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　　摘　要：目的　对全自动毛细管电泳（ＣＥ）分析仪定量检测血红蛋白Ａ２（ＨｂＡ２）用于筛查β珠蛋白生成障碍性贫血（β地贫）

基因携带者进行方法学评价。方法　随机选择８２对夫妇及１５０对地贫高危夫妇，采用全自动ＣＥ分析仪检测 ＨｂＡ２，计算批内、

批间变异系数，评价精密度和稳定性；与高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）进行比较；以基因诊断结果为金标准，评价ＣＥ检测地贫的准确

性。结果　ＣＥ检测批内、批间精密度较好；与 ＨＰＬＣ检测 ＨｂＡ２结果的相关系数为０．９４７；ＣＥ检测当地健康者 ＨｂＡ２的９５％频

数分布范围为２．２％～３．４％；ＣＥ诊断β地贫杂合子的 ＨｂＡ２临界值为４．０５％；在基因诊断确诊的６５例β地贫杂合子、１０例αβ
复合地贫、３例 ＨｂＥ病中，ＣＥ仅漏诊１例，无误诊。结论　全自动ＣＥ分析是一种快速直观、分辨率高、稳定性和精密度好的

ＨｂＡ２测定方法，适用于β地贫杂合子筛查。
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　　珠蛋白生成障碍性贫血（又称地中海贫血，简称地贫）实验

室检测已涉及蛋白质和基因诊断两个水平。β地贫主要表现

为 ＨｂＡ２、ＨｂＦ增高，ＨｂＡ２已成为地贫筛查重要指标之一
［１］。

目前多采用电泳法和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）进行 Ｈｂ分

析［２３］。毛细管电泳（ＣＥ）是可用于 Ｈｂ分离检测的新技

术［４５］。本研究对Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动ＣＥ分析仪进行了初步

方法学评价，结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　从南宁市所辖１２县区共５４５７对农村育龄

夫妇（年龄２０～３８岁）中随机选择８２对夫妇及１５０对地贫高

危夫妇，双方均无其他系统疾病。

１．２　仪器与试剂　法国Ｓｅｂｉａ公司Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动ＣＥ分

析仪及配套 Ｈｂ电泳试剂盒和质控品（批号ＰＮ４７７８）；深圳益

生堂全血基因提取试剂盒和基因诊断试剂盒；美国ＢｉｏＲａｄ

２Ｖａｒｉａｎｔ高效 ＨＰＬＣ分析仪及专用 Ｈｂ分析试剂。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　使用真空采血管（含ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂）采

集受试者静脉血２～３ｍＬ。

１．３．２　方法学评价试验　 （１）批内精密度：取同一浓度同一

批次 ＨｂＡ２质控品连续检测２０次，计算 ＨｂＡ、ＨｂＡ２平均值、

标准差、变异系数（犆犞，犆犞批内）。（２）批间精密度：取不同批次

ＨｂＡ２质控品，连续２０ｄ每天检测２次，计算 ＨｂＡ、ＨｂＡ２平

均值、标准差、犆犞批间。（３）线性范围：对不同比例混合临床标

本稀释后进行检测。另用盐水系列稀释２份地贫患者标本后

进行检测。（４）储存条件和时间的影响。（５）与 ＨＰＬＣ的相关

性：对１３８例标本进行 ＨＰＬＣ和ＣＥ检测，比较二者 ＨｂＡ２检

测结果相关性。（６）ＨｂＡ２参考范围：对２００例健康者标本进

行检测，经正态分布性检验后确定参考范围。（７）受试者工作

特征曲线（ＲＯＣ曲线）分析：采用ＧａｐＰＣＲ技术检测３种常见

缺失型α地贫基因αα／α３．７、αα／α４．２、αα／ＳＥＡ，采用反向斑

点杂交技术检测３种常见非缺失型 α地贫基因（ＨｂＣＳ、

ＨｂＱＳ、ＨｂＷｅｓｔｍｅａｄ）和１７种常见β地贫基因（４１２４２、７１２７２、

１７、２２８、ＢＥ、ＩＶＳ２ＩＩ２６５４、ＩＶＳ２、Ｉ２１、ＩＶＳ２Ｉ２５、４３、３１、２７／２８、

２３２、２２９、３０、１４２１５、ＣＡＰ、Ｉｎｔ）。以基因分子诊断为金标准，以

２００例健康成人和６５例β地贫杂合子ＣＥ检测 ＨｂＡ２结果确

定β地贫杂合子 ＨｂＡ２诊断临界值，绘制ＲＯＣ曲线后计算各

临界值的特异度和灵敏度，确定 ＨｂＡ２最佳诊断临界值。

１．４　统计学处理　正态分布性检验、批内精密度分析、参考范

围确定、标本均数比较及线性范围评估均使用ＳＰＳＳ１７．０统计

学软件；显著性检验水准为α＝０．０５。

·３１３２·国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１９

 基金项目：科技部出生缺陷人群监测与综合干预模式及示范研究课题资助项目（２００６ＢＡＩ０５Ａ０２）；广西壮族自治区卫生厅课题资助项目

（Ｚ．２０１００１４）。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：５８４９８１４１９＠ｑｑ．ｃｏｍ。



２　结　　果

２．１　成人 ＨｂＣＥ分析图谱　见图１。

　　Ａ：健康成人；Ｂ：βＥ杂合子；Ｃ：β地贫复合 ＨｂＥ。

图１　　成人 ＨｂＣＥ分析图谱

２．２　方法学评价

２．２．１　精密度　全自动ＣＥ分析系统测定 ＨｂＡ、ＨｂＡ２批内、

批间精密度分析见表１。

表１　　ＣＥ分析系统检测 ＨｂＡ、ＨｂＡ２检测精密度（％）

蛋白 批内精密度 犆犞批内 批间精密度 犆犞批间

ＨｂＡ ９７．５±０．０７ ０．０８ ９７．５±０．１２ ０．１２

ＨｂＡ２ ２．５±０．０７ ２．９５ ２．５±０．１２ ４．７２

２．２．２　线性范围　Ｈｂ浓度２．１～１２．６ｇ／ｄＬ范围内线性良

好，Ｈｂ电泳区带百分比不受样品 Ｈｂ浓度影响。

表２　　β地贫杂合子基因型及 ＨｂＡ２检测结果比较

基因型 狀 ＨｂＡ２（狓±狊，％） 构成比（％）

ＣＤ４１４２ ２５ ４．２５±０．２８ ３６．８

ＣＤ１７ １６ ４．８２±０．２４ ２３．５

ＩＶＳ２ｎｔ６５４ １０ ４．０３±０．２９ １４．７

ＴＡＴＡ２８ ８ ４．１８±０．３３ １１．８

ＣＤ７１７２ ６ ５．０５±０．２６ ８．８

βＥ ３ ３．８５±０．２２ ４．４

合计 ６８ － １００．０

　　－：无数据。

２．２．３　储存条件和时间的影响　Ｈｂ正常和异常标本室温及

４℃条件下保存，于１、４、７、１４ｄ时分别测定，结果表明标本在

４℃保存７ｄ内 Ｈｂ电泳结果不受影响（犆犞＜５％）。

２．２．４　ＣＥ、ＨＰＬＣ相关性　ＨＰＬＣ、ＣＥ测定 ＨｂＡ２线性回归

方程为 ＨｂＡ２（ＣＥ）＝０．１４６＋０．９０８ＨｂＡ２（ＨＰＬＣ），相关系数

为０．９４７（犘＜０．０１）。

２．２．５　参考范围　２００例健康成年人 ＨｂＡ２检测结果频数分

布服从正态分布，检测结果为（２．８４±０．５４）％，９５％频数分布

范围为 ２．２％ ～３．４％；男、女性 ＨｂＡ２ 检测结果分别为

（２．８６±０．５７）％和（２．８２±０．５１）％，组间数据方差齐，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２．６　ＲＯＣ曲线分析　根据ＲＯＣ曲线可确定β地贫杂合子

ＨｂＡ２诊断临界值为４．０５％，此时诊断灵敏度、特异度分别为

９８．９％、１００．０％。

２．２．７　ＣＥ测定结果与分子诊断结果比较　４６４例患者分子

诊断确诊β地贫杂合子６５例、α地贫复合β地贫１０例、ＨｂＥ

病３例，ＣＥ检测仅漏诊１例β地贫，无误诊，但无法检出β地

贫合并α地贫者。β地贫不同基因型间 ＨｂＡ２检测结果比较，

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

３　讨　　论

β地贫是常见遗传性溶血性贫血之一，发病率较高，主要

由位于１１ｐ（１５．５）的β基因突变而引发，已发现突变类型已达

２００余种
［６７］。广西南宁地区常见突变包括β４１４２（ＴＣＴＴ）、

ＩＶＳⅡ６５４（Ｃ→Ｔ）、β１７（Ａ→Ｔ）、ＴＡＴＡ２８（Ａ→Ｔ）、β７１７２（＋

Ａ）和β２６（Ｇ→Ａ）
［８］。β地贫基因携带者因β珠蛋白基因缺陷

而导致δ珠蛋白相对增多，与α珠蛋白链结合形成 ＨｂＡ２

（α２δ２），导致 ＨｂＡ２含量升高
［９］。健康者 ＨｂＡ２含量约为

２．５％，其含量检测在 Ｈｂ病筛查与诊断中有重要意义，也可用

于预防和诊断β地贫。如果夫妇双方 ＨｂＡ２含量均升高，则必

须进行产前诊断。ＣＥ采用波长２００ｎｍ氘光源和ＣＣＤ探测器

对 Ｈｂ进行分离，具有较高的灵敏度和精确度，且操作简便、检

测耗时短，可准确定量分析各种 Ｈｂ成分
［１０］。ＨｂＥβ珠蛋白第

２６位谷氨酸被赖氨酸取代，是一种β地贫样 Ｈｂ病
［１１］。ＣＥ可

完全分离 ＨｂＡ２和 ＨｂＥ，因此不受 ＨｂＥ的影响。

ＣＥ具有以下特点：（１）高效快速，自动化程度高。使用未

处理的石英ＣＥ柱对 Ｈｂ和 Ｈｂ变异体进行常规分析，能在十

几分钟内完成检测，无需对标本进行前处理，且检测结果与

ＨＰＬＣ相关性较好。（２）精密度和线性范围较好。ＣＥ检测

犆犞批间与犆犞批内 较小，用于 ＨｂＡ２检测时，与 ＨＰＬＣ有良好的

线性关系。标本４℃保存７ｄ内检测结果稳定。因微量的异

常 Ｈｂ补体成分降解具有温度依赖性，因此不建议使用长期保

存标本。（３）结果稳定，准确率高。ＲＯＣ曲线分析显示 ＨｂＡ２

诊断β地贫杂合子的临界值为４．０５％，以该临界值筛查β地贫

与基因诊断比较，仅漏诊１例ＣＤ１７复合α地贫东南亚缺失的

β地贫杂合子。但ＣＥ无法检出β地贫合并α地贫者。因此，

有必要联合采用ＣＥ检测及基因诊断，从而为临床确诊提供依

据。（４）检测结果判断简便。全自动ＣＥ分析仪可自动分析各

Ｈｂ区带的定量数值和图谱，且可直接显示不同 Ｈｂ变异体的

可能位置（在Ｚ１至Ｚ１５区带鉴别）。

综上所述，全自动ＣＥ检测是一种快速直观、分辨率高、稳

定性和精密度好的 ＨｂＡ２测定方法，适用于β地贫杂合子的筛

查。
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２．３　不同病原菌感染患者ＣＤ６４阳性率比较　将６５例细菌

感染患者分为革兰阳性球菌感染组和革兰阴性杆菌感染组，

ＣＤ６４阳性率分别为７２．２７％、７７．０７％，组间比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

２．４　细菌感染患者治疗前后ＣＤ６４阳性率、ＷＢＣ、Ｎｅｕ％比较

　３８例细菌感染患者于抗菌治疗前及治疗１周后进行ＣＤ６４

阳性率、ＷＢＣ、Ｎｅｕ％检测，治疗前检测结果分别７５．１９％、

（１３．６７±２．８４）×１０９／Ｌ、（７９±５．５）％，治疗后检测结果为

５２．８３％、（１０．４０±４．３９）×１０９／Ｌ、（６９±６．３）％，各指标组间比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＣＤ６４是ＩｇＧＦｃ段受体之一，属免疫球蛋白超家族成员，

在外周血中主要分布于单核细胞、巨噬细胞及树突细胞等抗原

递呈细胞表面，一般呈低水平表达［５］。在发生感染性疾病时，

细菌脂多糖和粒细胞集落刺激因子、γ干扰素等细胞因子可诱

导中性粒细胞大量表达ＣＤ６４，且与其配体结合后，启动并放大

免疫反应，促使细胞因子大量释放［６］。因此，ＣＤ６４对细菌感染

的诊断意义日益受到重视。

一项 Ｍｅｔａ分析表明，中性粒细胞ＣＤ６４检测对细菌感染

的诊断灵敏度为７９％、特异度为９１％
［１］。本试验显示，细菌感

染患者ＣＤ６４水平高于非细菌感染患者（犘＜０．０５）。ＣＤ６４百

分率的ＲＯＣ曲线下面积为０．８４，当临界值为５２．９２％时，灵敏

度、特异度分别为９２％、８２％。说明中性粒细胞ＣＤ６４检测是

诊断细菌感染的较好指标。ＷＢＣ计数是辅助诊断感染性疾病

的传统指标。但某些非感染性因素（如妊娠、剧烈运动、创伤、

脾切除术、血液病等）均可导致 ＷＢＣ计数增高。虽然本研究

显示细菌感染患者和非细菌感染患者 ＷＢＣ检测结果有统计

学差异（犘＜０．０５），但其ＲＯＣ曲线下面积仅为０．６８，且灵敏度

（６６％）和特异度（５６％）均低于中性粒细胞ＣＤ６４阳性率。虽

然本试验未对非细菌感染患者进行病因分组，但相关研究显

示，中性粒细胞ＣＤ６４检测可用于鉴别细菌感染、病毒感染、自

身免疫性疾病活动期等，且巨幼细胞贫血、骨髓增生异常综合

征患者ＣＤ６４无假性升高
［２３，７］。Ｎｉｓｈｉｎｏ等

［８］的研究显示，合

并细菌感染的类风湿关节炎（ＲＡ）患者中性粒细胞ＣＤ６４阳性

率是非感染ＲＡ患者的３倍，ＷＢＣ、ＣＲＰ、ＥＳＲ则无统计学差

异。以上研究结果说明，在炎症或其他疾病状态下，ＣＤ６４能反

映患者细菌感染状态。

本研究显示，革兰阴性杆菌和革兰阳性球菌感染患者

ＣＤ６４阳性率比较差异无统计学意义，与 Ａｌｌｅｎ等
［７］研究结果

一致。但也有研究证实链球菌感染可导致ＣＤ６４表达水平明

显增高［９］。ＣＤ６４检测能否用于初步判断病原菌种类尚有待

进一步研究。本研究显示细菌感染患者经治疗后，ＣＤ６４阳性

率较治疗前明显降低，与徐文芳［４］研究结果一致，说明ＣＤ６４

水平监测有助于评价疗效；但Ｃｉｄ等
［１０］的研究显示，在１３２例

急诊发热患者中，治愈患者ＣＤ６４阳性率明显高于死亡患者。

由此可见，ＣＤ６４检测能否用于判断感染患者的预后也有待进

一步研究。

综上所述，中性粒细胞ＣＤ６４阳性率是诊断细菌感染的敏

感指标，有助于临床正确诊断细菌感染性疾病。
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分析［Ｊ］．华南国防医学杂志，２００９，２３（２）：４１４３．

（收稿日期：２０１２０６１８）
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