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·

高风险血红蛋白 H 病产前基因诊断
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提 要 用
Q

珠蛋白基因探针和 D N A 印迹杂交法对 17 例有血红蛋白 H 病高风险胎儿进行

了产前基因诊断
,

诊断结果有 5 例为
a
地中海贫血 a( 地贫 )1 杂合子或正常

,
5 例为

Q
地贫 2 杂合

子
,
3 例为血红蛋白 H 病

,

1 例为血红蛋白 B ar t 胎儿水肿综合征
,

其余 3例由于双亲一方为非缺失

型
a
地贫

,

故对其胎儿的基因型不能作出准确诊断
。

关锐词 地中海贫血
;
血红蛋白 H 病

;
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血红蛋白 H 病 ( H bH 病 )是一种较严重

的
a
地中海贫血 a( 地贫 )

,

具有遗传异质性
,

在临床表现方面亦有很大差异
,

表现为中等

度贫血到较严重贫血
,

轻度脾大
,

偶有需要输

血者
,

患者部分丧失劳动能力
。

广东地区
a
地

贫发病率为 9
.

54 % 〔`〕
,

H b H 病 占
Q 地贫的

0
.

25 %
。

发病分子机制主要为
。

珠蛋白基因

缺 失或点突变致基因功能缺陷
,

从而导致
a

珠蛋白合成严重障碍
,

日珠蛋白链相对过多
,

过 剩的 p链聚合成 p 四聚体 ( p
`
) 即 H b H

。

H b H 极不稳定
,

易氧化变性形成 H 包涵体
,

沉积于红细胞内使细胞变形及通透性改变
,

导致溶血性贫血
。

本病目前尚无有效治疗方

法
,

开展孕早期胚胎基因诊断
,

防止患儿出

生
,

是最有效的预防措施
。

我们用
a
珠蛋白基

因探针对 17 例高风险 H b H 病胎儿进行了产

前诊断
。

1 材料与方法

1
.

1 产前诊断对象

1 7 例产前基因诊断对象 中有 12 例均 已

生育过 1 个 H b H 病患儿
,

另 5 例由于夫妇一

方 已确诊 是 H b H 病
,

而另一方为轻型
a
地

贫
,

并已生育过 H b H 病患儿或 H b B a r t 水肿

胎
。

1
.

Z a
珠蛋 白基因探针制备

含
a
珠蛋白基因 1

.

s k b 片段的 p B R 3 2 2

质粒扩增后
,

用碱变性法提取纯化 P B R 32 2

重组质粒川
, P st l 酶切

,

琼脂糖电泳分离
,

用

透析袋电洗脱法回收 1
.

8 k b 片段
,

经 a 一 3 2
P

d c T P 缺 口平移法标记探针
。

1
.

3 D N A 提取

孕妇夫妇双方及 H b H 病患儿均采外周

血 3 一 5 m l
,

肝 素抗 凝
,

按 文 献 5[] 方 法 提

D N A
。

胎儿 D N A
: 5 例绒毛

,

12 例羊水标本

采集时间按文献 l[] 进行
,

D N A 抽提方法按文

献 [’. 5〕进行
。

1
.

4 其 它

D N A 酶解
,

琼脂糖 电泳
,

D N A 转 移
,

D N A 分子杂交及放射自显影等均按文献 3[]

方法进行
。
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2 结 果

B a m H I 和 B g l l 酶谱分析有 7种不同

带谱代表不同类型的
a
地贫 (附表 )

。

2
.

1 限制性酶谱分析结果

附表 限 制 性 酶 谱 结 果 (单 位 k劫

类 型
正常或

。
地

贫杂合子

。
地贫 2 杂合子 血红蛋白 H 病

右缺失型 左缺失型 右缺失型 左缺失型 非缺失型

。
地贫

纯合子

丁

.125.72.140咖$bH

六H

刀9 1 1 1 2
。

5

7
。

2

1 5
.

8 1 2
.

5

1 2
.

5 7
,

2

1 5
.

8

刀口邢 H l 1 4
.

0 1 4
.

0

1 0
。

5

1 4
.

0

1 0
。

5

1 0
.

5

荃 因型
a a

/
a a

。 。
/一 一

a a
/
。 一 3

·

7 a a
/

a 一 `
·

2
/
。 一 3

·

? 一 一 /一一

临床表现
正 常
或轻型 静止型 静止型 H bH 病

1 0
.

5

-

一 /
a 一 今

·

“

H bH 病
H baB r t

水肿胎

2
.

2 基因诊断结果

7 对夫妇属
a
地贫 1 和 a

地贫 2 杂合子

婚配
,

其中 4对一方为右缺失型
a
地贫 2 ( a a /

「 .3 ’
)杂合子

,

另一方为
。
地贫 1 杂合子 ( aa /

一 一 ) ; 3对一方为左缺失型
a
地贫 2 杂合子

(二 / 。
一 .4 ’

)
,

另一方为
。
地贫 1 杂合子

。

以上

夫妇均已生育过 1 例 H b H 病患儿
。

胎儿产前

诊断结果为 1 例右缺失型
a
地贫 2 杂合子

( . / 。
一 .3 ’

)
,

2 例左缺失型
a
地贫 2 杂合子

(二 / 。 一
` ’

)
,

其中 4 例限制性酶谱结果表明有

两种可能
,

即正常 ( aa / aa )或
a 地贫 1 杂合子

a( a/ 一 一 ) (图 1 )
,

3 例已足月分娩
,

脐带血

H b 电泳证实 2例新生儿为
a
地贫 1 杂合子

,

l 例正常
,

均与产前诊断相符合
。

7 对夫妇一方为 H b H 病 (右缺失 4 例
,

左缺失 3例 )
,

另一方为
a
地贫 1杂合子

。

胎

儿基因诊断结果
:
2 例右缺失型 H b H 病 ( 已

终止妊娠 )
,

1 例左缺失 型 H b H 病 (图 2 )
,

1

例
。
地贫 l 杂合子或正常

, 1 例为 H b aB rt 水

肿胎 (终止妊娠 )
。

正常父
原点”

诬引绒毛女儿 正常父 母绒毛女儿

1盛k b ” . .

…场名k b
一`

二
. : 二
门协. .

二

月 . 十场
。

卜1 .2

6 k b

肠k b

卜7
.

, k b

石俪. H l 刀诊夕 11

图 l 放射自显影限制酶切图谱

父为右缺失型
a 地贫 2杂合子 (二 a/ 一 3

·

, ) ;

母为
。 地贫 l 杂合子 (。 /一 一 ) ;女儿为

a

地贫 2 与
Q 地贫 l 双重杂合子 ( H bH 病

,

一 一 /。 一 ’ 7
) ; 胎 儿正常或 a 地贫 1 杂合子

正常父 母胎儿 正常父 母胎儿

琵监乡 . . . ~ . . 卜1 2
.

肠k b

~
. . . . . . 小7

.

2 k b

石油m H I B诊1 11

图 2 放射白显影限制酶 )tJ 图谱

父为左缺失型 H b H 病
,母为

。 地贫

l 杂合子
,胎儿为左缺失型 H b H 病

两对夫妇一方为
a
地贫 1 杂合子

,

另一
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方为非缺失型 a 地贫 2 杂合子
,

其余 1 对夫

妇一方为 a 地贫 1 杂合子
,

一方为非缺失型

H b H 病
。

这 3 对夫妇由于各有一方为非缺失

型 。 地贫 2 或 H b H 病
,

故此 3 例胎儿不能根

据酶谱作出明确基因诊断
。

1对夫妇一方为非缺失型 H bH 病
,

另一

方为
a 地贫 1 杂合子

,

胎儿产前诊断结果可

排除 B a r t 水肿胎
,

但不能排除 H b H 病
,

因其

带型与正常者相同
,

故分析存在 3 种可能
: a

地贫 1 杂合子
、

非缺失型 H b H 病或非缺失型
a
地贫 2 杂合子 ( a a / a a T )

。

水肿胎作 出了产 前诊 断
。

对非缺失型 H b H

病的基因诊断正在研究之中
。
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3 讨 论

血红蛋 白 H 病是
a

地 中海贫血中较严

重的一种类型
,

发生的分子机制有两种
,

一种

是 a 珠蛋白基因的缺失 引起
,

称缺失型 H b H

病
,

基因型为 ( 一 一 / 一 a) ; 另一种为
a
珠蛋 白

基因缺失与点突变共同作用所致
,

这一类称

非缺失型 H b H 病
,

基 因型为 ( 一 一 / a a T ) [
`〕 ,

点突变具有遗传异质性
。

迄今世界范围内已

发现非缺失型
a
地贫达 18 种 7[]

,

临床表现有

很大差异
,

一般非缺失 型 H b H 病临床表现

比缺失型严重 t71
,

有报道非缺失型 H b H 病引

起 水 肿胎者 8[] 和 H b H 病智 力低 下 综 合

征 [` 0〕
。

目前对重型
a
地贫即 B a r t 胎儿水肿综

合征的产前诊断已有商品化的 P C R 诊断药

盒
。

对 H b H 病产前诊断目前还只能用
a
或 仁

珠蛋白基因探针进行 D N A 印迹杂交
,

方法

虽较萦杂费时
,

但诊 断 准确
。

对非 缺 失型

H b H 病需 要 D N A 印迹 杂交并结合 P C R /

A SO 点杂交检测点突变类型才能最后做出

诊断或产前诊断
。

我们用
a
珠蛋白基 因探针

印迹杂交法对我国常见的缺失 H b H 病
、

aB rt

1 曾瑞萍
,

杜传书
,

陈丽瑜
,

等
.
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P R E N A T A L G E N E D I A G N O S I S O F

H I G H R I S K H E M O G L O B I N H D I S E A S E

Z e n g R u i p i n g L i H o n g y i H u B i n F a n g Q u n S h u Y a l i C h e n L i y u

(M
e d ie a

l G
e n e t ie eD p a r t m e n t o

f S
u n Y

a t一 S
e n U n i

v e r s
it y o f M

e d i
e a l cS i

e n e e s ,

G
u a n g z

h o u ,
5 1 0 0 8 9 )

p r e n a t a l g e n e d i a g n o s is w e r e e a r r i e d o u t o n 1 7 e a s e s o f h i g h r i s k h e m o g l o b i n H ( H b H )

p r e g n a n t s w i t h s o u t h e r n b l o t t in g h y b r id i z a t io n b y u s i n g g l o b i n g e n e p r o b e
.

T h e r e s u l t s r e -

v e a l 5 e a s e s o f a 一 t h a l a s s e m i a 2 h e t e r o z y g o t
,

s a 一
t h a l a s s e m i a h e t e r o z y g o t o r n o r m a l

,

3 H b H

d i s e a s e a n d 1 B a r t
’ 5 h y d r o p f e t a l s y n d r o m e

.

N o e o n f i r m a t i v e d i a g n o s i s i n 3 e a s e s b e e a u s e o f

o n e o f t h e p a r e n t 15 n o n 一 d e f e e t t y p e o f a 一
t h a l a s s e m i a

.

K e y w o r d s t h a l a s s e m ia ; h e m o g l o b i n H d is e a s e ; p r e n a t a l g e n e d i a g n o s i s ; D N A b l o t t i n g

h y b r id i z a t io n ; g l o b i n g e n任 p r o b e

人食管癌裸鼠移植瘤株的建立及其应用研究

课题负贵 蔡海英

(中山医科大学肿瘤防治中心 ,广州
,
5 1 0 0 6 0)

研究者于 1 9 88 年首次用人食管癌手术切除标本组织直接移植于裸鼠
,

成功地建立了两个移植瘤株
,

分别

命名为人食管鳞状细胞癌裸鼠移植瘤株 (H E C : )和人食管腺鳞癌裸鼠移植瘤株 ( H E C
` )

。

两瘤株已在鼠间传递

50 代
,

历时 4 年
.

应用当前国际上先进技术— 裸鼠技术
、

流式细胞术
、

电镜超微结构技术
、

染色体分析和免

疫组化等
,

从整体
、

细胞及分子水平研究了两移植瘤株的生物学特性
,

显示
:

生长稳定
、

潜伏期短
,

移植成功率

达 10 0肠
,

仍能保持原人食管痛的特性
,

为肿瘤生物学及抗癌药物研究提供了理想的模型
.

应用研究包括
:

①

用 H E c
:

进行放射增敏作用的研究
,

以外源性血叶琳衍生物作为光敏剂
,

结果表明
:

单纯放射组和血叶琳加放

射组的肿瘤抑制率分别为 57
.

7肠和 85
.

4写
,

显示血叶琳衍生物对人食管癌裸鼠移植瘤的 X 线分次照射有明

显的增效作用 ;②用 H E C 。
比较了化疗药物平阳霉素与 5

一

氟脉啥咤 (5
一

F u) 对肿瘤细胞的作用
,

发现平阳霉素

对食管腺鳞癌有明显抑制作用
,

较 5
一

F
u
疗效更好

,

直接为临床治疗食管癌提供了重要依据
。

该研究成果已在

广州
、

北京
、

上海等地推广应用
,

取得较好效益
。

获 1 9 9 3 年卫生部科技进步三等奖
,

同获广东省医药卫生科技

进步二等奖
。

(冯世 容 )


