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"摘要#
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目的
!

研究聚合酶链式反应
0

特异性序列引物"

L,Q0++L

$基因定型在新生儿溶血病"

,FVS

$

31P

血

型定型中的应用%方法
!

收集
"%

例来自广东省肇庆市第一人民医院新生儿溶血病"

FVS

$的样本!对这些样本进

行
31P

血型鉴定等一系列血型血清学方法进行检测!然后用
L,Q0++L

基因定型技术进行样本的基因分型%结果

!

与其血型的血清学分型结果进行比较!新生儿溶血病
31P

血型的定型是新生儿输血的必要保障!而
L,Q0++L

基

因分型较血型血清学方法更快捷(准确%结论
!

L,Q0++L

基因正型技术将不再局限于疑难血型的鉴定中!并会越

来越多地应用于
FVS

的鉴定中%
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新生儿溶血病$

FVS

&在临床上比较多见#是早期新生儿

胆红素升高的常见原因+不少学者都研究了血型血清免疫性

抗体与新生儿溶血病的关系)

!0(

*

+临床上对
FVS

常需进行输

血治疗#一般
31P

溶血病临床输血应用与婴儿同型或
P

型红

细胞,

31

型血浆)

&

*

$病程
"

周内宜输注
P

型洗涤红细胞%

"

周

后则可输同型洗涤红细胞&%这时对
31P

血型的快捷,准确定

型显得尤其重要+常用的
31P

血型血清学检测受影响因素

较多#有其一定的局限性+应用目前血型基因检测的常用方法

聚合酶链式反应
0

特异性序列引物$

L,Q0++L

&基因分型技术#

它是根据血型基因序列不同的突变位点#使用序列特异性引

物#直接扩增目的基因片断#使判型更准确)

$

*

+

$

!

材料和方法

$#$

!

样本来源
!

!"

例来自广东省肇庆市第一人民医院临床

确诊为
FVS

正反定型不相符样品#每份样本取乙二胺四乙酸

$

.V*3

&抗凝血+

$#/

!

试剂与仪器
!

单克隆抗
3

,抗
1

标准血清$上海血液生物

医药有限责任公司产品&,

31P

反定型用红细胞$上海血液生

物医药有限责任公司产品&,基因组
VS3

提取试剂盒$大连宝

生物公司产品&,

*/

h

VS3

聚合酶$大连宝生物公司产品&,

X/f@:@

$大连宝生物公司产品&,

31P

血型基因分型试剂盒

$美国
Mk*

公司产品&,

X[PL*K,PS

(

扩增仪$美国
X[

公

司产品&+

$#'

!

血型血清学试验
!

检测
!"

份样品均出现正反定型不

相符+

$#1

!

基因分型实验

$#1#$

!

按美国
Mk*

公司试剂说明书进行提取样品基组

VS3

+

$#1#/

!

运用血型
L,Q0++L

方法#用反应混合液$

X7?03

#

X7?0

3"%!

#

X7?0P

#

X7?01

基因#内对照物,

HS*L;

,

L,Q

缓冲液等&

4

$

2

%样本
VS3

提取液
!

$

2

%

%#$d*/

h

VS3

聚合酶
!

$

2

混

匀+在
L,Q

扩增仪扩增#参数如下!

5$Z

预变性
$C78

%然后

5$Z(%;

#

)%Z(%;

#

4"Z5%;

#共
(%

个循环%最后
4"Z

延

伸
$C78

+

$#1#'

!

L,Q

扩增产物经
&O

琼脂糖凝胶电泳
(%C78

#在凝胶

成像系统下拍照记录结果+

/

!

结
!!

果

"%

例血型样本的
L,Q0++L

基因分型结果见图
!

+从图
!

可见凝胶电泳照片图中#内对照约
"%4I

-

#阳性
3

!

4$I

-

%阳性

1

!

5%I

-

%阳性
P

!

!"4I

-

+样本有
4

例的基因型为
3

"

P

型#

&

例为
1

"

P

型和
!

例为
11

型+基因分型结果与血型血清学血

型实验结果见表
!

+由表
!

可以看出#其中
!4

例样品血清学

血型与基因分型相符#

!

例样品血清学血型与基因分型不

-
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相符+

表
!

!

样品血清学正定型血型与基因分型基因型

血清学血型 基因型
L,Q0X7?

产物长度$

I

-

&

3

$

4$

&
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$

!!4

&

1

$
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&
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$

!"4

&
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&3

型
3

"

P Y j j Y "%4
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型
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型
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4P

型
3

"
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/

'1

型
1

"
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51

型
1

"

P j j Y Y "%4

!%1

型
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"
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!!1

型
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"
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!"1

型
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"
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注!

/为
4

号样本%

Y

表示阳性#

j

表示阴性+

图
!

!

L,Q0++L

基因分型结果

'
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讨
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论

FVS

在临床上比较多见#亦较常对患儿进行输血治疗+

FVS

以母婴
31P

血型系统不合引起者较多见#

Q>

及其他血

型系统不合引起者较少#但溶血症状较
31P

血型不合溶血病

严重)

)

*

+

FVS

的
31P

血型鉴定在临床诊断及临床输血就显

得尤其重要+但新生儿的
31P

血型由于血清中的抗体一般

要在出生后
&

!

)

月后才能产生自身抗体#而且患儿体内有母

体产生的
K

=

M

血型免疫性抗体+这样对于血型血清学来讲就

有其局限性了+临床上婴幼儿
31P

血型正反定型不符比较

常见#多因抗体尚未产生或产生量太少#不足以引起肉眼可见

的凝集反应所致)

4

*

+血型血清学检测只能通过正定型检测红

细胞表面抗原来鉴定+单纯的血型血清学正定型会造成误判

血型#如本实验中一例
3

亚型的如只用血型血清学正定型会

误判为
P

型+临床上现多对
FVS

患儿输注
P

型洗涤红细

胞,

31

型血浆#这样可以减少因血型误判而带来的输血反应

性溶血+但输血的最佳选择仍然是同型输血#因此选择最佳又

最快速最准确的血型鉴定方法仍然是最好的+新生儿换血量

大#常是患儿血量的
"

倍#同型输血保证了新生儿输血的安全

性#减少输血反应+近年血型基因检测的常用
L,Q0++L

技术

有其简便快捷#准确不受抗体影响等优点而越来越多地应用于

血站和血库的疑难血型鉴定中+当今#经典免疫血液学和分子

免疫血液学很自然地整合在一起#形成了.后基因组时代免疫

血液学/+

在整合的前提下#血清学方法和基因分型方法取长补短#

相互补充#不存在谁取代谁的问题+从提高输血安全性方面考

虑#向临床提供基因分型的血液制品#从供受者表型匹配逐步

升级到基因型匹配#是今后的发展方向+血清学技术相对比较

普及#当前加强分子生物学教育显得刻不容缓)

'

*

+所以
L,Q0

++L

基因定型技术将不再局限于疑难血型的鉴定中#而会越来

越多地应用于
FVS

的鉴定中+
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