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红细胞平均体积、脆性以及毛细管血红蛋白电泳联合检测

在产前地中海贫血诊断中的价值
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　　摘　要：目的　探讨红细胞平均体积（ＭＣＶ）、红细胞脆性及毛细管血红蛋白（Ｈｂ）电泳联合检测在产前地中海贫血（简称地

贫）筛查诊断中的应用价值。方法　对在某三级医院进行产前地贫筛查的２６３名孕妇同时进行 ＭＣＶ、红细胞脆性及毛细管 Ｈｂ

电泳３项血液学指标检测和中国人群常见的地贫基因突变或缺失分子生物学检测。以基因检测结果为参比标准，计算三项血液

学指标单项或联合检测结果的灵敏度、特异度、准确度、阳性预测值及阴性预测值。结果　２６３名进行产前地贫筛查的孕妇中，５６

名基因检测确诊为地贫，其中α地贫３７例，β地贫１７例，α合并β地贫２例。ＭＣＶ、红细胞脆性及毛细管 Ｈｂ电泳单项检测结果

对地贫诊断的灵敏度及特异度分别为８２．１４％和８７．４４％，８７．５０％和９３．２３％，５３．５７％和９６．１３％；ＭＣＶ与红细胞脆性、ＭＣＶ与

毛细管 Ｈｂ电泳、红细胞脆性与毛细管 Ｈｂ电泳二项试验平行联合的灵敏度及特异度分别为９６．４３％和８３．０１％，８９．２９％和

８５．９９％，９６．４３％和８９．８６％；系列联合的灵敏度及特异度分别为７３．２１％和９７．５８％，４６．４３％和９７．５８％，４４．６４％和９９．５２％。

ＭＣＶ、红细胞脆性和毛细管 Ｈｂ电泳三项平行联合的灵敏度及特异度为１００．００％和８１．６４％；系列联合的灵敏度及特异度为

４１．０７％和９９．５２％。三项平行联合试验的灵敏度、系列联合试验的特异度，与各单项试验比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　在产前地贫筛查、诊断检测中，ＭＣＶ、红细胞脆性和毛细管 Ｈｂ电泳三项平行联合试验可提高灵敏度，系列联合试验可增

加检测特异度。
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　　地中海贫血（简称地贫）是一组由于珠蛋白编码基因缺失、

突变所引起的遗传性溶血性贫血，因首先在地中海沿岸国家后

裔中发现而得名。根据珠蛋白链的缺乏种类及程度可分为α、

β等几种类型，其中以α、β地贫最多见。在我国，地贫也是长

江以南各省区人群中发生率最高、危害最为严重的遗传病之

一，其中广东、广西、海南３省区的发病率最高
［１］。除骨髓或造

血干细胞移植外，重症地贫患者目前尚无有效的治疗方法，需

终生输血治疗，给家庭、社会造成严重的负担。通过遗传筛查、

遗传咨询和产前诊断选择性淘汰受累胎儿、预防重症地贫患儿

的出生是现实条件下控制该病最为积极有效的应对措施［１３］。
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地贫的实验室检测、诊断方法很多，可分为常规的血液学

方法和分子生物学方法。基因检测技术是目前国内外用于地

贫确诊的方法，但存在技术要求条件高，方法繁琐，费用昂贵，

基因缺失或突变位点多（多检测常见缺失或突变位点），且尚有

未发现的突变位点等问题，不适宜作为常规检测方法广泛应用

于临床筛查、诊断。因此，方便、快捷的血液学检测方法，如红

细胞平均体积（ＭＣＶ），红细胞脆性（ＲＣＯＦ）、血红蛋白（Ｈｂ）电

泳等仍为医疗机构，特别是基层医疗机构所广泛使用，但单一

的血液学指标检测灵敏度和特异度均存在不足［４５］。本研究以

地贫基因检测结果为参比，评价 ＭＣＶ、ＲＣＯＦ，毛细管 Ｈｂ电泳

（ＨｂＣＥ）单项或联合检测在孕妇地中海贫血筛查中的应用价

值，以期为基层医疗机构提供一种地贫血液学筛查、确诊方案。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年４月至２０１２年６月在深圳市某三甲

医院进行例行产前检查的２６３名孕妇，年龄２２～３２岁，平均

（２６．９±５．２）岁。每位产检者抽取１管ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血，２管

枸橼酸抗凝血，当天进行血液学常规检测、ＲＣＯＦ和 ＨｂＣＥ检

测，每周１次集中进行地贫基因检测，以地贫基因检测结果将

研究对象分为非地贫组和地贫组，地贫组又分为α地贫组、β
地贫组和α、β地贫组。

１．２　方法

１．２．１　ＭＣＶ 检测 　ＥＤＴＡＫ２ 抗凝静脉血２ｍＬ，采用

ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲＬＨ７８０全自动血细胞分析仪，严格按

照仪器操作规程进行检测，每日用血细胞全血质控物进行质控

监测。成人男女正常 ＭＣＶ 参考值为８０～９５ｆＬ。成人取

ＭＣＶ＜８０ｆＬ为截断值。

１．２．２　ＲＣＯＦ检测　采用中山医科大学遗传教研室的ＲＣＯＦ

一管定量法试剂，严格按操作说明进行操作。每批检测均设正

常对照（以 ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ均正常的全血标本为正常对

照），正常参考值为溶血百分率大于或等于６０％。取溶血百分

率小于６０％为截断值。

１．２．３　ＨｂＣＥ检测　采用 Ｍｉｎｉｃａｐ毛细管电泳仪（法国Ｓｅｂｉａ

公司）及原厂配套试剂，严格按说明书进行操作。成人正常参

考值范围为 ＨｂＡ２２．５％～３．５％、ＨｂＡ＞９４．５％、ＨｂＦ＜

２．０％且无异常血红蛋白条带。成人 ＨｂＡ２＞３．５％或 Ｈｂ

Ａ２＜２．５％，或ＨｂＦ＞２％，或发现有异常血红蛋白带（ＨｂＨ）

为截断值。

１．２．４　地中海贫血基因检测　提取外周血白细胞ＤＮＡ进行

基因检测分析。α、β地贫基因诊断试剂盒由亚能生物（深圳）

有限公司提供，严格按说明书进行操作，α地贫基因分析检测

缺失型基因，用 ＧＡＰＰＣＲ法检测３种常见缺失（α３．７，α

４．２，ＳＥＡ），β地贫基因分型用反向点杂交法检测中国人常见

的１７个位点的突变基因型（β０包括Ｉｎｔ，ＣＤ４１４２，ＣＤ３１，

ＣＤ１４１５，ＣＤ１７，ＣＤ７１７２，ＩＶＳＩ１，ＣＤ４３，ＣＤ２７／２８；β＋包括

ＩＶＳＩＩ６５４，２８，２９，３０，３２，ＣＡＰ，ＩＶＳＩ５，βＥ）。

１．３　诊断、评价标准　以基因检测结果作为地贫诊断参比标

准。ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ３项血液学指标以各指标截断值为

判定标准。联合检测评价包括平行联合检测评价和系列联合

检测评价。３种血液学检测方法组合中，任何一种检测方法出

现阳性结果，即判定为平行联合检测阳性；所有的检测方法出

现阳性结果判定为系列联合检测阳性。采用灵敏度（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉ

ｔｙ，Ｓｅ）、特异度（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，Ｓｐ）、阳性预测值（ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ

ｖａｌｕｅ，ＰＰＶ）、阴性预测值（ｎｅｇａｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ，ＮＰＶ）、准

确度（ａｃｃｕｒａｃｙ，Ａｃ）对方法进行评价。

１．４　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，采用狋检验；计数

资料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　地贫基因检测结果　见表１。

２．２　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ 单项检测结果 　 分别单独以

ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ检测 ＨｂＡ２截断值判断，地贫阳性数分

别为７２、６３和４８例，以基因检测结果为参比，ＲＣＯＦ阳性数最

多，ＨｂＣＥ阳性数最少，见表１。地贫组、非地贫组的 ＭＣＶ、

ＲＣＯＦ值分别为（７１．４４±９．５７）ｆＬ、（４１．７９±１５．４７）％和

（８７．４７±７．６３）ｆＬ、（７１．２７±８．６１）％，差异均有统计学意义（犘

＜０．０５）。非地贫组、α地贫组和β地贫组 ＨｂＡ２均值分别为

（３．０３±０．２７）％，（２．６２±０．５４）％ 以及（６．１０±０．７０）％，β地

贫组 ＨｂＡ２值明显升高（犘＜０．０５），α地贫组 ＨｂＡ２明显降

低。α地贫、β地贫及非地贫产检孕妇 ＨｂＡ２检测结果分布见

表２。

３种试验单独检测，ＲＣＯＦ用于地贫检测时具有较好的灵

敏度、特异度、阴性预测值和准确度；总体而言，ＨｂＣＥ检测地

贫具有较高的特异度，但灵敏度差，但其用于β地贫的检测，灵

敏度和特异度均达到１００％，结果见表１～３。

表１　　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ单项试验地贫阳性检测结果（狀）

组别 狀
ＭＣＶ

＋ －

ＲＣＯＦ

＋ －

ＨｂＣＥ

＋ －

非地贫组 ２０７ ２６ １８１ １４ １９３ ８ １９９

地贫组

　α地贫 ３７ ２９ ８ ３１ ６ １１ ２６

　β地贫 １７ １５ ２ １６ １ １７ ０

　αβ地贫 ２ ２ ０ ２ ０ ２ ０

合计 ５６ ４６ １０ ４９ ７ ３０ ２６

　　＋：阳性数，－：阴性数。

表２　　α地贫与β地贫及非地贫组 ＨｂＡ２检测结果分布（狀）

组别 ＜２．５％ ２．５～３．５％ ＞３．５％ 合计

非地贫组 ８ １９９ ０ ２０７

地贫组

　α地贫组 １１ ２６ ０ ３７

　β地贫组 ０ ０ １７ １７

　αβ地贫 ０ ０ ２ ２

合计 １１ ２６ １９ ５６

表３　　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ单项试验检测

　　地贫的各项评价指标（％）

单项血液学检测 Ｓｅ Ｓｐ ＰＰＶ ＮＰＶ Ａｃ

ＭＣＶ ８２．１４ ８７．４４ ６３．８９ ９４．７６ ８６．３１

ＲＣＯＦ ８７．５０ ９３．２３ ７７．７８ ９６．５０ ９２．０１

ＨｂＣＥ ５３．５７ ９６．１３ ７８．９５ ８８．４４ ８７．０７

２．３　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ联合试验检测　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、Ｈｂ

ＣＥ联合试验检测结果见表４。与单项血液学试验结果相比，

ＲＣＯＦ和 ＭＣＶ或Ｈｂ电泳两两平行联合或者三者平行联合可

明显提高检测灵敏度、阴性预测值（犘＜０．０５），三项检测平行

联合检测灵敏度、阴性预测值均为１００．００％，但特异度和阳性

预测值有所下降；系列联合可明显提高检测特异度和阳性预测
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值（犘＜０．０５），但灵敏度和阴性预测值有所下降。联合试验用 于产前检测地贫的综合评价见表５、６。

表４　　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ联合试验检测地贫结果（狀）

组别 狀
ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ

平行（＋） 系列（＋）

ＭＣＶ＋ＨｂＣＥ

平行（＋） 系列（＋）

ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ

平行（＋） 系列（＋）

ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ

平行（＋） 系列（＋）

非地贫组 ２０７ ３５ ５ ２９ ５ ２１ １ ３８ １

地贫组

　α地贫 ３７ ３５ ２５ ３１ ９ ３５ ７ ３７ ７

　β地贫 １７ １７ １４ １７ １５ １７ １６ １７ １４

　αβ地贫 ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２

合计 ５６ ５４ ４１ ５０ ２６ ５４ ２５ ５６ ２３

表５　　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ平行联合试验

　　检测地贫的评价指标（％）

平行试验组合方式 Ｓｅ Ｓｐ ＰＰＶ ＮＰＶ Ａｃ

ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ ９６．４３ ８３．０１ ６０．６７ ９８．８５ ８５．９３

ＭＣＶ＋ＨｂＣＥ ８９．２９ ８５．９９ ６３．２９ ９６．７４ ８６．６９

ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ ９６．４３ ８９．８６ ７２．００ ９８．９４ ９１．２５

ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ １００．０ ８１．６４ ５９．５７ １００．０ ８５．５５

表６　　ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、ＨｂＣＥ系列联合试验

　　检测地贫的评价指标（％）

系列试验组合方式 Ｓｅ Ｓｐ ＰＰＶ ＮＰＶ Ａｃ

ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ ７３．２１ ９７．５８ ８９．１３ ９３．０９ ９２．４０

ＭＣＶ＋ＨｂＣＥ ４６．４３ ９７．５８ ８３．８７ ８７．０７ ８６．６９

ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ ４４．６４ ９９．５２ ９６．１５ ８６．９２ ８７．８３

ＭＣＶ＋ＲＣＯＦ＋ＨｂＣＥ ４１．０７ ９９．５２ ９５．８３ ８６．１９ ８７．０７

３　讨　　论

地贫是由于血红蛋白珠蛋白链合成部分或完全受抑而引

起的遗传性慢性溶血性贫血，除 Ｈｂ成分、含量及电荷情况发

生改变外，幼红细胞利用铁也发生障碍，主要是原卟啉与铁结

合障碍，血象也会发生相应的变化，主要表现为小细胞低色素

性贫血，ＭＣＶ降低。此外，由于多余的珠蛋白链沉附于红细胞

内表面，使红细胞膜的物理特性发生改变，如渗透张力增加，脆

性降低。因此，许多研究认为 ＭＣＶ、红细胞脆性及 Ｈｂ电泳含

量检测对地贫携带者筛查有一定价值［４１０］。但由于不同类型

和程度的地贫对上述参数和物理特性的影响程度不一样，缺铁

性贫血以及某些内科疾病等也会影响 ＭＣＶ及红细胞脆性等

参数，导致它们对地贫检测缺乏足够的灵敏度和（或）特异

性［６，８，１１］。

本研究中α地贫检出率相对较高（１４．０７％），占所有地贫

检出者中的６６．１％，其中２１例α地贫标准型 ＭＣＶ均小于截

断值８０ｆＬ，但１６例静止型α地贫中，８例（５０．０％）ＭＣＶ值高

于截断值，与文献［４］报道相似。上述结果导致了 ＭＣＶ单项

检测灵敏度和特异度均低于９０％。单独 ＨｂＣＥ对于检测地

贫灵敏度低至不可接受，主要归因于α地贫检出者中，ＨｂＡ２

处于正常范围的比例过高（７０．３％，２６／３７），只有１１例低于

２．５％。在非地贫组中，约３．９％的非地贫孕妇 ＨｂＡ２＜

２．５％，原因在于缺铁性贫血及其他血红蛋白合成障碍性疾病

也可造成 ＨｂＡ２减低。有学者提出，ＨｂＡ２浓度可作为继基

因检测之后单纯β地贫检测的一个金标准并被广泛应用
［９１０］。

在本研究中，１７例单纯β地贫携带者，毛细管电泳ＨｂＡ２均大

于４．８％，明显高于截断值３．５％，显示出近１００％的灵敏度、特

异度和准确度，与文献［１２］报道类似。由此可见，ＨｂＣＥ检测

ＨｂＡ２可作为筛查诊断单纯β地贫的一种方法，但在某些已

知突变的单纯β地贫携带者中，存在 ＨｂＡ２浓度正常的病例，

应引起重视［９］。３个单项试验中，ＲＣＯＦ的灵敏度和准确度

高，但特异度相对于 ＨｂＣＥ低；ＨｂＣＥ特异度高，对于确诊地

中海贫血的能力相对较强。

虽然基因检测技术目前是国内外用于明确诊断地贫的方

法，但目前已知的与地贫相关的基因突变或缺失达２００多种，

在我国人群中已发现有３０多种
［１３］。而目前临床常用的地贫

基因诊断试剂盒均只能检测最为常见的基因突变或缺失，而不

能检出少见或未知突变位点，也难以对所有特定人群、所有的

基因突变进行检测，而且基因检测技术具有条件要求高，操作

繁琐，费用高等不足。因此，血液学指标在某种程度上仍是不

可或缺的筛查、诊断方法。在基层、边远地区医疗机构，也需要

仪器设备易得、技术要求不高，简单、易行且准确可靠的地贫筛

查、诊断方法。

本研究在基因确诊的基础上，全面评价了 ＭＣＶ、ＲＣＯＦ、

ＨｂＣＥ联合检测对于地贫的诊断价值。数据分析表明，ＭＣＶ

和ＲＣＯＦ，ＲＣＯＦ和 ＨｂＣＥ平行试验组合以及三者平行试验

组合均可明显提高检测灵敏度，同时具有较高的阴性预测值，

但在灵敏度提高的同时，特异性降低。值得注意的是，三者平

行联合，敏感度及阴性预测值均为１００．０％，对于阴性结果，可

基本排除地贫。系列联合中，无论是两两联合还是三者联合，

均可取得较高的特异性，其中 ＲＣＯＦ和 ＨｂＣＥ联合，ＭＣＶ、

ＲＣＯＦ和 ＨｂＣＥ联合特异性高达９９．５２％，阳性预测值高于

９５％，但是系列联合可导致敏感度明显下降，作者的研究结果

与文献［７］报道的结果类似。本研究的一个不足之处在于用于

评价的地贫携带者数量偏少，可能带来偏倚。

平行联合试验较单项试验明显提高诊断的灵敏度，但降低

特异性，漏诊率低，适用于地中海贫血的筛查。而系列联合试

验较单项试验明显提高诊断的特异度，误诊率降低，但增加了

漏诊率，在确诊地中海贫血中更有价值。因此，在产前检查筛

查地中海贫血中，可综合分析联合检测结果，以减少漏诊和误

诊，必要时进行地中海贫血基因的检测。ＭＣＶ、ＲＣＯＦ和 Ｈｂ

ＣＥ联合试验相对基因诊断而言，简单、经济，适用于各医院，可

有效避免重型地中海贫血患儿的出生，提高出生人口质量。
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０．４μＬ，下游引物０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，补足双蒸水至２０μＬ。

９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸１５

ｓ，４０个循环，在延伸阶段检测荧光信号。后９５℃１ｓ，６５℃

３０ｓ，９５℃１ｓ进行熔解曲线分析。根据２ΔＣｔ值做 ｍＲＮＡ表

达的相对定量分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，采用两样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

健康对照组外周血单个核细胞 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ 表达为

０．３１±０．１３，乙型肝炎组为１．２３±０．２５，肝硬化组为１．３６±

０．２１，肝癌组为１．４２±０．２７。乙型肝炎、肝硬化和肝癌组外周

血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与健康对照组比较，差异均

有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。乙型肝炎、肝硬化和肝癌组

之间外周血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达比较，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

表１　　乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个

　　核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别 狀 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

健康对照组 ３０ ０．３１±０．１３

乙型肝炎组 ６３ １．２３±０．２５

肝硬化组 ５６ １．３６±０．２１

肝癌组 ５２ １．４２±０．２７

　　：犘＜０．０１，与健康对照组比较。

３　讨　　论

乙型肝炎发病机制十分复杂，宿主免疫调节紊乱是导致不

能有效清除病毒、病情迁延不愈的重要原因，肝硬化和肝癌与

乙型肝炎关系密切。许多研究表明Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞亚群的比例

失衡、功能失调是导致乙型肝炎、肝硬化和肝癌发病的重要

因素。

Ｔｈ１７细胞是一类不同于Ｔｈ１和Ｔｈ２的ＣＤ４＋Ｔ细胞新亚

群，此类细胞以分泌ＩＬ１７为主而得名。ＲＯＲγｔ是控制Ｔｈ１７

细胞分化的特异转录因子，对Ｔｈ１７细胞分化起关键作用，编

码于Ｒｏｒｃ位点
［２］，为维 Ａ酸相关孤儿核激素受体家族成员，

对致病性Ｔｈ１７细胞的分化中起关键作用
［１］，并维持Ｔｈ１７细

胞的分泌功能［５］。

Ｔｈ１７细胞作为炎症细胞，在参与炎症和自身免疫性疾病

的病理进程中发挥了重要的作用。大量证据表明ＲＯＲγｔ在乙

型肝炎、肝硬化和肝癌的发生、发展中具有重要的作用。乙型

肝炎是一种长期的慢性炎症，是机体免疫受到损害的一种表

现。本研究显示，乙型肝炎、肝硬化和肝癌组外周血单个核细

胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与健康对照组比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。当 ＲＯＲγｔ表达增强时，Ｔ 细胞的分化趋向于

Ｔｈ１７细胞易于发生炎症损伤，容易造成慢性乙型肝炎，随后发

展为肝硬化，慢性炎症长期不愈可诱导肿瘤的发生而发展成为

肝癌［６］。

综上所述，Ｔｈ１７细胞特异转录因子ＲＯＲγｔ在乙型肝炎、

肝硬化和肝癌外周血单个核细胞中高表达，很可能是 ＲＯＲγｔ

参与了乙型肝炎、肝硬化和肝癌的免疫进程，ＲＯＲγｔ在乙型肝

炎、肝硬化和肝癌的发生、发展中具有重要的作用。
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