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-_Z

血型系统是最具临床意义的血型系统#供受者
-_Z

血型不合常引起溶血性输血反应*新生儿溶血病和移植排斥反

应等)

-_Z

血型除了常见的
-

型*

_

型*

Z

型和
-_

型外#还

会有一些抗原性较弱的亚型被发现#这些亚型通常表现为正反

定型不一致或凝集强度的改变)

-_Z

亚型的出现给血型鉴

定*交叉配血和临床输血带来极大困难#严重影响输血的安全

性'

".$

(

)

$#"1

年#青岛市胶州中心医院输血科在血型鉴定工作

中遇到
"

例
-_Z

正反定型不符的标本#经青岛市中心血站血

型参比实验室检测被确认为
_

$

-

&

#5

"

Z#$

基因型)现将研究

结果报道如下)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

患者#女#

'$

岁#因患直肠癌并梗阻就诊于青

岛市胶州中心医院#血型检查发现正反定型不符#遂于
$#"1

年

'

月
$'

日送患者血样至青岛市中心血站血型参比实验室进行

疑难血型鉴定)患者无输血史#无药物*食物过敏史#近期无感

染史)

A&B

!

仪器与试剂
!

血型定型试剂卡$批号
-_V"%$-

#美国强

生公司&#单克隆抗
.-

*单克隆抗
._

*

-_Z

红细胞*抗
.+

*

-$

细

胞$上海血液生物医药有限责任公司&#抗
.S

*多克隆抗人球*抗

-"

*抗
-_

$荷兰
3E:

e

G8:

公司&#基因组
ST-

提取试剂盒$美

国
/:F8BA<

M

=:

公司&#

2><:1

*

2><:0

直接测序引物$

X-!2

级&)

所有试剂使用均在有效期内)

\-$$##

型离心机$日本
\[_.

Z;-

公司&#

ZABC<_8<*G=9

L

9B=I

离心机$美国强生公司&#

("###

型
X(V

扩增仪$美国
_8<.VEK

公司&#

%"##.-FE:B

型全

自动
ST-

序列分析仪$美国
-_/

公司&)

A&C

!

方法

A&C&A

!

血清学试验
!

-_Z

正反定型试验分别采用微柱凝集

法和盐水试管法'

%

(进行)

A&C&B

!

ST-

提取
!

采用
ST-

提取试剂盒#按照说明书进行

ST-

提取)

A&C&C

!

-_Z

基因第
1

*

0

外显子直接测序
!

采用
Z@99<:

等'

5

(

设计的测序引物对
2><:1

*

2><:0

进行扩增)

2><:1

引物序

列!上游
'o.(!!--;;(-(;(!((-(;!((;!.!!;(

;(.%o

#下游
'o.(!! !-;((- ;!; !!! ;!!(-(((;

!((-.%o

)

2><:0

引物序列!上游
'o.(!! -;(((( !;(

(!((;!((; ;!( -!.%o

#下游
'o.!!!((; -!! (;;

(-!;;-(;(.%o

)

X(V

扩增反应体系$

'#

)

,

&!

5##

)

I<@

"

,

KT;X

#

'##:

M

模板
ST-

#

#&"

)

I<@

"

,

引物#

$&'

)

I<@

"

,

镁离

子#

%[;E

e

ST-

聚合酶)

X(V

扩增反应程序!

6'a

预变性

"#I8:

%

65a1#9

#

1%a6#9

#

0$a1#9

#共
"#

个循环%

65a

1#9

#

1"a6#9

#

0$a1#9

#共
$'

个循环%

0$a

延伸
"#I8:

#

5

a

保存)对
X(V

扩增产物进行凝胶电泳#对目的片段进行纯

化#使用
-_/%"##.-FE:B

进行序列分析)

B

!

结
!!

果

B&A

!

血清学检测结果
!

微柱凝集法和盐水试管法结果一致#

-_Z

正反定型不符#血清学表现为
-O_

)患者标本正定型结

果!抗
.-

*抗
._

*抗
.-_

与红细胞都凝集#凝集强度分别为
$h

*

5h

*

5h

%抗
.-"

与红细胞不凝集%红细胞与抗
+

凝集反应强

于正常
_

型细胞#凝集强度为
$h

)患者标本反定型结果!只

与
-"D

*

-$D

凝集#凝集强度分别为
%h

*

$h

%与
_D

*

ZD

*自身红

细胞不反应)见图
"

)

!!

注!

1

个反应孔由左至右分别为抗
.-

*抗
._

*抗
.S

*对照*

-"D

*

_D

)

图
"
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微柱凝集法鉴定
-_Z

和
VCS

血型

B&B

!

基因测序分析
!

第
0

外显子发生
15#-

%

!

突变#导致第

$"5

位的甲硫氨酸转变为缬氨酸#其他杂合位点均符合
_"#"

"

Z#$

特征)经与血型抗原基因变异突变数据比对#确定在

_"#"

基础上的
15#-

%

!

突变基因为
_

$

-

&

#5

等位基因)见

图
$

)

图
$

!!

-_Z

基因第
0

外显子部分序列

C

!

讨
!!

论

!!

-_Z

亚型具有遗传基础和明确的血清学特点#一般可通

过正反定型不符发现
-_Z

亚型#其中正定型的凝集强度和凝

集状态是很重要的判断信息'

'

(

)

-_Z

亚型的产生是由于
-

或

_

基因发生突变#导致红细胞上表达的
-

抗原或
_

抗原数目

减少#与抗
.-

或抗
._

的反应减弱#且通常在血清中存在针对弱

抗原的抗体'

1

(

)

微柱凝集法血型鉴定具有快速*结果容易保存等优点#但

同时具有不能反复离心观察等弊端#当用其鉴定血型出现正反

定型不符时需用盐水试管法进行验证确认)盐水试管法被誉

为
-_Z

血型鉴定的.金标准/#经过离心能够保证血型抗原与

抗体的充分反应#但其弊端就是反应结果不易保存#受操作人

员经验水平影响较大)因此#在工作中可充分运用两种方法的

优点#避免亚型漏检)有研究报道#盐水试管法结合柱凝集法

在疑难血型鉴定中是一种高效*灵敏*简单易行的方法'

0

(

)为

+

"0#%

+

国际检验医学杂志
$#"0

年
""

月第
%U

卷第
$"

期
!

/:BP,EJ)=K

!

T<F=AIJ=A$#"0

!

*<@&%U

!

T<&$"



更好地探讨其分子机制#可采用分子生物学方法检测来确定其

基因型)

_

$

-

&亚型最早由
]EIEI<B<

等'

U

(于
"6U'

年发现#是一种

发生率非常低的
-_Z

亚型#被认为是遗传学上的
_

型#其红

细胞上表达较强的
_

抗原和较弱的
-

抗原'

6."#

(

)

_

$

-

&主要血

清学特点为!正定型与单克隆试剂及人源抗
.-

均发生弱凝集#

与试剂抗
.-"

不发生凝集#与单克隆试剂及人源抗
._

发生强凝

集%反定型血清中含有较强的抗
.-

#可与
-"

细胞发生较强凝

集#与
-$

细胞发生较弱凝集'

""."$

(

)本研究中#

_

基因在
:B15#

位发生
-

%

!

单碱基突变#导致第
$"5

位的甲硫氨酸被缬氨酸

替代)突变的
_

基因具有编码双功能活性酶的功能#在血清

学方面除了具有
_

抗原特异性以外#还具有少量的
-

抗原特

异性'

"%

(

)目前发现并报道的
_

$

-

&型等位基因共
1

种#分别为

_

$

-

&

#"._

$

-

&

#1

#其中
_

$

-

&

#5

*

_

$

-

&

#$

型在青岛地区常

见'

"5

(

)

_

$

-

&型患者在输血时多采用
Z

型或
_

型洗涤红细胞进

行输血治疗)在常规血型鉴定时#应严格把握
-_Z

正反定型

不符的标准#注意观察并记录反应凝集强度#尤其是正定型必

须达到
5h

的凝集强度#遇到
-_Z

正反不符的标本时应用试

管法进行进一步验证#必要时送到上级血型参比实验室进行血

清学及分子生物学检测#从而保证输血安全)
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