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  椲摘要椵 目的椇应用分子生物学方法鉴定急性白血病患者斄斅斚血型抗原棳确定患者斄斅斚血型正反定型不符
的原因暎方法椇选取临床正反定型不一致白血病患者棳常规血清学斄斅斚血型正反定型椈直接和间接抗人球蛋白试
验检测不规则抗体椈吸收放散法鉴定弱血型抗原椈斝斆斠方法扩增斄斅斚基因的椃个外显子及侧翼内含子棳扩增产
物进行测序及序列分析暎结果椇患者正定型为斄斅亚型棳反定型为斄斅型椈直抗和间抗为阴性椈吸收放散试验证明
红细胞上存在弱斄和斅抗原椈斄斅斚基因扩增产物测序结果表明其基因型为 灣 棻棸棽棷棻棸棻暎结论椇该白血病
患者经分子生物学方法确定为正常斄斅型棳其血型抗原减弱由白血病所致暎基因分型法可以正确区分血型抗原
减弱或亚型暎
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灣基金项目椇江苏省科教兴卫工程医学重点人才棬斘旓椇
斠斆棽棸棻棻棸椄椄棭椈江苏省第棿期棾棾棾高层次人才培养工程棳
棽棸棻棸年度江苏省卫生国际交流支撑计划项目资助

棻江苏省血液中心棬南京棳棽棻棸棸棿棽棭
棽南京大学医学院附属鼓楼医院输血科
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  正确鉴定斄斅斚血型对于临床安全暍有效输血
具有重要意义暎但是棳常规血清学方法常常会遇到
正反定型不一致棳如血型抗原减弱暍血清抗体减弱

或存在不规则抗体等暡棻灢棽暢暎目前棳国内绝大多数输
血机构对于斄斅斚正反定型不一致的个体仍然采用
分析分泌液中存在的可溶性抗原暍吸收放散试验等
血清学方法暎但是棳对于非分泌型个体暍血清学亚
型相似个体之间的患者棳血清学方法就很难区分暎
因此棳应用分子生物学方法进行基因定型可区分血
清学亚型或由疾病导致的抗原减弱等暎本研究对棻
例出现斄斅斚血型正反定型不一致的急性白血病患
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者进行基因分型棳报告如下暎
棻 材料与方法
棻棶棻 临床资料

患者棳男棳汉族棳棿棻岁棳无输血史暎因牙龈出血
伴皮肤瘀点暍瘀斑入院暎经临床分析和骨髓检查棳
诊断为急性髓细胞白血病灢斖棻暎染色体检查正常暎
患者入院时常规血型检查棳发现正反定型不一致暎
棻棶棽 主要试剂

单克隆抗灢斄暍抗灢斅暍抗灢斄棻暍抗 斎抗体和筛选红
细胞购自上海血液生物医药有限责任公司暎抗斄斅
购自法国斈旈斸旂斸旙旚公司暎斚暍斄和斅型标准红细胞
为本室自制暎单克隆抗斈抗体购自斅旈旓灢斠斸斾公司椈
微胶凝柱血型卡和抗体筛查卡来自瑞士达亚美有

限公司暎基因组 斈斘斄 提取试剂盒棬北京天根公
司棭椈斎斊斣斸旕聚合酶棬斣旇斿旘旐旓斊旈旙旇斿旘斢斻旈斿旑旚旈旀旈斻公
司棭椈琼脂糖棬斅斏斚斪斉斢斣公司棭椈斄旞旟斝旘斿旔斝斆斠纯化
试剂盒棬爱思进生物技术有限公司棭暎
棻棶棾 斄斅斚暍斠旇血型鉴定

血型检测采用达亚美血型卡在全自动血型仪

上进行暎本例中棳由于卡式法检测结果示红细胞与
抗斄和抗斅凝集强度弱棳再应用试管法进行斄斅斚
正反定型暎抗斄斅暍斄棻和斎检测也采用试管法暎
棻棶棿 直接和间接抗人球蛋白试验

按照操作规范进行暎
棻棶椀 吸收和放散试验

因患者与抗斄和斅血清凝集强度弱棳对 斄和
斅抗原进行吸收暎生理盐水洗涤患者红细胞棾遍棳
取洗涤后的压积红细胞分别与单克隆抗 斄或抗斅
血清混合棳充分混匀后置棿曟冰箱棽旇棬期间每棻椀

旐旈旑混匀棻次棳使其充分作用棭棳离心后棳用棿曟生
理盐水洗涤红细胞椀次棳保留最后棻次洗涤液棳用
棾棩斄和斅标准红细胞检测其中是否残留抗体暎确
认没有抗体残留后棳在压积红细胞中加入等体积的
生理盐水棳椀椂曟放散棻棸旐旈旑棳离心后放散液采用试
管法分别与斄暍斅和斚标准红细胞作用暎离心后观
察结果暎
棻棶椂 基因测序及序列分析

基因组斈斘斄提取试剂盒提取全血斈斘斄棳严格
按照试剂说明书进行暎斝斆斠方法扩增该白血病患
者 基因的椃个外显子及侧翼内含子暎扩增引
物及测序引物均由上海生工生物技术有限公司合

成暎斝斆斠扩增条件棳扩增引物及测序引物序列见参
考文献暡棾灢棿暢暎斝斆斠反应结束后棳取椀毺旍斝斆斠产物棳
经棻棩琼脂糖凝胶棳棸灡椀暳斣斅斉缓冲液中电泳棬棻棸棸
斨棳棾棸旐旈旑棭棳通过凝胶电泳成像系统观察并鉴定产
物的特异性暎扩增产物的纯化严格按照试剂说明
书进行暎委托北京六合华大基因公司对纯化的扩
增产物进行测序暎使用斆旇旘旓旐斸旙软件阅读测序图
谱棳斅旈旓斉斾旈旚软件对比分析测序结果棳与 斍斿旑斅斸旑旊
中的序列棬斏斈暶斘斍椷棸棸椂椂椂椆棶棻棭比对暍分析结果暎
棽 结果
棽棶棻 血清学检测结果

患者的红细胞与单克隆抗斄和斅血清呈棻棲棷
旐旀棳血清与斚暍斄和斅型红细胞都不起反应棳详细的
血清学检测结果见表棻暎患者的直接和间接抗人球
蛋白试验结果均为阴性暎患者的红细胞能吸收并
放散抗斄和抗斅棳这些结果表明患者的红细胞上有
很弱的斄和斅抗原暎

表棻 斄斅斚血型正反定型结果
正定型

抗斄 抗斅 抗斄棳斅 抗斄棻 抗 斎
反定型

斄棻 斅 斚 自身

卡式法 棻棲棷旐旀 棻棲棷旐旀 棻棲 棻棲 棽棲 棸 棸 棸 棸
试管法 暲棷旐旀 暲棷旐旀 棻棲 棻棲 棽棲 棸 棸 棸 棸

  旐旀椇混合视野外观暎

棽棶棽 基因分型
该患者斄斅斚血型的基因分型为 灣 棻棸棽棷

棻棸棻棳说明该患者的血型表型为斄斅型暎 和 等

位基因部分测序结果见图棻暎
棾 讨论

本报道中的患者在正定型时棳表现为红细胞与
抗斄和抗斅呈弱凝集反应棳反定型与斚暍斄和斅型
红细胞均不凝集棳吸收放散证明了红细胞存在斄和
斅抗原暎但是棳血清学上难以区分患者是斄斅亚型
或疾病导致的抗原减弱暎研究表明棳白血病患者

箭头所示为核苷酸序列椃椆椂位斆棷斄和椄棸棾位斍棷斆杂合暎
图棻 该白血病患者 基因的部分测序结果
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斄斅斚血型的基因存在许多变异体棳斘旓旜斸旘斿旚旚旈暡椀暢等
采用基因分型的方法分析了棻棸椄例白血病患者
斄斅斚血型的等位基因棳发现棽椀例棬棽棾棩棭患者有棽棽
种新的 变异体棳表明白血病患者 基因有

较高水平的重组活性暎此外棳某些白血病患者的
基因并未发生突变棳斄或斅抗原表达减弱甚

至缺失棳可能与恶性疾病引起的红细胞系增生降
低棳导致斄或斅基因产物不足或者欠缺所致棳而不
是由于酶作用底物缺乏所致暡椂灢椃暢暎因此棳我们对该
患者进行斄斅斚血型的基因分型暎经测序分析该患
者具有正常的 棻棸棽和 棻棸棻等位基因棳这表明该
患者斄斅斚血型的基因未发生突变棳而是其红细胞
上血型抗原表达减弱暎但是棳导致该患者红细胞上
斄和斅抗原表达减弱的具体机制尚不清楚暎

总之棳血清学作为血型鉴定的经典方法在输血
医学中起重要作用暎但是棳在分析一些疑难血型
时棳血清学方法尚存在不足棳如我们报道的该例白
血病患者棳血清学方法就不能区分出该患者是 斄斅
亚型还是疾病导致的抗原减弱所致暎因此棳必须依
赖基因分型方法正确区分暎使用基因分型的方法棳
可以正确进行斄斅斚疑难血型的定型棳给临床正确
输血提供理论依据棳保障患者输血的安全性和有效
性暎为今后真正实现临床患者的个体化血液管理棳
保障医疗安全暍提高医疗质量提供有力支撑暎
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验版棭棳棽棸棻棿棳棽椃棬棽棭椇椆棸棴椆棾棶

椲棾椵 斚旍旙旙旓旑斖斕棳斏旘旙旇斸旈斾斘斖棳斎旓旙旙斿旈旑旈灢旐斸斸旀斅棳斿旚斸旍棶斍斿灢
旑旓旐旈斻斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀斻旍旈旑旈斻斸旍旙斸旐旔旍斿旙旝旈旚旇旙斿旘旓旍旓旂旈斻斄斅斚
斺旍旓旓斾旂旘旓旛旔旈旑旂斾旈旙斻旘斿旔斸旑斻旈斿旙椇旈斾斿旑旚旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀棻椀旑旓灢
旜斿旍斄斸旑斾斅旙旛斺旂旘旓旛旔斸旍旍斿旍斿旙椲斒椵棶斅旍旓旓斾棳棽棸棸棻棳椆椄椇
棻椀椄椀棴棻椀椆棾棶

椲棿椵 斆旇斿旑斞棳斬旈斸旓斒棳斪斸旑旂斢棳斿旚斸旍棶斄斅斚旙斿旕旛斿旑斻斿斸旑斸旍旟灢
旙旈旙旈旑斸旑斄斅旚旟旔斿旝旈旚旇斸旑旚旈灢斅旔斸旚旈斿旑旚椲斒椵棶斆旇旈旑斖斿斾斒
棬斉旑旂旍棭棳棽棸棻棿棳棻棽椃椇椆椃棻棴椆椃棽棶

椲椀椵 斘旓旜斸旘斿旚旚旈斖斆斱棳斈旓旐旈旑旂旛斿旙斄斉棳斖斸旑旇斸旑旈斠棳斿旚斸旍棶
斄斅斚 旂斿旑旓旚旟旔旈旑旂旈旑旍斿旛旊斿旐旈斸旔斸旚旈斿旑旚旙旘斿旜斿斸旍旙旑斿旝
斄斅斚旜斸旘旈斸旑旚斸旍旍斿旍斿旙椲斒椵棶斍斿旑斿旚旈斻旙斸旑斾斖旓旍斿斻旛旍斸旘斠斿灢
旙斿斸旘斻旇棳棽棸棸椄棳椃椇椄椃棴椆棿棶

椲椂椵 斢旓旑旊斿旘斄棳斈旛斺斿旟斄棳斢旈旑旂旇斄棳斿旚斸旍棶斄旘斸旘斿斻斸旙斿旘斿灢
旔旓旘旚旓旀斻旇旘旓旑旈斻旜斸旘旈斸斺旍斿旈旐旐旛旑旓斾斿旀旈斻旈斿旑斻旟斾旈旜旛旍旂斿斾斺旟
斄斅斚斾旈旙斻旘斿旔斸旑斻旟椲斒椵棶斣旘斸旑旙旀旛旙斄旔旇斿旘斢斻旈棳棽棸棻棿棳椀棸椇
棽棽椀棴棽棽椃棶

椲椃椵 斅旈斸旑斻旓斣棳斊斸旘旐斿旘斅斒棳斢斸旂斿斠斉棳斈旓斺旘旓旜旈斻斄棶斕旓旙旙旓旀
旘斿斾斻斿旍旍斄棳斅棳斸旑斾斎斸旑旚旈旂斿旑旙旈旙旀旘斿旕旛斿旑旚旈旑旐旟斿旍旓旈斾
旐斸旍旈旂旑斸旑斻旈斿旙椲斒椵棶斅旍旓旓斾棳棽棸棸棻棳椆椃椇棾椂棾棾棴棾椂棾椆棶

棬收稿日期椇棽棸棻棿灢棸椂灢棽棿椈棽棸棻棿灢棸椃灢棽椆棭

暥临床血液学杂志棬输血与检验棭暦第棾届编委会名单

  主  编   胡丽华
  副主编   王  琳  王学峰
  编  委   棬按姓氏字母排序棭

王宝燕  王学锋  王燕宁  王全立  王  琳  文  军  白连均  刘凤华
刘铁梅  闫  石  吕先萍  李志强  李碧娟  李  捷  张循善  宋卫青
汪德清  严力行  陈凤花  杨江存  郑山根  林甲进  周吉成  周小玉
单桂秋  胡丽华  胡安华  骆  群  宫济武  赵树铭  赵国华  郝一文
饶绍琴  秦  莉  栾建凤  钱宝华  唐长玖  夏  琳  夏  荣  夏  兰
崔徐江  焦晋山  董伟群  谢  珏  曾小菁  楚中华  穆士杰  魏  晴

暏棾椆暏


