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[摘要] 目的评价并比较酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测￡珠蛋白链与聚合酶链反应(PCR)方法

在诊断广西东南亚缺失型et．地中海贫血中的临床诊断价值。方法收集广西壮族自治区人民医院门诊部和

产科住院病例210份血样标本(其中115例为正常对照；95例均有MCV<80 fl、MCH<27 Pg，Hb在25—128

g／L之间)，采用ELISA法和聚合酶链反应(PCR)方法进行检测，最后对ELISA法筛查一“携带者总的敏感

度、特异度、准确度、阴性预测值、阳性预测值与聚合酶链反应(PCR)方法进行分析并比较其诊断一“携带者

的临床应用价值。结果ELISA法诊断一5队携带者总的敏感度、特异度、准确度、阴性预测值和阳性预测值分

别是96．2％、98．3％、97．6％和98．3％、96．2％，而聚合酶链反应(PCR)法检测的相应指标均为100．0％(P>

o．01)，两者无显著性差异。ELISA法不但对～姒携带者有很高的检出率，而且还能检出个别一a／act的病例，

但其不能筛查出B．地中海贫血，对脐带血的检出率低(仅为65．o％)。结论 ELISA法能非常有效地检

出～5n携带者，加之该法简便快速、技术要求不高且经济实用，故很适用于常规实验室和大样本的人群筛查。

【关键词】廿地中海贫血；酶联免疫吸附试验；聚合酶链反应

[中围分类号】R 566．6[文献标识码】A【文章编号】 1674—3806(2009)12—1276—03

doi：10．3969／j．issn．1674—3806．2009．12．18

Application value of enzyme·linked inununosorbent assay(ELISA)for zeta-globiII chains in screening of Ce"

thalassemia Southeast Asian deletion in Guangxi ZHANG j讧卜li．HUANG Jun．uU Xiao—chun。et aL Gnangxi

Centerfor Clinical Laboratory，Nanning 530021，China

[Abstract] Objective To compare the clinical diagnosis value between 8n enzyme·linked immunosorbem a8-

say(ELISA)for embryomc zeta—globin chains and polymer88e chain reaction(PCR)method∞a routine screening

test for(一SEA)a．thalassemia in clinical laboratory．Methods Two hundred and ten blood samples(1 15 c啪8 nor-

real；95 easels MCV<80 fl、MCH<27 Pg．Hb 25—128 g／L)from consecutive outpatient and obstetrical inpatients in

1he People’S Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Region with a request for hemoglobin(Hb)analysis眦
scr∞ned simultaneously for a．thal88scmia determinants by ELISA and PCR respectively．Results There were very

significant higher sensitivity，specificity，accuracy and negative predictive values鹪well鹊positive predictive values

of EUSA method(96．2％，98．3％，97．6％，98．3％and 96．2％，respectively)like PCR(100％，100％，100％，

100％and 100％，respectively)for screening for—SgA carrier(all P>0．01)．‰EUSA method W88 capable of de·
tecting effectively only the cases with—a／eta．But it had a low positive rate in neonatal cord blood(only 65％)．

Conclusion The ELISA method is ahighly sensitive and spec蚯c and reliable test for—a／etet and is more effective．

111le ELISA method is simple to perform。rapid，and applicable to large-scale or population—based screening programs

and to a routine diagnostic laboratory．

[Key words] 仅-Thalassemia； Enzyme-linked immunosorbent assay；Polymer88e chain reaction

a-地中海贫血(以下简称俚．地贫)是一组由于et．珠蛋白

基因缺失或缺陷使a．珠蛋白链的合成受到部分或完全抑制

而引起的遗传性溶血性贫血。Ct．地贫主要见于东南亚和地

中海地区，在我国则以南方地区多见，如广西、广东、四川、云

南等地‘¨，其中广西仅．地贫基因携带率高达14．95％。东南

亚缺失型(Southeast Asian Deleotion，．．sE^)是我国仅·地中海

贫血l基因缺失型最常见的缺失型之一，该缺失型在人群中

的基因携带率约为4％121。有文献显示‘31我国95％的俚·地

贫缺失类型为一姒。而广西a．地贫l基因是以．．5E^为主，检

出率达98．35％[引。目前对地中海贫血尚缺乏有效的治疗方
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法，因此建立有效的检测方法，通过遗传筛查和产前诊断选

择性地淘汰重型Or,-地贫患儿是广西控制该病发生行之有效

的预防措施。

1对象与方法

1．1对象标本来自2008-02一04广西壮族自治区人民医

院门诊及住院部的病例，共210例(其中男95例，女115例，

年龄3—55岁。正常对照组115例，血液学常规检查正常，

排除肝肾等方面疾患。95例血细胞分析仪检测结果均1VICV

<80 fl、MCH<27 pg，Hb在25—128 ec'L之间。

1．2仪器与试剂东南亚型d一地贫∈珠蛋白链检测试剂盒

由南方医科大学提供，购自珠海经济特区海泰生物制药有限

公司；地中海贫血基因检测试剂盒购自深圳益生堂生物企业

有限公司。酶标仪为美国宝特ELX-800全自动酶标仪，PCR

扩增仪为上海科华实验系统有限公司提供的Fluocycle型。

全自动血细胞分析仪为深圳迈瑞电子有限公司生产的迈瑞

BC-5500型，所用试剂为配套试剂。

1．3方法

1．3．1 IVICV、MCH和Hb测定 用深圳迈瑞电子有限公司

生产的迈瑞BC-5500型全自动血细胞分析仪进行检测。

1．3．2地中海贫血的基因诊断提取外周血白细胞中的基
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剂进行检测。

1．3．3 ELISA法检测‘珠蛋白链双抗体夹心酶免疫法定

性检测血液中∈珠蛋白链，具体操作流程严格按生产厂家提

供的使用说明书进行，同时要求设立阴性、阳性和临界对照。

其中结果判断依照生产厂商提供的标准进行，即在阴性对照

孔吸光度(A)<o．15，临界对照孔A>0．2，阳性对照孔A>

o-50的前提下，若测定孔A>临界对照A平均值，则判为一“

阳性；如测定孔A<临界对照A平均值X0．85则判为一黝阴

性；A介于两者之间时，判为临界阳性，此时需要复查。

1．4统计学方法采用SPSSl3．0软件进行处理。分别计

算ELISA法检测‘珠蛋白链筛查东南亚缺失型俚-地贫的灵

敏度、特异度、准确性、阴性预测值(NPV)和阳性预测值

(1'PV)等指标，并与PCIt方法比较，对ELISA法进行评价。

2结果

2．1 ELISA法检测210例标本的结果正常对照113例，2

例为假阳性；45例__SEA／ota，有1例为假阴性；7例一5队／一Or．

和一蛳／一Or．7(即HbH病)，1例一5E^／一a为假阴性。另外，8

例一ot／ctotELISA法检测‘珠蛋白链还能筛查出2例，但不能

检出13．地中海贫血。见表I。

2．2 PCR方法检测结果115例为正常对照；另外a-地贫

因组DNA后，采用深圳益生堂生物企业有限公司生产的试 与8-地贫的基因型能全部准确检出。见表l。

表l ELISA法和PCR法检测￡珠蛋白链结果比较(，1)

注：(一)为阴性，(+)为阳性，13“为正常的13珠蛋白基因，13’为13地贫基因，Ot7为a地贫基因

2．3 ELISA法检测‘珠蛋白链筛查一泓总的敏感度、特异

度、准确度、阴性预测值和阳性预测值 分别为96．2％、

98．3％、97．6％、98．3％和96．2％，而PCR相应指标均为

100．0％，比较两者无显著性差异(P>0．01)。从表1中可计

算出，一驰“的阳性检出率很高，达96．2％，假阴性率为3．8％，

假阳性率为1．7％。另外ELISA法还能有效筛查出2例一∥

舛。见表2。
2．4 ELISA法检测‘珠蛋白链筛查一黝虽有2例假阴性

(1例～姒／觚，1例一泓／一n)，但该法检测的一姒／otct与

一5E^／一a和__SEA／／一d7<HbH病)的敏感度、特异度、准确度、

阴性预测值和阳性预测值却很高，分别为97．8％、98．3％、

98．1％、99．1％、95．6％与85．7％、98．3％、97．5％、99．1％、

75．0％。见表2。

表2 ELISA法检测‘珠蛋白链筛查一跳的各项指标(％)

珠蛋亡J基因类型 Se Sp Ac NPV PPV

97．8 98．3 98．1 99．1 95．6

85．7 98．3 97．5 99．1 75．O

96．2 98．3 97．6 98．3 96．2

一sin／一Q和一5队／一a7(HbH病)_-__●_-__________●-____________’-__●_-Hh________～

合计

3讨论

3．1 irv-地中海贫血(以下简称a一地贫)是一组由于d一珠蛋

白基因缺失或缺陷使Ot．珠蛋白链的合成受到部分或完全抑

制而引起的遗传性溶血性贫血，其主要的分子病理基础是Or,一

珠蛋白基因的缺失或功能障碍导致仪．珠蛋白链的合成减少

或不合成。仪-地贫主要有以下类型⋯：(1)缺失型q．地贫，

包括缺失型仅-地贫1(如一“等)和缺失型a一地贫2(如一

仪1 7和一一’2)；(2)非缺失型甜地贫，包括非缺失型俚-地贫1

(如一acs和一aqs等)和非缺失型d一地贫2；(3)a·基因未被

累及的q．地贫1。a．地贫主要见于东南亚和地中海地区，我

国则以南方地区多见，如广西、广东、四川I、云南等地⋯。东

南亚缺失型是a．地贫1基因缺失型中最常见的缺失型之一，

是我国长江以南各省区最常见的一种Or．一地贫类型，在人群中

的基因携带率约为4％t4]。__SEA与我国常见的缺失型Or．．地贫

2(一Or,3‘7和一仪4 2缺失型)或非缺失型Or．．地贫1(仪cs和qqs)

相互组合，可引起中、重度贫血及严重影响生活质量的HbH

病，此病在我国广西等地较多见。据资料报告⋯广西的I-IbH

病中，非缺失型HbH病占52．4％，缺失型HbH病占47．6％。
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由于非缺失型Ot．地贫的突变大多位于功能较强的a2珠蛋白

基因，故非缺失型HbH病患者的临床表现要比缺失型HbH

病患者更为严重。一姒在纯合状态下(～锄／一锄)，可引起致

死性的HbBart’s胎儿水肿综合征，患有该病的胎儿大多于

妊娠23—38周死亡或出生后数小时死亡，少数可存活至出

生后数天。目前对地中海贫血尚缺乏有效的根治方法，而广

西是地中海贫血高发区之一，d一地贫基因携带率高达

14．95％，并且缺失型a-地贫l以一5“为主，因此建立有效的

检测方法，通过遗传筛查和产前诊断选择性地淘汰重型理-地

贫患儿是控制该病发生的行之有效的方法。所以一“携带

者的准确快速诊断对于广西降低重型俚-地贫患儿的出生率，

提高人口素质具有重要的意义。

3．2 PCR技术分析是目前d．地贫的诊断标准”J，但该法操

作烦琐、费用昂贵、技术要求高，并且只有专业的实验室才提

供该项目的检测，不利于临床推广应用。血红蛋白电泳峥1在

地贫的筛查中也起到了重要的作用，能够定量地检测出

HbA、HbF、HbA2的含量，可将地中海贫血进行初步分类为

Of．一地贫或p-地贫，还可筛查出各种异常血红蛋白，如HbH、

HbE、HbG等，但其缺点是不能诊断所缺失的类型。HPLC

法L_¨对于定量HbF、HbA2具有极高的价值，可作为筛查B-

地贫的有效工具，但该法对n-地贫的检出率低。酶联免疫吸

附试验(ELISA)法检测‘珠蛋白链是近几年建立筛查一“携

带者的一种新方法，国外已有报道利用ELISA法检测∈珠蛋

白链筛查a．地贫东南亚缺失型的方法¨4J，但国内未见临床

应用报道。有文献显示¨引该法对筛查包括一姒在内的clo一地

贫特征，具有高度的敏感度和特异度，操作简便快速、技术要

求不高且经济实用，很适用于常规实验室和大样本的人群筛

查。

3．3本文以PCR方法作为Of,-地贫的诊断标准，对ELISA法

筛查广西～跚携带者的临床应用价值进行研究，并对两者进

行比较分析。结果显示：ELISA法检测‘珠蛋白链诊断

(一“)a一地贫携带者总的灵敏度、特异度、准确性和阴性预

测值、阳性预测值分别为96．2％、98．3％、97．6％和98．3％、

96．2％，与PCR法差异无统计学意义(P>0．01)。而与有关

文献¨叫报告ELISA法检测‘珠蛋白链诊断(一锄)仪．地贫携

带者总的特异度和阳性预测值达100．O％有差异，究其引起

假阴性的原因有：(1)移液器吸量不足，移液抽吸排放太快，

吸头内壁挂液太多或内壁不清洁；(2)实验过程中洗涤时冲

击力太大，洗涤液浸泡时间太长，洗涤次数增加；(3)显色剂

反应时间不足；(4)操作技术熟练程度不同的工作人员等。

从表1中可以看出，ELISA法不但对一弧的阳性检出率很高，

达96．2％，而且还能有效检出个别一a／otot的病例。相比其

他筛查方法，ELISA法操作简便、快速、经济，对实验操作人

员技术和实验室设备的要求不高，很适用于那些实验条件比

较差的基层医疗单位和临床常规实验室对大批量样本的筛

查。通过遗传筛查和产前诊断选择性地淘汰重型a-地贫患

儿，这对广西降低重型Or．一地贫患儿出生率有着很大的实用价

值。另外，本实验中我们对几十例脐带血进行了‘珠蛋白链

检测，结果显示：ELISA法对脐带血的检出率低，仅为

65．0％。由此可见，ELISA法检测‘珠蛋白链筛查一跚携带

者具有一定的局限性(即只适宜6个月以上的人群)。

3．4～黜是广西最常见的缺失型a．地贫1，从表1可以看

出，ELISA法对(一“)d．地贫的阳性率达96．2％，显示出了

很大的优势，所以(一姒)ao地贫的检出无疑是有效控制重

型Ot．地贫患儿出生的的关键。

综上所述，EIJSA法检测‘珠蛋白链是一种很适用于常

规实验室和大批量样本筛查一黝携带者的技术手段。由于

地中海贫血的复杂性，临床上仅靠该法进行筛查尚有不足之

处，还需结合多项指标以及临床表现进行综合、全面的分析。

若结果可疑者，则必须应用PCR技术进行确诊，以避免漏

诊。
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