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珠蛋白生成障碍性贫血实验室诊断研究进展
韦孟兰

（宜州市妇幼保健院检验科，广西 宜州 546300）

【摘要】 珠蛋白生成障碍性贫血是一组全球常见的常染色体隐性遗传病，临床症状轻重不一，大部分表现

为慢性进行性溶血性贫血，而重症者胎死腹中或靠输血维持生命，目前对此病尚无有效的治疗方法。为提高地

中海贫血实验室诊断的准确性，减少漏诊和误诊，筛选合适的联合筛查和基因诊断方法对该病的诊断具有重要

意义。本文就近年来地中海贫血实验室诊断技术进展进行综述。
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【Abstract】 Thalassemia is a group of global common autosomal recessive genetic disease, with the clinical

symptoms of varying severity, and most of the performance are chronic hemolytic anemia, and the severe cases maybe

died in the uterus, or rely on blood transfusions to sustain life. However, the disease is still no effective treatment meth-

od. In order to improve the accuracy of the the thalassemia laboratory diagnosis, reduce misdiagnosis and miss diagno-

sis, screening appropriate laboratory diagnostic method of diagnosis is important for the disease. The laboratory diag-

nostic techniques progress on thalassemia in recent years was reviewed.
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·综 述·

珠蛋白生成障碍性贫血又称地中海贫血(Thalas-

semia)，是由于珠蛋白基因的缺失或缺陷，引起血红

蛋白珠蛋白肽链中的一种或几种合成不平衡所致的

一组遗传性疾病[1]。本病有种族和家族史。最常见

为α 链合成不足的α地中海贫血(α地贫)和β链合成不

足的β地中海贫血(β地贫)。该病主要分布在全球疟

疾高发的热带和亚热带地区，我国长江以南的广大地

域为地中海贫血高发区，其中以广东、广西和海南三

省(区)地贫基因携带率和发病率最高[2]。地贫的临床

症状轻重不一，大部分表现为慢性进行性溶血性贫

血，而重型α地贫胎儿(Bart's水肿胎)多在妊娠末期胎

死腹中或产后不久死亡。重型β地贫患者从3~6个月

开始发病，需要长期定期输血和应用铁螯合剂来维持

生命。目前,对此病尚无有效的治疗方法。在高发区

进行地贫筛查和产前诊断可避免重型地贫患儿的出

生[3]，这也是目前国际上公认的首选预防措施。选择

合适的实验室诊断方法对该病的诊断具有重要意

义。本文就近年来地贫筛查和地贫基因诊断技术进

行综述。

1 地中海贫血的筛查方法

1.1 红细胞形态学检查 各种贫血患者红细胞

形态和着色有不同程度的改变，观察外周血红细胞形

态有助于贫血的诊断和鉴别诊断[4]。地贫具有典型

的小细胞低色素性，可见红细胞大小不均，形态不规

则呈环形、靶形、泪滴形等异形红细胞，点彩、网织、有

核红细胞增多等现象。贫血越严重，异形性越明显。

1.2 血细胞分析 红细胞基本参数：红细胞

(RBC)、血红蛋白(HGB)、红细胞压积(HCT)、平均红

细胞体积(MCV)、平均红细胞血红蛋白量(MCH)、平

均红细胞血红蛋白浓度(MCHC)和红细胞体积分布

宽度(RDW)等。这些参数是临床初步诊断地贫最简

便、经济、快捷的筛查方法[5]。地贫患者MCV和MCH

大部分低于正常。MCV≤82 fl、MCH≤27 pg作为地

贫初筛阳性，此时，HGB、RBC、RDW、HCT均有不同

程度的改变。

1.3 红细胞渗透脆性实验(一管法) 红细胞在

低渗溶液中，膨胀破裂而引起溶血，溶血时间和强度

与细胞形态、膜的结构和抵抗力相关。地贫的红细胞

膜存在形态、生化和代谢异常，故红细胞在 0.32%

NaCl溶液中溶解度降低(渗透脆性降低)，该实验是地

贫群体筛查的一种简单方法。缺铁性贫血亦呈阳

性。近年来采用MCV、RDW和红细胞渗透脆性联合
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检测以提高地贫筛查的检出率、灵敏度和特异度，并

能初步与缺铁性贫血鉴别[6]。

1.4 血红蛋白电泳 血红蛋白电泳是检查和

鉴定异常血红蛋白最主要而常用的实验室诊断方

法[2]。根据电泳所用支持介质、缓冲液和仪器的不同

分为以下几种：

1.4.1 血红蛋白醋酸纤维薄膜电泳 以醋酸纤

维薄膜为电泳支持物，所用的电泳仪为各种型号的电

泳槽。各种血红蛋白在pH8.5的缓冲液中，在电场作

用下向正极泳动，不同的血红蛋白其等电点不同，电

泳的速率不同，在醋酸纤维膜上呈现不同区带-电泳

图。通过染色、剪切、浸泡、比色，计算出各种正常或

异常的血红蛋白含量。其优点是不需要昂贵的仪器，

电泳时间短、分离速度快、标本用量少，对异常血红蛋

白分辨率敏感，便于洗脱作定量分析。缺点是操作繁

琐，醋酸纤维薄膜较脆，易破碎，区带颜色容易脱，不

易保存。

1.4.2 珠蛋白肽链聚丙烯酰胺凝胶电泳 聚丙

烯酰胺凝胶作支持介质，用尿素将血红蛋白解离成多

肽链，通过聚丙烯酰胺电泳的电荷效应与分子筛效

应，将各种肽链分离，由于各种珠蛋白肽链的含量或

结构发生异常，分子大小和形状发生改变，引起珠蛋白

肽链所带的电荷和电泳迁移率不同，而形成不同的区

带，通过各区带间含量比例的测定，了解各珠蛋白基因

的类型，可检出β0-、β+-地贫和大部分α地贫。其优点是

凝胶弹性大、透明、无电渗作用、分辨率高和样本用量

少。缺点：电泳时间长、试剂毒性大，操作繁琐。

1.4.3 琼脂糖凝胶电泳 以琼脂糖凝胶作为支

持介质，根据血红蛋白分子所带的电荷量不同，在电场

的作用下迁移率不同而达到分离。根据使用仪器分半

自动和全自动，它们的不同之处在于半自动的染色、固

定、烘干是手工操作，可以节约试剂，减少成本。而全

自动电泳的这一系列手工操作由仪器完成，可以减少

人力，但浪费试剂。相同之处是烘干后的电泳胶片经

扫描仪扫描，可扫描得出 HbA2、HbA、HbF、HbH、

HbBart's、CA 及其他异常血红蛋白含量。其方法简

便，所用时间短，标本用量少，分辨率高，图谱可永久

保存。该电泳对β地贫、HbH病和HbCS的筛查效果

较好[7]。对轻型和静止型α地贫筛查的灵敏度和特异

度较低，尤其是α合并β地贫，大多表现为β地贫特点，应

结合其他血液学指标进行筛查，以减少漏诊和误诊。

1.4.4 全自动毛细管电泳(CE) 以石英毛细管

为分离通道，在高压直流电场下，血红蛋白各组分按

其所带电荷密度和分子量不同而实现分离，与传统的

电泳相比，毛细管电泳具有高效、快速、灵敏、微量和

自动化等优点，对地贫筛查效果更佳[8]，但仪器较贵，

基层医院难以普及。

1.5 高效液相色谱法 (High performance liquid

chromatography, HPLC) 它是一种分离能力强、测定

灵敏度高的层析技术。在高压条件下溶质在固相与

流动相之间进行的一种连续多次交换的过程，它可以

使微小差异的各组分通过几百次甚至几千次的重复

累积加大的差异而达到分离，特别适用于血红蛋白组

分的分离。有研究显示，利用此技术检测β地中海贫

血和异常血红蛋白有快速简便、准确、结果稳定等特

点[9]。利用HPLC还发现β复合α地贫及尚未见报道的

新型β-地贫基因突变类型[10]。但该法的设备昂贵，耗

材成本高，基层医院难以应用。

1.6 δ珠蛋白肽链分析 δ珠蛋白链是人类发育

中合成胚胎血红蛋白的肽链分子，在人类珠蛋白基因

簇发生大片段缺失时，出现δ基因的表达延迟，这一独

特现象目前只见于(--SEA/)、(--MED/)和(--SPAN/)3 种α 0 地

贫。而(--SEA/)(东南亚缺失型)是我国南方最主要的基

因类型，通过双抗体夹心法酶联免疫吸附试验

(ELISA)定性检测 6个月以上儿童及成人外周血δ珠

蛋白，可快速诊断(--SEA/)携带者。有研究表明，ELISA

法诊断(--SEA/)携带者总的敏感度、特异度、准确性、阴

性预测值和阳性预测值分别为：96.2%、98.3%、

97.6%、98.3%和96.2%,与聚合酶链反应(PCR)法检测

相比无显著性差异[11]。该法简便、快速、经济且技术

要求不高，非常适合于基层医院大样本人群的筛查和

临床标本的常规检测。

2 基因诊断

基因诊断是应用现代生物学和分子遗传学的技

术方法，检测基因结构及其表达水平的异常情况，从

而对疾病做出准确的诊断。1976年华裔科学家简悦

威(Y.M.Kan)采用DNA分子杂交技术进行α地贫的基

因诊断，标志着临床实验室的检测技术走向了基因型

检测的新阶段。经过几十年的发展，特别是聚合酶链

反应(Polymerase chain reaction，PCR)技术的成熟与

完善，使地中海贫血的基因诊断已成为普遍的常规的

实验室检测方法。

2.1 Southern印迹杂交法 这是Southern印迹、

分子杂交和放射自显影相结合的技术，即 DNA 与

DNA 或 DNA 与 RNA 杂交后，将电泳分离的待检

DNA片段转移至硝酸纤维膜或尼龙膜上，用带有放

射性或非放射性标记的DNA探针检测待检DNA的

方法。是最经典的基因分析法。可以定性检测缺失

型α地贫基因型，此方法特异性高，但操作繁琐，费时

费力，影响因素多，现已少用。
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2.2 聚合酶链反应(PCR) 其原理是利用DNA

聚合酶等在体外条件下，一对引物经变性、退火、延伸
等过程合成特异性DNA片段的基因体外扩增技术。
以 PCR为基础的诊断方法已应用于α地贫的基因诊
断[12]。特别是在此方法上发展的多重 PCR ，它的特
点是在一个PCR体系中包含 4对等位基因的特异引
物。根据每个突变位点特异扩增产物来判断结果。
应用多重PCR可快速、准确检测α地贫的东南亚缺失
(-SEA)、右缺失(-α3.7)和左缺失(-α4.2)，特别是对静止型α

地贫可进行有效检测[13]。
2.3 多重裂口 PCR(多重 Gap-PCR) 在裂口

PCR上发展的多重裂口PCR是目前检测地贫基因缺
失最常用的方法。其原理是分别在缺失区域两端和
缺失区域内，设计两对或三对扩增缺失截短片段和正
常内对照片段的引物，即可根据PCR特异性扩增片段
的有无直接确定被检DNA的基因型，并根据阳性扩
增片段和正常内对照片段的组合诊断被检标本基因
型是地贫的纯合子还是杂合子或完全正常。该法具
有快速、准确、简便、经济等特点。应用此方法检测α

地贫基因东南亚缺失(-SEA)、右缺失(α3.7)和左缺失(α4.2)

的敏感度、特异度和准确度均为100% [14]。
2.4 PCR结合反向点杂交(PCR-RDB) 该技术

是目前实验室检测地贫基因点突变常用的方法。其
原理遵循等位基因特异性寡核苷酸(ASO)探针杂交
法的基本原理。不同的是在膜上固定一系列已知突
变位点的ASO探针取代固定靶DNA，这样，经一次杂
交反应便能同时检测一个标本中可能存在的多种点
突变，改变了一次杂交只能检测一种突变的传统杂交
法。该方法具有方便、快速、准确、敏感等优点。大量
临床研究[15-16]证实，此法是目前国内外常用的能同时
检测β地贫基因 17个点突变的方法。应用此技术还
可以诊断非缺失型α-地中海贫血的点突变[17]。

2.5 多重等位基因特异性PCR (MAS-PCR) 是
针对某些已知突变类型，而在一个 PCR体系中加入
这些等位基因特异引物，通过电泳区带分析特异性
PCR扩增产物的不同来判断被检样品的基因突变类
型，并能区分突变的纯合子和杂合子。该技术适合于
β地贫基因已知点突变的检测，是一种简便、可靠、经
济的产前基因诊断法[18]。

2.6 实时荧光PCR 是在PCR技术基础上发展
起来的一种高度敏感的核酸定量技术，基于荧光共振
能量转移(FRET)的原理。实时荧光PCR能对整个扩
增循环进行实时监测，不需要额外的产物检测，简化
了 PCR 过程，减少了扩增产物的污染。实时荧光
PCR具有灵敏度高、重复性好、定量准确、自动化程度
高、特异性更强和全封闭反应等优点。应用荧光PCR

能简单、快速的检测孕妇血浆中微量的胎儿DNA父

源性β珠蛋白基因突变，以排除重型β地贫胎儿[19]。此

法在无创性产前诊断上具有广阔的发展前景。

2.7 基因芯片杂交技术 该技术是反向ASO探

针杂交与 FISH (Fluorescence in situ hybridization)技

术的结合，即将大量的寡核苷酸探针固定在厘米大小

的玻片或硅片上，将待检标本用荧光素或同位素标记，

与DNA芯片上的探针杂交，根据基因芯片上所出现的

荧光信号的有无、颜色深浅及不同位置来判断地贫基

因突变的类型。基因芯片技术与传统的方法比较具有

快速准确、简便、高效、高通量等优点。区小冰等[20]报

道，在一张芯片上可同时、快速、准确的检测α和β地贫

基因缺失和突变。该技术是一种快速有效大面积筛

查地贫的方法，但不能检出未知的突变，且仪器试剂

要求较高，目前临床难以普及。

2.8 基因测序 对于上述方法基因检测结果与

临床表型不相符合时，即排除已知点突变，检测未知

点突变而采用的方法，是最直接最准确判断基因突变

类型和位置的点突变检测的金标准。其原理是根据

PCR反应制备的目的序列为模版，扩增产生一系列长

度DNA片段，通过测序仪测序可以确定突变的具体

位置和类型。目前，基因测序在非缺失性α地贫的点

突变和β地贫的稀有突变的临床诊断中有所应用[21]。

但该法操作繁琐，所需仪器昂贵，极大的限制了其在

临床诊断中的应用。

3 小 结

地中海贫血是最常见的慢性溶血性隐性遗传病，

基因诊断技术是地贫实验室诊断最有效的方法。但

目前基因分析费用高，用时长，操作复杂、对实验室条

件和操作人员的技术要求高，尚不能广泛应用于各级

医院特别是基层医院。随着科学技术的日新月异发

展，地贫实验室诊断技术层出不穷，各实验室应根据

医院具体条件，选择快速简便、特异性强、准确稳定、

经济实惠的联合筛查和基因诊断技术，以提高地贫实

验室诊断的准确性，减少漏诊和误诊，为患者提供最

为适合的实验室诊断手段。
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咽瘘(Pharyngocutaneous fistula，PCF)是喉全切

除术 (Total laryngectomy)后最常见的并发症之一，

根据近年文献报道，其发生率为 10%~30% [1-11]。咽

瘘的形成将直接导致经口饮食的延迟、住院时间延

长、经济负担增大，甚至导致颈动脉破裂大出血而

危及生命[3]。

1 咽瘘发生的原因

一般认为，各种原因导致咽腔吻合口愈合不良，

唾液经此进入颈部并由颈部皮肤切口漏出，是咽瘘形

成的直接原因[2, 9, 12]。而导致咽瘘风险增加的主要因

素如下：

1.1 系统疾病 糖尿病患者由于代谢异常，术后

伤口愈合往往延迟且容易发生感染，因而增加咽瘘的

风险[2, 3, 7, 13]。营养不良也是增加术后咽瘘风险的重要因

素，de Zinis等[13]指出术后血红蛋白含量低于12.5 g/L的

患者容易发生咽瘘，而Boscolo-Rizzo等[3]发现术前血

浆白蛋白含量低于 3.5 g/L的患者，术后发生咽瘘的

风险会增加 3倍多。此外，慢性心肺疾病[3, 13]也是导

致术后咽瘘的危险因素。

1.2 术前放化疗 放射线可使受照射区域产生

闭塞性脉管炎，造成局部血运障碍、抵抗力下降，因而

组织修复能力减弱而易发生咽瘘[2, 7, 14]。随着放疗剂

量增加，咽瘘发生率相应增高[4, 10]。Driven等[4]进一步

研究发现，在放疗结束后12个月内接受挽救性手术的
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