
应称“ＨＯＯＫ效应”
［４５］。其往往造成标本假低值，甚至出现假

阴性的错误结果。

ＥＬＩＳＡ检测中的“ＨＯＯＫ效应”，往往会使强阳性标本检

测结果呈现为弱阳性甚至为阴性。一步法“ＨＯＯＫ效应”是由

被测物浓度决定的，抗体的“量”是决定因素。

双抗体夹心二步法是先将标本加到微孔中孵育一定时间，

形成固相抗体，即待测抗体结合物；洗板；再加入酶标表面抗

原，形成固相抗原，即待测抗体酶标抗原结合物，酶催化底物

显色。从试验原理可看出，二步法有效地减少了过量复合物的

产生，大大降低了“ＨＯＯＫ效应”的发生率。从而避免一步法

因“ＨＯＯＫ效应”而漏检高值标本的现象发生
［６］。

本实验中雅培ｉ１０００ＳＲ化学发光分析仪的工作原理即为

典型的二步免疫测定法，检测结果也证明了在规避“ＨＯＯＫ效

应”上，二步法明显优于一步法［７］。

ＨＢｓＡｂ的“ＨＯＯＫ效应”在实际工作中不易察觉，特别是

用一步法试剂盒手工检测时，常被误认为阴性结果。这提示，

特别是对于注射乙肝疫苗后的就诊者，手工检测阴性时，可进

行“同步稀释法”复检，这是最简便、直接的方法［８９］，以排除是

否为“ＨＯＯＫ效应”造成的假阴性，建议进一步做化学发光法

进行定量。
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·检验技术与方法·

高效液相色谱法与琼脂糖电泳法检测β地中海

贫血携带者ＨｂＡ２结果的比较

巢　薇

（广西医科大学第四附属医院检验科，广西柳州５４５００５）

　　摘　要：目的　比较高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）与琼脂糖电泳法检测β地中海贫血携带者 ＨｂＡ２ 的结果，探讨二者筛查β地中

海贫血的灵敏性和可靠性。方法　产前筛查疑似β地中海贫血携带者１５４例，同时检测β地中海贫血基因、ＨｂＡ２。ＨｂＡ２ 分析

采用法国Ｓｅｂｉａ琼脂糖凝胶电泳系统和ＨＰＬＣ分析系统同时进行分析。β地中海贫血基因诊断采用反向点杂交法进行１７种常见

突变基因检测，以基因诊断结果作为金标准分别对 ＨＰＬＣ分析仪和琼脂糖电泳的 ＨｂＡ２ 结果进行评价分析。结果　在１５４份临

床样本中，基因诊断为阳性的样本为６５例；以 ＨｂＡ２＞３．５％作为诊断β地中海贫血携带者的最佳临界值，琼脂糖电泳共筛查出

５７例阳性，与基因诊断符合率为８７．６％；ＨＰＬＣ分析共筛查出６３例阳性，与基因诊断符合率为９６．９％；琼脂糖电泳与 ＨＰＬＣ分

析仪诊断β地中海贫血的灵敏性、特异性分别为８４．６％、９７．７％、９６．９％及９８．９％。ＨＰＬＣ分析仪阳性符合率、灵敏性明显高于

琼脂糖电泳，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而 ＨＰＬＣ特异性也稍高于琼脂糖电泳法，但比较无显著差异（犘＞０．０５）。结论　

ＨＰＬＣ筛查β地中海贫血与基因诊断有较高的符合率，是一种筛查β地中海贫血灵敏性、特异性和准确度都较高的理想方法。

关键词：琼脂糖凝胶电泳法；　高效液相色谱法；　比较

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０４９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２８９００２

　　地中海贫血是全世界许多国家都关注的重要出生缺陷，估

计全球约有３．４５亿人是地中海贫血基因的携带者。广西省中

国境内是地中海贫血发生率最高的省份，据统计广西省人群中

地中海贫血基因的携带率高达２４．０％。目前，基因检测是诊

断β地中海贫血的最可靠方法，但由于β地中海贫血诊断的实

验技术要求高、操作繁琐、价格昂贵且不易进行有效的质量控

制，不适合于大规模的人群筛查［１２］。经典全血细胞计数和血

红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）组分分析成为中国南方人群地中海

贫血筛查的一线技术。血液学表型筛查结果的准确与否会直

接影响地中海贫血基因携带者的检出及后续诊断［３］。而血红

蛋白的分离鉴定和定量分析在地中海贫血的筛查和诊断中发

挥了重要作用，尤其是 ＨｂＡ２ 和 ＨｂＦ等的定量分析
［４］。本研

究对目前应用较广泛的２种 Ｈｂ组分分析技术，即高效液相色

谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）与琼脂

糖电泳法检测ＨｂＡ２ 的结果进行比较，探讨其在筛查β地中海

贫血中的灵敏性和可靠性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１５４例研究对象来自本院２０１２年９月至

２０１３年３月产前筛查疑似β地中海贫血携带者［平均红细胞

体积（ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ，ＭＣＶ）＜８０ｆＬ、平均红细胞血
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红蛋白（ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＭＣＨ）＜２７Ｐｇ］，年龄

２１～４０岁。对所有研究对象同时进行 Ｈｂ组分分析和β地中

海贫血基因诊断。

１．２　方法

１．２．１　基因诊断　全血基因组提取试剂盒和β地中海贫血基

因诊断试剂盒均由深圳亚能生物有限公司提供。扩增仪为美

国ＡＢＩ７３００型。采用反向点杂交法检测中国人常见的１７个

位点β地中海贫血突变基因型（４１４２、ＩＶＳⅡ６５４、７１７２、１７、

２８、ＩＶＳ１１、ＩＶＳ１５、４３、３１、２７／２８、３２、２９、３０、１４１５、βＥ、

ＣＡＰ、ｉｎｔ）。

１．２．２　琼脂糖凝胶电泳　采用法国Ｓｅｂｉａ公司生产的 Ｈｙ

ｄｒａｓｙｓＬＣ电泳系统及配套 Ｈｙｒｙｓ扫描系统。吸取乙二胺四

乙酸 （ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）Ｋ２ 抗 凝 血

２００μＬ，制备好溶血液后点样电泳，将凝胶片于扫描系统进行

灰度扫描分析，通过配套软件计算出各个电泳区带的相对浓

度。

１．２．３　Ｈｂ的 ＨＰＬＣ分析　取ＥＤＴＡＫ２抗凝血２ｍＬ，无须

制备溶血液，直接上高效液相色谱仪（ＶＡＲＩＡＮＴⅡ，美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）分析，使用厂家配套的试剂，严格按照仪器说明书操

作，结果由 ＨＰＬＣ分析仪自动分析计算。

１．３　统计学处理　以基因诊断结果为金标准，根据 ＨｂＡ２ 检

测结果，采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，率比较采用χ
２

检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　基因检测结果　１５４例疑似样本中共检出６５例阳性，４１

４２、２８、７１７２、βＥ、６５４、１７Ｍβ地中海贫血突变基因型分别有

４５例、１例、３例、１例、２例、１３例。

２．２　２种方法检测阳性符合率的比较　以 ＨｂＡ２＞３．５％作为

诊断β地中海贫血携带者的最佳临界值，在６５例基因阳性样

本中琼脂糖电泳共筛查出５７例阳性，与基因诊断符合率为

８７．６％，ＨＰＬＣ分析仪共筛查出６４例阳性，与基因诊断符合率

为９８．５％；ＨＰＬＣ分析仪的阳性符合率明显高于琼脂糖电泳，

二者差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　两种检测方法筛查β地中海贫血的敏感性和特异性比较

　在８９例基因诊断阴性的样本中，琼脂糖电泳共筛查出２例

假阳性，ＨＰＬＣ分析仪共筛查出１例假阳性，琼脂糖电泳与

ＨＰＬＣ分析仪的灵敏性和特异性见表１。ＨＰＬＣ分析仪的灵

敏性明显高于琼脂糖电泳（犘＜０．０５），ＨＰＬＣ分析仪的特异性

也略高于琼脂糖电泳，但结果无显著性差异（犘＞０．０５）。

表１　　琼脂糖电泳与 ＨＰＬＣ灵敏性和特异性比较（％）

检测方法 阳性符合率 灵敏性 特异性

琼脂糖电泳 ８７．６ ８４．６ ９７．７

ＨＰＬＣ分析仪 ９８．５ ９６．９ ９８．９

３　讨　　论

β地中海贫血是中国南方常见单基因遗传病，β地中海贫

血杂合子个体婚配可能生育纯合子或双重杂合子重型β地中

海贫血患儿，给社会和家庭带来极大的经济和精神负担。β地

中海贫血主要表现为 ＨｂＡ２、ＨｂＦ增高
［５］。它是由于β珠蛋白

基因缺陷导致β珠蛋白链合成减少或缺如所引起的遗传性血

液病。由于 Ｈｂ中β链减少，使多余α链与δ链结合，导致

ＨｂＡ２ 增加，因此，ＨｂＡ２ 是一项用于检测β地中海贫血的特

征性指标。而 ＨｂＡ２ 定量准确与否，对诊断β地中海贫血至关

重要［６］。

琼脂糖凝胶电泳法是临床上最常用的一种 Ｈｂ分析技术，

其可在ｐＨ８．６条件下分离 ＨｂＡ、ＨｂＡ２，通过洗脱比色或区带

扫描分析可对各区带组分进行定量，临床上常规用于β地中海

贫血的筛查诊断。但使用琼脂糖凝胶电泳进行 Ｈｂ组分分析

时存在以下缺陷：（１）ＨｂＦ和 ＨｂＡ、ＨｂＨ与 ＨｂＢａｒｔ′ｓ的迁移

率非常接近，不易分开；（２）对低浓度的 Ｈｂ成分分析结果不准

确，如 ＨｂＡ、ＨｂＡ２、ＨｂＦ、ＨｂＨ和 ＨｂＢａｒｔ′ｓ，特别是对电泳区

带进行扫描定量分析时，结果的准确性和重复性较低。美国病

理学家协会对 Ｈｂ病的分析结果显示，区带扫描定量分析浓度

为２．４１％的 ＨｂＡ２ 的变异系数达３３．６％，而３．４７％的 ＨｂＡ２

的 ＨＰＬＣ法检测的变异系数为４．３％
［７］。

全自动 ＨＰＬＣ分析仪是近十几年发展起来的，２０１２年被

国际血液学标准公委员会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅＳｔａｎｄａｒｄ

ｏｆＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ＩＣＳＨ）和ＴＩＦ推荐的分离鉴定Ｈｂ变异体和定

量测定 ＨｂＡ２、ＨｂＦ的金标准方法。目前临床应用较为广泛的

已经美国仪器药品管理局完成验证的 ＢｉｏＶＡＲＩＡＮＴＴＭⅡ

Ｈｂ分析系统，它是一种用 ＨｂＡ２、ＨｂＦ、ＨｂＡ、ＨｂＳ和 ＨｂＣ定

量的全自动阳离子 ＨＰＬＣ分析仪；在无 ＨｂＳ、ＨｂＤ、ＨｂＥ和

ＨｂＧ等 Ｈｂ变异体存在的情况下，ＨＰＬＣ法还可准确测定

ＨｂＡ２，故非常适合β地中海贫血的筛查
［８］。

基因检测是诊断地贫的最可靠方法［９］。本研究显示，

ＨＰＬＣ分析仪与基因诊断的符合率为９６．９％，明显高于琼脂

糖电泳法（８７．６％），说明 ＨＰＬＣ分析仪筛查β地中海贫血的

准确性较高。ＨＰＬＣ分析仪检测Ａ２的灵敏性为９６．９％，也明

显高于琼脂糖电泳法（８４．６％）。在本研究中，有１例样本中，

琼脂糖电泳法检出Ａ２结果增高，而 ＨＰＬＣ分析仪检出 Ａ２结

果为正常，经基因诊断实属１例正常样本，说明 ＨＰＬＣ分析仪

的特异性较琼脂糖电泳法更高。

综上所述，ＨＰＬＣ筛查β地中海贫血与基因诊断有较高的

符合率，是一种筛查β地中海贫血灵敏性、特异性和准确性都

较高的理想方法。
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京：人民军医出版社，２０１１：６４６５．

［４］ 陈萍．血红蛋白定量分析技术的历史和发展［Ｊ］．中华检验医学杂

志，２０１２，３５（５）：３９９４０２．

［５］ 陈星，卢业成，初德强，等．全自动毛细管电泳与琼脂糖电泳检测

血红蛋白的比较［Ｊ］．广东医学，２００９，３０（５）：７７８７８０．

［６］ 谢建红，张永良，肖奇志，等．应用高效液相色谱法检测β地中海

贫血及异常血红蛋白［Ｊ］．广东医学，２０１１，３２（１１）：１４７３１４７６．

［７］ 刘贵建，孙士鹏．地中海贫血的实验诊断：项目和方法的选择及临

床应用评价［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１２，３５（５）：３８５３８６

［８］ 周玉球．地中海贫血表型筛查和基因诊断的现状及展望［Ｊ］．中华

检验医学杂志，２０１２，３５（５）：３９４３９６．

［９］ 赵振东，王洁，刘秀莲，等．海南省本土居民地中海贫血的筛查分

析［Ｊ］．海南医学，２０１２，２３（１６）：１２０１２１．
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