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HKαα和anti-HKαα基因型珠蛋白生成障碍性贫血的基因检测分析
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  摘 要:目的 对HKαα和anti-HKαα基因型珠蛋白生成障碍性贫血(简称地贫)病例进行基因检测,分析

HKαα和anti-HKαα基因型病例的临床表型,为产前诊断和遗传咨询提供指导。方法 对36
 

031例样本进行

常规地贫基因检测,应用巢式PCR技术对17例跨越断裂点PCR(gap-PCR)电泳同时出现α2、-α3.7/-α4.2 和

--SEA,4例-α3.7 条带比α2 条带细弱及1例-α4.2 条带比α2 条带细弱的样本进行 HKαα和anti-HKαα基因型检

测。结果 在36
 

031例样本中,共检测到20例HKαα和2例anti-HKαα基因型病例,其中3例HKαα/αα,1例

HKαα/αα同时复合IVS-Ⅱ-654杂合子,3例 HKαα/-α4.2,12例 HKαα/--SEA,1例 HKαα/--SEA 同时复合CD41-
42杂合子,1例anti-HKαα/αα,1例anti-HKαα/--SEA。HKαα与anti-HKαα检出率分别为0.056%和0.005%,
且存在1个HKαα/--SEA 家系和1个anti-HKαα/--SEA 家系。结论 HKαα或anti-HKαα基因型地贫的准确诊

断对罕见α-地贫基因的筛查和产前遗传咨询具有非常重要的意义,避免了不必要的创伤性产前诊断。
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Abstract:Objective To

 

conduct
 

the
 

gene
 

detection
 

in
 

the
 

cases
 

of
 

HKαα
 

and
 

anti-HKαα
 

genotype
 

thalas-
semia,and

 

to
 

analyze
 

the
 

clinical
 

phenotype
 

of
 

HKαα
 

and
 

anti-HKαα
 

genotype
 

cases
 

so
 

as
 

to
 

provide
 

the
 

guid-
ance

 

for
 

clinical
 

prenatal
 

diagnosis
 

and
 

genetic
 

counseling.Methods A
 

total
 

of
 

36
 

031
 

samples
 

were
 

conducted
 

the
 

routine
 

thalassemia
 

gene
 

detection.The
 

nest
 

PCR
 

technique
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

genotype
 

detection
 

on
 

17
 

samples
 

simultaneously
 

appearing
 

α2,-α3.7/-α4.2
 

and
 

--SEA
 

by
 

crossing
 

the
 

break
 

point
 

PCR
 

(gap-PCR)
 

elec-
trophoresis,4

 

samples
 

with
 

-α3.7
 

band
 

thinner
 

than
 

α2 band
 

and
 

1
 

sample
 

with
 

-α4.2
 

band
 

thinner
 

than
 

α2 band.
Results In

 

36
 

031
 

samples,20
 

cases
 

of
 

HKαα
 

genotype
 

and
 

2
 

cases
 

of
 

anti-HKαα
 

genotype
 

were
 

detected,in-
cluding

 

3
 

cases
 

of
 

HKαα/αα,1
 

case
 

of
 

simultaneous
 

compound
 

IVS-Ⅱ-654
 

heterozygote
 

of
 

HKαα/αα,3
 

cases
 

of
 

HKαα/-α4.2,12
 

cases
 

of
 

HKαα/
 

--SEA,1
 

case
 

of
 

simultaneous
 

compound
 

CD41-42
 

heterozygote
 

of
 

HKαα/--SEA,1
 

case
 

of
 

anti-HKαα/αα,and
 

1
 

case
 

of
 

anti-HKαα/--SEA.The
 

detection
 

rates
 

of
 

HKαα
 

and
 

anti-
HKαα

 

were
 

0.056%
 

and
 

0.005%
 

respectively,moreover
 

there
 

were
 

one
 

family
 

of
 

HKαα/--SEA
 

and
 

one
 

family
 

of
 

anti-HKαα/--SEA.Conclusion The
 

accurate
 

diagnosis
 

of
 

HKαα
 

or
 

anti-HKαα
 

genotype
 

thalassemia
 

has
 

the
 

very
 

important
 

significance
 

for
 

screening
 

rare
 

α
 

thalassemia
 

genes
 

and
 

prenatal
 

genetic
 

counseling,which
 

a-
voids

 

unnecessary
 

invasive
 

prenatal
 

diagnosis.
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  珠蛋白生成障碍性贫血又称地中海贫血(以下简

称地贫),是由于珠蛋白基因发生缺陷,致使珠蛋白链

合成减少或缺失,使形成血红蛋白的α-链/非α-链比

例失衡,而导致的一组遗传性溶血性疾病,轻者可无

临床表现,重者以进行性溶血性贫血为主要特征。在

临床上地贫主要分为α-地贫和β-地贫。α-地贫主要

分为缺失型和非缺失型。缺失型主要由东南亚缺失

(--SEA)、右缺失(-α3.7)和左缺失(-α4.2)引起[1]。HKαα
和anti-HKαα基因型是罕见的α-地贫基因型。HKαα
是α球蛋白基因通过非平衡交换,形成同时包含-α3.7 和

anti4.2片段的重组基因[2],而anti-HKαα是 HKαα的

衍生产物,是包含了-α4.2 和anti3.7片段的重组基因。
由于目前我国常规的α-地贫基因检测只能检测--SEA、
-α3.7 和-α4.2 缺失,而不能检测anti4.2和anti3.7片

段,从而可能导致HKαα和anti-HKαα基因型被误诊

为-α3.7 和-α4.2 基因型。本文对36
 

031例样本中检测

到的HKαα和anti-HKαα基因型进行了总结和分析,
现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2015年6月至2018年12月于
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本院进行常规地贫基因检测的样本36
 

031例,应用巢

式PCR技术对跨越断裂点PCR(gap-PCR)电泳同时

出现正常条带α2、右缺失(-α3.7)或左缺失(-α4.2)和东

南亚缺失(--SEA),-α3.7 条带比α2 条带细弱和-α4.2 条带

比α2 条带细弱的样本进行 HKαα和anti-HKαα基因

型检测。患者或监护人均签署知情同意书,本研究经

本院伦理委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 DNA提取 采用厦门致善Lab-Aid
 

820核酸

提取 Mini试剂进行外周血或脐血的DNA提取;羊水

或绒毛样本DNA采用深圳亚能生物技术有限公司生

产的提取试剂盒,按试剂盒说明书提取步骤进行

DNA的提取。
1.2.2 缺失型α-地贫基因检测 采用gap-PCR进行

3种 常 见 缺 失 型 α-地 贫 基 因 (--SEA/αα、-α3.7/αα、
-α4.2/αα)的检测,严格按照试剂盒说明书进行。采用

深圳亚能生物技术有限公司生产的基因诊断试剂盒

进行检测。
1.2.3 非缺失型α-地贫点突变和β-地贫点突变基因

检测 采用反向斑点杂交法(RDB)检测3种α-地贫

基因点突变(αCSα、αWSα和αQSα)和17种β-地贫基因

点突变(-28、-29、-30、-32、CD14-15、CD17、βE、CD27-
28、CD31、CD41-42、CD43、CD71-72、IVS-Ⅰ-1、IVS-
Ⅰ-5、IVS-Ⅱ-654、CAP+1、initiation

 

eondon),严格

按照试剂盒说明书进行。采用深圳亚能生物技术有

限公司生产的基因诊断试剂盒进行检测。
1.2.4 HKαα和anti-HKαα基因型分析 将同时出

现正常条带α2、右缺失(-α3.7)或左缺失(-α4.2)和东南

亚缺失(--SEA)的样本,-α3.7 条带比α2 条带细弱的样本

和-α4.2 条带比α2 条带细弱的样本送往深圳亚能生物

技术有限公司,采用巢式PCR法进行 HKαα或anti-
HKαα基因型检测,检测结果结合常见α-地贫基因检测

结果及家系诊断结果综合分析、判断样本的基因型。
2 结  果

2.1 缺失型α-地贫基因诊断结果 在36
 

031例样本

中出现22例阳性结果,其中17例gap-PCR电泳同时

出现正常条带α2、右缺失(-α3.7)或左缺失(-α4.2)和东

南亚缺失(--SEA),4例-α3.7 条带比α2 条带细弱,1例-
α4.2 条带比α2 条带细弱。
2.2 巢式 PCR 基因检测结果 共检测到20例

HKαα和2例anti-HKαα病例,其中 HKαα/αα
 

4例

(含1例复合IVS-Ⅱ-654杂合子),HKαα/-α4.2
 

3例,
HKαα/--SEA

 

13例(含1例复合CD41-42杂合子),an-
ti-HKαα/αα

 

1 例,anti-HKαα/--SEA
 

1 例。HKαα与

anti-HKαα检出率分别为0.056%和0.005%。
2.3 HKαα基因型中非缺失型α-地贫及β-地贫点突

变基因诊断结果 20例 HKαα病例中,检出1例

HKαα/αα 同 时 复 合 IVS-Ⅱ-654 杂 合 子,1 例

HKαα/--SEA 同 时 复 合 IVS-Ⅱ-654 杂 合 子,1 例

HKαα/--SEA 同时复合CD41-42杂合子,见表1。

表1  22例 HKαα和anti-HKαα基因型地贫基因检测结果及血液学指标分析(x±s)

基因型

α β
n Hb(g/L) MCV(fL) MCH(pg) HbA2(%)

HKαα/αα β
N/β

N 3 114.3±23.4 87.1±5.6 27.9±1.4 2.6±0.1

HKαα/αα β
IVS-Ⅱ-654/β

N 1 95.0±0.0 66.9±0.0 20.7±0.0 4.6±0.0

HKαα/-α4.2 β
N/β

N 3 106.0±9.9 88.2±7.3 28.2±2.4 2.4±0.1

HKαα/--SEA β
41-42/β

N 1 105.0±0.0 63.8±0.0 21.1±0.0 5.2±0.0

HKαα/--SEA β
IVS-Ⅱ-654/β

N 1 97.0±0.0 62.8±0.0 20.3±0.0 4.6±0.0

HKαα/--SEA β
N/β

N 11 115.9±16.7 68.7±5.3 21.5±1.7 2.2±0.2

anti-HKαα/--SEA β
N/β

N 1 135.0±0.0 79.1±0.0 25.7±0.0 1.9±0.0

anti-HKαα/αα β
N/β

N 1 162.0±0.0 89.6±0.0 29.4±0.0 2.8±0.0

  注:Hb为血红蛋白;MCV为平均红细胞体积;MCH为平均红细胞血红蛋白量;HbA2 为血红蛋白A2。

表2  2个家系成员地贫基因检测结果及血液学指标分析

家系 受检者 性别 年龄 Hb(g/L) MCV(fL) MCH(pg) HbA2(%) 基因型

母亲 女 32岁 112 63.1 20.4 2.2 αα/--SEA

家系1 父亲 男 31岁 162 89.6 29.4 2.8 anti-HKαα/αα

小孩 女 1月龄 135 79.1 25.7 1.9 anti-HKαα/--SEA

母亲 女 25岁 110 81.8 26.3 2.7 HKαα/αα

家系2 父亲 男 26岁 137 69.4 21.9 2.1 --SEA/αα

胎儿 — — — — — — HKαα/--SEA

  注:Hb为血红蛋白;MCV为平均红细胞体积;MCH为平均红细胞血红蛋白量;HbA2 为血红蛋白A2;—为无数据。
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2.4 家系结果 本研究对2个家系进行了分析,其
中家系2进行了产前诊断。家系2中母亲的地贫基

因型为-α3.7/αα,父亲的地贫基因型为--SEA/αα,胎儿缺

失型α-地贫检测发现gap-PCR电泳同时出现正常条

带α2、右缺失(-α3.7)和东南亚缺失(--SEA)3个条带,怀
疑为HKαα/--SEA,遂将母亲及胎儿的样本送往深圳亚

能生物技术有限公司,采用巢式PCR法进行 HKαα
基因检测,经检测分析,母亲基因型纠正为HKαα/αα,
胎儿基因型为HKαα/--SEA。经过遗传咨询,夫妇选择

继续妊娠。见表2。
3 讨  论

  α-地贫是我国南方各省地贫基因携带率最高、影响

最大的遗传病,广东省育龄人群α-地贫基因的携带率

达13%[3]。-α3.7/和-α4.2/主要是由于α珠蛋白基因簇

同源序列不等交换的结果,一条16号染色体缺失了

3.7
 

kb(-α3.7/)或4.2
 

kb(-α4.2/),另一条染色体则形成

α三联体(αααanti3.7/)或α三联体(αααanti4.2/)[4]。
HKαα和anti-HKαα基因型是罕见的α-地贫基因型。
HKαα是同时含有-α3.7 缺失和αααanti4.2重复的交

叉连接片段,anti-HKαα则是同时含有-α4.2 缺失和

αααanti3.7重复的交叉连接片段。WANG 等[2]于

2005年在中国香港鉴定并以“香港”(HK)命名了

HKαα基因型。SHANG等[5]报道了广西地区 HKαα
和 anti-HKαα 基 因 型 携 带 率 分 别 为 0.07% 和

0.02%。在本研究中,从茂名地区36
 

031例可疑地贫

病例筛查中,共检测到20例HKαα和2例anti-HKαα
病例,携带率分别为0.056%和0.005%,该结果与广

西地区报道相近。
我国目前以gap-PCR技术检测常见缺失型α-地

贫(--SEA、-α3.7 和-α4.2)[6],但该技术不能检测αααanti
4.2和αααanti3.7片段,导致 HKαα和anti-HKαα被

误诊为-α3.7 和-α4.2,造成漏诊、误诊[7]。在本研究中,4
例gap-PCR电泳结果显示-α3.7 条带比α2 条带细弱,
经巢式PCR确定为HKαα,1例gap-PCR电泳结果显

示为-α4.2 条带比α2 条带细弱,经巢式PCR确定为

anti-HKαα。因此,对gap-PCR电泳结果显示为-α3.7

或-α4.2 条带细弱而α2 条带浓粗的病例,要考虑为罕

见的α-地贫基因型的可能,进一步采用巢式PCR法

进行检测,这样可以减少不必要的有创性产前诊断。
目前的研究发现,HKαα和

 

anti-HKαα基因型都

可表达两个正常的α-珠蛋白基因功能,具有正常的临

床及血液学表现[8]。当夫妇双方之一携带 HKαα或

anti-HKαα基因型,而另一方携带α0-地贫基因时,他
们就有1/4的机会生育 HKαα/--SEA 或anti-HKαα/
--SEA 的孩子。当 HKαα/--SEA 或anti-HKαα/--SEA 被

误诊为 Hb
 

H 病(-α3.7/--SEA 或-α4.2
 

/--SEA)时[9],会导

致医生在产前诊断、遗传咨询中给出错误的建议,给
夫妇双方造成较大的精神压力。在本研究家系2中,
因母亲的地贫基因型为-α3.7/αα,父亲的地贫基因型为

--SEA/αα而进行产前诊断,胎儿缺失型α-地贫检测发

现gap-PCR电泳同时出现2.0
 

kb、1.7
 

kb和1.2
 

kb
的3个条带。胎儿检测的基因型结果与遗传规律可能

不一致,无法做出准确的判断。进一步检测,母亲基因

型为HKαα/αα,胎儿基因型为HKαα/--SEA,经过遗传咨

询,夫妻选择继续妊娠,胎儿出生后表现为标准型α-地
贫。因此,当gap-PCR电泳同时出现α2、-α3.7/-α4.2 和

--SEA
 

3个条带时,要高度怀疑为 HKαα/--SEA 或anti-
HKαα/--SEA,进一步使 用 巢 式 PCR法 确 认,避 免 将

HKαα/--SEA 或anti-HKαα/--SEA 误诊为Hb
 

H病。
综上所述,巢式 PCR 法是确诊 HKαα或anti-

HKαα基因型的重要方法[10]。HKαα或anti-HKαα
基因型地贫的准确诊断对罕见α-地贫基因的筛查和

产前遗传咨询具有非常重要的意义,避免了不必要的

创伤性产前诊断。
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