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摘
!

要"目的
!

探讨
$

种血红蛋白电泳液改良制备方法的运用&方法
!

对一批
SO98

抗凝全血标本先用加样器吸取血液中

沉降的红细胞!滴入到生理盐水中!借助吸液嘴从液面自上至下反复冲打!使红细胞均匀地悬浮在液体当中!上机离心!使红细胞

充分沉淀在底部!倾倒出离心后的上清液!以去除血浆及杂质!留余量的红细胞!加蒸馏水或溶血素!溶解红细胞!双手端起试管架

利用手腕轻轻前后摇动数次至溶血液澄清透明&结果
!

该文方法与传统方法作比较!将二者结果再与国际地贫协会推荐的方法

高效液湘色谱法"

!"Q)

%测得的结果比较!

/

种初筛方法再与地贫基因确认方法比较结果符合性!从而可以客观地评价试验的可

靠性&结论
!

该方法
\U"

操作所泳电泳图效果一致'省时省力'节省试剂成本'而且整个制备血红蛋白液的过程中不需接触任何

化学试剂!不会对环境有污染!减小了有毒试剂对人体的伤害&

关键词"血红蛋白液#

!

制备方法#

!

有毒化学品
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血液的主要蛋白成分是血红蛋白#是血红细胞中的最主要

蛋白成分#而在红细胞中含有微量的超氧化物歧化酶$

\UO

&#

碳酸酐酶'糖酵解酶系等)

$

*

(在血液部分则含有
%''

多种功能

不同的蛋白组分)

%

*

#因此#血红蛋白制备的第一步即要将红细

胞与其他组分进行分离$即分浆处理&#最后通过溶解洗涤红细

胞以获得所需的血红蛋白液(目前#常用的血红蛋白电泳液的

制备方法主要有四氯化碳溶血法'氯仿溶血法'皂素氰化钾溶

血法#现报道如下(

B

!

材料与方法

B&B

!

样本来源
!

实验组
%''

例来自当天送来本中心做地贫电

泳初筛和基因诊断的孕前'产前'婚检及体检的样本(

B&C

!

方法

B&C&B

!

血红蛋白分析
!

美国
!@H@6>

全自动快速电泳系统

$

\"*WS/'''

&配套试剂电泳法#

SO987a

%

抗凝血
%<Q

#采用

美国
!@H@6>

公司全自动快速电泳系统$

\"*WS

&#于
=

!,&2

琼

脂糖凝胶电泳#在碱性条件下琼脂凝胶#由于各种
!D

具有不

同的等电点#可分离出各种
!D

区带#进行定性或定量检测各

种
!D

区带(

B&C&C

!

血常规分析
!

贝克曼
)Ù Q9SM

全自动血球分析仪

配套试剂仪器法#对样本进行有关红细胞参数的分析(

B&C&D

!

弱阳离子交换色谱法
L7!"Q)

!

美国
"M*R \̀

)Q)/,-\

K

5A@<7!"Q)

'

%&(<Q

全血加入含
'&/<QSO987

a

%

试管或柠檬酸盐缓冲液中#样本直接上机或稀释后上机均

可同时进行(使用
"?4<E5)Q)/,-

机型及
"?4<E5

公司地贫

试剂盒#在该系统检测中有
/

套程序供选用!
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&或
jE4;G?@FH@c

$先作
b

E4;G

+
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#若有不正常的则自动
?@FH@c

作
!4

J

B?@5:HEA4:6

&(原始数

据自动储存并同时打印色谱报告(实验操作完全按照仪器使

用说明(

B&C&E

!

红细胞渗透脆性试验
!

严格按照试剂说明书进行操

作#正常值为溶血百分率大于
2'0

#如果小于
2'0

可判定为脆

性阳性(

B&C&P

!

9!>H

基因检测
!

V8"7")M

检测
/

种常见的缺失型
(

7

9B>H

基因$

77

\S8

'

7>

/&(与
7>

1&%

&#试剂由亚能公司提供#采用
")M

结合反向点杂交法检测
*

7

珠蛋白基因
$(

个位点的
$,

种突变#

试剂由深圳益生堂生物公司提供(

B&D

!

判断标准
!

根据.血液病诊断及疗效标准/

)

/

*电泳法结果

诊断
>7

地中海贫血时
!D8%

临界值为小于或等于
%&20

#诊断

*

7

地中海贫血时
!D8%

临界值为大于或等于
/&,0

#

L!"Q)

结果诊断前者为小于或等于
$&.0

#后者为大于或等于
/&'0

$

L!"Q)

参考值为本室自建中国正常成人参考范围&#以基因

检测为金标准(

B&E

!

统计学处理
!

PR9PWd$'&/1

计数资料#多个样本率的比

较运用
Mh)

表进行
'

% 检验(

C

!

结
!!

果

C&B

!

四氯化碳溶血法
!

将
SO98

抗凝全血除去血浆#用生理

盐水洗去细胞外的杂质#加入蒸馏水溶血#用四氯化碳$

8M

&溶

解#提取脂溶性物质#沉淀细胞膜及基质蛋白#经离心后#上层

为澄清透明的血红蛋白液#其具体操作步骤是!新鲜抗凝静脉

血离心除去血浆(用生理盐水洗涤红细胞
/

$

1

次#每次盐水

与红细胞之比少于
,g$

(最后一次以
/'''

$

1'''?

"

<46

#快

速离心
%'<46

#尽量吸去生理盐水#按压积红细胞之体积加入

等体积的蒸馏水和
'&-

体积的四氯化碳#剧烈震荡
/<46

#使彻

底溶血#用
1'''?

"

<46

离心
%'<46

#吸出上层血红蛋白溶液#

待用(该方法法制成的
!D

液清晰'稳定#膜蛋白及四氯化碳

在试管底部#容易分离#但毒性较大#花费时间较长(

C&C

!

氯仿溶血法
!

该方法操作同四氯化碳溶血法#只是在萃

取血红蛋白液时加入两种不同的有机溶剂#即!加四氯化碳和

氯仿(该方法制成的
!Y

液与四氯化碳法的基本一致#且毒性

较小#但能沉淀
`!D

#故不适于
`!D

检查(

C&D

!

皂素氰化钾溶血法
!

对全血标本做洗涤压缩细胞和溶血

的准备#离心
$'<46

#从血浆中分离出细胞#去除血浆#重新悬

浮在
-

$

$'

倍体积的生理盐水溶液$

'&,-0+>)H

&中离心去除

悬浮液洗涤压缩细胞
/

次#洗涤标本后#准备样本混合#

$'

&

Q

标本和
$''

&

Q

溶血液#用力振动
$-5

(该方法由于含有氰化

物#会对环境有污染(

C&E

!

其他方法
!

中国卫生部制定的.全国临床检验操作规程/

$第
/

版&提到的方法#血红蛋白溶液的制备#取新鲜抗凝血液#

离心后去血浆#用生理盐水洗涤红细胞
/

$

1

次#最后一次应尽

量移去盐水部分#再加相当于红细胞压积
%

$

/

倍的蒸馏水#加

$

体积四氯化碳或氯仿#猛烈振摇
-

$

2<46

#静置片刻#高速离

心#将上层
!D

溶液分离出来备用(

/'''?

"

<46

离心
-<46

#

吸出上层清亮的血红蛋白液(

C&P

!

改良前操作步骤
!

现有技术在制备过程中#漩涡器每次

混匀只能一只手拿
$

$

%

支#每次双手最多能处理
1

支样本#且

用力充分混匀#标本量大时#耗时太多#混匀时间要求每支溶液

保证在
$-5

以上较佳#在此过程中试管底部与设备表面接触

所散出的热量相对较高#促使四氯化碳气体挥发更快#操作人

员吸入也就相应增加(样本离心
$'<46

的时间#每个标本要

洗
/

次#$在离心过程需要循环放进与取出样本#离心的次数越

多#耗时也就越多&#完成整个制备过程耗时非常长的时间(

C&R

!

改良后操作步骤
!

本文方法的目的是克服上述技术上的

障碍#提供一种毒性小且能快速制备血红蛋白电泳液的方法#

现将本文方法介绍如下!$

$

&用吸管吸取血液中沉降的红细胞

$/-

&

Q

#滴入到
(<Q

浓度为
'&.0+>)H

的生理盐水中#借助

吸嘴从液面自上至下反复冲打
/

$

-

次#洗去杂质#使清洁的红

细胞均匀地悬浮在液体当中($

%

&上机
/-''?

"

<46

转速下离

心
-<46

#使红细胞充分沉淀在底部#倾倒出离心后的上清液#

以去除血浆及杂质#留余量的红细胞($

/

&加蒸馏水
/%'

&

Q

#

溶解红细胞#双手端起试管架利用手腕轻轻前后摇动数次至溶

血液澄清透明即可($

1

&为了获得更好效果#可以再次上机

/-''?

"

<46

转速下离心
-<46

($

-

&制备好的血红蛋白电泳

液#根据带电粒子在电场中作定向运动#可将可溶性被测物的

各个蛋白质进行分离#然后对分离后的凝胶进行染色扫描分

析#采用琼脂糖凝胶电泳法#用于筛查地中海贫血和血红蛋白

病(根据电泳结果作出判断#如果显示
1

条血红蛋白区带#从

阳极端依次为
!Y8

#

!YW

#

!Y8%

#

)S

#则属于正常#除上述出

现的区带外#其他区带均属异常区带#目前国内已发现的最常

见和重要的异常
!D

以
!D8

为标志#在
"!,&-9SY

不连续电

泳中大致分为
2

组#包括快速异常血红蛋白
!

组和
P

组'慢速

异常血红蛋白
V

组'

O

组'

S

组(此改良方法均可检出且效果

较其他方法清晰(需要说明!无论哪种方法对于陈旧血红蛋白

区带分散#效果差#不稳定血红蛋白易发生沉淀#所以#制作血

红蛋白液采用新鲜血液是最理想的(本文方法制备的
!D

液

电泳图见图
$

($

2

&将传统方法与本专利方法作比较#将二者

结果再与国际地贫协会推荐的方法
!"Q)

测得的结果比较#

/

种初筛方法再与地贫基因确认方法比较结果符合性#从而可以

客观地评价试验的可靠性(目前#国内外已较普遍应用

R)#

)

1

*和红细胞渗透脆性试验)

-

*低于正常值来初筛地贫携带

者(地贫携带者的筛查方法有很多)

2

*

#表
$

为所取样本的辅助

诊断检测#表
%

为电泳所测数据$见.国际检验医学杂志/网站

主页,论文附件-&(

表
$

!!

部分样本红细胞参数及红细胞渗透脆性实验

编号 性别 年龄
UW9

$
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&
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J
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&
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$
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部分样本红细胞参数及红细胞渗透脆性实验
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与现有技术相比#本文方法的有益效果是本文方法省掉了

溶血素和四氯化碳两种有毒化学试剂接触#减少了加溶血素后

等待红细胞溶解缓慢的时间#省掉了前后两次漩涡充分混匀时

间#整个制备血红蛋白液的过程中不需接触任何化学试剂#不

会对环境有污染(离心过程最多只需
-<46

#检测临床标本效

率高(制备过程中#一只手一次性可以握
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只需
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方法所测结果与地贫基因
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