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荧光ＰＣＲ熔解曲线技术在地中海贫血产前

诊断中的应用

马占忠
　范舒舒　徐静　刘玉兰　钟延东　郭艳乐　肖凤金　吴平

（汕头大学医学院附属粤北人民医院，广东 韶关　５１２０２６）

【摘要】　目的　探讨荧光ＰＣＲ熔解曲线技术在地中海贫血产前诊断中的应用价值。方法　采用Ｇａｐ

ＰＣＲ、ＰＣＲ＋导流杂交和荧光ＰＣＲ熔解曲线技术检测１４３例产前标本的地中海贫血基因，结果不一致时

采用ＤＮＡ测序确认。结果　１４３例产前标本中检出重症地贫２７例，包括２０例重型α地贫和７例重型

β地贫。荧光ＰＣＲ熔解曲线技术在地中海贫血基因产前诊断中符合率１００％。ＰＣＲ＋导流杂交技术检

测α和β地中海贫血基因与其他２种方法各有１例结果不符，经ＤＮＡ测序分析是由于ＰＣＲ＋导流杂交

技术灵敏度高，因存在低比例的母体细胞污染所致。结论　荧光ＰＣＲ熔解曲线技术是一种高效、快速、

准确的地中海贫血基因检测新技术，可用于地中海贫血产前诊断。地中海贫血产前诊断最好采用２种

不同技术原理的方法独立检测，保证结果的准确可靠。ＳＴＲ技术检测母体细胞污染的低灵敏度需要警

惕。
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　　地中海贫血（简称地贫）是全球分布最广、累及

人群最多的单基因遗传病，也是危害严重的公共卫

生问题。该病高发于我国南方地区，广东人群地贫

基因携带率高达１６．８３％
［１］。重型地贫是致死或致

残性遗传病，给患者家庭和社会带来沉重的精神和

经济负担。开展产前诊断是预防重症地贫患儿出生

最有效的措施［２］。目前，地贫基因产前诊断的方法
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主要有跨越断裂点ＰＣＲ技术（ＧａｐＰＣＲ）、ＰＣＲ＋导

流杂交技术等，但这些方法手工操作烦琐、耗时长，

且实验过程中的影响因素多等局限性［３］。广东省卫

生计生委颁布的《地中海贫血产前诊断技术规范》中

要求地贫基因产前诊断的标本需要两次独立检测，

结果一致时方可发出报告。因此，临床上迫切需要

一种更加高效、快速、准确的新技术用于地贫基因产

前诊断。本研究将探讨荧光ＰＣＲ熔解曲线法在地

贫基因产前诊断中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１５年１月至２０１８年５月

到粤北人民医院进行地贫基因产前诊断的１４３例标

本（包括１３０例羊水、７例绒毛和６例脐血）。孕妇

及家属签署知情同意书后，经有资质的临床医生在

Ｂ超引导下按标准操作规程采集产前标本送检。

仪器：ＢＩＯＥＲＰＣＲ仪、ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６荧光

定量ＰＣＲ 仪、ＤＹＹ８Ｃ电泳仪、ＣｈａｍｐＧｅｌ５０００凝

胶成像分析仪、ＨＢ２０１２Ａ核酸杂交仪、ＡＢＩ３１３０ｘｌ

遗传分析仪、Ｓｅｂｉａｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２ｆｐ电泳仪和 Ｔｈｅｒｍｏ

ＣＯ２ 恒温培养箱等。

１．２　方法

１．２．１　鉴定产前标本有无母体细胞污染　用ＳＴＲ

鉴定绒毛和羊水标本有无母体细胞污染，血红蛋白

电泳鉴定脐血标本有无母血污染。羊水标本发现肉

眼可见的红细胞污染时先进行羊水细胞培养，再取

贴壁细胞进行鉴定和地贫基因检测。

１．２．２　地贫基因检测　α地贫和β地贫基因按标

准操作规程和试剂盒说明书进行检测。每份标本均

用３种方法检测。有结果不一致时，送亚能生物技

术有限公司和广东凯普生物科技股份有限公司进行

ＤＮＡ测序确认。

１．２．３　随访确认　对进行产前诊断后出生或流产、

引产的胎儿进行地贫基因复查和随访，以确认产前

诊断结果准确可靠。

２　结果

２．１　绒毛和羊水标本经ＳＴＲ分析，脐血标本经血

红蛋白电泳分析均未发现母体细胞污染。

２．２　产前地贫基因检测结果　共检测了１４３例产

前地贫基因（包括１１６例产前α地贫基因和２７例产

前β地贫基因），检出重型α地贫２０例，重型β地贫

７例。

荧光ＰＣＲ熔解曲线法检测１１６例产前α地贫

基因标本与ＧａｐＰＣＲ检测结果均一致，与导流杂交

法有１例不符，荧光ＰＣＲ熔解曲线法和 ＧａｐＰＣＲ

检测结果是α
３．７／αα，导流杂交法检测结果是

ＳＥＡ／

α
３．７，该标本ＤＮＡ测序结果为α

３．７／αα，经实验分析

是由于该例绒毛标本有极微量母体细胞污染，导流

杂交法灵敏度高，导致假阳性。荧光ＰＣＲ熔解曲线

法检测结果符合率达１００％，见表１。

表１　１１６例产前α地贫基因检测结果

表型 基因型
ＧａｐＰＣＲ

（例）

导流杂交法

（例）

荧光ＰＣＲ熔解

曲线法（例）

构成比

（％）

正　常 αα／αα ３１ ３１ ３１ ２６．７３

静止型 αα／αＣＳα ２ ２ ２ １．７２

静止型 α３．７／αα １ ０ １ ０．８６

标准型 ＳＥＡ／αα ５８ ５８ ５８ ５０．００

中间型ＳＥＡ／α３．７ ２ ３ ２ １．７２

中间型ＳＥＡ／αＷＳα １ １ １ ０．８６

中间型ＳＥＡ／αＣＳα １ １ １ ０．８６

重　型ＳＥＡ／ＳＥＡ ２０ ２０ ２０ １７．２４

合　计 １１６ １１６ １１６ １００

　　荧光ＰＣＲ熔解曲线法检测２７例产前β地贫基

因标本与ＰＣＲ反向点杂交技术检测结果均相同，与

导流杂交法有１例不符，荧光ＰＣＲ熔解曲线法和

ＰＣＲ反向点杂交技术检测结果是ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／Ｎ，

导流杂交法检测结果是ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／ＣＡＰＭ，该标

本ＤＮＡ测序结果为ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／Ｎ，经实验分析

是由于该例绒毛标本有低比例母体细胞污染，导流

杂交法灵敏度高，导致假阳性。荧光ＰＣＲ熔解曲线

法检测结果符合率达１００％，见表２。

３　讨论

荧光ＰＣＲ熔解曲线法是通过荧光ＰＣＲ仪实时

监测温度和荧光强度的变化生成熔解曲线，通过分

析探针与靶序列形成杂交体的熔点温度（Ｔｍ值），

不同突变点有不同的熔解温度，据此计算野生型与

突变型 Ｔｍ 值的差值（△Ｔｍ），即可判断突变位

点［４］。在临床上已经应用于Ｇ６ＰＤ缺乏症、结核分

枝杆菌和沙门菌分型等疾病的检测［５７］。

２
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表２　２７例产前β地贫基因检测结果

表型 基因型
反向点杂交法

（例）

导流杂交法

（例）

荧光ＰＣＲ熔解曲线法

（例）

构成比

（％）

正常 Ｎ／Ｎ ６ ６ ６ ２２．２２

轻型 ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／Ｎ ５ ４ ５ １８．５２

轻型 ＣＤ４１４２Ｍ／Ｎ ５ ５ ５ １８．５２

轻型 ２８Ｍ／Ｎ ３ ３ ３ １１．１１

轻型 ＣＤ１７Ｍ／Ｎ １ １ １ ３．７０

中间型 ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／ＣＡＰＭ ０ １ ０ ０

重型 ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／ＣＤ４１４２Ｍ ４ ４ ４ １４．８１

重型 ＩＶＳＩＩ６５４Ｍ／１７Ｍ ２ ２ ２ ７．４１

重型 ＣＤ１７Ｍ／２８Ｍ １ １ １ ３．７０

合　计 ２７ ２７ ２７ １００

　　荧光ＰＣＲ熔解曲线法与传统的ＰＣＲ＋电泳或

杂交法比较有以下优点：①快速：ＰＣＲ仪直接判读

结果，免去了电泳和杂交等繁琐的人工操作环节，整

个过程可在３小时内出结果；②闭管操作，最大程度

减少交叉污染；③基因覆盖范围广：不仅可以判断探

针覆盖的突变类型，还可以发现探针覆盖区域的未

知突变点；④检测结果可直接导入实验室信息系统，

减少人工判读和输入时的差错［８］。

荧光ＰＣＲ熔解曲线法也存在局限性：①可检测

到探针覆盖区域的其他突变，但是无法判断具体类

型，还需要通过其他方法进一步确诊；②仪器自动判

读有时会出错，需要人工对每个标本每个通道的峰

型进行判断和审核；③仪器要求高，需要仪器具备多

通道荧光检测和高分辨熔解曲线分析功能。

任何一种检测技术均存在其方法学的优缺点。

根据国家规定，产前诊断项目需两次独立检测，结果

一致时方可发出报告。实践证明，最好采用不同技

术原理的两种方法独立检测，相互验证，提高准确

率，防止漏诊误诊造成的严重后果，为预防出生缺陷

提供技术保障。

本研究中１４３例产前样本中检出重型地贫２７

例，经遗传咨询医生与孕妇及家属进行沟通，在签署

知情同意后选择了终止妊娠，有效避免了重症地贫

患儿的出生。尤其开展１１～１４周绒毛产前地贫基

因检测，可以更大程度地减轻对孕妇的身心伤害。

但绒毛采样流产风险和母体细胞污染的风险需要警

惕。本研究中经ＳＴＲ检测均未发现母体细胞污染，

但在地贫基因检测发现２例绒毛标本，导流杂交法

与其他两种方法检测结果不一致，最终测序分析是

由于发生低比例的母体细胞污染所致。导流杂交法

检测地贫基因的高灵敏度和ＳＴＲ检测母体细胞污

染的低灵敏度都值得警惕。肖奇志等［９］研究报道中

也表明导流杂交法灵敏度高于其他方法。有研究证

实当母体细胞污染比例小于１０％时，ＳＴＲ方法可能

无法测出［１０，１１］。实践中仍需探索排除产前诊断标

本母源污染的有效方法，避免误诊。

综上所述，荧光ＰＣＲ熔解曲线法检测１４３例产

前地贫基因结果与传统的ＧａｐＰＣＲ和反向点杂交

技术检测结果一致，结果准确可靠，可应用于地中海

贫血基因产前诊断。
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