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  摘 要:目的 分析河源市新生儿α-珠蛋白生成障碍性贫血筛查结果,探索该地区新生儿α-珠蛋白生成障

碍性贫血基因型分布特征。方法 采用毛细管电泳检测160
 

370例新生儿干血斑标本 Hb
 

Bart's水平;召回筛

查阳性新生儿,检测珠蛋白生成障碍性贫血基因;随机同时检测202例标本的 Hb
 

Bart's水平与珠蛋白生成障

碍性贫血基因。结果 筛查阳性标本16
 

804例,阳性率为10.48%。召回1
 

348例新生儿行珠蛋白生成障碍性

贫血基因诊断,确诊α-珠蛋白生成障碍性贫血1
 

271例,诊断符合率为94.29%;1
 

271例α-珠蛋白生成障碍性

贫血中,静止型、标准型、中间型及α合并β-珠蛋白生 成 障 碍 性 贫 血 的 占 比 分 别 为27.93%(355/1
 

271)、
67.82%(862/1

 

271)、2.05%(26/1
 

271)、2.20%(28/1
 

271);202例标本的Hb
 

Bart's水平检测与珠蛋白生成障

碍性贫血基因诊断阳性符合率为91.89%,阴性符合率为99.39%,总符合率为98.02%。结论 干血斑毛细管

电泳筛查新生儿α-珠蛋白生成障碍性贫血准确性高,可早期发现与诊断α-珠蛋白生成障碍性贫血。
关键词:毛细管电泳; 新生儿; α-珠蛋白生成障碍性贫血; 血红蛋白Bart's; 基因诊断

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2021.01.018 中图法分类号:R556.5
文章编号:1673-4130(2021)01-0078-05 文献标志码:A

Screening
 

and
 

genotype
 

analysis
 

of
 

neonatal
 

α-thalassemia
 

in
 

Heyuan
 

city*

LIU
 

Yunhua,LIU
 

Xiaoyan,ZHANG
 

Min,LI
 

Dengfeng,ZENG
 

Qinglin
Department

 

of
 

Medical
 

Genetic
 

Laboratory,Heyuan
 

Maternal
 

and
 

Child
 

Health
 

Care
 

Hospital,
Heyuan,Guangdong

 

517000,China
Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

screening
 

results
 

of
 

neonatal
 

α-thalassemia
 

in
 

Heyuan
 

city,and
 

ex-
plore

 

the
 

distribution
 

characteristics
 

of
 

genotypes
 

of
 

neonatal
 

α-thalassemia
 

in
 

this
 

region.Methods The
 

lev-
els

 

of
 

Hb
 

Bart's
 

in
 

160
 

370
 

cases
 

of
 

neonatal
 

dry
 

blood
 

spot
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

capillary
 

electrophore-
sis;the

 

thalassemia
 

gene
 

was
 

detected
 

in
 

the
 

recall
 

and
 

screening
 

positive
 

newborns;the
 

Hb
 

Bart's
 

level
 

and
 

thalassemia
 

gene
 

in
 

202
 

samples
 

were
 

detected
 

at
 

random.Results A
 

total
 

of
 

16
 

804
 

positive
 

samples
 

were
 

screened
 

and
 

the
 

positive
 

rate
 

was
 

10.48%.A
 

total
 

of
 

1
 

348
 

newborns
 

were
 

recalled
 

for
 

gene
 

diagnosis
 

of
 

thalassemia,and
 

1
 

271
 

cases
 

of
 

α-thalassemia
 

were
 

confirmed,the
 

diagnostic
 

coincidence
 

rate
 

was
 

94.29%;
among

 

1
 

271
 

cases
 

of
 

α-thalassemia,the
 

proportions
 

of
 

static,standard,intermediate
 

and
 

α
 

combined
 

with
 

β-
thalassemia

 

were
 

27.93%(355/1
 

271)
 

and
 

67.82%(862/1
 

271),2.05%(26/1
 

271),2.20%(28/1
 

271)
 

respec-
tively;the

 

positive,negative
 

and
 

total
 

coincidence
 

rates
 

of
 

Hb
 

Bart's
 

and
 

thalassemia
 

gene
 

diagnosis
 

in
 

202
 

specimens
 

were
 

91.89%,99.39%
 

and
 

98.02%
 

respectively.Conclusion The
 

accuracy
 

of
 

dry
 

blood
 

spot
 

cap-
illary

 

electrophoresis
 

in
 

screening
 

neonatal
 

α-thalassemia
 

is
 

high,which
 

can
 

be
 

used
 

for
 

early
 

detection
 

and
 

di-
agnosis

 

of
 

α-thalassemia.
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  珠蛋白生成障碍性贫血是由一种或多种珠蛋白

肽链合成受阻或抑制,导致血红蛋白(Hb)组分异常,
从而引起的溶血性贫血,是一种遗传性溶血性疾

病[1]。依肽链合成缺陷的差异,把珠蛋白生成障碍性

贫血分为α、β、γ及δ
 

4种类型,α与β是主要的2种类

型。不同国家发病率大约在1%~10%,在地中海地

区的某些国家发病率高达10%[2]。我国长江以南大

部分地区,尤其是广东、广西及海南地区是α-珠蛋白

生成障碍性贫血的高发区[3]。依临床症状的差异将

α-珠蛋白生成障碍性贫血划分为重、中、轻及静止4种
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类型。中重度α-珠蛋白生成障碍性贫血婴儿的出生

给家庭和社会带来了沉重的负担。由于此类疾病无

有效的治疗方法,产前筛查与诊断是有效阻止此类重

型疾病胎儿出生的有效手段[4],故开展α-珠蛋白生成

障碍性贫血普遍筛查对预防出生缺陷有较好的临床

价值。检测新生儿期Hb
 

Bart's水平可作为α-珠蛋白

生 成 障 碍 性 贫 血 筛 查 和 临 床 早 期 诊 断 的 敏 感 指

标[5-6]。2015年3月起,河源市新生儿疾病筛查中心

开始筛查新生儿珠蛋白生成障碍性贫血。为分析河

源市新生儿α-珠蛋白生成障碍性贫血筛查结果与 Hb
 

Bart's筛查α-珠蛋白生成障碍性贫血的临床价值,探
索本地区新生儿α-珠蛋白生成障碍性贫血基因型分

布特征,本研究对2015年3月至2019年10月的新生

儿α-珠蛋白生成障碍性贫血的筛查结果与基因型分

布特征进行分析,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 筛查标本为2015年3月至2019年

10月来自河源市五县二区的新生儿足跟血干血斑,共
160

 

370例,其中男84
 

983例,女74
 

293例,性别未知

1
 

094例。202例随机对照标本为来自全市五县二区

的新生儿足跟血干血斑,新生儿中男119例,女83
例;筛查与基因诊断均分两批次与常规标本一起进行

试验。在知情同意条件下,严格遵循采血流程,于分

娩后72~168
 

h采集新生儿足跟血3~4滴,将黄豆般

大小的血滴在不接触皮肤情况下慢慢渗过滤纸片;标
本要求直径≥8

 

mm,避免在紫外线或太阳照射的条

件下晾干3~4
 

h后,密封保存于4
 

℃冰箱。标本用快

递寄送至本中心,收到标本后5个工作日内采用全自

动毛细管电泳仪进行筛查,及时召回初筛阳性个体检

测珠蛋白生成障碍性贫血基因。
1.2 仪器与试剂 全自动毛细管电泳仪Capillarys2
与进口配套Hb电泳试剂盒(含溶血素、冲洗液、缓冲

液等)均购自法国Sebia公司;DNA自动提取仪Lab-
Aid

 

824及配套试剂盒购自厦门致善公司;PCR扩增

仪与 电 泳 仪 购 自 美 国 Bio-Rad公 司;分 子 杂 交 仪

ZWY-200D购自上海智城公司;珠蛋白生成障碍性贫

血基因诊断试剂盒与耗材购自深圳亚能公司。
1.3 方法

1.3.1 Hb电泳 每例标本打下1个直径为3.5
 

mm
干血斑放入样品杯,用移液器加纯净水50

 

μL每杯,
封好样品杯并移进湿盒,于4

 

℃冰箱浸泡2
 

h以上或

过夜,充分洗脱干血斑中红细胞,以待上机电泳。运

用全自动毛细管电泳仪进行检测,操作步骤如下:读
取样品架条形码、溶血素稀释标本、清洗样品针、清洗

毛细管、标本注入毛细管、电泳、分析各 Hb成分的浓

度,含正常 HbF、HbA 和 Hb变异体(S、C、E、D与

Hb
 

Bart's),HbA2带和部分 Hb
 

Bart's带由人工

判读。
1.3.2 基因检测 及时召回筛查阳性新生儿(检出

Hb
 

Bart's带)重新采血,检测珠蛋白生成障碍性贫血

基因;(--SEA、-α4.2、-α3.7)等缺失突变与αT(CS、
QS、WS)3种点突变及17种β-珠蛋白生成障碍性贫

血基因[CD41-42(-TTCT)、CD43(G>T)、IVS-Ⅱ-
654(C>T)、-29(A>G)、-28(A>G)、CD

 

71-72
(+A)、CD17(A>T)、CD26(G>A)、-30(T>C)、
-32(C>A)、CAP(-AAAC)、Int(T>G)、CD14-15
(+G)、CD27/28(+C)、CD31(-C)、IVS-Ⅰ-1(G>T)、
IVS-Ⅰ-5(G>C)],分别运用跨越断裂点聚合酶链反应与

反向斑点杂交法检测。
1.3.3 质量控制 室内质量控制:(1)Hb电泳,每批

次试验均有第三方质控物,与普通标本一样的操作流

程。(2)基因检测,每批次试验均进行空白对照、阴性

对照、阳性对照(包括主要的缺失或突变类型);Hb电

泳与基因检测的分析前、中、后均严格按照标准操作

流程进行。室间质评:珠蛋白生成障碍性贫血基因检

测参加广东省临床检验中心与国家临床检验中心的

室间质评,均满分通过。
1.3.4 结果判读标准 α-珠蛋白生成障碍性贫血初

筛阳性判读标准:如果电泳结果读到Hb
 

Bart's带,就
可判读为α-珠蛋白生成障碍性贫血初筛阳性。基因

诊断判读标准:根据试剂厂家提供的判读标准。
1.4 统计学处理 整理研究个体的初筛数据、基因

诊断结果及资料信息,汇总并构建Excel数据库,使用

SPSS22.0统计软件分析。计量资料以x±s表示,组
间比较采用单变量方差分析;使用最小二乘法、Bon-
ferroni多重检验矫正。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 筛查与基因检测结果 筛查160
 

370例标本,检
出 Hb

 

Bart's带 标 本 16
 

804 例,筛 查 阳 性 率 为

10.48%。召回本院分娩的1
 

348例α-珠蛋白生成障

碍性贫血初筛阳性新生儿,确诊α-珠蛋白生成障碍性

贫血患儿1
 

271例,诊断符合率为94.29%。共检出

基因型别27种,静止型5种,标准型5种,中间型5
种,α合并β-珠蛋白生成障碍性贫血12种。1

 

271例

α-珠 蛋 白 生 成 障 碍 性 贫 血 新 生 儿 中,静 止 型 占

27.93%(355/1
 

271),基因型以-α3.7/αα与-α4.2/αα
为主;标 准 型 占 67.82% (862/1

 

271),基 因 型 以

--SEA/αα为主;中间型占2.05%(26/1
 

271),基因

型以--SEA/-α3.7 为主;α合并β珠蛋白生成障碍性

贫血占2.20%(28/1
 

271),基因型以(--SEA/αα)/
(β
CD41-42/β

N)和(--SEA/αα)/(β
IVS-Ⅱ-654/β

N)为主。见

表1。
2.2 Hb

 

Bart's水平与临床表型的关系 α-珠蛋白

生成障碍性贫血静止型355例,Hb
 

Bart's水平为

0.34±0.11,标准型862例,Hb
 

Bart's水平为2.08±
0.78,中间型26例,Hb

 

Bart's水平为10.60±3.37,
Hb

 

Bart's水平随临床表型的加重而逐步增高,3种临
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床表型Hb
 

Bart's水平比较,差异有统计学意义(F= 2
 

145,P<0.05)。

表1  筛查与基因检测结果

临床表型/基因型 n 占比(%)
初筛 Hb

 

Bart's水平区间(%)

0~<1 1~<5 5~<10 ≥10

静止型(n=355)

 -α3.7/αα 214 15.88 213 1 0 0

 -α4.2/αα 86 6.38 85 1 0 0

 αWSα/αα 5 0.37 5 0 0 0

 αCSα/αα 37 2.74 28 9 0 0

 αQSα/αα 13 0.96 12 1 0 0

标准型(n=862)

 -α3.7/-α3.7 1 0.07 0 1 0 0

 -α3.7/αWSα 1 0.07 1 0 0 0

 -α4.2/-α3.7 4 0.30 0 4 0 0

 -α4.2/-α4.2 1 0.07 0 1 0 0

 --SEA/αα 855 63.43 50 804 0 1

中间型(n=26)

 --SEA/-α3.7 13 0.96 0 1 1 11

 --SEA/-α4.2 5 0.37 0 0 2 3

 --SEA/αWSα 5 0.37 0 1 4 0

 --SEA/αCSα 2 0.15 0 0 0 2

 --SEA/αQSα 1 0.07 0 0 1 0

重型(n=0)

 --SEA/--SEA 0 0.00 0 0 0 0

α合并β珠蛋白生成障碍性贫血(n=28)

 (-α3.7/αα)/(β
CD17/β

N) 1 0.07 1 0 0 0

 (-α3.7/αα)/(β
CD41-42/β

N
 

) 1 0.07 1 0 0 0

 (αWSα/αα)/(β
CD41-42/β

N) 1 0.07 0 1 0 0

 (αCSα/αα)/(β
CD41-42/β

N) 1 0.07 1 0 0 0
 

 (αCSα/αα)/(β
IVS-Ⅱ-654/β

N) 1 0.07 1 0 0 0

 (--SEA/αα)/(β
CD14-15/β

N) 1 0.07 0 1 0 0

 (--SEA/αα)/(β
CD-28/β

N) 2 0.15 1 1 0 0

 (--SEA/αα)/(β
CD41-42/β

N) 9 0.67 2 7 0 0

 (--SEA/αα)/(β
IVS-Ⅱ-654/β

N) 8 0.59 1 7 0 0

 (--SEA/αα)/(β
IVS-Ⅱ-654/β

cap) 1 0.07 0 1 0 0

 (--SEA/αα)/(β
CD17/β

N) 1 0.07 0 1 0 0

 (--SEA/αα)/(β
CD26/β

N) 1 0.07 0 1 0 0

未检出常见α-珠蛋白生成障碍性贫血(n=77) 77 5.71 63 14 0 0

2.3 202例新生儿足跟血四格表分析结果 随机同

时检测202例标本的 Hb
 

Bart's水平、3种缺失突变

和3种非缺失突变的α-珠蛋白生成障碍性贫血基因。
阳性符合率为91.89%,95%置信区间为78.70%~
97.21%;阴性符合率为99.39%,95%置信区间为

96.65%~99.89%;总符合率为98.02%,95%置信区

间为95.02%~99.23%。另外,未检出 Hb
 

Bart's带

167例(确诊2例-α3.7/αα、1例αWSα/αα珠蛋白生成

障碍性贫血)。见表2。

表2  202例新生儿足跟血四格表分析结果(n)

α-珠蛋白生成

障碍性贫血初筛
n

α-珠蛋白生成障碍性贫血基因诊断结果

阳性 阴性

表型阳性 35 34 1
表型阴性 167 3 164
合计 202 37 165

3 讨  论

  缺失型α-珠蛋白生成障碍性贫血以--SEA/αα、
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-α4.2/αα和-α3.7/αα
 

3种基因型较为普遍。常见非

缺失 型 突 变 α-珠 蛋 白 生 成 障 碍 性 贫 血 有 HbCS、

HbQS与HbWS,是发生在α2-珠蛋白基因或其调节

序列上的点突变,影响mRNA的加工、翻译及翻译后

肽链稳定性等过程[7-9]。珠蛋白生成障碍性贫血是目

前世界上发病率最高的单基因遗传病,据世界卫生组

织统计,全世界约有18亿人携带珠蛋白生成障碍性

贫血基因,每年约有20万以上各类重症珠蛋白生成

障碍性贫血新生儿出生[10]。
广东省的珠蛋白生成障碍性贫血携带率仅次于

广西壮族自治区,主要类型是α-珠蛋白生成障碍性贫

血、β-珠蛋白生成障碍性贫血[3]。因此,普遍开展人群

α-珠蛋白生成障碍性贫血筛查对广东省出生缺陷防控

项目有重大战略意义。目前,能最终诊断α-珠蛋白生

成障碍性贫血的试验依据是分子水平的基因检测,但
其成本及技术要求相对较高,致使其不能成为α-珠蛋

白生成障碍性贫血普遍筛查的常规方法。临床上用

于α-珠蛋白生成障碍性贫血筛查的常规技术有血常

规检查联合红细胞脆性试验、Hb电泳法、高效液相色

谱法。因血常规检查联合红细胞脆性试验筛查α-珠
蛋白生成障碍性贫血有较高的漏检率,所以不可单独

运用。同时,技术要求高、干扰因素较多及成本高的

高效液相色谱法也不能开展普遍筛查。故当前国内

运用于α-珠蛋白生成障碍性贫血筛查最常见的方法

是Hb电泳。Hb电泳主要有琼脂糖 Hb电泳和毛细

管Hb电泳,因为毛细管Hb电泳方法更有优势[5],大
部分新生儿筛查中心实验室采用毛细管电泳技术筛

查α-珠蛋白生成障碍性贫血。

α-珠蛋白生成障碍性贫血的产生机制是α-珠蛋

白基因缺失或点突变造成α-珠蛋白链合成减少,导致

非α链相对过剩而形成四聚体;新生儿期γ链形成四

聚体,Hb电泳结果即表现为 Hb
 

Bart's带[11]。在新

生儿期,利用脐血Hb电泳、Bart's定量测定技术筛查

α-珠蛋白生成障碍性贫血,其结果与基因检测结果诊

断符合率为91.8%;儿童及成人期,利用静脉血 Hb
电泳、HbA2定量技术筛查α-珠蛋白生成障碍性贫

血,诊断符合率为75.1%[5]。目前,运用毛细管 Hb
电泳技术筛查新生儿α-珠蛋白生成障碍性贫血的报

道中,大部分是采集脐血作为标本进行电泳。与脐血

比较,新生儿出生后3~7
 

d采集足根血干血斑筛查α-
珠蛋白生成障碍性贫血更有优势,因为干血斑标本方

便各合作单位的寄送,又可永久储存,更有利于该技

术的管理与全面推广。
本研究中,筛查与基因诊断符合率为94.29%,稍

高于叶立新等[5]、黄金芬等[10]、陈小兰等[12]报道的诊

断符合率,表明运用全自动毛细管电泳技术筛查新生

儿α-珠蛋白生成障碍性贫血可满足临床需求。随机

同时检测Hb
 

Bart's水平与珠蛋白生成障碍性贫血基

因的202例的对照标本中,筛查与珠蛋白生成障碍性

贫 血 基 因 诊 断 符 合 率 为 91.89%,低 于 上 述 的

94.29%,可能是随机对照标本部分筛查阳性新生儿

属于稀有型珠蛋白生成障碍性贫血,不在所用试剂的

检测范围内,也可能是 Hb
 

Bart's水平与基因检测符

合率有差异的原因;也不排除操作误差引起。未检出

Hb
 

Bart's带的标本167例(确诊2例-α3.7/αα、1例

αWSα/αα珠蛋白生成障碍性贫血),结果表明该技术无

法检出少部分静止型α-珠蛋白生成障碍性贫血,与
WU等[13]提出的 Hb

 

Bart's带不能作为新生儿-
α3.7/αα型珠蛋白生成障碍性贫血的筛选方法观点相

符;但与ALAUDDIN等[14]报道的利用毛细管电泳系

统分析Hb
 

Bart's方法可以筛选新生儿非缺失型α-珠
蛋白生成障碍性贫血稍有差异。

本研究提示,依据 Hb
 

Bart's水平可初步判断α-
珠蛋白生成障碍性贫血分型,确诊1

 

271例α-珠蛋白

生成障 碍 性 贫 血 中,有402例 Hb
 

Bart's水 平 在

0%~<1%,静 止 型343例(85.32%);844例 Hb
 

Bart's水平在1%~<5%,标准型810例(95.97%);

25例Hb
 

Bart's水平>5%,中间型(HbH 病)24例

(96.00%)。因没有筛查出重型α-珠蛋白生成障碍性

贫血个体,无法讨论重型α-珠蛋白生成障碍性贫血

Hb
 

Bart's的水平。
本研究检出的基因型别27种,排在前3名基因

型依次是--SEA/αα、-α3.7/αα与-α4.2/αα,此基因分

布特点与相关研究的地区报道的α-珠蛋白生成障碍

性贫血主要基因型别是一致的[15-18],与本地区作者胡

莉莉等[19]、刘平等[20]报道的α-珠蛋白生成障碍性贫

血主要基因型别相同。
综上所述,运用干血斑毛细管电泳技术筛查新生

儿α-珠蛋白生成障碍性贫血有较高的诊断符合率,可
在早期发现α-珠蛋白生成障碍性贫血。本研究阐明

了河源地区α-珠蛋白生成障碍性贫血基因分布特征,
以此制订珠蛋白生成障碍性贫血防控策略,做好相关

遗传咨询与宣传工作,可指导广大适婚人群进行合理

婚育,提高新生儿出生质量。
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