
!个案分析!

!

例
%

"

珠蛋白新突变型分析!

郭薇霞!

!唐
#

健"

+

!何建萍"

!罗胜军"

!黄
#

铠!

!林克勤!

!褚嘉!

!杨昭庆!

"

"

!#

中国医学科学院
`

北京协和医学院医学生物学研究所遗传室!云南昆明
29%!!'

$

"#

昆明市妇幼保健院遗传室!云南昆明
29%%/!

%

关键词"异常血红蛋白$

#%

"

珠蛋白基因$

#

新突变$

#

血红蛋白电泳

!"#

!

!%#/121

"

3

#4556#!2&/7$!/%#"%!1#%1#%/9

中图法分类号"

8992

文章编号"

!2&/7$!/%

"

"%!1

%

%17!!$'7%/

文献标识码"

M

##

异常血红蛋白是由于珠蛋白基因突变导致珠蛋

白分子结构和功能异常的一类血红蛋白(当产生临床

表现时称为异常血红蛋白病)

!

*

'异常血红蛋白的种

类和分布频率存在地域和人种差异)

"

*

(根据人类血红

蛋白变异体数据库
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%结果显示(目前全世界报道的

发生在
%

珠蛋白肽链上的异常血红蛋白超过
$1%

种(

我国报道的有
/'

种'大多数异常血红蛋白是由于珠

蛋白链上单个碱基替换引起的(不产生临床症状(因

此需要借助血红蛋白电泳和基因检测才能确诊)
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'

本研究通过对血红蛋白电泳结果异常的
!

例样本进

行了基因诊断(检出了
!

例
%

珠蛋白基因新突变型(

现报道如下'
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资料与方法

A#A

#

研究对象
#

先证者!女(

"2

岁(就诊于云南省昆

明市妇幼保健院'由于无法联系到这患者及其家属(

未采集到家系其他成员血样'

A#B

#

方法

A#B#A

#

血液学检查
#

取静脉血
"CO

(乙二胺四乙酸
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TX+)7S
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%抗凝后(采用血细胞分析仪日本
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检测红细胞数量+血红蛋白含量$

YI

%+

平均红细胞体积$

PMQ

%和平均血红蛋白含量$

PMY

%

等血常规指标'采用欧洲
>?G?6DQ'

全自动毛细管电

泳仪进行血红蛋白电泳检测'

A#B#B

#

常见地贫突变基因检测
#

采用
*M87

反向点

杂交法检测
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种中国人常见的地中海贫血基因型
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%'所用试剂为亚能

生物技术$深圳%有限公司提供的地中海贫血基因检

测试剂盒'
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#%

和
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珠蛋白基因片段扩增
#

采用
)E

=F
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公司的
)E

=

*B?
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血基因组
XR)

小量制备试剂盒(严

格按照说明书操作提取全血
XR)

'根据
RM.-

中
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珠蛋白基因序列设计引物扩增包括转录启动子序列

及
/

个外显子在内
%
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珠蛋白基因序列'引物序列

如表
!

所示(由昆明硕擎生物技术有限公司合成'
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扩增采用大连宝生物公司的
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酶(仪器使用美国
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公司的
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A#B#D
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和
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珠蛋白基因片段测序
#

纯化
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产物

后(送昆明硕擎生物技术有限公司进行测序(见表
!
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珠蛋白基因扩增引物

扩增基因 引物序列 产物长度$
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续表
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珠蛋白基因扩增引物

扩增基因 引物序列 产物长度$
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结
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果

B#A
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血常规结果
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为正细胞正色素(无明显异常'

B#B

#

血红蛋白毛细管电泳结果
#

先证者
YI)

占总

血红蛋白含量为
&2#/9V

+血红蛋白
)"

$

YI)"

%为

!#$"V

+血红蛋白 $

YI,

%含量异常升高(达到了

!'#92V

(产 生 一 个 未 命 名 的 未 知 条 带(含 量 为

/#!%V

(如图
!

所示'

B#C

#

基因型检测结果
#

先证者检出
YI)"

基因第
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位密码子
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%
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(

\G<

%

\G6

杂合突变(采用人

类基因组变异协会$

Y\QU

%命名规则命名为
Y.)"

!
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%

M

$图
"

%(未检出
%

+

&

地贫基因突变'

##

注!产生与
YI,

未完全分离的未知异常条带

图
!
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YIP4G?

血红蛋白电泳图

##

注!

%

珠蛋白基因第
"&

位密码子
\)\

%

M)\

杂合突变(箭头表示

突变

图
"
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YIP4G?

测序图
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讨
##

论

##

我国异常血红蛋白的发生率和分布存在明显遗

传多态性(

"%%/

年全国各地区异常血红蛋白发生率普

查结果显示云南异常血红蛋白发生率最高(达到了

9#1/V

)
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'目前云南报道较多+最常见的异常血红蛋

白为
YIT

)
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*

(也有一些罕见异常血红蛋白如
YI8<5>

的报道)
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'而本研究此次检出的
YIP4G?

为世界范

围内首次报道'

该突变携带者是
"2

岁女性在进行地中海贫血产

前筛查时(常见地贫基因检测结果都为阴性(但是血

红蛋白电泳检查结果却较为罕见与复杂'经过复查

后发现该突变产生的未知异常血红蛋白条带与
,

带

利用等点聚焦毛细管电泳技术不能完全分开(在电泳

结果图上表现为
,

带与异常条带波谷融合(此时检测

到的
,

带含量为
!'#92V

(是
YI,

和部分异常条带含

量的总和'为了进一步明确异常血红蛋白条带产生

的原因所以进行了血红蛋白基因测序检查(最终检出

%

珠蛋白基因
Y.)"

第
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位密码子
\)\

%

M)\

杂

合突变'

本研究检出的
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是由于
%

"

珠蛋白基因第
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位密码子
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杂合突变$
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命名
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%(导致该位置上的谷氨酸$

\G<

%被

替换为谷氨酰胺$

\G6

%(该突变先前未见相关报道(这

是首次报道(并以先证者的籍贯地云南弥勒命名'蛋

白质三维结构分析显示该突变位于
%

珠蛋白的保守

区域(与
&

珠蛋白交联的位点)

&
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'尽管该
\

%

M

突变

从未报道过(但是该位置上报道过其他突变类型
YI
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)

%(这一突变

在一中国汉族家系中发现(它是第
"&

位密码子谷氨

酸被赖氨酸替代(产生含量为
!/V

的不稳定异常血红

蛋白(杂合子个体即产生了溶血性贫血的临床症

状)

'

*

'提示这一位点在维持血红蛋白稳定性方面发

挥重要作用(但是本研究中
YIP4G?

先证者血液学参

数正常(推测可能是由于替换的氨基酸
\G6

与原来的

\G<

性质相似(所以突变后对血红蛋白的功能影响较

小(携带者不产生临床表现'

由于大多数异常血红蛋白不产生临床表现(所以

只通过血常规指标难以有效筛查血红蛋白病(而毛细

管电泳具有更高的分辨率和准确性(目前已经成为实

验室诊断血红蛋白病的重要手段之一)

1

*

'但是由于

异常血红蛋白具有异质性(同一电泳区带可能是由多

种突变造成)

!%

*

(而本研究中则出现了利用毛细管电泳

技术也不能将异常条带与
,

带完全分离的罕见状况'
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若能重新采集患者及家系成员血样(可以考虑使用分

辨率较高的高效液相色谱法对异常血红蛋白含量进

行检测'因此将血红蛋白电泳和基因诊断相结合(才

有利于检出更多的异常血红蛋白突变型(基因检测结

果能指导电泳结果进行正确解读'

D

#

结
##

论

##

本研究首次报道了
%

珠蛋白基因突变型
YIP4G?

$

Y.)"

!

A#'"\

%

M

(

MX"&

!

\G<

%

\G6

%(丰富了我国和

人类血红蛋白突变谱'通过对表型进行初步分析(该

突变不产生明显临床症状(但是由于云南是地中海贫

血和异常血红蛋白病高发区(异常血红蛋白突变有较

大概率产生复合杂合子(因此其临床危害性和人群发

生率有待于继续研究'
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抗核抗体$

)R)

%是临床应用最多的自身免疫标

志物(而间接免疫荧光技术被认为是筛查
)R)

有效+

灵敏和综合性的方法'阳性荧光模型可提示参与反

应的细胞核抗原定位(并有助于鉴别诊断'本研究随

访了
!
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