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两种方法检测血红蛋白Ｈ百分比一致性比较


王阿慧，凌艳英，庄秋容，邓家德（广东省广州市第一人民医院检验科　５１０１８０）

　　【摘要】　目的　比较高效液相色谱方法（ＨＰＬＣ）和醋酸纤维素薄膜碱性电泳（ＣＡＦＥ）方法对血红蛋白（Ｈｂ）Ｈ

定量的一致性。方法　采用 ＨＰＬＣ和ＣＡＦＥ对广州市第一人民医院已行基因确诊的５０例缺失型 ＨｂＨ病患者标

本进行检测，详细记录和分析其相关血液学指标。结果　缺失型ＨｂＨ病患者经ＨＰＬＣ检测可出现特异ＨｂＨ异常

峰，出峰时间为（０．４２±０．０５）ｓ，ＣＡＦＥ可得到特异的 ＨｂＨ带。两种方法得到的 ＨｂＨ百分比经配对狋检验差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＨＰＬＣ是一种高效快速检测 ＨｂＨ的方法，是能满足临床快速检测缺失型 ＨｂＨ病

的有效手段。
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　　海洋性珠蛋白生成障碍性贫血是我国华南地区常见的以

慢性进行性溶血为特点的一组遗传病。根据临床表现的严重

程度，α珠蛋白生成障碍性贫血可分为静止型、轻型、中间型和

重型。血红蛋白（Ｈｂ）Ｈ病属于α珠蛋白生成障碍性贫血的中

间型，由于４个α基因中有３个缺失或缺陷，α链严重合成不

足，相对过剩的β链自行聚合为４聚体即 ＨｂＨ。ＨｂＨ性质不

稳定，易形成包涵体沉积在红细胞内，使红细胞在通过脾脏时

易于被破坏，出现贫血等症状［１］。由于珠蛋白生成障碍性贫血

除干细胞移植外，尚无有效治疗手段，因此采用相应技术方法，

筛查出高风险夫妇，并采取孕期产前诊断以阻止重症患儿出

生，是国内外公认的首选预防措施［２］。缺失型 ＨｂＨ病在外周

血中可检测出 ＨｂＨ。传统的检测 ＨｂＨ的常用方法有醋酸纤

维素膜碱性电泳（ＣＡＦＥ）、Ｈｂ电泳、包涵体试验等。本试验中

采用碱性ＣＡＦＥ及高效液相色谱方法（ＨＰＬＣ）检测ＨｂＨ百分

比，以比较二者之间的一致性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　全部病例为２０１２～２０１３年在广州市第一人

民医院诊治的患者，经基因检测为α珠蛋白生成障碍性贫血缺

失型 ＨｂＨ病５０例。抽取患者４ｍＬ肝素锂抗凝血备用。

１．２　仪器与试剂　美国ＢｉｏＲａｄ公司 ＶａｒｉａｎｔⅡ ＨｂＨＰＬＣ

分析系统及配套βｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ试剂；北京市六一仪器厂生产的

ＤＹＹ２Ｃ型电泳仪及电泳槽。其他试剂为一般分析纯。

１．３　ＨｂＨＰＬＣ分析　取肝素锂抗凝全血４ｍＬ，无需制备溶

血液直接进行高效液相色谱分析。按仪器说明书操作，Ｈｂ各

成分定量约７ｍｉｎ后由 ＨＰＬＣ分析仪自动分析计算。

１．４　ＣＡＦＥ　ＨｂＨ定量肝素锂抗凝血，用四氯化碳抽提制备

Ｈｂ液，取２０μＬ加样于已浸透Ｔｒｉｓ缓冲液的醋酸纤维素薄膜

上，置于ｐＨ８．６的硼酸缓冲液中电泳约３０ｍｉｎ，分别剪取

ＨｂＡ２、ＨｂＡ、ＨｂＨ，加蒸馏水浸泡，待 Ｈｂ完全洗脱后，用７２３

分光光度计以４１５ｎｍ波长比色，计算 ＨｂＨ百分比。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，两种

方法得到的 ＨｂＨ百分比比较采用配对狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　分离 ＨｂＨ条带　将抗凝血球用生理盐水洗涤，四氯化

碳萃取 Ｈｂ液，以２０μＬ量点样于醋酸纤维素薄膜上，经ｐＨ

８．６的碱性缓冲液电泳可获得 ＨｂＨ条带。图１示自负极向正

极泳动条带依次为 ＨｂＡ２（ＨｂＨ患者标本中 ＨｂＡ２降低显著，

电泳时 ＨｂＡ２带隐约可见）、ＨｂＡ、ＨｂＨ。将条带依次剪下，洗

脱于相应体积蒸馏水中并用７２３分光光度计以４１５ｎｍ波长处

比色，经计算即可获得 ＨｂＨ占 Ｈｂ的百分含量，计算公式为：

ＨｂＨ（％）＝２×犃ＨｂＨ／（５×犃ＨｂＡ＋２×犃ＨｂＨ＋犃ＨｂＡ２）％。

图１　Ｈｂ经ＣＡＦＥ分离出 ＨｂＨ条带（ｐＨ８．６）

２．２　ＨＰＬＣ检测 ＨｂＨ　取肝素锂抗凝全血４ｍＬ，无需前处

理直接上样于ＶａｒｉａｎｔⅡ ＨＰＬＣ分析仪，约７ｍｉｎ后得到分析

图谱，相应出峰时间范围可见一明显的异常洗脱峰，见图２、３。

在设置中将ＳＴＡＲＴＴＩＭＥ由０．５５ｓ改为０．００ｓ，显示按出峰

时间（０．４２±０．０５）ｓ对应异常峰的峰面积即是 ＨｂＨ百分比。

图２　ＨＰＬＣ检测 ＨｂＨ可见 ＨｂＨ异常峰

·５８３·检验医学与临床２０１５年２月第１２卷第３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．３

 基金项目：广东省广州市医药卫生科技项目（２０１３１Ａ０１１０１３）。



图３　ＨｂＨ患者 ＨＰＬＣ图分析结果

２．３　两种方法检出 ＨｂＨ百分比的一致性比较　ＣＡＦＥ测得

ＨｂＨ百分比为（７．９６±３．０１）％，ＨＰＬＣ为（８．０６±３．０４）％。

两种方法测得的 ＨｂＨ百分比采用配对狋检验，其差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

临床上筛查常用检测 Ｈｂ的方法有 Ｈｂ电泳、红细胞指

数、红细胞脆性试验等。这些方法虽操作要求低，成本低廉，但

又因其敏感性和特异性较低，人为影响因素较大，存在较多漏

诊和误诊现象。目前临床上对珠蛋白生成障碍性贫血的诊断

和鉴别主要依靠 Ｈｂ分析，该方法所用标本无需前处理，容易

操作，并进行质控，准确性和重复性也比较好［３］。

近年来发展起来的基于阳离子交换的 ＨＰＬＣ是以物理化

学原理为主的分离分析方法，特别适合于生物大分子，如各种

蛋白组分的分离，已实现高通量全自动化分析，操作简单，人为

因素影响少。在分离的同时，根据出峰位置可以定性；根据峰

面积可以定量，选择性、灵敏度、准确性高，适合目前珠蛋白生

成障碍性贫血大规模筛查与常规诊断［４］。ＨＰＬＣ已成为目前

对于珠蛋白生成障碍性贫血非基因检测手段中最经典的方法，

广泛应用于临床。尤其在对于β珠蛋白生成障碍性贫血的检

测，ＨＰＬＣ是介于筛查和确诊之间的一种理想方法，已被国际

珠蛋白生成障碍性贫血协会推荐为β珠蛋白生成障碍性贫血

的常规筛查方法［５］。

ＶａｒｉａｎｔⅡβｔｈａｌａｓｓｅｍｉａＳｈｏｒｔｐｒｏｇｒａｍ ＨＰＬＣ分析系统

专用于检测β珠蛋白生成障碍性贫血且可同时检测各种异常

Ｈｂ。尽管对于α珠蛋白生成障碍性贫血的检测存在一定的漏

检，但是对于缺失型 ＨｂＨ病患者，异常 ＨｂＨ的检出还是有优

势的［６］。本文比较应用 ＣＡＦＥ和 ＨＰＬＣＨｂ分析仪在定量

ＨｂＨ方面是否存在一致性，以本院已行基因确诊的５０例缺失

型 ＨｂＨ 病患者标本进行检测，经 ＨＰＬＣ检测出现异常峰标

本，ＣＡＦＥ均能发现 ＨｂＨ带。有研究显示，ＣＡＦＥ对于 ＨｂＨ

的分离能力要优于琼脂糖凝胶电泳，可清楚地分离出 ＨｂＨ带

及 ＨｂＢａｒｔ′ｓ带
［７８］。但是作为手工法，ＣＡＦＥ存在很多不足，

分辨率较差仅能分辨出 ＨｂＨ、ＨｂＢａｒｔＳ、ＨｂＡ、ＨｂＡ２条带，操

作较繁琐费时且影响因素多，重复性差。醋酸纤维素薄膜脆而

易碎，区带颜色易掉，不易保存。而 ＨＰＬＣ可快速高效地分离

出 Ｈｂ各组分，重复性高
［９］。本次研究使用的全自动 Ｈｂ分析

仪采用 ＨＰＬＣ对人 Ｈｂ、ＨｂＡ２及 ＨｂＦ进行自动化定量测定，

可将珠蛋白生成障碍性贫血初步分类为α珠蛋白生成障碍性

贫血和β珠蛋白生成障碍性贫血，同时还可检出 ＨｂＨ、ＨｂＳ、

ＨｂＥ、ＨｂＱ、ＨｂＪ等异常 Ｈｂ，具有高效快速，自动化程序高，准

确性和重复性良好等优点，是介于筛查和确诊的试验。

但在实践工作中，必须根据特定仪器及配套试剂的适应范

围，总结经验，并结合受检者家族史，血液学表型红细胞指数等

其他实验室检查结果，进行综合分析，以避免误诊和漏检。
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序，可将医学统计工作分为实验设计、收集资料、整理资料、分析资料。实验设计是开展某项医

学研究工作的关键，包括医学专业设计和统计学设计，医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准、样本含量、获取

样本的方法、分组原则、观察（检测）指标、统计方法等。收集资料的方法包括各种试验、检测或调查，要求资料完整、准确、及

时、有足够数量、具有代表性和可比性等。整理资料包括原始资料的检查与核对、对资料进行分组与汇总等。分析资料即对

资料进行统计学分析，包括进行统计描述和统计推断。
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