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血液学分析联合基因诊断在地中海贫血产前诊断中的应用

吴　杰，曾海燕

（广东省梅州市人民医院检验科，广东梅州５１４０３１）

　　摘　要：目的　评估血液学分析联合基因诊断在地中海贫血（简称地贫）产前诊断中的应用价值。方法　２０１０年７月至２０１３

年４月该院２３６８例产妇在产前诊断中心进行地贫产前诊断，血液学筛查阳性的产妇进行基因诊断。结果　经血液学分析结果

显示，血红蛋白Ａ２（ＨｂＡ２）异常产妇１２４例，将异常产妇的血液学结果与其余健康产妇结果比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）；

１２４例血液学表型阳性孕妇中，夫妻同基因型１６例，这１６例孕妇中１５例孕妇行地贫产前诊断，７例为α基因型，２例为β基因型，

６例正常基因型；另外这１５例孕妇中有３例为重度地贫胎儿，包括２例α地贫（ＳＥＡ／ＳＥＡ基因型）、１例β地贫（４１４２／ＩＶＳⅡ６５４

基因型），均告知患者后终止妊娠。结论　血液学分析结合基因诊断对构建完善的地贫产前检查与产前诊断干预模式有重要作

用，值得推广应用。
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　　地中海贫血也称海洋性贫血（简称地贫），是人类最常见的

一种不完全显性的单基因遗传性血红蛋白疾病，表现为珠蛋白

合成障碍，分为α地贫和β地贫两种类型
［１］。所涉及的α、β珠

蛋白基因表达具有调控复杂及只在红血细胞中表达的组织特

异性，需要精确调控以保证α／β珠蛋白表达趋向平衡。中型及

重型α地贫胎儿往往导致在妊娠晚期胎儿宫内或出生后数分

钟内死亡，产妇常合并妊娠高血压、子痫抽搐、胎盘早剥及产后

大出血等危重产科并发症［２］。β地贫患儿多在出生后半年开

始发病，表现为溶血性贫血，需要通过输血维持生命，多在青少

年期死亡，给家庭和社会带来沉重的经济负担和精神压力。产

前诊断对于预防重型地贫患儿的出生，提高人口质量有着重要

的作用。自本院开展地贫产前诊断以来有效地降低了地贫患

儿的出生率，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年７月至２０１３年４月在本院产前诊断

中心进行地贫产前诊断的产妇２３６８例为研究对象，年龄１８～

４６岁，平均（２６．４±３．８）岁；血液学指标异常并排除缺铁及其

他贫血疾病，纳入疑似地贫患者１２４例。

１．２　仪器与试剂　血细胞全自动分析仪（ＳｙｓｍｅｘＫＸ２１Ｎ，日

本）、血清铁、铁蛋白检测仪（ＸＨ６０２０）、血红蛋白电泳仪（ＲＥＰ

ＡｌｋａｌｉｎｅＨｂ８，美国）、ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪（美国）。α、β地贫基因

诊断试剂盒购自深圳益生堂，血红蛋白分析试剂盒购自法国

Ｓｅｂｉａ公司。

１．３　样本收集　抽取外周静脉血３ｍＬ，用ＥＤＴＡ抗凝管收

集；Ｂ超引导下，行脐带穿刺取脐带血２ｍＬ，当天提取ＤＮＡ，

置于－２０℃冰箱保存备用。

１．４　血液学分析　血细胞自动分析仪测定血红蛋白（Ｈｂ）、红

细胞（ＲＢＣ）、平 均 血 红 蛋 白 （ＭＣＨ）及 红 细 胞 平 均 体 积

（ＭＣＶ）。ＭＣＨ＜２５ｐｇ和（或）ＭＣＶ＜８０ｆＬ，且血清铁、铁蛋

白检查正常表示血液学表型阳性。对该孕妇进行蛋白电泳检

查血红蛋白Ａ２（ＨｂＡ２）及抗碱血血红蛋白（ＨｂＦ）水平。检测

结果显示 ＨｂＡ２≤２．０％拟为α地贫，ＨｂＡ２≥３．５％、ＨｂＦ正常
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或增加拟为β地贫，２．５％＜ＨｂＡ２＜３．５％拟为αβ地贫杂合、α

地贫和β地贫。

１．５　基因诊断方法　对血液学表型阳性的产妇进行基因诊

断，ＤＮＡ提取试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，根据试剂盒使用说明

书提取步骤进行血液样本ＤＮＡ提取，０．８％琼脂糖电泳检测

ＤＮＡ质量，－２０℃保存备用。

１．５．１　α地贫缺失型的诊断　按照α地贫基因诊断试剂盒操

作说明，应用单管四重ＰＣＲ／琼脂糖凝胶电泳技术，进行ｇａｐ

ＰＣＲ，检测正常α基因和ＳＥＡ、α３．７、α４．２这３种常见α地贫缺

失型，取１μＬ所提ＤＮＡ溶液加入反应体系，离心混匀，ＰＣＲ

反应程序：３７℃，１０ｍｉｎ，９５℃，１５ｍｉｎ，９８℃，４５ｓ，６４℃，７５

ｓ，７２℃，１５０ｓ。３５个循环。电泳：取１０μＬＰＣＲ产物，于１％

琼脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ，紫外线灯下观察、照相，根据反应扩增

带ＤＮＡ长度（１．３、１．６、１．８、２．０ｋｂ）得出检测结果。

１．５．２　β地贫缺失型的诊断　参照β地贫基因诊断试剂盒操

作说明，采用 ＰＣＲ结合反向点杂交技术进行 ＨｂＱＳ、ＨｂＣＳ、

α
△ＣＤ３０、ＨｂＷＳ、αＣＤ３１和αＣＤ５９６种非缺失型α地贫、１７种中国常见

的β地贫：ＣＤｓ４１４２（－ＴＣＴＴ）、－２８（Ａ→Ｇ）、ＣＤ１７（Ａ→Ｔ）、

ＣＤｓ７１７２（＋Ａ）、ＣＤ２６（Ｇ→Ａ）、ＣＤ３１（－Ｃ）、ＣＡＰ＋１（Ａ→Ｃ）、

ＣＤｓ２７２８（＋Ｃ）、－３２（Ｃ→Ａ）、ＩＶＳ２－６５４（Ｃ→Ｔ）、ＩＶＳ１－１

（Ｇ→Ｔ）、ＣＤ４３（Ｇ→Ｔ）、－２９（Ａ→Ｇ）、－３０（Ｔ→Ｃ）、ＣＤｓ１４１５

（＋Ｇ）、起始密码子ＩｎｔＭ（Ｔ→Ｇ）、ＩＶＳ１５（Ｇ→Ｃ）则行膜反向

斑点杂交（ＰＣＲＲＤＢ）。反应程序：９４℃，５ｍｉｎ，９４℃，６０ｓ，

５５℃，３０ｓ，７２℃，６０ｓ，３５个循环，最后进行７２℃延长５ｍｉｎ。

将扩增产物与特异性标记探针进行膜杂交、经过洗脱、静置后

观察结果。

１．５．３　胎儿产前诊断　对基因诊断为地贫携带者的孕妇，对

其丈夫进行血液学筛查和基因诊断。若双方均为同型地贫基

因携带者，告知胎儿地贫出生风险，签署知情同意书，行胎儿产

前诊断。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０进行狋检验，统计资料狓±

狊表示，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血液学分析结果　经血液学检查及蛋白电泳异常产妇

１２４例，异常孕妇的血液学结果与健康孕妇比较差异有统计学

意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　ＨｂＡ２异常产妇与健康产妇的血液学结果比较

项目 狀
ＲＢＣ

（×１０１２／Ｌ）

Ｈｂ

（ｇ／Ｌ）

ＭＣＨ

（ｐｇ）

ＭＣＶ

（ｆＬ）

异常孕妇 １２４ ６．３±０．７ ７６．７±１５．０ ２２．６±２．３ ６６．１±３．８

健康孕妇 ２２４４ ４．０±１．３ １２５．７±１１．１ ２９．８±２．９ ８９．８±５．３

狋 １９．５４３ ４６．８５７ ２７．１７７ ４９．０９８

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　基因诊断结果　对血液学筛查异常的患者进行基因诊

断，１２４例血液学表型阳性孕妇中，发现夫妻同基因型１６例，

这１６例孕妇中１５例孕妇行地贫产前诊断，７例为α型地贫基

因，２例为β基因型，６例正常基因型，见表２。１５例孕妇中３

例为重度地贫胎儿，包括２例α地贫（ＳＥＡ／ＳＥＡ基因型）、１例β

地贫（４１４２／ＩＶＳⅡ６５４基因型），均告知患者后行终止妊娠。

其余基因携带者和正常基因型均顺利足月分娩。

表２　　基因诊断结果［狀（％）］

项目 狀 α地贫 β地贫

血液学表型阳性 １２４ ９１（３．８４） ３３（１．３９）

孕妇基因诊断 ９６ ６９（２．９１） ２７（１．１４）

夫妻同基因型 １６ １２（０．５１） ４（０．１７）

产前诊断 ９ ７（０．３０） ２（０．０８）

重度地贫胎儿 ３ ２（０．０８） １（０．０４）

３　讨　　论

地贫是一种全球性的单基因遗传性疾病，全世界约有１亿

以上的人群携带其突变基因，我国长江以南地区是该病的高发

地区之一，其中α、β地贫突变基因的携带率分别为１０．３％和

２．８％
［３］。目前对地贫尚无有效的治疗手段，重型α地贫病死

率高，重型β地贫只能靠应用铁螯合剂及长期输血维持生

命［４］，给家庭和社会带来了沉重的经济压力和精神负担。通过

血液学分析联合基因诊断进行早期产前诊断是目前防治重症

地贫患儿出生的有效办法。加强遗传咨询、婚前指导和健康教

育，实现准确的携带者和适时的产前诊断对提高生存质量，降

低高危地贫患儿有重要的作用。

血红蛋白 ＨｂＡ由２条α链、２条β链及血红素构成，负责

转运人体９８．５％的氧气。珠蛋白约占血红蛋白的９６％，血红

素占４％，当珠蛋白基因突变造成α链或β链珠蛋白合成障碍

使，α肽链与非α肽链得比例失调，导致地贫。α珠蛋白合成障

碍，β链珠蛋白比例相对升高，导致 ＨｂＢａｒｔ′ｓ及 ＨｂＨ不稳定

易导致红细胞膜脂质过氧化损伤［５］，抑制红细胞内关键酶的活

性，造成组织严重缺氧［６］。β链珠蛋白基因表达障碍时，红细

胞内α珠蛋白合成相对过剩，也易导致氧化变性，导致红细胞

膜脂质过氧化。组织缺氧、红细胞异形性及大量代偿性无效红

细胞生成容易造成溶血，内脏、神经、内分泌及免疫系统出现病

理性损伤。

对地贫进行产前血液学筛查，通过血液 ＲＢＣ、ＭＣＶ 及

ＨｂＡ２ 的检测能反映出地贫基因型与表型之间的关系
［７］。地

贫患者脾亢，全血细胞数偏低，表现为小细胞低色素性贫血。

地贫患者 ＭＣＶ和 ＭＣＨ下降，ＭＣＨ＜２５ｐｇ和（或）ＭＣＶ＜８０

ｆＬ是筛查地贫的首选指标，对产妇进行产前血液学检查是预

防地贫简单、低廉的检测手段，能够降低侵入性产前诊断的盲

目性，但单独检测缺乏特异性。遗传突变的基因检测是诊断遗

传病的重要手段，能够明确遗传病的类型，为临床提供准确的

诊断依据，ｇａｐＰＣＲ，检测正常α基因和
ＳＥＡ、α３．７、α４．２涵盖了

中国９６％的α地贫
［８］，ＰＣＲＲＤＢ检测的６种相对多见的非缺

失型α地贫可以做恰当补充。β地贫采用ＰＣＲＲＤＢ技术能同

时检测１７种突变位点，能够有效检测大多数突变基因，对地贫

的诊断提供了更为准确的依据。

本研究采用血液学分析联合基因诊断进行地贫产前诊断，

血液学筛查异常产妇１２４例，发现夫妻同基因型１６例，其中

１５例产妇行地贫产前诊断，发现３例为重度地贫胎儿，包括２

例α地贫（ＳＥＡ／ＳＥＡ基因型）、１例β地贫（４１４２／ＩＶＳⅡ６５４

基因型）。综上所述血液学分析结合基因诊断在产前筛查地贫

中效果显著，能有效的降低地贫患儿的出生率，（下转第６０７页）
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作者简介：黄建平，男，主管检验师，从事临床生物化学与输血工作与研究。

·论　　著·

手术大量输血后患者电解质及凝血功能的变化

黄建平，胡建华，万向农，徐志韧，周　蔚，张　茜

（武警江西省总队医院检验科，江西南昌３３００３０）

　　摘　要：目的　探讨手术大量输血后对患者机体血清电解质和凝血功能的变化。方法　对２５例大量输血患者输血中，输血

后血清电解质和凝血功能进行检测分析。结果　术中输入小于１０００ｍＬ血液制品后，凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时

间（ＡＰＴＴ）、凝血酶时间（ＴＴ）和Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋均无明显改变（犘＞０．０５），但术后输入３０００ｍＬ以上血液制品，ＰＴ、ＡＰＴＴ、

ＴＴ时间明显延长（犘＜０．０１），同时纤维蛋白原（ＦＩＢ）水平明显下降，Ｋ＋、Ｃａ２＋下降明显（犘＜０．０１）。结论　患者大量输血后极易

出现低钾和低钙血症及凝血功能紊乱，手术时应动态监测各项指标，以防严重并发症的发生。

关键词：手术；　电解质；　凝血功能
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　　输血是抢救大出血患者的重要手段，大量输血还可能导致

严重的输血不良反应，现各大医院血源紧张，科学合理使用血

液尤为重要，本文就手术大量输血患者前后电解质及凝血功能

变化作观察比较，为临床提供参考，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２０１１年２月至２０１３年１２月大量

输血患者２５例，男１８例，女７例，其中肝破裂６例，脾破裂９

例，肿瘤４例，消化道出血６例，失血量均大于２０００ｍＬ，输血

量为３０００～４５００ｍＬ。

１．２　仪器与试剂　ＤＨ５０５血液电解质分析仪（武汉中达生

物传感技术有限公司生产），配套试剂武汉中达生物传感技术

有限公司，批号：１４０３０５。ＳｙｓｍｅｘＣＡ１５００全自动血凝分析仪

（日本），试剂为德国ＳＩＥＭＥＮＳ公司，批号分别为凝血酶原时

间（ＰＴ）（５３８０７６）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）（５４５５４８）、

凝血酶时间（ＴＴ）（５４７１８２）、纤维蛋白原（ＦＩＢ）（５３９７１８）。

１．３　方法　所有患者分别于麻醉诱导后（输血前）手术止血后

（输血中）和手术后（输血后）采取静脉血（输血肢体远端或对测

肢体静脉抽血），用血液电解质分析仪及全自动血凝分析仪进

行电解质和ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ、ＦＩＢ的检测，各项目检测前做质控

均在质控范围。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０进行统计学处理，计数资

料采用狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　输血前后Ｋ
＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋的改变　患者手术前Ｋ＋、

Ｎａ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋ 浓度正常，术中输入小于１０００ｍＬ血液时

Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋无明显变化（犘＞０．０５），但术后输入大于

３０００ｍＬ血液Ｋ＋、Ｃａ２＋浓度则明显下降与术前比较差异有统

计学意义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　输血前后凝血功能的变化　患者术前出血和凝血时间均

正常，术中输入小于１０００ｍＬ血液时ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ也无明

显变化，但术后输入大于３０００ｍＬ血液后ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ时

间明显延长（犘＜０．０１），同时ＦＩＢ水平下降明显，见表２。

表１　　患者输血前、中、后血清电解质比较（狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ）

项目 Ｋ＋ Ｎａ＋ Ｃｌ－ Ｃａ２＋

输血前 ４．２０±０．１５ １４２．５±１．５ １０１．５±２．０ ２．２５±０．３０

输血中 ４．０８±０．２０ １４１．６±１．２ ９９．６±２．２ ２．１２±０．２２

输血后 ３．６０±０．３２ １４０．８±１．２ ９８．６±２．３ １．８２±０．２０

　　：犘＜０．０１，与输血前比较。

表２　　患者输血前、中、后凝血功能的

　　　变化比较（狓±狊，狀＝２５）

项目 ＰＴ（ｓ） ＡＰＴＴ（ｓ） ＴＴ（ｓ） ＦＩＢ（ｇ／Ｌ）

输血前 １３．３２±０．８９２８．６２±２．３２ １８．２４±２．１ ３．２３±０．６１

输血中 １３．３４±０．９３ ２８．２２±２．４８ １８．４９±１．５４ ３．１３±０．５８

输血后 ２６．２０±２．７２ ４６．８０±９．６０ ３０．２０±５．６ １．０２±０．４０

　　：犘＜０．０１，与输血后比较。
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３　讨　　论

大量输血是指２４ｈ内快速输入血液量达到或超过患者自

身血容量或３ｈ内输血量超过患者循环血量一半以上的输

血［１］。而血液的来源主要有二个方面：一是患者自身的血液即

自身输血。二是库存血，这也是外科手术输血的主要来源，包

换全血和成份血。患者在进行手术时，由于各种原因导致大量

出血，需要大量输注晶体液，胶体液，全血和各种其他血液制品

以维持血容量和血液功能。而大量输血患者常会存在凝血功

能障碍和电解质平衡紊乱等不良反应及并发症［２］。传统认为，

短期大量输注库存血可导致血钾升高，是由于红细胞内钾释放

作用。但近来较多报道，大量输血低钾更为多见［３４］，本文检测

结果也与大多报道结果类似。笔者认为大量输血后引起血钾

浓度偏低的原因可能与以下因素有关，如大量输血后，抗凝剂

中的枸橼酸盐在肝脏迅速转换为碳酸氢钠，机体发生代谢性碱

中毒，大量细胞外钾离子进入细胞内；同时肾脏通过增加钾的

排出量以调节机体内环境的酸碱平衡，可发生低血钾。在大量

输血过程中，为预防低血钾发生，应输注不含或少含枸橼酸盐

的血液制品，如添加红细胞保存液（ＳＡＧＭ）的红细胞或洗涤红

细胞。受血者血液被稀释导致大量输入血液制品同时输入大

量的液体，使血液明显稀释，虽然输入了大量高钾库存血，经稀

释后仍会低。同时，本试验结果血钙浓度下降也很明显，与本

院危急值（１．６ｍｍｏｌ／Ｌ）水平接近。血钙的下降可能是由于短

期大量输注库存血后，输入体内的枸橼酸很快进入三羧酸循环

的代谢，最终产生碳酸氢钠，由于输入库血过多，引起三羧酸循

环超负荷，多余的枸橼酸根离子在体内存积与血中游离钙结

合，形成“可溶性络合物”，使血钙降低，并导致低钙血症，亦称

其枸橼酸盐中毒［５］。大量输入低体温的库存血，使得机体体温

下降，肝脏在低温时，不能代谢枸橼酸和枸橼酸盐，而休克时，

由于肝脏缺氧，其功能将进一步下降，因而低温常常伴随低

血钙。

本文在大量输血过程中，发现凝血功能也有较大的变化，

通过对凝血功能实验结果观察，显示患者在术前，出凝血时间

均在正常范围内，在术中输入少于１０００ｍＬ血液制品ＰＴ、

ＡＰＴＴ、ＴＴ时间无明显变化（犘＞０．０５），但在手术后大量输入

血液制品３０００ｍＬ以上时，以上指标均发生明显延长（犘＜

０．０１），ＦＩＢ水平也明显下降。研究者认为出凝血时间发生改

变的主要原因如下：（１）失血患者由于快速输入了低于体温的

库存血使体温明显降低，低体温会使血小板功能和凝血因子活

性降低，造成非凝血因子缺乏性凝血障碍。（２）大量出血本身

造成大量血小板和凝血因子流失［６］及止血过程中的消耗和大

量输血的稀释作用等。对于大量输血后发生低体温的患者，在

准备接受手术，应精密监护患者的手术全过程，注意由于低体

温导致的凝血功能障碍。为防止术中、术后弥散性血管内凝血

的发生，可以通过输注前加温液体和血液而得以改善，但红细

胞加温的水温不应超过４０℃（红细胞的温度不应超过３５℃），

以免红细胞破坏、寿命缩短，甚至导致急性溶血。加温时最好

使用一次性热交换器，其环形管用电热板加温；无一次性热交

换时，可采用水浴加温，将长盘旋输血管通过４０℃温水，使血

液经过加温后输入受血者，切将血袋（液）直接放置在热水内加

温，以免引起溶血［７］。对出血量大，手术时间长的患者可根据

病情输入富血小板血浆，ＦＦＰ，冷沉淀等
［８］。

综上所述，患者在大量输血后，机体会发生很大变化，在诸

多因素的综合作用下，极易出现血钾、血钙偏低和凝血功能障

碍。因此，手术时应注意动态监测各项指标和临床表现，严格

掌握指征，根据检查结果做出相应处理，以防严重并发症的

发生。
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提高生存质量和确保母胎健康。对构建完善的地贫产前检查

与产前诊断干预模式有重要作用，值得推广应用。

如上所述，本研究基因分析仅对较为常见的片段缺失和突

变进行了分析，ｇａｐＰＣＲ分析仅涵盖了我国９６％的α地贫，

ＰＣＲＲＤＢ涵盖了我国９８％的β地贫，在临床操作过程中，随

着样本量的增加，还会存在基因分析漏掉患者。因此，临床工

作中，一定要结合血常规、血红蛋白电泳，Ｂ超以及临床综合分

析，尽可能减少误判的发生。
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