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近年来#随着
1!\

血型分子水平研究的逐步深入#越来

越多的研究认为单核苷酸多态性$

'02

&是导致
1!\

表型的改

变或者亚型的一个关键原因)

"7E

*

(当前血型检测主要使用的血

清学方法无法检测血型的基因型#在抗原减弱'正反定型不合

等情况下它具有局限性)

I7%

*

(因此建立一个有效的检测
1!\

血型基因
'02

的方法#对于确定疑难血型'指导临床用血'司

法鉴定等领域都具有重要意义(高分辨率熔解$

.4X

&曲线是

一种新的
'02

和突变研究工具#因其操作简便'成本低'通量

高而成为当前常用来检测
'02

新的有效方法(该技术不需要

探针#只需在反应中加入饱和荧光染料#整个过程闭管操作#避

免了污染)

G

*

#而且更易于检测单碱基突变'小片段插入或缺

失)

H

*

#可以根据
1!\

血型系统各血型分子基础上的差异#通

过检测
'02

来确定
1!\

血型(现已有文献报道
.4X

在某

些人类血型#如
/PLL

M

'

[KSS

检测中的应用)

8

*

#但在
1!\

血型

检测中的应用未见报道(本文旨在建立检测
1!\

血型基因

%#G

位点
'02

检测的
.4X

法#为
1!\

血型基因分型奠定实

验基础#现将结果报道如下(

$

!

材料与方法

$$$

!

标本来源
!

随机选取本院
#&"I

年
"&

'

"#

月
E%

例拟进

行血型检测的标本(

$$/

!

仪器与试剂
!

全血基因组
/01

提取试剂盒购自康为世

纪公司#

0,+BS?B

5

#&&&

微量蛋白核酸检测仪为赛默飞世尔科

技公司产品#荧光定量
234

仪为
1!;ZKK,H

实时荧光定量

234

仪(

.4X

试剂
X*A>/BO>B?.4X X,=>*?XKQ

#购自赛默

飞世尔科技公司#琼脂糖为
AKL*

公司产品(血型卡为瑞士达亚

美公司生产的凝胶卡#反定型红细胞试剂由本实验室配制(

$$'

!

方法

$$'$$

!

/01

抽提和定量
!

用全血基因组
/01

提取试剂盒

提取全血
/01

#严格按照试剂说明书进行(

/01

浓度和纯度

通过
0,+BS?B

5

#&&&

微量蛋白核酸检测仪检测#

1#G&

"

1#8&

为

"$H

'

#$&

#并经琼脂糖凝胶电泳鉴定合格的
/01

样本#浓度

统一调整到
#&+

R

"

%

:

作为反应模板#于
#̀&_

保存备用(

$$'$/

!

引物设计及合成
!

03!;

上查找
1!\

基因序列#使用

5

?KJ*?

5

?*JK*?%$&

软件设计针对
%#G

位点的
.4X

特异性引

物#引物由北京六合华大基因科技股份有限公司合成(引物序

列为
]

!
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(
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普通温度梯度
234

!

在进行
.4X

之前首先通过普通

温度梯度
234

进行退火温度的摸索(根据引物解链温度

$

6J

&值#将温度梯度设为
G

个#依次为
%H

'
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体系为
#&

%

:

#组成如下!

#F)3

缓冲液
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%

:

#

#

%

:

S062

$

#$%JJBA
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:

&#正'反向引物$

"&

%

JBA

"

:

&各
&$%
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:
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"

%

:/01

#
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酶#
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%

:SS.
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234

反应程序!

C%

_

预变性
%JK+

%

C%_

变性
E&=

#退火
E&=

#

H#_

延伸
E&=

#

E%

个循环%

H#_

延伸
%JK+

(产物于
"$8D

琼脂糖凝胶电泳#

"%&

Z

恒压电泳
E&JK+

#置于凝胶成像系统下观察拍照#根据电泳

条带的清晰度和特异性确定退火温度(将
234

产物送华大基

因科技股份有限公司进行测序验证(

$$'$1

!

.4X

检测
!

.4X

反应选用
#&

%

:

体系#其中
X*A>7

/BO>B?.4X X,=>*?XKQ"&

%

:

#正反向引物$

"&

%

JBA

"

:

&各

&$8

%

:

#

/01

模板
"

%

:

#

SS.

#

\H$I

%

:

(

.4X

检测按照
1!;

ZKK,H

内置参数#熔解曲线数据收集
G&

'

C% _

的荧光信号#

&$&%_

"

=

(

$$'$2

!

血型血清学实验
!

将上述标本采用微柱凝胶试验检测

血型#方法按照标准操作流程进行)

C

*

(取血型凝胶卡一张#标

注患者姓名及编号#正定型孔'

4N/

孔及
3>?A

孔分别加入

&$8D

患者红细胞悬液
%&

%

:

%反定型孔先分别加入
1

'

!

标准

红细胞悬液
%&

%

:

#然后加入患者血清
"&&

%

:

#卡式离心机

"&&&?

"

JK+

离心
"&JK+

后观察结果(

/

!

结
!!

果

/$$

!

普通
234

!

普通
234

后电泳检测产物#目的片段长度为

"#&@

5

#

"

'

G

各泳道均能扩增出目的条带#条带清晰#特异性

好#泳道
H

为阴性对照(泳道
G

扩增条带最清晰明亮#故选取

GG_

为退火温度#见图
"

(

!!

注!

"

'

G

泳道的
234

退火温度依次为
%H

'

%8

'

G&

'

G#

'

GI

'

GG_

%

H

泳道为阴性对照(

图
"

!!

普通
234

产物的电泳检测

!!

注!

1

为
)

"

3

杂合子$双峰&%

!

为
33

纯合子$单峰&(

图
#

!!

.4X

曲线分析

/$/

!

.4X

检测
!

1

型$

1"&"

和
1"&#

&和
\

型$

\&"

和
\&#

&

%#G

位点为
3

#而
!

型$

!"&"

&

%#G

位点为
)

(

E%

例血型标本

中#

%#G

位点共检出
)

"

3

杂合子
"E

例#

33

纯合子
##

例(本实

验未发现
))

纯合子(

.4X

分析见图
#

(

/$'

!

基因测序结果及血清学结果
!

部分
234

测序结果见图

E

(结合血型血清学结果#

"E

例
)

"

3

杂合子中
!

型
8

例#

1!

型
%

例%

##

例
33

纯合子中
\

型
"#

例#

1

型
"&

例(测序结果'

血清学结果与
.4X

结果一致(

!!

注!

1

为
)

"

3

杂合子%

!

为
33

纯合子(

图
E

!!

部分基因测序结果

'

!

讨
!!

论

!!

.4X

分析是新近发展起来的高效基因检测技术#可以检

测扩增模板中的序列变化(该方法是通过检测与双链
/01

结合的饱和荧光染料在变性升温过程中随着
/01

解链时游

离到体系中发生的荧光强度的减弱而实现的(与传统
234

以

及测序相比#

.4X

法更为灵敏#并能有效检测特定位点的突

变)

"&

*

(

1!\

基因位点定位于人类
C

号染色体上#有
1

'

!

'

\E

个等位基因(它们的差别在于单个碱基的变化#即
\

基因缺

失
O/01

第
#G"

位核苷酸$

)

&#

1

基因和
!

基因在
O/01

的第

#CH

'

%#G

'

G%H

'

H&E

'

HGC

'

8&E

'

CE&

等位点核苷酸有多态性)

""

*

(

因此检测出这些位点的
'02

有助于正确鉴定
1!\

血型(目

前存在的检测基因突变或
'02

的方法较多#包括测序'

6,

U

7

J,+

探针法'单链构象多态性分析法等(新近报道的
.4X

法

与这些方法相比#具有灵敏度高'特异性强'高通量和成本低廉

等优点#非常适合单个碱基或几个碱基的变化检测)

"#

*

(

基于上述遗传学基础#本课题组针对
1!\

基因的
%#G

位

点设计了
.4X

序列特异性引物(据
03!;

上查找到的
1!\

基因序列#

1"&"

'

1#&"

型及
\&"

'

\&#

型中
%#G

位点碱基均为

3

#而在
!"&"

型则为
)

(本研究
.4X

检测的
E%

例标本的

1!\

血型基因
%#G

位点
'02

的结果与基因测序结果完全一

致#而且与该位点碱基应表达的血型表型也完全一致#表明

.4X

检测技术完全可以应用于
1!\

血型基因
'02

位点的

检测(同时也提示对于临床上血清学结果不明确的标本#

.4X

法亦可用作辅助诊断手段#明确患者的
1!\

血型(如

临床上多见的直接抗人球蛋白试验和间接抗人球蛋白试验均

阳性的标本#

1!\

血型的检测常常会受到影响#血清学方法操

作繁琐#利用
.4X

方法可辅助实验室快速鉴定血型(仅单个

'02

$如
%#G

位点&即可鉴别其为杂合子或者纯合子#区别
!

型

与其他血型(以便提高临床疑难
1!\

血型标本定型的准确

性#确保临床输血安全(

虽然目前已经有较多的
1!\

基因分型方法#但大都检测

费用昂贵#实验周期也较长(本实验建立的
.4X

方法仅再针

对其他几个
1!\

基因的重要多态性位点设计引物就可以把

绝大多数的临床标本进行基因分型(该方法可以在
#N

左右

完成标本的
1!\

血型基因分型#成本较低#操作简单#非常适

合用于临床血清学定型有疑问标本的辅助判断(

本研究通过对
1!\

基因
'02

已知位点进行检测#首次成

功地建立了
1!\

基因
'02

的
.4X

检测体系#并且验证了它的

准确度和灵敏度(该方法对大多数临床疑难标本都将能够很好

地进行分子定型#是一种非常实用'快捷的
1!\

血型基因定型

手段#值得在临床输血相关实验室推广应用( $下转第
#%H#

页&

+
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细胞亚群数量'功能和异常活化状态没有改变#特别是
6N"

'

6N#

和调节性
6

细胞的数量和功能没有明显改善#所以引起

复发较多(比较而言#疏风清热'活血化瘀法调节了患者的淋

巴细胞亚群数量和功能#改善了患者的免疫功能#纠正了异常

活化状态#所以临床症状控制明显#复发较少且较轻(提高患

者生活质量#防止病情反复(

综上所述#疏风清热'活血化瘀法治疗
.'2

#对患者的外

周血白细胞总数'淋巴细胞数'淋巴细胞亚群'

6N"

"

6N#

及调

节性
6

细胞的干预作用明显#对患者的免疫功能的调节作用

明确#临床效果显著#极大地提高了临床诊疗能力(同时#可以

早期纠正
.'2

的免疫功能紊乱状态#减少
.'2

的复发且减轻

复发时的临床症状(值得临床关注和推广(
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