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单细胞水平β 地中海贫血诊断膜芯片检测技术的探讨
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　　提　要:目的　对在单细胞水平 β 地中海贫血诊断膜芯片检测技术进行探讨。方法　采用 15 个碱基的随机引物对

单个细胞的基因组进行引物延伸预扩增(Primer extension preamplification , PEP),取其产物 5 μl分别对 β 地中海贫血的目的

基因片段进行巢式或半巢式扩增 ,然后采用反向斑点杂交(Reverse dot blot , RDB)技术检测 β 地贫突变型。结果　将这些

技术应用于 4例已经确定突变基因型的 β 地贫患者及 1例正常女性 ,检测结果与预料的相符。结论　结合我们的实验结

果 ,提示在单个细胞或微量 DNA模板水平运用基因芯片技术进行遗传病检测是可行的 , 而且将来在胚胎植入前基因诊断

和无创性产前诊断领域可能有一定的实用价值。
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The study of genechip technology for the diagnosis of β-thalassemia mutations from a

single cell
YI Ping , LI Li , DENG Bing , ZHU Qian-yong , ZHOU Yuan-guo (Department of Obstetrics and Gynecology , Daping Hospital , Third
Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the feasibility of genechip technology for the diagnosis of β-thalassemia muta-

tions from a single cell.Methods　The genome of an individual cell was amplified by primer extension preamplifica-

tion(PEP)by the mixture of 15-base random oligonucleotides.The products(5 μl)from PEP were used to amplify

the objective gene fraction of β-thalassemia gene by nested or semi-nested PCR , and then reverse dot blot hybridiza-

tion method was applied for the diagnose of β-thalassemia mutations with specific oligonucleotide probes.Results　

The methods mentioned above were applied to 4 patients with β-thalassemia confirmed and 1 normal female successful-

ly .The diagnostic results from a single cell were the same to the ones of the whole blood.Conclusion　The method

combining the genechip technology with PEP has a certain feasibility for the diagnosis of β-thalassemia mutations in a

single cell and can be used in pre-implantation genetic diagnosis and noninvasive prenatal diagnosis.
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　　β地中海贫血是一组由于 β珠蛋白基因突变而导

致 β珠蛋白肽链合成减少(β+)或缺乏(β -)为特征的

遗传性血液病。β地中海贫血的分子基础主要为单碱

基置换 、小的缺失和插入 ,目前在世界范围内发现的此

类突变达 160余种 ,其中在中国发现的有 21种。Saiki

等[ 1]人提出采用 PCR/反向斑点杂交(PCR/RDB)技术

同时检测全血 β地中海贫血基因突变位点技术 ,使 β

地中海贫血基因突变诊断取得了较大进展 ,操作相对

简便及省时 ,已经在临床上开展[ 2 ,3] 。

　　胚胎植入前诊断是近 20年来辅助生殖技术与分
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子生物学技术的飞速发展而产生的一项新技术 ,它指

在胚胎植入前对胚胎进行检测 ,确定胚胎正常后 ,再进

行移植 ,从而阻断遗传病的发生[ 4] 。近年来 ,利用孕妇

外周血的胎儿细胞进行产前基因诊断是另一种具有潜

力的非侵入性产前诊断方法。将这些技术应用于临

床 ,那么建立一种在单个细胞或微量 DNA模板水平进

行准确 、简单的诊断方法具有非常重要意义 。因此我

们对在单个细胞水平的 β地中海贫血诊断检测技术进

行探讨 ,试验此技术的可行性 ,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂
　　200 μl PCR专用薄壁反应管(美国 QSP产品), 15 个碱基的

随机引物以及 β 地中海贫血的内外引物序列 , 见表 1 , 由大连宝

778
第 25 卷第 9期

2003 年5 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.9
May.2003

DOI :10.16016/j.1000-5404.2003.09.015



生物有限公司合成 , DNA 聚合酶(EXTaqTM)及 PCR 相关试剂

(TaKaRa产品), β 地中海贫血常见 8种突变的等位特异性寡核

苷酸(Allele specific oligonucleiotide , ASO)探针(重庆儿童医院惠

赠), 基因扩增仪(PTC-100 ,MJ)。

表 1　β 珠蛋白基因的内外引物序列

Tab 1　Sequence of the primers used for the amplification of β globin gene

β g lobin gene primer primer sequence size of product(bp)

AB segment Outer primerF5′-GTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCA-3′́

(AB1) R5′-AACATCAAGGGTCCCATAGACTCAC-3′ 649

Nested primer R5′-TGCAGCTTGTCACAGTGCAGCTCACT-3′ 602

(AB2) F5′-GTGTACACATATTGACCAAA-3′́

CD segment (CD1) R5′-AGCACACAGACCAGCACGTT-3′́ 423

Nested primer F5′-GGGCAATAATGATACAAT-3′́

(CD2) R5′-GAGCTGTGGGAGGAAGAT-3′́ 275

1.2　β地中海贫血常见突变诊断膜芯片的制备
　　将 β 地中海贫血常见 8 种突变点的 ASO 探针手工点样于

尼龙膜上 , 80 ℃真空干烤 30 min , 在 254 nmUV 光源下以 60 J/

cm2 的强度下进行交联。

1.3　全血 DNA抽提

　　采用NP40快速提取法抽提 DNA , 置 4 ℃冰箱备用。

1.4　全血 DNA的 PCR扩增体系

　　使用 PCR分别扩增全血 DNA β 地中海贫血的四个目的片

段 ,验证引物的有效性。 向 PCR管分别加入各自的引物 , 10×

PCR缓冲液5 μl , 25 mmol/ L MgCl2 3 μl , 2.5 mmol/ L dNTP 4 μl ,

DNA聚合酶(5 U/μl)0.25μl , 25 μmol/L AB1引物或 CD1 引物各

1 μl , 2μl人血 DNA(1 μg), 最后加双蒸消毒水至 50 μl。混匀离

心后 ,置入基因扩增仪 , 94 ℃预变性 5 min 后 ,开始循环:94 ℃、

30 s , 55 ℃、30 s , 72 ℃、1 min , 循环30 次 ,最后 72 ℃延伸 10 min。

5 μl扩增产物和 DNA分子质量标准 DL2000(TaKaRa), 溴化乙锭

染色 ,在 1%琼脂糖凝胶上电泳 ,紫外透射仪下检查及拍照。

1.5　单个淋巴细胞提取[ 5]

　　抽取外周血 ,淋巴细胞分离液分离淋巴细胞 , 采用显微操

作法获得单个淋巴细胞。 这些细胞用 PCR缓冲液(10 mmol/ L

Tris-HCL , 50 mmol/ L KCl , 1.5 mmol/ L MgCl2)洗涤 3次 , 从第 3 次

洗涤细胞后的 PCR缓冲液微滴中取出 2μl , 作为阴性对照 , 将

单个细胞移入装有 10 μl双蒸消毒水的 PCR薄壁反应管中 , 并

迅速置入-20 ℃冰箱内。

1.6　单个淋巴细胞的PEP预扩增体系

　　将装有单个细胞的 PCR管从-20 ℃冰箱取出 , 融化后 , 加

上 50μl 液状石蜡 , 95 ℃热变性 30 min。参照 Zhang 等[ 6]的方

法 ,向样本 PCR管加入 PCR 混合液(10×PCR 缓冲液)5 μl , 25

mmol/ L MgCl2 5μl , 2.5 mmol/L dNTP 2μl , DNA 聚合酶(5 U/μl)0.

8 μl , 330μmol/ L 15 个碱基随机引物 5 μl , 最后加双蒸消毒水至

50 μl。扩增程序为:92 ℃、1 min , 37 ℃、2 min , 37 ℃逐渐升至 55

℃(1 ℃/10 s), 55 ℃、4 min , 循环 50次。

1.7　单个淋巴细胞的目的片段的巢式或半巢式 PCR

及标记

　　取 PEP产物 5 μl /份作为模板 , 分别巢式扩增 β 地中海贫

血的两个目的片段。反应体系中第一轮 PCR体系 ,除模板 DNA

不同外 ,其它反应成分与全血 PCR相应的扩增体系相同。扩增

条件为 , 94 ℃预变性 5 min后 , 开始循环:94 ℃、30 s , 62 ℃、90 s ,

循环 30次 , 最后72 ℃延伸 10 min。第二轮循环取第一轮产物2

μl作为模板 ,引物则加 AB2 与CD2 引物各1 μl , 0.3 μl生物素标

记的 dUTP , 其余的反应成分与第一轮循环相同。反应条件为:

95 ℃预变性 5 min , 开始循环 , 94 ℃、30 s , 55 ℃、1 min , 72 ℃、1

min循环 30 次 , 72 ℃、10 min。取 5 μl扩增产物 , 在 2%琼脂糖

凝胶上电泳 ,溴化乙锭染色 , 在紫外透射仪下检查及拍照。

1.8　杂交 、洗膜与检测
　　于 15 ml的塑料管中加 12 ml溶液1(2×SSC , 0.1%SDS), 将

膜芯片浸入 , 加上述两种巢式 PCR 产物各 45 μl。加盖后在

10 ℃水浴加热 10 min , 然后在40 ℃水浴中振摇6 h。继将膜芯

片转入 42 ℃水浴预热的 30 ml溶液 2(0.5×SSC , 0.1%SDS)中

振摇 10 min , 将膜芯片再转入 20 ml的溶液 1(内含 5 μl辣根过

氧化物酶连链霉抗生物素蛋白 , Roche)中 , 在室温振摇 15 ～ 30

min。取出膜芯片在溶液 1 和溶液 3(0.1 mol/ L柠檬酸钠)中各

洗膜 10 min 两次。然后将膜芯片浸入 5 ml显色液(含 2 mg/ml

四甲基联苯胺0.25 ml和3%H2O2 10μl ,用溶液 3 配制)中 , 室温

下避光保持 10～ 20 min。阳性结果为蓝紫色斑点。

　　为了实验的可行性 , 应用以上方法用于已经确定突变基因

型的 4 例β 地中海贫血患者及 1 例正常女性(经过他们同意后采

血)进行基因诊断。这 4 例患者突变基因型分别为:β17(A※T)/

N;IVS-Ⅱ-654(C※T)/β17(A※T);β41-42(-CTTT)/N;β-28(A※G)/

N。

2　结果

2.1　全血 DNA试验
　　全血 DNA 样本 PCR均能扩增出 β 地中海贫血的四个目的

片段的电泳带 ,见图 1。

Lane M:Size marker of DL2000

图 1　全血 DNA 的β 地中海贫血 PCR 扩增产物电泳

Fig 1　Amplification of four destination fragments of β-thalassaemia

gene from the whole blood

2.2　单个淋巴细胞实验
　　5例淋巴细胞经 PEP 和巢式或半巢式PCR扩增后产生AB2

和CD2 电泳带 ,见图 2 ,杂交后结果显示:4 例 β 地中海贫血及 1
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例正常女性 ,与预料的检测结果相符 , 见图 3。

Lane C1:Negative control of distilled water;Lane C2:Negative control of

PCR buffer solution used for washing a cell;Lanes 1～ 5:Amplif ied prod-

ucts of β-thalassemia samples;Lane M:Size marker of DL2000

图 2　单细胞的巢式 PCR产物电泳　a:AB2;b:CD2

Fig 2　Nested or semi-nested ampl ification of AB2(a)and CD2(b)

from a single cell

For each strip, the normal ASOs are f ixed in the upper row , and the mutant

allele probes applied in the lower row.The β-thalassemia genotype of each

sample is indicated on the right

图 3　β 地中海贫血常见突变诊断膜芯片的杂交结果

Fig 3　Detection of β-thalassaemia mutations by reverse dot blot

3　讨论

　　PCR技术的灵敏度已达到单细胞水平 。但是该技

术的一个局限之处是单个细胞仅能利用一次 。而仅靠

这一次的基因分析要对单细胞的多个基因作出诊断是

不可能的。Zhang等[ 6]采用 15个碱基的随机引物对单

个细胞进行预扩增。这种随机引物在 DNA聚合酶的

作用下 ,经过多轮循环把原有的基因组拷贝数放大数

十倍 ,随后从终产物中分别取出数小份作为模板再进

行PCR ,对多个基因或一个基因的多个位点进行分析 ,

而且如果实验不理想或失败时可以利用 PEP 产物重

复实验 ,提高了诊断的准确性。而且他们深入地研究

PEP的效率 ,认为单个拷贝的单倍体细胞 PEP 后至少

可使 78%的基因组序列复制 30倍以上。国内学者[ 7]

采用 10个碱基的随机引物进行预扩增 ,也取得了较好

的扩增效果。

　　在辅助生殖医学领域 ,利用 PEP 技术行胚胎植入

前基因诊断 。对于植入前的胚胎而言 ,可用于分析的

细胞数一般只有 1 、2个 ,利用 PEP 方法可使一个细胞

用于基因诊断的 DNA模板大大增多 ,从而扩大了诊断

范围。在无创性产前诊断领域 ,也可以利用母体外周
血中极少量的胎儿细胞 ,如胎儿有核红细胞 ,首先进行

PEP ,然后进行基因分析 。
　　尽管基因芯片技术已经取得了长足的发展 ,得到
世人的瞩目 ,美国 Affymetrix 公司研制出可检测 1 000

种人类SNPs的基因芯片 ,我国联合基因公司也研制出
地中海贫血诊断芯片 ,但由于存在着许多难以解决的

问题 ,例如重复性差 、检测灵敏度较低 、技术成本昂贵 、
复杂等问题 ,目前这些较高密度微型芯片仍不能在临
床中推广应用。反向斑点杂交技术是将一系列针对基

因突变的ASO探针固定在尼龙膜条上 ,用此膜条与扩
增的目的基因片段杂交 ,一次即可筛查样品中多种突

变并确诊其基因型。β地中海贫血多种突变诊断膜条
实际上是一种以尼龙膜为载体的低密度芯片 ,在临床
中已得到较广泛的应用。因此本实验采用 β地中海贫

血多种突变膜芯片 ,其主要目的是试验单个细胞或微
量DNA模板水平的 β 地中海贫血多种突变同时诊断

的可行性 。我们使用 PEP 技术对单个细胞或微量模

板进行预扩增 ,用其扩增产物进行目的片段的扩增与
标记 ,然后进行杂交和检测 ,将这些技术应用于 4例 β

地中海贫血及 1例正常女性 ,其结果与全血的检测结

果相符 。值得一提的是 ,如果对每一小份 PEP 产物设

计更多的引物 ,那么可以扩增更多的基因片段 ,同时结

合我们的实验结果 ,可以提示在单个细胞或微量 DNA

模板水平运用基因芯片检测技术进行诊断是可行的 ,

而且随着基因芯片尤其芯片实验室的发展与成熟 ,在

胚胎植入前基因诊断和无创性产前诊断领域开展芯片

检测技术为期不远。
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境障碍患者治疗前 P300波幅低 , 与 Blackwood 等[ 5] 发现抑郁组

P3 波幅显著低于对照组报道一致。

3.2　5-HT对 P300电位的影响

　　P300 电位是脑内不同部位神经细胞电活动的综合场电位 ,

受多种神经递质系统的调控 ,主要包括多巴胺 、去甲肾上腺素 、

5-HT、γ-氨基丁酸(GABA)和某些神经肽等。例如苯二氮卓类药

物的应用 ,能促进 GABA的抑制作用 , 引起 P300 潜伏期延长或

波幅降低;而新一代抗抑郁药 5-HT再摄取抑制剂(SSRI)的研发

进一步证实抑郁障碍和中枢神经介质 5-HT降低有关。 Ito 等[ 6]

已证明阿尔茨莫病型痴呆病人的 P300 潜伏期延长 、波幅极大

地降低 ,脑脊液中 5-羟基吲哚乙酸(5-HIAA , 5-HT代谢产物)降

低 ,P300 波幅与 5-HIAA 浓度间有很显著的相关性 , 说明 5-HT

系统能调节阿尔茨莫病人的 P300 ,阿尔茨莫病人尸解发现海马

中乙酰胆碱转移酶和 5-HT与 5-HIAA浓度降低 , 也支持这种观

点[ 7] 。2000 年 , Paul Greengard 博士已发现生物体的警觉 、情绪

状态是通过多巴胺 、去甲肾上腺素 、5-HT 等慢速突触传递方式

实现的 , 这种慢速突触传递可以对控制语言 、运动和感觉的快

速突触传递加以调控。这一重大发现揭示了精神情感智商对

智力智商的影响和作用 , 同时也解释了抑郁障碍患者 P300 变

化的可能机制。

3.3　综合治疗对恶劣心境障碍患者 P300的影响
　　结果证明恶劣心境障碍患者以放松治疗和口服 SSRI(百忧

解)8周末 , 不仅临床症状改善 , SDS、HAMD总分降低 , 而且 P300

潜伏期与波幅和治疗前比较 ,亦达到显著性水平。说明恶劣心

境障碍这一类轻型抑郁和重型与双相抑郁一样 , 其情绪障碍仍

和5-HT 密切 ,同样可影响患者的认知功能;但只要及时识别 、

正规治疗 ,情绪低落和认知障碍是能恢复正常的。

3.4　关于对抑郁障碍者 P300研究的不同发现
　　有报道事件相关电位与抑郁症的临床分型有关 , 如精神症

性抑郁组的 P300 波幅显著较低
[ 8]
。有自杀企图的抑郁患者的

P3波幅显著减小[ 9] 。重型抑郁组 P3 潜伏期较对照组显著延

长 ,而非典型抑郁组与对照组无显著区别[ 8] 。 Johnson 等[ 10] 报

道具有高度正性或负性情感值的刺激较中性刺激所引出的

P300 波幅大。这些研究的发现可能系条件差异所致。尚未见

有关恶劣心境障碍患者 P3 的系统研究报道 , 尚需进一步探索。

3.5　本研究所引发的思考
　　恶劣心境障碍 ,虽属轻型抑郁 、不伴精神病性障碍 、社会功

能无严重受损 ,但其抑郁的核心症状持久 , 使患者长期消极应

付日前的生活 、学习和工作 , 有的甚至因躯体化症状辞离良好

的工作 、环境 ,整天苦心奔波于大小医院。 可见这种轻型抑郁

正像其病程一样持续地困扰着病人 ,并使他们的社会功能长期

受到不同程度的影响 ,其中部分病人也可因反复出现自杀观念

发生自杀行为。实际上在其中部分患者系轻度抑郁还是重型

抑郁 ,一时无明确界限 , 甚至这两种抑郁可共存于一个病人。

为此要呼吁同道们 ,应更加重视这类占抑郁障碍比例最大的恶

劣心境障碍的研究。
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