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广东地区中间型 β地中海贫血的基因分析

张力，区小冰，余一平

（广州市儿童医院检验科血液室，广东 广州　５１０１２０）

　　［摘　要］　目的　探讨广东地区中间型β地中海贫血（β地贫 ）的分子遗传学机制，为中间型β地贫的基因
诊断和基因治疗提供科学依据。方法　应用基因芯片，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交和ＤＮＡ直接测序技术，对广东地区１８例
中间型β地贫患儿进行α，β及γ珠蛋白基因的分子遗传学分析。结果　在１８例中间型 β地贫患儿中，１例为 β
基因ＴＡＴＡｂｏｘ２８（Ａ→ Ｇ）突变纯合子，１例为β基因βＥ２６（Ｇ→ Ａ）突变纯合子，１０例为ＴＡＴＡｂｏｘ２８（Ａ→ Ｇ）
与其他β基因突变的双重杂合子，２例为βＥ２６（Ｇ→ Ａ）与其他β基因突变的双重杂合子，４例为β地贫同时复合
α地贫。结论　中间型β地贫的分子遗传学机制有高度的异质性，广东地区中间型β地贫的分子遗传机制与中国
其他地区相比有差别。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３５８－３６０］
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　　β地中海贫血（β地贫 ）是广东地区常见的遗
传性疾病，临床上根据患者贫血的严重程度分为轻

型，中间型及重型β地贫［１］。中间型β地贫主要指
那些贫血程度较轻，血红蛋白能维持在６５ｇ／Ｌ以
上，不需输血或仅需偶尔输血的患者［２］。中间型 β
地贫患者除了有 β基因的突变外，还受其他遗传因
素的影响，其分子缺陷的异质性已引起了人们的广

泛关注［３］。因此，开展中间型 β地贫的研究，对进
一步探讨 β地贫的发病机制，基因诊断和基因治疗
有重要的意义。

１　材料和方法

１．１　材料
标本来源：根据临床表现，血液学检查及血红蛋

白电泳诊断的１８例中间型β地贫患儿，年龄３月至
８岁，男１４人，女４人，均为广东籍人，汉族，其相互
间无亲缘关系。

样本ＤＮＡ的抽提：ＤＮＡ抽提试剂盒采用德国Ｉｎ
ｖｉｔｅｋ公司的ＩｎｖｉｓｏｒｂＳｐｉｎＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ血液抽提试
剂盒，按试剂盒使用方法抽提外周血白细胞ＤＮＡ。

·８５３·
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１．２　方法
１．２．１　常规血液学检查　　血红蛋白含量（Ｈｂ）
在美国产ＣｅｌｌＤｙｎ１７００血细胞分析仪上进行测定。
１．２．２　血红蛋白电泳　　采用琼脂糖凝胶电泳，在
美国Ｈｅｌｅｎａ公司出产的全自动快速电泳分析系统
（ＲＥＰ）上进行。
１．２．３　基因芯片分析　　引物设计：根据ＳＥＡ，
α４．２，α３．７缺失 ＤＮＡ片段的范围以及 ＨｂＣＳ与
ＨｂＱＳ的突变位置，我们为ＳＥＡ设计了引物 Ｓ３／
Ａ４，为α４．２设计了引物 Ｔ１１１／Ｔ１１１ｒ与 Ｓ１／
Ｔ１１１Ｒｎ１，为α３．７设计了引物 Ｔ１１２／Ｔ１１２ｒ与 Ｓ２／
Ｔ１１２Ｒｎ２，为ＨｂＣＳ及ＨｂＱＳ非缺失突变设计了引物
Ｐ１２ｓ４／Ｐ１２ａ１，为 １１种 β珠蛋白基因突变［ＣＤ４１
４２，ＣＤ３７，ＣＤ７１７２（＋Ａ），ＣＤ７１７２（＋Ｔ），
βＥ２６，ＣＤ２７２８，ＩＶＳＩ１，ＩＶＳＩ５，２８，ＣＤ１７，ＩＶＳ
Ⅱ６５４］设计了引物 Ｐ２ｓ１／Ｐ２０２ａ与 Ｐ２５ｓｓ／
Ｐ２５ａ１，所有的引物均用Ｃｙ５荧光标记。

芯片点样方式 每张芯片包括ＳＥＡ，α４．２，α３．７

缺失型基因探针及其正常对照探针，ＨｂＣＳ，ＨｂＱＳ突
变探针及其正常对照探针，１１种β珠蛋白基因突变
探针及其正常对照探针。

ＰＣＲ条件反应分４管进行，每管总反应体系为
２５μＬ，分别包含引物对 Ｓ３／Ａ４与 Ｐ１２ｓ４／Ｐ１２ａ１
（或Ｔ１１１／Ｔ１１１与 Ｔ１１２／Ｔ１１２ｒ，或 Ｓ１／Ｔ１１１Ｒｎ１
与Ｓ２／Ｔ１１２Ｒｎ２或Ｐ２ｓ１／Ｐ２０２ａ与Ｐ２５ｓｓ／Ｐ２５ａ１）
各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４．３μＬ，２×ＰＣＲ缓冲液１２．５μＬ，
ｄＮＴＰ２μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，ＬＡＴａｑ酶（Ｔａｋａｒａ公司
）０．２μＬ。９４°Ｃ预变性５ｍｉｎ，然后９４℃ ４０ｓ，６２℃
４５ｓ，７２℃ ９０ｓ，３５个循环，最后置于７２℃ ５ｍｉｎ。

杂交：取各２μＬＰＣＲ产物混合，加入６μＬ杂交
液，混匀后９４°Ｃ变性３ｍｉｎ，迅速插入冰浴３ｍｉｎ，然
后将全部液体加到芯片点样区，盖上盖玻片，放入杂

交仓，于４８°Ｃ温育１ｈ。取出基因芯片后，用ｄｄＨ２Ｏ
冲去盖玻片，放入３５ｍＬ１×ＳＳＣ缓冲液中洗５ｍｉｎ。

荧光扫描和结果分析：用 ＳｃａｎＡｒｒａｙ５０００扫描
仪，设定合适的扫描精度扫描芯片，用上海博星基因

芯片公司编辑的 ＧｅｎｅＣｈｉｐ软件根据芯片 Ｃｙ荧光
信号的有无，强弱及位置组合来判定突变类型。

１．２．４　α珠蛋白基因的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交分析　
　限制性内切酶为 ＢｇｍＨⅠ和 Ｂｇ１Ⅱ，具体方法按
文献［５］。
１．２．５　Ｇγ珠蛋白基因的ＤＮＡ测序　　用ＤＮＡ直
接测序技术测定 Ｇγ珠蛋白基因上游启动区的
１５８ｎｔ（Ｃ→ Ｔ）突变，具体方法按文献［６］。

２　结果

杂交结果判定：在一对探针中，当缺陷型探针荧

光信号值与同一位点野生型探针荧光信号值之比在

０．４以下时，表示该对探针所检测的位点没有发生
缺陷，当比值在０．４与２．５之间时，表明该对探针所
检测的位点发生杂合子型缺陷，当比值在２．５以上
时，表明该对探针所检测的位点发生纯合子缺陷。

１８例患儿的临床表现，血液学资料及珠蛋白分
析结果见表１及表２。

表１　１８例中间型β地中海患儿血液学资料

例号 性别 年龄 地贫体征ａ 输血情况
Ｈｂ
（ｇ／Ｌ）

ＨｂＦ
（％）

ＨｂＡ２
（％）

１ 男 １岁７月 有 偶尔输血 ８７ ７４．８ ２．６
２ 男 １１岁 无 未输血 １１８ ３．１ ９３．２
３ 男 ３岁 有 偶尔输血 ７５ ７０．１ ５．８
４ 女 ２岁 有 偶尔输血 ６７ ６５．１ ２．７
５ 男 ３岁 有 偶尔输血 ９１ ７４．３ ３．４
６ 男 １岁３月 有 偶尔输血 ８６ ７１．９ ２．９
７ 男 ５岁 有 偶尔输血 ６９ ８０．５ ２．１
８ 男 ８岁 有 偶尔输血 ７７ ５９．４ ４．３
９ 男 ３月 无 未输血 ９９ ８１．１ １．３
１０ 女 ２岁 有 偶尔输血 ７４ ５７．７ ４．７
１１ 男 ９月 有 未输血 ８３ １３．４ ５．９
１２ 男 ４岁 有 偶尔输血 ７０ ４７．７ ５．４
１３ 男 ４月 无 未输血 ８９ ５４．３ ４３．７
１４ 女 ３岁 有 偶尔输血 ７１ ２７．３ ５２．７
１５ 男 １岁３月 无 未输血 １０４ １７．７ ３．４
１６ 男 ２岁 有 偶尔输血 ７５ ５８．５ ２．２
１７ 男 ２岁 有 偶尔输血 ８１ ３１．５ ２．７
１８ 女 ３岁 有 偶尔输血 ７７ ７１．３ ２．２
　　ａ地贫体征：眼距增宽等地贫面容，肝，脾大，地贫骨骼改变等。

表２　１８例中间型β地中海患儿珠蛋白基因分析结果

例号 性别 年龄 β基因 α基因 γ基因
１ 男 １岁７月 β２８／β２８ αα／αα 正常

２ 男 １１岁 βＥ／βＥ αα／αα 正常

３ 男 ３岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

４ 女 ２岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

５ 男 ３岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

６ 男 １岁３月 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

７ 男 ５岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

８ 男 ８岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

９ 男 ３月 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

１０ 女 ２岁 β４１４２／β２８ αα／αα 正常

１１ 男 ９月 β１７／β２８ αα／αα 正常

１２ 男 ４岁 β６５４／β２８ αα／αα 正常

１３ 男 ４月 β４１４２／βＥ αα／αα 正常

１４ 女 ３岁 β６５４／βＥ αα／αα 正常

１５ 男 １岁３月 β７１７２／β１７ ＳＥＡ／αα 正常

１６ 男 ２岁 β４１４２／β４１４２α４．２／αα 正常

１７ 男 ２岁 β４１４２／β４１４２ＳＥＡ／αα 正常

１８ 女 ３岁 β４１４２／β１７ ＳＥＡ／αα 正常

·９５３·
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３　讨论

人类控制β珠蛋白合成的基因位于第１１号染
色体上，包括３个外显子和２个内含子，长度约为
１．７Ｋｂ。当其中某个碱基发生替代，部分缺失或嵌
入就能使其转录受阻，不能生成β链的ｍＲＮＡ，或生
成的ｍＲＮＡ没有功能，这些都能使β链的合成减少
或缺如，导致红细胞内 α∶β链不平衡，过剩的 α链
在红细胞中形成 α包涵体，破坏红细胞膜，造成红
细胞在骨髓中的无效生成和在外周循环中的溶血。

如果一对β基因同时发生突变，β链完全不能合成，
在临床上就表现为重型 β地贫，要靠输血维持生
命［７］。这就是造成重型 β地贫临床表现的分子病
理生理学基础。

ＴＡＴＡｂｏｘ２８（Ａ→Ｇ）突变只影响转录效率，尚
能合成一定量的正常ｍＲＮＡ，生成部分β珠蛋白链，
与α链合成ＨｂＡ。βＥ２６（Ｇ→Ａ）突变影响内含子接
头部位，仍能合成部分 βＥ的 ｍＲＮＡ，生成 βＥ珠蛋
白肽链，进而与 α链合成 ＨｂＥ，ＨｂＥ的化学性质稳
定且功能正常。因此，患儿体内α：β链不平衡的严
重程度减轻。在本次研究中，检测到１４例此２种突
变的纯合子或与其他 β突变所构成的双重杂合子，
他们均只有轻度至中度贫血，无需输血或仅需偶尔

输血。其中１例βＥ２６（Ｇ→Ａ）纯合子患儿血红蛋白
达到１１８ｇ／Ｌ，且无地贫体征。

另外，本组中还有４例重型 β地贫同时复合 α
地贫的患儿。由于红细胞内 α链的合成减少，患儿
体内α∶β链不平衡的严重程度也较轻，红细胞中 α
包涵体的生成减少，红细胞的无效生成与溶血都减

轻，临床上贫血程度也减轻，表现为中间型β地贫。
中间型β地贫是一类比较特殊的 β地贫类型，

其分子缺陷是多种多样的，除了有 β珠蛋白基因的
突变外，还涉及到α和（或 ）γ基因的异常［８］。从本

次研究的结果来看，广东地区中间型 β地贫的主要
遗传因素为：①１对β珠蛋白基因突变都属于或有１
个属于 ＴＡＴＡｂｏｘ２８（Ａ→Ｇ）及 βＥ２６（Ｇ→Ａ）突
变。②重型β地贫同时复合有 α地贫。这与蒋南
华等［９］报道的广西地区中间型β地贫中Ｇγ珠蛋白
基因上游启动区１５８ｎｔ（Ｃ→Ｔ）突变占有较高比例，
以及陈坚等［１０］报道的江浙一带中间型 β地贫中 β
地贫杂合子复合 α珠蛋白基因增多占较高比例不
同。我们认为，这除了有标本例数过少的原因外，正

说明了中间型 β地贫的分子遗传学机制有高度的
异质性。

与中国其他地区相比，广东地区 ＴＡＴＡｂｏｘ２８
（Ａ→Ｇ）突变占较高比例，且 β地贫同时复合有 α
地贫的发生率也较高［１１］。这说明在广东地区发生

中间型β地贫的可能性较大。用一般的地贫基因
分析方法，α地贫与 β地贫需分别检测，费时费力，
不利于临床上对中间型 β地贫的快速基因诊断。
地贫基因芯片检测技术是近来发展起来的一项检测

地贫的新技术，可同时检测 α与 β地贫，具有高通
量，特异性及重复性好等优点［１２］。为临床提供了一

种快速，准确诊断中间型β地贫的方法。
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