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1例由脐血血红蛋白电泳追溯到的罕见型新生儿

β珠蛋白生成障碍性贫血基因家系分析*

王柏莲,黄珍艳,李 琼,唐 勇△

(广西医科大附属武鸣医院医学检验科,南宁
 

530199)

  [摘要] 目的 对1例新生儿脐血血红蛋白电泳 HbA为0,表型与基因型不符的患儿及其家系成员进行

基因分析,以研究先证者及家系成员是否携带有未知突变基因,为其以后的优生遗传咨询提供依据。方法 通

过采集先证者家系成员外周血进行血细胞分析及血红蛋白毛细管电泳分析,采用PCR+导流杂交法检测常见

型珠蛋白生成障碍性贫血基因,对表型和常见珠蛋白生成障碍性贫血基因型不相符者行基因测序。结果 该

家系中先证者及其母亲和姐姐检出罕见型β珠蛋白生成障碍性贫血基因CD52(GAT>GTT)位点杂合突变,先
证者及其姐姐的基因型为β41-42/β52,母亲的基因型为β17/β52,父亲的基因型为β41-42/βN。结论 血液学表

型与基因型不符时,应进一步做罕见型基因检测,避免漏诊或误诊。该基因突变的发现,丰富了β珠蛋白生成

障碍性贫血基因数据库。
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  [Abstract] Objective Gene

 

analysis
 

was
 

performed
 

on
 

a
 

case
 

of
 

neonatal
 

with
 

the
 

umbilical
 

cord
 

blood
 

hemoglobin
 

electrophoresis
 

HbA
 

of
 

0,whose
 

phenotypes
 

were
 

inconsistent
 

with
 

the
 

genotype
 

and
 

the
 

family
 

members,in
 

order
 

to
 

investigate
 

whether
 

the
 

proband
 

and
 

family
 

members
 

carried
 

the
 

unknown
 

mutant
 

genes
 

and
 

provide
 

basis
 

for
 

the
 

eugenic
 

genetic
 

counseling
 

in
 

the
 

future.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

proband
 

family
 

members
 

were
 

collected
 

for
 

blood
 

cell
 

analysis
 

and
 

hemoglobin
 

capillary
 

electrophoresis
 

analy-
sis.The

 

genes
 

of
 

the
 

common
 

thalassemia
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

PCR
 

+
 

flow-through
 

hybridization.The
 

ge-
nome

 

sequencing
 

was
 

performed
 

for
 

those
 

whose
 

phenotypes
 

was
 

inconsistent
 

with
 

the
 

genotype
 

of
 

the
 

com-
mon

 

thalassemia.Results A
 

rare
 

β-hemoglobin
 

heterozygous
 

mutation
 

at
 

CD52
 

(GAT>GTT)
 

was
 

detected
 

in
 

the
 

proband
 

and
 

the
 

mother
 

and
 

sister.The
 

genotype
 

of
 

the
 

proband
 

and
 

the
 

older
 

sister
 

was
 

β41-42/β52.
The

 

maternal
 

genotype
 

was
 

β17/β52,and
 

the
 

paternal
 

genotype
 

was
 

β41-42/βN.Conclusion When
 

the
 

hema-
tological

 

phenotype
 

does
 

not
 

match
 

the
 

genotype,the
 

rare
 

genotype
 

should
 

be
 

further
 

tested
 

to
 

avoid
 

missed
 

diagnosis
 

or
 

misdiagnosis.The
 

discovery
 

of
 

this
 

gene
 

mutation
 

enriches
 

the
 

gene
 

database
 

of
 

β-globin
 

ogenesis
 

anemia
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  珠蛋白生成障碍性贫血是我国南方地区高发的

遗传性溶血性疾病,也是南方地区重点防治的单基因

遗传性疾病。常见有α和β两大类。β珠蛋白生成障

碍性贫血是由于β珠蛋白基因异常导致β珠蛋白链合

成减少或缺乏所引起的溶血性疾病。目前临床上β
珠蛋白生成障碍性贫血基因的检测主要检测中国常

见的17种 位 点 突 变:CD41-42、CD43、IVS-Ⅱ-654、
CD-28、CD-29、CD-30、CD-32、CD71-72、CD26(βE)、
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CD17、CD31、CD14-15、CD27-28、IVS-Ⅰ-1、IVS-Ⅰ-5、
Cap+40-43和IntM[1]。β珠蛋白生成障碍性贫血具

有较大的遗传异质性和临床表型异质性,存在地域性

和民族分布差异[2],如果只对常见基因突变类型进行

检测则会造成罕见和稀有突变类型漏检。尤其在孕

前和孕期的临床诊疗中,应考虑更全面的珠蛋白生成

障碍性贫血检测方法如一代测序(Sanger测序)、二代

测序(NGS)和多重探针扩增技术(MLPA)。若能将

各种常见或罕见突变基因型分别纳入常规检测,则能

有效避免珠蛋白生成障碍性贫血在临床上的漏诊和

误诊,对临床诊治和遗传咨询具有重要意义[3]。本研

究从1例新生儿脐血血红蛋白电泳结果中,通过常见

基因型检测和基因测序发现患儿不仅携带常见型β
珠蛋白生成障碍性贫血基因CD41-42,还携带有目前

国内未曾报道的罕见型β珠蛋白生成障碍性贫血基

因CD52(GAT>GTT)位点,对其进行家系调查、遗
传学特征分析,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

先证者男,年龄
 

7
 

h,广西马山县人,2018年2
 

月

13日在广西医科大学附属武鸣医院产科足月顺产出

生,娩出后收集脐带血2
 

mL,乙二胺四乙酸二钾(ED-
TA-K2)抗凝,立即送达医学检验科置2~8

 

℃冰箱保

存备用。采用法国Sebia
 

Capillarys2全自动电泳仪及

其配套试剂,按照仪器操作说明书进行检测。结果发

现先证者HbA水平为0,通过查询住院病历资料,先
证者在胎儿期到外院抽取羊水做产前诊断的基因型

为β41-42/βN,与目前的表型 HbA水平为0、HbF水

平为93.7%不相符,进一步做珠蛋白生成障碍性贫血

基因DNA测序,结果基因型为β41-42/β52双重杂合

子。联系患儿父母在获得知情同意下获取了患儿父

母及其姐姐的血液样本进行常见珠蛋白生成障碍性

贫血基因检测和基因测序。
1.2 方法

1.2.1 常规血液检测

收集先证者脐血和其父母、姐姐外周静脉血3.0
 

mL,EDTA-K2 抗凝,用迈瑞BC-6800全自动五分类

血细胞分析仪,按照仪器操作说明书检测红细胞参数

[红细胞(RBC)、血红蛋白(Hb)、红细胞平均压积体

积(MCV)、平均红细胞血红蛋白水平(MCH)
 

等]。
1.2.2 血红蛋白毛细管电泳分析

采用法国Sebia
 

Capillarys2全自动电泳仪按照仪

器操作说明书进行血红蛋白分析。
1.2.3 常见珠蛋白生成障碍性贫血基因型检测

试剂由潮州凯普公司提供,采用导流杂交技术进

行常见型α和β珠蛋白生成障碍性贫血基因检测,包
括常见的3种缺失和3种非缺失型α珠蛋白生成障

碍性贫血,17种常见β珠蛋白生成障碍性贫血点突

变。实验步骤严格按试剂说明书进行。
1.2.4 罕见珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断

采用多重链接探针技术(MLPA)、DNA测序、缺
口PCR(Cap-PCR)、三联体电泳及血红蛋白持续性增

多症缺失型电泳等技术进行检测。标本送到广州潮

州凯普公司进行检测。
2 结  果

2.1 家系成员血液学表型分析

先证者、父母、姐姐的血常规检测表现为小细胞、
低色素,先证者血红蛋白毛细管电泳分析结果:HbA
水平为0、HbF水平为93.7%(正常新生儿脐血 HbA
水平为12%~14%、HbF水平为60%~88%),同时

发现一条异常血红蛋白性慢速带,水平为6.1%;母亲

血红蛋白毛细管电泳结果为:HbA水平为0、HbF水

平为8.4%、HbA2水平为6.9%,发现一条异常血红

蛋白性慢速带,水平为84.7%,母亲在外院做产前筛

查时用美国Bio-Rad
 

VARIANTTMⅡ血红蛋白分析

系统检测的结果 HbA水平为13.4%、HbF水平为

10.3%、HbA2水平为76.3%;父亲的结果为 HbA2
水平为5.4%、HbF水平为1.1%;姐姐的结果为

HbA水平为0、HbF水平为5.5%、HbA2水平为

6.4%发现一条异常血红蛋白慢速带水平为88.1%。
根据患者基因型和表型的资料,考虑到先证者、母亲

及姐姐应该还携带有常见型β珠蛋白生成障碍性贫

血基因以外的其他突变点。该家系表型结果见表1。

表1  先证者及家人表型分析结果

家系成员
 

年龄 RBC(×1012/L) Hb(g/L)
 

MCV(pg) MCH(%) HbA(%) HbA2(%) HbF(%) 异常
 

Hb(%)

先证者 7
 

h 4.92 157
 

93.7 32.0 0 0.2 93.7 6.1

父亲 29岁 6.65 136 64.2 20.4 93.5 5.4 1.1 0

母亲 28岁 6.2 106 52.5 17.1 0 6.9 8.4 84.7

姐姐 3岁 5.24 100 56.5 19.1 0 6.4 5.5 88.1

2.2 常见珠蛋白生成障碍性贫血基因型诊断

多重PCR反向斑点杂交法(PCR-RDB)检测结果

显示先证者基因型为β41-42/βN,其父亲基因型为

β41-42/βN,其母亲基因型为β17/βN,姐姐基因型为

β141-42/βN。
2.3 基因测序结果
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先证者β基因测序结果为:CD41-42(-TTCT,41-
42M)杂合复合CD52(GAT>GTT)杂合突变的β珠

蛋白生成障碍性贫血双重杂合突变,α基因未见突变;
其父亲测序结果为:CD41-42(-TTCT,41-42M)位点

杂合突变β珠蛋白生成障碍性贫血,α基因未见突变;

其母亲测序结果为:CD17(AAG>TAG,17M)杂合突

变复合CD52(GAT>GTT)杂合突变的双重杂合子,
α基因未见突变。姐姐测序结果与先证者结果一致。
从家系分析证实,先证者及其姐姐罕见突变 CD52
(GAT>GTT)来自母亲。测序结果见图1。

  A:先证者和其姐姐基因测序结果,β基因CD41-42(-TTCT,41-42M)合并CD52(GAT>GTT)双重杂合突变;B:母亲基因测序结果,β基因

CD17(AAG>TAG,17M)合并CD52(GAT>GTT)双重杂合突变;C:父亲基因测序结果,β基因CD41-42(-TTCT,41-42M)突变。

图1  基因测序结果

3 讨  论

  一般正常新生儿的 HbF约占70%,HbA约占

30%,HbA2少于1%[4]。全自动毛细管血红蛋白电

泳分析技术,利用高电压作用下,在直径为25
 

μm的

毛细管中实现不同血红蛋白组分的分离。该技术对

各种血红蛋白组分检测敏感、稳定,可准确地检测并

定量各种血红蛋白组分如:HbBart's、HbA、HbF、
HbA2和部分异常血红蛋白等[5-8],是目前新生儿珠

蛋白生成障碍性贫血筛查最简便且最有效的技术[9]。
根据国内外对新生儿珠蛋白生成障碍性贫血筛查研

究[10-13],β珠蛋白生成障碍性贫血患儿由于β珠蛋白

生成障碍,其 HbA水平低于正常新生儿,且 HbA水

平越低,提示β珠蛋白生成障碍性贫血越严重,因此

临床常利用 HbA水平初步筛查β珠蛋白生成障碍性

贫血[12]。本研究先证者新生儿脐血毛细血管血红蛋

白电泳HbA完全缺乏,考虑重型珠蛋白生成障碍性

贫血;而常规基因检测为β41-42杂合突变,属于轻型

β珠蛋白生成障碍性贫血,与表型不相符。提示极有

可能还有其他类型β珠蛋白生成障碍性贫血基因点

突变,有必要采用其他方法进一步确定突变位点。通

过DNA测序,检测到罕见型β珠蛋白生成障碍性贫

血CD52(GAT>GTT)位点杂合突变。CD52(GAT
>GTT)位点突变β基因编码区序列的158号碱基A
突变为T,即HBB:c.158A>T,对应的编码氨基酸由

天冬氨酸改为缬氨酸的一种异常血红蛋白。查询

HbVar数据库参考信息,该异常血红蛋白曾于2000
年6月发现于美国土著的1位法国和波兰血统的婴

儿,为杂合突变,文献报道提示临床表现正常;本例先

证者属于中重度贫血,是否由于异常血红蛋白复合珠

蛋白生成障碍性贫血时,表现为中间型或重型珠蛋白

生成障碍性贫血[13],或者表明临床表型不仅仅取决于

基因型,还可能与种族差异和遗传修饰基因有关[14],
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由于该突变文献报道有限,其致病性有待更多的案例

纳入研究才能够明确。本研究家系成员中,先证者及

母亲、姐姐血液学表型表现为典型的β0/β+中间型珠

蛋白生成障碍性贫血。

β珠蛋白生成障碍性贫血分子基础复杂,既有很

大的遗传异质性和临床表型异质性,又有民族和地域

性差异,广西南宁主要以CD41-42为主[15],海南报道

较多的是CD41-42、IVS-Ⅱ-654、CD71-72[16]。常规珠

蛋白生成障碍性贫血基因检测试剂盒只能检测覆盖

中国人常见突变类型的95%~98%。在临床实践工

作中,必须遵循“基因与表型相结合”这一基本原则,
当表型和基因型不相符时,应进行罕见型珠蛋白生成

障碍性贫血基因检测以明确其基因型,防止漏诊和误

诊。目前对罕见型珠蛋白生成障碍性贫血基因缺失

检测可采用Cap-PCR和 MLPA等方法,而位点突变

可通过DNA测序技术进行鉴定,随着检测技术的进

步,可检测到的更多突变类型,尤其是一些稀有类型

突变[17],对丰富珠蛋白生成障碍性贫血基因突变数据

库,更好地指导临床诊治和遗传咨询具有重要意义。
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