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【摘要】　目的　比较毛细管电泳与琼脂糖凝胶电泳２种方法在α地中海贫血（α地贫）新生儿筛查中的

应用价值；探讨新生儿脐血 ＨｂＢａｒｔ′ｓ水平与α地贫基因型的关系；探讨高分辨熔解曲线（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕ

ｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）技术用于筛查非缺失型α地贫的可行性。方法　对１４４２例新生儿脐血样本同时采

用琼脂糖凝胶电泳及毛细管电泳技术进行血红蛋白定量分析，将其中任意一种方法检出ＨｂＢａｒｔ′ｓ区带

（其中毛细管电泳技术 ＨｂＢａｒｔ′ｓ定量最低为０．１％）的样本全部挑出进行ＧａｐＰＣＲ，若样本未检出异常

则进一步行 ＨＲＭ分析，随后进行反向点杂交和基因测序。同时对２种电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阴性的样本

进行２种常见静止型α地贫基因（α３．７、α４．２）的分子筛查。结果　１４４２例样本中，２种电泳方法 Ｈｂ

Ｂａｒｔ′ｓ均为阳性的样本为１５１例，基因确诊１５０例。４例琼脂糖凝胶电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性而毛细管

电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性的样本，基因检测未见异常。７例琼脂糖凝胶电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性而毛细

管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性的样本，基因检测均为静止型α地贫。１２８０例两种电泳ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阴性

的样本检出１０例静止型α地贫。ＨＲＭ技术将３种常见非缺失型α地贫全部检出。结论　与琼脂糖凝

胶电泳相比，毛细管电泳技术定量分析 ＨｂＢａｒｔ′ｓ更为简便、准确。脐血 ＨｂＢａｒｔ′ｓ的含量随着α基因

缺陷的个数的增加而升高，其中α＋地贫中不同基因型的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ水平亦存在差异。新生儿脐血毛细

管电泳ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量０．１％应作为区分正常人与α地贫携带者的指标。ＨＲＭ技术可作为非缺失型α

地贫（尤其是αＣＳα和αＱＳα）的一种筛查方法。
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　　α地中海贫血（简称α地贫）是由于α珠蛋白基

因缺失或突变使α珠蛋白链的合成受到部分或完

全抑制而引起的遗传性溶血性贫血。临床上分为静

止型、标准型、ＨｂＨ病和血红蛋白Ｂａｒｔ′ｓ胎儿水肿

综合征４种类型，其分子机制分别为１、２、３、４个α

基因缺陷（缺失或突变）。血红蛋白Ｂａｒｔ′ｓ胎儿水

肿综合征（主要由—ＳＥＡ纯合子引起），胎儿一般在妊

娠２３～３８周或出生后数小时死亡。因此在α地贫

高危地区进行人群筛查，是识别高危人群、预防重型

地贫患儿出生的重要手段。正常胎儿和新生儿的血

红蛋白成分主要是 ＨｂＦ（α２γ２），若α珠蛋白链减少

或缺乏会导致γ珠蛋白链的相对增多，聚合成 Ｈｂ

Ｂａｒｔ′ｓ（γ４），因此，脐血中 ＨｂＢａｒｔ′ｓ与α地贫直接

相关。目前应用较多的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ检测方法有：琼

脂糖凝胶电泳、高效液相色谱法和毛细管电泳。本

文同时应用毛细管电泳与琼脂糖凝胶电泳筛查新生

儿α地贫，比较２种方法的价值。此外，本研究通过

采用ＨＲＭ技术筛查３种常见非缺失型α地贫以探

讨该技术的实用价值。

１　资料和方法

１．１　研究对象　２０１０年６～１２月在清远市人民医

院产科分娩的１４４２例新生儿。

１．２　标本采集　新生儿分娩断脐后，从胎盘端脐带

抽吸２ｍｌ脐带血，放入ＥＤＴＡ．Ｋ２抗凝管，用于血

红蛋白电泳及地贫基因检测。

１．３　琼脂糖凝胶电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ定量　采用美国

ＨｅｌｅｎａＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司的电泳仪进行脐带血琼脂

凝胶Ｈｂ电泳分析，经染色后在Ｏｐｔｉｓｃａｎ光密度扫

描仪上进行区带扫描定量。

１．４　毛细管电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ定量　脐血样品先

３０００转离心３分钟，取１８μｌ血细胞溶于９０μｌ的溶

血素中充分混匀后上机检测。采用法国Ｓｅｂｉａ公司

Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动毛细管电泳仪及配套试剂，在

９．８ｋＶ电压、ｐＨ９．４的碱性缓冲液条件下，在石英

毛细管内进行血红蛋白电泳，用４１５ｎｍ波长检测

各种血红蛋白的百分比，从而定量ＨｂＢａｒｔ′ｓ。电泳

图谱分成１５个区：不同的血红蛋白峰出现在特定的

区域内：ＨｂＡ２＝Ｚ３，ＨｂＦ＝Ｚ７，ＨｂＡ＝Ｚ９，Ｈｂ

Ｂａｒｔ＇ｓ＝Ｚ１２，ＨｂＨ＝Ｚ１５
［１，２］。

１．５　基因分型

１．５．１　ＤＮＡ提取　收集任意一种电泳方法筛查

Ｈｂ Ｂａｒｔ′ｓ 阳 性 的 样 本，用 富 士 ｑｕｉｃｋ ｇｅｎｅ

ｍｉｎｉ８０ＤＮＡ提取仪，按 ＤＮＡ 提取试剂盒使用说

明，提取新生儿脐血中白细胞的全基因组ＤＮＡ。

１．５．２　ｇａｐＰＣＲ技术检测３种常见缺失型α地贫

基因　采用ｇａｐＰＣＲ技术检测所有ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性

样本的３种常见缺失型α地贫基因（—
ＳＥＡ、α

３．７、

α
４．２）［３］。

１．５．３　ＨＲＭ 技术筛查α基因的第三外显子　从

ＵＣＳＣ基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ）获

得α珠蛋白基因的 ＤＮＡ 序列。用 ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ

ＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎＳｏｆｔｗａｒｅ设计一对引物（正向引物：

５′ＣＣＧＣＡＣＴＧＡＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴ３′，反向引物：

５′ＧＣＡＡＣＣＧＡＧＧＣＴＣＣＡＧＣ３′）。挑出ｇａｐＰＣＲ

技术未检测出异常的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性样本ＤＮＡ，同

时选取２例基因型分别为α
ＣＳ
α／αα和α

ＱＳ
α／αα的阳

性对照样本及１６例基因测序验证为第三外显子无

８
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突变的阴性对照样本ＤＮＡ，利用９６孔板，加入１×

ＬＣＧｒｅｅｎｓＰｌｕｓ，扩增α基因（包含α１和α２基因）

的第三外显子，ＰＣＲ扩增片段长度为１７２ｂｐ。ＰＣＲ

扩增完成后，将９６孔板移至ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ（Ｉｄａｈｏ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）进行熔解曲线分析
［４］。

１．５．４　用反向点杂交（ＲＤＢ）技术检测３种常见非

缺失型α地贫基因　对ｇａｐＰＣＲ未检出异常的样

本，用 ＨＲＭ技术筛查后，应用反向点杂交 （ＲＤＢ）

技术检测３种常见非缺失型α地贫基因（ＨｂＣＳ、

ＨｂＱＳ和 ＨｂＷＳ）
［５］。

１．５．５　直接测序法检测检测α１和α２基因全长　

从ＵＣＳＣ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ）中获取

α珠蛋白基因（α１和α２基因）的 ＤＮＡ 序列，应用

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ软件设计２对引物，分

别扩增α１和α２珠蛋白基因（包含３个外显子及部

分上游和下游序列），引物序列详见表１。对于未知

基因型的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性样品，用ＰＣＲ产物直接测

序法检测α１和α２基因的全长。

１．５．６　统计　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学处

理，计量数据以“均数±标准差”表示，均数的比较采

用狋检验，犘＜０．０５认为差异有统计学意义。

表１　α珠蛋白基因全长测序所用的引物

α基因 引物名称 引物序列（５′→３′） 片段长度

α１
ＡＦ ＴＧＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＣＣＴＧ １０８９ｂｐ

Ａ１Ｒ ＧＣＣＴＧＧＣＡＣＧＴＴＴＧＣＴＧＡＧ

α２
ＡＦ ＴＧＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＣＣＴＧ １０８５ｂｐ

Ａ２Ｒ ＣＣＡＴＴＧＴＴＧＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＧ

２　结　果

２．１　α地贫基因的携带率　本研究共筛查１４４２例

新生儿，经基因分析，１６７例明确了α地贫基因型

（包括１６５例杂合子、２例双重杂合子），即本研究中

共检出α地贫等位基因１６９个，人群基因携带率为

１１．７２％（１６９／１４４２）。

２．２　α地贫等位基因的组成　１６９个α地贫等位

基因中东南亚缺失型（—ＳＥＡ）１１２例，占总体的

６６．３％（１１２／１６９）；３种常见的缺失型（—ＳＥＡ、α
３．７、

α
４．２）占９４．１％（１５９／１６９）；东南亚缺失型（—ＳＥＡ）占

３种常见缺失型的７０．４％（１１２／１５９）；非缺失型α地

贫基因也有相当的比重（α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α和 α

ＷＳ
α占

５．９％），以α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α为主。

２．３　ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量与α地贫基因型的关系　

１４４２例新生儿脐血样本中，２种电泳方法ＨｂＢａｒｔ′ｓ

均为阳性的样本１５１例（琼脂糖凝胶电泳ＨｂＢａｒｔ′ｓ

含量为０．５％～１８．６％，毛细管电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ含

量为０．１％～２１．６％），基因确诊１５０例。４例琼脂

糖凝胶电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性（ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量

０．８％～２．５７％），而毛细管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴

性的样本，基因检测未见异常。７例琼脂糖凝胶电

泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性而毛细管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′

ｓ阳性的样本（毛细管电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量０．１％～

０．９％），基因检测均为静止型α地贫。剩余１２８０例

２种电泳ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阴性的样本进行２种常见

静止型α地贫基因（α
３．７、α

４．２）的分子筛查，查出８

例α
３．７／αα，２例α

４．２／αα。２种电泳方法筛查，脐血

ＨｂＢａｒｔ′ｓ的含量均随着α基因缺陷（缺失或突变）

的个数的增加而升高，ＨｂＨ病（３个α基因缺陷）高

于α
０地贫（２个α基因缺陷）及α

＋地贫（１个α基

因缺陷），α
０地贫高于α

＋地贫。α
＋地贫中，不同基

因型的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ水平亦存在差异，α
ＣＳ
α／αα高于其

它基因型。详见表２。

表２　１５１例２种电泳方法 ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阳性的样本基因诊断结果

基因型 狀 ％ＨｂＢａｒｔ′ｓ（琼脂糖凝胶电泳） ％ＨｂＢａｒｔ′ｓ（毛细管电泳）

ＨｂＨ病 —ＳＥＡ／α３．７ ２ １５．６；１８．６ １８．６；２１．６

α０地贫 —ＳＥＡ／αα １１０ ４．９２±１．２２（１．０１～８．１７） ３．４４±０．８１（１～６．１）

α＋地贫

α３．７／αα ２１ １．０６±０．３１（０．５４～２．０６） ０．４９±０．２１（０．１～０．９）

α４．２／αα ７ ０．９９±０．１７（０．５８～１．４２） ０．５１±０．１３（０．２～０．８）

αＣＳα／αα ７ ２．０５±０．４４（０．５～３．０４） １．５３±０．２８（１．０～１．９）

αＱＳα／αα ２ １．１５；１．９９ ０．３；０．６

αＷＳα／αα １ １．１２ ０．５

其他 αα／αα １ １．４７ ０．５

总计 １５１

注：电泳符合α＋地贫，但是基因检测未见异常。

９
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２．４　２种电泳方法的筛查特异性比较　１５１例２种

电泳方法ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阳性的样本，基因确诊１５０

例。４例琼脂糖凝胶电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性而毛

细管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性的样本，基因检测未

见异常；７例琼脂糖凝胶电泳检测ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性而

毛细管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性的样本，基因检测

均为静止型α地贫，见表３。剩余１２８０例２种电泳

ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阴性的样本进行２种常见静止型α

地贫基因（α
３．７、α

４．２）的分子筛查，查出８例α
３．７／

αα，２例α
４．２／αα，见表４。

表３　１１例仅一种电泳方法 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性的

样本基因诊断结果

基因型 狀
％ＨｂＢａｒｔ′ｓ

（琼脂糖凝胶电泳）
％ＨｂＢａｒｔ′ｓ

（毛细管电泳）

α３．７／αα ５ ０ ０．１～０．８

α４．２／αα ２ ０ ０．２；０．９

αα／αα ４ ０．８～２．５７ ０

总计 １１

表４　１２８０例２种电泳方法 ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为

阴性的样本基因诊断结果

基因型 狀
％ＨｂＢａｒｔ′ｓ

（琼脂糖凝胶电泳）
％ＨｂＢａｒｔ′ｓ

（毛细管电泳）

α３．７／αα ８ ０ ０

α４．２／αα ２ ０ ０

αα／αα １２７０ ０ ０

总计 １２８０

２．５　ＨＲＭ技术的敏感性及特异性　ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳

性，ｇａｐＰＣＲ技术未检出异常的样本共１５例，２例

基因型分别为α
ＣＳ
α／αα和α

ＱＳ
α／αα的阳性对照及１２

例基因测序验证为第三外显子无突变的阴性对照样

本，总共２９例，全部扩增成功，并获得ＨＲＭ熔解曲

线（图１）。２９例样本共形成４簇明曲线：７例与已

知基因型为α
ＣＳ
α／αα样本曲线集成一簇的待测样本

基因确诊为α
ＣＳ
α／αα；３例与已知基因型为α

ＱＳ
α／αα

样本曲线集成一簇的待测样本基因确诊为α
ＱＳ
α／αα；

单独成一簇曲线与正常样本分开的１例待测样本基

因确诊为α
ＷＳ
α／αα；５例与正常样本集成一簇的待测

样本，ＤＮＡ测序第三外显子未见突变。

３　讨　论

　　人在不同发育时期血红蛋白组成不同，正常胎

儿和新生儿的血红蛋白成分主要是 ＨｂＦ（α２γ２）；成

人期血红蛋白组成为：ＨｂＡ（α２β２）：９６．５％～９７．５％，

图１　ＨＲＭ技术筛查α基因第三外显子的结果图

ＨｂＡ２（α２δ２）：２．５％ ～３．５％，ＨｂＦ（α２γ２）：０～

１．０％。若α珠蛋白链减少或缺乏会导致γ珠蛋白

链的相对增多，未与α链结合的γ链聚合成 Ｈｂ

Ｂａｒｔ′ｓ（γ４）。因此，脐血中 ＨｂＢａｒｔ′ｓ与α地贫直接

相关。由于ＨｂＢａｒｔ′ｓ于出生３～６个月后即消失，

理论上α地贫的筛查最适合于新生儿期进行，以降

低漏检率。本研究显示，清远市户籍人群总基因携

带率达１１．７２％，高于广东省的平均水平８．５３％
［６］。

其中以缺失型α地贫１基因（—
ＳＥＡ）为主（６６．３％），

突变型α地贫基因也有相当的比重（α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α和

α
ＷＳ
α占５．９％）。

近年来，随着全自动毛细管电泳技术的发展，克

服了传统电泳技术的缺点。毛细管电泳在操作方便

性、操作时间、少试剂耗材、解析能力、检测重复性及

检测成果清晰度均大大优于琼脂糖凝胶电泳，分离、

定量 ＨｂＢａｒｔ′ｓ更加简单、准确
［２］。本研究１４４２例

样本中，１５１例２种电泳方法ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阳性的

样本，基因确诊１５０例。对于４例琼脂糖凝胶电泳

检测ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性而毛细管电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ

阴性的样本，基因检测未见异常。７例琼脂糖凝胶

电泳检测 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阴性而毛细管电泳检测 Ｈｂ

Ｂａｒｔ′ｓ阳性的样本，基因检测均为静止型α地贫。

１２８０例两种电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ均为阴性的样本进行２

种常见静止型α地贫基因（α
３．７、α

４．２）的分子筛查，

查出８例α
３．７／αα，２例α

４．２／αα。可见，毛细管电泳

分离定量 ＨｂＢａｒｔ′ｓ的灵敏度及特异度均大于琼脂

糖凝胶电泳。因此，全自动毛细管电泳技术分离定

量ＨｂＢａｒｔ′ｓ具有简便、高效、准确的特点，在α地

贫高发地区，该技术应常规应用于新生儿α地贫筛

查，以减少出生缺陷，提高人口素质。

０１
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脐血 ＨｂＢａｒｔ′ｓ的含量与α基因缺陷（缺失或

突变）的个数呈正相关。本研究显示，毛细管电泳

ＨｂＢａｒｔ′ｓ定量，α
０地贫的ＨｂＢａｒｔ′ｓ的含量均大于

１％，ＨｂＨ 病的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量更高。而α
＋地贫

中，除基因型为α
ＣＳ
α／αα的样本ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量均大

于１％以外，其他类型的α
＋地贫携带者 ＨｂＢａｒｔ′ｓ

含量均小于１％，其中α
３．７／αα携带者的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ

含量最低为０．１％。１２８０例２种电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ均

为阴性的样本检出８例α
３．７／αα，２例α

４．２／αα。因此

以脐血 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性为指标，对新生儿进行α地

贫筛查，能较准确地筛查出 ＨｂＨ 病、α
０ 地贫及α

ＣＳ

α／αα，但是，ＨｂＢａｒｔ′ｓ水平不宜作为α
ＣＳ
α以外的

α
＋地贫的筛查指标。然而随着电泳技术的不断发

展，静止型α地贫的检出率逐步提高。

本研究中，尚有１例毛细管电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳

性的样本未知基因型（ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量为０．３０％），

可能的原因有：已有研究发现，中国人群中存在

α
２．．７缺失，累及α１基因，本研究只检测了α

３．７和α
４．２

两种缺失型α
＋地贫，有可能存在罕见的缺失型α

＋

地贫未检测到［７］；存在直接测序法检测α１和α２基

因全长无法检测到的，影响α基因表达的上游突变；

该峰为Ｚ１２区段非ＨｂＢａｒｔ′ｓ的异常血红蛋白。

ＭｕｎｋｏｎｇｄｅｅＴ等
［１］对５８７例泰国新生儿脐血

进行毛细管电泳电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ定量筛查α地贫，

研究显示：缺失１、２、３个α基因的α地贫携带者，其

脐血ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量分别为０．５％±０．２％、４．６％±

０．５％、２０．１％；该研究还显示，正常人与α
＋ｎ地贫携

带者之间的ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量相互重叠、不能区分，以

ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量０．２％为界，区分正常人与α
＋地贫

携带者的效率最高。何晓玲等［８］，亦用毛细管电泳

电泳技术定量 ＨｂＢａｒｔ′ｓ的方法筛查中山市新生儿

的α地贫。本研究结果中ＨｂＢａｒｔ′ｓ的含量与基因

缺陷个数的关系与 ＭｕｎｋｏｎｇｄｅｅＴ及何晓玲的研究

相符，但是，本研究以 ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量０．１％为界，区

分正常人与α地贫携带者，ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性样本１５１

例，缺失型α
＋地贫只检测了α

３．７和α
４．２两种基因

型，即有１５０例经基因分析确诊为α地贫，另外１

例ＨｂＢａｒｔ′ｓ阳性的样品仍然可能存在未检测到的

α基因缺陷。因此，我们认为将新生儿脐血毛细管

电泳 ＨｂＢａｒｔ′ｓ含量０．１％作为区分正常人与α地

贫携带者的指标更为理想。

与缺失型ＨｂＨ病相比，非缺失型ＨｂＨ病临床

表现更为严重，更有α
ＱＳ
α／α

ＱＳ
α及—

ＳＥＡ／α
ＱＳ
α能引起

水肿胎的报道［９，１０］。因此筛查 ＨｂＣＳ和 ＨｂＱＳ有

利遗传咨询指导婚姻，对优生优育具有十分重要的

意义。本研究显示，ＨＲＭ 技术筛查非缺失型α地

贫的敏感性和特异性亦均达１００％，结果与陆林苑

等［４］的研究相符。由于ＰＣＲ扩增和 ＨＲＭ 分析整

个过程用时不超过２小时，ＨＲＭ 分析法与普通

ＰＣＲ相比，只需在ＰＣＲ反应体系中多加１种ＤＮＡ

饱和荧光染料，每个样本的试剂费用不超过２元。

因此，ＨＲＭ 技术可作为非缺失型α地贫（尤其是

α
ＣＳ
α和α

ＱＳ
α）的一种筛查方法，且具有准确、高效、低

成本的优点。
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