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湖南地区地中海贫血基因检出情况分析
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摘要：　 目的　 了解湖南地区地中海贫血的发病情况及基因分型的特点，为优生优育、提高人口素质提供科学依据。 　 方

法　 采用 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶电泳法和反向点杂交法检测技术对 ２０１８ 年 １０ 月—２０２０ 年 １１ 月湖南地区送检的抗凝全血标本

进行地中海贫血基因分型检测，统计地中海贫血检出情况及基因分型特点。 　 结果　 送检的 ５ ６４２ 例患者标本中，检出地

中海贫血 １ ４７７ 例，检出率为 ２６􀆰 １８％，其中 α 地中海贫血、β 地中海贫血及 α 和 β 双重检出率分别为 １２􀆰 ６２％（７１２ 例）、
１３􀆰 １３％（７４１ 例）和 ０􀆰 ４３％（２４ 例）。 男性地中海贫血检出率为 ２９􀆰 ５８％，女性为 ２５􀆰 ４１％，不同性别检出率差异有统计学意

义（χ２ ＝ ７􀆰 ５９８，Ｐ＝ ０􀆰 ００６）。 年龄中以＜１７ 岁检出率最高，为 ４５􀆰 ９０％，不同年龄间检出率差异有统计学意义（ χ２ ＝ ２２６􀆰 ２８１，
Ｐ＜０􀆰 ００１）。 在基因分型方面，α 地贫中以 ＳＥＡ 缺失型占比最高（６５􀆰 ０８％），β 地贫中以 ＩＶＳ－Ⅱ－６５４（Ｃ→Ｔ）占比最高

（３６􀆰 ８６％）。 　 结论　 湖南地区地中海贫血检出率较高，α 地贫和 β 地贫分别以 ＳＥＡ 缺失型和 ＩＶＳ－Ⅱ－６５４（Ｃ→Ｔ）为主，
具有地域性特征，应加强地中海贫血的检测及做好遗传咨询和产前诊断，以降低地中海贫血儿的出生率。
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　 　 地中海贫血（地贫）是指珠蛋白基因缺陷（缺失

或 ／和点突变）导致珠蛋白肽链合成减少或不能合成，
致使血红蛋白组分发生改变而引起的常染色体单基

因。 地贫可将致病基因遗传给后代，常见有两种类型，
即 α 地贫和 β 地贫。 中国人群中常见的 α－珠蛋白基

因的突变类型主要为－αＳＥＡ、－α３􀆰 ７、－α４􀆰 ２ 三种缺失

型。 β 地贫常见的突变位点有 ＩＶＳ－Ⅱ－６５４、ＣＤ４１－４２、
ＣＤ１７－２８、ＣＤ７１－７２ 等。 其发病具有明显的民族和地

域特点，在我国长江以南地区的发病率较高，好发于广

西、广东、福建、海南和云南等省份，是我国南方最常见

的血液病遗传病之一［１］。 重型地贫可致死，中型地贫

可致残，给家庭和社会带来沉重的负担。 由此可见，地
中海贫血的检测尤为重要，做好遗传咨询和产前诊断，
有助于减少地贫儿的出生，提高人口素质。 本文对

２０１８ 年 １０ 月—２０２０ 年 １１ 月湖南地区送检长沙迪安

医学检验所进行地中海贫血检测的 ５ ６４２ 例患者的抗

凝全血标本采用 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶电泳法和反向点杂

交法检测技术进行地中海贫血基因分型检测，现报告

如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 标本来源于 ２０１８ 年 １０ 月—２０２０ 年 １１ 月

湖南地区送长沙迪安医学检验所进行地中海贫血基因

分型检测的 ５ ６４２ 例患者的抗凝全血标本。
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主要从事分子生物学临床检验工作。

１􀆰 ２　 试剂与仪器 　 核酸提取试剂盒（亚能生物技术

有限公司）、α－地中海贫血基因检测试剂盒（ｇａｐ－ＰＣＲ
法）（亚能生物技术有限公司，试剂批号 Ａ２０１８１０００３ ／
Ａ２０１９０５００３ ／ Ａ２０１９１２００１ ／ Ａ２０２００３００５ ／ Ａ２０２００８００５ ）
和 β－地中海贫血基因检测试剂盒（反向点杂交法）
（亚能生物技术有限公司，试剂批号 ＢＴ２０１８１０００８ ／
ＢＴ２０１９０５００４ ／ ＢＸ２０１９１１００６ ／ ＢＸ２０２００３００５ ／ ＢＸ２０２００９
００３），东胜 ＥＴＣ８１１ 核酸扩增仪、ＥＰＳ－３００ 电泳仪（上
海天能科技有限公司）、ＪＳ－６８０Ｄ 凝胶成像分析仪（亚
能生物技术有限公司）。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 标本采集　 全血用一次性无菌注射器抽取受

检者静脉血 ２ ｍｌ，注入含 ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸二钠）
或枸橼酸钠抗凝剂的玻璃管，立即轻轻颠倒玻璃管混

合 ５～１０ 次，使抗凝剂与静脉血充分混匀，密闭送检。
１􀆰 ３􀆰 ２　 标本提取　 往编好号的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管内加入

５００ μｌ 裂解液，加入 ２００ μｌ 抗凝全血，剧烈旋涡混匀

短暂离 心， 加 入 １００ μｌ 沉 淀 液， 剧 烈 旋 涡 混 匀，
１３ ０００ ｒｐｍ离心 ５ ｍｉｎ，转移上清液至结合柱凹槽下

方，１３ ０００ ｒｐｍ 离心 ３０ ｓ，弃滤液，加 ５００ μｌ Ｗ１ 洗液到

收集管，１３ ０００ ｒｐｍ 离心 ３０ ｓ，弃滤液，加 ５００ μｌ Ｗ２ 洗

液到收集管，１３ ０００ ｒｐｍ 离心 ３０ ｓ，弃滤液，１３ ０００ ｒｐｍ
离心 ２ ｍｉｎ，取下结合柱套进干净 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管，加
１００ μｌ 洗脱液至膜中心，室温放置 １ ｍｉｎ，１３ ０００ ｒｐｍ
离心 １ ｍｉｎ，弃结合柱，１􀆰 ５ ｍｌ 离心管内液体即为 ＰＣＲ
模板，保存备用。
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１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增　 分别向 ＰＣＲ 反应管中加入提取的

待测样品 ＤＮＡ ２ μｌ（β 地贫）和 ４ μｌ（α 地贫），低速离

心数秒后，α 地贫按以下参数进行 ＰＣＲ 反应：９６ ℃：
５ ｍｉｎ； ９８ ℃：４５ ｓ；６５ ℃：９０ ｓ；７２ ℃：３ ｍｉｎ；１０ 个循

环；９８ ℃：３０ ｓ；６５ ℃：４５ ｓ；７２ ℃：３ ｍｉｎ；２５ 个循环；
７２ ℃：１０ ｍｉｎ； β 地贫按以下参数进行 ＰＣＲ 反应：
５０ ℃：１５ ｍｉｎ； ９５ ℃：１０ ｍｉｎ；９４ ℃；６０ ｓ；５５ ℃；３０ ｓ，
７２ ℃；３０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃；５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 扩增产物分析 　 α 地贫：称 １􀆰 ０ ｇ 琼脂糖 ＋
１００ ｍｌ已稀释 ＴＢＥ 缓冲液（为全板凝胶）制胶，待琼脂

凝固后，轻轻拔掉孔梳，加 １ μｌＰＣＲ 产物进行 ＤＮＡ 点

样，电泳检测，在 １６０ Ｖ 电压下电泳约 ３ ｍｉｎ 后，再在

１２０ Ｖ 电压下电泳约 ５０ ｍｉｎ，电泳结束后，将琼脂糖凝

胶放入凝胶成像分析系统观察结果。 把图像结果用电

脑软件拍照存档。 β 地贫：将反应膜条放入 １５ ｍｌ 离心

管，加入 Ａ 液 ６ ｍｌ 和所有 ＰＣＲ 产物，沸水浴中加热

１０ ｍｉｎ后，放入杂交箱 ４３ ℃ 杂交 １􀆰 ５ ～ ４ ｈ，同时将

４５ ｍｌ Ｂ 液于杂交箱预热 ４３ ℃，杂交后取出膜条，移至

装有预热 Ｂ 液的 ５０ ｍｌ 管中，于 ４３ ℃ 轻摇洗涤

１５ ｍｉｎ，将膜条加入孵育液（Ａ 液：ＰＯＤ ＝ ２ ０００ ∶ １）
３０ ｍｉｎ，用 Ａ 液室温轻摇洗两次，每次 ５ ｍｉｎ，用 Ｃ 液室

温洗膜 １～２ ｍｉｎ，将膜条浸泡于现配显色液中避光显

色 ５ ～ １０ ｍｉｎ 后，转移至去离子水中浸泡即可观察

结果。
１􀆰 ４　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据处

理，计数资料采用例数（％）表示，不同年龄性别地贫

检出情况差异比较采用 χ２ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 地贫检出情况及基因分型情况　 ５ ６４２ 例送检患

者标本中，检出地贫 １ ４７７ 例，检出率为 ２６􀆰 １８％，其中

α 地贫、β 地贫及 α 和 β 双重检出率分别为 １２􀆰 ６２％
（７１２ 例）、１３􀆰 １３％（７４１ 例）和 ０􀆰 ４３％（２４ 例），见表 １。

表 １　 ５ ６４２ 例患者标本地贫基因检出情况

地贫基因分型 检出数 检出率（％）

α 地贫 ７１２ １２􀆰 ６２

β 地贫 ７４１ １３􀆰 １３

α 和 β 双重地贫 ２４ ０􀆰 ４３

２􀆰 ２　 不同性别地贫检出情况　 ５ ６４２ 例标本中，男性

送检标本 １ ０３８ 例，检出 ３０７ 例，检出率为 ２９􀆰 ５８％；女
性送检标本 ４ ６０４ 例， 检出 １ １７０ 例， 检出率为

２５􀆰 ４１％。 不同性别检出率差异有统计学意义（ χ２ ＝
７􀆰 ５９８，Ｐ＝ ０􀆰 ００６），见表 ２。

表 ２　 不同性别地贫检出情况

性别 检测数 检出数 检出率（％）

男 １ ０３８ ３０７ ２９􀆰 ５８

女 ４ ６０４ １ １７０ ２５􀆰 ４１

合计 ５ ６４２ １ ４７７ ２６􀆰 １８

２􀆰 ３　 不同年龄段地贫检出情况　 ５ ６４２ 例标本中，送
检年龄为 ０～８９ 岁，将其分为 ３ 个年龄段，其中地贫检

出数所占百分比最高的是 １７ ～ ６０ 岁，占 ６９􀆰 ６７％
（１ ０２９ ／ １ ４７７）， 该年龄阶段样本送检数最多， 占

８２􀆰 ３８％（４ ６４８ ／ ５ ６４２）。 不同年龄段地贫检出率依次

是＜１７ 岁、＞６０ 岁、１７～ ６０ 岁，差异有统计学意义（ χ２ ＝
２２６􀆰 ２８１，Ｐ＜０􀆰 ００１），见表 ３。

表 ３　 不同年龄段地贫检出情况

年龄（岁） 送检数 检出数 检出率（％） 检出数构成比（％）

＜１７ ９０２ ４１４ ４５􀆰 ９０ ２８􀆰 ０３
１７－６０ ４ ６４８ １ ０２９ ２２􀆰 １４ ６９􀆰 ６７
＞６０ ９２ ３４ ３６􀆰 ９６ ２􀆰 ３０
合计 ５ ６４２ １ ４７７ ２６􀆰 １８ １００􀆰 ００

２􀆰 ４　 α 和 β 地贫基因分型情况　 α 地贫检测三种缺

失型 （ ＳＥＡ、 ３􀆰 ７、 ４􀆰 ２ ）， β 地 贫 检 测 １７ 个 点 突 变

（４１－４２Ｍ、 ６５４Ｍ、 － ２８Ｍ、 ７１ － ７２Ｍ、 １７Ｍ、 βＥＭ、 ３１Ｍ、
２７ ／ ２８Ｍ、ＩＶＳ１ － １Ｍ、 ＩＶＳ１ － ５Ｍ、 ４３Ｍ、 － ３２Ｍ、 － ２９Ｍ、
－３０Ｍ、１４ － １５Ｍ、ＣαＰ、 ＩｎｔＭ）。 １ ４７７ 例地贫标本中，
α 地贫中以 ＳＥＡ 缺失型占比最高（６５􀆰 ０８％），β 地贫中

以 ＩＶＳ－Ⅱ－６５４（Ｃ→Ｔ）占比最高（３６􀆰 ８６％），见表 ４。
表 ４　 １ ４７７ 例地贫标本基因分型情况

α 地贫基因分型 检出数 构成比（％） β 地贫基因分型 检出数 构成比（％）

ＳＥＡ 缺失 ４７９ ６５􀆰 ０８ ＩＶＳ－Ⅱ－６５４（Ｃ→Ｔ） ２８２ ３６􀆰 ８６
３􀆰 ７ 缺失 １９６ ２６􀆰 ６３ ＣＤ４１－４２（－ＴＴＣＴ） ２６０ ３３􀆰 ９９
４􀆰 ２ 缺失 ６１ ８􀆰 ２９ ＣＤ１７（α→Ｔ） １４４ １８􀆰 ８２

其他 ７９ １０􀆰 ３３

２􀆰 ５　 地贫基因单一型和复合型分型情况　 １ ４７７ 例地

贫标本中，单一杂合型有 １ ４２４ 例，占地贫标本数

９６􀆰 ４１％，其中 α 单一杂合 ６９０ 例，β 单一杂合 ７３４ 例；
双重杂合或纯合基因型有 ５３ 例，占 ３􀆰 ５９％，其中 α＋β
双重杂合 ２４ 例，α 纯合子 ６ 例，α 双重杂合子 １４ 例，
α 稀有型基因 ２ 例，β 纯合子 ３ 例，β 双重杂合子 ４ 例，
见表 ５。

表 ５　 １ ４７７ 例地贫标本基因单一型和复合型分型情况

地贫基因分型 例数 占地贫标本数百分比（％） 占总标本数百分比（％）

α 单一杂合 ６９０ ４６􀆰 ７２ １２􀆰 ２３
β 单一杂合 ７３４ ４９􀆰 ７０ １３􀆰 ０１
α＋β 双重杂合 ２４ １􀆰 ６２ ０􀆰 ４３
α 纯合子 ６ ０􀆰 ４１ ０􀆰 １１
α 双重杂合子 １４ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ２５
α 稀有型基因 ２ ０􀆰 １３ ０􀆰 ０３
β 纯合子 ３ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ０５
β 双重杂合子 ４ ０􀆰 ２７ ０􀆰 ０７
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３　 讨　 论

α－地中海贫血是一种由于 １６ 号染色体 １６ｐ１３􀆰 ３
位点的 α－珠蛋白基因突变导致肽链表达失衡而产生

的单基因遗传血液病，多由于 α－珠蛋白基因的缺失突

变所致，在我国人群中常见的 α－珠蛋白基因的突变类

型主要为－αＳＥＡ、－α３􀆰 ７、－α４􀆰 ２ 三种缺失型。 β－地中

海贫血是一种由于 β－珠蛋白基因突变导致肽链表达

失衡而产生的单基因遗血液病，多由 β－珠蛋白基因点

突变所致，在我国人群中常见的突变位点有 ＩＶＳ－Ⅱ－
６５４，ＣＤ４１－４２，ＣＤ１７，－２８，ＣＤ７１－７２ 等［１］。

从地贫基因检测分型结果来看，地贫基因发病以

单一杂合基因型为主，其次为双重杂合子，纯合基因极

少见。 其中检出 α 地贫稀有型基因 ２ 例（０􀆰 １４％），一
例扩增出 －α３􀆰 ７ 条带（弱条带）及 αα 条带及 －αＳＥＡ
条带，血常规指标红细胞压积和红细胞平均体积均降

低，采用 Ｇａｐ－ＰＣＲ 方法，特异引物检测 Ｘ１ ／ χ２ 融合片

段（ＨＫαα 或 ααααｎｔｉ４􀆰 ２ 的特异片段），结果显示阳

性，科研性检测表明该标本可能为 ＨＫαα ／ －－ＳＥＡ 稀

有基因型；另一例扩增出 －α３􀆰 ７ 条带（弱条带）及 αα
条带，血常规指标红细胞压积和红细胞平均体积均降

低，采用 Ｇａｐ－ＰＣＲ 方法，特异引物检测 Ｘ１ ／ χ２ 融合片

段（ＨＫαα 或 ααααｎｔｉ４􀆰 ２ 的特异片段），结果显示阳

性，采用 Ｇａｐ－ＰＣＲ 方法，特异引物检测 ααααｎｔｉ４􀆰 ２ 的

片段，结果显示阴性，科研性检测表明该标本可能为

ＨＫαα ／ αα 或 ＨＫαα ／ αα － ３􀆰 ７ 稀有基因型。 张敏

等［２］的研究显示，在福建地区 ５０７ 例 －α３􀆰 ７ 杂合子中

检出 ２５ 例 ＨＫαα ／ αα （ ４􀆰 ９３％）、 ５ 例 ＨＫαα ／ － α３􀆰 ７
（０􀆰 ９９％）和 ５ 例 ＨＫαα 合并 β－地贫（０􀆰 ９９％）。 用目

前常规的 α 地贫检测试剂盒无法检出 ＨＫαα，当同时

又是 －α－３􀆰 ７ ／ αα 型时，极易误认为右缺失型或左缺

失型后而不再深究造成漏诊［３］。 临床工作中应注意

少见基因型地贫的出现，结合表型与基因型诊断疑难

病例，必要时用基因测序和 Ｇａｐ－ＰＣＲ 等技术检测，据
报道，在广东、广西、海南等地区人群中，α 地中海贫血

发生率为 ４％ ～ １５％，β 地中海贫血约为 １％ ～ ６％［５］。
与南方大部分地区相同的是，湖南地区 α 地贫也是以

ＳＥＡ 杂合缺失型为最常见的基因突变类型，β 地贫也

是以 ＩＶＳ－Ⅱ－６５４（Ｃ→Ｔ）、ＣＤ４１－４２（－ＴＴＣＴ）和 ＣＤ１７
（α→Ｔ） 三种突变为主，占 ８９􀆰 ６７％，其他位点共占

１０􀆰 ３３％［６􀆰 ７］。 常 见 的 三 种 突 变 中， ＩＶＳ － Ⅱ － ６５４
（Ｃ→Ｔ）发生频率高于 ＣＤ４１－４２（－ＴＴＣＴ），这种情况与

本地区以往报道情况一致，与广东、广西相反，而与湖

南另外两个相邻的省江西、湖北较为相似［８－１１］。 这些

特点表明地贫突变类型有明显的地域特点。

从不同年龄阶段来看，１７ ～ ６０ 岁的年龄阶段地贫

检出数所占百分比最高，占 ６９􀆰 ６７％，从其送检特性来

看，多为育龄期妇女进行产前筛查，与广西玉林地区育

龄人群检出比例基本一致［１２］。 ＜１７ 岁的年龄组送检

数较少但其检出高达 ４５􀆰 ９０％，从其送检特性来看，多
为幼儿和新生儿。 男性送检人数远少于女性，但男性

检出率高于女性，可见婚前检查中男性也应该引起重

视，加大婚前检查力度。
地中海贫血是危害较为严重的遗传性疾病，目前

对地贫人群暂无有效的治疗手段。 重症 α 地中海贫

血可导致死产、死胎并影响产妇健康，发生妊娠、产后

大出血等病症；重型 β 地中海贫血临床表现为严重溶

血性贫血、肝脾肿大，往往需要靠输血来维持生命，但
常因贫血、心力衰竭未到成年即已夭折。 因此婚前检

查和产前诊断是预防地贫的最有效的手段，对疑似患

者进行地贫的基因检测，可大大降低幼儿地贫的发生

率，并减轻医疗机构、家庭及社会的负担和压力，对我

国的优生优育、提高人口素质具有重要意义。

参考文献

［１］ 　 Ｌａｉ Ｋ，Ｈｕａｎｇ Ｇ，Ｓｕ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ ｉｎ ｍａｉｎｌａｎｄ
Ｃｈｉｎａ：ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｕｒｖｅｙｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７，
７（１）：９２０􀆰

［２］ 　 张敏，黄海龙，陈梅环，等 􀆰 福建人群香港型地中海贫血的基因变

异检测［Ｊ］􀆰 中华医学遗传学杂志，２０１９，３６（４）：２９７－３００􀆰
［３］ 　 丁燕玲，黄际卫 􀆰 地中海贫血罕见突变的研究进展［ Ｊ］ 􀆰 中国优

生与遗传杂志，２０１６，２４（２）：４－５􀆰
［４］ 　 徐韫健，廖颖茵，高俊，等 􀆰 广东地区地中海贫血筛检者的基因检

测和类型分析［Ｊ］􀆰 实用医学杂志，２０１９，３５（２）：２８５－２９０􀆰
［５］ 　 杨阳，张杰 􀆰 中国南方地区地中海贫血研究进展［ Ｊ］ 􀆰 中国实验

学杂志，２０１７，２５（１）：２７６－２８０􀆰
［６］ 　 刘沁，贾政军，席惠，等 􀆰 湖南地区 ５ ０１８ 例地中海贫血基因突变

类型的分析［Ｊ］􀆰 中国实验血液会杂志，２０１９，２７（６）：１９３８－１９４２􀆰
［７］ 　 金朝，王涛 􀆰 自贡市 ３ ０４０ 例育龄夫妇地中海贫血基因检测结果

分析［Ｊ］􀆰 实用预防医学，２０１９，２６（２）：１９７－１９９􀆰
［８］ 　 Ｈｅ Ｓ， Ｌｉ Ｊ， Ｌｉ ＤＭ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ α ａｎｄ β

ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ ｉｎ Ｙｕｌｉｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ 􀆰 Ｇｅｎｅ，２０１８，６５５：
６１－６４􀆰

［９］ 　 严苗，但永杰，彭晓菊，等 􀆰 湖北夷陵地区 １ ８７２ 例孕妇地中海贫

血产前筛查结果分析［Ｊ］􀆰 应用预防医学，２０１９，２５（５）：３５２－３５５􀆰
［１０］ 　 徐韫健，廖颖茵，高俊，等 􀆰 广东地区地中海贫血筛检者的基因

检测和类型分析［ Ｊ］ 􀆰 实用医学杂志，２０１９，３５（ ２）：２８５－ ２８９，
２９３􀆰

［１１］ 　 陈敏芳，王家健，汪垚，等 􀆰 江西省部分地区 １ ６３０ 例地中海贫血

基因突变类型分布研究［ Ｊ］ 􀆰 中华临床实验室管理电子杂志，
２０１９，７（２）：９６－９９􀆰

［１２］ 　 李东明，李继慧，陈德敏，等 􀆰 中国广西玉林地区育龄人群地中

海贫血基因突变类型的分析［ Ｊ］ 􀆰 中国实验血液学杂志，２０２０，
２８（６）：２０１１－２０１６􀆰 收稿日期：２０２１－０１－２１

５６３１实用预防医学 ２０２１ 年 １１ 月 第 ２８ 卷 第 １１ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｎｏｖ． ２０２１， Ｖｏｌ． ２８， Ｎｏ．１１


