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P CR/ 异源双链形成分析法在 日地中海

贫血产前诊断中的应用

李洪义 杜传书 曾瑞萍 许卫明

( 医学遗传学教研室 )

提 要 采用聚合酶链反应 ( P C R ) 结合聚丙烯酞胺凝胶电泳 ( P A G E )
,

检 测 P C R 产物异源

双链形成情况
,

诊断和产前诊断 日珠蛋白生成障碍性贫血 ( 日地中海 ;贫血 ) C D 4 1一 4 2 (
一

C T T T ) 突变
。

此方法简便快速
,

可区分有无突变
,

并能鉴别纯合子与杂合子
。

应用本方法 进 行了 选例产前诊断
。

对

此方法的优点和局限性及应用前景进行了讨论
。

关旅词 聚合酶链反应 ; 异源双链 , 日地中海贫血 , 突变 , 产前诊 断

中图号 R 3 9 4
.

3

迄今为止
,

全世界已发现 1 0 0 多种 日珠蛋

白生成障碍性贫血 ( 日地中海贫血
,

本文简 称

卜地贫 ) 突变类型
。

中国人中至少鉴定了 16 种

突变
〔” ,

基因频率最高的是密码子 4 1一铭 (
一C T

TT ) 突变
,

大于 40 % 「, ’ ,
某些地区和民 族 高

达 9 4
.

7 % 【” 。
1 9 8 9 年 N a s a m i n e 等 “ ’

报 道
,

P C R 之后用聚丙烯酞胺凝胶电泳 (P A G E )检出

了 1 8 b p 缺失的杂合子
。

其基本原理如 图 1 所

示
。

在适当浓度 的 P A G E 中
,

由于异源双链

二级结构的缘故
,

它们的移动速度较同源双链

慢
,

两种不同的异源双链泳动速度亦不相同
〔 ` ’ 。

根据 P C R 产物大小
,

缺失或插入碱基数 目 多

少等
,

两种不同的同源双链区分成 2 条带或重

叠为 1 条带
。

经染色杂合子可见 3 或 4 条带
,

而纯合子只有 1 条带
。

张基增 等
〔 s ’报 道 D N A

异源双链电泳分离识别 日地贫 cD 41 一 42 4b p 缺

失突变
。

作者在 方 法 学 上进行了某些改进并

用于产前基因诊断
。

实践表明这种简单快速的

cD 41 一
42 (

一
4b )P 突变诊断方法对我国 优 生工

作有实际意义
。

缺失部位
一

洲~
,异扭双健

咕

,同翻双拢
门 .

图 1 杂合子 P C R产物异源双链形成示意图

材 料 和 方 法

标本与 O N A提取

已知的 c D 4 1一 4 2 突变 纯 合 子
、
C D 4 1一 4 2

杂合子
、

C D 17 ( A ` T ) 杂合 子
、 一 2 8 ( A 、 G )

杂合子和正常标本均经 P C R / A S O 探针斑点杂

交证实
。

4例产前诊断标本为孕 1 6周羊水或19

周脐带血 D N A
,

·

取胎儿父母外周血 3~ 4 lm
,

均按本室常规酚
一
氯仿法提取基因组 D N A

。

P C R扩增基因组 ON A

所用一对引物核昔酸序列见文献
〔” ( 由上

海细胞所合成 )
。

扩增包 括
一
28

、

C D 17 和 c D

4 1一 42 等突变点在内的 6 o lb p 珠 蛋 白 基 因序

列
。

P C R 条件为 97 ℃ 热 变性 7m in
,

_

加入 T a q

D N A 聚合酶 ZU / 50 时 反应体积 ( 上 海复旦大

学遗传所产品 )
,

之后按 9 2
`

C
, 3 0 5~ 5 5

O

c
,

3仓s , 7 0
O

C
,
1 m i n 完成 3 0个循环

。

取产物 2 0林l

于 1%琼脂糖凝胶电泳 l h ,
E B 染色检查扩 增

结果
。

异派双链形成

C D 4 1一4 2 杂合子之 P C R 产物中已有异 源

双链形成 ; 该突变纯合子或无此 突 变 之 P c R

产物中无异源双链
,

与约等体积的同引物扩增

的已知正常标本之 P C R 产物混合
,

混合 液 经

9 5
O

C
,
s m i n 变性和室很 Zo m i n 复性

,

前者产

ǔ一一ù一一
士止士士ù脱一

,
ù

呈
·
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附表 4 例 产 前 诊 断 结 果朴

家 庭 父 亲 母 亲 胎 儿

4 * 一 4 2杂合子丈 2 )

4 1 一 理2杂合子 ( 3 )

无 4 1 一 4 2突变 ( 1 )

4 2 一 4 2杂合子 ( 3 )

4 1 一 4 2杂合子 ( 3 )

4 1 一 4 2杂合子 ( 3 )

4 1 一 4 2杂合子 ( 3 )

无 4 1 一 4 2突变 ( 1 )

4 1 一 4 2杂合子 ( 3
,
3 )

正常者 ( 1
,

1)

无 4 1 一 4 2突变 ( 1
,
i )

有 4 1 一 42突变 ( 3
,

3 )

朴括号内数字示 电泳带数
。

第一个数字示 P C R 产物直接电泳带数
,

第二个数是与正常 P C R 产物混合后

的电泳带数

反应后取 10 协 l与已备好的已 知 正 常 标 本 的

P C R 产物 1 0时混合
,

经加热 变性 和室温复性

后与前述待 测 标 本 之 P CR 产物 10 时 同时电

泳
,

即可对待测标本作出纯合子
、

杂合子或无

该突变的准确判定
。

此基因诊断方法成本低
、

方法简单易于操作
、 、

无需分子杂交和内切酶酶

解
,

适合我国 日地贫产前诊断
,

因为 4bP 缺失

的 C D 4 1一 4 2 突变在我国 是 最 常见的 突 变 类

型 .tz ” 。

另一依据是中国 人 中 尚未 发现其它

bZ p 或以上缺失
、

插入日地贫等位基因
` ’ 】

” 。

应用此方法对双亲均 !为 C D 4 1一 42 杂合子

的胎儿可作出准确的产前诊断 ; 对双亲之一为

该突变杂合子的胎儿可做出部分诊断
,

当检测

出胎儿未遗传到亲代的 C D 4 1一 4 2 突变基因时
,

胎儿或正常或为另一突变的杂合子
,

后者亦可

继续妊娠
,

基本达到优生目的
。

若胎儿遗传到

了 C D 4 1一 4 2 突变
,

则应用其它方法进 一 步 检

测是否有亲代中的另一突变
,

本法不适合双亲

均非 C D 4 1一 42 杂合子的胎儿的产 前 诊断
。

自 N a g a m i en 等 t ` ’之后
,
T r lg s er 等

仁, ’用该

方法检出了 4 bp 插入突变
,

W址 et 等〔 . , 发 现小

至 ZbP 的差异也能用此法检出
。

实践表明
, P C R /

异源双链形成分析法是一种简单
、

经济
、

快速

的缺失或插入突变检测方法
。

但它不能明确突

变性质和精确定位是其不足之处
。

若与序列分

析等技术联合应用
,

它将在鉴定缺失和插入型

新突变方面发挥更大作用
。

( 第一军医大学分子生物学研 究室徐湘民

讲师惠赠部分 已知突变标本 ; 本校附一院妇产

科方群 医师等抽取羊水标本
。
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T H E A P P L I C A T I O N O F P C R脚 E T E R O D U P L E X

F O R M A T I O N A N A L Y S I S T O 日 T H A L A S S E M I A

P R E N A T A L D IA G N O S I S

L i H o gn y i D u ilC
u a n hs u z e n g R u iP i n g X u W

e im i n g

( D e Pa r tm e n t o f M e d i e a l G e en t i e s )

A s im P l e a n d r a P id a P P r o a c h f o r d e t e c t i n g the 日 t ha la s s e m i a g e n e 〔 C od o n 4 1一 4 2 ( 一CT
-

T T ) 〕 b y h e t e r od u P le x a n a l y s i s a f t e r P C R 15 d e s e r ibe d
.

T h e d i a g
osn

t i e a PP r o a e h e a n d i s i t
·

i n s u i s h b e tw ee n t h e he t e r o z y s o t e a n d h o m o z y s o t e
·

F O u r p r e g n a n t W o m e n a t r i s k fo r 日

t h a l a s s e m i a w er e a l s o s t u d i时 b y u s i n g t h i s a P P r oa hC
.

T h e a d va n t a g e s
,

l i m i t a t i on s a n d v i s t a s

o f t h e a

PP r o a e h a r e d i sc u S eS d
.

K e y w o r d s P C R节 h e t e r o d u Pl e x : 日 t h a l a s s e m i a : m u t a t i o n : p r e n a t a l d i a g n o s i s

简 报
·

广东汉族人基因组D 1 7S S位点遗传多态性

杨英浩 伍新尧 罗超权 郭俊明 刘煦文

( 生化教研室 )

关 . 词 D 1 s7 5位点 , 遗传多态性 , P C R ; 汉族

中圈号 R 5 2 7
.

3
,

D g i g

本文介绍用二步法 P C R 检测广东汉族人基因组

D 1 75 5 V N T R ( 数量可变的串联重复序列 ) 遗传多态

性的结果
。

共发现有 12 个等位基因
。

这些等位基因片

段的大小在 1 00 b p至 870 bp之间 ( 每一重复单位为 70

bp )
,

等位基因的频率分布在 0
.

0 05 至 0
.

19 之间
。

统

计学分析证明D 1 7 s 5 各等位基因频率在本组人群的分

布符合哈
一
温氏平衡 ( X

, = 7 4
.

6 3
,

dI = 6
.

6
,
P > 0

.

05 )
,

并遵循孟德尔遗传规律
。

这一遗传多态性系统的杂合

度和父权排除率分别是 85
.

95 % 和 0
.

5 5 7 5
,

因而 对个

体识别和医学遗传学是一个很有价值 的遗传标记
。

H O r n等曾提出在扩增 D l了5 5位点时会出现一些非

特异性的扩增带
。

他们试图增加反应体系中 d N T P 的

量来克服这种现象
,

但这样会使实验的用费增加
。

我

们提高复性温度至 60 ℃
,

使 P C R变成二步法
,

未再发

现非特异扩增带
。

( 1 9 9 3
一
0 3 一 1 9收稿 1 99 3

一 0 8一 2 3修回 )


