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【摘要】　目的　探讨高分辨熔解曲线分析方法（ＨＲＭ）检测β地中海贫血纯合突变的有效性。方

法　应用ＨＲＭ方法对中国最常见的４种β地中海贫血（４个ＩＶＳⅡ６５４即ＨＢＢ：ｃ．３１６１９７Ｃ＞Ｔ，３个

Ｃｏｄｏｎｓ４１／４２即 ＨＢＢ：ｃ．１２６＿１２９ｄｅｌＣＴＴＴ，１个Ｃｏｄｏｎ１７即 ＨＢＢ：ｃ．５２Ａ＞Ｔ和４个２８即 ＨＢＢ：ｃ．

７８Ａ＞Ｇ）纯合突变进行检测，通过直接检测和与野生型标本混合后再检测２种方法检测。结果　ＨＲＭ

方法可以检测出中国常见的４种β地中海贫血纯合突变。结论　ＨＲＭ方法可以对中国常见的４种β

地中海贫血纯合突变进行检测，在产前诊断上有很好的应用前景。
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　　β地中海贫血是世界上最常见的单基因遗传病

之一［１］，广东省的人群携带率约为２．５４％
［２］。中重

型β地中海贫血可以由β珠蛋白基因的复合杂合突

变或者纯合突变引起，这些中重型患儿出生后往往

需要长期输血及去铁治疗，但仍然导致很高的死亡

率。β地中海贫血可表现为轻度或者没有贫血，平

均血细胞容积（ＭＣＶ）和／或红细胞平均血红蛋白含

量（ＭＣＨ）降低及血红蛋白Ａ２（ＨｂＡ２）升高。因此

这些指标是筛查β地中海贫血很好的方法
［３５］。但

是要检测出β地中海贫血基因型或者作产前诊断，

则必须进行基因诊断。目前，许多方法已经用于检
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测β地中海贫血，如：ＰＣＲ结合特异性寡核苷酸探

针斑点杂交法［６］、扩增受阻突变体系ＰＣＲ
［７］、反向

斑点杂交法［８］、限制性片段长度多态性［９］、多重连接

依赖性探针［１０］；另外还有一些是对突变进行筛查，

但结果需要测序确认的方法如：单链构象多态

性［１１］、变性梯度凝胶电泳［１２］、变性高效液相色谱

法［１３］、高分辨熔解曲线分析［１４］等。本研究应用最近

发展起来的高分辨熔解曲线分析方法检测中国最常

见的４种β地中海贫血纯合突变。

１　材料与方法

１．１　对象　４个ＩＶＳⅡ６５４、３个Ｃｏｄｏｎｓ４１／４２、１

个Ｃｏｄｏｎ１７和４个２８纯合突变标本均为羊水来源

的ＤＮＡ标本，另外还有对应的杂合突变标本各２

个及５个野生型标本。

１．２　试剂　提取标本ＤＮＡ的 ＱＩＡａｍｐｂｌｏｏｄｋｉｔ

ＤＮＡ提取试剂盒购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司；检测β

地中海贫血的反向斑点杂交试剂盒购自深圳益生堂

公司；用于 ＨＲＭ 分析的饱和荧光染料ＬＣＧｒｅｅｎ

ｐｌｕｓ荧光染料购自美国Ｉｄａｈｏ公司；ＰＣＲ反应的

ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自美国ｐｒｏｍｅｇａ公司；测序用的

ＳＡＰＥｘｏｎＩ纯化试剂盒和ＢｉｇＤｙｅ测序反应试剂盒

购自美国ＡＢＩ公司。

１．３　仪器　核酸蛋白检测仪：美国Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司

ＮＤ１０００ 型；ＨＲＭ 分析仪：美国Ｉｄａｈｏ 公司的

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ３２型；基因测序仪：美国 ＡＢＩ公司

３１００基因测序仪。

１．４　方法

１．４．１　按ＱＩＡＧＥＮ试剂盒说明书的方法提取所有

的外周血和羊水样本。按益生堂反向斑点杂交试剂

盒说明书方法对上述ＤＮＡ标本进行检测中国常见

的１７种突变。

１．４．２　对ＲＤＢ方法未发现任何突变的标本进行测

序反应，以明确为野生型标本，对ＨＲＭ分析存在怀

疑突变的标本也进行测序反应，以明确是否存在

突变。

１．４．３　进行 ＨＲＭ 分析的ＤＮＡ标本用 ＮＤ１０００

核酸分析仪检测浓度后，全部稀释为１０ｎｇ／μｌ。

１．４．４　ＰＣＲ 反应体系取１０μｌ，其中 ＬＣＧｒｅｅｎ

Ｐｌｕｓ染料 １μｌ，２．５ ｍＭ 镁离子，引物浓度为

０．２μＭ，序列参考Ｓｈｉｈ等
［１４］。检测Ｃｏｄｏｎｓ４１／４２

和Ｃｏｄｏｎ１７突变时所用的引物退火温度为５６℃，

检测ＩＶＳⅡ６５４和２８所用的引物退火温度为

６０℃，ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性１０分钟，然后

９５℃变性３０秒，退火３０秒及７２℃延伸３０秒进行

３５个循环。反应后取４μｌ反应产物在毛细管中放

入高分辨熔解曲线分析仪进行第一次扫描；另外取

２μｌ纯合突变的产物与２μｌ已知的野生型标本混合

后再扫描。

１．４．５　ＨＲＭ扫描时先进行９５℃变性１０秒，４０℃

复性１０秒后以０．１ ℃／秒从７０ ℃到９２ ℃收集

荧光。

１．４．６　加入野生型标本及杂合突变标本作为对照。

１．４．７　使用 ＨＲＭ 分析仪的ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ软件进

行结果分析。

１．４．８　对标本进行测序时引物参照Ｆｏｕｌｏｎ等
［１５］，

使用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ ３１００ 基 因 分 析 仪 和 ＢｉｇＤｙｅ

Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｋｉｔ试剂盒进行测序。

２　结　果

经过 ＨＲＭ分析检测，数据整理后，结果如下图

（图１～４），可见通过第一次检测，可以把纯合突变

的标本从野生型和杂合突变的标本中区分出来；纯

合突变标本和野生型标本混合后形成与杂合突变一

致的峰型，可进一步证明纯合突变。

３　讨　论

ＨＲＭ 分析是依赖于 ＤＮＡ 熔解时 ＬＣＧｒｅｅｎ

ＰＬＵＳ饱和染料的存在，该染料在熔解时不发生重

新分配，并且对ＰＣＲ反应没有明显的抑制
［１６］。当

溶液的温度升高，染料从ＤＮＡ双链中释放，从而使

荧光强度减少。为了得到精确的结果，引物设计是

最重要的前提。虽然有报道该方法能检测达

１０００ｂｐ长的产物，但是保证敏感性达到１００％，推
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图１　

　　注：图Ａ可见通过 ＨＲＭ检测分析后可以把２８纯合突变从２８

杂合突变和野生型标本中区别出来；图Ｂ纯合突变标本经过混合后

再扫描可形成杂合子相同的峰形

图２　

　　注：图Ａ可见通过ＨＲＭ检测分析后可以把Ｃｏｄｏｎ１７纯合突变

从Ｃｏｄｏｎ１７杂合突变和野生型标本中区别出来；图Ｂ纯合突变标本

经过混合后再扫描可形成杂合子相同的峰形

图３　

　　注：图Ａ可见通过ＨＲＭ检测分析后可以把Ｃｏｄｏｎｓ４１／４２纯合

突变从Ｃｏｄｏｎｓ４１／４２杂合突变和野生型标本中区别出来；图Ｂ纯合

突变标本经过混合后再扫描可形成杂合子相同的峰形

图４　

　　注：图Ａ可见通过 ＨＲＭ检测分析后可以把ＩＶＳⅡ６５４纯合突

变从ＩＶＳⅡ６５４杂合突变和野生型标本中区别出来；图Ｂ纯合突变

标本经过混合后再扫描可形成杂合子相同的峰形

荐产物长度小于４００ｂｐ
［１７］。另外，应该避免扩增子

中有多个熔解峰的存在，因为它会影响结果的分析

从而影响结果的精确性。单核苷酸多态性也应该尽

量避免，如果不能避免，可以尝试设计引物把该处屏

蔽，在本实验中，检测ＩＶＳⅡ６５４时，其附近存在一

个单核苷酸多态性，但不影响对ＩＶＳⅡ６５４结果的

判断，因此不需要对其进行屏蔽。

单链构象多态性［１１］、变性梯度凝胶电泳［１２］、变

性高效液相色谱法［１３］等方法操作均较复杂，实验要

求高，需要特殊的标记引物，实验过程中需要使用有

害的化学物质。因此在使用操作上，ＨＲＭ 分析方

法具有操作简单等优点。

与最近研究较多的变性高效液相色谱法比较，

该方法更快速，不需要在特定的变性条件下进行，并

且不需要标记的探针或者引物，只需要加入便宜的

饱和染料。另外，该方法被认为是目前最好的检测

纯合突变的方法［１６］。最近不少学者通过比较，发现

该方法检测纯合突变的灵敏度和特异度达１００％，

高于变性高效液相色谱法［１７，１８］。该研究中，笔者对

中国最常见的４种β地中海贫血纯合突变进行检

测，不论是用直接扫描还是混合后再扫描敏感性也

达１００％。复合杂合突变和纯合突变是引起中重度

地中海贫血的原因，因此该方法在β地中海贫血的

产前诊断上防止中重型患儿出生有很好的应用

价值。

综上所述，ＨＲＭ分析是一种快速、方便的检测

纯合突变的方法，具有很高的灵敏度，未来在产前诊

断上具有很好的应用前景。
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