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综 述

地中海贫血筛查及基因检测技术的研究进展▲
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【提要】 地中海贫血是一种极具危害性的遗传性血液疾病，严重威胁人类健康，在我国东南沿海地区尤

为常见。目前，临床治疗地中海贫血尚缺乏有效方法，因此做好预防工作与实现准确诊断至关重要，而精准的

筛查技术与基因检测技术则是预防与治疗的关键。随着地中海贫血检测技术研究的不断发展，新型检测技术

正呈现快速发展趋势。本文将从地中海贫血的筛查技术、基因检测技术，以及基于常规检测技术的新型检测

方法等方面的研究进展进行阐述，以期提升公众对多样化地中海贫血检测技术及其发展历程的认知，进而为

这些技术的推广、深入应用及后续优化升级开拓更为广阔的思路与视角。
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  地中海贫血又称海洋性贫血或珠蛋白生成障碍

性贫血，是一种常见的常染色体隐性遗传或不完全

显性遗传的溶血性贫血［1］。在 2008 年，全球大约有

1% 的夫妻存在生育患有血红蛋白病孩子的风险［2］。

地中海贫血根据受累基因、血红蛋白链位置可分为

α、β、γ、δβ 等类型，其中以 α⁃地中海贫血、β⁃地中海

贫血最为常见；地中海贫血还可以依据患者的临床

表现分为静止型、轻型、中间型及重型 4 种类型［3］。

地中海贫血常见于热带国家［4］，在我国南方地区，尤

其是广东、广西、海南等地区，是地中海贫血的高发

区域［5］。通常情况下，地中海贫血基因携带者并无明

显的临床表现，但若为中间型、重型α⁃地中海贫血或

β⁃地中海贫血，可致死或致残。目前，临床上针对地

中海贫血的治疗手段尚不完善，故而精准挑选并恰

当运用实验室检测技术，以实现地中海贫血的早筛

查与早确诊，从而有效避免重症患儿的出生，是遏制

该病发生的关键，亦是降低治疗成本的有效策略［6］。

本文将从地中海贫血的筛查技术、基因检测技术，以

及基于常规检测技术的新型检测技术等方面的研究

进展进行阐述。

1 地中海贫血的筛查技术

1.1 血液学常规检查 地中海贫血患者的红细胞会出

现典型的小细胞低色素特征，其血红蛋白（hemoglobin，
Hb）水平可能正常也可能异常，因此在血液学常规检查

项目中，与红细胞密切相关的指标备受关注，如平均红

细胞体积（mean corpuscular volume，MCV）、平均红细

胞血红蛋白含量（mean corpuscular hemoglobin，MCH）。
目前多将 MCV<82 fl 或 MCH<27 pg 视为地中海贫血

初筛的阳性标志［7］。血液学常规检查凭借其操作便

捷、费用低廉且适用范围广等优势被广泛应用，但其

亦存在不足，例如难以鉴别缺铁性贫血等。

1.2 Hb 电泳检测 传统Hb电泳检测多采用醋酸纤

维薄膜电泳，操作时需反复洗涤红细胞以制备 Hb溶

液，易受技术水平等多方面因素的影响，导致检测结
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果存在一定误差。毛细管电泳具有高灵敏度、高精

准度、耗时少、操作简便等优势，可以提升地中海贫

血的诊断检出率，因此可考虑将醋酸纤维薄膜电泳

检测向毛细管电泳检测转变。Hb电泳结果判定标准

如下：当 HbF高于 2.0%或 HbA2高于 3.5%时，可判定

为 β⁃地中海贫血；若出现 HbH等异常 Hb，或 HbA2低

于 2.2% 时，可判定为 α⁃地中海贫血；若未检出异常

Hb，且 HbA2介于 2.2%~3.5% 之间，可判定为正常［8］。

然而，Hb电泳的检测范围有限，仅能分辨α⁃地中海贫

血、β⁃地中海贫血和正常情况，还存在成本高、检测周

期较长、操作较复杂等不足［8-9］。

  崔瑾等［7］发现，仅采用血液学常规检查时血红蛋

白病的检出率为 84.29%，采用毛细管电泳检测时的

检出率为 82.67%，将这两种筛查方式联合应用可将

检出率显著提升至 99.11%。鉴于地中海贫血单项筛

查项目存在漏诊的可能性，目前有学者推荐将筛查

项目从单一指标向多指标联合筛查转变［10］。例如，

将血液学常规检查中的红细胞参数（MCV、MCH 等）

与 Hb电泳检测指标（HbA2、HbF等）联合应用进行筛

查，能显著减少血红蛋白病的漏诊情况［11］。有学者

在对比 MCV+MCH 和 MCV+MCH+HbA2 这两种指标

组合时发现，MCV+MCH诊断地中海贫血的灵敏度更

高，而 MCV+MCH+HbA2诊断地中海贫血的特异度更

胜一筹；但MCV+MCH+HbA2诊断β⁃地中海贫血的效

能更优，而MCV+MCH则在地中海贫血初筛环节效果

更佳［12-15］。这种多指标联合筛查的方式是地中海贫血

筛查领域的一大进展，其灵敏度、特异度均优于单一

指标筛查，对地中海贫血的临床诊断具有重要意义。

1.3 其他筛查技术

1.3.1 质谱技术：质谱技术是当下极具发展潜力的

分析手段之一，其在生命科学、材料分析、公安刑侦、

食品安全、环境监测、航天和军事技术等诸多热门领

域中都有着不可或缺的作用［16-18］。早在 1981年就有

将质谱技术应用于 Hb 分析的相关研究报道［19］。在

20世纪，质谱技术成为化学领域的核心分析技术［20］。

近年来，有学者使用离子迁移率⁃质谱联用（ion mobility 
spectrometry⁃mass spectrometry，IMS⁃MS）技术分析 HbA
热稳定性和变性（Hb熔化），此技术最突出的优势是

在分析目标分子时所需的特异性试剂用量少，并且

能为新变异体的鉴定及DNA测序提供有力的支持工

具［21］。然而，目前质谱技术存在一定的局限性，如操

作环节复杂、费用高昂、仪器设备价格昂贵［22］。在临

床上，相较于液相色谱⁃质谱法，木签电喷雾电离直接

质谱法在分析α⁃地中海贫血和β⁃地中海贫血样本与

健康对照样本时，可通过检测电荷状态下，α⁃珠蛋白

链和 β⁃珠蛋白链在多电荷状态（如+11、+12、+13）下

的信号强度比值差异来实现快速鉴别，且所需的样

本量更少，其电离过程是在开放环境下进行的，在分

析过程中可以直接加入未经处理的样品［16］，其灵敏

度、特异度均较高。但截至目前，该技术尚未应用于

地中海贫血的临床检测。基于木签电喷雾电离直接

质谱法在血液学检测领域具有独特优势，将其应用

于测定 Hb 肽链时的灵敏度、特异度高，且具有高通

量、检测速度快等特点，该技术有望成为地中海贫血

筛查的潜在手段［23］。

1.3.2 等电聚焦电泳和高效液相色谱法：等电聚

焦（isoelectric focusing，IEF）电泳是利用不同蛋白质

的等电点差异在电场下进行蛋白质分离。在Hb检测

方面，IEF 能够有效区分 HbF、HbA 及多种 Hb 变体，

如 HbS、HbC、HbE、HbD⁃Punjab 和 HbO⁃Arab。然而，

该技术定量分析HbA2的结果并不准确，并且会分离Hb
的翻译后衍生物，这增加了结果解释的复杂性。尽管

IEF电泳具有出色的分辨率，但其操作烦琐且缺乏精确

的定量手段，解读 IEF电泳结果亦要求技师具备丰富

的经验积累［19］。高效液相色谱法（high⁃performance 
liquid chromatography，HPLC）自1983年起应用于血红

蛋白病筛查领域，目前已是实验室检测的常用手段［24］。

HPLC能精准识别HbQ等异常Hb及电泳难以区分的

条带，且所需标本量小，无需前处理，操作简便，可最

大程度地减少人为误差。相较于传统 Hb电泳检测，

IEF与HPLC相结合有助于提高多种已知血红蛋白病

鉴定的效率，但其存在耗时较多、需专业数据解读的

局限性，故难以在临床上广泛应用于地中海贫血的

筛查［25］。此外，还有研究结果显示，质谱技术联合

HPLC和毛细管电泳可应用于HbE等变异体的检测［26］。

因此，多技术联合检测或升级现有的检测系统将有

力提升地中海贫血筛查的灵敏度与准确度。
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2 地中海贫血的基因检测技术

2.1 多重不对称 PCR技术 多重不对称PCR技术的

原理是结合了多重PCR和不对称PCR的特点，通过在

同一个反应体系中使用多对引物且这些引物的浓度

不相等，从而产生大量的单链DNA。近年来，有学者

将多重不对称 PCR技术与荧光探针熔解曲线法进行

融合，开创性地研发出一种基因分型新方法——多重

不对称PCR探针熔解曲线技术，并成功应用于 9个非

缺失型地中海贫血基因位点检测［26-27］。该技术凭借

操作简便、检测快速、污染风险低及成本低廉等优

势，在地中海贫血基因检测领域展现出广阔的应用

前景。

2.2 多重连接探针扩增技术 多重连接探针扩增技

术（multiplex ligation⁃dependent probe amplification，MLPA）
是一种借助多个探针进行定量扩增以检测基因组

DNA 序列拷贝数变异的相对定量分析技术，可用于

发现已知及未知的基因缺失情况。该技术以高效

性、高特异度等优势，在人类基因组学等领域得到广

泛应用。相关研究表明，借助 P140 Probemix（用于

MLPA检测的一种试剂盒，专门用于检测α⁃珠蛋白基

因的拷贝数变异），MLPA能够检测α⁃珠蛋白三联体，

如αααanti3.7和αααanti4.2等［28］。此外，Chen等［29］提出联合

运用跨越断裂点PCR、巢式PCR、MLPA可检测香港型

αα（Hong Kong αα，HKαα）基因型，其中MLPA与巢氏

PCR 相互印证，能有效区分 ⁃α3.7/αααanti⁃4.2、HKαα/αα、

HKαα/αα与β⁃地中海贫血共遗传、HKαα/⁃⁃SEA、HKαα/⁃α4.2

与 β⁃地中海贫血共遗传、⁃α3.7/αααanti⁃4.2与 β⁃地中海贫

血共遗传等基因型。然而，这种联合检测方案需要

设计多组实验，流程复杂且耗时，难以在大规模人群

筛查中广泛应用。

2.3 一 代 基 因 测 序  一代基因测序即 Sanger 测

序，其原理为各反应体系中含 4 种脱氧核苷酸三

磷 酸（deoxyribonucleoside triphosphate，dNTP）以 实

现扩增，同时加入少量特定的双脱氧核苷三磷

酸（dideoxyribonucleoside triphosphate，ddNTP）来终止

反应。该方法主要是基于传统的 DNA 合成、电泳分

离和化学荧光检测技术，优势是测序读取片段长，可

达到 500~1 000 个碱基对长度，以及准确率高达

99.999%，缺点为通量较低，每次只能处理少量样本，

导致整体效率不高，但成本较高。

2.4 二代基因测序 二代基因测序涵盖了 Illumina、
Ion Torrent 及 454 Sequencing 等多种技术。 Illumina
的应用最为广泛，其也被称作高通量测序技术，核心在

于高通量并行测序，能够一次性对数百万个DNA分子

进行测序。Ion Torrent的测序原理是基于单个核苷酸

的插入与释放，以快速的测序速度和较低的成本受到

关注，不过其错误率相对较高。454 Sequencing借助荧

光信号检测技术，采用乳液 PCR（emulsion PCR）的方

式，将单个DNA片段锚定于微珠之上，实现片段的扩

增，随后利用焦磷酸测序法来监测核苷酸掺入过程

中释放的焦磷酸，从而精准确定DNA序列，尤其适合

长序列的测序工作。这些技术在诊断地中海贫血携

带者、新发或不明原因的复杂地中海贫血方面都展

现出独特优势。目前，二代基因测序的靶向捕获技

术已得到广泛运用，在地中海贫血的无创产前诊断

和新基因突变检测领域中发挥关键作用。Maskoen
等［30］指出，二代基因测序作为非侵入式手段，在产前

诊断条件受限的情况下，能够有效减少流产风险。

相较于传统的一代基因测序、全基因组测序和全外

显子测序，二代基因测序在高效性、快速性、高通量、

低成本、高精度及复杂度分析等方面均具有明显的

优势。

2.5 三代基因测序 三代基因测序的原理是直接观

测单个 DNA 分子在测序环节产生的信号，比如荧光信

号或电流变化等，进而确定碱基序列。与传统方法不

同，它无需借助PCR 扩增，能高效、精准且迅速地测定

DNA序列。自2010年开始，PacBio公司率先推出单分

子实时测序（single⁃molecule real⁃time sequencing，SMRT）
技术。随后在 2014 年，Oxford Nanopore Technology 公

司将 Nanopore 测序技术引入该领域，二者携手促进

了三代基因测序技术的蓬勃发展。SMRT 技术依旧

采用边合成边测序的方式，以 4种荧光信号标记 4种

dNTP，在碱基配对链合成延伸时，依据荧光信号的类

型及持续时间来确定DNA碱基序列。而Nanopore测
序技术则是基于 DNA 分子穿过纳米孔时，其序列中

不同的核苷酸会对电流产生干扰，测序仪记录 DNA
穿过纳米孔时产生的电流信号，进而将特定的电流

信号序列转换为核苷酸序列以完成测序。

  目前，关于三代基因测序的研究报道主要集中

于 2021—2023 年，且有关 SMRT 技术的研究多集中

于 Nanopore 测序技术［31］。PacBio公司在中国的合作
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方为北京贝瑞基因科技有限公司，后者与中南大学湘

雅医学院合作完成了基于SMRT技术的地中海贫血基

因检测研究。Zhou 等［32］、Tang 等［33］的研究均证实了

SMRT技术检测地中海贫血基因突变的准确性及可靠

性，同时也发现该技术在检测罕见突变、减少漏诊或

误诊等方面均优于跨越断裂点PCR、PCR⁃反向斑点杂

交（PCR reverse blot hybridization，PCR⁃RDB）及下一代

测序（next⁃generation sequencing，NGS）。而 Jiang等［34］

发现，Nanopore测序技术在检测和解释地中海贫血基

因型方面具有明显优势，能显著提高诊断准确性，并

有助于地中海贫血患者个性化治疗策略的制订。

  三代基因测序的两种典型技术各有优劣。

SMRT技术产生长达数十个碱基的长读数，且精准度

极高、误差率极低，但在建库过程需进行片段筛选以

防止测序数据的偏向性，数据分析过程所需时间也相

对较长，且测序设备体积庞大，硬件成本及测序成本

高昂，难以实现临床广泛应用。与之相比，Nanopore
测序技术受限于孔内核酸片段的长度［35］，相较于短

片段，其分析长片段的错误率更高，且这些错误多为

系统性问题，难以通过重复测序进行修正，同时测序

成本也高于短读测序［36］。但Nanopore测序技术仍具

有诸多优势：读长优势明显，能读取更长的DNA序列

片段、无需拼接，高结构变异识别率高，无需 PCR 反

应，成本低；建库过程及数据分析过程用时更短，且

支持数据实时分析功能，可有效缩短整体检测周期；

测序设备体积小巧、便于移动，操作流程简单易上

手，无需在特定实验室环境下操作，这使得其在医疗

机构中的推广与普及更具可行性。通过选定基因的

靶向 Nanopore 长读测序，可评估潜在的修饰变异和

其他罕见的结构变异，Nanopore测序技术在检测基因

未知缺失和复杂结构变异方面显示出巨大的潜力。

3 基于常规检测技术的地中海贫血新型检测

技术

  近年来，随着地中海贫血筛查技术和基因检测技

术的不断进步，涌现出一系列基于常规检测技术的地

中海贫血新型检测技术。这些新技术各具特色，在地

中海贫血检测领域发挥重要作用，本部分将针对多重聚

合酶链反应/反向点印迹试验Ⅱ（multiplex polymerase 
chain reaction/reverse dot blot assay Ⅱ，M⁃PCR/RDBⅡ）、单核

苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）scan
技术（一种单核苷酸多态性检测技术）、拷贝数变

异（copy number variation，CNV）plex技术（一种拷贝数变

异检测技术）、Gazelle［一种基于血液芯片（pre⁃Gazelle原
型）的便携式微芯片电泳平台［37］］、新型全自动红细

胞渗透性脆性分析仪 RA⁃800（深圳普门科技股份有

限公司）、基于 HPLC 的一种新型抗干扰血红蛋白分

析系统等新技术进行总结。

  Liang 等［38］发现 M⁃PCR/RDBⅡ检测只涉及一个

多重 PCR 扩增系统（即一根试管），使样品制备过程

更简单、更方便，但该技术存在一定的局限性，当仅

检测出 α2 与 ⁃α3.7（或 α2 与 ⁃α4.2）的阳性结果时需要

谨慎实际基因型为 αα /⁃α3.7（或 αα/⁃α4.2）、αα/HKαα、

HKαα/⁃α3.7（或 HKαα/⁃α4.2）等的可能性。魏小凤［39］的

研究结果显示，采用 SNPscan技术及CNVplex技术检

测地中海贫血点突变、缺失的准确率达到100%，前者

可检测 α/β⁃地中海贫血 67 个点突变位点，后者可检

测缺失型α/β⁃地中海贫血。该研究结果为地中海贫

血的大范围人群检测及日常诊断提供了一种具有

精准性、便捷性、高效率及经济性等优势的检测新

技术。Shrivas 等［40］发现，在印度，基于微芯片的即

时护理设备 Gazelle 是一种低成本、快速、高精度的

镰状细胞病（sickle cell disease，SCD）定量和定性检

测方法。在资源有限的环境下和血红蛋白病负担高

的发展中国家中，Gazelle 可作为一种潜在的快速诊

断筛查工具，其成本低、便携、快速，且准确性与血液

学常规检查或HPLC相当。此外，Gazelle配备一套自

动分析系统，可用于对每个样本进行解读，因此试验

结果易于阅读，且这种自动分析解读功能的错误率

极低。2020 年，Hasan 等［37］在 Gazelle 设备原有版本

基础上重新进行设计、开发并开展临床测试，经过改

进后的 Gazelle 具备多光谱成像功能，尤其适用于新

生儿地中海贫血的筛查。Zheng 等［41］将新型全自动

红细胞渗透性脆性分析仪 RA⁃800（深圳普门科技股

份有限公司）的检测结果与目前临床实验室常用的

AU680 生化分析仪（Beckman Coulter）的检测结果进

行比较，并以基因检测结果作为金标准，评价RA⁃800
的适用性，结果显示，RA⁃800的性能指标满足临床要

求，具有简单、经济、有效等优点。在经济欠发达地

区、基层医疗机构及社区中心，应用RA⁃800联合血液

分析仪筛查地中海贫血能显著提升检测效率与准确
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性，避免漏诊、误诊的发生，并为遗传咨询工作提供

参考依据。徐岩的研究团队提出了一种基于 HPLC
的新型抗干扰 Hb 分析系统［42］。该系统经由对高压

梯度洗脱法的改良，对高压力层析柱中微球的粒径

大小及筛板的孔径尺寸进行精准调整，同时对双柱

塞往复式串联的高压泵结构实施优化改进，实现了

对糖化血红蛋白及地中海贫血关键指标HbF/HbA2和

Hb变异体的精准检测，展现出良好的抗干扰性能与

稳定的运行状态，具有产业化潜力［42］。

  基于常规检测技术的地中海贫血新型检测技术

仍在不断发展，凭借各自独特的优势，能够有效提升

筛查的效率与质量，进而提高诊断的准确性，并助力

防控策略的优化，推动基因检测技术向更高层次迈

进。然而，目前该领域可能仍处于探索阶段。

4 结 语

  随着检测技术的不断发展，众多先进的分子生

物学科研成果逐渐被应用于实验室诊断实践，地中

海贫血的诊断能力得以逐步提高。而在众多检测技

术中，精准挑选合适的方法，需检验人员综合考量疾

病特性、实验室设备条件及当地经济状况等因素。

在地中海贫血的诊断流程中，血液学常规检查和 Hb
电泳检测是基础且关键的初步筛查方法。对于地中

海贫血的确诊，则需依据相关指南，采用两种原理不

同的检测手段联合判断。尽管多种检测技术的联合

应用能够有效提高特异度、灵敏度、准确性，但仍存

在局限性或漏诊风险。当下，针对地中海贫血基因

诊断技术的研究正朝着快速精准、操作便捷、自动

化、成本低廉及全面涵盖突变位点的方向迈进。因

此，三代基因测序技术在地中海贫血基因检测领域

备受瞩目，但关于三代基因测序技术中的 Nanopore
测序技术在地中海贫血检测方面的研究目前还处于

初步探索阶段。此外，基于常规检测技术衍生的地

中海贫血新型检测技术的提出及相关研究，为地中

海贫血检测技术的发展注入了新的动力。未来应持

续关注国内外最新技术动态，以便将科研成果迅速

转化为实际可用的技术，提升诊断方法的敏感性和

准确性，同时尽可能降低成本，为患者和临床医生提

供更可靠的实验室诊断方案。
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