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高效液相色谱法检测血红蛋白ＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ的可行性分析

韦朔峰，严提珍

（柳州市妇幼幼保健院检验科，广西柳州５４５００１）

　　摘　要：目的　探讨应用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测血红蛋白ＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ（ＨｂＣＳ）的可行性。方法　回顾分析１３７２

例患者的地中海贫血筛查和基因诊断结果，以反向斑点杂交法（ＲＤＢ）为金标准，比对应用 ＨＰＬＣ法检测血红蛋白 ＨｂＣＳ的结果。

结果　ＨＰＬＣ法检测 ＨｂＣＳ的敏感性为９８．１％，特异性为９８．０％，阳性预测值为９７．３％，阴性预测值为９８．６％，诊断准确度为

９８．０％。结论　ＨＰＬＣ用于检测 ＨｂＣＳ具有简便、快速、准确性高等优点，可以用 ＨＰＬＣ法对 ＨｂＣＳ进行筛查。
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　　ＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ（ＨｂＣＳ）突变基因是在牙买加Ｃｏｎｓｔａｎｔ

Ｓｐｒｉｎｇ的一个中国人家庭里最早发现，因而得名。属于α２珠

蛋白基因终止密码子ＣＤ１４２（ＴＡＡ＞ＣＡＡ）突变，使正常终止

密码子消失直至下一个终止密码出现，导致产生延长了３１个

氨基酸的α２珠蛋白链（ＨｂＣＳ）
［１］。诊断 ＨｂＣＳ主要依靠反

向斑点杂交技术（ＲＤＢ）。ＨＰＬＣ作为国际地中海贫血协会推

荐使用的β地中海贫血常规筛查方法
［２］，主要用于β地中海贫

血的诊断，对于 ＨＰＬＣ用于诊断 ＨｂＣＳ，目前尚未见报道，本

研究通过５８６例用 ＨＰＬＣ法作地中海贫血筛查检出 ＨｂＣＳ

（７８６例地中海贫血筛查未检出 ＨｂＣＳ共１３７２例标本）与基

因法 ＨｂＣＳ的检测结果作对比分析，探讨采用 ＨＰＬＣ法检测

ＨｂＣＳ的可行性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５８６例ＨＰＬＣ法地中海贫血筛查检出ＨｂＣＳ

的标本为２０１１年１０月至２０１３年１１月在广西柳州市妇幼保

健院进行地中海贫血筛查并做α２基因ＣＳ位点突变检查的标

本，年龄１个月至５６岁，男２３４例，女３５２例。７８６例地中海贫

血筛查未检出 ＨｂＣＳ的标本为２０１３年１１月在广西柳州市妇

幼保健院进行地中海贫血筛查并做α２基因ＣＳ位点突变检查

的标本，年龄１个月至３３岁，男３５４例，女４３２例。

１．２　仪器与试剂　美国ＢｉｏＲａｄ公司生产的ＶＡＲＩＡＮＴⅡβ

地中海贫血检测系统及配套试剂、质控品，美国 ＡＢＴ 公司

９６００型基因扩增仪，江苏太仓科教器材厂 ＨＺ３００型水浴恒温

振荡器，α缺失型地中海贫血试剂为中山大学达安基因股份有

限公司生产，α突变型地中海贫血试剂为亚能生物技术（深圳）

有限公司生产，β地中海贫血ＰＣＲ试剂由深圳益生堂生物企

业有限公司生产，ＤＮＡ提取试剂为宁波中鼎生物技术公司生

产。深圳迈瑞公司生产的ＢＣ５３００型血细胞分析仪及配套试

剂、质控物及校准物。

１．３　方法　血细胞分析、地中海贫血筛查和地中海贫血基因

检测各抽取患者静脉血２ｍＬ，用ＥＤＴＡ抗凝。采用血细胞分

析仪进行血液学指标检测，采用 ＨＰＬＣ法进行地中海贫血筛

查，采用ｇａｐＰＣＲ法检测α基因ＳＥＡ、α３．７、α４．２三种中国

人常见缺失，采用反向斑点杂交法（ＲＤＢ）检测α２基因 ＣＳ、

ＱＳ、ＷＳ位点正常序列及突变，采用反向斑点杂交法（ＲＤＢ）检

测β基因４１４２、６５４、２８、７１７２、１７、βＥ、３１、２７／２８、ＩＶＳ１１、４３、

３２、２９、３０、１４１５、ＣＡＰ、Ｉｎｔ、ＩＶＳ１５位点正常序列及突变。

检测步骤及结果判断参照仪器和试剂说明书。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件对血液学数据进行统

计学分析，计数资料采用直接计数法计算，计量资料以狓±狊表

示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５。

２　结　　果

从本研究来看，ＨｂＣＳ的出峰时间为５．０４ｍｉｎ左右，含量

低时在色谱图上没显示有出峰时间，从色谱图中可以观察到

５．０４ｍｉｎ左右有一小突起，ＨｂＣＳ含量稍高时在色谱图上显

示有出峰时间，较容易鉴别，健康者的色谱图则没有上述情况。

５８６例 ＨＰＬＣ法提示检出 ＨｂＣＳ的标本，有４９０例不合并异

常血红蛋白峰，有９４例提示 ＨｂＣＳ复合其他异常血红蛋白

峰，其中 ＨｂＣＳ复合 ＨｂＢａｒｔ′ｓ１例、ＨｂＣＳ复合 ＨｂＪ１例、

ＨｂＣＳ复合 ＨｂＨ９２例；这５８６例标本基因检查共检出 Ｈｂ

ＣＳ５７０例，有１６例未检出 ＨｂＣＳ；７８６例 ＨＰＬＣ法作地中海

贫血筛查提示未检出 ＨｂＣＳ的标本有７７５例基因检查未检出

ＨｂＣＳ，有１１例检出 ＨｂＣＳ。ＨＰＬＣ法检测 ＨｂＣＳ的敏感性

为９８．１％，特异性为９８．０％，阳性预测值为９７．３％，阴性预测

值为９８．６％，诊断准确度为９８．０％，具体结果见表１。本次研

究共观察了１３７２例样本，有５６８例经基因诊断存在 ＨｂＣＳ，

其中有３３１例做了血常规的检测，我们将这３３１例有血液学指

标的样本分为３组，分别是αｃｓα／αα组、αｃｓα／α组和 ＨｂＨＣＳ

组，其中αｃｓα／αｃｓα，αｃｓα／αｗｓα归入α／αｃｓα组，ＳＥＡ／αｃｓα合并β地

中海贫血归入 ＨｂＨＣＳ组，见表２。

表１　　１３７２例标本的 ＨＰＬＣ法检测结果和基因检查结果

基因型

ＨＰＬＣ法检测结果（狀）

提示检出

ＨｂＣＳ

提示 ＨｂＣＳ

复合 ＨｂＢａｒｔ′ｓ

提示 ＨｂＣＳ复合

ＨｂＪ

提示 ＨｂＣＳ

复合 ＨｂＨ

提示未检出

ＨｂＣＳ

αｃｓα／αα ４０３ １ ８

αｃｓα／αｃｓα ８

α４．２／αｃｓα １９
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续表１　　１３７２例标本的 ＨＰＬＣ法检测结果和基因检查结果

基因型

ＨＰＬＣ法检测结果（狀）

提示检出

ＨｂＣＳ

提示 ＨｂＣＳ

复合 ＨｂＢａｒｔ′ｓ

提示 ＨｂＣＳ复合

ＨｂＪ

提示 ＨｂＣＳ

复合 ＨｂＨ

提示未检出

ＨｂＣＳ

α３．７／αｃｓα ３８

ＳＥＡ／αｃｓα ２ １ ９０

ＳＥＡ／αｃｓα合并β
４１４２／Ｎ １ １

ＳＥＡ／αｃｓα合并β
１７／Ｎ １ ２

ＳＥＡ／αｃｓα合并β
７１７２／Ｎ １

αｃｓα／αα复合β
４１４２／Ｎ １

αｃｓα／αα复合β
２８／Ｎ １

αｃｓα／αｗｓα ２ １

未检出ＣＳ突变 １６ ７７５

合计 ４９０ １ １ ９４ ７８６

表２　　不同 ＨｂＣＳ基因型的３组血液学参数资料比较

基因型组别 Ｈｂ ＭＣＶ ＭＣＨ ＨｂＡ２ 狀

αｃｓα／αα １２６．３３±１８．４４ ８２．９２±４．７６ ２６．８４±１．８０ ２．５４±０．１９ ２４２

αｃｓα／α １０３．４５±１８．６３ ７７．０８±４．８３ ２３．２９±１．９３ ２．１６±０．４０ ２９

ＨｂＨＣＳ ７８．２５±１４．４４ ６９．５９±１１．２８ １８．６７±２．６１ １．３６±０．８５ ６０

　　αｃｓα／αα组、αｃｓα／α组和 ＨｂＨＣＳ组３组间比较犘＜０．０５，即各组间的血液学指标差异是有统计学意义。

３　讨　　论

血红蛋白电泳是检测 ＨｂＣＳ的常用方法，但其操作较繁

琐，需对标本进行前处理等一系列操作，过程不易进行质控。

ＨＰＬＣ有配套的定标液和质控品，样本无需前处理，可用全血

标本直接上机，全自动检测，能最大限度消除人为误差，平均

６～７ｍｉｎ即可出结果，可单个标本上机检测，能满足快速诊断

的要求。本研究表明，以反向斑点杂交法（ＲＤＢ）作为参考方

法，ＨＰＬＣ 法检测 ＨｂＣＳ 的 敏 感 性 为９８．１％，特 异 性 为

９８．０％，阳性预测值为９７．３％，阴性预测值为９８．６％，诊断准

确度为９８．０％ ，除特异性与毛细管电泳法
［３］相近外，其余几项

指标 ＨＰＬＣ法均优于毛细管电泳法。

本研究显示 ＨＰＬＣ法 ＨｂＣＳ的出峰时间为５．０４ｍｉｎ左

右，属于ＣＷｉｎｄｏｗ，含量过少时在色谱图上没显示有出峰时

间，直接判断ＨｂＣＳ峰会有困难，这时需将４．５０～５．５０ｍｉｎ区

域的色谱图放大观看，如怀疑存在 ＨｂＣＳ峰，再用 Ａ４纸将色

谱图打印下来仔细辨别，如果不考虑成本，所有的色谱图都打

印下来辨别是最好的。要注意 ＨｂＣＳ与其他ＣＷｉｎｄｏｗ异常

血红蛋白（ＨｂＯＡｒａｂ、ＨｂＣ、ＨｂＧＳｉｒｉｒａｊ）的鉴别，其他 Ｃ

Ｗｉｎｄｏｗ异常血红蛋白含量明显高于 ＨｂＣＳ，从含量上不难

辨别。

本研究显示所有地中海贫血筛查提示 ＨｂＣＳ复合其他异

常血红蛋白峰的标本，均检出 ＨｂＣＳ。有文献［４］报道 ＨＰＬＣ

对 ＨｂＣＳ复合 ＨｂＨ病的诊断与分子生物学结果的一致率为

９９．７％，本研究结果也证实了这一点；但有４例基因检测证实

为ＣＳ型血红蛋白Ｈ病复合β地中海贫血的标本，用ＨＰＬＣ法

检测只提示ＣＳ型血红蛋白 Ｈ 病，没有检出复合β地中海贫

血，２例 ＨｂＣＳ复合β地中海贫血的标本，只检出β地中海贫

血，没有检出复合 ＨｂＣＳ，这种αβ复合型地中海贫血检测时只

表现出α或β地中海贫血的特征，文献［５６］曾有报道，这可能

由于α链和β链相对不平衡，较单纯α或β的杂合子有所减

轻，从而对其临床表现和实验室检查结果构成了一定程度的影

响，容易出现有病患的α或β地中海贫血基因漏诊的情况
［７］，

这一点应引起遗传咨询和产前工作者的高度重视。还有９例

ＨｂＣＳ杂合子漏诊，考虑可能由于 ＨｂＣＳ含量太低，从而影响

了敏感性；另有１６例通过基因检测确认为误诊的标本，有１２

例检出了其他位点的缺失或突变，误诊的原因可能是由于前１

份标本于ＣＷｉｎｄｏｗ成份的含量高所致的携带污染，也不排除

其他位点的缺失或突变与ＣＳ突变有相似的性质。

比较不同 ＨｂＣＳ基因型的３组血液学参数资料，发现

Ｈｂ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＨｂＡ２与随着基因缺陷的个数增多呈下降趋

势，与文献［８］报道的一致；αｃｓα／αα基因型组的血液学指标大

多在正常参考值范围或正常范围边缘，与文献［９］报道的一致，

如仅通过血液学参数筛查 ＨｂＣＳ型地中海贫血，将有大部分

ＨｂＣＳ杂合子被漏诊。综上所述，ＨＰＬＣ法检测 ＨｂＣＳ简便、

快速、准确，可以用于 ＨｂＣＳ筛查。
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·经验交流·

梅州地区不孕不育患者支原体检测分析

谢桂芬

（梅州市计划生育服务中心，广东梅州５１４０２１）

　　摘　要：目的　分析女性不孕患者白带支原体和男性不育患者精液支原体的感染及耐药性，及支原体培养的假阳性情况。方

法　对３１０例女性不孕患者白带和１２２例男性不育患者精液进行支原体培养与药敏试验，对白带和精液直接涂片革兰染色后进

行真菌镜检，并对解脲支原体阳性标本进行核酸检测。结果　４３２例检测标本检出支原体２２５例，感染率５２．０８％；白带标本支原

体感染率为６６．１３％，其中解脲支原体（ＵＵ）感染１６２例（５２．２６％），人型支原体（ＭＨ）感染１２例（３．８７％），合并感染３１例

（１０．００％）；精液标本支原体感染率为１６．３９％，其中解脲支原体感染１４例（１３．９３％）、人型支原体感染２例（１．６４％）、合并感染４

例（３．２８％），女性患者支原体感染率与男性患者相比，二者感染率差异有统计学意义（犘＜０．０５）；单纯 ＵＵ感染对抗菌药物敏感

率较高的是交沙霉素、阿齐霉素、克拉霉素、美满霉素和强力霉素；单纯 ＭＨ感染对交沙霉素、强力霉素全部敏感；Ｕｕ＋Ｍｈ合并

感染对强力霉素、美满霉素较为敏感；女性支原体感染阳性者的白带合并阴道念珠菌感染占１６．５８％，男性中未见合并感染；２１１

例ＵＵ阳性标本进行解脲支原体核酸检测，阳性率为９２．８９％。结论　支原体感染以 ＵＵ感染为主，ＵＵ与 ＭＨ的耐药性不同，

生殖道支原体感染的治疗可首选美满霉素或强力霉素，念珠菌感染有可能导致支原体培养的假阳性。

关键词：支原体；　抗药性，微生物；　念珠菌；　假阳性

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１３．０５８ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１３１７９３０３

　　生殖道支原体以解脲支原体（ｕｒｅａｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ，

ＵＵ）和人型支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｏｍｉｎｉｓ，ＭＨ）为主，是引起人

类非淋菌性尿道炎、宫颈炎、前列腺炎、不孕不育等疾病的主要

病原菌［１３］。在支原体检测中，单凭肉汤培养液颜色变化判断

有无支原体生长，容易受真菌干扰造成假阳性［４］。本实验室通

过对临床女性不孕患者白带和男性不育症患者精液支原体的

感染及耐药性分析，并探讨支原体检测的假阳性情况，为临床

正确诊断和治疗不孕不育患者支原体感染提供有益参考。现

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４３２例标本取自２０１１年６月至２０１３年６月

梅州市计划生育服务中心门诊患者，其中女性不孕患者白带标

本３１０例，男性不育患者精液标本１２２例，年龄２４～４８岁。

１．２　标本采集　女性：使用一次性无菌采样拭子取样（两管），

在取样前用棉球将宫颈口外区域的黏液抹去，将取样拭子插入

宫颈管内通过鳞柱状上皮交界处，旋转拭子１５～２０ｓ取出，不

要碰到阴道壁及宫颈外。男性：精液标本采集前须禁欲，通过

手淫法采集精液标本，置于无菌杯内送检。所有患者在采集标

本前均未用过抗菌药物或停用抗菌药物１周以上。

１．３　主要试剂与仪器　支原体培养及药敏培养基（珠海丽珠

试剂公司）；药敏试验用的抗菌药物为美满霉素（ＭＩＮ）、强力霉

素 （ＤＯＸ）、司巴沙星（ＳＰＡ）、罗红霉素（ＲＯＸ）、阿齐霉素

（ＡＺＩ）、交沙霉素（ＪＯＳ）、克拉霉素（ＣＬＡ）、氧氟沙星（ＯＸＹ）和

左氧氟沙星（ＬＥＶ）；革兰染色液，根据全国临床检验操作规

程［５］自行配制；一次性使用无菌采样拭子（浙江拱北医用塑料

厂）；解脲支原体核酸检测试剂盒（中山大学达安基因股份有限

公司）；生物培养箱（广东省医疗器械厂）；ＯＬＹＭＰＵＳＣＨＫ显

微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；７５００荧光 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ

公司）。

１．４　支原体培养及药敏试验　取出培养板条及培养液，用吸

枪于空白孔加入培养液１００μＬ，在每孔（空白除外）加入含标

本的培养液１００μＬ。在每孔加入矿物油２滴 。加盖放入培

养箱，３５～３７℃培养２４～４８ｈ、２４ｈ和４８ｈ分别观察结果。结

果判读解释：同时设置阴阳性对照，培养基由黄色变为红色者

为阳性；相应的药敏孔由黄色变为红色提示耐药，变为橙色提

示中介，仍为黄色提示敏感。

１．５　涂片染色镜检　白带和精液涂片直接进行革兰染色后镜

检查找念珠菌。

１．６　解脲支原体核酸检测　用裂解法进行ＤＮＡ提取，向反

应管中加入ＰＣＲ反应液４０μＬ、Ｔａｑ酶３μＬ和ＤＮＡ２μＬ。将

ＰＣＲ反应管放入荧光ＰＣＲ仪内，进行核酸扩增ＰＣＲ循环条件

设置：９３℃，２ｍｉｎ；９３℃，４５ｓ；５５℃，１ｍｉｎ，１０个循环；９３℃，

３０ｓ；５５℃，４５ｓ；３０个循环（５５℃时收集荧光）。荧光设定：报

告基团设定ＦＡＭ，淬灭基团设定ＴＡＭＲＡ。

１．７　统计学处理　药敏数据分析采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件和

应用ＳＰＳＳ１９．０软件，用χ
２ 检验进行显著性分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　支原体检出的构成及分布　共４３２例检测标本，检出支

原体２２５例，感染率为５２．０８％，其中解脲支原体（ＵＵ）感染

１７６例，人型支原体（ＭＨ）感染１４例，Ｕｕ＋Ｍｈ合并感染３５

例。男女患者支原体感染情况见表１。从表１可以看出，女性

患者支原体感染率为６６．１３％（２０５／３１０），男性患者支原体感

染率为１６．３９％（２０／１２２），经完全随机χ
２ 检测，显示二者检出

率差异有统计学意义（犘＜０．０５）。单纯ＵＵ感染、单纯 ＭＨ感

染和Ｕｕ＋Ｍｈ混合感染三者的感染率相比，也有明显的差异，
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