
2021年 临床血液学杂志

34卷4期 JClinHematol(China)

泰国型α缺失地中海贫血的快速基因诊断方法的
建立及其临床应用∗

卿吉琳1　陈柳燕2△ 　谭卫红1　陈治中2

∗ 基 金 项 目: 广 西 自 然 科 学 基 金 资 助 (No:
2017GXNSFAA198074)

1 广西壮族自治区人民医院生殖医学中心(南宁,530021)
2 广西壮族自治区人民医院精准联合检验中心
△ 广西中医药大学在读研究生

通信作者:陈治中,E-mail:tjchenzz@126.com

　　[摘要]　目的:建立一种快速、简便且无需核酸提取的泰国型α缺失地中海贫血的快速基因诊断方法及其在

产前诊断中应用。方法:设计可以扩增α-珠蛋白基因簇中--THAI 等位基因的特征序列引物组,直接以待测样本为

模板,不需要核酸提取,进行聚合酶链反应(PCR)直接扩增,扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳即可分析结果。结果:
成功建立泰国缺失型地中海贫血的快速基因诊断方法,并且直接以全血、羊水、干血斑、脐带血为模板进行扩增的

结果与常规跨越断裂点聚合酶链反应(gap-PCR)技术确定基因型完全一致。结论:该法不需要提取核酸,减少操

作步骤与实验室污染、节约成本、快速、准确,可作为常规方法用于临床样品的地中海贫血分子基因检测及巴氏水

肿胎和缺失型 HbH 病的产前诊断及泰国型α-地中海贫血的产前诊断新方法。
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Abstract　Objective:Toestablisharapid,simpleandnonnucleicacidextractionbasedgenediagnosismethod
forThaitypeThalassemiaanditsapplicationinprenataldiagnosis.Methods:ThecharacteristicsequencePrimers
of-thaiAllelein-globingeneclusterweredesigned,andthesamplesweredirectlyamplifiedbyPCRwithoutnucle-
icacidextraction,theamplifiedproductswereanalyzedbyAgaroseGelelectrophoresis.Results:Arapidgenoty-
pingmethodforThaitypeThalassemiawassuccessfullyestablished,andtheresultsofdirectamplificationusing
wholeblood,amnioticfluid,DBSandumbilicalcordbloodwereidenticalwiththosedeterminedbygapPCR.Con-
clusion:Thismethoddoesnotneedtoextractnucleicacid,reducestheoperatingprocedureandthelaboratorypol-
lution,savesthecost,isfast,isaccurate,thalassemiagenedetectionasaroutinemethodforclinicalsamplesand
prenataldiagnosisofBart'sedematousfoetusandabsenttypeHBHareexpectedtobenew methodsforclinical
prenataldiagnosisofThaitypethalassemia.
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　　α-地中海贫血(α-thalassemia,简称α-地贫)属
于常染色体隐性遗传病,是α-珠蛋白基因簇的先天

性遗传缺陷而导致α-珠蛋白链合成减少或缺失为

特征的遗传性溶血性贫血[1]。缺失型α-地贫是α-
地贫的主要原因,缺失型α-地贫是由于两个功能性

α基因全部缺失,则α珠蛋白链的合成功能受抑

制,例如东南亚人群中最常见的--SEA(东南亚型)以
及--THAI(泰国型)[2-3]。泰国型α-地贫是东南亚地

区最常见的遗传性疾病之一,由于不同种族人群的

基因突变发生率不同,临床严重程度也不同[4]。泰

国型缺失基因型在临床上可以形成中重型α地贫,
即泰国型缺失的 HbH 病和泰国型缺失的巴氏水

肿胎,造成组织缺氧而引起胎儿水肿综合征,受影

响的胎儿容易死产或在出生后不久死亡[1,4]。孕妇

在妊娠期间的并发症,包括子痫前期(高血压、伴有

或不伴有蛋白尿的液体潴留)、羊水过少(分别增加

或减少羊水的积累)、出血、贫血和败血症[5]。考虑

到这种综合征的严重程度和孕妇在怀孕期间的并

发症,在一些高危人群中已经开始进行普遍婚检及

产前筛查,以便能及时发现、处理泰国型缺失纯合

子的地贫[6]。由于泰国型的血液学特征与东南亚

缺失型α地贫一致,均表现出小细胞低色素,平均

细胞体积和平均血红蛋白含量降低等,因而可能造
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成误诊和漏诊[7]。
目前产前基因诊断的方法大多先采集孕妇外

周血和胎儿的细胞样本(羊水、脐带血等),提取

DNA或经过细胞培养后提取 DNA,再进行 PCR
扩增及对扩增产物进行分析[8]。如果不需要细胞

培养和DNA 提取,直接用取样标本扩增,可大大

缩短检测所需时间和成本,也可避免在细胞培养和

DNA提取过程中导致的样本间交叉污染和微量样

本丢失。笔者研发一种能够直接对全血、羊水、脐
带血、滤纸片干血斑(driedbloodspots,DBS)等标

本进行PCR直接扩增的检测泰国型α-地贫方法,
有望成为临床上产前诊断泰国型α-地贫的新方法。
1　材料与方法

1.1　标本来源

本研究中使用的所有抗凝外周血、脐带血、羊
水、DBS等生物样本均来自于我院的地贫患者和正

常健康者,患者均知情同意,所有样本均经常规跨

越断裂点聚合酶链反应(gap-PCR)技术确定基因

型。同时收集220例外周血样本(已知基因型)进
行单盲检测。
1.2　引物的设计

如表 1 所 示,可 以 扩 增 α-珠 蛋 白 基 因 簇

中--THAI 等位基因的特征序列引物组上下游分别是

THAIF和THAIR,正常基因的特征序列引物组上

下游分别是APF和APR,引物工作浓度10μmol/L。
1.3　快速检测--THAI 缺失型地贫的直接PCR法

采集抗凝外周血、-20℃~-80℃保存未反复

冻融的陈旧性抗凝外周血、培养羊水细胞、脐带血、
DBS样本等标本直接作为模板,也可以采用上述标

本经核酸提取的 DNA 作为模板。配制PCR反应

配方 及 体 系,将 引 物 THAIF、THAIR、APF 和

APR、PCR 缓冲液、酶液、MgCl2、dNTP和水配制

成反应体系。以待测样本直接为模板加入配制的

反应体系中混合进行PCR扩增,PCR反应程序为:
95℃预变性5min,然后94℃30s,64℃退火35s,
34个循环,得到扩增产物(PCR反应液配方体系及

反应条件见表2)。取 PCR 扩增中的产物4.0~
5.0μL,点样于 2.0% ~2.5% 琼脂糖凝胶外加

0.005%核酸染料,在5V/cm 电压下电泳30~35
min,取出于凝胶成像系统里观察结果并拍照保存。
1.4　数据分析及结果判定

根据PCR 产物琼脂糖凝胶电泳分析判读结

果,只得到1条317bp条带时,结果为正常野生

型;得到478bp和317bp2条带时结果初步判断

为携带--THAI 等位基因;仅得到1条478bp条带

时,结 果 初 步 判 断 为--THAI 等 位 基 因 纯 合 子 或

者--THAI 等位基因纯合子待排除。结果初步判断为

正常型。

表1　检测--THAI 地贫特征序列的引物组

引物名称 序列编号 序列

APF SEQIDNO.1 5’-TCCTTGGGGTAGCTCGAGTCAG-3’

THAIF SEQIDNO.2 5’-TGCCCTCAACCCCTGACAAT-3’

APR/THAIR SEQIDNO.3 5’-CTTGGATCTGCACCTCTGGGTAG-3’

表2　PCR反应液配方体系及反应条件

PCR体系

组分 体积/μl
PCR反应条件

步骤 温度/℃ 时间与循环

MightyAmpTaq 0.5 1 95 5min

2× MightyAmp
Buffer

10.0 2 94 30s

THAIF 0.3 3 64 30s

THAIF/APR 0.5 4 72 35s234循环

APF 0.2 5 72 5min

H2O 6.5 6 12 12s
样本 2.0

2　结果

2.1　全血标本扩增试验

为了证实直接 PCR 法检测--THAI 缺失型地贫

对全血样本的扩增效果,选取携带--THAI 地贫与正

常基因型的全血进行直接 PCR试验,并设置阴性

对照,结果见图1。根据PCR产物琼脂糖凝胶电泳

分析,泳道1只得到1条317bp条带,结果为正常

野生型,泳道2得到478bp和317bp2条带,结果

为携带--THAI 等位基因。所有样本均能有效地扩

增,条带单一且清晰,结果与常规 Gap-PCR技术确

定的基因型完全一致,片段大小正确,验证直接

PCR法用于全血直接扩增的可行性。

M:DL500DNA Marker(Takara Code No.3590A);

1:正常野生型(全血);2:--THAI 杂合子(全血);3:阴性

对照。
图1　全血标本琼脂糖凝胶电泳结果
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2.2　DBS标本扩增试验

全血滴在滤纸片上制成DBS,有很好的生物稳

定性和安全性,应用DBS对于患者标本采集、保存

和运输及流行病学调查则更为有利[9]。为了证实

直接PCR法检测--THAI 缺失型地贫对 DBS样本的

扩增效果,选取携带--THAI 地贫与正常基因型的

DBS进行直接PCR试验,并设置阴性对照,结果见

图2。根据PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析,泳道1
得到478bp和317bp2条带,结果为携带--THAI 等

位基因,泳道2只得到1条317bp条带,结果为正

常野生型,所有样本均能有效地扩增,条带单一且

清晰,结果与常规 Gap-PCR技术确定的基因型完

全一致,片段大小正确,验证直接PCR法用于 DBS
直接扩增的可行性。

M:DL500DNA Marker(Takara Code No.3590A);

1:--THAI 杂合子(DBS);2:正常野生型(DBS);3:阴性对照。
图2　DBS标本琼脂糖凝胶电泳结果

2.3　羊水标本扩增试验

为了证实直接 PCR 法检测--THAI 缺失型地贫

对羊水样本的扩增效果,选取携带--THAI 地贫与正

常基因型的羊水进行直接 PCR试验,并设置阴性

对照,结果见图3。根据PCR产物琼脂糖凝胶电泳

分析,泳道1得到478bp和317bp2条带,结果为

携带--THAI 等位基因,泳道2只得到1条317bp条

带,结果为正常野生型,所有样本均能有效地扩增,
条带单一且清晰,结果与常规 Gap-PCR 技术确定

的基因型完全一致,片段大小正确,验证直接PCR
法用于羊水直接扩增的可行性。

M:DL500DNA Marker(Takara Code No.3590A);

1:正常野生型(羊水);2:--THAI 杂合子(羊水);3:阴性

对照。
图3　羊水标本琼脂糖凝胶电泳结果

2.4　脐带血标本扩增试验

为了证实直接 PCR 法检测--THAI 缺失型地贫

对脐带血样本的扩增效果,选取携带--THAI 地贫脐

带血提取的 DNA 与正常基因型的脐带血进行直

接PCR试验,并设置阴性对照,结果见图4。根据

PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析,泳道2只得到1条

317bp条带,结果为正常野生型,泳道3得到478
bp和317bp2条带,结果为携带--THAI 等位基因,
所有样本均能有效地扩增,条带单一且清晰,结果

与常规 Gap-PCR技术确定的基因型完全一致,片
段大小正确,验证直接 PCR法用于脐带血直接扩

增的可行性。而且,脐带血 PCR的扩增效率与提

取DNA的PCR扩增效率基本一致,在一致的扩增

效率情况下,本方法省略对脐带血中 DNA 提取的

步骤,避免或减少标本污染及 DNA 降解的发生;
实现短时间内高效检测脐带血样本。

M:DL500DNA Marker(Takara Code No.3590A);

1:阴性对照;2:正常野生型(脐血);3:--THAI 杂合子(提
纯 DNA)。

图4　脐带血琼脂糖凝胶电泳结果

2.5　泰国缺失型直接PCR法在临床上应用

收集临床上220例外周血(已知基因型)采用

进行泰国缺失型直接 PCR法单盲试验,两者结果

一致率100%。
3　讨论

地贫是世界上最常见的遗传性单基因疾病之

一,这种珠蛋白基因疾病影响了数亿人,成为一个

巨大的公共卫生负担,需要特别关注[10]。在中国

南方的许多省份,地贫筛查被广泛使用,甚至被政

府作为婚前体检的一部分[3,11]。因此,建立一系列

合理的地贫检测方法是非常重要的。目前泰国缺

失型α地贫尚无理想的治疗方法,因而产前诊断对

有--THAI 缺失型地贫家族史的孕妇十分重要[7]。
由于外周血中免疫球蛋白成分、抗凝剂等通常

是PCR抑制剂[12-13]。研究表明 Taq-DNA 聚合酶

和黄金 Taq-DNA 聚合酶是PCR中最常用的聚合

酶,当外周血含量在体系中不到0.2%时,聚合酶

活性可被完全抑制[13-14]。现有的实验室常规产前

基因诊断泰国缺失型α地贫检测相关的技术主要
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基于 Gap-PCR结合电泳或者杂交的方法、荧光定

量PCR的方法检测,这些方法均需要从外周血等

样本中提取 DNA 和 RNA 的方法多种多样。然

而,这些方法一般都费时费力,而且会增加成本。
此外,这些方法中涉及的多个样品处理步骤增加了

交叉污染的风险,并导致靶标丢失,使得实验易出

现假阴性或者假阳性,导致误检或者漏检[15-16]。此

外,一些PCR抑制剂在DNA 和 RNA 提取后仍然

存在[8,17]。因 此,倘 若 能 建 立 一 种 不 需 要 提 取

DNA,直接进行样本扩增,进行泰国型α-地贫的检

测,一种简单、能快速准确基因分型的技术手段,对
遗传咨询及产前诊断具有重要意义。

近年来,从外周血直接扩增的 PCR 方法一直

是研究者的期盼,但是这些方法通常需要样本预处

理,样品预处理包括预热、交替加热冷却和外周血

的冻融,这些都是非常耗时和繁琐的[18-20]。本研究

所述的直接PCR法可以实现单管单次闭管反应完

成--THAI 缺失型地贫等位基因的检测,最大程度上

减少提取核酸而引起的实验室污染或标本间交叉

污染或DNA降解,避免结果的假阳性和(或)假阴

性;同时采用内对照,使得泰国型α-地贫基因诊断

结果判读更加直观;采用直接 PCR法进行待测样

本直接扩增,不需要提取与纯化 DNA,节省 DNA
提取所需的时间、人力、试剂成本等,且无需配备提

取用仪器设备,大大简化了实验步骤和污染的可

能。而且如图1~4所示,本研究所检测样品可选

自新鲜采集的抗凝外周血、-20℃~-80℃保存且

未经反复冻融的陈旧性抗凝外周血、羊水细胞、脐
带血、DBS样本等,能检测的标本类型多样。另外,
在--THAI 缺失型地贫的诊断中,本方法降低所需的

样本量,临床患者更容易接受;同时也适用 DBS样

本,有很好的生物稳定性和安全性,应用 DBS对于

患者标本采集、保存和运输及流行病学调查则更为

有利,特别是边远地区样本采集及运输、保存更方

便,有利于地贫的防治工作开展[9,21-22]。另一方面,
本研究采用琼脂糖凝胶电泳法,正如图1-4呈现的

结果所示,条带清晰易于判定,是目前使用PCR分

子诊断技术中最廉价的实验体系构建方法,成本更

低,不需要昂贵的仪器和探针设计,各级实验室和

医院都易开展。检测(含电泳时间)只需要约2h,
在较短的检测时间内即可获得与常规 DNA 扩增

一致的检测结果,缩短 TAT时间,便于患者就诊。
综上所述,针对现有检测方法普遍存在操作繁

琐、易污染和降解、耗时耗力的缺点,我们开发出一

种新的检测--THAI 缺失型地贫的直接PCR法,通过

直接将采集到的标本作为扩增模板,不需要提取纯

化DNA进行直接PCR反应,并将扩增产物进行琼

脂糖凝胶电泳直观地读取结果。该方法可实现快

速完成检测并出具检测结果报告,成功实现快速产

前诊断--THAI 缺失型地贫,具有快捷简洁、高度的稳

定性、灵敏性和准确性,有较好的临床应用前景与

成本效益,适用于大规模人群筛查及各级医院应用

开展,具有较好的应用前景。因此,建立泰国型α-
地贫的快速基因诊断方法,进行有效的产前基因诊

断,避免泰国型缺失的 HbH 病和泰国型缺失的巴

氏水肿胎儿的出生,对减少社会和患者家庭的负

担,实现优生优育有着极其重要的意义[23]。
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血清CRP、PCT水平和ANA阳性率具高于非感染

患者,血清CRP、PCT及 ANA 对白血病化疗所致

败血症具有良好的诊断效能,三者联合检测可进一

步提高诊断敏感性和特异性。但本研究样本量较

少,有关以上三种指标对白血病化疗后并发败血症

患者预后的评估未进行探讨,有待后续扩大样本量

进行验证和研究。
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