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【摘要】　目的　探讨罕见α地中海贫血的新生儿筛查与诊断。方法　应用全自动毛细管电泳技术对

６５２５例新生儿脐血进行血红蛋白定量分析，有 ＨｂＢａｒｔ’ｓ区带的样本进行常规基因诊断（ｇａｐＰＣＲ和

ＰＣＲＲＤＢ），对于未检出异常的样本，用多重ＰＣＲ技术检测４种罕见α基因缺失（ＴＨＡＩ、ＦＩＬ、ＭＥＤ、

（α）２０．５），用ＰＣＲ产物直接测序法检测罕见非缺失型α地贫。结果　６５２５例新生儿脐血样本中，检出

ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本３７７例，其中基因确诊３７５例：包括１４种基因型、３８３个α地贫等位基因；发现罕见

α地贫７例，包括２例ＴＨＡＩ／αα及５例罕见非缺失型α地贫；发现１例α２基因突变至与 ＨｂＢａｒｔ’ｓ区带

峰同区域的异常血红蛋白（ＨｂＪＷｅｎｃｈａｎｇＷｕｍｉｎｇ）。结论　毛细管电泳技术定量分析血红蛋白，准

确、高效，应作为α地贫高发地区的新生儿疾病筛查常规项目；在α地贫高发地区应注意罕见α地贫的

筛查与诊断，防止漏诊导致重型地贫儿出生。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　αｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ；ｒａｒｅ；ＨｂＢａｒｔ’ｓ；ｇｅｎｅ

　　α地中海贫血（αｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ，α地贫）是人类

最常见且危害最大的单其因遗传病之一，它是由于

α珠蛋白基因缺失或非缺失突变使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。正常人有４个α基因，若４个α基因都缺失，则

完全没有α珠蛋白链的合成，临床上称为血红蛋白

Ｂａｒｔ’ｓ胎儿水肿综合征，胎儿一般在妊娠２３～３８周

或出生后数小时死亡。另外，一些非缺失型 ＨｂＨ

病和非缺失型α地贫纯合子患儿贫血严重，甚至需

要输血治疗。因此在α地贫高危地区筛查／αα基

因和非缺失型α地贫基因携带者尤为必要，是识别

高危人群，预防重型地贫患儿出生的重要手段。目
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前各分子实验室常规应用ｇａｐＰＣＲ 技术检测３种

常见缺失型α地贫基因（
ＳＥＡ、α

３．７、α
４．２），采用反向

点杂交 （ＲＤＢ）技术检测３种常见非缺失型α地贫

基因（α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α及α

ＷＳ
α），但仍可能漏诊罕见的α地

贫，导致重型地贫儿的出生。本文探讨罕见α地贫

的新生儿筛查与诊断。

１　资料和方法

１．１　研究对象　２０１０年５月至２０１１年７月在广

州市妇女儿童医疗中心产科分娩的６５２５例新生儿。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　新生儿分娩断脐后，从胎盘端脐

带抽吸２ｍｌ脐带血，ＥＤＴＡＫ２抗凝，用于血红蛋

白电泳及地贫基因检测。

１．２．２　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］。

１．２．３　常规基因诊断　收集 ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本

并编号，用富士ｑｕｉｃｋｇｅｎｅ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。采用ｇａｐＰＣＲ技术检测３种

常见缺失型α地贫基因（
ＳＥＡ、α

３．７、α
４．２）［３］；若ｇａｐ

ＰＣＲ检测阴性，用反向点杂交（ＲＤＢ）技术检测３种

非缺失型地贫基因（ＨｂＣＳ、ＨｂＱＳ和 ＨｂＷＳ）
［４］。

１．２．４　罕见α地贫基因检测

１．２．４．１　４种罕见的缺失型α地贫基因检测　对

于ｇａｐＰＣＲ及ＰＣＲＲＤＢ方法均未检出异常的 Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ阳性样本，参照文献设计引物（详见表１）
［５］，

用一种快速可靠的多重ＰＣＲ检测４种中国人群罕

见的缺失型α地贫基因（
ＴＨＡＩ、ＦＩＬ、ＭＥＤ、（α）

２０．５）。

ＰＣＲ反应总体积为１０μｌ，包括：５μｌ２×ＧＣｂｕｆｆｅｒ

Ｉ、２５０μＭ ｄＮＴＰ、正反向引物各０．１６μＭ、Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶０．５Ｕ、１５～２５ｎｇ基因组ＤＮＡ模板。

ＰＣＲ反应条件：９６℃预变性１５分钟；随后９８℃变

性４５秒，６０℃ 退火９０秒，７２℃ 延伸１３５秒，共３０

个循环；然后７２℃延伸５分钟；最后４℃保存。随

后配置２％琼脂糖凝胶板，对ＰＣＲ产物进行电泳并

分析结果。

表１　检测４种罕见缺失型α地贫基因

（ＴＨＡＩ、ＦＩＬ、ＭＥＤ、（α）２０．５）的引物序列

引物名称 引物序列（５’→３’） 扩增片段长度

ＴＨＡＩＦ ＧＡＣＣＡＴＴＣＣＴＣＡＧＣＧＴＧＧＧＴＧ
１１５３ｂｐ

ＴＨＡＩＲ ＣＡＡＧＴＧＧＧＣＴＧＡＧＣＣＣＴＴＧＡＧ

ＦＩＬＦ ＴＴＴＡＡＡＴＧＧＧＣＡＡＡＡＣＡＧＧＣＣＡＧＧ
５４６ｂｐ

ＦＩＬＲ ＡＴＡＡＣＣＴＴＴＡＴＣＴＧＣＣＡＣＡＴＧＴＡＧＣ

ＭＥＤＦ ＴＡＣＣＣＴＴＴＧＣＡＡＧＣＡＣＡＣＧＴＡＣ
８０７ｂｐ

ＭＥＤＲ ＴＣＡＡＴＣＴＣＣＧＡＣＡＧＣＴＣＣＧＡＣ

２０．５Ｆ ＧＣＣＣＡＡＣＡＴＣＣＧＧＡＧＴＡＣＡＴＧ
１００７ｂｐ

２０．５Ｒ ＡＡＡＧＣＡＣＴＣＴＡＧＧＧＴＣＣＡＧＣＧ

１．２．４．２　罕见非缺失型α地贫基因检测　挑出通

过以上方法仍未知基因型的 ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本。

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软件设计两对引物，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２，引物委托

华大基因合成。ＰＣＲ扩增：α１和α２基因的ＰＣＲ反

应体系相同，总体积为５０μｌ（包括：２５μｌ２×ＧＣ

ｂｕｆｆｅｒＩ、７５０μＭｄＮＴＰ、正反向引物各６．４ｐＭ、Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶２．０Ｕ、１００ｎｇ基因组ＤＮＡ模板）。扩

增α１基因的ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５分钟；随

后９５℃变性４０秒，６２．５℃ 退火４０秒，７２℃ 延伸

１００秒，共３５个循环；然后７２℃延伸３分钟；最后

４℃保存。扩增α２基因的ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性５分钟；随后９５℃变性４０秒，６５℃ 退火４０

秒，７２℃延伸１００秒，共３５个循环；然后７２℃延

伸３分钟；最后４℃保存。ＰＣＲ扩增完成后，先取

２～３μｌ产物用２％琼脂糖凝胶电泳，确定成功扩增

并获得特异性片段后，将剩余ＰＣＲ产物送华大基因

用ＰＣＲ产物直接测序法检测α基因（α１和α２基

因）全长。用ｃｈｒｏｍａｓ及ｃｌｕｓｔａｌｘ软件分析ＤＮＡ测

序结果。
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表２　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’） 扩增片段长度

ａｌｐｈａ１
ＡＦ ＴＧＧＡＧＧＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＣＣＴＧ

１０８９ｂｐ
Ａ１Ｒ ＧＣＣＴＧＧＣＡＣＧＴＴＴＧＣＴＧＡＧ

ａｌｐｈａ２
ＡＦ ＧＣＣＴＧＧＣＡＣＧＴＴＴＧＣＴＧＡＧ

１０８５ｂｐ
Ａ２Ｒ ＣＣＡＴＴＧＴＴＧＧＣＡＣＡＴＴＣＣＧＧ

１．２．５　统计　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学

处理。

２　结　果

２．１　ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性率及α地贫的人群携带率　

在６５２５例新生儿脐带血样本中，检出 ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳

性样本３７７例（ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量为０．１％～２２．５％），阳

性检出率为５．７８％。３７７例 ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本

中，共检出１４种α地贫基因型３７５例，α地贫的人

群携带率为５．７５％（３７５／６５２５）。３７５例确诊的α地

贫携带者中包括双重杂合子８例，即α地贫等位基

因为３８３个，α地贫基因携带率为５．８７％ （３８３／

６５２５）。

２．２　ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量与常见α地贫基因型的关系

　α
＋地贫（１个α基因缺陷）的 ＨｂＢａｒｔ’ｓ的含量

为０．５５％±０．２９％，其中α
３．７／αα、α

４．２／αα、α
ＣＳ
α／αα、

α
ＱＳ
α／αα的ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量分别为０．３９％±０．２１％

（０．１０％～０．９０％）、０．５０±０．１６（０．２０～０．９０）、

１．５９％±０．３２％ （１．００％～２．３０％）、０．４８％ ±

０．１８％ （０．２０％～０．７０％）；α
０地贫（２个α基因缺

陷）的 ＨｂＢａｒｔ’ｓ的含量为３．５４％±０．７９％（１．０～

８．６）；ＨｂＨ病（３个α基因缺陷）的 ＨｂＢａｒｔ’ｓ的含

量为２０．２７％±１．７２％（１７．５～２２．５）。

２．３　罕见α地贫基因型及 ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量　全部

３７７例ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本经ｇａｐＰＣＲ及ＲＤＢ技

术检测以后，检出３６８例常见α地贫基因型，剩余

９例样本未检出异常，另外有１例检测基因型为

α
４．２／αα的样本 ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量为４．６％。将上述

１０例样本全部挑出，用多重ＰＣＲ 检测４种中国人

群罕见的缺失型 α地贫基因 （
ＴＨＡＩ，ＦＩＬ，ＭＥＤ，

（α）
２０．５），检出２例ＴＨＡＩ／αα。对于剩余８例样本用

ＰＣＲ产物直接测序法检测α１和α２珠蛋白基因的

全长，共检出５例４种罕见α基因突变：［α１ＣＤ６２

Ｖａｌ→Ａｌａ，ＧＴＧ＞ＧＣＧ］、［α２ ＣＤ８ （Ｃ）］、［α１

ＣＤ１１７／ＣＤ１１８（＋ＡＴＣ）］、［α２ ＣＤ３１Ａｒｇ→Ｌｙｓ，

ＡＧＧ＞ＡＡＧ］。ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量４．６％通过ｇａｐ

ＰＣＲ、ＰＣＲＲＤＢ及多重ＰＣＲ 技术检测基因型为

α
４．２／αα的样本，进行了α基因全长测序，检出α２基

因突变（α２ＣＤ１１ＡＡＧ＞ＣＡＧ）至与ＨｂＢａｒｔ’ｓ区带

峰同区域的异常血红蛋白（ＨＢＪＷｅｎｃｈａｎｇＷｕｍ

ｉｎｇ），详见表３。

表３　罕见α地贫基因型及其 ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量

基因型 例数 ％犎犫犅犪狉狋’狊

ＴＨＡＩ／αα ２ ４．７；４．６

α１ＣＤ６２ＧＴＧ＞ＧＣＧ １ ０．３

α２ＣＤ８（Ｃ） １ ０．４

α１ＣＤ１１７／ＣＤ１１８（＋ＡＴＣ） ２ ０．４；０．９

α２ＣＤ３１ＡＧＧ＞ＡＡＧ １ ０．９

α４．２／α２ＣＤ１１ＡＡＧ＞ＣＡＧ １ ４．６

αα／αα ２ ０．３；０．６

血红蛋白电泳符合α＋地贫，但是基因检测未见异常。

２．４　α地贫等位基因的组成　在３８３个α地贫等

位基因中，包括东南亚缺失型（ＳＥＡ）２６３例、α
３．７

６９例、α
４．２２２例、α

ＣＳ
α１２例、α

ＱＳ
α１０例，罕见α地贫

７例，详见表４。

表４　３８３个α地贫等位基因的组成

等位基因 例数 频率（％）

ＳＥＡ ２６３ ６８．６７

α３．７ ６９ １８．０２

α４．２ ２２ ５．７４

αＣＳα １２ ３．１３

αＱＳα １０ ２．６１

ＴＨＡＩ ２ ０．５２

αＴα（ααＴ） ５ １．３１

３８３ １００

３　讨　论

由于人类珠蛋白基因的表达具有时空顺序性，

人在不同发育时期血红蛋白组成不同，成人期血红

蛋白组成为：ＨｂＡ（α２β２）：９６．５％～９７．５％，ＨｂＡ２

（α２δ２）：２．５％～３．５％，ＨｂＦ（α２γ２）：０～１．０％；正常

新生儿的血红蛋白组成大约为：ＨｂＦ（α２γ２）：７０％～
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８０％，ＨｂＡ（α２β２）：２０％～３０％。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ＨｂＢａｒｔ’ｓ（γ４）。自１９５８年Ａｇｅｒ

等发现脐血中存在 ＨｂＢａｒｔ’ｓ以来，此成分与α珠

蛋白基因缺陷间的关系引起了许多学者的关注。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。

本研究应用法国Ｓｅｂｉａ公司 Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自

动毛细管电泳仪对新生儿脐血进行血红蛋白电泳

ＨｂＢａｒｔ’ｓ定量，３７７例ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性样本中（Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ含量为０．１％～２２．５％），有３７５例经基因分

析确诊为α地贫。经分析ＨｂＢａｒｔ’ｓ的含量随着α

基因缺陷（缺失或突变）个数的增加而升高：ＨｂＨ病

的ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量均大于１０％；α
０地贫的ＨｂＢａｒｔ’

ｓ的含量均大于１％且小于１０％；α
＋地贫中，α

ＣＳ
α／

αα的ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量均大于１％，其他类型的α
＋

地贫携带者 ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量均小于１％。因此，以

脐血ＨｂＢａｒｔ’ｓ阳性为指标，对新生儿进行α地贫

筛查，灵敏度高；同时，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。

２０１０年 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，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。本研究结果中ＨｂＢａｒｔ’ｓ的含

量与基因缺陷个数的关系与 ＭｕｎｋｏｎｇｄｅｅＴ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３７７

例，即有３７５例经基因分析确诊为α地贫。２例Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ阳性的样品未知基因型（ＨｂＢａｒｔ’ｓ含量分

别为０．６０％、０．３０％），还可能存在α
３．７及α

４．２以外

的其他罕见缺失型α
＋地贫未检测到

［９］，或存在直

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所致的非缺失型α
＋地贫

或Ｚ１２区段异常血红蛋白。此外，其中４例 Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ含量为０．１％样本基因检测均为α
３．７／αα。因

此，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。

本研究检出的３８３个α地贫等位基因中，３种

常见的缺失型α地贫（
ＳＥＡ、α

３．７、α
４．２）共３５４例，３

种常见的非缺失型α地贫（α
ＣＳ
α、α

ＱＳ
α、α

ＷＳ
α）共２２

例。用多重ＰＣＲ检出２例ＴＨＡＩ／αα。通过用 ＰＣＲ

产物直接测序法检测α１和α２珠蛋白基因的全长，

共检出５例４种罕见非缺失型α地贫。可见广州地

区罕见α地贫（包括罕见非缺失型α地贫与４种罕

见缺失型）的发病率为０．１％（７／６５２５）。联合应用

ｇａｐＰＣＲ技术和反向点杂交技术能检测出约９８％

（３７６／３８３）的α地贫，仍有２％（７／３８３）左右的罕见

α地贫漏诊，因此日常临床应注意罕见α地贫的筛

查与诊断，防止重型地贫儿的出生。

在研究进行过程中，１例血红蛋白电泳显示 Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ区带峰的血红蛋白含量为４．６％的样本通过

ｇａｐＰＣＲ、ＰＣＲＲＤＢ及多重ＰＣＲ 技术检测基因型

为α
４．２／αα，回顾查看其父母的血常规：双方 Ｈｂ、

ＭＣＶ、ＭＣＨ均在正常范围。随后便对此例样本进

行了α基因全长测序，发现α２基因突变（ＣＤ１１Ｌｙｓ

→Ｇｌｎ，ＡＡＧ＞ＣＡＧ），导致产生异常血红蛋白（ＨＢ

ＪＷｅｎｃｈａｎｇＷｕｍｉｎｇ），此血红蛋白在毛细管电泳

时与ＨｂＢａｒｔ’ｓ区带峰区域相同。可见，脐血 Ｈｂ

Ｂａｒｔ’ｓ是新生儿α地贫筛查的敏感指标，但临床上

应将血常规、血红蛋白电泳与基因诊断相结合，同时

应注意 ＨｂＢａｒｔ’ｓ区带峰同区域的异常血红蛋白，

以降低假阳性带来的不良影响。
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《ＩｎｄｅｘＭｅｄｉｃｕｓ》中医学主题词表（ＭｅＳＨ）内所列的词。如果无相应的词，可按下列方法处理：① 可选用直接相关的几个主题

词进行组配；② 可根据树状结构表选用最直接的上位主题词；③ 必要时，可采用习用的自由词并列于最后。关键词中的缩写

词应按 ＭｅＳＨ表还原为全称，如“ＨｂｓＡｇ”应标引为“乙型肝炎表面抗原”。关键词之间用“；”分隔，每个英文关键词首字母

大写。

３．医学名词和药物名称：医学名词以１９８９年及其以后由全国自然科学名词审定委员会审定并公布、科学出版社出版的

《医学名词》和相关学科的名词为准，尚未公布者以人民卫生出版社所编《英汉医学词汇》为准。中文药物名称应使用化学工

业出版社１９９５年出版的《中华人民共和国药典》或卫生部药典委员会编写的《中国药品通用名称》中的名称，英文药物名称则

采用国际非专利药名，不用商品名。

４．缩略语文中尽量少用。必须使用时于首次出现处先列出其全称，然后括号注出中文缩略语或英文全称及其缩略语，后

两者间用“，”分开。

５．计量单位执行国务院１９８４年２月颁布的《中华人民共和国法定计量单位》，并以单位符号表示，具体使用参照中华医

学会杂志社编写的《法定计量单位在医学上的应用（第３版）》一书。首次出现不常用法定计量单位时在括号内注明与旧制单

位的换算关系。量的符号一律用斜体字母，如吸光度（旧称光密度）的符号为Ａ。
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