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多重聚合酶链反应在α珠蛋白生成障碍性贫血

诊断中的应用

张　晔（沈阳医学院奉天医院检验中心，沈阳　１１００２４）

　　【摘要】　目的　探讨应用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术在缺失型α珠蛋白生成障碍性贫血（ＨｂＨ）患者基因

类型快速诊断中的价值。方法　选择沈阳医学院奉天医院２００６年１月至２０１２年１月收治入院，采用多重ＰＣＲ进

行 ＨｂＨ检测的疑似 ＨｂＨ患者２０２例的临床资料进行回顾性分析，并对样本进行基因类型测序及血液实验学参数

分析。结果　本研究中疑似为 ＨｂＨ的２０２份临床标本，基因检测证实其中１３６例为 ＨｂＨ。与ＰＣＲ检测相比，一

管法红细胞脆性、平均红细胞容积、平均红细胞血红蛋白含量与红细胞分布宽度变异系数检测的灵敏度分别为

８５．２９％、９９．４４％、７３．５３％和６１．０３％，特异性分别为６９．７０％、６６．６７％、６２．１２％和６０．６１％。在１３６例 ＨｂＨ患者

中ＳＥＡ／αα１０４例、α３．７／αα１４例、α４．２／αα４例、α３．７／ＳＥＡ１１例和α４．２／ＳＥＡ３例，分别占７６．４７％、

１０．２９％、２．９４％、８．０９％和２．２１％。结论　多重ＰＣＲ方法能快速检测 ＨｂＨ基因型，尤其是 ＨｂＨ的双重 ＨｂＨ基

因型，操作简便，结果准确，可应用于临床 ＨｂＨ的基因型检测，尤其适用于大规模人群的 ＨｂＨ基因型筛查。
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　　珠蛋白生成障碍性贫血是一组常见的常染色体隐性遗传

病。目前珠蛋白生成障碍性贫血疾病发病情况比较严重。α

珠蛋白生成障碍性贫血表现为α珠蛋白合成减少或完全不合

成，其分子机制已研究得较清楚［１］。珠蛋白生成障碍性贫血基

因分析情况以及导致珠蛋白生成障碍性贫血的原因要素研究

是防治珠蛋白生成障碍性贫血疾病的重中之重［２］。本文作者

通过对２００６年１月至２０１２年１月收治入院的疑似α珠蛋白

生成障碍性贫血患者２０２例，采用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）技

术对缺失型α珠蛋白生成障碍性贫血（ＨｂＨ）患者基因类型进

行快速检测，分析基因检测技术对 ＨｂＨ 患者快速诊断的价

值。现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　资料来源于本院２００６年１月至２０１２年１月

收治入院的经多重ＰＣＲ进行 ＨｂＨ检测确诊的 ＨｂＨ患者３８

例，其中男１７例，女２１例；年龄１～５５岁，平均（２３．４±５．４）

岁，所有患者均为婚孕筛查发现为珠蛋白生成障碍性贫血，以

及珠蛋白生成障碍性贫血的先证者和其家系检测获得。其中

轻型２２例，重型１６例，所有研究病例均经血红蛋白（Ｈｂ）、平

均红细胞容积（ＭＣＶ）、血红蛋白 Ａ２（ＨｂＡ２）、抗碱血红蛋白

（ＨｂＦ）、红细胞（ＲＢＣ）脆性及 Ｈｂ电泳检测证实。

１．２　ＨｂＨ诊断标准
［３］
　（１）临床：可有黄疸、贫血、肝脾肿大。

（２）血液学：①Ｈｂ降低或正常，网织ＲＢＣ增高或正常；②ＲＢＣ

大小不均，中心浅染，有靶形 ＲＢＣ；③平均红细胞血红蛋白含

量（ＭＣＨ）降低；④ＲＢＣ渗透脆性降低；⑤骨髓增生活跃以上，

以红系为主。（３）生化检查：Ｈｂ电泳出现 ＨｂＨ带。（４）遗传：

家系中可有 ＨｂＨ病患者。（５）有条件应做ａ／β肽链合成速率

比及基因分析。

１．３　检测方法

１．３．１　血液学检测　采用ＣＥＬＬＤＹＮ１７００型血细胞自动分

析仪检测 Ｈｂ和ＲＢＣ，ＨｂＦ采用１ｍｉｎ碱变性法，ＲＢＣ脆性采

用比色一管法（正常参考值：＞６０％），Ｈｂ电泳和 ＨｂＡ２采用

Ｈｂ自动电泳扫描分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ）检测。

１．３．２　外周血白细胞ＤＮＡ提取　抽取２ｍＬ静脉肝素抗凝

血，样本置于枸橼酸钠常规抗凝管中，混匀后存于４℃７２ｈ内
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（或置于－７０℃低温冰箱保存），用全血ＤＮＡ提取试剂盒按说

明进行操作。

１．３．３　ＰＣＲ反应体系　采用深圳益生堂生物企业公司生产

的 ＨｂＨ基因诊断试剂盒，严格按照说明书进行操作。反应总

体积５０μＬ，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶２Ｕ，ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，模板

ＤＮＡ１μｇ。ＰＣＲ反应条件：９７℃预变性５ｍｉｎ，５５℃５ｍｉｎ

（加Ｔａｑ酶），７２℃２ｍｉｎ，循环１次；９４℃５０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２

℃１ｍｉｎ，循环３０次。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电泳，溴乙啶染

色，紫外透射仪观察，扩增成功可见２条特异的 ＤＮＡ 片段

（６０１、４２３ｂｐ）。ＰＣＲ产物分别加２μＬ电泳加样缓冲液，混匀

后将１．０％琼脂糖凝胶加入样孔中。稳压（５～６Ｖ／ｃｍ）电泳约

４５ｍｉｎ置于ＵＶＰ灯下观察。

１．３．４　序列分析　ＰＣＲ产物经纯化后，用 ＭｅｇａＢＡＣＥ１０００

型全自动毛细血管测序仪进行测序。

２　结　　果

本研究中２０２份疑似为 ＨｂＨ的临床标本，基因检测证实

其中１３６例为 ＨｂＨ，其结果经序列分析证实。与ＰＣＲ检测相

比，一管法ＲＢＣ脆性、ＭＣＶ、ＭＣＨ与ＲＢＣ分布宽度变异系数

（ＲＤＷＣＶ）检测的灵敏度分别为８５．２９％、９９．４４％、７３．５３％

和６１．０３％，特异性分别为 ６９．７０％、６６．６７％、６２．１２％ 和

６０．６１％。在１３６例 ＨｂＨ 患者中ＳＥＡ／αα１０４例、α３．７／αα

１４例、α４．２／αα４例、α３．７／ＳＥＡ１１例和α４．２／ＳＥＡ３例，

分别占７６．４７％、１０．２９％、２．９４％、８．０９％和２．２１％，见表１、２。

表１　ＰＣＲ检测和血液学方法检测结果比较（狀）

基因型
ＲＢＣ脆性（％）

＜６０ ＞６０

ＭＣＶ（ｆＬ）

＜８０ ＞８０

ＭＣＨ（ｐｇ）

＜２６ ＞２６

ＲＤＷＣＶ（％）

＜１５．９ ＞１５．９

ＨｂＡ２（％）

＜２．５ ＞２．５
合计

αα／αα ２０ ４６ ２２ ４４ ２５ ４１ ２６ ４０ ６ ６０ ６６

ＳＥＡ／αα ９２ １２ １０４ ０ ７８ ２６ ６２ ４２ ５ ９９ １０４

α３．７／αα ６ ８ ４ １０ ６ ８ ６ ８ １ １３ １４

α４．２／αα ４ ０ １ ３ ２ ２ ３ １ ０ ４ ４

α３．７／ＳＥＡ １１ ０ １１ ０ １１ ０ ９ ２ ０ １１ １１

α４．２／ＳＥＡ ３ ０ ３ ０ ３ ０ ３ ０ ０ ３ ３

合计 １３６ ６６ １４５ ５７ １２５ ７７ １０９ ９３ １２ １９０ ２０２

表２　各基因型血液学指标及ＲＢＣ脆性实验结果比较（狓±狊）

基因型 狀 ＲＢＣ脆性（％） ＭＣＨ（ｐｇ） ＲＤＷＣＶ（％） ＭＣＶ（ｆＬ） ＨｂＡ２（％）

αα／αα ６６ ６８．０±１５．１ ２６．３±３．９ １７．５±１．８ ７８．６±９．７ １．９０±０．３６

ＳＥＡ／αα １０４ ３５．６±１２．１ ２１．１±１．４ １７．３±２．６ ６７．２±４．２ ２．０５±０．２５

α３．７／αα １４ ５４．１±７．３ ２８．０±１．５ １５．６±１．０ ８２．７±５．６ ２．２３±０．１６

α４．２／αα ４ ５５．３±６．９ ２７．０±２．２ １４．８±１．３ ８３．５±４．７ ２．１４±０．１７

α３．７／ＳＥＡ １１ ３２．１±８．１ １７．８±３．３ １４．３±２．１ ６０．４±６．３ １．５１±０．３３

α４．２／ＳＥＡ ３ ３１．６±７．２ １７．２±３．６ １４．６±１．８ ５９．３±７．２ １．４６±０．２９

３　讨　　论

珠蛋白生成障碍性贫血是由于常染色体遗传缺陷导致

Ｈｂ中的珠蛋白合成障碍，因而一种或几种珠蛋白数量不足或

完全缺乏，ＲＢＣ易被溶解破坏而造成溶血性贫血
［４］。其中α

珠蛋白链合成障碍称为 ＨｂＨ，β珠蛋白链合成障碍称为β珠

蛋白生成障碍性贫血。前者多发于东南亚，后者多发于地中

海、中东、阿拉伯、印度、东南亚地区［５］。我国 ＨｂＨ在广东、广

西、四川的发病率占１％～４％；β珠蛋白生成障碍性贫血的发

病率为１．００２％，以云南、贵州、四川、广东、广西多见，其中广

西的发病率为１．１２％
［６］。根据基因缺陷程度，α型珠蛋白生成

障碍性贫血一般分４型，即静止型、标准型、ＨｂＨ病、ＨｂＢａｒｔ′ｓ

胎儿水肿综合征。ＨｂＨ出生时可无临床表现，可在脐血中发

现含量在２５％左右的 ＨｂＢａｒｔ′ｓ，随着年龄增大可出现贫血、黄

疸、肝大、臀状头、鼻梁凹陷、门齿突出。标准型与静止型无明

显临床表现或仅有轻度贫血症状及小细胞低色素细胞［７］。出

生时可查出 ＨｂＢａｒｔ′ｓ，ＨｂＡ２稍降低，煌焦油蓝染色可查见少

数红细 胞 变 形 性 珠 蛋 白 小 体 （计 数 在 千 分 之 几 水 平）。

ＨｂＢａｒｔ′ｓ胎儿水肿综合征患者多于妊娠３４周左右早产死

亡［８］。胎盘大而易碎，胎儿苍白，全身水肿，有轻度黄疸，皮肤

可有出血点，心脏扩大，胸腺缩小，肺发育不全，脑血管弯曲。

肝脾肿大尤以肝大为著，腹水较多，并见胸腔及心包积液。骨

髓象增生活跃，ＲＢＣ增生旺盛，含铁血黄素明显沉着
［９］。

本研究针对中国人常见的 ＨｂＨ 建立一种快速、简便、可

靠的ＰＣＲ基因诊断技术。利用单管多重ＰＣＲ进行扩增，同时

检测３种缺失型和正常的α珠蛋白基因。本研究中疑似为

ＨｂＨ的２０２份临床标本，基因检测证实其中１３６例为 ＨｂＨ，

其结果经序列分析证实。与ＰＣＲ检测相比，一管法ＲＢＣ脆性、

ＭＣＶ、ＭＣＨ 与 ＲＤＷＣＶ 检 测 的 灵 敏 度 分 别 为 ８５．２９％、

９９．４４％、７３．５３％和６１．０３％，特异性分别为６９．７０％、６６．６７％、

６２．１２％和６０．６１％。在１３６例 ＨｂＨ 患者中ＳＥＡ／αα１０４例、

α３．７／αα１４例、α４．２／αα４例、α３．７／ＳＥＡ１１例和α４．２／ＳＥＡ

３例，分别占７６．４７％、１０．２９％、２．９４％、８．０９％和２．２１％。

基因检测结果分析表明，该法快速、准确，可用于常规临床

标本的检测。
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表１　不同影像学方法检查肺底积液结果比较

组别 狀 检出例数 漏诊例数 准确率（％） 漏诊率（％）

二维Ｂ超 ７９ ７６ ３ ９６．２ ３．８

Ｘ线片 ７９ ６０ １９ ７５．９ ２４．１

ＣＴ ６６ ６２ ４ ９３．９ ６．１

图２　左侧肺底新月形胸膜增厚

３　讨　　论

肺底积液是指肺底胸膜与隔胸膜之间的胸腔积液，又称肺

下积液［２］，形成因素较多，临床上最常见于结核，但也可见于肿

瘤或肿瘤胸膜转移、心功能不全以及结缔组织病等。结核性胸

膜炎是指结核杆菌及其代谢产物进入高度敏感的胸膜腔后引

发的机体变态反应［２］，其主要的病理特点表现为胸膜的充血、

水肿、炎性细胞浸润和血浆蛋白的渗出。由于早期受累的仅仅

是隔胸膜，肋胸膜未受累及，因而炎性反应仅表现为局部渗出

的少量积液积聚在肺底与横隔膜之间，形成所谓的肺底积液。

结核性肺底积液的临床表现常以胸痛、咳嗽为主，本组患者胸

痛发生率为９４．９％（７５／７９），咳嗽发生率为７５．９％（６０／７９）。

而低热、盗汗、乏力等对结核性疾病诊断有倾向性的症状发生

率较低，其中低热的发生率为５３．１％（４２／７９），盗汗、乏力的发

生率仅为１３．９％。提示肺底积液的检出对结核性胸膜炎的早

期诊断具有十分重要的意义。

Ｘ线片检查时典型的表现为患侧肺下野密度增高，肺底部

模糊、毛糙，而左侧由于胃泡的干扰，肺底少量积液时的变化更

加不易显示，这也是Ｘ线片对肺底积液显示不理想的重要原

因之一。本研究结果提示，Ｘ线片对肺底积液的诊断准确率仅

为７５．９％，而漏诊率高达２４．１％。

ＣＴ扫描具有良好的密度和空间分辨率，可清晰地显示患

者胸膜的厚度以及积液的量，且对肺内结核病灶、肺门或纵隔

淋巴结结核的检出率极高。然而对游离于肺底部的少量积液，

仰卧位ＣＴ扫描表现为胸腔外围及下部新月形液性密度影、隔

下梭形液性密度影、或者增厚的胸膜。本研究结果提示，ＣＴ

对肺底积液的诊断准确率高，漏诊率低，临床价值大。但由于

ＣＴ检诊的费用高，临床上很少将其作为检诊的首选手段。

二维超声检查时肺底积液表现为隔与肺底胸膜影分离，二

者间多呈上下径线窄、左右径线宽的扁平状液性暗区，其上界

模糊，可见弧形强回声，位于脊柱左侧或右侧，此为肺底组织的

多次强回声气体反射，并随呼吸上下移动；其下界清晰，积液声

窗图像显示弧形突起的隔顶清晰显现，肋隔角处无回声区的左

右径线明显增宽，呈不锐利三角形，其下肋间液性暗区明显减

少或消失。本研究结果提示，超声对肺底积液的诊断准确率高

达９６．２％，漏诊率仅为３．８％。有文献报道Ｂ超检查肺底积液

的准确率达到１００．０％
［３］，甚至对少至１００ｍＬ积液也能准确

显示［４］。与Ｘ线片相比，二维超声只要递质分界阻抗差在

０．１％即可有界面的声波反射，因而大大提高了少量胸腔积液

的检出准确率，而Ｘ线片需要组织密度差高于１０．０％才会有

差异［５］。此外，二维超声检查不仅简便、可靠、价廉、无射线，而

且便于床旁操作，重复性好，在必要时甚至可以实时动态地在

超声引导下行胸腔穿刺抽吸、置管引流、胸膜活检，也可在治疗

的不同阶段动态监测积液量的变化、置管的位置等，以协助临

床医生制订切实合理的治疗方案，提高治愈率。
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