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珠蛋白生成障碍性贫血是中国南方危害最大的遗传病之

一#发病率全球第
#

'

-

珠蛋白生成障碍性贫血是由于位于
!%

号染色体上的
-

珠蛋白基因缺失或突变使
-

珠蛋白合成受抑

制#造成
-

链减少#过剩的
#

链在红细胞内沉积#使红细胞变形

性降低#红细胞破坏增多'

#

珠蛋白生成障碍性贫血是由于位

于
!!

号染色体上的
#

珠蛋白基因突变导致
#

珠蛋白合成受抑

制#过剩的
-

链在红细胞内沉积导致红细胞过度被破坏'

本研究显示莆田市
-

珠蛋白生成障碍性贫血基因构成前

#

位是
++E/*

+

+

-

#$H

+

+

-

C$"

#这与我国广东+广西+四川+重庆等

地报道一致)

!+C

*

'莆田市
#

珠蛋白生成障碍性贫血基因构成前

#

位分别是
UWE+

'

+%FC

"

7

+

4)C!+C"

"

7

和
4)!H

"

7

'国内其他

地区
#

珠蛋白生成障碍性贫血的主要
#

种基因型也相同#但是

在排序上有不同#体现出
#

珠蛋白生成障碍性贫血较
-

珠蛋白

生成障碍性贫血有更明显的地区差异性和遗传异质性'同时

发现在福建省内#

UWE+

'

+%FC

"

7

是最主要的
#

珠蛋白生成障

碍性贫血基因型)

F+H
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'

本次研究发现在疑似携带者中珠蛋白生成障碍性贫血的

检出率为
CH$"Y

#很大比例的疑似携带者珠蛋白生成障碍性

贫血基因检测为阴性'原因有!$

!

&是本次珠蛋白生成障碍性

贫血筛查主要手段为血常规检测#判断筛查阳性的标准为血红

蛋白$
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A

#红细胞平均血红蛋白量$

(4@

&

$
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0?

#

红细胞平均体积$

(4W

&

$

B&PA

'符合这种血常规结果的疾

病不只有珠蛋白生成障碍性贫血#还有缺铁性贫血+铁粒幼细

胞贫血+慢性病贫血等'$

"

&是检测范围有限#只能检测已知基

因型#少见或未知基因型不能检出'

DJ>9LMJ<1

等)

B

*用基因测

序技术在伊朗发现
C"

种
#

珠蛋白生成障碍性贫血基因型#远

高于本研究采用方法所能检测的
!F

种基因型'基因测序技术

能检测更多的珠蛋白生成障碍性贫血基因型#但是实验要求条

件高#检测费用高#目前还难以在临床广泛使用'

本次研究病例中#进行珠蛋白生成障碍性贫血基因检测的

人群主要是育龄妇女和儿童#成年男性和老年男女性较少'由

此可见#经过多年在妇幼保健系统中的推广及经验交流#妇产

科医生和儿科医生对血常规存在异常的病例警惕性较高'由

于没有莆田市珠蛋白生成障碍性贫血方面的流行病学调查数

据支持#其他普通专科医生的珠蛋白生成障碍性贫血防治观念

淡漠'珠蛋白生成障碍性贫血预防相关知识急需进一步普及

和推广#以减少珠蛋白生成障碍性贫血的漏诊'
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!临床研究!

骨髓细胞髓过氧化物酶染色质控体系的建立

蒋朝晖!邱先艳!余红岚#

"贵阳市第一人民医院检验科
!

FF&&&"

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨自制乙二胺四乙酸二钾"

/)3*+̀

"

$抗凝正常外周静脉血片作为骨髓细胞髓过氧化物酶"

(2\

$染色阳性

对照的可能性!初步建立
(2\

染色的质控体系&方法
!

选取
/)3*

抗凝的正常外周静脉血制成
"&&

张血片!分为不固定组和固

定组"

'FY

乙醇固定$!每隔
!FM

各组取
!&

张血片进行
(2\

染色!观察其阳性率和积分变化&结果
!

血片中
(2\

酶活性随着时

间推移而减弱!经
'FY

乙醇固定后!其阳性率能维持
'&M

左右#而
(2\

阳性积分一直随时间推移而减低!且固定组与不固定组

差异无统计学意义"

F

'

&$&F

$&结论
!

可选用自制
/)3*+̀

"

抗凝正常外周静脉血片经
'FY

乙醇固定后作为
(2\

染色的阳性

对照!其有效期约为
'&M

&

关键词"骨髓细胞#

!

髓过氧化物酶染色#

!

外周静脉血#

!

阳性对照#

!

质控体系

!"#

!

!&$#'%'
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文献标识码"
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文章编号"
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目前临床主要依靠骨髓细胞形态学$

(

&+细胞免疫学$

U

&+

细胞遗传学$

4

&和分子生物学$

(

&联合方法$

(U4(

分型&对

白血病进行诊断和分型)

!

*

'但部分基层医院受到设备及技术

水平的限制#对于白血病的初步诊断还主要依靠形态学'由于

(
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国际检验医学杂志
"&!%

年
B

月第
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卷第
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期
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白血病细胞的异质性和多态性#加上阅片人员的经验及水平差

异#形态学判断符合率较低$

%CY

"

HHY

&#但结合细胞化学染

色后#其符合率能提高至
B%Y

左右)

"+#

*

'常规或电镜下的骨髓

细胞髓过氧化物酶$

(2\

&染色对辅助判断急性白血病形态学

具有重要价值#能初步区分髓系与非髓系)

C+F

*

'但在一些特殊

病例中#比如
(2\

缺失患者)

%

*

#或者个别急性淋巴细胞白血

症患者骨髓中原幼淋巴细胞异常增生会抑制其他系统发育#有

时会很难见到成熟的粒细胞#即所谓的染色/内对照0很难找

到#此时很难判断是真的阴性结果还是试剂失效或操作失误#

因此引入质控物尤其是阳性对照对结果判读至关重要'由于

(2\

染色实验过程受到试剂有效期+环境温度+细胞数量及孵

育时间等因素影响#主观性强#很难实现标准化'现有报道多

集中在
(2\

与疾病的相关性#而对于
(2\

染色实验本身质

量控制的报道少见#本研究拟利用自制抗凝外周血片作为阳性

对照#摸索其保存时间及保存条件#探讨其作为
(2\

染色阳

性对照的可行性#初步建立
(2\

染色的质控体系'

A

!

材料与方法

A$A

!

材料
!

所有标本均来源于贵阳市第一人民医院门诊患

者%主要试剂!

(2\

染色试剂$联苯胺法#珠海贝索生物技术有

限公司&'

A$B

!

方法

A$B$A

!

选取合适的静脉血制成血片
!

选取的阳性对照血片细

胞组成!白细胞
'$"]!&

'

"

A

#中性粒细胞占
%&Y

+淋巴细胞占

#CY

+单核细胞占
FY

+嗜酸性粒细胞占
!Y

'制成血片
"&&

张#取一半用
'FY

乙醇固定#即分为固定组与不固定组'

A$B$B

!

(2\

染色
!

染色步骤严格按照试剂说明书进行!涂片

干燥后#滴加联苯胺液数滴$覆盖血膜&#再滴加
@

"

\

"

数滴$两

者比例
!b!

&#室温孵育
F

"

!&61=

#蒸馏水冲洗
"61=

%甩干#

瑞姬氏染液与磷酸盐缓冲液
!b"

混合染色
#

"

F61=

#流水冲

洗#干后镜检'阳性反应呈棕黄色+蓝色至黑色颗粒'为了更

准确反映其阳性程度#笔者参照中性粒细胞碱性磷酸酶染色积

分判读标准对
(2\

阳性细胞进行积分!$

_

&

&

分#细胞质中无

阳性染色颗粒%$

f

&

!

分#细胞质中含少量棕黄色颗粒%$

ff

&

"

分#细胞质中含中等量棕黄色颗粒+蓝色或黑色颗粒%$

ff

f

&

#

分#细胞质中含较多棕黄色+蓝色或黑色颗粒%$

fff

f

&

C

分#细胞质中或整个细胞覆盖黑色颗粒'根据以上判读

标准#计数
!&&

个白细胞#记录其阳性率及积分'

A$B$C

!

摸索血片的保存条件
!

将制成的血涂片在相对稳定的

环境$室温
"&[

#相对湿度
C&Y

&中遮光保存#每隔
!FM

各组

取
!&

张血片进行
(2\

染色#比较其
(2\

阳性率和积分的

变化'

A$C

!

统计学处理
!

统计及图表制作使用
/N.9>"&&H

软件完

成'

(2\

阳性率及积分采用
Jc@

表示#组间多重比较采用

AE)+;

检验#以
F

$

&$&F

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B$A

!

固定组及不固定组外周血
(2\

染色阳性率受时间影响

情况
!

不固定组
(2\

酶活性能维持
%&M

左右#

%&M

后阳性率

逐渐下降$

F

$

&$&F

&%而经
'FY

乙醇固定后#其酶活性能维持

更长时间达
'&M

左右'见图
!

'

B$B

!

固定组及不固定组外周血
(2\

染色阳性积分受时间影

响情况
!

固定组与不固定组
(2\

阳性积分随时间逐渐减低

$

F

$

&$&F

&#不固定组与固定组差异无统计学意义$

F

'

&$&F

&'

见图
"

'

图
!

!!

固定组与不固定组
(2\

阳性率比较

图
"

!!

固定组与不固定组
(2\

阳性积分比较

C

!

讨
!!

论

!!

(2\

是人体中中性粒细胞内含量最多的一种蛋白质#该

酶是粒细胞进入循环之前在骨髓内合成并存在于嗜天青颗粒

中的一种血红素蛋白酶#主要存在于中性粒细胞+单核细胞和

某些巨噬细胞中)

H+'

*

'

(2\

阴阳性或者其阳性强度对白血病

的鉴别诊断具有重要价值#朱等)

"

*报道
(2\

的阳性指数强

弱顺序为
(#

'

("K

'

("J

'

(%

'

(C

'

(!

'

(F

'

*AA

'但

目前
(2\

染色均由人工完成#联苯胺工作液有效期很短需要

现配#阳性率会受到试剂有效期的影响%而阳性强度又与细胞

数量+染色时间及环境温度息息相关%结果判读主观性强'因

此#如果没有质控体系#很难保证
(2\

染色结果的精密度和

准确性'

由于关于
(2\

染色实验本身质量控制的报道少见#本研

究首次摸索了自制抗凝外周血片#探讨其作为
(2\

染色阳性

对照的可行性#初步建立
(2\

染色的质控体系'本研究对阳

性对照血片的保存条件和有效期进行了实验验证'实验发现!

已知细胞组成的外周血$同时存在较多的中性粒细胞和淋巴细

胞&在
"&[

+

C&Y

湿度左右的环境中遮光保存#

(2\

酶活性随

着时间推移而减弱#经
'FY

乙醇固定后#其阳性率能维持
'&M

左右%而
(2\

阳性积分一直随时间推移而减低#且固定组与

不固定组没有明显差异'在随后的工作中#将该质控品应用于

标本检测#使用方便#也不存在试剂浪费#较好地起到了质控

作用'

综上所述#批量制作已知细胞成分的外周血片#经
'FY

乙

醇固定后#可作为
(2\

染色的阳性对照#其效期约为
'&M

'

今后的研究将集中在选择合适的固定剂或改变保存条件$低

温&能否延长其效期%另外#由于中性粒细胞碱性磷酸酶+特异

性酯酶同样存在于中性粒细胞中#同一份阳性对照能否同时应

用于其他化学染色的实验中都有待实验验证'
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