＣＳ／－－ＳＥＡ １ ０．１０
β杂合子
　ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ） １５８ １６．５８
　ＣＤ１７（Ａ→Ｔ） １５４ １６．１６
　ＣＤ７１－７２（＋Ａ） １４ １．４７
　ＣＤ４３（Ｇ→Ｔ） １５ １．５８
　ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ→Ｔ） １３３ １３．９６
　－２８（Ａ→Ｇ） ２０ ２．１
　－２９（Ａ→Ｇ） １０ １．０５
　ＩＶＳ－１－１（Ｇ→Ｔ） １ ０．１０
　ＣＤ１４－１５（＋Ｇ） ６ ０．６３
　ＣＤ２７－２８（＋Ｃ） １２ １．２６
　βＥ位单碱基突变杂合子 １１ １．１５
β双重杂合子
　－２９／βＥ １ ０．１０
　ＣＤ４１－４２／ＩＶＳ－２－６５４ １ ０．１０
　ＣＤ２７－２８／－２８ ２ ０．２１
　ＣＤ７１－７２／ＩＶＳ－２－６５４ １ ０．１０
　ＣＤ１７／βＥ １ ０．１０
　－２８／－２９ １ ０．１０
　ＣＤ４１－４２／ＣＤ１７ ３ ０．３２
　ＣＤ４１－４２／ＣＤ２７－２８ １ ０．１０
　ＩＶＳ－２－６５４／βＥ ２ ０．２１
　ＣＤ２７－２８／βＥ １ ０．１０
　ＣＤ１７／ＣＤ３１ １ ０．１０
　ＣＤ１７／－２８ １ ０．１０
　ＣＤ１７／ＩＶＳ－２－６５４ ３ ０．３２
　－２９／ＩＶＳ－２－６５４ １ ０．１０
β纯合子
　ＣＤ１７（Ａ→Ｔ）／ＣＤ１７（Ａ→Ｔ） １ ０．１０
α／β复合杂合子
　－－ＳＥＡ／αα／ＣＤ１７ ３ ０．３２
　－α３．７／αα／ＣＤ１７ ２ ０．２１
　－α３．７／αα／ＩＶＳ－２－６５４ ５ ０．５２
　－－ＳＥＡ／αα／ＩＶＳ－２－６５４ １ ０．１０
　－－ＳＥＡ／αα／ＣＤ４１－４２ ２ ０．２１
　－α３．７／αα／ＣＤ４１－４２ １ ０．１０
　－－ＳＥＡ／αα／ＣＤ２７－２８ １ ０．１０
　－α４．２／αα／ＣＤ４１－４２ １ ０．１０
　－α４．２／αα／ＩＶＳ－２－６５４ １ ０．１０
　合计 ９５３ １００

　　α地中海贫血与 α珠蛋白肽链合成被抑制密切
相关。临床症状轻者仅表现出细微的血液学变化，重

者则可能导致胎死腹中或早产后死亡。α地中海贫血
分为缺失型和非缺失型２种，目前人类不同种族中已
发现至少有４３种此类缺失，中国人群中发现有９种。
其中临床常见的缺失型 α地贫主要有３种：东南亚型
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（－－ＳＥＡ／αα）基因缺失、（－α３．７／αα）基因缺失和
（－α４．２／αα）基因缺失。本组中３８１例 α缺失地中海
贫血中，东南亚型（－－ＳＥＡ／αα）缺失型为２９５例，右缺
失型（－α３．７／αα）杂合子４４例、左缺失型（－α４．２／αα）
杂合子１０例，提示本地区的α地中海贫血基因主要以
东南亚缺失型为主，遗传异质性较小。β地中海贫血
是因β珠蛋白合成时基因发生突变，最终导致球蛋白
合成减少而发病［９］。目前人类不同种族中已发现至

少１８６种β地中海贫血突变基因［１０］，中国人中已发现

有２９种，其中ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ）、ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ→
Ｔ）、ＣＤ１７（Ａ→Ｔ）、－２８（Ａ→Ｇ）、ＣＤ７１－７２（＋Ａ）、
－２９（Ａ→Ｇ）、ＣＤ４３（Ｇ→Ｔ）是常见的 ７个突变位
点［１１］。本研究共检出１１种 β地贫的基因突变类型，
是国内报道中检出基因组合较多的，说明此地区 β地
中海贫血基因异质性较大、遗传背景较复杂。β地贫
以ＣＤ４１－４２（－ＴＣＴＴ）、ＩＶＳ－２－６５４（Ｃ→Ｔ）和 ＣＤ１７
（Ａ→Ｔ）为主，占８２．８８％。其中，ＣＤ４１／４２（－ＴＣＴＴ）
是最常见的β地贫基因突变类型，与国内文献［１２］报
道一致。本研究对受检对象地贫基因诊断除了做 α
缺失和 β突变外还进行 α点突变的检测，有１０例发
生了α点突变，突变率０．６６％。
　　珠蛋白基因检测是地贫的确认实验，目前比较成
熟、可用于临床诊断的实验技术有ＰＣＲ扩增结合凝胶
电泳技术、膜反向斑点杂交技术、ＤＨＰＬＣ技术、液态悬
浮点阵技术等［１３－１６］，这些技术虽然检测特异性高，但

是都具有局限性，有一定的适用范围。ＰＣＲ扩增结合
凝胶电泳技术常规仅用于对 α缺失型地贫基因的检
测，本研究应用改良 ＧａｐＰＣＲ多重检测技术，对 α珠
蛋白基因上－－ＳＥＡ、－α３．７和－α４．２基因位点的缺失进
行了检测。膜反向斑点杂交技术和液态悬浮点阵技术

属于基因芯片技术范畴，膜反向斑点杂交技术以膜作

为杂交载体，而液态悬浮点阵技术是以荧光微球作为

杂交载体［１６］，也被称为“液相芯片”，具有杂交速度快、

杂交反应不需洗涤、对实验室污染少等优点，为较好的

实验技术平台。但目前液态悬浮点阵技术只能对 β
地贫基因的８个常规突变点进行检测，有待于进一步
开发。本研究应用的膜芯片反向点杂交技术可进行

β地贫基因上 １７个位点突变和 α地贫基因上 αＣＳ、
αＱＳ和αＷＳ３种点突变类型的临床诊断，是目前国内检
测珠蛋白基因突变位点最多的芯片系统，具有较高的

临床应用价值。反向斑点杂交技术被公认为准确可靠

的β地中海贫血的基因诊断方法［１７］。ＤＨＰＬＣ技术是
近年发展起来的一种高效、快速和准确的核酸片段大

小、点突变检测技术，该技术不需要杂交实验，可用

ＰＣＲ产物直接检测，在几分钟内出结果［１５，１８］，是一个

很有潜力的技术平台，但是目前该技术只能对 β地贫
基因的８个常规突变点进行检测。专家指出，基因诊

断是确诊重型β地中海贫血的“金标准”，但在采用反
向斑点杂交技术诊断地中海贫血时，需注意“假阴

性”。因此，临床诊断地贫，要同时选择检测基因缺失

和基因突变的方法，对重症患者在基因未能明确诊断

时，应在调查家族资料证实父母均为轻型地中海贫血

的背景下，采用基因测序技术加以诊断。
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