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应用高分辨熔解曲线分析技术检测β地中海贫血基因突变
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（广州市番禺区何贤纪念医院检验科，广东广州５１１４００）

　　摘　要：目的　探讨高分辨熔解曲线（ＨＲＭ）分析技术检测β地中海贫血基因突变的可行性。方法　应用 ＨＲＭ法检测广东

省常见的５种β地中海贫血突变（２８、ＣＤ１７、ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２及ＩＶＳ２６５４），对６０例可疑β地中海贫血患者样本进行ＨＲＭ 分

析，通过ＤＮＡ测序对ＨＲＭ 结果进行验证。结果　６０例可疑β地中海贫血患者中，共检出杂合突变型基因１２例，包括２例２８、２

例ＣＤ１７、４例ＣＤ４１４２、２例ＣＤ７１７２及２例ＩＶＳ２６５４基因突变类型；检出纯合突变型基因２例，包括１例２８及１例ＣＤ４１４２

（均为羊水标本）。ＨＲＭ法检测结果与测序结果一致。结论　ＨＲＭ 法能准确检测广东省５种常见的β地中海贫血突变，具有简

便、快速、灵敏度高等优点，有望成为临床筛查β地中海贫血突变的新方法。
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　　β地中海贫血是中国南部地区发病率最高的单基因遗传病

之一，广东省人群携带率约为２．５％。现阶段，检测β地中海贫

血基因突变的常用方法有等位基因特异性ＰＣＲ、反向斑点杂交

技术等，这些方法均有各自的局限性，不能同时满足对β地贫基

因突变快速灵敏而又特异准确的分析。最近兴起的高分辨熔解

曲线分析技术（ＨＲＭ），是一种检测基因突变与基因分型的最新

遗传学分析技术，可实现真正的闭管操作，具有简便快捷、成本

低廉、结果准确等特点［１２］。目前国内已有部分单位将 ＨＲＭ技

术常规用于多种单基因病的突变筛查，如α地中海贫血、致死性

软骨发育不良Ⅰ型等。然而，应用高分辨熔解曲线分析技术对β

地贫基因进行检测仍处于探索阶段，将其应用于临床检验尚需

更多的研究证据支持［３］。本研究通过 ＨＲＭ方法检测中国南方

５种常见β地中海贫血基因突变（２８、ＣＤ１７、ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２

及ＩＶＳ２６５４），应用于临床疑似β地中海贫血患者基因突变的

分析，以初步探讨该技术的临床应用价值。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集２０１３年１１月至２０１４年１１月在广东省

广州市番禺区何贤纪念医院就诊的临床疑似β地贫患者外周

血标本５０例及羊水标本１０例，共６０例标本，按照ＤＮＡ 提取

试剂盒（深圳益生堂生物公司）说明书提取所有标本，将ＤＮＡ

终浓度调节至２０ｎｇ／μＬ备用。

１．２　引物设计　利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件分别设计针对

２８、ＣＤ１７、ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２及ＩＶＳ２６５４这５个突变位点的

ＨＲＭ引物，序列参考文献［４５］等的研究。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司合成。

１．３　ＰＣＲ反应　采用９６孔板进行ＰＣＲ扩增，扩增体系为

ＤＮＡ１μＬ，反应混合液１０μＬ，Ｍｇ
２＋ ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，引物各２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ，并用去离子水补充至２０μＬ。循环条件如下，第一

步：９５℃ 预变性５ｍｉｎ，第二步：９５℃１０ｓ变性，第三步：５５℃

３０ｓ退火，第四步：７２℃１０ｓ延伸，４５个循环。

１．４　高分辨熔解曲线分析方法　ＰＣＲ步骤扩增结束后采用

Ｒｏｃｈｅ公司的 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 高分辨熔解扩增试剂盒及

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪进行 ＨＲＭ 分析，具体条件

如下：９５℃１ｍｉｎ，４０℃１ｍｉｎ，熔解曲线数据收集从６５～８５
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℃温度上升速率为０．１℃／ｓ

１．５　基因测序　所有标本送华大基因科技股份有限公司进行

测序验证。

２　结　　果

　　６０例临床疑似β地贫患者ＤＮＡ样本（５０例外周血及１０

例羊水标本），经 ＨＲＭ检测共检出杂合突变型基因１２例，包

括２例２８、２例ＣＤ１７、４例ＣＤ４１４２、２例ＣＤ７１７２及２例ＩＶＳ

２６５４基因突变类型；检出纯合突变型基因２例，包括１例２８

及１例ＣＤ４１４２（均为羊水标本）。ＨＲＭ检测结果与双向基因

测序所得基因型结果一致。ＨＲＭ具体分析结果详见图１～５。

图１　　ＨＲＭ熔解曲线区分２８纯合、杂合突变及野生型

图２　　ＨＲＭ熔解曲线区分ＣＤ４１４２纯合、杂合

突变及野生型

图３　　ＨＲＭ熔解曲线区分ＣＤ７１７２杂合突变及野生型

图４　　ＨＲＭ熔解曲线区分ＩＶＳ２６５４杂合突变及野生型

图５　　ＨＲＭ熔解曲线区分ＣＤ１７杂合突变及野生型

３　讨　　论

　　β地中海贫血是β珠蛋白合成障碍导致的溶血性贫血，根

本原因是调控β珠蛋白的基因发生点突变或小的插入／缺失突

变。此病是当前世界上最常见的单基因遗传病之一，在我国主

要以南部地区发病率为高，在广东、广西等高发病地区该基因

的人群携带率高达３％～９％
［６７］。现阶段，在全世界报道的约

１７０余种β地贫基因突变中，我国报道的约占２８种，其中最主

要的５种分别是 ＣＤ１７、ＣＤ４１４２、２８、ＣＤ７１７２及ＩＶＳ２６５４，

这５种突变类型占我国β地贫基因突变的９０％以上。目前临

床上对β地中海贫血尚无理想的治疗手段，该病的纯合子产生

的重型β地中海贫血仍为严重的致死性疾病，现阶段只能在妊

娠早期对可能的中、重型β地中海贫血患儿应用基因分析技术

进行产前诊断，通过对诊断出的中、重型地贫患儿及时终止妊

娠，来避免中、重型β地中海贫血患儿出生
［８９］。故采用方便准

确基因诊断技术对大规模的人群实施筛查，在此基础上制订β

地中海贫血的预防与控制计划，同时通过准确的产前诊断和及

时终止妊娠等手段降低中、重型β地贫患儿的出生，具有重要

的临床意义。

目前，国内实验室最常用的基因诊断方法是反向斑点杂交

技术，该技术主要是利用生物素等标记的探针和特异性扩增

ＰＣＲ产物（靶ＤＮＡ序列）杂交，对基因分型、基因突变检测，病

原体的检测等方面有其一定的优势。然而，该法仍存在很多不

足之处：一是干扰检测结果的因素较多，如缓冲液、ＤＮＡ纯度、

ＰＣＲ反应条件等均可对检测结果产生影响，从而出现漏诊或

误诊。另外，操作步骤繁琐，耗时长，检测成本高也限制了该法

的进一步推广应用。直接测序法作为基因突变检测的金标准，

存在成本高昂、工作量大、检测周期长、设备购置昂贵等缺点，

亦限制了其在临床工作和人群筛查中的广泛应用。检验诊断

领域迫切需要一种快速简便而又准确灵敏的检测β地中海贫

血基因突变的新方法。

ＨＲＭ是２００２年由犹他大学和爱德华科技公司合作开发

的应用于ＳＮＰ检测分析的一项新技术。该技术因具有操作简

便、快速，使用成本低，结果准确等优点因而受到普遍的关注。

其基本原理是实时监测升温过程中双链 ＤＮＡ 荧光染料与

ＰＣＲ扩增产物的结合情况，单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点不匹

配会使双链ＤＮＡ 在升温过程中先解开，导致荧光染料从局部

解链ＤＮＡ分子上释放，此时，从荧光强度与时间曲线上可判

断是否存在ＳＮＰ。不同ＳＮＰ位点、杂合子与纯合子等均会影

响熔解曲线的峰形，因此 ＨＲＭ 分析能够有效区分不同ＳＮＰ

位点与不同基因型［１０］。

ＨＲＭ技术的优点包括以下。（１）操作简便：在ＰＣＲ反应

前加入饱和荧光染料，ＰＣＲ产物直接分析，无需任何后处理。

（２）灵敏度高、特异度好。（３）快速、高通量：标准９６／３８４孔板，

５ｍｉｎ即可完成整版样品的检测。（４）重复性好，检测片段范

围广，可从５０ｂｐ～１０００ｂｐ不等。（５）低成本：比普通ＰＣＲ反

应仅多加一种饱和荧光染料，每个样品成本约２元。（６）全程

闭管操作，可明显减少污染机会［１１］。

本研究将 ＨＲＭ技术应用于广东省常见的５种β地中海

贫血突变（２８、ＣＤ１７、ＣＤ４１４２、ＣＤ７１７２及ＩＶＳ２６５４），在６０

例可疑β地中海贫血样本中成功检出杂合突变型基因１２例，

包括２例２８、２例ＣＤ１７、４例ＣＤ４１４２、２例ＣＤ７１７２及２例

ＩＶＳ２６５４基因突变类型；检出纯合突变型基因２例，包括１

例２８及１例ＣＤ４１４２（均为羊水标本）。研究结果表明，ＨＲＭ

技术能有效检测出β地中海贫血的杂合型和纯合型突变，且与

基因双向测序的结果相一致，提示本研究所建立的 ＨＲＭ 法对

β地中海贫血的检测是准确可靠的。由 ＨＲＭ的技术原理及β

地贫的发病机制可知，ＨＲＭ特别适合β地贫常见基因突变的

检测，除在临床诊断与产前诊断领域使用之外，还可推广进行

β地贫大规模的人群筛查，并对降低重型β地贫患儿的出生产

生积极意义［１２］。　　　　　　　　　　　　（下转第６５４页）
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并对其进行临床分析，发现使用高频超声对甲状腺结节的检测

有很高的准确度；竺王玉等［７］通过对舟山海岛地区甲状腺结节

影响因素病例对照研究，结果发现甲状腺结节的发病率和岛上

的居民饮食生活习惯有很大的关系；冯尚勇等［１０］对居民甲状

腺结节患病情况和危险因素进行调查，结果显示女性甲状腺结

节的检出率要比男性高一些，而且随着年龄的增长，甲状腺结

节的发病率有增高的趋势。本文通过利用高频超声检查某地

区的居民甲状腺结节的发病情况，并对可能影响甲状腺结节的

因素进行分析总结［１１］，结果显示，有甲状腺结节的患者和性

别、年龄有一定的关系，女性的发病率比男性要高，随着年龄的

增长，甲状腺结节的发生率也随之增高，这和冯尚勇等［１０］的研

究结果有一致性。选择高频超声对研究对象进行甲状腺检查，

以是否患甲状腺结节作为因变量，以８个可能的影响因素作为

自变量进行单因素分析。结果显示观察组和对照组中高血压

病史、糖尿病史［１２］、吸烟史、尿碘、饮酒史和心肌梗死病史和甲

状腺结节都有相关性；对高血压病史、糖尿病史、吸烟史、尿碘、

饮酒史和心肌梗死病史和甲状腺结节都有相关性的单因素进

行多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，结果显示吸烟、高血压病史和糖

尿病史是甲状腺结节发生的主要危险因素。

总的来说，高频超声对检测甲状腺结节的诊断有很大的价

值，对于一些常规手段难以检测出的微小结节，对比不同的单

因素进行分析，有助于分析甲状腺结节发生的相关因素，在一

定程度上有利于预防甲状腺结节的发生。
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