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摘要　分别应用 PCR产物直接测序法和 PCR-限制性内切酶 X mnⅠ 酶切法分析 17例广西地区 β地中海贫血杂

合子的 34条染色单体上 β-L CR-HS2核心区 A T重复序列 ( A T )x Ny ( A T )z多态性类型及 8580、 8598、 9114位点

碱基改变、 Gγ珠蛋白基因启动子 -158位点 ( Gγ-158)单核苷酸多态性 ( SN P) ,并观察它们与高 HbFβ地中海贫血

杂合子的关系。 结果共检出 9种 ( A T )x Ny ( AT )z 类型: ( AT ) 9 N12 ( A T )11、 ( A T) 8 N12 ( A T )11、 ( A T )9 N12 ( A T )10、

( A T) 10 N12 ( A T) 11、 ( A T) 9 N13 ( A T )11、 ( A T )9 N14 ( A T )9、 ( A T )10 N12 ( A T) 10、 ( A T )8 N12 ( A T )14和 ( A T )9 N14 ( A T )10 ,

其中前 3种类型检出最多 ( 73. 5% )。β -LCR-HS2的 8580、 8598、 9114位点均未发现突变。 Hb F> 3%的 12例受检

者有 6例 Gγ-158基因型为 C /T , 6例为 C /C;作为对照的 5例 Hb F正常 ( < 2% )者均为 Gγ-158( C / C)。 ( A T) 9 N12

( A T) 10主要在 6例 HbF> 3%且 Gγ-158( C / T)的个体中检出 ( 5 /6)。 提示 ( AT ) 9N 12 ( A T )10与 HbF升高有一定关

系 ,而且与 Gγ-158( C→ T )突变存在不平衡连锁倾向。

关键词　β地中海贫血　位点控制区　 Gγ珠蛋白　基因　多态性　胎儿血红蛋白
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Abstract　 34 chromosomes of 17 β-thalassemia heterozygous in Guangxi w ere studied. DN A

sequence in the core region ofβ -LCR-HS2 including AT repeats [ ( AT)x Ny ( A T) z ] and th ree sing le

nucleotide polymorphism s ( SNPs) at 8580, 8598 and 9114 sites w ere detected by PCR-direct

nucleotide sequencing and, SN P at-158 site of　 Gγgene promoter( Gγ-158) w as detected by Xm nⅠ
rest riction enzyme dig esting af ter PCR amplification. The relationship betw een these polymorphism s

and the elevation of fetal hemoglobin( HbF) are determined. 9 kinds of ( AT)x Ny ( AT)z motif w ere

detected in 34 chrom osom es, namely ( AT) 9 N12 ( AT) 11 , ( AT) 8 N12 ( AT) 11 , ( AT) 9 N12 ( AT) 10 ,

( AT) 10N12 ( AT) 11 , ( AT) 9 N13 ( AT) 11 , ( AT) 9 N14 ( AT) 9 , ( AT) 10N12 ( AT) 10 , ( AT) 8 N12 ( AT) 14 and

( AT) 9 N14 ( AT) 10 . ( AT) 9 N12 ( AT) 11 , ( AT) 8 N12 ( AT) 11 and ( A T) 9 N12 ( AT) 10 w ere the most three

pat terns( 73. 5% ). No m utation w as found at 8580, 8598 and 9114 sites of β -LCR-HS2 . Among 12

cases with HbF> 3% , 6 carried genoty pes of　
G
γ-158 ( C /T ) , w hile the others carried　

G
γ-158

( C /C) . In control g roup, the genotypes of　
G
γ-158 of all 5 cases w ith normal HbF lev els ( < 2% )

w ere C /C. In 6 patients cha racterized by Hb F> 3% and　
G
γ-158 ( C /T ) , most of them carried

( AT) 9 N12 ( AT) 10 motifs( 5 /6) . Our study had im plied that ( AT)9 N12 ( AT) 10 motif w as linked to

the elev ation of HbF in β-thalassemia heterozygous f rom Guang xi, and had linkage disequilibrium

with　 Gγ-158( C→ T) mutation.

Key words　β -thalassemia, locus control region,　
G
γ-g lobin, gene, poly morphism , fetal hemoglobin

　　β地中海贫血是一种因 β珠蛋白基因缺陷使 β珠 蛋白链合成减少或缺乏所导致的遗传性慢性溶血性

疾病。临床上可分为重型、中间型和轻型 3种类型
[1 ]
。

　　国外有学者在研究重型、中间型 β地中海贫血 (β
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地中海贫血基因纯合子或双重杂合子 )或镰状细胞贫

血基因型与表现型关系时发现 ,β类珠蛋白基因簇调

控序列上某些短串联重复序列 ( sho rt tandem repeat,

STR)多态性和单核苷酸多态性 ( single nucleo tide

polym orphism, SN P)与γ珠蛋白基因不同表达水平

有关。 一般认为 ,这些 DN A多态性的某些特定形式

在贫血时使γ珠蛋白基因表达增强 ,引起胎儿血红蛋

白 ( Hb F)升高 ,其中以 β类珠蛋白基因簇位点控制区

( locus control region, LCR) DNase Ⅰ 酶高敏位点基

序 2( hypersensitiv e si te motif 2, HS2 )核心区 DN A多

态性与 HbF水平关系的研究较多
[2～ 4 ]。β地中海贫血

基因杂合子的表现型多为轻型 β地中海贫血 ,其临床

特点是无贫血或只有轻度贫血 , Hb A2增高 , HbF多

数正常 ,部分升高
[1 ]
。本文旨在分析广西地区 β地中

海贫血杂合子 β-LCR-HS2核心区的 AT重复序列

[ ( AT)x Ny ( AT)z , x、 y、z代表碱基数目 , N为 AT之

间的碱基 ]的多态性类型及此重复序列周围 8580、

8598、 9114位点 ( GenBank的 HUM HBB序列碱基号

码 ,下同 )的碱基变化 ,并观察它们与高 Hb Fβ地中海

贫血杂合子的关系。

1　材料与方法

1. 1　实验对象来源及 DNA样本收集

　　 17例 β地中海贫血杂合子个体均经 β地中海贫

血基因检测确定 ,并予血液常规、 Hb常规检查 ,均来

自广西医科大学血红蛋白研究室和遗传病门诊 ,相互

间无血缘关系。所有受检者经 Hb电泳检测均无 Hb

Bart′s。研究对象分 2个组: 高 HbF组 12例 , HbF均

大于 3% ,男 5例 ,女 7例 ,年龄 3～ 35岁 ,中位年龄

28岁 ;对照组 5例 ,随机抽取 2001年 8月至 2002年

2月来我室进行 β地贫产前诊断、 HbF水平正常 ( <

2% ,本室正常参考值 ,抗碱 -比色法 ) ,且
G
γ珠蛋白基

因启动子区域 -158位点 ( G
γ-158)基因型为 C /C的 5

个轻型 β地中海贫血病例 ,男 3例 ,女 2例 , 21～ 31

岁 ,中位年龄 28岁。受检者的 DN A样本均用经典的

饱和酚 -氯仿法提取。

1. 2　β-LCR-HS2核心区 PCR扩增及扩增产物序列

测定

　　β -LCR-HS2核心区 PCR扩增反应所用引物 HS-

A1 ( 5′-TTA C AA GCT CAG C TC CC T CT A TC-

3′)和 HS-A2( 5′-CAT GTG TCC TC T AAC AGC

ACA G-3′)的设计参照文献 [6] ,扩增的目标序列起

自 8457,止于 9180, PCR产物长度为 769 bp。引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 50μl的

PCR反应体系组成如下: 10m M Tris-HCl, 0. 1%

Triton X-100, 50m M KCl, 2m M Mg Cl2 ,每种 dN T P

0. 2 m M,每种引物 0. 1μM ,基因组 DN A 200 ng, 1. 5

u Taq DN A聚合酶。 PCR扩增条件: 94℃预变性 5

min,变性 94℃ 40 s,退火 58℃ 40 s,延伸 72℃ 90 s,

共 30个循环 ,最后一个循环延伸 72℃ 5 min。PCR产

物在 1. 5%琼脂糖凝胶上电泳 ,溴乙锭染色 ,紫外线

灯下观察扩增效果。 PCR产物序列用 ABI PRISM

377-96直接测定 ,测序试剂为 Big Dye terminator

V2. 0。测序引物为 PCR扩增的上、下游引物 ,进行正

向 (以 GenBane的 HUM HBB序列 5′→ 3′方向为正方

向 )或反向测定 ,如果单向测序无法完整读出

( AT) x Ny ( AT) z 结构 ,则正、反双向测定。 结合

HUM HBB标准序列对 ( AT) x Ny ( A T) z进行分析 ,以

AT 重 复 序 列 之 间 的 碱 基 序 列 N

( ACACATAT ACGT) (见 GenBank的 HUM HBB序

列及文献 [2, 6, 7 ] )作为基准 ,计算出其两端的 ( AT)

个数。 8580、 8598、 9114位点的碱基在测序图上直接

读取。

1. 3　
G
γ-158位点 SNP检测

　　 Gγ-158具有 SN P特性 ,即 C或 T碱基变化。本

研究参考 Peri等
[5 ]
的实验 ,采用 PCR-限制性内切酶

Xm n Ⅰ 分析方法进行检测 (限制性内切酶 Xmn Ⅰ

为 Prom ega公司产品 )。

2　结果

2. 1　β-LCR-HS2核心区 DNA多态性

　　每个受检对象的 β -LCR-HS2 ( AT) x Ny ( AT) z基

因型见表 1。 在 17个研究对象的 34条染色单体上 ,

共检出 9种不同的 ( AT)x Ny ( AT)z多态性序列 (见表

2) ,其中以 ( AT) 9N12 ( AT) 11最多 ,共有 12条 ,其次为

( A T) 8 N12 ( AT) 11 ,共 7条 ,再次是 ( AT) 9N12 ( AT) 10 ,

为 6条 ,其它类型各 1～ 2条 ,分别为 ( AT ) 10 N12

( AT) 11、 ( AT) 9 N13 ( A T) 11、 ( AT) 9 N14 ( AT) 9、 ( AT) 10

N12 ( AT) 10、 ( AT) 8 N12 ( AT) 14和 ( AT) 9 N14 ( AT) 10。携

带 ( AT) 9 N12 ( AT) 11、 ( AT )8 N12 ( AT) 11以及 ( A T) 9

N12 ( AT) 10的染色单体数占全部的 73. 5%。

　　 34条染色单体上未发现 HS2的 8580( T)、 8598

( A)、 9114( A)碱基发生突变。

2. 2　Gγ-158位点基因型

　　在 12个 HbF> 3% β地中海贫血杂合子中 ,共检

出 6例 G
γ-158( C→ T)杂合子 ,即 G

γ-158位点基因型

为 C /T的个体 , 6例为 Gγ-158基因型 C /C纯合子。对

照组 5例全部为
G
γ-158( C /C)。见表 1。
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表 1　高 HbF组及对照组杂合子个体血液学、β地中海贫血基因型、Gγ-158基因型和 (AT)xNy (AT)z检测结果

Tabl e 1　 Hematological data and genotypes of β-thalassemia,Gγ-158 and ( AT)xNy ( AT)z of β-thal assemia heterozygous with

raised HbF level s and controls

组别

编号
No.

性别
Sex

年龄
Age

( Year)

Hb

(g /L)

M CV

( f l)

Hb F

(% )

Hb A2

(% )

β地中海贫
血基因型
β-thalassemia

genotype

　 Gγ-158基因型
　 Gγ-158
genotype

( AT) x Ny ( AT)z基因型
( AT) x Ny ( AT) z

genotype

高 Hb F组
Patients

wi th raised
Hb F lev els

1 女 Female 31 108 63. 1 19. 30 5. 10 CD41-42 /A* C /T 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /10

2 女 Female 25 101 74. 6 10. 44 5. 18 CD17 /A C /T 　　 ( AT) 9 /9 N12/12( AT) 11 /11

3 女 Female 29 105 66. 9 5. 14 4. 43 CD41-42 / A C /T 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /10

4 女 Female 25 92 63. 5 3. 94 5. 40 CD41-42 / A C /T 　　 ( AT) 9 /9 N12/12( AT) 10 /11

5 男 M ale 30 121 68. 0 3. 85 5. 87 CD17 /A C /T 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /10

6 女 Female 25 103 73. 6 3. 50 6. 12 CD41-42 / A C /T 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /10

7 男 M ale 3 96 68. 4 15. 96 6. 82 CD41-42 / A C /C 　　 ( AT) 9/10N12 /12( AT) 11/10

8 女 Female 29 　 NA* * NA 11. 90 6. 40 CD17 /A C /C 　　 ( AT) 9 /9 N13/13( AT) 11 /11

9 男 M ale 12 125 93. 6 7. 90 3. 80 n t-28 /A C /C 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /10

10 女 Female 34 133 99. 0 7. 70 4. 70 IVS-II-654 /A C /C 　　 ( AT) 9 /9 N12/14( AT) 11 /10

11 男 M ale 35 129 67. 0 4. 80 5. 71 CD17 /A C /C 　　 ( AT) 9 /9 N12/12( AT) 11 /11

12 男 M ale 27 115 61. 8 3. 90 4. 76 CD17 /A C /C 　　 ( AT) 8 /9 N12/12( AT) 11 /11

对照组
Cont rols

1 男 M ale 28 156 74. 3 1. 90 4. 68 CD41-42 / A C /C 　　 ( AT) 9 /9N12 /14( AT) 10/9

2 女 Female 21 98 54. 6 1. 01 4. 55 IVS-II-654 /A C /C 　　 ( AT) 9 /9 N12/12( AT) 11 /11

3 男 M ale 29 133 65. 9 0. 81 4. 06 CD17 /A C /C 　　 ( AT) 9/10N12 /12( AT) 11/11

4 男 M ale 31 141 65. 1 0. 36 5. 06 CD41-42 / A C /C 　　 ( AT) 8/10N12 /12( AT) 14/11

5 女 Female 27 116 NA 0. 96 5. 90 CD41-42 / A C /C 　　 ( AT) 9/10N12 /12( AT) 11/10

* A为正常的 β珠蛋白基因 , * * N A为资料缺。 * A is normalβ-globin gen e　* * NA is not available.

表 2　 (AT)xNy (AT)z类型及其在不同实验对象中的分布 (例 )

Tabl e 2　 Patterns of (AT)xNy (AT)z and their distribution in diff erent groups( case)

( A T )x Ny ( AT )z类型
( A T )x Ny ( A T)z

pa ttern

高 HbF(> 3% )+
　 Gγ-158( C / T )

Hig h HbF(> 3% )+
　 Gγ-158( C /T ) (n = 6)

高 HbF( > 3% )+
　 Gγ-158( C /C)

High HbF( > 3% )+
　 Gγ-158( C /C) (n = 6)

低 Hb F( < 2% )+
　 Gγ-158( C /C)

Low Hb F(> 3% )+
　 Gγ-158( C /C) (n = 5)

合计
T otal

( AT ) 9N12 ( A T) 11 3 5 4 12

( AT ) 8N12 ( A T) 11 4 2 1 7

( AT ) 9N12 ( A T) 10 5 1 0 6

( AT ) 10 N12 ( AT ) 11 0 0 2 2

( AT ) 9N13 ( A T) 11 0 2 0 2

( AT ) 9N14 ( A T) 9 0 0 1 1

( AT ) 10 N12 ( AT ) 10 0 1 1 2

( AT ) 8N12 ( A T) 14 0 0 1 1

( AT ) 9N14 ( A T) 10 0 1 0 1

合计 T otal 12 12 10 34

2. 3　 (AT)xNy ( AT)z 多态性类型在不同 HbF水平

及 Gγ-158基因型个体中的分布

　　表 2显示 , Hb F> 3%且 Gγ-158( C /T )的 6例受检

者中 ( AT) 9 N12 ( AT) 10序列检出最多 ,共 5例携带有

此序列 ;在 HbF> 3%但
G
γ-158( C /C)的 6例实验对

象中 ,以 ( AT) 9N12 ( AT) 11检出最多 , 1例是 ( AT) 9 N12

( AT) 11纯合子 , 4例为携带 ( AT) 9N12 ( A T) 11的杂合

子 ;对照组的 5例低 HbF且
G
γ-158 ( C /C)个体的

( AT) x Ny ( AT) z类型比较分散 ,共检出 6种不同的类

型 ,但仍以 ( AT) 9 N12 ( AT) 11为多 ,其中 1例是纯合

子 , 2例为杂合子。

3　讨论

　　β-LCR是 β类珠蛋白基因的远侧端调控元件 ,此

元件不但能促进 β类珠蛋白基因在红系造血细胞中

高水平表达 ,而且在其时空顺序性表达调控方面亦起

着非常重要的作用。在人类ε基因 5′端上游的 β-LC R

内 ,至少有 5个 DNase Ⅰ 酶高敏点 HS1、 HS2、 HS3、

HS4、 HS5基序 ,其中 HS2具有典型的增强子功能 ,其

活性占整个 LCR活性的 40% ～ 50% ,主要对 β和γ

基因起转录增强作用 [8, 9 ]。 HS2核心区的 AT重复序

列具有多态性 ,不同的多态性形式对 HS2的增强子

活性有不同的影响 [10 ]。早年 Oner等
[ 2 ]研究土耳其人
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镰状细胞贫血 β -LCR-HS2上碱基变化与单体型的关

系时发现 ,不同的 ( AT)x Ny ( AT)z结构与不同的单体

型有相对稳定的连锁关系: ( AT) 9 N12 ( AT) 10与高

Hb F的 Senegal单体型相连锁 ;而 ( AT) 8 N12 GT

( AT) 7则与低 HbF的 Benin单体型连锁。并且上游

为 Senegal型、下游为 Benin型的混合单体型病人也

有较高的 HbF水平 ,因而推测 ( AT) 9 N12 ( AT) 10这一

特殊序列在红系造血压力下 ,通过与某些蛋白因子互

相作用 ,促使 γ基因持续地表达而引起 HbF升

高 [2, 9 ]。但 Merghoub等
[3 ]观察到 ,即使无红系造血压

力 ,β-LC R-HS2 ( AT) 9 N12 ( AT) 10序列与 Hb F和 F细

胞升高仍有密切的相关关系。在 β地中海贫血和遗传

性持续性胎儿血红蛋白综合征 ( heredita ry persistence

of fetal hemoglobin, HPFH)病人中 ,也先后发现了

( AT) 9 N12 ( AT) 10序列与高 HbF有关 [6 , 12]。以上研究

还同时发现 β-LCR-HS2 ( AT) 9 N12 ( AT) 10与 Gγ-158

( C→ T)存在着不平衡连锁关系。　
G
γ-158( C→ T)突

变是一种与 HbF升高的密切相关的 β珠蛋白基因簇

上的 SNP
[1 ]。 Merg houb等

[7 ]比较这两种 DN A序列

变化与 高 F细胞水平的相关程度 ,发现 ( AT) 9 N12

( AT) 10的相关性更高 ,由此认为与 Gγ-158( C→ T)突

变有关的高 Hb F其实很可能是由于连锁了 ( AT) 9

N12 ( AT) 10所致。

　　我们在广西地区 17例 β地中海贫血杂合子个体

34条染色单体上共检出 9种 β-LC R-HS2 ( AT) x Ny

( AT) z 多态性类型 ,其中最主要的 3种 ( AT )9 N12

( AT) 11、 ( AT) 8N12 ( AT) 11及 ( AT) 9N12 ( AT) 10亦常见

于其他人群
[3, 6, 7, 12 ]

。 同时也观察到 ( AT) 9N12 ( AT) 10

序列主要集中于高 HbF的 β地中海贫血杂合子个体

中 ,初步验证该地区 β地中海贫血杂合子的 HbF升

高与 ( AT) 9 N12 ( AT) 10也有一定的相关关系 ,且后者

与 Gγ-158 ( C→ T )存在 着不平衡连 锁的倾向。

Samakoglu等
[4 ]
在高 HbF的土耳其重型和中间型 β

地中海贫血患者中发现另一种 HS2的 AT重复序列

( AT) 8 N14 ( AT) 7检出最多 ,提示不止一种 ( AT) x Ny

( AT )z 与 HbF升高有关。 本研究虽然观察到

( AT) 9N12 ( AT) 11在高 Hb F但
G
γ-158( C /C)的受检者

中所占比例最高 ,但其在高 HbF+
G
γ-158( C /T )和低

Hb F+
G
γ-158( C /C)的受检者中检出也不少 ,因此 ,推

测其与高 HbF水平无关联 ,而可能是广西地区人群

中一种常见的 ( AT) x Ny ( AT) z多态性类型。由于本次

实验例数较少 ,此结论尚需以后增加实验例数来加以

证实。

　　β-LC R-HS2 ( AT) 9 N12 ( AT) 10序列以往更多地被

视为是一种与高 Hb F相关的基因标志
[ 1 ]。 但

M erghoub等 [ 7]注意到 β -LCR-HS2的 AT重复序列与

β基因启动子区域的 AT重复序列类似 ,后者有一转

录调控蛋白 Bp1的结合位点 , Bp1可对不同的序列变

化有不同的亲和力 ,并由此来调节不同转录效率。实

验中他们发现 β-LCR-HS2的 AT重复序列和 β基因

启动子区域的 AT重复序列对一种蛋白因子竞争性

结合 ,并推测此因子很可能就是 Bp1,因此并不能排

除 LC R-HS2的 ( AT) x Ny ( A T) z序列对γ基因表达有

直接调控作用。至于存在着不平衡连锁关系的 Gγ-158

( C→ T)及 β-LCR-HS2 ( AT) 9 N1 2 ( AT) 10在调控 γ基

因表达机制中的相互关系和作用如何 ,目前尚无研究

就此加以阐明。

　　位于 ( AT) x Ny ( AT) z两端的 3个碱基 8580( T )、

8598( A)和 9114( A)各自所在的 DN A局部片段与

Friend 's murine /Moloney白血病病毒的增强子序列

有高度的同源性 ,分别是蛋白因子 Sp1、 TEF-2的结

合位置
[2, 7 ]
。这 3个碱基的突变 8580( T→ G)、 8598( A

→ G)、 9114( A→ T)曾被认为与低 Hb F有关
[2 ]
。 本研

究在高 HbF和低 HbFβ地中海贫血杂合子中均未发

现这 3个碱基发生突变 ,并不支持此观点 ,与多数研

究者的观察结果一致
[7, 13 ]
。 最近 Kukreti等

[14 ]
在 16

例表现型为 β地中海贫血但 β珠蛋白基因上未检出

任何突变的印度人中 ,仅发现 β -LCR-HS4的回文结

构上一种 SN P( A /G)与这些病人的发病密切相关 ,

而此 A /G多态性又分别与 HS2的 ( AT) x Ny ( AT) z多

态性存在不平衡连锁关系。 另外 ,由于 HS2的不同

DN A多态性与其增强子活性高低有关
[10 ] ,在构建 β

珠蛋白基因表达载体用于 β地中海贫血基因治疗研

究时应充分考虑此特性。 因此 ,了解 β -LCR-HS2 AT

重复序列的多态性类型 ,对特殊类型 β地中海贫血的

基因诊断和 β地中海贫血基因治疗研究有重要意义

和应用价值。
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细胞浸润明显。但经木芙蓉叶有效组分治疗后肾功能

改善明显 ,肾组织病理损伤减轻。说明木芙蓉叶有效

组分能防止肾脏缺血再灌注损伤。同时实验还证实肾

IRI后血中 IL-1的水平升高 , 再灌注 1 h后血中 IL-

1水平比再灌注 3 h高 , 这与 Kelly K J等
[6 ]
的研究结

果一致。经木芙蓉叶有效组分治疗后 , 再灌注 1 h和

3 h时血中 IL-1水平都下降明显 ,与对照组相比具有

统计学意义 ( P < 0. 05)。由此我们推测 , M FR对肾

缺血再灌注损伤的保护作用是其抗非特异性炎症的

结果 , 其可能的机制是通过减轻炎症反应 , 降低 IL-

1等炎性细胞因子的表达及活性来实现的。
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