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摘 要：【目的】应用荧光 K>3技术检测单细胞 !地中海贫血（!地贫）基因，并与巢式 K>3相比较，探讨
荧光 K>3应用于 !地贫植入前诊断中的可行性。【方法】获取 !地贫 $?:$! 突变杂合子单个淋巴细胞，用巢式

K>3及荧光 K>3技术检测 !珠蛋白基因。【结果】?B#个淋巴细胞进行荧光 K>3扩增，!地贫基因的平均扩增效
率为 @!) "M，等位基因脱扣（4=1）率为 L) LM；!$# 个淋巴细胞进行巢式 K>3 扩增，!地贫基因的扩增效率为

@?) AM，4=1率为 ?") LM。两种方法的扩增效率没有统计学差异，但荧光 K>3的 4=1发生率显著低于巢式

K>3的 4=1发生率（ ! N #) #"）。【结论】本研究建立的单细胞荧光 K>3技术具有较高的扩增效率，可显著降低

4=1发生率，可望用于 !地贫的临床植入前诊断。
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我国南方人群中 !地中海贫血（!地贫）致病
基因携带率为 !) LM i? j。胚胎植入前遗传学诊断

（KO=）借助辅助生育技术，对体外受精并发育到
B k L细胞期的植入前胚胎进行 !地贫基因的遗传

学诊断，选择非重型 !地贫的胚胎移植回子宫，从
一开始就可避免妊娠一个重型 !地贫胎儿及所造
成的治疗性引产。

但 KO=的分析材料仅为 ? k !个细胞，建立可
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行的单细胞基因检测技术是开展 !地贫 $%&的先
决条件。到目前为止，!地贫的植入前诊断主要依
靠巢式 $’(结合突变检测技术 ) # * + ,。国内有报道应

用巢式 $’(进行 !地贫的植入前诊断 ) - ,，但扩增

失败和等位基因脱扣仍然是影响植入前诊断准确

性的主要问题。荧光 $’(是近年发展起来的新兴
技术，它比普通的 $’(敏感性高出 !千倍以上 ) . ,。

本研究应用荧光 $’(（/0$’(）技术在单细胞水平
检测 !地贫基因，并与传统的巢式 $’(相比较，评
估荧光 $’(在 !地贫植入前诊断中的可行性。

! 材料与方法

!1 ! 研究对象
突变基因型为 ’&+!0+# 的 !地贫杂合子静脉

血。

!1 # 材 料
!1 #1 ! 单个淋巴细胞的制备 取静脉血 # 23，
4&56抗凝，经淋巴细胞分离液（上海试剂二厂7 8 9
%:;<=-0>#）分离，制成淋巴细胞悬液，于倒置显微
镜下吸取单个淋巴细胞于 4??@ABCDE 管中。FG: 9
&55法 ) H ,裂解单个细胞，裂解后的模板立即行 $’(
扩增或 * #I J冻存。
!1 #1 # 引 物 上海生物工程公司合成，引物序
列见表 !。

中山大学学报 K医学科学版 L 第 #- 卷

表 ! 引物序列 K -M0"M L

5NOP@ ! 5Q@ ?DR2@D S@TU@AV@S K-M0"M L

图 ! 荧光 "#$扩增单个淋巴细胞 !地贫 #%&!’&(
基因型

)*+, ! -./0*1*234*56 51 !’47303889.*3 #%&!’&( .:434*56
4;/9 :8*6+ )’"#$

<CWQ !% NAB !#% ND@ !0WQNPNSS@2RN ’& +!0+# 2UWNWRCA WX?@ Q@W0
@DCYXZCW@S1 5Q@ +I= O? EDNZ2@AW RS WQ@ ACD2NP NPP@P@ [QRP@ WQ@ +I+ O?
EDNZ2@AW RS WQ@ 2UWNWRCANP NPP@P@1 5Q@ ?D@E@D@AWRNP N2?PRERVNWRCA CE WQ@
2UWNWRCANP NPP@P@ CVVUDD@B RA ! % [QRP@ WQ@ ?D@E@D@AWRNP N2?PRERVNWRCA CE
WQ@ ACD2NP NPP@P@ CVVUDD@B RA !#%

!1 " "#$扩增
!1 "1 ! 单个淋巴细胞荧光 $’( 扩增体系 扩增
反应总体积为 -I "3，包括：裂解模板液 !I "3，无
F \ !I ] $’( 缓冲液 - "3，-I 22CP 9 3 ^Z’P# #1 -
"37 !I 22CP 9 3 B_5$ ! "37 引物（浓度为 !I
22CP 9 3）各 I1 - "37 !"#酶 I1 - ‘。将扩增体系放
置在 $’(热循环仪 K $40’@WUS >.II L中，采用 >. J
# 2RA，>+ J +- S，-- J +- S，H# J +- S +I个循环，
于 H# J延伸 - 2RA。!珠蛋白基因扩增产物在 6<a
$DRS2 "HH上进行电泳检测（图 !）。

!1 "1 # 单个淋巴细胞巢式 $’( 扩增体系 外侧
扩增反应总体积为 -I "3，包括：裂解模板液 !I
"3，无 F \ !I ] $’( 缓冲液 - "3，-I 22CP 9 3 ^Z’P#
#1 - "37 !I 22CP 9 3 B_5$ !"37 外侧引物（浓度为
!I 22CP 9 3）各 I1 - "37 !"#酶 I1 - ‘。将扩增体系
放置在 $’(热循环仪 K $40’@WUS >.II L 中，采用 >.
J # 2RA，>+ J +- S，-- J +- S，H# J +- S #=个循
环，于 H# J延伸 - 2RA。内侧扩增反应总体积为 #-
"3，包括：外引物扩增产物 ! "37 !I ] $’( 缓冲液
#1 - "3，-I 22CP 9 3 ^Z’P# !1 #- "37 !I 22CP 9 3
B_5$ I1 - "37 内侧引物（浓度为 !I 22CP 9 3）各
I1 - "37 !"#酶 I1 - ‘。$’(反应条件同上述外侧
引物，只是扩增循环次数增加为 "-个循环。

!珠蛋白基因扩增产物在 #I Z 9 3琼脂糖凝胶
电泳，4<染色紫外透光器下检查有无扩增产物。扩
增产物用寡核苷酸探针反向点杂交鉴定基因突变

类型。!地贫寡核苷酸探针反向点杂交膜条购自达
安基因有限公司。

!1 + 统计学方法
用 ;$;; !I1 I统计软件进行分析。差异显著性

检验采用 ##检验，检验水准 $取 I1 I-。

_@SW@B $’(
GUW@D ?DR2@D
aAA@D ?DR2@D

/0$’(

5Q@ ?DR2@D S@TU@AV@S
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表 ’ 单个淋巴细胞巢式 $%&及荧光 $%&扩增效率及

6;<发生率

N:370 ’ 6*+7898.:/8-1 0998.801.) :1> 6;< 4:/0 -9 581O70 .077
=05/0> $%& :1> IJ$%&

’ 结 果

’B ! 单个淋巴细胞巢式 !"#
用巢式 $%& 扩增 ’?@ 个淋巴细胞，! 珠蛋白基因
的扩增效率为 A!B CD，等位基因脱扣（6;<）发生
率为 !GB HD，详见表 ’。
’B ’ 单个淋巴细胞荧光 !"#
用荧光 $%&扩增 !K@个淋巴细胞，!珠蛋白基

因的扩增效率为 A’B GD，与巢式 $%&扩增效率无
统计学差异（"’ P @B @AQ ! L @B @G）；荧光 $%&的
6;<发生率为 HB HD，显著低于巢式 $%&的 6;<
率（"’ P ?B ’KQ ! M @B @G）Q详见表 ’。

" 讨 论

!地贫的植入前诊断主要依靠巢式 $%& 结合
突变检测技术 R ’ S ? T。国内有报道应用巢式 $%&进行
!地贫的植入前诊断，但扩增失败和等位基因脱扣
仍然是影响植入前诊断准确性的主要问题。

等位基因脱扣（6;<）是指在单细胞的一对等
位基因中，只扩增出了其中一个等位基因。文献报

道 6;< 的发生率为 GD U ’GD RH S !@ T，是造成 $V;
误诊的一个重要原因。6;<可能与染色体嵌合体、
部分二倍体胚胎中有单倍体细胞存在、细胞裂解不

全或裂解过程中 ;=6单链发生断裂部分丢失等有
关。本研究中巢式 $%& W &;X平均 6;<的发生率
为 !GB HD，与文献报道接近。对双方具有不同 !地
贫突变类型的夫妇进行 $V;时，如果发生了 6;<，
就有可能将一个复合杂合子的胚胎误诊为一个轻

型 !地贫基因携带者。对双方具有相同突变类型的
夫妇进行 $V;时，如果发生了 6;<，不会将纯合子
的胚胎误诊为轻型 !地贫基因携带者，但会将轻型
!地贫基因携带者误诊为纯合子，导致可移植的胚
胎数减少，降低妊娠的机会。

荧光 $%&是近年发展起来的新兴技术，它比普
通的 $%&敏感性高出 !千倍以上 RK T。用不同颜色的

荧光素进行标记，可以在 ;=6测序仪同时检测出不
同片段的 $%&扩增产物。国外有利用荧光 $%&对纤
维囊腺病进行植入前诊断的报道 R!! T，国内有利用荧

光 $%&进行 !地中海贫血植入前诊断的报道 R!’ T。它

避免了常规 $%&需要对扩增产物进行异源双链杂
交或琼脂糖电泳分析等繁琐的基因型分析工作。

%;?!J?’占中国人!地贫突变类型的 ?!B KD R! T，临

床上经常遇到夫妇双方都为 %;?!J?’ 突变的情
况。本研究用荧光 $%&对单个淋巴细胞进行一次扩
增，即可检测出有无 !地贫 %;?!J?’突变，其对单个
淋巴细胞的诊断效率达到 A’B GD。而且，荧光 $%&
可以轻易地分辨优势扩增与等位基因脱扣 R!" T。在单

细胞 $%&中，非优势扩增的等位基因在扩增量少到
不能被检测时，会被认为是发生了 6;<。但荧光 $%&
具有高灵敏度，即使一个等位基因的信号只有其它

等位基因信号的 !D，也能被准确检测。本研究中，应
用荧光 $%&对 %;?!J?’突变基因进行检测，单个淋
巴细胞的 6;< 率 HB HD 比巢式 $%& 的 6;< 率
!GB HD降低了约 ! W "，差异有显著性（"’ P ?B ’K，! M
@B @G ）Q与文献报道的基本一致 R!! T。

综上所述，荧光 $%&比传统巢式 $%&具有更
高的敏感性，本研究设计的单细胞荧光 $%&技术
可以大大提高检测的敏感性，降低 6;<率，且整个
诊断过程只需要 C个小时就可完成，比传统的巢式
$%&更符合 $V;诊断的时效性，可望用于 !地贫
的临床植入前诊断。
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是由 ‘!期持续时间所决定的，而且 ‘!启动是细胞周
期启动的关键，因此 ‘! a E期的调控尤为重要。 本实
验结果表明 <S_;S蛋白促进 \bS5"5细胞由 ‘!期进
入 E期，因此主要作用于 ‘! a E调控点，可能启动并加
速细胞周期进程，促进细胞增生和抑制细胞凋亡。

<S_;S 蛋白作用于 ‘! a E 调控点的机制有待进一步
研究。

细胞凋亡和增生分化是独立的两种方式，但细胞

凋亡和增生分化可同时存在；细胞凋亡可发生在细胞

周期不同时相，细胞凋亡与细胞增生并非一定成负相

关。研究证实肝门部胆管癌组织中细胞凋亡率和增生

率同时升高，并且存在增生 a凋亡失衡 0 % 1 。DcIF等 0 2 1

发现 <S_;S 蛋白通过抑制 W%! 促进细胞增生，当
<S_;S 转染 <-*‘% 细胞经 Y+A抗体诱导凋亡时 E 期
百分率减少，细胞被阻滞于 ‘!期9 增生细胞对某些凋
亡诱因的敏感性常依赖于细胞周期。但本实验结果表

明，不管是 <S_;S蛋白抑制细胞凋亡，还是由 Y+A抗
体诱导细胞凋亡增加时都不是作用于 ‘% a ?期。细胞
周期阻断与细胞凋亡关系不明确，并不是细胞周期阻

断越完全越促使细胞凋亡，细胞周期阻断并不直接诱

导细胞凋亡。
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