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摘要：目的 鉴定一种α2-珠蛋白基因突变类型，以及分析携带者的表型特征。方法 收集5个携带α2-珠蛋白基因IVS-II-55（T→G）杂合突变的婴幼儿先证者的家系和3例散发成人携带者的外周血样本进行血常规和血红蛋白电泳分析，并采用跨越断裂点聚合酶链反应(Gap-PCR)方法、PCR结合反向点杂交(PCR-RDB)法以及DNA测序方法进行珠蛋白基因缺失和突变的鉴定。结果 13例α2-珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变携带者中，5例婴幼儿先证者的MCV和MCH均低于正常参考区间，表现为小细胞低色素轻中度贫血；成人(包括3例散发成人和5例家系中的成人携带者)中1例表现为小细胞低色素中度贫血，1例复合βCD27-28杂合突变表现为MCV65 fL、MCH 20.3 pg，1例复合SEA-HPFH表现为MCV 81.9 fL、MCH 26.5 pg，其余MCV和MCH均正常；IVS-Ⅱ-55复合βCD27-28杂合突变的HbA2为5.8%。IVS-Ⅱ-55复合SEA-HPFH的HbA2为3.0%，HbF为29.0%。单纯IVS-Ⅱ-55杂合子的HbA2正常。所有携带者均未见异常血红蛋白条带。结论 单纯IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合子的血液学表型正常，复合β地贫时表型与单纯β地贫类似。
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Abstract Objective To identify a α-globin gene mutation——IVS-II-55(T→A) and analyze hematological characteristics of IVS-II-55(T→G) carriers. Methods Peripheral blood sample was collected from five families members and three sporadic IVS-II-55(T→G) carriers for RBC parameters analysis and hemoglobin electrophoresis. Gap-PCR, PCR-RDB and DNA sequencing were carried out for genotype analysis of α-globin and β-globin. Results The RBC parameters of five infant probands which presented with microcytic hypochromic anemia were lower than normal range. One of the adult carriers of IVS-II-55(T→G) heterozygote alone presented with microcytic hypochromic anemia and the others have normal RBC parameters. The hematological phenotype index (MCV, MCH, HbA2) of one adult carrying a compound heterozygote for IVS-II-55(T→G) and βCD27-28M/N were 65.0 fL, 20.3pg, 5.8%. The hematological phenotype index (MCV, MCH, HbA2, HbF) of one adult carrying a compound heterozygote for IVS-II-55(T→G) and SEA-HPFH were 81.9 fL, 26.5pg, 3.0% and 29.0%. The HbA2 level of all carriers of IVS-II-55(T→G) heterozygote alone was in normal range. There was no abnormal hemoglobin band detected on hemoglobin electrophoresis for all carries. Conclusion Carriers of IVS-II-55(T→G) heterozygote alone was asymptomatic. The phenotype of compound heterozygote for β-thalassemia was similar to that of β-thalassemia alone.
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α-地贫分子缺陷有基因大片段缺失和非缺失型突变两大类。α地贫约90%为缺失型，10%为突变型。非缺失型突变是指α-珠蛋白基因的点突变或少数几个碱基的改变, 主要发生于α2珠蛋白基因[1]。本课题组前期对5例地中海贫血初筛阳性的婴幼儿进行地贫基因诊断[2-3]，未检测出中国人常见的3种缺失型α地贫类型、3种非缺失型α地贫类型和17种β地贫基因突变类型，进一步做DNA测序，发现一种新的发生于α2珠蛋白基因突变类型——IVS-Ⅱ-55（T→G），该突变类型在HbVar数据库(http://globin.cse.psu.edu)尚未见报道。本研究对该突变类型进行了家系调查和临床表型分析，报道如下。

1   对象与方法
1.1  研究对象  家系1父亲来自云南昆明，母亲来自广东揭阳；家系2父亲来自江西新余，母亲来自云南昆明；家系3父母亲均来自江西新余；家系4父母亲均来自江西九江；家系5父亲来自甘萧，母亲来自福建。5个家系中的先证者均为婴幼儿，于2016年12月至2017年5月在我院儿童保健科常规体检时发现平均红细胞体积（MCV）和平均红细胞血红蛋白量（MCH）明显降低（临床资料见表1），表现为小细胞低色素轻中度贫血，遂进行地贫基因诊断。所有先证者父母均身体健康，表型正常，非近亲结婚，母亲妊娠期内无服用药物及射线接触史。3例散发成人携带者分别来自湖南邵阳、广东深圳和广东茂名，于2016年9月至2017年5月在我院妇科及产科就诊时发现MCV和MCH明显降低（临床资料见表1），遂进行地贫基因诊断。3例散发成人因父母定居外地未进行家系调查。

1.2  主要仪器及试剂  红细胞参数分析：Sysmex XN-1000血细胞分析仪及原装配套试剂(日本Sysmex公司)；血红蛋白分析：Sebia Capillarys2全自动毛细管电泳仪及原装配套试剂(法国Sebia公司)；地中海贫血基因类型：基因诊断试剂盒（深圳亚能生物公司）；α2及α1珠蛋白基因序列分析：Hema9600扩增仪（中国黑马公司）；ABI 3730XL遗传分析仪（美国ABI公司）。
1.3   方法  

1.3.1  血液学分析  在研究对象或监护人均知情同意的情况下，采集所有研究对象的空腹外周静脉血2 mL，EDTA-K2抗凝，进行红细胞参数分析和血红蛋白电泳分析。所有操作均按厂家提供的仪器及试剂盒说明书操作。
1.3.2  地中海贫血基因常见类型检测  采用跨越断裂点的PCR(Gap-PCR)方法检测3种中国人群常见的缺失型α-地贫基因（--SEA、-α3.7和-α4.2）；采用PCR反向点杂交(reverse dot blotting，PCR-RDB) 方法检测中国人群常见的3种非缺失α-地贫基因（αQS、αCS、αWS）和17种β-地贫基因点突变类型（-28、-29、CD17、CD41-42、CD43、βE、CD71-72、IVS-II-654、-32、-30、CAP、Initiation condon、CD14-15、CD27-28、IVS-I-1、IVS-I-5、CD31）。以上检测均按照仪器及试剂盒说明书操作。
1.3.3  α-珠蛋白基因序列分析  α-珠蛋白基因测序由深圳亚能生物技术公司检测，采用PCR方法扩增α2珠蛋白基因及α1珠蛋白基因，采用Sanger双脱氧链终止法进行α2及α1珠蛋白基因序列测定。采用Vector NET 8.0软件进行测序结果比对，于人类异常血红蛋白地中海贫血库（http://globin.bx.psu.edu/ cgi-bin/hbvar/query_vars3）分析查找突变位点。
1.3.4  缺失型β-珠蛋白基因检测  采用Gap-PCR方法检测β珠蛋白基因上的3种缺失型：Taiwanese（台湾型）、Gγ+（Aγδβ）0（中国型）和SEA-HPFH（东南亚型）。
2  结果
2.1  血液学分析结果  研究对象红细胞参数和及血红蛋白分析结果见表1。5例IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变婴幼儿表现为小细胞低色素轻中度贫血，1例IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变成人表现为小细胞低色素中度贫血，1例IVS-Ⅱ-55复合βCD27-28杂合突变的MCV和MCH降低，HbA2升高，1例IVS-Ⅱ-55复合SEA-HPFH的MCV和MCH稍低，HbF升高。所有IVS-Ⅱ-55（T→G）携带者均未见异常血红蛋白条带。
表1 研究对象的血液学表型及基因型
	研究对象
	性别
	年龄
	Hb
(g/L)
	MCV
(fL)
	MCH
(pg)
	HbA2
(%)
	HbF

(%)
	基因型

	家系1
	
	
	
	
	
	
	
	

	先证者
	男
	2岁
	81
	67.6
	18.2
	2.6
	0.3
	αα/αIVS-II-55α

	父亲
	男
	29岁
	164
	89.6
	31.7
	2.8
	
	αα/αIVS-II-55α

	母亲
	女
	29岁
	144
	90.0
	30.7
	2.8
	
	αα/αα

	家系2
	
	
	
	
	
	
	
	

	先证者
	女
	1岁
	90
	65.7
	19.9
	2.2
	0.3
	αα/αIVS-II-55α

	父亲
	男
	28岁
	154
	88.6
	30.7
	2.6
	
	αα/αα

	母亲
	女
	25岁
	123
	87.0
	29.1
	2.7
	
	αα/αIVS-II-55α

	家系3
	
	
	
	
	
	
	
	

	先证者
	男
	6月
	94
	67.2
	19.4
	2.4
	3.0
	αα/αIVS-II-55α

	父亲
	男
	32岁
	168
	94.7
	32.7
	2.7
	
	αα/αIVS-II-55α

	母亲
	女
	32岁
	143
	89.3
	30.0
	3.0
	0.3
	αα/αα

	家系4
	
	
	
	
	
	
	
	

	先证者
	男
	6月
	83
	67.7
	18.9
	2.4
	4.0
	αα/αIVS-II-55α

	父亲
	男
	37岁
	167
	89.9
	31.9
	2.6
	
	αα/αIVS-II-55α

	母亲
	女
	37岁
	132
	90.4
	30.3
	2.8
	0.3
	αα/αα

	家系5
	
	
	
	
	
	
	
	

	先证者
	男
	7月
	85
	64.8
	17.6
	2.3
	2.1
	αα/αIVS-II-55α

	父亲
	男
	30岁
	155
	90.3
	31.3
	2.8
	
	αα/αα

	母亲
	女
	28岁
	122
	65.0
	20.3
	5.8
	0.5
	αα/αIVS-II-55复合βCD27-28M/N

	携带者1
	女
	42岁
	71
	65.0
	19.2
	97.5
	2.5
	αα/αIVS-II-55α

	携带者2
	女
	25岁
	123
	81.9
	26.5
	3.0
	29.0
	αα/αIVS-II-55α复合
SEA-HPFH

	携带者3
	女
	20岁
	141
	95.9
	31.8
	2.2
	4
	αα/αIVS-II-55α


2.2   珠蛋白基因检测结果  除家系5的母亲检出βCD27-28突变杂合子，其余研究对象均未检出3种常见α-地贫基因缺失类型和3种常见非缺失类型，以及17种常见β-珠蛋白基因点突变类型。5个家系中先证者、家系1的父亲、家系2的母亲、家系3的父亲、家系4的父亲和家系5的母亲以及3例散发样本检出α2珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变（图1）。其中1例成人散发样本（携带者2）HbA2 3.0%、HbF 29.0%，提示还可能合并其他罕见或未知的地贫基因类型；经进一步检测，结果为αα/αIVS-II-55α复合SEA-HPFH（图2）。


[image: image1]
注：A，先证者1; B，先证者2; C，先证者3; D，先证者4; E，先证者5; F，家系1父亲；H，家系2母亲; I，家系3父亲; J，家系4父亲; K，家系5母亲; L，携带者1; M，携带者3。
图1 α2珠蛋白基因序列分析结果
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注：A，携带者2血红蛋白电泳分析；B，缺失型β-珠蛋白基因检测(1，Marker；2，Gγ+（Aγδβ）0对照；3，Taiwanese对照；4，SEA-HPFH对照；5，阴性对照；6，携带者2样本)；C携带者2 α2珠蛋白基因序列分析。
图2 携带者2的血红蛋白电泳分析及地贫基因检测结果
3   讨论
本研究对5例小细胞低色素贫血的婴幼儿进行常规地贫基因检测未见异常，经α-珠蛋白基因测序发现一种发生于α2珠蛋白基因突变类型——IVS-Ⅱ-55（T→G），该突变类型在HbVar数据库上尚未见报道，通过进一步检测携带者的父母亲样本，表明该突变属于遗传性突变。绝大多数α珠蛋白基因的突变均位于功能较强的α2珠蛋白基因。内含子突变导致的遗传缺陷通常是由于剪接过程出错引起的，当内含子边缘碱基发生突变，剪接酶无法识别时，剪接过程就会受影响，导致mRNA加工障碍。
HbVar数据库上记录的发生于α2珠蛋白基因内含子上的突变位点有IVS-Ⅰ-1（G>T）、IVS-Ⅰ-5（G>A）、IVS-Ⅰ-55（G>A）、IVS-Ⅰ-116（A>G）、IVS-Ⅰ-117（G>A）、IVS-Ⅱ-2（T>A）和IVS-I剪接供体位点(GAG GTG AGG->GAGG-)，其中大部分位于剪接位点，影响正确的剪接过程[2-5]。由于内含子通常不影响翻译，所以不受自然选择的压力，比外显子可能累积更多的突变。本研究发现的IVS-Ⅱ-55（T→G）位于内含子中间，不在剪接位点，但是否影响mRNA加工还有待进一步研究。Pagani等[6]研究表明，内含子中间碱基的突变也能够改变剪接机制处理内含子的方式，当内含子中间特定位点的4个碱基对丢失后，mRNA链比正常细胞中的长。其进一步将这段碱基序列插入到另一个基因的外显子中，剪接机制将外显子当作内含子剪切掉，这说明该段关键序列能够帮助剪接机制识别和除去内含子。因此在整个基因组中，是否还可能存在类似内含子突变的调控机制是值得我们深入研究的问题。
本研究所有α2-珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变携带者中，5例婴幼儿先证者表现为小细胞低色素轻中度贫血，但是其中2例经追踪发现随着月龄增大红细胞参数增加。1例在6月龄时的Hb为85g/L、MCV 64.8 fL、MCH 17.6 pg，而12月和13月龄时Hb、MCV和MCH分别为119 g/L、75 fL、23.2 pg和121 g/L、75.6 fL、24.6 pg。另1例在6月龄时Hb为83g/L、MCV 67.7 fL、MCH 18.9 pg，而9月龄时HGb为122 g/L、MCV 74.3 fL和MCH 22.4 pg。成人IVS-Ⅱ-55（T→G）携带者中仅1例单纯杂合子和1例复合βCD27-28杂合子表现为小细胞低色素贫血，其余红细胞参数均正常，表明婴幼儿和成人的小细胞低色素贫血症状不是由α2珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变所致，可能合并有其他导致小细胞低色素贫血的原因如缺铁性贫血。除IVS-Ⅱ-55复合βCD27-28杂合子表现为HbA2 5.8%，复合SEA-HPFH表现为HbA2 3.0%、HbF 29.0%，其余婴幼儿和成人HbA2均正常，所有IVS-Ⅱ-55携带者均未见异常血红蛋白带，表明α2珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变不影响携带者的血红蛋白电泳。综合分析以上血液学结果，α2珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）杂合突变携带者血液学表型为正常，单纯携带该突变杂合子不会对个体的临床表型产生影响，结合其突变位置，推测该突变为非致病性突变位点。SEA-HPFH在中国人群中发现较多，携带者的血液学表型正常或接近正常，一般无明显的临床表现，合并其他地中海贫血类型时，血液学表型可发生改变。SEA-HPFH复合β-地贫突变时表现为中间型β-地贫，呈中度或重度贫血[7]。本研究中SEA-HPFH复合IVS-Ⅱ-55杂合突变的血液学表型与单纯SEA-HPFH类似。
地贫基因诊断是确诊地贫的金标准，但由于地中海贫血的异质性大，稀有或未知的基因突变容易造成漏诊和误诊，Gap-PCR、多重连接探针扩增技术（MLPA）、巢氏PCR和DNA测序分析可以鉴定稀有和未知缺失及突变[8-10]。本研究采用DNA测序方法检测出α2珠蛋白基因IVS-Ⅱ-55（T→G）突变类型，表明DNA测序技术对发现稀有突变尤其是未知突变具有重要应用价值。
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