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专家论坛与共识

ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇血液安全管理专家共识

«ＲｈＤ 阴性孕产妇血液安全管理专家共识»制订协作组(１０８５)
ＫＩＲ 人群多态性及检测技术研究专题
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云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ基因多态性分布 苏品璨　 王　 珏　 姚富柱等(１０９６)
云南楚雄地区彝族献血人群 ＫＩＲ 基因多态性研究

王　 珏　 杨通汉　 苏品璨等(１０９９)
云南独龙族人群ＫＩＲ￣ＨＬＡ配受体对分布研究 蒋　 黎　 王　 珏　 陈　 强等(１１０２)
ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因测序分型中杂合碱基位置峰高不平衡现象及其意义

喻　 琼　 甄建新　 邓志辉等(１１０６)
ＫＩＲ ３ＤＬ３ 基因测序分型中模棱两可结果的鉴定方法 陈　 瑞　 邓志辉　 (１１１０)
ＫＩＲ ３ＤＬ３ 基因 ｃＤＮＡ 分子克隆测序法鉴定 １ 个常见型新等位基因

邓志辉　 夏华动　 张国彬等(１１１４)
Ｒｈ 血型系统基础与临床研究专题(下)

不同温度热处理与 ＩｇＧ 抗体诱导对红细胞衰亡的影响

李　 桢　 张印则　 周华友等(１１１７)
筛选及鉴定 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 噬菌体克隆的实验研究

吴　 凡　 庄乃保　 张印则等(１１２１)
ＲｈＤ ｍＲＮＡ剪接体实时荧光定量方法的建立 梁延连　 苏宇清　 张印则等(１１２６)
１ ２５２Ｔ>Ｇ 致新的弱 Ｄ 型血清学和分子生物学研究

吴大洲　 张薇薇　 张印则等(１１２９)
Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因外显子区及启动子区多态性检测

姜　 侠　 韩梅宁　 季延红等(１１３２)
定期输血地中海贫血患者血清抗体检测 党鑫堂　 伍昌林　 邵超鹏等(１１３５)

基础医学与实验研究

计划免疫前后出生的献血者 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性状况及其 ＨＢＶ 感染的血清学

　 　 和分子病毒学特征分析 叶贤林　 李　 懿　 李　 彤等(１１３８)
浓缩血小板制备血小板裂解液及其质量特性的初步研究

邓小军　 叶永清　 王　 丹等(１１４３)
筛选试剂红细胞的血型基因分型方法建立和应用

徐　 弘　 孔玉洁　 田　 力等(１１４６)
Ｏ 新等位基因与 Ｂ 抗原弱表达的研究 王天菊　 左琴琴　 徐　 华等(１１４９)
罕见血型 Ａ１０２/ Ｂ(Ａ)０２的分子遗传学研究 王　 芳　 毛　 伟　 欧阳熊妍等(１１５３)
献血者 ＨＢｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性血液样本电化学发光检测分析

　 　 陈少彬　 何子毅　 陈庆恺等(１１５６)
全血标本 ４℃保存时间对 ＨＣＶ ＲＮＡ 检测的影响

　 　 马维娟　 潘海平　 张　 霞等(１１５９)
临床研究

预存式自体输血对择期手术患者术后淋巴细胞亚群的影响

　 　 晋　 晶　 张艳春　 周　 俊等(１１６２)



常见输血不良反应发生率及相关危险因素探讨
　 　 张艾佳　 陆　 群　 毛佩敏等(１１６５)
回收式自体输血用于剖宫产大出血救治
　 　 吴　 云　 严海雅　 (１１６８)

调查研究
无偿献血认知的性别差异分析
　 　 李彦妮　 朱燕波　 李　 桐等(１１７１)
自回归求和移动平均模型对临床供血量的分析预测
　 　 陈迎春　 王晓霞　 徐晓庆等(１１７４)
咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿无偿献血人群年龄
　 　 分布及其变化趋势
　 　 钟建玲　 刘亚军　 罗晓娟等(１１７９)
优化宣传和招募对全血采集的效果评价
　 　 冯　 伟　 赵　 颖　 康建勋等(１１８１)

经验与方法
机采血小板不同回输方式的比较
　 　 王雅波　 李　 薇　 胡军路等(１１８４)
某型血细胞分离机最适校准系数的研究
　 　 徐　 爽　 王东博　 范亚欣等(１１８６)
保存期内不同时间制备去白细胞混合浓缩血小板
　 　 制剂的质量研究
　 　 胡成义　 勾丽平　 王永维等(１１８９)
血液筛查单试剂阳性献血者可追溯性探讨
　 　 黄润华　 杨宗伦　 (１１９２)

个例报告
Ｒｈ 系统血型抗体联合抗￣Ｗｒａ的鉴定 ２ 例及其临床
　 　 意义研究 台胜飞　 马春娅　 汪德清　 (１１９４)

Ａ 抗原特异性自身抗体鉴定策略探讨 １ 例
　 　 王　 丽　 李学慧　 冯智慧等(１１９７)

输血管理
医院输血科实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系意义之我见
　 　 张　 燕　 文爱清　 (１１９９)

输血机构室间质量评价
１１ 家血站实验室抗￣ＴＰ 酶联免疫吸附试验临界值的
　 　 评价 高　 楠　 葛红卫　 王露楠等(１２０１)

输血信息化
北京市无偿献血负面舆论大数据分析
　 　 李永花　 王丽娟　 刘　 江等(１２０５)

输血医学教育
«临床输血学»多元教学模式的初步实践与探讨
　 　 徐　 慧　 禹　 莉　 李玉云等(１２０８)

综述
小儿体外膜肺氧合的临床输血管理
　 　 任少敏　 王　 静　 王同显　 (１２１０)

血液质量管理论坛
英国小儿输血指南主要推荐及其启示

　 　 郭永建　 马春会　 (１２１３)
信 息 窗
２０１７ 年本刊专题报道(１０９１) 　 «中国输血杂志»郑重申明
(１１０５) 　 «临床输血进展» 购书事宜 (１１０９) 　 严正声明
(１１１３)　 «中国输血杂志»编辑部邮售书(刊)目(１１２０) 　 中
国输血协会新版官网开通(１１４２) 　 «临床单病种输血»专著
出版(１１５２)　 «‹中国输血杂志›创刊 ２５ 周年纪念专辑»出
版(１１５５)　 第四届东方输血大会圆满举行(１２０７)
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　 采供血设备(威高集团) (目次前)
　 血浆病毒灭活器材(双威生物) (目次前)
　 抗￣Ｄ 血型定型试剂(吉林博德) (目次前)
　 采供血设备(爱康生物) (目　 次)
　 采供血设备(美国血液技术) (目　 次)
　 谷丙转氨酶检测系统(艾康生物) (目　 次)

　 血型检测系统(上海润普) (目　 次)
　 中国科技核心期刊收录证书 (目　 次)
　 一体化采血系统(达科为医疗) (对　 文)
　 中国输血杂志简介 (对　 文)
　 采供血设备(上海若骊生物) (对　 文)
　 中国输血杂志简介 (对　 文)
　 采供血设备(美国血液技术) (封　 三)
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本期责任编委(以姓名汉语拼音为序):安万新　 蔡旭兵　 陈会友　 陈利民　 陈　 强　 陈勤奋　 崔徐江　 董伟群　 樊　 晶
范道旺　 冯觉平　 傅　 强　 傅雪梅　 高东英　 郭永建　 韩　 威　 黄成垠　 纪宏文
江咏梅　 乐爱平　 李碧娟　 李剑平　 李聚林　 李　 平　 李　 维　 李长清　 李忠俊
练正秋　 梁晓华　 林东军　 刘嘉馨　 刘铁梅　 刘衍春　 栾建凤　 罗广平　 骆　 群
吕　 蓉　 马　 峰　 马　 廉　 苗天红　 聂咏梅　 彭　 涛　 钱宝华　 秦　 莉　 饶绍琴
任芙蓉　 邵超鹏　 宋　 宁　 苏　 毅　 孙　 俊　 孙启凤　 汪传喜　 汪德清　 汪新民
王保龙　 王乃红　 王　 迅　 魏　 晴　 魏亚明　 吴　 涛　 夏　 荣　 向　 东　 项红兵
谢毓滨　 邢颜超　 许金波　 阎　 石　 杨江存　 叶世辉　 叶　 欣　 尹　 文　 于新发
于　 洋　 岳　 文　 张贺秋　 张　 曦　 张循善　 张　 燕　 章金刚　 章　 旭　 赵国庆
赵树铭　 郑优荣　 周　 虹　 周华友　 周　 俊　 周小玉　 周学勇(特邀) 　 　 周　 英
朱培元　 朱自严　 邹汉武　 邹峥嵘

本期责任编辑:李弘武　 　 　 　 　 　 本期责任校对:闻　 欣　 　 　 　 　 　 　 　 英文审校:ＫＡ ＹＩ ＬＩ(李嘉怡)(美国) 　 薛　 原


协作出版单位(排名不分先后):北京市红十字血液中心　 上海市血液中心　 广州血液中心　 福建省血液中心　
北京军区总医院　 天津市血液中心　 大连市血液中心　 黑龙江省血液中心　 山东省血液中心　 青岛市中心血站
浙江省血液中心　 厦门市中心血站　 南京红十字血液中心　 江苏省血液中心　 安徽省血液中心　 江西省血液中心
河南省红十字血液中心　 长沙血液中心　 广西血液中心　 重庆市血液中心　 成都市血液中心　 陕西省血液中心
中国科学院苏州生物医学工程技术研究所

[期刊基本参数]ＣＮ５１－１３９４ / Ｒ∗１９８８∗ｍ∗１６∗Ａ４∗１３６∗ｚｈ∗Ｐ∗ ￥ １６ ００∗４０∗２０１７－１０



ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＢＬＯＯＤ ＴＲＡＮＳＦＵＳＩＯＮ
Ｍｏｎｔｈｌｙ Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ Ｍａｒｃｈ １９８８ Ｖｏｌｕｍｅ ３０ꎬＮｕｍｂｅｒ １０ Ｏｃｔ ２５ꎬ２０１７



Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ
Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ

Ｓｐｏｎｓｏｒ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ
Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ＆ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ｅｄｉｔｉｎｇ
Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｂｏａｒｄ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ

Ｅｄｉｔｏｒ￣ｉｎ￣Ｃｈｉｅｆ
ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇ

Ｍａｎａｇｉｎｇ Ｄｉｒｅｃｔｏｒ
ＣＡＩ Ｈｕｉ

Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ ＆ Ｍａｉｌ￣Ｏｒｄｅｒ
Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
Ｐ.Ｏ.Ｂｏｘ ２６８ꎬＣｈｅｎｇｄｕ ６１００５２ꎬＣｈｉｎａ
Ｔｅｌ＆Ｆａｘ:８６￣２８￣８３３７３８５７
Ｗｅｂｓｉｔｅ:ｗｗｗ.ｃｊｂｔ.ｃｎ
Ｅｍａｉｌ:ｃｊｂｔ＠ ｃｊｂｔ.ｃｎ
Ｏｖｅｒｓｅａｓ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｏｒ:
Ｃｈｉｎａ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｏｏｋ Ｔｒａｄｉｎｇ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
Ｐ.Ｏ.Ｂｏｘ ３９９ꎬＢｅｉｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ
Ｃｏｄｅ Ｎｏ.Ｍ７３８３

ＣＳＳＮ
ＩＳＳＮ １００４－５４９Ｘ
ＣＮ ５１－１３９４ / Ｒ

ＣｏｐｙｒｉｇｈｔⒸ ｂｙ ｔｈｅ Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ

Ａｌｌ ａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｏｐｉｎｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｕｔｈｏｒｓꎬ ｄｏ ｎｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｏｆｆｉｃｉａｌ ｐｏｌｉｃｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｕｂｌｉｓｈｅｒꎬｕｎｌｅｓｓ ｔｈｉｓ ｉｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ

ＣＯＮＴＥＮＴＳ

Ｅｘｐｅｒｔ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｉｎ Ｒｈ Ｄ ａｎｔｉｇｅｎ
　 　 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｗｏｍｅｎ
　 　 ＬＩ Ｚｈｉｑｉａｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｈｕｉｆａｎｇꎬ ＬＩＵ Ｘｉａｏｙａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１０８５)
Ｔｈｅ ＫＩＲ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ
　 　 ＨＵＡＮＧ Ｘｉａꎬ ＷＡＮＧ Ｊｕｅꎬ ＯＵ Ｇｕｏｊｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１０９２)
Ａｎａｙｌｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＫＩＲ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｏ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
　 　 ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｄａｉ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ
　 　 ＳＵ Ｐｉｎｃａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｊｕｅꎬ ＹＡＯ Ｆｕｚｈｕꎬ ｅｔ ａｌ(１０９６)
ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｙｉ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｏｆ Ｃｈｕｘｉｏｎｇ
　 　 ＷＡＮＧ ＪｕｅꎬＹＡＮＧ ＴｏｎｇｈａｎꎬＳＵ Ｐｉｎｃａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１０９９)
Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＫＩＲ￣ＨＬＡ ｐａｉｒｓ ｉｎ Ｙｕｎａｎ Ｄｒｕｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
　 　 ＪＩＡＮＧ ｌｉꎬ ＷＡＮＧ Ｊｕｅꎬ ＣＨＥＮ Ｑｉａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１１０２)
Ｔｈｅ ｉｎ￣ｂａｌａｎｃｅ ｐｅａｋ ｈｅｉｇｈｔ ａｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
　 　 ｉｎ ＫＩＲ２ＤＬ４ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
　 　 ＹＵ Ｑｉｏｎｇꎬ ＺＨＥＮ Ｊｉａｎｘｉｎꎬ ＤＥＮＧ Ｚｈｉｈｕｉꎬ ｅｔ ａｌ(１１０６)
Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ａｌｌｅｌｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ
　 　 ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｅ
　 　 ＣＨＥＮ Ｒｕｉꎬ ＤＥＮＧ Ｚｈｉｈｕｉ(１１１０)
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｏｎ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃＤＮＡ
　 　 ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
　 　 ＤＥＮＧ Ｚｈｉｈｕｉꎬ ＸＩＡ Ｈｕａｄｏｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｇｕｏｂｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１１４)
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ
　 　 ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｎ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ
　 　 ＬＩ Ｚｈｅｎꎬ ＺＨＡＮＧ ＹｉｎｚｅꎬＺＨＯＵ Ｈｕａｙｏｕꎬ ｅｔ ａｌ(１１１７)
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣ＲｈＤ ｐｈａｇｅ ｃｌｏｎｅｓ
　 　 ＷＵ Ｆａｎꎬ ＺＨＵＡＮＧ Ｎａｉｂａｏꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｚｅꎬ ｅｔ ａｌ(１１２１)
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＲｈＤ
　 　 ｍＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
　 　 ＬＩＡＮＧ ＹａｎＬｉａｎꎬ ＳＵ ＹｕＱｉｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｚｅꎬ ｅｔ ａｌ(１１２６)
Ｓｅｒｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｗｅａｋ Ｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ
　 　 ｃａｕｓｅｄ ｂｙ １２５２Ｔ>Ｇ
　 　 ＷＵ Ｄａｚｈｏｕꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗｅｉｗｅｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｚｅꎬ ｅｔ ａｌ(１１２９)
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｄｅｌ
　 　 ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ－ＲＨＤ ｇｅｎｅ
　 　 ＪＩＡＮＧ ＸｉａꎬＨＡＮ ＭｅｉｎｉｎｇꎬＪＩ Ｙａｎｈｏｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１１３２)



Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ａｎｅｍｉａ
　 　 ＤＡＮＧ Ｘｉｎｔａｎｇꎬ ＷＵ Ｃｈａｎｇｌｉｎꎬ ＳＨＡＯ Ｃｈａｏｐｅｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１１３５)
Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ＹＥ ＸｉａｎｌｉｎꎬＬＩ ＹｉꎬＬＩ Ｔｏｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１１３８)
Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｌｙｓａｔｅ ｍａｄｅ ｆｒｏｍ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓ
　 　 ＤＥＮＧ ＸｉａｏｊｕｎꎬＹＥ Ｙｏｎｇｑｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｄａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１４３)
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ
　 　 ＸＵ Ｈｏｎｇꎬ ＫＯＮＧ Ｙｕｊｉｅꎬ ＴＩＡＮ Ｌｉꎬ ｅｔ ａｌ(１１４６)
Ａ ｎｏｖｅｌ ｖａｒｉａｎｔ Ｏ ａｌｌｅｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｇｅｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｅａｋ Ｂ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 ＷＡＮＧ Ｔｉａｎｊｕꎬ ＺＵＯ Ｑｉｎｑｉｎꎬ ＸＵ Ｈｕａꎬ ｅｔ ａｌ(１１４９)
Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｒａｒｅ ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅ: Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２. ＷＡＮＧ Ｆａｎｇꎬ ＭＡＯ Ｗｅｉꎬ ＯＵＹＡＮＧ Ｘｉｏｎｇｙａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１５３)
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｏｕｒｃｉｎｇ ｆｒｏｍ ＨＢｓＡｇ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ＨＢＶ ＤＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｏｎｏｒｓ
　 　 ＣＨＥＮ Ｓｈａｏｂｉｎꎬ ＨＥ Ｚｉｙｉꎬ ＣＨＥＮ Ｑｉｎｇｋａｉꎬｅｔ ａｌ(１１５６)
Ｔｈｅ ｆａｃｔｏｒ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ＨＣＶ￣ＲＮＡ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓｕｓｉｎｇ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒａｇｅｄ ａｔ ４℃
　 　 ＭＡ Ｗｅｉｊｕａｎꎬ ＰＡＮ ＨａｉｐｉｎｇꎬＺＨＡＮＧ Ｘｉａꎬ ｅｔ ａｌ(１１５９)
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ｉｎ ｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｐａｔｉｅｎｔｓ
　 　 ＪＩＮ Ｊｉｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｃｈｕｎꎬ ＺＨＯＵ Ｊｕｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１６２)
Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ａｄｖｅｒｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ: Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １ ０５８ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
　 　 ＺＨＡＮＧ ＡｉｊｉａꎬＬＵ ＱｕｎꎬＭＡＯ Ｐｅｉｍｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１６５)
Ｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｓａｌｖａｇｅ ｆｏｒ ｍａｊｏｒ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｄｕｒｉｎｇ ｃｅｓａｒｅａｎ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｎ ６０ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃａｓｅｓ
　 　 ＷＵ ＹｕｎꎬＹＡＮ Ｈａｉｙａ(１１６８)
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｄｅｒ ＬＩ Ｙａｎｎｉꎬ ＺＨＵ Ｙａｎｂｏꎬ ＬＩ Ｔｏｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１１７１)
Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ａｕｔｏｒｅ￣ｇｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｏｖｉｎｇ ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｄｅｌ
　 　 ＣＨＥＮ ＹｉｎｇｃｈｕｎꎬＷＡＮＧ ＸｉａｏｘｉａꎬＸＵ Ｘｉａｏｑｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１７４)
Ａｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｘｉａｎｙａｎｇ ａｒｅａ ｄａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ２００９ ｔｏ ２０１６
　 　 ＺＨＯＮＧ Ｊｉａｎｌｉｎｇꎬ ＬＩＵ Ｙａｊｕｎꎬ ＬＵＯ Ｘｉａｏｊｕａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１７９)
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ＦＥＮＧ Ｗｅｉꎬ ＺＨＡＯ Ｙｉｎｇꎬ ＫＡＮＧ Ｊｉａｎｘｕｎꎬｅｔ ａｌ(１１８１)
Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｒｉｍａ ａｃｃｅｌ ｓｙｓｔｅｍ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｌａｔｅｌｅｔｐｈｅｒｅｓｉｓ ＷＡＮＧ Ｙａｂｏꎬ ＬＩ Ｗｅｉꎬ ＨＵ Ｊｕｎｌｕꎬ ｅｔ ａｌ(１１８４)
Ｏｎｅ ｔｙｐｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｏｒ′ｓ ｏｐｔｉｍａｌ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ＸＵ Ｓｈｕａｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｄｏｎｇｂｏꎬ ＦＡＮ Ｙａｘｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(１１８６)
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｅｕｋｏｒｅｄｕｃｅｄ ｐｏｏｌｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｓｔｏｒｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓ
　 　 ＨＵ Ｃｈｅｎｇｙｉꎬ ＧＯＵ Ｌｉｐｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｙｏｎｇｗｅｉꎬ ｅｔ ａｌ(１１８９)
Ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｆｒｏｍ ｂｌｏｏｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
　 　 ＨＵＡＮＧ Ｒｕｎｈｕａꎬ ＹＡＮＧ Ｚｏｎｇｌｕｎ(１１９２)
Ｔｗｏ ｃａｓｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ Ｒｈ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｗｒａ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｗｒａ

　 　 ＴＡＩ ＳｈｅｎｇｆｅｉꎬＭＡ ＣｈｕｎｙａꎬＷＡＮＧ Ｄｅｑｉｎｇ(１１９４)
Ｏｎｅ ｃａｓｅ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａ ＷＡＮＧ Ｌｉꎬ ＬＩ Ｘｕｅｈｕｉꎬ ＦＥＮ Ｚｈｉｈｕｉꎬ ｅｔ ａｌ(１１９７)
Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｇ ＡＡＢＢ ｑｕａｌｉｔｙ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｉｎ

ｈｏｓｐｉｔａｌ ＺＨＡＮＧ Ｙａｎꎬ ＷＥＮ Ａｉｑｉｎｇ(１１９９)
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｔ ｏｆｆ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＴＰ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｕｓｅｄ ｉｎ １１ ｂｌｏｏｄ ａｇｅｎｃｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ＧＡＯ Ｎａｎꎬ ＧＥ Ｈｏｎｇｗｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｌｕｎａｎꎬ ｅｔ ａｌ(１２０１)
Ｂｉｇ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｕｂｌｉｃ ｃｏｍｍｅｎｔｓ ｏｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ
　 　 ＬＩ Ｙｏｎｇｈｕａꎬ ＷＡＮＧ Ｌｉｊｕａｎꎬ ＬＩＵ Ｊｉａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(１２０５)
Ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｐｒａｃｔｉｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉ－ｅｌｅｍｅｎｔ ｔｅａｃｈｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
　 　 ＸＵ ＨｕｉꎬＹＵ ＬｉꎬＬＩ Ｙｕｙｕｎꎬ ｅｔ ａｌ(１２０８)
Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｓｕｐｐｏｒｔ ｉｎ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ
　 　 ＲＥＮ ＳｈａｏｍｉｎꎬＷＡＮＧ ＪｉｎｇꎬＷＡＮＧ Ｔｏｎｇｘｉａｎ(１２１０)
Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＵＫ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ｆｅｔｕｓｅｓꎬ ｎｅｏｎａｔｅｓ ａｎｄ ｏｌｄｅｒ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎ
　 　 ＧＵＯ Ｙｏｎｇｊｉａｎꎬ ＭＡ Ｃｈｕｎｈｕｉ(１２１０)
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第七届编辑委员会成员名单

Ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ７ｔｈ Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｂｏａｒｄ

顾　 问 Ｃｏｎｓｕｌｔａｎｔｓ
　 朱庆生 ＺＨＵ Ｑｉｎｇｓｈｅｎｇ　 　 高光明 ＧＡＯ Ｇｕａｎｇｍｉｎｇ　 　 倪道明 ＮＩ Ｄａｏｍｉｎｇ　 　 　 　 严力行 ＹＡＮ Ｌｉｘｉｎｇ　 　 　 　 　 　 李　 芳 ＬＩ Ｆａｎｇ
　 杨成民 ＹＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｍｉｎ 田兆嵩 ＴＩＡＮ Ｚｈａｏｓｏｎｇ 吴国光 ＷＵ Ｇｕｏｇｕａｎｇ 江朝富 ＪＩＡＮＧ Ｃｈａｏｆｕ 刘文芳 ＬＩＵ Ｗｅｎｆａｎｇ
　 兰炯采 ＬＡＮ Ｊｉｏｎｇｃａｉ　 　 林武存 ＬＩＮ Ｗｕｃｕｎ　 　 单藕琦 ＳＨＡＮ Ｏｕｑｉ 孙绍忠 ＳＵＮ Ｓｈａｏｚｈｏｎｇ
名誉主编 Ｈｏｎｏｒ Ｅｄｉｔｏｒ￣ｉｎ￣Ｃｈｉｅｆ
　 郑忠伟 ＺＨＥＮＧ Ｚｈｏｎｇｗｅｉ　 王憬惺 ＷＡＮＧ Ｊｉｎｇｘｉｎｇ
主　 编 Ｅｄｉｔｏｒ￣ｉｎ￣Ｃｈｉｅｆ
　 刘　 忠 ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇ
副主编 Ａｓｓｏｃｉａｔｅ Ｅｄｉｔｏｒ￣ｉｎ￣Ｃｈｉｅｆ (以下按姓名汉语拼音排序)
　 安万新 ＡＮ Ｗａｎｘｉｎ 蔡旭兵 ＣＡＩ Ｘｕｂｉｎｇ 戴苏娜 ＤＡＩ Ｓｕｎａ 傅雪梅 ＦＵ Ｘｕｅｍｅｉ 付涌水 ＦＵ Ｙｏｎｇｓｈｕｉ
　 郭永建 ＧＵＯ Ｙｏｎｇｊｉａｎ 何　 涛 ＨＥ Ｔａｏ 胡　 伟 ＨＵ Ｗｅｉ 李剑平 ＬＩ Ｊｉａｎｐｉｎｇ 李　 勇 ＬＩ Ｙｏｎｇ
　 刘　 江 ＬＩＵ Ｊｉａｎｇ 刘景汉 ＬＩＵ Ｊｉｎｇｈａｎ 马　 峰 ＭＡ Ｆｅｎｇ 逄淑涛 ＰＡＮＧ Ｓｈｕｔａｏ 裴雪涛 ＰＥＩ Ｘｕｅｔａｏ
　 秦敬民 ＱＩＮ Ｊｉｎｇｍｉｎ 宋秀宇 ＳＯＮＧ Ｘｉｕｙｕ 孙常翔 ＳＵＮ Ｃｈａｎｇｘｉａｎｇ 孙　 俊 ＳＵＮ Ｊｕｎ 汪德清 ＷＡＮＧ Ｄｅｑｉｎｇ
　 王双林 ＷＡＮＧ Ｓｈｕａｎｇｌｉｎ 王兆福 ＷＡＮＧ Ｚｈａｏｆｕ 王　 震 ＷＡＮＧ Ｚｈｅｎ 许建荣 ＸＵ Ｊｉａｎｒｏｎｇ 杨文玲 ＹＡＮＧ Ｗｅｎｌｉｎｇ
　 叶世辉 ＹＥ Ｓｈｉｈｕｉ 赵国庆 ＺＨＡＯ Ｇｕｏｑｉｎｇ 周　 俊 ＺＨＯＵ Ｊｕｎ 朱永明 ＺＨＵ Ｙｏｎｇｍｉｎｇ
编　 委 Ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｂｏａｒｄ
　 中国(Ｃｈｉｎａ) 　
　 白连军 ＢＡＩ Ｌｉａｎｊｕｎ　 陈长荣 ＣＨＥＮ Ｃｈａｎｇｒｏｎｇ 陈会友 ＣＨＥＮ Ｈｕｉｙｏｕ　 陈嘉林 ＣＨＥＮ Ｊｉａｌｉｎ　 陈　 强 ＣＨＥＮ Ｑｉａｎｇ
　 陈勤奋 ＣＨＥＮ Ｑｉｎｆｅｎ　 陈　 青 ＣＨＥＮ Ｑｉｎｇ 崔徐江 ＣＵＩ Ｘｕｊｉａｎｇ　 戴宇东 ＤＡＩ Ｙｕｄｏｎｇ　 邓志辉 ＤＥＮＧ Ｚｈｉｈｕｉ
　 董伟群 ＤＯＮＧ Ｗｅｉｑｕｎ　 窦桂芳 ＤＯＵ Ｇｕｉｆａｎｇ　 樊　 晶 ＦＡＮ Ｊｉｎｇ　 范道旺 ＦＡＮ Ｄａｏｗａｎｇ 冯觉平 ＦＥＮＧ Ｊｕｅｐｉｎｇ
　 冯晓燕 ＦＥＮＧ Ｘｉａｏｙａｎ　 傅　 强 ＦＵ Ｑｉａｎｇ　 甘茂周 ＧＡＮ Ｍａｏｚｈｏｕ　 高东英 ＧＡＯ Ｄｏｎｇｙｉｎｇ　 高　 明 ＧＡＯ Ｍｉｎｇ
　 葛红卫 ＧＥ Ｈｏｎｇｗｅｉ　 宫　 锋 ＧＯＮＧ Ｆｅｎｇ　 宫济武 ＧＯＮＧ Ｊｉｗｕ　 谷俊侠 ＧＵ Ｊｕｎｘｉａ　 桂　 嵘 ＧＵＩ Ｒｏｎｇ
　 韩　 威 ＨＡＮ Ｗｅｉ　 韩　 颖 ＨＡＮ Ｙｉｎｇ 何　 军 ＨＥ Ｊｕｎ　 侯继锋 ＨＯＵ Ｊｉｆｅｎｇ　 胡丽华 ＨＵ Ｌｉｈｕａ
　 黄成垠 ＨＵＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｙｉｎ　 纪宏文 ＪＩ Ｈｏｎｇｗｅｎ 贾永前 ＪＩＡ Ｙｏｎｇｑｉａｎ　 江咏梅 ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｍｅｉ　 蒋天伦 ＪＩＡＮＧ Ｔｉａｎｌｕｎ
　 蒋学兵 ＪＩＡＮＧ Ｘｕｅｂｉｎｇ　 焦淑贤 ＪＩＡＯ Ｓｈｕｘｉａｎ 靳艳华 ＪＩＮ Ｙａｎｈｕａ　 孔长虹 ＫＯＮＧ Ｃｈａｎｇｈｏｎｇ　 赖福才 ＬＡＩ Ｆｕｃａｉ
　 乐爱平 ＬＥ Ａｉｐｉｎｇ　 黎诚耀 ＬＩ Ｃｈｅｎｇｙａｏ 李碧娟 ＬＩ Ｂｉｊｕａｎ　 李长清 ＬＩ Ｃｈａｎｇｑｉｎｇ　 李翠莹 ＬＩ Ｃｕｉｙｉｎｇ
　 李建斌 ＬＩ Ｊｉａｎｂｉｎ　 李金明 ＬＩ Ｊｉｎｍｉｎｇ　 李聚林 ＬＩ Ｊｕｌｉｎ　 李　 平 ＬＩ Ｐｉｎｇ　 李　 维 ＬＩ Ｗｅｉ
　 李　 勇 ＬＩ Ｙｏｎｇ　 李志强 ＬＩ Ｚｈｉｑｉａｎｇ　 李忠俊 ＬＩ Ｚｈｏｎｇｊｕｎ 练正秋 ＬＩＡＮ Ｚｈｅｎｇｑｉｕ　 梁晓华 ＬＩＡＮＧ Ｘｉａｏｈｕａ
　 廖　 辉 ＬＩＡＯ Ｈｕｉ　 林东军 ＬＩＮ Ｄｏｎｇｊｕｎ　 刘凤华 ＬＩＵ Ｆｅｎｇｈｕａ 刘嘉馨 ＬＩＵ Ｊｉａｘｉｎ　 刘　 进 ＬＩＵ Ｊｉｎ
　 刘素芳 ＬＩＵ Ｓｕｆａｎｇ　 刘铁梅 ＬＩＵ Ｔｉｅｍｅｉ　 刘衍春 ＬＩＵ Ｙａｎｃｈｕｎ 陆志刚 ＬＵ Ｚｈｉｇａｎｇ　 栾建凤 ＬＵＡＮ Ｊｉａｎｆｅｎｇ
　 罗广平 ＬＵＯ Ｇｕａｎｇｐｉｎｇ　 骆　 群 ＬＵＯ Ｑｕｎ　 吕　 蓉 ＬＶ Ｒｏｎｇ 马　 廉 ＭＡ Ｌｉａｎ　 马曙轩 ＭＡ Ｓｈｕｘｕａｎ
　 毛　 伟 ＭＡＯ Ｗｅｉ　 孟庆宝 ＭＥＮＧ Ｑｉｎｇｂａｏ　 孟忠华 ＭＥＮＧ Ｚｈｏｎｇｈｕａ 苗天红 ＭＩＡＯ Ｔｉａｎｈｏｎｇ 穆士杰 ＭＵ Ｓｈｉｊｉｅ
　 聂咏梅 ＮＩＥ Ｙｏｎｇｍｅｉ　 欧阳锡林 ＯＵＹＡＮＧ Ｘｉｌｉｎ　 彭　 涛 ＰＥＮＧ Ｔａｏ 戚　 海 ＱＩ Ｈａｉ 钱宝华 ＱＩＡＮ Ｂａｏｈｕａ
　 钱开诚 ＱＩＡＮ Ｋａｉｃｈｅｎｇ　 秦　 莉 ＱＩＮ Ｌｉ　 邱　 艳 ＱＩＵ Ｙａｎ　 饶绍琴 ＲＡＯ Ｓｈａｏｑｉｎ 任芙蓉 ＲＥＮ Ｆｕｒｏｎｇ
　 戎　 霞 ＲＯＮＧ Ｘｉａ　 单桂秋 ＳＨＡＮ Ｇｕｉｑｉｕ　 邵超鹏 ＳＨＡＯ Ｃｈａｏｐｅｎｇ　 沈行峰 ＳＨＥＮ Ｘｉｎｇｆｅｎｇ 宋　 宁 ＳＯＮＧ Ｎｉｎｇ
　 苏　 毅 ＳＵ Ｙｉ　 孙玉英 ＳＵＮ Ｙｕｙｉｎｇ　 唐长玖 ＴＡＮＧ Ｃｈａｎｇｊｉｕ 田亚平 ＴＩＡＮ Ｙａｐｉｎｇ 汪传喜 ＷＡＮＧ Ｃｈｕａｎｘｉ
　 汪新民 ＷＡＮＧ Ｘｉｎｍｉｎ　 王保龙 ＷＡＮＧ Ｂａｏｌｏｎｇ　 王海平 ＷＡＮＧ Ｈａｉｐｉｎｇ 王洪波 ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇｂｏ 王鸿捷 ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇｊｉｅ
　 王乃红 ＷＡＮＧ Ｎａｉｈｏｎｇ　 王全立 ＷＡＮＧ Ｑｕａｎｌｉ　 王同显 ＷＡＮＧ Ｔｏｎｇｘｉａｎ 王学锋 ＷＡＮＧ Ｘｕｅｆｅｎｇ 王　 迅 ＷＡＮＧ Ｘｕｎ
　 王燕宁 ＷＡＮＧ Ｙａｎｎｉｎｇ　 王　 毅 ＷＡＮＧ Ｙｉ　 魏　 晴 ＷＥＩ Ｑｉｎｇ 魏亚明 ＷＥＩ Ｙａｍｉｎｇ 文爱清 ＷＥＮ Ａｉｑｉｎｇ
　 文　 军 ＷＥＮ Ｊｕｎ　 吴　 谨 ＷＵ Ｊｉｎ　 吴　 涛 ＷＵ Ｔａｏ 奚永志 ＸＩ Ｙｏｎｇｚｈｉ 夏　 荣 ＸＩＡ Ｒｏｎｇ
　 向　 东 ＸＩＡＮＧ Ｄｏｎｇ　 项红兵 ＸＩＡＮＧ Ｈｏｎｇｂｉｎｇ　 肖　 南 ＸＩＡＯ Ｎａｎ　 肖小璞 ＸＩＡＯ Ｘｉａｏｐｕ　 谢亦武(香港) Ｖｉｎｃｅｎｔ Ｘｉ￣Ｗｕ ＸＩＥ
　 谢毓滨 ＸＩＥ Ｙｕｂｉｎ　 邢颜超 ＸＩＮＧ Ｙａｎｃｈａｏ　 徐　 华 ＸＵ Ｈｕａ 徐卫平 ＸＵ Ｗｅｉｐｉｎｇ 许金波 ＸＵ Ｊｉｎｂｏ
　 阎　 石 ＹＡＮ Ｓｈｉ　 杨宝成 ＹＡＮＧ Ｂａｏｃｈｅｎｇ　 杨江存 ＹＡＮＧ Ｊｉａｎｇｃｕｎ 杨仁池 ＹＡＮＧ Ｒｅｎｃｈｉ 叶明亮 ＹＥ Ｍｉｎｇｌｉａｎｇ
　 叶　 欣 ＹＥ Ｘｉｎ　 尹建平 ＹＩＮ Ｊｉａｎｐｉｎｇ 　 尹　 文 ＹＩＮ Ｗｅｎ 于　 群 ＹＵ Ｑｕｎ 于笑难 ＹＵ Ｘｉａｏｎａｎ
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本本 期期 关关 注注
　 　 十月ꎬ对于生活在当下、不同代际的中国人来
说ꎬ或是难忘的ꎬ或是胜利的、或是欢乐的ꎬ或是短
暂的总之ꎬ不管是宿命还是天幸ꎬ十月ꎬ在近
代一百多年ꎬ开启了中国一个又一个的 “新时
代”ꎮ 这最近的一次ꎬ便是本十月召开的中共十
九大ꎬ正式宣布“进入新时代”ꎬ并明确声言这次
意味着民族的“富强” “复兴”ꎬ信仰的“强大生
机”ꎬ发展的“四个自信”ꎬ以及“提供给人类的中
国智慧和方案”ꎮ

输血医学自在中国呱呱堕地的第一天起ꎬ便
紧跟“新时代”的脚步ꎬ进入新中国(时代)ꎬ尤其
是在改革开放的四十年间ꎬ更取得了飞跃的进步ꎬ
不但与时代一齐脉动ꎬ而且日益焕发生机ꎬ积累自
信ꎬ并开始不断贡献出中国(输血人)智慧ꎮ 本刊
幸逢其时(世、势)ꎬ创刊近三十年来ꎬ不但也如实
地留下了中国输血医学在时代潮头(中国社会、
经济的快速发展与全球化时代输血医学的疾驰跃
奔)搏击的背影ꎬ而且还科学地反映了输血事
(行)业在华夏大地上的复兴与勃勃生机ꎬ并已经
且仍在持续地把中国(输血)人的聪明才智和济
世救民的设想(“方案”)展示与众本期篇首
的«ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇血液安全管理专家共
识»即是这样一幅集中的写照ꎮ

孕产妇健康(及孕产妇死亡率)是关乎人类
生存繁衍的永恒“时代主题”ꎬ因而在二十一世纪
到来之际ꎬ便被联合国列为一项 “千年发展目
标”ꎮ 中国当前所面临的却是在已经提前实现了
该“目标”ꎬ极大地降低了孕产妇死亡率后(当然
与发达国家比ꎬ我们原有基点偏高)ꎬ伴随“新时
代”而来的人口管理(“计划生育”)政策重大调
整———“一孩” 变“两孩”———而至的严峻挑战ꎮ
都知道产后大出血是造成孕产妇死亡的罪魁祸
首ꎬ输血是救治大出血产妇不可或缺的护命保镖ꎬ
但即便是“普通”型的孕产妇因用血时间急、用血
量大ꎬ都难免常态化的临床供血不足之扰ꎬ作为
“特殊群体”的 ＲｈＤ 阴性孕产妇一旦发生大出血ꎬ
如何才能不耽于因输血不及时、不安全所带来的
生命之忧呢? 四十余位临床输血专家ꎬ对尽快建
立适合国情的 ＲｈＤ 阴性孕产妇血液检测技术及
血液安全管理监测系统ꎬ规范与优化产科输血的
治疗干预方案———针对妊娠各个阶段ꎬ牵系 ＲｈＤ
阴性孕产妇检(监)测、生产、输血防治及产后宣
教的产科、输血科(血库)与新生儿科(婴儿室)等
的司职ꎬ给出具体的建议和操作细则———取得了
共识ꎬ其意义不仅福荫临床(如预防和减少输血
反应、降低患者医疗费用的支出等)ꎬ而且体现出
专家们对保护所有孕产妇的生育权(包括再次生

育的质量)、生命权(包括新生儿的生命)的时代
感、使命感!

时代的变迁、政策的调整既会给输血安全带

来新的挑战和机遇ꎬ但彼时国家一(些)项的政策

或决策也可能给今日的输血安全带来福祉和造

益ꎮ 本期“基础医学与实验研究”栏目中的«计划

免疫前后出生的献血者 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性状况及其

ＨＢＶ 感染的血清学和分子病毒学特征分析»ꎬ通
过对全面推行新生儿接种乙肝疫苗政策前后出生

的献血者 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢＶ ＤＮＡ 筛查结果的科学、
实证分析ꎬ得出该计划免疫措施的实行ꎬ“明显降

低了献血者感染 ＨＢＶ 的风险”“提高了输血安全

的保障”这一结论ꎬ为二十多年前国家卫生行政

主管部门一项政策的科学性、正确性提供了一个

学术的注脚ꎮ 政策ꎬ乃一定时(代)期的“行动准

则”ꎬ稳定性是其标志性特征ꎬ滞后性是其渐长的

短板ꎮ 对于绝大对数身在临床一线的输血工作者

来说ꎬ开展输血科研既不能违悖政策ꎬ又不至为政

策所拘囿ꎬ而且还要做出“新意”ꎬ实属顶难的活

计ꎮ «浓缩血小板制备血小板裂解液及其质量特

性的初步研究»ꎬ针对 ＭＳＣｓ 体外培养最常见的添

加物胎牛血清存在的异种来源、动物伦理等无法

克服的障碍ꎬ以及人源血小板裂解液有望取而代

之的前景ꎬ从血站现都具有的工作条件、工作能力

出发ꎬ建立了以浓缩血小板(可以是过期报废的)
制备血小板裂解液的有效方法ꎬ并拟制了依据现

行政策(«血站技术操作规程»)的初步质量标准ꎮ
该文探讨的课题或许不是最新颖的ꎬ但作法却能

给更多人以启示ꎮ
人多地广ꎬ在政治家眼里ꎬ彼时的“劣势”发

展到新时代又全成了“优势”ꎬ或者今天的“优势”
难免不消减为明日之“劣势”ꎻ但对以科学为业的

人而言ꎬ这却(确)是我们“文化自信”并达到“理

论自信”的恒久优势所在ꎮ 本期“ＫＩＲ 人群多态

性及检测技术研究专题”便是又一个活证ꎬ其中

一些文章的作者十年前便开始了相关的研究并以

此成名ꎬ时至今日仍在做着“类似”的课题ꎬ产出

新的科研成果ꎬ恰是他们充分利用了“优势”才得

以不断地展示“自信”ꎮ 当然ꎬ新时代的标识除了

前述那些“意味”外ꎬ关键还是个体(人)观念的更

新、思维的进化ꎮ 从本期开始连载的«英国小儿

输血指南主要推荐及其启示»将会再次掀起头脑

中的观念与思维的风暴ꎮ 一个持陈腐观念、落伍

思维的人说自己“进入新时代”ꎬ犹如“双手揪着

自己的头发要离开大地”ꎬ但愿输血界这种人越

少越好!
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孕产妇死亡率一直是备受关注的全球性公共卫生问

题ꎬ改善孕产妇健康已被列入联合国 ２０００ 年通过的 ８ 个“千
年发展目标”之一ꎮ ２０１４ 年中国孕产妇死亡率为 ２１ ７ / １０
万ꎬ较 １９９０ 年的 ８８ ８ / １０ 万下降了约 ３ / ４ꎬ提前 １ 年实现了

联合国“千年发展目标”ꎮ 然而ꎬ此数据与发达国家相比仍然

高出好几倍ꎮ 随着“一对夫妇可生育两个孩子”政策的全面

实施ꎬ对我国保障孕产妇健康也提出了新的挑战ꎬ其中 ＲｈＤ
抗原阴性孕产妇的血液安全管理显得尤为重要ꎮ 严重产科

出血是孕产妇死亡的主要原因ꎬ而产科输血又是孕产妇严重

产科出血抢救中必不可少的治疗手段ꎬ且用血时间紧迫、用
血量极大ꎮ 在临床用血量逐年攀升、供需矛盾日益突出的今

天ꎬ亟需建立适合中国国情的针对 ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇血

液监测技术及安全输血管理监测系统ꎬ规范管理与优化产科

输血治疗干预方案ꎬ对保证 ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇生育或再次

生育质量与输血安全、降低孕产妇与围产儿死亡率、预防或减

少输血反应、降低医疗费用支出等具有重要的临床意义[１－３]ꎮ

１　 妊娠早期(妊娠<１２ 周)

１ １　 建立«孕产妇健康手册»的医疗机构

１ １ １　 医护人员在初次接诊时ꎬ应询问孕妇 ＡＢＯ 血型(正
反定型)、ＲｈＤ 血型等情况　 １)如果孕妇未知本人 ＡＢＯ 血型

(正反定型)、ＲｈＤ 血型ꎬ医护人员应建议孕妇前往具有血型

鉴定资质的医疗机构做 ＡＢＯ 血型(正反定型)与 ＲｈＤ 血型

(初筛)鉴定、不规则抗体筛查等ꎮ ２) 如果孕妇已知本人

ＡＢＯ 血型(正反定型)与 ＲｈＤ 血型尤其是结果为阴性ꎬ医护

人员应建议其前往能够做 ＲｈＤ 血型确认试验(血清学方法)
的医疗机构做 ＲｈＤ 血型阴性确认以及不规则抗体筛查ꎻ当
不规则抗体筛查结果阳性ꎬ应做抗体鉴定并测定其效价[４] ꎮ
３)医护人员须将血型血清学检验报告单结果正确填写在«孕
产妇健康手册»上ꎮ
１ １ ２　 医护人员须提醒 ＲｈＤ 血型确认试验(血清学方法)
结果阴性或(和)不规则抗体筛查结果阳性孕妇应高度重视

ＲｈＤ 血型相关问题ꎬ并建议前往具有 ＲｈＤ 血型鉴定能力与

合法助产资质的医疗机构建立«产前检查记录册»做相应检

查与分娩等ꎮ

１ ２　 建立«产前检查记录册»的医疗机构

１ ２ １　 产科门诊　 １)医护人员应在孕妇首次建立«产前检

查记录册»时ꎬ查验孕妇 ＡＢＯ 血型(正反定型)与 ＲｈＤ 血型

鉴定、ＲｈＤ 血型确认试验(血清学方法)与不规则抗体筛查等

报告单结果ꎬ并进行复查ꎮ ２)医护人员在确认孕妇 ＲｈＤ 血

型为阴性结果后ꎬ应将该结果正确填写并醒目标注在«产前

检查记录册»中ꎮ ３)如果再次复查孕妇 ＲｈＤ 血型确认试验

(血清学方法)结果仍为阴性ꎬ医护人员应建议做下列检查或

转至输血科门诊随访:(１)须对 ＲｈＤ 血型确认试验(血清学

方法)结果为阴性的孕妇做不规则抗体筛查结果再次确认ꎬ
如果筛查结果阳性ꎬ应做抗体鉴定并测定抗体效价ꎻ(２)须对

胎儿(新生儿)做 ＡＢＯ 血型与 ＲｈＤ 血型鉴定(初筛)ꎻ(３)须
对孕妇与其胎儿(新生儿)生父做其他 Ｒｈ 表型(Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ)检
测ꎬ在条件允许的情况下ꎬ宜对孕妇及胎儿(新生儿)生父做

ＲｈＤ 血型分子生物学及其他红细胞血型系统血清学或(和)
分子生物学检测ꎮ ４)对被确认为 ＲｈＤ 血型阴性及不规则抗

体筛查阴性的孕妇ꎬ医护人员应密切关注妊娠期存在新发高

危因素导致孕妇产生 ＲｈＤ 抗体致敏现象(简称致敏现象)可
能引起的宫内胎儿溶血ꎬ应在产检过程中增加胎儿宫内情况

监测频次ꎻ及时纠正各类原因导致的孕妇贫血现象ꎬ使其血

红蛋白(Ｈｂ)≥１１０ ｇ / Ｌ[５－７] ꎮ (１)导致致敏现象的原因:①绒

毛活检、羊膜腔穿刺术和脐带穿刺术ꎻ②产前出血(前置胎

盘、胎盘早剥、阴道出血)、胎头倒转术ꎻ③腹部外伤(尖锐伤 /
钝器伤ꎬ开放伤 / 闭合伤)ꎻ④先兆流产、流产ꎻ⑤胎盘早剥ꎻ⑥
宫内死胎ꎻ⑦宫内治疗干预(宫内输血、手术ꎬ双胎输血综合

症、激光电凝治疗等)ꎻ⑧治疗性终止妊娠ꎻ⑨正常分娩、器械

助产或剖宫产ꎻ⑩术中红细胞回收式自身输注等ꎮ (２)如果

孕妇出现致敏现象ꎬ医护人员应建议孕妇在<７２ ｈ 做预防性

输血相关免疫治疗ꎮ (３)如果孕妇出现致敏现象后未及时做

预防性输血相关免疫治疗ꎬ导致不规则抗体筛查结果由阴性

转变为阳性ꎬ抗体鉴定结果为 ＲｈＤ 抗体ꎬ且产科 Ｂ 超提示羊

水偏多、胎儿心脏扩大、胎儿水肿、胎儿胸腹水、胎儿肝脾肿

大、胎盘明显增厚、胎儿大脑中动脉异常等情况ꎬ应及时告知

孕妇ꎬ并组织产科、新生儿科、输血科等科室医师参与的多学

科会诊及评估ꎮ ５)对既往多次妊娠有不明原因流产史或

(和)有胎儿(新生儿)溶血及严重黄疸的孕妇ꎬ应警惕本次

妊娠过程中胎儿 ＲｈＤ 溶血性疾病的发生ꎬ建立«孕产妇产前

检查卡»的医疗机构ꎬ其医护人员宜及早对孕妇做血型血清

学相关筛查ꎬ必要时给予相应治疗ꎮ
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１ ２ ２　 输血科(血库) 　 １)重新抽取孕妇血样再次做 ＡＢＯ
血型检测(正反定型)、ＲｈＤ 血型鉴定(初筛)与不规则抗体

筛查ꎮ ２)如果 ２ 次 ＲｈＤ 血型鉴定(初筛)结果均为阴性ꎬ应
做 ＲｈＤ 血型确认试验(血清学方法)及其他 Ｒｈ 表型(Ｃ、ｃ、
Ｅ、ｅ)的检测ꎮ ３)须对 ＲｈＤ 血型确认试验(血清学方法)结果

为阴性且不规则抗体筛查结果为阳性的孕妇ꎬ做抗体鉴定并

测定其效价ꎬ包括 ＲｈＤ 抗体等ꎮ ４)须对 ＲｈＤ 血型确认试验

(血清学方法)结果为阴性的孕妇的胎儿(新生儿)生父做

ＡＢＯ 血型(正反定型)与 ＲｈＤ 血型(初筛)鉴定ꎬ以及其他 Ｒｈ
表型(Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ)检测ꎮ ５)在条件允许的情况下ꎬ孕妇与胎儿

(新生儿)生父宜做 ＭＮ、Ｄｕｆｆｙ、Ｋｅｌｌ、Ｋｉｄｄ、Ｌｅｗｉｓ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ 等

红细胞血型系统抗原血清学或(和)分子生物学检测ꎻ也可做

ＲｈＤ 血型分子生物学检测ꎬ以便作为推测胎儿(新生儿)血型

尤其是 ＲｈＤ 血型的依据ꎮ

２　 妊娠中期(妊娠 １２－２７＋６周)

２ １　 产科

２ １ １　 ＲｈＤ 抗体监测与处置 　 １)ＲｈＤ 抗体阴性孕妇:(１)
密切关注孕妇妊娠期可能出现致敏现象ꎻ(２)当次妊娠期至

２７＋６周未出现致敏现象ꎬ宜在 ２７ 周时再做 １ 次不规则抗体筛

查ꎬ其结果作为 ２８ 周是否进行预防性输血相关免疫治疗的

依据ꎻ(３)当次妊娠期至 ２７＋６周内出现致敏现象:①应建议已

在<７２ ｈ 做预防性输血相关免疫治疗ꎻ②如果导致 ＲｈＤ 抗体

由阴性转为阳性ꎬ需监测其抗体效价ꎬ随访应按 ＲｈＤ 抗体阳

性孕妇的处置流程进行ꎻ③如果不规则抗体筛查为阴性ꎬ监
测 １ 次 / 月ꎬ直至 ２７＋６周仍为阴性ꎬ其结果作为 ２８ 周时做预

防性输血相关免疫治疗的依据ꎮ ２)ＲｈＤ 抗体阳性孕妇:(１)
如果 ＲｈＤ 抗体效价≤１６ꎬ每 ４ 周做 ＲｈＤ 抗体效价测定与胎

儿大脑中动脉的收缩期最大峰值(ＰＳＶ)等超声检查ꎻ如果未

发现异常ꎬ密切观察直至分娩ꎻ如果发现异常ꎬ应高度重视并

予以相应诊治ꎻ(２)如果 ＲｈＤ 抗体效价≥３２ꎬ至少每 ２ 周做 １
次 ＲｈＤ 抗体效价测定和胎儿 ＰＳＶ 等超声检查ꎬ评估胎儿是

否存在贫血ꎻ(３)如果一旦在随访过程中出现 ＲｈＤ 抗体效价

≥６４ꎬ并出现胎儿 ＰＳＶ 等超声检查异常ꎬ应结合孕产妇综合

评估情况ꎬ适时做血浆置换或(和)宫内输血ꎬ或(和)终止妊

娠等相应治疗ꎮ ３)积极预防营养性贫血(尤其是缺铁性)ꎬ
使其 Ｈｂ≥１１０ ｇ / Ｌꎮ
２ １ ２　 胎儿超声检查 　 １)对 ＲｈＤ 抗原阴性且不规则抗体

筛查阳性的孕妇应做胎儿超声检查ꎬ结果异常时须再次复

查ꎬ在充分评估后制定诊疗方案ꎮ ２)如果需做侵入性产前诊

断ꎬ宜建议孕妇在<７２ ｈ 做预防性输血相关免疫治疗准备ꎮ
３)孕妇体内 ＲｈＤ 抗体效价≤１６ 时ꎬ每 ４ 周做 １ 次胎儿 ＰＳＶ
等超声检查ꎻ孕妇体内 ＲｈＤ 抗体效价≥３２ 时ꎬ至少每 ２ 周做

１ 次胎儿 ＰＳＶ 等超声检查ꎬ评估胎儿是否存在贫血ꎻ当 ＰＳＶ
≥１ ５ ＭｏＭꎬ则改为每周做≥１ 次胎儿超声检查ꎬ评估胎儿贫

血情况并予以相应诊治ꎮ
２ １ ３　 胎儿贫血评估 　 １)当胎儿大脑中动脉 ＰＳＶ≥１ ５
ＭｏＭ 或伴有心脏扩大、或羊水过多、或体腔积液时ꎬ需做胎儿

心脏彩色超声检查以评估心功能、胎儿头颅 ＭＲＩ 检查以评估神

经系统发育情况ꎮ ２)实施综合评估后ꎬ结合胎儿的发育孕周及

体重ꎬ制定干预措施ꎬ包括是否具备宫内输血的指征ꎬ是否具备

终止妊娠的指征ꎬ是否需使用地塞米松促进胎儿肺成熟等ꎮ
２ １ ４　 宫内胎儿输血　 １)具有胎儿宫内指标异常孕妇可做

宫内输血ꎬ产科超声检查提示胎儿水肿或实验室检测胎儿

Ｈｂ<８０ ｇ / Ｌꎬ且肺尚未成熟者ꎬ出生后孕周小或(和)存活可

能性少的胎儿ꎬ可在超声检查监视下完成宫内胎儿输血ꎮ ２)
宫内胎儿输血可分为宫内胎儿腹腔内输血与宫内胎儿脐血

管输血ꎬ后者比前者疗效佳ꎬ但需要较高的胎儿脐血管穿刺

技术ꎮ (１)血液成分宜选择与母亲血液交叉配合的 Ｏ 型

ＲｈＤ 抗原阴性去白细胞悬浮红细胞ꎻ在条件允许的情况下ꎬ
可选择 Ｏ 型 ＲｈＤ 抗原阴性辐照红细胞ꎮ (２)输注剂量与速

度:①宫内胎儿脐血管输血剂量:妊娠 ２０ 周为 １０ ｍＬ、２６－２７
周为 ２５ ｍＬ、３０－３１ 周为 ４８ ｍＬꎬ输注速度为(１－２)ｍＬ / ｍｉｎꎮ
②宫内胎儿腹腔内输血剂量:输血剂量(ｍＬ)＝ 胎龄(周次－
２０)×１０ꎬ输注速度为(５－１０)ｍＬ / ｍｉｎꎮ ③宫内输血后监测及

再次输血间隔时间:宫内输血后应定期监测 ＰＳＶꎬ监测频率

≥１ 次 / 周ꎬ再次输血时机应根据胎儿状况、首次输血后胎儿

红细胞容积等个体情况确定ꎮ
２ ２　 输血科(血库)
２ ２ １　 血浆置换指征　 如果孕妇 ＲｈＤ 抗体效价≥６４ꎬ同时

出现胎儿 ＰＳＶ 等大结构筛查结果异常ꎬ结合孕产妇综合评估

情况ꎬ适时进行血浆置换治疗ꎮ
２ ２ ２　 血浆置换步骤 　 １)在实施血浆置换治疗前ꎬ应由孕

妇与胎儿(新生儿)生父共同签署«血浆置换治疗知情同意

书»(附件 １)与«输血治疗知情同意书»ꎬ尤其需要重点告知

的内容:(１)血浆置换治疗时所使用的血浆宜选择 ＲｈＤ 抗原

阳性新鲜冰冻血浆ꎻ(２)血浆置换后可能出现 ＲｈＤ 抗体效价

不降反升的“反跳”现象ꎻ(３)输血不良反应与其他血浆置换

的不良反应等ꎮ ２)血浆置换治疗时ꎬ宜选择使用 ＲｈＤ 抗原

阳性新鲜冰冻血浆ꎻ如果使用 ＲｈＤ 抗原阴性新鲜冰冻血浆ꎬ
应做抗体筛查ꎬ结果阴性方可使用ꎮ ３)血浆置换治疗次数与

间隔期以置换后 ＲｈＤ 抗体效价≤３２、且胎儿重要脏器功能状

况明显改善为准ꎻ监测 ＲｈＤ 抗体效价ꎬ时间选择宜是治疗后

即刻、７２ ｈ、７ ｄ、１４ ｄ 与 ２８ ｄ 各 １ 次ꎮ ４)血浆置换治疗过程

中ꎬ应密切注意孕妇的反应ꎬ及时预防与治疗不良反应ꎻ须同

时监测胎心与胎动等情况ꎬ如果出现异常应给予相应诊治ꎮ

３　 妊娠晚期(２８ 周－足月)

３ １　 产科

３ １ １　 ＲｈＤ 抗体阴性孕妇 　 １)对妊娠 ２８ 周做预防性输血

相关免疫治疗的孕妇ꎬ分别于 ３２、３６、３８ 周做不规则抗体筛

查ꎬ如果 ＲｈＤ 抗体阳性ꎬ需持续监测抗体效价直至分娩ꎮ ２)
对妊娠 ２８ 周未进行预防性输血相关免疫治疗的孕妇ꎬ要密

切关注妊娠期可能出现的致敏现象ꎬ如果出现致敏现象ꎬ建
议在<７２ ｈ 进行预防性输血相关免疫治疗ꎬ其后每 ２ 周 １ 次

做不规则抗体筛查ꎬ如果 ＲｈＤ 抗体阳性ꎬ需持续监测抗体效

价直至分娩ꎮ ３)孕妇在妊娠期间 ＲｈＤ 抗体阴性ꎬ终止妊娠

指征与时机取决于产科指征ꎮ
３ １ ２　 ＲｈＤ 抗体阳性孕妇　 １)监测抗体效价 １ 次 / 周ꎬ如果

抗体效价有逐渐增高趋势且具有胎儿水肿或(和)贫血逐渐
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加重证据ꎬ应及时终止妊娠ꎮ ２)既往有因溶血导致死胎或新

生儿死亡病史的孕妇ꎬ需要在妊娠 ３２ 周或上次妊娠出现死

胎时间的前 １ 周入院ꎬ并做好分娩前的充分准备和评估ꎬ择
期终止妊娠ꎮ
３ １ ３　 ＲｈＤ 抗原阴性孕妇妊娠晚期或实施终止妊娠可提前

入院ꎬ做好各项预防与治疗措施的准备ꎻ在条件允许的情况

下ꎬ宜准备储存式自体输血ꎮ
３ ２　 新生儿科(婴儿室) 　 １)对决定阴道试产且进入临产、
或在择期剖宫产者术前 １ ｄ 或急诊来院等 ＲｈＤ 抗原阴性孕

妇ꎬ尤其是对孕期 ＲｈＤ 抗体筛查阳性的孕妇ꎬ产科医护人员

应通知新生儿科(婴儿室)医师ꎬ做好 ＲｈＤ 新生儿溶血病换

血的各项准备ꎮ ２)对娩出的新生儿应及时做血型鉴定及

ＲｈＤ 新生儿溶血病相关检测ꎮ

４　 分娩期

４ １　 产科

４ １ １　 ＲｈＤ 抗原阴性孕妇入院时产科经治医师应向孕妇及

其胎儿(新生儿)生父详细告知上述实情并签署相关知情同

意文件　 包括«ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇入院告知书»(附件 ２)、
«输血治疗知情同意书»、«ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇大出血紧急

输注 ＲｈＤ 抗原阳性血液知情同意书»(附件 ３)以及«备血 /
输血收费告知书»(附件 ４)ꎮ
４ １ ２　 产科经治医师应根据孕产妇风险预警评估等级相应

备血(表 １)ꎮ
４ １ ３　 产科经治医师可根据孕妇情况在分娩前做贮存式自

体输血ꎮ
４ １ ４　 产科经治医师发现胎儿宫内指标异常、需终止妊娠

的孕产妇ꎬ须及时通知新生儿科(婴儿室)医师做好 ＲｈＤ 新

生儿溶血病换血各项准备ꎬ并在新生儿出生后预留脐带 １０
ｃｍꎬ准备换血等相关治疗作ꎮ
４ １ ５　 新生儿尤其早产儿娩出后及时采集脐动脉血做血气

分析ꎬ监测脐血 ｐＨ 值ꎬ排除宫内缺氧ꎮ
４ １ ６　 新生儿尤其早产儿娩出后应延迟断脐时间 ６０－１２０ ｓ
　 目的在于使新生儿可以获得更多循环血量以及具有较高

的起始红细胞容积ꎬ以便于后续救治ꎻ但在决定延迟断脐时

间时ꎬ应排除新生儿需立即复苏、胎盘早剥、胎盘前置、脐带

撕脱、脐血流异常等所导致的胎盘循环障碍ꎬ以及母体伴有

出血导致产妇血压下降甚至休克等情况ꎮ
４ ２　 输血科(血库)
４ ２ １　 择期终止妊娠孕妇入院后ꎬ产科宜提前 ３－７ ｄ 向输

血科(血库)申请备血(急诊除外)ꎬ再由输血科(血库)向本

辖区采供血机构申请预订所需血液成分、数量(表 １)并约定

取血时间等ꎮ
４ ２ ２　 由于妊娠晚期可出现机体部分凝血因子活性增高现

象ꎬ如果对孕妇做贮存式自体输血ꎬ宜选用 ４００ ｍＬ 采血袋ꎬ
通常采集自体血液 ２００－３００ ｍＬꎬ最后 １ 次采集时间宜与择期

分娩间隔时间≥７２ ｈꎮ
４ ２ ３　 输注红细胞应首选 ＡＢＯ 同型的 ＲｈＤ 阴性红细胞成分

或 ＲｈＤ 阴性 ＡＢＯ 主侧配合性红细胞成分ꎻ输注血浆、冷沉淀、单
采血小板时ꎬ可遵循 ＡＢＯ 同型输注或配合性输注原则实施ꎮ
４ ２ ４　 新生儿娩出后ꎬ宜根据新生儿情况实时抽取静脉血

样做 ＲｈＤ 新生儿溶血病相关检测ꎬ包括 ＡＢＯ 血型鉴定(正定

型)与 ＲｈＤ 血型鉴定、直接抗球蛋白试验、血清游离抗体试

验以及红细胞抗体放散试验等ꎻ如果 ＲｈＤ 新生儿溶血病相

关试验阳性ꎬ应立即分别通知新生儿科(婴儿室)医师对新生

儿做相应治疗ꎮ
表 １　 孕产妇风险预警评估等级与备血量

备血评估 高危因素
向采供血机构
预订量(Ｕ)

启动时间

红色预警 凶险型前置胎盘、妊娠期急性脂肪肝(凝血功能异常 / 胆酶分离 / 血糖降低)等 ４－６ 孕 ３４ 周择期入院 /
急诊入院

橙色预警 >３ 次流产 / 分娩史(有影像学证据提示胎盘粘连 / 植入)、既往胎盘粘连史、重型胎盘早
剥、遗传性凝血功能疾病、重症肝炎、合并脏器功能异常的重度子痫前期、中央性 / 边缘性
前置胎盘等

３－４ 孕 ３６ 周择期入院 /
急诊入院

黄色预警 多胎妊娠、可能为巨大儿、羊水过多、低置胎盘(<２０ ｍｍ)、轻型胎盘早剥、妊娠合并肝损 /
肝炎、妊娠合并重度贫血、先兆子宫破裂、子痫前期、死胎滞留时间长、流产>３ 次 / 分娩史、
妊娠期轻度急性脂肪肝等

２ 孕 ３７ － ４０ 周择期入
院 / 急诊入院

绿色预警 妊娠合并慢性全身性疾病、体质虚弱、精神高度紧张、产程延长或滞产、急产、试产失败、
产前发热、胎膜破裂>１８ ｈ、双子宫、双角子宫、残角子宫、软产道组织水肿 / 瘢痕 / 弹性差、
胎头位置低急诊剖宫产、妊娠合并中度贫血、妊娠合并血小板减少、疤痕子宫、低置胎盘
(３０－７０ ｍｍ)、妊娠糖尿病等

１－２ 娩期择期入院

４ ３　 产房 / 手术室

４ ３ １　 产妇娩出新生儿后应即刻通知新生儿科(婴儿室)医
师给予相应处置ꎮ
４ ３ ２　 产妇娩出新生儿后应立即给予相应宫缩剂加强宫

缩ꎬ预防产后出血ꎮ
４ ３ ３　 预防与治疗产后出血相关血液保护技术　 １)术前充

分准备ꎬ采用贮存式自体输血技术备血ꎻ２)血管活性药物应

用ꎬ包括肾上腺素、去甲肾上腺素等ꎻ３)全身麻醉诱导和维持

药物合理使用、术中使用质子泵抑制剂ꎬ保护胃黏膜ꎬ防止消

化道出血ꎻ４)有效基本监护、有创动脉血压及中心静脉压监

测、体温监测、无创连续 Ｈｂ 监测和心脏输出量监测等ꎻ５)注
意肢体保暖、术中输血(液)加温(≤３２℃ )ꎬ避免发生心脏骤

停等ꎻ６)术中可应用回收式自身输血技术等ꎮ
４ ３ ４　 产后出血的备血处置　 如果产后出血量达 ４００－６００
ｍＬ 并伴有低氧血症时ꎬ应立即通知输血科(血库)领取 ＲｈＤ
抗原阴性悬浮红细胞或冰冻解冻去甘油红细胞 １－２ Ｕꎻ如果

产后出血量≥１ ６００ ｍＬ 则应再备血 ６－８ Ｕꎻ通常产后出血量

达 ６００－８００ ｍＬꎬ须立即启动«ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇大出血紧

７８０１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



急输血抢救流程»ꎮ １)ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇因大出血危及生

命需紧急输血时ꎬ应立即与本辖区采供血机构联系ꎬ在确认

ＲｈＤ 抗原阴性血液成分(种类与数量)不能满足供应情况下

(包括 ＲｈＤ 抗原阴性、ＡＢＯ 相容性红细胞成分也不能满足

时)ꎬ本着以抢救生命为第一原则ꎬ应及时输注 ＲｈＤ 抗原阳

性、ＡＢＯ 同型或相容性血液成分ꎮ ２)经治医师需再次告知孕

产妇本人或(和)胎儿(新生儿)生父或(和)直系亲属ꎬ输注

ＲｈＤ 抗原阳性血液成分(包括红细胞制剂)的利弊ꎬ尤其是

ＲｈＤ 抗原不合输血可导致迟发型溶血性输血反应以及具有

生育能力或未生育的女性(包括女童)ꎬ输注 ＲｈＤ 抗原阳性

血液成分可能产生抗体ꎬ再次妊娠可导致流产与新生儿溶血

病等风险ꎬ并启动«ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇大出血紧急输注

ＲｈＤ 抗原阳性血液告知书» (附件 ３)ꎮ ３)输注过程观察:
(１)输注 ＲｈＤ 抗原阳性红细胞成分的注意事项:①应密切监

测孕产妇实验室溶血指标、尿色及尿量、血压等ꎻ②输注前宜

应用大剂量肾上腺皮质激素ꎬ在条件允许的情况下可输注静

脉丙种球蛋白(４００－６００)ｍｇ / ｋｇ(甚至更大剂量)ꎻ③一旦出

现明显溶血迹象应立即停止输血并予以相应的治疗ꎮ (２)输
注血小板成分注意事项:①首先选择 ＲｈＤ 抗原阴性血小板

制剂(通常情况下很难获得)ꎬ其次选择 ＲｈＤ 抗原阳性血小

板制剂ꎻ②在输注时应密切观察患者的反应情况ꎮ (３)输注

血浆类成分的注意事项:①可选择 ＲｈＤ 抗原阳性血浆类制

剂ꎬ也可选择 ＲｈＤ 抗原阴性血浆类制剂ꎻ②ＲｈＤ 抗原阴性血浆

类制剂在输注给 ＲｈＤ 抗原阳性孕产妇时ꎬ须在输注前对 ＲｈＤ 阴

性血浆类制剂做不规则抗体筛查ꎬ结果阴性者才能输注ꎮ
４ ４　 新生儿科 / 婴儿室

４ ４ １　 产前诊断提示胎儿存在溶血导致贫血、胎儿水肿等

严重并发症ꎬ产科经治医师在孕妇分娩前应与新生儿科(婴
儿室)医师共同会诊ꎬ讨论胎儿分娩时机及宫内治疗等ꎮ
４ ４ ２　 产前监测胎儿发育正常、孕期 ＲｈＤ 抗体阴性、无明显

宫内溶血等情况ꎬ新生儿娩出后送母婴同室观察ꎻ如果孕期

胎儿 ＲｈＤ 抗体阳性ꎬ则新生儿娩出后立即送新生儿科住院

治疗ꎬ并分别抽血样送至输血科(血库)做 ＡＢＯ 血型(正定

型)鉴定、ＲｈＤ 血型鉴定、ＲｈＤ 新生儿溶血病相关检测ꎮ
４ ４ ３　 新生儿科(婴儿室)经治医师在得知新生儿 ＲｈＤ 血

型后ꎬ应立即通知产妇(母亲)的产科经治医师ꎬ以便产妇决

定是否做预防性输血相关免疫治疗ꎮ
４ ４ ４　 正常出生新生儿需严密监测黄疸变化　 １)如果出现

黄疸且逐渐加重须予以及时相应治疗ꎻ２)存在严重宫内溶血

的胎儿娩出后存在窒息情况ꎬ需严格按照新生儿窒息复苏抢

救流程处置[８] ꎮ
４ ４ ５　 ＲｈＤ 新生儿溶血病换血治疗　 是为了移除新生儿体

内胆红素(ＴＳＢ)、抗体、致敏红细胞以及纠正贫血ꎮ １)换血

指征:(１)出生时胎龄≥３５ 周的晚期早产儿和足月儿ꎬ可参

照 ２００４ 年美国儿科学会推荐的换血参考标准(图 １)的高危

组执行ꎻ出生体重<２ ５００ ｇ 的早产儿换血标准可参考本共识

参考标准(表 ２)ꎻ在准备换血的同时先给予患儿强光疗 ４－ ６
ｈꎬ若 ＴＳＢ 水平未下降甚至持续上升ꎬ或对于光疗后 ＴＳＢ 下降

幅度未达到(３４－５０)ｍｍｏｌ / Ｌ[(２－３)ｍｇ / ｄＬ]的免疫性溶血患

儿立即换血ꎮ (２)严重溶血、出生时脐血 ＴＳＢ> ７６ ｍｍｏｌ / Ｌ

(４ ５ ｍｇ / ｄＬ)ꎬＨｂ<１１０ ｇ / Ｌꎬ伴有水肿、肝脾大和心力衰竭ꎮ
(３)已有急性胆红素脑病的临床表现者ꎬ无论 ＴＳＢ 水平是否

达到换血标准ꎬ或 ＴＳＢ 在准备换血期间已明显下降ꎬ均应做

换血治疗[９－１０] ꎮ ２)血液成分选择:(１)首选 ＡＢＯ 血型与新生

儿同型或 Ｏ 型 ＲｈＤ 抗原阴性新鲜全血ꎮ (２)换血量应为新

生儿血容量的 ２ 倍[(１５０－１６０)ｍＬ / ｋｇ]ꎻ患儿出现明显贫血

和心力衰竭时ꎬ先输注悬浮红细胞(１０ ｍＬ / ｋｇ)纠正贫血后再

换血ꎮ (３)输注血液的温度以室温(<３７℃ )为佳ꎮ (４)监测

血气分析、血糖、电解质、血钙、血常规等ꎮ (５)换血时需等容

量匀速地抽出和输入血液ꎬ全程一般控制在 ９０－ １２０ ｍｉｎꎮ
(６)换血后若发生 ＴＳＢ 反弹ꎬ应继续光疗ꎬ并每 ４ ｈ 监测 １ 次

ＴＳＢꎻ如果 ＴＳＢ 超过换血前水平应再次换血ꎮ

引自 Ｓｕｂｃｏｎｎｉｔｔｅｅ ｏｎ ｈｙｐｅｒｂｉｌｉｒｕｂｉｎｅｍｉａ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｂｉｌｉｒｕｂｉ￣

ｎｅｍｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｗｂｒｏｎ ｉｎｆａｎｔ ３５ ｏｒ ｍｏｒｅ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ. Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓꎬ
２００４ꎬ１１４(２):２９７－３１６.

图 １　 出生时胎龄≥３５周的晚期早产儿和足月儿换血参考标准

表 ２　 出生时体重<２ ５００ ｇ 的早产儿生后不同时间

黄疸干预参考标准 (ｍｇ / ｄＬ)

<１ ０００ ｇ １ ０００－
<１ ２５０ ｇ

１ ２５０－
<２ ０００ ｇ

２ ０００－
<２ ３００ ｇ

２３００－
２ ５００ ｇ

<２４ ｈ 光疗 ４ ５ ６ ７ ９
换血 ８ １０ １０ １２ １２

２４ ｈ－ 光疗 ５ ６ ７ ８ １２
换血 １０ １２ １２ １５ １８

４８ ｈ－ 光疗 ６ ７ ９ １０ １４
换血 １２ １５ １５ １８ ２０

７２ ｈ－ 光疗 ７ ９ １０ １２ １６
换血 １２ １５ １５ ２０ ２２

９６ ｈ－ 光疗 ８ １０ １２ １３ １７
换血 １５ １８ １８ ２０ ２３

≥１２０ ｈ 光疗 ８ １０ １２ １４ １８
换血 １５ １８ １８ ２０ ２３

注:１ ｍｇ / ｄＬ＝ １７ １ μｍｏｌ / Ｌ

４ ４ ６　 ＲｈＤ 新生儿溶血病的患儿未达到换血指征、或换血

后病情缓解不明显但未达再次换血指征者ꎬ为了维持 Ｈｂ 水

平ꎬ宜选择 ＲｈＤ 抗原阴性、ＡＢＯ 血型与新生儿同型或 Ｏ 型红

细胞输注ꎮ

５　 产褥期

５ １　 产科

５ １ １　 经治医师接到新生儿 ＲｈＤ 抗原阳性通知后ꎬ应立即告

知孕产妇本人或(和)胎儿(新生儿)生父或(和)直系亲属ꎬ以便

产妇决定是否在产后<７２ ｈ 做预防性输血相关免疫治疗ꎮ
５ １ ２　 产后出院宣教　 １)产妇要在产后 １ 个月做不规则抗
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体筛查ꎬ如果 ＲｈＤ 抗体阳性ꎬ需监测其效价ꎻ在条件允许的

情况下ꎬ在产后 ３、６、１２ 个月宜各随访 １ 次ꎮ ２)由于每次妊

娠均是对 ＲｈＤ 抗原阴性孕妇机体免疫刺激的过程ꎬ可能导

致机体 ＲｈＤ 抗体效价逐渐增高ꎬ最终造成其输血以及再次

计划内妊娠的困难ꎮ 故应做好避孕ꎬ尽量减少妊娠次数

５ ２　 输血科(血库)
５ ２ １　 对产妇做不规则抗体筛查监测ꎬ如果其 ＲｈＤ 抗体阳

性ꎬ需监测其抗体效价ꎮ
５ ２ ２　 对产妇在孕期的血型血清学监测情况做综合评估、
记录并予以保存ꎮ

６　 关于终止妊娠指征与时机

６ １　 孕妇体内未检出 ＲｈＤ 抗体ꎬ终止妊娠的指征与时机取

决于产科指征ꎮ
６ ２　 孕妇体内 ＲｈＤ 抗体效价≤１６ 且胎儿无贫血表现ꎬ宜在

孕 ３７－３８ 周终止妊娠ꎬ同时需评估分娩方式ꎮ
６ ３　 孕妇体内 ＲｈＤ 抗体效价≥３２ 时

６ ３ １　 如果未出现胎儿水肿及贫血症状 　 可至孕 ３７ 周后

酌情考虑终止妊娠ꎬ同时需评估分娩方式ꎮ
６ ３ ２　 如果出现胎儿水肿或 / 和贫血证据　 在孕 ３２－３４ 周

前可考虑促胎肺成熟后终止妊娠ꎻ值得注意的是在孕 ３０－３２
周是否行宫内输血ꎬ需要评估输血及早产的风险后再决定治

疗方案和终止妊娠的时机ꎬ并充分告知孕妇与其家属ꎮ 如果

医疗机构条件允许ꎬ可考虑孕 ３０ 周前对胎儿行宫内输血后

观察疗效:１)胎儿宫内输血后无明显改善时ꎬ应考虑终止妊

娠ꎻ胎儿出现水肿或 / 和贫血证据可放宽剖宫产指征ꎮ ２)胎

儿宫内输血后贫血明显改善ꎬ应根据胎儿宫内监测的具体情

况决定终止妊娠时机与产妇分娩方式ꎻ如果采用阴道分娩需

连续监护胎心等ꎬ确认胎儿宫内健康情况并全面评估试产的

可能性ꎮ

７　 关于预防性输血相关免疫治疗

７ １　 特别警示

７ １ １　 目前欧美发达国家已普遍使用抗￣Ｄ 人免疫球蛋白预

防 ＲｈＤ 抗体致敏现象ꎮ
７ １ ２　 国内抗￣Ｄ 人免疫球蛋白至今还未获得国家相关部门

认可批准ꎬ故必须在获得正式批准后临床才能使用ꎮ
７ ２　 国外的参考与建议方案　 见表 ３ꎮ

７ ２ １　 妊娠早期(妊娠期<１２ 周) 　 １)孕妇存在 / 新发高危

因素导致产生的 ＲｈＤ 抗体致敏现象(简称致敏现象)ꎬ建议

在致敏现象出现<７２ ｈ 肌肉注射抗￣Ｄ 人免疫球蛋白 ２ ５０ ＩＵ
(３００ μｇ)ꎮ ２)使用抗￣Ｄ 人免疫球蛋白后ꎬ孕妇可不做血型

血清学相关实验室检查项目(不规则抗体筛查与 ＲｈＤ 抗体

效价等)的监测随访ꎮ
７ ２ ２　 妊娠中期(妊娠 １２－ ２７＋６ 周) 　 １)妊娠 １２－ ２０＋６ 周:
(１)孕妇如果出现致敏现象ꎬ建议在<７２ ｈ 肌肉注射抗￣Ｄ 人

免疫球蛋白 ２５０－５００ ＩＵ(３００－６００ μｇ)ꎮ (２)使用抗￣Ｄ 人免

疫球蛋白后ꎬ孕妇可不做血型血清学相关实验室检查项目

(不规则抗体筛查与 ＲｈＤ 抗体效价等)的监测随访ꎮ ２)妊娠

２１－２７＋６周:(１)孕妇如果出现任何致敏现象(无论是否此前

使用过免疫球蛋白)ꎬ建议在<７２ｈ 肌肉注射抗￣Ｄ 人免疫球蛋

白 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎬ是否需要进一步追加使用抗￣Ｄ 人免疫球

蛋白剂量ꎬ取决于不规则抗体筛查与 ＲｈＤ 抗体效价等血型

血清学相关实验室检查的随访结果ꎮ (２)妊娠期孕妇反复持

续阴道出血ꎬ则须间隔>６ 周才可考虑重复肌肉注射抗￣Ｄ 人

免疫球蛋白 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎮ
７ ２ ３　 妊娠晚期(２８ 周－足月) 　 １)无论孕前是否使用抗￣Ｄ
人免疫球蛋白阻断治疗:(１)本次妊娠期至 ２７ 周须再做 １ 次

不规则抗体筛查ꎬ如果结果仍为阴性ꎬ建议预防性肌肉注射

抗￣Ｄ 人免疫球蛋 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎬ或妊娠 ２８、３４ 周各肌肉注

射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ) １ 次ꎮ (２)使用抗￣Ｄ 人免疫球蛋白后 ２－４
周ꎬ对孕妇做血型血清学相关实验室检查项目(不规则抗体

筛查与 ＲｈＤ 抗体效价等)监测随访ꎮ
２)孕妇在分娩前出现致敏现象　 (１)须在<７２ ｈ 内肌肉

注射抗￣Ｄ 人免疫球蛋白 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎮ (２)使用抗￣Ｄ 人

免疫球蛋白后 １－２ 周做血型血清学相关实验室检查项目(不
规则抗体筛查与 ＲｈＤ 抗体效价等)的监测随访ꎮ
７ ２ ４　 产褥期　 １)产妇娩出 ＲｈＤ 阳性新生儿后<７２ ｈꎬ须肌

肉注射抗￣Ｄ 人免疫球蛋白 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎮ ２)产后 １ 个月ꎬ
对产妇做血型血清学相关实验室检查项目(不抗体筛查与

ＲｈＤ 抗体效价等)监测随访ꎮ ３)如果产妇在分娩过程中出现

大出血ꎬ又因 ＲｈＤ 阴性血液成分暂缺而输注 ＲｈＤ 抗原阳性

红细胞或(和)血小板等血液成分后ꎬ产妇须立即静脉注射

抗￣Ｄ 人免疫球蛋白≥５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎬ是否需要进一步追加

剂量取决于血液成分的输注量ꎮ

表 ３　 抗￣Ｄ 人免疫球蛋白的使用建议
高危因素 用法及用量

孕期出现可能
的致敏现象后

妊娠<１２ 周

妊娠 １２－２０＋６周

妊娠 ２１ 周－足月

阴道流血伴明显的腹痛

人工流产终止妊娠

异位妊娠 / 葡萄胎手术后

出现任何致敏事件

出现任何致敏事件(无论是否
此前使用过免疫球蛋白)

事件发生后≤７２ ｈ 肌肉注射 ２５０ ＩＵ(３００ μｇ)

事件发生后≤７２ｈ 肌肉注射 ２５０ ＩＵ(３００ μｇ)
１)事件发生后≤７２ｈ 肌肉注射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎻ
２)是否需要进一步追加注射剂量取决于相关实验室检查ꎻ
３)孕期如有反复持续的阴道出血ꎬ则考虑可间隔≥６ 周重复注

射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)
孕期的预防性
使用

无论此前是否使用过免疫球蛋白阻断治疗ꎬ孕期的预防
性使用都须进行

方案 １:妊娠 ２８ 周肌肉注射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)
方案 ２:妊娠 ２８、３４ 周各注射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)１ 次

产后或> ２０ 周
的胎死宫内

新生儿血型 ＲｈＤ 抗原阳性ꎬ死胎血型不明 １)产妇分娩后≤７２ｈ 肌肉注射 ５００ ＩＵ(６００ μｇ)ꎻ
２)是否需要进一步追加注射剂量取决于相关实验室检查ꎻ
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附件 １　 ××××医院血浆置换治疗同意书

姓名 年龄 孕产次数

住院号 科室 / 床号 ＲｈＤ 血型 阴性

临床诊断 并发症 输血史

输注血液成分 □红细胞　 □血小板　 □　 血浆　 □冷沉淀

输血前检查 ＡＬＴ(Ｕ / Ｌ) ＨＢｓＡｇ 抗￣ＨＢｓ ＨＢｅＡｇ
抗￣ＨＢｅ 抗￣ＨＢｃ 抗￣ＨＣＶ 抗￣ＨＩＶ 梅毒 其他

抗￣Ｄ 效价

(为了保障孕产妇的知情同意权ꎬ特向孕产妇本人或(和)孕产妇家属告知上述血浆置换相关情况ꎬ如不理解ꎬ可向医务人员咨询ꎮ 在
孕产妇本人或 / 和孕产妇家属充分理解上述可能发生的情况后ꎬ可自主决定是否选择输血治疗ꎬ请在本文书上写明意见并签名ꎮ)

经治医师已向我本人与我的家属详细告知血浆置换是 １ 种清除血液中大分子物质的血液净化疗法ꎬ其基本过程是将患者血液经血泵
引出ꎬ经过血浆分离器分离血浆和细胞成份ꎬ去除致病血浆ꎬ然后将细胞成份及所需补充的置换液输回体内ꎮ 但血浆置换会出现不良反应ꎬ
主要包括过敏反应、经血液传播病毒性感染、枸橼酸中毒、电解质紊乱与酸碱平衡失调(低钙血症、低钾血症、代谢性碱中毒等)、出血倾向、
低蛋白血症所致感染、抗体效价“反跳”现象等ꎮ

选择意见:□同意
□不同意

　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇本人签字:
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇家属签字:　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇社会关系:

　 　 　 年　 　 　 月　 　 　 日

经治医师 上级医师 日期

附件 ２ ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇入院告知书

姓名 年龄 孕产次数

住院号 ＡＢＯ 血型 ＲｈＤ 血型 阴性

产科诊断 并发症

(为了保障孕产妇的知情同意权ꎬ特向孕产妇妇本人或 / 和孕产妇家属告知上述相关情况ꎬ如不理解ꎬ可向医务人员咨询ꎮ 在孕产妇本
人或 / 和孕产妇家属充分理解上述可能发生的情况后ꎬ可自主决定是否选择输血治疗ꎬ请在本文书上写明意见并签名ꎮ)

本人与我的家属已知晓:本人的 ＲｈＤ 血型为阴性ꎬ可能会导致孕产过程与输血困难ꎬ经治医师已向我本人与我的家属详细告知:
１.孕产妇是 ＲｈＤ 血型阴性ꎬ而胎儿或新生儿如果是 ＲｈＤ 血型阳性ꎬ由于机体免疫等因素会导致胎儿或新生儿发生溶血ꎬ甚至死亡ꎮ
２.孕产妇是 ＲｈＤ 血型阴性ꎬ在大出血时ꎬ由于 ＲｈＤ 血型阴性血液成分短缺ꎬ为了抢救生命ꎬ同意输注 ＲｈＤ 血型阳性血液成分ꎮ
３.上述未包括的其他血型系统问题等ꎮ
选择意见:□同意

□不同意
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇本人签字:
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇家属签字:　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇社会关系:

　 　 　 年　 　 　 月　 　 　 日

经治医师 上级医师 日期

附件 ３ ＲｈＤ 抗原阴性孕产妇大出血紧急输注 ＲｈＤ 抗原阳性血液成分知情同意书

姓名 年龄 孕产次数

住院号 科室 / 床号 ＲｈＤ 血型 阴性

临床诊断 并发症 输血史

输注血液成分 □红细胞　 □血小板　 □　 血浆　 □冷沉淀

输血前检查 ＡＬＴ(Ｕ / Ｌ) ＨＢｓＡｇ 抗￣ＨＢｓ ＨＢｅＡｇ
抗￣ＨＢｅ 抗￣ＨＢｃ 抗￣ＨＣＶ 抗￣ＨＩＶ 梅毒 其他

(为了保障孕产妇的知情同意权ꎬ特向孕产妇妇本人或 / 和孕产妇家属告知上述相关情况ꎬ如不理解ꎬ可向医务人员咨询ꎮ 在孕产妇本
人或 / 和孕产妇家属充分理解上述可能发生的情况后ꎬ可自主决定是否选择输血治疗ꎬ请在本文书上写明意见并签名ꎮ)

输血治疗包括输全血、成分血ꎬ是临床治疗的重要措施之一ꎬ是临床抢救危重患者生命的行之有效的手段ꎮ 但输血存在一定风险ꎬ可能
发生输血反应及感染经血传播疾病ꎻ虽然我院使用的血液成分ꎬ采供血机构均已按卫生部门有关规定进行检测ꎬ但由于当前科技水平的限
制ꎬ输血仍有某些不能预测或不能防止的输血反应和输血传染病ꎻ输血可能发生的主要情况如下:

１.过敏反应ꎻ２.发热反应ꎻ３.肝炎病毒(如乙肝、丙肝等)ꎻ４.感染艾滋病、梅毒ꎻ５.疟疾ꎻ６. 巨细胞病毒感染或 ＥＢ 病毒感染ꎻ７.输血引起其
他疾病ꎮ

鉴于孕产妇目前所处的紧急情况ꎬ经治医师认为需要紧急输注 ＲｈＤ 抗原阳性血液成分治疗ꎬ但该输血治疗的主要风险:
１.输血后可能发生溶血性输血反应ꎻ
２.产生不规则抗体ꎻ
３.输注无效ꎻ
４.ＲｈＤ 阴性患者产生同种免疫反应后再次输血可出现溶血性输血反应ꎻ
５.育龄期女性患者非同型输血后可能产生流产、死胎、新生儿溶血病(女童患者成年后风险同上)等ꎮ
选择意见:□同意

□不同意
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇本人签字:
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇家属签字:　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇社会关系:

　 　 　 年　 　 　 月　 　 　 日

经治医师 上级医师 日期
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附件 ４ ＲｈＤ 阴性血液成分￣备血 /输血收费告知书

姓名 年龄 孕产次数

住院号 ＡＢＯ 血型 ＲｈＤ 血型 阴性

产科诊断 并发症

本人与我的家属已知晓:本人的 ＲｈＤ 血型为阴性ꎬ在孕产过程中需备血或 / 和输血ꎮ 由于 ＲｈＤ 阴性血液成分比较特殊ꎬ国家对其收费
标准与 ＲｈＤ 阳性血液成分不同ꎮ

经治医师已向我本人及我的家属详细告知ꎬ本人与我的家属已知晓相应情况ꎬ愿意支付相关费用ꎮ
请孕妇本人与其家属分别写明“我已知晓上述情况”并签字:
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇本人签字:
　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇家属签字:　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 孕产妇社会关系:

经治医师 上级医师 日期

参与本共识制订与讨论的协作组成员(排名不分先后):
李志强、陶敏芳、滕银成、黄亚绢(上海市第六人民医

院)ꎬ陈慧芬、王淑萍、应豪(上海市第一妇婴保健院)ꎬ刘晓

艳、毛蓓华(复旦大学医学院附属妇产科医院)ꎬ唐振华、方晓

霞(国际和平妇婴保健院)ꎬ宫济武、王少为(北京医院)ꎬ郝

一文、孟涛(中国医科大学附属第一医院)ꎬ王秋实、刘彩霞

(中国医科大学附属盛京医院)ꎬ李碧娟、张卫社(中南大学

湘雅医院)ꎬ秦莉(四川大学华西医院)ꎬ江咏梅、陈剑、刘兴

会、唐军(四川大学华西第二医院)ꎬ李淑萍、翟建军(首都医

科大学附属北京同仁医院)ꎬ刘铁梅、王瑛坚(吉林大学中日

联谊医院)ꎬ吕先萍、赵先兰(郑州大学附属第一医院)ꎬ文

军、李晓英(新疆维吾尔族自治区医院)ꎬ许广芳、刘继红(昆
明医学院附属第二医院)ꎬ易思华、张登霞(兰州大学附属第

一医院)ꎬ杨江存、王雅琴(陕西省人民医院)ꎬ李捷、张惠欣

(河北医科大学附属第四医院)ꎬ魏亚明(广州市第一人民医

院)
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Ｒｈ 血型系统基础与临床研究(上)(９ 期)

Ｒｈ 血型系统基础与临床研究(下)(１０ 期)

ＫＩＲ 人群多态性及检测技术研究(１０ 期)

质量检测与标准化

单采深度自体储血
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ＫＩＲ 人群多态性及检测技术研究专题 论著

重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因多态性研究∗

黄霞１ 　 王珏２ 　 欧国进２ 　 王芳１ 　 李小红１ 　 廖红梅１ 　 张涛１ 　 毛伟１

(１.重庆市血液中心ꎬ重庆 ４０００１５ꎻ２.中国医学科学院输血研究所)

　 　 摘要:目的　 研究重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因及基因型多态性特点ꎮ 方法　 采集 ３１６ 名重庆地区汉族无偿献

血者的外周血样ꎬ应用多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法作 ＫＩＲ 基因分型ꎻ根据等位基因频率网络数据库(ＡＦＮＤ)中的 ＩＤ 号命名检

测到的基因型及单体型组成ꎬ以 Ｓｐｓｓ１７ ０ 软件对人群间 ＫＩＲ 基因频率作卡方检验ꎮ 结果　 ３１６ 名重庆地区汉族献血

者个体均含有 ＫＩＲ 基因 ３ＤＬ２、３ＤＬ３ꎻ２ＤＬ４、２ＤＬ１、３ＤＰ１、２ＤＰ１、２ＤＬ３、３ＤＬ１ 较为常见ꎬ频率分别为 ９４ １％、９２ ０％、
９２ ０％、９０ ３％、８７ ４％、７６ ８％ꎻ频率较低(<３０％)的基因有 ２ＤＬ５、２ＤＳ１、３ＤＳ１、２ＤＳ５、 ２ＤＬ２、２ＤＳ２ 和 ２ＤＳ３ꎮ 共发现 ２４
种 ＫＩＲ 基因型ꎬ其中以 ＩＤ 号为 １、２ 和 ８ 的基因型最为常见ꎬ频率分别为 ５４ ４％(１７２ / ３１６)、１５ ２％ (４８ / ３１６)和 ６ ３％
(２０ / ３１６)ꎬ还有 １ 种基因型无法在 ＡＦＮＤ 中查出其基因型ꎮ 重庆地区汉族献血者携带的 ＫＩＲ 各基因中分别有 ８ 个和

７ 个基因的频率与南非圣族人和高加索人明显不同(Ｐ<０ ０５)ꎬ有 ５ 个与乌市维族人明显不同(Ｐ<０ ０５)ꎬ仅有 １ 个与

拉萨藏族有明显不同(Ｐ<０ ０５)ꎬ而与四川汉族、云南汉族、浙江汉族、江苏汉族和韩国人均无明显差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ
结论　 重庆地区汉族人群的 ＫＩＲ 基因分析既含丰富的多态性ꎬ又具有自身的特点ꎬ与四川、云南等中国南方汉族人

群一致ꎮ
关键词:重庆汉族ꎻ杀伤细胞免疫球蛋白样受体ꎻ多态性ꎻ基因型ꎻ献血者

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１０９２￣０４
Ｔｈｅ ＫＩＲ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ　 ＨＵＡＮＧ Ｘｉａ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｊｕｅ２ꎬ ＯＵ Ｇｕｏｊｉｎｇ２ꎬ ＷＡＮＧ Ｆａｎｇ１ꎬ ＬＩ
Ｘｉａｏｈｏｎｇ１ꎬ ＬＩＡＯ Ｈｏｎｇｍｅｉ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｔａｏ１ꎬ ＭＡＯ ｗｅｉ１ .１. Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆ Ｂｌｏｏｄ ＴｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＫＩＲ) ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３１６ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｇｅｎｏ￣
ｔｙｐｅｄ ｂｙ Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ￣ＳＳＰ. Ｔｈｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｈｅ Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｎｅｔ Ｄａｔａｂａｓｅ
(ＡＦＮＤ). χ２ ｔｅｓｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ＫＦｓｏｆｔｗａｒｅ １ ６１. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｍｏｎｇ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬＫＩＲ ３ＤＬ２、３ＤＬ３ ｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄ ｉｎ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｇｅｎｅｓ ３ＤＬ２、３ＤＬ３ꎻ２ＤＬ４、２ＤＬ１、３ＤＰ１、２ＤＰ１、２ＤＬ３、３ＤＬ１ ｐｒｅｓｅｎｔ ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ａｔ ９４ １％、９２ ０％、
９２ ０％、９０ ３％、８７ ４％ ａｎｄ ７６ ８％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ２ＤＬ５、２ＤＳ１、３ＤＳ１、２ＤＳ５、 ２ＤＬ２、２ＤＳ２ ａｎｄ ２ＤＳ３ ｗｅｒｅ
ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ３０ ０％. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２４ ＫＩＲ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｎａｍｅｄ ＩＤ１( ５４ ４％)ꎬＩＤ２ (１５ ２％)
ａｎｄ ＩＤ８ (６ ３％) ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔꎬ ｏｎｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｕｌｄｎ′ ｔ ａｓｓｉｇｎ ＩＤ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ＡＦＮＤ. Ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ８ ＫＩＲ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ａｆｒｉｃａｎ Ｓａｎ ａｎｄ Ｃａｕｃａｓｉａｎꎬ ５ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｕｒｕ￣
ｍｑｉ ｕｙｇｕｒꎬ ｏｎｌｙ １ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｌａｓａ Ｔｉｂｅｔａｎꎬ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃｈｉｎａ Ｓｏｕｔｈ Ｈａｎ ａｎｄ Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｌｌ １７ ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｓｈｏｗ ｃｌｏｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｓｏｕｔｈ Ｈａｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｈａｎꎻ ＫＩＲꎻ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｅꎻ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒ

杀伤细胞免疫球蛋白样受体( ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＫＩＲ)是表达于 ＮＫ 细胞和部分 Ｔ 细胞表面的 １
组糖蛋白ꎬ为免疫球蛋白超家族成员ꎬ可特异识别 ＨＬＡ￣Ⅰ类

分子ꎬ传导抑制性或激活性信号ꎬ从而调节 ＮＫ 细胞和部分 Ｔ
细胞的免疫应答[１] ꎮ 根据 ＫＩＲ 分子的胞外免疫球蛋白样

(Ｉｇ)结构域数量ꎬＫＩＲ 分子被命名为 ２Ｄ 或 ３Ｄ(分别代表 ２
个或 ３ 个 Ｉｇ 样结构域)ꎻ根据胞内结构的长度ꎬＫＩＲ 分子命名

为 Ｓ 或 Ｌꎮ ＫＩＲ 的编码基因位于人类第 １９ 染色体长臂

１９ｑ１３ ４ꎬ是 １ 个具有丰富多态性的多基因家族ꎬ目前已发现

有 １５ 个功能基因和 ２ 个假基因ꎮ ＫＩＲ 基因簇具有高度多态

性ꎬ表现在不同的单体型中ꎬＫＩＲ 基因数量和种类均可能不

同ꎮ 目前ꎬ国内外不同人群的 ＫＩＲ 基因多态性研究资料日益

丰富ꎬ并且显示出各自的特点ꎮ 我们采集了 ３１６ 人份重庆地

区汉族健康献血者的标本ꎬ通过 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 检测 ＫＩＲ 基因

(ＫＩＲ ２ＤＬ１￣５、２ＤＳ１￣５ꎬ３ＤＬ１￣３、３ＤＳ１、２ＤＰ１、３ＤＰ１)ꎬ并将结果

与国内外其他人群的 ＫＩＲ 基因多态性资料进行比较分析ꎬ了
解重庆地区人群 ＫＩＲ 基因的多态性特点ꎬ以完善不同地区、
不同民族人群 ＫＩＲ 基因多态性资料并为某些相关性疾病的

研究提供基础数据ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源 　 重庆市血液中心招募的无偿献血者 ３１６
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名ꎬ均为重庆地区人ꎬ相互间无血缘关系ꎬ符合无偿献血捐献

者健康征询表的要求ꎬ年龄在 １８ ~ ４５ 岁之间ꎬ男女比例为

１ ０８ ∶１(１６３ / １５３)ꎬＡＢＯ 血型比例 Ａ ∶Ｂ ∶０ ∶ＡＢ 是５ ３ ∶２ ９ ∶５ ９
∶１(１１１ / ６１ / １２３ / ２１)ꎮ 收集所有研究对象的外周血标本 ５~ ８
ｍＬꎬＥＤＴＡ 抗凝并－８０℃冷冻保存ꎮ
１ ２　 仪器和试剂 　 ＰＣＲ 扩增仪(ＧｅｎｅＡｍｐＲ ９７００ 型ꎬ美国

ｌｉｆｅ)ꎻ电泳仪( ＤＹＣＰ￣３１ＣＮꎬ北京六一)ꎮ 全血基因组 ＤＮＡ
抽提试剂(批号 Ｌ０５１５ꎬ北京天根 ＤＰ３１９)ꎻＧｏＴａｑＲＧｒｅｅｎＭａｓ￣
ｔｅｒ Ｍｉｘ (批号 １００１９１８ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ)ꎮ 引物由上海英骏

合成ꎮ
１ ３　 ＤＮＡ 提取　 采用 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂｌｏｏｄ ＤＮＡ Ｋｉｔ 血液基因组

ＤＮＡ 提取试剂 (天根生化科技北京有限公司) 从冻存( －
８０℃)的全血标本中提取 ＤＮＡꎮ 浓度>２０ ｎｇ / μＬꎬ２６０ / ２８０ 比

值在 １ ６~１ ９ 的标本可用于实验ꎮ
１ ４　 ＰＣＲ 扩增　 参照文献[２－３]扩增策略ꎬ合成 ３１ 对引物

对ꎬ扩增 ＫＩＲ 基因及内参基因 ＤＲＢ１ꎮ 除 ３ＤＰ１ 和 ２ＤＳ１ 外ꎬ
其余 ＫＩＲ 基因采用 ２ 组不同的引物扩增ꎬ以相互对照ꎬ保证

结果准确性(表 １) [４] ꎮ 本方案可检测出 ＫＩＲ２ＤＳ４ 在第 ５ 外

显子上有 ２２ ｂｐ 缺失的变异体(也称为 ＫＩＲ１Ｄ)和含有完整

第 ２ 外显子的 ３ＤＰ１ 变异体 ３ＤＰ１ꎮ ＫＩＲ２ＤＬ５ 包括 ２ＤＬ５Ａ 和

５Ｂ ２ 个基因ꎬ其阳性代表 ２ 个基因中至少有 １ 个为阳性ꎬ阴
性代表 ２ 个基因均无ꎮ 按等位网络数据库(Ｔｈｅ Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅ￣
ｑｕｅｎｃｙ Ｎｅｔ ＤａｔａｂａｓｅꎬＡＦＮＤ) 中的 ＩＤ 号命名检测到的基因型

及单体型ꎬ数据库根据是否含有 ２ＤＬ２、２ＤＬ５、３ＤＳ１、２ＤＳ１、
２ＤＳ２、２ＤＳ３、２ＤＳ５ 区分基因型:如果受测个体中这 ７ 个基因

均不含即为 ＡＡ 基因型ꎬ如果含≥１ 个上述基因则统称为 Ｂｘ
(ｘ 为 Ａ 或 Ｂ)型ꎬ即含 ＡＢ 型和 ＢＢ 型[５] ꎮ
１ ５　 统计学处理　 ＫＩＲ 基因携带频率(ｃａｒｒｉｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓꎬｆ)
为携带某一 ＫＩＲ 基因者个体数量(ｎ１)占研究个体总数(Ｎ)
的比例(ｆ＝ ｎ１ / Ｎ)ꎻＫＩＲ 基因频率(ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓꎬＰ)Ｐ ＝ １－
(１－ｆ) １ / ２ꎻ基因型频率( ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓꎬ Ｆ) ＝ ｎ２ / Ｎ( ｎ２
为基因型数)ꎮ 采用直接计数法计算基因频率和基因型频

率ꎬ数据分析采用 ＳＰＳＳ１７ ０ 统计软件ꎬ用卡方检验计算 χ２值
和 Ｐ 值ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ３１６ 例重庆地区汉族人群的 ＫＩＲ 基因分布结果　 根据

ＫＩＲ 多重 ＰＣＲ 引物组合表(表 １)中的电泳条带ꎬ判读 ＫＩＲ
ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型结果(表 ２)ꎮ 第 ２ 孔 ２ＤＰ１ 与第 １０ 孔

２ＤＰ１ 同时出现条带ꎬ判 ２ＤＰ１ 阳性ꎬ２ 孔都没有条带判阴性ꎬ
如果 １ 孔有条带ꎬ另 １ 孔没有条带则重复实验ꎬ以此类推得

出样品 ＫＩＲ 分型结果(图 １)ꎮ
表 １　 引物组合方式 (ｂｐ)

位点 位点 位点 位点

１ 号孔 ２ＤＬ１(３３０) ２ＤＬ２(１７３) ２ＤＬ２(１５１)
２ 号孔 ２ＤＳ３(１９０) ２ＤＰ１(８９)
３ 号孔 ＤＲＢ１(８００) ３ＤＳ１(３００) ３ＤＬ１(１９１)
４ 号孔 ２ＤＬ５(２１４) ２ＤＬ５(１９１) ２ＤＳ１(１０２) ３ＤＰ１(３９９ / ２８０)
５ 号孔 ２ＤＬ３(８００) ２ＤＬ４(２５４)
６ 号孔 ２ＤＬ３(５５０) ２ＤＳ３(２４２) ３ＤＳ１(１８０)
７ 号孔 ２ＤＳ４(２０４) ３ＤＬ１(１８６) ２ＤＬ１(１４６)
８ 号孔 ２ＤＳ４(１９７ / ２１９) ２ＤＳ５(１２６)
９ 号孔 ３ＤＬ３(２３２) ２ＤＳ５(１７８) ３ＤＬ２(１３０)
１０ 号孔 ２ＤＰ１(２０５) ２ＤＳ２(１７５)
１１ 号孔 ２ＤＳ２(２４０)
１２ 号孔 ２ＤＬ４(２８８) ３ＤＬ２(２４２) ３ＤＬ２(１６５)

该标本 ３ＤＰ１ 同时含有第 ２ 外显子缺失型的等位基因和变

异体ꎬ２ＤＳ４ 等位基因为变异体ꎻ１ ~ １２ 条带代表基因及 ｂｐ
数见表 １ 中 １ ~ １２ 孔ꎻＭ ｍａｒｋｅｒ 为 ＤＬ１０００ꎬ从上至下分别

为 １ ０００、７００、５００、４００、３００、２００ 和 １００ ｂｐ

图 １　 １ 例标本 ＫＩＲ 基因多重 ＰＣＲ 电泳图

表 ２　 重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因分布 (ｎ＝ ３１６)

２ＤＬ１ ２ＤＬ２ ２ＤＬ３ ２ＤＬ４ ２ＤＬ５ ３ＤＬ１ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３
２ＤＳ４

∗００１ ∗００３
２ＤＳ５ ３ＤＳ１ ２ＤＰ１

３ＤＰ１
∗００３ ３ＤＰｖ

１ ３１４ ６０ ３１１ ３１５ １２７ ２９９ ３１６ ３１６ １１７ ５６ ５２ ２５７ １３５ ８８ １０６ ３１３ ３１４ ３２
ｆ(％) ９９ ４ １９ ０ ９８ ４ ９９ ７ ４０ ２ ９４ ６ １００ ０ １００ ０ ３７ ０ １７ ７ １６ ５ ８１ ３ ４２ ７ ２７ ８ ３３ ５ ９９ １ ９９ ４ １０ １
Ｐ(％) ９２ ０ １０ ０ ８７ ４ ９４ ４ ２２ ７ ７６ ８ １００ ０ １００ ０ ２０ ６ ９ ３ ８ ６ ５６ ８ ２４ ３ １５ １ １８ ５ ９０ ３ ９２ ０ ５ ２

注: 同时携带 ２ＤＳ４ 及其变异体 ２ 个等位基因的个体有 ９１ 例ꎬ而 ２ 个等位基因都缺失的个体有 １５ 例ꎻ 同时携带 ３ＤＰ１ 及其变异体的 ２ 个等位

基因的个体有 ３１ 例ꎬ２ 个等位基因都缺失的个体有 １ 例

２ ２　 重庆地区汉族 ＫＩＲ 基因分布与其他民族[４－１１] 的比较　
部分 ＫＩＲ 基因与乌市维族(乌鲁木齐市维吾尔族人群)人、
南非圣族人、高加索人、拉萨藏族人比较ꎬＰ<０ ０５(表 ３)ꎮ 与

四川汉族、云南汉族、浙江汉族、江苏汉族和韩国人比较ꎬＰ>
０ ０５ꎮ
２ ３　 重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因型分布及与其他人群的差

异　 ＫＩＲ 基因型在 ３１６ 名重庆市汉族个体中共发现 ２４ 种ꎮ
按 ＡＦＮＤ 对 ＫＩＲ 基因型的分类ꎬ２３ 种可指定 ＩＤ 号ꎬ１ 种无法

在 ＡＦＮＤ 中查出其基因型 ＩＤꎮ ＩＤ 号为 １、２、８ 和 ４ 的基因型

最为常见ꎬ有 １１ 种基因型在该人群中仅出现 １ 次(表 ４)ꎮ
ＡＡ、Ｂｘ５ 和 Ｂｘ５ 基因型分别与乌市维族人群和四川人群比

较ꎬＰ<０ ０５(表 ５)ꎮ 在 ３１６ 名重庆地区汉族人群中发现的

ＫＩＲ 基因型共 ２４ 种ꎬ与其他人群相比略显种类欠丰富ꎬ尤其

是与乌市维族人(１３０ 人ꎬ３０ 种型)和江苏汉族人(２６９ 人ꎬ３４
种型)差异明显ꎮ
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表 ３　 重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因分布与其他人群的比较

重庆汉族
ｎ＝ ３１６

四川汉族
ｎ＝ ２８６

云南汉族
ｎ＝ １５０

浙江汉族
ｎ＝ １０４

江苏汉族
ｎ＝ ２６９

拉萨藏族
ｎ＝ ２２４

乌市维族
ｎ＝ １３０

韩国人
ｎ＝ １５４

南非圣族人
ｎ＝ ９１

高加索人
ｎ＝ ４６５

２ＤＬ１ ９９ ４ ９９ ９９ ３ ９９ ９６ ３ ９９ １００ ９９ ４ ９５ ６ ９３ ８
２ＤＬ２ １９ １７ ２５ ３ １７ ３ １７ ８ ２５ ４３ ９＃ １４ ３ ７３ ６＃ ４４＃

２ＤＬ３ ９８ ４ ９９ ９９ ３ ９９ ９９ ３ ９９ ９２ ３＃ ９９ ４ ６０ ４＃ ９２ ７＃

２ＤＬ４ ９９ ７ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００
２ＤＬ５ ４０ ２ ３６ ３６ ７ ３５ ６ ３９ ４ ３８ ５９ ２＃ ３８ ３ ６８ １＃ ５２ ０＃

３ＤＬ１ ９４ ６ ９４ ９５ ３ ９４ ２ ９６ ３ ９７ ９１ ５ ９４ ２ ９８ ９ ９４
３ＤＬ２ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００
３ＤＬ３ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ｎｔ
２ＤＳ１ ３７ ３４ ３６ ３３ ６ ３６ ８ ３６ ４２ ３ ３７ ７ １４ ３＃ ４７ ７＃

２ＤＳ２ １７ ７ １７ ２５ ３ １７ ３ １９ ３ ２５＃ ４７ ７＃ １６ ９ ７２ ５＃ ５１ ８＃

２ＤＳ３ １６ ５ １３ １５ ３ １２ ５ １３ ８ １３ ３３ ９＃ １６ ２ ２５ ３ ２６ ５＃

２ＤＳ４ ９５ ２ ９４ ９５ ３ ９４ ２ ９５ ９ ９６ ９１ ５ ９４ ２ １００ ９１ ２
２ＤＳ５ ２７ ８ ２３ ２６ ７ ２３ １ ２８ ３ ３１ ３２ ３ ２６ ２ ６３ ７＃ ３３ ６
３ＤＳ１ ３３ ５ ３３ ３２ ３２ ７ ３６ ８ ３５ ４０ ３６ ４ ２ ２＃ ４１ ９＃

２ＤＰ１ ９９ １ ９９ ９９ ３ ９９ ９９ ３ ９９ １００ １００ ９２ ３＃ ｎｔ
３ＤＰ１ ９９ ７ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００

＃２ＤＳ２ 与拉萨藏族人比较ꎬχ２ ＝ ４ ２５ꎬＰ<０ ０５ꎻ２ＤＬ２、２ＤＬ３、２ＤＬ５、２ＤＳ２、２ＤＳ３ 与乌市维族(乌鲁木齐市维吾尔族人群)人比较ꎬⅹ２ 分别为:
２９ ７１ꎬ８ ７１ꎬ１３ ４ꎬ４２ ６２ꎬ１６ ４８ꎬＰ< ０ ０５ꎻ２ＤＬ２、２ＤＬ３、２ＤＬ５、２ＤＳ１、２ＤＳ２、２ＤＳ５、３ＤＳ１、２ＤＰ１ 与南非圣族人比较ꎬ χ２ ＝ ９８ １１ꎬ１１２ ４０ꎬ２２ １１ꎬ
１６ ７５ꎬ１０３ ０９ꎬ ３９ ６１ꎬ ３５ ５４ꎬ１１ １０ꎬＰ<０ ０５ꎻ２ＤＬ２、２ＤＬ３、２ＤＬ５、２ＤＳ１、２ＤＳ２、２ＤＳ３、３ＤＳ１ 与高加索人比较ꎬχ２分别为 ５２ ４９ꎬ１２ ８８ꎬ１０ ５１ꎬ８ ７７ꎬ
９２ ８６ꎬ１０ ８１ꎬ５ ６１ꎬＰ<０ ０５

表 ４　 重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因型分析 (ｎ＝ ３１６)

３ＤＬ１ ２ＤＬ１ ２ＤＬ３ ２ＤＳ４ ２ＤＬ２ ２ＤＬ５ ３ＤＳ１ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ５ ２ＤＬ４ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１ ｎ ｆ(％)
ＡＡ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １ １７２ ５４ ４３％
ＢＸ２ １ １ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ ４８ １５ １９％
ＢＸ３ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ９ ２ ８５％
ＢＸ４ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １２ ３ ８０％
ＢＸ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ ９ ２ ８５％
ＢＸ６ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ６ １ ９０％
ＢＸ７ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ ４ １ ２７％
ＢＸ８ １ １ １ １ ０ １ １ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ ２０ ６ ３３％
ＢＸ９ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ９ ２ ８５％
ＢＸ１９ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １ ３ ０ ９５％
ＢＸ３７ １ １ １ １ ０ １ ０ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ６９ ０ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ ６ １ ９０％
ＢＸ７３ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ７５ ０ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ ５ １ ５８％
ＢＸ７６ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ３２％
ＢＸ９０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ９４ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ１１７ ０ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ１５４ ０ １ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
ＢＸ１５９ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ ２ ０ ６３％
ＢＸ１９４ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ３２％
ＢＸ２０３ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０ １ １ ０ ３２％
ＢＸ３３９ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％
Ｕ￣ＮＥＷ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １ １ １ ０ ３２％

３１６ １００ ００％

２ ５　 重庆地区汉族人群 ＡＡ 单体型组合 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 亚型的分

布情况　 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 是 ＡＡ 单体型组合中唯一的激活性 ＫＩＲ
框架基因ꎬ根据 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 第 ５ 外显子存在 ２２ ｂｐ 缺失与否ꎬ
ＫＩＲ ２ＤＳ４ 基因细分为 ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｎｏｒｍａｌ 和 ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｄｅｌｅｔｅｄ２
个亚型ꎮ ２ 条单体型均携带无激活效应的 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 变异体

的 ＡＡ 单体型组合个体(ＡＡ￣ ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｄ / ｄ)ꎮ 在 １７２ 例重庆

地区汉族 ＡＡ 单体型组合个体中的检出频率分别见表 ６ꎮ

３　 讨论

本研究首次报道 ＫＩＲ 系统在重庆地区汉族人群的分子

遗传多态性ꎮ 抑制性 ＫＩＲ 框架基因的检出频率普遍高于激

活性 ＫＩＲ 框架基因ꎮ ＫＩＲ ３ＤＬ２、 ＫＩＲ ３ＤＬ３、 ２ＤＬ４、 ２ＤＬ１、
２ＤＬ３、３ＤＰ１、２ＤＰ１、３ＤＬ１ 的检出频率均高于 ７０％ꎬ而 ２ＤＬ５、
２ＤＳ１、３ＤＳ１、２ＤＳ５、 ２ＤＬ２、２ＤＳ２ 和 ２ＤＳ３ 的频率较低ꎬ均低于

３０％ꎮ 与其他人群相比ꎬ部分 ＫＩＲ 基因与乌市维族、南非圣

族人、高加索人差异有统计学意义ꎬ而与四川汉族、云南汉
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族、浙江汉族、江苏汉族、和韩国人相比ꎬＫＩＲ 基因分布没有

差异ꎮ 说明 ＫＩＲ 的遗传与种族、地区的差异是一致的ꎮ
表 ５　 重庆地区汉族人群 ＫＩＲ 基因型与其他人群的比较[４ꎬ６ꎬ９－１０]

重庆汉族
(ｎ＝ ３１６)

四川汉族
(ｎ＝ ２８６)

江苏汉族
(ｎ＝ ２６９)

拉萨藏族
(ｎ＝ ２２４)

乌市维族
(ｎ＝ １３０)

ＡＡ ５４ ４３ ４７ ５５ ５１ ３ ５２ ６８ ３３ ８５＃

Ｂｘ２ １５ １９ １４ ６９ １４ ５ １５ ６３ １０ ８
Ｂｘ３ ２ ８５ ２ ８ ３ ３５ ４ ９１ ５ ４
Ｂｘ４ ３ ８ ８ ３９＃ ５ ５８ ６ ７ ３ ８
Ｂｘ５ ２ ８５ ２ ８ ０ ７４ ２ ２３ １０ ８＃

Ｂｘ６ １ ９ ０ ３５ １ １２ ４ ９１ ２ ３
Ｂｘ７ １ ２７ １ ７５ ０ ４５ ５ ４
Ｂｘ８ ６ ３３ ８ ７４ ６ ６９ ３ ５７ ２ ３
Ｂｘ９ ２ ８５ ３ ５ ２ ２３ １ ７９ １ ５
Ｂｘ１９ ０ ９５ ０ ３５ / / １ ５
Ｂｘ３７ ０ ３２ / / / １ ５
Ｂｘ６９ １ ９ ０ ７ ０ ３７ ０ ８９ /
Ｂｘ７３ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ７５ １ ５８ １ ４ ０ ７４ /
Ｂｘ７６ ０ ３２ ０ ３５ / ０ ４５ /
Ｂｘ９０ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ９４ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ１１７ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ１５４ ０ ３２ / ０ ３７ / /
Ｂｘ１５９ ０ ６３ / / / /
Ｂｘ１９４ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ２０３ ０ ３２ / / / /
Ｂｘ３３９ ０ ３２ / / / /
Ｕ￣ＮＥＷ ０ ３２ / / / /


单体型种类 ２４ 种 ２９ 种 ３４ 种 ２０ 种 ３０ 种
＃Ｂｘ４ 与四川汉族人比较ꎬχ２ ＝ ５ ６２ꎬＰ<０ ０５ꎻＡＡ、Ｂｘ５ 与乌市维族人比

较ꎬχ２分别为 １５ ６２ꎬ１１ ８８ꎬＰ<０ ０５

表 ６　 重庆地区汉族人群 ＡＡ 单体型 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 亚型的

分布情况　 　 (ｎ＝ １７２)

例数(ｎ) 频率(％)
ＡＡ￣ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｎ / ｎ ８７ ５０ ６
ＡＡ￣ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｎ / ｄ ７７ ４４ ８
ＡＡ￣ＫＩＲ ２ＤＳ４￣ｄ / ｄ ８ ４ ７０

ＫＩＲ 基因是以单体型的形式遗传ꎬ 在特定人群中ꎬＫＩＲ
基因单体型是相对固定ꎬ这些单体型组合形成基因型ꎬ包括

ＡＡ、Ｂｘ (ＡＢ 和 ＢＢ)ꎮ 在 ３１６ 名重庆市汉族个体中共发现 ２４
种基因型ꎬ有 ２３ 种可指定 ＩＤ 号ꎬ以 ＩＤ 号为 １ ( ＡＡ１)、 ２
(Ｂｘ２)、８(Ｂｘ８) 和 ４ (Ｂｘ４) 的基因型最为常见ꎬ频率分别

５４ ４３％(１７２ / ３１６)、１５ １９％ (４８ / ３１６)、 ６ ３３％ (２０ / ３１６)和

３ ８０％ (１２ / ３１６)ꎮ 有 １１ 种基因型在本研究人群中仅出现 １
次ꎬ另有 １ 种基因型无法在 ＡＦＮＤ 中查出其 ＩＤꎮ 在本研究

中ꎬＡ 和 Ｂ 单体型比率在重庆地区汉族健康人群约为 １ ∶ １
(５４ ４３％ ｖｓ ４５ ５７％)ꎬ这与先前四川地区汉族人群所报道

的基本一致(４７ ５５％ ｖｓ ５２ ４５％) [６] ꎮ 与乌市维族人群、拉
萨藏族人群有差异的基因型较多ꎬ而与四川汉族、江苏汉族

有差异的基因型较少ꎬ且略显欠丰富ꎮ 对不同种族和地区人

群的免疫遗传学分析发现[１２] ꎬＡ 和 Ｂ 两种 ＫＩＲ 单体型在各

种族和地区间分布交叉多变ꎬ推测各种族和地区人群 ＫＩＲ 单

体型分布差异与各种族或地区疾病易感性有关ꎮ
另外ꎬＫＩＲ ２ＤＳ４ 为 ＡＡ 单体型组合中唯一的激活性 ＫＩＲ

基因ꎬ若 ＡＡ 单体型组合个体的 ＫＩＲ ２ＤＳ４ 等位基因均因第 ５
外显子存在 ２２ ｂｐ 缺失而产生无激活效应 的 变 异 体

ＫＩＲ２ＤＳ４￣ｄｅｌｅｔｅｄꎬ则该个体中不存在任何激活性 ＫＩＲ 基因ꎮ
有报道显示无激活效应的 ＡＡ￣２ＤＳ４￣ｄ / ｄ 单体型组合个体容

易感染梅毒ꎻ在无关供者造血干细胞移植中的研究中提示ꎬ
接受移植物 ＫＩＲ 单体型组合为 ＡＡ￣２ＤＳ４￣ｄ / ｄ 的患者出现急

性 ＧＶＨＤ 反应明显减少 [１３] ꎮ ＡＡ￣２ＤＳ４￣ｄ / ｄ 单体型组合个体

的频率在高加索随机人群中达 １４％ꎬ而在重庆地区汉族健康

人群中仅有 ４ ７％ (８ / １７２)ꎮ
我们的研究表明ꎬ重庆地区汉族人群的 ＫＩＲ 基因分析既

含丰富的多态性ꎬ又具有自身的特点ꎬ为进一步深入研究

ＫＩＲ 在人类学、移植免疫及其与疾病关联等方面的作用提供

了基础数据ꎮ
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论著

云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因多态性分布∗

苏品璨１ 　 蒋黎２ 　 朱祥明１ 　 纪欣２ 　 马海莉１ 　 王珏△２ 　 姚富柱△１

(１.云南昆明血液中心ꎬ云南昆明 ６５０１０６ꎻ２.中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所)

　 　 摘要:目的　 了解云南傣族献血人群 ＫＩＲ 基因及基因型多态性特点ꎮ 方法　 选取 １６７ 名云南傣族无血缘关系的

健康自愿献血者ꎬ采用多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法检测其 ＫＩＲ 基因ꎻ根据等位基因频率网络数据库(ＡＦＮＤ)中的 ＩＤ 号命名检

测到基因型及单体型组成ꎬ将本组人群的 ＫＩＲ 基因频率与文献报道的其他人(族)群的数据做比较(卡方检验)ꎮ 结

果　 本组云南傣族献血人群全都携带框架基因 ＫＩＲ３ＤＬ２、３ＤＬ３、２ＤＬ４ 和 ３ＤＰ１ꎻ较为常见 ＫＩＲ 基因有 ＫＩＲ２ＤＬ１(０ ９９２
６)、２ＤＰ１(０ ９２２ ６)、２ＤＬ３(０ ８６６ ０)、３ＤＬ１(０ ７１０ ５)和 ２ＤＳ４(０ ７１０ ５)ꎻ频率较低的基因有 ＫＩＲ２ＤＳ３(０ １４８ ８)、２ＤＳ５
(０ １７０ ２)、２ＤＳ２(０ １８１ １)、２ＤＬ２(０ １８１ １)、２ＤＳ１(０ ２３０ １)、３ＤＳ１(０ ２３７ ９)和 ２ＤＬ５(０ ３０７ ９)ꎮ 本次共检出 ２３ 种

ＫＩＲ 基因型ꎬ其中以 ＩＤ 号为 １、２ 和 ８ 的基因型最为常见ꎬ频率分别为 ４１ ３２％(６９ / １６７)、１１ ９８％(２０ / １６７)和 ７ １９％
(１２ / １６７)ꎮ 本组云南傣族献血人群中有 １０ 个 ＫＩＲ 基因频率与南非圣族人明显不同ꎬ４ 个与拉萨藏族、高加索人、浙
江汉族和韩国人明显不同ꎬ３ 个与四川汉族明显不同ꎬ２ 个与乌鲁木齐维吾尔族和云南汉族明显不同(Ｐ<０ ０５)ꎻ所有

１７ 种 ＫＩＲ 基因频率均与乌鲁木齐哈萨克族相近(Ｐ>０ ０５)ꎮ 结论　 云南傣族人群 ＫＩＲ 基因部分位点与现有文献报

道的大部分人群资料有明显差异ꎻ但其整体分布与乌鲁木齐哈萨克族最为相近ꎮ
关键词:傣族ꎻ杀伤细胞免疫球蛋白样受体ꎻＫＩＲ 基因ꎻ多态性ꎻ基因型ꎻ云南
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６５０１０６ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ ＣＡＭＳ＆ＰＵＭＣ.Ｃｏ￣ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ: ＷＡＮＧ Ｊｕｅꎬ ＹＡＯ Ｆｕｚｈｕ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｄａｉ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １６７ ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｄａｉ ｖｏｌｕｎ￣
ｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎꎬ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｄ ｂｙ Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｐｒｉｍｅｒ (ＰＣＲ￣
ＳＳＰ)ｏｎ １７ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ Ｔｈｅ Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｎｅｔ Ｄａｔａｂａｓｅ(ＡＦＮＤꎬ ＫＩＲ
ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｄａｔａ ｂｙ Ｃｈｉ￣Ｓｑｕｒｅ ｔｅｓｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ Ｄａｉ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ｆｒａｍｅ￣
ｗｏｒｋ ｇｅｎｅｓ ３ＤＬ２、３ＤＬ３、２ＤＬ４ ａｎｄ ３ＤＰ１ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｇｅｎｅｓ ２ＤＬ１(０ ９９２ ６)、２ＤＰ１(０ ９２２ ６)、２ＤＬ３
(０ ８６６ ０)、３ＤＬ１(０ ７１０ ５)ａｎｄ ２ＤＳ４(０ ７１０ ５) ｆｅｌｌ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｇｒｏｕｐ ｗｈｉｌｅ ＫＩＲ２ＤＳ３(０ １４８ ８)、２ＤＳ５(０ １７０
２)、２ＤＳ２(０ １８１ １)、２ＤＬ２(０ １８１ １)、２ＤＳ１(０ ２３０ １)、３ＤＳ１(０ ２３７ ９) ａｎｄ ２ＤＬ５(０ ３０７ ９)ｗｅｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｎｄ.Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ
２３ ＫＩＲ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ａｍａｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ＩＤ１(４１ ３２％ꎬ６９ / １６７)、ＩＤ２(１１ ９８％ꎬ２０ / １６７) ａｎｄ ＩＤ８(７ １９％ꎬ１２ /
１６７) ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ. Ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈ Ａｆｒｉｃａｎꎬ４ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｌａｓａ Ｔｉｂｅｔａｎ、Ｃａｕｃａｓｉａｎ、Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｈａｎ ａｎｄ Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａꎻ ３ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｈａｎ ꎻ ２ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｙｕｎｎａｎ Ｈａｎ ａｎｄ Ｕｒｕｍｑｉ ｕｙｇｕｒ(Ｐ<０ ０５)ꎬ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｄａｉ ａｎｄ
Ｕｒｕｍｑｉ ｋａｚａｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ １７ ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ(Ｐ>０>０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｙｕｎｎａｎ Ｄａｉ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｓｈｏｗ ｃｌｏｓｅ ｒｅｓｅｍｂｌａｎｃｅ ｔｏ
Ｕｒｕｍｑｉ ｋａｚａｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ＫＩＲ ｇｅｎｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｉｔｓ ｗｏｒｔｈ ｍｅｎｔｉｏｎｉｎｇ ｔｈａｔ ｐａｒｔ ｏｆ ＫＩＲ ｇｅｎｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｅｓｔｅｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｍｏｓｔ ｏｆ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＤａｉꎻＫＩＲꎻＤｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ＧｅｎｏｔｙｐｅꎻＹｕｎｎａｎ

杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｋｉｌｌｅｒ￣ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＫＩＲ)是表达于 ＮＫ 细胞和部分 Ｔ 细胞表面的 １
组糖蛋白ꎬ属于免疫球蛋白超家族成员ꎬ可特异识别 ＨＬＡ￣Ⅰ

类分子ꎬ它对调节 ＮＫ 细胞和部分 Ｔ 细胞的免疫应答有着重

要的作用[１] ꎮ 编码 ＫＩＲ 的基因位于人类第 １９ 染色体长臂

１９ｑ１３ ４ꎬ是 １ 个具有丰富多态性的多基因家族ꎬ现已发现有

１５ 个功能基因和 ２ 个假基因[１] ꎮ 目前ꎬ国内外各地人群的

ＫＩＲ 基因多态性研究资料日益丰富ꎬ已然显示出不同地区、
不同人群具有不同 ＫＩＲ 基因多态性的特点ꎮ 为填补云南少

数民族的 ＫＩＲ 基因多态性研究资料ꎬ我们以云南傣族献血者

为对象ꎬ 检测了其 ＫＩＲ 基因(型)ꎬ并通过与国内外其他人群

的 ＫＩＲ 基因多态性资料的比较分析ꎬ以期弄清云南傣族人群

６９０１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



的 ＫＩＲ 基因多态性特点ꎬ报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 从本中心 ２０１２ 年 １ 月－２０１４ 年 １ 月的无偿

献血者中问询并选择 ３ 代无亲缘关系的傣族无偿献血者ꎬ征
求其同意ꎬ签订«知情同意书»ꎬ在献血时留取静脉血 ５ ｍＬ /
(人)份(ＥＤＴＡ 抗凝ꎬ－２０℃保存)ꎮ 经核对排除其间重复采

血者ꎬ共获得 １６７ 名云南傣族无偿献血者ꎬ其中男性 ８７ 名ꎬ
女性 ８０ 名ꎬ年龄 ２０－５２(中位数 ２６)岁ꎮ
１ ２　 主要仪器和试剂　 ＰＣＲ 扩增仪(ＧｅｎｅＡｍｐ®９７００ꎬ美国

ｌｉｆｅ)ꎻ ＤＮＡ 纯化自动工作站(ＭａｇＣｏｒｅ ＨＦ１６)及其 ＲＢＣ Ｂｉｏ￣
ｓｃｉｅｎｃｅ ＤＮＡ 提取试剂盒(批号 ＳＭ￣０１４￣１３１０２) (台湾芮宝公

司)ꎻＰＣＲ 反应预混合液 ＧｏＴａｑ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (批号

１００１９１８ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ)ꎻ引物(委托上海英骏合成)ꎮ
１ ３　 ＤＮＡ 抽提　 取冰冻全血 ０ ４５ ｍＬ 制备 ＤＮＡꎬ严格按试

剂盒说明书标准操作ꎻＤＮＡ 浓度(２０－１００)μｇ / ｍＬꎬＯＤ２６０ / ２８０比

值为 １ ７－１ ９ꎮ
１ ４　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 法做 ＫＩＲ 基因分型 　 采用改进的 ＫＩＲ 多重

ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型方法[２] ꎬ引物根据文献[３－ ４]报道的序列合

成ꎬ多重 ＰＣＲ 引物格局及 ＰＣＲ 反应体系和参数同文献[２]
结果ꎮ 按等位基因频率网络数据库(Ｔｈｅ Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｎｅｔ
ＤａｔａｂａｓｅꎬＡＦＮＤ)中的 ＩＤ 号命名检测到基因型及单体型组

成ꎬ根据是否含有 ＫＩＲ２ＤＬ２、２ＤＬ５、３ＤＳ１、２ＤＳ１、２ＤＳ２、２ＤＳ３ 和

２ＤＳ５ 区分基因型ꎬ如果研究对象(个体)均不含这 ７ 个基因

即为 ＡＡ 基因型ꎻ如果含上述基因≥１ 个则统称为 ＢＸ 型ꎬ不
再区分为 ＡＢ 和 ＢＢ 型[５] ꎮ
１ ５　 统计学处理　 参照文献[６]方法ꎬ ＫＩＲ 基因携带者频率

( ｆ)通过直接计数法计算ꎻｆ＝Ｎ１ / ｎ (Ｎ１ 为检出基因样本数ꎬｎ
为研究样本总人数)ꎬＫＩＲ 基因频率(ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ Ｐ)计算

公式为: Ｐ＝ １－ (１－ ｆ) １ / ２ꎻ基因型频率(ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ
Ｆ):Ｎ２ / ｎ(Ｎ２ 为结果为该基因型的样本数ꎬｎ 为研究个体总

人数)ꎮ 人群间 ＫＩＲ 基因频率对比:采用 ＰＥＭＳ３ １ 医学统计

软件做卡方检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因分型及其与其他人群

ＫＩＲ 基因型分布比较　 ＫＩＲ 多重 ＰＣＲ 扩增后电泳:１６７例受检个

体标本两对引物扩增结果都吻合ꎬ均可判读其基因分型(图 １)ꎮ

１－１２ 孔条带 代表基因及 ｂｐ 数[２] ꎻＭ Ｍａｒｋｅｒ 为 ＤＬ１０００ꎬ
从上至下分别为 １ ０００、７００、５００、４００、３００、２００ 和 １００ ｂｐꎻ
从第 ８ 孔可看出该标本同时含有完整的 ２ＤＳ４ 等位基因和

缺失 ２２ ｂｐ 的变异体

图 １　 １ 例标本 ＫＩＲ 基因多重 ＰＣＲ 电泳

２ ２　 云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因频率及其与其他人群

ＫＩＲ 基因分布比较　 在云南傣族人群中ꎬ框架基因 ＫＩＲ３ＤＬ２、
３ＤＬ３、２ＤＬ４ 和 ３ＤＰ１ 存在于所有个体ꎻ ＫＩＲ２ＤＬ１、 ２ＤＰ１、
２ＤＬ３、３ＤＬ１ 和 ２ＤＳ４ 均为基因频率 > ０ ７ꎻ ＫＩＲ２ＤＳ３、２ＤＳ５、
２ＤＳ２、２ＤＬ２ 均为基因频率<０ ２ꎮ １６７ 例云南傣族标本中ꎬ同
时携带完整 ２ＤＳ４ 及其变异体的个体占到 ２３ ９５％(４０ / １６７)ꎬ
而两者都缺失的个体占比为 ８ ３８％(１４ / １５７)ꎮ ３ＤＰ１ 基因中

绝大部分个体(９９ ４％)均含有完整外显子的 ３ＤＰ１ｆꎬ含有变

异体 ３ＤＰ１ｖ 的标本有 ３３ 例ꎬ同时携带 ３ＤＰ１ 及其变异体 ２ 个

等位基因的个体有 ３２ 例ꎬ没有两者都缺失的个体(表 １－２)ꎮ
２ ３　 云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因型和单体型　 见表 ３ꎮ

表 １　 云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因分布 (ｎ＝ １６７)

２ＤＬ１ ２ＤＬ２ ２ＤＬ３ ２ＤＬ４ ２ＤＬ５ ３ＤＬ１ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ４ｆ ２ＤＳ４ｖ ２ＤＳ５ ３ＤＳ１ ３ＤＰ１ｖ ３ＤＰ１ｆ
Ｎ １６６ ５５ １６４ １６７ ８７ １５３ １６７ １６７ ６８ ５５ ４６ １１４ ７９ ５２ ７０ ３３ １６６

ｆ(％) ９９ ４０ ３２ ９３ ９８ ２０ １００ ５２ １０ ９１ ６２ １００ １００ ４０ ７２ ３２ ９３ ２７ ５４ ６８ ２６ ４７ ３１ ３１ １４ ４１ ９２ １９ ７６ ９９ ４０
Ｐ ０ ９２２ ６ ０ １８１ １ ０ ８６６ ０ １ ０ ３０７ ９ ０ ７１０ ５ １ １ ０ ２３０ １ ０ １８１ １ ０ １４８ ８ ０ ４３６ ６ ０ ２７４ １ ０ １７０ ２ ０ ２３７ ９ ０ １０４ ２ ０ ９２２ ６

表 ２　 云南傣族无偿献血人群与其他人群 ＫＩＲ 基因分布比较 (％)

ｎ ２ＤＬ１ ２ＤＬ２ ２ＤＬ３ ２ＤＬ４ ２ＤＬ５ ３ＤＬ１ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ４ ２ＤＳ５ ３ＤＳ１ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１
本组云南傣族 １６７ ９９ ４０ ３２ ９ ９８ ２ １００ ０ ５２ １ ９１ ６ １００ ０ １００ ０ ４０ ７ ３２ ９ ２７ ５ ９１ ６ ３１ １ ４１ ９ ９９ ４ １００
云南汉族[７] １５０ ９９ ３ ２５ ３ ９９ ３ １００ ３６ ７＃ ９５ ３ １００ １００ ３６ ０ ２５ ３ １６ ０＃ ９６ ７ ２６ ７ ３２ ７ ９９ ３ １００
乌鲁木齐哈萨克族[８] １２５ ９８ ４ ３３ ６ ９５ ２ １００ ０ ４７ ２ ９５ ２ １００ ０ １００ ０ ３９ ２ ３６ ８ ２３ ２ ９６ ０ ３３ ６ ３６ ０ ９８ ４ １００ ０
乌鲁木齐维吾尔族[２] １３０ １００ ０ ４３ ９ ９２ ３＃ １００ ０ ５９ ２ ９１ ５ １００ ０ １００ ０ ４２ ３ ４７ ７＃ ３３ ９ ９１ ５ ３２ ３ ４０ ０ １００ ０ １００ ０
拉萨藏族[９] ２２４ ９９ １ ２４ ６ ９８ ７ １００ ０ ３８ ４＃ ９７ ３＃ １００ ０ １００ ０ ３６ ２ ２５ ０ １２ ５＃ ９６ ４＃ ３１ ３ ３５ ３ ９９ １ １００ ０
四川汉族[１０] １３５ ９９ ３ ２８ ２ ９７ ８ １００ ０ ４３ ０ ９７ ０＃ １００ ０ １００ ０ ３７ ０ ２８ ２ １７ ８＃ ９７ ０＃ ２８ ２ ３５ ６ ９９ ３ １００ ０
浙江汉族[１１] １０４ ９９ ０ １７ ３＃ ９９ ０ １００ ０ ３５ ６＃ ９４ ２ １００ ０ １００ ０ ３３ ６ １７ ３＃ １２ ５＃ ９４ ２ ２３ １ ３２ ７ ９９ ０ １００ ０
韩国人[５] １５４ ９９ ４ １４ ３＃ ９９ ４ １００ ０ ３８ ３＃ ９４ ２ １００ ０ １００ ０ ３７ ７ １６ ９＃ １６ ２＃ ９４ ２ ２６ ２ ３６ ４ １００ ０ １００ ０
南非圣族人[５] ９１ ９５ ６ ７３ ６＃ ６０ ４＃ １００ ０ ６８ １＃ ９８ ９＃ １００ ０ １００ ０ １４ ３＃ ７２ ５＃ ２５ ３ １００ ０＃ ６３ ７＃ ２ ２＃ ９２ ３＃ １００ ０
高加索人[５]∗ ４６５ ９３ ８＃ ４４ ０＃ ９２ ７＃ １００ ０ ５２ ０ ９４ ０ １００ ０ ｎｔ ４７ ７ ５１ ８＃ ２６ ５ ９１ ２ ３３ ６ ４１ ９ ｎｔ ｎｔ

∗包括美国人 ５２ 名、澳大利亚人 １４７ 名、爱尔兰人 ９０ 名、英国人 １３６ 名和另 １ 组澳大利亚人 ４０ 名[５] ꎻ＃与本组云南傣族无偿献血人群比较ꎬ
２ＤＬ１: χ２ ＝ ０ ００６ꎬ２ＤＬ２: χ２ 值分别为 ０ ００５、９ ２７Ｅ￣０５、３ ９７Ｅ￣１０、０ ０１２ꎬ２ＤＬ３: χ２ 值分别为 ０ ０１４、５ ９Ｅ￣１６、０ ００９ꎬ ２ＤＬ５: χ２ 值分别为 ０ ００６、
０ ００７、０ ００８、０ ０１３、０ ０１３ꎬ ３ＤＬ１: χ２ 值分别为 ０ ０１１、０ ０４８、０ ０１７ꎬ ２ＤＳ１: χ２ ＝ １ ２４Ｅ￣０５ꎬ２ＤＳ２: χ２ 值分别为 ０ ０１、０ ００５、９ ４１Ｅ￣０４、１ １３Ｅ￣
０９、２ ７０Ｅ￣０５ꎬ ２ＤＳ３: χ２ 值分别为 ０ ０１３、１ ７２Ｅ￣０４、０ ０４５、０ ００４、０ ０１５ꎬ ２ＤＳ４: χ２ 值分别为 ０ ０４１、０ ０４８、７ ７４Ｅ￣２９ꎬ２ＤＳ５: χ２ ＝ ４ ２２Ｅ￣０７ꎬ
３ＤＳ１: χ２ ＝ １ ０８Ｅ￣１１ꎬ ２ＤＰ１: χ２ ＝ ０ ００２ꎬＰ<０ ０５

７９０１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



表 ３　 云南傣族无偿献血人群 ＫＩＲ 基因型分布及单体型构成 (ｎ＝ １６７)

基因型 ＩＤ∗ Ｎ ｆ(％) ３ＤＬ１ ２ＤＬ１ ２ＤＬ３ ２ＤＳ４ ２ＤＬ２ ２ＤＬ５ ３ＤＳ１ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ５ ２ＤＬ４ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１
ＡＡ １ ６９ ４１ ３２ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２ ２０ １１ ９８ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ３ ９ ５ ３９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ４ ９ ５ ３９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ５ １０ ５ ９９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６ ２ １ ２０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７ ５ ２ ９９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ８ １２ ７ １９ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ９ ５ ２ ９９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １３ １ ０ ６０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １４ １ ０ ６０ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １７ １ ０ ６０ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２５ １ ０ ６０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２７ ３ １ ８０ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６８ ３ １ ８０ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６９ １ ０ ６０ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７０ ７ ４ １９ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７２ １ ０ ６０ ＋ － － ＋ ＋ － － － ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋
ＢＸ ７３ １ ０ ６０ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７５ ２ １ ２０ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ９４ １ ０ ６０ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １１７ １ ０ ６０ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２００ ２ １ ２０ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

∗ 根据 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｎｅｔ 对基因型 ＩＤ 编排

３　 讨论

ＫＩＲ 基因是 １ 个具有丰富多态性的多基因家族ꎬ不同个

体可以含有不同种类和数量的 ＫＩＲ 基因ꎮ 在不同地区或

(和)不同民族ꎬ人群的 ＫＩＲ 基因和基因型频率呈现出差异和

各自的特点[７－１３] ꎮ 本组云南傣族无偿献血人群的 ＫＩＲ 基因

分布总体与已报道的南非圣族人差别最大ꎬ与乌鲁木齐哈萨

克族最接近ꎬ部分基因位点与云南、四川、浙江汉族、拉萨藏

族、乌鲁木齐维吾尔族、韩国人、高加索人及南非圣族人具有

明显差异 (Ｐ < ０ ０５) (表 ２)ꎮ 本组人群的 ＫＩＲ 框架基因

２ＤＬ４、３ＤＬ２、３ＤＬ３ 和 ３ＤＰ１ 的检出频率均为 １００％ꎬ与各地区

人群均相同ꎮ ２ＤＳ１、２ＤＳ５、３ＤＳ１、２ＤＰ１ 携带频率与其他人群

均无明显区别ꎬ仅与南非圣族明显不同(Ｐ<０ ０５)ꎻ由于南非

圣族这几个基因的携带频率与其他人群均有较大区别ꎬ这种

差异可能主要是因为南非圣族的独特分布所导致ꎮ 在高频

基因中ꎬ２ＤＬ１、２ＤＬ３ 和 ２ＤＰ１ 均为检出率>９８％ꎬ其中 ２ＤＬ１
和 ２ＤＰ１ 的检出率 ９９ ４％ꎬ只有 １ 名受检者基因型为 ＩＤ７２ 未

检出 ２ＤＰ１ 和 ２ＤＬ１(表 １－２)ꎮ ２ＤＬ１ 和 ２ＤＬ３ 的基因频率均

明显高于高加索人和南非圣族人群(２ＤＬ３ 基因频率还明显

高于乌鲁木齐维吾尔族人群)ꎬ而与其他各地汉族及拉萨藏

族、乌鲁木齐哈萨克族、韩国人频率接近(表 ２)ꎬ据认为这 ２
个位点极高的频率可能是黄种人的特征ꎬ而傣族人群这 ２ 个

基因具有典型的高频特征ꎮ ２ＤＬ２ 和 ２ＤＳ２ 均为携带频率

３２ ９％ꎬ明显低于南非圣族和高加索人(２ＤＳ２ 携带频率也低

于乌鲁木齐维吾尔族人群)ꎬ同时又明显高于浙江汉族和韩

国人(Ｐ<０ ０５)ꎬ与本组拉萨藏族和其他汉族人群则无明显

区别(表 ２)ꎻ该特点则提示这 ２ 个基因中低等水平的携带率

是与高加索人区别的特征ꎬ而中等水平的携带率则可能是我

国内陆地区人群与沿海人群相区别的特征ꎬ但还需要进一步

的人群资料证实ꎮ 本组傣族人群中 ２ＤＬ５、３ＤＬ１、２ＤＳ３、２ＤＳ４
这 ４ 个 ＫＩＲ 基因的携带频率均与高加索人接近ꎬ反而与部分

地区汉族人有明显差异ꎬ如 ２ＤＬ５ 与云南汉族、３ＤＬ１ 与四川

汉族ꎬ２ＤＳ３ 与 ３ 个地区汉族、２ＤＳ４ 与四川汉族ꎬ其携带频率

均有明显差异(Ｐ<０ ０５)(表 １)ꎮ 这充分反映了 ＫＩＲ 基因复

杂的人群分布多态性ꎬ其原因有待进一步探讨ꎮ
由于 ＫＩＲ２ＤＳ４ 变异体(ＫＩＲ２ＤＳ４ｖ)等位基因编码的免疫

球蛋白样结构域 Ｄ２ 中缺失了 １ 段 ２２ ｂｐ 长的片段ꎬ表达产物

是 １ 个可溶性蛋白而非正常的膜蛋白(图 １)ꎻＫＩＲ２ＤＳ４ 是单

体型 Ａ 中唯一的激活性受体ꎬ身为单体型 Ａ 的个体如果含有

的 ２ＤＳ４ 是 ２ＤＳ４ｖꎬ通过 ＫＩＲ 激活 ＮＫ 细胞活性的功能可能缺

失[１] ꎮ 本组 １６７ 名云南傣族个体中ꎬ所发现的 ６９ 例 ＡＡ 基因

型中ꎬ未检出 ２ 个 ２ＤＳ４ 等位基因均为变异体的个体(表 ３)ꎮ
在本组中共发现 ２３ 种不同 ＫＩＲ 基因型ꎬ其中以 ＩＤ 号为

１、２ 和 ８ 的基因型最为常见ꎬ频率分别为 ４１ ３２％、１１ ９８％和

７ １９％ꎬ有 ９ 种基因型在该人群中仅出现 １ 次ꎬ但在其他人群

中均有出现ꎬ并非罕见型(表 ３)ꎮ 说明在云南傣族献血者中

ＫＩＲ 分布相对比较集中ꎮ
本组数据显示ꎬ云南傣族(献血)人群中的 ＫＩＲ 基因分布

具有丰富的多态性和自身的特点ꎬ总体上与乌鲁木齐哈萨克

人群的 ＫＩＲ 基因分布接近ꎬ明显既不同于典型黄种人ꎬ也不

同于高加索人ꎮ 傣族和同一语族的壮族、侗族、水族、布依

族、黎族等有着密切的历史关系ꎬ同为古越人的后裔[１４] ꎮ 相

关的其他民族 ＫＩＲ 分布是否有类似的特点? 造成傣族人群

中 ＫＩＲ 这种分布特点的原因为何? 都还有待进一步研究ꎮ
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云南楚雄地区彝族献血人群 ＫＩＲ 基因多态性研究∗
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　 　 摘要:目的　 研究云南楚雄地区彝族献血人群 ＫＩＲ 基因及基因型多态性特点ꎮ 方法　 从云南地区无偿献血者

中选 取 １５７ 名 楚 雄 彝 族 健 康 自 愿 者ꎬ 采 用 多 重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方 法 进 行 ＫＩＲ 基 因 检 测ꎮ 根 据 ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｎｅｔ / 中的 ＩＤ 号命名基因型和单体型组成ꎮ 结果　 在云南地区楚雄彝族人群中ꎬ框架基因 ＫＩＲ
３ＤＬ２、３ＤＬ３、２ＤＬ４ 和 ３ＤＰ１ 存在于所有个体ꎻ较为常见 ＫＩＲ 基因有 ２ＤＰ１、２ＤＬ１、２ＤＬ３、３ＤＬ１ 和 ２ＤＳ４ꎬ其基因频率分别

为 ０ ９２０ ２、０ ９２０ ２、０ ８６１ ８、０ ７７４ ３ 和 ０ ７６０ ６ꎻ频率较低的基因有 ＫＩＲ ２ＤＳ３、２ＤＳ２、２ＤＬ２、２ＤＳ５、３ＤＳ１、２ＤＳ１ 和

２ＤＬ５ꎬ其基因频率分别为 ０ ０９７ １、０ １４０ ４、０ １４４ １、０ １８２ ２、０ ２２６ ２、０ ２２６ ２ 和 ０ ２７７ ３ꎻ共发现 １９ 种 ＫＩＲ 基因型ꎬ
其中以 ＩＤ 号为 １ 和 ２ 的基因型最为常见ꎬ频率为 ４７ １３％和 １６ ５６％ꎮ 结论　 云南地区楚雄彝族人群 ＫＩＲ 基因分布

与中国南方汉族人群之间较一致ꎬ部分基因位点与韩国人、南非人ꎬ乌鲁木齐地区维吾尔族人和高加索地区人差异
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＫＩＲ ꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｙｉꎻ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｅ

杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｋｉｌｌｅｒ￣ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＫＩＲ) 属于免疫球蛋白超家族成员ꎬ表达于 ＮＫ
细胞和部分 Ｔ 细胞表面ꎬ可特异识别 ＨＬＡ￣Ⅰ类分子等配体ꎮ
ＫＩＲ 通过与其配体作用ꎬ在调节 ＮＫ 细胞活性ꎬ在抵抗病毒感

染、母胎免疫耐受、肿瘤免疫、自身免疫性疾病、及造血干细

胞移植免疫等方面发挥着重要的作用[１－３] ꎮ 目前已知的 ＫＩＲ
功能基因包括 ＫＩＲ ２ＤＬ１￣５、２ＤＳ１￣５ꎬ３ＤＬ１￣３、３ＤＳ１ 等ꎬ另有

２ＤＰ１、３ＤＰ１ 两个假基因ꎮ ＫＩＲ 基因簇具有高度多态性ꎬ表现

在不同的人种和同一人种的不同地区的人群中分布各不相

同ꎻ在不同的单体型中ꎬＫＩＲ 基因数量和种类均可能不同ꎮ
目前ꎬ国内对各地人群的 ＫＩＲ 基因多态性研究资料日益丰

富ꎬ并显示出各自的特点ꎮ 我们选择云南楚雄彝族人群进行

了 ＫＩＲ 基因分型ꎬ并与国内外其他人群的 ＫＩＲ 基因多态性资

料进行比较分析ꎬ以获得其多态性分布特征ꎬ为研究不同人

群的疾病相关性、移植免疫等研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 样本来源　 ２０１３ 年 ４ 月－２０１５ 年 ３ 月ꎬ云南昆明血液

中心于昆明市区ꎬ采集的街头无偿献血者中ꎬ选取云南地区

楚雄彝族标本 １５７ 份(３~５ ｍＬ /份)ꎮ
１ ２　 主要试剂 　 ＰＣＲ 扩增仪(ＧｅｎｅＡｍｐ ９７００ꎬ美国 ＡＢＩ)ꎬ
ＤＮＡ 纯化自动工作站(ＭａｇＣｏｒｅ ＨＦ１６ꎬ台湾芮宝公司)及其

配套 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＲＢＣ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ台湾芮宝公司ꎬ批
号:ＳＭ￣０１４￣１３１０２)ꎬＰＣＲ Ｍｉｘ (ＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ美
国 Ｐｒｏｍｅｇａꎬ批号:１００１９１８)ꎬ水平式电泳仪(ＤＹＣＰ￣３１ＤＮꎬ 北

京六一仪器)ꎻ凝胶成像仪 (ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ３００ꎬ美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈ￣
ｃａｒｅ)ꎮ 引物由上海英骏合成ꎮ
１ ３　 样本　 ＤＮＡ 的提取取冰冻全血 ０ ４５ ｍＬ 制备 ＤＮＡꎬ按
试剂盒操作说明书标准操作步骤进行ꎮ ＤＮＡ 浓度 ２０ ~ １００
μｇ / ｍＬꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 比值为 １ ７~１ ９ꎮ
１ ４　 ＫＩＲ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型检测 　 采用多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型方

法ꎬ多重 ＰＣＲ 引物格局及 ＰＣＲ 反应体系和参数见文献[４]ꎮ
按等位基因频率网络数据库(Ｔｈｅ Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｎｅｔ Ｄａｔａ￣
ｂａｓｅꎬＡＦＮＤ)中的 ＩＤ 号命名检测到基因型及单体型组成ꎬ数
据库根据是否含有 ２ＤＬ２ꎬ ２ＤＬ５ꎬ ３ＤＳ１ꎬ ２ＤＳ１ꎬ ２ＤＳ２ꎬ ２ＤＳ３ꎬ

２ＤＳ５ 区分基因型ꎬ如果受测个体中这 ７ 个基因均不含即为

ＡＡ 基因型ꎻ如果含≥１ 个上述基因则统称为 Ｂｘ 型ꎬ不区分

为 ＡＢ 型和 ＢＢ 型[７] ꎮ
１ ５　 统计学分析　 参照文献[８]方法ꎬ ＫＩＲ 基因出现频率

(ｆ)通过计数测得ꎻ ＫＩＲ 基因频率(ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ Ｐ)计算公

式为: Ｐ ＝ １－(１－ ｆ) １ / ２ꎻ基因型频率( ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ):
ｎ１ / ｎ(ｎ１ 为基因型阳性数ꎬｎ 为研究个体总人数)ꎮ 人群间

ＫＩＲ 频率对比:采用 ＰＥＭＳ３ １ 医学统计软件计算卡方值ꎬＰ<
０ ０５ 认为有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ＫＩＲ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型的结果　 通过建立的多重 ＫＩＲ ＰＣＲ￣
ＳＳＰ 方法对 １５７ 名云南楚雄彝族样本检测ꎬ引物扩增结果吻

合ꎬ均可正确判读其 ＫＩＲ 基因分型ꎮ
２ ２　 ＫＩＲ 基因频率　 １５７ 份云南楚雄彝族 ＫＩＲ 基因频率的

分布如下:ＫＩＲ ３ＤＬ３、３ＤＬ２、３ＤＰ１ 和 ２ＤＬ４ 框架基因存在于所

有个体ꎬ其基因频率为 １ ０００ ０ꎻ较为常见 ＫＩＲ 基因有 ＫＩＲ
２ＤＰ１、２ＤＬ１、２ＤＬ３、３ＤＬ１ 和 ２ＤＳ４ꎬ其基因频率均>０ ７ꎻ而 ＫＩＲ
２ＤＳ３、２ＤＳ２、２ＤＬ２、２ＤＳ５、３ＤＳ１、２ＤＳ１ 和 ２ＤＬ５ 基因频率较低ꎬ
其基因频率为 ０ ０９７ １ ~ ０ ２７７ ３ꎮ 含有 ２ＤＳ４ 个体共计 １４８
例ꎬ(携带频率为 ９４ ２７％ꎬ基因频率为 ０ ７６０ ６)ꎮ ２ＤＳ４ 变异

体(ＫＩＲ ２ＤＳ４ｖ)和 ３ＤＰ１ 变异体(３ＤＰ１ｖ)基因频率较低ꎬ分别

为 ０ ２１４ ０ 和 ０ ０８３ １ꎻ１２７ 例个体含有完整的 ２ＤＳ４ 等位基

因ꎬ６０ 例个体含有其缺失型的变异体 ＫＩＲ ２ＤＳ４ｖꎬ其中同时

携带完整 ２ＤＳ４ 及其变异体的个体有 ３９ 例ꎬ而两者都缺失的

个体有 ９ 例ꎮ 含有 ３ＤＰ１ｖ 的样本有 ２５ 例ꎬ其中同时携带

３ＤＰ１ 和 ３ＤＰ１ｖ ２ 个等位基因的个体有 ２４ 例ꎬ只含有 ３ＤＰ１ｖ
的样本仅有 １ 例ꎬ没有两者都缺失的个体(表 １)ꎮ 云南楚雄

彝族人群与其他人群 ＫＩＲ 分布比较参见表 ２ꎮ
２ ３　 ＫＩＲ 基因型及单体型　 在 １５７ 份云南楚雄彝族个体中

共发现 １９ 种 ＫＩＲ 基因型ꎬ其中以 ＩＤ 号为 １ 和 ２ 的基因型最

为常见ꎬ频率分别为 ４７ １３％和 １６ ５６％ꎬ有 ７ 种基因型在该

人群中仅出现 １ 次ꎮ ＫＩＲ 单体型由其基因型直接计数得出ꎬ
ＩＤ１ 的 ＫＩＲ 基因的单体型为 ＡＡꎬ其余各型为 ＢＸꎬ纯合的 ＡＡ
单体型的频率为 ４７ １３％(表 ３)ꎮ

表 １　 云南地区楚雄彝族人群 ＫＩＲ 基因分布 (ｎ＝ １５７)

３ＤＬ１ ２ＤＬ１ ２ＤＬ３ ２ＤＳ４ｆ　 ２ＤＳ４ｖ ２ＤＬ２ ２ＤＬ５ ３ＤＳ１ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ５ ２ＤＬ４ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１　 ３ＤＰ１ｖ
ｎ１ １４９ １５６ １５４ １２７ ６０ ４２ ７５ ６３ ６３ ４１ ２９ ５２ １５７ １５７ １５７ １５６ １５６ ２５

ｆ(％) ９４ ９０ ９９ ３６ ９８ ０９ ８０ ８９ ３８ ２２ ２６ ７５ ４７ ７７ ４０ １３ ４０ １３ ２６ １１ １８ ４７ ３３ １２ １００ １００ １００ ９９ ３６ ９９ ３６ １５ ９２
Ｐ ０ ７７４ ３ ０ ９２０ ２ ０ ８６１ ８ ０ ５６２ ９ ０ ２１４ ０ ０ １４４ １ ０ ２７７ ３ ０ ２２６ ２ ０ ２２６ ２ ０ １４０ ４ ０ ０９７ １ ０ １８２ ２ １ １ １ ０ ９２０ ２ ０ ９２０ ２ ０ ０８３ １

注:同时携带 ２ＤＳ４ 及其变异体 ２ 个等位基因的个体有 ３９ 例ꎬ而两者都缺失的个体有 ９ 例ꎻ同时携带 ３ＤＰ１ 及其变异体的两个等位基因的个体

有 ２４ 例ꎬ没有两者都缺失的个体ꎮ ｆ:携带频率ꎬｎ１ 为含有该基因的个体数ꎬｎ 为研究个体总数ꎬｆ＝ｎ１ / ｎ×１００ ％ꎻＰ:基因频率ꎬＰ＝ １－(１－ｆ) １ / ２

３　 讨论

ＫＩＲ 基因具有遗传多态性ꎬ不同个体可以含有不同种类

和数量的 ＫＩＲ 基因ꎬ在不同地区和民族人群的 ＫＩＲ 基因和基

因型频率呈现出不同区域特点ꎮ 早期已有研究者调查了云

南楚雄彝族人群的 ＫＩＲ 分布[９] ꎬ但标本量相对较少ꎮ 我们选

择 １５７ 例云南楚雄彝族献血人群作为本研究的对象ꎬ以提供

更加丰富的基础数据ꎮ

００１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



表 ２　 云南地区楚雄彝族人群与其他人群 ＫＩＲ 携带频率 (％)

ｎ ２ＤＬ１ ２ＤＬ２ ２ＤＬ３ ２ＤＬ４ ２ＤＬ５ ３ＤＬ１ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ４ ２ＤＳ５ ３ＤＳ１ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１
云南地区楚雄彝族 １５７ ９９ ４ ２６ ７５ ９８ １ １００ ０ ４７ ８ ９４ ９０ １００ ０ １００ ０ ４０ １ ２６ １ １８ ５ ９４ ３ ３３ １ ４０ １ ９９ ４ １００ ０
云南地区汉族 １５０ ９９ ３ ２５ ３ ９９ ３ １００ ０ ３６ ７＃ ９５ ３ １００ ０ １００ ０ ３６ ０ ２５ ３ １６ ０ ９６ ７ ２６ ７ ３２ ７ ９９ ３ １００ ０
乌鲁木齐地区哈萨克族 １２５ ９８ ４ ３３ ６ ９５ ２ １００ ０ ４７ ２ ９５ ２ １００ ０ １００ ０ ３９ ２ ３６ ８ ２３ ２ ９６ ０ ３３ ６ ３６ ０ ９８ ４ １００ ０
乌鲁木齐地区维吾尔族 １３０ １００ ０ ４３ ９＃ ９２ ３＃ １００ ０ ５９ ２ ９１ ５ １００ ０ １００ ０ ４２ ３ ４７ ７＃ ３３ ９＃ ９１ ５ ３２ ３ ４０ ０ １００ ０ １００ ０
拉萨地区藏族 ２２４ ９９ １ ２４ ６ ９８ ７ １００ ０ ３８ ４ ９７ ３ １００ ０ １００ ０ ３６ ２ ２５ ０ １２ ５ ９６ ４ ３１ ３ ３５ ３ ９９ １ １００ ０
四川地区汉族 １３５ ９９ ３ ２８ ２ ９７ ８ １００ ０ ４３ ０ ９７ ０ １００ ０ １００ ０ ３７ ０ ２８ ２ １７ ８ ９７ ０ ２８ ２ ３５ ６ ９９ ３ １００ ０
浙江地区汉族 １０４ ９９ ０ １７ ３ ９９ ０ １００ ０ ３５ ６ ９４ ２ １００ ０ １００ ０ ３３ ６ １７ ３ １２ ５ ９４ ２ ２３ １ ３２ ７ ９９ ０ １００ ０
韩国人群 １５４ ９９ ４ １４ ３＃ ９９ ４ １００ ０ ３８ ３ ９４ ２ １００ ０ １００ ０ ３７ ７ １６ ９＃ １６ ２ ９４ ２ ２６ ２ ３６ ４ １００ ０ １００ ０
南非圣族人群 ９１ ９５ ６ ７３ ６＃ ６０ ４＃ １００ ０ ６８ １＃ ９８ ９ １００ ０ １００ ０ １４ ３＃ ７２ ５＃ ２５ ３ １００ ０＃ ６３ ７＃ ２ ２＃ ９２ ３＃ １００ ０
高加索人群∗ ４６５ ９３ ８＃ ４４ ０＃ ９２ ７＃ １００ ０ ５２ ０ ９４ ０ １００ ０ ｎｔ ４７ ７ ５１ ８＃ ２６ ５ ９１ ２ ３３ ６ ４１ ９ ｎｔ ｎｔ

∗ 包括美国人 ５２ 名、澳大利亚人 １４７ 名、爱尔兰人 ９０ 名、英国人 １３６ 名和另一组澳大利亚人 ４０ 名ꎻ＃表示不同地区人群与云南地区楚雄彝族

人群 ＫＩＲ 携带频率之间的差异具有统计学意义ꎬＰ 值均<０ ０５

表 ３　 云南地区楚雄彝族人群 ＫＩＲ 基因型构成 (ｎ＝ １５７)

单 体型组合 ＩＤ∗ Ｎ ｆ(％) ３ＤＬ１ ２ＤＬ１ ２ＤＬ３ ２ＤＳ４ ２ＤＬ２ ２ＤＬ５ ３ＤＳ１ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ５ ２ＤＬ４ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１
ＡＡ １ ７４ ４７ １３ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２ ２６ １６ ５６ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ３ ６ ３ ８２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ４ ６ ３ ８２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ５ ６ ３ ８２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６ ３ １ ９１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７ ２ １ ２７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ８ １０ ６ ３７ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ９ ６ ３ ８２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １３ ４ ２ ５５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １７ １ ０ ６４ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ １９ １ ０ ６４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ２７ １ ０ ６４ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６８ ５ ３ １８ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ６９ ２ １ ２７ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７２ １ ０ ６４ ＋ － － ＋ ＋ － － － ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋
ＢＸ ７３ １ ０ ６４ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ７５ １ ０ ６４ － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＢＸ ３２５ １ ０ ６４ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

∗ 根据 ＡＦＮＤ 基因型 ＩＤ 编排

楚雄地区彝族 ＫＩＲ ２ＤＬ４、３ＤＬ２、３ＤＬ３ 和 ３ＤＰ１ 这 ４ 个框

架基因频率均为 １００％ꎬ与世界各地人群报道一致ꎮ ＫＩＲ
２ＤＰ１、２ＤＬ１、２ＤＬ３、３ＤＬ１ 和 ２ＤＳ４ 也显示极高的检出频率ꎬ均
>９０％ꎮ 其中ꎬＫＩＲ ２ＤＬ３ 高频携带可能是东亚人群的特点ꎬ
云南地区汉族、四川地区汉族、浙江地区汉族与韩国人群均

高频携带这 ２ 个基因ꎬ而与南非人群、高加索人和乌鲁木齐

地区维吾尔族均有差异显著ꎮ 彝族 ＫＩＲ ２ＤＬ２ 和 ＫＩＲ ２ＤＳ２
频率高于韩国人群ꎬ低于南非圣族、高加索人和乌鲁木齐地

区维吾尔族ꎬ与上述人群均有显著差异ꎮ 楚雄彝族 １６ 个

ＫＩＲ 基因携带频率与南非圣族明显不同ꎬ９ 个 ＫＩＲ 基因为显

著差异ꎮ 其中ꎬＫＩＲ ２ＤＳ１、２ＤＳ５、３ＤＳ１、２ＤＰ１ ４ 个基因差异可

能主要是因为南非圣族的独特分布所导致ꎬ这些基因与高加

索人和汉族人的差异均没有统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ 此外还

有 ５ 个 ＫＩＲ 基因:２ＤＬ２、２ＤＬ３、２ＤＬ５、２ＤＳ２、２ＤＳ４ 云南地区楚

雄彝族与南非圣族有显著差异ꎮ 楚雄地区彝族与高加索人群

有 ４ 个 ＫＩＲ 基因(２ＤＬ１ꎬ２ＤＬ２ꎬ２ＤＬ３ꎬ２ＤＳ２)ꎬ其基因携带频率

有显著差异ꎬ其中 ＫＩＲ ２ＤＬ１ 只与高加索人有显著差异ꎬ与其

他人群未见显著差异ꎮ 楚雄地区彝族与乌鲁木齐地区维吾尔

族在 ４ 个基因(２ＤＬ２ꎬ２ＤＬ３ꎬ２ＤＳ２ꎬ２ＤＳ３)携带频率上有显著差

异ꎬ其中 ＫＩＲ ２ＤＳ３ 只与乌鲁木齐地区维吾尔族有显著差异ꎬ

未见与其他人群差异ꎮ 彝族 ＫＩＲ ２ＤＬ２ 和 ＫＩＲ ２ＤＳ２ 与韩国人

群有显著差异ꎮ 彝族携带 ＫＩＲ ２ＤＬ５ 频率显著高于云南汉族ꎮ
１５７ 例云南地区楚雄彝族样本中ꎬ携带完整 ２ＤＳ４ 等位

基因的个体有 １２７ 例(８０ ８９％)ꎬ其频率明显高于高加索人ꎻ
携带 ２ＤＳ４ 变异体的个体 ６０ 例(３８ ２２％)ꎬ明显低于高加索

人ꎮ ＤＳ４ 是单体型 Ａ 中唯一的激活性受体ꎬＫＩＲ ２ＤＳ４ 与变

异体的区别在于变异体的等位基因所编码的免疫球蛋白样

结构域 Ｄ２ 中缺失了一段长 ２２ ｂｐ 的片段ꎬ表达产物是 １ 个可

溶性蛋白ꎬ不能发挥正常 ２ＤＳ４ 的激活性作用ꎮ １５７ 例云南

地区楚雄彝族样本中ꎬ发现的 ７４ 例 ＡＡ 基因型中ꎬ出现 ２ 个

２ＤＳ４ 等位基因均为变异体的个体 １０ 例(这 １０ 例不含完整

２ＤＳ４ 等位基因ꎬ只携带 ２ＤＳ４ 变异体)ꎬ占 ＡＡ 型中的比例为

１３ ５１％ꎮ 在 ＡＡ 基因型中ꎬ如果 ２ 个 ２ＤＳ４ 等位基因均为变

异体ꎬ该个体就不含有功能性的激活性 ＫＩＲꎮ 在 １５７ 例云南

地区彝族个体中共发现 １９ 种不同的基因型ꎬ少于在云南地

区汉族中发现的 ３０ 种和在浙江汉族中发现的 ２６ 种基因型ꎮ
楚雄地区彝族最为常见基因型 １ 和 ２ꎬ频率分别为 ４７ １３％和

１６ ５６％ꎬ累计频率达到 ６３ ６９％ꎬ说明彝族人群的 ＫＩＲ 基因

型分布相对集中ꎮ 有 ７ 种基因型在该人群中仅出现 １ 次ꎬ通
过 ＡＦＮＤ 数据库查询ꎬ ６ 种为常见型ꎬ１ 种为罕见型ꎻ其中 ＢＸ
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ＩＤ ３２５(占 ０ ６７％)较少见ꎬＡＦＮＤ 数据库中查询到仅在云南

地区布朗族(占 ０ ９％)、巴西巴拉那地区(占 ０ ３％)及墨西

哥(占 ０ ３％)人群中各出现 １ 例ꎮ
上述分析表明ꎬ总体上彝族 ＫＩＲ 分布具有中国南方汉族

人群的频率分布特点ꎬ部分位点与南非圣族和高加索人差异

较大ꎬ部分位点与乌鲁木齐地区维吾尔族和韩国人群也有显

著差异ꎮ 彝族是中国具有悠久历史和古老文化的民族之一ꎬ
分布在中国云南、四川、贵州三省和广西壮族自治区的西北

部ꎬ其中云南地区彝族人口最多ꎮ 云南地区彝族主要分布在

楚雄彝族自治州、红河哈尼族彝族自治州、石林彝族自治县

等地区ꎮ 云南地区彝族的支系十分复杂ꎬ不同区域彝族 ＫＩＲ
多态性是否有差异ꎬ有待我们进一步研究ꎮ 我国是一个多民

族国家ꎬ分析不同民族 ＫＩＲ 的基因多态性可为疾病相关性分

析、移植免疫以及群体遗传学研究提供重要参考数据ꎮ
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云南独龙族人群 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配受体对分布研究∗
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　 　 摘要:目的　 研究杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ＫＩＲ)与人类白细胞抗原(ＨＬＡ)Ⅰ类在云南独龙族人群中的基因

频率及配对分布ꎮ 方法　 从云南独龙族无偿献血人群中选取 １５７ 名健康无关志愿者ꎬ采用聚合酶链式反应￣序列特

异性引物扩增(ＰＣＲ￣ＳＳＰ)进行 ＫＩＲ 基因检测ꎻ采用聚合酶链式反应￣直接测序分型法(ＰＣＲ￣ＳＢＴ)进行 ＨＬＡ￣Ａ、Ｂ、Ｃ 等

位基因分型ꎮ ＫＩＲ 基因携带者频率和 ＨＬＡ￣Ａꎬ ￣Ｂ 和￣Ｃ 等位基因频率以直接计数法计算ꎮ 结果　 在所有检测的样本

中ꎬＨＬＡ￣Ｃ１ 和 ＨＬＡ￣Ｃ２ 频率分别为 ９２ ４％和 ７ ６％ꎮ 含有 Ｂｗ４ 基序的 ＨＬＡ￣Ａ、￣Ｂ 基因频率分别为 ５ １％和 ６ ４％ꎮ 所

有个体均含有抑制性 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 配受体对ꎬ含有 １、２、３ 对 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 配受体对的频率分别为 ８７ ２％、８ ３ 和 ４ ５％ꎮ
在 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 配对中ꎬＫＩＲ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 配受体对频率为 １２ １％ꎬ ＫＩＲ３ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 配受体对频率为 １ ３％ꎬ２
者均含有的频率为 ５ １％ꎬ２ 者均没有的频率为 ８１ ５％ꎮ 结论　 云南独龙族人群 ＨＬＡ 及 ＫＩＲ / ＨＬＡ 配受体对有独特的

分布特征ꎬ抑制性的 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配受体对占主导地位ꎮ
关键词:杀伤细胞免疫球蛋白样受体ꎻ人类白细胞抗原ꎻ ＫＩＲ 与 ＨＬＡ 受配体对ꎻ云南独龙族
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ｐａｉｒ. Ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ｏｎｅ、ｔｗｏ ｏｒ ｔｈｒｅｅ ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ ｐａｉｒｓ ｗｅｒｅ ８７ ２％、８ ３％ ａｎｄ ４ ５％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａ￣
ｍｏｎｇ ｔｈｅ ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ｐａｉｒꎬ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＫＩＲ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ｗａｓ １２ １％ꎬ ＫＩＲ３ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ｗａｓ １ ３％. Ｉｎｄｉｖｉｄｕ￣
ａｌｓ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｂｏｔｈ ＫＩＲ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ａｎｄ ＫＩＲ３ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ｐａｉｒｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ５ １％ ｗｈｉｌｅ ８１ ５％ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐａｒｉｓ ｉｎ Ｄｒｕｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｖｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＨＬＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ＫＩＲ / ＨＬＡ ｐａｉｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｄｒｕｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ＫＩＲ / ＨＬＡ ｐａｉｒｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｐａｉｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＫＩＲꎻ ＨＬＡꎻ ＫＩＲ / ＨＬＡ ｐａｉｒꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｄｒｕｎｇ

杀伤细胞免疫球蛋白样受体( ｋｉｌｌｅｒ￣ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＫＩＲ)是表达在 ＮＫ 细胞和 Ｔ 细胞表面的 １ 组蛋

白质ꎬ可特异识别 ＨＬＡ￣Ⅰ类分子( ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎꎬ
ＨＬＡ￣Ⅰ)ꎬ传导抑制或激活信号来调节 ＮＫ 细胞活性[１] ꎮ 在

感染和恶性肿瘤的情况下ꎬ细胞表面表达的 ＨＬＡ￣Ⅰ类分子

会减少或消失ꎬ此时 ＮＫ 细胞被激活ꎬ通过所谓的“丧失自

我”机制发挥细胞毒作用对靶细胞进行杀灭ꎮ 而过强的激活

信号又可能导致自身免疫疾病的发生[２] ꎬ这 ２ 个系统丰富的

多态性特点是不同群体拥有不同疾病易感性特点的重要原

因ꎮ ＫＩＲ 基因位于人类 １９ 号染色体上ꎬＨＬＡ 基因位于人类第

６ 号染色体上ꎮ Ｓｉｎｇｌｅ 等[３] 的研究发现ꎬ虽然存在于不同的

染色体上ꎬ但这 ２ 个功能上密切相关的免疫系统在遗传中并

非完全独立ꎬ而是存在协同进化的特点ꎮ 我们前期的研究[４]

发现云南独龙族的 ＫＩＲ 分布有独特之处ꎬ为了解该人群的

ＫＩＲ 与 ＨＬＡ￣Ⅰ类配体组合情况特点ꎬ我们对其 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配

受体对的特点进行了研究ꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 云南昆明血液中心与怒江州中心血站 ２０１２
年 １ 月—２０１４ 年 １ 月获取知情同意的云南独龙族无关健康

献血志愿者 １５７ 名ꎬ采集静脉血 ５ ｍＬꎬＥＤＴＡ 抗凝ꎮ
１ ２　 试剂与仪器　 ＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(美国 Ｐｒｏｍｅｇａꎬ
批号 １００１９１８)ꎻ ＦａｓｔＡＰ (美国 Ｔｈｅｒｍｏꎬ批号 ００４２６７４１)ꎻＥｘｏ￣
ｎｕｃｌｅａｓｅ Ｉ(美国 Ｔｈｅｒｍｏꎬ批号 ００４３４３８３)ꎻＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ
Ｖ３ １ (美国 ＡＢＩꎬ批号 １４１２３６９)ꎻ无水乙醇(成都科龙化工ꎬ
批号 ２００９０２２０)ꎮ ＰＣＲ 扩增仪(美国 ＡＢＩꎬＧｅｎｅＡｍｐ９７００)ꎻ水
平式电泳仪(北京六一仪器厂ꎬＤＹＣＰ￣３１ＤＮ)ꎻ凝胶成像仪

(ＧＥ ＨｅａｌｔｈｃａｒｅꎬＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ３００)ꎻ全自动核酸测序仪(美国

ＡＢＩꎬ３７３０ 型)等设备ꎮ ＫＩＲ 基因分型引物和 ＨＬＡ 测序引物

由北京六合华大合成ꎮ
１ ３　 方法　 ＫＩＲ 基因分型采用多重聚合酶链式反应￣序列特

异性引物扩增法(ＰＣＲ￣ＳＳＰ) [５] ꎻＨＬＡ￣Ａ、￣Ｂ 和￣Ｃ 位点基因分

型采用聚合酶链式反应￣直接测序法(ＰＣＲ￣ＳＢＴ)ꎬ具体方法

参见文献[６－８]ꎮ ＨＬＡ￣Ｂ 分子根据第 ７７－８３ 位氨基酸区分

为携带 Ｂｗ４ 基序或 Ｂｗ６ 基序的 ２ 组ꎬ部分 ＨＬＡ￣Ａ 分子也含

有 Ｂｗ４ 基序ꎬＢｗ４ 组包含的等位基因见 ＨＬＡ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ 网

站(ｈｔｔｐ: / / ｈｌａ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｒｇ / ａｎｔｉｇｅｎｓ / ｂｗ４６ ｈｔｍｌ)ꎮ 根据 ＨＬＡ￣Ｂ
分子第 ８０ 位氨基酸是异亮氨酸( Ｉｌｅ８０)还是苏氨酸(Ｔｈｒ８０)
可将其又分为可 Ｂｗ４￣８０Ｉ 组和 Ｂｗ４￣８０Ｔ 组ꎮ ＨＬＡ￣Ｃ 分子根

据第 ８０ 位氨基酸区分为 Ｃ１ 组(第 ８０ 位氨基酸为 Ａｓｐ)和 Ｃ２
组(第 ８０ 位氨基酸为 Ｌｙｓ)ꎬ通过 ＩＭＧＴ / ＨＬＡ 数据库(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｉｐｄ / ｉｍｇｔ / ｈｌａ / ａｌｉｇｎ ｃｇｉ)比对ꎬ得到其

分组情况ꎮ
１ ４　 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配受体对分组及统计学分析　 ＫＩＲ 基因携带

者频率以直接计数法计算ꎬＦ ＝ ａ / ｎ( ａ 为 ＫＩＲ 基因阳性个体

数ꎬｎ 为个体总数)ꎮ ＨＬＡ 等位基因频率、ＨＬＡ￣Ｃ１、Ｃ２ 组频率、
ＨＬＡ￣Ｂｗ４ꎬＢｗ６ 组频率以直接计数法计算ꎬｆ ＝ ｈ / ２ｎ(ｈ 为对应

等位基因个数)ꎮ ＫＩＲ２ＤＬ２ 和 ＫＩＲ２ＤＬ３ 位于同 １ 基因座位ꎬ
其配体为 ＨＬＡ￣Ｃ１ 组分子ꎬ合并计算ꎮ ＫＩＲ２ＤＬ１ 与 ＨＬＡ￣Ｃ２ 组

为 １ 对配受体ꎬＫＩＲ２ＤＳ１ 与 ＨＬＡ￣Ｃ２ 为 １ 对配受体ꎬＫＩＲ３ＤＬ１
与 ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 组为 １ 对配受体ꎬＫＩＲ３ＤＳ１ 与 ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 为 １ 对配

受体ꎮ 群体中的配受体对数量以计数法计算ꎮ

２　 结果

２ １　 云南独龙族人群 ＫＩＲ 频率　 云南独龙族各 ＫＩＲ 基因频

率见表 １ꎮ 基因型ꎬ单体型等数据参见本课题组之前的

报道[４] ꎮ

表 １　 云南独龙族 ＫＩＲ 基因携带频率 (ｎ＝ １５７)

抑制性 ＫＩＲ 激活性 ＫＩＲ 假基因

２ＤＬ１ ２ＤＬ２ ２ＤＬ３ ２ＤＬ４ ２ＤＬ５ ３ＤＬ１ ３ＤＬ２ ３ＤＬ３ ２ＤＳ１ ２ＤＳ２ ２ＤＳ３ ２ＤＳ４ ２ＤＳ５ ３ＤＳ１ ２ＤＰ１ ３ＤＰ１
携带者频率 １ ０ ０７ １ １ ０ ３ ０ ９８ １ １ ０ ２９ ０ ０７ ０ １９ ０ ９７ ０ １３ ０ ２９ １ １

２ ２　 云南独龙族人群 ＫＩＲ 配体(ＨＬＡ￣Ⅰ)的多态性　 云南

独龙族人群中检出 ＨＬＡ￣Ａ 等位基因 ９ 个ꎬＨＬＡ￣Ｂ 等位基因 ９
个以及 ＨＬＡ￣Ｃ 等位基因 ８ 个(表 ２)ꎮ 在此 ３ 个基因座位中ꎬ

高频的等位基因频率都超过 ５０％ꎮ 其中在 ＨＬＡ￣Ａ 位点中ꎬ
Ａ∗０２ ∶０１ 的频率最高ꎬ为 ５８ ２％ꎬ属于 Ｂｗ４ 组的 ＨＬＡ￣Ａ 等位

基因仅有 ＨＬＡ￣Ａ∗２４ ∶０２ꎬ频率为 ５ １％ꎬ未检出 Ａ３ꎬ检出 Ａ１１

３０１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



中 ２ 种等位基因ꎮ 对于 ＨＬＡ￣Ｂ 位点ꎬＢ∗５６ ∶０１ 的频率最高ꎬ
为 ６７ ２％ꎬ属于 Ｂｗ４ 的 ＨＬＡ￣Ｂ 仅有 Ｂ∗３８ ∶０２ꎬ为 Ｂｗ４￣８０Ｔꎬ频
率为 ６ ４％(表 ２)ꎬＢｗ６ 组累计频率之和为 ９３ ６％ꎮ 在 ＨＬＡ￣Ｃ
中ꎬＣ∗０７ ∶０２ 的频率最高ꎬ为 ７３ ９％ꎬ属于 ＨＬＡ￣Ｃ２ 组的仅有

Ｃ∗０４ ∶ ０１ꎬＨＬＡ￣Ｃ１ 和 ＨＬＡ￣Ｃ２ ２ 组的累计频率之和分别为

９２ ４％和 ７ ６％ꎮ ＨＬＡ￣Ｂｗ４ꎬＨＬＡ￣Ａ１１ 及 ＨＬＡ￣Ｃ１ꎬＣ２ 的携带者

频率见表 ３ꎮ
２ ３　 云南独龙族人群 ＫＩＲ / ＨＬＡ 配受体对分布　 独龙族人群

ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配 受 体 对 的 频 率 最 高 为 ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３ ＋ ＨＬＡ￣Ｃ１
(９８ １％)ꎬ最低为 ＫＩＲ２ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｃ２(５ ７％)ꎬ其余配受体对

频率均较低(６ ４％－１７ １％)ꎬ见表 ４ꎮ
２ ４　 云南独龙族人群多个 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 组合携带者　 云南独龙

族人群多个 ＫＩＲ / ＨＬＡ 受配体组合情况(表 ５ꎬ６)可以看出:在
ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 配受体组合中ꎬ１ 对 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 配受体组合最

多ꎬ占到了总体的 ８７ ２％ꎬ其中以 ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３＋ＨＬＡ￣Ｃ１ 数量

为主ꎬ占到了总体的 ８６ ６％ꎮ ＫＩＲ２ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｃ２ 这种组合在

群体中没有被单独检出ꎮ 在 ＫＩＲ / Ｂｗ４ 配受体组合中ꎬ８１ ５％
的个体没有 ＫＩＲ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 和 ＫＩＲ３ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ꎮ
表 ２　 云南独龙族 ＨＬＡ￣Ａꎬ ￣Ｂ 和￣Ｃ 等位基因频率分布(２ｎ＝３１４)

ｎ ｆ(％) 分组

ＨＬＡ￣ Ａ∗０２ ∶０１ １８３ ５８ ３ －
Ａ∗０２ ∶０３ ７ ２ ２ －
Ａ∗０２ ∶０７ ２ ０ ６ －
Ａ∗１１ ∶０１ ５８ １８ ５ －
Ａ∗１１ ∶０３ １４ ４ ５ －
Ａ∗２４ ∶０２ １６ ５ １ Ｂｗ４
Ａ∗２６ ∶０１ １７ ５ ４ －
Ａ∗３１ ∶０１ １６ ５ １ －
Ａ∗３３ ∶０３ １ ０ ３ －

Ｂ∗１５ ∶０１ １９ ６ １ Ｂｗ６
Ｂ∗１５ ∶０２ １９ ６ １ Ｂｗ６
Ｂ∗１５ ∶３２ ４ １ ３ Ｂｗ６
Ｂ∗３５ ∶０１ １２ ３ ８ Ｂｗ６
Ｂ∗３８ ∶０２ ２０ ６ ４ Ｂｗ４
Ｂ∗４０ ∶０１ １７ ５ ４ Ｂｗ６
Ｂ∗４６ ∶０１ ２ ０ ６ Ｂｗ６
Ｂ∗５５ ∶０２ １０ ３ ２ Ｂｗ６
Ｂ∗５６ ∶０１ ２１１ ６７ ２ Ｂｗ６
Ｃ∗０１ ∶０２ １７ ５ ４ Ｃ１
Ｃ∗０１ ∶８８ １ ０ ３ Ｃ１
Ｃ∗０３ ∶０３ ８ ２ ５ Ｃ１
Ｃ∗０３ ∶０４ １０ ３ ２ Ｃ１
Ｃ∗０４ ∶０１ ２４ ７ ６ Ｃ２
Ｃ∗０７ ∶０２ ２３２ ７３ ９ Ｃ１
Ｃ∗０８ ∶０１ １９ ６ １ Ｃ１
Ｃ∗１２ ∶０３ ３ １ ０ Ｃ１

表 ３　 云南独龙族人群 ＫＩＲ 配体频率分布情况　 (ｎ＝ １５７)

ｎ ｆ(％)
ＨＬＡ￣Ｃ１ １５４ ９８ １
ＨＬＡ￣Ｃ２ ２１ １３ ４

ＨＬＡ￣Ａ Ｂｗ４ １２ ７ ６
ＨＬＡ￣Ｂ Ｂｗ４ ２０ １２ ７
ＨＬＡ￣Ａ１１ ６５ ４１ ４

３　 讨论

独龙族是中国人口最少的少数民族之一ꎬ分布于云南省

贡山独龙族怒族自治县独龙江流域的河谷地带ꎬ位于高黎贡

山以西ꎬ但当利卡山以东ꎮ 由于长期的地域隔离ꎬ该民族的

人群遗传背景呈现出独有的特征ꎬ我们第 １ 次报道了独龙族

人群 ＫＩＲ 及其 ＨＬＡ 配体的分布ꎮ
表 ４　 云南独龙族人群 ＫＩＲ/ ＨＬＡ 配受体对观察频率分布(ｎ＝ １５７)

ＫＩＲ / ＨＬＡ 组合 ｎ ｆ(％)
抑制性 ＫＩＲ２ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｃ２ ２１ １３ ４

ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３＋ＨＬＡ￣Ｃ１ １５４ ９８ １
ＫＩＲ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ ２７ １７ １
ＫＩＲ３ＤＬ２＋ＨＬＡ￣１１ ６５ ４１ ４

激活性 ＫＩＲ２ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｃ２ ９ ５ ７
ＫＩＲ３ＤＳ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ １０ ６ ４

表 ５　 云南独龙族人群多个 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 受配体组合检出情况

(ｎ＝ １５７)
对数 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 配受体对 ｎ ｆ(％)
１ ２ＤＬ１＋ Ｃ２ １ ０ ６

２ＤＬ２ / ３＋Ｃ１ １３６ ８６ ６
２ＤＳ１＋ Ｃ２ ０ ０

２ ２ＤＬ１＋ Ｃ２ꎬ ２ＤＬ２ / ３＋Ｃ１ １１ ７ ０
２ＤＬ１＋ Ｃ２ꎬ ２ＤＳ１＋ Ｃ２ ２ １ ３
２ＤＬ２ / ３＋Ｃ１ꎬ ２ＤＳ１＋ Ｃ２ ０ ０

３ ２ＤＬ１ ＋ Ｃ２ꎬ ２ＤＬ１ ＋ Ｃ２ꎬ ２ＤＳ１ ＋ Ｃ２ꎬ
２ＤＬ２ / ３＋Ｃ１ꎬ ２ＤＳ１＋ Ｃ２

７ ４ ５

表 ６　 云南独龙族人群多个 ＫＩＲ / Ｂｗ４ 受配体组合检出情况

(ｎ＝ １５７)

对数 ＫＩＲ / Ｂｗ４ 受配体对 ｎ ｆ(％)
０ １２８ ８１ ５
１ ３ＤＬ１＋Ｂｗ４ １９ １２ １

３ＤＳ１＋Ｂｗ４ ２ １ ３
２ ３ＤＬ１＋Ｂｗ４ꎬ ３ＤＳ１＋Ｂｗ４ ８ ５ １

ＫＩＲ 与 ＨＬＡ 都具有丰富的多态性ꎬ它们位于不同的染色

体上ꎬ在功能上相关联ꎬ但在遗传上无连锁ꎮ 因此在 １ 个体

中ꎬ可能只有 ＨＬＡ 配体而没有相应的 ＫＩＲ 受体ꎮ ＫＩＲ 分子

的配体在不同种族和地域中的检出频率存在显著差异[３ꎬ９] ꎮ
在 Ｍｉｃｒｏｎｅｓｉａ 人群中ꎬＨＬＡ￣Ｃ１ 的频率显著低于 ＨＬＡ￣Ｃ２(约
５０％ ｖｓ ９０％)ꎬＨＬＡ￣Ｂｗ４ 约为 １０％ [３] ꎮ 而在独龙族人群中ꎬ
ＨＬＡ￣Ｃ１ 的频率显著高于 ＨＬＡ￣Ｃ２(９２ ４％ ｖｓ ７ ６％)ꎮ 我们发

现从独龙族人群 ＨＬＡ￣Ⅰ等位基因的分布可以看出每个位点

频率最高的 ３ 个等位基因累计频率达 ８０％－９０％ꎻ在 ＨＬＡ￣Ⅰ
位点中ꎬ总共只有 ４ 个等位基因的频率超过了 １０％ꎬ这种非

常罕见的特点与之前的报道一致[９] ꎮ 少数 ＨＬＡ 等位基因异

常高频可能是奠基者效应与瓶颈效应所致ꎬ类似的情况也在

其它长期隔离的种族中发现[１０－１１] ꎮ 独龙族的 ＨＬＡ 等位基因

的频率按 ＫＩＲ 配体为依据分类以后ꎬ虽然 ＨＬＡ￣Ｃ２ꎬＨＬＡ￣Ｂｗ４ꎬ
Ｂｗ６ 的携带者频率均仍与南方汉族有差异ꎬＨＬＡ￣Ｃ１ 的携带

者频率却与南方汉族一致[１２] ꎮ 造成这种反差的主要原因是

在独龙族人群中 ＨＬＡ 等位基因分布相当集中ꎬ大部分的等位

基因都属于 ＨＬＡ￣Ｃ１ꎮ 而在 １５７ 个独龙族个体中ꎬ所有样本都

至少含有 １ 对抑制性 ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 受配体对ꎬ其中频率最高的

为 ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３＋ＨＬＡ￣Ｃ１ꎬ携带者频率高达 ９８ １％ꎬ这种特点也

和四川[１３] ꎬ乃至南方汉族[１２] 完全相同ꎮ 这是由于虽然独龙

族 ２ＤＬ２ 频率与多数人群有区别[４] ꎬ但由于独龙族和汉族

ＫＩＲ２ＤＬ３ 频率都大于 ９８％ꎬ因此 ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３ 合并计算后频率

接近ꎬ从而使 ＫＩＲ２ＤＬ２ / ３＋ＨＬＡ￣Ｃ１ 受配体对也有着与汉族类

４０１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



似的极高频率ꎮ 由以上数据还可以看出ꎬ在云南独龙族人群

中抑制性 ＫＩＲ / ＨＬＡ 受配体对检出频率明显高于激活性 ＫＩＲ /
ＨＬＡ 受配体对ꎬ该特征也与多数人群中一致ꎮ

除以上特点以外ꎬ独龙族的 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 配受体对的分布还

有自身的特征ꎮ 在 １５７ 名个体中ꎬ没有发现仅含有激活性

ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｃ 受配体对的个体ꎮ 有 １２８ 个个体不含有 ＫＩＲ /
ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 受配体对ꎬ比例高达总人数的 ８１ ５％ꎬ在四川汉

族[１３]中该比例仅为 ２７％ꎮ 而四川和南方汉族中最主要的

ＫＩＲ / ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 受配体对是携带者频率高达 ７０％左右的 ３ＤＬ１
＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ꎬ但该对组合在独龙族中仅有 １７ ２％的个体携带ꎮ
这也主要是由于独龙族中 ＨＬＡ 配体的分布特殊引起的ꎮ 独

龙族大部分 ＨＬＡ￣Ａ、￣Ｂꎬ等位基因都不含有 Ｂｗ４ 基序ꎬＨＬＡ￣
Ｂｗ４ 频率只有 １１ ５％ꎬ而该基序在四川汉族中的频率高达

５２ ８％ꎬ这是造成独龙族 ３ＤＬ１＋ＨＬＡ￣Ｂｗ４ 受配体对频率较低

的主要原因ꎮ
本文的结果反映了云南独龙族人群 ＫＩＲ 与其配体 ＨＬＡ

的分布特点ꎬ独龙族既有个别 ＫＩＲ￣ＨＬＡ 与汉族相同ꎬ也有自

身的分布特点ꎮ 这种特殊的 ＫＩＲ / ＨＬＡ 受配体对分布对独龙

族群体疾病易感性的意义ꎬ还有待进一步研究和发现ꎮ
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论著

ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因测序分型中杂合碱基位置峰高不平衡现象及其意义∗

喻琼１ 　 甄建新１ 　 张国彬１ꎬ２ 　 陈瑞１ꎬ２ 　 蔡思齐１ꎬ２ 　 邓志辉１△

(１. 深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ２. 南方医科大学 )

　 　 摘要:目的　 研究 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因测序分型中序列及分型结果“异常”的原因ꎮ 方法　 ２０１６ 年 ５ 月对 ＫＩＲ ２ＤＬ４
基因测序分型时检出的 ２ 例杂合碱基位置峰高不平衡、判定为模棱两可结果或无完全匹配分型结果的标本ꎬ采集新

鲜外周血样ꎬ提取 ｍＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡ 后ꎬ进行 ｃＤＮＡ 分子克隆和单体型测序ꎻ同时采用荧光定量法检测基因组

ＤＮＡ 中 ２ＤＬ４ 基因的拷贝数ꎮ 结果　 分子克隆和单体型测序表明ꎬ１ 例标本携带正常的 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ꎬ∗００５０１
及∗０１１ 等位基因ꎻ另一标本中检出了 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ꎬ∗００５０１ 及∗００６０２ 等位基因ꎮ ２ 例标本中均检出了 ３ 种不同

的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因ꎬ无新等位基因检出ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 实验证实这 ２ 例标本 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 拷贝数均为 ３ 个ꎮ 结论

　 人类 ＫＩＲ 单体型上 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的拷贝数存在多样性ꎬ当出现杂合碱基位置峰高不平衡、无与之完全匹配分型

结果ꎬ并非由新等位基因所致ꎮ
关键词:ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因ꎻ测序分型ꎻ基因拷贝ꎻ杂合碱基ꎻ峰高
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杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＫＩＲｓ)表达于自然杀伤细胞(ＮＫ 细胞)和部分

Ｔ 细胞表面ꎬ主要与 ＨＬＡ Ⅰ类抗原结合ꎬ传导激活或抑制信

号ꎬ调节 ＮＫ 细胞的活性ꎬ在移植免疫、肿瘤免疫和机体抗感

染中均发挥重要作用ꎮ ＫＩＲ 基因家族位于人类第 １９ 号染色

体ꎬ除 ２ 个假基因外ꎬ还包括 １４ 种功能性 ＫＩＲ 基因 (ＫＩＲ
２ＤＬ１~５、２ＤＳ１~５、３ＤＬ１~３ 及 ３ＤＳ１)ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因由 ８ 个

外显子和 ７ 个内含子组成ꎮ 在随机人群中 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的

检出比例为 １００％ꎬ因此又被称为 ＫＩＲ 结构基因ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４
等位基因多态性丰富ꎬ迄今为止ꎬ国际 ＩＰＤ￣ＫＩＲ 数据库(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｉｐｄ / ｋｉｒ / )公布的等位基因数为

５２ 个(Ｒｅｌｅａｓｅ２ ６ ０)ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因不仅存在等位基因水

平的多态性ꎬ还存在 ＫＩＲ 单体型上拷贝数的差异ꎮ ＫＩＲ 基因

的序列高度同源ꎬ由于不同 ＫＩＲ 单体型之间发生的非等位基

因间 的 同 源 重 组 ( ｎｏｎ￣ａｌｌｅｌｉｃ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ
ＮＡＨＲ)ꎬ导致 ＫＩＲ ３ＤＰ１、２ＤＬ４、３ＤＳ１ / ３ＤＬ１ 基因的被复制或

缺失ꎬ结果产生新的 ＫＩＲ 单体型[１] ꎮ 关于 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分

型及等位基因多态性ꎬ国内外已有较多的文献报道[２－５] ꎻＫＩＲ
２ＤＬ４ 测序分型中同 １ 个体中存在 ３ 个不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位

基因亦有相关文献报道[５－６] ꎻ但携带 ３ 个不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等

位基因的个体ꎬＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型所获序列的特点及其对

测序分型结果判定有何影响ꎬ尚未见报道ꎮ
本文对南方汉族无关个体进行 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型时ꎬ

发现 ２ 例序列及分型结果“异常”的标本ꎬ现将结果报道

如下ꎮ
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１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 ２０１６ 年 ５ 月检出的 ２ 例 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分

型结果“异常”的标本ꎬ源于深圳市无偿志愿健康献血者ꎬ均
为男性ꎮ 按知情同意原则ꎬ抽取外周血 ６ ｍＬ 于 ５％ ＥＤＴＡ 抗

凝管中ꎬ其中 １ ｍＬ 用于提取基因组 ＤＮＡꎻ另 ５ ｍＬ 用于分离

白膜层ꎬ提取总 ＲＮＡ 后ꎬｍＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ进行分子克

隆和单倍体测序ꎮ
１ ２　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 采用台湾芮宝公司的 ＭａｇＣｏｒｅ
ＤＮＡ 提取试剂盒(批号:ＳＭ￣００１￣１７０９１１０１)和 ＭａｇＣｏｒｅ ＨＦ１６
ＤＮＡ 纯化自动工作站提取基因组 ＤＮＡꎬ调节 ＤＮＡ 浓度至

(５０~１００ )ｎｇ / μＬꎮ
１ ３　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的测序分型　 采用 ４ 对特异性引物分段

扩增 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 的全部外显子ꎮ ＰＣＲ 产物在 ２％琼脂糖凝胶

中电泳ꎬ根据片段长度和条带位置判断 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的有

无ꎮ ＰＣＲ 扩增产物采用 Ｍａｇ￣Ｂｉｎｄ ＥＺ Ｐｕｒｅ ｋｉｔ 试剂盒(美国

ＯＭＥＧＡ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司)进行纯化ꎮ 纯化后的 ＰＣＲ 产物作为

测序模板ꎬ对 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 的每个外显子分别进行正、反双向测

序ꎬ测序反应产物用乙醇 / ＮａＯＡｃ / ＥＤＴＡ 法进行纯化ꎮ 纯化

的测序反应产物于 ＡＢＩ ＰｒｉｓｍＴＭ ３７３０ ＤＮＡ 测序仪上进行电

泳ꎬ所获得的序列全部导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ 分析软件(澳大利亚

Ｃｏｎｅｘｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 公司)ꎬ判定 ＫＩＲ 基因型ꎮ 若序列中杂合碱

基位置峰高不平衡、分型结果出现“异常”时ꎬ则从新鲜外周

血中提取 ｍＲＮＡ 并反转录 ｃＤＮＡꎬ进行分子克隆和测序ꎮ
１ ４　 总 ＲＮＡ 的提取　 取 ５％ＥＤＴＡ 抗凝新鲜外周血样５ ｍＬꎬ
颠倒混匀后 ３ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离白膜层ꎬ采用美国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 ＲＮＡ 提取试剂盒和核酸提取工作站进行总

ＲＮＡ 提取ꎮ
１ ５　 ｍＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ　 采用美国 Ｒｏｃｈｅ 公司的反转

录试剂盒(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｃｄｎａ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ批号:
Ｌｏｔ１０９８９４２７)进行ꎮ 反转录体系为 ２０ μＬꎬ体系的组成及实

验操作步骤ꎬ详见参考文献[７]ꎮ
１ ６　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 编码区的 ＰＣＲ 特异性扩增　 以获得的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ特异性扩增 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的编码序列ꎮ 正向 ＰＣＲ
引物序列为 ５′￣ＧＴＣＡＣＴＧＣＧＴＣＣＴＧＧＣＡＧＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＡＣ￣
３′ꎬ位于 ５′￣ＵＴＲ 区ꎻ反向引物序列为 ５′￣ＡＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＴＴ￣
ＧＴＧＧＴＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＴ￣３′ꎬ位于 ３′￣ＵＴＲ 区ꎮ 目的扩增片段

长度为 １ １６２ ｂｐꎮ ＰＣＲ 采用 ２０ μＬ 反应体系ꎬ包含 １０×ＰＣＲ
缓冲液 ２ μＬꎬｄＮＴＰ(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) １ ６ μＬꎬＭｇＣｌ２(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
６ μＬꎬＫＩＲ ２ＤＬ４ ＰＣＲ 引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０ ８ μＬꎬ Ｔａｑ 酶

(５ Ｕ / μＬ)０ ２ μＬꎬ ｃＤＮＡ ５ μＬꎬ ｄｄＨ２０ ３ ６ μＬꎮ 在 ＡＢＩ Ｖｅｒｉｔｉ
型 ＰＣＲ 扩增仪上进行下列扩增程序:９５℃ ２ ｍｉｎꎻ９４℃ ５ｓꎬ
７２℃ ２ ５ ｍｉｎꎬ２０ 个循环ꎻ９５℃ ５ｓꎬ７０℃ １０ｓꎬ７２℃ ２ ５ ｍｉｎꎬ２１
个循环ꎻ７２℃１０ ｍｉｎꎮ
１ ７　 分子克隆及单体型测序 　 ＰＣＲ 扩增获得的涵盖 ＫＩＲ
２ＤＬ４ 全部编码区的扩增产物ꎬ送大连宝生物公司进行切胶

法回收纯化、分子克隆以及测序ꎮ
１ ８　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因拷贝数的鉴定 　 参考文献报道的 ＫＩＲ
２ＤＬ４ 定量 ＰＣＲ 检测方法[１] ꎬＫＩＲ ２ＤＬ４ 正向、反向 ＰＣＲ 引物

分别为:５′￣ＴＣＡＧＧＡ ＣＡＡＧＣＣＣＴＴＣＴＧ￣３′ 及 ５′￣ＡＣＣ ＣＣＡＴＣＴ

ＴＴＣＴＴＧ ＴＡＣＡＧＴＧ￣３′ꎬ引物均位于第 ３ 外显子ꎬ其中反向

ＰＣＲ 引物为 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 特异性引物ꎬ以防止非特异性扩增ꎮ
杂交探针为 ５′￣ＣＴＧＴＧＧＴＧＣＣＴＣＡＡＧＧＡＧＧ￣３′ꎮ 定量 ＰＣＲ 采

用 ２０ μＬ 反应体系ꎬ体系组成及运行条件ꎬ参考文献的方

法[１] ꎮ

２　 结果

２ １　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型 　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因的 ８ 个外显子双

向测序所获得的序列导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ 分析软件ꎬ发现 ２ 例标

本的杂合碱基位置的碱基峰高不平衡ꎬ并且 １ 例标本为模棱

两可的测序分型结果ꎬ另 １ 例标本出现无完全匹配的测序分

型结果ꎮ 图 １ 示标本号为 １３０１０３９０ 的标本 ２ＤＬ４ 测序分型

结果ꎬ编码区(ＣＤＳ) ｎｔ１５８ 、ｎｔ４１２ 及 ｎｔ１０２３ 位置的碱基均为

Ｒꎬ但碱基 Ｇ 的峰高显著高于碱基 Ａ 的峰高ꎬ约为 ２ 倍ꎻ判定

的基 因 型 为 模 棱 两 可 的 结 果: ２ＤＬ４∗ ００１０２ꎬ∗ ００５０１ / ∗

００１０２ꎬ∗０１１ / ∗ ００１０３ꎬ ∗００５０２ / ∗ ００５０２ꎬ∗ ０１３ꎮ 图 ２ 示标本

号为 １３０１０５０５ 的标本 ２ＤＬ４ 测序分型结果ꎬ ＣＤＳ ｎｔ３９５ 位置

测序结果为 Ｙꎬ但碱基 Ｃ 的峰高显著高于 Ｔ 的峰高ꎻＣＤＳ
ｎｔ４１２ 及 ＣＤＳ ｎｔ１０２３ 位置测序结果均为 Ｒꎬ但碱基 Ｇ 的峰高

显著高于碱基 Ａ 的峰高ꎬ约为 ２ 倍ꎻ判定的基因型与 ２ＤＬ４∗

００１０２ꎬ ∗００５０１ / ∗００１０２ꎬ ∗００６０２ / ∗００１０３ꎬ ∗００５０２ /最接近ꎬ

但存在 １ 个碱基匹配ꎮ 随机正常的 １ 例 ２ＤＬ４∗ ００１０２ꎬ
∗００５０１ 基因型标本ꎬ在 ＣＤＳ ｎｔ１５８ 、ｎｔ４１２ 及 ｎｔ１０２３ 位置的碱

基峰均为 Ｒꎬ其中碱基 Ｇ 与碱基 Ａ 的峰高相近ꎮ
Ａ

Ｂ

Ｃ

注:图 Ａ :第 ３ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ１５８ 位置测序结果为 Ｒꎬ但峰

高:碱基 Ｇ>Ａꎻ图 Ｂ :第 ５ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ４１２ 位置测序结果

为 Ｒꎬ但峰高:碱基 Ｇ>Ａꎻ图 Ｃ:第 ９ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ１０２３ 位

置测序结果为 Ｒꎬ但峰高:碱基 Ｇ>Ａ

图 １　 南方汉族 １３０１０３９０ 号标本 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型中

检出的不平衡杂合碱基峰
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注:图 Ａ :第 ５ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ３９５ 位置测序结果为 Ｙꎬ但峰

高:碱基 Ｃ>Ｔꎻ图 Ｂ :第 ５ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ４１２ 位置测序结果

为 Ｒꎬ但峰高:碱基 Ｇ>Ａꎻ图 Ｃ:第 ９ 外显子 ＣＤＳ ｎｔ１０２３ 位

置测序结果为 Ｒꎬ但峰高:碱基 Ｇ>Ａ

图 ２　 示南方汉族 １３０１０５０５ 号标本 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型中

检出的不平衡杂合碱基峰

２ ２　 ｃＤＮＡ 分子克隆和测序结果　 １３０１０３９０ 号标本携带有

正常的 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ꎬ∗００５０１ 及∗０１１ 等位基因ꎻ另一

标本 (标本号:１３０１０５０５) 中检出了 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ꎬ∗
００５０１ 及∗００６０２ 等位基因ꎮ ２ 例标本中均检出了 ３ 种不同

的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因ꎬ无新等位基因检出ꎮ 每例标本的 ３
种不同等位基因多态性碱基及其位置ꎬ与测序分型所获序列

对比ꎬ完全一致(表 １)ꎮ
２ ３　 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因拷贝数的鉴定　 定量 ＰＣＲ 试验证实这 ２
例标本 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 拷贝数均为 ３ 个ꎮ

３　 讨论

ＫＩＲ ２ＤＬ４ 分子与非经典 ＨＬＡ￣Ｇ 分子配位ꎬ共同调节 ＮＫ
细胞的活性ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４ 有着不同寻常的结构和功能特征ꎬ
使得 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 相关的研究极为有趣并且研究不断深入[８] ꎮ
这些特征包括:

ＫＩＲ ２ＤＬ４ 分子具有独特的结构:跨膜区含有 １ 个带正电

荷的精氨酸残基ꎬ同时胞浆区只含有 １ 个免疫受体酪氨酸抑

制基序(ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ￣ｂａｓｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｏｔｉｆꎬＩＴＩＭ)ꎬ
能够发挥激活和抑制双重作用[９] ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４ 分子特异性高

表达于子宫 ＮＫ 细胞(ｕＮＫ)ꎬ在妊娠期间维持母胎免疫平衡

过程中发挥关键作用[１０] ꎮ ＫＩＲ ２ＤＬ４ 的分子表达不同于其它

ＫＩＲ 基因:ＫＩＲ ２ＤＬ４ 表达于外周血中所有的 ＮＫ 细胞表面ꎬ
ＫＩＲ ３ＤＬ３ 基因启动子甲基化ꎬ通常不表达于外周血细胞ꎻ其
它的 ＫＩＲ 基因为特定的 ＮＫ 克隆表达[１１] ꎮ

根据 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因第 ７ 外显子编码区末端 ＣＤＳｎｔ８１１
位置的碱基插入 /缺失以及连续腺嘌呤 ( Ａ) 的个数ꎬＫＩＲ
２ＤＬ４ 等位基因可分为功能学存在显著差异的 ９Ａ 型和 １０Ａ
型等位基因ꎬ１０Ａ 型等位基因能正常表达于自然杀伤细胞

(ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌꎬＮＫ)细胞膜表面ꎬ而 ９Ａ 型等位基由于第 ７
外显子末端 ＣＤＳ ｎｔ８１１ 位置腺嘌呤的缺失ꎬ引起阅读框移位ꎬ
编码一截短的、分泌型的多肽ꎬ无正常的膜表达ꎬ作为可溶性

分子ꎬ调节 ＮＫ 细胞的活性ꎮ 此外ꎬ２００７ 年 Ｇｏｏｄｒｉｄｇｅ 等[１２]报

道了转录后因变位剪接产生的 ６ 种转录本及相应的 ６ 种 ＫＩＲ
２ＤＬ４ 分子ꎮ 等位基因水平多态性及转录后的调控ꎬ有助于

揭示 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 分子差异表达的机制[８] ꎮ 当前ꎬ已有较多的

ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因水平群体遗传多态性研究ꎮ

表 １　 每例标本的 ３ 种不同等位基因多态性碱基及其位置与测序分型所获序列的对比

等位基因 / 基因型 ＣＤＳ ｎｔ１５８ ＣＤＳ ｎｔ３９５ ＣＤＳ ｎｔ４１２ ＣＤＳ ｎｔ６２５ ＣＤＳ ｎｔ１０２３
１３０１０３９０ ∗００１０２ Ａ － Ａ Ｇ Ａ

∗００５０１ Ｇ － Ｇ Ｃ Ｇ
∗０１１ Ｇ － Ｇ Ｃ Ｇ

测序分型检出的

杂合碱基及峰高

Ｒ(峰高 Ｇ>Ａ)
/

Ｒ(峰高 Ｇ>Ａ) Ｓ(峰高 Ｃ>Ｇ) Ｒ(峰高 Ｇ>Ａ)

１３０１０５０５ ∗００１０２ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ
∗００５０１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ
∗００６０２ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ

测序分型检出的

杂合碱基及峰高

Ｒ(峰高 Ａ>Ｇ) Ｙ(峰高 Ｃ>Ｔ) Ｒ(峰高 Ｇ>Ａ) Ｓ(峰高 Ｃ>Ｇ) Ｒ(峰高 Ｇ>Ａ)

注:本表中 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ 的序列为参比序列ꎻ“－”表示与∗００１０２ 等位基因序列一致ꎻＣＤＳ:编码序列(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)

ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因水平多态性丰富ꎬ同时还存在 ＫＩＲ
单体型上拷贝数的差异ꎮ 由于非等位基因间的同源重组

(ＮＡＨＲ)导致 ＫＩＲ ３ＤＰ１、２ＤＬ４、３ＤＳ１ / ３ＤＬ１ 基因的被复制或

缺失ꎬ结果产生新的 ＫＩＲ 单体型[１] ꎮ Ｇｏｍｅｚ￣Ｌｏｚａｎｏ 等[１３] 在

高加索人群中首次报道了检出频率为 ４ ５％、因重组而产生

的新等位基因 ＫＩＲ ３ＤＰ１∗００４ꎬ不同于其它的 ＫＩＲ ３ＤＰ１ 等位

基因ꎬＫＩＲ ３ＤＰ１∗００４ 可以被转录并且能编码产生分泌型蛋

白ꎬ携带该等位基因的单体型与 ＫＩＲ ３ＤＰ１￣ＫＩＲ ２ＤＬ４￣ＫＩＲ

３ＤＬ１ / ３ＤＳ１ 基因的复制密切关联ꎮ 浙江汉族人群( ｎ ＝ ８３)
中ꎬ５ 例经 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法检测证实携带有 ＫＩＲ ３ＤＰ１∗００４ 等

位基因的标本中ꎬ２ 例标本携带有 ３ 个不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位

基因ꎬ分别为 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗ ( ００１０２ꎬ ∗００１０３ꎬ ∗００６) 及 ＫＩＲ
２ＤＬ４∗(００１０３ꎬ ∗００５ꎬ ∗００６)ꎻ 另 ３ 例标本中ꎬ均分别检出了

２ 种 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因ꎬ但其中的 １ 种等位基因被重复复制

了[５] ꎮ Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等[６] 报道北爱尔兰人群中 ＫＩＲ ３ＤＬ１ / ３ＤＳ１
及 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因复制的比率为 １ ４％ꎬ在 ２ 例 ＰＣＲ￣ＳＳＯＰ 异
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常格局的标本中ꎬ经分子克隆试验均检出了 ３ 个不同的

２ＤＬ４ 等位基因:２ＤＬ４∗００１０２ꎬ ∗００２０１ 及∗００５ꎮ
本文在 ３０６ 例南方汉族人群 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型、采用

Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ 分析软件进行结果判定中ꎬ发现了 ２ 例杂合子碱

基位置的碱基峰高不平衡的标本ꎬ即 １ 例标本为模棱两可的

测序分型结果ꎬ另 １ 例标本出现无完全匹配的测序分型结

果ꎬ通过分子克隆和 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因拷贝数的检测ꎬ证实这 ２
例标本均携带有 ３ 种不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因ꎮ 特别是

Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ 分析软件判定无完全匹配的测序分型结果的标

本ꎬ检出了 ＫＩＲ ２ＤＬ４∗００１０２ꎬ∗００５０１ 及∗００６０２ 共 ３ 种正常

的等位基因ꎬ并无新等位基因检出ꎮ
本文的结果提示:１)ＫＩＲ ２ＤＬ４ 测序分型出现时出现无

完全匹配的分型结果时ꎬ不一定表明检出了新等位基因ꎻ２)
测序分型时发现杂合位置的碱基峰高不平衡ꎬ提示可能存在

多拷贝基因ꎮ ３)如同以往的文献报道[５－６] ꎬ同 １ 个体携带 ３
种不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因ꎬ仅通过分子克隆和测序可以

鉴定ꎻ但同 １ 个体携带 １~ ２ 种不同的 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 等位基因并

且存在多拷贝基因时ꎬ还需通过 ＫＩＲ ２ＤＬ４ 基因拷贝数的检

测ꎬ同时结合测序分型时每个杂合碱基位置的碱基峰高或

ＫＩＲ 等位基因定量检测判定基因型ꎮ 此外ꎬ适合于 ＫＩＲ ２ＤＬ４
多拷贝基因测序分型结果判定的分析软件ꎬ还有待于进一步

研制和完善ꎮ
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ｌｅｌｅｓ ｏｆ ＫＩＲ ２ＤＬ４ (ＣＤ１５８ｄ) ｅｎｃｏｄｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｉｎ￣
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ＫＩＲ ３ＤＬ３ 基因测序分型中模棱两可结果的鉴定方法∗

陈瑞１ꎬ ２ 　 邓志辉１△(１. 深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ２. 南方医科大学)

　 　 摘要:目的　 探讨 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因测序分型中出现的模棱两可结果的鉴定方法ꎮ 方法　 对南方汉族 ６１４ 例白血

病患者的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的全部编码区进行测序分型ꎬ统计 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基因结果的种类及比例ꎬ针对每种

模棱两可结果中等位基因编码区序列碱基的差异ꎬ设计组特异性 ＰＣＲ 引物ꎬ进行组特异性 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因 ＰＣＲ 扩增

和再测序ꎬ鉴定 ＫＩＲ３ＤＬ３ 的基因型ꎮ 结果 　 共检出了 ７ 种新的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可的结果ꎬ其中 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ
０１００２ / ００９０２ꎬ０２８)检出了 ７ 例ꎬ占 １ １４％(７ / ６１４)ꎻ３ＤＬ３∗(００１０２ꎬ０１５０１ / ００６０１ꎬ００９０１ / ０２１０２ꎬ ０２３)、３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ
０１００２ / ００８０２ꎬ０２８)、３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ０１００１ / ００８０１ꎬ０２８)分别检出了 ６ 例ꎬ均占 ０ ９８％(６ / ６１４)ꎻ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ０１００１ /
００９０１ꎬ０２８)、３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０１ / ００４０２ꎬ００９０１)、３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０２ / ００４０２ꎬ００９０２)分别检出了 ３ 例ꎬ均占 ０ ４９％
(３ / ６１４)ꎮ 这 ７ 种模棱两可组合分别采用组特异性 ＰＣＲ 引物均能准确的鉴定出 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因型ꎬ其中 ３ＤＬ３∗

(００１０２ꎬ０１５０１ / ００６０１ꎬ００９０１ / ０２１０２ꎬ ０２３)、３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ０１００１ / ００８０１ꎬ０２８)和 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０２ / ００４０２ꎬ００９０２)的
模棱两可组合样本均鉴定出 １ 种基因型ꎬ其余的模棱两可组合均检出了 ２ 种不同的基因型ꎮ 结论 　 本文为鉴定

ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可的结果建立了可靠的鉴定方法ꎬ具有良好的实用价值ꎮ
关键词:ＫＩＲ３ＤＬ３ꎻ测序分型ꎻ模棱两可ꎻ组特异性引物
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０２８) ａｎｄ ３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ０１００１ / ００８０１ꎬ０２８) ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ０ ９８％ (６ / ６１４) ｆｏｒ ｅａｃｈ ｔｙｐｅꎻ ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ
０１００１ / ００９０１ꎬ０２８)ꎬ ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０１ / ００４０２ꎬ００９０１) ａｎｄ ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０２ / ００４０２ꎬ００９０２) ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ａ
ｒａｔｉｏ ｏｆ ０ ４９％ (３ / ６１４)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｌｌ ｔｈｏｓｅ ＫＩＲ３ＤＬ３ ａｍｂｉｇｕｏｕｓ ａｌｌｅｌｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ ｂｙ ｇｒｏｕｐ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｔｅｓｔ. Ｏｎｌｙ ｏｎｅ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ３ＤＬ３∗(００１０２ꎬ０１５０１ / ００６０１ꎬ００９０１ /
０２１０２ꎬ０２３)ꎬ ３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ０１００１ / ００８０１ꎬ０２８) ａｎｄ ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０２ / ００４０２ꎬ００９０２)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ａｍｂｉｇｕｉｔｙ ｔｙｐｅｓ ｙｉｅｌｄｅｄ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｍｂｉｇｕｏｕｓ
ａｌｌｅｌｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＫＩＲ３ＤＬ３ ＳＢＴ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｍｉｓｅｓ ａ ｂｒｏａｄ ｒａｎｇｅ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＫＩＲ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＫＩＲ３ＤＬ３ꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ (ＳＢＴ)ꎻ ａｍｂｉｇｕｉｔｙꎻ ｇｒｏｕｐ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ

ＫＩＲ３ＤＬ３ 为杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＫＩＲ)基因家族中的 １ 个功能性结

构基因ꎬ定位于人类 １９ 号染色体上ꎮ ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因具有 ８
个外显子、７ 个内含子以及 ５′￣启动子区和 ３′￣非翻译区ꎬ不同

外显子编码不同肽结构域ꎮ 基于 ２０１６ 年 ＩＰＤ￣ＫＩＲ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｉｐｄ / ｋｉｒ / ꎬ Ｒｅｌｅａｓｅ ２ ６ ０)数据库收录的 １０８

种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎬ我们构建了 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ １ ＳＢＴ 序列分

析软件(澳大利亚 Ｃｏｎｅｘｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 公司)中判定 ＫＩＲ３ＤＬ３
基因型所需的 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅꎬ并对南方汉族健康人群(ｎ＝ ３０６)的
ＫＩＲ３ＤＬ３ 编码区测序分型检出的 ３ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等

位基因组合ꎬ报道了鉴定方法[１] ꎮ 但截止至 ２０１７ 年 ７ 月ꎬ
ＩＰＤ￣ＫＩＲ(Ｒｅｌｅａｓｅ ２ ７ ０)数据库中收录的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因

增到了 １２６ 种ꎬ为了提高 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因的涵盖率与分型

的准确性ꎬ本实验室将 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ １ ＳＢＴ 序列分析软件判定

ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因型的 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 中所涵盖的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因

也增加到了 １２６ 种ꎮ 一般而言ꎬ检测位点的等位基因数量越
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多ꎬ模棱两可结果的比例及种类也越高[２] ꎬ我们在对南方汉

族白血病标本(ｎ＝ ６１４)的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型时ꎬ将获得的序

列导入新构建了 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 的 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ １ ＳＢＴ 序列分析软

件中判定 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因型ꎬ共检出了 ７ 组新的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱

两可等位基因组合ꎮ 鉴于已有的 ３ 组 ＫＩＲ３ＤＬ３ 组特异性引

物[１] ꎬ不适用于鉴别新检出的 ７ 组 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基

因组合ꎬ因此我们探讨并建立新的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基

因组合解决方法ꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料　 ２０１５ 年 ２ 月－２０１６ 年 ７ 月收集南方汉族白血病

患者的标本(ｎ＝ ６１４)ꎬ遵循知情同意的原则ꎬ每人采 ５ ｍＬ 外

周血ꎬ用 ５％ ＥＤＴＡ 抗凝ꎬ于－２０℃冰箱冻存ꎮ
１ ２　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 使用台湾芮宝公司的 ＭａｇＣｏｒｅ
ＤＮＡ 提取试剂盒和 ＭａｇＣｏｒｅ ＨＦ１６ ＤＮＡ 自动提取工作站提

取样本的全基因组 ＤＮＡꎬ并将 ＤＮＡ 浓度调节至(５０ ~ １００)
ｎｇ / μＬꎮ
１ ３　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的测序分型 　 采用本实验室建立的专

利技术对每个样本的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的全部编码区分 ３ 段进

行特异性 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产物使用碱性磷酸酶及核酸外切

酶(美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)进行纯化ꎬ将纯化的 ＰＣＲ 产

物作为模板ꎬ进行双向测序反应ꎬ测序产物采用 ＮａＯＡｃ / ＥＤ￣
ＴＡ、无水乙醇进行洗涤沉淀ꎬ加入甲酰胺溶液ꎬ９５ ℃变性 ２
ｍｉｎꎬ在 ＡＢＩ ３７３０ ＤＮＡ 测序仪上进行电泳检测ꎮ 获得的序列

导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ １ ＳＢＴ 分析软件(澳大利亚 Ｃｏｎｅｘｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ
公司)ꎬ分析鉴定 ＫＩＲ３ＤＬ３ 的基因型ꎮ
１ ４　 模棱两可结果解决策略　 比如针对 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ
０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)模棱两可结果ꎬ使用 １ 条 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因特

异性引物(５′￣ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ￣３′)和 １ 条组特

异性 ＰＣＲ 引物 ( ５′￣ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＧＣＧＴＧＣＡＧＧＴＡ￣３′) 进

行组特异性 ＰＣＲ 扩增ꎮ 解决模棱两可组合的组特异性扩增

策略 示 意 图 见 图 １ꎬ 在 ＩＰＤ￣ＫＩＲ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｉｐｄ / ｋｉｒ / )中查找 ３ＤＬ３∗ ００３０１ 与 ３ＤＬ３∗ ０２８
等位基因的差异ꎬ２ 者在第 ３ 外显子存在 ＣＤＳｎｔ１６８ Ｃ>Ｔ 差异

(箭头所示)ꎬ因此设计的正向 ＰＣＲ 引物位于第 ２ 外显子ꎬ为
３ＤＬ３ 组特异性正向 ＰＣＲ 引物ꎻ组特异性反向引物位于第 ７
外显子ꎬ其 ３ꎬ末端为碱基 Ａꎬ与 ３ＤＬ３∗００３０１、∗０２８ 等位基因

相匹配ꎮ 该组特异性引 ＰＣＲ 引物对特异性扩增 ３ＤＬ３∗

(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８) 模棱两可等位基因组合中的

３ＤＬ３∗００３０１ 和∗０２８ 等位基因ꎬ目的片段长 １０ ０１３ ｂｐꎬ通过

测定第 ３ 外显子的序列即可鉴定受检者携带 ３ＤＬ３∗００３０１ 或

３ＤＬ３∗０２８ꎮ ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ

图 １　 解决 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)模棱两可的组特异性扩增策略

１ ５　 组特异性引物 ＰＣＲ 扩增 　 ３ＤＬ３ 采用的反应体系:２０
μＬ 中包括 ｄｄＨ２Ｏ ８ ５ μＬꎬ１０×ＬＡ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ(含 Ｍｇ２＋)２ ０
μＬꎬ２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ３ ２ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＣＲ 引物

各 １ μＬꎬ５ Ｕ / μＬ ＬＡ Ｔａｑ 酶 ０ ３ μＬꎬＤＮＡ ４ ０ μＬꎮ 扩增程序

为:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ２０ ｓꎬ６８ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４０ 个循

环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
１ ６　 组特异性 ＰＣＲ 扩增产物纯化及再测序 　 根据组特异

性 ＰＣＲ 引物扩增的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因碱基差异所在的位

置ꎬ对相应的区域进行测序ꎮ 用碱性磷酸酶及核酸外切酶对

扩增产物进行纯化ꎬ以纯化产物为模板进行测序反应ꎬ７ 种

ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基因组合的碱基差异ꎬ均位于第 ３ 外

显子ꎬ均采用相同的通用测序引物进行再测序ꎬ正向测序引

物为:５′￣ＧＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣＴ￣３′ꎬ反向测序引物为:５′ ￣
ＡＣＣＣＣＣＡＣＣＡＧＡＡＧＣＴＣＴＧ ￣３′ꎮ
１ ７　 序列分析和结果判定 　 将得到的测序产物进行

ＮａＯＡｃ / ＥＤＴＡ、无水乙醇进行洗涤沉淀ꎬ加入甲酰胺溶液ꎬ
９５℃变性 ２ ｍｉｎꎬ在 ＡＢＩ ３７３０ ＤＮＡ 测序仪上进行电泳检测ꎮ
得到的序列导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ １ ＳＢＴ 分析软件ꎬ根据组特异性

引物扩增及测序检出的等位基因ꎬ判定基因型ꎮ
１ ８　 统计学分析　 直接计数法统计 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位

基因组合的种类和比例ꎮ

２　 结果

２ １　 ＫＩＲ３ＤＬ３模棱两可等位基因组合的种类　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因

的测序分型中检出 ７ 种新的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可组合:３ＤＬ３∗

(００３０１ꎬ０１００２/ ００９０２ꎬ０２８)检出了 ７ 例ꎬ占 １ １４％(７/ ６１４)ꎻ３ＤＬ３∗

(００１０２ꎬ０１５０１/ ００６０１ꎬ００９０１/ ０２１０２ꎬ ０２３)、 ３ＤＬ３∗ (００４０２ꎬ ０１００２/
００８０２ꎬ０２８)、３ＤＬ３∗(００４０２ꎬ０１００２/ ００８０２ꎬ０２８)均分别检出了 ６ 例ꎬ
占 ０ ９８％ (６/ ６１４)ꎻ ３ＤＬ３∗ ( ００３０１ꎬ ０１００１/ ００９０１ꎬ ０２８)、 ３ＤＬ３∗

(００３０１ꎬ００８０１/ ００４０２ꎬ００９０１)、３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ００８０２/ ００４０２ꎬ００９０２)
均分别检出了 ３例ꎬ占 ０ ４９％(３/ ６１４)ꎮ
２ ２　 模棱两可等位基因组合的组特异性引物 ＰＣＲ 扩增产

物 　 对每 １ 组模棱两可等位基因组合进行组特异性引物

ＰＣＲ 扩增ꎬ均扩增出了清晰且与目的片段大小相符的 ＰＣＲ
产物ꎮ 如图 ２ 所示 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)组特

异性引物 ＰＣＲ 扩增产物电泳图ꎮ
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表 １　 解决模棱两可分型结果的组特异性扩增引物

３ＤＬ３模棱两可等位基因组合ａ 正向 ＰＣＲ 引物(５′－３′) 反向 ＰＣＲ 引物(５′－３′) 目的等位基因
目的等位基因

碱基差异位置

扩增片段

长度(ｂｐ)
∗００３０１ꎬ０１００２/ ∗００９０２ꎬ０２８ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＧＣＧＴＧＣＡＧＧＴＡ ３ＤＬ３∗００３０１

３ＤＬ３∗０２８
第 ３外显子 １０ ０１３

∗００１０２ꎬ０１５０１/ ∗００６０１ꎬ００９０１/ ∗０２１０２ꎬ ０２３ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＡＣＧＴＧＣＡＧＧＴＴ ３ＤＬ３∗００１０２
３ＤＬ３∗００６０１
３ＤＬ３∗０２１０２ 第 ３外显子 １０ ０１３

∗００４０２ꎬ０１００２/ ∗００８０２ꎬ０２８ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＧＣＧＴＧＣＡＧＧＴＡ ３ＤＬ３∗００４０２
３ＤＬ３∗０２８

第 ３外显子 １０ ０１３

∗００４０２ꎬ０１００１/ ∗００８０１ꎬ０２８ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＡＣＧＴＧＣＡＧＧＴＧ ３ＤＬ３∗０１００１
３ＤＬ３∗００８０１

第 ３外显子 １０ ０１３

∗００３０１ꎬ０１００１/ ∗００９０１ꎬ０２８ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣ ＧＴＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＡＣＧＴＧＣＡＧＧＴＧ ３ＤＬ３∗０１００１
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ａ : 组特异性扩增引物扩增的目的等位基因ꎬ在模棱两可等位基因组合中用粗体字表示

图 ２　 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)组特异性引物

ＰＣＲ 扩增产物电泳图

２ ３　 组特异性 ＰＣＲ 扩增产物的测序结果 　 组特异性 ＰＣＲ
扩增产物纯化再测序ꎬ经沉淀变性后ꎬ于 ＡＢＩ３７３０ 测序仪上

电泳检测ꎬ获得的序列导入 Ａｓｓｉｇｎ￣ＳＢＴ ４ ７ １ 分析软件ꎬ序列

碱基峰清晰ꎬ无背景杂峰ꎬ见图 ３ꎮ
２ ４　 模棱两可等位基因组合的确认结果　 ７ 种模棱两可组合

分别采用组特异性 ＰＣＲ 引物均能准确的鉴定出 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基

因型ꎬ其中 ３ＤＬ３∗(００１０２ꎬ０１５０１ / ００６０１ꎬ００９０１ / ０２１０２ꎬ ０２３)、
３ＤＬ３∗ ( ００４０２ꎬ ０１００１ / ００８０１ꎬ ０２８) 和 ３ＤＬ３∗ ( ００３０１ꎬ ００８０２ /
００４０２ꎬ００９０２)的模棱两可组合样本均鉴定出 １ 种基因型ꎬ其余

的模棱两可组合均检出了 ２ 种不同的基因型ꎬ见表 ２ꎮ

３Ａ:测序检出的为 ３ＤＬ３∗ ００３０１ꎬ判定为 ３ＤＬ３∗( ００３０１ꎬ
０１００２)基因型ꎻ３Ｂ:测序检出为 ３ＤＬ３∗０２８ꎬ判定为 ３ＤＬ３∗

(００９０２ꎬ０２８)基因型

图 ３　 ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ０１００２ / ００９０２ꎬ０２８) 模棱两可等位基因

组合经组特异性扩增后第 ３ 外显子的测序结果

表 ２　 ７ 种模棱两可分型结果用组特异性引物扩增和再测序的鉴定结果

模棱两可等位基因组合 例数(ｎ ) 组特异性引物扩增和
再测序检出的等位基因

判定的基因型 例数(ｎ )

３ＤＬ３∗００３０１ꎬ０１００２ / ∗００９０２ꎬ０２８ ７ ３ＤＬ３∗００３０１ ３ＤＬ３∗００３０１ꎬ０１００２ ３
３ＤＬ３∗０２８ ３ＤＬ３∗００９０２ꎬ０２８ ４

３ＤＬ３∗００１０２ꎬ０１５０１ / ∗００６０１ꎬ００９０１ / ∗０２１０２ꎬ０２３ ６ ３ＤＬ３∗００６０１ ３ＤＬ３∗００６０１ꎬ００９０１ ６
３ＤＬ３∗００４０２ꎬ０１００２ / ∗００８０２ꎬ０２８ ６ ３ＤＬ３∗００４０２ ３ＤＬ３∗００４０２ꎬ０１００２ ５

３ＤＬ３∗０２８ ３ＤＬ３∗００８０２ꎬ０２８ １
３ＤＬ３∗００４０２ꎬ０１００１ / ∗００８０１ꎬ０２８ ６ ３ＤＬ３∗０１００１ ３ＤＬ３∗００４０２ꎬ０１００１ ６
３ＤＬ３∗００３０１ꎬ０１００１ / ∗００９０１ꎬ０２８ ３ ３ＤＬ３∗０１００１ ３ＤＬ３∗００３０１ꎬ０１００１ ２

３ＤＬ３∗００９０１ ３ＤＬ３∗００９０１ꎬ０２８ １
３ＤＬ３∗００３０１ꎬ００８０１ / ∗００４０２ꎬ００９０１ ３ ３ＤＬ３∗００８０１ ３ＤＬ３∗００３０１ꎬ００８０１ １

３ＤＬ３∗００９０１ ３ＤＬ３∗００４０２ꎬ００９０１ ２
３ＤＬ３∗００３０１ꎬ００８０２ / ∗００４０２ꎬ００９０２ ３ ３ＤＬ３∗００４０２ ３ＤＬ３∗００４０２ꎬ００９０２ ３

３　 讨论

ＫＩＲ 表达在 ＮＫ 细胞和部分活化的 Ｔ 细胞表面ꎬＫＩＲ 与

ＨＬＡⅠ类分子配位ꎬ在肿瘤免疫、移植免疫及抗感染免疫中

发挥重要作用ꎮ 目前 ＫＩＲ３ＤＬ３ 的 ＨＬＡ 配体尚不明确ꎬ
ＫＩＲ３ＤＬ３ 在随机人群中的检出率为 １００％ꎮ 由于启动子区甲

基化ꎬＫＩＲ３ＤＬ３ 在健康个体中不表达ꎬＫＩＲ３ＤＬ３ 的表达产物

只能在 ＣＤ５６ 阳性的外周血细胞和蜕膜 ＮＫ 细胞表面检测

到ꎬ并且女性外周血单核细中 ＫＩＲ３ＤＬ３ ｍＲＮＡ 表达水平高于

男性[３－５] ꎮ
ＰＣＲ 产物直接测序分型中ꎬ由于顺式、反式的原因ꎬ不同

的等位基因组合可能得到相同的杂合子序列ꎬ导致出现模棱

两可的测序分型结果[２] ꎮ 如 ＨＬＡ 在测序过程中会出现多种

模棱两可ꎬＨＬＡ 模棱两可等位基因组合有多种解决方法ꎬ比
如根据美国免疫遗传学会和中华骨髓库公布的常见及确定

的(ｃｏｍｍｏｎ ａｎｄ ｗｅｌｌ￣ｄｏｃｕｍｅｎｔｅｄꎬ ＣＷＤ)等位基因表[６－７] ꎬ排
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除罕见型等位基因ꎻ或采用 ＰＣＲ￣序列特异性引物法或杂合

性歧义引物分离法确定其基因型[２] ꎮ 但迄今还没有 ＫＩＲ 相

关的 ＣＷＤ 等位基因表ꎬ无法根据 ＣＷＤ 等位基因表排除 ＫＩＲ
模棱两可等位基因组合中的罕见型等位基因ꎮ ＫＩＲ３ＤＬ３ 等

位基因较丰富ꎬ出现模棱两可的组合及比例较高ꎬ国际已有

关于 ＫＩＲ３ＤＬ３ 群体多态性的报道[８－１０] ꎬ但没有 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱

两可等位基因组合及其解决方法的报道ꎮ 因此需要建立 １
种有效且准确的方法解决 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型中的模棱两可

等位基因组合ꎬ以获得确切的 ３ＤＬ３ 基因型ꎮ
以 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)为例ꎬ在 ＩＰＤ￣

ＫＩＲ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｉｐｄ / ｋｉｒ / ) 中 查 找 了

ＫＩＲ３ＤＬ３∗００３０１ 与 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０２８ 的差异ꎬ发现在第 ３ 外显子

存在 ＣＤＳ ｎｔ１６８ Ｃ>Ｔ 差异ꎬ根据此差异设计了 １ 条组特异性

ＰＣＲ 引物和 １ 条 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因特异性 ＰＣＲ 引物ꎬ特异性扩

增 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ ０１００２ / ００９０２ꎬ ０２８)模棱两可组合中的

ＫＩＲ３ＤＬ３∗００３０１ 及 ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０２８ 等位基因ꎬ扩增产物涵盖

了完整的第 ３ 外显子ꎬ目的片段长度 １０ ０１３ ｂｐ(含部分第 ２
外显子、第 ２ 内含子、第 ３ 外显子、第 ３ 内含子、第 ４ 外显子、
第 ４ 内含子、第 ５ 外显子、第 ５ / ６ 内含子及部分第 ７ 外显

子)ꎮ 若该组特异性扩增产物经测序后检出了 ＫＩＲ３ＤＬ３∗

００３０１ꎬ则判定为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(００３０１ꎬ０１００２)基因型ꎻ反之ꎬ若
检出了 ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０２８ꎬ则判为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(００９０２ꎬ０２８)基因

型ꎮ
本文检出的 ７ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基因组合ꎬ分别

采用 １ 条相同的正向 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因特异性引物和 １ 条分别

针对相应模棱两可组合的反向组特异性引物ꎬ在同 １ 个扩增

条件下ꎬ进行长距离 ＰＣＲ 扩增ꎬ可获得清晰的扩增产物条

带ꎬ通过通用的测序引物再测序ꎬ即可鉴定本研究中的 ７ 种

ＫＩＲ３ＤＬ３ 模棱两可等位基因组合ꎮ 该方法操作简单ꎬ获得的

序列没有背景和杂峰ꎬ易于识别ꎮ 随着 ＫＩＲ 基因精细水平的

深入研究与应用ꎬ本方法在今后解决 ＫＩＲ 测序分型中遇到的

模棱两可等位基因组合具有良好的实用价值及借鉴意义ꎮ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＫＩＲ ｌｉｇａｎｄ. Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１４ꎬ ６６(１１):５９７￣６１１.

(２０１７￣０９￣２５ 收稿ꎬ１０￣１３ 修回)

本文编辑:闻欣

严 正 声 明
近期不断地有各地编委老师ꎬ投稿作者反应ꎬ有冒«中国输血杂志»之名的“钓鱼网站” 以各种方式非法收

取所谓“定稿费”、“录用证明费”、“发表费”等各种明目的费用ꎬ对本刊长期以来形成的良好声誉造成了十分恶

劣的影响ꎮ
在此郑重声明:本刊正式的收费项目只有审稿费(６０ 元 /篇)ꎬ版面费ꎬ杂志发行费(１６ 元 /本)３ 种ꎮ 除此之

外的任何费用ꎬ均与«中国输血杂志»编辑部无关! 此外ꎬ本部未开通任何形式的网上支付方式ꎬ如广大同仁在

投稿ꎬ发稿ꎬ购买本刊印刷品过程中ꎬ发现任何问题ꎬ请及时与本刊编辑部电话联系确认ꎬ不要轻易转账付款ꎬ以
杜绝此类“钓鱼牟利”事件的发生ꎬ维护广大作者ꎬ读者权益和编辑部声誉!

特此声明ꎬ谢谢大家!

«中国输血杂志»编辑部
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ｄｏｉ:１０ １３３０３ / ｊ ｃｊｂｔ ｉｓｓｎ １００４￣５４９ｘ ２０１７ １０ ００８
∗基金项目:国家自然科学基金( ８１３７３１５８)ꎻ△通信作者:邓志辉

(１９６７ １０￣)ꎬ男ꎬ理学博士ꎬ主任技师ꎬ主要从事分子免疫遗传研究ꎬ
电话:０７５５￣２５６０９２７５ꎬＥｍａｉｌ: ｚｈｉｈｕｉ＿ｄｅｎｇ＠ ａｌｉｙｕｎ ｃｏｍ

论著

ＫＩＲ ３ＤＬ３ 基因 ｃＤＮＡ 分子克隆测序法鉴定 １ 个常见型新等位基因∗

邓志辉１△ 　 夏华动２ 　 张国彬１ 　 陈瑞１ 　 蔡思齐１

(１. 深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ ２. 大连医科大学)

　 　 摘要:目的　 建立 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因 ｃＤＮＡ 分子克隆测序方法ꎬ鉴定在南方汉族人群中新发现的 １ 个 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位

基因ꎮ 方法　 对 １ 例 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因测序分型结果异常的标本ꎬ采集 ＥＤＴＡ 抗凝新鲜外周血样ꎬ提取 ｍＲＮＡꎬ反转录成

ｃＤＮＡ 后ꎬ采用 １ 对 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因特异性 ＰＣＲ 引物对全部编码区序列做 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经切胶回收纯化后ꎬ做
分子克隆和单体型测序ꎮ 结果 　 经分子克隆和测序ꎬ检出 １ 个正常的 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０１００２ 等位基因和 １ 个新变异的

ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎬ该新等位基因的序列与 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８ 最相近ꎬ但存在编码区(ＣＤＳ)ｎｔ １０７４ Ａ>Ｇ 同义突变ꎬ位于

第 ８ 外显子的第 ３３７ 密码子由 ＣＡＡ 变成 ＣＡＧꎬ其序列提交国际 ＧｅｎＢａｎｋ(序列号:ＫＵ５２９２６９)和 ＩＰＤ￣ＫＩＲ Ｄａｔａｂａｓｅ
(ＩＷＳ４０００２１７８)ꎬ已被世界卫生组织(ＷＨＯ)ＨＬＡ 因子命名委员会 ＫＩＲ 分委会正式命名为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２ꎬ该新等位

基因在 ３０６ 名南方汉族无关个体中共检出 １２ 次ꎬ检出频率为 ３ ９２％ꎮ 结论　 成功建立 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因 ｃＤＮＡ 分子克

隆测序方法ꎬ在等位基因水平的 ＫＩＲ 研究中具有良好的应用前景ꎮ
关键词:ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因ꎻｃＤＮＡꎻ分子克隆和单倍体测序ꎻ新等位基因

　 　 中图分类号:Ｒ４４６ ６２　 Ｑ７８５　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１１４￣０４
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｏｎ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.　 ＤＥＮＧ Ｚｈｉ￣
ｈｕｉ１ꎬ ＸＩＡ Ｈｕａｄｏｎｇ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｇｕｏｂｉｎ１ꎬ ＣＨＥＮＧ Ｒｕｉ１ꎬ ＣＡＩ Ｓｉｑｉ１ .１. Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０３５ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２.
Ｄａｌｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ.Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｄｅｎｇ Ｚｈｉｈｕｉ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ａ ｎｏｖｅｌ ＫＩＲ３ＤＬ３ ａｌｌｅｌｅ ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈａｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｂｙ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ
(ｃＤＮＡ) ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｏｎｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈ ｉｎｃｏｎｃｌｕｓｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ￣
ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｅ. Ｗｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｎｄ ｃＤＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ＫＩＲ３ＤＬ３￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｏｎｅ ｐａｉｒ ｏｆ ＫＩＲ３ＤＬ３￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ
ｔｏ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ａｌｌｅｌｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ｎｏｒｍａｌ
ＫＩＲ３ＤＬ３∗０１００２ ａｌｌｅｌｅ ａｎｄ ａ ｎｏｖｅｌ ｖａｒｉａｎｔ ａｌｌｅｌｅꎬ ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２. Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＫＩＲ３ＤＬ３ ａｌｌｅｌｅｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０４８０２ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ａｌｌｅｌｅ ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０４８ ｂｙ ａ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｔ
ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＤＳ) ｎｔ １０７４ Ａ>Ｇ (ｃｏｄｏｎ３３７ ＣＡＡ>ＣＡＧ) ｉｎ ｅｘｏｎ ８. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２
ｗａｓ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ ｔｏ ＧｅｎＢａｎｋ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ＫＵ５２９２６９ ａｎｄ ｔｈｅ ＩＰＤ￣ＫＩＲ Ｄａｔａｂａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
ＩＷＳ４０００２１７８. Ｔｈｅ ｎａｍｅ ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｏｆｆｉｃｉａｌｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ (ＷＨＯ) Ｎｏｍｅｎ￣
ｃｌａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ＨＬＡ ｓｙｓｔｅｍ ＫＩＲ ｓｕｂｃｏｍｍｉｔｔｅｅ. Ｔｈｉｓ ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ １２ ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｆｒｏｍ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ３ ９２％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ａｓｓａｙ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｅ ｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ＫＩＲ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｔ ａｎ ａｌｌｅｌｉｃ ｌｅｖｅｌ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＫＩＲ３ＤＬ３ ｇｅｎｅꎻｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ (ｃＤＮＡ)ꎻｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅ

杀伤细胞免疫球蛋白样受体(ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＫＩＲ)表达于自然杀伤细胞及部分 Ｔ 淋巴细胞

表面ꎬ主要与 ＨＬＡⅠ类分子配位ꎬ在天然免疫中发挥重要作

用ꎮ ＫＩＲ 基因家族包括有 １４ 个功能性基因和 ２ 个假基因ꎮ
位于 １９ 号染色体短臂(１９ｑ１３ ４)着丝粒端的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因

为 ＫＩＲ 基因家族的成员之一ꎬ所编码的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 分子无茎状

结构、胞内区仅含有 １ 个免疫受体酪氨酸抑制性基序

(ＩＴＩＭ)ꎬ其配体至今尚未明确ꎮ 在健康个体中 ＫＩＲ３ＤＬ３ 由

于启动子区的碱基甲基化ꎬ通常不表达于外周血 ＮＫ 细胞表

面[１－３] ꎮ ＫＩＲ３ＤＬ３ 可能在发育过程中或病理条件下表达[２] ꎮ
ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因在随机人群中的检出率 １００％ꎬ因而又被称为

结构基因ꎮ ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的编码区( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)
由 ８ 个外显子组成ꎬ编码区序列全长 １２３３ ｂｐꎮ ＩＰＤ￣ＫＩＲ 数据

库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｉｐｄ / ｋｉｒ / )收录的 ＫＩＲ３ＤＬ３
基因组全长序列为 １２ ４１４ ｂｐꎬ共收录了 １１１ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位

基因ꎬ显示丰富的多态性ꎮ 迄今为止ꎬ国际上已有非洲撒哈

拉人群[４] 、高加索人群[５] 、新西兰毛利人群[６] 及非裔美国人

群[７]等 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因水平群体多态性的研究报道ꎬ揭示
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ＫＩＲ３ＤＬ３ 具有高度的多态性ꎮ 我们对中国人群 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等

位基因多态性展开研究ꎬ通过建立 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因 ｃＤＮＡ 分子

克隆测序方法ꎬ对南方汉族人群中 １ 例 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型结

果异常标本做了鉴定ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 ２０１５ 年 １１ 月ꎬ对 ３０６ 例南方汉族无偿献血

者标本做 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型时ꎬ发现 １ 例无完全匹配的测序

分型结果ꎬ该标本来源于 １ 名女性(２９ 岁ꎬ籍贯湖北)ꎬＫＩＲ 基

因组合型为 ＡＡ１ 型即携带有 ＫＩＲ２ＤＬ１￣２ＤＬ３￣２ＤＬ４￣２ＤＳ４￣
３ＤＬ１￣３ＤＬ２￣３ＤＬ３￣２ＤＰ１￣ ３ＤＰ１ꎮ 经得这名女性献血者知情同

意后ꎬ抽取其外周血 ６ ｍＬ 于 ５％ ＥＤＴＡ 抗凝管中ꎬ其中 １ ｍＬ
用于提取基因组 ＤＮＡꎬ５ ｍＬ 用于分离白膜层ꎬ提取总 ＲＮＡ
后ꎬｍＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ做 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的分子克隆和单

体型测序ꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器 　 ＭａｇＣｏｒｅ ＤＮＡ 提取试剂盒(批号

００１１７０４２５０１ꎬ台湾芮宝公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒(Ｍａｘｗｅｌｌ １６
ＬＥＶ ＳｉｍｐｌｙＲＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｋｉｔꎬ批号 ０５０８８７ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎬ
ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ 试剂盒(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ批号 １０３９６９２０ꎬ美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻＡＢＩ ＰＲＩＳＭ
ＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ３ １ 测序试剂盒(批号 １６１１３９７ꎬ美国 ＡＢＩ
公司)ꎮ 基因扩增仪 (ＡＢＩ９７００)、测序仪 (ＡＢＩ３７３０) (美国

ＡＢＩ 公司)ꎮ
１ ３　 基因组 ＤＮＡ 的提取　 基因组 ＤＮＡ 采用 ＭａｇＣｏｒｅ ＨＦ１６
ＤＮＡ 纯化自动工作站提取ꎬ并测定 ＤＮＡ 的浓度和纯度ꎮ
１ ４　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的测序分型　 采用我们创建的 ＫＩＲ３ＤＬ３
的测序分型技术ꎬ以 ３ 对 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因特异性引物扩增

ＫＩＲ３ＤＬ３ 的全部外显子ꎮ ＰＣＲ 扩增产物采用磁珠法纯化ꎬ以
１６ 条测序引物对 ＫＩＲ３ＤＬ３ 全部 ８ 个外显子做正、反向测序ꎮ
测序所获得的序列导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ ＳＢＴ (Ｃｏｎｅｘｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ)软件中ꎬ判定 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因型ꎮ
１ ５　 总 ＲＮＡ 的提取　 ５％ ＥＤＴＡ 抗凝新鲜外周血样 ５ ｍＬꎬ
充分颠倒混匀后以 ２ ４６９ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离出白膜层ꎬ采用

Ｐｒｏｍｅｇａ ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ按说明书在 Ｐｒｏｍｅｇａ 核酸全自动

提取工作站上进行总 ＲＮＡ 提取ꎮ
１ ６　 ｍＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ　 反转录体系采用 ２０ μＬꎮ 首先

在冰上的无菌、无核酸酶的薄壁 ＰＣＲ 反应管中按顺序加入 ５
μＬ ＲＮＡꎬ１ μＬ Ａｎｃｈｏｒｅｄ￣ｏｌｉｇｏ (ｄＴ)ꎬ５ ４ μＬ ＰＣＲ Ｇｒａｄｅ Ｗａ￣
ｔｅｒꎻ６５℃ １０ ｍｉｎ 做 ＲＮＡ 模板二级结构变性ꎬ取出并立即置于

冰上≥５ ｍｉｎꎬ然后加入反转录混合液[含 ４ μＬ ５×高保真反

转录酶缓冲液、０ ５ μＬ Ｐｒｏｔｅｃｔｏｒ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (４０ Ｕ / μＬ)、
２ μＬ ｄＮＴＰ 混合液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、１ μＬ ＤＴＴ(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)及
１ １ μＬ 高保真反转录酶 (２００ Ｕ / μＬ)]ꎬ充分混匀后ꎬ在 ＰＣＲ
扩增仪上接程序运行 ４５℃ ３０ ｍｉｎ→８５℃ ５ ｍｉｎꎮ
１ ７　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 的 ＰＣＲ 特异性扩增 　 以获得的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ特异性扩增 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的编码区序列ꎮ 我们设计的

ＰＣＲ 正向引物序列为:ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＧＣꎻ反向引

物序列为:ＴＴＡＣＡＣＧＣＴＧＧＴＡＴＣＴＧＴＴＧＧＧＧꎬ扩增的目的基

因片段长度为 １ ２ ｋｂꎮ 扩增采用 ２０ μＬ 反应体系ꎬ包含 １０×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬｄＮＴＰ(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) １ ６ μＬꎬＭｇＣｌ２(５ ｍｍｏｌ /
Ｌ) ６ μＬꎬＫＩＲ３ＤＬ３ ＰＣＲ 引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０ ８ μＬꎬ Ｔａｑ 酶

(５ Ｕ / μＬ)０ ２ μＬꎬ ｃＤＮＡ ５ μＬꎬ ｄｄＨ２Ｏ ３ ６ μＬꎻ在 ＰＣＲ 扩增

仪上扩增:９５℃ ２ ｍｉｎ→９５℃ ５ｓꎬ６８℃ １０ｓꎬ ７２℃ ２ ５ ｍｉｎꎬ４５
个循环→７２℃ １０ ｍｉｎ→４℃保存ꎮ
１ ８　 分子克隆和单体型测序　 ＰＣＲ 特异性扩增产物用切胶

法回收纯化ꎬ送大连宝生物公司做分子克隆和单体型测序ꎮ
１ ９　 序列分析和提交　 测得的阳性克隆基因序列采用 Ａｓ￣
ｓｉｇｎ ４ ７ ＳＢＴ (Ｃｏｎｅｘｉｏ ＧｅｎｏｍｉｃｓꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ)软件分析

ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎮ 新变异等位基因的序列分别提交国际

ＧｅｎＢａｎｋ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / Ｇｅｎｂａｎｋ / ) 和 ＩＰＤ￣
ＫＩＲ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｅｂｉ ａｃ ｕｋ / ｉｐｄ / ｋｉｒ)数据库ꎮ

２　 结果

２ １　 基因组 ＤＮＡ ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 全部 ８ 个外

显子双向测序的序列导入 Ａｓｓｉｇｎ ４ ７ 分析软件ꎬ发现 １ 例测

序分型结果异常标本:无完全匹配的测序分型结果ꎬ与

ＫＩＲ３ＤＬ３∗(０１００２ꎬ０４８)基因型最接近ꎬ但在编码区 １０７４ 碱基

位置不匹配ꎬ提示可能存在新的点突变(图 １)ꎮ

图 １　 １ 例献血者标本基因组 ＤＮＡ 的 ＫＩＲ３ＤＬ３ ＰＣＲ 产物测序结果(示编码区 １０７４ 碱基位置不匹配)
２ ２　 以 ｃＤＮＡ 为模板特异性扩增 ＫＩＲ３ＤＬ３ 编码区序列　 对

该例 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型结果异常的标本ꎬ重新采集其献血者

新鲜血样ꎬ提取总 ＲＮＡꎮ ｍＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ 链后ꎬ采用我

们设计的 １ 对 ＫＩＲ３ＤＬ３ 特异性 ＰＣＲ 引物扩增ꎬ获得了目的

序列ꎬ其片段大小与预期的长度(１ ２ ｋｂ)相符合(图 ２)ꎮ 采

用切胶法回收纯化分子克隆和单体型测序ꎮ

５１１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



Ｍ ＴａＫａＲａ ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ

图 ２　 ＫＩＲ３ＤＬ３ 特异性 ＰＣＲ 扩增产物(１ ２ ｋｂ)电泳

２ ３　 分子克隆和单体型测序　 一次性随机挑选 ６ 个阳性克

隆子的质粒 ＤＮＡ 做单体型测序ꎬ检出 １ 个正常的 ＫＩＲ３ＤＬ３∗

０１００２ 和 １ 个新变异等位基因ꎬ其序列与 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８ 最相

近ꎬ但第 ８ 外显子存在编码区(ＣＤＳ)ｎｔ １０７４Ａ>Ｇ 点突变(图
３)ꎬ导致第 ３３７ 密码子由 ＣＡＡ 变成 ＣＡＧ 的同义突变ꎬ不会引

起氨基酸的改变ꎮ 该新等位基因序列提交国际 ＧｅｎＢａｎｋ(序
列号:ＫＵ５２９２６９)和 ＩＰＤ￣ＫＩＲ 数据库(ＩＷＳ４０００２１７８)ꎬ已被世

界卫生组织(ＷＨＯ)ＨＬＡ 因子命名委员会 ＫＩＲ 分委会正式命

名为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２ꎮ

图 ３　 分子克隆测序显示 ＫＩＲ３ＤＬ３ 新等位基因存在编码区

ｎｔ １０７４Ａ>Ｇ 点突变(箭头所示)
２ ４　 新等位基因的检出频率　 在 ３０６ 份南方汉族个体标本

中 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８０２ 共检出了 １２ 次ꎬ检出频率为 ３ ９２％(１２ /
３０６)ꎮ

３　 讨论

天然杀伤细胞( ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌꎬＮＫ)是机体固有免疫

系统的重要组成部分ꎬ与移植免疫、肿瘤免疫、机体抗感染以

及自身免疫性疾病密切相关[８－１１] ꎬ近年来受到人们的广泛关

注ꎮ ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因具有高度的等位基因多态性和较高的杂

合度ꎮ Ｎｏｒｍａｎ 等[４]从非洲撒哈拉人群(ｎ＝ ２３５)中共检出 ３４
种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎬ其中基因频率>５％的有 ＫＩＲ３ＤＬ３∗００５
(１５ ６％)>∗００９０１(９ ２％) >∗００３(８ ８％) >∗００４０２(８ ０％) >
∗０３５(６ ５％) >∗０１４０１ (５ ０％)ꎬ并发现 １２ 个新等位基因ꎬ
ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的杂合度为 ９３％ꎮ Ｖｉｅｒｒａ￣Ｇｒｅｅｎ 等[５] 在高加索

人群(ｎ＝ ５０６)中共发现 ３５ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎬ其中基因

频率>５％的 ６ 种等位基因是 ＫＩＲ３ＤＬ３∗００１(２１ ２５％) >∗００３
(１８ ９７％)>∗００２(１２ ６５％) >∗００９(１０ ６７％) >∗０１４(７ ２１％)
＝ ∗０１３(７ ２１％)ꎬ检出了 １６ 种新等位基因ꎮ Ｎｅｍａｔ￣Ｇｏｒｇａｎｉ[６]

等在 ４９ 个新西兰毛利人群中发现 ２１ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因ꎬ
其中最常见的等位基因为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０１５０２(２０ ４％)ꎮ Ｈｏｕ
等[７]对 １００ 个非裔美国人的研究中检测到 ５０ 种 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等

位基因ꎬ包括 １２ 个新等位基因ꎮ
高加索人群最常见的等位基因为 ＫＩＲ３ＤＬ３∗００１(２１ ２５％)ꎬ

但在非洲撒哈拉人群中却未检出ꎻ非洲撒哈拉人群最常见的

等位基因 ＫＩＲ３ＤＬ３∗００５(１５ ６％)ꎬ在高加索人群的基因频率

仅为 ０ １９８％ꎻ新西兰毛利人群中检出的最常见等位基因

ＫＩＲ３ＤＬ３∗０１５０２ 的基因频率为 ２０ ４％ꎬ在高加索、非洲撒哈

拉人群分别为 ２ ２７３％及 １ ９％ꎬ说明不同地域、不同遗传背

景及种族之间的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 等位基因种类及其基因频率存在

较大差异[３－４] ꎮ 因而中国人群 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的分子遗传多

态性、新等位基因也亟得研究发现ꎮ
我们在对 ３０６ 名南方汉族人群 ＫＩＲ３ＤＬ３ 多态性的测序

分型中ꎬ发现 １ 例 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型异常者ꎬ无完全匹配的

测序分型结果ꎬ与 ＫＩＲ３ＤＬ３∗(０１００２ꎬ０４８)基因型最接近ꎬ但
在编码区 １０７４ 碱基位置不匹配ꎬ提示可能存在 １ 个点突变

(图 １)ꎮ 为了证实突变发生于哪一条单体型上ꎬ我们设计了

ＫＩＲ３ＤＬ３ 特异性 ＰＣＲ 引物ꎬ优化了 ＰＣＲ 扩增条件ꎬ采用我们

建立的 ｃＤＮＡ 分子克隆和单体型测序方法ꎬ检出了 １ 个正常

的 ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０１００２ 和 １ 个新的变异等位基因 ＫＩＲ３ＤＬ３∗

０４８０２ꎬ分子克隆测序结果与 ＰＣＲ 产物直接测序结果相符

(图 ２)ꎮ 该新等位基因的序列与 ＫＩＲ３ＤＬ３∗０４８ 最相近ꎬ但存

在编码区(ＣＤＳ)ｎｔ １０７４ Ａ>Ｇ 点突变ꎬ位于第 ８ 外显子的第

３３７ 密码子由 ＣＡＡ 变成 ＣＡＧꎬ但不会导致氨基酸的改变ꎮ 在

３０６ 名南方汉族无关个体中ꎬ ＫＩＲ３ＤＬ３∗ ０４８０２ 检出频率

３ ９２％(１２ / ３０６)ꎬ说明该等位基因在南方汉族人群中常见ꎮ
ＫＩＲ３ＤＬ３ 为功能性基因ꎬ但健康个体中 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因启

动子区的碱基甲基化ꎬ通常不表达于外周血 ＮＫ 细胞表面ꎮ
除了 ＫＩＲ３ＤＬ３ 外ꎬＹａｗａｔａ 等[１２] 研究了其余 １３ 个功能性 ＫＩＲ
基因(ＫＩＲ２ＤＳ１－５、２ＤＬ１－５、３ＤＳ１ 及 ３ＤＬ１－２)的表达水平ꎬ同
时报道了这 １３ 个功能性 ＫＩＲ 基因分子克隆所用的反转录特

异性引物ꎮ 但对多态性异常丰富的 ＫＩＲ３ＤＬ３ 基因的分子克

隆测序的方法的研究尚少ꎮ 一般而言ꎬ等位基因越多ꎬ测序

分型时出现的模棱两可等位基因组合也越多ꎮ 随着 ＫＩＲ 研

究和应用的深入ꎬ我们建立的 ＫＩＲ３ＤＬ３ ｃＤＮＡ 的分子克隆和

单体型测序方法ꎬ对 ＫＩＲ３ＤＬ３ 测序分型出现的异常结果及模

棱两可等位基因组合的鉴定、中国人群中特有的 ＫＩＲ 新等位

基因的发现和鉴定ꎬ都具有良好的应用价值ꎮ
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◆ Ｒｈ 血型系统基础与临床研究关键技术攻关合作组ꎻ△通信

作者:张印则(１９６９ １０￣)ꎬ男ꎬ医学博士ꎬ主任技师ꎬ主要从事输
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论著 Ｒｈ 血型系统基础与临床研究专题(下)

不同温度热处理与 ＩｇＧ 抗体诱导对红细胞衰亡的影响∗

李桢１ 　 张印则１◆△ 　 周华友２◆ 　 徐华３◆

(１.深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ ２.南方医科大学 南方医院ꎻ ３.陕西省血液中心)

　 　 摘要:目的　 探讨不同温度热处理及 ＩｇＧ 抗体诱导对红细胞衰亡的影响ꎮ 方法　 设 ３ 组分别用 ５０、５６ 及 ６０℃３
个温度加热处理 ２％ＲｈＤ＋红细胞悬液 ５、１０、２０ ｍｉｎꎻ另外设设 １ 组ꎬ以 ＲｈＤＩｇＧ 抗体 ７５ μＬ 与 ２％ＲｈＤ＋红细胞悬液 １５０
μＬ 混合ꎬ同时设对照组(以 ＰＢＳ 代替 ＲｈＤ)ꎬ ３７℃ ３０ ｇ 振荡(离心)ꎬ诱导时间分别为 ０、１６、２４、４０、４８ 及 ７２ ｈꎮ 用 Ａｌ￣
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / Ｄｅａｄ Ｃｅｌｌ 试剂盒检测红细胞的衰亡比例ꎮ 结果　 流式检衰亡细胞比例(％):５０℃ / ５ ｍｉｎ、
５６℃ / ５ ｍｉｎ、６０℃ / ５ ｍｉｎ 组分别为 １ ０９±０ ３２ ｖｓ ５ ４４±０ ５１ ｖｓ １６ ３５±０ ５３ꎬ５０℃ / １０ ｍｉｎ、５６℃ / １０ ｍｉｎ 、６０℃ / １０ ｍｉｎ
组分别为 １ ０３±０ １７ ｖｓ ９ ２７± ０ ２５ ｖｓ ２９ ４２± １ ２１ꎬ５０℃ / ２０ ｍｉｎ 、５６℃ / ２０ ｍｉｎ、６０℃ / ２０ ｍｉｎ 分别为 １ ６６± ０ ２１ ｖｓ
１７ ７４±０ ８１ ｖｓ ６１ ３８±４ ３４(Ｐ<０ ０１)ꎻ除了 ５０℃ / ５ ｍｉｎ 和 ５０℃ / １０ ｍｉｎ ２ 个组外ꎬ同一温度下ꎬ各组随着加温时间的

延长ꎬ衰亡细胞比例增大ꎬ不同温度加热 ２０ ｍｉｎ 时ꎬ死亡细胞比例(ＡＶ－ＰＩ＋及 ＡＶ＋ＰＩ＋红细胞之和)较 ５ ｍｉｎ 和 １０
ｍｉｎ 有所升高ꎬ尤以 ６０℃组最为明显ꎬ但红细胞破碎严重ꎬ检测到的细胞总数较少ꎬ死亡细胞比率(％):６０℃ / ５ ｍｉｎ、
６０℃ / １０ ｍｉｎ、６０℃ / ２０ ｍｉｎ 组分别为 ０ ５１±０ ５９ ｖｓ ０ ４６±０ １１ ｖｓ ６ ２０±１ ７０(Ｐ<０ ０１)ꎮ 抗体诱导试验:诱导时间 ０、
１６、２４、４０、４８、７２ ｈ 的衰亡和死亡细胞的比例(％)各自分别为 ０ ７６±０ ２０、０ ０７±０ ０１ꎬ６ ４４±０ ２２、３ ７８±０ ５１ꎬ８ ２９±
０ ２３、６ ３６±０ ２４ꎬ１３ ３４±０ ９６、９ ２７±０ ５１ꎬ１５ ０１±２ ０７、１０ ２１±２ ０５ꎬ３１ ２０±１０ ２０、１０ ３４±２ ０６(Ｐ<０ ０１)ꎮ 结论　 加

热及抗体处理诱导均会引起红细胞衰亡ꎻ提示血清学试验中以热处理温度≤５６℃ 、热处理时间<１０ ｍｉｎ 为宜ꎮ
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０ ９７± ０ ４８)％ꎬ
Ｆｏｒ ｔｅｎ￣ｍｉｎｕｔｅ ｈｅａｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓ ａｔ ５０℃ꎬ ５６℃ꎬ ６０℃ꎬ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ( １ ０３ ±
０ １７)％ꎬ (９ ２７±０ ２５)％ꎬ (２９ ４２±１ ２１)％ (ｎ ＝ ３). Ａｆｔｅｒ
２０ ｍｉｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｆｕｒ￣
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ｔｈｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ (１ ６６±０ ２１)％ꎬ (１７ ７４±０ ８１)％ꎬ (６１ ３８±４ ３４)％ (ｎ ＝ ３)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｏｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅ￣
ｄｕｎｄｅｒ １０ ｍｉｎꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ (ＡＶ－ＰＩ＋ ａｎｄ ＡＶ＋ＰＩ＋) ｐｒｅｓｅｎｔｓ ｌｉｔｔｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.Ａｔ ａ ｇｉｖｅｎ ｈｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ
ｌｅｎｇｔｈꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ. Ｏｖｅｒ ａｌｌꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｈｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｔ ａｇｉｖｅｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ５０℃ / ５ ｍｉｎ ａｎｄ ５０℃ / １０ ｍｉｎ ｄａｔａꎬ ｗｈｉｃｈ
ｍａｙ ｂｅ ｃａｕｓｅｄ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｏ ｂｒｅａｋ ｄｏｗｎ ｃｅｌｌｓ ａｔ ５０℃ . Ｗｉｔｈ ａ ２０ ｍｉｎｕｔｅｓ′ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ａｔ ｔｈｅ ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ６０℃(Ｄｅａｔｈ ｒａｔｉｏ: ６０℃ / ５ ｍｉｎ:０ ５１±０ ５９ꎬ ６０℃ / １０ ｍｉｎ:０ ４６±０ １１ꎬ ６０℃ / ２０ ｍｉｎ:６ ２０±１ ７０ꎬ Ｐ<０ ０１)ꎬ
ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ (ＡＶ－ＰＩ ＋ ａｎｄ ＡＶ ＋ ＰＩ ＋) ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ５ ｍｉｎ ａｎｄ １０ ｍｉｎ ｇｒｏｕｐｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｃｅｌｌ
ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ａｔ ６０℃ꎬａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｌｉｍｉｔｅｄ.Ａｓ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓꎬ Ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ １６ ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ
ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｒｅａｃｈｅｄ ７２ ｈꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｄｅａｄ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ４１ ５４％(Ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ: ０ ｈ:０ ７６±０ ２０ꎬ１６ ｈ:６ ４４±
０ ２２ꎬ２４ ｈ＝:８ ２９±０ ２３ꎬ４０ ｈ:１３ ３４±０ ９６ꎬ４８ ｈ:１５ ０１±２ ０７ꎬ７２ ｈ:３１ ２０±１０ ２０ꎻ Ｄｅａｔｈ ｒａｔｉｏ: ０ ｈ:０ ０７±０ ０１ꎬ１６ ｈ:
３ ７８±０ ５１ꎬ２４ ｈ:６ ３６±０ ２４ꎬ４０ ｈ:９ ２７±０ ５１ꎬ４８ ｈ:１０ ２１±２ ０５ꎬ７２ ｈ:１０ ３４±２ ０６)ꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１９ ５７％).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂｏｔｈ ｈｅａｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ
ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｗｅ ｗｏｕｌｄ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＢＣｓ ｓｈｏｕｌｄ ｍａｉｎｔａｉｎ ａ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｎｏ
ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５６℃ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｋｅｐｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０ ｍｉｎ.Ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｎｅｍｉａꎬ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｉｍｅ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｅｓｔꎬ ｉｔ ｉｓ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｎｏｔ ｔｏ ｕｓｅ ｏｖｅｒ￣ｓｔｏｒｅｄ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅꎻ ｅｒｙｐｔｏｓｉｓꎻ ＲｈＤ ＩｇＧꎻ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

细胞凋亡是多细胞生物普遍存在的由多种基因共同编

码、调节的程序性细胞死亡[１] ꎮ 成熟红细胞无细胞核ꎬ普遍

认为其死亡不涉及细胞核基因的表达与调控ꎬ只是被动地通

过免疫系统识别后由巨噬细胞将其清除[２] ꎮ 但有研究显示ꎬ
虽然红细胞缺乏与大多数细胞种群凋亡相关的细胞核和线

粒体ꎬ但同样会经历独特的程序性细胞死亡过程ꎬ即细胞衰

亡(ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ) [３] ꎮ 这一过程与低 ｐＨ 值、细胞钙的增加及伴

有低 ＡＴＰ 浓度的能量损失有关ꎬ以不可逆的形态变化及带

负电荷的磷脂酰丝氨酸(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅꎬ ＰＳ)暴露于细胞

表面为特征[４] ꎻ此外还有些理化损伤亦可导致细胞衰

亡[１ꎬ５－６] ꎮ 红细胞的常规检测经常需做热处理(如放散试验)
或抗体结合处理(如间接抗球蛋白试验)ꎬ因而我们就这 ２ 种

因素对红细胞衰亡的影响做了探讨分析ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 实验材料　 经本中心医学伦理学委员会批准ꎬ从本中

心 ２０１６ 年 １１ 月的无偿献血者标本中ꎬ随机选取血清学盐水

法室温条件下凝集强度为“４＋”的 ＲｈＤ 阳性全血血辫 ３(人)
份[(１－２)ｍＬ /份]ꎮ 此血样采集后均于 ４℃保存了 １ ｄꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器　 ０ ００６ ７ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ批号

ＡＺＥ１８９２１７ꎬ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ / Ｄｅａｄ Ｃｅｌｌ 衰亡检测试剂盒(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ
批号 １８４２３９０ꎬ 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＲｈＤ
ＩｇＧ 单克隆抗体(批号 ２０１６０７２５ꎬ上海血液生物有限责任公

司)ꎮ 流式细胞仪(Ａｔｔｕｎｅ ＮｘＴ ａｕｔｏ ｓａｍｐｌｅｒꎬ美国 ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌ￣
ｏｇｉｅｓ 公司)ꎻ自动细胞计数仪(ＴＣ２０ Ａｕｔｏｍａｔｅｄ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｅｒꎬ
新加坡 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ平板离心机(Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒꎬ德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ血清学离心机 (ＫＡ￣２２００ꎬ日本 Ｋｕｂｏｔａ 公

司)ꎻ空气浴摇床(ＳＩ５０ꎬ英国 ＢＩＢＢＹ 公司)ꎻ电热恒温水槽

(ＤＫ￣８Ｂꎬ上海精宏实验设备有限公司)ꎮ

１ ３　 ０ ２％红细胞悬液的制备　 将 ３ 份血辫混合ꎬ１ ０００ ｇ 离

心 １ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次ꎬ再以 １ ０００ ｇ 离心

１ ｍｉｎ 制成浓缩红细胞ꎬ取浓缩红细胞 ２ μＬ 加至 １ ｍＬ ＰＢＳ
中ꎬ即为 ０ ２％红细胞悬液ꎮ
１ ４　 红细胞衰亡的诱导

１ ４ １　 不同温度热处理诱导红细胞衰亡　 在 ９ 个离心管中

各加入红细胞悬液 １ ｍＬꎬ分别置于 ５０、５６ 及 ６０℃水浴ꎬ在每

个温度下分别放置 ５、１０ 及 ２０ ｍｉｎꎬ水浴完成后各取出 １５０
μＬ 加至 ９６ 孔板中ꎬ对应平行孔 ３ 个 /管ꎻ同时设置对照组:１
ｍＬ ０ ２％红细胞悬液在 ３７℃中水浴 ２０ ｍｉｎꎮ
１ ４ ２　 抗体诱导红细胞衰亡 　 在 ９６ 孔板中加入 １５０ μＬ
０ ２％红细胞悬液及 ７５ μＬ ＲｈＤ ＩｇＧ 单克隆抗体ꎬ同时设置对

照组(用 ＰＢＳ 代替 ＲｈＤ ＩｇＧ 单克隆抗体)ꎬ置于空气浴摇床

(３７℃ ２０ ｇ 离心)ꎬ诱导时间分别为 ０、１６、２４、４０、４８ 及 ７２ ｈꎮ
诱导完成后ꎬ１ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎮ
１ ５　 流式细胞术检测红细胞衰亡[７] 　 用衰亡检测试剂盒检

测细胞衰亡标志物ꎬ操作严格依照试剂盒说明书ꎮ 在 ＦＳＣ、
ＳＳＣ 的二维散点图中圈出红细胞区ꎬ检测红细胞 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
(ＡＶ)和 ＰＩ 的荧光强度ꎮ ＡＶ 最大激发波长 ４８８ ｎｍ、最大发

射波长 ４９９ ｎｍꎬＰＩ 的最大激发波长 ５３５ ｎｍ、最大发射波长

６１７ ｎｍꎮ 用 ＰＢＳ ０ｈ 组确定双阴性区(ＡＶ－ ＰＩ－)ꎬ检测细胞

１０ ０００ 个 /标本ꎮ
１ ６　 统计学分析　 使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２２ 软件ꎬ计量数

据以“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ组间比较采用 Ｆ 检验ꎬＰ<
０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 热处理对红细胞衰亡的影响　 随着温度的升高与加温

时间的延长ꎬ衰亡红细胞(右下象限 ＡＶ＋ＰＩ－)比率明显升

高ꎮ 同一热处理时间ꎬ温度越高ꎬ衰亡细胞比率越大ꎻ除了
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５０℃ / ５ ｍｉｎ 和 ５０℃ / １０ ｍｉｎ ２ 组以外ꎬ同一温度ꎬ随着热处理

时间的延长ꎬ衰亡细胞比率增大ꎬ热处理 ２０ ｍｉｎ 时死亡细胞

比率(ＡＶ－ＰＩ＋及 ＡＶ＋ＰＩ＋红细胞之和占红细胞总数的比例)
较 ５ 和 １０ ｍｉｎ 有所升高ꎬ尤以 ６０℃组最为明显ꎬ但红细胞破

碎严重ꎬ所能检测到的细胞数量较少(图 １ꎬ表 １)ꎮ

２ ２　 抗体诱导对红细胞衰亡的影响　 抗体诱导红细胞 １６ ｈ
即可检出衰亡红细胞(右下象限 ＡＶ＋ＰＩ－)ꎻ随着抗体诱导

(孵育)时间的延长ꎬ衰亡及死亡红细胞比例逐渐升高(表 ２ꎬ
图 ２)ꎮ 实验中最高检测到了 １１ ４８％ 的死亡红细胞 (图

３Ｋ)ꎬ说明死亡红细胞破碎较少ꎮ

Ａ 对照组红细胞ꎻＢ ５０℃加热 ５ ｍｉｎ 红细胞ꎻＣ ５０℃加热 １０ ｍｉｎ 红细胞ꎻＤ ５０℃加热 ２０ ｍｉｎ 红细胞ꎻＥ ５６℃加热 ５ ｍｉｎ 红细胞ꎻＦ ５６℃
加热 １０ ｍｉｎ 红细胞ꎻＧ ５６℃加热 ２０ ｍｉｎ 红细胞ꎻＨ ６０℃加热 ５ ｍｉｎ 红细胞ꎻＩ ６０℃加热 １０ ｍｉｎ 红细胞ꎻＪ ６０℃加热 ２０ ｍｉｎ 红细胞

图 １　 ３ 个温度下不同加热时间红细胞衰亡检测的流式图谱

表 １　 ３ 个温度、不同加热时间对红细胞衰亡的影响 (ｎ＝ ３ꎬ％)

衰亡红细胞比例 死亡红细胞比例

对照组 ０ ９７±０ ４８ ０ ９１±０ ２５
５０℃ / ５ ｍｉｎ １ ０９±０ ３２ ０ ２３±０ ０７∗

５０℃ / １０ ｍｉｎ １ ０３±０ １７ ０ １７±０ ０７
５０℃ / ２０ ｍｉｎ １ ６６±０ ２１ １ ３０±０ ６１
５６℃ / ５ ｍｉｎ ５ ４４±０ ５１ １ ５１±０ １２
５６℃ / １０ ｍｉｎ ９ ２７±０ ２５ １ ４７±０ １１
５６℃ / ２０ ｍｉｎ １７ ７４±０ ８１ ２ ２０±０ ６０
６０℃ / ５ ｍｉｎ １６ ３５±０ ５３ ０ ５１±０ ５９
６０℃ / １０ ｍｉｎ ２９ ４２±１ ２１ ０ ４６±０ １１
６０℃ / ２０ ｍｉｎ ６１ ３８±４ ３４ ６ ２０±１ ７０

注:同一热处理时间ꎬ不同温度比较ꎬＦ５ ｍｉｎ ＝ ６７３ ８、Ｆ１０ ｍｉｎ ＝ ９９０ ７、
Ｆ２０ ｍｉｎ ＝ ５０４ ４ꎬＰ < ０ ０１ꎻ同一温度ꎬ不同热处理时间比较ꎬＦ５６℃ ＝

４７０ ２、Ｆ６０℃ ＝ ２６３ ３ꎬＰ<０ ０１

３　 讨论

热放散是红细胞 ＡＢＯ 血型鉴定中的常用方法ꎬ通常需

要以 ５６℃孵育红细胞ꎬ而微波放散温度通常控制在 ５０ －

５６℃ [８] ꎮ 研究显示ꎬ红细胞对热刺激较为敏感ꎬ易引起溶血

及蛋白质变性[９－１０] ꎮ 本组实验数据显示ꎬ红细胞经 ５６℃热处

理ꎬ随着处理时间的延长ꎬ衰亡与死亡红细胞的比例明显上

升ꎬ而热处理温度为 ５０℃ꎬ３ 个孵育时间的红细胞衰亡与死

亡比例均有所下降ꎬ升至 ６０℃时ꎬ红细胞衰亡与死亡比例明

显升高且破碎情况严重(表 １ꎬ图 １)ꎮ 由此可见热放散温度

及处理时间是影响红细胞衰亡与死亡的关键因素ꎬ温度越

高ꎬ加热时间越长时ꎬ红细胞发生衰亡与死亡的比例也越高ꎮ
我们采用抗体(ＩｇＧ 抗￣Ｄ)诱导红细胞衰亡ꎬ流式检测结

果显示:随着诱导时间的延长ꎬ红细胞衰亡与死亡数量逐渐

升高ꎬ７２ ｈ 时抗体处理组衰亡与死亡红细胞比例>４０％ꎬ远高

于对照组(表 ２)ꎮ 分析各象限细胞数量变化情况发现:随着

抗体诱导时间的延长ꎬ细胞数量明显增多的首先是右下象限

(ＡＶ＋ＰＩ－细胞)ꎬ接着是左上象限(ＡＶ－ＰＩ＋细胞)及右上象限

(ＡＶ＋ＰＩ＋细胞)(图 ２)ꎮ 提示抗体可诱导红细胞发生衰亡ꎬ
并导致红细胞死亡ꎬ红细胞死亡需经历衰亡的过程ꎮ

Ａ－Ｆ 红细胞在 ＰＢＳ 中孵育 ０、１６、２４、４０、４８、７２ ｈꎻＧ－Ｌ 红细胞中加入抗￣Ｄ 后孵育 ０、１６、２４、４０、４８、７２ ｈꎮ

图 ２　 抗体诱导不同时间红细胞衰亡的流式检测图谱

９１１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



表 ２　 抗￣Ｄ 不同诱导时间对红细胞衰亡的影响　 　 (ｎ＝ ３ꎬ％)

衰亡红细胞比例 死亡红细胞比例

对照组 抗￣Ｄ 诱导组 对照组 抗￣Ｄ 诱导组

０ ｈ １ １１±０ ３１ ０ ７６±０ ２０ ０ ０６±０ ０１ ０ ０７±０ ０１
１６ ｈ ３ ０１±０ ４２ ６ ４４±０ ２２ ０ ０８±０ ０２ ３ ７８±０ ５１
２４ ｈ ４ ７０±０ ５８ ８ ２９±０ ２３ ０ １４±０ ０１ ６ ３６±０ ２４
４０ ｈ ８ ７８±１ ３１ １３ ３４±０ ９６ ０ ２６±０ １２ ９ ２７±０ ５１
４８ ｈ １２ ４１±０ ９７ １５ ０１±２ ０７ ０ ２４±０ １１ １０ ２１±２ ０５
７２ ｈ １８ ５１±１ ２７ ３１ ２０±１０ ２０ １ ０６±０ ２０ １０ ３４±２ ０６

注:与对照组比较ꎬＦ衰亡 ＝ １０ ０４ꎬＰ<０ ０１ꎻＦ调 亡 ＝ ２７ １５ꎬＰ<０ ０１

与抗体诱导相比ꎬ加温热处理检测到的死亡细胞比例都

非常小ꎮ 究其原因或为红细胞在受热过程中被迅速破坏ꎬ细
胞破碎ꎬ无法检测ꎬ因而造成死亡细胞比例的走向趋势不明

显ꎮ ６０℃ / ２０ ｍｉｎ 处理绝大多数细胞死亡ꎬ仅检测到 ６％(表
１)ꎻ而抗体诱导作用缓慢而温和ꎬ使数据趋势显而易见(表
２)ꎮ 抗￣Ｄ 试剂中叠氮钠的用量甚微ꎬ其对抗体诱导的影响ꎬ
有待后续研究ꎮ

综上所述ꎬ热处理红细胞时ꎬ温度不宜过高(须<５６℃)ꎬ
且需严格控制处理时间ꎬ以<１０ ｍｉｎ 为宜ꎮ 在做间接抗球蛋

白试验时ꎬ检测标本均在 ３７℃下孵育ꎬ且通常试验操作<１ ｈꎬ
不致对红细胞衰亡与死亡产生明显影响[１１] ꎮ 但红细胞与抗

体(如抗￣Ｄ)结合 ７２ ｈꎬ其发生衰亡与死亡的红细胞比例>
４０％(表 ２)ꎬ由此提醒我们ꎬ对某些疾病ꎬ如对于自身免疫性

溶血性贫血患者的检测ꎬ采集血样后应及时完成相关试验ꎬ
并尽可能保证检测标本新鲜ꎬ不宜使用陈旧的血样ꎮ
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论著

筛选及鉴定 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 噬菌体克隆的实验研究∗

吴凡△ 　 庄乃保　 张印则　 苏宇清　 梁延连(深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５)

　 　 摘要:目的　 利用随机噬菌体 １２ 肽库筛选出血型 Ｄ 抗原的模拟多肽并验证ꎮ 方法　 采用 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 筛

选噬菌体随机 １２ 肽库ꎬ测定每轮筛选后洗脱物与抗￣ＲｈＤ 的结合情况ꎮ 对经特异性筛选得到的阳性噬菌体克隆进行

ＤＮＡ 序列测定ꎬ将推导出的 １２ 肽氨基酸序列进行同源性比较ꎬ通过凝集抑制试验验证阳性噬菌体与 ＩｇＧ 型单克隆

抗￣Ｄ 的反应ꎮ 结果　 随着筛选轮次增加ꎬ噬菌体洗脱物与抗￣ＲｈＤ 的结合力逐渐增强ꎮ 经过 ４ 轮淘洗后ꎬ得到 ８ 个

亲和力较强且具有较高重合率的保守区域的 １２ 肽序列ꎮ 凝集抑制实验表明具有相同氨基酸序列的阳性噬菌体对

ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 与 ＲｈＤ 阳性红细胞的凝集反应具有抑制作用ꎮ 结论　 随机噬菌体 １２ 肽库筛选得到的血型 Ｄ 抗

原模拟多肽ꎬ为 ＲｈＤ 结构与功能研究及研制针对 ＲｈＤ 新生儿溶血病的新型诊断抗原、制备特异疫苗以及探索新的

治疗方法提供实验基础ꎮ
关键词:肽库ꎻＲｈＤ 抗原ꎻ细菌噬菌体ꎻ表位

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １＋ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１２１￣０５
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ｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｈａｄ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣Ｄ ａｎｄ ＲｈＤ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｈＤ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｎｅｗ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｓｐｅ￣
ｃｉｆｉｃ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｎｅｗ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲｈＤ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ ｎｅｗｂｏｒｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｅｐｔｉｄｅ ｌｉｂｒａｒｙꎻ ＲｈＤ ａｎｔｉｇｅｎꎻ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓꎻ ｅｐｉｔｏｐｅ

２０ 世纪 ８０ 年代中期以来ꎬ各种生物文库技术的出现ꎬ为
高通量、高效率及低成本筛选配体分子提供了新的技术手

段ꎬ其中ꎬ噬菌体展示技术是最有效的方法之一[１－２] ꎮ 噬菌体

表面展示肽库(Ｐｈａｇｅ￣Ｄｉｓｐｌａｙｅｄ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｌｉｂｒａｒｙ)是指将不同

排列氨基酸组成的具有各种各样局部 ３Ｄ 空间结构的多肽分

别展示在噬菌体表面所构成的分子文库ꎮ 由于多肽序列是

随机构成的ꎬ因此又称为噬菌体展示随机肽库ꎮ 它巧妙地利

用噬菌体的基因复制、转录、蛋白表达和感染扩增等生物周

期特性ꎬ结合基因重组技术得以实现ꎮ 本研究根据前期研究

基础[３]进一步优化利用噬菌体表面展示技术筛选 ＩｇＧ 型单

克隆抗￣Ｄ 噬菌体克隆的方案ꎬ进行 ＲｈＤ 血型抗原模拟表位

的筛选和鉴定ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料来源　 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄꎬ上海血液生物医药有限

责任公司ꎬ批号:２０１６０７２５ꎻＰｈ Ｄ 噬菌体展示随机 １２ 肽库

试剂盒ꎬ其中噬菌体滴度为 １ ５×１０１３ ｐｆｕ / ｍＬꎬ美国 Ｎｅｗ Ｅｎｇ￣
ｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司ꎬ批号:０３５１５０１ꎻ宿主菌 Ｅ ｃｏｌｉ ＥＲ２５３７ꎬ中国

军事医学科学院提供ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 ＬＢ 培养液、ＬＢ 平板、ＬＢ / ＩＰＴＧ / Ｘ￣ｇａｌ 平
板、顶层琼脂糖ꎬ江门市凯林贸易有限公司ꎬ批号:１６０９２２ꎻ牛
血清白蛋白(ＢＳＡ)ꎬ美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司ꎬ批号:１６５２Ｃ１８ꎻ明
胶ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号:２０１５０７１６ꎻ脱脂奶粉ꎬ内蒙古伊利

实业集团股份有限公司ꎬ批号:２０１５０８２１ꎻＴｗｅｅｎ ２０ꎬ美国 Ｐｒｏ￣
ｍｅｇａ 公司ꎬ批号:１０４１４４ꎻ聚乙二醇(ＰＥＧ)８０００ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司ꎬ批号:１３４０１８ꎻＨＲＰ 联结的抗￣Ｍ１３ꎬ英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ批
号:００５１３０４ꎻＴＭＢ 底物显色试剂盒ꎬ北京康为世纪生物科技

有限公司ꎬ批号:１５１３ＤꎻＨ２ＳＯ４终止液(１Ｎ)ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公

司ꎬ批号:１３３６１００１０ꎻＮｅｃｌｅａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ、ＧｏＴａｑ Ｇ２ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ￣
Ｍｉｘꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬ批号:００００１４６９７７ꎻ噬菌体 ＤＮＡ 扩增

引物ꎬＴａｋａｒａ 宝生物工程(大连)有限公司ꎻ荧光抗体 ＦＩＴＣ￣标
记山羊抗人 ＩｇＧ Ｆｃ ( ａｂ) ２ꎬ英国 Ｓｅｒｏｔｅｃ 公司ꎬ批号:１１１３ꎻ
Ｍｏｎｏｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＩｇＧ(ｇｏａｔ)ꎬ荷兰 Ｓａｎｑｕｉｎ 公司ꎬ批号:
Ｋ１１３１ꎻ其他试剂为国产分析纯ꎮ ＳＩ５００ 摇动式培养箱ꎬ英国

１２１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



Ｓｔｕａｒｔ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＢｉｏ￣Ⅱ￣Ａ / Ｇ 生物安全柜ꎬ西班牙 Ｔｅｌｓｔａｒ
公司ꎻＬａｂｏｆｕｇｅ ４００Ｒ 台式冷冻离心机ꎬ德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司ꎻ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ 微型冷冻离心机ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻＳｕｎ￣
ｒｉｓｅ 酶标仪ꎬ瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司ꎻＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ ｅｐ ｇｒａｄｉｅｎｔ ＰＣＲ 扩

增仪ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻＦｉｒｅ Ｒｅａｄｅｒ 凝胶成像系统ꎬ英国

Ｕｖｉｔｅｃ 公司ꎻＦＬ Ａｕｔｏ 显微镜细胞成像仪ꎬ美国 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｉｅｓ 公司ꎻＡｔｔｕｎｅ ＮｘＴ 流式细胞仪ꎬ美国 Ｌｉｆｅ 公司ꎮ
１ ３　 方法

１ ３ １　 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 噬菌体克隆的筛选　 根据我们前

期研究已经建立的随机噬菌体肽库筛选血型 Ｄ 抗原模拟多

肽的优选方案[３] ꎬ本研究采用含 ０ ５％ＢＳＡ 的清洗缓冲液ꎬ并
增加第 ４ 轮淘洗:封闭缓冲液为 ０ ５％ ＢＳＡꎬ清洗缓冲液

Ｔｗｅｅｎ２０ 浓度为 ０ ５％ꎬ第 ４ 轮淘洗中包被的抗体量为 ２０ μｇ /
ｍＬꎬ噬菌体与包被抗体的温育时间为 ３０ ｍｉｎꎮ 选择约有 １００
个噬菌体菌斑的平板计数ꎬ测定噬菌体滴度ꎬ计算每轮淘洗

Ｐ / Ｎ 值:Ｐ / Ｎ 值＝淘洗实验孔(包被抗￣Ｄ)噬菌体滴度 /淘洗

阴性孔(对照孔)噬菌体滴度ꎮ
１ ３ ２　 噬菌体扩增液的 ＥＬＩＳＡ 检测　 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 稀

释至 １００ μｇ / ｍＬ 包被微孔板ꎮ ０ ５％ ＢＳＡ 封闭缓冲液ꎬ３７℃
封闭 １ｈꎮ ０ １％ ＴＢＳＴ 洗 ６ 次ꎮ 每轮噬菌体扩增液用 ０ １％
ＴＢＳＴ 稀释至 １×１０１１ｐｆｕ / ｍＬꎬ１００ μＬ /孔ꎬ３７℃轻振(<２０ ｇ)孵
育 １ｈꎮ 噬菌体原肽库作为对照ꎮ 实验孔、对照孔各 ３ 孔(ｎ＝
３)ꎮ ０ １％ ＴＢＳＴ 洗 １０ 次ꎮ 加 ＨＲＰ 联结的抗￣Ｍ１３１００ μＬ /孔ꎬ
室温震荡(约 ２０ ｇ)孵育 １ｈꎮ ０ １％ ＴＢＳＴ 洗 ６ 次ꎮ 加 ＴＭＢ 显

色工作液 １００ μＬ /孔ꎬ室温避光孵育 ２５ ｍｉｎꎮ 加 １Ｎ Ｈ２ＳＯ４ ５０
μＬ /孔终止反应ꎮ 酶标仪测 Ａ４５０ 的吸光度值ꎮ
１ ３ ３　 ＥＬＩＳＡ 法鉴定阳性噬菌体　 随机挑取第 ４ 轮实验孔的

５０个噬菌体蓝斑ꎬ扩增ꎬ制备纯化的噬菌体悬液ꎬ并测定滴度ꎮ
ＥＬＩＳＡ 检测以上５０个阳性噬菌体Ａ４５０ 的吸光度值ꎬ方法同１ ３ ２ꎮ
１ ３ ４　 噬菌体 ＤＮＡ 的制备 　 分别取鉴定为阳性的噬菌体

悬液 ５ μＬ 加入至 １ ｍＬ １ ∶１００ 稀释的 Ｅ ｃｏｌｉ ＥＲ２５３７ 过夜培

养物中ꎬ３７℃振摇(约 ２５０ ｇ)培养 ４ ５ ｈꎮ 培养物转入微量离

心管ꎬ４℃、１０ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ尽量去除残留菌体及其碎

片ꎮ 取 ５００ μＬ 扩增后菌液于新的无菌离心管中ꎬ加 ２００ μＬ
ＰＥＧ / ＮａＣｌ 混匀ꎬ４℃ 放置 １０ ｍｉｎ 后 ４℃、１６ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ １００ μＬ ＮａＩ 缓冲液充分重悬沉淀ꎬ加入 ２５０ μＬ
无水乙醇ꎬ室温放置 １０ ｍｉｎꎮ ４℃、１０ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎮ 加 ７０％乙醇清洗沉淀ꎬ沉淀溶于 ３０ μＬ ＴＥ 缓冲液中ꎮ
１ ３ ５　 噬菌体 ＤＮＡ 序列测定 　 对所得噬菌体 ＤＮＡ 扩增ꎮ
上游引物序列( Ｐｈａｇｅ￣Ｆ):５′￣ＣＧＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴＡＧＴＧＧＴＡＣＣ￣
３′ꎬ下游引物序列 ( Ｐｈａｇｅ￣Ｒ): ５′￣ＣＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡ￣
ＡＣＧ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反应体系为(２５ μＬ):Ｎｅｃｌｅａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ １１
μＬ、ＧｏＴａｑ Ｇ２ Ｈｏｔ ＳｔａｒｔＭｉｘ ８ μＬ、Ｐｈａｇｅ￣Ｆ(１０ ｐｍｏｌ / ｍＬ) ２ ５
μＬ、Ｐｈａｇｅ￣Ｒ(１０ ｐｍｏｌ / ｍＬ)２ ５ μＬ、噬菌体 ＤＮＡ １ μＬꎮ 扩增

条件:９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５℃变性 ３０ ｓ、５５℃退火 ３０ ｓ、７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ最后 ７２℃延伸 ５ｍｉｎꎮ 扩增产物用 ２％
琼脂糖凝胶电泳检测并送 Ｔａｋａｒａ 宝生物工程(大连)有限公

司测序ꎮ 测序引物同扩增引物ꎮ
１ ３ ６　 多肽序列同源性比较 　 从所得的噬菌体 ＤＮＡ 序列

中ꎬ推导出 １２ 肽氨基酸序列ꎮ 经美国国家生物技术信息中

心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬＮＣＢＩ)蛋白的

多序列比对工具 ＣＯＢＡＬＴ[４]分析得到其保守区域ꎮ
１ ３ ７　 凝集抑制试验　 显微镜观察:２００ μｇ / ｍＬ 的 ＩｇＧ 型单

克隆抗￣Ｄ ５０ μＬꎬ分别与 １×１０８、１×１０１０ｐｆｕ / ｍＬ 的阳性噬菌体

克隆 ５０ μＬ 混合于已用 ０ ５％ ＢＳＡ 封闭的微孔板中ꎬ３７℃孵

育 ３０ ｍｉｎꎮ 阳性对照孔加 ２００ μｇ / ｍＬ 的 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ
５０ μＬ 与生理盐水 ５０ μＬ 混合ꎬ阴性对照孔加生理盐水 １００
μＬꎮ 加入 １％洗涤 Ｏ 型 ＲｈＤ 阳性红细胞 ５０ μＬ /孔ꎬ３７℃孵育

１ｈꎮ 生理盐水洗涤 ３ 次ꎮ 最后一次洗涤后扣干ꎬ加入单克隆

抗人球蛋白血清 １００ μＬ /孔ꎬ１ ０００ ｇ 离心 １５ ｓꎬ取 １０ μＬ /孔
涂片ꎬ显微镜观察凝集情况ꎮ

流式细胞术检测: ２００ μｇ / ｍＬ 的 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ
２０ μＬꎬ分别与 １× １０８、１× １０１０ ｐｆｕ / ｍＬ 的阳性噬菌体克隆 ２０
μＬ 混合于用 ０ ５％ ＢＳＡ 封闭的微孔板中ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
阳性对照孔加 ２００ μｇ / ｍＬ 的 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ ２０ μＬ 与生

理盐水 ２０ μＬ 混合ꎬ阴性对照孔加生理盐水 ４０μＬꎮ 加入 １％
洗涤 Ｏ 型 ＲｈＤ 阳性红细胞 ２０ μＬ /孔ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎮ 生理盐

水洗涤 ３ 次ꎮ 加入 １０ μｇ / ｍＬ 荧光抗体 ＦＩＴＣ￣标记山羊抗人

ＩｇＧ Ｆｃ (ａｂ) ２ １００ μＬ /孔ꎬ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 生理盐水洗

涤 ３ 次ꎮ 最后一次洗涤后扣干ꎬ加生理盐水 ３００ μＬ /孔稀

释ꎮ 流式细胞仪检测平均荧光强度ꎮ
１ ４　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件分析数据ꎬ计量数据

用“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎮ

２　 结果

２ １　 噬菌体克隆的筛选　 噬菌体在 ＬＢ / ＩＰＴＧ / Ｘ￣ｇａｌ 平板上

形成了蓝色的噬菌斑ꎮ 噬菌体筛选过程中ꎬ随着筛选轮次增

加ꎬ对照孔(不包被)洗脱液与实验孔(包被 ＩｇＧ 型单克隆抗￣
Ｄ)洗脱液所得噬菌体数量差异增大(图 １)ꎬ说明特异结合的

阳性噬菌体所占比例增加ꎬ被 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 捕获的噬菌

体得到了富集ꎮ ４ 轮淘洗的 Ｐ / Ｎ 值分别为:３ ４４ ± ０ ４３、
２３ ７１±１ ８２、７５ ４３±４ ７７、８３ ５０±６ ９６(图 ２)ꎬ说明特异性结

合的噬菌体逐轮得到了有效富集ꎮ
２ ２　 噬菌体扩增液的 ＥＬＩＳＡ 检测　 ＥＬＩＳＡ 法检测每轮淘洗

后洗脱噬菌体的扩增液ꎮ 随着淘洗轮次增加ꎬ得到的噬菌体

扩增液与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 结合力逐渐增强(图 ３)ꎮ
２ ３　 阳性噬菌体的鉴定 　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ５０ 个噬菌体克

隆中有 １５ 个与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 具有结合特性ꎬ且与 ＢＳＡ
反应较弱ꎬ表明在筛选的 １２ 肽内可能含有单克隆抗体结合

位点ꎮ １５ 个阳性噬菌体克隆编号分别为 ６、９、１２、１４、１６、１７、
２０、２２、２３、２４、３１、４０、４１、４２、４３(图 ４)ꎮ

ＡＸ:对照孔(不包被)洗脱液所得噬菌体菌斑ꎻＢＸ:实验孔

(包被 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ)洗脱液所得噬菌体菌斑

图 １　 对照孔与实验孔 １０４倍稀释洗脱液噬菌体数量比较
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Ｒ１:第 １ 轮淘洗ꎻＲ２:第 ２ 轮淘洗ꎻＲ３:第 ３ 轮淘洗ꎻＲ４:第 ４

轮淘洗

图 ２　 特异性结合噬菌体在不同轮次的富集结果

Ｂｌａｎｋ 不包被抗体、不用 ＢＳＡ 封闭ꎻＮｃ 包被抗体ꎬ加入噬菌

体原肽库ꎻＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｗｅｌｌｓ:包被抗体ꎬ加入每轮淘洗的

噬菌体扩增液

图 ３　 噬菌体扩增液的 ＥＬＩＳＡ 检测(ｎ＝ ３)

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｗｅｌｌｓ:包被抗体ꎬ加入第 ４ 轮挑取的单克隆噬

菌体扩增液ꎻＣｏｎｔｒｏｌ ｗｅｌｌｓ 只用 ＢＳＡ 封闭ꎬ不包被抗体ꎬ加

入第 ４ 轮挑取的单克隆噬菌体扩增液

图 ４　 阳性噬菌体克隆的 ＥＬＩＳＡ 鉴定　 　 (ｎ＝ ３)
２ ４　 阳性噬菌体 ＤＮＡ 序列测定　 ＰＣＲ 扩增 １５ 个阳性噬菌

体克隆 ＤＮＡꎬ结果显示在 ２００ｂｐ 左右有明显条带(图 ５)ꎬ与
目标扩增产物长度符合ꎬ为噬菌体 １２ 肽库特征性序列ꎮ

６、９、１２、１４、１６、１７、２０、２２、２３、２４、３１、４０、４１、４２、４３:阳性噬

菌体编号

图 ５　 阳性噬菌体克隆 ＤＮＡ ＰＣＲ 扩增结果

２ ５　 多肽序列同源性比较　 从 １５ 个阳性噬菌体克隆 ＤＮＡ
序列中ꎬ推导出 ８ 条 １２ 肽氨基酸序列ꎬ其中有 ２ 个和 ７ 个阳

性噬菌体克隆分别具有同样的序列(表 １)ꎮ ＣＯＢＡＬＴ 分析获

得 ８ 条氨基酸序列的保守区域(图 ６)ꎮ
表 １　 阳性噬菌体展示的氨基酸序列

阳性噬菌体编号 氨基酸序列 氨基酸序列编号

６、９ ＷＰＨＷＫＡＭＫＡＰＱＬ ＢＫ１
１２ ＶＰＷＷＫＨＳＭＰＳＰＥ ＢＫ２
１４ ＷＰＶＷＫＰＡＫＨＧＬＰ ＢＫ３
１６ ＷＨＮＰＷＬＳＷＴＲＰＹ ＢＫ４

１７、２０、２２、２３、４０、４１、４２ ＶＨＷＤＦＲＱＷＷＱＰＳ ＢＫ５
２４ ＷＨＲＴＹＴＰＷＦＳＬＰ ＢＫ６
３１ ＷＨＲＧＮＤＷＹＡＷＬＡ ＢＫ７
４３ ＷＨＬＴＷＷＱＴＶＶＰＧ ＢＫ８

注:Ｗ(Ｔｒｐ)ꎻＰ(Ｐｒｏ)ꎻＨ(Ｈｉｓ)ꎻＫ(Ｌｙｓ)ꎻＡ(Ａｌａ)ꎻＭ(Ｍｅｔ)ꎻＱ(Ｇｌｎ)ꎻＬ
(Ｌｅｕ)ꎻＶ(Ｖａｌ)ꎻＳ(Ｓｅｒ)ꎻＥ(Ｇｌｕ)ꎻＴ(Ｔｈｒ)ꎻＧ(Ｇｌｙ)ꎻＮ(Ａｓｎ)ꎻＹ(Ｔｙｒ)ꎻ
Ｄ(Ａｓｐ)ꎻＦ(Ｐｈｅ)ꎻＲ(Ａｒｇ)

图 ６　 ＣＯＢＡＬＴ 分析 １２ 肽保守区域结果

２ ６　 凝集抑制试验 　 具有相同氨基酸序列的噬菌体(１７、
２０、２２、２３、４０、４１、４２ 号)对 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 与 Ｏ 型 ＲｈＤ 阳

性红细胞的凝集具有明显的抑制作用ꎬ并呈现浓度依赖性

(图 ７ꎬ８)ꎮ

Ａ 阴性对照ꎻＢ 阳性对照ꎻＣ １×１０１０ｐｆｕ / ｍＬ 阳性噬菌体抑

制ꎻＤ １×１０８ ｐｆｕ / ｍＬ 阳性噬菌体抑制

图 ７　 阳性噬菌体与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 的凝集抑制实验

３　 讨论

目前ꎬＲｈ 血型系统的研究取得了极大进展ꎬ得到了大量

血清学和分子生物学的相关研究资料[５－７] ꎬ但具有重要临床

意义的 Ｄ 抗原仍然是临床关注的重点ꎮ 特别是随着全面开

放二胎政策的实施ꎬ一般多发生在 １ 胎以后的 ＲｈＤ 血型不合

新生儿溶血病(ＲｈＤ Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮｅｗｂｏｒｎꎬＲｈＤ￣
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ＨＤＮ)将更加受到临床的重视ꎮ 临床上 ＲｈＤ 阴性血需求量

也呈逐年增加趋势ꎬ患者常因术前无法找到合适匹配的血液

而延误治疗ꎮ 噬菌体表面展示技术目前已发展成为发现具

有新功能的多肽和改变已有多肽性质的强大工具ꎮ 这项技

术是将外源 ＤＮＡ 片段插入到丝状噬菌体编码外壳蛋白基因

中ꎬ使其表达产物(外源蛋白)与丝状噬菌体外壳蛋白融合ꎬ
并呈现在噬菌体的表面ꎮ 将噬菌体文库与 １ 个靶标结合ꎬ洗
涤多余未结合的噬菌体ꎬ然后洗脱保留含有目标克隆的噬菌

体ꎬ可推导得到与靶标特异性结合的外源多肽的氨基酸

序列ꎮ
(显微镜观察结果× ４)

图 ８　 阳性噬菌体与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 的凝集抑制试验

(流式细胞术检测结果)
本研究通过噬菌体表面展示技术的亲和筛选过程ꎬ获得

与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 高特异性结合的噬菌体克隆ꎮ 前期我

们已建立了随机噬菌体肽库筛选血型 Ｄ 抗原模拟多肽的优

选方案[３] ꎬ在此基础上增加第 ４ 轮淘洗ꎮ 结果显示ꎬ第 ３、４

轮淘洗 Ｐ / Ｎ 值的差值相比前几轮增长不明显ꎬ表明淘洗已基

本完成ꎮ 第 ４ 轮采用 ＢＳＡ 作为封闭缓冲液ꎬ也更利于后续用

ＢＳＡ 作为对照进行阳性单克隆噬菌体的鉴定和验证ꎮ 本研

究还结合采用了含 ０ ５％ＢＳＡ 的清洗缓冲液ꎬ非特异吸附得

到了较好的控制ꎬＰ / Ｎ 值明显提高ꎮ
投入 /产出比和 Ｐ / Ｎ 值都是观察与靶分子结合的噬菌体

在全部洗脱噬菌体中是否逐轮增加ꎬ并得到富集的常用方

法[８－９] ꎮ 投入 /产出比为每一轮投入的噬菌体数量和洗脱得

到的噬菌体数量的比例ꎮ Ｐ / Ｎ 值指筛选阳性孔(包被靶分

子)和阴性孔(未包被靶分子)回收的噬菌体数量的比值ꎬ其
中阴性孔回收噬菌体数量通常还可反映实验条件下非特异

性结合的量ꎮ 本研究采用 Ｐ / Ｎ 值为判断指标ꎬ其柱状图的表

现形式相对投入 /产出比数量级变化的表现形式更为直观ꎬ
更能说明特异性克隆的富集情况ꎮ 第 １ 轮筛选后 Ｐ / Ｎ 值为

３ ４４±０ ４３ꎬ第 ２ 轮为 ２３ ７１±１ ８２ꎬ第 ３、４ 轮分别达到 ７５ ４３
±４ ７７、８３ ５０±６ ９６(图 ２)ꎬ即 Ｐ / Ｎ 值逐轮提高ꎬ提示非特异

性结合的噬菌体所占比例减少ꎬ特异结合的噬菌体所占比例

增加ꎮ
噬菌体滴度测定是计算投入 /产出比和 Ｐ / Ｎ 值的基础ꎮ

噬菌体通过感染大肠杆菌进行扩增ꎬ感染复数(Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)是感染时噬菌体与大肠杆菌的数量比值ꎬ也就

是平均每个大肠杆菌感染噬菌体的数量ꎮ 当感染复数远小

于 １ꎬ即大肠杆菌克隆数远远过量时ꎬ噬菌斑才会随着加入的

噬菌体量呈线性增长ꎮ 此时才能保证每个噬菌斑只有 １ 个

ＤＮＡ 序列ꎬ所以必须保证被感染的大肠杆菌培养至对数生长

中期ꎮ 通常感染后的大肠杆菌培养 ６ꎬＬＢ / ＩＰＴＧ / Ｘ￣ｇａｌ 平板

上可见噬菌斑ꎬ但继续培养更长时间(１０~ １８)ｈ 才可见更易

于观察和计数的蓝色噬菌斑(图 １)ꎮ 噬菌体菌液的稀释度

也将影响滴度测定结果ꎬ噬菌体菌液稀释倍数太低ꎬ噬菌体

密度太大ꎬＬＢ / ＩＰＴＧ / Ｘ￣ｇａｌ 平板会“泛蓝”ꎬ即整个平板呈现

蓝色ꎬ无法计数单个噬菌体克隆数ꎻ如果噬菌体菌液稀释倍

数太高ꎬ噬菌体密度太小ꎬＬＢ / ＩＰＴＧ / Ｘ￣ｇａｌ 平板上仅有几个噬

菌斑甚至无噬菌斑ꎬ则计数误差太大ꎮ 洗脱液一般稀释 １０１

~１０４倍ꎬ扩增液一般稀释 １０８ ~ １０１１倍ꎬ选择约有 １００ 个噬菌

斑的平板进行计数ꎮ 同时取 ３ 个连续稀释度也更利于判断

且节省实验时间ꎮ 值得注意的是ꎬ第 ４ 轮富集后同样需挑取

噬菌斑总数不超过 １００ 个的平板上的噬菌斑进行扩增ꎬ才能

保证每个噬菌斑只包含单个 ＤＮＡ 序列ꎮ
经过几轮筛选后ꎬ一般能够富集到能与受体特异性结合

的噬菌体ꎮ 通常而言ꎬ在后几轮的筛选中ꎬ每次获得的噬菌

体总量都会增加ꎬ但是单就这个现象并不一定能说明已经筛

选到了受体特异性结合的肽段ꎮ ＥＬＩＳＡ 法可以说是最灵敏

的鉴定所获取的噬菌体克隆结合特异性的方法之一[１０－１１] ꎮ
本研究采用 ＥＬＩＳＡ 方法鉴定每轮筛选洗脱扩增后的噬菌体

与 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 的结合情况ꎬ结果显示随着筛选轮次增

加ꎬ酶标仪检测的 Ａ４５０吸光度值逐轮增加ꎬ即回收的噬菌体

扩增液与靶分子结合力逐渐增强ꎬ提示每轮结合噬菌体的数

量增加ꎬ噬菌体获得有效富集(图 ３)ꎮ 噬菌体克隆富集后ꎬ
需要选择单克隆做特异性结合试验ꎬ对单个噬菌体克隆相对

结合力进行评估ꎮ ＥＬＩＳＡ 方法检测结果可见ꎬ第 ４ 轮随机挑
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选的 ５０ 个单克隆噬菌体中ꎬ有 １５ 个单克隆噬菌体与实验孔

(包被 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ)反应的 Ａ４５０吸光度值较高ꎬ且与对

照孔(只用 ＢＳＡ 封闭)反应的 Ａ４５０吸光度值较低(图 ４)ꎬ因此

选取这些克隆进行测序ꎮ
Ｐｈ Ｄ 噬菌体展示 １２ 肽库将随机的 １２ 肽融合到 Ｍ１３噬

菌体次要衣壳蛋白(ｐＩＩＩ)上ꎬ所展示的 １２ 肽表达在 ｐＩＩＩ 的 Ｎ
末端ꎬ即:成熟蛋白的第 １ 个氨基酸就是随机 １２ 肽的第 １ 个

氨基酸ꎬ１２ 肽后面是一段短小的间隔多肽ꎬ由 Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣
Ｓｅｒ 组成ꎬ然后是野生型 ｐＩＩＩ 蛋白ꎮ 据此ꎬ上游引物至随机 １２
肽的长度为 ４２ ｂｐꎬ随机 １２ 肽长度为 ３６ ｂｐꎬ特征性氨基酸序

列(Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｇｌｙ￣Ｓｅｒ)长度为 １２ ｂｐꎬ特征性氨基酸序列至下游

引物的长度为 １０５ ｂｐꎬ故用于测序的 ＰＣＲ 扩增产物长度应为

１９５ ｂｐꎬ约 ２００ ｂｐ(图 ５)ꎮ 同时需检查随机 １２ 肽库区域中每

个密码子的第 ３ 个核苷酸应该为 Ｇ 或 Ｔꎮ １５ 个阳性噬菌体

经测序ꎬ推导出 ８ 条 １２ 肽氨基酸序列(表 １)ꎮ ４３ 号阳性噬

菌体随机氨基酸序列中的谷氨酰胺(ＧｌｎꎬＱ) 序列实际为

ＴＡＧ(终止密码子)ꎮ ＴＡＧ 在 Ｅ ｃｏｌｉ ＥＲ２５３７ 中已被谷氨酰胺

抑制ꎬ故 Ｐｈ Ｄ 噬菌体展示 １２ 肽库在 Ｅ ｃｏｌｉ ＥＲ２５３７ 中扩增

后ꎬ测序所得碱基序列为 ＴＡＧ 时ꎬ应当被翻译为谷氨酰胺密

码子ꎮ ＣＯＢＡＬＴ 是 １ 个在线的蛋白多序列比对工具ꎮ 比对

结果可见ꎬ８ 条多肽的氨基酸序列存在重合率较高的保守

区域ꎮ
根据靶分子及其结合肽具有的或可能具有的生物学功

能合理设计实验ꎬ从而确定结合肽是否筛选成功ꎬ这对于以

获取结合肽作为后续工作基础的研究来说至关重要ꎮ 如果

不能获得此项验证ꎬ即使找出共有序列ꎬＥＬＩＳＡ 试验阳性ꎬ也
不能完全确认得到抗原表位ꎮ 通过噬菌体凝集抑制实验进

一步表明ꎬ具有相同氨基酸序列的阳性噬菌体对 ＩｇＧ 型单克

隆抗￣Ｄ 与 ＲｈＤ 阳性红细胞的凝集反应具有抑制作用ꎬ且噬

菌体浓度越高抑制作用越强(图 ７)ꎮ 为提高检测灵敏度和

精确度[７－９] ꎬ我们采用流式细胞术检测用阳性噬菌体中和后

的 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 与 ＲｈＤ 阳性红细胞的反应ꎬ结果显示

当阳性噬菌体浓度达 １×１０１０ ｐｆｕ / ｍＬ 时ꎬ红细胞的凝集已接

近阴性结果(图 ８)ꎬ提示筛选的噬菌体 １２ 肽能够模拟 ＲｈＤ
血型抗原与此 ＩｇＧ 型单克隆抗￣Ｄ 结合ꎮ

后续我们将对筛选得到的噬菌体 １２ 肽进行深入研究ꎬ

合成与 ＩｇＧ 型抗￣Ｄ 高特异性结合的 ＲｈＤ 抗原模拟多肽ꎬ实
现抗￣Ｄ 鉴定的精确化、标准化ꎻＲｈＤ 抗原模拟多肽中和 ＩｇＧ
型抗￣Ｄꎬ使 ＲｈＤ 阴性患者及 ＲｈＤ 新生儿溶血病的患儿体内

抗￣Ｄ 水平下降ꎬ也将有助于 ＲｈＤ 阴性患者的输血、ＲｈＤ 新生

儿溶血病的治疗以及临床 ＲｈＤ 阴性血液制品稀缺的问题ꎮ
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◆:Ｒｈ 血型系统基础与临床研究关键技术攻关合作组ꎻ△通信作者:
张印则(１９６９ １０￣)ꎬ男ꎬ医学博士ꎬ主任技师ꎬ主要从事输血免疫学研

究ꎬ电话:０７５５￣２５６０１２５０ꎬＥｍａｉｌ: ｚｙｚ２００１５７＠ ｓｏｈｕ ｃｏｍ

论著

ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体实时荧光定量方法的建立

梁延连１ 　 苏宇清１ 　 吴凡１ 　 徐华２◆ 　 周华友３◆ 　 张印则１△◆

(１.深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ ２.陕西省血液中心ꎻ３.南方医科大学南方医院)

　 　 摘要:目的　 建立 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体实时荧光定量技术ꎬ了解不同个体中 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的含量与表达水

平ꎮ 方法　 制备本实验室 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料定量检测 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的标准曲线ꎬ设计 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的

引物ꎬ提取随机选择的 １５０ 例血液样品中的 ｍＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ并以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增时加入

荧光基团ꎬ利用荧光信号实时监控整个 ＰＣＲ 进程ꎬ最后通过标准曲线来计算 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 各剪接体的表达量ꎮ 结果

　 根据荧光定量的峰值读数ꎬ以 ２ｎｄ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｍａｘ 计算方法ꎬ计算出所测样本的理论值、实测值ꎬ两个重复孔的平均

值作为所检测样本 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的表达量ꎮ 结论　 此方法可以准确定量不同个体 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的拷贝

数ꎬ为 ＲＨＤ 血型基因的研究与抗原表达的研究提供依据ꎮ
关键词:Ｒｈ ｍＲＮＡꎻ荧光定量ꎻ标准曲线ꎻ剪接体

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １＋ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１２６￣０３
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ａｕｔｈｏｒ: ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｚｅ
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ｓｐｌｉｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ＲＮＡ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ １５０ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｃＤＮＡ
ａｎｄ ｗｉｔｈ ｃＤＮＡ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ ｔｈａｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈＤ ｍＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｔｏ ｃａｌｃｕＬａｔｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅꎬ ａｃｔｕａｌ ｖａｌｕｅꎬ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｗｏ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ ｈｏｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ｐｅａｋ ｒｅａｄｉｎｇ. Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｃａｌｃｕＬａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ｎｄ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｍａｘ ｃａｌｃｕＬａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＲｈＤ ｓａｍｐｌｅｓ ｍＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＲｈＤ ｍＲＮＡ
ｓｐｌｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ａｎｄ ｂｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＲＨＤ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｒｈ ｍＲＮＡꎻｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅꎻ ｓｐｌｉｃｅ

ＲＨ 基因的复杂性直接体现在 ＲｈＤ 抗原表达的多态性ꎬ
这被认为是不仅与 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 水平上的异质性有关还与相

关基因外显子的缺失、数量表达等相关ꎮ 同时 Ｌｅ Ｖａｎ Ｋｉｍ 等

还发现:ＲＨＣＥ 基因存在选择性剪接而形成不同形式的基因

转录产物[１] ꎬ同样的有研究者发现在正常的 Ｄ 抗原阳性的个

体中存在第 ７ 外显子至第 ９ 外显子的多种复杂的选择性剪

接[２] ꎬ该剪接体的多态性决定 ＲＨＤ 基因表达 Ｄ 抗原的特性ꎮ
血型基因的遗传背景有明显的种族间差异ꎬ是因为不同人种

的 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 基因出现选择性多样剪接出现 ＲｈＤ 亚型所造

成[３] ꎮ ｍＲＮＡ 即 ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ 信使 ＲＮＡ 是由 ＤＮＡ 经由转

录而来ꎬ带着相应的遗传讯息ꎬ为下一步转译成蛋白质提供

所需的信息ꎮ 基于 ＲＨＤ 基因的多态性ꎬ本文建立实时荧光

定量的方法对不同个体的 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体进行定量检测ꎬ

通过监测 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 各剪接体的量表达的多态性了解不同

个体 ＲＨＤ 基因的差异ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ) / ＱＲＴ￣ＰＣＲꎬ是指在 ＰＣＲ 反应体系中加入荧光标

记物ꎬ利用荧光信号的积累实时监测整个 ＰＣＲ 过程ꎬ通过扩

增曲线对未知模板进行定量分析的方法ꎮ 本文研究的荧光

定量方法不仅适合检测所有血样的 ｍＲＮＡ 的量的表达ꎬ同时

能对 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 多态性中无缺失即与全长一致、缺失 ｅｘｏｎ￣
７、缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ 的剪接体分别进行绝对定量分析ꎬ报道

如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 随机选择 １５０ 例来自深圳市血液中心志愿

献血者(经单位伦理学委员会批准)采集 ＲｈＤ 阳性 ＥＤＴＡ￣Ｋ２

新鲜抗凝全血ꎬ所有样本与 ＩｇＭ 抗￣Ｄ 反应强阳性(４＋)ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪:ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０
Ｓｏｆｔｗａｒｅ 由德国罗氏诊断有限公司提供ꎮ ｍＲＮＡ 提取试剂盒

由 Ｒｒｏｍｅｇａ 公司提供ꎬ批号:０８３３２４ꎬ有效期:２０１６￣０６ꎮ ｃＤＮＡ
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反转录试剂盒由德国罗氏诊断有限公 司 提 供ꎬ 批 号:
１１２０４５２０ꎬ有效期:２０１７￣０２ꎮ ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体 ＰＣＲ 扩增引

物及剪接体标准品均由本实验室设计(表 １)ꎬ并由 ＴａＫａＲａ
公司合成ꎮ

表 １　 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 各剪接体 ｃＤＮＡ 荧光定量检测的标准品引物序列

剪接体 标准品 ｓｓＤＮＡ 序列 扩增剪接体引物序列

全长 ＣＣＣＡＣＡＧＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＧＧＣＴＡＣＡＡＣＴ￣
ＴＣＡＧＣＴＴＧＣＴＧＧＧＴＣＴＧＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴ￣
ＣＡＴＣＴＡＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＴＧＡＴ￣
ＡＣＣＧＴＣＧＧＡＧＣＣＧＧＣＡＡＴＧＧＣＡＴＧＡＴＴＧＧＣ

上游:５′￣ＣＣＣＡＣＡＧＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＧＧ￣３′
下游:５′￣ＧＣＣＡＡＴＣＡＴＧＣＣＡＴＴＧＣＣＧＧＣ￣３′

缺失 ｅｘｏｎ￣７ ＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧＡＴＣＴＣＣＧＴＣＧＧＧＧＧＡＧＣＣＡＡＧＴＡＣＣＴＧＣＣＧＧＡＴＴＧＧＣＴＴＣＣＡ 上游:５′￣ＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧＡＴＣＴＣＣＧ￣３′
下游:５′￣ＴＧＧＡＡＧＣＣＡＡＴＣＣＧＧＣＡＧＧＴ￣３′

缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ ＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧＡＴＣＴＣＣＧＴＣＧＧＧＧＧＡＧＣＣＡＡＧＴＡＣＣＴＧＣＣＧＴＴＴＣＣＴＣＡＴＴＴＧ 上游:５′￣ＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＧＡＴＣＴＣＣＧ￣３′
下游:５′￣ＣＡＡＡＴＧＡＧＧＡＡＡＣＧＧＣＡＧＧＴ￣３′

１ ３　 标准品梯度稀释　 以双蒸水溶解标准品使其浓度为 ５０
ｎｇ / μＬ 作为标准品原液ꎬ对标准品原液进行梯度稀释ꎬ具体

操作为:取 １２ 支 ０ ５ ｍＬ 的 ＰＣＲ 管ꎬ做好标记ꎬ从第 ２ 管开始

(第一管为原液管)每管加入双蒸水 ９０ｕＬꎬ在第 ２ 支稀释管

中加入 １０ μＬ 的 ５０ ｎｇ / μＬ 的 ｓｓＤＮＡ 文库ꎬ悬涡混匀后吸出

１０ μＬ 加到第 ３ 管ꎬ依次操作ꎬ直至稀释到最后一管ꎮ
１ ４　 ｃＤＮＡ 制备　 依据试剂盒使用说明从 ＲｈＤ 阳性全血中

提取 ｍＲＮＡꎬ并反转录为 ｃＤＮＡꎬ试验操作:１)解冻并混匀试

剂ꎬ使用 ＰＣＲ 反应管按以下体系加样:Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ (１０ ｎｇ ~ ５
μｇ) ３ μＬꎬＡｎｃｈｏｒｅｄ￣Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)１８ (ｖｉａｌ ５) １μＬꎬＲａｎｄｏｍ Ｈｅｘ￣
ａｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ (ｖｉａｌ ６)２ μＬꎬＮｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ(ｖｉａｌ ７) ７ μＬꎬ
总体积 １３ μＬꎬ注:若 ＲＮＡ<１０ ｎｇ / μＬꎬ则加入 １０ μｇ / ｍＬ ＭＳ２
ＲＮＡ 来稳定模板ꎮ ２)各反应管盖上盖子ꎬ６５℃ 反应 １０ ｍｉｎ
后立即置冰浴中 ５ ｍｉｎ 以上ꎮ ３)以上反应管加入以下试剂:
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒꎬ ５Ｘ(ｖｉａｌ ２)
４μＬꎬＰｒｏｔｅｃｔｏｒ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (ｖｉａｌ ３)０ ５ μＬ、Ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
Ｍｉｘ(ｖｉａｌ ４) ２ μＬꎬＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ( ｖｉａｌ １)
０ ５ μＬꎬ总反应体积为 ２０ μＬꎮ ４)按以下扩增条件进行 ＰＣＲ
扩增:２５℃ １０ ｍｉｎꎬ５０℃ ６０ ｍｉｎꎬ８５℃ ５ ｍｉｎꎬ４℃∝ꎮ ｃＤＮＡ 可

以储存于 ２℃ ~ ８℃时长 ２ ｈ 以内ꎬ或者置－２０℃以下可以长

期保存ꎮ
１ ５　 ｑＰＣＲ 扩增　 ＰＣＲ 扩增所用引物为表 １ 中的各剪接体

的上、下游混合引物(上、下游引物浓度均为 １０ ｐｍｏｌ / μＬꎬ等
体积混合后即为混合引物)ꎮ ｑＰＣＲ 反应体系为: ｄｄＨ２ Ｏ
８ ５ μＬꎬ混合引物 ０ ５ μＬꎬＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ标准品(或 ｃＤ￣
ＮＡ) １ μＬꎬ反应总体积为 ２０ μＬꎮ 扩增条件:９５℃ １０ ｍｉｎꎻ
９６℃ １０ Ｓꎬ６５℃ ３ Ｓꎬ６８℃ ３ Ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２℃ １０ Ｓꎮ 每个

标准品或样品 ｃＤＮＡ 均检测 ２ 个复孔ꎬ最终取各孔读数的和

取平均值作为检测结果ꎮ 标准品检测结果用于绘制标准曲

线ꎮ 各样本的 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的荧光定量数据分析使用

２ｎｄ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｍａｘ 计算方法ꎮ

２　 结果

２ １　 ｍＲＮＡ 提取　 所提取的血液样本 ｍＲＮＡ Ａ２６０ / Ａ２８０ 比

值范围均在 １ ８ ~ ２ １ 之间ꎬｍＲＮＡ 浓度>０ ８μｇ / μＬꎬ电泳结

果显示两条清晰的 ＲＮＡ 条带(图 １)ꎮ
２ ２　 ｑＰＣＲ 标准曲线　 使用 ２ｎｄ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｍａｘ 计算方法得

到 ｑＰＣＲ 扩增 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 各剪接体的扩增效率:ＲｈＤ ｍＲＮＡ
全长剪接体的扩增效率:１ ９７８ꎬ线性范围在 １０３ ~ １０９ 之间ꎻ
ＲｈＤ ｍＲＮＡ 缺失 ｅｘｏｎ ７ 外显子剪接体的扩增效率:１ ９５１ꎬ线

性范围在 １０３ ~１０８之间ꎮ ＲｈＤ ｍＲＮＡ 缺失 ｅｘｏｎ ７ / ８ / ９ 外显子

剪接体的扩增效率:１ ８７８ꎬ线性范围在 １０３ ~ １０９之间ꎮ 标准

品实验结果在以上可控范围内ꎬ实测样品的数据为有效数

据ꎮ 使用荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪:ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 对

检测样本进行 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 各剪接体实时荧光定量监控代表

图见图 ２ꎮ

图 １　 全血提取 ｍＲＮＡ 电泳图ꎮ

图 ２　 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 全长剪接体荧光定量实时监控

２ ３　 样本剪接体拷贝数检测　 先对所选择的 １５０ 样本进行

碱基序列分析ꎬ与参比序列比对发现:所有样本均存在一种

与全长一致的剪接体ꎬ当中有 １２８ 例样本缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ有 １４４
例样本缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ꎮ 通过对 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 全长、ＲｈＤ ｍＲ￣
ＮＡ 缺 ｅｘｏｎ￣７、ＲｈＤ ｍＲＮＡ 缺 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ 进行了荧光定量分

析ꎬ每样本均做双孔检测ꎬ最终取两孔的实测值的平均值作

为检测结果ꎬ使用 ２ｎｄ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ｍａｘ 软件计算ꎬ结果发现:
ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体全长的拷贝数范围大约在:(１ ０ ~ ９ ０) ×
１０３之间ꎬＲｈ ｍＲＮＡ 剪接体缺失 ｅｘｏｎ￣７ 的拷贝数范围大约

在:(１ ９~ ４ ０) ×１０３之间ꎬＲｈ ｍＲＮＡ 剪接体缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９
的拷贝数范围大约在:(１ ５~２ ５)×１０３之间ꎮ

３　 讨论

实时荧光定量 ＰＣＲ 技术是用来分析基因表达水平的重

要技术ꎬ其应用范围涉及分子生物学的各个领域[４] ꎮ 该技术

不仅能对 ＰＣＲ 扩增产物进行绝对定量ꎬ而且具有灵敏度高、
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特异性强的特点ꎬ还能实现多重反应与实时监测等功能ꎮ 荧

光定量 ＰＣＲ 所使用的荧光基团有两种:荧光探针与荧光染

料ꎮ 本研究使用的是荧光染料法:在 ＲＨＤ ｍＲＮＡ 反转录的

ｃＤＮＡ 扩增体系中加入 ＳＹＢＲ 荧光染料ꎬ该染料可以特异性

地掺入 ＤＮＡ 双链并发射出一定量的荧光信号ꎬ而不掺入

ＤＮＡ 扩增链中的 ＳＹＢＲ 染料分子不会发射荧光信号ꎬ从而保

证荧光信号的增加与 ＰＣＲ 产物的增加完全同步并与产物量

的叠加成正比ꎮ
ＲＨ 基因存在广泛的多态性ꎬ其基因在转录过程中ꎬ首先

生成初级 ＲＮＡ 转录体后经过 ５′端加帽结构与 ３′端加 ｐｏｌｙ
(Ａ)尾、剪切内含子、拼接外显子等复杂过程后形成成熟的

ｍＲＮＡ[５－６] ꎮ 在此过程中ꎬ外显子的拼接会出现选择性剪接

的现象ꎬ 形成复杂的、多种形式的转录子ꎮ 有学者证明正常

Ｄ 抗原阳性个体的 ＲＨＤ ｍＲＮＡ 的选择性剪接不发生在第 １
外显子至第 ７ 外显子区域ꎬ只存在第 ７ 外显子至第 ９ 外显子

之间[７] ꎮ 本研究的目的是建立起 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料法

ｑＰＣＲ 定量检测 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 多态性剪接体ꎬ通过 ＲｈＤ ｍＲＮＡ
多态性剪接体的量的表达来推测 ＲｈＤ 抗原的表达方式ꎮ 该

荧光定量检测包括标准曲线的制备、检测对照的设置、结果

的分析ꎬ以了解不同个体间的 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体的不同含量

与表达水平ꎮ 实时定量聚合酶链反应最重要的是用于表达

基因水平ꎬ因此实验过程中所选择的参考基因对结果的准确

度至关重要ꎮ 本研究针对 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 全长、ＲｈＤ ｍＲＮＡ 缺

ｅｘｏｎ￣７、ＲｈＤ ｍＲＮＡ 缺 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ 进行了定量分析ꎬ使用的标

准品的制备全部是由本室设计的人工合成 ｓｓＤＮＡꎬ对标准品

的溶解与拷贝浓度的标化均设计了严格的操作规程ꎮ 首先ꎬ
选择适当的参考基因是基因表达分析的准确性和可靠性的

关键ꎮ 依据 ＲＨＤ 参比序列设计的标准品作为参考基因ꎬ其
拷贝数值作为 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 不同个体样品测试结果的可靠分

析值ꎮ 其次ꎬｍＲＮＡ 提取要保质保量ꎬ无污染、纯度高ꎮ 把

ｍＲＮＡ 转录为 ｃＤＮＡ 后以 ｃＤＮＡ 为检测样品ꎬ使用各自的标

准品ꎬ并设置 ２ 个复检孔ꎬ最终取 ２ 孔检测数据的平均值做

为实测值ꎮ 需要注意的是在加模板的时候尽量保证每一孔

的重复性高使所得均值最接近真实值ꎮ 在扩增过程中ꎬ可以

实时记录下每一 ＰＣＲ 循环所产生的荧光信号值ꎬ不同个体

的拷贝数所测得的荧光信号值不相同ꎬ从中可以体现不同个

体的 Ｒｈ ｍＲＮＡ 剪接体的量的差异ꎬ即反应不同个体的 ＲＨＤ
基因的表达差异ꎮ 据实验检测ꎬ不同个体的 Ｒｈ ｍＲＮＡ 剪接

体荧光定量值存在较大差异:ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体全长的拷贝

数范围大约在:(１ ０~９ ０) ×１０３之间ꎬＲｈ ｍＲＮＡ 剪接体缺失

ｅｘｏｎ￣７ 的拷贝数范围大约在:(１ ９ ~ ４ ０) ×１０３之间ꎬＲｈ ｍＲ￣

ＮＡ 剪接体缺失 ｅｘｏｎ￣７ꎬ８ꎬ９ 的拷贝数范围大约在:(１ ５ ~
２ ５)×１０３之间ꎮ 从数据分析发现ꎬＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体中外显

子缺失越多ꎬ荧光定量时拷贝数越小ꎬ这是否与外显子的缺

失多少有密切关系呢? 缺失的外显子多少是否会影响到

ＲｈＤ 抗原数量的表达呢? 这有待进一步的研究ꎮ
实时荧光定量技术在分子生物学基因表达的研究中应

用广泛[８－９] ꎬ也适合分析 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体表达水平的一项

强有力的技术ꎬ用数字来描述基因的拷贝量从而推测 ＲＨＤ
基因表达水平与抗原数量表达的关系ꎮ 实验表明该方法可

以直接应用于 ＲｈＤ ｍＲＮＡ 剪接体多态性的研究ꎬ为 ＲＨＤ 血

型基因的研究与抗原表达的研究提供依据ꎮ
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论著

１ ２５２Ｔ>Ｇ 致新的弱 Ｄ 型血清学和分子生物学研究

吴大洲１ 　 张薇薇１ 　 左琴琴１ 　 毛娟１ 　 王红１ 　 褚晓月１ 　 叶世辉１ 　 徐华１◆ 　 周华友２◆ 　 张印则３△◆

(１.陕西省血液中心ꎬ陕西 西安 ７１００６１ꎻ ２.南方医科大学南方医院ꎻ ３.深圳市血液中心)

　 　 摘要:目的　 分析研究 １ 例新的弱 Ｄ 型个体的血清学和分子生物学特点ꎮ 方法　 采用盐水法鉴定 ＲｈＤ / Ｃ / ｃ / Ｅ /
ｅ 抗原ꎬ并采用间接抗球蛋白法( ＩＡＴ )进一步鉴定 ＲｈＤ 抗原ꎬ采用盐水法和抗人球蛋白法进行抗体筛查ꎻ采用商用

基因检测试剂盒对标本进行 ＣＤＥ 基因检测ꎻ对其 ＲＨＤ 基因 １０ 个外显子序列进行测序分析比对ꎮ 结果　 血清学检

测显示该标本为 Ｄ 变异型ꎬＲＨＣＥ 血型为 Ｃ＋ｃ＋Ｅ－ｅ＋ꎬ抗体筛查为阴性ꎮ ＣＤＥ 基因试剂盒检测为 ＤＣｃｅｅꎬＲＨＤ 外显子

序列测序分析发现第 １０ 外显子存在 １ ２５２ Ｔ>Ｇ 碱基突变ꎬ其余外显子序列则与正常 ＲＨＤ 基因一致ꎮ 结论　 该标本

存在 ＲＨＤ１ ２５２ Ｔ>Ｇ 碱基突变ꎬ为新的弱 Ｄ 型ꎮ
关键词:Ｒｈ 血型ꎻ弱 Ｄ 型ꎻ血清学检测ꎻ基因分型
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ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ＣＤＥ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ＲＢＣ￣Ｒｅａｄｙ Ｇｅｎｅ ＣＤＥ ｋｉｔ ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ＲＨＤ ｅｘｏｎｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ＲＨＤ￣ｖａｒｉａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｂｙ
ｏｕｒ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｓｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ Ｒｈ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ Ｃ＋ｃ＋Ｅ－ｅ＋ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｔｈｅ ＣＤＥ ｇｅｎｅ ｔｅｓｔ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ＤＣｃｅｅ ｔｙｐｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｎｅｗ ｍｕｔａｔｉｏｎ １ ２５２ Ｔ>Ｇ ａｔ ｔｈｅ ｅｘｏｎ １０ ｏｆ ｔｈｅ
ＲＨＤ ｇｅｎｅ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ＲＨＤ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ａ ｎｅｗ ｗｅａｋ Ｄ ｔｙｐｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤ １ ２５２ Ｔ>Ｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ꎻｗｅａｋ Ｄ ｔｙｐｅꎻ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃ ｔｅｓｔｉｎｇꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

ＲｈＤ 血型在我国是继 ＡＢＯ 血型之后血站常规检测的又

一血型ꎮ ＲｈＤ 阴性人群在高加索人群中占到 １５％－１７％ꎬ而
在中国人群中只占到 ０ ３％－０ ５％ [１] ꎬ欧美对 ＲｈＤ 血型重视

程度高ꎬ研究早ꎬ取得一系列成果ꎮ 国内对其研究起步晚ꎬ但
随着我国输血要求检测 ＲｈＤ 血型ꎬ特别是 ＲｈＤ 阴性确认试

验的开展ꎬ结合分子生物学技术ꎬ发现了不少新的 ＲＨＤ 变异

体[２－４] ꎮ 近期我们发现 １ 例由于 ＲＨＤ 基因 １ ２５２Ｔ>Ｇ 突变导

致的弱 Ｄꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 女ꎬ１９ 岁ꎬ汉族ꎬ西安市志愿无偿献血者ꎬ在
常规 ＲｈＤ 血型盐水法检测为 Ｄ 阴性ꎮ
１ ２　 仪器和试剂　 ＰＣＲ 仪(Ｓｅｎｓｏｑｕｅｓｔ ＬａｂｃｙＬｅꎬ德国)ꎬ台式

离心机(ＫＡ￣２２００ 型ꎬ日本久保田)ꎻ台式离心机(Ｌ６００Ａꎬ 湖

南湘仪离心机仪器有限公司)ꎻ水浴箱(ＧＦＬꎬ德国)ꎻ血液基

因组 ＤＮＡ 提取离心柱型试剂盒(天根生化科技有限公司)ꎬ
Ｔａｑ 酶(上海 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻＲＢＣ￣Ｒｅａｄｙ Ｇｅｎｅ ＣＤＥ 基因检测

试 剂 盒 ( 德 国 Ｉｎｎｏ￣Ｔｒａｉｎ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｋ 公 司ꎬ 产 品 批 号

Ｓ９ＣＰ０９５)ꎻＲｈＤ( ＩｇＭ )单克隆抗体试剂(上海血液生物医药

有限责任公司ꎬ产品批号 ２０１５１８１２)ꎬＲｈＤ( ＩｇＧ )单克隆抗体

试剂 ( 上 海 血 液 生 物 医 药 有 限 责 任 公 司ꎬ 产 品 批 号

２０１５１２２４)ꎬ ＲｈＤ( ＩｇＭ / ＩｇＧ)抗体试剂(美国 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ 公

司ꎬ产品批号 ＢＭＡ１５０２Ｃ)ꎬＣ、ｃ、Ｅ、ｅ( ＩｇＭ )单克隆抗体试剂

及抗球蛋白试剂(上海血液生物医药有限责任公司ꎬ产品批

号分别为 ２０１６３３０１ 和 ２０１５５００１)ꎬ抗筛细胞(Ｏｒｔｈｏꎬ产品批

号 ３ＳＳ１９９)ꎮ
１ ３　 血清学检测　 按文献方法[５]ꎬＲＨ 阴性确认试验采用

２ 种不同厂家 ＲｈＤ 抗体试剂以间接抗人球蛋白法进行检测ꎬ
并且做直接抗人球蛋白试验以排除假阳性ꎬＲｈ Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ 采

用盐水法检测ꎬ抗体筛查采用盐水法和间接抗人球蛋白法ꎮ
１ ４　 ＲＨＤ 基因检测　 按照试剂说明书ꎬ从 ＥＤＴＡ￣Ｋ２抗凝外

周血中提取基因组 ＤＮＡꎬ使用 ＲＢＣ￣Ｒｅａｄｙ Ｇｅｎｅ ＣＤＥ 基因检
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测试剂盒检测和分析 ＲＨＤ 和 ＲＨＣＥ 基因型ꎮ
１ ５　 外显子测序　 为鉴定该标本 ＲＨＤ 基因的外显子是否

存在突变位点ꎬ根据相关文献[６]设计引物ꎬＲＨＤ 基因检测

引物序列见表 １ꎬ对 ＲＨＤ 基因的 １０ 个外显子分别扩增后直

接测序ꎬ５０ μＬ ＰＣＲ 反应体系: １０×ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ上、下游

引物各 １ ５ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０ ５ μＬꎬ标本 ＤＮＡ３ μＬꎬ
ｄＮＴＰ ２ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ３６ ５ μＬꎮ 扩增条件如下:９５℃ 变性 １０
ｍｉｎꎬ进行 ３５ 个循环的 ＰＣＲ 反应(９２℃、２０ ｓꎬ５８℃、３０ ｓ 和

６８℃、９０ ｓ)ꎬ随后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物送交

公司测序ꎬ测序结果与 Ｇｅｎｂａｎｋ 的已知序列(ＢＮ００００６５)比

较分析ꎮ
表 １　 检测 ＲＨＤ 外显子引物序列

引物对(５′－~ －３′) 长度(ｂｐ)
Ｅｘｏｎ１￣Ｆ ＴＣＡＡＣＴＧＴＧＴＡＡＣＴＡＴＧＡＧＧＡＧＴＣＡＧ ７６７
Ｅｘｏｎ１￣Ｒ ＧＣＴＡＴＴＴＧＣＴＣＣＴＧＴＧＡＣＣＡＣＴＴ
Ｅｘｏｎ１￣ｓｅｑ ＴＣＣＡＴＡＧＡＧＡＧＧＣＣＡＧＣＡＣＡＡ
Ｅｘｏｎ２￣Ｆ ＴＧＡＣＧＡＧＴＧＡＡＡＣＴＣＴＡＴＣＴＣＧＡＴ １ ６０２
Ｅｘｏｎ２￣Ｒ ＧＧＣＡＴＧＴＣＴＡＴＴＴＣＴＣＴＣＴＧＴＣＴＡＡＴ
Ｅｘｏｎ２￣ｓｅｑ ＣＣＴＧＧＡＴＴＣＣＴＴＧＴＧＡＴＡＣＡＣＧ
Ｅｘｏｎ３￣Ｆ ＧＴＣＧＴＣＣＴＧＧＣＴＣＴＣＣＣＴＣＴＣＴ ２１９
Ｅｘｏｎ３￣Ｒ ＣＴＴＴＴＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣＣＣＴＣＣＴ
Ｅｘｏｎ３￣ｓｅｑ ＧＧＴＣＣＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＣＡＣ
Ｅｘｏｎ４￣Ｆ ＧＣＣＧＡＣＡＣＴＣＡＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣ ３７８
Ｅｘｏｎ４￣Ｒ ＴＧＡＡＣＣＴＧＣＴＣＴＧＴＧＡＡＧＴＧＣ
Ｅｘｏｎ４￣ｓｅｑ ＧＧＧＡＧＡＴＴＴＴＴＴＣＡＧＣＣＡＧ
Ｅｘｏｎ５￣Ｆ ＴＡＣＣＴＴＴＧＡＡＴＴＡＡＧＣＡＣＴＴＣＡＣＡＧ １ ４５８
Ｅｘｏｎ５￣Ｒ ＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＣＴＴＧＧＴＧＣＣ
Ｅｘｏｎ５￣ｓｅｑ ＡＧＡＣＣＴＴＴＧＧＡＧＣＡＧＧＡＧＴＧ
Ｅｘｏｎ６￣Ｆ ＣＡＧＧＧＴＴＧＣＣＴＴＧＴＴＣＣＣＡ ２７４
Ｅｘｏｎ６￣Ｒ ＣＴＴＣＡＧＣＣＡＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡＧＧ
Ｅｘｏｎ７￣Ｆ ＣＡＴＣＣＣＣＣＴＴＴＧＧＴＧＧＣＣ ４０５
Ｅｘｏｎ７￣Ｒ ＡＡＧＧＴＡＧＧＧＧＣＴＧＧＡＣＡＧ
Ｅｘｏｎ７￣ｓｅｑ ＧＴＣＴＣＡＣＣＴＧＣＣＡＡＴＣＴＧＣＴ
Ｅｘｏｎ８￣Ｆ ＧＧＴＣＡＧＧＡＧＴＴＣＧＡＧＡＴＣＡＣ ７０８
Ｅｘｏｎ８￣Ｒ ＴＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧ
Ｅｘｏｎ８￣ｓｅｑ ＡＧＴＣＣＴＴＴＴＴＧＴＣＣＣＴＧＡＴＧＡＣＣ
Ｅｘｏｎ９￣Ｆ ＴＧＣＡＧＴＧＡＧＣＣＧＡＧＧＴＣＡＣ ６９７
Ｅｘｏｎ９￣Ｒ ＣＡＣＣＣＧＣＡＴＧＴＣＡＧＡＣＴＡＴＴＴＧＧＣ
Ｅｘｏｎ９￣ｓｅｑ ＧＡＧＡＴＴＡＡＡＡＡＴＣＣＴＧＴＧＣＴＣＣＡＡＡＣ
Ｅｘｏｎ１０￣Ｆ ＣＡＡＧＡＧＡＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＡＴＣＡＧＴ ３８１
Ｅｘｏｎ１０￣Ｒ ＡＧＣＴＴＡＣＴＧＧＡＴＧＡＣＣＡＣＣＡ
Ｅｘｏｎ１０￣ｓｅｑ ＣＡＧＴＣＴＧＴＴＧＴＴＴＡＣＣＡＧＡＴＧＴＴＧＴＴＡＴ

２　 结果

２ １　 血型血清学结果　 常规盐水法初筛 ＲｈＤ 抗原检测为阴

性ꎬ间接抗人球蛋白法(ＩＡＴ)确认为阳性ꎬ直接抗人球蛋白试

验阴性ꎬ证实存在有弱的 ＲｈＤ 抗原ꎬ图 １ 为标本与 ２ 种不同

试剂 ＩＡＴ 反应结果ꎻ其它 Ｒｈ 血型抗原为 Ｃ＋ｃ＋Ｅ－ｅ＋ꎬ抗体筛

查盐水法和 ＩＡＴ 均为阴性ꎮ
２ ２　 ＣＤＥ 基因型测定结果　 如图 ２ 所示ꎬ１ 到 ８ 孔均扩增出

目的条带ꎬ显示标本存在 Ｄ 基因ꎬ１３ 到 １６ 孔未扩增出目的

条带ꎬ不属于 ＤⅦ、ＤＨＭｉ、ＤＡＵ、ＤＮＢ 等试剂盒说明书中所列

的 Ｄ 变异型ꎬ为 １ 个特殊的 Ｄ 变异型ꎻ９、１０、１２ 孔扩增出目

的条带ꎬ１１ 孔未能扩出目的条带ꎬ即扩增出 ＲＨＣＥ 基因上的

Ｃ、ｃ、ｅ 抗原的特异性位点ꎬ故该标本 ＲＨＣＥ 基因型为 Ｃｃｅｅꎬ
与血清学结果一致ꎮ

ａ 为阴性对照与 ＩｇＧ￣Ｄ 的反应结果ꎻｂ 为阳性对照与 ＩｇＧ￣Ｄ
的反应结果ꎻｃ 为标本与 ＩｇＧ￣Ｄ 的反应结果ꎻｄ 为标本与

ＩｇＭ / ＩｇＧ －Ｄ 的反应结果

图 １　 不同红细胞与抗－Ｄ 试剂 ＩＡＴ 方法反应的血清学结果

１ 到 ８ 孔分别扩增 ＲＨＤ 基因外显子的 Ｄ１、Ｄ２ / Ｄ３、Ｄ４、
Ｄ５ / ｐｓｉ、Ｄ６、Ｄ７、Ｄ９、Ｄ１０ꎬ９ 到 １２ 孔分别扩增 ＲＨＣＥ 基因的

Ｃ / ＣＷ、ｃ、Ｅ、 ｅꎬ １３ 到 １６ 孔分别扩增 ＤⅦ / ＤＨＭｉ、 ＤⅦ /
ＤＡＵ、ＤＮＢ / ６９７Ａ、ＤＮＢ / ６９７Ｃ.

图 ２　 ＣＤＥ 基因检测结果

２ ３　 测序结果 　 与 Ｇｅｎｂａｎｋ 正常 ＲＨＤ 基因序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ发现该标本 ＲＨＤ 基因在第 １０ 外显子存在 １
２５２Ｔ>Ｇ 碱基的突变ꎬ导致终止密码子 ＴＡＡ 变为编码氨基酸

密码子 ＧＡＡꎬ编码谷氨酸ꎬＲＨＤ 蛋白延长为 ４４３ 个氨基酸ꎮ

(ａ)为正常的 ＲＨＤ 基因第 １０ 外显子ꎬ最后三位为终止密

码子 ＴＡＡꎻ (ｂ)标本 ＲＨＤ 基因第 １０ 外显子部分序列ꎬ箭
头所指为基因突变位点 ＲＨＤ １ ２５２Ｔ>Ｇꎻ ( ｃ)标本第 １０ 外

显子全部序列ꎬ箭头所指为新的终止密码子 ＴＧＡ

图 ３　 正常 ＲＨＤ 基因和存在突变标本第 １０ 外显子基因序列

３　 讨论

ＲＨＤ 基因位于 １ 号染色体短臂上ꎬ由 １０ 个外显子组成ꎻ
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ＲＨＤ 基因编码的 ＲｈＤ 抗原贯穿红细胞膜 １２ 次ꎬ分为胞外

区、跨膜区和胞内区ꎬＲｈＤ 的抗原决定簇就位于胞外区 ６ 个

环上ꎮ 由此可区分弱 Ｄ 和部分 Ｄꎬ弱 Ｄ 抗原的改变在细胞膜

内和跨膜区ꎬ细胞膜外的抗原决定簇没有改变ꎬ所以抗原数

量改变ꎬ抗原性质没有改变ꎻ部分 Ｄ 的改变发生在膜外ꎬ抗原

决定簇发生改变ꎬ导致不仅仅抗原数量存在改变ꎬ抗原性质

也发生改变ꎮ 在中国最常见的 Ｄ 变异型的 ＤＥＬ 型红细胞上

Ｄ 抗原位点数最少ꎬ只有几个到几十个ꎬ常规的血清学方法

检测不出ꎬ只有采取更敏感的吸收放散的方法才可以检测ꎮ
在中国最常见的 ＤＥＬ 型为 ＤＥＬ

１ ２２７Ａꎬ即在 ＲＨＤ 基因第 ９ 外显子最后 １ 位存在 １ ２２７Ｇ
>Ａ 突变ꎬ虽为同义突变ꎬ编码氨基酸未发生改变ꎬ但影响了

ｍＲＮＡ 剪辑拼接ꎬ导致表达完整的 Ｄ 抗原表位ꎬ但抗原表达

量却显著减少[７] ꎮ
Ｆｌｅｇｅｌ 等[８]经过长期细致的研究和临床观察ꎬ基于弱

Ｄ１、２、３ 型 Ｄ 抗原改变的位置是位于红细胞膜内和膜中ꎬ膜
外的 Ｄ 抗原性质未改变ꎬ建立了对占白色人种弱 Ｄ 型 ９７％
的弱 Ｄ１、２、３ 型输用 ＲｈＤ 阳性血的输血规则:弱 Ｄ１、２、３ 型

受者可以给予 Ｄ 阳性的血液ꎮ 但作为国内弱 Ｄ 型的主要类

型的弱 Ｄ１５ꎬ国内外均有相关报道[９－１０] 在弱 Ｄ１５ 型人群中检

出抗￣Ｄꎬ且为同种抗体ꎬ所以目前还有必要输注 ＲｈＤ 阴性

血ꎮ 至于国内报道的其他弱 Ｄꎬ虽未检出抗体ꎬ但因标本例

数有限仍待观察ꎬ有必要对其免疫学特性进行进一步研究ꎻ
但按现行的办法把这类受血者作为 ＲｈＤ 阴性对待ꎬ虽有浪

费宝贵 ＲｈＤ 阴性血的嫌疑ꎬ但无疑在临床上是 １００％安全

的ꎬ不过在 ＲｈＤ 阴性血源紧缺时的急救或大量输血时可考

虑区分对待ꎬ输注阳性血ꎮ 对于比弱 Ｄ 抗原表达更弱的 ＤＥＬ
型ꎬ由于在 ＲｈＤ 阴性人群中特别是在中国 ＲｈＤ 阴性人群中

分布较多ꎬ在免疫学研究上取得一些成果ꎬ如邵超鹏等[１１] 研

究观察 ＤＥＬ １ ２２７Ａ 孕妇均未检出抗￣Ｄꎬ表明 ＤＥＬ １ ２２７Ａ 因

表达完整 Ｄ 抗原ꎬ可以不进行抗￣Ｄ 免疫球蛋白的注射干预ꎬ
考虑可以输注 ＲｈＤ 阳性血ꎮ

本研究的献血者与 ＲｈＤ( ＩｇＭ )单克隆抗体试剂不发生

凝集ꎬ但和 １ 种 ＲｈＤ( ＩｇＧ ) 单克隆抗体试剂和另 １ 种 ＲｈＤ(
ＩｇＭ / ＩｇＧ)抗体试剂在间接抗球蛋白法中均出现 １＋的凝集ꎬ
表明存在有 Ｄ 抗原ꎬ基因试剂盒检测结果进一步证实存在 Ｄ
基因ꎬ但因为不属于检测试剂盒中任一 Ｄ 变异型ꎬ只能通过

对其十个外显子进行测序ꎬ最终证实存在 １ ２５２Ｔ>Ｇ 突变ꎬ导
致终止密码子变为编码氨基酸谷氨酸(Ｘ４１８Ｅ)ꎬ又继续编码

２５ 个氨基酸后出现终止密码子ꎬＲＨＤ 蛋白由 ４１７ 个氨基酸

变为 ４４３ 个氨基酸ꎬ从而影响了 Ｄ 抗原量的表达ꎬ导致 Ｄ 抗

原减弱ꎬ常规盐水法无法检测出ꎮ 该突变位于细胞内ꎬ未影

响膜外抗原位点ꎬ所以该献血者 Ｄ 抗原表型为 １ 个新的弱

Ｄꎬ作为献血者应该按阳性对待ꎬ作为受血者ꎬ虽然我们没有

检测到抗￣Ｄꎬ但目前还是应该输注阴性血ꎬ以后还需借鉴一

些先进发达国家的经验ꎬ进行更多的体外免疫学实验ꎬ积累

更多的相关病例ꎬ制定 Ｄ 变异型能否输注 ＲｈＤ 阳性血的输

血规则ꎬ从而节约宝贵的 ＲｈＤ 阴性血资源ꎮ ２０１５ 年日本学

者也在 １ ２５２ 位发现存在突变ꎬ但该处突变为 １ ２５２Ｔ>Ａꎬ终

止密码子变为赖氨酸(Ｘ４１８Ｋ)ꎬＲＨＤ 蛋白也延长为 ４４３ 个氨

基酸ꎬ但其血清学表现为 ＤＥＬ[１１] ꎮ 而更早在 ２００５ 年欧洲学

者报道 １ 例 Ｘ４１８Ｌ (１ ２５２ｉｎｓ Ｔ)ꎬ在 １ ２５２ 位插入 １ 个 Ｔꎬ
ＲＨＤ 蛋白延长为 ４８８ 个氨基酸ꎬ血清学也表现为 ＤＥＬ[１２] ꎮ
虽然 ３ 个标本在终止密码子处都存在突变ꎬ特别是我们的标

本和日本学者的标本都是在 １ ２５２ 位出现突变导致 ＲＨＤ 蛋

白由 ４１７ 个氨基酸多肽变为 ４４３ 个氨基酸多肽ꎬ只是 １ 个

４１８ 为谷氨酸ꎬ１ 个为赖氨酸ꎬ但我们的标本血清学表现为弱

Ｄꎬ而另外 ２ 个标本 Ｄ 抗原表达量更少ꎬＩＡＴ 的方法也检测不

出ꎬ只有吸收放散的方法才可以检测出ꎬ考虑可能膜内氨基

酸的不同对抗原表达存在影响ꎬ具体还需进一步研究证实ꎮ
中国人群与国外人群在 Ｄ 变异型产生的机制上存在一

定差异ꎬ相信随着国内更多更深入的研究ꎬ一定会发现更多

新的 Ｄ 变异型产生的机制ꎬ做出更多基础研究ꎬ更好的服务

于临床ꎮ
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Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因外显子区及启动子区多态性检测
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　 　 摘要:目的　 检测 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因启动子区是否存在多态性ꎮ 方法　 对 ３２ 例 Ｄｅｌ 型样本 ＲＨＤ 基因编码区 １０
个外显子扩增并测序ꎻ对样本 ＲＨＤ 基因启动子区 －１－－１ ２４６ ｂｐ 内的 ４ 个多态性位点进行检测ꎻ对 ＲＨＤ 基因启动子

区＋３－－１１３８ 扩增并测序ꎮ 结果　 ３２ 例 Ｄｅｌ 型样本均携带完整的 ＲＨＤ 基因ꎬ并且均为 ＲＨＤ 基因 １２２７ 位点 Ｇ>Ａ 的突

变ꎻ所有样本均检测到 ４ 个多态性位点ꎻＲＨＤ 基因启动子区＋３－－１１３８ 测序未发现突变位点ꎮ 结论　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基

因启动子区序列与正常基因一致ꎬ未发现新的突变位点ꎬ提示 Ｄｅｌ 型 Ｄ 抗原的弱表达与启动子区突变无关ꎮ
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ｗａｓ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｄｅｌ ｔｙｐｅꎻ ＲＨＤ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎻ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ － ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｒｈ 血型系统是人类红细胞血型系统中最为复杂且最具

多态性的系统ꎬ在临床上其重要性仅次于 ＡＢＯ 血型系统ꎬ与
临床密切相关的 Ｒｈ 血型抗原主要有 Ｄ、Ｃ、Ｃ、Ｅ、 ｅ 这 ５
种[１] ꎬ其中 Ｄ 抗原是由 ＲＨＤ 基因编码的最重要的 Ｒｈ 抗原ꎬ
且存在多种变异体ꎬ Ｄｅｌ 型就包含其中ꎮ Ｄｅｌ 型 Ｄ 抗原在红

细胞上表达极少ꎬ只能采用敏感的吸收放散试验才能检出ꎮ
已有多项研究发现中国汉族 Ｄｅｌ 型个体具有完整的 ＲＨＤ 基

因外显子ꎬＤｅｌ 型最常见的突变是第 ９ 外显子 １２２７Ｇ>Ａ[２－３] ꎻ
有研究显示 Ｄｅｌ 型 １２２７Ｇ>Ａ 的突变是同义突变ꎬ野生型及

Ｄｅｌ 型的 Ｒｈ 蛋白第 ４０９ 位氨基酸均为赖氨酸ꎬ因此推测造成

ＲｈＤ 抗原表达极度减低的原因可能在转录和调控环节[４] ꎮ
而在转录过程中起调控作用的启动子能活化 ＲＮＡ 聚合酶ꎬ
使之能与 ＤＮＡ 模板准确地相结合并具有转录起始的特异

性ꎬ启动子区发生突变会影响基因的表达调控ꎮ 为了研究

Ｄｅｌ 型的产生机制是否是由 ＲＨＤ 基因启动子区突变引起ꎬ我
们对 ＲＨＤ 基因启动子区－１－－１ ２４６ ｂｐ 内的 ４ 个多态性位点

进行检测ꎻ并对 ＲＨＤ 基因启动子区＋３－－１１３８ 进行扩增及测

序ꎬ现报告如下ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 研究对象　 ３２ 例来自无偿献血者并经基因分型试剂盒

检测为 Ｄｅｌ 型的样本ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 Ｔａｑ 酶 ( Ｐｒｏｍｅｇａ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ)ꎻ１０ × ＧＣ
Ｂｕｆｆｅｒ、６× Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰꎻＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＴＡＫＡＲＡ 公司

提供)ꎻ单克隆抗￣Ｄ(ＩｇＧ 上海血液生物医药有限责任公司)ꎻ
ＦＩＴＣ 标记的羊抗人 ＩｇＧ(美国 ＢＤ 公司)ꎻ人类红细胞 ＲｈＤ 血

型￣Ｄｅｌ 型基因分型试剂盒(天津市秀鹏生物技术开发有限公

司)ꎮ ＰＣＲ 扩增仪(ＰＥ９７００ꎬ美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻ
多用电泳仪(ＤＹＹ￣１１ 型) ꎻ凝胶成像仪(Ｇｅｌ Ｉｍａｇｅ Ｓｙｓｔｅｍ)ꎻ
流式细胞仪(ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型 美国)ꎻＭＳ２ 旋涡混匀器(广
州 ＩＫＡ 厂)ꎮ
１ ３　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因外显子扩增及测序 　 为确定 ＲＨＤ 基

因外显子区是否还存在其它突变ꎬ对 ３２ 例 Ｄｅｌ 型样本进行

ＲＨＤ 基因编码区序列分析ꎬ采用 Ｌｅｇｌｅｒ 等[５] 设计的 ＲＨＤ 基

因编码区全长序列分析方法扩增第 １－１０ 外显子ꎮ 扩增产物

送交公司测序ꎬ测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 标准 ＲＨＤ 基因序列

(ＢＮ００００６５)进行比较ꎮ
１ ４　 ＲＨＤ 基因启动子区检测
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１ ４ １　 引物设计　 参照文献[６]方法合成引物对 １、２、３ 对

ＲＨＤ 基因启动子区－１—１ ２４６ ｂｐ 内的 ４ 个多态性位点检测ꎬ
４ 个多态性位点分别是 －１１１９Ｃ、－９０１Ｃ、－５５４Ｇ 和－１３２Ａꎬ其
余序列与 ＲＨＣＥ 基因启动子区序列一致ꎻ依据 Ｇｅｎ Ｂａｎｋ 序

列( Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ ＡＪ２５２３１４)ꎬ设计序列特异性引物对 ４ 对

ＲＨＤ 基因启动子区＋３－－１１３８ 进行扩增ꎬ扩增产物和测序引

物交测序公司测序(表 １)ꎮ

表 １　 ＲＨＤ 基因启动子区 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 法检测引物

引物对 引物序列(５′－３′) 特异性 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ∗ 大小(ｂｐ)
１ Ｓｅｎｓｅ ＴＣＣＡＣＴＴＴＣＣＡＣＣＴＣＣＣＴＧＣ ＲＨＤ －１１３８－－１１１９ ２５６

ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ ＧＣＡＧＣＣＡＡＣＴＴＣＣＣＣＴＡＴＧ ＲＨＤ －８８３－－９０１
２ Ｓｅｎｓｅ ＴＧＴＧＴＡＡＣＴＡＴＧＡＧＧＡＧＣＣＡＧ ＲＨ －５７４－－５５４ ２２１

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ＡＧＡＡＡＡＧＣＡＡＧＧＡＡＣＧＧＡＴ ＲＨＤ －３５４－－３７２
３ Ｓｅｎｓｅ ＣＣＡＴＡＧＡＧＡＧＧＣＣＡＧＣＡＣＡＡ ＲＨＤ －１５１－－１３２ １２３

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＣＡＴＣＡＣＣ ＲＨ －２９－－４７
４ Ｓｅｎｓｅ ＴＣＣＡＣＴＴＴＣＣＡＣＣＴＣＣＣＴＧＣ ＲＨＤ －１１３８－－１１１９ １１４１

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ＣＡＴＣＣＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＴＣＴＧ ＲＨＤ ＋３－－１５

∗起始密码子 ＡＴＧ 第 １ 个碱基 Ａ 位置定义为 ＋１

１ ４ ２　 用引物对 １、２、３、４ 进行 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 扩增　 ４ 对引物反

应体系相同:１０×ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ上、下游引物各 ０ ５ μＬꎬＴａｑ
ＤＮＡ 聚合酶 ０ ２ μＬꎬ样本 ＤＮＡ ２ μＬꎬｄＮＴＰ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １３ ８
μＬꎬ总体系 ２０ μＬꎮ 引物对 １、２ 采用普通 ＰＣＲ 的方法ꎬ扩增

条件为:９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９５℃ ３０ ｓ、６０℃ ３０ ｓ、７２℃ ３ ｍｉｎ 共 ３７ 个

循环ꎻ７２℃ ５ ｍｉｎꎬ４℃ ∞ ꎮ 引物对 ３、４ 采用降落 ＰＣＲ 的方

法ꎬ扩增条件为:９６℃ ２ ｍｉｎꎻ９６℃ ３０ ｓ、６９℃ ６０ ｓ 共 ５ 个循

环ꎻ９６℃ ３０ ｓ、６４℃ ４５ ｓ、７２℃ ３０ ｓ 共 １２ 个循环ꎻ９６℃ ３０ ｓ、
６０℃ ４５ ｓ、７２℃ ３０ ｓ 共 １５ 个循环ꎻ７２℃ ３ ｍｉｎꎬ４℃ ∞ ꎮ 扩增

产物用 ２％的琼脂糖凝胶电泳分析ꎮ
１ ４ ３　 用引物对 ４ 进行 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 扩增及测序 　 反应体系

为:１０×ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ上、下游引物各 １ ５ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚

合酶 ０ ５ μＬꎬ样本 ＤＮＡ ３ μＬꎬｄＮＴＰ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３６ ５ μＬꎬ总
体系 ５０ μＬꎮ 扩增条件同上ꎮ 扩增产物用 ２％的琼脂糖凝胶

电泳分析ꎻ产物和测序引物交测序公司测序ꎮ
１ ５　 流式细胞术检测 Ｄｅｌ 型 Ｄ 抗原的表达　 研究显示 Ｄｅｌ
型 ＲＨＤ 基因外显子区有 １２２７ 位点 Ｇ>Ａ 的突变ꎬ此突变为同

义突变ꎬ不会改变 ＲｈＤ 蛋白的氨基酸序列ꎬ不知造成 ＲｈＤ 抗

原表达极度减低的原因是否是由 ＲＨＤ 基因启动子突变引起ꎮ
通过流式细胞术检测 Ｄｅｌ 红细胞膜表面 Ｄ 抗原的表达量ꎮ

２　 结果

２ １　 ＲＨＤ １０ 个外显子测序检测 　 ３２ 例 Ｄｅｌ 型样本均携带

完整的 ＲＨＤ 基因ꎬ并且均为 ＲＨＤ 基因 １２２７ 位点 Ｇ>Ａ 的突

变ꎬ未发现其他突变位点ꎮ
２ ２　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因启动子区检测　 将 ３２ 例 Ｄｅｌ 型基因用

４ 对特异性引物扩增 ＲＨＤ 基因启动子区ꎬ可扩增出 １ １４１、
２５６、２２１、１２３ ｂｐ ４ 条特异带(图 １)ꎮ 试验中所有样本电泳结

果如图 １ꎮ 引物对 ４ 扩增出的产物具有很好的特异性ꎬ符合

测序要求ꎮ 引物对 １、２、３ 扩增出的特异带与文献[５]报道相

吻合ꎬ所有标本均检测到－１１１９Ｃ、－９０１Ｃ、－５５４Ｇ 和－１３２Ａ ４
个多态性位点ꎮ
２ ３　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因启动子区＋３－－１１３８ 测序 　 ３２ 例 Ｄｅｌ
型基因启动子区测序结果与 Ｇｅｎｂａｎｋ 序列( Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ
ＡＪ２５２３１４)进行比对ꎬ启动子区序列与野生型 ＲＨＤ 的启动子

区序列一致ꎬ未发现有新的突变ꎬ测序结果见图 ２ꎮ

Ｍ:ＭａｒｋｅｒꎬＤＬ２０００ꎻ １、２ 泳道为 １ １４１ ｂｐꎻ３、４ 泳道为 ２５６

ｂｐꎻ５、６ 泳道为 ２２１ ｂｐꎻ ７、８ 泳道为 １２３ ｂｐ

图 １　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因启动子区扩增产物电泳结果

图 ２　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因启动子区扩增产物测序图

２ ４　 Ｄｅｌ 红细胞表面 Ｄ 抗原的表达　 Ｄｅｌ 型 ＲＨＤ 基因第 ９
外显子区有 １２２７ 位点 Ｇ>Ａ 的突变ꎬ此突变为同义突变ꎬ野生

型及 Ｄｅｌ 型的 Ｒｈ 蛋白第 ４０９ 位氨基酸均为赖氨酸ꎬ不会改

变 ＲｈＤ 蛋白的氨基酸序列ꎻＲＨＤ 启动子区序列与野生型的

启动子区序列一致ꎬ未发现有新的突变ꎮ 但通过对 Ｄｅｌ 红细

胞膜表面 Ｄ 抗原强度的分析发现ꎬＤｅｌ 红细胞的平均荧光强

度略高于 Ｄ 阴性红细胞ꎬ远远小于 Ｄ 阳性红细胞(图 ３)ꎬ提
示 Ｄｅｌ 的 Ｄ 抗原强度极低ꎬＤ 抗原数目极少ꎬ其产生机制可

能与 Ｄｅｌ 型个体在 ｍＲＮＡ 水平上发生了第 ９ 外显子跳跃的

变异现象有关ꎮ

图 ３　 Ｄｅｌ 型红细胞表面 Ｄ 抗原强度流式分析

３　 讨论

Ｒｈ 血型抗原由位于 １ 号染色体短臂 １ｐ３４ ３－１ｐ３６ １
上 ２ 个紧密连锁高度同源的 ＲＨＤ 和 ＲＨＣＥ 基因编码ꎬ 其基
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因序列同源性高达 ９６％ꎬ长度分别为 ５７ ９３２ ｂｐ 和 ５８ ５７５
ｂｐꎬ开放性阅读框架均为 １ ２５１ ｂｐꎬ均含有 １０ 个外显子和 ９
个内含子ꎬ方向相反ꎬ３′端面对面ꎮ ＲＨＤ 和 ＲＨＣＥ 基因紧密

连锁串联排列ꎬ 排列顺序为 ＲＨＤＣＥꎬ２ 个基因相隔约 ３０ ０００
ｂｐꎬ均编码 ４１７ 个氨基酸ꎮ ＲＨＤ 基因启动子区有 ４ 个多态性

位点－１ １１９Ｃ、－ ９０１Ｃ、－ ５５４Ｇ 和 － １３２Ａꎮ
其余序列与 ＲＨＣＥ 基因启动子区序列一致ꎬ无特异性ꎮ

在东亚人中已发现多种常规血清学为 ＲｈＤ(－)ꎬ却携带 ＲＨＤ
的变异体ꎬ弱 Ｄ 型和 Ｄｅｌ 型就包含其中[７] ꎮ 白种人 Ｄｅｌ 型极

为少见ꎬ且以 ＲＨＤ８８５Ｔ 等位基因为主[８－９] ꎬＲＨＤ１２２７Ａ 等位

基因主要分布于亚洲ꎮ Ｄｅｌ 型在 Ｒｈ 阴性人群中所占比例在

日本人中较高 ꎬ约 ３０％~ ５０％ [１０] ꎬ中国人初筛 ＲｈＤ 阴性的

人群中香港人群 Ｄｅｌ 占 ３０％ [１１] ꎬ内地占 ２０％－３０％ [１２] ꎬ西
安地区占 ２０ ５％ [１３] ꎮ

有研究显示ꎬ在基因的表达环节ꎬ造成抗原表达极度减

低的原因与转录和调控环节密切相关[１４] ꎬ因此 Ｄｅｌ 型的产生

机制还有可能是 ＲＨＤ 基因表达调控的结果ꎮ 启动子是基因

的组成部分ꎬ位于结构基因的 ５′端上游ꎬ可特异性识别 ＲＮＡ
聚合酶并使其活化ꎬ使其与模板 ＤＮＡ 准确结合ꎬ并决定基因

转录起始及表达程度ꎮ 启动子就像“开关”ꎬ决定基因的活

动ꎮ 在基因表达调控中ꎬ转录的起始是个关键ꎬ对基因的表

达以及蛋白质的合成起着重要的调控作用ꎮ 为了研究 Ｄｅｌ
型的产生是否是由 ＲＨＤ 基因启动子区突变引起ꎬ本实验对

３２ 例 Ｄｅｌ 型样本 ＲＨＤ 基因启动子区进行测序ꎬ结果未发现

有突变位点存在ꎬ说明 Ｄｅｌ 型 Ｄ 抗原的弱表达与 ＲＨＤ 基因

启动子区突变无关ꎮ
在亚洲和欧洲地区研究显示ꎬＤｅｌ 表型携带部分或完整

的 ＲＨＤ 基因ꎮ 目前共发现 １０ 多种 Ｄｅｌ 等位基因ꎬ其中大部

分等位基因发现于欧洲地区ꎬ而在亚洲地区则主要以

ＲＨＤ１２２７Ａ 为主ꎬ主要有 ＲＨＤ(ＩＶＳ１＋１Ｇ>Ａ)、ＲＨＤ( ＩＶＳ３＋１Ｇ>
Ａ)、 ＲＨＤ ( ＩＶＳ５￣３８Ｄｅｌ４ )、 ＲＨＤ ( Ｍ２９５Ｉ )、 ＲＨＤ ( ｄｅｌ ｅｘ９ )、
ＲＨＤ１２２７Ａ(Ｋ４０９Ｋ)、ＲＨＤ(Ｘ４１８Ｌ)和 ＲＨＤ(ｄｅｌ ｅｘ８)等ꎬ其中

大部分等位基因发现于欧洲地区ꎬ而在亚洲地区则主要以

ＲＨＤ１２２７Ａ 为主ꎬ在台湾和日本还分别发现 ＲＨＤ(ｄｅｌ ｅｘ９)和
ＲＨＤ(ＩＶＳ１＋１Ｇ>Ａ)ꎮ 此外 Ｆｌｅｇｅｌ 等[１５] 在德国还发现发现

ＲＨＤ(ＩＶＳ１￣６ｄｅｌＡ)、ＲＨＤ(９３＿ ９４ ｉｎｓＴ)、ＲＨＤ( Ｌ１５３Ｐ)、ＤＢＵ
(ＲＨＤ￣ＣＥ(５－７) －Ｄ)、ＲＨＤ(Ｇ２１２Ｒ)、ＲＨＤ(Ｙ４０１Ｘ)等多种等

位基因ꎮ 本研究的 ３２ 例 Ｄｅｌ 型样本外显子检测以及序列测

定显示ꎬ均具有完整的 ＲＨＤ 基因外显子ꎬ并且均携带

ＲＨＤ１２２７Ａ 等位基因ꎬ未发现其他等位基因ꎬ与邵超鹏等[１６]

和 Ｃｈｅｎ 等[３]研究一致ꎬ这表明 Ｄｅｌ 等位基因在欧洲地区的

分布存在着明显的基因多态性ꎬ而在亚洲地区 Ｄｅｌ 等位基因

则主要以 ＲＨＤ１２２７Ａ 为主ꎬ 因此推测 ＲＨＤ１２２７Ａ 等位基因可

能是中国汉族乃至亚洲地区 Ｄｅｌ 表型人群的重要遗传标志ꎮ
ＲＨＤ１２２７Ａ 是由于 ＲＨＤ 基因第 ９ 外显子最后 １ 位碱基

由 Ｇ 突变为 Ａꎬ但是该突变并未导致氨基酸密码子的改变ꎬ
野生型及 Ｄｅｌ 型的 Ｒｈ 蛋白第 ４０９ 位氨基酸均为赖氨酸ꎬ但
却形成了 Ｄｅｌ 表型[１７] ꎮ 有研究显示ꎬＤｅｌ 型个体在 ｍＲＮＡ 水

平上发生了第 ９ 外显子跳跃(ｅｘｏｎ ９ ｓｋｉｐｐｉｎｇ)的变异现象ꎬ
原因在于外显子 ９ 的 １２２７Ｇ>Ａ 突变是在第 ９ 外显子的最后

１ 个碱基ꎬ尽管该突变并不引起氨基酸替换ꎬ但是导致 ＲＮＡ
转录后在内含子剪切时ꎬ第 ９ 内含子的识别位点移至第 ８ 内

含子ꎬ由此将第 ８ 内含子＋第 ９ 外显子＋第 ９ 内含子一起识别

为 １ 个超大内含子ꎬ被错误剪切ꎬ因而不能表达正常 ＲｈＤ 蛋

白[１８] ꎮ 另外ꎬ第 ９ 外显子跳跃还可产生移码突变并发生终

止密码后移ꎬ导致其编码的 ＲｈＤ 蛋白长度为 ４６３ 个氨基酸ꎬ
比正常的 ＲｈＤ 蛋白(４１７ 个氨基酸)多 ４６ 个氨基酸ꎬ降低了

与 Ｒｈ 相关蛋白的结合效率和稳定性ꎬ导致 ＲｈＤ 抗原在红细

胞上表达下降ꎮ
总之ꎬＤｅｌ 作为 １ 种特殊的 ＲｈＤ 变异体ꎬ对 ＲｈＤ 阴性输

血有着重要的指导意义ꎮ 虽然本研究发现 Ｄｅｌ 型均携带

ＲＨＤ１２２７Ａ 等位基因ꎬ并且可能导致 Ｄｅｌ 转录本第 ９ 外显子

在剪接过程中出现缺失异常ꎬ但还需对转录本稳定性及表

达、抗原表位谱和抗原定量进行探讨ꎬ进一步了解 Ｄｅｌ 表型

的特征ꎬ为临床 ＲｈＤ 阴性输血提供参考ꎮ
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定期输血地中海贫血患者血清抗体检测∗
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(１.深圳大学第一附属医院 深圳市第二人民医院ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ２. 无锡市第五人民医院ꎻ３. 辽宁省血液中心ꎻ４. 深圳市血液中心)

　 　 摘要:目的　 定期输血患者血清抗体测定和特异性分析ꎮ 方法　 采用微柱凝胶抗人球卡方法ꎬ对 ３５４ 例长期定

期输血的 β￣地中海贫血患者ꎬ进行血清抗体筛查和抗体鉴定ꎮ 结果　 ３５４ 人中ꎬ２８ 人抗体阳性(７ ９％)ꎬ其中 １３ 人

检出同种抗体(１ 人无法确定抗体特异性)ꎬ１５ 人检出自身抗体ꎮ 共检出特异性同种抗体 １９ 个ꎬ其中 Ｒｈ 血型抗体 １５
个(７８ ９％)ꎬ包括抗￣ｃ、抗￣Ｅ、抗￣Ｃ 和抗￣Ｃｗꎻ自身抗体中ꎬ１ 例具有特异性ꎬ为抗￣Ｃꎬ５ 例血清与所有鉴定细胞强凝集ꎬ
均报输血不良反应ꎬ其余 ９ 人血清与同种细胞弱反应ꎬ均未报输血反应ꎮ 另外ꎬ观察到 １８ 人次侧配血凝集(５ １％)ꎬ
但血清不与同种细胞反应即主侧配血相合ꎬ或因多次输血异体血浆蛋白吸附或药物抗体等原因引起ꎬ均未报输血反

应ꎮ 结论　 长期定期输血的地中海贫血患者血清同种抗体和自身抗体的比率较高ꎬ同种抗体以 Ｒｈ 血型抗体为主ꎬ
应进行 ＲｈＣｃＥｅ 相合输血ꎮ

关键词:地中海贫血ꎻ输血ꎻ同种抗体ꎻ自身抗体
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ｔｉｅｎｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｙ ａ ｍｉｃｒｏ ｃｏｌｕｍｎ ｇｅｌ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ３５４ ｐａｔｉｅｎｔ
ｃａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｂｅｔａ￣Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ａｎｅｍｉａ ａｎｄ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｒｅｇｕｌａｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｎ ａｌｌ ３５４ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ２８
ｗｅｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ (７ ９％). １３ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ (ｆａｉｌ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｏｎｅ ｓａｍ￣
ｐｌｅ)ꎬ １５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １９ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. １５ ｗｅｒｅ Ｒｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ (７８ ９％)ꎬ ｉｎ￣
ｃｌｕｄｉｎｇ ａｎｔｉ￣ｃꎬ ａｎｔｉ￣Ｅꎬ ａｎｔｉ￣Ｃ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｃｗ. Ｉｎ ｔｈｅ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ｏｎｅ ｗａｓ ａｎｔｉ￣Ｃ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｗｅｒｅ
ｒｅａｃｔｉｖｅ ｔｏ ｂｏｔｈ ｐａｔｉｅｎｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｌｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｐａｎｅｌ ｒｅａｇｅｎｔ ｃｅｌｌｓ. ｏｎｌｙ ５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ
ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２＋ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｐｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｒｅａｃｔｉｏｎｓꎬ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｗｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ １８ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ＤＡＴ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｍｉｎｏｒ
ｃｒｏｓｓ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｍａｊｏｒ ｃｒｏｓｓ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｔｅｓｔｓ. Ｔｈｉｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｄｕｅ ｔｏ ｍｕｌ￣
ｔｉｐｌｅ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓ ｏｒ ｄｒｕｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｒｅ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ
Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ａｎｅｍｉａ ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｒｅｇｕｌａｒ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ. Ｔｈｅ Ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒꎬ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔｌｙ Ｒｈ ｂｌｏｏｄ
ｇｒｏｕｐ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｒｅｇｕｌａｒ ＲｈＣｃＥｅ ｍａｔｃｈｅｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ ａｎｅｍｉａꎻ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎻ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ

部分 β￣地中海贫血患者需长期依赖输注异体红细胞生

存ꎬ随着高量输血同时有效去铁的治疗方案的应用ꎬ目前我

国地中海贫血输血患者的存活期较以往大大延长ꎬ大多数患

者均可长期正常生活和结婚生育ꎬ也正因为如此ꎬ１ 个新的问

题逐渐突出———针对红细胞血型抗原的同种抗体问题ꎬ一旦

产生ꎬ患者不仅每次输血费用增加ꎬ而且造成急救用血困难ꎬ
而如果产生针对多个血型抗原的抗体或针对中国人群每个

高频抗原的抗体时ꎬ寻找供者将非常困难ꎬ女性地贫患者生

育时则面临比普通人高得多的发生新生儿溶血病的风险ꎮ

５３１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



国外有报道 １５％ ~ ４０％的 β￣地中海贫血患者或其它慢性输

血患者可检出同种抗体[１－３] ꎬ台湾和香港分别报道约 １０％和

２３％的患者可检出同种抗体和自身抗体[４－５] ꎬ国内报道约 ５％
~１０％患者血清抗体阳性[６－７] ꎮ 我们分析地中海贫血患者同

种抗体和自身抗体以及配血不合原因ꎬ报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 ２０１４－２０１６ 年在深圳市第二人民医院接受

输血治疗的 β￣地中海贫血患者 ３５４ 名ꎬ排除 ＲｈＤ 阴性患者

(均长期输注 Ｒｈ 阴性红细胞)ꎬ患者籍贯主要分布广东、广
西和福建ꎬ少数患者来自四川、湖北和湖南ꎬ男女比例为 ２０７ ∶
１４７(１ ∶０ ７)ꎬ年龄 ０~ ５ 岁 １０９ 人ꎬ６~ １０ 岁 １２６ 人ꎬ１１ ~ １５ 岁

４９ 人ꎬ１６~２０ 岁 ４８ 人ꎬ≥２１ 岁 １９ 人ꎬ≥３１ 岁 ２ 人ꎬ≥４１ 岁 １
人ꎮ 患者首次输血年龄 ３ 个月至 ２ 周岁ꎬ大多数为 ７ ~ ８ 个

月ꎮ 这些患者在本院最短输血时间 ６ 个月ꎬ最长超过 ２０ 年ꎬ
约 １ / ３ 患者进行 Ｒｈ 配型输血 ２ 年左右[８] ꎮ
１ ２　 血液成分　 患者输注的红细胞成分均为悬浮少白红细

胞(离心去除血浆和白膜层)ꎬ２００９ 年开始为滤白悬浮红细

胞ꎬ即离心去除血浆ꎬ同时进行白细胞过滤ꎮ 所有患者所输

注的红细胞基本上为保存 １０ ｄ 左右的血液成分ꎬ保养液为

ＡＣＤ 红细胞保存液ꎮ 血液成分来源于本市血液中心ꎬ部分患

者曾在本市宝安区和龙岗区医院接受输血治疗ꎬ血液来源于

宝安区或龙岗区中心血站ꎬ患者在国内其它城市进行输血治

疗ꎬ血液成分则来源于当地血液中心ꎬ这些红细胞成分除可

能没有进行白细胞过滤外ꎬ其它制作标准一致ꎮ
１ ３　 输血前检查和输血治疗　 在深圳市第二人民医院进行

输血治疗的患者ꎬ无论年龄大小ꎬ均在医院儿科“地贫之家”
接受治疗ꎬ输血前免疫血液学检查执行 ２０００ 年卫生部«临床

输血技术规范»和试剂厂家的要求以及中国输血技术操作规

程血站部分[９] ꎬ输血过程观察、记录等执行新版的三级甲等

医院输血条款要求ꎬ输血反应填报通过医院«不良事件上报

信息系统»由儿科填写上报ꎬ输血科处理反馈ꎮ
１ ４　 交叉配血、抗体筛选和鉴定　 均采用微柱凝胶检测卡

方法(Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ＧｒｉｆｏｌｓꎬＳ ＡꎬＳｐａｉｎ)ꎬ执行厂家操作要求ꎬ抗
体筛选细胞(Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ＧｒｉｆｏｌｓꎬＳ ＡꎬＳｐａｉｎ)ꎻ抗体鉴定细胞使

用广州市输血研究所赠送细胞ꎬ抗原包括 ＤꎬＣꎬｃꎬＥꎬｅꎬＪｋａꎬ
ＪｋｂꎬＬｕａꎬＬｕｂꎬＦｙａꎬＦｙｂꎬＬｅａꎬＬｅｂꎬＫꎬｋꎬＭꎬＮꎬＳꎬｓꎬＭｕｒꎬＰ１ꎬＤｉａꎻ
以及同时使用进口抗体筛选细胞和鉴定细胞(Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｇｒｉ￣
ｆｏｌｓꎬＳ ＡꎬＳｐａｉｎ)进行 ２ 次鉴定ꎬ鉴定细胞抗原包括 ＤꎬＣꎬＥꎬ
ｃꎬｅꎬＣｗꎬＫꎬｋꎬＫｐａꎬＫｐｂꎬＪｓａꎬＪｓｂꎬＦｙａꎬＦｙｂꎬＪｋａꎬＪｋｂꎬＬｅａꎬＬｅｂꎬＰ１ꎬ
ＭꎬＮꎬＳꎬｓꎬＬｕａꎬＬｕｂꎬＸｇａ等ꎮ
１ ５　 自身抗体认定　 自身抗体认定须满足以下 ２ 个条件ꎬ
血清与所有筛选细胞和鉴定试剂红细胞均发生凝集反应(１
例特异性自身抗体除外)ꎻ红细胞直接抗球蛋白试验阳性ꎮ
自身抗体阳性样本血清中同种抗体的鉴定ꎬ因患者多有近期

输血史或红细胞样本较少ꎬ所有样本均采用异体红细胞

３７℃ / ３０ｍｉｎ 热吸收 ２ 次ꎬ异体红细胞选择与患者 ＲｈＤＣｃＥｅ
同型红细胞ꎮ
１ ６　 ＲｈＤＣｃＥｅ 鉴定　 供者 ＤＣｃＥｅ 抗原血清学鉴定采用微柱

凝胶检测卡法ꎬ按厂家说明书操作(长春博迅生物技术有限

责任公司ꎬ中国)ꎻ受者 ＲＨ 基因定型参考文献[８]ꎮ

２　 结果

２ １　 血清抗体检测 　 ３５４ 人中ꎬ２８ 人抗体阳性(７ ９％)ꎬ其
中 １３ 人检出同种抗体(３ ７％)ꎬ１５ 人检出自身抗体(４ ２％)ꎮ
产生抗体患者最小 ２ 岁ꎬ最大 ３９ 岁ꎬ年龄中位数比较未显示

抗体阳性与抗体产生时的年龄关联ꎻ其次ꎬ大部分受调查的

患者开始输血年龄在 ６~１２ 个月ꎬ２８ 名产生抗体的患者的开

始输血年龄亦是 ６~１２ 月为多数ꎬ提示患者抗体阳性的发生

率可能与开始输血年龄亦无关(表 １)ꎮ
２ ２　 抗体特异性　 共检出特异性同种抗体 １９ 个ꎬ其中 Ｒｈ
血型抗体 １５ 个(７８ ９％)ꎬ包括抗￣ｃ、抗￣Ｅ、抗￣Ｃ 和抗￣Ｃｗꎻ另 １
人无法确定抗体特异性ꎬ疑似抗￣ｃꎻ１５ 人检出自身抗体中ꎬ通
过同种细胞吸收实验均未检出 Ｒｈ 血型同种抗体和其它同种

抗体ꎬ但 １ 名自身抗体阳性个体ꎬ抗体鉴定显示具有特异性ꎬ
为抗￣Ｃꎬ初期判断为同种抗体ꎬ后发现该个体的 ＲＨＣＥ 基因

检测为 Ｃｃｅｅꎬ经数月 Ｒｈ 小因子同型输血后ꎬ微柱凝胶检测卡

检测明显为 Ｃｃｅｅ 表型ꎬＣｃｅｅ 检测孔均未见红细胞上下分层

现象ꎮ
２ ３　 输血不良反应　 １３ 名检出同种抗体的患者 ９ 人报输血

不良反应ꎬ或溶血性输血反应由外院转入ꎻ１５ 例自身抗体阳

性中ꎬ仅 ５ 人报输血不良反应ꎬ值得一提的是ꎬ报输血不良反

应的 ５ 名患者ꎬ血清自身抗体均呈强凝集反应(２＋以上)ꎬ而
其余 ９ 人血清与同种细胞均呈弱反应ꎮ

表 １　 抗体阳性患者年龄和抗体特异性

编号
年龄
(岁)

首次输血
年龄(月)

抗体
性质

是否报告输血
不良反应

１ １６ ８ 抗￣Ｃｗ 否

２ １８ １２ 抗￣Ｍｕｒ 是

３ ２ １２ 抗￣Ｅ 是

４ ８ ６０ 抗￣Ｍｕｒ 否

５ ９ ８ 抗￣Ｅ 是

６ ４ ６ 抗￣ｃ、￣Ｅ 是

７ ２６ ６０ 抗￣ｃ、￣Ｅ 是

８ ２９ ３６ 抗￣ｃ、￣Ｅ 是

９ ２ ８ 抗￣Ｊｋａ 是

１０ １４ １２ 抗￣Ｅ 否

１１ ２７ ９ 抗￣ｃ、￣Ｅ 是

１２ １２ １０８ 抗￣Ｊｋａ、￣ｃ、￣Ｅ 是

１３ ７ ４ 疑似抗￣ｃ 否

１４ ２９ ９６ 自身抗体(抗￣Ｃ) 否

１５ ２８ ６ 自身抗体 是

１６ １１ ４ 自身抗体 是

１７ ４ １２ 自身抗体 是

１８ ３ ６ 自身抗体 是

１９ ２３ １２ 自身抗体 是

２０ ７ ８ 自身抗体 否

２１ ８ ９ 自身抗体 否

２２ ３９ １０ 自身抗体 否

２３ ４ １８ 自身抗体 否

２４ ６ １２ 自身抗体 否

２５ ５ １０ 自身抗体 否

２６ ７ １２ 自身抗体 否

２７ １０ ６ 自身抗体 否

２８ １２ ９ 自身抗体 否
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２ ４　 交叉配血次侧凝集　 在 ３５４ 名患者的输血前免疫学检

查中ꎬ共观察到 １８ 人次侧配血凝集(５ １％)ꎬ而且具有稳定

性即在我们的观察期内每次配血均呈现不同程度的次侧凝

集ꎬ但血清不与同种细胞反应即主侧配血相合ꎬ或因多次输

血异体血浆蛋白吸附等原因引起ꎬ均未报输血不良反应ꎮ

３　 讨论

异体输血患者血清免疫性同种抗体阳性和发生率ꎬ国内

外相关研究报道较多ꎬ近些年国内的有关报道的调查例数也

越来越多ꎬ样本量越来越大[１０] ꎬ但具体的同种抗体的发生率

各个报道之间差异依然较大ꎬ究其原因ꎬ与调查对象密切相

关ꎬ例如女性患者和男性患者的差异、定期输血患者与单次

输血患者的差异、有输血史和无输血史患者的差异等ꎬ甚至

还应该分类老年患者和青年患者、单次生育史和多次生育史

患者、单次输血史和多次输血史患者等ꎬ因此对于输血患者

同种抗体发生率的调查并不简单ꎮ 我们调查对象限定在无

生育史、定期输血的地中海贫血患者ꎬ结果抗体阳性率为

７ ９％ꎬ与国外报道 １５％ ~ ４０％ [１－３] ꎬ以及台湾和香港报道的

９ ４％和 ２３％ [４－５] ꎬ都同样存在较大的差异ꎮ 分析原因ꎬ我们

未发现与患者输血开始年龄或与抗体发生时的年龄有关ꎬ这
些地贫患者的输血频次通常 １ 个月 ２~４ 次ꎬ从免疫学角度不

管是 ２ 次或 ４ 次应差别不大ꎬ因此具体原因还需要更深入的

分析ꎮ 但至少有 １ 个原因可解释比率低于台湾和香港的报

道ꎬ这些患者中大部分进行 ＲｈＣｃＥｅ 同型输血 １ 年以上ꎮ
本研究的同种抗体特异性与国内其它报道一样[６－７ꎬ１０] ꎬ

以 ＲｈＣｃＥｅ 血型抗原的抗体为主ꎬ占 ７８ ９％ꎬ其次是抗￣Ｍｕｒ
和抗￣Ｊｋａꎬ说明 Ｒｈ 抗原具有较其它血型抗原更强的免疫原

性ꎬ在中国人群众ꎬＲｈＣｃＥｅ 抗原均阳性个体比率约 ２５％ ~
３０％ꎬ如果排除这一部分个体ꎬ我们调查或其它研究关于的

同种抗体的发生率将更高ꎬ因此我们主张对于定期输血和育

龄女性患者ꎬ甚至所有输血患者均进行 ＲｈＣｃＥｅ 配型输血ꎬ从
长远考虑ꎬ保障患者输血安全和预防 ＲｈＣｃＥｅ 相关的新生儿

溶血病ꎮ
调查的抗体阳性患者中ꎬ半数以上为自身抗体ꎬ这与一

般性(非定期长期输血患者)的因输血产生抗体的研究的结

果差异较大ꎬ可以理解因调查对象而获得不同的结果ꎻ但是

结果亦与国内同样对地贫患者的研究也不同[６－７] ꎬ台湾的相

关报道也没有自身抗体[４] ꎬ可能是这些研究尽管没有说明其

实没有分析自身抗体阳性患者ꎬ自身抗体的结果与香港的研

究类似[３] ꎮ 为什么长期定期输血的地贫患者中自身抗体的

产生率较高? 国内外并没有系统的研究报道ꎬ我们认为或与

疾病本身或红细胞具有的免疫活性功能有关ꎮ 另外ꎬ我们观

察到一部分自身抗体用血患者报告输血不良反应ꎬ而大部分

阳性的患者则并没有报告发生输血不良反应ꎬ而且在本研究

的几年间ꎬ观察到的几例发生输血反应的自身抗体阳性患

者ꎬ都是从一开始就记录发生输血反应ꎬ而不发生输血反应

的患者则一直都没有报告不良反应ꎬ说明从产生抗体开始就

存在不同性质的自身抗体ꎬ当然不排除有些个体肯发生很弱

输血反应ꎬ但没有引起临床的关注ꎮ
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基础医学与实验研究 论著

计划免疫前后出生的献血者 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性状况及其

ＨＢＶ 感染的血清学和分子病毒学特征分析∗

叶贤林１ꎬ２ 　 李懿２ 　 李彤１ 　 杨红１ 　 刘衡１ 　 邬林枫１ 　 许晓绚１

(１ 深圳市血液中心ꎬ广东 深圳 ５１８０３５ꎻ２ 大连医科大学 检验系)

　 　 摘要:目的　 了解深圳市在计划免疫前后出生的无偿献血者 ＨＢＶ 感染情况ꎬ分析其血清学和分子生物学特征ꎮ
方法　 将本中心 ２０１６ 年 ２－６ 月收集的 ２６ ３２０ 人(份)无偿献血者标本ꎬ以 １９９２ 年为界分为计划免疫前出生组组:
１９ ８９８人(份)ꎬ年龄 １８－<２４ 岁ꎻ计划免疫后出生组:６ ４２２ 人(份)ꎬ２４－５５ 岁ꎮ 分别将每组再分为 ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ
ＤＮＡ(＋)、ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－)、ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)和 ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ 可疑(ＮＡＴ 初筛阳性、鉴定

试验阴性)４ 种类型ꎬ做“乙肝两对半”检测与 ＨＢＶ ＤＮＡ 小容量和大容量提取ꎬ采用巢氏 ＰＣＲ 方法扩增 ＢＣＰ / ＰＣ 和 Ｓ
区基因序列ꎬ并对所得序列做基因型分析ꎬ同时采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测(ｑＰＣＲ)和分析ꎮ 结果 　 本组 ２６ ３２０
(人)份献血者标本ꎬ通过酶免方法初筛检出 ２４２ 例 ＨＢｓＡｇ 不合格标本ꎬ经 ＮＡＴ、巢氏￣ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 检测 ＨＢＶ ＤＮＡ
阳性率为 ０ ７４１％(１９５ / ２６ ３２０)ꎬ其中 １９５ 名 ＨＢＶ 阳性者里有 １６４(１３０＋３４)人为初次献血者ꎮ 计划免疫前后出生 ２
组中初次献血者的 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率分别为 １ ３０９％(１３０ / ９ ９２９) ｖｓ ０ ７０７％(３４ / ４ ８１０)(Ｐ<０ ０５)ꎻ隐匿性乙肝感染

(ＯＢＩ)阳性率分别为 ０ ２５６％(５１ / １９ ８９８)ｖｓ ０ ０９３％(６ / ６ ４２２)(Ｐ<０ ０５)ꎮ 在可分型的 １２０ 例标本中ꎬＨＢＶ 基因型 Ｂ
型 ９５ 例、Ｃ 型 ２５ 例ꎬ２ 种基因型在 ２ 组间(７４ / １９ ｖｓ ２１ / ６)的分布无明显差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ 结论　 乙肝疫苗的接种明

显降低了献血人群 ＨＢＶ 感染的风险ꎬ有益于输血安全保障的提高ꎮ
关键词:乙型肝炎病毒ꎻ计划免疫ꎻ献血者ꎻ乙肝两对半ꎻＨＢＶ ＤＮＡꎻ隐匿性乙型肝炎
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ｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－)ꎬ ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)ａｎｄ ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋ / －) ｇｒｏｕｐｓ. Ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｖｏｌ￣
ｕｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ＢＣＰ / ＰＣ ａｎｄ Ｓ ｒｅｇｉｏｎｓ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄａｔａ ａｂｏｖｅꎬ ＨＢＶ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｌｏａｄｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２６ ３２０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２４２ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｕｎｑｕａｌｉ￣
ｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＨＢｓＡｇ ｔｅｓｔꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈꎬ １９５ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ＨＢＶ ＤＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬ ｙｉｅｌｄｉｎｇ
ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ０ ７４１％ (１９５ / ２６ ３２０). Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＨＢＶ ＤＮＡ ｗｅｒｅ １ ３０９％ (１３０ / ９ ９２９) ｖｓ ０ ７０７％ (３４ / ４
８１０) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ａ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(ＯＢＩ)ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ
ｄｏｎｏｒｓ ｂｏｒｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ０ ０９３％(６ / ６ ４２２)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｅ￣ｐｒｏｇｒａｍ ｇｒｏｕｐ ａｔ ０ ２５６％(５１ / １９ ８９８)(Ｐ<０ ０５). ９５ / １２０ ｓａｍｐｌｅｓ ａｒｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｂ ｗｈｉｌｅ ２５ / １２０ ａｒｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｃ. Ｔｈｅｒｅ
ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｂｏｒｎ ｂｅｆｏｒｅ(Ｂ / Ｃ:７４ / １９) ａｎｄ ａｆｔｅｒ(Ｂ / Ｃ:２１ / ６) ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍ (Ｐ>０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ＨＢＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ａｎｄ ａｓｓｕｒｅｓ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎻ ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨＢＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍꎻ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎻ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｉｎ ｈａｌｆꎻ ＨＢＶ ＤＮＡ
ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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乙型肝炎病毒(ＨＢＶ)感染是危害人类健康的最严重问

题之一ꎬ因为 ＨＢＶ 可通过母婴传播性传播以及输血及血制

品途径传播ꎮ 全世界目前约有 ３ 亿 ＨＢＶ 携带者ꎬ我国属于

ＨＢＶ 流行率较高的地区ꎬ占了近 １ 亿[１] ꎮ 虽然 １９９２－ ２００６
年全球的乙肝流行率有所下降ꎬ但是 ＨＢＶ 感染仍然是导致

肝硬化、肝癌ꎬ甚至死亡的主要因素[２] ꎮ 自 １９９２ 年起ꎬ我国

卫生行政主管部门开始全面采取新生儿计划乙肝疫苗接种

措施ꎬ因而大大降低了我国儿童的乙肝发生率[２] ꎮ 为了探究

乙肝疫苗对于接种过疫苗献血者的影响ꎬ我们应用血清学和

分子生物学检测方法ꎬ通过对深圳市献血人群的 ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢＶ ＤＮＡ 的筛查ꎬ研究了推行计划免疫前后出生献血者

ＨＢＶ 感染状况ꎬ分析新生儿时注射乙肝疫苗对献血者 ＨＢＶ
感染的影响及其对保障输血安全的价值ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 收集本中心 ２０１６ 年 ２—６ 月的 ２６ ３２０(人)
份无偿献血者标本[ＥＤＴＡ￣Ｋ２抗凝血ꎬ带分离胶用于核酸检

测(ＮＡＴ)ꎬ按要求<７２ ｈ 检测完毕]ꎬ全部标本均经过 ＨＢｓＡｇ
[试剂批号 ０２７１２２７０５ꎬ英科新创(厦门)科技有限公司]和

ＡＬＴ Ｒｅｆｌｏｔｒｏｎ Ｐｌｕｓ 干式生化分析仪(试剂批号 ２３７１９２３３ꎬ罗
氏公司)初筛ꎮ 以计划免疫(新生儿接种乙肝疫苗)全面推

行的 １９９２ 年 １ 月 １ 日 ０ ∶００ 为界ꎬ标本分为计划免疫前献血

者组(计划免疫前组)和计划免疫后献血者组(计划免疫后

组)(表 １)ꎮ
１ ２　 主要试剂　 上述所有血液标本ꎬ１)均采用 ２ 种血清学

试剂(方法)检测:抗￣ＨＩＶ 试剂[法国生物梅里埃产品(批号

ＩＥ０１８６)与珠海丽珠产品(批号 ２０１６０１０６)]ꎻＨＢｓＡｇ 试剂[意
大利索林产品 (批号 Ｄ０４０２９１０) 与北京万泰产品 (批号

２０１５１２０８)ꎻ抗￣ＨＣＶ 试剂[美国强生产品(批号 ＥＸＥ２５８)与

珠海丽珠产品(批号 ２０１６０１０６)]ꎻ梅毒螺旋体试剂[珠海丽

珠产 品 ( 批 号 ２０１６０２０４ ) 与 意 大 利 索 林 产 品 ( 批 号

Ｄ５２０３０１)]ꎻＡＬＴ 试剂(贝克蔓苏州公司产品ꎬ批号 ２５０９２２)ꎮ
２)核酸检测试剂:Ｐｒｏｃｌｅｉｘ Ｕｌｔｒｉｏ Ｐｌｕｓ ＩＤ ＮＡＴ 试剂 (批号

４１３５６６ꎬＣｈｉｒｏｎ Ｇｅｎｅ￣Ｐｒｏｂｅ ꎬＳａｎ ＤｉｅｇｏꎬＣＡꎬＵＳＡ)ꎻ罗氏高通

量病毒提取试剂盒(Ｈｉｇｈ Ｐｕｒｅ Ｖｉｒａｌ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｌａｒｇｅ Ｖｏｌ￣
ｕｍｅ Ｋｉｔ) (批号 ０５１１４４０３００１)ꎬ罗氏病毒提取试剂盒 Ｖｉｒａｌ
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｋｉｔ(批号 ２７２６８７００) (美国罗氏公司 )ꎻＴａｑ 酶

(批号 １１７３２６５０００１ꎬ日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司)ꎮ ３)病毒载量测定

试剂: Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ) 试 剂 盒 ( 批 号

２１４５０)ꎬＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(批号 ３１４５６)(大连宝生物工程

公司)ꎻ琼脂糖(Ａｇｒｏｓｅ) (批号 ９０１２７８４ꎬ西班牙 ＢＩＯＷＥＳＴ)ꎮ
５)基因测序:由北京六合华大基因科技股份有限公司完成ꎮ
１ ３　 主要仪器 　 全自动酶免分析仪 (Ｍｉｃｒｏｌａｂ ＦＡＭＥ ３０ /
２５ꎬ瑞士 ＨＡＭＬＴＯＮ 公司)ꎻ全自动加样仪(Ｘａｎｔｕｓ￣２００ꎬ瑞士

Ｓｉａｓ 公司)ꎻ全自动核酸检测仪 ( ＴＩＧＲＩＳꎬ西班牙 Ｇｒｉｆｏｌｓ 公

司)ꎻ巢氏 ＰＣＲ 扩增仪(ＡＢＩ９７００ꎬ美国 ＡＢＩ)ꎻ台式离心机

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４ꎬ德国艾本德中国有限公司)ꎻ实时荧光定量

仪(ＭＸ３００５Ｐꎬ美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎻ电热恒温水浴锅 (新康

４２０Ｂꎬ姜堰市新康医疗器械有限公司)ꎻ水平式电泳仪(六一

２５０２ꎬ北京百晶生物技术公司)ꎻ暗箱式紫外透射仪(ＵＶ２５４ꎬ

北京鼎国生物技术有限公司)ꎻ凝胶成像系统(Ｂｉｏｔｏｐ５Ｃ８１０ꎬ
上海山富)ꎻ生物安全柜(ＨＦ ｓａｆｅ １５００Ｂ２ 型ꎬ上海力申科学

仪器有限公司)
１ ４　 血清学检测和病毒核酸检测　 对所有标本做 ＨＢｓＡｇ、
抗￣ＨＣＶ、抗￣ＨＩＶ、抗￣ＴＰ 检测ꎬ同时使用全自动血液核酸检测

仪做 Ｐｒｏｃｌｅｉｘ Ｕｌｔｒｉｏ Ｐｌｕｓ Ａｓｓａｙ 三联荧光病毒单人份 ＮＡＴꎬ结
果为反应性的标本需要再做鉴别试验(Ｕｌｔｒｉｏ Ｐｌｕｓ Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａ￣
ｔｏｒｙ Ａｓｓａｙ)ꎬ鉴别结果阳性方可确定为阳性ꎮ 所有标本外送

第三方检验机构广州金域科技有限公司做 ＨＢｓＡｇ、抗￣ＨＢｓ、
ＨＢｅＡｇ、抗￣ＨＢｅ 及抗￣ＨＢｃ 定量检测(罗氏电化学发光法)ꎮ
１ ５　 病毒核酸提取　 根据留取的血浆量和不同核酸提取试

剂检测的需要ꎬ确定核酸提取使用的血浆量为 ２００ μＬ(罗氏

Ｈｉｇｈ Ｐｕｒｅ Ｖｉｒａｌ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｋｉｔ 的试剂盒)和 ２ ５ ｍＬ(罗氏

Ｈｉｇｈ Ｐｕｒｅ Ｖｉｒａｌ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｌａｒｇｅ Ｖｏｌｕｍｅ Ｋｉｔ 试剂盒)ꎻ提取

过程严格按照试剂说明书操作ꎮ 对 ＨＢｓＡｇ( ＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ
(＋)的标本取 ２００ μＬ 血浆做病毒核酸小容量提取ꎬ对 ＨＢｓＡｇ
(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ ( －)、ＨＢｓＡｇ ( －) / ＨＢＶ ＤＮＡ ( ＋) 和 ＨＢｓＡｇ
(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋ / －)的标本取 ２ ５ ｍＬ 血浆做病毒核酸大

容量提取ꎮ
１ ６　 目的基因的扩增 　 参考文献[３－ ４]方法所使用的引

物ꎬ以巢式￣ＰＣＲ 扩增 ＢＣＰ / ＰＣ 和 Ｓ 片段(长度为 ２６３ 和 ４９６
ｂｐ)２ 轮ꎬ用 ２％的琼脂糖凝胶做水平电泳检测第 ２ 轮扩增产

物ꎬ若出现目的条带ꎬ则以凝胶成像系统拍照ꎬ收集阳性标本

的第 ２ 轮扩增产物 ２０ μＬ 测序(委托华大基因公司完成)ꎮ
１ ７　 病毒载量的测定 　 使用实时荧光定量仪和 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试剂盒测定标本病毒载量:引物序列

ＨＢＶ￣１ 为 ５′￣ＣＡＡ ＣＣＴ ＣＣＡ ＡＴＣ ＡＣＴ ＣＡＣ ＣＡＡ Ｃ￣３′ꎬＨＢＶ￣２
为 ５′￣ＡＴＡ ＴＧＡ ＴＡＡ ＡＡＣ ＧＣＣ ＧＣＡ ＧＡＣ ＡＣ￣３′ꎻ双标探针

ＢＳ￣１ 为 ５′￣(Ｃｙ５) ＴＣＣ ＴＣＣ ＡＡＴ ＴＴＧ ＴＣＣＴＧＧ ＴＴＡ ＴＣＧ ＣＴ￣
( ＢＨＱ２) ￣３ (引物探针由上海英骏生物技术公司广州分公

司合成)ꎻ反应体系为 ２×Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １２ ５ μＬꎬＲｏｘ ＤｙｅⅡ
(５０×)０ ４ μＬꎬ引物 ＨＢＶ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)终浓度为 ０ ４ μｍｏｌ /
Ｌꎬ引物 ＨＢＶ￣２(１０ μｍｏｌ / Ｌ)终浓度为 ０ ４ μｍｏｌ / Ｌꎬ探针 ＢＳ￣１
(５ μｍｏｌ / Ｌ)终浓度为 ０ ２ μｍｏｌ / Ｌꎬ补蒸馏水至 ２５ μＬꎻ反应

条件为 ９５℃ １０ ｍｉｎ、９５℃ ３０ ｓ、５６℃ １ ｍｉｎꎬ４２ 个循环ꎻＨＢＶ
国际标准品(ＮＩＢＳＣｃｏｄｅ: ９７ / ７５０ꎬ５×１０５ ＩＵ ｐｅｒ ｖｉａｌ) ꎮ
１ ９　 进化树的构建　 在国际基因库选取 Ａ－Ｉ 基因型 ＨＢＶ 野

毒株各 ３ 例ꎬ用 ＭＥＧＡ５ ０ 系统进化软件以邻接法验证复数

１ ０００ꎬ构建系统进化树ꎮ
１ １０　 统计学分析　 应用 ＳＴＡＴＡ １１ ０(美国 Ｓｔａｔａ 公司)统
计分析软件处理数据ꎬ分类变量资料采用 χ２检验ꎬ连续变量

资料采用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎬＰ<０ ０５ 差异有统计学意义ꎮ
１ １１　 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性结果判定 　 初筛 ＨＢｓＡｇ(＋)且 ＮＡＴ 反

应性标本及 ＮＡＴ 鉴别试验为阳性的标本即为确证阳性ꎻ对
于 ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－)和 ＨＢｓＡｇ(＋) / ＮＡＴ(＋ / －)的标

本ꎬ满足以下 ３ 种情况的任意 １ 种即为确证阳性:１)化学发

光法 ＨＢｓＡｇ 阳性ꎬ２)巢式￣ＰＣＲ Ｓ 片段或者 ＢＣＰ / ＰＣ 片段有 １
个是阳性ꎬ３)ｑＰＣＲ 阳性[３－４] ꎮ ＯＢＩ 的判定按文献[３]标准ꎮ

２　 结果

２ １　 计划免疫(接种乙肝疫苗)推行前后出生献血者一般资
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料及其血液标本 ＨＢＶ 筛查情况比较　 １)计划免疫前组的重

复献血者逾 ５ 成ꎬ而计划免疫后组献血以初次献血者为主(>
７０％)(表 １)ꎮ ２)ＥＬＩＳＡ 法 ＨＢｓＡｇ 初筛与 ＮＡＴ 方法检测共

从 ２６ ３２０(人)份献血者标本中检出不合格 ２４２ 例(表 ２)ꎮ
２ ２　 计划免疫推行前后出生献血者的各类 ＨＢＶ 反应性标

本的确证试验比较　 巢式￣ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 确证试验:２４２ 例不

合格献血者标本中的 １９５ 例确证为 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性(表 ３)ꎻ
计划免疫后组的初次献血者和重复献血者的 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性

率均低于计划免疫前(Ｐ<０ ０５)(表 ４)ꎮ
２ ３　 对确证为 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的献血者标本本 ＨＢＶ 血清学

标志物(乙肝两对半)检测　 血清学分布模式在计划免疫前

后 ２ 组分布存在明显差异(Ｐ<０ ０５)(表 ５)ꎮ

２ ４　 ＯＢＩ 检测　 从 ８８ 份 ＮＡＴ 不合格标本中ꎬ总共筛选出 ６０
例 ＨＢｓＡｇ(－)ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)标本:ＨＢｓＡｇ( －) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)
３１ 例ꎬＨＢｓＡｇ( －) / ＨＢＶ ＤＮＡ( ＋ / －)可疑 ２９ 例ꎬ其中抗￣ＨＢｃ
阳性 ５７ 例ꎬ为 ＯＢＩ 感染ꎬ占 ９５ ０％ꎮ ３ 例抗￣ＨＢｃ 阴性标本的

其他血清学标志物亦为阴性ꎬ可能是为 ＨＢＶ 感染“窗口期”
的标本ꎮ 全部 ５７ 例 ＯＢＩ 标本中ꎬ计划免疫后组阳性率

０ ０９３％(６ / ６ ４２２)ꎬ计划免疫前组阳性率 ０ ２５６％ ( ５１ / １９
８９８)(χ２ ＝ １８ ４ꎬＰ<０ ０５)ꎮ
２ ５　 乙型肝炎病毒载量测定 ＱＰＣＲ 检测 １９５ 例 ＨＢＶ ＤＮＡ
确认阳性的计划免疫前后出生献血者标本ꎬ其中 ６６ １５％
(１２９ / １９５)的标本获得定量结果(表 ６)ꎻ计划免疫前组的

ＨＢＶ 定量水平大大高于计划免疫后组(Ｐ<０ ０１)(表 ７)ꎮ
表 １　 计划免疫(接种乙肝疫苗)推行前后出生的献血者一般资料及献血情况对比

ｎ 性别(男 / 女)(％) 年龄(岁) 重复献血者(％) 初次献血者(％)
计划免疫前组 １９ ８９８ １３ ８２９(６９ ５) / ６ ０６９(３０ ５) ２４－５５(３８ ５±９ ５) ９ ９６９(５０ １) ９ ９２９(４９ ９)
计划免疫后组 ６ ４２２ ３ ７８９(５９ ０) / ２ ６３３(４１ ０) １８－<２４(２２ ３±１ ７) １ ６１２(２５ １)∗ ４ ８１０(７４ ９)∗

合计 ２６ ３２０ １７ ６１８(６６ ９) / ８ ７０２(３３ １) １８－５５(３５ ９±１１ ２) １１ ５８１(４４ ０) １４ ７３９(５６ ０)

∗与计划免疫前组比较ꎬχ２ ＝ ６４ ９ꎬＰ<０ ０５

表 ２　 计划免疫前后出生的献血者 ＨＢｓＡｇ 初筛与 ＮＡＴ 筛查结果比较 (％)
ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋) ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－) ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋) ＨＢｓＡｇ(－) / ＮＡＴ(＋ / －)(可疑) 合计(％)

计划免疫前组 ８８(４４ ２２) ３５(１７ ５９) ２７(１３ ５７) ４９(２４ ６２) １９９(１００)
计划免疫后组 ２５(５８ １４) ６(１３ ９５) ７(１６ ２８) ５(１１ ６３％) ４３(１００)

合计 １１３(４６ ７０) ４１(１６ ９４) ３４(１４ ０５) ５４(２２ ３１％) ２４２(１００)

表 ３　 计划免疫前后出生献血者 ＨＢＶ ＤＮＡ 确证阳性率比较

ｎ 计划免疫
前组(％)

计划免疫
后组(％)

共计
(％)

ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋) １１３ ８８(１００) ２５(１００) １１３(１００)
ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－) ４１ １６(４５ ７) ３(５０) １９(４６ ３)
ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋) ３４ ２７(１００) ７(１００) ３４(１００)

ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋/ －) ５４ ２８(５７ １) １(２０) ２９(５３ ７)
合计 ２４２ １５９(７９ ９) ３６(８３ ７)１９５(８０ ６)

表 ４　 计划免疫前后出生的献血者中重复 /初次献血者

ＨＢＶ ＤＮＡ 确证阳性数(率)

ｎ 计划免疫前组(％)
(ｎ＝ ６ ４２２)

计划免疫后组(％)
(ｎ＝ １９ ８９８))

重复献血者 １１ ５８１ ２９(０ ２９１) ２(０ １２４)
初次献血者 １４ ７３９ １３０(１ ３０９)∗ ３４(０ ７０７)

合计 ２６ ３２０ １５９(０ ８０) ３６(０ ５６)
∗与计划免疫前组比较ꎬχ２ ＝ １８ ３ꎬＰ<０ ０１

表 ５　 计划免疫推行前后出生的 １９５ 名确证阳性献血者

ＨＢＶ 血清学模式分布比较

计划免疫前组(％)
(ｎ＝ １５９)

计划免疫后组(％)
(ｎ＝ ３６)

合计

ｎ 占比(％) ｎ 占比(％) ｎ 占比(％)
０ ２ １ ２６ １ ２ ７８ ３ １ ５４
１ ０ ０ ００ １ ２ ７８ １ ０ ５１
２ ６ ３ ７７ ０ ０ ００ ６ ３ ０８
５ １４ ８ ８１ １ ２ ７８ １５ ７ ６９

１＋５ ７ ４ ４０ ３ ８ ３３ １０ ５ １３
２＋５ ２３ １４ ４７ １ ２ ７８ ２４ １２ ３１
４＋５ ９ ５ ６６ ４ １１ １１ １３ ６ ６７

１＋３＋５ ０ ０ ００ ２ ５ ５６ ２ １ ０３
１＋４＋５ ８７ ５４ ７２ １９ ５２ ７８ １０６ ５４ ３６

１＋２＋４＋５ ４ ２ ５２ ２ ５ ５６ ６ ３ ０８
２＋４＋５ ７ ４ ４０ ２ ５ ５６ ９ ４ ６２
共计 １５９ １００ ００ ３６ １００ ００ １９５ １００ ００

注:０ ꎻ１ ＨＢｓＡｇ(＋)ꎻ２ 抗￣ＨＢｓ(＋)ꎻ ３ ＨＢｅＡｇ(＋)ꎻ４ 抗￣ＨＢｅ(＋)ꎻ５ 抗￣
ＨＢｃ(＋)ꎻ血清学分布模式 ２ 组分布比较ꎬχ２ ＝ ２２ ８７２ ５ ꎬＰ<０ ０５

表 ６　 确认 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的计划免疫推行前后出生献血者的病毒载量测定(ＱＰＣＲ 法)

ｎ ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)
(ｎ＝ １１３ꎬ％)

ＨＢｓＡｇ(＋) / ＨＢＶ ＤＮＡ(－)
(ｎ＝ １９)

ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ(＋)
(ｎ＝ ３４ꎬ％)

ＨＢｓＡｇ(－) / ＨＢＶ ＤＮＡ 可疑
(ｎ＝ ２９ꎬ％)

共计
(％)

计划免疫前组 １５９ ５５(６２ ５) １４(８７ ５) １５(５５ ５) ２０(７１ ４) １０４(６５ ４)
计划免疫后组 ３６ １５(６０) ３(１００) ６(８５ ７) １(１００) ２５(６９ ４)

合计 １９５ ７０(６１ ９) １７(８９ ５) ２１(６１ ８) ２１(７２ ４) １２９(６６ １)
表 ７　 确诊为 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的 １２９ 名计划免疫前后

出生献血者 ＨＢＶ 载量分布比较 (ＩＵ / ｍＬ)

计划免疫后组(ｎ＝ ２５) 计划免疫前组(ｎ＝ １０４)
最大值 ２ ２４×１０７ ６ ３３０
最小值 ４ ８９ ２ ７９
中位数 １２７ １１４
平均数 １ ６６×１０６∗ ４６４ ９

∗ 与计划免疫前组比较ꎬＵ＝ １０ ８ꎬＰ<０ ０５

２ ６　 计划免疫前后出生献血者 ＨＢＶ 基因系统进化树分析　
确定为 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的计划免疫前出生献血者标本中ꎬ
ＨＢＶ￣Ｂ 型占 ７９ ５７％(７４ / ９３)、Ｃ 型 ２０ ４３％(１９ / ９３)计划免疫

后出生献血者标本中ꎬＢ 型占 ７７ ７８％(２１ / ２７)、Ｃ 型 ２２ ２２％
(６ / ２７)(Ｐ>０ ０５)(图 １－２)
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图 １　 计划免疫前出生献血者 ＨＢＶ 基因型分析

图 １　 　 计划免疫后出生献血者 ＨＢＶ 基因型分析

３　 讨论

ＨＢＶ 是重要的输血传播病原体之一ꎬ对输血安全构成很

大的威胁ꎮ 为预防和控制乙型肝炎ꎬ自 １９９２ 年起ꎬ我国全面

推行婴幼儿接种乙肝疫苗计划ꎬ大大降低了儿童乙肝的发生

率ꎬ有效预防和控制了 ＨＢＶ 感染[２] ꎮ 乙肝疫苗计划免疫的

实施明显降低了我国人群中 ＨＢｓＡｇ 阳性率ꎬ预防阻止了约 １

６００ 万－２ ０００ 万的 ＨＢＶ 携带者的产生及 ２８０ 万－３５０ 万与

ＨＢＶ 相关死亡数的发生[５] ꎮ 本组计划免疫前后出生献血者

的 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率为 ０ ７４％(１９５ / ２６ ３２０)(表 ３－４)ꎬ低于

西非加纳献血人群[６]和我国陕西献血者[７] ꎬ但高于美国献血

者的 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率[８] ꎮ 本组中计划免疫后组初次献血

者 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率明显低于计划免疫前出生的献血者(Ｐ<
０ ０５)(表 ４)ꎬ且计划免疫前出生献血者的 ＯＢＩ 阳性率明显

高于计划免疫后出生的献血人群(Ｐ<０ ０５)ꎬ说明计划免疫

接种乙肝疫苗的确对人群 (包括献血者) 起到了保护作

用———使接种者获得了保护性的抗体ꎬ降低了 ＨＢＶ 感染(含
ＯＢＩ)的风险ꎬ从而降低了输血传播 ＨＢＶ 的风险ꎮ

比较 ２ 组献血人群 ＨＢＶ 检测血清学模式ꎬ都以“小三

阳”[ＨＢｓＡｇ(＋)、抗￣ＨＢｅ(＋)、抗￣ＨＢｃ(＋)]最常见ꎬ说明虽然

血液中出现了抗￣ＨＢｅꎬ但是并不代表 ＨＢＶ 复制完全受到抑

制ꎬ只是复制缓解或者是病毒变异ꎬ不能表达 ＨＢｅＡｇ 而已

(表 ５)ꎻ部分“小三阳”模式献血者的巢式￣ＰＣＲ 检测呈阴性

可能是因为存在抗￣ＨＢｅ 抑制了 ＨＢＶ 复制ꎬ载量过低以至于

检测不出ꎮ 而呈现“大三阳”模式[ＨＢｓＡｇ( ＋)、ＨＢｅＡｇ( ＋)、
抗￣ＨＢｃ(＋)]的献血者大多在初筛就已被淘汰ꎬ故在献血人

群中并不常见ꎮ 在收集的 ４３ 份计划免疫后出生献血者的标

本(表 ２)中ꎬ仅有 ８ 人检出抗￣ＨＢｓꎬ阳性率为 １８ ６％(表 ５)ꎬ
分析原因:１)推行计划免疫初期并未完全覆盖ꎬ可能有少数

献血者当初未接种乙肝疫苗[７] ꎻ２)因个体免疫功能差异、
ＨＢＶ￣Ｓ 基因突变以及乙肝疫苗质量参差等因素ꎬ导致接种后

献血者的抗￣ＨＢｓ 未转阳而使对 ＨＢＶ 出现易感性[１０] ꎻ３)接种

乙肝疫苗者的抗￣ＨＢｓ 水平会随着年龄的增加逐渐减小甚至

消失[１１] ꎮ 本组全部 １９５ 名确证 ＨＢＶ 阳性献血者中ꎬ抗￣ＨＢｃ
阴性 １０ 例ꎬ有 １ 例的血清学模式为 ＨＢｓＡｇ 单阳性且巢式￣
ＰＣＲ 检测阳性(表 ５)ꎬ可能是急性 ＨＢＶ 感染早期或者潜伏

期ꎬ其他标志物还未出现ꎻ有 ６ 例血清学模式为抗￣ＨＢｓ 单阳
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性ꎬ但检测出的病毒载量很低[(２ ７６－５２ ６)ＩＵ / ｍＬ]ꎬ可能属

于 ＯＢＩ 或 ＨＢＶ 急性感染期由于抗体中和导致载量很低[４] ꎮ
据报道 ＨＢＶ 基因型分布具有明显的地域差异ꎬ目前已

知 Ａ－Ｉ 共 ９ 种基因型ꎬＡ 型中的 Ａ２ 型主要分布在西北欧、北
美洲和澳大利亚的欧洲裔人群中ꎻ而 Ａ１ 型则主要分布于非

洲东南部和印度沿海地区[１２] ꎮ 东南亚地区主要流行 Ｂ 和 Ｃ
型ꎬ我国南方和北方地区则分别以 Ｂ 和 Ｃ 型为优势株[１３] ꎮ
本组 ＨＢＶ 基因型分析显示ꎬ计划免疫前后出生的献血者中 Ｂ
和 Ｃ 型分布几无差异(Ｐ>０ ０５)ꎬ且说明在深圳市献血者人

群中的 ＨＢＶ 基因型分布符合我国其在南方人群中的流行特

点ꎬ而计划免疫(接种乙肝疫苗)未改变 ＨＢＶ 基因型在我国

人群中的分布规律(图 １－２)ꎮ
本组中计划免疫后出生的初次献血者 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率

明显著低于计划免疫前出生的献血者ꎬ证明接种乙肝疫苗确

实有助于降低献血人群 ＨＢＶ 流行率以及 ＯＢＩ 在献血人群中

的发生率ꎬ对于输血安全有着非常积极的影响ꎮ 本研究未考

虑年龄对 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性率的影响ꎬ这是不足之处ꎮ
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中国输血协会新版官网开通

在全世界共庆第 １４ 个“世界献血者日(Ｗｏｒｌｄ Ｂｌｏｏｄ Ｄｏｎｏｒ Ｄａｙ)”的时候ꎬ中国输血协会的新版官网跟您见

面了ꎮ 协会新网站与协会微信公众号将成为一个有机的整体ꎬ互相同步ꎮ 从此ꎬ关于协会活动、输血医学和输

血服务相关活动ꎬ您有了一个可靠的信息和资料来源ꎮ
在今后的几天ꎬ我们将陆续向全部会员单位(个人)发出“会员网站账号”的邮件ꎻ协会会员(单位会员通过

联络员)可凭账号和密码登录到会员专区ꎬ在线进行新闻投稿ꎬ浏览、下载相关讯息ꎮ
暂时还不是协会会员的读者ꎬ网页上有一键指导ꎬ告诉您怎么办理入会手续ꎬ非常欢迎您加入到协会的大

家庭中ꎮ
新网站开通后还需要一个阶段的内容充实和功能调整ꎬ如果某个栏目还不能浏览ꎬ敬请谅解ꎬ我们将会不

断完善ꎮ

中国输血协会

２４１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０
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论著

浓缩血小板制备血小板裂解液及其质量特性的初步研究∗

邓小军１ 　 叶永清２ 　 林秀妹１ 　 林鸿玉１ 　 王丹１△

(１.解放军福州血液中心 南京军区福州总医院 输血科 福建 福州 ３５００２５ꎻ２. 福建三一造血技术有限公司)

　 　 摘要:目的　 探索浓缩血小板制备血小板裂解液的方法并初步确定所制备血小板裂解液的质量特性ꎮ 方法　
富血小板血浆法制备浓缩血小板ꎬ以－８０℃冰冻 ８ ｈ / １２ ｈ / ２４ ｈꎬ３７℃空气浴融化反复冻融制备血小板裂解液ꎬ检测裂

解效率ꎮ ｐＨ 计检测 ｐＨ 值ꎬ生化分析仪检测 ＴＰ、ＡＬＢ 浓度ꎬＥＬＩＳＡ 方法检测 ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ＴＧＦ￣β、ＩＧＦ￣１ 等细胞

因子浓度ꎬ并以 ９５％参考区间确定其质量特性ꎮ 结果 　 －８０℃ １２ ｈꎬ３７℃反复冻融 ６ 次血小板裂解达到>９５％ꎬｐＨ、
ＴＰ、ＡＬＢ、ＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ / ＢＢ、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ＴＧＦ￣β、ＩＧＦ－１ ９５％参考区间分别为 ６ ７２－７ ３８、(４５－５７) ｇ / Ｌ、(２２－３８) ｇ / Ｌ、
(０ ９８－２ ０１)ｎｇ / ｍＬ、(１２２－２９３) ｎｇ / ｍＬ、(５ ３５－１５ ６) ｎｇ / ｍＬ、(０ ４９－１ ８２) ｎｇ / ｍＬ、(２ ９７－８ ０３) ｎｇ / ｍＬ、(１７７－２９０)
ｎｇ / ｍＬ、(９５－１５４)ｎｇ / ｍＬꎮ 结论　 建立了以浓缩血小板反复冻融制备血小板裂解液的有效方法并初步确立了其质量
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ｅｄ －８０℃ １２ ｈ ｆｒｏｚｅｎ ａｎｄ ３７℃ ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ ６ ｔｉｍｅｓ. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ ｏｆ ｐＨꎬ ＴＰꎬ ＡＬＢꎬ ＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ / ＢＢꎬ ＶＥＧＦꎬ
ＥＧＦꎬ ＴＧＦ￣βꎬ ＩＧＦ￣１ ｗｅｒｅ ６ ７２－７ ３８ꎬ (４５－５７)ｇ / Ｌꎬ (２２－３８)ｇ / Ｌꎬ (０ ９８－２ ０１)ｎｇ / ｍＬꎬ (１２２－２９３)ｎｇ / ｍＬꎬ (５ ３５－
１５ ６)ｎｇ / ｍＬꎬ (０ ４９－１ ８２)ｎｇ / ｍＬꎬ (２ ９７－８ ０３)ｎｇ / ｍＬꎬ (１７７－２９０)ｎｇ / ｍＬꎬ (９５－１５４)ｎｇ / ｍＬꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃｏｎｃｌｕ￣
ｓｉｏｎ　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＬ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ａｎｄ Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｈａｓ
ｂｅｅｎ ａｃｈｉｅｖｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｌａｔｅｌｅｔ ｌｙｓａｔｅꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍꎻ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｈａｗꎻ ｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎻ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ￣
ｔｉｏｎ.

间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)由于具有

多向分化潜能及组织来源优势ꎬ故应用前景广阔[１] ꎻ而体外

扩增以达到应用级数量是其重要前提ꎮ 目前ꎬ胎牛血清( ｆｅ￣
ｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)是 ＭＳＣｓ 体外培养最常用的添加物ꎬ但
作为异种来源ꎬ它可能带来免疫反应、携带异种病原等风

险[２－３] ꎬ且其均一性也广受质疑ꎻ此外ꎬＦＢＳ 制备也受到一些

动物保护组织的关注与批评[４] ꎮ 血小板作为血液主要有形

成分之一ꎬ在止血过程中发挥重要作用ꎬ血小板 α 颗粒含有

丰富的趋化及生长因子ꎬ如血小板衍生生长因子(ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｄｅ￣
ｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＰＤＧＦ)、转化生长因子 β ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ ＴＧＦ￣β)、 胰岛素样生长因子 ( ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＩＧＦ￣１)、基质细胞衍生因子￣１ ( ｓｔｒｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＳＤＦ￣１)、血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)等ꎬ在激活过程中通过脱颗粒大量释放ꎮ
已有研究显示血小板裂解液(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｌｙｓａｔｅꎬ ＰＬ)能有效替代

ＦＢＳꎬ在体外扩增培养成纤维细胞、内皮细胞、肿瘤细胞系及

ＭＳＣｓ [５－６] ꎮ 但在用 ＰＬ 替代 ＦＢＳ 扩增 ＭＳＣｓ 的研究中ꎬ因血

小板来源、ＰＬ 制备过程以及产品质量尚缺乏一致标准ꎬ导致

研究结果缺乏可比性[７] ꎮ 为此我们尝试采用规范的操作流

程ꎬ将储存过期浓缩血小板(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅꎬＰＣ)制备成

ＰＬꎬ并对其质量进行初步评价ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 ＰＣ 来源　 从 ２０１６ 年 ７－１２ 月本中心采集的无偿献血

者 ＣＰＤＡ 抗凝 ４００ ｍＬ / (人)份外周血中ꎬ依照«血站技术操

作规程 ２０１５ 版»ꎬ使用富血小板血浆法于采血后 ４ｈ 内制备

成 ＰＣꎬ在(２２±２)℃振荡保存ꎬ>５ ｄ 有效期即报废处理ꎬ待后

续实验用ꎮ
１ ２ 　 仪器与试剂 　 － ８０℃ 储血冰箱 ( ＭＤＦ３８２Ｅꎬ 日 本

ＳＡＮＹＯ)ꎻ３７℃隔水式培养箱(ＧＭＰ￣９０８０ꎬ上海一恒)ꎻ０ ２２
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μｍ 白 细 胞 滤 器 ( ＳＬＧＰ０３３ＲＢ￣ꎬ 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ )ꎻ ｐＨ 计

(ＦＥ２０ꎬ美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ￣Ｔｏｌｅｄｏ)ꎻ生化分析仪(ＡＵ２７００ꎬ日本 Ｏ￣
ｌｙｍｐｕｓꎻ血培养仪 ( ＢＡＣＴＥＣ ９１２０ꎬ美国 ＢＤ)ꎻ光学显微镜

(ＣＸ２３ꎬ日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎮ 血清总蛋白 ( ＴＰ)、血清白蛋白

(ＡＬＢ)检测试剂盒(１６０３３１ꎬ宁波美康)ꎻＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ / ＢＢ、
ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、 ＴＧＦ￣β、 ＩＧＦ￣１ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 ( ＤＡＡ００Ｂ /
ＤＨＤ００Ｃ / ＤＢＢ００、 ＤＶＥ００、 ２３６￣ＥＧ、 ＤＢ１００Ｂ、 ＤＧ１００ꎬ 美 国

Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ
１ ３　 ＰＬ 冻融条件　 将 ５ 人份 ＰＣ 均匀混合ꎬ按照－８０℃冻存

８ ｈ / １２ ｈ / ２４ ｈꎬ３７℃空气浴融化程序分为 ３ 组ꎬ５０ ｍＬ /组ꎬ反
复冻融 ６ 次ꎬ每次冻融后取样重复血小板计数 ３ 次ꎬ计算平

均裂解效率ꎬ以达到血小板裂解率>９５％所用最短时间为优

化冻融程序ꎬ并以后续多次试验验证ꎮ
１ ４　 ＰＬ 制备 　 ４０ 份 ＰＣ 经计数后ꎬ以优化冻融程序裂解

[经验证为－８０℃１２ ｈꎬ３７℃反复冻融 ６ 次(图 １)]ꎬ将裂解液

以 ４ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ０ ２２ μｍ 滤器过滤除菌ꎬ所
得即为最终 ＰＬꎬ将该 ＰＬ 冻存ꎬ待检测用ꎮ
１ ５　 ＰＬ 质量特性　 ４０ 份冻存冻存 ＰＬ 统一解冻ꎬ分别取样

检测 ｐＨ 值ꎬ生化分析仪检测 ＴＰ、ＡＬＢ 浓度ꎻＥＬＩＳＡ 方法检测

ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ＴＧＦ￣β、ＩＧＦ￣１ 等细胞因子浓度ꎻ取(６－８)
ｍＬ /份裂解液注入血培养瓶做细菌培养ꎻ４００ 倍显微镜下观

察细胞碎片ꎮ
１ ６　 统计学分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件分析数据并

作图ꎬ以文献[８]指南制订的相关检测指标 ９５％参考区间作

为质量标准ꎻ各因子浓度与血小板计数(Ｐｌｔ)之间做 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析ꎬＰ<０ ０５ 为相关性明显ꎮ

２　 结果

２ １　 血小板冻融条件　 经反复冻融、裂解 ６ 次解后冰冻１２ ｈ
和 ２４ ｈ 组血小板残留率(％)分别为 ３ １２± ０ ４１ ｖｓ ３ ０３±
０ ４３(Ｐ>０ ０５)ꎻ冰冻 ８ ｈ 组仍然为血小板残留率>２０％ꎬ故认

为－８０℃１２ ｈꎬ３７℃反复冻融 ６ 次为优化裂解方案ꎬ并得到后

续多次验证(图 １)ꎮ
２ ２　 ＰＬ 质量特性　 ４０ 份 ＰＬ 的 ｐＨ 值为(６ ７２－７ ３８)ꎬＴＰ、
ＡＬＢ 浓度(ｇ / Ｌ)分别为 ５０ ０１(３ ２６、３１ ３(４ ０７ꎬ各因子浓度

及中ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ / ＢＢ、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ 与 Ｐｌｔ 呈明显正相关ꎬ
ＴＧＦ￣β、ＩＧＦ￣１ 与 Ｐｌｔ 相关性不明显(图 ２ꎬ表 １)ꎮ
２ ３　 ＰＬ 其他特性　 经血培养 ５ ｄꎬＰＬ 未见细菌生长ꎬ４００ 倍

显微镜未见细胞碎片或其他杂质ꎮ
２ ４　 ＰＬ 初步质量特性　 综合以上结果ꎬ以 ９５％区间作为定

量指标参考区间ꎬ结合无偿献血志愿者血液筛查标准ꎬ确定

ＰＬ 初步质量特性(表 ２)ꎮ

图 １　 不同冻存时间血小板反复冻融裂解效率

图 ２　 ＰＬ 的 ＴＰ、ＡＬＢ 及各细胞因子浓度

表 １　 ＰＬ 的各细胞因子浓度及其与血小板计数相关性

Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ)
细胞因子浓度(ｎｇ / ｍＬ)

ＰＤＧＦ￣ＡＡ ＰＤＧＦ￣ＡＢ ＰＤＧＦ￣ＢＢ ＶＥＧＦ ＥＧＦ ＴＧＦ￣β ＩＧＦ￣１
１ ０３３±１３８ ６ １ ３６±０ ３２ ２０４ ５±４４ ５２ １０ ５３±２ ９７ １ ０８±０ ３４ ４ ５６±１ ２１ ２３０ ９±３１ ４６ １１３ ６±１７ ９７

相关系数 １ ０００ ０ ８６５ ０ ４７８ ０ ７３２ ０ ９２７ ０ ８５４ ０ １６８ ０ ０８４
Ｐ － ０ ００２ ０ ０３３ ０ ０１６ ０ ０００ ０ ００１ ０ ４７８ ０ ７２４

３　 讨论

近年来ꎬ血小板相关制品ꎬ包括富血小板血浆、血小板凝

胶[１０－１１] 、ＰＬ[５]等在细胞培养方面已得到广泛应用[５ꎬ９－１１] ꎮ 由

于制备流程简单ꎬ无需加入血小板激活剂ꎬＰＬ 应用有后来居

上之势ꎬ截止目前ꎬ ＰＬ 用于干细胞培养的临床研究已有近百

项[１１] ꎮ 但是由于血小板来源、制作方法等原因ꎬ造成各研究

结果之间存在较大差异ꎬ且制备的 ＰＬ 缺乏一致的质量标准ꎮ
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我们以国家有关标准为前提ꎬ在 ＰＣ 基础上ꎬ探讨 ＰＬ 制

备流程及质量特性ꎮ 目前国内外大多数血站采用的富血小

板血浆法制备 ＰＣ 在«血站技术操作规程»中有明确的制备

规范ꎬ且对制备的 ＰＣ 也有明确的质量标准[１２] ꎬ因此 ＰＣ 具有

较好的均一特性ꎬ可作为良好的 ＰＬ 制被来源ꎮ
表 ２　 ＰＬ 初步质量特性

质量指标 质量标准

ＨＩＶ 阴性

ＨＢＶ 阴性

ＨＣＶ 阴性

梅毒 阴性

细菌培养 阴性

ＡＬＴ(Ｕ / Ｌ) <５０
ｐＨ ６ ７２－７ ３８

ＴＰ(ｇ / Ｌ) ４５－５７
ＡＬＢ(ｇ / Ｌ) ２２－３８

ＰＤＧＦ￣ＡＡ(ｎｇ / ｍＬ) ０ ９８－２ ０１
ＰＤＧＦ￣ＡＢ(ｎｇ / ｍＬ) １２２－２９３
ＰＤＧＦ￣ＢＢ(ｎｇ / ｍＬ) ５ ３５－１５ ６
ＶＥＧＦ(ｎｇ / ｍＬ) ０ ４９－１ ８２
ＥＧＦ(ｎｇ / ｍＬ) ２ ９７－８ ０３

ＴＧＦ￣β(ｎｇ / ｍＬ) １７７－２９０
ＩＧＦ￣１(ｎｇ / ｍＬ) ９５－１５４

ＰＬ 制备方法主要有反复冻融和超声裂解 ２ 种[１３] ꎬ前者

操作简便ꎬ对设备要求简单ꎬ因而应用更为普遍ꎮ 我们重点

探讨了反复冻融次数、时间间隔对血小板裂解效率的影响:
裂解 ６ 次、冻存>１２ ｈ 能够使血小板裂率>９５％(图 １)ꎮ 从后

续血小板相关因子浓度检测结果(表 １)看ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ /
ＢＢ、ＶＥＧＦ、ＴＧＦ￣β 均高于王世春等[１３] 报道的结果ꎬ原因之一

可能在于本组血小板裂解更完全ꎬ相关因子得到更大释放ꎮ
ＰＤＧＦ￣ＡＡ / ＡＢ / ＢＢ、ＶＥＧＦ、ＥＧＦ 浓度与 Ｐｌｔ 呈明显正相关(表
１) ꎬ这与前人的研究结果[１４]类似ꎻ而 ＴＧＦ￣β、ＩＧＦ￣１ 与 Ｐｌｔ 相
关性不明显ꎬ可能与本组标本量较少、血浆中因子含量造成

的基线干扰及测定误差有关ꎮ
我们借鉴临床检验活动中确定参考区间的方法[８] ꎬ进一

步对 ＰＬ 各相关定量指标做了 ９５％参考区间计算ꎬ并结合有

关国家标准ꎬ初步提炼出其质量特性(表 ２)ꎬ为 ＰＬ 开展后续

研究提供初步的质量参考标准ꎮ
由于 ＰＣ 目前已广泛应用于临床治疗ꎬ被证明安全有效ꎬ

因此来源于 ＰＣ 制备的 ＰＬ 在临床应用方面具有广泛前景ꎮ
除了用于 ＭＳＣｓ 细胞扩增培养之外ꎬ还具有促进组织修复、免
疫调节等作用[１５－１６] ꎬ如何有效、规范制备是 ＰＬ 投入广泛应

用之前亟待解决的问题ꎬ我们做了简单的尝试ꎮ 由于标本量

较少ꎬ所得出结论尚有待进一步完善ꎮ 同时ꎬ根据«中国药

典»对胎牛血清相关要求ꎬ下一步我们将开展细胞培养相关

试验ꎬ以进一步确定 ＰＬ 在细胞倍增试验、克隆率等方面与胎

牛血清的可比性ꎬ为后续研究奠定基础ꎮ
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筛选试剂红细胞的血型基因分型方法建立和应用∗
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　 　 摘要:目的　 建立重要的红细胞血型的基因分型技术用于筛选抗原谱合理的试剂红细胞ꎮ 方法　 首先建立检

测红细胞血型系统 ＲｈＣＥ、Ｋｉｄｄ、ＭＮＳ、Ｄｕｆｆｙ、Ｄｉｅｇｏ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ、Ｃｏｌｔｏｎ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ 和 Ｋｅｌｌ 等的聚合酶链式反应￣序列特异性

引物(ＰＣＲ￣ＳＳＰ)分型技术ꎻ对于无法获得相关血型试剂的 Ｄｉｅｇｏ 和 Ｃｏｌｔｏｎ 血型系统ꎬ采用测序方法验证该技术检测

血型的准确性ꎬ其他 ６ 个血型系统则用血清学方法验证该技术检测血型的准确性ꎻ最后应用该方法对 ８２ 名 Ｏ 型固

定献血者的 ８ 个血型系统做基因分型ꎮ 结果　 血型基因 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型技术的结果ꎬ与血清学和测序检测结果比较ꎬ
完全一致ꎮ 所建立的血型基因分型技术对 ８２ 名 Ｏ 型献血者 ８ 种红细胞血型检测ꎬ筛选出 １３ 位可能适合提供试剂红

细胞的献血者ꎮ 结论　 成功建立了分型准确、方便、经济的红细胞血型基因 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 技术ꎬ用于从大量献血者中筛

选出抗原谱合理的试剂红细胞ꎮ
关键词:红细胞血型ꎻ试剂红细胞ꎻＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型ꎻ抗原谱
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ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ １３ ｏｕｔ ｏｆ ｔｈｅ ８２ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｏ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎ￣
ｓｉｄｅｒｅｄ ｒｅａｇｅｎｔ￣ｒｅａｄｙ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎ ａｃｃｕｒａｔｅꎬ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｃｏｓｔ
ＰＣＲ￣ＳＳＰ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｃｒｅｅｎ ｏｕｔ ｒｅａｇｅｎｔ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｎｓｉｂｌｅ ａｎ￣
ｔｉｇｅｎ ｐａｎｅｌ ｄｅｓｉｇｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐｓꎻ ｒｅａｇｅｎｔ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓꎻ ＰＣＲ￣ＳＳＰ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇꎻ ａｎｔｉｇｅｎ ｐａｎｅｌ

在输血医学中ꎬ红细胞同种抗体通常是指通过怀孕、输
血或移植等方式接触外源性红细胞血型抗原而产生的针对

非 ＡＢＯ 血型抗原的抗体ꎻ这类抗体能引起溶血、输血无效等

输血不良反应ꎬ因此它们在临床上广受关注[１] ꎮ 如何有效地

筛查红细胞同种抗体与鉴定其特异性ꎬ从而筛选相应抗原阴

性的献血者ꎬ避免盲目输血造成的不良后果ꎬ关键在于筛选

出 １ 套标准的抗体筛检试剂红细胞ꎮ 试剂红细胞应包含尽

可能多的血型抗原ꎬ特别是涵盖一些低频抗原或稀有血型抗

原ꎬ才能避免红细胞同种抗体被漏检ꎮ 以往通常使用血清学

分型方法筛选试剂红细胞ꎬ即用特异性单克隆抗血清试剂检

测红细胞表面是否存在某(些)种抗原ꎮ 由于方法学的限制ꎬ
用血清学分型方法筛选大量献血者时ꎬ面临特异抗血清试剂

需求大且来源困难ꎬ以及价格昂贵造成的筛选成本高等问

题ꎮ 随着人类基因组计划的完成ꎬ多种红细胞血型基因序列

都已经被解码ꎬ不仅为红细胞基因分型打下了基础ꎬ而且使

得红细胞血型基因分型技术日益发展、成熟ꎬ从而弥补了上

述血型免疫学方法的不足ꎬ降低了稀有血型筛选的成本[２] ꎮ
我们拟通过实验建立 ＲｈＣＥ、Ｋｉｄｄ、ＭＮＳ、Ｄｕｆｆｙ、Ｄｉｅｇｏ、Ｌｕｔｈｅｒ￣
ａｎ、Ｃｏｌｔｏｎ 和 Ｋｅｌｌ 血型系统的 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法ꎬ用于

从献血者中筛选抗原谱合理的试剂红细胞ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 献血者标本来源　 从解放军成都军区血站(成都军区

总医院输血科)２０１５ 年 １ 月－２０１５ 年 １２ 月随机采集 ２０ 名献

血者(男性 １２ 人、女性 ８ 人ꎬ平均年龄 ３３ 岁ꎬ初次献血者 １９
人、≥２ 次献者者 １ 人)和选择 ８２ 名 Ｏ 型固定健康献血者

[献血次数≥４ 次ꎬ男性 ５３ 人、女性 ２９ 人ꎬ年龄 ４０－４９(４６ ３３
±１ ９２)岁]ꎬ从所采集的他们的全血中留取 ４ ｍＬ / (人)份
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(ＥＤＴＡ 抗凝ꎬ４℃保存)ꎬ于采样后 １ 周内检测ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 血清学分型试剂 ＩｇＭ 抗￣Ｃ、抗￣ｃ、抗￣Ｅ、
抗￣ｅ、抗￣Ｍ 和抗￣Ｎ ( ｌｇＭ) (批号分别为 ５０１２０３０、 ５０１２０３１、
５０１２０３２、５０１２０３３、５０１２０３４ 和 ５０１２０３５ꎬ上海血液技术有限公

司)ꎻＩｇＭ 抗￣Ｓ、抗￣Ｊｋａ、抗￣Ｊｋｂ、抗￣ＫꎬＩｇＧ 抗￣ｓ、抗￣Ｆｙａ、抗￣Ｆｙｂ、
抗￣ｋ、抗￣Ｌｕａ、 抗￣Ｌｕｂ (批号分别 为 Ｋ１３０４、 Ｋ１３００、 Ｋ１３０１、
Ｋ１１９９ꎬＫ１３４３、Ｋ１３３６、Ｋ１３３７、Ｋ１３１０、Ｋ１３４０、Ｋ１３４１ꎬ荷兰 Ｓａｎ￣
ｑｕｉｎ 公司)ꎻＩｇＭ 人源抗￣Ｍｕｒ(广州市血液中心提供ꎬ人源抗￣
Ｍｕｒ 血清)ꎻＤＮＡ 提取试剂盒(批号 Ｊ８１０７ꎬ北京 ＴＩＡＮＧＥＮ) ꎻ
ＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (批号 Ｍ７１２２ꎬ美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司) ꎻ
琼脂糖凝胶(批号 ４５８７９３ꎬ 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司) ꎻ特异性引

物及内参引物(表 １) (由北京六合华大基因科技有限公司

合成) ꎻ 所有试剂均在有效期内ꎮ 离心机(ＫＡ２２００ꎬ日本

ＫＵＢＯＴＡ) ꎻ 稳流稳压电泳仪( ＤＹＹ６Ｂ 型ꎬ北京六一仪器厂)
ꎻ 凝胶成像仪( ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ３００ꎬ美国 ＧＥ 公司)
１ ３　 血清学分型 　 用试管离心法鉴定 ＲｈＣＥ、Ｋｉｄｄ、ＭＮＳ、
Ｄｕｆｆｙ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ 和 Ｋｅｌｌ ６ 个血型系统的常见抗原ꎻ盐水介质抗

体室温孵育 ５ ｍｉｎ 后 １ ０００ ｇ 离心 １５ ｓ 测定观察红细胞是否

凝集ꎬ非盐水介质抗体用间接抗球蛋白方法测定[３] ꎮ
１ ４　 ８ 个红细胞血型系统的 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型　 根据 ＮＣ￣
ＢＩ 中 ＧＥＮＥ 数据库中 ８ 个血型系统的基因序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅ￣
ｒＰｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计等位基因特异性引物(表 １)ꎬ采用 ２ 对内

参照引物:内参照引物 １(ＰＣＲ 产物长 ８００ ｂｐ)为 ＤＲＢ１￣Ｆ１ꎬ
５′￣ＴＧＣＣＡＡＧＴＧＧＡＧＣＡＣＣＣＡＡ￣３′ꎬ ＤＲＢ１￣Ｒ１ꎬ ５′￣ＧＣＡＴＣＴＴ￣
ＧＣＴＣＴＧＴＧＣＡＧＡＴ￣３′ꎻ内参照引物 ２(ＰＣＲ 产物长 ４２９ ｂｐ)为
ＨＧＨ￣Ｆꎬ ５′￣ＧＣＣＴＴＣＣＣＡＡＣＣＡＴＴＣＣＣＴＴＡ￣３′ꎬ ＨＧＨ￣Ｒꎬ ５′￣
ＴＣＡＣＧＧＡＴＴＴＣＴＧＴＴＧＴＧＴＴＴ￣３′ꎮ 扩增反应体系总体积 ２０
μＬꎬＧｏＴａｑ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬＲｈＣＥ、ＭＮＳ、Ｋｉｄｄ、Ｌｕ 和

Ｄｏ 系统引物终浓度 ０ ２ ｍｏｌ / Ｌꎬ内参照引物终浓度 ０ １ ｍｏｌ /
ＬꎻＣｏ、ＤＩ 血型系统引物终浓度 ０ ２５ ｍｏｌ / Ｌꎬ内参照引物终浓

度 ０ １ ｍｏｌ / ＬꎻＭｕｒ、Ｄｕｆｆｙ 系统引物终浓度 ０ ２５ ｍｏｌ / Ｌꎬ内参

引物终浓度 ０ ０７５ ｍｏｌ / ＬꎻＭＮＳ、Ｋｉｄｄ、Ｄｉｅｇｏ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ 和 Ｃｏｌ￣
ｔｏｎ 系统利用内参照引物 １ꎬＭｕｒ、ＲＨＣＥ 和 Ｄｕｆｆｙ 系统利用内

参照引物 ２ꎮ 扩增程序:９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓ、 ６０℃
３０ ｓ 、７２℃ ４５ ｓꎬ ３２ 个循环ꎮ ７２℃ １０ ｍｉｎ ２％琼脂糖凝胶ꎬ
１２０ Ｖ ２０ ｍｉｎꎬ紫外成像系统观察并记录结果ꎮ

表 １　 ８ 个红细胞血型系统基因分型采用的特异性引物序列

等位基因 片段长度(ｂｐ) 正向引物 ５′→３′ 反向引物 ５′→３′
ＭＮＳ 血型 Ｍ ２５９ ＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧＴ ＴＴＣＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＡＴＴＣＣＴＣＣＡ

Ｎ ２６０ ＴＣＡＧＣＡＴＴＡＡＧＴＡＣＣＡＣＴＧＡＧ ＴＴＣＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＡＴＴＣＣＴＣＣＡ
Ｓ ３９７ ＣＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＴＴＧＴＣＣＣＡ ＧＧＡＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＣＡＴＡＴＧＣＣ
ｓ ３９７ ＣＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＴＴＧＴＣＣＣＧ ＧＧＡＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＣＡＴＡＴＧＣＣ

ＭＵＲ ６４０ ＣＣＡＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＧＧ ＡＡＴＧＣＡＴＴＴＴＴＡＡＡＡＣＡＴＧ
ＲｈＣＥ 血型 Ｃ １０５ ＣＡＴＴＧＣＴＡＴＡＧＣＴＴＡＡＧＧＡＣＴＣＡ ＡＴＧＡＴＴＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧＧＡＡＧ

ｃ １４１ ＴＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＡＡ ＴＧＡＴＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＣＣＡＧＧ
Ｅ １４２ ＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＡＣＴＣＴＣ ＧＴＣＡＴＧＣＴＧＡＴＣＴＴＣＣＴ
ｅ １４４ ＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＡＣＴＣＴＧ ＧＴＣＡＴＧＣＴＧＡＴＣＴＴＣＣＴ

Ｄｕｆｆｙ 血型 Ｆｙａ ７１３ ＣＡＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＴＧＧＧＡＣ ＣＴＣＡＴＴＡＧＴＣＣＴＴＧＧＣＴＣＴＴＡＴ
Ｆｙｂ ７１２ ＣＡＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＴＧＧＧＡＴ ＴＣＡＴＴＡＧＴＣＣＴＴＧＧＣＴＣＴＴＡＴ

Ｄｉｅｇｏ 血型 Ｄｉａ ４６０ ＧＧＧＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＣＡ ＴＧＧＣＴＣＣＡＴＡＴＧＧＴＧＣＣＴＧ
Ｄｉｂ ４５７ ＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＣＧ ＴＧＧＣＴＣＣＡＴＡＴＧＧＴＧＣＣＴＧ

Ｌｕｔｈｅｒａｎ 血型 Ｌｕａ ３５１ ＣＧＧＧＡＧＣＴＣＧＣＣＣＧＣＡ ＧＡＣＡＧＴＧＴＣＣＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＧ
Ｌｕｂ ３５１ ＣＧＧＧＡＧＣＴＣＧＣＣＣＧＣＧ ＧＡＣＡＧＴＧＴＣＣＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＧ

Ｋｉｄｄ 血型 Ｊｋａ ５２８ ＧＴＣＴＴＴＣＡＧＣＣＣＣＡＴＴＴＧＣＧＧ ＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＧＴＧＣ
Ｊｋｂ ５２９ ＡＧＴＣＴＴＴＣＡＧＣＣＣＣＡＴＴＴＧＣＧＡ ＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＧＴＧＣ

Ｋｅｌｌ 血型 Ｋ ３２２ ＡＣＴＣＡＴＣＡＧＡＡＧＴＣＴＣＡＧＣＡ ＣＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣ
ｋ ３２１ ＣＴＣＡＴＣＡＧＡＡＧＴＣＴＣＡＧＣＧ Ｃ ＣＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣ

Ｃｏｌｔｏｎ 血型 Ｃｏａ ２２１ ＧＡＡＣＡＡＣＣＡＧＡＣＧＧＣ ＣＴＧＡＧＡＧＧＡＴＧＧＣＧＧＴＧＧ
Ｃｏｂ ２２３ ＧＧＧＡＡＣＡＡＣＣＡＧＡＣＧＧＴ ＣＴＧＡＧＡＧＧＡＴＧＧＣＧＧＴＧＧ

２　 结果

２ １　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法的建立和鉴定　 采用上述基因

分型方法对 ２０ 名随机抽查的献血者做 ８ 种红细胞血型基因

分型ꎬ并同时采用血清学方法检测:ＲｈＣＥ、ＭＮＳ、 Ｋｉｄｄ、Ｄｕｆｆｙ、
Ｌｕｔｈｅｒａｎ、Ｋｅｌｌ 红细胞血型系统基因分型结果与血清学分型

结果完全一致(图 １)ꎮ 由于难以获得 Ｃｏｌｔｏｎ 和 Ｄｉｅｇｏ 血型系

统相应抗体的商品化试剂ꎬ因此通过 ＤＮＡ 测序方法对这 ２
种血型系统基因分型结果验证:结果完全一致ꎮ
２ ２　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法在试剂红细胞筛选中的应用　
将上述基因分型方法用于 Ｏ 型固定献血者 ８ 种红细胞血型

基因分型得到相应的基因型及其分布频率(表 ２)ꎻ从中初筛

出 １３ 名其红细胞可能适合做试剂红细胞的献血者(表 ３)ꎬ

再以血清学方法对他们的 ＭＮＳ、ＲｈＣＥ、Ｋｉｄｄ、Ｄｕｆｆｙ、Ｄｉｅｇｏ、
Ｋｅｌｌ 血型系统做抗原鉴定:结果与基因分型结果完全一致ꎮ

注:Ｃ、ｃꎬＥ、ｅꎬＭＵＲꎬＦｙａ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ 等位基因内参片段大小

４２９ ｂｐꎻＭ、ＮꎬＳ、ｓꎬＪｋａ、Ｊｋｂ、Ｄｉａ、ＤｉｂꎬＣｏａ、Ｃｏｂ 等位基因内参

片段大小 ８００ ｂｐ

图 １　 ８ 个血型系统的 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型的部分电泳图谱
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表 ２　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法检测 Ｏ 型固定献血者 ８ 个

血型系统的基因型及其频率分布 (ｎ＝ ８０)

基因型 ｎ 频率 基因型 Ｎ 频率

ＲＨＣＥ 基因 Ｃ/ Ｃ ４１ ０ ５００ Ｋｉｄｄ 基因 Ｊｋａ / Ｊｋａ ２０ ０ ２４４
ｃ / ｃ ８ ０ ０９８ Ｊｋｂ / Ｊｋｂ ２２ ０ ２６８
Ｃ/ ｃ ３３ ０ ４０２ Ｊｋａ / Ｊｋｂ ４０ ０ ４８８
Ｅ/ Ｅ ５ ０ ０６１ Ｄｉｅｇｏ 血型 Ｄｉａ / Ｄｉａ ０ ０ ０００
ｅ / ｅ ４４ ０ ５３７ Ｄｉｂ / Ｄｉｂ ７９ ０ ９６３
Ｅ/ ｅ ３３ ０ ４０２ Ｄｉａ / Ｄｉｂ ３ ０ ０３７

ＭＮＳ 基因 Ｍ/ Ｍ ２１ ０ ２５６ Ｌｕｔｈｅｒａｎ 基因 Ｌｕａ / Ｌｕａ ０ ０ ０００
Ｎ/ Ｎ １１ ０ １３４ Ｌｕｂ / Ｌｕｂ ８２ １ ０００
Ｍ/ Ｎ ５０ ０ ６１０ Ｌｕａ / Ｌｕｂ ０ ０ ０００
Ｓ / Ｓ ０ ０ ０００ ＫＥＬＬ 基因 Ｋ/ Ｋ ０ ０ ０００
ｓ / ｓ ８１ ０ ９８８ ｋ / ｋ ８２ １ ０００
Ｓ / ｓ １ ０ ０１２ Ｋ/ ｋ ０ ０ ０００
ＭＵＲ(＋) ２ ０ ０２４ Ｃｏｌｔｏｎ 基因 Ｃｏａ / Ｃｏａ ８２ １ ０００
ＭＵＲ(－) ８０ ０ ９７６ Ｃｏｂ / Ｃｏｂ ０ ０ ０００

Ｄｕｆｆｙ 基因 Ｆｙａ / Ｆｙａ ７４ ０ ９０２ Ｃｏａ / Ｃｏｂ ０ ０ ０００
Ｆｙｂ / Ｆｙｂ ０ ０ ０００
Ｆｙａ / Ｆｙｂ ８ ０ ０９８

表 ３　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法初筛得到的拟作为试剂红细胞的

１３ 例 Ｏ 型固定献血者红细胞的血型基因鉴定结果

ＲＨＣＥ ＭＮＳ ＭＵＲ
Ｋｉｄｄ Ｄｕｆｆｙ Ｋｅｌｌ Ｄｉｇｅｏ Ｃｏｌｔｏｎ Ｌｕｔｈｅｒａｎ

Ｊｋａ Ｊｋｂ Ｆｙａ Ｆｙｂ Ｋ ｋ Ｄｉａ Ｄｉｂ Ｃｏａ Ｃｏｂ ＬｕａＬｕｂ

１号 ＣｃＥｅ ＭＮｓｓ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋
２号 ＣＣｅｅ ＮＮｓｓ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋
３号 ｃｃＥＥ ＭＭｓｓ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
４号 ＣＣｅｅ ＭＭｓｓ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
５号 Ｃｃｅｅ ＭＭｓｓ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
６号 ＣＣｅｅ ＭＮｓｓ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
７号 ＣｃＥｅ ＭＭｓｓ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
８号 ＣＣｅｅ ＭＭｓｓ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
９号 ＣＣｅｅ ＭＮｓｓ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
１０号ＣｃＥｅ ＮＮｓｓ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
１１号ＣＣｅｅ ＭＮＳｓ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
１２号 ｃｃＥＥ ＭＮｓｓ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － ＋
１３号ＣｃＥｅ ＭＭｓｓ ＋ ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － ＋

３　 讨论

红细胞同种抗体临床上通常是指通过怀孕、输血或移植

等方式接触外源性红细胞血型抗原而产生的针对非 ＡＢＯ 血

型抗原的抗体ꎮ 红细胞同种抗体能引起患者的许多并发症ꎬ
因此在临床上广受关注ꎮ 如果患者输血前有关的抗体筛查

漏检了某(些) /个抗体ꎬ或可能导致其发生不相容的输血以

及由此产生的急性输血反应[４] ꎮ 考虑到我国每年有上百万

患者接受输血治疗ꎬ红细胞同种抗体的检测理所当然地成为

影响我国安全输血的 １ 个重要因素ꎮ
目前ꎬ已知人类共有 ３５ 个红细胞血型系统和>３３０ 种不

同的红细胞血型抗原ꎬ它们进入异体后能引起产生许多不同

特异性的红细胞同种抗体ꎮ 根据同种抗体的特异性ꎬ免疫球

蛋白的种类及其临床后果ꎬ这些抗体中ꎬ尤以针对 Ｒｈ、Ｋｅｌｌ、
Ｄｕｆｆｙ 和 Ｋｉｄｄ 等血型系统的红细胞同种抗体是最具有临床

意义[５－６] ꎮ 据报道在我国人口中占绝对多数汉族人群中ꎬ红
细胞同种抗体主要以抗￣Ｄ、抗￣Ｅ、抗￣Ｍ 等为主ꎬ其中抗￣Ｅ 至

少占了 ３０％ [７ꎬ ８] ꎻ因此用于检测红细胞血型抗体的谱红细

胞ꎬ不仅要求定型准确ꎬ而且应该携带上述血型抗原ꎬ 以免

某些抗体漏检ꎮ 国外ꎬ如英国血液学标准委员会(ＢＣＳＨ)建
议ꎬ用于患者抗体筛检的试剂红细胞至少应包含一下抗原:
Ｃ、ｃ、Ｄ、Ｅ、ｅ、Ｋ、ｋ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｊｋａ、Ｊｋｂ、Ｓ、ｓ、Ｍ、Ｎ、Ｌｅａ和 Ｌｅｂꎻ由于

某些血型抗原应有剂量效应ꎬ试剂红细胞组合中应有 Ｆｙａ、
ＦｙｂꎬＪｋａ、ＪｋｂꎬＳ、ｓ 等关键抗原的纯合子[９] ꎮ 而我国至今仍未

有针对试剂红细胞抗原谱范围的国家标准或权威的建议、指
南ꎮ 由于血型存在种族、地域等多态性差异ꎬ而国外已有的

有关试剂红细胞抗原谱的指南或建议并不一定完全适合我

国红细胞同种抗体筛查的需求ꎮ 我们的研究依据最新的对

我国人群红细胞同种抗体的发生频率及其特异性的系统性

回顾调查及其建议———针对我国人群的试剂红细胞除了应

该具有 ＡＡＢＢ 或 ＢＣＳＨ 推荐的红细胞血型抗原(Ｄ、Ｃ、Ｅ、ｃ、ｅꎬ
Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓꎬ Ｐ１ꎬ Ｌｅａ、Ｌｅｂꎬ Ｋ、ｋꎬ Ｆｙａ、Ｆｙｂꎬ Ｊｋａ、Ｊｋｂ)外ꎬ还应有

Ｄｉａ和 Ｍｕｒ 抗原[１０] ꎮ
以往筛选血型抗原的血清学方法是使用特异性单克隆

抗血清试剂检测红细胞表面是否存在某种抗原ꎬ这其中存在

明显的方法学限制ꎬ如血站在大量筛选献血者时ꎬ面临所需

的特异抗血清试剂需求大、来源困难且价格昂贵等问题[２] ꎮ
基因检测技术的发展及其运用于血型抗原的筛选ꎬ不但弥补

了血清学方法的不足ꎬ而且降低了稀有血型抗原筛选的成

本ꎮ 国内有血站早在 ２００７ 年就尝试使用基因分型方法建立

谱红细胞ꎬ但由于其使用的是进口的血型基因分型试剂盒ꎬ
价格昂贵且使用人份受限ꎬ限制了对大量献血者的筛查[１１] ꎮ
我们通过实验摸索ꎬ成功地建立了 ＲｈＣＥ、Ｋｉｄｄ、ＭＮＳ、Ｄｕｆｆｙ、
Ｄｉｅｇｏ、Ｌｕｔｈｅｒａｎ、 Ｃｏｌｔｏｎ 和 Ｋｅｌｌ 这 ８ 个红细胞血型系统的

ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型方法ꎮ 由于 ＦＵＴ３(Ｌｅｗｉｓ 血型)基因上存

在的一些无效突变会导致基因分型结果出现假阳性血型预

测(即基因存在而血型抗原不表达) [１２] ꎬ故我们没有建立

Ｌｅｗｉｓ 血型系统 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型方法ꎮ 试剂红细胞都必须是 Ｏ
型红细胞ꎬ而固定献血者便于后期采集试剂红细胞ꎬ因此ꎬ我
们选择了 ８２ 名 Ｏ 型固定献血者做了 ８ 个血型基因的 ＰＣＲ￣
ＳＳＰ 分型(表 ２)ꎮ 根据试剂红细胞的抗原谱应该尽可能包含

ＡＡＢＢ 或 ＢＣＳＨ 推荐的红细胞血型抗原(Ｄ、Ｃ、Ｅ、ｃ、ｅꎬ Ｍ、Ｎ、
Ｓ、ｓꎬ Ｐ１ꎬ Ｌｅａ、Ｌｅｂꎬ Ｋ、ｋꎬ Ｆｙａ、Ｆｙｂꎬ Ｊｋａ、Ｊｋｂ)以及 Ｄｉａ和 Ｍｕｒ
抗原ꎬ我们从中初筛出 １３ 名其红细胞血型可能适合做试剂

红细胞的献血者ꎬ抗原谱覆盖了 Ｄ、Ｃ、ＥｃｅꎬＭ、Ｎ、Ｓ、ｓꎬｋꎬ Ｆｙａ、
ＦｙｂꎬＪｋａ、ＪｋｂꎬＤｉａ、Ｄｉｂ和 Ｍｕｒ 等血型抗原(表 ３)ꎮ

运用血型基因分型方法ꎬ不但价格低廉、技术手段成熟、
结果准确可靠ꎬ可以解决稀有血型抗体价格昂贵且来源困难

的问题[１１] ꎬ而且完全可用在血站大量的献血者血型抗体筛

查并选出抗原谱合理的试剂红细胞来ꎮ 此外ꎬ我们成功建立

的血型基因分型方法还可以用于某些疑难血型的鉴定ꎬ帮助

区分红细胞同种抗体和自身抗体ꎬ在输血领域具有广泛的应

用价值ꎮ 该基因分型方法只能检测 ８ 个血型系统中常见的

血型抗原基因ꎬ而对于发生基因突变的基因ꎬ该方法无法准

确检测ꎬ需采用基因测序的方法进一步鉴定ꎮ
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　 　 摘要:目的　 对检测中遇到的 １ 例 ＡＢＯ 正反定型不符的献血者标本进行血清学和分子生物学鉴定并对其机制

进行分析ꎮ 方法　 常规血清学检测ꎻ ＰＣＲ 扩增直接测序和克隆测序分析其单体型ꎮ 结果　 血清学结果为 Ｂ弱ꎻ直接

测序和克隆测序结果为 Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎮ 结论 　 第一次证实了 Ｏ 等位基因血清学可以表现为 Ｂ
型ꎬ对其机制仍需深入研究ꎮ

关键词:ＡＢＯ 血型ꎻＡＢＯ 基因分型ꎻ正反定型不符ꎻ内含子突变
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Ｏ０１. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｐｐａｒｅｎｔ Ｏ ａｌｌｅｌｅｓ ｍａｙ ｃａｕｓｅ ｗｅａｋ Ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｃｏｎｄｉ￣
ｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐꎻ ＡＢＯ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇꎻ Ｂ ｗｅａｋꎻ ｉｎｔｒｏｎ ｍｕｔａｔｉｏｎ

人类 ＡＢＨ 抗原是 ＡＢＯ 基因编码的次级产物ꎬＡ 抗原是

由 α￣１ꎬ３￣Ｎ￣乙酰氨基半乳糖转移酶将 Ｎ￣乙酰氨基半乳糖以

α￣１ꎬ３ 键连接于 Ｈ 物质的岩藻糖末端形成ꎻＢ 抗原是由 α￣１ꎬ
３￣半乳糖基转移酶将半乳糖以 α￣１ꎬ３ 键连接于 Ｈ 物质的岩

藻糖末端形成ꎮ 根据红细胞血型抗原基因突变数据库 ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｇｏｖ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｇｖ / ｍｈｃ / ｘｓｌｃｇｉ ｃｇｉ? ｃｍｄ ＝
ｂｇｍｕｔ / ｓｙｓｔｅｍｓ＿ｉｎｆｏ＆ｓｙｓｔｅｍ ＝ ａｂｏ 截至 ２０１７ 年 ７ 月已经鉴定

并且命名了 ８８ 种 Ｏ 等位基因ꎮ Ｏ 等位基因大致可以分为两
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类ꎬ第一类为 ２６１ｄｅｌＧ 的等位基因ꎬ如 Ｏ０１ꎬＯ０２ꎬＯ０４ꎬＯ０５ꎬ
Ｏ０６ꎬＯ０７ꎬ第二类为 ２６１Ｇ 等位基因ꎬ如 Ｏ０３ꎬＯ０８ꎮ 以往的观

点认为 Ｏ 基因由于 ２６１ｄｅｌＧ 导致终止密码子提前出现ꎬ编码

的序列只有 １１７ 个氨基酸ꎬ无转移酶催化活性并且认为 Ｏ 等

位基因的 ｍＲＮＡ 很容易被降解ꎬ导致几乎没有翻译产物[１] ꎮ
在 ２００５ 年 Ｈｏｓｓｅｉｎｉ￣Ｍａａｆ 和 Ｓｅｌｔｓａｍ 分别报道了 Ｏ ２６１Ｇ 等位

基因在细胞表面可表达弱 Ａ 抗原ꎬ第一次发现和报道了 Ｏ
等位基因有可能表达 Ａ 抗原[２－３] ꎮ 由此可将ꎬ相同的等位基

因型可以产生不同的 ＡＢＯ 表型ꎮ 我们在对一例标本进行血

型鉴定中发现其基因型为 Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ
表型为弱 Ｂꎬ现报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 标本来自 １ 名无偿献血者ꎬ男ꎬ年龄 １９ 岁ꎬ
汉族ꎬ无输血史ꎬ无药物史ꎬ符合«献血者健康检查要求»ꎮ 血

检科对血型鉴定时发现正反定型不一致而送我室对血型做

进一步鉴定ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 单克隆抗￣Ａ、抗￣Ｂ 标准血清 (批号

２０１６０４０３ꎬ上海血液生物医药有限责任公司)ꎬ反定型红细胞

(批号 ２０１７０５３０１０ꎬ北京金豪制药股份有限公司)ꎻ人源抗￣
Ａ、抗￣Ｂ 血清(实验室自制)ꎻ抗人球蛋白( ＩｇＧ Ｃ３ｄ) (批号

２０１６５００２ꎬ上海血液生物医药有限责任公司)ꎻ筛选细胞(批
号 ３ＳＳ３３９ＺꎬＯｒｔｈｏ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ)ꎻa１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖基转

移酶活性测定试剂盒(批号 Ｕ４５００ꎬＳｉｇｍａ)ꎮ 基因组 ＤＮＡ 抽

提试剂盒(天根生化科技有限公司)ꎻ人类红细胞 ＡＢＯ 血型

基因分型试剂盒(秀鹏生物技术开发有限公司)ꎻＡＢＯ 基因分

型试剂盒(德国 Ｉｎｎｏ￣ｔｒａｉｎ 公司)ꎻＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ｇｏｌｄ Ｔａｑ 酶(美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ试验中扩增序列 ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ１￣７ 基因引物交

公司合成ꎬ引物序列见表 １ꎮ ＰＣＲ 扩增仪(德国 Ｓｅｎｓｏｑｕｅｓｔ 公
司)ꎻＤＹＹ￣６Ｂ 型电泳仪(北京六一仪器厂)ꎻ凝胶成像系统

(上海天能)ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列
产物

长度(ｂｐ)
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ１ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＣＴＣＴＧＴＣＣＣＣＴＣＣＣＧＴＧＴＴＣ￣３′ ２７３

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＣＴＧＡＡＧＣＣＴＣＧＣＡＧＣＣＣＴ￣３′
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ２ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＣＡＧＧＴＧＡＧＡＧＡＡＧＧＡＧＧＧＴ￣３′ ２６６

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＡＧＣＴＧＧＡＣＧＣＡＧＧＣＡＡＴＡＡＣ￣３′
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ３ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＣＡＣＣＧＧＧＡＡＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣ￣３′ ２０４

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＡＴＧＧＡＴＧＣＴＣＣＡＣＣＴＧＣＴＣＴ￣３′
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ４ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣ￣３′ ２８１

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＣＴＣＣＣＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴＧＴＣＣ￣３′
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ５ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＣＴＧＣＡＴＣＣＣＡＣＧＣＴＴＴＣＣＡＴ￣３ ３１８

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＣＡＧＧＧＧＣＴＴＴＧＧＡＧＡＡＣＡＡ￣３′
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ６ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＧＡＡＴＧＡＴＴＴＧＣＣＣＧＧＴＴＧＧ￣３′ ３９０

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡＣＡＧＴＣＡＣＴＣＧＣ￣３′ ８３７
ＡＢＯ￣ＥＸＯＮ７ ｓｅｎｓｅ ５′￣ＣＣＣＣＧＴＣＣＧＣＣＴＧＣＣＴＴＧＣＡ ￣３′

ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ５′￣ＧＧＧＣＣＴＡＧＧＣＴＴＣＡＧＴＴＡＣＴＣ￣３′
１ ３　 血型血清学检测　 根据文献报道的方法[４]ꎬ对血型进

行正反定型和吸收放散实验ꎮ ＡＢＯ 血型正反定型均采用试

管法ꎬ其中正定型加做抗￣Ａ１ 试剂ꎬ人源抗￣Ａ 血清和抗￣Ｂ 血

清ꎻ反定型加做自身细胞做对照ꎮ 对样本的细胞进行直接

Ｃｏｏｍｂｓ 试验ꎬ明确或者排除样本红细胞致敏引起的凝集ꎻ对

样本血清标本进行间接 Ｃｏｏｍｂｓ 试验ꎬ明确或者排除不规则

抗体的存在ꎮ 吸收放散试验以检测是否有弱 Ａ / Ｂ 抗原ꎮ
１ ４　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型 　 使用基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒提

取外周血基因组 ＤＮＡꎬＡＢＯ ＳＳＰ 基因分型分别采用秀鹏生物

技术开发有限公司和德国 Ｉｎｎｏ￣ｔｒａｉｎ 公司的人类红细胞 ＡＢＯ
血型基因分型试剂盒进行 ＳＳＰ 基因分型ꎬ按照说明书进行

操作ꎮ
１ ５　 ＰＣＲ 扩增反应产物直接测序和克隆测序　 分别进行第

１￣７ 外显子和部分 ５、６ 内含子 ＰＣＲ 扩增和测序实验ꎮ ＰＣＲ
扩增体系为:１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ上、下游引物各 ０ ５ μＬꎬＴａｑ
ＤＮＡ 聚合酶 ２ ５ Ｕꎬ样本 ＤＮＡ３ μＬꎬｄＮＴＰ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３５ ５
μＬꎬ总体系 ５０ μＬꎻ ＰＣＲ 扩增反应程序为 ９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９５℃变性 ３０ ｓꎬ６４℃退火 ４０ ｓꎬ７２℃延伸 ６０ ｓꎬ共 ３３ 个循环ꎻ
７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ冷却至 ４℃ꎬ扩增产物电泳观察ꎻ直接测序和

克隆测序由上海英潍捷基公司完成ꎮ
１ ６　 血浆中a１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖基转移酶活性测定　 标准 Ｏｃ 用

０ ９％的生理盐水洗涤 ３ 次ꎬ取压积红细胞 １０ μＬ 与 １００ μＬ １
×酶反应缓冲液和 ５０ μＬ 待测血浆(用 Ｂ 型血浆作为阳性对

照ꎬＯ 型血浆作为阴性对照)在 ３７℃反应 ４ ｈꎮ １００ μＬ １×酶
反应缓冲液包含的成分为 ０ ０５ ｍｏｌ / Ｌ 咪唑ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化

锰ꎬ０ １５ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钠ꎬ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 尿二苷酸半乳糖ꎬ０ ５％
牛血清白蛋白ꎮ 将上述反应液离心ꎬ弃去上清ꎬ０ ９％生理盐

水洗涤 ３ 次ꎬ配制成 ５％左右的红细胞悬液ꎮ 取 ５０ μＬ 红细

胞悬液和 ５０ μＬ Ｂ 型单克隆稀释抗体(将抗体按照 １ ∶２梯度

稀释至 １ ∶１２８)室温反应 ２０ ｍｉｎꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｓꎬ酶活

性强度以发生凝集的抗体最高滴度计算ꎮ

２　 结果

２ １　 血清学结果　 标本血型血清学结果见表 ２ꎮ 标本正定

型与单克隆抗￣Ａ 试剂ꎬ抗￣Ａ１ 试剂ꎬ人源抗￣Ａ 血清的反应均

为阴性ꎬ与单克隆抗￣Ｂ 试剂和人源抗￣Ｂ 血清的反应为混合

凝集ꎻ反定型 Ａｃ 强凝集ꎬＢｃꎬＯｃ 和自身对照均为阴性ꎮ
表 ２　 标本血型血清学结果

正定型(单克隆) 正定型(人源) 反定型

抗￣Ａ 抗￣Ｂ 抗￣Ａ１ 抗￣Ａ 抗￣Ｂ Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ
自身
对照

常温 － ｍｆ － － ｍｆ ４＋ － － －
４℃ － ｍｆ － － ｍｆ ４＋ － － －
３７℃ － ｍｆ － － ｍｆ ４＋ － － －

注:－为凝集阴性ꎬｍｆ 为混合凝集

２ ２　 直接 Ｃｏｏｍｂｓ 试验 　 结果为阴性ꎬ不规则抗体筛查为

阴性ꎮ
２ ３　 吸收放散试验血清学结果　 见表 ３ꎬ抗本红细胞表面检

出 Ｂ 抗原ꎮ
２ ４　 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 结果 　 德国 Ｉｎｎｏ￣ｔｒａｉｎ 公司和秀鹏生物技术

公司的人类红细胞 ＡＢＯ 血型基因分型试剂盒检测结果如图

１ 所示ꎬ根据格局表确定结果均为 Ａ１ / Ｏꎮ
２ ５　 ＡＢＯ 基因直接测序分析 　 以 Ａ１０１ 等位基因(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号:ＡＦ１３４４１２)对比ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ第 ６ 外显子

２６１ 位置均有 Ｇ 缺失ꎬ２９７ Ａ / Ｇ 提示两条等位基因都为 Ｏ 等

位基因ꎬ见图 ２ 所示ꎮ 克隆测序结果与 Ａ１０１ 相比较显示一

条单体型确定为 Ｏ０１ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ如图 ３ａ 所示ꎻ
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另一条单体型 ２６１ｄｅｌＧꎬ２９７ 为 Ａ>Ｇꎬ确定为 Ｏ０５ꎬ如图 ３ｂ 所示ꎮ
表 ３　 标本吸收放散试验结果

单克隆吸收 Ａ 抗原 单克隆吸收 Ｂ 抗原 人源吸收 Ａ 抗原 人源吸收 Ｂ 抗原

吸收前 吸收后 吸收前 吸收后 吸收前 吸收后 吸收前 吸收后
放散 Ａｃ 放散 Ｂｃ 血清学

结果

待检样本 １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶１６ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶４ － ４＋ Ｂ
标准 Ｂ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶８ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶４ － ４＋ Ｂ
标准 Ｏ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶１２８ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶３２ １ ∶３２ － － Ｏ

ａ 为德国 Ｉｎｎｏ￣ｔｒａｉｎ 试剂盒结果ꎬ根据格局表得出结果 Ａ１/ Ｏꎻｂ
为秀鹏生物技术试剂盒结果ꎬ根据格局表得出结果 Ａ１/ Ｏꎮ

图 １　 标本 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 扩增结果

图 ２　 标本 ＰＣＲ 扩增产物直接测序结果

ａ 为 Ｏ０１ 单体型ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ２６１ｄｅｌＧꎻｂ 为 Ｏ０５
单体型ꎬ２６１ｄｅｌＧꎬ２９７ 为 Ｇ

图 ３　 标本克隆测序结果

２ ６　 a１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖转移酶活性测定　 阳性对照 Ｂ 型血浆a

１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖基转移酶活性为 １ ∶２５６ꎬ阴性对照 Ｏ 型血浆未

检测到 Ｂ 酶活性ꎬ样本血浆中 Ｂ 酶活性为 １ ∶２ꎮ
２ ７　 不同等位基因核苷酸差异的比较　 Ａ１０１ 与 ＩＶＳ６￣２５ Ｇ
Ｂ 等位基因和 Ｏ０１ꎬＯ０５ 核苷酸位置差异的比较见表 ４ꎮ

表 ４　 Ａ１０１ 与 ＩＶＳ６￣２５ Ｇ Ｂ 等位基因和 Ｏ０１ꎬＯ０５ 核苷酸差异的比较

等位基因
核苷酸位置

ＩＶＳ６￣２５ ２６１ ２９７ ５２６ ６５７ ７０３ ７９６ ８０３ ９３０ １０３７ １０５５ １０９６
Ａ１０１ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ
Ｂ１０１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ
Ｂ１１４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ
Ｂｗ０７ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ
Ｂｗ０９ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ
Ｏ０１ ｄｅｌＧ
Ｏ０５ ｄｅｌＧ Ｇ

Ｏ 新等位基因 Ｇ ｄｅｌＧ

３　 讨论

２００５ 年 Ｄ Ｃｈｏ[５]对韩国 Ａ 亚型基因型和血清型进行研

究时发现 Ａ 新等位基因 Ａｖａｒꎬ该等位基因的特点是核苷酸

７８４Ｇ>Ａ 导致 Ｄ２６２Ｎꎬ基因型为 Ａｖａｒ / Ｂ 表现型为 Ａｗｅａｋ / Ｂꎬ基因

型为 Ａｖａｒ / Ｏ 表现型为 Ｏꎮ ２００４ 年 Ｄ Ｃｈｏ 报道基因型为 Ｂｖａｒ /
Ｏ０１ 杂合型的个体表现型为正常 Ｂꎬ基因型为 Ａ１０１ / Ｂｖａｒ杂合

型表现型为 Ａ１Ｂ３
[６] ꎮ ２００６ 年喻琼等对 Ａ 放散型血型分子遗

传结构的研究中发现 ２ 例表型为 ＡｅｌＢ 和 １ 例表型为 Ａｅｌ 的
标本未检测出 Ａ 等位基因ꎬ而是 ２６１ｄｅｌＧ 的 Ｏ０１ 或者 Ｏ０２ 基

因ꎬ证实了 ２６１ｄｅｌＧ Ｏ 等位基因可以表达 Ａ 抗原[７] ꎮ 本次研

究发现基因型为 Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ红细胞有

Ｂ 抗原的表达ꎬ血清中有a１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖基转移酶活性ꎬ第一

次证实了 Ｏ 等位基因血清学可以表现为 Ｂ 型ꎮ
该标本 ＡＢＯ 血清学正定型与单克隆抗￣Ｂ 镜下呈混合凝

集ꎬ反定型 Ａｃ 强凝集ꎬ因此最初怀疑是 Ｂ 亚型ꎬ推测为 Ｂ 等

位基因突变引起ꎮ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 结果为 Ａ１ / Ｏꎬ直接测序和克隆

测序结果为 Ｏ０１ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 和 Ｏ０５ꎬ血清中检测出了

a１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖转移酶活性ꎮ 针对如此前后矛盾的实验结

果ꎬ本实验室对该标本重新提取 ＤＮＡꎬ分别用两种 ＳＳＰ 试剂

做了两次分型ꎬ对标本进行了两次直接测序和单克隆测序ꎬ
实验结果跟第一次结果相同ꎬ排除了实验中人为误差导致的

错误结果ꎬ针对实验结果从实验原理上分析出现此种结果的

可能性ꎮ
ＡＢＯ 血型基因 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 分型方法是通过特异性引物扩

增目的条带ꎬ根据扩增条带的有无ꎬ再按照格局表来判断基

因型ꎬ其策略是利用排除法得出基因分型ꎮ 对于本次研究标

本 ＳＳＰ 基因分型方法得出的结果 Ａ１ / Ｏꎬ直接测序和单克隆

基因分型为 Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎮ 如果不参照

格局表直接指定的结果ꎬ测序得出的基因分型结果 Ｏ０１ / Ｏ０５
与实际扩增条带结果相符合ꎮ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型结果采用

的是排除法ꎬ并不是真正检测到 Ａ 基因ꎬ本例标本有 Ｏ０１ 基

因ꎬ另一基因 Ｏ０５ 采用 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法并不能直接检测到ꎬ所
用 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法欠妥ꎮ 对于频率较低和罕见等位基因ꎬ或者

有碱基突变的新等位基因ꎬＳＳＰ 方法有可能会得出错误的结

果ꎬ对于疑似亚型的样本ꎬ基因分型结果应以测序结果为最
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终依据ꎮ
基因型为 Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变ꎬ血清学表现

为 Ｂ 型ꎬ根据所查文献ꎬ其可能的机制有:①根据 Ｈｏｓｓｅｉｎｉ￣
Ｍａａｆ 报道其可能的机制为基因交换假说ꎬ不同的 Ｏ 等位基

因遗传物质在有丝分裂期(自体嵌合体期)发生相互交换ꎬ在
某些细胞重建了糖基转移酶的活性ꎮ ②内含子在等位基因

转录和错位修复有重要作用ꎮ 参照红细胞血型抗原基因突

变数据库公布的现在已经发现并且命名的 ＡＢＯ 等位基因ꎬ
与 Ｏ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变相关的等位基因有 Ｂ１０１ꎬＢ１１４ꎬ
Ｂｗ０７ꎬＢｗ０９ 四种ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变可能影响a１ꎬ３￣Ｄ￣半
乳糖基转移酶基因的表达ꎬ启动a１ꎬ３￣Ｄ￣半乳糖基转移酶的

表达ꎻ③根据文献重组和基因交换以及等位基因的增强效应

造成了 ＡＢＯ 基因的多态性ꎬ从而产生不同的表型[８－１１] ꎮ 第 ６
内含子有 Ｃｈｉ 序列(５′￣ＧＣＴＧＧＣＧＧ￣３′)和类 Ｃｈｉ 样结构ꎬ在大

肠埃希氏菌中 Ｃｈｉ 序列影响重组的频率ꎬ因此第 ６ 内含子是

重组和基因交换的热点[１２] ꎬ依此类推ꎬ本次发现的基因型为

Ｏ０１ / Ｏ０５ꎬＯ０１ ＩＶＳ６￣２５ Ａ>Ｇ 突变可能为 Ｏ￣Ｂ￣Ｏ 重组ꎬ从而导

致血清中有 Ｂ 酶表达ꎮ 抗原表达的机理有待积累标本进行

深入的研究ꎮ
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ｃａｕｓｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ. Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２００１ꎬ５３ (３):１９０￣
１９９.

[１０] Ｏｌｓｓｏｎ ＭＬꎬ Ｍｉｃｈａｌｅｗｓｋａ Ｂꎬ Ｈｅｌｌｂｅｒｇ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｌｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ
ｏｆ ａｌｌｅｌｉｃ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ: ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ａｘ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆ￣
ｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ Ｏ ｐａｒｅｎｔｓ. Ｔｒａｎｓｆｕｓ Ｍｅｄꎬ２００５ꎬ１５(５):４３５￣
４４２.

[１１] Ｏｇａｓａｗａｒａ Ｋꎬ Ｙａｂｅ Ｒꎬ Ｕｃｈｉｋａｗａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｅｓ ｃａｕｓｅ
ａｎ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ Ａ２ ａｎｄ Ａ２Ｂ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ.
Ｖｏｘ Ｓａｎｇꎬ １９９８ꎬ ７４(４):２４２￣２４７.

[１２] Ｓｕｚｕｋｉ Ｋꎬ Ｉｗａｔａ Ｍꎬ Ｔｓｕｊｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｄｅ ｎｏｖｏ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔꎬ １９９７ꎬ ９９:４５４￣４６１.

(２０１７￣０６￣２７ 收稿ꎬ１０￣２３ 修回)

本文编辑:李弘武

«临床单病种输血»专著出版

２０１６ 年 ７ 月 ２５ 日国家标准化管理委员会批准 ＧＢ / Ｔ １３７４５￣２００９«学科分类与代码»国家标准第 ２ 号修改单ꎬ自
２０１６ 年 ７ 月 ３０ 日起实施ꎮ ＧＢ / Ｔ１３７４５￣２００９«学科分类与代码»国家标准第 ２ 号修改单:一、在“３２０ 临床医学”下增

设二级学科 ３２０３２“输血医学”ꎮ 二、在 ３２０３２“输血医学”下设立三级学科“基础输血学、献血服务学、输血技术学、临
床输血学、输血管理学和输血医学其他学科”ꎮ 中华医学会与中国医师协会输血分会积极响应国家对输血专业的逐

步重视ꎬ 中华医学会临床输血学分会主任委员、中国医师协会输血科医师分会首任会长刘景汉教授牵头ꎬ组织专家

筹措与撰写专著«临床单病种输血»ꎮ
«临床单病种输血»已由人民卫生出版社 ２０１７ 年 １ 月出版ꎬ全书共十章ꎬ涉及内科、外科、妇产科、组织与器官移

植等五十个疾病(病种)输血ꎬ以及输血疗效评价、输血不良反应诊断与治疗、自体输血与治疗性血细胞单采与置换

等方面ꎬ旨在让临床医护人员更好地实施科学、安全用血ꎬ减少不必要的输血ꎮ 该书理论联系实际ꎬ内容新颖ꎬ为进

一步规范医疗机构临床科学、安全用血起到抛砖引玉的作用ꎬ为临床医护人员、医学院校师生及其他领域的同道提

供了单病种输血相应的治疗原则与操作方案ꎮ
主　 　 编:刘景汉　 李志强　 王海林

购买网址:人卫智慧服务商城　 ｈｔｔｐ: / / ｓｕｏ ｉｍ / ２Ｏ５ｖｋｄ
人民卫生出版社旗舰店　 ｈｔｔｐ: / ｄｗｚ ｃｎ / ｄｂｚｓｘｔ

定　 　 价:５５ 元ꎬ人民卫生出版社(ＩＳＢＮ ９７８￣７￣１１７￣２３８９３￣９)ꎬ２０１７ 年 １ 月

２５１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



ｄｏｉ:１０ １３３０３ / ｊ ｃｊｂｔ ｉｓｓｎ １００４￣５４９ｘ ２０１７ １０ ０１９
△通信作者:欧阳熊妍(１９７３ ０３￣)ꎬ女ꎬ主任技师ꎬ主要从事输血医学

的研究ꎬ电话:０２３￣６３８６１３２７ꎬＥｍａｉｌ:４５１１３１０４０＠ ｑｑ ｃｏｍ

论著

罕见血型 Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２ 的分子遗传学研究

王芳　 毛伟　 张涛　 刘不尽　 李维　 欧阳熊妍△(重庆市血液中心 ꎬ重庆 ４０００１５)

　 　 摘要:目的　 研究 Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２ 的分子遗传学特点ꎮ 方法　 ２０１６ 年 ６ 月－２０１６ 年 １２ 月用血清学方法检测先证

者和其父母的 ＡＢＯ 血型ꎬ采用聚合酶链反应 ＳＳＰ 基因分型技术和 ＳＢＴ 测序分型技术分别扩增先证者和其父母 ＡＢＯ
基因的第 ６、７ 外显子序列ꎬＰＣＲ 产物直接测序分析ꎬ杂合子结果进行克隆测序分析ꎮ 结果　 先证者红细胞上 Ｂ 抗原

减弱ꎬ表现为 ＡＢ３ꎬ直接测序发现第 ７ 外显子 ｎｔ４６７Ｃ / Ｔ 杂合和 ｎｔ７００Ｃ / Ｔ 杂合ꎬ克隆测序和家系分析确认先证者血型

为 Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２ꎬ与 Ａ１０１ 参比序列相比ꎬＡ１０２ 在 ｎｔ４６７ 碱基突变 Ｃ>Ｔꎬ导致 １５６ 位脯氨酸(ＣＣＧ)变成亮氨酸(ＣＴＧ)ꎬ
Ｂ(Ａ)０２ 的序列与参比序列 Ｂ１０１ 相比ꎬｎｔ７００ 发生碱基突变 Ｃ>Ｇꎬ导致 ２３４ 位脯氨酸(ＣＣＣ)变成丙氨酸(ＧＣＣ)ꎮ 结

论　 ａ￣１ꎬ３￣Ｎ￣乙酰半乳糖胺基转移酶基因位于 ７ 外显子的 ４６７ 位 Ｃ>Ｔ 突变是产生 Ａ１０２ 等位基因的原因ꎬａ￣１ꎬ３ 半乳

糖基转移酶基因位于第 ７ 外显子 ７００ 位 Ｃ>Ｔ 突变是产生 Ｂ(Ａ)０２ 等位基因的原因ꎮ
关键词:Ａ１０２ꎻＢ(Ａ)０２ꎻ分子遗传学ꎻ研究

　 　 中图分类号:Ｒ４７５ １＋ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１５３￣０３
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅ ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅ: Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｅｒｏｌｏｇｉ￣
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ＳＳＰ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ＳＢＴ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ＡＢＯ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ６、７ ｅｘｏｎｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＴＡ ｃｌｏｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ.Ｒｅｓｕｌｔ　 Ａ ｗｅａｋｅｎｅｄ Ｂ－ａｎｔｉｇｅｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ ａｓ
ｉｎ ＡＢ３.Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ４６７ＣＴ ａｎｄ ７００ＣＴ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｏｎ ７.Ａｆｔｅｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｐｅｄｉｇｒｅｅ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓꎬ ｗｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｉｔｕｓ ＡＢＯ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｏｒ Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２ꎬＡ１０２ ｉｎ ｎｔ４６７ ｈａｄ ａ ｂａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｃ>Ｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏ Ａ１０１ꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ １５６ｔｈ Ｐｒｏ(ＣＣＧ) ｍｕｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｌｅｕ(ＣＴＧ). Ｂ(Ａ)０２ ｉｎ ｎｔ７００ ｈａｓ ａ ｂａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｃ>Ｇ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ
Ｂ１０１ꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ２３４ｔｈ Ｐｒｏ(ＣＣＣ) ｍｕｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ａｌａ(ＧＣＣ).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃ>Ｔ ａｔ ｎｔ４６７ꎬ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａ－ｌꎬ３－Ｎ－ａｃｅｔｙｌ ｇａｌａｃｔｏ￣
ｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ｃａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ Ａ１０２ ａｎｄ Ｃ>Ｔ ａｔ ｎｔ７００ꎬ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａ－ｌꎬ３ｇａｌａｃｔｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ｃａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ Ｂ(Ａ)
０２.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ａ１０２ ꎻ Ｂ(Ａ)０２ ꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

ＡＢＯ 血型系统是人类发现的第 １ 个ꎬ也是最重要的 １ 个

血型系统ꎬ是研究人类种族起源、融合、同化及民族间亲缘关

系的 １ 个重要指标ꎬ准确的 ＡＢＯ 血型定型在安全输血、器官

移植、产前诊断、法医学鉴定等方面具有十分重要的作用[１] ꎮ
常规血清学方法无法准确定型ꎬ也无法对 ＡＢＯ 表型遗传异

常的家系进行合理解释ꎬ需要从基因水平和家系调查[２] ꎬ才
能确定影响抗原表达的分子机制ꎮ 本文对 １ 例特殊血型进

行了深入的研究和分析ꎬ现将结果报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 ２０１６ 年 ６ 月－２０１６ 年 １２ 月ꎬ先证者:张某ꎬ
男ꎬ１８ 岁ꎬ汉族ꎬ健康献血者ꎬ血型正反定型相符ꎬ因 Ｂ 抗原

减弱送至输血研究所进行血型鉴定ꎬ经过血型血清学鉴定和

分子生物学的检测ꎬ确认先证者的基因型为 Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２ꎬ
母亲的基因型为 Ａ１０２ / Ｂ１０１ꎬ父亲的基因型为 Ｂ(Ａ)０２ / Ｏ０２ꎬ

先证者的 Ａ１０２ 基因来自于母亲ꎬＢ(Ａ)０２ 基因来自于父亲ꎮ
１ ２　 试剂和仪器 　 单克隆抗￣Ａ、抗￣Ｂ 血型定型试剂(试剂

１)、单克隆抗￣Ｈ 定型试剂、人 ＡＢＯ 血型反定型用红细胞试

剂(上海血液生物)ꎬ单克隆抗￣Ａ、抗￣Ｂ 血型定型试剂(试剂

２)(长春博德)ꎬ人源抗￣Ａ、抗￣Ｂ 试剂(试剂 ３)、抗￣ＡＢ 试剂

(中国医学科学院输血研究所)ꎬＰｕｒｅｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ Ｃｏｒｅ Ｋｉｔ Ｂ
ＤＮＡ 提取试剂(德国 Ｑｉａｇｅｎ)ꎬＡＢＯ 血型 ＳＳＰ 基因分型试剂

(德国 ＢＡＧ)ꎬＴＯＰＯ ＴＡ Ｃｌｏｎｇｉｎｇ Ｋｉｔ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)试剂均

在有效期内ꎮ 主要的设备包括 Ｇｅｎｅ Ｑｕａｎｔ Ｐｒｏ 型 ＤＮＡ 浓度

测定仪(英国)、ＡＢＩ３７３０ 型基因测序仪、ＡＢＩ ＰＥ９７００ 型扩增

仪(美国)、 Ｐｏｗｅｒ Ｐａｃ ３０００ 型电泳仪(美国)、ＫＳＴ￣５５００ 型凝

胶成像分析系统(北京东迅)、血型血清学离心机 ＫＡ￣２２００
ＳｅｒｏｍａｍｔｉｃＩＩ(日本 ＫＵＢＯＴＡ)ꎮ
１ ３　 血清学方法 　 ＡＢＯ 正反定型参照相关试剂说明书及

«全国临床检验操作规程»第 ４ 版进行操作ꎮ
１ ４　 基因组 ＤＮＡ 提取和 ＡＢＯ 基因检测　 抽提 ０ ５ ｍＬ ＥＤ￣
ＴＡ￣Ｋ２抗凝全血标本中基因组 ＤＮＡꎮ 浓度>２０ ｎｇ / μＬꎬ２６０ /
２８０ 比值在 １ ６~１ ９ 的标本可用于实验ꎬ将先证者和父母的
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ＤＮＡ 用 ＡＢＯ 血型 ＳＳＰ 基因分型试剂(德国 ＢＡＧ 公司)进行

ＡＢＯ 基因检测ꎬ提取和检测均严格按试剂盒说明书进行

操作ꎮ
１ ５　 ＡＢＯ 基因第 ６、７ 外显子及侧翼内含子测序分析 　 对

ＡＢＯ 基因的第 ６ 和第 ７ 外显子的 ＰＣＲ 测序分析按文献方法

[３]进行ꎮ
１ ６　 单体型序列分析　 采用对先证者标本的 ＡＢＯ 基因第 ６
和 ７ 外显子扩增片段进行 ＴＡ 克隆ꎬ挑取多个阳性菌落进行

测序鉴定ꎬ确定标本的单体型ꎮ

２　 结果

２ １　 血型血清学结果 　 先证者和父母的 ＡＢＯ 血型血清学

检测结果见表 １ꎬ血型血清学反应格局分析先证者血型为

ＡＢ３亚型ꎬ先证者父亲的血型为 Ａ亚Ｂ 型ꎬ先证者母亲的血型

为 ＡＢ 型ꎬ血清学结果显示不符合遗传规律ꎬ需进一步对该家

系进行分子生物学检测(表 １)ꎮ
表 １　 ＡＢＯ 血型检测结果

试剂 １ 试剂 ２ 试剂 ３
抗￣Ａ 抗￣Ｂ 抗￣Ａ 抗￣Ｂ 抗￣Ａ 抗￣Ｂ

抗￣Ａ１ 抗￣Ｈ
反定型红细胞试剂

Ａ１Ｃ Ａ２Ｃ ＢＣ ＯＣ 自 Ｃ
血型

结果
先证者 ４＋ ３＋ｍｆ ４＋ ３＋ｍｆ ４＋ ２＋ｍｆ ４＋ １＋ / / / / / ＡＢ
父亲 ４＋ ４＋ ４＋ ４＋ ２＋ ４＋ / ３＋ ３＋ ２＋ / / / Ａ亚 Ｂ
母亲 ４＋ ４＋ ４＋ ４＋ ４＋ ４＋ ４＋ １＋ / / / / / ＡＢ

２ ２　 ＡＢＯ 基因型结果(ＰＣＲ￣ＳＳＰ) 　 先证者的 ＡＢＯ￣ＳＳＰ 基

因型为 Ｂ / Ｂꎻ父亲的 ＡＢＯ 基因型为 Ｂ / Ｏꎻ母亲的基因型为 Ｂ /
Ｂꎬ琼脂糖凝胶电泳胶图如下ꎮ

注:１ Ｏ０１ꎻ２ ｎｏｎ Ｏ０１ꎻ３ Ｏ０３ꎻ４ ｎｏｎ Ｏ０３ꎻ ５ Ｂ１０１ꎻ ６ ｎｏｎ
Ｂ１０１ꎻ７ Ａ２０１ꎻ８ ｎｏｎ Ａ２０１

图 １　 先证者、父亲和母亲的 ＰＣＲ￣ＳＳＰ ＡＢＯ
血型基因分型电泳图谱

２ ３　 ＡＢＯ 直接测序结果　 对先证者、先证者父亲和先证者

母亲的 ＡＢＯ 基因第 ６、７ 外显子直接测序ꎬ发现先证者第 ７ 外

显子含有 ｎｔ４６７Ｔ / Ｃ 和 ｎｔ７００Ｃ / Ｇ 杂合突变ꎬ其余序列符合

Ａ１０１ / Ｂ１０１ 基因型特征ꎬ先证者父亲含有 ｎｔ７００Ｃ>Ｇ 突变ꎬ其
余序列符合 Ｂ１０１ / Ｏ０２ 基因型特征ꎬ先证者母亲第 ７ 外显子

含有 ｎｔ４６７Ｃ / Ｔ 杂合突变ꎬ其余序列符合 Ａ１０１ / Ｂ１０１ 基因型

特征ꎬ通过克隆测序和家系分析确定先证者的 ｎｔ４６７Ｃ>Ｔ 突

变从母亲处遗传得来的ꎬ先证者的 ｎｔ７００Ｃ>Ｇ 突变从父亲处

遗传得来的ꎮ 先证者 ＡＢＯ 基因第 ７ 外显子直接测序部分测

序图见图 ２、３ꎮ

图 ２　 先证者 ＡＢＯ 基因第 ７ 外显子 ｎｔ４６７ＣＴ 杂合测序图

图 ３　 先证者 ＡＢＯ 基因第 ７ 外显子 ｎｔ７００ＣＧ 杂合测序图

２ ４　 ＡＢＯ 克隆测序结果 　 为明确先证者 ｎｔ４６７Ｃ > Ｔ 和

ｎｔ７００Ｃ>Ｇ 突变位于 Ａ１０１ 还是 Ｂ１０１ 等位基因上对其 ＰＣＲ 产

物进行 ＴＯＰＯ 克隆测序ꎬ发现先证者 １ 条单体型为在 Ａ１０１
基础上的 ｎｔ４６７Ｃ>Ｔ 突变ꎬ另 １ 条单体型为在 Ｂ１０１ 基础上的

ｎｔ７００Ｃ>Ｇ 突变ꎬ参考红细胞血型抗原基因突变数据库(ＢＧ￣
ＭＵＴ)序列信息ꎬ等位基因分别为 Ａ１０２ 和 Ｂ(Ａ)０２ꎬ先证者、

先证者父亲和先证者母亲的基因型分别为 Ａ１０２ / Ｂ(Ａ)０２、Ｂ
(Ａ)０２ / Ｏ０２ 和 Ａ１０２ / Ｂ１０１ꎮ Ａ１０２ 的序列与参比序列 Ａ１０１
相比ꎬ在第 ４６７ 位 Ｃ>Ｔꎬ导致第 １５６ 位脯氨酸(ＣＣＧ)变成亮

氨酸(ＣＴＧ)ꎬ产生了 Ａ１０２ 基因编码正常的糖基转移酶ꎬＢ
(Ａ)０２ 的序列与参比序列 Ｂ１０１ 相比ꎬ在第 ７００ 位 Ｃ→Ｇꎬ导
致了第 ２３４ 位脯氨酸(ＣＣＣ)变成丙氨酸(ＧＣＣ)ꎬ产生了 Ｂ 变

异型糖基转移酶ꎮ

３　 讨论

ＡＢＯ 血型基因共有 ７ 个外显子和 ６ 个内含子ꎬ位于第 ９
号染色体长臂 ３ 区 ４ 带 １、２ 亚带(９ｑ３４ １－９ｑ３４ ２) [４－５] ꎬ核苷

酸序列高度保守ꎬ等位基因之间只有几个核苷酸的差异ꎬ有
着高度同源性ꎬ其中第 ６、７ 外显子约占编码区长度的 ７７％ꎬ
编码 ９１％的糖基转移酶活性区域[６] ꎬ决定着 ＡＢＯ 基因一级

产物糖基转移酶催化活性与性质ꎬ酶活性减弱或酶特异性改

变将最终导致 Ａ 或 Ｂ 抗原的减弱或转变ꎬ产生 ＡＢＯ 亚

型[７－８] ꎮ
分析 ＮＣＢＩ 的 ｄｂＲＢＣ 血型抗原基因突变数据库( ＢＧ￣

ＭＵＴ)ꎬ 国内外的研究发现并报道的 ＡＢＯ 亚型主要包括 Ａ２、

Ａ３、Ａｘ、Ａｅｌ、Ａｗ、Ａｍ、Ｂ３、Ｂｘ、Ｂｅｌ、Ｂｗ、ＣｉｓＡＢ、Ｂ(Ａ)等[９] ꎬ目前

共有 ３８１ 个 ＡＢＯ 等位基因ꎬ分子机制主要为碱基插入、缺失、
替代、拼接点突变、基因重组和交换等[１０－１１] ꎬ在这些分子机

制作用下糖基转移酶的氨基酸顺序发生改变ꎬ空间构象也随

之改变ꎬ使糖基转移酶在性质、功能、酶催化底物和最终产物

等方面表现出较大的差异ꎬ最终表现为抗原质和量改变ꎮ 本

例亚型是 １ 例特殊的血型ꎬ家系调查时血清学结果显示不符

合遗传规律ꎬ不能清楚的解释和判断准确的血型结果ꎬＳＳＰ
结果和血清学结果对应不上差异大ꎬ通过对第 ６、７ 外显子基

因测序和克隆测序ꎬ发现在第 ４６７ 位和第 ７００ 位发生了 ２ 个

碱基突变ꎬ产生了 ２ 个亚型基因分别为 Ａ１０２ 和 Ｂ(Ａ)０２ꎬ其
中 Ａ１０２ 是在第 ４６７ 位发生了错义突变 Ｃ>Ｔꎬ 导致了第 １５６
位脯氨酸(ＣＣＧ)变成亮氨酸(ＣＴＧ)ꎬ通常认为 １５６ 位氨基酸

替换不会改变酶的生物学功能ꎬ产生的 Ａ１０２ 糖基转移酶与

Ａ１ 酶同功ꎬ产生的 Ａ 抗原能与抗￣Ａ 试剂发生强凝集[４、１２] ꎻＢ
(Ａ)血型的形成是由于底物特异性的酶转变所致ꎬ通常是由

于正常 Ｂ 等位基因发生碱基位点突变产生具有编码双功能
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活性的酶ꎬ基因和涉及的转移酶主要有 ６ 种ꎬ分别为 Ｂ(Ａ)
０１、０２、０３、０４、０５、０６ꎬ目前国内以 Ｂ(Ａ)０４ 和 Ｂ(Ａ)０２ 常见ꎬ
基因频率分别为 １ / ５８ 万和 １ / １７ 万ꎬ是比较罕见的 ＡＢＯ 亚

型[１３] ꎬ本研究中献血者的 Ｂ(Ａ)０２ 是由于 Ｂ 基因在第 ７００ 位

Ｃ>Ｇ 导致第 ２３４ 位脯氨酸(ＣＣＣ)被丙氨酸(ＧＣＣ)置换ꎬ丙氨

酸的空间结构使原来的脯氨酸吡咯环位置的 Ｃ￣ｙ 原子发生

缺失ꎬ进而失去与Ｍｅｔ￣２６６ 范德华力ꎬ使结合凹槽的空间结构

发生改变ꎬ可以容纳 ＵＤＰ￣ＧａｌＮａｃꎬ使 Ｂ 的糖基转移酶变为 Ｂ
(Ａ)糖基转移酶[１４] ꎮ 分析该献血者血清学结果ꎬ由于 Ａ、Ｂ
等位基因的竞争作用ꎬ使 Ａ 糖基转移酶和 Ｂ(Ａ)酶竞争共同

的受体物质[８] ꎬ导致该献血者 Ｂ(Ａ)血型的 Ｂ 抗原比正常 Ｂ
(Ａ)弱ꎬ表现为 ＡＢ３ꎻ家系 ＳＳＰ 基因分型结果分析ꎬ与血型血

清学反应结果不一致ꎬ分析原因所选用的 ＳＳＰ 基因检测试剂

是检测正常 ＡＢＯ 血型基因ꎬ所包被的引物是正常 ＡＢＯ 基因

引物ꎬ对于亚型尤其比较罕见的亚型检出是非常局限ꎮ
通过对本例罕见亚型的鉴定ꎬ提示我们在进行 ＡＢＯ 疑

难血型鉴定的时候ꎬ单纯依靠血型血清学结果是不能给出准

确的血型结果ꎬ有条件的实验室可同时进行 ＳＳＰ 血型基因检

测ꎬ以便及时发现问题血型ꎬ必要时进行 ＡＢＯ 基因测序和家

系调查ꎬ对罕见亚型和新基因的检出具有重要作用和临床

价值ꎮ
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献血者 ＨＢｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性血液样本电化学发光检测分析∗
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　 　 摘要:目的　 对献血者血液筛查 ＨＢｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的样本ꎬ用电化学发光免疫分析法(ＥＣＬＩＡ)和定量

核酸(ＮＡＴ)测定的结果并进行分析ꎮ 方法　 对本血站 ２０１６ 年 ３－１１ 月 ５６ ４４８ 例无偿献血者血液标本筛查出 ９７ 例

ＨＢｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ ＤＮＡ 定性检测阳性的样本(实验组)进行 ＨＢＶ ＤＮＡ 定量检测ꎬ再与随机抽取的 １００ 例 ＨＢｓＡｇ 和

ＨＢＶ ＤＮＡ 均阴性的样本(对照组)分别进行 ＥＣＬＩＡ 检测 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｃＡｂꎮ 结果　 实验组 ＮＡＴ 定量检测 ＨＢＶ 阳性

有 ５５ 例ꎬ其中病毒载量<２０ ＩＵ / ｍＬ 有 ３６(６５ ４５％)例ꎬ病毒载量>２０ ＩＵ / ｍＬ 有 １９(３４ ５５％)例ꎬ病毒载量范围在

(３７ ４~３９４) ＩＵ / ｍＬ(中位数 ４１ ３ ＩＵ / ｍＬ)ꎬ与 ＮＡＴ 定性阳性符合率为 ５６ ７０％ꎻ实验组用 ＥＣＬＩＡ 检出 ＨＢｓＡｇ 阳性 １５
例ꎬ而对照组未检出 ＨＢｓＡｇ 阳性样本(χ２校正 ＝ １４ ６１２ꎬＰ<０ ０５)ꎻ实验组的 ＨＢｃＡｂ 阳性率 ９６ ９１％(９４ / ９７)明显高于对

照组的 ３８ ００％(３８ / １００)(χ２ ＝ ７７ ２８４ꎬＰ<０ ０５)ꎬ差异有统计学意义ꎮ 结论　 核酸检测技术应用于献血者血液筛查

可有效降低隐匿性乙型肝炎的输血传染ꎻ电化学发光免疫分析法能降低 ＥＬＩＳＡ 漏检 ＨＢｓＡｇ 风险ꎻＨＢｃＡｂ 在 ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性样本中的阳性率较高ꎬ可作为血液筛查的补充方法ꎮ
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ｇｕａｎ ｂｌｏｏｄ ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｄｏｎｇｇｕａｎ ５２３９３０ꎬＣｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＨＢｓＡｇ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ＨＢＶ￣ＤＮＡ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｏｎｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕ￣
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ (ＥＣＬＩＡ) ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (ＮＡＴ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ９７
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ＨＢｓＡｇ ｎｅｇａｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＨＢＶ￣ＤＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ５６ ４８８ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｄａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｍａｒｃｈ
２０１６ ｔｏ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１６ (ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ). ＨＢＶ ＤＮＡ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｉｒｓｔ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｏｕｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｂｙ ＥＣＬＩＡ ｆｏｒ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｃＡｂ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｏｎｅ ｏｎ １００ ＨＢｓＡｇ
ａｎｄ ＨＢＶ ＤＮＡ ａｌｌ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒａｎｄｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ５５ ＨＢＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈꎬ ３６ ｃａｓｅｓ (６５ ４５％) ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ａ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ<２０ ＩＵ / ｍＬ ａｎｄ １９ (３４ ５５％) ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａ
ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ>２０ ＩＵ / ｍＬ. Ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｗａｓ (３７ ４~３９４) ＩＵ / ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｗａｓ ４１ ３ ＩＵ / ｍＬ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｉｎ￣
ｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗｉｔｈ ＮＡＴ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ５６ ７０％. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １５ ＨＢｓＡｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃａｓｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＣＬＩＡ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｈｅｒｅａｓ ｎｏｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (χ２ ＝ １４ ６１２ꎬＰ<０ ０５). Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＢｃＡｂ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ９６ ９１％ (９４ / ９７)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３８ ００ ％ (３８ / １００) (χ２

＝ ７７ ２８４ꎬ Ｐ<０ ０５). Ｔｈｕｓꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＮＡＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｏｃｃｕｌｔ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｂ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ ｂｙ ｂｌｏｏｄ ｗｈｉｌｅ ＥＣＬＩＡ ｉｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ｏｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｚｙｍｅ￣
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ). Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＢｃＡｂ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ ｔｈｅ ＨＢＶ￣ＤＮＡ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬ
ｔｈｕｓ ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙꎬ ＨＢＶ ＤＮＡꎬ ＨＢｃＡｂꎬ ＯＢＩ

我国自 ２０１０ 年开始在采供血机构试点核酸检测 (ｎｕ￣
ｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇꎬＮＡＴ)ꎬ随后颁布«全血及成分血质量要求

ＧＢ １８４６９￣２０１２»及«血站技术操作规程(２０１２ 版)»明确了

ＮＡＴ 可作为血液筛查方法ꎮ ２０１５ 年重新修订«血站技术操

作规程(２０１５ 版)»进一步规范了 ＮＡＴ 的技术流程ꎬ同时提

出化学发光免疫分析试验( ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙꎬ
ＣＬＩＡ)可用于血清学检测方法ꎮ 由于体外诊断试剂须经国家

食品药品监督管理部门批准等原因ꎬ在实施核酸检测试剂批

签发之前ꎬＨＩＶ、ＨＢＶ 和 ＨＣＶ 感染标志物应采用 ２ 遍血清学

检测和 １ 遍核酸检测ꎬ血清学检测应采用 ２ 个不同生产厂家

的试剂ꎮ 由于方法学不同ꎬＥＬＩＳＡ、ＮＡＴ 和 ＣＬＩＡ 检测乙型肝

炎病毒的结果存在差异ꎮ 本文对本站血液筛查 ＥＬＩＳＡ 检测

乙型肝炎病毒表面抗原(ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎꎬＨＢｓＡｇ)
(以下简称为“ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ”)阴性而 ＨＢＶ ＤＮＡ 定性检测阳

性的样本(实验组)先进行核酸定量检测ꎬ同时随机抽取 １００
例 ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢＶ ＤＮＡ 定性检测均阴性的样本(对照

组)进行电化学发光免疫分析法( ｅｌｅｃｔｒｏ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙꎬＥＣＬＩＡ)检测ꎬ分析 ＥＬＩＳＡ、ＮＡＴ 和 ＥＣＬＩＡ 联合

应用于 ＨＢＶ 检测的效果ꎬ现将结果报道如下ꎮ
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１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 本血站 ２０１６ 年 ３－１１ 月留取的无偿献血者

血样本 ５６ ４４８ 人份ꎮ 每个献血者采集 ３ 支试管ꎬ１ 管乙二胺

四乙酸二钾(ＥＤＴＡ￣Ｋ２) 抗凝真空采血管 ( ＢＤ 公司) 用于

ＥＬＩＳＡ 和 ＥＣＬＩＡ 检测ꎬ其余 ２ 管含惰性分离胶的 ＥＤＴＡ￣Ｋ２ 抗

凝真空采血管分别用于核酸检测和留样保存ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒及主要仪器:乙肝表面抗

原诊断试剂盒(酶免分析法)(北京万泰和珠海丽珠)ꎬ全自

动加样仪(ＴＥＣＡＮ 公司ꎬＦｒｅｅｄｏｍ ｅｖｏ)ꎬ全自动酶免分析系统

(ＳＩＥＭＥＮＳ 公司ꎬＢＥＰⅢ)ꎬ酶标仪(ＴＥＣＡＮ 公司ꎬＳｕｎｒｉｓｅ)ꎻ核
酸检测试剂盒及仪器: Ｒｏｃｈｅ Ｃｏｂａｓ ＴａｑＳｃｒｅｅｎ ＭＰＸ ｖ２ ０
ＨＩＶ / ＨＣＶ / ＨＢＶ ＮＡＴ 联合检测试剂 ( Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎬ Ｃｏｂａｓ
ＨＢＶ Ｔｅｓｔ ｖ２ ０ 核酸定量试剂(Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎬＨａｍｉｌｔｏｎ ＳＴＡＲ
加样仪(瑞士汉密尔顿公司ꎬＭＩＣＲＯＬＡＢ ＳＴＡＲ ＩＶＤ)ꎬ全自动

核酸检测系统(Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬＣｏｂａｓ ｓ２０１)ꎬ全自动 ＰＣＲ 分析系

统(Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬＣｏｂａｓ Ｔａｑｍａｎ ４８)ꎻ电化学发光法试剂盒:
Ｅｌｅｃｓｙｓ ａｎｄ ｃｏｂａｓ ｅ ａｎａｌｙｚｅｒｓ Ａｎｔｉ￣ＨＢｃ 测定试剂盒[罗氏诊断

产品(上海)有限公司]ꎬＥｌｅｃｓｙｓ ａｎｄ ｃｏｂａｓ ｅ ａｎａｌｙｚｅｒｓ ＨＢｓＡｇ
Ⅱ测定试剂盒[罗氏诊断产品(上海)有限公司]ꎻ全自动电

化学发光免疫分析仪(Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬＣｏｂａｓ ｅ ６０１)ꎻＴｈｅｒｍｏ 低

温高速离心机(美国热电公司ꎬＳｏｒｖａｌｌ ＳＴ４０)ꎮ 所用试剂均在

有效期内使用ꎬ仪器都经过校准并在正常状态下使用ꎬ样本

的检测操作流程严格执行本站制定的质量体系文件相关标

准操作规程ꎮ
１ ３ 方法

１ ３ １　 血液检测 　 血液样本先进行 ＡＬＴ、２ 遍不同厂家的

ＥＬＩＳＡ、ＡＢＯ 血型和 ＲｈＤ 血型等常规项目的初检ꎬＥＬＩＳＡ 初

检为“阳性”的样本进行原管和剪血袋辫子做双孔复检ꎬ复检

结果为“阳性”的不进行核酸检测ꎬ初检或复检 ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ
结果为“阴性”的标本全部在 Ｒｏｃｈｅ Ｃｏｂａｓ ｓ２０１ 核酸检测系

统先行 ６ 个样本混样检测ꎬ若混检核酸阳性再进行拆分单检

检测ꎬ拆分单检 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性的样本再进行核酸定量检测ꎬ
同时在 Ｃｏｂａｓ ｅ ６０１ 电化学发光检测系统进行 ＨＢｓＡｇ(以下

简称“ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ”)及乙型肝炎病毒核心抗体(ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ
ｃｏｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬＨＢｃＡｂ)检测(以下简称“ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ”)ꎻ随
机抽取 ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ 和核酸定性检测结果均为“阴性”的样

本进行 ＨＢｓＡｇ 及 ＨＢｃＡｂ 电化学发光法检测ꎮ
１ ３ ２　 统计学分析　 采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ ｏｆｆｉｃｅ ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件整

理数据及图表绘制ꎬＳＰＳＳ１９ ０软件进行统计学分析ꎮ 不同方法

间的阳性率比较采用 χ２检验ꎬＰ<０ ０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 实验组电化学发光与核酸定量检测情况　 ２０１６ 年 ３ 月

－１１ 月核酸检测总标本数为 ５６ ４４８ 人份ꎬ共检出 ＥＬＩＳＡ￣ＨＢ￣
ｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性 ９８ 例ꎬ阳性率 ０ １７％ꎻ对以上 ９８ 例

(其中 １ 份样本量不足ꎬ实际检测 ９７ 例)进行 ＨＢＶ ＤＮＡ 定量

检测ꎬ共检出阳性 ５５ 例ꎬ阳性符合率 ５６ ７０％(５５ / ９７)ꎬ其中

病毒载量<２０ ＩＵ / ｍＬ 有 ３６(６５ ４５％)例ꎬ病毒载量>２０ ＩＵ / ｍＬ
有 １９(３４ ５５％)例ꎬ病毒载量范围在(３７ ４ ~ ３９４) ＩＵ / ｍＬ(中

位数 ４１ ３ ＩＵ / ｍＬ)ꎮ ＨＢＶ ＤＮＡ 定量与 ＥＣＬＩＡ 对应结果见表

１ꎮ表 １　 实验组核酸定量检测与电化学发光检测结果分布情况

ＨＢＶ ＤＮＡ
病毒载量

ｎ
ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ
＋ － ＋ －

>２０ ＩＵ / ｍＬ １９ ６∗ １３ １６ ３
<２０ ＩＵ / ｍＬ ３６ ８ ２８ ３６ ０

阴性 ４２ １ ４１ ４２ ０
合计 ９７ １５ ８２ ９４ ３

∗其中有一份为灰区结果(０ ９０９)ꎬ计为阳性数

２ ２　 实验组与对照组 ＥＣＬＩＡ 检测结果 　 实验组和对照组

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ 阳性分别为 １５(１５ ４６％) 例和 ０ 例ꎬＥＣＬＩＡ￣
ＨＢｓＡｇ 阳性率比较差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎻ而 ＥＣＬＩＡ￣
ＨＢｃＡｂ 阳性分别检出为 ９４(９６ ９１％)例和 ３８(３８ ００％)例ꎬ
ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 阳性率比较差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ结
果见表 ２ꎮ

表 ２　 实验组与对照组的电化学发光法检测结果比较

ＥＣＬＩＡ
－ＨＢｓＡｇ

实验组(ＨＢｓＡｇ－ꎬ定性
ＨＢＶ ＤＮＡ＋ꎻ ｎ＝９７)

对照组(ＨＢｓＡｇ－ꎬ定性
ＨＢＶ ＤＮＡ－ꎻｎ＝１００)

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ
＋(％)

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ
－(％)

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ
＋(％)

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ
－(％)

＋ １５ (１５ ４６)＃ ０(０ ００) ０(０ ００) ０(０ ００)
－ ７９(８１ ４４) ３(３ ０９) ３８(３８ ００) ６２(６２ ００)

合计 ９４(９６ ９１)∗∗ ３(３ ０９) ３８(３８ ００) ６２(６２ ００)
＃与对照组 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ 阳性率比较ꎬχ２校正 ＝ １４ ６１２ꎬＰ<０ ０５ꎻ∗与对

照组 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 阳性率比较ꎬχ２ ＝ ７７ ２８４ꎬＰ<０ ０５

３　 讨论

ＨＢＶ 属嗜肝 ＤＮＡ 病毒科ꎬ呈全球性流行ꎬ可经输血传

播ꎬ对血液安全造成威胁ꎬＨＢＶ 感染的防控成为重要的公共

卫生问题之一ꎮ 近年来ꎬ随着 ＨＢＶ 检测技术的发展ꎬ一些高

灵敏度和特异性的试剂盒在采供血机构应用ꎬ提高了献血者

ＨＢＶ 阳性检出率ꎬ保障血液的安全性ꎮ 特别是 ２０１５ 年之后

全国血站实行 ＮＡＴ 全覆盖ꎬ大大缩短了 ＨＢＶ 检测的“窗口

期”ꎮ 而电化学发光法作为新的检测技术在血液安全筛查的

初步应用ꎬ能提高血清学检测灵敏度ꎬ但常规应用于血液筛

查的经验鲜有报道ꎮ 本文旨在对 ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ 阴性 ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性的样本进行电化学发光检测及核酸定量检测ꎬ以探

讨 ＥＬＩＳＡ、ＮＡＴ 及 ＥＣＬＩＡ 联合应用于低病毒载量样本的检测

结果差异ꎬ为 ＥＣＬＩＡ 常规应用于血液筛查提供实验基础ꎮ
本研究选取的实验组样本是经 ２ 遍国产 ＥＬＩＳＡ 试剂检

测 ＨＢｓＡｇ 为阴性ꎬ再经 Ｃｏｂａｓ ｓ２０１ 核酸检测系统定性检测

ＨＢＶ ＤＮＡ 为阳性的无偿献血者样本ꎬ共 ９８ 例ꎬ核酸定性筛

查的阳性率是 ０ １７％ꎬ与本研究小组先前报道的 ０ １２６％ [１]

和襄阳地区 ０ １６％ [２]一致ꎬ略高于西安地区 ０ ０６６％ [３] 和上

海 ０ ０６０％ [４] ꎮ 对上述 ９８ 例进行补充检测ꎬ因其中有 １ 样本

量不足ꎬ实际检测数为 ９７ 例ꎮ 经核酸定量检测阳性符合率

只有 ５６ ７０％ꎬ与熊丽红等报道的 ６３ ８６％ [５]相近ꎮ 本站使用

的核酸定性试剂是罗氏 ＭＰＸ ｖ２ ０ꎬ其试剂说明书声明检测

ＨＢＶ ＤＮＡ 灵敏度 ９５％平均值是 ２ ３ ＩＵ / ｍＬꎬ而核酸定量检测

试剂的检测下限为 ２０ ＩＵ / ｍＬꎬ这表明运用定量检测方法是不

能完全重复检测出低病毒载量的样品ꎬ这给 ＨＢＶ ＤＮＡ 的核

酸确认试验造成困难ꎬ但也不排除定性检测有假阳性可能ꎮ
由于实验组样本缺乏追踪检测数据ꎬ可能存在隐匿性
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ＨＢＶ 感染(ＯＢＩ)、“窗口期”或 ＥＬＩＳＡ 漏检等多种情况ꎮ 当我

们采用 ＥＣＬＩＡ 对该组样本再次检测ꎬ共检出 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ
阳性 １５(１５ ４６％)例ꎬ其中有 １４ 例核酸定量呈阳性ꎬ并且有

８ 例 ＨＢＶ 病毒载量低于 ２０ ＩＵ / ｍＬꎮ 说明 ＥＣＬＩＡ 能检测出部

分 ＨＢＶ 低病毒载量的样本ꎬ一定程度上弥补 ＥＬＩＳＡ 漏检

ＨＢｓＡｇꎮ 由于 ＯＢＩ 献血者的血清 ＨＢｓＡｇ 阴性ꎬ但血清或肝组

织中 ＨＢＶ ＤＮＡ 阳性ꎬ且病毒载量通常低于 ２００ ＩＵ / ｍＬꎬ其血

液仍然具有传染性[６] ꎮ 若只用 ＥＬＩＳＡ 检测容易出现假阴性ꎬ
造成实验室漏检ꎮ 即便我们常规血清学筛查增加 ＥＬＩＳＡ 试

剂的种类(２ 种不同生产厂家试剂)或检测次数(初检和双孔

复试)ꎬ也不能杜绝 ＯＢＩ 样本漏检ꎮ 因此ꎬ若要从血清学筛查

的层面提高 ＨＢｓＡｇ 的检测灵敏度就需要提高 ＥＬＩＳＡ 试剂的

质量或者使用灵敏度更高的检测方法ꎮ 本次实验虽未对

ＥＬＩＳＡ￣ＨＢｓＡｇ 阳性的样本再次 ＥＣＬＩＡ 检测分析ꎬ尚不能说明

ＥＣＬＩＡ 能完全替代 ＥＬＩＳＡꎬ但 ＥＣＬＩＡ 再次检出阳性样本却说

明 ＥＣＬＩＡ 从方法学敏感度上优于 ＥＬＩＳＡꎬ采用两种 ＥＬＩＳＡ 试

剂虽增强了灵敏度ꎬ但仍然达不到 ＥＣＬＩＡ 的灵敏度ꎮ 实验组

除去上述 １５ 例 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ 阳性样本ꎬ剩下的 ８２ 例其核酸

定量结果ꎬ病毒载量范围在 ( ３７ ４ ~ ３９４) ＩＵ / ｍＬ (中位数

４１ ３ＩＵ / ｍＬ)ꎬ可将其定义为 ＯＢＩꎬ说明 ＯＢＩ 在本地区献血人

群中有一定比例存在ꎬ流行率为 ０ １５％(８２ / ５６ ４４８)ꎬ低于福

建厦门 ０ １９％(１ ∶５３１) [７－８] ꎬ高于大连地区 １ ∶２ ２９３[９] 和省内

深圳地区 １ ∶１ ４７２[１０] ꎮ 这种差异可能是缺乏随访追踪检测

结果或者是不同检测方法的灵敏度和特异性影响 ＯＢＩ 的检

出[１１] ꎬ有待今后加大样本量研究证实ꎮ 不过此结果却提示

ＯＢＩ 是目前本地区血液安全的主要隐患之一ꎮ
我们在研究的样本中同时加入了对照组ꎬ其作用是比较

阴性结果的献血者中 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ 和 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 阳性

率ꎮ 实验结果也显示: 对照 组 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 阳 性 率 为

３８ ０％ꎬ而实验组 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 阳性率高达 ９６ ９１％ (９４ /
９７)ꎬ 略 高 于 唐 山 ８１ ５％ [１２] 、 南 昌 ８７ ９５％ [５] 和 大 连

８９ ９％ [９] ꎮ 这表明献血者中 ＮＡＴ 阳性者与 ＨＢｃＡｂ 阳性存在

高度相关性ꎮ 因此ꎬＨＢｃＡｂ 可作为判断 ＯＢＩ 的标志抗体[１３] ꎮ
我们对实验组进行 ＥＣＬＩＡ 检测ꎬ仍然有 ４１ 例(表 １) ＨＢＶ
ＤＮＡ 阳性的样本检测不到 ＨＢｓＡｇꎬ可能与 ＨＢＶ 变异株或天

然存在的可改变 ＨＢＶ 各种蛋白的免疫原性将 ＨＢｓＡｇ 下调至

检测下限以下有关[１４] ꎮ 需要指出的是ꎬ表 ２ 中有 ３ 例

ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｓＡｇ 和 ＥＣＬＩＡ￣ＨＢｃＡｂ 同时阴性ꎬ与其对应的表 １
病毒载量均大于 ２０ ＩＵ/ ｍＬꎬ此类可能是献血者新感染 ＨＢＶ 或

血清学阴性 ＯＢＩꎮ 对于血清学阳性 ＯＢＩꎬ其 ＨＢＶ ＤＮＡ 可持续存

在肝脏或血液中ꎬ同时由保护性记忆 Ｔ 细胞应答ꎬ血清 ＨＢｃＡｂ
转阳ꎻ而 ＨＢｃＡｂ 阴性 ＯＢＩ 则无 ＨＢＶ 特异性 Ｔ 细胞增殖[１５]ꎮ

由于 ＨＢｓＡｇ 阴性而 ＨＢｃＡｂ 阳性的献血者血液可发生

ＨＢＶ 感染[１６] ꎮ 发达国家为了减少既往感染 ＨＢＶ 的献血者

传播病毒风险ꎬ大多采用联合 ＨＢｓＡｇ 与 ＨＢｃＡｂ 或 ＮＡＴ 等检

测方法ꎬ而我国现行血液筛查模式并未采用 ＨＢｃＡｂ 进行常

规检测ꎮ 我们实验结果表明ꎬ实验组是核酸阳性样本ꎬ其
ＨＢｃＡｂ 阳性率高于对照组ꎬ因此ꎬ对 ＨＢｃＡｂ 阳性的献血者不

容忽视ꎬ其血液存在较高的输血感染 ＨＢＶ 的风险ꎮ 鉴于我

国处于 ＨＢＶ 高流行区域ꎬ正常人群中 ＨＢｃＡｂ 阳性率也较高ꎬ

若将 ＨＢｃＡｂ 纳入常规检测ꎬ可能不利于献血者招募、重复献

血者队伍巩固和保障血液库存ꎬ因此必须平衡利弊ꎬ不断提

高 ＨＢＶ 检测技术ꎮ
总之ꎬ采供血机构全面推行 ＮＡＴ 有利于降低隐匿性

ＨＢＶ 感染风险ꎬＥＣＬＩＡ 可提高血清学检测灵敏度ꎬＨＢｃＡｂ 作

为 ＨＢｓＡｇ 的补充ꎬ或联合 ＨＢｓＡｇ 或 ＮＡＴ 检测ꎬ可有效提高

ＯＢＩ 检出率ꎮ
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论著

全血标本 ４℃保存时间对 ＨＣＶ ＲＮＡ 检测的影响

马维娟１ 　 潘海平１ 　 张霞１ 　 张龙穆１ 　 袁欣２

(１.青岛市中心血站ꎬ山东 青岛 ２６６０００ꎻ２.青岛大学附属医院)

　 　 摘要:目的　 验证全血标本 ４℃不同保存时间对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 核酸检测(ＮＡＴ)结果的影响ꎬ为 ＮＡＴ 检测前标本保

存过程控制提供数据参考ꎮ 方法　 ＥＤＴＡ 抗凝全血 ４℃保存时间对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 强阳性标本的影响:选取 １０ 份浓度范

围在(２ ０６３×１０３ ~９ ２６７×１０５) ＩＵ / ｍＬ 之间的丙肝患者标本ꎬ依据标本在 ４℃保存时间的长短不同ꎬ分为 ４ ｈ 和 ２４ ｈ
组ꎬ采用罗氏 Ｓ２０１ 分析系统进行 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 检测ꎬ记录 Ｃｔ 值ꎬ分析 ４℃保存条件下保存时间对较高浓度 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 标

本的影响ꎮ ４℃保存时间对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 弱阳性标本的影响:将 ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５０ ＩＵ / ｍＬ)及 ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)弱阳

性标本ꎬ按照标本离心前的 ４℃保存时间不同分为 ４、２４、４８ ｈ 组ꎬ每组分别重复检测 ５ 次ꎬ对所有标本使用罗氏 ｃｏ￣
ｂａｓＳ２０１ 系统进行 ＰＣＲ 检测ꎬ分析 ４℃保存时间对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 弱阳性标本的影响ꎮ 结果　 对于全血标本ꎬ４℃保存 ２４
ｈ 或 ４８ ｈ 离心与 ４ ｈ 组比较ꎬ强阳性及弱阳性标本检出率差异无统计学意义 ( ｔ ＝ ０ ９０６ꎬＰ>０ ０５)ꎮ ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００
ＩＵ / ｍＬ)的 Ｃｔ 值在 ４８ ｈ 组与 ４ ｈ 组比较差异有统计学意义(Ｆ＝ ３４ ２５２ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 结论　 全血标本采集后 ２４ ｈ 离心

分离血浆ꎬ未发现 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 有明显降解ꎮ 对于罗氏 Ｓ２０１ 分析系统ꎬＨＣＶ￣ＲＮＡ 阳性标本采集后 ２４ ｈ 内离心处理可

以保证病毒稳定性ꎮ
关键词:核酸检测ꎻ标本保存ꎻＰＣＲ
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ｓｙｓｔｅｍ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎｍｉｎｏｒ ＨＣＶ￣ＲＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ａｔ ４℃:５０ＩＵ / ｍＬ ａｎｄ
５００ＩＵ / ｍＬｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ꎬ ２４ꎬ ４８ｈ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｐｒｅ￣ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ. Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ
ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ５ ｔｉｍｅｓ.Ｒｏｃｈｅ ＣｏｂａｓＳ２０１ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｓ ｗｅｌｌ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｏ ｓｔａｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
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ｔｈｅ Ｃｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＨＣＶ￣ＲＮＡ (５００ＩＵ / ｍＬ) ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ４８ｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ４ｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｆ＝ ３４ ２５２ꎬ
Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＣＶ￣ＲＮＡ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｏｓｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ. Ｆｏｒ ｔｈｅ
Ｒｏｃｈｅ Ｓ２０１ ｓｙｓｔｅｍꎬ ＨＣＶ ＲＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｓｔｅａｂｌｅｐｏｓｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇ(ＮＡＴ)ꎻｓｐｅｃｉｍｅｎ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎꎻＰＣＲ

核酸检测( ＮＡＴ) 技术因检测灵敏度高、特异性强ꎬ能够

极大地降低输血传播病毒的残余危险度[１－３] ꎬ２０１０ 年开始大

范围应用于国内献血者血液标本的筛查ꎮ 核酸检测的质量

不仅取决于扩增过程的灵敏度、核酸扩增效率ꎬ还包括在核

酸检测之前标本的处理方法ꎮ 如果标本的处理、保存不当ꎬ
会造成病毒核酸降解[４ꎬ５] ꎬ从而影响检测结果的真实性ꎬ降低

核酸检测的作用ꎬ危及血液安全ꎮ 对此ꎬ试剂厂方说明书提

出了各自对于标本处理的指导意见ꎬ如罗氏可以在血液采集

７２ｈ 内离心检测ꎮ ２０１５ 版血站技术操作规程明确指出ꎬ核酸

标本应在标本采集后 ４ ｈ 之内离心分离血浆ꎬ最大限度地保

证检测前病毒的稳定性ꎮ 对标本处理严格要求的同时ꎬ也增

加了血站的工作量及标本运输处理成本ꎮ 为保证病毒稳定

性ꎬ分离血浆前标本应该控制的保存温度及保存时间存在较

多争议ꎮ Ｇｉｎｏｃｃｈｉｏ 等[６]认为 ＥＤＴＡ 抗凝全血室温保存 ３０ ｈ
不影响 ＨＩＶ￣ＲＮＡ 核酸的稳定性ꎬ Ｇｅｓｓｏｎｉ 等[４] 研究发现

ＨＢＶ / ＨＣＶ / ＨＩＶ 标本检测前可以在 ４℃稳定 ７２ ｈꎬ而 Ｄａｍｅｎ
等[１３]认为 ＥＤＴＡ 抗凝全血 ４℃保存 ４８ ｈ ＨＣＶ￣ＲＮＡ 病毒载量

明显降低ꎮ Ｇｉｎｏｃｃｈｉｏ 等[４－５ꎬ７] 一致认为 ＨＢＶ、ＨＣＶ 和 ＨＩＶ３
种病毒中ꎬＨＣＶ￣ＲＮＡ 的敏感性最高ꎬ储存过程中最不稳定ꎮ
因此ꎬ本文着重探讨全血 ４℃保存对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 的稳定性的
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影响ꎬ为 ＮＡＴ 检测标本保存质量控制提供数据参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料　 １)采血管: 为本站当前使用的 ＥＤＴＡ￣Ｋ２抗凝的

分离胶试管ꎬ为一次性无菌无 ＲＮＡ 酶真空采血管(ＢＤ 公

司)ꎮ ２)检测标本:试验用阴性标本:对献血者全血标本进行

血清学检测和核酸检测ꎬ将检测结果呈抗￣ＨＣＶ、ＨＣＶ ＲＮＡ
阴性的标本进行汇集ꎬ作为试验用阴性标本ꎮ 试验用阳性血

浆为 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 阳性患者血浆经阴性全血标本稀释得到ꎬ分
为强阳性组(ＨＣＶ￣ＲＮＡ 含量在 ２ ０６３×１０３ ＩＵ / ｍＬ－９ ２６７×１０５

ＩＵ / ｍＬ 之间)和弱阳性组(ＨＣＶ￣ＲＮＡ 终浓度分别为 ５０ ＩＵ /
ｍＬꎬ５００ ＩＵ / ｍＬ 标本)ꎮ ３)试剂:ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ￣(１＋２)ＮＡＴ
联合检测试剂(ｃｏｂａｓ ＴａｑＳｃｒｅｅｎ ＭＰＸ Ｖ２ ０)(瑞士罗氏)ꎮ ４)仪
器:罗氏 ｃｏｂａｓ Ｓ２０１ 核酸检测系统(瑞士罗氏)ꎬＨａｍｉｌｔｏｎ ＳＴＡＲ
加样仪(瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ)ꎬＴｈｅｒｍｏ 低速离心机(美国热电)ꎮ
１ ２　 方法　 １)将 １０ 份不同浓度的强阳性标本(ＥＤＴＡ 抗凝

全血)分别分成 ２ 份ꎬ对应编号备用ꎮ 根据离心时间血样分 ２
组:４ ｈ 和 ２４ ｈ 组ꎬ在同 １ 个 ＢＡＴＣＨ 进行核酸检测ꎬ统计分析

检测结果ꎮ ２)使 ＨＣＶ 的终浓度分别为 ５０ ＩＵ / ｍＬ、５００ ＩＵ /
ｍＬ 的全血标本分别分装至 ３ 支 ＥＤＴＡ 抗凝采血管中ꎬ然后

每组标本分别置于 ４℃保存ꎻ于 ４ ｈ(对照组)、２４ ｈ、４８ ｈ 分别

取 １ 组的标本ꎬ在 １ ０００ ｇ 条件下离心 ２０ ｍｉｎꎬ分离血浆ꎬ之
后在 ４℃ 下继续保存ꎻ待全部分离血浆后放置在同 １ 个

Ｂａｔｃｈꎬ每份标本重复 ５ 次进行 ＮＡＴ 检测ꎬ统计分析检测

结果ꎮ
１ ３　 统计学方法　 强阳性 ＨＣＶ 标本离心前保存时间的研

究ꎬ采用 ＳＰＳＳ１３ ０ 软件进行配对 ｔ 检验ꎮ 对 ＨＣＶ 弱阳性标

本 Ｃｔ 值结果影响的研究ꎬ采用 ＳＰＳＳ１３ ０ 软件进行重复测量

数据的方差分析ꎮ 计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬＰ<０ ０５ 认为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 强阳性 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 标本离心前保存时间对 ＮＡＴ 结果的

影响　 表 １ 显示ꎬ在 ４℃ ２４ ｈ 内保存 １０ 份不同浓度的强阳

性全血标本时ꎬＮＡＴ 检出率及相应的 Ｃｔ 值ꎮ 结果证实ꎬ４℃
保存全血标本时ꎬ４ ~ ２４ ｈ 的离心前保存时间对强阳性标本

ＮＡＴ 检出率及 Ｃｔ 值的影响差异无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ
表 １　 强阳性标本 ４℃保存 ２４ ｈ 与 ４ ｈ 组的检出率及 Ｃｔ 值
患者血样

编号
ＨＣＶ ＲＮＡ

病毒载量(ＩＵ / ｍＬ)
ＮＡＴ 检测的 Ｃｔ 值
４ ｈ ２４ ｈ

１ １ ５９５×１０５ ２３ ８ ２４ ６
２ ５ ３７２×１０４ ２７ ０ ２７ ８
３ ９ ２６７×１０５ ２２ ８ ２２ ８
４ ５ ４３３×１０４ ２７ ４ ２６ ４
５ ６ ６２６×１０４ ２５ ４ ２５ ７
６ １ ０７３×１０５ ２３ ８ ２３ ６
７ ４ ５４４×１０４ ２５ １ ２５ ２
８ ７ ２６９×１０４ ２５ ０ ２５ １
９ ３ ２７１×１０４ ２５ ２ ２５ ７
１０ ２ ０６３×１０３ ２９ ９ ３０ ０

检出率(％) １００ １００
注:与 ４ ｈ 组比较:ｔ＝ ０ ９０６ꎬＰ>０ ０５

２ ２　 弱阳性 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 标本离心前保存时间对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ
稳定性的影响　 表 ２ 试验结果显示ꎬＨＣＶ￣ＲＮＡ(５０ ＩＵ / ｍＬ)
及 ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)弱阳性标本ꎬ离心前保存 ２４ ｈ、４８
ｈ 与 ４ ｈ 组比较ꎬ弱阳性标本检出率无统计学意义 ( Ｐ >
０ ０５)ꎮ ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)的 Ｃｔ 值在 ４８ ｈ 组与 ４ ｈ 组比

较差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ
表 ２　 弱阳性标本 ４℃保存时间与检出率及 Ｃｔ 值

低浓度
标本

重复
次数

４℃保存检测时间对应的 Ｃｔ 值(ｘ±ｓ)
４ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

ＨＣＶ(５０ ＩＵ / ｍＬ) ５ ３５ ９０±０ ５１ ３５ ８６±０ ６３ ３５ ８４±０ １１
ＨＣＶ(５００ ＩＵ / ｍＬ) ５ ３２ ９４±０ ２１ ３３ １２±０ ４１ ３３ ７８±０ ２７∗

检出率(％) １００ １００ １００
∗方差分析结果:ＨＣＶ￣ＲＮＡ ４８ ｈ 组与 ４ ｈ 组比较:Ｆ ＝ ３４ ２５２ꎬＰ<
０ ０５ꎻ其余各组与 ４ ｈ 组比较 Ｆ 值分别为 ０ ０１３、０ ０７３、 １ ４１４ꎬＰ>
０ ０５

３　 讨论

标本储存条件是实验室核酸检测前质量控制的 １ 个重

要指标ꎮ 有研究显示ꎬ储存条件可能会影响病毒核酸的稳定

性[８ꎬ９] ꎬ而这一现象对 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 也不例外ꎮ 这可能是由于

单核细胞释放的脂酶破坏病毒核衣壳ꎬ进而 ＲＮＡａｓｅ 降解病

毒造成的ꎮ 有学者进行了标本不同的处理条件(如储存时间

及温度等)的相关研究后认为ꎬ可以在 ４℃短期存储(５ ｄ)或
－２０℃以下长期存储(最多 １ 年) [５－６ꎬ１０－１２] ꎬＨＣＶ￣ＲＮＡ 的降解

损失可以被忽略ꎮ ２０１５ 版血站技术操作规程要求ꎬ核酸检测

标本应在血液采集后 ４ ｈ 内离心分离血清或血浆ꎬ对标本处

理严格要求的同时也大大增加了血站日常工作量ꎬ使标本运

输处理程序更加繁琐ꎮ 根据有关血样处理对 ＨＣＶ 病毒载量

效应的研究报道[５ꎬ７ꎬ１１] ꎬ是否有必要如此严格控制采样后 ４ ｈ
的离心条件ꎬ值得探讨ꎮ Ｄａｍｅｎ 等[１３]报道含有 ＨＣＶ 的血液

标本应该在采集后 ２４ ｈ 内分离血清或血浆ꎮ Ｇｅｓｓｏｎｉ 等[４]利

用实时荧光 ＰＣＲ 技术证实全血标本在 ４℃保存 ７２ ｈ 其中

ＨＣＶ￣ＲＮＡ 载量保持稳定ꎮ Ｋｅｓｓｌｅｒ 等[１４] 认为 ＥＤＴＡ 抗凝全

血 ４℃保存 ９６ ｈ 后ꎬＨＣＶ￣ＲＮＡ 稳定性良好ꎮ 姚凤兰等[１５] 利

用诺华核酸检测系统的研究显示ꎬ保存温度(４℃) 离心处理

时间(采集后 ２４ ｈ 内) 对含 ＨＣＶ(５０ ＩＵ / ｍＬ)的弱阳性标本

的 ＮＡＴ 检测结果的影响无统计学意义ꎮ
有关血样处理对 ＨＣＶ 病毒载量效应的研究报道ꎬ其中

涉及 ＣＯＢＡＳ Ａｍｐｌｉｃｏｒ ＨＣＶ￣ＰＣＲꎬ ＮＡＳＢＡ￣ＱＴ 等技术ꎬ也有国

内学者采用了诺华 ＴＭＡ 技术[１５－１８] ꎬ但国内缺乏对罗氏实时

荧光 ＰＣＲ 系统的相关报道ꎮ 我们根据血站实际需要进行了

ＥＤＴＡ 抗凝全血 ４℃保存时间对不同浓度 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 的稳定

性研究ꎮ 选取的 １０ 份 ＨＣＶ￣ＲＮＡ 浓度范围在 ２ ０６３×１０３ ＩＵ /
ｍＬ－９ ２６７×１０５ ＩＵ / ｍＬ 之间的患者标本在 ４℃保存 ２４ ｈ 内ꎬ
ＨＣＶ￣ＲＮＡ 的检出率没有变化ꎬＣｔ 值保持在 １ 个稳定的范围

内ꎮ 该实验结果与 Ｊｏｓｅ 等[４－５] 的实验结果类似ꎮ 将 ＨＣＶ￣
ＲＮＡ(５０ ＩＵ / ｍＬ)及 ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)弱阳性标本ꎬ按
照标本离心前的 ４℃保存时间不同分为 ４ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 组ꎬ每
组分别重复检测 ５ 次ꎮ ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)的 Ｃｔ 值在 ４８
ｈ 组与 ４ ｈ 组比较差异有统计学意义ꎬ导致差异的原因可能

与 ＨＣＶ￣ＲＮＡ(５００ ＩＵ / ｍＬ)这一浓度范围标本保存过程中病
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毒降解有关ꎬ但也可能是仪器扩增过程中提取扩增效率的微

小变化导致的误差ꎮ 对于全血标本ꎬ离心前保存时间与 ４ ｈ
组比较ꎬ强阳性及弱阳性标本定性结果的检出率均无差异ꎮ

综合上述结果ꎬ我们认为在血站核酸检测实验室常规工

作中ꎬ４℃保存献血者标本时可以在采血后 ４８ ｈ 内离心ꎬ但考

虑到本研究 ＨＣＶ(５００ ＩＵ / ｍＬ)的弱阳性标本在 ４℃保存 ４８ ｈ
后出现的 Ｃｔ 值波动较大ꎬ综合考虑到患者的用血安全和实

际工作中成本效益方面ꎬ我们认为用于核酸检测标本可以在

采集后 ２４ ｈ 内离心处理ꎬ本研究显示 ２４ ｈ 离心不会对 ＨＣＶ
弱阳性标本的检测产生影响ꎮ 考虑到有些地区血站因条件

不足或采血点距离检测实验室距离较远ꎬ难以达到 ４ ｈ 离心

要求ꎬ采集标本后 ２４ ｈ 内完成离心ꎬ可以简化现阶段血站核

酸标本运输处理程序ꎬ减少工作人员日常工作量ꎮ 有利于实

现血液 ＮＡＴ 筛查基本覆盖全国的总体目标及集中化检测的

推进ꎬ保证血液安全ꎮ
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临床研究 论著

预存式自体输血对择期手术患者术后淋巴细胞亚群的影响

晋晶１ 　 张艳春１ 　 邢国胜２ 　 武广隆１ 　 周俊１△

(１.陆军总医院 输血科ꎬ陆军血液中心ꎬ北京 １００７００ꎻ２.陆军总医院附属八一儿童医院 儿童血液肿瘤科)

　 　 摘要:目的　 评价预存式自体输血对择期手术患者术后免疫功能的影响ꎮ 方法　 选择本院 ２０１５ 年 １１ 月－２０１６
年 ８ 月符合预存式自体输血指征的择期手术患者 ５１ 名ꎬ分为自体血组(ｎ ＝ ２０):术前采集自体血、术中回输ꎻ异体血

组(ｎ＝ １５):术前未预存自体血ꎬ术中输异体血ꎮ 未输血组(ｎ＝ １６):术前未预存自体血ꎬ术中未输注异体血ꎮ 分析比

较 ３ 组患者术前、术后 １ ｄ 和 ５ ｄ ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋和 ＮＫ 细胞的变化ꎮ 结果　 术后 １ ｄꎬＣＤ３＋(％)、ＣＤ４＋

(％)及 ＮＫ 细胞数(×１０９)ꎬ自体血组较异体血组与未输血组分别为 ５９ ８１±５ ８２ ｖｓ ５０ ０４±４ ３７ ｖｓ ５６ ２８±５ ５６ꎬ３１ ０６
±５ ７７ ｖｓ ２２ ８８±３ ８０ ｖｓ ２９ ００±２ ７７ꎬ０ １７±０ ０６ ｖｓ ０ １２±０ ０５ ｖｓ ０ １７±０ ０５ꎬ自体血组较异体血组明显升高(Ｐ<
０ ０５)ꎻ术后 ５ ｄ ＣＤ３＋(％)、ＣＤ４＋(％)、ＣＤ４ / ＣＤ８、ＮＫ 细胞比例(％)及绝对计数(×１０９)ꎬ自体血组、异体血组与未输

血组分别为 ６９ ５６±６ ０２ ｖｓ ５９ ８１±５ ３８ ｖｓ ６７ ９３±７ ８９ꎬ４２ ９１±６ ０８ ｖｓ ３１ １４±３ ９９ ｖｓ ４３ ４０±３ ３１ꎬ１ ７３±０ ３６ ｖｓ １ ２３
±０ ３７ ｖｓ １ ７７±０ ４６ꎬ１２ ５３±４ ３３ ｖｓ ７ ８４±３ ４１ ｖｓ １２ １１±３ ７２ꎬ０ ２１±０ １１ ｖｓ ０ １０±０ ０６ ｖｓ ０ １８±０ ０６) ꎬ自体血组较

异体血组明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论　 预存式自体输血较异体输血对于患者术后免疫功能影响较小ꎬ对细胞免疫功

能有正向调节作用ꎮ
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ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄａｙ １ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ (Ｐ<０ ０５) ｗｈｉｌｅｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ (５９ ８１±５ ８２ ｖｓ ５０ ０４±４ ３７ ｖｓ ５６ ２８±５ ５６ꎬ ３１ ０６±５ ７７ ｖｓ ２２ ８８±３ ８０ ｖｓ ２９ ００±２ ７７ꎬ
０ １７±０ ０６ ｖｓ ０ １２±０ ０５ ｖｓ ０ １７±０ ０５).Ａｌｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌ ｏｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄａｙ ５ꎬ
ＣＤ３＋(％)ꎬ ＣＤ４＋(％)ꎬ ＣＤ４ / ＣＤ８ꎬ ＮＫ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ (％) ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｏｕｎｔ (×１０９) ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ｂ(６９ ５６±６ ０２ ｖｓ ５９ ８１±５ ３８ ｖｓ ６７ ９３±７ ８９ꎬ ４２ ９１±６ ０８ ｖｓ ３１ １４±３ ９９ ｖｓ ４３ ４０±３ ３１ꎬ １ ７３±０ ３６ ｖｓ １ ２３±
０ ３７ ｖｓ １ ７７±０ ４６ꎬ １２ ５３±４ ３３ ｖｓ ７ ８４±３ ４１ ｖｓ １２ １１±３ ７２ꎬ ０ ２１±０ １１ ｖｓ ０ １０±０ ０６ ｖｓ ０ １８±０ ０６)ꎬ Ｐ<０ ０５.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｌｅｓｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎꎬ ｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓꎬ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

预存式自体输血(ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎꎬ
ＰＡＢＤ)由于避免了患者输注异体血而发生的输血相关传染

病、发热、溶血、输血相关性急性肺损伤及免疫功能抑制[１－２] ꎬ
因而已成为择期手术患者术前常规准备的输血方案ꎮ 但

ＰＡＢＤ 是否影响择期手术患者尤其是肿瘤患者术后的免疫功

能、是否利于患者术后恢复仍是值得探讨的课题ꎬ为此我们

观察了 ＰＡＢＤ 对择期手术患者术后淋巴细胞亚群免疫的影

响ꎬ报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象

１ １ １　 纳入 /排除标准　 １)纳入标准:患者年龄 １８－６５ 岁ꎬ
男性体重≥５０ ｋｇ、女性体重≥４５ ｋｇꎬ术前 Ｈｂ≥１２０ ｇ / Ｌ、Ｈｃｔ
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≥０ ３６、Ｐｌｔ≥１１０×１０９ / Ｌꎻ术前申请备血量≥３ Ｕꎬ除手术目标

部位的器质性病变外ꎬ身体一般情况良好ꎻ心功能>ＩＩ 级ꎻ最
近半年无心肌梗塞、脑梗塞等严重心血管病病史ꎻ无合并感

染ꎮ ２)排除标准:(１)严重心血管疾病或心功能不全ꎻ(２)败
血症、脓毒血症或服用抗生素后发热未被有效控制的患者ꎻ
(３)正在服用抑制代偿心血管反应药物ꎮ
１ １ ２　 一般资料 　 按 １ １ １ 标准ꎬ从本院普外科和骨科

２０１５ 年 １１ 月－ ２０１６ 年 ８ 月的择期手术患者中ꎬ选出符合

ＰＡＢＤ 指征的择期手术患者 ５１ 人ꎬ其中男性 ２４ 名ꎬ女性 ２７
名ꎬ年龄 ２２－６５ 岁(表 １)ꎮ 本研究经本医院医学伦理委员会

批准ꎬ接受 ＰＡＢＤ 者本人或其直系亲属均签署«自体血采集

知情同意书»ꎮ
１ １ ３　 实验分组　 ５１ 名患者按其是否同意应用 ＰＡＢＤ 于手

术中分为自体血组:２０ 人ꎬ术前采集自体血并在术中全部回

输ꎻ异体血组:１５ 人ꎬ拒绝采用 ＰＡＢＤꎬ术中均输注异体血ꎻ未
输血组:１６ 人ꎬ拒绝采用 ＰＡＢＤꎬ术中未输注异体血ꎮ ３ 组患

者的的年龄、性别及术前 Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ 相似(Ｐ>０ ０５)(表 １)ꎮ
表 １ 患者术前一般资料比较

自体血组
(ｎ＝２０)

未输血组
(ｎ＝１６)

异体血组
(ｎ＝１５)

年龄(岁) ４８ ６±１５ ７ ５３ ３４±１０ ８ ４８ ８±１０ ３
性别(男 / 女) ９/ １１ ７/ ９ ８/ ７
术前Ｈｂ (ｇ / Ｌ) １３７ ２１±１２ ４１ １３４ ５５±１１ ３７ １３２ ８７±１１ ４３
术前Ｈｃｔ ０ ４１±０ ０２ ０ ４１±０ ０３ ０ ３９±０ ０６
术前 Ｐｌｔ (×１０９ / Ｌ) ２１６ １４±６２ ７３ ２１２ ５３±５９ ６１ ２０９ ３２±６１ ５９
腰椎管狭窄、椎间盘突出 １４ １２ ９
结肠癌、直肠癌 ６ ４ ６
１ ２　 ＰＡＢＤ 的实施　 根据自体血组患者术前备血量、体重、
Ｈｂ、Ｈｃｔ 及患者整体状态于术前 １ ｄ 采集患者全血ꎬ采集量

２００－４００ ｍＬꎻ采集过程中ꎬ注意观察患者ꎬ询问有无不适ꎮ 采

集后血液保存于 ４℃冰箱ꎬ术中回输ꎮ
１ ３　 淋巴细胞亚群检测

１ ３ １　 试剂与仪器　 荧光标记单克隆抗体分别为 ＣＤ３￣ＦＩＴＣ
(１６＋５６)￣ＰＥ (批号 ３９)、ＣＤ８￣ＦＩＴＣ (批号 ３４) 、ＣＤ３￣ＰＣ７(批
号 ７６１５０３９Ｆ)、ＣＤ４５￣ＥＣＤ(批号 １１６)、ＣＤ４￣ＰＣ５ ５(批号 ２１)
(美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)ꎻ溶血素(批号 ６２０４９３７ꎬ 美国 ＢＤ)、
ＰＢＳ 缓冲液(批号 ２０１５０６０９ꎬ北京索莱宝)ꎻ离心机(５８１０ꎬ美
国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻ孵育箱(金典 ＸＭＴＢꎬ浙江余姚)ꎻ流式细胞仪

(ＦＣ５００ 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ)ꎻ Ｋａｌｕｚａ 分析软件 ( Ｖｅｒｓｉｏｎ
１ ３ꎬ 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ ｃｏｕｌｔｅｒ)ꎮ
１ ３ ２　 淋巴细胞亚群检测分析　 分别于术前、术后 １、５ ｄ 抽

取患者静脉血液 ２ ｍＬ(ＥＤＴＡ 抗凝)ꎬ从中取 １００ μＬ 做检测

分析:１)加入 ＣＤ３￣ＦＩＴＣ(１６＋ ５６)￣ＰＥ、ＣＤ８￣ＦＩＴＣ 抗体 ２０ｕｌꎬ
ＣＤ３￣ＰＣ７、ＣＤ４５￣ＥＣＤ、ＣＤ４￣ＰＣ５ ５、ＣＤ８￣ＦＩＴＣ 抗体 １０ｕｌ 染色ꎻ
２)２５℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ加入 １ ｍＬ 溶血素裂解红细胞ꎬ继续孵育

１０ ｍｉｎꎬ１５０ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清加入 ＰＢＳ 缓冲液 ２ ｍＬ 重

悬ꎬ再次 １５０ ｇ 离心 ５ｍｉｎꎬ弃上清加 ＰＢＳ 缓冲液 ０ ５ ｍＬ 重悬

后使用流式细胞仪检测ꎬ用 Ｋａｌｕｚａ 软件分析结果ꎮ
１ ４　 统计学分析使用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计学分析软件ꎬ定量资料

用“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ组间比较采用重复测量资料

的方差分析ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 自体血的采集　 自体血组 ２０ 名患者中ꎬ采集 ４００ ｍＬ /
人自体血的患者 １２ 例ꎬ采集 ２００ ｍＬ /人 ８ 例ꎬ平均采集(３２０±
１００ ５２)ｍＬꎻ所有患者在采血过程中均未出现不良反应ꎮ
２ ２　 ３ 组患者 Ｔ 细胞亚群及 ＮＫ 细胞变化比较　 术后 １ ｄꎬ３
组患者 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４ / ＣＤ８ 及 ＮＫ 细胞绝对计数均较术前

下降ꎬ自体血组 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋及 ＮＫ 细胞绝对计数高于异体血

组(Ｐ<０ ０５)ꎻ术后 ５ｄ 自体血组患者 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４ / ＣＤ８、
ＮＫ 细胞比例及绝对计数均较异体血组升高(Ｐ<０ ０５)ꎮ 自

体血组与未输血组各项指标相似(Ｐ<０ ０５)ꎮ

表 ２　 ３ 组患者术前术后 Ｔ 细胞亚群及 ＮＫ 细胞变化

组别 ｎ 术前 术后 １ ｄ 术后 ５ ｄ Ｆ 值

ＣＤ３(％) 异体血组 １５ ６８ ０９±４ ６５ ５０ ０４±４ ３７ａ ５９ ８１±５ ３８ａｂ ２８ ０７７
未输血组 １６ ６６ ３７±７ ７４ ５６ ２８±５ ５６∗ ａ ６７ ９３±７ ８９∗ｂ ７ ２４２
自体血组 ２０ ６６ ９９±５ ８９ ５９ ８１±５ ８２∗ ａ ６９ ５６±６ ０２∗ｂ ５ ７９９

ＣＤ４(％) 异体血组 １５ ３８ ９４±５ １９ ２２ ８８±３ ８０ａ ３１ １４±３ ９９ａｂ ２６ ９９６
未输血组 １６ ４０ ３９±３ ８７ ２９ ００±２ ７７∗ ａ ４３ ４０±３ ３１∗ｂ ３６ ０４８
自体血组 ２０ ３９ ５９±５ ９０ ３１ ０６±５ ７７∗ ａ ４２ ９１±６ ０８∗ｂ １０ ６７３

ＣＤ８(％) 异体血组 １５ ２５ ７０±６ ０２ ２６ ７５±７ １３ ２６ ４５±６ ２２ ０ ５７
未输血组 １６ ２５ １７±７ ７５ ２６ ４３±５ ４７ ２４ １４±６ ７６ ０ ２０３
自体血组 ２０ ２５ １５±３ ４８ ２６ ３４±３ ７０ ２４ ２４±２ ８９ ０ ９７４

ＣＤ４ / ＣＤ８ 异体血组 １５ １ ６６±０ ５３ ０ ９６±０ ４６ａ １ ２３±０ ３７ａ ５ ５１２
未输血组 １６ １ ７６±０ ６３ １ １３±０ ２４ａ １ ７７±０ ４６∗ｂ ４ １３３
自体血组 ２０ １ ６１±０ ４５ １ １９±０ ２４ａ １ ７３±０ ３６∗ｂ ６ ８６８

ＮＫ(％) 异体血组 １５ １５ ２９±５ ８７ １７ ６１±５ ２６ ７ ８４±３ ４１ａｂ １３ ９４
未输血组 １６ １８ ４９±５ ５０ ２２ ４０±６ ０８ １２ １１±３ ７２∗ ａｂ １２ ６３１
自体血组 ２０ １８ ７４±６ ０５ ２２ ８３±６ ５１ １２ ５３±４ ３３∗ ａｂ １０ ９９

ＮＫ(×１０９) 异体血组 １５ ０ ２９±０ １５ ０ １２±０ ０５ａ ０ １０±０ ０６ａ １１ ９４１
未输血组 １６ ０ ３０±０ ０９ ０ １７±０ ０５∗ａ ０ １８±０ ０６∗ａ ９ ９７４
自体血组 ２０ ０ ３０±０ １２ ０ １７±０ ０６∗ａ ０ ２１±０ １１∗ ３ ９８４

∗ 与异体血组比较ꎬ术后 １ｄ Ｆ 值分别为 ５ ５６８、７ ６２９、３ ２３９ꎬＰ<０ ０５ꎻ术后 ５ ｄ Ｆ 值分别为 ５ ５９３、１６ ８３７、４ ０６３、６ ９１２、６ ９９１ꎬＰ<０ ０５ꎻ ａ 与术

前比较ꎬＰ<０ ０５ꎻｂ 与术后 １ ｄ 比较ꎬＰ<０ ０５ꎮ
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３　 讨论

患者围术期的机体免疫功能事关其术后身体恢复ꎬ围术

期患者免疫失调或免疫抑制常导致患者术后并发证[３－４] ꎮ 研

究证实输血与机体免疫功能之间存在相关性ꎬ异体血输注可

以抑制细胞毒性细胞和单核细胞活性ꎬ释放免疫抑制性前列

腺素ꎬ提高异质性 Ｔ 细胞活性ꎬ改变机体免疫功能[５] ꎮ 围术

期异体血输注导致的免疫抑制可以增加术后感染、肿瘤患者

的复发及转移ꎬ使患者死亡率上升[６－１０] ꎮ
Ｔ 淋巴细胞作为人体内免疫系统的重要组成部分ꎬ是细

胞免疫的主要效应细胞ꎬ在感染性疾病及肿瘤免疫中起重要

作用ꎮ ＣＤ３＋细胞代表外周血中成熟 Ｔ 淋巴细胞总数及细胞

免疫的总体水平ꎬ是机体发挥免疫应答的主要反应细胞[１１] ꎮ
ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋为 Ｔ 细胞的 ２ 个主要亚群ꎬＣＤ８＋主要为抑制￣细
胞毒性 Ｔ 细胞ꎬＣＤ４＋ Ｔ 细胞作为效应 Ｔ 细胞在机体免疫功能

维护过程中起重要作用ꎮ ＣＤ４ / ＣＤ８ 比值下降常提示免疫功

能紊乱ꎬ若下降严重或倒置常被视为疾病严重和预后不良的

指标[１２] ꎮ 当 Ｔ 淋巴细胞亚群在功能上和数量上发生变化

时ꎬ提示机体免疫功能紊乱[１３] ꎮ
本组数据显示ꎬ术后 １ ｄꎬ３ 组患者 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４ /

ＣＤ８ 均较术前下降ꎬ说明麻醉和手术应激等因素可抑制免疫

细胞的活性ꎬ影响患者免疫[１４] ꎮ 但是输注异体血患者

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋细胞数较未输血、自体血输注患者下降明显(Ｐ<
０ ０５)ꎬ提示异体血输注加重患者术后暂时(一过)性免疫抑

制ꎮ 自体血组术后 ５ ｄ 各项指标基本恢复至术前水平ꎬ而输

注异体血患者的 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４ / ＣＤ８ 未恢复至术前ꎬ且较

自体血组及未输血组降低(表 １)ꎮ 提示异体血输注的免疫

抑制时间较长ꎬ自体输血对患者术后免疫功能影响较小ꎬ证
实了自体输血对细胞免疫功能有正向调节作用ꎬ从而取得减

轻免疫抑制或增强免疫功能的影响[１５－１６] ꎮ
ＮＫ 细胞是机体固有免疫应答的重要组成细胞ꎬ占全血

细胞的 １０％－１５％ꎬ非特异杀伤细胞ꎬ其数量的减少将导致机

体的免疫功能的降低[１７] ꎮ 本组数据显示ꎬ术后 １ ｄ 异体血组

ＮＫ 细胞数均较术前下降ꎬ且较自体血组下降明显ꎬ术后 ５ ｄꎬ
自体血组 ＮＫ 细胞绝对计数较术后 １ ｄ 有恢复且较异体血组

升高ꎬ异体血组 ＮＫ 细胞绝对计数较术前降低仍处于抑制状

态(表 １)ꎬ这与前人的研究结果一致[１４] ꎮ
综上ꎬ异体血输注可降低患者术后 Ｔ 淋巴细胞及 ＮＫ 细

胞数量从而降低细胞免疫功能ꎬＰＡＢＤ 则对于患者术后免疫

功能影响较小ꎮ 对于择期手术患者围术期输血建议减少异

体血输注ꎬ对于有输血需求的患者ꎬ综合其耐受性及手术方

案首选自体输血以降低输血对免疫功能的影响ꎮ 对于预存

式自体血采集时间、采集量及自体白细胞等因素对患者术后

免疫功能的影响评估亦值得探讨研究ꎮ
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常见输血不良反应发生率及相关危险因素探讨

张艾佳１ 　 陆群２ 　 钱蓓蓓１ 　 毛佩敏１△

(１.上海复旦大学附属妇产科医院ꎬ上海 ２０００１１ꎻ２.上海中医药大学附属上海市中西医结合医院)

　 　 摘要:目的　 分析临床输血不良反应的发生特点ꎬ寻找相关危险因素ꎬ探讨降低输血不良反应的预防措施ꎮ 方

法　 回顾性分析复旦大学附属妇产科医院及上海中医药大学附属上海市中西医结合医院 ２０１４ 年 １ 月－２０１７ 年 １ 月

内接受输血治疗的 １ ０５８ 例病例资料ꎬ其中包括 １２０ 例发生输血不良反应患者ꎻ分析常见输血不良反应发生率及原

因ꎬ运用单因素及多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析输血不良反应发生相关的危险因素ꎮ 结果　 常见输血不良反应发生率约

１１ ３％(过敏反应约 ５ １％ꎬ发热反应约 ６ ２％)ꎻ血浆与冷沉淀引起的输血不良反应达到 ７０％以上ꎬ去白细胞悬浮红

细胞最少ꎻ过敏反应、发热反应所占的病例分别为 ４５％(５４ / １２０)、５５％(６６ / １２０)ꎻ观察组与对照组在输血次数、发血

至开始输血时间间隔、输血类型均存在差异( χ２ ＝ ４０ １１０ꎬ Ｐ< ０ ００１ꎻ χ２ ＝ １３７ ９２４ꎬ Ｐ< ０ ００１ꎻ χ２ ＝ ２８９ ３１８ꎬ Ｐ<
０ ００１)ꎻ多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析显示输血次数、输血类型、发血至开始输血间隔为输血不良反应独立预测因子(Ｐ<
０ ０５)ꎮ 结论　 输血不良反应的主要危险因素为输血次数、输血类型、血库发血到开始输血的时间间隔ꎬ因此临床输

血应严格掌握适应证ꎬ合理选择血液制品ꎬ降低输血不良反应的发生ꎮ
关键词:输血不良反应ꎻ相关因素ꎻ危险因素ꎻＬｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析
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输血在临床治疗、抢救患者中发挥着不可替代的作用ꎮ
随着输血技术的不断发展及管理体系建设的不断完善ꎬ输血

发生不良反应的情况正在得到好转ꎬ但仍不能忽视ꎮ 近来ꎬ
Ｐｏｌｉｔｉｓ 等[１]通过调查 ２００６－ ２０１２ 年来自 ２５ 个数据库涉及

１２５ 个国家 １ 亿 ３ ２８０ 万输血报告发现ꎬ输血不良反应的发

生率为 ７７ ５ 例 / １０ 万ꎬ其中 ２５％发生严重的不良反应ꎬ５８％
与呼吸系统相关ꎮ 此外ꎬ据美国的 １ 份政府报告显示ꎬ２０１０－
２０１２ 年来自 ７７ 个机构的 ２ １４４ ７２３ 份输血报告中ꎬ发生不良

反应的 ５ １３６ 例ꎬ其中以过敏反应 ( ４６ ８％)ꎬ发热反应

(３６ １％)最为常见[２] ꎮ 而我国临床输血规范流程协作组于

２０１２ 年报道显示ꎬ输血不良反应发生率在 １％－１０％ [３] ꎮ 滕

方等[４]通过 Ｍｅｔａ 分析发现ꎬ我国输血不良反应发生率为

０ ５８％ꎬ远高于欧美等发达国家ꎬ不同地区存在差异ꎬ西部高

５６１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



于东部ꎬ发热反应 ３８ ８５％和过敏反应 ５５ ６７％ꎮ 因此ꎬ对于

输血常见不良反应的危险因素探索及控制是一个仍需解决

的关键问题ꎮ 近年来ꎬ随着国内新的医疗理论技术的发展及

医疗关系体系的建设ꎬ输血发生溶血性不良反应情况越来越

少ꎬ但由于血液制品成分复杂、个体差异等导致输血引起的

过敏反应及发热反应之类的常见输血不良反应却时有发

生[５－７] ꎮ 因此ꎬ我们以 ２０１４ 年 １ 月－２０１７ 年 １ 月内接受输血

治疗的 １ ０５８ 例病例资料为研究对象ꎬ探讨常见输血不良反

应(过敏及发热)发生的特点及相关危险因素ꎬ并提出针对性

的措施ꎬ为有效降低输血不良反应的发生率提供理论及实践

依据ꎬ现报告如下ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 资料来源　 通过查阅院内输血不良反应监测系统ꎬ回
顾性分析复旦大学附属妇产科医院及上海中医药大学附属

上海市中西医结合医院 ２０１４ 年 １ 月－２０１７ 年 １ 月内接受输

血治疗的 １ ０５８ 例患者资料:发生输血不良反应组(观察组)
共 １２０ 例ꎬ男性 ６７ 例ꎬ女性 ５３ 例ꎬ年龄 １４ － ８３ 岁ꎬ平均

(５４ ３２±８ ０６)岁ꎻ未发生输血不良反应组(对照组)共 ９３８
例ꎬ男性 ６０２ 例ꎬ女性 ４５６ 例ꎬ年龄 １７－ ８８ 岁ꎬ平均(５６ ３４±
７ ５８)岁ꎮ ２ 组性别(χ２ ＝ ０ １７６ꎬＰ>０ ０５)、年龄( ｔ＝ ０ ３３１ꎬＰ>
０ ０５)差异不具有统计学意义ꎬ具有可比性ꎮ
１ ２　 方法　 利用回顾性调查方法ꎬ比较观察组与对照组患

者在输血次数、发血至开始输血时间间隔、输血类型等指标

上存在的差异ꎬ运用单因素及多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析导致

输血不良反应发生的危险因素ꎮ
１ ３　 判断标准　 参照卫计委颁布的«临床输血技术规范» [３]

与«医疗机构临床用血管理办法»ꎬ输血不良反应主要包括:
１)过敏反应:患者在输血过程中或输血结束后 ２４ ｈ 内ꎬ出现

皮肤潮红、瘙痒、呼吸困难、胸闷、血管神经性水肿、支气管痉

挛、过敏性休克等症状ꎻ２)发热反应:患者输血前无发热症

状ꎬ在输血过程中或输血后 １－２ ｈ 内体温升高大于 １ ℃ꎬ且
发热症状与原发疾病无关ꎮ
１ ４　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计软件包进行数据分

析ꎬ计量资料采用 ｘ±ｓ 描述ꎬ组间比较使用两独立样本 ｔ 检
验ꎻ计数资料采用率或百分比表示ꎬ组间比较使用 χ２检验ꎬ相
关分析采用单因素及多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归ꎮ 以 Ｐ<０ ０５ 为差

异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 １２０ 例输血不良反应中血制品类型分布情况 　 在 １２０
例发生输血不良反应的患者中ꎬ以接受血浆与冷沉淀类型血

制品的患者占主要比重ꎬ比例高达到 ７０％以上ꎻ相比之下ꎬ去
白细胞悬浮红细胞所占比例最小ꎬ见表 １ꎮ
２ ２　 ２ 组输血相关危险因素比较　 观察组(１２０ 例)与对照

组(９３８ 例)在输血次数、发血至开始输血时间间隔、输血类

型均存在差异ꎮ 观察组输血次数多数>２ 次(观察组 ８７ ５％ꎬ
对照组 ３４ ２％)ꎬ发血至开始输血时间间隔患者所占的百分

比高于对照组(４９ ２％ ｖｓ ２９ ８％)ꎻ此外ꎬ观察组输冷沉淀、血
浆类制品的患者百分比高于对照组 (冷沉淀: ３７ ５％ ｖｓ

２１ ５％ꎻ血浆类:３３ ３％ ｖｓ １７ ０％)ꎬ见表 ２ꎮ
表 １　 各种血液制品引起的输血不良反应分布情况

(ｎꎬ％)

过敏反应 发热反应 合计

冰冻血浆 １７(１４ ２) ２３(１９ １) ４０(３３ ３)
悬浮红细胞 １２(１０ ０) ８(６ ７) ２０(１６ ７)
去白细胞悬浮红细胞 ０(０ ０) ２(１ ７) ２(１ ７)
机采血小板 ４(３ ３) ９(７ ５) １３(１０ ８)
冷沉淀 ２１(１７ ５) ２４(２０ ０) ４５(３７ ５)
合计 ５４(４５ ０) ６６(５５ ０) １２０

表 ２　 ２ 组输血相关危险因素比较

ｎ

输血次数
(次)

发血至开始输血
时间间隔(ｍｉｎ)

输血类型

≤ ２ >２ ≤３０ >３０
红细胞类 /
白细胞类 /
血小板类

血浆
类

冷沉淀
类

观察组 １２０ １５ １０５ ６１ ５９ ３５ ４０ ４５
对照组 ９３８ ６１７ ３２１ ６５９ ２７９ ５７７ １５９ ２０２
注:输血次数、发血至开始输血时间间隔以及输血类型 ３ 个指标在观
察组与对照组间比较ꎬχ２值分别为 ４０ １１０、１３７ ９２４、２８９ ３１８ꎬ 均为 Ｐ
<０ ０５

２ ３　 输血不良反应的多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析　 以输血不

良反应是否发生为应变量ꎬ采用逐步向前回归法ꎬ将单因素

分析中 Ｐ<０ １０ 的变量(输血次数、发血至开始输血间隔、输
血类型)作为自变量ꎬ同时引入年龄、性别ꎬ进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归

分析ꎮ 结果显示输血次数、发血至开始输血间隔、输血类型

为输血不良反应的危险因素ꎬ见表 ３ꎮ
表 ３　 输血不良反应的多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析

ＳＥ β Ｗａｌｄ ＯＲ(９５％ＣＩ) Ｐ
年龄 ０ ６５１ １ ７８６ １ ３３ ０ ９２５－１ ３０８ ０ １４３
性别 ０ ５２２ １ ０８１ １ ５３ ０ ９３７－１ ２６０ ０ ２２０

输血次数 ０ ２６１ ３ ７１７ ２０２ ３０ ７ ７０４－２３ ４９８ ０ ０２４
输血类型 ０ １７４ ２ ８０２ ２５９ １７ ２ ５６３－５ ８７８ ０ ００１

发血至开始输血间隔时间 ０ １９６ ０ ８２６ １７ ７６ １ ５５６－３ ３５５ ０ ００１

３　 讨论

输血不良反应包括溶血反应、发热反应、过敏反应等等ꎬ
其中以发热反应、过敏反应最为常见ꎮ 临床输血发生不良反

应时ꎬ首先应该判断不良反应类型及发病原因ꎬ而后采取紧

急治疗措施:针对迟发型溶血反应ꎬ发现时应立即停止输血ꎬ
严密监视患者状况ꎬ采取预防 ＤＩＣ、抗休克、预防肾衰等对症

治疗措施ꎻ对于输血过程中患者出现发热反应ꎬ应减缓输血

速度ꎬ采用温水擦身等物理降温手段ꎬ必要时使用降温药ꎬ密
切观察患者有无溶血、过敏反应ꎻ针对输血过程中发生过敏

反应的患者ꎬ若反应较轻ꎬ可减缓输血速度ꎬ服用抗过敏药

物ꎬ对于中重度反应患者ꎬ应立即停止输血ꎬ针对症状采取相

应的措施ꎬ必要时气管插管ꎬ高流量吸氧[８] ꎮ
本研究中的 １２０ 例患者所发生的输血不良反应均为非

溶血性质ꎮ 根据引起非溶血性发热反应的主要原因是由于

初次输血后体内产生同种异体抗体ꎬ当再次接受输血后触发

抗原抗体反应ꎬ白细胞裂解ꎬ致热源释放引起发热症状ꎬ因此

推测输血次数是是造成常见输血不良反应发生的危险因素

之一ꎮ 据此ꎬ本研究通过多因素相关分析发现输血不良反应

的发生与输血次数相关(Ｐ<０ ０５)ꎮ 因此ꎬ为减少由于多次
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输血造成的不良反应的发生ꎬ建议使用白细胞滤器ꎬ降低非

溶血性发热的发生ꎬ提高输血的安全性ꎮ
过敏反应与患者体质及血浆成分的复杂性息息相关ꎮ

新鲜冰冻血浆与普通冰冻血浆的区别在于新鲜冰冻血浆中

可发现所有凝血因子ꎬ而普通冰冻血浆缺乏不稳定的凝血因

子Ⅷ和Ⅴꎬ冷沉淀中主要包括纤维蛋白原、凝血因子、血管

性假血友病因子(ｖＷＦ)、纤维结合蛋白ꎮ 如此复杂的成分加

之患者个体的差异ꎬ使患者在输血时发生过敏反应的原因更

为复杂ꎮ 在本研究纳入的 １２０ 例发生输血不良反应的患者

中ꎬ以接受血浆与冷沉淀类型血制品的患者占主要比重

(７０％)ꎬ相比之下ꎬ去白细胞悬浮红细胞所占比例最小

(１ ７％)ꎮ 由此推测ꎬ冰冻血浆及冷沉淀可能是导致输血不

良反应发生的危险因素ꎮ 因此ꎬ我们将输血类型纳入 Ｌｏｇｉｓ￣
ｔｉｃ 多因素回归分析ꎬ结果提示输血类型是造成常见输血不良

反应发生的危险因素之一(Ｐ<０ ０５)ꎮ 因此ꎬ作为医务工作

者更应该根据输血适应证ꎬ合理选择血液成分ꎬ大力提倡手

术前储存式自体输血与术中的稀释式及回收式自体输血ꎬ降
低发生不良反应的风险ꎮ 本研究发现血浆与冷沉淀为引起

输血不良反应的主要原因ꎬ这与国内多数学者报道的结果是

一致的[９－１０] ꎮ
经多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析发现ꎬ输血不良反应的发生

与输血次数、输血类型、发血至开始输血间隔相关ꎬ这与余红

亚等[１１]报道的结果一致ꎮ 此外ꎬ本次调查发现ꎬ从血液科开

始发血到临床科室开始输血时间超过 ３０ｍｉｎ 的患者例数仍

存在ꎬ血液制品在常温下保存超过 ３０ｍｉｎ 细胞功能可能丧

失ꎬ建议医院应加强监管ꎬ提高医师对于输血不良反应的

认识ꎮ
综上ꎬ输血不良反应发生的主要危险因素为输血次数、

输血类型及发血至开始输血时间间隔等ꎬ因此建议:１)医院

应加强监管ꎬ督导输血过程ꎻ２)临床医生应严格掌握输血适

应证ꎬ合理选择血液制品ꎻ３)多次输血者应检查不规则抗体ꎬ
降低过敏反应的发生ꎻ４)鼓励使用成分血ꎬ去除白细胞可大

大降低过敏反应的发生ꎻ５)提倡自体输血ꎬ减少输血不良反

应的发生ꎮ
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论著

回收式自体输血用于剖宫产大出血救治∗

吴云　 严海雅(宁波市妇女儿童医院 麻醉科ꎬ浙江 宁波 ３１５０１２)

　 　 摘要:目的　 探讨回收式自体输血对产科大出血的临床意义ꎮ 方法　 回顾性分析从 ２０１１ 年 ５ 月开展产科回收

式自体输血以来ꎬ截止 ２０１６ 年 １ 月间ꎬ剖宫产手术出血≥３ ０００ ｍＬ 的病例 ６０ 例的临床资料ꎬ包括估计出血量ꎬ自体

血回输量及异体红细胞用量ꎮ 结果　 在 ６０ 例出血≥３ ０００ ｍＬ 的病例中ꎬ有 ９ 例仅仅依靠单纯自体血回输提供了产

妇大出血后体内红细胞的需要ꎬ５１ 例在自体血回输基础上仍然需要供给额外的异体红细胞ꎮ 出血量中位数(四分位

间距)４ ０００ ｍＬ(３ １５０~５ ８５０)ｍＬꎻ自体血回输量中位数(四分位间距)１ ０００ ｍＬ(５００－１ ３００)ｍＬꎻ异体红细胞用量中

位数是 １ ３００ ｍＬ(６００~２ ４００)ｍＬꎮ 回输血量和出血量呈线性相关(Ｒ２ ＝ ０ ４５６ꎬＰ<０ ０１)ꎬ自体血回输量＝ ０ １８９×出血

量＋９２ꎮ 所有产妇住院期间均未见自体输血相关不良反应发生ꎮ 结论　 回收式自体输血可安全有效地用于大出血

剖宫产手术ꎮ
关键词:剖宫产术ꎻ输血ꎻ自体
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ｊｏｒ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄａｔａ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｆｒｏｍ ６０ ｆｅｍａｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｓｅｓ ｗｉｔｈ
ａ ｗｉｎｄｏｗ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍａｙ １ ２０１１ ａｎｄ Ｊａｎｕａｒｙ ３１ ２０１６. Ａｌｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｃａｓｅｓ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ＩＯＣＳ ｄｕｒｉｎｇ ｃｅｓａｒｅａｎ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ３ ０００ ｍＬ. Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓꎬ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ａｄｖｅｒｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｎ ｔｈｅ ６０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｓｅｓꎬ ＩＯＣＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ａｌｏｎｅ
(ｎ＝ ９) ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５１). Ｔｈｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓ ｖｏｌｕｍｅ ｍｅｄｉａｎ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｂｌｏｏｄ
ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｗａｓ ４ ０００ ｍＬ(３ １５０~５ ８５０)ｍＬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｗａｓ １ ３００ ｍＬ(６００~２ ４００)ｍＬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｒｅ￣ｉｎｆｕｓｅｄ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ１ ０００ ｍＬ(５００~１ ３００)ｍＬ. Ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｏｕｒｃｅｄ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｓａｌｖａｇｅ ｗａｓ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓ ｖｏｌｕｍｅ (Ｐ<０ ０００ ０１)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｆｉｔｓ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｙ＝ ０ １８９ｘ＋９２ ｗｉｔｈ ｘ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｓａｌｖａｇｅ. Ｎｏ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＯＣＳ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕ￣
ｓｉｏｎ　 ＩＯＣＳ ａｐｐｅａｒｓ ｓａｆｅ ｔｏ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｕｓｅ ａｎｄ ｍａｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅ￣
ｑｕｉｒｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｃｅｓａｒｅａｎ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｉｆ ａ ｍａｊｏｒ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｃａｓｅ ｗｅｒｅ ｔｏ ｏｃｃｕｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｃｅｓａｒｅａｎ ｓｅｃｔｉｏｎꎻ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎻ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ

近二十年来医患关系日趋紧张ꎬ剖宫产比例上升ꎬ及二

胎政策的开放ꎬ高危产妇也越来越多ꎬ产科出血风险大大增

加ꎬ同时对血液资源的需求增加ꎬ但是异体红细胞资源紧张

及其存在潜在风险如传播传染性疾病、输血反应等ꎻ而回收

式自体输血技术是通过对产妇出血进行有效回收ꎬ处理后回

输到产妇体内ꎬ可以快速有效的保障产妇用血ꎬ节约异体红

细胞的用量ꎮ 回收式自体输血几十年来在各外科领域广泛

得以开展ꎬ唯独在产科领域开展较晚ꎬ其主要归因于对羊水

栓塞和红细胞同种免疫的顾虑ꎮ 近年来产科回输血质量及

安全性方面的证据越来越多ꎬ对羊水栓塞这一现象的认识更

深入ꎬ自体血回收技术的进步等ꎬ产科自体血逐渐被接受并

在多个发达国家得以开展ꎬ诸多专业机构组织已推荐产科自

体血的开展[１－９] ꎮ 本研究回顾性分析了从 ２０１１ 年 ５ 月开展

自体血以来ꎬ截止 ２０１６ 年 １ 月底剖宫产手术出血量大于等

于 ３ ０００ ｍＬ 的病例 ６０ 例ꎬ总结如下ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 临床资料　 本研究已获本院伦理委员会批准[２００８ 年

第(２)号]ꎮ 参照文献[２－３]并结合实际临床工作ꎬ针对以

下:妊娠合并胎盘植入、前置胎盘、胎盘早剥、多胎妊娠、人工

流产术≥３ 次、剖宫产术≥２ 次、术前 Ｐｌｔ<８０×１０９ / Ｌ 和术前

Ｈｂ<１００ ｇ / Ｌ 等预计存在出血风险情况与产妇或家属均签署

自体血回收知情同意书并准备自体血回收ꎮ 妊娠合并全身

性感染、红细胞内在缺陷性疾病和 Ｒｈ 阴性血型者不纳入ꎮ
１ ２　 麻醉方式　 一般选择 Ｌ３－４或 Ｌ２－３间隙进行腰硬麻醉联

合ꎬ注入 ０ ５％罗哌卡因 ２~３ ｍＬ(０ ７５％的罗哌卡因 ２ ｍＬ 用

脑脊液稀释至 ３ ｍＬ)ꎮ 对于妊娠合并胎盘穿透性植入至膀

胱等预计短时间内存在大量失血致循环急剧波动者ꎬ选择全

身麻醉ꎮ
１ ３　 仪器与试剂　 使用 Ｃｅｌｌ Ｓａｖｅｒ ５＋型血液回收机及配套

一次性抗凝吸引管道(Ｈａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ 公司ꎬ美国)ꎮ 操作步骤
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如下:①安装储血罐并连接负压吸引装置(吸引负压 １５０
ｍｍＨｇ)ꎬ配置抗凝液(普通肝素 ６０ ０００ ＩＵ 加入 １ ０００ ｍＬ 生

理盐水)ꎮ ②抗凝吸引双管与抗凝液和储血罐连接ꎮ ③回收

术野出血前ꎬ储血罐内预冲抗凝液约(１５０~２００)ｍＬꎮ ④术野

血吸引至储血罐ꎬ根据出血速度调节抗凝液滴速ꎮ ⑤当储血

罐中回收血量≥８００ ｍＬꎬ同时产妇出血后 Ｈｂ≤１００ ｇ / Ｌꎬ安装

离心杯并启动离心洗涤程序ꎬ最后 １ 杯未达自动洗涤要求时

使用 ＣＯＮＣ 进行浓缩ꎮ ⑥选用机器默认离心转速和自动清

洗模式ꎬ调节 ２２５ ｍＬ 离心杯洗涤量为生理盐水 ２ ０００ ｍＬꎮ
⑦洗涤完成ꎬ机器自动将红细胞排入血袋后通过白细胞滤器

(Ｈａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ 公司ꎬ美国和上海输血技术有限公司)后回输ꎮ
１ ４　 方法　 自体血回输后产妇 Ｈｂ<８０ ｇ / Ｌꎬ考虑输注异体

红细胞ꎻＰＴ 或 ＡＰＴＴ 延长超过正常值 １ ５ 倍时输注血浆ꎻＦｉｂ
<０ ８ｇ / Ｌ 时输注冷沉淀ꎻＰｌｔ<５０×１０９ / Ｌ 时输注血小板ꎻ急性

失血量超过 ３ ０００ ｍＬꎬ并且还存在后续大出血风险ꎬ则启动

大量输血方案ꎮ 记录出血量、自体血回输量、异体血制品输

注量和使用情况ꎬ记录术前、和出院时 Ｈｂꎬ记录住院期间输

血不良反应的发生情况ꎮ
１ ５　 统计方法　 采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 进行分析ꎬ正态分布的计量

资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ偏态分布的计量资料以中位

数(四分位间距)表示ꎬ采用线性回归分析出血量与回输血量

的相关性ꎬＰ<０ ０１ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 一般临床指标　 ６０ 例出血大于或等于 ３ ０００ ｍＬ 的产

妇住院期间各项基本资料见表 １ꎬ未见输注自体血相关不良

反应发生ꎮ
表 １　 产妇一般临床资料

产妇人数(６０ ｎ)
年龄岁 ３１(２２~４４)
孕周(周) ３６(２３~４１)
体重指数 ２６(２１~２４)
急诊　 ｎ(％) ２６(４１ ９５)
胎盘植入　 ｎ(％) ４４(７０ ９７)
边缘性前置胎盘　 ｎ(％) ７(１１ ２９)
部分性前置胎盘 ０
完全性前置胎盘　 ｎ(％) １２(１９ ３５)
凶险性前置胎盘　 ｎ(％) ４０(６４ ５２)
双胎　 ｎ(％) ６(９ ６８)
流产史≥３　 ｎ(％) ９(１４ ５１)
剖宫产史≥１　 ｎ(％) ３４(５４ ８４)
术前血红蛋白<１０ｇ / ｄＬ　 ｎ(％) １０(１６ １３)
术前血小板<８０ ０００ / ｄＬ　 ｎ(％) ２(３ ２３)
产房试产后中转剖宫产　 ｎ(％) ５(８ ０６)

２ ２　 自体血回输血量与出血量 　 出血量中位数 ４ ０００ ｍＬ
(３ １５０ ｍＬ~５ ８５０ ｍＬ)ꎬ最小出血量是 ３ ０００ ｍＬꎬ最大出血量

是 １６ ０００ ｍＬꎻ自体血回输量中位数 １ ０００ ｍＬ(５００ ｍＬ~１ ３００
ｍＬ)ꎬ自体血最少回输量是 ２２５ ｍＬꎬ最大回输血量是 ５ ０００
ｍＬꎻ异体红细胞用量中位数是 １ ３００ ｍＬ(６００ ~ ２ ００ ｍＬ)ꎬ异
体红细胞最小用量是 ０ ｍＬꎬ最大用量输是 ７ ２００ ｍＬꎮ 其中有

３０ 例病例行子宫切除术ꎮ 回输血量和出血量呈线性相关

(Ｒ２ ＝ ０ ４５６ꎬＰ<０ ０１)ꎬ自体血回输量 ＝ ０ １８９×出血量＋９２ꎮ
见图 １ꎮ

图 １　 自体血回输血量与出血量散点图

２ ３　 不同出血量产妇的输血情况　 不同出血量产妇回输自

体血量不同ꎬ异体红细胞的用量也不同ꎮ 出院血红蛋白值比

较没有差异ꎬＰ<０ ０１(表 ２)ꎮ
表 ２　 不同出血量产妇的输血情况

３ ０００ ｍＬ≤出血量

<５ ０００ ｍＬ
５ ０００ ｍＬ≤出血量

<１０ ０００ ｍＬ
出血量

≥１０ ０００ ｍＬ
例数 ３９ １５ ６

出血量 ３ ５００(３ ０００~４ ０００) ６ ０００(５ ５００~６ ６００) １０ ７５０(１０ ０００~１５ ２５０)
回输自体血量 ７８０(５００~１ ２００) １ ０７６(４８０~１ ７８０) １ ５００(９２５~３ ７２５)

异体红细胞用量 １ ２００(６００~１ ５５０) ２ ４００(２ ２００~３ ２００) ４ ６００(３ ４００~５ ２５０)
术前血红蛋白 １１(１０~１２) １１(１０~１２) １０ ５(９~１１)
出院血红蛋白 １１(９~１２) １０(９~１１) １１ ５(１０~１３)

２ ４　 输血类型　 在 ６０ 例出血≥３ ０００ ｍＬ 的病例中ꎬ有 ９ 例

仅仅依靠单纯自体血回输提供了产妇大出血后体内红细胞

的需要ꎬ５１ 例在自体血回输基础上仍然需要供给额外的异体

红细胞(表 ３)ꎮ
表 ３　 不同的输血类型

单纯输注自体血
(９ 例)

输注自体血与异体
红细胞(５１ 例)

出血量(ｍＬ) ３ ０００(３ ０００~３ ７５０) ４ ０００(３ ５００~６ ０００)
回输自体血量(ｍＬ) １ ２００(８３５~１ ４２５) １ ０００(５００~１ ３００)

异体红细胞用量(ｍＬ) ０ １ ６００(１ ０００~２ ４００)∗

术前血红蛋白(ｇ / Ｌ) １２(１１~１２ ５) １１(１０~１２)
出院血红蛋白(ｇ / Ｌ) １１(９~１１ ５) １０(９~１２)

注:２００ ｍＬ 异体红细胞＝ １ Ｕ 异体红细胞

３　 讨论

自体血回收用于产科主要存在两个顾虑:羊水栓塞、胎
儿红细胞同种免疫[１０－１１] ꎮ

羊水栓塞现在在产科领域仍然是个谜ꎬ过去认为产妇血

循环中发现胎儿来源的细胞成分即是羊水栓塞的标志ꎬ现在

发现正常产妇血循环中即存在胎儿细胞及羊水成分ꎮ 目前

认为羊水栓塞是一种罕见的对胎儿抗原的的过敏反应而不

是母亲血循环暴露于羊水后可预测的不良反应ꎮ 羊水栓塞

的发生率大概是(１ ３~１２ ５) / １００ ０００ꎬ如果要证明产科自体

血回收技术的绝对安全性需要对 ２６５ ０００ 例病例进行研究ꎬ
才能提供 ８０％的效力证据证实产科自体血回收不会增加羊

水栓塞的发生概率ꎮ 所以需要今后完善多中心合作的大规

模临床研究ꎬ需要大量的临床数据来证实产科自体血回收技

术的安全性ꎮ 大多数研究证实回输血液的羊水清除率显著ꎬ
并提到白细胞滤器在提高回输血的安全性方面的重要作用ꎮ

目前提倡的减少回输血液的羊水污染的措施主要有 ５

９６１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



方面:１)双管吸引ꎻ２)直到胎儿胎盘娩出后羊水肉眼不可见

再行自体血回收ꎻ３)冲洗量加大ꎻ４)部分满的离心杯不予离

心洗涤ꎻ５)白细胞滤器的使用ꎮ 我们产科自体血严格统一执

行双管吸引ꎬ冲洗量是 ２ ０００ｍＬꎬ第一杯后的部分满离心杯都

使用 ｃｏｎｃ 操作ꎬ血液回输前全部经过白细胞滤器的过滤ꎬ除
非紧急时刻出血量非常大而且凶ꎬ异体血又没有准备ꎬ为了

挽救生命时不用白细胞滤器过滤ꎮ 近期也有文章指出单管

吸引ꎬ即羊水同时吸入储血罐ꎬ这样可以提高自体血回收量ꎮ
我们的观察是对于诸如凶险型前置胎盘胎盘前壁的产妇ꎬ胎
盘娩出前有时出血确实很多ꎬ但是单管吸引安全性方面的证

据还不足ꎬ尚需要进行更大样本更多的实验室及临床方面的

研究ꎮ 回输血中胎儿红细胞的少量残留ꎬ残留情况各不同(２
~１９)ｍＬꎬ在母胎红细胞抗原不合情况下增加了产妇自身免

疫的风险ꎮ 回输血怀疑被胎儿 Ｒｈ 阳性红细胞污染的情况下

可行 Ｋｌｅｉｈａｕｅｒ 检测ꎬ根据污染程度给予相应剂量的抗－Ｄꎮ
分娩后 ７２ｈ 内给予 Ｒｈ 阴性产妇 ５０ＩＵ 的抗－Ｄ 足以预防 ４ｍｌ
的胎儿 Ｒｈ 阳性红细胞污染引起的产妇的致敏ꎮ 美国一小瓶

Ｒｈ 抗－Ｄ 免疫球蛋白可以预防 ３０ｍＬ 的胎儿全血或者大约

１５ｍＬ 的胎儿 红细胞ꎬ而每单位的回输自体血大约含 ３ｍＬ 的

胎儿红细胞ꎬ故 １ 瓶 Ｒｈ 抗－Ｄ 免疫球蛋白可以用于预防回输

了 ５Ｕ 自体血的产妇[１１－１５] ꎮ
我们医院针对 Ｒｈ 阴性产妇进行自体血回收准备ꎬ因为

检测方法及抗－Ｄ 的注射尚未常规开展ꎬ出血尚不多的情况

下并不予以回输ꎬ如果出血量非常大并需要回输ꎬ会告知其

相关风险ꎬ包括下次输血和妊娠的溶血风险ꎬ但目前尚未对

Ｒｈ 阴性产妇进行过回输ꎮ 术中估计出血量与自体血回输量

存在线性回归关系ꎬ自体血回输量＝(０ １８９×出血量)＋９２ꎬ大
致当出血量每超过 １ ０００ｍＬ 时ꎬ就可以有近 ３００ｍＬ 自体血进

行回输ꎮ 散点图能看出有些出血量很大的情况自体血回输

量却很小ꎬ这也是产科出血的特点ꎬ当合并以下情况:１)产妇

术前贫血或出血ꎻ２)未预计的术中出血ꎬ未准备自体血回收ꎻ
３)胎盘穿透性植入等出血量很大ꎻ４)血液经阴道流失等时ꎬ
除了自体血回输还需要另外补充异体红细胞ꎮ

值得强调的是ꎬ自体血回收仅仅是进行了自体红细胞的

回收ꎬ血浆、血小板并没有实行回收ꎬ并去除了所有凝血物

质ꎬ所以使用自体血回收技术应预防凝血功能异常ꎬ尤其是

发生大出血情况下ꎬ应根据手术情况及实验室指标及时补充

合适比例的血浆、血小板、冷沉淀及纤维蛋白原ꎮ ２０１０ 年文

献报道[１７－２０] ꎬ有 ２ 例在自体血回输过程中发生低血压ꎬ分析

与滤器使用过程中白细胞破坏释放出缓激肽有关ꎬ两例事件

的共同点是均用柠檬酸盐作为抗凝剂和均使用了滤器ꎬ通过

停止滤器的使用和加用血管活性药物ꎬ低血压得到纠正ꎻ另
外文献提到前置胎盘剖宫产术中自体血回输过程发生不能

解释的低血压ꎬ但是过程很短ꎬ自体血回输没有停止ꎬ用去氧

肾上腺素后低血压得以纠正ꎮ 考虑到使用滤器的益处ꎬ目前

为止ꎬ如果没有强烈的证据支持滤器确实导致不良反应的发

生ꎬ不建议在产科自体血回输过程中停止滤器的使用ꎮ
但是滤器使用过程中自体血回输速度与不用滤器的情

形下确实有减慢ꎬ我们分析是否与急性血容量的丢失ꎬ自体

血补充速度不够ꎬ产妇血循环失代偿有关ꎮ ２０１０ 年有文献也

是指出ꎬ已经存在的低血容量情况下使用滤器本身会减慢输

注速率ꎬ从而加重低血压ꎮ 在发生急性大出血时ꎬ我们的经

验是同时多个滤器ꎬ同时加用 ５０ｍＬ 注射器加快回输速度ꎬ同
时考虑血管活性药物的使用ꎮ 在临床实践中ꎬ有时也会遇到

术前并没有出血高危因素的情况术中突发大的出血ꎬ紧急情

况安装抗凝回收装置也仅仅需要几分钟时间ꎬ但是会损失安

装吸引装置前的部分出血ꎮ 对于术中紧急安装抗凝回收装

置的病例总数及具体情况我们并没有进行统计ꎮ
产科自体血回收技术目前正在逐步推广ꎬ其操作简单、

处理快速ꎬ特别适用于剖宫产大出血的抢救ꎮ 有条件的产科

手术间应配备血液回收机或安装储血罐的简易装置ꎬ在临床

实践中ꎬ建议储血罐和离心杯分步安装ꎬ采用 ２ 个收费标准

或者耗材分解收费ꎬ可降低费用ꎬ有利于产科 ＩＯＣＳ 开展和节

约自体血资源ꎮ
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论著 调查研究

无偿献血认知的性别差异分析

李彦妮１ 　 朱燕波１△ 　 李桐１ 　 严辉１ 　 王鸿捷２ 　 张伟东２ 　 姚园

(１.北京中医药大学 管理学院ꎬ北京 １０００２９ꎻ２.北京市红十字血液中心)

　 　 摘要:目的　 分析比较研究对象无偿献血认知的特点及存在的性别差异ꎮ 方法　 采用横断面调查的研究方法ꎬ
纳入 ２０１６ 年 ５ 月—９ 月于北京红十字血液中心献血小屋和采血车的献血者、陪同的未献血者以及网络问卷共 １ ０６５
例为研究对象ꎮ 应用无偿献血认知问卷对研究对象进行献血认知情况调查ꎬ采用独立样本 ｔ 检验的分析方法探讨研

究对象献血认知存在的性别差异ꎮ 结果　 男性的献血认知总分ꎬ以及献血积极认知、献血消极认知、献血知识 ３ 个维

度的得分均高于研究对象总体的相应得分ꎻ女性的献血认知总分以及 ３ 个维度的得分均低于研究对象总体的相应

得分ꎻ男性的献血认知总分(７３ ３１±１１ ４４ ｖｓ ７０ ２５±１２ ６７ꎬＰ<０ ０５)、献血消极认知得分(７０ ６３±１２ ９２ ｖｓ ６７ ９２±
１４ ２２ꎬＰ<０ ０５)、献血知识得分(７０ ５０±１９ ４４ ｖｓ ６４ ５２±２１ ８９ꎬＰ<０ ０５)显著高于女性ꎬ献血积极认知得分高于女性

但差异不具有统计学意义ꎻ随着献血次数的增加ꎬ男性和女性的献血认知得分均增加ꎮ 结论　 研究人群献血认知存

在性别差异ꎬ男性的献血认知优于女性ꎻ随着献血次数的增加ꎬ男性和女性的献血认知均提高ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎꎻ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

无偿献血是指自愿献出血液、血浆或其他成分ꎬ且不收

取任何现金或金钱替代物作为报酬的行为ꎬ但小的纪念品、
茶点、饮料除外[１] ꎮ 近些年来ꎬ临床用血需求日益攀升ꎬ临床

用血需要无法得到满足[２] ꎮ 自愿无偿献血是血液需求的主

要来源ꎬ无偿献血是保证血液安全的最可靠保障[３] ꎮ 但是ꎬ
我国人口献血率仅为 ９ ２３‰ꎬ低于世界发达国家水平[４] ꎮ 因

此ꎬ为了满足医疗临床用血的需求ꎬ适应当今医疗卫生服务

总量呈现快速增长的形势ꎬ提高人群献血率、缓解血液供应

紧张就显得尤为重要了ꎮ
有大量研究表明ꎬ男性的献血率普遍高于女性[５－６] ꎬ一般

认为与女性特殊的生理因素有关[７－８] ꎬ如女性不能在生理周

期内或者哺乳期内进行献血ꎻ此外ꎬ也有研究认为ꎬ虽然女性

相对感性ꎬ有献血的热情ꎬ但其相对胆小、对事物考虑较为细

致、缺乏献血的勇气是导致女性献血比例较低的原因[９－１０] ꎮ
但是ꎬ从建立献血意愿到最终实现献血行为ꎬ可以理解为 １
个“知－信－行”的过程ꎬ大量研究证明ꎬ是否具有良好的无偿

献血认知ꎬ是影响其是否进行献血以及是否会成为固定献血

者的重要因素[１１－１２] ꎮ 因此ꎬ本研究剖析无偿献血认知存在

的性别差异ꎬ旨在为有针对性的干预人群献血行为提供理论

支持ꎬ促进献血者的有效招募ꎬ以此来缓解区域性血液供需

紧张的状态ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 调查对象　 本研究为方便抽样ꎬ标本来源于 ２０１６ 年 ５
月－２０１６ 年 ９ 月ꎬ北京红十字血液中心的献血小屋和采血车

上调查献血者及陪同的未献血者、专业调查网站上发布的电

子版调查问卷ꎮ 研究共发放问卷 １ ０９３ 份ꎬ回收 １ ０８１ 份ꎮ

对回收问卷核查后ꎬ因问卷缺失数据过多和存在逻辑错误等

问题剔除 １６ 份不合格问卷ꎬ纳入分析的合格问卷 １ ０６５ 份ꎮ
纳入标准:１)年龄≥１８ 周岁ꎻ２)有一定的文化程度ꎬ能独立完

成调查问卷者ꎻ３)签署知情同意书ꎮ 排除标准:１)因各种原因

不能很好地理解调查问卷内容者ꎻ２)未获得知情同意者ꎮ
１ ２　 调查内容 　 个人基本信息调查:主要包括性别、年龄、
文化程度、婚姻状况、身高、体重等ꎮ 日常生活习惯调查:主
要包括饮食习惯、吸烟习惯、饮酒习惯、睡眠习惯、运动习惯

等ꎮ 献血信息调查:包括血型、献血次数、献血类型、献血认

知等ꎮ 献血认知调查采用无偿献血认知问卷ꎬ由研究团队前

期编制ꎬ包括 １４ 个条目ꎬ由献血积极认知、献血消极认知、献
血知识 ３ 个维度构成ꎮ 问卷的计分是先计算原始分数ꎬ再用

标准化公式计算转化分数ꎮ 各维度评分范围为 ０ ~ １００ 分ꎮ
得分越高ꎬ表示无偿献血者的认知情况越好ꎮ
１ ３　 统计学分析 　 采用 ＥｐｉＤａｔａ３ １ 建立数据库ꎬ运用

ＳＰＳＳ１９ ０ 进行数据处理ꎮ 统计学分析采用描述性分析、χ２检
验以及独立样本 ｔ 检验ꎬＰ 值均取双侧概率ꎻ并结合变异率

(ＣＶ＝Ｓ男 / Ｓ女)以及效应值检验[Ｄ ＝ (Ｘ男 －Ｘ女 ) / Ｓ总 ]进一步

分析存在的性别差异ꎮ

２　 结果

２ １　 一般情况　 见表 １ꎮ 男性和女性的年龄、婚姻状况、文
化程度、吸烟习惯、饮酒习惯、运动习惯以及献血情况存在的

差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与女性相比ꎬ男性的平均

年龄较高ꎬ已婚者、高中及中专文化水平者、有吸烟习惯者、
有饮酒习惯者、经常运动者较多ꎬ此外ꎬ男性中未献血者人数

少于女性ꎬ５~９ 次、１０ 次及以上献血者多于女性ꎮ
表 １　 研究对象基本情况

ｎ(％) 男性 女性 统计量 Ｐ
性别 男 ６５０(６１ ０３) / / / /

女 ４１５(３８ ９７) / /
年龄(岁) ｘ±ｓ ３０ １７±９ ５３ ３１ ３４±９ ５７ ２８ ３３±９ １８ ５ ０８５ ０ ０００
婚况 未婚 ５８０(５４ ４６) ３２０(４９ ２３) ２６０(６２ ６５) １８ ４０７ ０ ０００

已婚 ４６７(４３ ８５) ３１８(４８ ９２) １４９(３５ ９０)
其他 １８(１ ６９) １２(１ ８５) ６(１ ４５)

文化程度 初中及以下 １７５(１６ ４３) １２９(１９ ８５) ４６(１１ ０８) ３３ １５８ ０ ０００
高中及中专 ２５１(２３ ５７) １７６(２７ ０８) ７５(１８ ０８)
大专本科及以上 ６３９(６０ ００) ３４５(５３ ０７) ２９４(７０ ８４)

吸烟 是 ２４８(２３ ２９) ２３３(３５ ８５) １５(３ ６１) １４６ ６３０ ０ ０００
否 ８１７(７６ ７１) ４１７(６４ １５) ４００(９６ ３９)

饮酒 是 ２４５(２３ ００) ２１７(３３ ３８) ２８(６ ７５) １０１ ４７０ ０ ０００
否 ８２０(７７ ００) ４３３(６６ ６２) ３８７(９３ ２５)

运动 经常运动 ３４１(３２ ０１) ２４１(３７ ０８) １００(２４ １０) ２５ ２５５ ０ ０００
有时运动 ４５３(４２ ５４) ２７１(４１ ６９) １８２(４３ ８６)
不太运动 ２７１(２５ ４５) １３８(２１ ２３) １３３(３２ ０４)

睡眠时间 ｘ±ｓ ７ ３３±１ ０９ ７ ３２±１ １１ ７ ３５±１ ０７ －０ ４６１ ０ ６４５
献血次数 ０ １６５(１５ ４９) ５１(７ ８４) １１４(２７ ４６) ９９ ７８３ ０ ０００

１－４ ４２６(４０ ００) ２５１(３８ ６２) １７５(４２ １７)
５－９ ２２８(２１ ４１) １５５(２３ ８５) ７３(１７ ６０)
≥１０ ２４６(２３ １０) １９３(２９ ６９) ５３(１２ ７７)

注:研究对象婚姻状况、文化程度、吸烟习惯、饮酒习惯、运动习惯的差异比较采用 χ２检验ꎬ年龄和睡眠时间的差异比较采用两独立样本 ｔ 检验ꎻ
献血次数按照«全国无偿献血表彰奖励办法(２０１４ 年修订)»计算ꎬ１ 次为 ２００ ｍＬ 或机采血小板 １ 治疗单位
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２ ２　 无偿献血认知的性别差异　 从表 ２ 可以看出ꎬ在献血

认知总分、献血消极认知维度、献血知识维度方面ꎬ男女性存

在差异ꎬ且差异相对较大ꎮ 进一步将献血次数分为 ０ 次、１－４
次、５－９ 次、１０ 次及以上 ４ 个组别进行分析ꎬ男性和女性献血

认知得分均随着献血次数的增加而增加ꎻ献血认知总分及各

维度得分最高组ꎬ不论男性和女性均为献血次数为 １０ 次及

以上组别ꎮ 而且ꎬ献血认知总分以及献血消极认知和献血知

识维度得分增加趋势具有统计学意义(Ｐ<０ ０５)(表 ３、４)ꎮ
表 ２　 无偿献血认知的性别差异　 　 (ｘ±ｓ)

献血积极认知 献血消极认知 献血知识 总分

总体 ７８ ６０±１１ ３４ ６９ ５７±１３ ５０ ６８ １７±２０ ６３ ７２ １１±１２ ０２
男性 ７８ ７９±１１ ０６ ７０ ６３±１２ ９２ ７０ ５０±１９ ４４ ７３ ３１±１１ ４４
女性 ７８ ３０±１１ ７６ ６７ ９２±１４ ２２ ６４ ５２±２１ ８９ ７０ ２５±１２ ６７
ＣＶ ０ ９４ ０ ９１ ０ ８９ ０ ９０
Ｄ 值 ０ ０４ ０ ２０ ０ ２９ ０ ２５
ｔ 检验 ０ ６７５ ３ １４８ ４ ５３９ ３ ９８９
Ｐ >０ ０５ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５

表 ３　 男性献血认知得分情况　 　 (ｘ±ｓ)
献血
次数

献血积
极认知

献血消
极认知

献血
知识

总分

０ ７７ ５９±１４ ５７ ５９ ２２±１８ ６６ ５５ １５±２６ ４８ ６３ ９８±１６ ４７
１－４ ７７ ５６±１０ ９４ ６９ ９８±１２ ０７ ６６ ０９±１９ ７７ ７１ ２０±１０ ９７
５－９ ７９ ５２±９ ９３ ７１ ９０±１０ ７６ ７３ ２３±１６ ８２ ７４ ８８±９ ６８
≥１０ ８０ １１±１０ ９１ ７３ ４７±１２ １０ ７８ １１±１４ ３８ ７７ ２３±９ ６９
Ｆ 值 ２ ３８１ １８ ４７３ ２９ １４２ ２５ １５１
Ｐ >０ ０５ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５

表 ４　 女性献血认知得分情况 　 　 (ｘ±ｓ)
献血
次数

献血积
极认知

献血消
极认知

献血
知识

总分

０ ７７ ４７±１２ ８９ ６０ ６１±１４ ３８ ５２ １９±２３ ３０ ６３ ４２±１３ ０８
１－４ ７７ ９６±１１ ９６ ６８ ８６±１３ ５２ ６４ ６４±２０ ０３ ７０ ４９±１１ ８０
５－９ ７９ ６５±１０ ３０ ７２ ２６±１２ ８３ ７２ ２８±１８ １９ ７４ ７２±１０ ９１
≥１０ ７９ ３８±１０ ４５ ７４ ５２±１１ ４０ ７９ ９５±１３ ２８ ７７ ９５±９ １８
Ｆ 值 ０ ７０３ １８ ４３２ ２８ ６４７ ２４ ０４７
Ｐ >０ ０５ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５

３　 讨论

目前我国无偿献血人口逐年增长ꎬ但仍不能满足医疗用

血增长的需要ꎬ用血紧张时有发生ꎬ尤其是发生重大灾害事

故时[１３] ꎮ 此外虽然人造血液制品的研究有了很大进展ꎬ但
要想成熟的应用于临床ꎬ还要走很长的一段路[１４] ꎮ 因此无

偿捐献血液仍然是获得血源的唯一安全途径ꎮ 研究发现ꎬ不
同地区献血人群职业、年龄、性别等存在分布不平衡的问

题[１５] ꎬ尤其是存在性别差异问题ꎬ很多研究均表明ꎬ男性献

血率高于女性[５－６] ꎬ以往研究多集中于女性特殊的生理结构

特征以及女性更加胆怯进行分析ꎬ而本研究从献血认知角度

出发ꎬ分析男性和女性献血认知存在的差异ꎬ为有针对性的

进行献血干预提供理论支持ꎮ
程洁等[１６]对蚌埠市大学生献血认知进行研究发现ꎬ男

生的献血认知政策得分高于女生ꎬ且差异具有统计学意义ꎮ
张寒梅等[９]也发现ꎬ男性的献血知识得分高于女性ꎮ 但是ꎬ
李燕琴等[１７] 、缪维芬等[１８] 研究发现女性的献血认知得分高

于男性ꎮ 本研究发现ꎬ男性和女性在献血消极认知以及献血

知识方面存在较大差异ꎬ而在献血积极认知方面存在的差异

较小ꎬ这也与国外一些研究[１９－２０] 得出的结论相一致ꎮ 说明

对于“献血可能会传染疾病”、“我非常了解献血前后的注意

事项”等有关献血的消极认知和相关献血知识方面ꎬ女性的

认知较差ꎬ提示我们女性对于献血会带来不良健康影响的过

分担心及其献血知识的匮乏可能是导致女性献血率较低的

原因之一ꎬ这也就启发我们ꎬ在进行献血宣讲时ꎬ针对女性ꎬ
要着重向其传授相关的献血知识ꎬ并积极主动向其解释适量

献血可能会带来的轻微身体不适ꎬ但并不会对身体造成伤

害ꎬ逐步减轻其疑虑ꎬ鼓励女性献血ꎻ而对于“献血能够检测

血液ꎬ了解自己的健康状况”这类关于献血的积极认知ꎬ男性

和女性之间的性别差异是较小的ꎮ 此外ꎬ随着献血次数的增

加ꎬ男性和女性的献血认知得分均呈现上升趋势ꎬ说明随着

献血行为的增多ꎬ男女的献血认知均得到提升ꎬ这与以往研

究结论相一致[１７－１８] ꎬ说明献血认知和献血行为具有双向作

用ꎬ献血认知会影响献血行为ꎬ献血行为也会进一步促进献

血认知ꎮ
综上ꎬ男性和女性的无偿献血认知存在性别差异ꎬ差异

主要体现在献血消极认知以及献血知识方面ꎮ 因此ꎬ要针对

男女之间存在的认知差异ꎬ进行有区别的宣传和对待ꎬ给予

不同的指导ꎬ积极鼓励女性献血ꎬ逐步减轻其心理疑虑ꎬ使其

主动走到无偿献血的队伍中来ꎮ
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论著

自回归求和移动平均模型对临床供血量的分析预测∗

陈迎春１ 　 王晓霞２ 　 徐晓庆２ 　 万浬科１ 　 廖耘１ 　 何炯１ 　 张永鹏１

(１.成都市血液中心ꎬ四川 成都 ６１００４１ ꎻ２.西南财经大学)

　 　 摘要:目的　 分析成都地区临床月供血量的规律ꎬ以此建立临床血液月供血量预测的时间序列 ＡＲＩＭＡ 模型和

乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ并动态进行模型的分析对比ꎬ为血液中心管理工作提供科学依据ꎮ 方法 　 收集 ２００６ 年至

２０１６ 年成都市血液中心临床血液月供血量ꎬ建立 ＡＲＩＭＡ 模型和乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ预测 ２０１６ 年 １０－１２ 月和

２０１７ 年 １－３ 月临床血液月供血量ꎮ 对备选的模型进行拟合优度的比较ꎬ筛选出最优的模型ꎬ并对模型的相对误差进

行评价ꎮ 结果　 ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)模型预测 ２０１６ 年 １０－ １２ 月和 ２０１７ 年 １－ ３ 月的相对误差为 １ ７１％、－ ７ ４５％、－
３ １４％、－７ ６６％、－１５ ２５％、－９ ７４％ꎮ 而 ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１) ×(１ꎬ１ꎬ１) １２ 模型相对误差为 ２ ５１％、－３ ７５％、－２ ５８％、－
５ ２１％、－８ １１％、－７ ３４％ꎮ 结论 　 乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型能够较好的预测短期临床供血量ꎬ持续修正的乘积季节

ＡＲＩＭＡ 模型能更好的预测下一季度临床血液月供血量ꎮ
关键词:ＡＲＩＭＡ 模型ꎻ乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型ꎻ临床月供血量ꎻ相对误差

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１７４￣０５
Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ａｕｔｏｒｅ￣ｇｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｏｖｉｎｇ ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｄｅｌ　 ＣＨＥＮ Ｙｉｎｇｃｈｕｎ１ꎬ
ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｘｉａ２ꎬＸＵ Ｘｉａｏｑｉｎ２ꎬＷＡＮＧ Ｌｉｋｅ１ꎬＬＩＡＯ Ｙｕｎ１ꎬＨＥ Ｊｉｏｎｇ１ꎬＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇｐｅｎｇ１ .１. Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｂｌｏｏｄ ＣｅｎｔｅｒꎬＣｈｅｎｇｄｕ
６１００４１ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｎａｎｃｅ ａｎｄ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ａｎａｌｙｓｅ ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｃｏｎｓｕｍｅｄ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｕｒｐｏｓｅｓ ｉｎ
Ｃｈｅｎｇｄｕ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ａ ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ ａｎｄ ａ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｖｅ ｓｅａｓｏｎａｌ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ａｕｔｏｒｅ￣ｇｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｍｏｖｉｎｇ ａｖｅｒａｇｅ (ＡＲＩＭＡ) ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｄｅｍａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｐｕｒｐｏｓｅｓ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｖａｌｕａｂｌｅ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｌｏｏｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｃｅｎｔｅｒｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｂｏｔｈ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｃｏｎｓｕｍｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ２００６ ｔｏ ２０１６ ｉｎ
Ｃｈｅｎｇｄｕ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｄｅｍａｎｄ ｆｒｏｍ Ｏｃｔ ｔｏ Ｄｅｃ ｉｎ ２０１６ ａｎｄ Ｊａｎ ｔｏ Ｍａｒ ｉｎ ２０１７. Ｔｈｅ ｇｏｏｄｎｅｓｓ ｏｆ ｆｉｔ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ａｓ ｗｅｌｌ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｆｏｒ ｔｈｅ
ＡＲＩＭＡ (０ꎬ１ꎬ１) Ｍｏｄｅｌｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ Ｔｒｕｔｈ ｖｓ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ １ ７１％、－７ ４５％、－３ １４％、－７ ６６％、－
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２ ５８％、－５ ２１％、－８ １１％、－７ ３４％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１)１２ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｗｅｌｌ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｄｅｍａｎｄ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｏｒｙ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＡＲＩＭＡ ｍｏｄｅｌꎻＴｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｓｅａｓｏｎａｌ ＡＲＩＭＡ ｍｏｄｅｌꎻＣｌｉｎｉｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｄｅｍａｎｄｉｎｇꎻＲｅｌａｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ

临床供血量是血液中心管理的最基础和最重要的指标

之一ꎬ血液中心面临的临床供血量受人口结构、医疗配置改

革及社会经济发展等多种因素影响ꎬ且各种因素之间又保持

着错综复杂的联系并不易准确测定ꎬ因此ꎬ用确定性数学模

型来分析和预测比较困难ꎮ 基于前人的研究基础ꎬ我们尝试

应用非确定性数学模型建模ꎬ从动态分析的角度认为临床月

供血量序列是一个时序ꎬ可利用其历史值分析得出其规律

性ꎬ并预测未来值ꎬ利用时间序列模型中自回归求和移动平

均模型(Ａｕｔｏｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｏｖｉｎｇ ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｄｅｌꎬＡＲＩ￣
ＭＡ)对成都市临床月供血量进行分析并建立 ＡＲＩＭＡ 模型和

乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型[１] ꎮ 由于红细胞类产品是临床最常用
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血液成分ꎬ且与无偿献血人数密切相关ꎬ受制于红细胞类制

品(冰冻红细胞除外)的最长保存周期只有 ３５ ｄꎬ我们认为收

集红细胞类临床月供血量进行建模为妥ꎮ 但由于临床月供

血量有诸多影响因素ꎬ如地震、火灾等ꎬ但是地震、火灾等是

短期的局部变动ꎬ其影响血量变动只维持短期ꎬ而成都血液

中心每月的供血量较大ꎬ使得突发事件所增加的供血量不发

生较明显的波动ꎬ因此在本文中不予考虑ꎬ可在其他文章中

单独深入研究ꎬ并且 ＡＲＩＭＡ 模型是一种精度较高的短期预

测法ꎬ长期趋势的预测方面需要不断补充新样本ꎬ重新修正

模型以实现对新的时期的短期预测[２] ꎮ 我们以一季度为周

期ꎬ在实际数据基础上及时修正预测模型 ＡＲＩＭＡ 模型预测

月临床供血量的运用对于血液中心管理领域是很有意义ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 一般资料　 收集成都市血液中心 ２００６ 年 １ 月－２０１７ 年

３ 月年红细胞类月临床供血量数据ꎮ 数据来源于成都市血液

中心管理软件统计ꎬ每 ２００ ｍＬ 全血制备的产品为 １ Ｕꎮ 资料

准确可靠ꎮ
１ ２　 研究内容　 根据数据序列的分布特点ꎬ利用 ＡＲＩＭＡ 模

型和乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型对 ２００６ 年 １ 月－２０１６ 年 ９ 月血液

供血量进行拟合ꎬ预测 ２０１６ 年 １０－１２ 月和 ２０１７ 年 １－３ 月的

数据ꎬ对模型的拟合效果进行考核ꎬ最后得到预测的结果ꎮ
其过程按以下 ４ 个阶段进行:模型识别ꎬ建立模型ꎬ模型检

验ꎬ模型预测ꎮ 最后对供血量的预测值与实际值之间的相对

误差进行比较ꎬ对预测效果进行分析评价ꎮ 由于血液需求量

数据获得受限ꎬ而成都血液中心能够满足每月临床血液的需

求量ꎬ因此在本文中ꎬ用临床月供血量未来预测值代表血液

的未来月需求量ꎮ
１ ３　 研究方法

１ ３ １　 ＡＲＩＭＡ 模型　 ＡＲＩＭＡ 模型又被称作 Ｂｏｘ￣Ｊｅｎｋｉｎｓ 模

型ꎬＡＲＩＭＡ(ｐꎬｄꎬｑ)模型中ꎬｐ 为自回归项ꎬｑ 为移动平均回归

项ꎬＡＲ 为自回归ꎬＭＡ 为移动平均ꎬ而 ｄ 为所观察的时间序列

进行差分的次数ꎮ ＡＲＩＭＡ 模型的优势在于能够准确的预测

具有季节周期性的指标数据ꎬＡＲＩＭＡ 模型中的月度或者季

度模型能够很好把被解释变量的非线性特点展现出来ꎬＡＲＩ￣

ＭＡ 模型在预测时ꎬ不需要了解解释变量的预测值ꎬ并且

ＡＲＩＭＡ 模型还能比较有效地处理自相关非平稳数据ꎬ有较

强的短期预测能力ꎮ 由于具有季节性的时间序列ꎬ短期的相

关性和季节效应不能够可加性地、简单地获取ꎬ并且这类时

间序列短期的相关性和季节效应之间存在错综复杂的关联

性ꎬ因此假设短期相关性和季节效应之间存在着乘积的关

系ꎬ因此选择乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型进行预测ꎮ 乘积季节

ＡＲＩＭＡ 模型拥有 ＡＲＩＭＡ 模型的所有优点ꎬ最重要的是ꎬ该
模型所针对的处理对象就是存在季节变动的时间序列ꎬ因
此ꎬ本文选取 ＡＲＩＭＡ 模型预测、分析血液供血量具有较强的

理论支撑ꎮ
１ ３ ２　 模型识别　 ＡＲＩＭＡ 模型建立的首要条件是所观察的

时间序列必须是平稳的ꎬ再根据能够描述序列特征的一些统

计量ꎬ例如自相关与偏自相关函数来对 ＡＲＩＭＡ 模型的阶数 ｐ
与 ｑ 进行确定ꎮ 对于一个平稳的时间序列:(１)若自相关函

数是 ｑ 阶截尾ꎬ偏自相关函数是拖尾的ꎬ则可选择 ＭＡ(ｑ)模
型ꎻ(２)若自相关函数是拖尾的ꎬ偏自相关函数是 ｐ 阶截尾ꎬ
则选取 ＡＲ(ｐ)模型ꎻ(３)若自相关和偏自相关函数是拖尾

的ꎬ则选取 ＡＲＭＡ(ｐꎬｑ)模型ꎻ(４)判断该平稳的时间序列是

否存在季节性ꎬ并确定 ＡＲＩＭＡ(ｐꎬｄꎬｑ)或者 ＡＲＩＭＡ(ＰꎬＤꎬ
Ｑ)ꎮ
１ ３ ３　 模型检验　 对于 １ 个 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ通过 Ｑ 统计量的

值判断残差序列是否为白噪声序列ꎬ最终检验模型ꎮ 对于多

个 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ可以通过检验模型的残差序列的方差以及

模型的拟合效果ꎬ来检验模型的模型的预测效果ꎮ
１ ３ ４　 模型预测 　 根据所确定的 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ得出预测

值ꎬ并对比预测值与真实值之间的差异ꎬ并得出结果ꎮ
１ ３　 统计学方法　 通过 Ｅｘｃｅｌ２００７ 软件对成都市血液中心

临床月供血量的数据进行整理ꎻ运用 Ｅｖｉｅｗｓ８ ０ 软件构建

ＡＲＩＭＡ 模型和乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ进行统计分析[３] ꎮ

２　 结果

２ １　 供血量变化趋势　 本文收集了 ２００６ 年 １ 月－２０１７ 年 ３
月成都市血液中心临床月供血量的数据ꎬ记为 ｙꎮ

表 １　 ２００６ 年 １ 月－２０１６ 年 ９ 月成都市血液中心临床月供血量数据 (Ｕ)

２００６ 年 ２００７ 年 ２００８ 年 ２００９ 年 ２０１０ 年 ２０１１ 年 ２０１２ 年 ２０１３ 年 ２０１４ 年 ２０１５ 年 ２０１６ 年

１ 月 ７ ６２０ １０ ７２５ １３ ０３７ １２ ５１２ １７ ３７４ １８ ００４ １８ ５５４ ２２ ５３６ ２１ ８８５ ２３ ７９９ ２６ ３５３
２ 月 ７ ５７４ ８ ０９４ ９ ２９７ １５ ８４８ １３ ５４４ １４ ３６０ ２１ ７６３ １７ ８０６ １７ ４１１ １７ ６６２ ２１ ７５６
３ 月 １１ ０６８ １１ ７６７ １３ ７２６ １７ ８４０ ２１ ４９０ ２１ ６３９ ２２ ２８５ ２３ ９０１ ２３ ８８４ ２６ ４０７ ２９ ３７８
４ 月 １１ ３０８ １３ ２３３ １４ ４６３ １８ ５３９ ２０ ９１７ ２０ ４９３ ２１ ６８１ ２４ ４０８ ２３ ９０９ ２３ ６３５ ２６ ８８０
５ 月 ９ ７３７ １１ ８３０ １２ ８７２ １７ ２１８ ２０ ３９４ ２０ ２３４ ２３ ２１５ ２４ ５４３ ２４ ２５２ ２３ ２３３ ２５ ９２７
６ 月 １０ ３１３ １２ ４４１ １５ ９６８ １９ ３２５ ２０ １６２ ２０ ２４９ ２１ ３０４ ２１ ６６６ ２１ ２６５ ２３ ０２３ ２４ ０７４
７ 月 ９ ３８０ １２ １８５ １５ ３５８ １９ ９９０ ２０ ７５２ １９ ５６５ ２２ ４３８ ２２ ９１８ ２４ ４０８ ２４ ３９１ ２３ ４８９
８ 月 ９ ７２４ １１ １３４ １３ ８５５ ２０ ２８１ １９ ９３３ ２０ ０７３ ２１ ５３１ ２３ ０２１ ２３ １３７ ２４ ０７５ ２４ ７１６
９ 月 １０ ３３０ １１ ４５９ １４ ７８１ ２１ １０１ １９ ５５２ １９ １７１ １８ ７５７ ２１ ５６９ ２６ ５３１ ２６ ４７１ ２７ ３５５
１０ 月 １０ ５７２ １２ ３８３ １５ ８５４ １７ ７９１ １７ １８７ ２０ ９４０ ２１ ４１９ ２０ ４１３ ２２ ２０６ ２３ ５３８
１１ 月 １０ ７８１ １２ ７０１ １５ ４７８ １８ ６７８ １９ ４１３ ２１ ２７２ ２１ ８２４ ２１ ４８２ ２３ ６５０ ２７ ５１８
１２ 月 １１ ３８７ １３ ０３６ １６ ４２９ １９ ６５３ １９ ６９０ ２０ ８３７ ２０ ８１２ ２２ ６１９ ２６ ２１１ ２３ ０９１

数据来源:成都市血液中心管理软件统计

使用 Ｅｖｉｅｗｓ８ ０ 软件对 ２００６ 年 １－９ 月成都市血液中心

临床月供血量数据的平稳性进行检验ꎬ选取相应的模型和检

验模型ꎬ进行预测ꎬ并将 ２０１６ 年 １０－１２ 月以及 ２０１７ 年 １－３ 月

的数据用于模型的验证ꎮ 时间序列数据变化情况如下图 １ꎮ
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图 １　 ２００６ ０１—２０１５ １２成都市血液中心临床月供血量变化情况

从 ２００６ 年 １ 月至 ２０１７ 年 ３ 月成都市血液中心临床月供

血量时序图可以看出该序列不但有递增的趋势性ꎬ并且整体

上存在明显的季节波动ꎬ并且可以明显观察到一个季节周

期ꎬ可以取为 １２ 个月ꎬ在每年的 ３ 月份呈现出高峰ꎬ并在每

年的 ２ 月份以及 １０ 月份呈现低谷ꎬ并且每年显示出递增的

趋势ꎬ由此说明临床月供血量序列为不平稳性的时间序列ꎮ
２ ２　 模型的识别

２ ２ １　 消除季节性和长期趋势性　 本文运用 １２－期中心移

动平均法计算移动平均值ꎬ最后计算出季节指数ꎬ其结果为

下表 ２ꎮ 季节指数的总计为 １２ꎬ根据所得的结果将原临床月

供血量数据除以季节指数得到新的时间序列值ꎬ记为 ｘꎬ由于

原来的临床月供血量存在着趋势性ꎬ并且是不稳定的序列ꎬ
现对消除季节性的时间序列 ｘ 进行一阶差分ꎬ记为 ｄｘꎬ并对

生成的数据 ｄｘ 进行 ＡＤＦ 检验ꎬ结果如下表 ３ꎮ 原假设为序

列存在单位根ꎬ从去趋势、季节波动后序列的 ＡＤＦ 单位根检

验结果检中可以看出ꎬＡＤＦ 值为－１０ ８０９ ４４<ｌｅｖｅｌ(１)、ｌｅｖｅｌ
(２)、ｌｅｖｅｌ(３)的 ３ 个水平条件下的值ꎬ并且其 ｐ ＝ ０ ０００ ０ꎬ所
以不能接受原假设ꎬ即序列不存在单位根ꎬ故该序列为 １ 个

平稳序列ꎮ
表 ２　 所计算的季节指数

月份 季节指数 月份 季节指数 月份 季节指数

１ ０ ９５５ ０ ５ １ ０２７ ８ ９ １ ００８ ０
２ ０ ８０６ ４ ６ １ ０２１ ５ １０ ０ ９７２ １
３ １ ０８２ ３ ７ １ ０３３ ４ １１ １ ０１２ ８
４ １ ０６６ ３ ８ ０ ９９７ ３ １２ １ ０１７ ２

总计 １２ ０００ ０

表 ３　 去趋势、季节波动后序列的 ＡＤＦ 单位根检验结果

项目 ｔ 相伴概率

ＡＤＦ 检验统计量 －１０ ８０９ ４ ０ ０００ ０
检验临界值 １％ Ｌｅｖｅｌ －３ ４８３ ３

５％ Ｌｅｖｅｌ －２ ８８４ ７
１０％ Ｌｅｖｅｌ －２ ５７９ ２

２ ２ ２　 模型的识别　 在对临床月供血量进行剔除长期趋势

和季节变动的处理后ꎬ最终得到一阶差分后的临床月供血量

序列 ｄｘꎬ观察的自相关和偏自相关图ꎬ发现自相关函数近似

截尾ꎬ偏自相关函数 ３ 阶拖尾ꎬ初步确定 Ｐ ＝ １ꎬｑ ＝ ３ꎮ 本文选

择 Ｐ ＝ ０、１、２ꎬ以及 ｑ＝ ０、１、２、３、４ꎬ并依次对其进行验证ꎬ判断

标准为 ＡＩＣ 准则ꎬ根据 ＡＩＣ 的值进行判断ꎬ其值越小ꎬ则模型

的效果越好ꎮ 而季节性 ＡＲＩＭＡ 模型的 Ｐ、Ｑ 定阶标准参考文

献研究[４] ꎬ说明 Ｐ 和 Ｑ 极少数的情况下超过 ２ꎬ故本文假设 Ｐ
＝ ０、１、２ꎬＱ＝ ０、１、２ꎬ对各种模型组合进行检验并分析ꎬ对比结

果为下表 ４ 所示ꎮ 从 ＡＲＩＭＡ(ｐꎬｄꎬｑ)模型的 ＡＩＣ 值可以看

出ꎬ当 ｐ＝ ０ꎬｑ＝ １ 和 ｐ ＝ ０ꎬｑ ＝ ２ 时 ＡＩＣ 的值相对最小ꎬ同时根

据所有备选模型的估计拟合效果以及残差序列的白噪声检

验等综合因素ꎬ初步筛选出以下 ３ 个模型:ＡＲＩＭＡ(０１ꎬ１)、
ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２、ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(２ꎬ１ꎬ１) １２ꎮ

表 ４　 ＡＲＩＭＡ(ｐꎬｄꎬｑ)模型的 ＡＩＩＣ 值

ＡＩＣ ｑ
０ １ ２ ３ ４

ｐ ０ １７ ９３９ ８３ １７ ４２７ １９ １７ ４３６ ５８ １７ ４５０ ２５ １７ ４５６ ７４
１ １７ ６１３ ６９ １７ ４４０ ３６ １７ ４５６ １０ １７ ４６４ ６９ １７ ４６９ ３８
２ １７ ５１３ ４５ １７ ４６３ ０４ １７ ４６２ ７４ １７ ４６４ ７８ １７ ４８０ ４９

２ ２ ３　 模型诊断　 运用 Ｅｖｉｅｗｓ８ ０ 软件对 ３ 个模型进行估

计ꎬ采用的估计方法为最小二乘法ꎬ对 ３ 个备选模型残差序

列的白噪声检验ꎬ统计各个备选模型的拟合优度统计量ꎬ结
果汇总为表 ７ꎮ 对 ３ 个备选模型进行建模ꎬ得到各个参数的

系数、Ｔ 统计量的值和概率ꎬ从表 ４ 备选模型的参数估计及

检验结果中可以知道ꎬ３ 个备选模型的各参数的概率均 <
０ ０５ꎬ说明 ３ 个备选模型的参数都是显著的ꎮ 然后检验模型

的合理性进行检验ꎬ结果为表 ５ꎮ 模型的显著性检验主要检

验模型的有效性ꎮ 一个模型是否有效主要看它提取的信息

是否充分ꎬ１ 个好的拟合模型应该确保残差序列为白噪声ꎮ
对拟合模型的残差序列进行白噪声检验ꎬ对备选模型的残差

序列分别进行 Ｑ 统计量的检验ꎬ从检验结果表 ６ 可以看出ꎬ
在延迟的期数分别为 ８、１６、２４、３６ 时ꎬＱ 统计量的 Ｐ 值均>
０ ０５ꎬ即 Ｂｏｘ￣Ｌｊｕｎｇ 统计量没有显著性ꎬ因此不能拒绝该残差

序列是纯随机的假设ꎬ可以认为 ４ 个模型的识别都是合

适的ꎮ
根据模型检验的结果中ꎬ可知 ３ 个模型的根据 Ａｋａｉｋｅ 信

息准则、施瓦茨准则、残差序列的标准差可知ꎬ当 ＡＩＣ、
Ｓｔｄ Ｄｅｖ 以及 ＳＢＣ 的值越小ꎬ则模型的预测效果越好ꎬ故根据

综合比较ꎬＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)和 ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２为 ３
个备选模型中拟合效果较好的模型ꎬ故综述所示ꎬ所选取的

模型的公式为:
ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１):(１－Ｂ)Ｘ ｔ ＝(１＋０ ６６５Ｂ)εｔ

ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２:(１＋０ ４５６ ９Ｂ１２)(１－Ｂ)(１－
Ｂ１２)Ｘ ｔ ＝(１＋０ ６９８ ９Ｂ)(１－２３ ５６９ ０Ｂ１２)εｔ(Ｂ 为滞后算子)

表 ５　 备选模型的参数估计及检验结果

ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１) ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２ ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(２ꎬ１ꎬ１) １２

系数 Ｔ Ｐ 系数 Ｔ Ｐ 系数 Ｔ Ｐ
ＭＡ(１) －０ ６６５ ０ －１０ １３９ １ ０ ０００ ０ －０ ６９８ ９ －１０ ４７９ ４ ０ ０００ ０ －０ ７６２ ６ －１１ ０５７ ９ ０ ０００ ０
ＳＡＲ(１２) －０ ４５６ ９ －４ ５２９ ３ ０ ０００ ０ ０ ８２０ ８ ７ ３２９ ９ ０ ０００ ０
ＳＡＲ(２４) －０ １８４ ３ －１ ７１４ ８ ０ ０８９ ５
ＳＭＡ(１２) ０ ８５４ ９ ２３ ５６９ ２ ０ ０００ ０ －０ ８３８ ０ －２２ ３５５ ２ ０ ０００ ０
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表 ６　 备选模型残差序列的白噪声检验

延迟
ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１) ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２ ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(２ꎬ１ꎬ１) １２

Ｑ 值 Ｐ 值 Ｑ 值 Ｐ 值 Ｑ 值 Ｐ 值

８ １３ ９２４ ０ ０ ０５３ ０ ８ ２４３ ９ ０ １４３ ０ ８ ０６７ ３ ０ ０８９ ０
１６ ２０ ５９２ ０ ０ １５０ ０ １５ ８４８ ０ ０ ２５７ ０ １２ １４２ ０ ０ ４３４ ０
２４ ２８ ６４１ ０ １９３ ０ １９ ３７５ ０ ０ ５６１ ０ １４ ２６８ ０ ０ ８１７ ０
３２ ４０ ２５９ ０ ０ １２３ ０ ３０ ２４３ ０ ０ ４０２ ０ ２３ ８０１ ０ ６９２ ０

表 ７　 备选模型的拟合优度统计量

ＡＲＩＭＡ
(０ꎬ１ꎬ１)

ＡＲＩＭＡ
(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１)１２

ＡＲＩＭＡ
(０ꎬ１ꎬ１)×(２ꎬ１ꎬ１)１２

ＡＩＣ １７ ４９９ ８ １７ ４８４ ８ １７ ５５４ ５
Ｓｔｄ Ｄｅｖ(残差序列的标准差) １ ４７１ ０２３ ０ １ ４４７ ０４６ ０ １ ５１４ ０１０ ０

ＳＢＣ(施瓦茨准则) １７ ５２２ １ １７ ５５６ ０ １７ ６５６ ２

２ ２ ４　 模型预测与评价　 模型预测就是根据供血量时间序

列以往的历史数据ꎬ运用季节乘积 ＡＲＩＭＡ 模型对未来的一

段时间的供血量进行推测ꎮ 通过得到的样本外数据的预测

值ꎬ将其与实际值比较ꎬ结果见表 ８ꎮ 从表 ８ 模型预测值与实

际值比较中可以看出ꎬ该表中的预测值均为乘以季节指数后

的数据ꎬＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)模型的平均相对误差的绝对值比

ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２模型的大ꎬ因此可以说明 ＡＲＩＭＡ
(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２模型是预测效果相对最好的模型ꎬ未来 ６
个月的预测相对误差分别为 ２ ５１％、－ ３ ７５％、－ ２ ５８％、－
５ ２１％、－ ８ １１％、 － ７ ３４％ꎬ其平均相对误差的绝对值为

４ ０８％ꎬ故预测结果较好ꎬ不过随着预测期的加长ꎬ预测的相

对误差逐渐加大ꎬ同时不确定因素增多使得预测的相对误差

的绝对值频繁达到 ５％以上ꎮ 故在未来的预测过程中ꎬ可对

预测期较短的序列进行预测ꎮ 此次的预测进一步印证了

ＡＲＩＭＡ 模型是一种精度较高的短期预测法ꎮ 对 ２００６ 年 １ 月

到 ２０１６ 年 ９ 月的数据运用 ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１) ×(１ꎬ１ꎬ１) １２模型

进行“Ｓｔａｔｉｃ”方法预测ꎬ并得到该消除季节性的供血量 ｘ 序

列的预测值和在置信水平为 ９５％时的置信区间ꎬ结果为图

２ꎮ 从图中可以看出所得到的预测值波动性较大ꎬ协方差的

比例为 ０ ９５０ ９ꎬ偏差比和方差比分别为 ０ ０４８ １、０ ０００ ９ꎬ协
方差的比例越大、偏差比和方差比越小表明了模型的拟合效

果理想ꎮ 并对消除季节性的供血量真实值与预测值的变动

进行对比ꎬ结果为图 ３ꎬ从该图中可以看出ꎬ所预测出的消除

季节性的供血量的值与消除季节性的供血量真实值之间的

图形基本吻合ꎬ这表明较好的模拟了实际序列的波动ꎮ 但在

２０１１ 年中旬时ꎬ预测值与实际值出现严重的偏差ꎬ这有可能

是其他因素造成的ꎬ在将来的研究中ꎬ可以对出现异常的情

况进入深入的研究ꎬ在此不做过多的解释ꎮ

表 ８　 模型预测值与实际值比较

实际值
ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１) ＡＲＩＭＡ(０ꎬ１ꎬ１)×(１ꎬ１ꎬ１) １２

预测值 相对误差(％) 预测值 相对误差(％)
２０１６ 年 １０ 月 ２４２１２ ２４６２５ ０４６４９ １ ７１％ ２４ ８２０ ２ ５０９ ２ ５１％
２０１６ 年 １１ 月 ２７ ７２２ ２５ ６５６ ２３ ３３５ －７ ４５％ ２６ ６８２ ５ ４５０ －３ ７５％
２０１６ 年 １２ 月 ２６ ６０２ ２５ ７６７ ０８ ７２４ －３ １４％ ２５ ９１６ ４ ８４５ －２ ５８％
２０１７ 年 ０１ 月 ２６ １９８ ２４ １９１ ７９ ２６９ －７ ６６％ ２４ ８３３ １ ２８７ －５ ２１％
２０１７ 年 ０２ 月 ２４ １０４ ２０ ４２８ ０４２ －１５ ２５％ ２２ １４８ ３ ６４１ －８ １１％
２０１７ 年 ０３ 月 ３０ ３７５ ２７ ４１６ ７０ ８１９ －９ ７４％ ２８ １４５ ８ ５１５ －７ ３４％

平均相对误差 －６ ９２％ －４ ０８％

注:相对误差＝(预测值－实际值) / 预测值×１００％

图 ２　 消除季节性的供血量 ｘ 的预测值

３　 讨论

３ １　 模型的建立与选择　 本文使用的 ＡＲＩＭＡ 模型和乘积

季节 ＡＲＩＭＡ 模型对临床血液供血量提供了较好的预测ꎬ
ＡＲＩＭＡ 模型是一种精度较高的短期预测法ꎬ该模型适供范

围广ꎬ实供性强ꎮ 临床血液供血量的时间序列数据属于具有

趋势性和季节性周期变化的非平稳时间序列ꎮ 通过观察序

列趋势ꎬ进一步对原数据进行消除季节性、趋势性并运用单

位根检验检验其平稳性ꎬ形成的序列已经成为平稳时间序

列ꎬ符合 ＡＲＩＭＡ 模型的使用条件ꎮ 对所得到的平稳序列建

立 ＡＲＩＭＡ 模型和乘积季节 ＡＲＩＭＡ 模型ꎬ该模型通过检验后

在短期预测及应用上的误差较小ꎬ进一步说经 ＡＲＩＭＡ 模型

在临床血液预测上的适用性ꎮ

图 ３　 消除季节性的供血量真实值与预测值的变动对比
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ＡＲＩＭＡ 模型仍有很多更进一步的改进ꎬ不过根据奥卡

姆剃刀原理(Ｏｃｃａｍ′ｓ Ｒａｚｏｒ)ꎬ本文采供的 ＡＲＩＭＡ 模型已经

满足本方向的应用ꎮ 另外 ＡＲＩＭＡ 模型适供于短期预测ꎬ供
于血液制品时预测时间不应过长ꎬ并对建立的备选模型进行

比较ꎬ最后得出最优的模型为(１＋０ ４５６ ９Ｂ１２)(１－Ｂ)(１－Ｂ１２)
Ｘｔ ＝(１＋０ ６９８ ９Ｂ)(１－２３ ５６９ ０Ｂ１２)εｔꎮ
３ ２　 模型的预测意义及效果评价　 准确的预测月临床供血

量对血液中心的管理意义重大ꎬ管理学认为事前管理远远优

于事中及事后管理ꎬ为了能够做到事前管理需要对一些重要

指标的进行预测[５] ꎬ临床供血量是血液中心管理的最基础和

最重要的指标之一ꎬ合理运用本研究提出的模型ꎬ有助于解

决以下几方面的血液中心管理问题:首先ꎬ血液作为拯救生

命的特殊物质ꎬ是一种宝贵的资源ꎮ 再生需要一定时间ꎬ一
定时间内血液数量是有限的ꎮ 众所周知ꎬ血液具有一定的保

存期ꎬ现有技术对离体血液最多保存 ３５ ｄꎬ为保障供求关系

平衡ꎬ杜绝血液浪费[６] ꎮ
从表 １ 和图 １ 中可以看出临床供血量整体指数有上升

趋势ꎬ且有明显的季节波动ꎮ 面对临床大量血液需求及波动

和红细胞的时效性ꎬ通过运用本研究提出的模型ꎬ血液中心

可以将月临床供血量的时间序列数据带入模型中进行计算

来预测未来 １ 季度的月度临床供血量ꎬ管理部门可以依据该

数据对各业务科室进行动态管理ꎮ 便于指导血液机构的献

血招募、血液采集ꎬ血液检测和库存管理等相关业务工作ꎮ
其次ꎬ虽然收集的数据是月临床供血量ꎬ但可以根据 １ 单位

红细胞类产品来源于 ２００ ｍＬ 全血ꎬ估算月献血人次ꎬ对于血

液中心未来献血招募提供了参考依据ꎬ例如在表 ７ 反映出依

据本研究的预测模型 ２０１６ 年 １０－１２ 月和 ２０１７ 年 １－３ 月临

床血液月供血量分别为 ２４ ８２０ Ｕ ２ ５０９ Ｕ、２６ ６８２ ５ ４５０ Ｕ、
２５ ９１６ ４ ８４５ Ｕ、２４ ８３３ １ ２８７ Ｕ、２２ １４８ ３ ６４１ Ｕ、２８ １４５ ８
５１５ Ｕ 单位ꎻ实际值分别为 ２４ ２１２ Ｕ、２７ ７２２ Ｕ、２６ ６０２ Ｕ、２６
１９８ Ｕ、２４ １０４ Ｕ、３０３ ７５２ Ｕꎬ该季度的临床供血量相较于上年

度同期有了突然的提升ꎬ那么中心则需要考虑提前招募宣

传ꎬ优化采供血ꎬ检验ꎬ制备ꎬ行政ꎬ后勤等工作人员ꎬ以及购

买必要的设备和耗材ꎬ只有充分运用预测模型才能真正的做

到事前管理ꎮ 再次ꎬ准确的预测临床月供血量数据能够为管

理部门工作指明方向ꎮ
自 １９９８ 年«献血法»颁布实施以来ꎬ国内血液中心采集

的血液全部来自无偿献血ꎬ并在一段时间内满足了临床用血

需求ꎮ 然而随着社会发展ꎬ用血量增加血液供应紧张的局

面ꎬ在近几年开始不断出现[７]血液中心承担着无偿献血招募

和提供临床用血任务ꎬ我们运用 ＡＲＩＭＡ 预测模型能够预测

出未来 １ 季度临床供血量ꎬ以此为依据宏观调配医疗资源ꎮ
一方面加大宣传无偿献血招募工作ꎬ另一方面ꎬ依据«医疗机

构临床用血管理办法»ꎬ与上级卫生行政部门沟通ꎬ开展临床

合理供血评估与管理工作ꎬ缓解血液供应紧张的局面[８－９] ꎮ
对于本文的研究对象而言ꎬ由于临床血液需求量相关数

据的获得性受到限制ꎬ使得所研究的数据不够完备ꎬ并且临

床血液需求量的数据还受其他外生变量的影响ꎬ本文所选取

的方法并不能将此考虑到内ꎬ故笔者在写在过程中将之忽

略ꎬ在未来的研究中ꎬ应该对该方面进行深入的研究ꎮ 总而

言之ꎬＡＲＩＭＡ 预测模型预测月临床供血量的运用对于卫生

管理领域是很有意义的ꎬ凡事预则立ꎬ不预则废ꎬ唯有准确的

预知未来月临床供血量ꎬ血液中心才能做到事前管理ꎬ不至

于面对未来激增的月临床供血量措手不及ꎮ
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论著

咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿无偿献血人群年龄分布及其变化趋势

钟建玲△ 　 刘亚军　 罗晓娟　 史亚平　 陈小妮 (咸阳市中心血站ꎬ陕西 咸阳　 ７１２０４６)

　 　 摘要:目的　 分析研究咸阳地区近年来自愿无偿献血者的年龄分布特点及其变化趋势ꎬ为持续改进无偿献血者

招募策略提供依据ꎮ 方法　 对咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿无偿献血者(３６７ ８８９ 人次)年龄、性别、献血地点、献血类

型等相关信息ꎬ采用全样本统计分析ꎮ 结果　 咸阳地区无偿献血人群中ꎬ１８~ ２５ 岁年龄组献血者比例从 ２００９ 年的

６３ ０２％逐年大幅下降到 ２０１５ 年的 ２８ ５８％ꎬ２０１６ 年 ３０ ３９％ꎬ２６ ~ ３５ 岁和 ３６ ~ ４５ 岁献血者年龄组则呈逐年小幅增

长ꎬ２０１３ 年达高峰ꎬ２０１４ 年、２０１５ 年又逐渐下降ꎻ４６~５５ 岁和 ５６~ ６０ 岁年龄组呈逐年上升趋势ꎻ各年龄组献血者中ꎬ
男性均高于女性ꎬ女性以 １８~２５ 岁年龄组献血者比例最高(４２ ２０％) ꎬ以 ２６~３５ 岁年龄组最低(２８ １４％)ꎻ郊县 ２６~
３５ 岁、３６~４５ 岁、４６~５５ 岁年龄组献血者比例均高于城区ꎬ１８~２５ 岁年龄组城区(４１ ９８％)略高于郊县(３７ １１％)ꎬ５６
~６０ 岁年龄组城区(０ ７７％)是郊县(０ ２１％)的 ３ 倍多ꎮ 结论　 咸阳地区自愿无偿献血者的年龄在不断发生变化ꎬ
青年献血群体呈明显下降趋势ꎬ４６~６０ 岁献血群体逐年稳步上升ꎮ 咸阳地区要适时调整献血者招募策略ꎬ以 １８~ ４５
岁为宣传招募的重点人群ꎬ尤其以 １８~２５ 岁为甚ꎮ

关键词:无偿献血ꎻ献血者年龄ꎻ招募ꎻ咸阳地区ꎻ咸阳地区
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Ｊｉａｎｌｉｎｇꎬ ＬＩＵ Ｙａｊｕｎꎬ ＬＵＯ Ｘｉａｏｊｕａｎꎬ ＳＨＩ Ｙａｐｉｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｎｉ. Ｘｉａｎ ｙａｎｇ ｃｅｎｔｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｂａｎｋꎬ Ｓｈａａｎｘｉ ꎬ Ｘｉａｎ ｙａｎｇꎬ
７１２０４６ꎬＣｈｉｎａ.Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ:ＺＨＯＮＧ Ｊｉａｎｌｉｎｇ.

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｘｉａｎｙａｎｇ ｄｉｓｔｒｉｃｔ ｆｒｏｍ
２００９ ｔｏ ２０１６ꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｇｅ ａｎｄ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ. Ｗｅ ｈｏｐｅ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｏｕｌｄ ｈｅｌｐ ｉｍ￣
ｐｒｏｖｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｒｅｃｒｕｉｔｉｎｇ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３６７ ８８９ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｒｄｓ ｄｕｒｉｎｇ ２００９－
２０１６ ｉｎ Ｘｉａｎｙａｎｇ ａｒｅａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ａｇｅꎬ ｇｅｎｄｅｒꎬ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａ￣
ｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｂｙ ａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｎｃｌｕｄｅｓ ｔｈａｔ ｙｏｕｎｇ ｄｏｎｏｒｓ (≤２５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ)
ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ６３ ０２％ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｃａｓｅｓ ｉｎ ２００９ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｒａｔｉｏ ｄｒｏｐｐｅｄ ｅｖｅｒｙ ｙｅａｒ ｔｏ ２８ ５８％ ｉｎ ２０１５ ｗｉｔｈ ａ ｓｌｉｇｈｔ ｒｉｓｅ
ｔｏ ３０ ３９％ ｉｎ ２０１６. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ￣ａｇｅｄ ｄｏｎｏｒｓ (２６~３５ｙｅａｒｓ ｏｌｄ ａｎｄ ３６~４５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｅｖｅｒｙ ｙｅａｒ
ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｉｔｓ ｐｅａｋ ｉｎ ２０１３ ｔｈｅｎ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ２０１４ ａｎｄ ２０１５ꎻ Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｌｄｅｒ ｄｏｎｏｒｓ (４６ ~ ５５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ
ａｎｄ ５６~６０ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｆｒｏｍ ２００９ ｔｏ ２０１６. Ｆｏｒ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ｍａｌｅ ｄｏｎｏｒｓ ｅｘｃｅｅｄｅｄ ｆｅｍａｌｅ
ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ａｌｌ ａｇｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ (５７ ８０％) ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ ｄｏｎｏｒ ｇｒｏｕｐ (≤２５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒａｔｉｏ (７１ ８６％) ｆｅｌｌ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ２６~３５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ ｇｒｏｕｐ. Ａｓ ｆｏｒ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇｅｓｔ (≤２５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ａｎｄ
ｔｈｅ ｏｌｄｅｓｔ (５６~６０ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｄｏｎｏｒｓ ｆｒｏｍ ｕｒｂａｎ ａｒｅａ ｅｘｃｅｅｄｅｄ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｕｎｔｒｙｓｉｄｅ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｕｎｔｒｙｓｉｄｅ ｄｏ￣
ｎｏｒｓ ｂｅａｔ ｔｈｅ ｕｒｂａｎ ｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｍｉｎｏｒ ｅｄｇｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ａｇｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ
ｖａｒｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ｉｎ Ｘｉａｎｙａｎｇ ａｒｅａ. Ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙꎬ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒ ｒａｔｉｏ (≤２５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ
ｗｈｉｌｅ ｅｌｄｅｒ ｄｏｎｏｒ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ (４６~６０ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ) ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｔｅａｄｉｌｙ ｅｖｅｒｙ ｙｅａｒꎬ Ｔｈｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｒｅ￣
ｃｒｕｉｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｉｎ ｔｉｍｅꎬ ａｎｄ ｍｏｒｅ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｂｅ ｄｒａｗｎ ｔｏ ｙｏｕｎｇｅｒ ｄｏｎｏｒｓ ａｇｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ １８ ｔｏ ２５ ｙｅａｒｓ ｏｌｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎꎻ ａｇｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒꎻ ｒｅｃｒｕｉｔꎻ Ｘｉａｎｙａｎｇ

随着无偿献血知识的不断普及ꎬ无偿献血工作由城市向

农村不断推进ꎬ我国无偿献血者人群也在不断发生变化ꎬ其
中年龄结构是其变化之一ꎮ 关注和分析无偿献血者的年龄

结构特征ꎬ能够为制定并改进无偿献血者招募策略提供参考

依据ꎬ进而有针对性地进行无偿献血宣传和教育ꎬ不断发展

和壮大自愿无偿献血者队伍ꎬ为临床救治患者做好血液保

障ꎮ 现回顾分析咸阳地区近年来自愿无偿献血人群年龄分

布规律和变化趋势ꎬ报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 ２００９ 年 １ 月 １ 日－２０１６ 年 １２ 月 ３１ 日ꎬ在咸

阳地区自愿参加无偿献血的人群ꎬ共 ３６７ ８８９ 人(次)ꎬ其中

男性 ２４０ ７４８ 人(次)ꎬ女性 １２７ １４１ 人 (次)ꎻ全血献血者

３６１ ９０５ 人(次)ꎬ成分献血者 ５ ９８４ 人(次)ꎮ
１ ２　 方法 　 通过咸阳中心血站血液信息管理系统数据库

(唐山现代 ＳＨＩＮＯＷ９ ０)调查咸阳地区 ２００９ 年 １ 月 １ 日－

９７１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



２０１６ 年 １２ 月 ３１ 日自愿无偿献血者的献血人次ꎬ将献血者年

龄分为 ５ 个年龄组(１８ ~ ２５ 岁、２６ ~ ３５ 岁、３６ ~ ４５ 岁、４６ ~ ５５
岁和 ５６~６０ 岁)ꎮ 根据献血时间、献血性别、献血点、献血类

型(全血献血者或成分献血者)等相关信息ꎬ分析近 ８ 年来咸

阳地区自愿无偿献血人群的年龄结构特征及其变化趋势ꎬ各

年龄组不同性别献血者的占比、及不同献血点、不同献血类

型献血者的年龄结构ꎮ

２　 结果(表 １－４)

表 １　 咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿无偿献血者的年龄结构 (％)

献血人次 １８~２５ 岁 ２６~３５ 岁 ３６~４５ 岁 ４６~５５ 岁 ５６~６０ 岁

２００９ 年 ４２ ０５０ ２６ ４９９(６３ ０２) ７ １３０(１６ ９６) ６ ０１５(１４ ３０) ２ ４０６(５ ７２) ０
２０１０ 年 ４３ １４８ ２１ ６２９(５０ １３) ９ ４５４(２１ ９１) ８ ６２８(１９ ９９) ３ ４３７(７ ９７) ０
２０１１ 年 ４８ ５８６ ２１ ５２７(４４ ３１) １１ ４０４(２３ ４７) １１ １３７(２２ ９２) ４ ５１８(９ ３) ０
２０１２ 年 ４６ ７２７ １６ ７２７(３５ ８０) １１ ７８５(２５ ２２) １２ ６２６(２７ ０２) ５ ４０３(１１ ５６ １８６(０ ４０)
２０１３ 年 ４４ ８４２ １３ ３４８(２９ ７７) １１ ７２２(２６ １４) １３ ３７６(２９ ８３) ６ １４１(１３ ６９) ２５５(０ ５７)
２０１４ 年 ４５ ７１３ １３ ９３７(３０ ４９) １１ １４０(２４ ３７) １３ １４９(２８ ７６) ７ １７４(１５ ６９) ３１３(０ ６９)
２０１５ 年 ４６ ６０４ １３ ３２１(２８ ５８) １０ ９６９(２３ ５４) １３ ４１２(２８ ７８) ８ ４９４(１８ ２３) ４０８(０ ８８)
２０１６ 年 ５０ ２１９ １５ ２６２(３０ ３９) １１ ３５５(２２ ６１) １３ ４３７(２６ ７６) ９ ７１４(１９ ３４) ４５１(０ ９０)
合计 ３６７ ８８９ １４２ ２５０(３８ ６７) ８４ ９５９(２３ ０９) ９１ ７８０(２４ ９５) ４７ ２８７(１２ ８５) １ ６１３(０ ４４)

表 ２　 咸阳地区 ２００９－２０１６ 年不同性别献血者不同年龄组的构成 (％)
１８~２５ 岁 ２６~３５ 岁 ３６~４５ 岁 ４６~５５ 岁 ５６~６０ 岁

男性 ８２ ２２５(５７ ８０) ６１ ０５０(７１ ８６) ６４ ０２６(６９ ７６) ３２ ２８３(６８ ２８) １ １６４(７１ ３６)
女性 ６０ ０２４(４２ ２０) ２３ ９０９(２８ １４) ２７ ７５４(３０ ２４) １４ ９９６(３１ ７２) ４５８(２８ ２４)
合计 １４２ ２４９(１００ ０) ８４ ９５９(１００ ０) ９０ ７８０(１００ ０) ４７ ２７９(１００ ０) １ ６２２(１００ ０)

表 ３　 咸阳地区 ２００９－２０１６ 年不同采血点献血者(全血)年龄构成 (％)

１８~２５ 岁 ２６~３５ 岁 ３６~４５ 岁 ４６~５５ 岁 ５６~６０ 岁

郊县 ２２９ ４０７ ８５ １２４(３７ １１) ５３ ９４４(２３ ５１) ６０ ４１６(２６ ３４) ２９ ４３３(１２ ８３) ４９０(０ ２１)
城区 １３２ ４９８ ５５ ６２８(４１ ９８) ２９ １４９(２２ ００) ２９ ７５８(２２ ４６) １６ ９４５(１２ ７９) １ ０１８(０ ７７)
合计 ３６１ ９０５ １４０ ７５２(３８ ８９) ８３ ０９３(２２ ９６) ９０ １７４(２４ ９２) ４６ ３７８(１２ ８１) １ ５０８(０ ４２)

表 ４　 咸阳地区 ２００９－２０１６ 年不同献血类型献血者的年龄构成 (％)

１８~２５ 岁 ３６~３５ 岁 ３６~４５ 岁 ４６~５５ 岁 ５６~６０ 岁

全血献血者 ３６１ ９０５ １４０ ７５２(３８ ８９) ８３ ０９３(２２ ９６) ９０ １７４(２４ ９２) ４６ ３７８(１２ ８１) １ ５０８(０ ４２)
成分献血者 ５ ９８４ １ ４９７(２５ ０２) １ ８６６(３１ １８) １ ６０６(２６ ８４) ９０１(１５ ０５) １１４(１ ９１)

合计 ３６７ ８８９ １４２ ２４９(３８ ６７) ８４ ９５９(２３ ０９) ９１ ７８０(２４ ９５) ４７ ２７９(１２ ８５) １ ６２２(０ ４４)

３　 讨论

血液输注是临床救治患者不可替代的方式ꎬ而且近年来

随着国家医保政策的惠及和医疗技术的不断提高ꎬ血液需求

逐年上升ꎬ我国部分地区经常出现血液供应短缺〔１〕 ꎬ如何缓

解血液的供需矛盾ꎬ是每个采供血机构不得不思考的问题ꎮ
要保证血源ꎬ必须要建立一支庞大而相对稳定的无偿献血者

队伍ꎬ才能为保证临床用血需求提供保障ꎮ 针对献血者年龄

结构及其变化趋势进行科学细致的研究分析ꎬ指导采供血机

构采取有针对性地宣传和招募ꎬ扩大和维护献血者人群ꎬ成
为采供血工作的重中之重ꎮ 从咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿

无偿献血人群年龄分布统计结果我们可以看出:１)青年无偿

献血人群大量减少ꎮ １８ ~ ２５ 岁年龄组比例从 ２００９ 年的

６３ ０２％逐 年 大 幅 下 降 到 ２０１３ 年 的 ２９ ７７％ꎬ ２０１４ 年

３０ ４９％ꎬ２０１５ 年 ２８ ５８％ꎬ２０１６ 年 ３０ ３９％(表 １)ꎬ近 ４ 年上

下波动ꎬ不能稳步上升ꎬ这与年轻人是国内许多地区的无偿

献血主力军〔２－４〕报道不一致ꎮ 我们分析认为ꎬ这与当前我国

社会正迈向老龄化ꎬ年轻人所占人口比例不断下降的趋势是

一致的ꎻ同时更重要的是年轻人的献血态度与行为受到了近

年来不良社会心态和负面新闻报道(如血浆浇花、郭美美事

件)等的影响ꎬ对无偿献血这一公益事业产生信任危机ꎬ故而

参与无偿献血的热情明显降低ꎻ其次与一部分青年人信仰缺

失和功利化与实用主义的处事态度有关ꎻ还有部分高校老师

认为献血会影响学生的身体状况ꎬ不大支持ꎻ最为主要的就

是咸阳地区高校较多ꎬ而大专院校的学生就是 １８ ~ ２５ 岁ꎬ高
校每 ３~４ 年学生都在进行轮波更新ꎬ如果不定期对高校学生

进行无偿献血知识宣传教育ꎬ年轻人的认识就无法改变和提

高ꎬ故而不能积极参与到无偿献血工作中来ꎮ ２)男性献血者

比例明显高于女性献血者(表 ２)ꎬ这与其他地区的报道一

致〔５〕 ꎮ 尤其以 ２６~ ３５ 岁年龄组最低(２８ １４％)ꎮ 分析原因ꎬ
首先可能与女性自身生理特点密切相关ꎬ如处于月经期、哺
乳期、妊娠期等特殊生理周期无法进行献血活动ꎮ 其次ꎬ部
分女性对献血缺乏勇气ꎮ 再次ꎬ当代女性尤其是已婚女性ꎬ
除完成本职工作外ꎬ还承担着照顾家庭的重任ꎬ忙碌的工作

和生活也可能是导致女性献血者减少的原因之一ꎮ ３)２６ ~
５５ 岁献血者比例郊县高于城区ꎬ１８~ ２５ 岁、５６~ ６０ 岁年龄组

献血者比例城区高于郊县(表 ３)ꎮ 分析主要原因是咸阳城

区分布多所高校ꎬ部分 １８ ~ ２５ 岁的学生参与无偿献血ꎬ而郊

县则以当地常住居民献血为主ꎬ所以 １８~２５ 岁人群献血比例

城区高于郊县ꎮ ５６ ~ ６０ 岁人群献血比例城区是郊县的 ３ 倍

有余ꎬ这与多次献血者年龄可延长至 ６０ 岁的政策城区献血

人群知晓率高ꎬ信息传播快有关ꎬ其次是无偿献血工作开始

以城区为主ꎬ采血车去郊县的次数有限ꎬ所以这部分固定献

血者前几年就是献血的主力人群ꎬ主要分布在城区ꎮ ４)成分
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献血者 １８ ~ ２５ 岁年龄组比例(２５ ０２％) 低于全血献血者

(３８ ８９％)ꎬ其余各年龄组献血比例均高于全血献血者ꎮ 这

与咸阳地区成分血捐献点设置在市中心的固定献血点ꎬ以招

募稳定的重复献血者为主要招募策略ꎬ未对高校学生进行宣

传和招募有关ꎮ
通过对咸阳地区 ２００９－２０１６ 年自愿无偿献血人群年龄

分布及其变化趋势分析可以看出ꎬ咸阳地区无偿献血人群年

龄分布有其自身的特点ꎬ且不同献血人群的比例也在发生变

化ꎮ 据此我们采供血机构应该采取以下策略培育和发展相

对稳定的无偿献血者队伍ꎬ保证临床血液供应:１)以 １８ ~ ２５
岁的青壮年作为主要宣传和招募对象ꎬ加大对高校学生的教

育和培养ꎮ 与学校建立长期合作关系ꎬ定期组织志愿者开展

献血科普教育和宣传ꎬ使大学生们真正懂得献血无碍身体健

康的道理ꎮ 其次通过答疑解惑的方式消除年轻人对无偿献

血认识上的误区ꎬ培养年轻人热爱生活、关爱人生、互帮互

助、爱心施救的意识ꎬ使更多的在校学生能够参与到无偿献

血活动中来ꎬ充分发挥献血主力军的作用ꎮ ２)做好未成年人

的献血宣传教育工作ꎬ可以利用科普知识宣传让无偿献血知

识走进中小学ꎬ让孩子们从小就了解血液知识ꎬ并懂得成人

后有献血的义务ꎬ培育和发展他们成为无偿献血的后备军ꎮ
３)调动 ２６~５５ 岁人群的献血热情ꎬ普及献血科普知识ꎬ宣传

献血有益身体健康ꎬ加速新陈代谢刺激骨髓造血等ꎬ发扬奉

献、互助、友爱的人道主义精神ꎬ使这部分人群的献血比例稳

步上升ꎬ同时做好多次献血者到 ５５ ~ ６０ 岁ꎬ若身体健康符合

献血条件的献血者可以继续献血的宣传工作ꎬ使其中的部分

献血者坚持献血到 ６０ 岁ꎬ增加 ５６ ~ ６０ 岁的献血人群ꎮ ４)在
高校学生中开展成分献血者招募的做法ꎬ壮大成分血捐献队

伍ꎬ缓解咸阳地区机采血小板供需矛盾ꎮ 总之ꎬ本次统计分

析结果已为咸阳血站改进和完善无偿献血宣传和制定献血

者招募策略提供了有力的参考依据ꎮ
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优化宣传和招募对全血采集的效果评价

冯伟＃ 　 赵颖＃ 　 康建勋　 罗勋　 卢燕(成都市血液中心ꎬ四川 成都 ６１００４１)

　 　 摘要:目的　 分析优化宣传和招募对本市全血采集工作的影响ꎬ为制定科学的全血宣传和招募策略提供参考ꎮ
方法　 加大献血宣传投入ꎬ大力宣传献血知识ꎬ营造良好献血氛围ꎻ组建高素质无偿献血招募队伍ꎬ提升招募能力ꎻ
加强志愿者队伍建设ꎬ发挥志愿者作用ꎻ加强重复献血者和固定献血者保留ꎮ 结果　 全血采集从 ２０１３ 年的 １５８ ８９５
人次、２８１ １８６ Ｕꎬ增加到 ２０１５ 年的 １７４ ７４８ 人次、３０５ ５０５ Ｕꎻ传染性指标检测不合格率从 ２０１３ 年的 ５ ６９％下降到

２０１５ 年的 ３ ３６％ꎬ不同年份传染性指标检测不合格率统计分析差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论　 优化宣传和招

募工作ꎬ对成都市全血采集有积极作用ꎮ
关键词:宣传ꎻ招募ꎻ全血

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １　 Ｒ１９３ ３　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１８１￣０３
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ　 ＦＥＮＧ Ｗｅｉꎬ ＺＨＡＯ Ｙｉｎｇꎬ ＫＡＮＧ Ｊｉａｎｘｕｎꎬ
ＬＵＯ ＸｕｎꎬＬＵ Ｙａｎ. Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｂｌｏｏｄ ＣｅｎｔｅｒꎬＳｉｃｈｕａｎ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００４１ꎬＣｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔꎬ
ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｍａｋｉｎｇ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ｔｏ ｃｒｅ￣
ａｔｅ ａ ｇｏｏｄ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ. Ｆｏｒｍ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｔｅａｍ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ.
Ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｔｅａｍꎬａｎｄ ｅｘｅｒｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ. Ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｂｌｏｏｄ
ｄｏｎｏｒｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ １５８ ８９５ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ２８１ １８６ Ｕ ｉｎ ２０１３ꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ １７４ ７４８ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ３０５
５０５ Ｕ ｉｎ ２０１５.Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｉｎｄｅｘ ｄｅｃｌｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ５ ６９％ ｉｎ ２０１３ ｔｏ ３ ３６％ ｉｎ ２０１５ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ (Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｐａｇａｎｄａ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｈａｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｒｏｐａｇａｎｄａꎻ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔꎻ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ

１８１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



随着我国医疗技术的不断进步和医疗保障体系的不断

完善ꎬ临床血液需求出现了快速增长ꎮ 世界卫生组织提出ꎬ
人口献血率达 ｌ％－３％才能基本满足本国临床用血需求ꎬ而
２０１３ 年中国大陆人口献血率仅为 ０ ９４％ꎬ远远低于发达国家

的 ４％ [１] ꎮ 一部分采集的血液因为不能达到临床用血标准而

报废ꎬ而传染性指标不合格是最主要的原因ꎮ 目前ꎬ我国每

２００ ｍＬ 血液的成本费用在 ２２７ ３８－３４２ １４ 元之间[２] ꎬ成本

昂贵ꎮ 通过优化宣传和招募ꎬ扩大献血人群ꎬ保留重复献血

者和固定献血者ꎬ招募适宜的人群参加献血ꎬ避免高风险人

群参加献血ꎬ既能保障临床用血需求和用血安全ꎬ又能降低

血站运营成本ꎮ 我们通过分析优化宣传和招募对成都市全

血工作的影响ꎬ为制定科学的全血宣传和招募策略提供

参考ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 资料　 ２０１３－２０１５ 年共采集 ４９９ ５６６ 人份全血献血者

献血信息和血液标本ꎮ 献血者年龄在 １８－６０ 周岁ꎬ符合«献
血者健康要求»(ＧＢ１８４６７￣２０１１) 中的规定ꎮ
１ ２　 优化宣传与招募方法

１ ２ １　 加大无偿献血宣传投入ꎬ大力宣传献血知识ꎬ营造良

好献血氛围　 ２０１３ 年以前ꎬ宣传方式主要为在献血点现场宣

传、发放传单ꎮ 从 ２０１３ 年开始ꎬ加大了宣传投入ꎬ通过电视、
电台、报纸、海报、宣传栏、公交站台和地铁广告投放等多种

形式提高无偿献血知晓率ꎬ介绍«献血者健康要求»、公民用

血返还政策和宣传献血前注意事项ꎮ 从 ２０１３ 年开始ꎬ邀请

各行业突出人士担任形象代言人ꎬ借助重大节日、卫生宣传

日、献血表彰等ꎬ全方位、多形式宣传献血知识ꎮ
１ ２ ２　 组建高素质招募队伍ꎬ组建讲师团　 ２０１３ 年以前ꎬ招
募组仅有 １ 位工作人员ꎬ招募团队薄弱ꎮ 从 ２０１３ 年开始ꎬ中
心选拔具有多年采供血一线工作经历ꎬ无偿献血知识丰富、
具有亲和力、富有工作激情的员工充实招募团队ꎬ招募团队

扩增到 ８ 人ꎮ 定期开展培训ꎬ提升招募人员理论知识和实践

技能ꎬ增强与献血者沟通能力ꎬ培养与献血者友谊ꎮ 建立了

一支牢固掌握无偿献血招募的理论、有良好沟通技巧的高水

平献血招募队伍ꎮ 抽调各科室专家组建了一支高校讲师团ꎬ
深入高校宣讲献血知识ꎮ
１ ２ ３　 加强志愿者队伍建设ꎬ发挥志愿者作用 　 ２０１３ 年以

前ꎬ对志愿者队伍建设抓的不够ꎬ从 ２０１３ 年开始ꎬ加强了志

愿者队伍建设ꎬ现已累计成立无偿献血志愿者宣传服务队

１ ０００支ꎮ 各高校分学院都组建了高校志愿者队伍ꎮ 定期举

办培训班ꎬ提升志愿者服务水平ꎮ 每年完成高校采集后ꎬ邀
请高校志愿者参加座谈会ꎬ探讨宣传和招募工作的改进措

施ꎬ并对志愿者队伍表彰和感谢ꎮ ２０１３ 年构建了志愿者参与

无偿献血宣传、服务及相互交流的平台ꎮ ２０１３ 年组建了志愿

者现场服务队ꎬ志愿者参与街头献血招募和服务ꎬ现身说法

更具说服力ꎮ 通过志愿者带动身边的亲朋好友ꎬ参加无偿献

血ꎮ
１ ２ ４　 加强重复献血者和固定献血者保留 　 ２０１３ 年以前ꎬ
通过献血表彰、寄感谢信等多种形式与献血者保持经常联

系ꎮ 从 ２０１３ 年开始ꎬ增加电话回访、短信生日祝福ꎬ使献血

者感受到被尊重和被需要ꎮ 加强献血者关爱ꎬ定期召开固定

献血者联谊活动ꎬ加深交流ꎮ 提升工作人员服务意识和服务

质量ꎮ
１ ３　 统计学分析　 使用统计软件 ＳＰＳＳ１９ ０ꎬ采用 χ２检验分

析 ２０１３－２０１５ 年成都市全血采集、献血者传染性指标检测结

果和重复献血者和固定献血者比例ꎬ以 Ｐ<０ ０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 不同年份全血采集和检测不合格情况　 见表 １ꎮ
２ ２　 不同年份各年龄段全血检测不合格情况 　 见表 ２ꎮ

表 １　 ２０１３－２０１５ 年成都市全血采集和检测不合格情况 (ｎꎬ％)

ｎ 采集量(Ｕ) 不合格 ＡＬＴ ＨＢｓＡｇ 抗￣ＨＣＶ 抗￣ＨＩＶ 抗￣ＴＰ
２０１３ 年 １５８ ８９５ ２８１ １８６ ９ ０４５(５ ６９) １ ６８１(１ ０６) ３ ３３８(２ １０) １ ３７０(０ ８６) ５１８(０ ３３) ２ １３８(１ ３５)
２０１４ 年 １６５ ９２３ ２９１ ９７６ ６ ４３１(３ ８７) １ ２７１(０ ７７) １ ４１９(０ ８６) １ ４３７(０ ８７) ５８２(０ ３５) １ ７２２(１ ０４)
２０１５ 年 １７４ ７４８ ３０５ ５０５ ６ ０３３(３ ４５) １ １６７(０ ６７) １ ３０７(０ ７５) １ ４３４(０ ８２) ５４８(０ ３１) １ ５７７(０ ７５)
合计 ４９９ ５６６ ８７８ ６６７ ２１５ ０９(４ ３０) ４ １１９(０ ８２) ６ ０６４ (１ ２１) ４ ２４１ (０ ８５) １ ６４８ (０ ３３) ５ ４３７ (１ ０９)

注:不同年份总不合格率比较ꎬχ２ ＝ １１２４ ８３７ꎬＰ<０ ０５ꎻ不同年份 ＡＬＴ 不合格率比较ꎬχ２ ＝ １６５ ２８４ꎬＰ <０ ０５ꎻ不同年份 ＨＢｓＡｇ 合格率比较ꎬχ２ ＝

１５３６ ６４８ꎬＰ<０ ０５ꎻ不同年份抗￣ＴＰ 不合格率比较ꎬχ２ ＝ １５７ ６７４ꎬＰ<０ ０５

表 ２　 ２０１３－２０１５ 年成都市不同年龄段全血献血者检测不合格情况 (ｎꎬ％)

１８－２５ 岁 ２６－３５ 岁 ３６－４５ 岁 >４５ 岁

总数 不合格数 总数 不合格数 总数 不合格数 总数 不合格数

２０１３ 年 ７５ ５３２(４７ ５) ３ ６３５(４ ８１) ３４ ０４５(２１ ４) ２ ２７５(６ ６８) ３５ ９６５(２２ ６) ２ ２７２(６ ３２) １３ ３５３(８ ４０) ８６３(６ ４６)
２０１４ 年 ７８ ５１３(４７ ３) ２ ４４６(３ １２) ３４ ６４６(２０ ９) １ ５５３(４ ４８) ３６ ５０８(２２ ０) １ ８１３(４ ９７) １６ ２５５(８ ８０) ８１９(５ ０４)
２０１５ 年 ７８ ８３６(４５ １) １ ９３９(２ ４６) ３６ １４６(２０ ７) １ ３４１(３ ７１) ３８ ７４５(２２ ２) １ ７６４(４ ５５) ２１ ０２１(１２ ０) ９８９(５ ０４)
合计 ２３２ ８８１(４６ ６) ８ ０２０(３ ４４) １０４ ８３７(２１ ０) ５ １６９(４ ９３) １１１ ２１８(２２ ３) ５ ８４９(５ ２６) ５０ ６２９(１０ １) ２ ６７１(５ ２７)

注: １８－２５ 岁年龄段不同年份不合格率比较ꎬχ２ ＝ ６８０ ６９１ꎬＰ<０ ０５ꎻ２６－３５ 岁年龄段不同年份不合格率比较ꎬ χ２ ＝ ３５２ ６１１ꎬＰ<０ ０５ꎻ３６－４５ 岁

年龄段不同年份不合格率比较ꎬχ２ ＝ １２５ ９０３ꎬ Ｐ<０ ０５ꎻ>４５ 岁年龄段不同年份不合格率比较ꎬχ２ ＝ ５３ ２０５ꎬＰ<０ ０５
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３　 讨论

宣传和招募工作是整个采供血工作的源头ꎬ只有把献血

宣传和献血者招募工作做好了ꎬ才能确保为临床供应提供

“足量”、“安全”的血液ꎮ
如表 １ 所示ꎬ本中心宣传和招募优化取得明显效果ꎬ通

过加大无偿献血宣传和招募投入ꎬ大力宣传献血知识ꎬ提升

公民献血认知度ꎬ加强了对重复献血者和固定献血者的保

留ꎬ引导不适合献血的人群延期献血或主动放弃ꎬ全血献血

人数和献血量逐年攀升ꎬ全血检测不合格率逐年下降ꎬ不同

年份 ＡＬＴ、ＨＢｓＡｇ 和抗￣ＴＰ 不合格率逐年下降ꎬ不同年份差异

有统计学意义ꎮ
如表 ２ 所示ꎬ我们将把献血者分成 ４ 个年龄段ꎬ１８－２５ 岁

年龄段占总献血人数的 ４６ ６％ꎬ远高于其他年龄段ꎬ且检测

不合格率为 ３ ４４％ꎬ低于其他年龄段ꎬ这一年龄段人群应是

献血招募的重点人群ꎮ 献血积极性可能与受教育程度有

关[３] ꎮ 成都地区大学生献血者占比例较高[４] ꎮ 成都地区高

校众多ꎬ加强高校招募ꎬ与高校共青团协作ꎬ以院系为单位ꎬ
通过开展专题讲座、联谊等形式ꎬ把无偿献血知识和相关政

策送进高校ꎬ提升高校学生献血积极性ꎮ 开展高校献血前ꎬ
组织高校志愿者在校园内张贴献血海报ꎬ发放献血知识传

单ꎮ 在街头献血中ꎬ设计年轻人喜闻乐见的无偿献血活动ꎬ
在情人节、七夕节、平安夜设置特定主题ꎬ发放具有无偿献血

独特纪念意义的小礼品ꎬ吸引更多的年轻人加入到无偿献血

者队伍中来ꎮ
通过优化宣传和招募工作ꎬ成都市全血采集工作取得了

不错的效果ꎮ 今后ꎬ可从固定献血者保留、重视人际传播渠

道对公民献血的影响等多个方面入手ꎬ继续优化全血宣传和

招募工作ꎮ 固定无偿献血者是安全血液供应的基础ꎬ建立一

支稳定的固定献血者队伍不但可以保障血源稳定ꎬ还可以保

障血液安全ꎮ 成都地区献血者愿意继续献血的占 ９３ ３％ꎬ且
重复献血者高于初次献血者[５] ꎬ有良好的固定献血者保留基

础ꎮ 在献血后第 １ 年内再次献血ꎬ有助于献血者建立定期献

血的行为[６] ꎬ在这个期间做好沟通和动员ꎬ能获得良好的效

果ꎮ 在固定献血者流失原因中ꎬ特别值得注意的是ꎬ对献血

服务不满意而造成的流失有 ３ １２％ [７] ꎬ这提示我们ꎬ固定献

血者更注重献血过程的感受ꎬ对工作人员的服务质量要求更

高ꎮ 有研究指出:学历越高ꎬ再次招募的成功率越高ꎬ更容易

成为固定献血者ꎬ而初中及以下学历的自由职业者在流失人

群中所占基数较大[８] ꎬ应将再次招募的重点放在这类人群ꎮ
重视人际传播渠道对公民献血的影响ꎬ国外文献报道 ４０ ３％
的人群是受“朋友影响”而参加献血[９] ꎬ国内报道近 ３ 成初次

献血者参加献血是因受到了曾经献血的朋友的宣传[１０] ꎮ 每

１ 名志愿者都是 １ 个献血宣传发散点ꎬ会向他的亲朋好友宣

传献血知识ꎮ 研究发现ꎬ有 ４７ ６％的潜在献血者缺乏献血

相关知识ꎬ担心献血影响身体ꎬ加强宣传、消除不必要的恐惧

也应是献血员宣传中的一大重点[１１] ꎮ
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经验与方法 短篇论著

机采血小板不同回输方式的比较

王雅波△ 　 李薇　 胡军路　 邓刚(宁波市中心血站ꎬ浙江 宁波 ３１５０００)

　 　 摘要:目的　 比较机采血小板不同回输方式对机采血小板献血者采集前后血常规指标变化是否有明显差异ꎮ
方法　 Ｔｒｉｍａ 分离机采集单份血小板(１０ Ｕ)ꎬ血浆回输的 ４１ 名献血者作为观察组ꎻ正常回输的 ４１ 名机采献血者作

为对照组ꎮ 对献血者采集前(１５~６０)ｍｉｎ 采集后(１０ ｍｉｎ)的血常规 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 指标

变化值进行比较分析ꎮ 结果　 两种不同回输方式对献血者采集前后的 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ 变化值有显著差异(Ｐ
<０ ０５)ꎮ 结论　 血浆回输方式能减少献血者血细胞的损失ꎬ可推荐血站日常应用ꎮ
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ｅｄ ｂｙ Ｔｒｉｍａ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗａｓ １０ Ｕ. ４１ ｐｌａｔｅｌｅｔａｐｈｅｒｅｓｉｓ ｄｏｎｏｒｓ ｒｅｉｎｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒ￣
ｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ４１ ｐｌａｔｅｌｅｔａｐｈｅｒｅｓｉｓ ｄｏｎｏｒｓ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ
ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｒｉｍａ ａｃｃｅｌ ｓｙｓｔｅｍ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｐｈｅｒｅｓｉｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ＷＢＣꎬ ＲＢＣꎬ Ｈｂꎬ Ｈｃｔꎬ Ｐｌｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｐｌａｓｍａ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｏｓｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｃ￣
ｏｍｍｅｎｄｅｄ ｔｏ ｂｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｃｅｎｔｅｒｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｌａｔｅｌｅｔａｐｈｅｒｅｓｉｓꎻ ｎｏｒｍａｌ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎꎻ ｐｌａｓｍａ ｒｅｉｎｆｕｓｉｏｎꎻ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｎｄｅｘｓ

随着输血技术的发展ꎬ成分输血已成为主流ꎮ 机采血小

板因其纯度高ꎬ输注后副作用小ꎬ而发展迅速ꎮ 机采血小板

分离机ꎬ有 ＡｍｉｃｕｓꎬＭＣＳꎬＴｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ ３ 种ꎬ均是在无菌密闭

的条件下ꎬ从单个供体内分离采集血小板成分ꎬ回输其他血

液成分ꎬ但在血小板管路中的部分血液成分如红细胞白细胞

等仍会有所损失ꎮ Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 全自动血细胞分离机采集结

束前的回输方式有正常回输和血浆回输两种ꎮ 正常回输是

指采集血小板结束后的回输阶段血液成分直接回输ꎬ管路中

残余一定部分的血细胞ꎮ 血浆回输是指在采集血小板之前ꎬ
先采集 ６０ ｍＬ 血浆ꎬ在采集结束前的最后回输用 ６０ｍＬ 血浆

冲洗管路ꎬ使管路中的血细胞尽可能的回输给献血者ꎮ 比较

两者不同回输方式献血者机采前后血常规指标变化值ꎬ是否

有显著差异ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 选取宁波市中心血站 ２０１６ 年 ２ 月－２０１６ 年

５ 月合格机采献血者 ８２ 名ꎬ均为男性ꎬ年龄 ２２ ~ ５５ 岁ꎬ体重

为 ６６±６ ｋｇꎬ身高为 １７４±６ ｃｍꎮ 献血条件按照国家献血者健

康检查要求[１] :体重≥５０ ｋｇꎬ男性 Ｈｂ≥１２０ ｇ / Ｌꎬ女性 Ｈｂ≥
１１５ ｇ / ＬꎬＨｃｔ≥０ ３６ꎬＷＢＣ(４~１０) ×１０９ / Ｌꎬ４５０×１０９ / Ｌ≥Ｐｌｔ≥

１５０×１０９ / Ｌꎮ 用 Ｔｒｉｍａ 分离机采集单份血小板(１０ Ｕ)ꎬ血浆

回输的 ４１ 名献血者作为观察组ꎬ正常回输的 ４１ 名机采献血

者作为对照组ꎮ
１ ２　 仪器与材料　 全自动血细胞分析仪(ＭａｎｄｒｙＢＣ￣５８００)ꎬ
Ｔｒｉｍａ 血细胞分离机(美国制造ꎬ泰尔茂比司特代理)ꎬＴｒｉｍａ
一次性采集耗材 (泰尔茂医药产品股份有限公司ꎬ批号:
１２Ｙ２１２３)ꎮ
１ ３　 方法　 献血前 ＥＤＴＡ Ｋ２ 试管采集静脉血２ ｍＬꎬ血常规

检测ꎮ Ｔｒｉｍａ 血细胞分离机采集单份血小板ꎬＡＣＤ 与全血比

例 １ ∶ １０ꎮ 采集结束后 １０ ｍｉｎ ＥＤＴＡ Ｋ２ 试管采集静脉血 ２
ｍＬꎬ进行血常规检测ꎬ每个样本测 ３ 次ꎬ取其平均值ꎮ 血常规

检测项目有 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣꎮ
１ ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件对数据进行处理ꎬ对
采集前后的变化值用 ｔ 检验进行统计学分析ꎬＰ<０ ０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 正常回输的献血者机采后血小板的 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ
指标　 指标都出现了下降ꎬ而血浆回输的大部分献血者献血

后 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ 指标甚至都高于献血前ꎬ见表 １ꎮ

４８１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



表 １　 机采前后志愿者血常规变化　 机采前后血常规变化值

机采前后血常规 χ Ｎ ｓ ｓ－ｘ
ＷＢＣ 变化值(×１０９ / Ｌ) 血浆回输 ０ ０９１ ５ ４１ ０ ２１１ ５６ ０ ０３３ ０４

正常回输 －０ ２４４ ６ ４１ ０ ２１４ ２１ ０ ０３３ ４５
ＲＢＣ 变化值(×１０９ / Ｌ) 血浆回输 ０ ０７２ ９ ４１ ０ １１０ ５０ ０ ０１７ ２６

正常回输 －０ １７２ ４ ４１ ０ １６４ ６２ ０ ０２５ ７１
Ｈｂ 变化值(ｇ / Ｌ) 血浆回输 ２ ７３０ ２ ４１ ２ ７９３ ７２ ０ ４３６ ３１

正常回输 －１ ８６９ ８ ４１ ２ ３２３ ９３ ０ ３６２ ９４
Ｈｃｔ 变化值(％) 血浆回输 １ ０２８ ０ ４１ １ ６７２ ７６ ０ ２６１ ２４

正常回输 －１ ０１１ ７ ４１ １ ２０５ ００ ０ １８８ １９
Ｐｌｔ 变化值(×１０９ / Ｌ) 血浆回输 －３７ ７６１ ０ ４１ ７ ７５１ ７７ １ ２１０ ６２

正常回输 －４３ ８７８ ０ ４１ ６ ２９３ ６３ ０ ９８２ ９０
ＭＣＶ 变化值(ｆｌ) 血浆回输 ０ ００７ ３ ４１ ０ ２３９ １６ ０ ０３７ ３５

正常回输 －０ ０２５ ６ ４１ ０ ２５４ ７４ ０ ０３９ ７８
ＭＣＨ 变化值(ｐｇ) 血浆回输 ０ ００３ ２ ４１ ０ ２３７ ４９ ０ ０３７ ０９

正常回输 －０ ００２ ７ ４１ ０ １５９ ９１ ０ ０２４ ９７
ＭＣＨＣ 变化值(ｇ / Ｌ) 血浆回输 ０ ７２２ ４ ４１ １ ７２２ ４５ ０ ２６９ ００

正常回输 ０ ７０７ ３ ４１ １ ４００ ４７ ０ ２１８ ７２

２ ２　 两种不同回输方式对献血者采集前后指标变化 　

ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ 变化值有显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎬＭＣＶ、
ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 没有明显差异(Ｐ>０ ０５)ꎬ见表 ２ꎮ

３　 讨论

２１ 世纪的中国ꎬ献血事业飞速发展ꎬ献血量也大幅增加ꎬ
但医院的用血量也节节攀升ꎬ全国各地仍会出现“血荒”现

象ꎬ如何更好的保留献血者ꎬ减少献血者血细胞的损失ꎬ也成

为献血事业的一大课题ꎮ 而大多数机采血小板的献血者都

是献过很多次的献血者ꎬ如何更好保护机采献血者ꎬ减少他

们的顾虑就显得尤为重要ꎮ 虽然国内有很多研究献血者机

采前后的血常规变化[２] ꎬ也有研究表明献血者多次机采外周

血无明显变化[３] ꎬ对献血者身体无明显损害ꎻ但国内没有就

Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 全自动血细胞分离机血浆回输和正常回输方式

对献血者血常规指标变化值进行比较ꎬ国外也较少报道ꎬ故
本研究有一定的实际参考意义ꎮ

表 ２　 正常回输与带浆回输血常规指标的变化　 正常回输与带浆回输血常规指标变化值的比较

机采前后血常规变化值

成对差分

ｘ ｓ ｓ－ｘ
９５％ＣＩ

下限 上限
ｔ ｄｆ Ｐ

ＷＢＣ(×１０９ / Ｌ) 血浆回输－正常回输 ０ ３３６ １０ ０ ２７３ ５８ ０ ０４２ ７３ ０ ２４９ ７５ ０ ４２２ ４５ ７ ８６６ ４０ ０ ０００
ＲＢＣ(×１０９ / Ｌ) 血浆回输－正常回输 ０ ２４５ ３７ ０ １９５ １７ ０ ０３０ ４８ ０ １８３ ７６ ０ ３０６ ９７ ８ ０５０ ４０ ０ ０００

Ｈｂ(ｇ / Ｌ) 血浆回输 －正常回输 ４ ６００ ００ ３ ７６６ １３ ０ ５８８ １７ ３ ４１１ ２６ ５ ７８８ ７４ ７ ８２１ ４０ ０ ０００
Ｈｃｔ(％) 血浆回输 －正常回输 ２ ０３９ ７６ ２ ２４３ ２４ ０ ３５０ ３４ １ ３３１ ７０ ２ ７４７ ８１ ５ ８２２ ４０ ０ ０００

Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ) 血浆回输－正常回输 ６ １１７ ０７ １０ ５６４ ３０ １ ６４９ ８７ ２ ７８２ ５７ ９ ４５１ ５８ ３ ７０８ ４０ ０ ００１
ＭＣＶ(ｆｌ) 血浆回输－正常回输 ０ ０３２ ９３ ０ ３８０ １３ ０ ０５９ ３７ －０ ０８７ ０６ ０ １５２ ９１ ０ ５５５ ４０ ０ ５８２
ＭＣＨ(ｐｇ) 血浆回输－正常回输 ０ ００５ ８５ ０ ２８５ ６７ ０ ０４４ ６１ －０ ０８４ ３１ ０ ０９６ ０２ ０ １３１ ４０ ０ ８９６

ＭＣＨＣ(ｇ / Ｌ) 血浆回输－正常回输 ０ ０１５ １２ ２ ３０４ ８５ ０ ３５９ ９６ －０ ７１２ ３８ ０ ７４２６ ２ ０ ０４２ ４０ ０ ９６７

Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 全自动血细胞分离机采集结束前的回输方

式有正常回输和血浆回输 ２ 种ꎮ 本研究表明ꎬ正常回输的献

血者机采后血小板的 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ 指标都出现了下

降ꎬ而国内有报道[４] ꎬ献血者单采后血常规的 ＷＢＣ、ＲＢＣ、
Ｈｂ、Ｈｃｔ 有轻微上升ꎬ与国外研究结果不一致[５] ꎬ原因可能是

采集结束后管路中血细胞等成分的损失ꎬ血细胞对管路的粘

附、抗凝剂的回输、ＬＲＳ 舱中血细胞的聚集等诸多因素ꎬ所以

下降是可以解释的ꎮ
本研究中还发现ꎬ血浆回输的大部分献血者献血后

ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ 指标甚至都高于献血前ꎬ分析其原因可

能因为最后残留在管路中的血细胞ꎬ被先前采集的血浆最后

回输时稀释且大部分回输回献血者体内ꎬ管路中仅残留部分

血浆以及被稀释的极少量血细胞ꎬ故献血者本人除血小板外

血细胞损失很少ꎻ同时献血者捐献血小板虽然有部分抗凝剂

回输但损失掉部分血容量没有这么快补充进来ꎬ所以献血者

总血容量有所下降ꎬ血细胞损失又很小ꎬ这样就解释了献血

后 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ 指标甚至高于献血前的现象ꎮ 高明

等[６]研究表明捐献机采血小板后捐献者血小板计数、红细胞

计数、血红蛋白和红细胞压积在捐献后 ２４ ｈ 达到最低值ꎬ在
捐献后 ９６ ｈ(４ ｄ) 恢复捐献前水平ꎮ 这也解释了献血后

ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ 指标在一个较高的指数ꎬ等血容量补充

完成后 ２４ ｈ 达到最低值ꎬ同时随着血细胞从中枢释放到外

周ꎬ指标逐渐升高ꎮ 这也进一步验证了我们的实验结果ꎮ
本研究表明 Ｔｒｉｍａｌ Ａｃｅｌｌ 分离机不同回输方式对单采血

小板献血者采集前后血常规 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ 指标变

化值均有显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎬ血浆回输的单采血小板献血

者 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、Ｈｃｔ、Ｐｌｔ 的损失都显著小于正常回输献血

者ꎬ表明应用血浆回输方式能冲洗管路中的血细胞回输至献

血者体内ꎬ减少献血者的血细胞损失ꎮ 不同回输方式对单采

血小板献血者采集前后血常规 ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 没有明显

变化(Ｐ>０ ０５)ꎬ因为 ＭＣＶ 短时间内不会因为血细胞的损失

而短时间内迅速变化ꎬ而 ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 没有明显变化ꎬ可能因

为血细胞的丢失、血细胞对管路的粘附、抗凝剂回输造成的

稀释、ＬＲＳ 舱中血细胞的聚集、血容量的减少等诸多因素的

相互作用ꎮ
本研究表明两种不同回输方式对献血者采集前后血常

规变化值有显著差异ꎬ血浆回输方式能减少献血者血细胞的

损失ꎬ可推荐血站日常多使用血浆回输方式回输ꎮ 但本研究

未对其他更多的指标做进一步的对比ꎬ下一步考虑做更多指

标的对比检测ꎬ也可以做不同回输方式对长期频繁机采献血

者血液指标的对比追踪变化ꎬ为血浆回输优于正常回输提供

更多的证据ꎮ
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短篇论著

某型血细胞分离机最适校准系数的研究

徐爽　 王东博　 刘鑫　 黄文君　 周文妍　 范亚欣△(大连市血液中心ꎬ辽宁 大连 １１６００１)

　 　 摘要:目的　 通过比较不同校准系数(ＹＳＦ 系数)下 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型血细胞分离机采集的单采血小板 Ｐｌｔ 含量ꎬ探
寻该机器在实际应用中的最适校准系数ꎮ 方法　 选取 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型血细胞分离机ꎬ将调节不同的优化 ＹＳＦ 系数后

的机器作为 ３ 个实验组ꎬ保持原 ＹＳＦ 系数的机器作为对照组ꎮ 每台血细胞分离机完成采集 １１０ 例并记录每份血小

板的 Ｐｌｔ 检测值ꎬ重量ꎬ通过公式计算得出其实际血小板含量ꎮ 将 ４ 组数据进行统计分析ꎬ比较不合格率与高值率ꎬ
绘制正态分布曲线ꎬ选出最合适的血小板 ＹＳＦ 系数ꎮ 结果　 应用完全随机设计的方差分析得出使用相同 ＹＳＦ 系数

的不同机器之间的差异无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎻ每一实验组与对照组的参数设置对单采血小板 Ｐｌｔ 含量有显著影

响ꎬ二者相比有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 应用 ＹＳＦ 系数为 ０ ９８ 的机器采集出的单采血小板 Ｐｌｔ 含量为(２ ７６±０ ２２)×
１０１１ / 袋ꎬ不合格率为 １４ ５５％(１６ / １１０)ꎬ高值率为 ２０ ００％(２２ / １１０)ꎻ应用 ＹＳＦ 系数为 ０ ９９ 的机器采集出的单采血小

板 Ｐｌｔ 含量为(２ ６９±０ １８) ×１０１１ / 袋ꎬ不合格率为 １４ ５５％(１６ / １１０)ꎬ高值率为 １２ ７３％(１４ / １１０)ꎻ应用 ＹＳＦ 系数为

１ ００ 的机器采集出的单采血小板 Ｐｌｔ 含量为(２ ６５±０ ２３)×１０１１ / 袋ꎬ不合格率为 ２２ ７３％(２５ / １１０)ꎬ高值率为 １３ ６４％
(１５ / １１０)ꎻ应用 ＹＳＦ 系数为 １ ０１ 的机器采集出的单采血小板 Ｐｌｔ 含量为(２ ５９±０ １９)×１０１１ / 袋ꎬ不合格率为 ３３ ６４％
(３７ / １１０)ꎬ高值率为 ３ ６４％(４ / １１０)ꎮ 再经过正态分布曲线比较后得出的最适 ＹＳＦ 系数为 ０ ９９ꎮ 结论　 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ
型血细胞分离机在 ＹＳＦ 系数为 ０ ９９ 时ꎬ离散程度最小ꎬ合格率符合国家标准ꎬ高值率处于最佳水平ꎬ可优化血小板

的采集过程ꎬ提高血小板单采的综合质量ꎮ
关键词:血细胞分离机ꎻ校准系数ꎻ血小板
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ｂａｇ Ｐｌｔ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐａｓｓ ｗａｓ ２２ ７３％ꎬ ｈｉｇｈ ｖａｌｕｅ ａｔ ａ ｒａｔｅ ｏｆ
１４ ５５％. Ｔｈｅ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ｗｈｉｃｈ ＹＳＦ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ １ ０１
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ (２ ５９±０ １９)×１０１１ / ｂａｇ Ｐｌｔ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｐａｓｓ ｗａｓ
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３３ ６４％ꎬ ｈｉｇｈ ｖａｌｕｅ ａｔ ａ ｒａｔｅ ｏｆ ３ ６４％. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅꎬ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ＹＳＦ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ａｔ
０ ９９. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｗｈｅｎ ｔｈｅ Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｏｒ′ｓ ＹＳＦ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｓ ０ ９９ꎬ ｔｈｅ ｄｉｓｃｒｅｔｅ ｄｅｇｒｅｅ ｉｓ ｔｈｅ ｍｉｎｉ￣
ｍｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｒａｔｅ ｉｓ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓꎬ ｈｉｇｈ ｖａｌｕｅ ｒａｔｅ ｉｓ ａｌｓｏ ａｔ ｏｐｔｉｍｕｍ ｌｅｖｅｌｓ. Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｃａｎ ｂｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｌｉｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｏｒꎻ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔ

从全国推广成分输血和提倡成分献血以来ꎬ血小板成分

输注得到了长足的发展ꎮ 单采血小板具有纯度高ꎬ临床输注

效果好ꎬ不良反应少等优点而被广泛应用于血小板减少或血

小板功能障碍引发的出血或有出血倾向的患者ꎮ Ｔｒｉｍａ Ａｃ￣
ｃｅｌ 型血细胞分离机作为最新一代血细胞分离机因其采集速

度快、产品污染少、血小板动员率高等优势而在我国广泛应

用[１－３] ꎮ ＧＢ 规定单采血小板的 Ｐｌｔ 含量应≥２ ５０×１０１１ /袋ꎬ
合格率≥７５％ꎮ 从本中心 ２０１２－２０１５ 年的质控数据来看单

采血小板的 Ｐｌｔ 含量达到国家标准ꎬ但实际存在较高比例的

高值(>２ ９０×１０１１ /袋)ꎮ 高值的比率过高则可能存在某些隐

患ꎬ比如过度采集血小板可能会不断刺激献血者的造血系

统、延长献血者采集时间、增加发生献血反应的可能性等ꎮ
目前本中心采集血小板的机器是国外进口的 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型

血细胞分离机ꎬ内在设置是基于国外标准而定ꎬ因此需要针

对本中心实际情况采取因地制宜的措施ꎮ 献血者能否进行

单采血小板的采集取决于其身体健康检查等是否符合相关

规定要求ꎬ而采集出的血小板是否能够达标又受到诸多因素

影响ꎬ其中血细胞分离机的血小板校准系数的调整是 １ 个值

得重视的问题ꎮ 校准系数(ＹＳＦ 系数)是采集设备(即血细胞

分离机)和检测设备(即血细胞计数仪)的计算调整参数[４] ꎬ
校准系数的变化会影响单采血小板产品质量的偏差ꎮ 我们

对 ４４０ 例使用 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型血细胞分离机采集血小板的献

血者进行研究ꎬ探讨如何保证血小板产品既符合国家标准而

又有较低的高值率ꎮ 本试验选取了 ４ 个不同的校准系数

(ＹＳＦ 系数)ꎬ通过比较不同 ＹＳＦ 系数设置下ꎬＴｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型
血细胞分离机采集的血小板产品的综合质量ꎬ探寻该机器在

本中心实际应用中的最适校准系数ꎮ 现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 选取 ２０１６ 年 ４－６ 月使用 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型血

细胞分离机进行血小板采集的献血者 ４４０ 例ꎬ所有献血者均

符合国家规定的献血体检标准ꎬ且机采前 ７２ ｈ 内未服用过阿

司匹林类药物ꎬ对抗凝剂不过敏ꎬ双侧上肢静脉充盈良好ꎬ血
红蛋白(Ｈｂ):男≥１２０ｇ / Ｌꎬ女≥１１５ ｇ / Ｌꎻ红细胞压积(Ｈｃｔ)≥
０ ３６ꎻ血小板计数(Ｐｌｔ):采前≥１５０×１０９ / Ｌ 且<４５０×１０９ / Ｌꎬ采
后≥１００×１０９ / Ｌꎮ 期间重复献血者记录并作标记ꎮ
１ ２　 仪器与材料　 基本参数设置的 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ ＴＭ型血细胞

分离机ꎬ一次性 Ｔｒｉｍａ 管路耗材ꎬ血小板振荡保存仪ꎬＳｙｓｍｅｘ
血细胞计数仪ꎬ抗凝剂 ＡＣＤ￣Ａ 液ꎮ
１ ３　 分组　 将现有未作调整的 ＹＳＦ 系数为 ０ ９８ 的 ２ 台机

器作为对照组ꎬ分别编号为 １ 号、２ 号ꎻ将 ＹＳＦ 系数调整为

０ ９９ 的 ２ 台机器作为实验组 １ 分别编号为 ３ 号、４ 号ꎻ将 ＹＳＦ
系数调整为 １ ００ 的 ２ 台机器作为实验组 ２ 分别编号为 ５ 号、
６ 号ꎻ将 ＹＳＦ 系数调整为 １ ０１ 的 ２ 台机器作为实验组 ３ 分别

编号为 ７ 号、８ 号ꎮ 将献血者随机安排于 ４ 组 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型
血细胞分离机进行血小板采集ꎬ４ 组献血者采集前一般资料

(表 １)差异无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ
表 １　 采集前一般资料

对照组

(ｎ＝１１０)
实验组 １
(ｎ＝１１０)

实验组 ２
(ｎ＝１１０)

实验组 ３
(ｎ＝１１０)

年龄(岁) ４０ ５３±９ ０９ ４２ １２±９ ６４ ３９ ６０±９ ９２ ４１ ２４±１０ ３７
性别(男 /女) ８５/ ２５ ８８/ ２２ ８３/ ２７ ８２/ ２８
体重(ｋｇ) ７４ ８６±１３ ７９ ７５ ５２±１２ ３１ ７３ ７５±１２ ３９ ７５ ４９±１３ ０４
身高(ｃｍ) １７１ １６±７ ２８ １７１ ６６±７ ８０ １７１ ３０±６ ９７ １７１ １３±７ ３４

采前 Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ) ２４６ ４４±４８ ６４ ２５６ ８４±４３ ６９ ２４５ ２４±４２ １７ ２４６ １１±５２ １１
注:均为 Ｐ>０ ０５

１ ４　 实验方法　 使用相同 ＹＳＦ 系数的不同机器之间的差异

性分析ꎻ３ 组实验组与对照组之间高值率、不合格率的比较分

析ꎻ同一献血者在不同校准系数的机器进行单采血小板的检

测结果比较ꎻ绘制不同 ＹＳＦ 系数下血小板实际含量的正态分

布曲线ꎮ
１ ５　 计算　 血小板实际含量 ＝单采血小板 Ｐｌｔ 测量值×(单
采血小板重量－３９ ｇ) / １ ０３ ｇ / Ｌ (其中 ３９ｇ 为空袋质量ꎻ１ ０３
ｇ / Ｌ 为单采血小板密度的平均值)
１ ６　 统计学方法　 使用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计分析软件ꎬ计量资料

以(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组计量资料的比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多
组间计量资料的比较采用单因素方差分析ꎬ计数资料采用 χ２

检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 使用相同 ＹＳＦ 系数的不同机器之间的差异性分析　 由

表 ２ 可见ꎬ使用相同 ＹＳＦ 系数的 ２ 台不同机器采集单采血小

板ꎬ其结果无统计学意义(相同分组内的两台机器检测结果

经 ｔ 检验 Ｐ 均>０ ０５)ꎮ 这意味着在 ＹＳＦ 系数相同的情况下ꎬ
不同机器之间的差异可以忽略不计ꎬ只要 ＹＳＦ 参数设置相同

即可视为同 １ 台机器ꎮ
表 ２　 各机器采集血小板结果比较

机器编号 ＹＳＦ 系数 ｎ 平均数(×１０１１ / 袋) χ２ Ｐ
１ ０ ９８ ５５ ２ ７２ ０ ２１
２ ０ ９８ ５５ ２ ７５ ０ ２１ >０ ０５
３ ０ ９９ ５５ ２ ６７ ０ ２４
４ ０ ９９ ５５ ２ ６９ ０ ２２ >０ ０５
５ １ ００ ５５ ２ ６５ ０ ２２
６ １ ００ ５５ ２ ６７ ０ １９ >０ ０５
７ １ ０１ ５５ ２ ６３ ０ ２３
８ １ ０１ ５５ ２ ６１ ０ ２３ >０ ０５

２ ２　 最适 ＹＳＦ 系数的计算

２ ２ １　 单采血小板含量检测结果　 由表 ３ 可见ꎬ实验组的

数据与对照组相比 ｔ 检验ꎬＰ 均<０ ０５ꎬ说明 ４ 组实验数据之

间的差异具有统计学意义ꎮ 同时ꎬ随着 ＹＳＦ 系数的调高ꎬ单
采血小板的采集量逐渐降低ꎬ高值率逐渐下降ꎬ不合格率逐
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渐增加ꎮ 国家标准中规定ꎬ单采血小板产品的不合格率不可

高于 ２５％ꎬ而实验组 ３(即 ＹＳＦ ＝ １ ０１)的不合格率不满足此

标准ꎬ因此将其舍弃ꎮ 实验组 １(ＹＳＦ ＝ ０ ９９) 与实验组 ２
(ＹＳＦ＝ １ ００)相比虽然高值率几乎相同ꎬ但实验组 ２ 的不合

格率要明显高于实验组 １ꎮ
表 ３　 实验组与对照组血小板制品的检测结果

检测结果

(×１０１１ / 袋)
不合格率

(％)
高值率
(％)

对照组(ＹＳＦ＝ ０ ９８) ２ ７６±０ ２２ １４ ５５ ２０ ００
实验组 １(ＹＳＦ＝ ０ ９９) ２ ６９±０ １８ １４ ５５ １２ ７３
实验组 ２(ＹＳＦ＝ １ ００) ２ ６５±０ ２３ ２２ ７３ １３ ６４
实验组 ３(ＹＳＦ＝ １ ０１) ２ ５９±０ １９ ３３ ６４ ３ ６４

注:实验组 １ :χ２ ＝ ０ １８ꎬ实验组 ２:χ２ ＝ ０ ２３ꎬ 实验组 ３:χ２ ＝ ０ １９ꎬＰ 均
<０ ０５

２ ２ ２　 同 １ 献血者重复献血指标变化　 国家标准中要求单

采血小板献血者的献血最小间隔时间>１４ｄꎮ 由于本课题样

本收集时间较长ꎬ因此ꎬ在所收集的 ４４０ 例样本中存在同 １
献血者进行多次单采血小板的情况ꎬ筛选其中的 １５ 例献血

者(重复献血 ３ 次ꎬ于对照组、实验组 １、实验组 ２ 各 １ 次)ꎮ
再将以上 １５ 例献血者的单采血小板的实际含量均值作折线

图ꎬ同时作各 ＹＳＦ 系数设置下不合格率的变化图后ꎬ如图 １
所示ꎮ 可以看出ꎬ对于同 １ 献血者而言ꎬＹＳＦ 系数越低则采

集的单采血小板含量越高ꎮ 再结合不同 ＹＳＦ 系数的不合格

率变化ꎬ根据国家关于不合格率的标准ꎬ最合适的 ＹＳＦ 系数

应为 ０ ９９ꎮ

图 １　 同 １ 献血者 ３ 次献血结果统计

２ ２ ３　 单采血小板质量检测结果的正态分布　 将实验组 １、
２ 与对照组数据绘制成正态分布曲线(图 ２)ꎮ 计算出 ３ 条正

态分布曲线在 ２ ５０－２ ９０ 的取值区间内的面积即为各 ＹＳＦ
系数下单采血小板实际含量在期望值( >２ ５０×１０１１ /袋且<
２ ９０×１０１１ /袋)内的概率ꎮ 由正态分布曲线算出 ＹＳＦ ＝ ０ ９８
时ꎬＰ(２ ５０<ｚ<２ ９０) ＝ ６１ ９９％ꎻＹＳＦ ＝ ０ ９９ 时ꎬＰ(２ ５０<ｚ<
２ ９０)＝ ７３ ４４％ꎻ ＹＳＦ＝ １ ００ 时ꎬＰ(２ ５０<ｚ<２ ９０)＝ ６０ ４３％ꎮ
可见 ＹＳＦ＝ ０ ９９ 时ꎬ单采血小板实际含量在期望值内(>２ ５０
×１０１１ /袋且<２ ９０×１０１１ /袋)的概率最高ꎮ

图 ２　 单采血小板质量检测结果正态分布图

３　 讨论

使用传统方法手工制备浓缩血小板ꎬ每 ２００ ｍＬ 全血最

多可提取 ２ ４×１０１０个血小板ꎬ若要采集一治疗量血小板ꎬ就
需要 ６－１０ 位的献血者ꎬ而单采血小板仅需 １ 位献血者即可ꎬ
大大节省了血液资源ꎬ并且可以减少多个异体抗原对受血者

的刺激ꎬ能够有效降低血小板输注无效的发生率[５] ꎮ 因此ꎬ
单采血小板由于质优量纯在临床中的应用愈加广泛ꎮ 对于

大型血液中心而言ꎬ在保障单采献血者安全的前提下ꎬ如何

有效快速的采集到符合国家标准的血小板产品ꎬ一直是血液

质量安全研究工作的重点[６－７] ꎮ
影响单采血小板采集量的因素较多ꎬ环节较为复杂ꎬ在

这些影响因素中ꎬ校准系数(ＹＳＦ)是主要因素之一ꎮ 单采血

小板采集量主要是根据血细胞分离机操作系统自带的 １ 个

含有 ＹＳＦ 系数的计算公式ꎬ当输入献血者的身高体重、采前

血小板检测值等数据后ꎬ机器就能计算出采集目标数量血小

板应当处理的体外循环血量和采集时间[８] ꎮ 每台 Ｔｒｉｍａ Ａｃ￣
ｃｅｌ 型血细胞分离机出厂默认 ＹＳＦ 系数 ＝ １ꎻ当 ＹＳＦ>１ 时ꎬ会
给机器传达 １ 个讯息:根据献血者采前 Ｐｌｔ 检测值所采集出

的血小板含量会高于目标值ꎬ需要减少体外循环血量和采集

时间ꎬ以达到血小板采集目标值ꎻ当 ＹＳＦ<１ 时ꎬ会给机器传

达一个讯息:根据献血者采前 Ｐｌｔ 检测值所采集的血小板含

量会低于目标值ꎬ需要增加体外循环血量和采集时间ꎬ以达

到血小板采集目标值ꎮ
我们认为ꎬ由于 Ｔｒｉｍａ 血细胞分离机是国外进口设备ꎬ

最初的适应人群为欧美人ꎬ而由于饮食、基因等因素ꎬ亚洲人

群相较于欧美人群体型更为瘦小ꎬ研究表明ꎬ对于身材较为

高大、体重较重的人群更能发挥 Ｔｒｉｍａ Ａｃｃｅｌ 型血细胞分离

机的优势[９] ꎮ 因此对于亚洲人群ꎬ适度调低 ＹＳＦ 系数后ꎬ使
体外循环次数和采集时间增加ꎬ最终达到采集的目标值ꎬ但
ＹＳＦ 系数过低时则会一方面引起采集过量ꎬ造成高值比例增

加ꎬ另一方面由于采集的血小板浓度过高ꎬ存在血小板聚集

的可能性ꎮ
本试验数据表明ꎬ使用现用的 ＹＳＦ 系数(即 ＹＳＦ＝ ０ ９８)

采集血小板时ꎬ虽然合格率高ꎬ但采集过量即高值的比例也

相对较高ꎮ ＹＳＦ＝ ０ ９９ 相对于 ＹＳＦ ＝ １ ００ 而言ꎬ合格率也都

符合国家标准ꎬ同时采集的单采血小板 Ｐｌｔ 含量在期望值内

(>２ ５０×１０１１ /袋且<２ ９０×１０１１ /袋)的概率更高ꎮ 而 ＹＳＦ ＝
１ ０１ 时合格率不满足国家标准ꎬ因此不予考虑ꎬＹＳＦ>１ ０１
时同理ꎮ 同时根据所绘正态分布曲线可以看出ꎬＹＳＦ ＝ ０ ９９
时ꎬ单采血小板的 Ｐｌｔ 检测结果相对集中ꎬ离散程度较小ꎬ基
于以上各组实验数据证明本中心血细胞分离机的最适 ＹＳＦ
值为 ０ ９９ꎮ

目前ꎬ对于我国大多数大型血液中心而言ꎬ用于采集单

采血小板的机器基本是外国进口ꎬ由于进口机器的部分内在

设置是依据国外标准而定ꎬ且各地在血液成分采集的一些要

求上不尽相同ꎬ因此在引入我国各地的血站后应当根据当地

血站的实际情况因地制宜的对 ＹＳＦ 系数进行调整[１０] ꎮ 一方

面防止采集过程中遇到诸多例如采集时间过长ꎬ频繁报警、
血小板聚集等问题ꎻ另一方面ꎬ降低高值的比例可以减少对

献血者血小板的过多采集及对造血系统的刺激ꎮ 枸橼酸盐

反应是主要的献血不良反应ꎬ它实际上是由体重和体外循环

血量双重因素影响决定[１１] ꎮ
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我们还需要观察部分重复献血者在系数调整之后的不

良献血反应发生率是否有增加ꎬ体内 Ｐｌｔ 计数是否随着献血

次数的增加而增加ꎬ这个需要较长的时间周期观察才能得出

结论ꎮ
综上所述ꎬ表面上看单采血小板只是 １ 个单纯的程序化

过程ꎬ但实质上是 １ 个涉及多因素的综合平衡的过程[１２] ꎬ而
ＹＳＦ 系数更是影响单采血小板产品质量的重要因素ꎮ 因此ꎬ
在实际工作中应对可能影响单采血小板的因素进行多方面

探讨及科学准确判断ꎬ从而最大限度地保证单采血小板制品

质量ꎬ保障临床应用的安全有效ꎮ
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∗科研课题:混合浓缩血小板的制备及临床应用研究

(ＦＬＫＪ ꎬ２０１５ＡＡＢＢ１０９５ )

短篇论著

保存期内不同时间制备去白细胞混合浓缩血小板制剂的质量研究∗

胡成义１ 　 勾丽平１ 　 王永维１ 　 冉茂香１ 　 文洪娟１ 　 胡佳林２

(１.涪陵区中心血站ꎬ重庆 涪陵 ４０８０００ꎻ２.涪陵中心医院)

　 　 摘要:目的　 探讨浓缩血小板保存期内不同时间制备的去白细胞混合浓缩血小板制剂的质量ꎮ 方法　 采用 ２
种时间点制备去白细胞混合浓缩血小板:方法 １ 为常规制备方法ꎬ将采血后 ２４ ｈ 内经白膜法制备的 ５ 袋同型浓缩血

小板汇集后去除白细胞ꎬ并在血小板保存箱内振荡保存 ７ ｄꎻ方法 ２ 为改良法ꎬ将采血后 ２４ ｈ 内经白膜法常规制备的

浓缩血小板在血小板保存箱内振荡保存ꎬｄ５ 将同型 ５ 袋浓缩血小板汇集ꎬ用一次性白细胞输血过滤器过滤处理ꎬ制
备成混合浓缩血小板制剂ꎬ再在血小板保存箱内保存 ２ ｄꎮ ２ 种方式制备的混合浓缩血小板制剂各 １５ 袋ꎬ检测保存 ０
ｄꎬ５ ｄ 和 ７ ｄ 时血小板含量、红细胞混入量、血小板代谢情况及炎性因子含量等质量指标ꎮ 结果　 ２ 种方法制备的产

品质量在常规的保存 ５ ｄ 均可达到国家标准ꎮ 改良法血小板保存 ｄ７ 与常规法 ｄ７ 比较ꎬ细胞因子 ＩＬ￣６ (８４ ８０±１３ ４５
ｖｓ ３ ８３±０ ４４) ｐｇ / ｍＬꎬＩＬ￣１０(６７ ９０±１２ ０２ ｖｓ １４ ９３±２ ９８)ｐｇ / ｍＬꎬＴＮＦ￣a(４３ １７±５ １２ ｖｓ ７ ５８±０ ７１) ｐｇ / ｍＬ 明显升

高ꎬ差异具统计学意义(Ｐ 值<０ ０１)ꎬ其它指标没有明显差异ꎮ 结论　 浓缩血小板在制备后 ５ ｄ 内均可再进行汇集成

混合浓缩血小板制剂ꎮ
关键词:血液ꎻ血小板ꎻ血液保存
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ｓｏｍｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ (ＧＬＵꎬ ｐＨꎬ Ｌａｃ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｐｏｏｌｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ( ａ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ １５ ｂａｇｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ). Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｌｌ ｐｏｏｌｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ａｔ ｄ５ ｃｏｕｌｄ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｕｋｏｒｅｄｕｃｅｄ ｐｏｏｌｅｄ
ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｏｕｔｉｎｅ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｏｓｅ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ (ＩＬ６ (８４ ８０
±１３ ４５ ｖｓ ３ ８３±０ ４４) ｐｇ / ｍＬꎬ ＩＬ￣１０ (６７ ９０±１２ ０２ ｖｓ １４ ９３±２ ９８) ｐｇ / ｍＬꎬ ＴＮＦ￣(４３ １７±５ １２ ｖｓ ７ ５８±０ ７１) ｐｇ /
ｍＬ) ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｌｉｔｔｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ５ ｄａｙｓ ｃａｎ ｂｅ
ｐｏｏｌｅｄ ａｓ ｐｏｏｌｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｌｏｏｄꎻ ｐｌａｔｅｌｅｔｓꎻ ｂｌｏｏｄ ｓｔｏｒａｇｅ

临床上各种原因所致的患者血小板(ｐｌａｔｅｌｅｔꎬＰｌｔ)减少ꎬ
可导致出血和止血困难ꎬ如治疗不及时或效果不佳ꎬ将给患

者带来死亡风险ꎮ 在临床治疗中ꎬ血小板输注是治疗血小板

减少性出血患者的有效措施之一[１] ꎮ 血小板制剂主要有单

采血小板(ｓｉｎｇｌｅ￣ｄｏｎｏｒ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｏｒ ａｐｈｅｒｅｓｉｓ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ)、浓缩血

小板(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓꎬ ＰＣ)ꎬ是指从捐献的全血中分离制

备的血小板成分ꎬ又称全血来源的浓缩血小板制剂(ｗｈｏｌｅ
ｂｌｏｏｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄꎬ Ｐｌｔｓ)和混合浓缩血小板( ｐｏｏｌｅｄ ＰＣ)ꎮ 近年

来ꎬ随着临床医学的不断发展ꎬ血小板在临床的应用更加广

泛ꎬ需求量快速增长ꎬ除供给单采血小板外ꎬ制备安全有效的

浓缩血小板ꎬ尤其是混合浓缩血小板ꎬ对缓解我国临床需求

将起到十分重要的作用ꎮ 根据全血及成分血质量要求

(ＧＢ１８４６９￣２０１２) [２] ꎬ通常 １ 个治疗量的浓缩血小板ꎬ需要 ５~
６ 袋 ４００ ｍＬ 的同血型的合格血液才能制备ꎬ部分血站因为采

血量较小ꎬ当天采集的合格同型血液可能不足 ５ 袋ꎬ无法满

足制备混合浓缩血小板的基本条件ꎻ同时由于标本较少ꎬ也
不适合每天进行核酸检测ꎬ而是 ２~３ ｄ 的标本合并检测ꎮ 因

此ꎬ我们探讨了对采集的血液ꎬ在 ６ ｈ 内制备成浓缩血小板ꎬ
用血小板保存袋保存ꎬ在 ５ ｄ 有效保存期内汇集制备混合浓

缩血小板制剂ꎬ并继续保存 ２ ｄ(至 ｄ７)ꎬ并与常规法进行比

较ꎬ观察血小板制剂的质量ꎮ 现将结果报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 ２０１６ 年 ３－６ 月在街头抽取符合«献血者健

康检查要求»(２０１２ 版)献血量为 ４００ ｍＬ 的 １５０ 名献血者所

献血液ꎬ保存于室温ꎮ
１ ２ 　 仪 器 设 备 与 试 剂 　 全 自 动 血 细 胞 计 数 仪 ( ＢＣ￣
３０００ＰＬＵＳꎬ深圳迈瑞)ꎻ大容量低温冷冻离心机 ( Ｔｈｅｒｍｏ
６０００ｉ)ꎻ血小板恒温振荡箱(ＸＨＺ￣１ＢＣＴＰ)ꎻ酶标仪(ＭＫ３)ꎻ血
气分析仪(美国 ＧＭ３０００))ꎻ生化培养箱(ＳＰＸ￣１００Ｌ)ꎻ一次性

血袋(五联袋) Ｐ￣４００(四川南格尔ꎬ批号 １６０２０２)ꎻ一次性白

细胞过滤输血器(ＦＴＳ￣ＰＬ３１０ꎬ批号 ２０１５１２１９)ꎻ试剂包(人白

细胞介素￣６ / ＩＬ￣６ꎬ批号 ２０１６０３ꎻ人白细胞介素￣１０ / ＩＬ￣１０ꎬ批号

２０１６０３ꎻ人肿瘤坏死因子￣a / ＴＮＦ￣aꎬ批号 ２０１６０３ꎻ武汉基因

美)ꎻ血小板保存袋(四川南格尔ꎬ批号 １５１０２２ )ꎻ细菌培养基

(南京便诊ꎬ批号 １６０２２６１)ꎮ
１ ３　 方法

１ ３ １　 白膜法(ｂｕｆｆｙ ｃｏａｔꎬＢＣ)制备浓缩血小板　 全血采集

于四联袋内ꎬ６ ｈ 内ꎬ将血液于血小板恒温振荡箱振荡 ０ ５ ｈꎮ
将 ４００ ｍＬ 全血放入离心杯内平衡后ꎬ温度控制 ２０~ ２４℃ꎬ离
心力 ２ ２６０ ｇꎬ离心 １５ ｍｉｎꎮ 把离心后的主袋置于分浆夹内ꎬ
分出上层血浆至第 ２ 袋ꎬ留下约 ２０~３０ ｍＬ 血浆ꎬ然后将剩余

血浆连同白膜层及白膜层下 １ ５ ｃｍ 的红细胞(约 ６０ ｍＬ)挤
入第 ３ 袋ꎬ夹住第 ２、３ 袋之间的塑料管ꎮ 将第 ４ 袋内红细胞

保存液加入主袋内ꎬ使之与主袋内红细胞混匀ꎬ热合封闭并

切断连接主袋与第 ２ 袋之间的塑料管ꎮ 将第 ３、４ 袋置于 ２０－
２４℃轻度离心 ２８０ ｇꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ使红细胞和白细胞下沉ꎮ
第 ３ 袋上层悬液挤入第 ４ 袋即为血小板浓缩液ꎮ
１ ３ ２　 混合浓缩血小板的制备　 常规法:将同血型的 ５ 袋

４００ ｍＬ 全血制备成浓缩血小板ꎬ在振荡箱中振荡 ３０ ｍｉｎꎬ取
出称重(检测产品容量)ꎬ血小板含量ꎬ红细胞混入量、然后汇

集成浓缩血小板制剂ꎬ用白细胞过滤器过滤ꎬ制备成去白细

胞浓缩血小板制剂ꎬ保存在血小板保存袋中ꎮ 继续在振荡箱

中振荡保存至 ｄ７ꎬ取样(各 ２ 管 ５ ｍＬ)做细菌检测及血小板

功能评价试验ꎮ 共评价 １５ 个成人治疗剂量(袋)ꎮ 改良法:
将 ５ ｄ 内同血型的 ５ 袋 ４００ ｍＬ 全血制备的浓缩血小板ꎬ在振

荡箱振荡箱中保存至 ｄ５ꎬ取出称重ꎬ汇集制备成浓缩血小板

制剂ꎮ 继续在 ２２℃振荡箱振荡 ２ｄꎬ取样(各 ２ 管 ５ ｍＬ)做细

菌检测及血小板功能评价试验ꎮ 共评价 １５ 个成人治疗剂量

(袋)ꎮ
１ ４　 细菌学和血小板质量检测项目　 分别于过滤前后、保
存期末进行细菌培养ꎬ外观观察ꎬ红细胞混入量、血小板含

量、葡萄糖 ( ＧＬＵ)、 乳酸 ( Ｌａｃ)、 细胞因子 ( ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１０ꎬ
ＴＮＦ￣a)、ｐＨ 值检测ꎮ
１ ５　 实验数据分析　 采用 ＳＰＳＳ２０ ０ 进行分析ꎬ以 ｘ±ｓ 表示ꎬ
采用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎬＰ<０ ０１ 差异

有显著性统计学意义ꎮ

２　 结果

本研究制备的混合浓缩血小板制剂的血小板计数、红细

胞混入量、ｐＨ 值和无菌试验等重要指标均符合国家标准ꎮ
改良组 ５ ｄ 滤前与常规组 ０ ｄ 滤前比较: ｐＨꎬＧＬＵꎬＬａｃꎬＩＬ￣６ꎬ
ＩＬ￣１０ 差异具统计学意义ꎬＰ 值<０ ０５ꎻ改良组 ５ ｄ 滤后与常规

组 ０ ｄ 滤后比较: ＧＬＵꎬＬａｃꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１０ꎬＴＮＦ￣aꎬ差异具统计

学意义ꎬＰ 值<０ ０５ꎻ改良组 ｄ７ 与常规组 ｄ７ 比较ꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１０ꎬ
ＴＮＦ￣a差异具统计学意义ꎬＰ 值<０ ０１ꎻ组内比较得知ꎬ常规组

０９１１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



ｄ７ 与本组 ０ ｄ 滤后比较ꎬＧＬＵꎬＬａｃ 差异具统计学意义ꎬＰ 值<
０ ０５ꎻ改良组 ｄ７ 与本组 ｄ５ 滤后比较ꎬｐＨꎬＧＬＵꎬＬａｃꎬＴＮＦ￣a差

异具统计学意义ꎬＰ 值<０ ０５ꎬ其他指标无统计学差异ꎮ ２ 组

混合浓缩血小板体外质量评价结果见下表ꎮ
表 １　 ２ 种制备模式所得混合浓缩血小板制剂的体外质量评价结果　 　 (ｘ±ｓ)

检测项目
常规组(ｎ＝ １５) 改良组(ｎ＝ １５)

汇集过滤前(０ ｄ) 汇集过滤后(０ ｄ) 保存期末(７ ｄ) 汇集过滤前(５ ｄ) 汇集过滤后(５ ｄ) 保存期末(７ ｄ)
国家标准

体积(ｍＬ) ２５８ ２０±４４ ７５ ２３７ １３±４３ ３８ ２３７ １３±４３ ３８ ２７２ ３３±２１ ５５ ２５９ ７３±４０ ２３ ２５９ ７３±４０ ２３ ２５０－３８０
ＲＢＣ 数(×１０１０) ０ ６３±０ ３５ ０ ５０±０ ２９ ０ ５５±０ ２８ ０ ７７± ０３４ ０ ５９±０ ２６ ０ ５８±０ ２４ ≤１ ０×１０１０

Ｐｌｔｓ(×１０１１ / 治疗量) ２ ３０±０ ４１ ２ １３±０ ４０ ２ ２６±０ ２９ ２ ４２±０ ３７ ２ ２５±０ ４４ ２ ２２±０ ４７ ≥２ ０×１０１１

ｐＨ 值 ７ ０３±０ ０７ ７ ０７±０ ０７ ７ １０±０ ０５ ７ １０±０ ０９△ ７ １３±０ ０９ ７ ０７±０ ０４▼ ６ ４－７ ４
ＧＬＵ( ｍｍｏｌ / Ｌ) １９ ７７±０ ９３ １９ ５１±０ ７９ １５ ０５±１ ８５▽ １６ ８３±１ ７６△ １６ ９２±１ ７１ １４ １７±１ ６２▼

Ｌａｃ(ｍｏｌ / Ｌ) ４ ７４±１ ６２ ４ ７９±１ ５６ １３ ３６±２ ７０▽ １０ ０３±０ ６６△ ９ ３３±２ ３９ １４ １０±０ ８３▼

ＩＬ￣６(ｐｇ / ｍＬ) ３ ９９±０ ４８ ３ ４９±０ ４０ ３ ８３±０ ４４▽ ８０ ６１±１４ ２０△ ７０ ５４±１６ ２９ ８４ ８１±１３ ４５★▼

ＩＬ￣１０(ｐｇ / ｍＬ) １１ ０２±２ ３３ ９ ８６±１ ６０ １４ ９３±２ ９８▽ ６４ ８３±１２ ５５△ ５８ ０６±７ ６２ ６７ ９０±１２ ０２★▼

ＴＮＦ￣(ｐｇ / ｍＬ) ５ ７３±０ ３９ ５ ４８±０ ４０ ７ ５８±０ ７１▽ ４２ ６８±４ ０３△ ４１ ５５±４ １９ ４３ １７±５ １２★▼

细菌培养 无菌生长 无菌生长 无菌生长 无菌生长 无菌生长 无菌生长 无菌生长

△与对照组 ０ ｄ 滤前比较ꎬＰ 值均<０ ０５ꎻ★ 与对照组 ７ ｄ 比较ꎬＰ 值均<０ ０１ꎻ▽ 与本组 ０ ｄ 滤后比较ꎬＰ 值均<０ ０５ꎻ▼ 与本组 ５ ｄ 滤后比较ꎬＰ
值均<０ ０５ꎻ国家标准栏内指标是根据 ５ 袋浓缩血小板的指标进行推算的

３　 讨论

开发和利用浓缩血小板ꎬ一方面可以缓解机采血小板供

应的紧张局面ꎬ另一方面可以充分地利用宝贵的血液资源ꎮ
对于大多基层血站来说ꎬ要在 １ ｄ 之内ꎬ采集同血型 ４００ ｍＬ
血液可能不足 ５ 袋ꎬ就无法在当天用 ５ 袋以上的浓缩血小板

来制备混合浓缩血小板制剂ꎬ因此我们探讨对有效保存期 ５
ｄ 内的同型血小板进行汇集ꎬ制备成 １ 个治疗剂量的浓缩血

小板制剂ꎬ评价血小板的质量是否到达国家标准ꎮ
本文将常规法制备的去白混合浓缩血小板ꎬ与改良组所

制备的进行比较发现ꎬ在保存 ７ ｄ 时ꎬ质量均符合国家标准ꎬ
但细胞因子 ＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１０ꎬＴＮＦ￣a随着保存期延长呈增加趋势ꎬ
特别是改良组因直接保存单个浓缩血小板至 ｄ５ 时ꎬ未进行

白细胞过滤处理ꎬ使白细胞产生的炎症性细胞因子含量明显

升高ꎬ经过滤处理后变化较小ꎬ这与文献报道一致[３] ꎮ 改良

组的细胞因子含量均在 ｄ５ 汇集前ꎬ比常规组 ｄ１ 明显增高ꎬ
表明在血小板保存期间白细胞持续产生和释放细胞因子ꎬ常
规组在保存至 ｄ７ 时ꎬ细胞因子含量均明显低于改良组ꎬ提示

因常规制备混合浓缩血小板时已经去除了白细胞ꎬ致使其在

保存过程中产生的细胞因子含量较少ꎮ 从实验结果可以发

现ꎬ２ 种方法制备的混合浓缩血小板ꎬ随着保存时间延长ꎬ血
小板代谢消耗葡萄糖ꎬ产生乳酸ꎬ使 ｐＨ 值有下降的趋势ꎮ

因血小板随保存时间延长其质量变差ꎬ理论上推测ꎬ对
于浓缩血小板的最差情况就是在 ｄ５ꎬ因此选择 ５ 袋都保存至

ｄ５ 的浓缩血小板汇集ꎬ分析其质量ꎬ如果还可以达到国家质

量标准ꎬ则可认为在保存的 ５ ｄ 内进行汇集的方法是可行的ꎮ
血小板在体内血液循环中的平均寿命约 ７－ １４ ｄꎬＰＣ 可在

２２℃常规保存ꎮ ＳＤＰｓ 的临床输注可根据保存袋质量在 ５－７
ｄ 使用ꎬ血小板添加剂(ＰＡＳ)中的白膜法制备的混合浓缩血

小板制剂ꎬ在 ４℃保存时间甚至可达 ２１ ｄ[４] ꎮ 有文献报道ꎬ透
气性更好的 Ｆｅｎｗａｌ ＰＬ￣７３２ 或更薄的袋子 Ｃｕｔｔｅｒ ＣＬＸｔｍ 料

袋ꎬ可储存浓缩血小板 ５－７ ｄ[５] ꎮ 据此ꎬ我们研究了血小板保

存 ７ ｄ 时的质量情况ꎬ从实验结果可见ꎬ２ 组混合浓缩血小板

在保存 ７ ｄ 时ꎬ血液质量均符合国家标准ꎬ主要质量指标没有

统计学意义上的差异ꎬ说明在正常的保存条件下ꎬ混合浓缩

血小板可以保存 ７ ｄꎮ
由于目前实验条件限制ꎬ本实验未对保存 ７ ｄ 的血小板

进行临床输注效果研究ꎮ 但是关于混合浓缩血小板的临床

输注效果ꎬ已有多篇文献报道ꎮ 有研究显示[６] ꎬ对血小板减

少患者行单采血小板、混合浓缩血小板输注ꎬ均会起到疗效ꎬ
而单采血小板输注疗效更为明显ꎻ有研究表明混合浓缩血小

板输注后 １ ｈ、２４ ｈ 后血小板增加率(ＣＣＩ)值高于单采血小

板[７] ꎮ 林栋等[７]研究结果显示ꎬ混合浓缩血小板和单采血小

板输注 １ ｈ 和 ２４ ｈ 后ꎬ２ 两组患者组间以及组内输注 １ ｈ 和

输注 ２４ ｈ 后的 ＣＣＩ 差异无统计学意义ꎬ２ 两组输注有效率差

异无统计学意义ꎮ 但一般认为ꎬ单采血小板输注后计数增加

值(４ ｈ、２４ ｈ)明显高于混合浓缩血小板制剂[８] ꎮ 因此ꎬ目前

仍不确定ꎬ在输注单采血小板或混合浓缩血小板的临床效果

是否与患者的临床情况呈密切关系ꎬ特别是当混合浓缩血小

板是采用白膜法制备时[９－１０] ꎮ 但明显地ꎬ混合浓缩血小板制

剂因采用多人份进行混合ꎬ可明显增加献血者的血液暴露于

患者的风险ꎬ理论上可推测导致的因患者原因所致的输血不

良事件的风险增加ꎮ
但是ꎬ随着制备程序的改进ꎬ病原体检测及灭活技术的

提高ꎬ血小板输注安全性逐渐提高ꎮ 宁群杰等[１１] 研究表明ꎬ
患者输注后ꎬ混合浓缩血小板较单采血小板不良反应发生率

较低ꎮ 输血研究者始终不断努力改进细菌检测及病原体灭

活方法ꎬ力争最大程度平衡其有效性和安全性[１２] ꎮ 为进一

步降低细菌污染风险ꎬＢｏｓｃｈ￣Ｍａｒｃé Ｍ 等将抗菌肽加入混合

浓缩血小板中ꎬ并观察到经常温保存 ７ ｄ 后ꎬ混合浓缩血小板

形态及代谢水平变化不明显[１３] ꎮ 虽然有报道认为ꎬ在美国

使用的富血小板血浆法制备的混合浓缩血小板制剂有较高

的细菌污染风险ꎬ但在欧洲和加拿大国家采用的白膜法制备

的混合浓缩血小板制剂则并未见[１４] ꎬ而且减少血浆含量的

混合浓缩血小板制剂ꎬ更可以减少血浆输注所导致的输血不

良反应[１５] ꎮ 本实验中改良法制备的浓缩血小板在 ｄ７ 仍未

发生细菌污染ꎬ由此可见ꎬ临床输注改良法制备的混合浓缩

血小板是安全的ꎮ
综上所述ꎬ采用白膜法制备浓缩血小板制剂可在 ５ｄ 内

进行汇集ꎬ质量可靠ꎬ质量符合国家标准ꎬ可以解决基层血站

１９１１中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



因同 １ ｄ 采集 ５ 袋同血型 ４００ ｍＬ 血液不足的情况ꎬ有利于基

层血站开展制备混合浓缩血小板制剂的工作ꎬ满足临床需

求ꎬ值得推广应用ꎮ
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短篇论著

血液筛查单试剂阳性献血者可追溯性探讨

黄润华　 杨宗伦(綦江区中心血库ꎬ重庆 綦江 ４０１４２０)

　 　 摘要:目的　 对血液 ＥＬＩＳＡ 筛查单试剂阳性献血者进行重复确认试验ꎬ探讨保留其献血资格的意义及合适方

案ꎮ 方法　 将綦江区 ２０１２ 年 １ 月 １ 日－２０１６ 年 ０５ 月 ３１ 日血液 ＥＬＩＳＡ 筛查单试剂阳性的献血者共计 １６２ 例ꎬ电话回

告其半年后到各献血点进行留样复查(第一次复查再次出现单试剂阳性的献血者ꎬ隔半年后再次通知留样复查)ꎬ双
试剂检测合格后可再次参加献血ꎮ 结果　 单试剂阳性献血者 １６２ 例经两次留样复查ꎬ合格 １１８ 例ꎬ总体合格献血率

为 ６９ ４％ꎮ 结论　 保留单试剂 ＥＬＩＳＡ 阳性献血者的献血资格半年后召回复查ꎬ复查合格即可献血是一个切实可行

的方案ꎬ可有效减少献血者的不必要流失ꎮ
关键词:血液筛查ꎻ单试剂阳性ꎻ可追溯性
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ｔｈｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ( ｉｆ ｄｅｅｍｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｆｔｅｒ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｒｅｖｉｅｗꎬ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｃａｌｌｅｄ ｂａｃｋ ａｇａｉｎ ｆｏｒ ａｎｏｔｈｅｒ
ｒｏｕｎｄ ｏｆ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ). Ｉｆ ｔｈｅｓｅ ｄｏｎｏｒｓ ｗｅｒｅ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ａｆｔｅｒ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｙ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｆｕ￣
ｔｕｒｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｎ １６２ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｗｅｒｅ ｅｘａｍ￣
ｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｗａｓ １１８ ａｔ ａ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｒａｔｅ ｏｆ ６９ ４％.Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｔ ｉｓ ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ

ｔｏ ｒｅｔａｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ＥＬＩＳＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｔｏ ｄｏｎａｔｅ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｌｏｏｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎻ ｓｉｎｇｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ ｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙ

随着医疗技水平的发展ꎬ临床用血量的需求也在不断增

加ꎬ而现有献血人群的增加又面临诸多问题ꎬ造成血站的供

血压力也是与日剧增ꎬ巩固现有固定献血人群和发展壮大献

血队伍显得同等重要ꎬ在本地区外来和流动性人口较少、献
血人群较为集中在中年人的背景下ꎬ我库采取了对血液

ＥＬＩＳＡ 单试剂阳性献血者的保留献血资格延期献血的应对

措施[１] ꎬ多年来均未发生血液安全质量问题ꎮ 现将本单位

２０１２－２０１６ 年血液 ＥＬＩＳＡ 筛查单试剂阳性的献血者进行二

次复查ꎬ结果报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 重庆市綦江区中心血库 ２０１２ 年 １ 月 １ 日至

２０１６ 年 ０５ 月 ３１ 日血液 ＥＬＩＳＡ 筛查 (ＨＢｓＡｇ、抗￣ＨＩＶ、抗￣
ＨＣＶ、抗￣ＴＰ)单试剂阳性的献血者标本 １６２ 例ꎬ其中 ＨＢｓＡｇ
阳性 ４１ 例、抗￣ＨＩＶ 阳性 １０ 例、抗￣ＨＣＶ 阳性 ３４ 例、抗￣ＴＰ 阳

性 ７７ 例ꎮ 无偿献血者献血前均严格按«献血者健康检查要

求 ＧＢ１８４６７￣２０１１»进行体检和血液初筛合格ꎮ
１ ２　 试剂　 初检试剂(ＨＢｓＡｇ、抗￣ＨＩＶ、抗￣ＨＣＶ、抗￣ＴＰ)厂家

为英科新创ꎬ复检试剂(ＨＢｓＡｇ、抗￣ＨＩＶ、抗￣ＨＣＶ、抗￣ＴＰ)厂家

为万泰生物ꎬ所有试剂批次均通过中国药品生物制品检定所

批批检合格报告ꎬ并在有效期内使用ꎮ
１ ３　 仪器　 全自动酶标仪(瑞士帝肯 Ｆ￣５０)、全自动酶免洗

板机(瑞士帝肯 ＨＹＤＲＯＦＬＥＸ)、百特移液器(８ 道)、百特移

液器(单道)ꎬ所有仪器设备均经过计量校准合格ꎬ且在有效

期内使用ꎮ
１ ４　 方法　 ＥＬＩＳＡ 检测　 ＨＢｓＡｇ、抗￣ＨＩＶ、抗￣ＨＣＶ、抗￣ＴＰ 检

测均采用 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ每个检测项目均采用不同厂家生产的

试剂进行初复检检测ꎮ ２ 种不同厂家试剂检测结果均阴性为

合格ꎬ２ 种不同厂家试剂检测结果均阳性为不合格ꎬ一种厂家

试剂阴性加另一厂家试剂阳性为单试剂阳性不合格[２] ꎮ 酶

免检测试剂的灰区下限设置均为 ｃｕｔ ｏｆｆ 值的 ５０％ꎮ １)单试

剂阳性献血者召回方式 　 对于单试剂阳性献血者的结果回

告由检测部门完成ꎬ并告知半年后再到各采血点进行留样复

查ꎬ作好详细登记和检验结果跟踪ꎬ定期对献血者进行电话

回访ꎮ 总体 １６２ 例单试剂 ＥＬＩＳＡ 反应性ꎬ半年后第一次复查

１４３ 例ꎻ１ 年后第二次复查 ２７ 例ꎮ ２)根据复查结果由相应授

权的工作人员在血库信息化管理系统里面对其献血资格进

行隔离与放行ꎬ各项操作严格执行操作规程要求ꎮ

２　 结果　 (表 １)

表 １　 １６２ 例单试剂阳性标本复查结果情况 (ｎ)

总数 不合格数 ＨＢｓＡｇ 抗￣ＴＰ 抗￣ＨＣＶ抗￣ＨＩＶ
单试剂阳性标本数 １６２ １６２ ４１ ７７ ３４ １０

半年后第一次复查数 １４３ ３５ １０ １６ ７ ２
一年后第二次复查数 ２７ １７ ５ ９ ３ ０

注:单试剂抗￣ＨＩＶ 阳性标本共计 １２ 例均按照相应程序送检到上级

疾控中心进行确证ꎬ结果全部为阴性ꎬ阴性率为 １００％

３　 讨论

为确保临床用血安全ꎬ我国相继出台了有关法律法规来

规范采供血执业行为ꎬ血液筛查必须使用两种不同厂家的试

剂和不同的检验人员检测 ２ 遍ꎬ只有 ２ 遍筛查都合格的血液

才能发放临床使用ꎮ 为防止真阳性标本漏检ꎬ采供血机构对

ＥＬＩＳＡ 试剂的灵敏度要求较高ꎬ众所周知ꎬ在相同原理技术

水平条件下ꎬ试剂灵敏度和特异性呈反比关系ꎬ灵敏度较高

的 ＥＬＩＳＡ 试剂势必会引起一些非特异性的反应ꎬ按现行规范

要求ꎬ须进行屏蔽ꎮ 标本抗凝不全、离心因素、标本溶血、标
本污染、标本保存不当、操作因素、仪器因素、试剂自身因素

等均可导致 ＥＬＩＳＡ 试剂假阳性检测结果[３] ꎮ 从表 １ 中可以

看出单试剂阳性标本假阳性率达到了 ６９ ４％ꎬ故对单试剂假

阳性献血者的永久屏蔽与淘汰ꎬ大大造成了有效献血者的流

失ꎬ并且给献血者造成极大的身心负担ꎬ故保留单试剂阳性

献血者资格非常有意义ꎮ 现目前市面上在售的最新检测试

剂窗口期分别为:ＨＢｓＡｇ 为 ５６ｄ、第四代抗￣ＨＩＶ 为 １６ｄ、第四

代抗￣ＨＣＶ 为 ５０ｄ、抗￣ＴＰ 为 ３０ｄ[４] ꎬ让单试剂阳性献血者半年

后复查ꎬ完全排除了窗口期感染ꎬ也就是说如果献血者是由

于病原体感染而导致的单试剂检测阳性ꎬ半年后复查理应为

双试剂检测阳性ꎬ如果其它原因造成的假阳性ꎬ半年后复查

检测结果理应为阴性ꎬ当然仍然不能排除试剂灵敏度、标本

状态、操作因素、仪器因素的影响ꎬ所以如果半年后复查仍为

单试剂阳性的话ꎬ建议进一步复查ꎬ不要轻易淘汰ꎮ 当然ꎬ也
可以从试剂方面查找原因ꎬ可选择灵敏度和特异性均良好的

试剂ꎬ以减少两种检测结果的差异ꎮ 单位设置专人管理单试

剂阳性献血者献血资格保留工作ꎬ建立完善的追溯体系ꎬ能
够有效促进单试剂阳性献血者的身心健康ꎬ推动无偿献血事

业的健康有序发展ꎮ 这可为基层血站采用的办法ꎬ有条件的

话ꎬ应该在出现 ＥＬＩＳＡ 检测差异时进行核酸检测ꎬ尽可能快

速确证这些检测结果ꎮ 现在随着在中国全面推广使用核酸

检测技术ꎬ有望为这一存在的问题找到更好的解决方法ꎮ
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ｔｙｐｅ ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｔａｂｉｌｉｔｙ ｃｒｏｓｓｍａｔｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｔｅｓｔ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｕｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ２ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｎｏ ａｄｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｏｃｃｕｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎻ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ａｎｔｉ￣Ｗｒａ

不规则抗体亦称意外抗体ꎬ包括同种抗体和自身抗

体[１] ꎮ 对申请输注红细胞的患者常规进行不规则抗体筛查

实验ꎬ抗体筛查结果阳性ꎬ可进一步进行抗体鉴定ꎬ以明确抗

体特异性ꎬ选择对应抗原阴性的献血者红细胞输注ꎬ保障临

床输血安全ꎮ Ｗｒａ和 Ｗｒｂ是 Ｄｉｅｇｏ 血型中一对相对应的抗原ꎬ
有报道显示其红细胞表型频率 Ｗｒ(ａ＋ｂ－)为 ０ꎬＷｒ(ａ＋ｂ＋)为
１％ꎬ而 Ｗｒ(ａ－ｂ＋)为 ９９％ [２] ꎮ 本实验室 ３ ｄ 内发现两名抗筛

阳性患者ꎬ经抗体鉴定均为 Ｒｈ 血型系统抗体联合抗￣Ｗｒａꎮ
具体报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 患者①佘某ꎬ女ꎬ１９４２ 年出生ꎬ诊断:黑便ꎬ
消化道出血ꎬＨｂ ６７ｇ / Ｌꎬ２０１６ 年 ４ 月 １２ 日来我院急诊科就诊

输血ꎻ患者②郭某ꎬ女ꎬ１９８２ 年出生ꎬ诊断:月经量增多ꎬ尿毒

症 ８ 年ꎬＨｂ ６０ｇ / Ｌꎬ２０１６ 年 ４ 月 １４ 日来我院急诊妇产科就诊

输血ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 ３％ ~ ５％十六系抗体鉴定谱细胞(荷兰

Ｓａｎｑｕｉｎꎬ批号:８０００２２６４９３、８０００２２７４００)、３％ ~ ５％三系抗筛

细胞(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ批号:４５３３０ ０９ １)、３％ ~ ５％三系抗筛

细胞(上海血液生物医药有限责任公司ꎬ批号:２０１６７００９)、
３％－５％反定细胞(美国 Ｉｍｍｕｃｏｒꎬ批号:１１５２７８Ｃ)、标准血清

(荷兰 Ｓａｎｑｕｉｎ ): 抗￣Ｃ ( 批 号: ８０００２０２３２７ )、 抗￣ｃ ( 批 号:
８０００１９４８７９)、 抗￣Ｅ ( 批 号: ８０００２１２９６５ )、 抗￣ｅ ( 批 号:
８０００２０６０８５)、低离子液 (西班牙 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｇｒｉｆｏｌｓꎬ批号:
１５００８)、ＤＧ Ｇｅｌ 抗人球蛋白检测卡(西班牙 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｇｒｉ￣
ｆｏｌｓꎬ批号:１５０８６ ０１)、ＡＢＯ / Ｒｈ 正反定型血型定型试剂卡、抗
人球蛋白检测卡(美国 Ｏｒｔｈｏ￣Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓꎬ批号分别

为:ＡＢＲ１３２Ａ、ＡＨＣ４５８Ａ)ꎮ 主要仪器包括 ＡＵＴＯＶＵＥ 全自动

血型分析仪(美国 Ｏｒｔｈｏ￣Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ)、ＷＡＤｉａｎａ 全自

动血型分析仪(西班牙 ＧＲＩＦＯＬＳ)、Ｂ￣６００Ａ 白洋离心机(北京

白洋离心机有限公司)、ＩＤ￣Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ３７ ＳＩ 达亚美卡式孵育器

(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ)、ＤＧ ＳＰＩＮ 卡式离心机(西班牙 ＧＲＩＦＯＬＳ)ꎮ
１ ３　 实验方法　 对临床申请输注红细胞患者常规进行不规

则抗体筛查ꎬ若不规则抗体筛查阳性ꎬ进一步完成抗体鉴定ꎮ
同时加做盐水法不规则抗体筛查ꎬ若盐水法抗筛阳性ꎬ则要

进一步完成盐水法抗体鉴定ꎮ
１ ３ １　 患者 　 ＡＢＯ / Ｒｈ 血型和不规则抗体筛查(抗人球蛋

白法) 使用 ＡＵＴＯＶＵＥ 全自动血型分析仪ꎬ具体操作步骤参

照其说明书ꎻ交叉配血(抗人球蛋白法)使用 ＷＡＤｉａｎａ 全自

动血型分析仪ꎬ具体操作步骤参照其说明书ꎮ
１ ３ ２　 盐水法不规则抗体筛查　 取 ３ 个硬质短管ꎬ标记Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲꎬ每个试管中加入患者血浆 ２ 滴ꎬ然后分别加入 ３％－
５％ Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ抗筛细胞 １ 滴ꎬ血型血清学专用离心机 １ ０００
ｇꎬ １５ ｓ 离心观察结果ꎮ
１ ３ ３　 抗体鉴定　 取抗人球蛋白卡ꎬ标注患者姓名及抗体

鉴定谱细胞序号ꎬ每孔加 ５０ μＬ ０ ８％ ~ １ ０％ 对应谱细胞及
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２５ μＬ 的患者血浆ꎬ专用孵育器孵育 １５ ｍｉｎꎬ专用离心机离心

１０ ｍｉｎꎬ观察结果ꎮ

２　 结果

２ １　 ＡＢＯ / Ｒｈ 血型和不规则抗体筛查结果详　 见表 １ꎮ
表 １　 ＡＢＯ / Ｒｈ 血型和不规则抗体筛查结果

患者 血型
抗筛(抗人球蛋白法) 抗筛(盐水法)

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ
①佘某 Ａ(＋)ＣＣＤｅｅ ０ ２＋ ０ ０ ０ ０
②郭某 Ａ(＋)ＣＣＤｅｅ ０ ＋ / － ＋ / － ０ ０ ０

２ ２　 抗体鉴定及配血结果

２ ２ １　 佘某　 对同一标本ꎬ联合应用两个批号谱细胞完成

抗体鉴定ꎬ根据抗体鉴定结果ꎬ对照 １６ 系谱细胞格局分析ꎬ
患者体内含有:抗￣ｃ 联合抗￣Ｗｒａ 同种抗体ꎻ患者 Ｒｈ 分型:
ＣＣＤｅｅ(表 ２ꎬ４)ꎮ 筛选 Ｒｈ 分型为:ＣＣＤｅｅ 的 Ａ(＋)红细胞配

血ꎬ抗人球蛋白法配血主侧阴性ꎬ次侧 １＋ꎬ盐水法配血相合ꎻ
患者输注该红细胞 ２ Ｕꎬ无不良输血反应发生ꎮ
２ ２ ２　 郭某 　 应用 ２ ２ １ 方法完成抗体鉴定ꎬ结果为患者

体内含有抗￣Ｅ 联合抗￣Ｗｒａ 同种抗体ꎬ患者 Ｒｈ 分型:ＣＣＤｅｅ
(见表 ３ꎬ４)ꎮ

筛选 Ｒｈ 分型为:ＣＣＤｅｅ 的 Ａ(＋)红细胞配血ꎬ抗人球蛋

白法配血主侧阴性ꎬ次侧 １＋ꎬ盐水法配血主次侧相合ꎻ患者

输注该红细胞 ２ Ｕꎬ无不良输血反应发生ꎮ

表 ２　 谱细胞(８０００２２６４９３)鉴定结果(细胞谱 １)
Ｒｈ￣Ｈｒ Ｋｅｌｌ Ｄｕｆｆｙ Ｋｉｄｄ Ｌｅｗｉｓ Ｐ ＭＮＳ Ｌｕｔｈｅｒ Ｘｇ Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｃ Ｄ Ｅ ｃ ｅ Ｃｗ ｆ Ｖ Ｋ ｋ Ｋｐａ Ｋｐｂ Ｊｓａ Ｊｓｂ Ｆｙａ Ｆｙｂ Ｊｋａ Ｊｋｂ Ｌｅａ Ｌｅｂ Ｐ１ Ｍ Ｎ Ｓ ｓ Ｌｕａ Ｌｕｂ Ｘｇａ 佘 郭

１ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ / / ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０
２ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０
３ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ １＋
４ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ｗ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ ０
５ ＋ ０ ０ ０ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０
６ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ / / ＋ ０ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ １＋
７ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ ０
８ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ＋ ０ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ ０
９ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ０ ２＋ ０
１０ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ２＋ ０
１１ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ０ １＋
１２ ｗ ＋ ＋ ＋ ０ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ １＋
１３ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ １＋
１４ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ２＋ １＋
１５ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ Ｗｒ(ａ＋) ３＋ １＋
１６ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ｗ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ Ｗｒ(ａ＋) ３＋ １＋

表 ３　 谱细胞(８０００２２７４００)鉴定结果(细胞谱 ２)
Ｒｈ￣Ｈｒ Ｋｅｌｌ Ｄｕｆｆｙ Ｋｉｄｄ Ｌｅｗｉｓ Ｐ ＭＮＳ Ｌｕｔｈｅｒ Ｘｇ Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｃ Ｄ Ｅ ｃ ｅ Ｃｗ ｆ Ｖ Ｋ ｋ Ｋｐａ Ｋｐｂ Ｊｓａ Ｊｓｂ Ｆｙａ Ｆｙｂ Ｊｋａ Ｊｋｂ Ｌｅａ Ｌｅｂ Ｐ１ Ｍ Ｎ Ｓ ｓ Ｌｕａ Ｌｕｂ Ｘｇａ 佘 郭

１ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ０ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０
２ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ０
３ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ｗ ０ ２＋ １＋
４ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ ０
５ ＋ ０ ０ ０ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０
６ ０ ０ ＋ ＋ ０ ０ / / ＋ ０ ０ ＋ / ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ２＋ １＋
７ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ ０
８ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ ０
９ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ＋ ０ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ２＋ ０
１０ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ２＋ ０
１１ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ０ １＋
１２ ｗ ＋ ＋ ＋ ０ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ １＋
１３ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ ０
１４ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ / / ＋ ＋ ０ ＋ / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ ０
１５ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ / / ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ２＋ ＋ / －
１６ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ / / ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ Ｗｒ(ａ＋) ３＋ １＋

表 ４　 患者两个谱细胞鉴定结果

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ 自身 直抗

(佘谋)谱 １ ０ ０ ２＋ ２＋ ０ ２＋ ２＋ ２＋ ２＋ ２＋ ０ ２＋ ２＋ ２＋ ３＋ ３＋ ２＋ ２＋
(佘谋)谱 ２ ０ ０ ２＋ ２＋ ０ ２＋ ２＋ ２＋ ２＋ ２＋ ０ ２＋ ２＋ ２＋ ２＋ ３＋ ２＋ ２＋
(郭谋)谱 １ ０ ０ １＋ ０ ０ １＋ ０ ０ ０ ０ １＋ １＋ １＋ １＋ １＋ １＋ ３＋ ３＋
(郭谋)谱 ２ ０ ０ ０ ０ ０ １＋ ０ ０ ０ ０ １＋ １＋ ０ ０ ＋ / － １＋ ３＋ ３＋
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３　 讨论

不规则抗体筛查的目的是检测受血者、孕妇等血清中是

否存在抗￣Ａ、抗￣Ｂ 以外的不规则抗体ꎬ为交叉配血、ＡＢＯ 血

型正确定型(不规则抗体干扰反定型)以及新生儿溶血病产

前、产后诊断提供参考依据ꎮ 不规则抗体筛查实验结果阳性

可能是由于既往输血、妊娠原因导致ꎬ也有部分不规则抗体

在无明确抗原刺激条件下自然产生[３] ꎮ
Ｗｒａ首先在 １９５３ 年由 Ｈｏｌｍａｎ 报道ꎬＷｒａ和 Ｗｒｂ抗原是在

高加索人种中以 Ｗｒｂ纯合子为主ꎬＷｒａ抗原的检出率约为 １ /
１ ０００ꎬ目前很少有针对其他人种群体的报告[４] ꎮ Ｗｒａ和 Ｗｒｂ

抗原在广州汉族人群中未发现多态分布ꎬ其基因型均为

Ｗｒｂ / Ｗｒｂꎮ 这与高加索人种中的分布情况大致相似ꎬ表明在

随机输血和母婴之间发生 Ｗｒａ和 Ｗｒｂ抗原血型不合的概率极

低ꎬ临床意义较小[５] ꎮ
抗￣Ｗｒａ相对来说是 １ 个常见抗体ꎬ其常无红细胞刺激而

产生ꎬ多为天然抗体ꎬ但有报道研究其能引起 ＨＤＮ 和溶血性

输血反应[２] ꎮ 在不同的研究中ꎬ对于抗￣Ｗｒａ在正常献血者中

检出率报道各不相同:频率最高的在 １３ 例血清中检出 １ 例ꎬ
但其他研究报道提供的数字介于 １ / ５６~１ / １００ 之间[６] ꎮ 一些

抗￣Ｗｒａ是盐水介质抗体ꎬ但大多数需要抗球蛋白实验进行检

测ꎮ Ｌｕｂｅｎｋｏ Ａ 和 Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ Ｍ 研究表明在 ４４ 例抗￣Ｗｒａ中ꎬ１９
例为 ＩｇＧꎬ１６ 例为 ＩｇＭꎬ９ 例为 ＩｇＧ 和 ＩｇＭ 混合抗体[７] ꎮ

Ｗｒａ属于低频抗原ꎬ近年来未见到因抗￣Ｗｒａ造成交叉配

血不相合的报告ꎬ但有报道大约 １ / ３ 的自身免疫性溶血性贫

血患者含有抗￣Ｗｒａ[８] ꎮ 本实验室对申请用红细胞患者常规

进行不规则抗体筛查ꎬ第一次抗体鉴定都是用的谱细胞 １ꎬ佘
谋抗体鉴定结果与抗￣ｃ 格局基本一致ꎬ但 １５ 号细胞 ｃ 抗原

为阴性ꎬ该患者血浆 １５ 号反应为阳性ꎬ且 １５ 号和 １６ 号细胞

强度为 ３＋ꎬ其他阳性的细胞为 ２＋ꎬ说明患者体内存在除抗￣ｃ
以外的其他抗体ꎬ对照细胞谱分析怀疑联合了抗￣Ｗｒａꎻ应用

谱细胞 ２ 再次做抗体鉴定ꎬ结果显示患者血浆除与 ｃ 抗原阳

性的谱细胞反应结果为阳性外ꎬ与 ｃ 抗原阴性ꎬＷｒａ 抗原阳

性的 １６ 号谱细胞反应为阳性(３＋)ꎬ患者 Ｒｈ 分型为:ＣＣＤｅｅꎬ
通过对照两个细胞谱和剂量效应ꎬ得出佘某为抗￣ｃ 联合抗￣
Ｗｒａꎮ 郭某用谱细胞 １ 完成抗体鉴定ꎬ结果显示除存在抗￣Ｅ
外ꎬ１５ 号和 １６ 号细胞(Ｅ 抗原阴性)也为阳性结果ꎬ用谱细胞

２ 完成抗体鉴定结果显示除抗￣Ｅ 外ꎬ１６ 号细胞(Ｅ 抗原阴性)
也为阳性ꎬ患者 Ｒｈ 分型为:ＣＣＤｅｅꎬ通过对照两个批号的细

胞谱和剂量效应ꎬ得出佘某为抗￣Ｅ 联合抗￣Ｗｒａ(谱细胞 １ꎬ
Ｗｒａ抗原 １５、１６ 细胞阳性ꎻ谱细胞 ２ꎬＷｒａ抗原 １６ 细胞阳性)ꎮ

对同一患者均应用两个批号的抗体鉴定谱细胞进行抗

体鉴定发现患者体内存在 ＩｇＧ 类 Ｒｈ 血型系统抗体联合抗￣
Ｗｒａꎮ 由于本实验室当时无抗￣Ｗｒａ试剂ꎬ故未对患者 Ｗｒａ 抗
原表型进行进一步验证ꎮ 由于抗￣Ｗｒａ为低频抗原ꎬ故本实验

室通过选择与患者 Ｒｈ 分型一致ꎬ且抗人球蛋白法和盐水法

配血均相合的红细胞为患者输血ꎬ患者输血过程顺利ꎬ未发

生输血不良反应ꎮ Ｗｒａ属于低频抗原ꎬ大多数献血员 Ｗｒａ抗
原为阴性ꎬ故一般不会影响交叉配血结果ꎬ推测可能为近年

来未见到因抗￣Ｗｒａ造成交叉配血不相合的报告的原因ꎮ 本

文 ２ 例患者均为直抗阳性ꎬ说明其红细胞被致敏ꎬ故导致交

叉配血时次侧出现凝集ꎮ
虽然 Ｗｒａ是低频抗原ꎬ但其有一定的临床意义ꎬ为了保

证受血者输血安全ꎬ建议有条件的实验室可选择对应抗原阴

性的供者红细胞ꎬ对于存在 ＩｇＧ 类抗体患者ꎬ选择抗人球蛋

白法配血相合供者输血ꎻ存在 ＩｇＧ 和 /或 ＩｇＭ 类抗体患者ꎬ选
择抗人球蛋白法和盐水法配血均相合的供者红细胞输血ꎮ
本文中涉及的 ２ 名患者均为 ＩｇＧ 类 Ｒｈ 系统血型抗体联合

抗￣Ｗｒａꎬ由于抗￣Ｗｒａ强度较强ꎬ均>２＋ꎬ故为其选择 Ｒｈ 分型一

致的供血者ꎬ应用抗人球蛋白法和盐水法完成配血ꎬ一定程

度上避免了由于剂量效应导致的漏检ꎬ患者输血后未发生输

血不良反应ꎮ 为进一步提高患者输血安全性ꎬ本实验室后期

配备抗￣Ｗｒａ试剂ꎬ对于存在抗￣Ｗｒａ需要输注红细胞的患者ꎬ
选择对应供血者 Ｗｒａ抗原阴性的红细胞输注ꎮ
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个例报告

Ａ 抗原特异性自身抗体鉴定策略探讨 １ 例

王丽１ 　 李学慧２ 　 冯智慧３ 　 张溪源２(１.威海市中心血站ꎬ山东 威海 ２６４２００ꎻ
２.威海四 ０ 四医院ꎻ３.青岛市中心血站 输血研究所)

　 　 摘要:目的　 对 Ａ 抗原特异性自身抗体引起的正反不符进行 ＡＢＯ 血型鉴定及经验总结ꎮ 方法　 均采用试管法

进行血型血清学检测ꎻ对 ＡＢＯ 血型基因第 ６、７ 外显子扩增后进行直接测序ꎮ 结果　 血型血清学鉴定正定检出 Ａ 抗

原 反定检出抗￣Ａꎬ自身吸收放散证明存在 Ａ 抗原特异性自身抗体ꎮ 基因检测结果 Ａ１０２ / Ａ１０２ꎮ 结论　 血型为 Ａ 型ꎬ
由 Ａ 抗原特异性自身抗体引起 ＡＢＯ 正反不符至定型困难ꎻ Ａ 抗原特异性自身抗体引起的 ＡＢＯ 正反不符可按照

ＡＢＯ 疑难血型三步分析法进行血型鉴定ꎮ
关键词:Ａ 抗原特异性自身抗体ꎻ ＡＢＯ 血型系统

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １＋ １　 　 文献标识码:Ｂ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)１０￣１１９７￣０３
Ｏｎｅ ｃａｓｅ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａ　 ＷＡＮＧ Ｌｉ１ꎬ ＬＩ Ｘｕｅｈｕｉ２ꎬ ＦＥＮ Ｚｈｉｈｕｉ３ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘｉｙｕａｎ２ . １. Ｗｅｉｈａｉ
Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｗｅｉｈａｉ ２６４２００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ Ａｒｍｙ ４０４ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ ３. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｑｉｎｇｄ￣
ａｏ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ｆｏｒ ＡＢＯ ｔｙｐｉｎｇ ｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙ ｂｙ ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｕｂｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｅｘｏｎｓ ６ ａｎｄ ７ ｏｆ ＡＢＯ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｎｔｉｇｅｎ
Ａ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｏｎ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ａ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ. Ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ａｕｔｏ￣ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅ￣
ｌｕｔｉｏｎ.Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｓ Ａ１０２ / Ａ１０２.Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗａｓ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａ. Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｓｔｅｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ｏｆ ＡＢＯ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｕｔｏ￣ａｎｔｉ￣Ａꎻ ＡＢＯ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ

ＡＢＯ 自身抗体是非常罕见的ꎮ 在英国 １ 个血液中心ꎬ３２
年间共研究了 ４ ６６８ 名自身抗体的病人ꎬ仅 ６ 例是具有 ＡＢＯ
特异性的自身抗体[１] ꎮ 国内有关 ＡＢＯ 特异性自身抗体的报

导更是极其罕见ꎬ发现有检测出自身抗－Ａ１ 的报道[２] ꎬ而关

于 Ａ 抗原特异性自身抗体国内暂未发现报道ꎮ 本站在医院

送检的 ＡＢＯ 血型正反不符标本中发现了非常见原因引起的

ＡＢＯ 血型鉴定困难ꎬ经过深入分析研究鉴定出 Ａ 抗原特异

性自身抗体ꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 患者ꎬ男性ꎬ６７ 岁ꎬ前列腺癌术后应用抗雄

性激素 ３ 年ꎬ无输血史ꎮ 医院检测血型发现正反不符送本站

要求鉴定ꎮ
１ ２　 试剂　 抗￣Ａꎬ抗￣Ｂ(上海血液生物医药有限公司ꎬ批号

２０１３１１２１)ꎻＡ１ｃ、Ｂｃ、Ｏｃ(上海血液生物医药有限公司ꎬ批号

２０１５５３２９)ꎻ抗体筛选细胞(上海血液生物医药有限公司ꎬ批

号 ２０１５７０２６)ꎻ抗￣Ｈ (上海血液生物医药有限公司ꎬ批号

２０１５０６１６)ꎻＡ２ 细胞 (上海血液生物医药有限公司ꎬ批号

２０１５１２２０)ꎮ
１ ３　 血型血清学检测　 均采用试管法ꎬ具体方法参考«全国

临床检验操作规程»(第 ４ 版)血型血清学检验ꎮ
１ ４　 ＡＢＯ 基因第 ６、７ 外显子直接测序　 根据文献[３]设计

的引物对 Ｅｘｏｎ ６ 和 Ｅｘｏｎ ７ 进行扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增反应体系:
每种 ｄＮＴＰ４００ μｍｏｌ / ＬꎬＭｇ２ ＋ ２ ５ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ 酶 ３ Ｕꎬ模板

ＤＮＡ ５００ ｎｇꎬ引物每条 ０ １ μｍｏｌ / Ｌꎬ终反应体系为 ５０ μＬꎮ
ＰＣＲ 扩增反应程序: ９５℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ ９４℃ ６０ ｓꎬ６３℃ ９０
ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ１０ 个循环ꎻ ９４℃ ６０ ｓꎬ６１℃ ９０ ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ２５ 个

循环ꎻ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ１０℃ 保温ꎮ 扩增产物切胶纯化ꎬ在
ＡＢＩ３１００￣Ａｖａｎｔ 上进行序列分析ꎮ

２　 血型血清学检查结果

２ １　 ＡＢＯ 血型鉴定　 见表 １ꎮ
表 １　 ＡＢＯ 血型试管法鉴定结果

抗￣Ａ 抗￣Ｂ 抗￣Ａ１ Ａ１ｃ Ｂｃ Ｏｃ 自身 Ａ２ｃ 抗￣Ｈ 抗￣Ｈ＋Ｂｃ(对照) 抗￣Ｈ＋Ｏｃ(对照)
ＩＳ ４＋ ０ ４＋ １＋ １＋ ０ １＋ｗ １＋ ０ ２＋ ３＋
４℃ ３＋ｓ １＋ｓ ± ３＋ ３＋ １＋ ３＋ ４＋
３７℃ ± １＋ ０ ± ±
室温 １＋ １＋ ０ ± １＋

２ ２　 抗体筛选　 见表 ２ꎮ
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表 ２　 抗体筛选结果

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
ＩＳ ± / ０ ０ ０

４℃２ ｈ １＋ １＋ １＋
３７℃ ０ ０ ０
室温 ０ ０ ０

２ ３　 患者血浆与随机献血员细胞反应　 见表 ３ꎮ

２ ４　 直抗试验　 见表 ４ꎮ
２ ５　 吸收放散试验　 将患者红细胞 ２ ｍＬ、血浆 ４ ｍＬ 充分混

匀ꎬ４℃冷吸收 ４８ ｈꎬ中间混匀 ３ 次ꎮ 吸收后血浆吸出待用ꎬ
吸收后红细胞用 ４℃生理盐水洗涤 ５ 次ꎬ加生理盐水 ２ ｍＬꎬ
５６℃水浴中震荡放散 ８ ｍｉｎꎬ离心吸出放散液与反定型细胞

反应ꎬ见表 ５ꎮ

表 ３　 患者血浆与随机献血员细胞反应结果

Ａｃ１ Ａｃ２ Ａｃ３ Ａｃ４ Ａｃ５ Ａｃ６ Ａｃ７ Ａｃ８ Ｏｃ１ Ｏｃ２ Ｏｃ３ Ｏｃ４ Ｏｃ５ Ｏｃ６ Ｏｃ７ Ｏｃ８
ＩＳ ± １＋ １＋ １＋ １＋ １＋ １＋ １＋ ０ ± / ０ ± / ０ ０ ０ ０ ± / ０ ０
４℃ ３＋ ３＋ ３＋ ３＋ ３＋ ３＋ ３＋ ３＋ ± ± ± ± ± ± ± ±

表 ４　 直接抗人球蛋白试验结果

抗￣ＩｇＧꎬＣ３ｄ 抗￣ＩｇＧ 抗￣Ｃ３ｄ
ＩＳ １＋ ０ １＋

表 ５　 患者红细胞放散液结果

放散液＋Ａｃ 放散液＋Ｂｃ 放散液＋Ｏｃ
ＩＳ １＋ ０ ０
４℃ ２＋ ０ ０

３　 ＡＢＯ Ｅｘｏｎ６ꎬ７ 直接测序分析

ＡＢＯ 血型基因 Ｅｘｏｎ６ꎬ７ 直接测序显示ꎬＥｘｏｎ７ ｎｔ４６７ 为

ＴＴꎬ其余序列均与 Ａ１０１ 序列符合ꎬＥｘｏｎ６ꎬ７ 测序结果为

Ａ１０２ / Ａ１０２ꎬ见图 １ꎮ

图 １　 ＡＢＯ 血型基因 Ｅｘｏｎ７ 直接测序显示 ｎｔ４６７ ＴＴ

４　 结论

Ａ 抗原特异性自身抗体引起 ＡＢＯ 正反不符ꎬ血型为 Ａ
型ꎮ 由 Ａ 抗原特异性自身抗体引起的 ＡＢＯ 正反不符可按照

ＡＢＯ 疑难血型三步分析法进行血型鉴定ꎮ

５　 讨论

在临床输血工作中ꎬＡＢＯ 血型的检测对输血安全有着重

要的意义ꎮ ＡＢＯ 血型常规定型方法包括正定型及反定型ꎬ两
者彼此可作核对之用[４] ꎮ 当正反定型不符时应参考 ＡＢＯ 疑

难血型三步分析法进行血型鉴定[５] ꎮ
本病例亦采用了疑难血型三步分析法ꎮ 第一步:排除人

为因素或操作失误复检 ＡＢＯ 血型ꎬ结果与初检一致ꎮ 第二

步:复习临床资料分析可能导致正、反定型不一致的原因并

予以归纳、分类ꎮ 临床提供的患者临床资料未发现影响 ＡＢＯ
血型鉴定的因素ꎮ ＡＢＯ 血型检测的结果(见表 １)正定型抗

Ａ 强凝集ꎬ反定型与 Ａｃ、Ｂｃ 凝集及自身凝集ꎬ考虑到通常冷

自身抗体为抗 Ｈ 或抗 ＨＩ 抗体引起ꎬ其特征应该是与 Ｏｃ 反应

凝集强度更强一些ꎬ故暂且不考虑自身凝集ꎬ先验证或排除

是否是同种抗体及亚型所致与 Ａｃ 凝集反应ꎮ 第三步:根据

第二步的分类结果ꎬ设计针对性试验验证ꎮ 因第二步初步怀

疑为同种抗体或亚型所致正反不符ꎬ所以首先做抗体筛选试

验ꎬ结果见表 ２ꎬ抗体筛选的结果排除了 ＡＢＯ 血型系统外不

规则抗体所致正反不符的可能性ꎮ 再做试验验证是否是亚

型致正反不符ꎬ做了与抗 Ｈ 反应及与抗 Ａ１ 反应的试验结果

见表 １ꎬ排除了亚型的可能性ꎮ 进一步需要验证的是该抗体

是否是针对 Ａ 抗原特异性的抗体ꎬ随机选取了 ８ 个 Ａ 型献血

员 ８ 个 Ｏ 型献血员与患者血浆反应结果见表 ３ꎬ从表 ３ 中可

看出患者血浆内含有针对 Ａ 抗原特异性的抗体ꎮ 患者为 Ａ
型并非亚型而同时又检测了抗 Ａ 抗体ꎬ考虑此抗 Ａ 抗体有

可能是外来的抗体ꎬ故与临床医生沟通ꎬ经了解无输血史ꎬ未
用过丙种球蛋白等任何生物制剂ꎬ故此排除了外来抗 Ａ 抗体

的可能ꎮ 又加做了病人的直接抗人球蛋白试验见表 ４ 抗￣ＩｇＧ
阴性ꎬ抗￣Ｃ３ｄ 阳性ꎮ 所有的结果都提示该患者是 Ａ 型含有

针对 Ａ 抗原特异性的自身抗体ꎬ查询资料确认有 ＡＢＯ 血型

自身抗体的存在的可能性ꎬ并进一步做验证试验￣自身冷吸

收热放散试验ꎮ 自身吸收放散试验结果见表 ５ꎬ放散液亦检

出针对 Ａ 抗原特异性的抗体ꎬ进一步证实了 ＡＢＯ 血型自身

抗体的存在ꎮ 为了鉴别此针对 Ａ 抗原特异性的自身抗体ꎬ是
抗 Ａ 抗体还是抗 Ａ１ 抗体ꎬ加做了病人血浆与 Ａ２ 细胞反应

的试验ꎬ患者血浆与 Ａ１ 细胞、Ａ２ 细胞均有凝集反应证明此

抗体为 Ａ 抗原特异性自身抗体ꎮ 青岛血站对病人的 ＡＢＯ 基

因 Ｅｘｏｎ６ꎬ７ 直接测序ꎬ结果为 Ａ１０２ / Ａ１０２ 与本站做的血型血

清学检测表型相符ꎮ
由此病例的研究过程我们可以总结出以下经验:通过对

此病例的研究及查阅资料认知了有 ＡＢＯ 血型自身抗体的存

在ꎻ工作中再遇见 ＡＢＯ 血型检测有类似格局时ꎬ排除同种抗

体、亚型、及外来抗体可能性时考虑 ＡＢＯ 血型自身抗体ꎻＡ
抗原特异性自身抗体引起的 ＡＢＯ 正反不符可按照 ＡＢＯ 疑难

血型三步分析法进行血型鉴定ꎻ考虑为 ＡＢＯ 血型自身抗体

时ꎬ可根据抗体反应的温度特征等设计自身吸收放散试验加

以验证ꎮ
对此病例鉴定过程的回顾性分析发现该鉴定过程可以

进一步完善ꎮ 用患者血清与有 Ａ 抗原阳性的非自身红细胞ꎬ
及缺乏 Ａ 抗原的红细胞分别进行吸收放散实验ꎬ来检测是否

能放散下来抗 Ａ 抗体ꎮ 以证明该自身抗体是否是类同种特

异性自身抗体的性质ꎮ 据患者直抗结果ꎬ可以直接放散后ꎬ
对放散液进行鉴定ꎮ

此病例输血按照输血相容原则应给予 Ｏ 型洗涤红细胞ꎬ
Ａ 型或 ＡＢ 型血浆输注ꎮ 有待进一步研究的是 Ａ 抗原特异

性自身抗体是否能引起溶血性贫血及溶血性输血反应ꎮ
(在此对上海血液中心参比实验室向东老师的指导ꎬ 以

及对青岛血站给予的大力支持表示感谢!)
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输血管理

医院输血科实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系意义之我见

张燕　 文爱清△(第三军医大学大坪医院野战外科研究所 输血科ꎬ重庆 ４０００４２)

　 　 摘要:输血科的发展水平在医院的质量管理建设中起着至关重要的作用ꎮ 目前ꎬ国内医院输血科存在机构设置

和资源配置不合理、输血质量管理水平低、输血全流程操作不规范的问题ꎮ 作者在介绍 ＡＡＢＢ 标准的基础上ꎬ阐述

了医院输血科实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系在提升医院输血质量管理水平、规范输血流程方面的重要性及意义ꎮ
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输血作为现代医疗中一种特殊的抢救、治疗手段ꎬ在患

者的救治中起着不可替代的作用ꎮ 随着医疗服务体系的不

断完善ꎬ输血科(血库)的作用已不再是传统意义上的“血
库”(储血、发血)ꎬ还担负着全院临床用血的管理、技术指导

和技术实施ꎬ确保贮血、配血和其他科学、合理用血措施的执

行[１] ꎮ 输血科的发展水平在医院的质量管理建设中起着至

关重要的作用ꎮ

１　 国内输血科(血库)现状

为促进医疗机构输血科(血库)的建设和管理ꎬ国家卫生

部先后颁布了一系列输血相关的法律法规ꎬ如«医疗机构临

床用血管理办法»、«血液制品管理条例»、«临床输血技术规

范»等ꎬ国内的输血水平得到了一定的提升ꎬ但各地区的调查

表明ꎬ输血科(血库)还存在很多不足ꎮ

１ １　 机构设置和资源配置不合理 　 国家卫生部颁布的«医
疗机构临床用血管理办法»中明确要求:二级以上医院应设

置独立的输血科(血库)ꎮ 但部分二级以上(含二级)医院未

设置独立的输血科(血库)ꎬ仍挂靠在检验科ꎮ 其次ꎬ部分输

血科人力资源配置不到位、业务用房面积不到位、仪器设备

的配置不能满足业务的正常开展[２－４] ꎮ
１ ２　 输血质量管理水平低　 国家卫生部颁布的«医疗机构

临床用血管理办法»中明确要求:二级以上医院和妇幼保健

院应当设立临床用血管理委员会ꎬ负责本机构临床合理用血

管理工作ꎮ 有些医院虽设有输血质量管理委员会ꎬ但制度形

同虚设ꎬ并未定期召开会议ꎬ对临床科室输血质量管理工作

督查不到位ꎬ对输血存在的问题不进行追踪与评价ꎬ缺少对

输血管理工作的总结、分析[５] ꎮ 部分输血科甚至无针对从血

液发出到临床输注的相应管理制度ꎬ对整个输血过程缺乏有

效的质量管理ꎮ
１ ３　 输血全流程操作不规范　 输血前医护人员缺乏对患者

的评估ꎬ时常不能正确把握输血指征、选择恰当的血液成分ꎬ
致使血液制品应用不合理的情况难以杜绝ꎮ 输血过程中疏

于对患者的继续观察和监护ꎬ对输血不良反应的识别能力
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差、处理程序知晓率低ꎬ导致不良反应未得到及时正确的处

理和上报ꎬ输血安全隐患未得到及时排除ꎮ 输血后未进行及

时的疗效评估ꎬ对输血没有达到预期要求的ꎬ不查找原因ꎬ血
液制品的使用效能不能得到充分发挥ꎮ

２　 实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系的重要性

输血工作质量的好坏、输血科的发展建设与管理水平ꎬ
对临床用血质量的安全性、合理性和有效性起着至关重要的

作用ꎬ直接影响着医院整体医疗工作的质量和病人的生命安

危ꎮ 如何有效提高输血科(血库)的质量管理水平ꎬ已成为输

血科(血库)建设和发展中迫在眉睫的问题ꎮ 建立标准的质

量管理体系ꎬ作为一种有效的提高质量管理水平的方法ꎬ已
成为医疗机构建设和发展的必然趋势[６－７] ꎮ

ＡＡＢＢ 认证是由全世界最高水平的“血液银行及输血业

务的标准指针”的最终认定组织单位全球先进的输血和细胞

治疗技术联盟(Ａｄｖａｎｃｉｎｇ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ
Ｗｏｒｌｄｗｉｄｅꎬ简称 ＡＡＢＢ)发起的认证活动ꎮ 它以患者为中心ꎬ
强调为患者提供完善、统一、安全的医疗服务ꎬ致力于制定输

血医学的各方面标准ꎬ从血液的采集、制作、检测、血液发放、
血液管理全过程促进医疗质量和病人安全的持续改进ꎬ最终

促进输血医学的发展水平的提升ꎮ １９５７ 年ꎬＡＡＢＢ 出版了第

一版«血站与输血服务机构标准»ꎮ 之后每两年ꎬ官方机构组

织专家对该标准进行修订ꎬ使其与国际标准相适应ꎮ ２０１６ 年

４ 月ꎬ«血站与输血服务机构标准»第 ３０ 版正式生效ꎮ
与 ＩＳＯ１５１８９ 相比ꎬＡＡＢＢ 标准具有明显的优势:(１)专

业性更强ꎻＩＳＯ１５１８９ 是从医学专业的角度描述医学实验室质

量管理的要求ꎬ适用于医学实验室服务领域内现有的所有学

科ꎮ ＡＡＢＢ 标准仅仅针对输血医学和细胞治疗ꎬ专业性更强ꎮ
(２) 覆盖范围更加全面:在用于输血服务机构评审的«血站

与输血服务机构标准»中ꎬ评估的内容包含了十大要素:１)
组织结构ꎻ２) 人力资源ꎻ３) 仪器设备ꎻ ４)供应商与客户ꎻ５)
输血全流程ꎻ６) 文档和记录ꎻ７) 输血不良事件ꎻ８) 内外部评

审ꎻ９) 持续改进ꎻ１０) 生物安全ꎮ 这些内容覆盖了从血液采

集到最后血液输注的各个环节ꎬ既包含了血液制品的制作环

节、输血科实验操作环节ꎬ也包含了临床输血各环节ꎬ全方位

地保证了患者的输血安全ꎮ 实施 ＡＡＢＢ 质量管理体系ꎬ可以

为输血科提供更具体、更全面的专业要求ꎬ为实验室的检验

能力和服务质量提供保证ꎮ

３　 实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系的意义

３ １　 科室走向国际化　 在全球化趋势日益明显与国内医疗

环境迅速发展的今天ꎬ认证是机构打造核心竞争力ꎬ寻求持

续发展与进入国际市场的“通行证” [８] ꎮ ＡＡＢＢ 标准是衡量

输血科质量管理水平与患者安全的良好工具ꎮ 通过实践

ＡＡＢＢ 质量管理体系ꎬ科室可以得到国际社会的各种资源和

服务ꎬ借鉴国外的成功经验ꎬ结合国内实际ꎬ使医疗机构的质

量管理水平达到国际水平ꎮ
３ ２　 建立完善的质量管理体系　 践行 ＡＡＢＢ 标准的过程会

促使科室在质量和管理方面进行持续改善ꎮ 在满足 ＡＡＢＢ
标准的前提下ꎬ结合科室实际情况ꎬ制定具有很强针对性、实
用性和可操作性的政策、制度和流程ꎬ形成科室自身的质量

体系ꎮ
３ ３　 提升合理用血水平　 ＡＡＢＢ 标准对输血全流程的每个

环节都制定了详细的标准ꎬ通过对标准的学习和培训ꎬ提高

员工的质量安全意识ꎮ 临床输血管理委员会要对照标准ꎬ对
员工的日常工作进行不定期检查ꎬ重视临床输血操作的规范

化ꎮ 通过科学的认证标准和方法、长期的持续改进、常态的

标准化、对细节的卓越要求实现规范化管理ꎬ提升合理用血

水平ꎮ

４　 结语

ＡＡＢＢ 标准是全世界公认的医疗服务标准ꎬ代表了医院

服务和医院管理的最高水平ꎮ 实践 ＡＡＢＢ 质量管理体系ꎬ可
以增强临床患者对输血科的信任程度ꎬ从而得到社会、医疗

单位和患者的信任ꎮ 只有高度重视和加强输血科的内涵建

设ꎬ进一步规范和完善输血科的全面质量管理ꎬ才能更好地

发挥输血科在医院工作中的重要作用[９] ꎮ
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输血机构室间质量评价

１１ 家血站实验室抗￣ＴＰ 酶联免疫吸附试验临界值的评价
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(１.北京市红十字血液中心ꎬ 北京 １０００８８ꎻ２. 北京医院 国家老年医学中心 卫生部临床检验中心 北京市临床检验工程技术研究中心ꎻ
３.北京市通州区中心血站ꎻ４.天津市血液中心ꎻ５.河北省血液中心ꎻ６.重庆市血液中心ꎻ７.辽宁省血液中心ꎻ８.大连市血液中心ꎻ
９.山东省血液中心ꎻ１０.山东省济宁市红十字会中心血站ꎻ１１.江苏省血液中心ꎻ１２.深圳市血液中心ꎻ１３.湖北襄阳市中心血站)

　 　 摘要:目的　 评价 １１ 家血站实验室采用酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)检测无偿献血者梅毒螺旋体抗体(抗￣ＴＰ)过
程中ꎬ血站实验室采用的工作临界值(ＣＯ)的适宜性及合理性ꎮ 方法　 １１ 家血站实验室采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂中的 １ /
２ 种均对 １ ３７２ 例标本进行抗￣ＴＰ 检测ꎮ 对结果有差异的标本进行梅毒螺旋体颗粒凝集试验(ＴＰＰＡ)确证试验ꎬ利用

确证试验结果明确标本真实血清学状态ꎮ 对数据进行如下分析:１)分析 １１ 家血站实验室采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂中的

１ / ２ 种试剂真阳性检出率、灰区标本确证阳性率ꎻ２)分析 １１ 家血站实验室抗￣ＴＰ 试验“灰区”设置的合理性ꎬ通过绘

制 ＲＯＣ 曲线确定 １１ 家血站实验室采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂中的 １ / ２ 种试剂最佳 ＣＯ 值ꎬ比较不同 ＣＯ 值下(最佳 ＣＯ 值、
厂商推荐 ＣＯ 值、血站实验室因采用灰区而设置的工作 ＣＯ 值)灵敏度与特异性的变化ꎮ 结果　 １)１１ 家血站实验室

采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂中的 １ / ２ 种试剂对 １ ３７２ 例标本进行检测ꎬ真阳性检出率均为 １００％(４８９ / ４８９)、真阳性标本无 １
例漏检ꎻ９ 家设有灰区的血站实验室共检出 １３６ 例灰区标本ꎬ经确证均为阴性ꎬ即灰区标本确证阳性率均为 ０ꎮ ２)１１
家血站实验室采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂中的 １ / ２ 种试剂 ＲＯＣ 曲线确定的最佳 ＣＯ 值均大于厂商推荐 ＣＯ 值ꎬ设置灰区的

９ 家血站实验室采用工作 ＣＯ 值灵敏度提高有限、特异性有所下降ꎮ 结论　 １１ 家血站实验室使用厂商推荐 ＣＯ 值就

可获得较高灵敏度、满足血液筛查的要求ꎬ实验结果支持血站实验室取消灰区设置ꎮ
关键词:酶联免疫吸附试验ꎻ梅毒螺旋体抗体ꎻ临界值ꎻ灰区
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Ｓｈａｏｗｅｎ１１ꎬ ＺＥＮＧ Ｊｉｎｆｅｎｇ１２ꎬ ＳＨＩ Ｙａｎｈｕａ１３ .１. Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｒｅｄ Ｃｒｏｓｓ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８８ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
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Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎻ３.Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｔｏｎｇｚｈｏｕ ｃｅｎｔａｌ Ｂｌｏｏｄ Ｓｔａｔｉｏｎꎻ４.Ｔｉａｎｊｉｎ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ５.Ｈｅｂｅｉ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ６.Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ７.
Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ８.Ｄａｌｉａｎ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ９.Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ１０.Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｊｉｎｉｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｂｌｏｏｄ Ｓｔａｔｉｏｎꎻ１１.Ｊｉａｎｇ￣
ｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ１２.Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎻ１３.Ｈｕｂｅｉ Ｘｉａｎｇｙａｎｇ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｂｌｏｏｄ Ｓｔａｔｉｏｎ.Ｃｏ￣ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ: ＧＥ
ＨｏｎｇｗｅｉꎻＷＡＮＧ Ｌｕｎａｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｒｅｓｏｎａｂｌｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｂｌｅ ｃｕｔ ｏｆｆ (ＣＯ) ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｕｐ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｒｅｐｏ￣
ｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ａｎｔｉ￣ＴＰ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｄｏｎａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ １１ ｂｌｏｏｄ ａｇｅｎｃｉｅｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ).Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １ ３７２ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ＴＰ ｕｓｉｎｇ １ ｏｒ ２ ｏｆ ｔｈｅ ８ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
１１ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅ￣ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍ ｐｅｌｌｅｔ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
(ＴＰＰＡ) ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｔｒｕｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: １)Ｔｈｅ ｔｒｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｒａｙ ａｒｅａ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ １ ｏｒ ２ ｏｆ ｔｈｅ ８ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ １１ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏ￣
ｒｉｅｓꎻ２) Ｔｈｅ " ｇｒａｙ ａｒｅａ" ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ＴＰ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｔｈｅ １１ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ ＲＯＣ
ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ １ ｏｒ ２ ｏｆ ｔｈｅ ８ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ １１ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏ￣
ｒｉｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ (ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ＣＯ ｖａｌｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ′ｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ＣＯ ｖａｌｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｅｔ￣
ｔｉｎｇ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｇｒａｙ ａｒｅａｓ) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １) １ ３７２ ｓａｍ￣

ｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ＴＰ ｕｓｉｎｇ １ ｏｒ ２ ｏｆ ｔｈｅ ８ ＥＬＩＳＡ
ｒｅａｇｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ｔｒｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ １００％ (４８９ / ４８９)
ｔｒｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ａ ｍｉｓｓｉｎｇ ｃａｓｅꎻ １３６ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｅｌｌ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｇｒａｙ ａｒｅａ ｓｅｔｕｐ ｂｙ ｔｈｅ ９ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
ａｌｌ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｎｅｇｔｉｖｅ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒａｙ ａｒｅａ ｗａｓ
０ ２) １１ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ ｕｓｉｎｇ １ ｏｒ ２ ｏｆ ｔｈｅ ８ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｇｅｎｔｓ
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ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｏｐｔｉｍａｌ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ. Ｔｈｅ ９ ｂｌｏｏｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
ｗｉｔｈｉｎ ｇｒｅｙ ａｒｅａ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｌｉｍｉｔｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｖｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ １１ ｂｌｏｏｄ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ａｄｅｑｕａｔｅ ｔｅｓｔ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ＣＯ ｖａｌｕｅ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ
ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｗｅ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ａｇｅｎｃｉｅｓ ａｂａｎｄｏｎ ｔｈｅ ｇｒａｙ ａｒｅａ ｓｅｔｕｐ ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｗｉｔｈ ＣＯ ｖａｌｕｅｓ ｃａｐａ￣
ｂｌｅ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｂｌｏｏｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ)ꎻ ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ｃｕｔｏｆｆꎻ ｇｒａｙ ａｒｅａ

梅毒是由梅毒螺旋体(Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍꎬＴＰ)感染所

致的全身性传染病ꎬ该病可经性接触、输血及母婴垂直传

播[１] ꎮ 为确保血液安全ꎬＧＢ１８４６９(２０１２) «全血及成分血质

量要求»规定需对献血者血液采用 ２ 个不同生产厂商的酶联

免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)试剂检测梅毒特异性抗体ꎮ ＥＬＩＳＡ 试

验是以临界值(Ｃｕｔｏｆｆ 值ꎬ简称 ＣＯ 值)作为判定阴阳性的界

定标准ꎬ确定适宜的 ＣＯ 值对减少假阳性和假阴性结果具有

重要意义[２] ꎮ 为防止弱阳性标本漏检、最大限度检出真阳性

标本ꎬ很多血站实验室设定“灰区”ꎬ将厂商推荐 ＣＯ 值下调ꎬ
建立工作 ＣＯ 值ꎬ旨在确保血液安全[３] ꎮ 经调查各血站实验

室设置灰区的依据多为参照其他血站实验室、专家推荐等ꎬ
说法不一ꎻ同时 ２０１０ 年开始 ＥＬＩＳＡ 试剂已由“一步法”变更

为“二步法”ꎬ至今已发展到第四代检测试剂ꎬ试剂性能尤其

是灵敏度得到较大提升[３－６] ꎮ 本研究通过 １１ 家血站实验室

所用的 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂中 １ 种或 ２ 种试剂对同一

组标本进行检测的结果实施分析ꎬ旨在探讨 ＥＬＩＳＡ 法检测

抗￣ＴＰ 设置灰区的适宜性和合理性ꎬ为优化血液筛查策略提

供依据ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 ２０１５ 年 ４－１２ 月卫生部临床检验中心收集

１６ 家血站 １ ３７２ 例标本(其中抗￣ＴＰ 检测反应性标本 ７９３ 例、
抗￣ＴＰ 检测非反应性标本 ５７９ 例)ꎮ 留取的标本－２０℃保存ꎮ
１ ２　 试剂与仪器　 采用 ８ 种血站实验室常用抗￣ＴＰ 诊断试

剂盒(ＥＬＩＳＡ 法)ꎬ试剂代码为 Ａ￣Ｈꎬ梅毒螺旋体颗粒凝集试

验( ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍ ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎꎬＴＰＰＡ)试剂来自

日本富士公司ꎬ所有血筛试剂皆为国家批检合格产品ꎬ有效

期内使用ꎬ并严格按照试剂盒说明书和血站实验室规范操

作ꎻＳｔａｒ ８ＣＨ 全自动加样仪(瑞士 ＨＡＭＡＬＴＯＮ 公司)ꎬＳａｎ￣
ｔｕｓ４４ / ＯＨ￣１５０ 全自动加样仪 (深圳爱康公司)ꎬ ＥＶＯ１５０、
ＥＶＯ２００ 全自动加样仪 (瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)ꎬ ＦＡＭＥ ２４ / ２０、
ＦＭＡＥ２４ / ３０ 全自动酶免分析仪(瑞士 ＨＡＭＡＬＴＯＮ 公司)ꎬ
ＢＥＰ￣Ⅲ全自动酶免分析仪(德国西门子公司)ꎬＵｒａｎｕｓ ＡＥ
１５０ / ３８０ 全自动酶免分析仪(深圳爱康公司)ꎮ
１ ３　 方法

１ ３ １　 １１ 家血站实验室 １ ３７２ 例标本检测情况　 １)初筛实

验:由 １１ 家血站实验室分别采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂

中 １ 种或 ２ 种试剂对 １ ３７２ 例献血者标本进行检测ꎬ检测方

法均严格按照试剂说明书进行ꎮ ２)结果判读:８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣
ＴＰ 诊断试剂检测结果均为反应性ꎬ结果判定为真阳性ꎻ８ 种

ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂检测结果均为非反应性ꎬ结果判定为

真阴性ꎻ８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂检测结果不一致时ꎬ加做

ＴＰＰＡ 试验ꎮ ＴＰＰＡ 为阳性则判定为真阳性ꎻＴＰＰＡ 为阴性则

判定为真阴性ꎮ ３)实验结果比较:统计 １１ 家血站实验室使

用 １ 种或 ２ 种抗￣ＴＰ ＥＬＩＳＡ 试剂、应用血站实验室既定策略

(即血站实验室工作 ＣＯ 值)对同一组标本(ｎ＝ １ ３７２)检测结

果ꎬ包括真阳性检出率、灰区标本确证阳性率ꎮ
１ ３ ２　 １１ 家血站实验室“灰区”合理性分析　 利用 ＲＯＣ 曲

线绘制 １１ 家血站实验室使用 １ 种或 ２ 种抗￣ＴＰ ＥＬＩＳＡ 诊断

试剂最佳 ＣＯ 值ꎮ 以确证试验结果作为“金标准”ꎬ以 ＥＬＩＳＡ
初筛试验检测 ＯＤ 值作为统计变量ꎬ利用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 绘制 ＲＯＣ
曲线ꎮ 选择 Ｙｏｕｄｅｎ 指数最大的截断点对应的界值作为试验

最佳 ＣＯ 值ꎮ 并将最佳 ＣＯ 值与厂商推荐 ＣＯ 值、血站实验室

现用工作 ＣＯ 值进行比较ꎬ评价血站实验室“灰区”设置的适

宜性及合理性ꎮ
１ ４　 统计学处理 　 应用统计软件 ＳＰＳＳ１９ ０ꎬ绘制 ＲＯＣ 曲

线ꎬ计算 ＲＯＣ 曲线下面积(ＡＶＣ)ꎬ以 ＡＶＣ>０ ９ 认为诊断有

准确性ꎮ

２　 结果

２ １　 １１ 家血站 １ ３７２ 例标本抗￣ＴＰ 检测情况

２ １ １　 初筛结果与确证结果　 １ ３７２ 例标本抗￣ＴＰ 初筛结果

与确证试验结果见表 １ꎮ
表 １　 标本抗￣ＴＰ 检测情况 (ｎ＝ １ ３７２)

标本状态 试验及其试验结果
标本数
量(例)

抗￣ＴＰ 真阳性(４８９) ８种 ＥＬＩＳＡ 检测均为反应性 ４３５
８种 ＥＬＩＳＡ 检测不一致且 ＴＰＰＡ 检测阳性 ５４

抗￣ＴＰ 真阴性(８８３) ８种 ＥＬＩＳＡ 检测不一致且 ＴＰＰＡ 检测阴性 ２３０
８种 ＥＬＩＳＡ 检测均为非反应性 ６５３

２ １ ２　 真阳性检出率、灰区标本确证率比较　 如表 ２ 所示ꎬ
参与本研究的 １１ 家血站实验室中 ９ 家(９ / １１、８１ ８２％)设置

灰区ꎬ其值从 ０ ５ＣＯ ~ ０ ９ＣＯ 不等ꎮ 经对 １ ３７２ 例标本检测

发现ꎬ１１ 家血站实验室均可将 ４８９ 例抗￣ＴＰ 确证阳性标本检

出、无 １ 例阳性漏检ꎬ真阳性检出率均为 １００％ꎻ设置灰区的 ９
家血站实验室共检出灰区标本 １３６ 例ꎬ经确证试验均为阴

性ꎬ灰区标本确证阳性率均为 ０ꎮ
２ ２　 １１ 家血站实验室“灰区”合理性分析　 如图 １ 所示ꎬ绘
制 １１ 家血站实验室使用 １ 种或 ２ 种试剂相应 ＲＯＣ 曲线ꎬ以
Ｙｏｕｄｅｎ 指数最大所对应的截断点作为其最佳 ＣＯ 值ꎮ 分析

不同 ＣＯ 值(血站实验室所用 ＣＯ 值、厂商推荐 ＣＯ 值、最佳

ＣＯ 值)下所对应的灵敏度及特异性ꎬ见表 ３ꎮ
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表 ２　 １１ 家血站实验室 １ ３７２ 例标本抗￣ＴＰ 检测结果

实验室代码 试剂代码 灰区设置值

ＥＬＩＳＡ 检测为反应性(例)
Ｓ / ＣＯ≥１ Ｓ / ＣＯ 位于灰区

确证阳性 确证阴性 确证阳性 确证阴性

ＥＬＩＳＡ 检测为非反应性(例)

确证阳性 确证阴性

１ Ａ ０ ９ＣＯ ４８９ １０２ ０ ８ ０ ７７３
２ Ａ ０ ９ＣＯ ４８９ １３３ ０ ８ ０ ７４２
３ Ａ ０ ８ＣＯ ４８９ １４９ ０ １４ ０ ７２０
４ Ａ / ４８９ １３９ ０ ０ ０ ７４４
１ Ｂ ０ ９ＣＯ ４８９ １２７ ０ ３ ０ ７５３
３ Ｂ ０ ８ＣＯ ４８９ ９１ ０ １２ ０ ７８０
５ Ｂ ０ ８ＣＯ ４８９ １２０ ０ １０ ０ ７５３
２ Ｃ ０ ９ＣＯ ４８９ １２０ ０ ９ ０ ７５４
６ Ｃ ０ ５ＣＯ ４８９ １００ ０ ４３ ０ ７４０
７ Ｃ ０ ７ＣＯ ４８９ １１０ ０ １３ ０ ７６０
８ Ｄ ０ ８５ＣＯ ４８９ １１４ ０ ９ ０ ７６０
９ Ｅ / ４８９ ５７ ０ ０ ０ ８２６
４ Ｆ / ４８９ ７２ ０ ０ ０ ８１１
６ Ｇ ０ ５ＣＯ ４８９ ８２ ０ ２６ ０ ７７５
７ Ｇ ０ ７ＣＯ ４８９ ５２ ０ １２ ０ ８１９
１０ Ｇ ０ ８ＣＯ ４８９ ５６ ０ １１ ０ ８１６
９ Ｈ / ４８９ ５４ ０ ０ ０ ８２９
１１ Ｈ ０ ８ＣＯ ４８９ ５７ ０ １６ ０ ８１０

注:设置灰区的 ９ 家血站实验室共检出灰区标本 １３６ 例ꎬ其中 ８７ 例标本仅在 １ 家血站实验室检出、４９ 例标本同时在 ２ 家或 ３ 家血站实验室检出

图 １　 抗￣ＴＰ ＲＯＣ 曲线

表 ３　 １１ 家血站实验室 ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂不同临界值下灵敏度和特异性比较

血站
代码

试剂
代码

最佳 ＣＯ 值 厂商推荐 ＣＯ 值 血站实验室工作 ＣＯ 值

ＯＤ / (Ｓ / ＣＯ) 灵敏度(％) 特异性(％) ＯＤ / (Ｓ / ＣＯ) 灵敏度(％) 特异性(％) ＯＤ / (Ｓ / ＣＯ) 灵敏度(％) 特异性(％)
１ Ａ ０ ２０６(１ ４) ９６ ０ ９３ ０ ０ １５０(１) ９７ １ ９１ ０ ０ １３５(０ ９) ９８ １ ９０ ４

Ｂ ０ ３６７(１ ９~２ ０) ９６ ４ ９３ ５ ０ １８４~０ １９０(１) ９９ ８ ８９ ６ ０ １６６~０ １７１(０ ９) ９９ ８ ８９ ０
２ Ａ ０ ２７１(１ ８) ９６ ０ ９３ ３ ０ １５０(１) ９９ ４ ８８ ５ ０ １３５(０ ９) ９９ ４ ８７ ４

Ｃ ０ ２０２(１ ８~１ ９) ９６ ６ ９３ ９ ０ １０６~０ １０９(１) ９７ ７ ８９ ９ ０ ０９５~０ ０９８(０ ９) ９７ ９ ８８ ９
３ Ａ ０ ２９１(１ ９) ９７ ７ ９２ １ ０ １５０(１) ９９ ２ ８６ ７ ０ １２０(０ ８) ９９ ４ ８４ ９

Ｂ ０ ３０５(１ ６~１ ７) ９７ ５ ９５ １ ０ １８４~０ １９２(１) ９８ ７ ９３ ５ ０ １４７~０ １５４(０ ８) ９９ ０ ９２ ７
４ Ａ ０ ２９８(１ ９) ９６ ０ ９３ ３ ０ １５０(１) ９８ ９ ８８ ８ ０ １５０(１) ９８ ９ ８８ ８

Ｆ ０ ３３２(１ １~１ ２) ９７ ７ ９７ ３ ０ ２７８~０ ２８６(１) ９８ ２ ９６ １ ０ ２７８~０ ２８６(１) ９８ ２ ９６ １
５ Ｂ ０ ２１３(１ １~１ ２) ９５ ４ ９１ ４ ０ １８３~０ １９６(１) ９６ ０ ９０ ６ ０ １４６~０ １５７(０ ８) ９６ ４ ８９ ６
６ Ｃ ０ １７９(１ ４~１ ７) ９８ ３ ９６ １ ０ １０５~０ １２７(１) ９８ ７ ９３ ８ ０ ０５３~０ ０６４(０ ５) ９８ ９ ８７ ７

Ｇ ０ ２２８(１ ６) ９７ ６ ９６ ８ ０ １４０(１) ９８ ７ ９５ ２ ０ ０７０(０ ５) ９９ ２ ９２ ５
７ Ｃ ０ ２１２(１ ９~２ ０) ９７ ２ ９５ ７ ０ １０５~０ １０９(１) ９８ ６ ９２ ４ ０ ０７４~０ ０７６(０ ７) ９８ ８ ９０ ８

Ｇ ０ １９４(１ ４) ９６ ４ ９７ ９ ０ １４０(１) ９７ ６ ９７ ０ ０ ０９８(０ ７) ９７ ９ ９５ ８
８ Ｄ ０ １９５(１ ５) ９７ ２ ９３ ６ ０ １２６(１) ９８ ８ ９０ １ ０ １０７(０ ８５) ９８ ８ ８９ ３
９ Ｅ ０ １７８(１ ２) ９５ １ ９６ １ ０ １５０(１) ９５ ３ ９５ １ ０ １５０(１) ９５ ３ ９５ １

Ｈ ０ １６７(１ １) ９５ ３ ９７ ０ ０ １５０(１) ９５ ７ ９６ ３ ０ １５０(１) ９５ ７ ９６ ３
１０ Ｇ ０ １７６(１ ３) ９７ ０ ９６ ９ ０ １４０(１) ９７ ２ ９６ ０ ０ １１２(０ ８) ９７ ９ ９５ １
１１ Ｈ ０ １７６(１ ２) ９５ １ ９６ ８ ０ １５０(１) ９５ ９ ９６ ４ ０ １２０(０ ８) ９６ ８ ９５ １
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３　 讨论

梅毒是由密螺旋体属苍白球细菌感染引起的疾病ꎬ其病

原体对温度非常敏感ꎬ采集的血液 ２~ ８℃保存 ７２ ｈ 后ꎬ传染

危险性基本消除ꎬ但是人输入新鲜血液和血液成分如血小板

等仍可感染梅毒[７] ꎮ 近年来ꎬ梅毒在我国发病率迅速攀升ꎬ
２０１０ 年上升至 ２６ ８６ / １０ 万居全国乙类传染病第三位[８] ꎬ相
应地ꎬ无偿献血者中梅毒感染比例也呈逐年升高ꎬ已成为血

站系统传染病血液报废的重要原因ꎬ对输血安全构成严重威

胁[９] ꎮ 梅毒的实验室检查包括梅毒螺旋体检查和梅毒血清

学试验ꎮ 目前血清学试验是主要的诊断手段ꎬ它有两种检测

方法:非特异性试验和特异性试验ꎮ １９８９ 年ꎬ特异性试验中

ＥＬＩＳＡ 方法被引入主要输血传播感染疾病之一梅毒的筛查

方法ꎬ２００９ 年 ＷＨＯ 针对主要输血传播感染血液筛查试验的

选择中指出ꎬＥＬＩＳＡ 方法是有效梅毒筛查所必须ꎬ应将梅毒

特异性抗体筛查作为血液安全的最低标准[７] ꎮ
我国现行的献血者梅毒筛查策略主要是选择高灵敏度

的 ＥＬＩＳＡ 试剂检测献血者血液中的抗￣ＴＰꎮ 按照试剂说明书

(ＥＬＩＳＡ 法)的要求ꎬ结果为 Ｓ / ＣＯ≥１、判为反应性ꎬ但为了

“更好地保证血液安全”ꎬ我国绝大多数血站都设定了灰区ꎬ
有文献报道设定的范围以 ＣＯ 值 １０％或 ２０％以下为灰区ꎬ计
算公式为灰区的上限(Ｓ / ＣＯ 值) ＝ １＋２ＣＶꎬ灰区的下限(Ｓ /
ＣＯ 值)＝ １－２ＣＶ(ＣＶ 为变异系数) [３ꎬ１１] ꎮ 就本研究来看ꎬ各
血站抗￣ＴＰ 试验普遍设置灰区(８１ ８２％、９ / １１)ꎬ灰区设置的

尺度也不尽相同(０ ５ＣＯ ~ ０ ９ＣＯ 不等)ꎮ 因此ꎬＥＬＩＳＡ 法检

测梅毒抗体试验的灰区是否有必要设置、如何设置ꎬ是各血

站实验室关注的问题ꎮ
本研究使用来自 １６ 家血站常规检测出的抗￣ＴＰ 反应性

标本和单纯 ＡＬＴ 不合格标本(作为抗￣ＴＰ 非反应性标本)ꎬ共
计 １ ３７２ 例ꎮ 经确证试验证实ꎬ８８３ 例标本为真阴性标本ꎬ
４８９ 例标本为真阳性标本ꎮ 其中真阳性标本中弱阳性标本

２０２ 例(Ｓ / ＣＯ 值为 １ ~ ５ꎬ占 ４１ ３１％ꎬ２０２ / ４８９)ꎻ强阳性标本

２８７ 例(Ｓ / ＣＯ ﹥ ５ꎬ占 ５８ ６９％ꎬ２８７ / ４８９) [１２] ꎮ 本研究使用以

上标本组合ꎬ尤其是关注弱阳性标本在血站实验室的检测情

况ꎬ旨在评价血站实验室现用判定策略的适用性和科学性ꎮ
１１ 家血站实验室使用 １ 种或 ２ 种试剂对同一组标本(１ ３７２
例)检测结果分析发现ꎬ１１ 家血站实验室均可将 ４８９ 例抗￣ＴＰ
确证阳性标本检出ꎬ无 １ 例阳性漏检ꎬ真阳性检出率 １００％ꎻ
设置灰区的 ９ 家血站实验室共检出 １３６ 例灰区标本ꎬ经确证

试验均为阴性ꎬ灰区标本确证阳性率为 ０ꎬ此结果表明 １１ 家

血站实验室使用厂商推荐 ＣＯ 值、即使用 Ｓ / ＣＯ 为 １ 的判定

标准即可将 ４８９ 例真阳性标本全部检出ꎮ
但是由于 １１ 家血站实验室对 ４８９ 例真阳性标本检测结

果没有差异ꎬ试验检测灵敏度均显示为 １００％ꎬ无法评估不同

血站实验室采用不同 ＣＯ 值带来的试验性能差异ꎮ 为了进一

步评估判定策略的科学性ꎬ甄别 １１ 家血站实验室采用工作

ＣＯ 值的适宜性及合理性ꎬ本研究利用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归绘制 ＲＯＣ
曲线ꎬ比较 １１ 家血站实验室使用 １ 种或 ２ 种抗￣ＴＰ 试验方法

在不同 ＣＯ 值下(最佳 ＣＯ 值、厂商推荐 ＣＯ 值和血站实验室

工作 ＣＯ 值)灵敏度和特异性的变化ꎮ ＲＯＣ 曲线又称受试者

工作特征曲线ꎬ该法是近年来公认的评价和比较检测方法准

确度的较好方式ꎮ 其作用在于提供不同检验方法进行有意

义的比较ꎬ通过比较 ＲＯＣ 曲线下的面积ꎬ确定诊断方法的准

确性[１２－１３] ꎮ 一方面ꎬ本研究结果显示 １１ 家血站实验室采用

８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂中 １ 种或 ２ 种试剂 ＡＵＣ 均>０ ９
(０ ９６６~０ ９９７)ꎬ说明 １１ 家血站实验室采用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 抗￣
ＴＰ 诊断试剂中 １ 种或 ２ 种试剂的实际诊断准确性均较高ꎮ
另一方面ꎬ如表 ３ 所示ꎬ随着 ＣＯ 值左移ꎬ灵敏度逐渐增高ꎬ且
特异性有下降趋势ꎻ同样随着 ＣＯ 值右移ꎬ灵敏度逐渐下降ꎬ
且特异性有增高趋势ꎬ通过比较不同 ＣＯ 值所对应灵敏度、特
异性ꎬ进一步评价不同 ＣＯ 值在检测性能上的功效ꎮ 通过

ＲＯＣ 曲线获得的数据表明ꎬ１１ 家血站实验室分别采用 ８ 种

ＥＬＩＳＡ 抗￣ＴＰ 诊断试剂中 １ 种或 ２ 种试剂进行抗￣ＴＰ 的检测ꎬ
最佳 ＣＯ 值均高于厂商推荐 ＣＯ 值、更高于 ９ 家血站实验室

的工作 ＣＯ 值ꎮ 与最佳 ＣＯ 值相比ꎬ使用厂商推荐 ＣＯ 值灵敏

度增加(０ ２％~３ ４％)、特异性有所下降(０ ４％ ~ ５ ４％)ꎬ在
牺牲了部分特异性的基础上可获得更高的灵敏度(９５ ３％ ~
９９ ８％)ꎬ符合血站实验室以筛检为目的的检出要求ꎮ 若将

临界值继续下调、即设置灰区ꎬ３ 家血站实验室(血站实验室

１ 使用 Ｂ 试剂设置灰区为 ０ ９ＣＯ、血站实验室 ２ 使用 Ａ 试剂

设置灰区为 ０ ９ＣＯ、血站实验室 ８ 使用 Ｄ 试剂设置灰区为

０ ８５ＣＯ)所用 ＣＯ 值所对应灵敏度与厂商推荐 ＣＯ 值灵敏度

完全相同ꎬ灵敏度并未提高但导致特异性有不同程度下降

(０ ６％~１ １％)ꎻ其他 ６ 家血站实验室使用工作 ＣＯ 值ꎬ灵敏

度略有提升(０ ２％~１ ０％)的同时特异性也随之下降(０ ６％
~６ １％)ꎬ此举导致假阳性标本数量增多、试验整体检测性能

受到影响ꎬ功效较差ꎮ 如血站实验室 ６ 使用 Ｃ 试剂将 ０ ５ＣＯ
作为判定界值ꎬ其灵敏度较厂商临界值仅增加了 ０ ２％但特

异性下降了 ６ １％ꎬ导致假阳性率从方法本身的 １１ ３３％
(１００ / ８８３)增加至 １６ １９％(１４３ / ８８３)ꎮ 因此建议参与本研究

的 １１ 家血站实验室可直接采用厂商推荐 ＣＯ 值ꎬ无需设置灰

区ꎮ
综上所述ꎬＷＨＯ 输血传播感染筛查策略明确指出血液

检测筛查方法应具有较高的灵敏度ꎬ还要有足够的特异性ꎬ
避免由于非特异性结果给献血者带来不必要的淘汰[１０] ꎮ 灰

区设置应本着必要及合理ꎬ不能一味地关注试剂灵敏度而忽

视特异性ꎬ从而影响试验的总体性能ꎮ 再者ꎬ如今血液的采

集和临床供应短缺已然“常态化”ꎬ血液资源更显得有限和宝

贵ꎬ如果血站实验室灰区设置不合理ꎬ势必造成一定血液资

源的浪费ꎻ同时考虑到公众对于梅毒传播途径的认知有限ꎬ
也会造成献血者流失、平添其一定精神负担ꎮ 总之ꎬ本研究

通过联合多家血站实验室对同一组标本(ｎ ＝ １ ３７２)标本进

行抗￣ＴＰ 检测ꎬ评价了 １１ 家血站实验室使用 ８ 种 ＥＬＩＳＡ 试剂

时是否需要设置灰区ꎬ为今后各血站实验室重新审视灰区设

置ꎬ提高试验的总体性能ꎬ建立合理的血站筛查策略提供了

思路和数据支持ꎮ
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输血信息化

北京市无偿献血负面舆论大数据分析

李永花１ 　 王丽娟１ 　 贺虹１ 　 刘江１△ 　 李晓菁２ 　 刘继伟２

(１.北京市献血办公室ꎬ北京 １０００８８ꎻ２.北京大学 社会学系 )

　 　 摘要:目的　 探寻负面舆论类型及来源ꎬ为今后有针对性的开展无偿献血工作提供参考依据ꎮ 方法　 围绕北京

献血主题ꎬ通过关键词和高频词汇的方法ꎬ对正式媒体、网络新媒体以及贴吧中献血舆论大数据文本的关键词、高频

词汇分类汇总ꎬ组建北京献血舆论库ꎮ 结果　 献血的负面舆论在献血舆论中占比较小ꎻ献血的负面舆论有献血危害

健康、经济回报低、怀疑献血制度、观念陈旧 ４ 种ꎻ贴吧和网络新媒体是负面舆论的发源地ꎮ 结论　 负面舆论占比虽

小ꎬ但影响不容小觑ꎬ它会误导公众对献血工作的认识甚至影响公众献血行为ꎮ 在当今多元开放性网络舆情环境

中ꎬ要高度重视负面舆论关切点ꎬ完善舆情评价机制ꎬ建立专家解读机制ꎬ探索建立全国无偿献血者激励共享机制ꎮ
关键词:北京市ꎻ无偿献血ꎻ负面舆论ꎻ大数据
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舆论在献血宣传招募中发挥着重要作用ꎮ 网络舆论以

其内容之丰富、涉及面之广、时效性之强ꎬ成为了解舆论走向

的重中之重ꎮ 近年来的无偿献血实践证明ꎬ负面舆论虽然占
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比不高ꎬ但它对公众参与无偿献血的行动产生的影响力是无

形的、巨大的ꎬ我们应该给予足够重视ꎮ 本文围绕北京献血

主题网络舆论大数据ꎬ探寻负面献血舆论的类型及来源ꎬ为
今后把握舆论引导方向ꎬ有针对性加强无偿献血工作提供参

考依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 数据来源　 本研究紧紧把握大数据的主流趋势ꎬ通过

对互联网、社交网络和血液中心统计数据的收集整理ꎬ对
２０１４－２０１５ 年关于献血领域的事实数据和网络负面舆论进

行属性归类和特征分析ꎬ以对北京市 ２０１４－２０１５ 年献血实践

和献血负面舆论进行分析讨论ꎮ
１ ２　 收集方法　 围绕北京献血主题ꎬ通过网络关键词和高

频词汇的方法ꎬ对正式媒体、网络新媒体以及贴吧中献血舆

论大数据文本的关键词、高频词汇的分类汇总ꎬ组建北京献

血舆论库ꎬ归类、划分、抽取和再分析ꎮ 根据每个系统代码库

的网络关键词和高频词汇ꎬ对负面舆论系统进行进一步类型

划分和说明ꎮ
１ ３　 统计学处理 　 使用 ＮＬＰＩＲ 中文分词系统和 ＭＡＸＱＤＡ
软件对大数据资料进行挖掘和分析ꎮ 本研究使用 ＮＬＰＩＲ 的

词频统计和关键词提取功能对收集到的文本进行初步分析ꎬ
由于 ＮＬＰＩＲ 的实体抽取功能只能在网络展示平台实现ꎬ而且

具有文本规模限制(５ 万字以内)ꎬ故通过 Ｇｉｔ 版本控制系统

调用 ＮＬＰＩＲ 的实体抽取功能ꎬ以打破网络展示平台的限制ꎮ
并且ꎬ对于收集好的大数据(贴吧信息、新闻评论)ꎬ本研究均

使用 ＭＡＸＱＤＡ 进行分类编码ꎬ抽取相关的语义文段ꎬ描绘文

本的特点ꎮ

２　 结果

２ １　 负面舆论在献血舆论中的占比情况　 通过手动编码ꎬ
将献血舆论划分为负面舆论、动员性舆论和基础事实舆论 ３
类主要内容ꎮ 负面舆论指在献血文本中出现的对献血持反

对和质疑观点的舆论ꎻ动员性舆论指动员大众进行献血的舆

论类型ꎻ基础事实舆论是指与献血相关的客观情况信息ꎮ 如

图 １ 所示ꎬ基础事实舆论占 ３８％(４ ４１７ 条)ꎬ直接动员性舆论

占到 ５８％(６ ６５９ 条)ꎬ负面舆论仅占 ４％(４９５ 条)的比例ꎮ

图 １　 北京市献血舆论汇总归类

２ ２　 负面舆论的主要类型　 关于献血的负面舆论ꎬ通过人

工检索大致可以细化分为 ４ 种ꎬ如图 ２ 所示ꎬ献血危害健康

的舆论占 ７５％ꎻ怀疑献血制度的舆论占 １１％ꎻ认为血液就是

灵魂、血液是生命精气的陈旧观念舆论占 １０％ꎻ献血缺乏经

济激励的舆论占 ４％ꎮ

图 ２　 献血的负面舆论分布图

２ ３　 负面舆论的来源渠道　 对不同媒体来源的献血舆论进

行分类和描述ꎬ使用情感分析方法ꎬ根据汉语词性和情感强

度的差异ꎬ对不同来源献血文本表现出的情感倾向进行整体

评估ꎬ分为积极情绪、中性情绪和负面情绪ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ网
络新媒体和贴吧中ꎬ公众负面情绪的比例较高ꎬ分别占

６５ ５９％和 ５０％ꎮ

图 ３　 不同渠道舆论情绪倾向差异

３　 讨论

本文中舆论是指以“献血”、“北京市献血”等关键词为

核心的相关报道和贴吧讨论等网络舆论ꎮ 负面舆论是指在

献血文本中出现的对献血持反对和质疑观点的舆论ꎮ 从整

体上看ꎬ目前献血舆论的主流是正面的ꎬ占主导地位ꎬ负面舆

论的比例较少ꎬ仅占 ４％ꎮ
在 ４ 种献血负面舆论中ꎬ献血危害健康舆论是最为重要

的影响人们献血行为的负面舆论ꎬ占到 ３ / ４ 的比重ꎮ 这种舆

论传统由来已久ꎬ主要指出于对健康的担心而不参与献血或

献血后把身体一切不良反应都归结于献血的行为ꎮ 这类“危
害健康”论调的背后ꎬ既有中国传统文化所讲的“气血”论的

根深蒂固ꎬ又有民众对于健康科学、血液科学的认知匮乏ꎮ
正是由于对献血科学知识、身体健康知识的匮乏ꎬ导致即使

是献血后短时间内的正常反应ꎬ献血者也会对此持有认知偏

差ꎬ成为阻碍其再次献血的原因ꎬ部分献血者甚至由此认为

“献血危害健康”并将其散布于网络ꎬ这样的言语表达和宣传

也会影响公众对献血的健康认知ꎬ甚至献血行为ꎮ
根据大数据文本分析ꎬ对献血制度不信任的舆论占

１１％ꎮ 主要体现在对输血安全和“献血、用血”制度的质疑ꎬ
以及对于血液去向、血液浪费等现象的不满ꎮ 如有网友提出

“作为献血者ꎬ应对血液使用去向具有知情权”ꎬ“国家应施

行无偿献血、无偿用血的政策”ꎮ
有网友指出“(献血)观念在年轻一代还好ꎬ阻力大多在

老一代ꎮ 迫于老一代压力ꎬ很多年轻人都放弃了献血的念

想ꎮ” 这是认为血液就是灵魂、血液是生命精气的陈旧观念

舆论的典型文本ꎬ在献血负面舆论中占比 １０％ꎮ 在我国“身
体发肤受之父母”、身体和“孝道”相关联的这一文化体系之
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下ꎬ如何使属于私人的、宝贵的血液走向他人和公众领域ꎬ成
为一个难题ꎮ 这一问题尤其体现在献血人群年龄分布这一

方面ꎮ 以北京地区为例ꎬ通过对北京红十字血液中心 ２００３－
２００７ 年无偿献血登记表数据的 ｔ 检验分析ꎬ发现年龄对街头

个人自愿献血有显著影响ꎬ北京地区街头献血流动人群集中

于 １８ ~ ３０ 岁的未婚男性[１] ꎮ 这种分布并不仅仅限于北京ꎬ
在成都、桂林等城市献血人群的年龄分布也具有相同特

征[２－３] ꎮ 因为较之受传统文化影响较大的 ６０ 后、７０ 后群体ꎬ
成长于受多元文化冲击和全球化浪潮下的 ８０ 后、９０ 后其观

念中传统的身体观念更弱ꎬ而具有更多自主性ꎮ
在献血负面舆论中ꎬ经济回报低的献血负面舆论仅占

４％ꎬ占比不高ꎬ但反应了部分公众的诉求ꎮ 目前我国实施的

“一人献血ꎬ全家受益”的还血政策间接给予献血者以物质激

励ꎬ只是这种物质回馈时效延迟ꎮ 但在追求“快销”的市场化

时代ꎬ回馈和收益的时效性变得格外重要ꎬ舆论只关注献血

现场的物质补贴和现时效益ꎬ而忽视长期的物质回馈和荣誉

感等社会回馈ꎮ 同时ꎬ各地献血纪念品、补贴奖励标准有差

异ꎬ网络的便捷性、共享性把这种差异展现在大众面前ꎬ导致

献血的物质激励成为舆论的关注点之一ꎮ
综上所述ꎬ在献血舆论中ꎬ负面舆论占比虽小但影响大ꎬ

对献血负面舆论大数据分析ꎬ让我们看到了献血宣传工作的

不足和努力的方向ꎮ 今后ꎬ我们应积极探索将儒家文化体系

下的仁爱观和无偿献血制度相结合ꎬ倡导仁爱、奉献、互助的

无偿献血价值观ꎬ培育公众的无偿献血公益意识ꎬ让无偿献

血理念深入人心ꎮ 建议做好以下工作:１)完善舆情评价机

制ꎮ 各血站应建立献血相关舆情监督管理队伍ꎬ收集分析舆

情动态ꎬ主动利用新媒体和贴吧等与公众加强互动交流ꎬ及
时回应社会关切ꎬ提升舆论引导能力ꎬ传播无偿献血正能量ꎮ
２)建立专家解读机制ꎮ 从国家层面统一宣传口径ꎬ规范宣传

内容ꎬ阐释政策、解疑释惑ꎬ引导舆论正方向ꎬ提高宣传的针

对性、科学性、权威性和有效性ꎮ ３)探索建立全国无偿献血

者激励共享机制ꎮ 如凡献血者ꎬ享受优先用血权益ꎻ享受同

等标准的血费报销权益ꎻ享有免费乘公交、坐地铁、逛公园等

权益ꎬ营造全社会尊重献血者、关心献血者、献血光荣的良好

社会舆论氛围ꎮ
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第四届东方输血大会圆满举行

本刊讯　 采卉　 由上海市医学会、上海市医学会输血专科分会主办ꎬ以"输血医学－－机遇与挑战"为主题的第四

届东方输血医学大会ꎬ于 ２０１７ 年 ９ 月 ６－８ 日在上海光大会展中心隆重举行ꎮ 时逢上海市医学会百年华诞ꎬ本届大会

邀请了国家卫生和计划生育委员会、中国输血协会、中华医学会临床输血学分会、中国医师协会输血科医师分会、全
军血液管理学专业委员会、中国医学装备协会输血医学装备技术专业委员会ꎬ以及美国红十字会、美国纽约血液中

心、蒙古国家输血中心、日本东京女子医科大学等中外输血学术组织或机构的专家、领导莅会ꎬ来自全国各省市自治

区的近千名输血界同仁参加了这一学术盛会ꎮ
３４ 位国内外知名输血医学专家、学者应大会主办者之邀ꎬ分别作了输血医学及其相关学科专题的前瞻性报告或

特邀报告ꎮ 除了大会报告会场外ꎬ采供血管理、临床输血学、免疫血液学、输血新技术 ４ 个专题(报告)论坛ꎬ同样学

术气氛热烈ꎬ演讲者与听讲人积极沟通互动ꎬ输血医学及其行业管理的各种新思路、新对策不断爆发出火花ꎬ各类输

血机构、输血同仁之间的交流、协作意愿(向)不断溅起涟漪ꎮ
值得一提的是本届大会共收到征文(中英文论文)全文 １８５ 篇、摘要 ７９ 篇ꎮ 大会学术委员会评选出 ６６ 篇推荐给

«中国输血杂志»刊载ꎬ并对其中 ２４ 篇优秀论文在相关专题论坛现场交流后ꎬ颁奖给予作者鼓励ꎬ这不仅在本届大会

上ꎬ而且在整个输血业界内也产生了极佳的反响ꎮ
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输血医学教育

«临床输血学»多元教学模式的初步实践与探讨

徐慧　 禹莉　 郝艳梅　 马芳　 张英杰　 李玉云△(蚌埠医学院 输血学教研室ꎬ安徽 蚌埠 ２３３０３０)

　 　 摘要:临床输血学是一门将输血与临床实践紧密结合的学科ꎬ也是输血医学学生必修课之一ꎬ涉及的内容非常

广泛ꎬ涵盖了医学各学科的知识ꎬ如何在有限的学时内ꎬ让学生充分的理解并掌握此门课程ꎬ需要在教学模式、教学

方法上进行探究ꎬ以提高教学质量ꎬ促进学生的学习积极性ꎬ更好的适应今后的临床工作ꎬ对于提高整体输血水平有

重要意义ꎮ
关键词:临床输血学ꎻ教学模式ꎻ教学方法
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自 １９００ 年奥地利科学家 Ｌａｎｄｓｔｅｉｎｅｒ 发现红细胞 ＡＢＯ 血

型系统并作为一种安全、有效的治疗手段运用于临床ꎬ至今

已有百余年历史ꎮ 随着医学技术的发展ꎬ输血已经成为临床

治疗非常重要的手段ꎮ 但在当前的医疗体系中ꎬ输血医学尚

未发展成一门独立的医学专业ꎬ大多数输血科医生只是在医

学院校接受过一些少量的输血方面的培训ꎬ而具有输血专业

本科以上学历的人员非常少ꎬ因此输血专业人才的培养是一

件非常紧迫的任务[１、２] ꎮ «临床输血学»是输血医学的必修

课之一ꎬ这门课程涵盖的内容非常广泛ꎬ涉及到生理学、血液

免疫学、移植生物学、医学遗传学、以及临床各学科如内科、
外科、产科、儿科等各专业的知识ꎬ但学生在学习该课程前ꎬ
由于学时数的限制ꎬ没有对相关的临床专业知识进行系统的

学习ꎬ增加了临床输血学教学的难度ꎬ所以通过多元化的教

学手段提高教学质量ꎬ为临床提供更为优秀的输血人才显得

尤为重要[３] ꎮ

１　 丰富理论课内容ꎬ提高学生的学习兴趣

临床输血学侧重于临床各科输血的原则、输血指针、血
液制品的选择及临床输注的适应症、禁忌症、输注剂量、输血

的不良反应等ꎬ但相关的基础内容不讲解透彻ꎬ不利于学生

理解为什么要输血ꎬ不同情况下又有不同的输血要求ꎮ 比如

产科输血ꎬ由于输血专业学时数有限ꎬ学生没有学习过产科ꎬ
没有相关的知识背景ꎬ和他们讲解产科如何输血ꎬ就如同地

基还没打牢就要盖楼了ꎮ 学生在理解上会有困难ꎬ因此ꎬ在

此章节的讲解上先把产科的一些专业知识给学生介绍ꎬ比如

孕产妇的生理特点ꎬ其与未孕女性有何区别ꎬ免疫系统、血液

系统发生了哪些改变等等ꎮ 待学生了解了机体的这一系列

改变后ꎬ就好理解孕产妇在哪些病理情况下有输血指征ꎬ需
要输血治疗ꎬ输血后又可能会出现哪些不良反应ꎬ真正做到

安全用血ꎮ
学生学习临床输血学这门课程ꎬ最终是要为临床服务ꎬ

而任课老师理论知识虽然比较扎实ꎬ但缺乏临床经验ꎬ单纯

的理论教学会使教学过程显得很枯燥ꎬ不能调动学生的学习

积极性ꎮ 丰富的临床实例从哪里获得呢? 途径有很多ꎬ可以

利用现在的网络信息资源去搜集相关的病例ꎬ去图书馆查阅

相关的资料ꎬ教师还可以“走出去”ꎬ利用假期到教学医院如

临床输血科或血液中心去学习ꎬ切身感受输血在临床是如何

进行的ꎬ遇到问题ꎬ医生是如何解决的[４] ꎮ 教师在学习过程

中ꎬ不仅提升了自身的知识结构ꎬ还可以把这些病例整理好

带到课堂ꎬ更丰富生动的给学生讲解ꎮ

２　 理论与实践相结合ꎬ真正做到学以致用

俗语说百闻不如一见ꎬ教师“走出去”ꎬ可以丰富教学内

容ꎬ开阔眼界ꎮ 学生也要“走出去”ꎬ学习的最终目的是为了

临床应用ꎬ终有一日学生会进入到临床相应的岗位ꎬ在上课

期间或实习期能提前接触到临床输血的过程ꎬ将理论与实践

相结合ꎬ才能把理性的知识上升到感性的认识中ꎬ强化知识

的掌握ꎬ为以后的临床工作奠定基础ꎮ 例如ꎬ现如今血源日

趋紧张ꎬ而异体输血又存在传播疾病及输血不良反应的风

险ꎬ因此自身输血越来越受人们重视ꎬ是外科输血的重要辅

助手段ꎬ很多大型医院也已开展ꎮ 在授课时ꎬ教师光讲理论ꎬ
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原理ꎬ配几张图片让学生去体会很抽象ꎬ而现代的自身输血

又依托相应的仪器设备ꎬ在学习完这一章节后ꎬ我们可以带

领学生到附属医院去见习ꎬ通过临床医生的介绍ꎬ让学生切

身感受这些仪器设备是什么样的ꎬ怎么样工作的ꎬ让学生了

解自身输血的流程ꎬ而不是死记那些原理、定义[５] ꎮ 此外像

不规则抗体的鉴定ꎬ抗体的筛查ꎬ新生儿溶血病血清学的检

测ꎬ输血引起的传染病等都需要在临床工作中慢慢积累经

验ꎮ 学生在见习、实习过程中能够学习更多的临床技能ꎬ才
能更好更快适应以后的临床工作[６] ꎮ

３　 “引进来”医院和学校有机结合ꎬ更好的促进教学

本课程与临床应用密切联系ꎬ知识面广ꎬ专业性强ꎬ因此

要求教师有扎实的理论基础和一定的临床经验ꎮ 本课程授

课的主体是学院的教师ꎬ但学院教师主要从事一线教学ꎬ临
床实践缺乏ꎬ而实践恰恰又是临床医生最拿手的ꎬ但临床医

生又因临床工作繁重ꎬ不能把全部的时间和精力投入到教学

工作中来ꎬ因此ꎬ请医生参与到教学过程中来ꎬ以学院老师为

主ꎬ临床相关专业的医生为辅的形式共同配合教学ꎬ可以给

学生带来新的学习体验ꎬ以达到更好的教学效果ꎮ 临床医生

把他们工作中遇到的一个个鲜活的例子放到课堂教学中ꎬ用
举例的方法ꎬ甚至以说故事的形式来教学ꎬ给学生一种身临

其境的感觉ꎬ比呆板的按书本上的条条框框去介绍ꎬ可以更

好的激发学生的学习兴趣ꎮ 如在临床上儿科输血有一些突

发情况是非常危险的ꎮ 因为儿童尤其是幼儿血容量低ꎬ对失

血的耐受性不好ꎬ因此要在短时间内找到失血的原因ꎬ确认

失血的证据ꎬ及时有效的进行输血非常关键ꎮ 而突发情况的

原因很多ꎬ书本上不会一一描述ꎬ教师接触的也比较少ꎬ学生

对这些就没有感性的认识ꎮ 而临床医生在工作中会遇到各

种各样的突发情况ꎬ他们在教学过程中ꎬ把这些实例结合进

来ꎬ让学生更好的理解临床输血的重要性ꎮ

４　 改进教学模式ꎬ做到教学相长

临床输血学是一门实践性很强的临床学科ꎬ为了让学生

将理论知识更好的运用于临床ꎬ在教学过程中ꎬ改进传统的

教学模式ꎬ把新的教学理念融合进来ꎮ 以问题为基础的教学

方法(ｐｒｏｂｌｅｍ￣ｂａｓｅｄ ｌｅａｒｎｉｎｇꎬＰＢＬ)和案例式教学是现代医学

教育常用的教学方法ꎮ ＰＢＬ 教学由美国的神经病学教授

Ｂａｒｒｏｗｓ 首创ꎬ并广泛运用于医学教育领域[７] ꎬ目前已成为较

流行的一种教学方法[８] ꎬ其将学习与问题结合起来ꎬ强调学

生主动学习的过程ꎬ通过学生的自主探究及相互合作来解决

问题ꎮ 案例式教学是教师在讲解完理论内容ꎬ学生掌握一定

的知识背景下ꎬ选取典型的病例ꎬ供学生分析讨论ꎬ以促进解

决问题的能力[９] ꎮ ＰＢＬ 教学涉及的内容非常多ꎬ对学生主动

性要求很高ꎬ而医学生课程繁重ꎬ课后没有太多的时间去查

阅资料ꎬ因此单纯的 ＰＢＬ 教学未必会达到预期的教学效果ꎬ
于是我们将 ＰＢＬ 的教学理念与案例式教学有机结合起来ꎬ选

取几个章节进行教学模式的改革ꎬ根据章节的特点适当选取

典型的病例ꎬ让学生以小组为单位课后分析ꎬ查阅相关资料ꎬ
归纳、整理与该病例相关的医学知识ꎬ待下次上课时留出一

定学时和学生共同分析ꎬ共同讨论ꎬ但以学生为主体ꎬ教师为

导向ꎬ起穿针引线的作用ꎬ在病例设计过程中ꎬ设置一些问

题ꎬ如该患者需要输注何种血液制品? 会出现什么样的不良

反应? 有哪些预防措施等等引导学生去思考ꎬ让学生去摸索

总结ꎬ用学过的理论知识解决实际问题ꎬ培养学生的临床思

维能力ꎬ从而提高学生在以后的实际工作中发现问题、分析

问题、解决问题的能力ꎮ
中国输血医学教育现在仍处于起步阶段ꎬ对高学历高层

次输血专业人才的需求是紧迫的ꎬ在医疗改革的大背景下ꎬ
很多专业包括输血方向由五年制改为四年制ꎬ而五年制输血

专业人才的培养也仅限于个别学校ꎬ其在课程设置、教学模

式及职业规划等方面都列出了详细的计划和实施方案ꎬ在学

生的专业知识ꎬ就业等方面均取得了显著的成果ꎬ为输血医

学教育提供了良好的范本ꎬ值得我们学习和借鉴[６] ꎮ 因此如

何在有限的教学时间内ꎬ提高输血医学的教育水平ꎬ提升教

学质量ꎬ就必须在教学过程中反复思考、反复琢磨ꎬ将更好、
更适合学生的教学方法、教学手段运用其中ꎮ 丰富教学内

容ꎬ完善教学体系ꎬ扩展学生视野ꎬ才能充分激发学生的学习

兴趣ꎬ调动学习的积极性和主动性ꎬ将知识内化ꎬ在以后的临

床工作中提高分析问题、解决问题的能力ꎬ为培养优秀的输

血人才添砖加瓦ꎮ
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合小儿 ＥＣＭＯ 特点对其输血支持和管理进行讨论ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ (ＥＣＭＯ) ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｌｉｆｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｃａｐａｂｌｅ
ｏｆ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｎｅｏｎａｔｅ ａｎｄ ｉｎｆａｎｔ ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ.
Ｄｕｅ ｔｏ ｓｐｅｃｉａｌ ｉｎｆａｎｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅｓꎬ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ＥＣＭＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｔｏｔａｌ
ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ｒａｔｈｅｒ ｃｒｕｃｉａｌ ａｎｄ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｍｕｌｔｉｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ ｃｏ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｃａｒｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ.
Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｓ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｆｏｒ ｎｅｗｂｏｒｎ ａｎｄ ｉｎｆａｎｔ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ＥＣＭＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎻ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎻ ｎｅｏｎａｔｅꎻ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｆａｉｌｕｒｅꎻ ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ ｆａｉｌｕｒｅ

体外膜肺氧合(ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎬＥＣ￣
ＭＯ)起源于体外循环技术ꎬ１９７２ 年首次成功治愈呼吸衰竭复

合伤成人患者ꎬ１９７６ 年治疗新生儿急性肺损伤成功ꎬ目前已

成为体外生命支持系统 ( ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｌｉｆｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ＥＬＳＳ)的重要手段ꎬ用于各种严重呼吸和 /或循环障碍的支持

治疗ꎮ ＥＣＭＯ 技术在儿科、尤其是新生儿的应用发展迅速ꎬ
截止到 ２０１５ 年 １ 月ꎬ国际体外生命支持组织(Ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ
Ｌｉｆｅ Ｓｕｐｐｏｒｔ ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＥＬＳＯ) 报告的 ＥＣＭＯ 病例 ６５ １７１
例ꎬ其中儿科病例 ５０ ９０３ 例ꎬ约占 ８０％ꎬ脱机生存率约 ７５％ꎬ
出 /转院生存率约 ６３％ [１] ꎮ 输血支持是 ＥＣＭＯ 的重要环节ꎬ
新生儿和婴幼由于生长发育尚不成熟ꎬ呼吸循环系统、血液

系统、神经系统、凝血功能等方面各具其特点ꎬ加之血细胞体

外破坏、抗凝干预的出血风险增高ꎬ在管道预充和循环通路

建立后都需要强有力的输血支持ꎬ本文将就 ＥＣＭＯ 患儿的输

血支持进行讨论ꎮ

１　 ＥＣＭＯ 适应证

随着 ＥＣＭＯ 技术日臻成熟ꎬ其适应证不断扩展ꎬ目前认

为各种原因引起的危及生命的呼吸和 /或循环功能不全ꎬ为
紧急支持生命均可实施 ＥＣＭＯ[２] ꎮ 小儿尤其是新生儿疾病

谱具有年龄特点ꎬＥＣＭＯ 主要用于先天性或获得性心肺缺陷

患儿的呼吸和 /或循环衰竭的支持治疗ꎬ也常用于心脏停搏

传统心肺复苏失败的患儿ꎬ即体外心肺复苏( ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ
ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎꎬＥＣＰＲ)ꎬ还可用于心肌病、心肌

炎、重症肺炎和中毒患儿的支持治疗ꎮ 近年来ꎬＥＣＭＯ 技术

已成功用于曾被视为禁忌症的感染性休克患儿ꎬ出院生存率

可高达 ８０％ [３] ꎮ

２　 输血相关风险因素

２ １　 小儿生理特点　 新生儿出生时红细胞(ＲＢＣ)计数和血

红蛋白(Ｈｂ)含量较高ꎬ但由于 ＲＢＣ 寿命较短ꎬ出生后很快出

现生理性溶血ꎬ又因骨髓造血功能暂时性低下ꎬ血容量随体

重增长快速增加ꎬ２~３ 个月时 Ｈｂ 可降至 １１０ ｇ / Ｌ 以下ꎬ即生

理性贫血ꎬ整个婴儿期 Ｈｂ 均维持在较低水平ꎬ１ 岁以后才逐

渐回升ꎬ如为早产儿ꎬ生理性贫血出现更早ꎬＨｂ 更低ꎮ 新生

儿尤其是早产儿 ＲＢＣ 的胎儿型 Ｈｂ(ＨｂＦ)含量高ꎬ对氧的亲

和力高ꎬ在组织不易释放氧ꎬ对贫血的耐受性差ꎮ ６ 岁以内小

儿骨髓几乎全为红髓ꎬ造血储备少ꎬ发生贫血时不能很好代

偿ꎮ 小儿尤其是 １ 岁以内小儿毛细血管通透性和脆性高ꎬ缺
氧、炎症或轻微损伤即易发生渗血ꎮ 新生儿凝血系统发育不

成熟ꎬ早产儿更甚ꎬ出生时多数凝血因子水平仅为成人的 １ / ２
左右ꎬ３ 岁以后才逐渐达成人水平ꎬ遇有应激打击时易发生凝

血功能障碍ꎮ 小儿各器官、各系统发育不成熟ꎬ对贫血和缺

氧耐受能力差ꎮ 总之ꎬ小儿易发生贫血和出血ꎬ且对贫血的

代偿能力和耐受能力差ꎬ贫血时常需要输血ꎮ
２ ２　 ＥＣＭＯ 本身因素 　 建立体外循环通路时静脉和 /或动

脉切开势必造成一定量失血ꎬＦｉｓｅｒ 等 ２０１４ 年报道的血管切

开平均失血量为 ７５ ｍＬ / ｋｇ(３３ ~ １４９)ｍＬ / ｋｇ[４] ꎬ如此失血量

如不及时补充足以造成严重贫血ꎮ 成人通常可用无血预充

液预充管路ꎬ但小儿血容量较少ꎬ完全使用无血预充液势必

造成血液稀释ꎬ发生医源性贫血ꎬ所以必须使用 ＲＢＣ 制品预

充[５] ꎮ 虽然膜肺、管路和离心泵材质和技术在不断改进ꎬ但
对血细胞的破坏仍在所难免ꎬ主要是造成 ＲＢＣ 和血小板

０１２１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



(Ｐｌｔ)破坏ꎬ还可因 Ｐｌｔ 和凝血因子在体外被激活而发生不同

程度凝血病ꎮ 出血是 ＥＣＭＯ 的常见并发症ꎬ多见于插管和手

术部位ꎬ心脏手术患儿发生率更高ꎮ Ｗｅｒｈｏ 等总结了 ＥＬＳＯ
２００２－２０１３ 年间 ２１ ８４５ 例 ＥＣＭＯ 患儿的出血情况ꎬ出血并发

症发生率为 ３９％ꎬ其中心脏疾患和心脏手术患儿发生率为

４９％和 ５７％ [６] ꎮ ＥＣＭＯ 患儿均需适当抗凝ꎬ无论采用何种抗

凝方案对患儿凝血功能均有一定影响ꎬ有诱发或加重出血的

风险ꎮ 另外ꎬ设备故障、管路意外破裂或脱落等均可造成突

然大量失血ꎮ
２ ３　 其他因素　 儿科患者尤其是新生儿往往起病急、病情

进展迅猛ꎬ很多情况需紧急启动 ＥＣＭＯꎬ此时的输血支持所

面临的挑战往往与严重创伤或其他紧急大出血相似ꎮ 患儿

突然病情恶化或紧急入院ꎬ输血科事先未接到用血通知ꎬ既
缺乏患儿血型和血液免疫学相关信息ꎬ也没有现成血液标本

来做交叉配血试验ꎬ而新生儿和婴幼儿的 ＥＣＭＯ 初始化又必

须使用 ＲＢＣ 制品ꎮ 为了预防致命性输血相关移植物抗宿主

病(ＴＡ￣ＧＶＨＤ)ꎬ新生儿和小婴儿输注的血细胞制品需经 γ￣射
线照射ꎬ为了降低高钾血症风险ꎬ新生儿输注的 ＲＢＣ 常需要

洗涤ꎬ而辐照或洗涤血液通常由采供血机构提供ꎬ他们又不常

规备存这种特殊制品ꎬ从预约到制备、运输等需要较长时间ꎮ
由此可见ꎬ小儿 ＥＣＭＯ 的输血支持面临着诸多困难和挑战ꎮ

３　 输血量

虽然 ２００２ 年曾提出新生儿和儿科 ＥＣＭＯ 患儿输血指

南[７] ꎬ但当时的证据资料有限ꎬ各 ＥＣＭＯ 中心的意见和实践

也不一致ꎬ近年有人提出的输血目标是ꎬ维持活化凝血时间

(ＡＣＴ)１８０~ ２２０ ｓ、红细胞压积(Ｈｃｔ)≥３０％、Ｐｌｔ≥５０×１０９ / Ｌ
(如有颅内出血则 １００ × １０９ / Ｌ)、国际标准化比值( ＩＮＲ) <
２ ０、纤维蛋白原>１ ５ｇ / Ｌ[８] ꎮ

小儿 ＥＣＭＯ 支持期间的用血量较大ꎬ主要包括以下几个

方面:１)启动 ＥＣＭＯ 和 /或更换管路初始化用血ꎬ体重 １０ｋｇ
以下小儿一般需要 ２Ｕ ＲＢＣ[８](１Ｕ 为 ４５０ ｍＬ 全血制备)ꎬ维
持 Ｈｃｔ ０ ３ ~ ０ ４[５] ꎻ ２) 补充血管切开插管的失血ꎬ可达

７５ ｍＬ / ｋｇ[４] ꎻ在 ＥＣＭＯ 治疗的部分休克患儿ꎬ开始 ＥＣＭＯ 治

疗时即使使用全血预冲ꎬ也需要同步输血维持血容量ꎮ ３)补
充或纠正 ＥＣＭＯ 运行期间的血液成分损耗ꎻ４)出血和溶血并

发症需要输血ꎻ５)纠正 ＥＣＭＯ 启动前即存的贫血或其他血液

成分不足等ꎮ 需要的血液制品除 ＲＢＣ 外常用 Ｐｌｔ 制品ꎬ有时

还需要新鲜冰冻血浆(ＦＦＰ)或冷沉淀凝血因子(Ｃｒｙｏ)ꎮ ＥＣ￣
ＭＯ 支持期间的用血量受许多因素影响ꎬ包括年龄、原发病及

伴发病、ＥＣＭＯ 类型及运行时间、是否手术患儿、ＥＣＭＯ 启动

前是否已存贫血或其他血液成分不足等ꎬ另外ꎬ使用的 ＥＣ￣
ＭＯ 设备材料、医护人员技术熟练程度、抗凝剂的合理使用与

监测、医源性失血(如实验室检查抽血)等对输血量都有不同

程度影响ꎮ Ｓｔｉｌｌｅｒ 等报道 ＥＣＭＯ 循环支持儿童平均输血量为

ＲＢＣ ６０ ３ ｍＬ / ｋｇ / ｄ、 Ｐｌｔ ２４ ６ ｍＬ / ｋｇ / ｄ、 ＦＦＰ ５０ ０ ｍＬ / ｋｇ /
ｄ[９] ꎮ Ｊａｃｋｓｏｎ 等总结了 １９８４－２０１１ 年间 ８２７ 例 ＥＣＭＯ 呼吸

支持新生儿输血量ꎬＲＢＣ 平均用量 ３６ ２ ｍＬ / ｋｇ / ｄꎬＰｌｔ 平均用

量 ８ １ ｍＬ / ｋｇ / ｄꎬ ＥＣＭＯ 每多运行 ３ ｄꎬＲＢＣ 用量增加 １０ ｍＬ /
ｋｇ / ｄ[１０] ꎮ Ｆｉｓｅｒ 等回顾分析了 １ 年新生儿 ＥＣＭＯ 支持期间的

输血情况ꎬＨｃｔ 维持在 ３７％ꎬ４５ 例共输注 ＲＢＣ ６１７ 次ꎬ中位次

数 ９ 次(１~５７ 次)ꎬ心脏疾患患儿平均 ＲＢＣ 用量 ２５４(１３６ ~
５５７)ｍＬ / ｋｇꎬ非心脏疾患 ２６７(１８７ ~ ３９３) ｍＬ / ｋｇꎬ还不包括初

始化用量的 １３１ ｍＬ / ｋｇ 和 ８０ ｍＬ / ｋｇ[４] ꎮ Ｓｍｉｔｈ 等总结了 ２００１
－２０１０ 年间 ４８４ 例儿科 ＥＣＭＯ 支持患儿的 ＲＢＣ 用量ꎬ循环支

持(４０％)和 ＥＣＰＲ (１８％)患儿的平均 ＲＢＣ 用量分别为 １０５
ｍＬ / ｋｇ / ｄ 和 ６６ ｍＬ / ｋｇ / ｄꎬ明显高于呼吸支持患儿(４２％)的

２０ ｍＬ / ｋｇ / ｄ 平均用量(Ｐ 均<０ ００１) [１１] ꎮ

４　 ＥＣＭＯ 的输血管理

ＥＣＭＯ 的实施需要重症医学、心脏科、外科、麻醉科等多

学科密切协作ꎬ ＥＣＭＯ 期间的输血支持同样需要多学科

协作ꎮ
４ １　 ＥＣＭＯ 支持需求的评估　 及早迅速识别需要或可能需

要 ＥＣＭＯ 支持的患儿对 ＥＣＭＯ 的成功实施及输血支持至关

重要ꎬ对因严重呼吸循环障碍的患儿应进行多学科评估ꎬ确
定是否发生或可能发生顽固性循环衰竭和呼吸衰竭而需要

ＥＣＭＯ 支持ꎬ对小儿心胸科手术患儿也应进行充分评估ꎮ 在

ＥＣＭＯ 适应证评估的同时对插管的可行性进行评估ꎬ并做好

实施 ＥＣＭＯ 的前期准备工作ꎮ 一旦决定实施 ＥＣＭＯꎬ应确定

一位专门人员负责输血相关事宜ꎬ包括确认患儿用血申请及

血液相容性试验用血液标本是否抽取并及时送达输血科ꎬ血
液制品洗涤和辐照需求ꎬ与患儿监护人进行输血前谈话及签

署输血知情同意书等ꎮ
４ ２　 减少医源性失血　 插管出血是 ＥＣＭＯ 患儿医源性失血

和输血需求的首要原因[４] ꎬ确定 ＥＣＭＯ 支持后应对插管的可

行性进行综合评估ꎬ选择恰当的插管部位和方式ꎬ插管过程

应快速轻柔ꎬ尽量减少失血量ꎮ 插管固定要牢固ꎬ防止插管

意外脱落ꎮ 手术患儿手术部位出血是 ＥＣＭＯ 第二位常见并

发症[１２] ꎬ应采用各种血液保护措施ꎬ尽量较少术中、术后出

血ꎮ 医源性失血的另一个重要原因是实验室检查用血液标

本ꎬ尤其对新生儿、低出生体重儿而言ꎮ ＥＣＭＯ 支持期间实

验室监测是必不可少的ꎬ但应尽量减少采血次数和采血量ꎬ
并尽可能采用无创监测技术ꎮ
４ ３　 输血科的支持　 输血科在 ＥＣＭＯ 输血支持中重点关注

以下几点[８] :１)ＥＣＭＯ 的紧急程度ꎮ 根据紧急程度决定是否

对血液制品进行洗涤或辐照处理ꎬ情况十分紧急时是否直接

发放 Ｏ 型 Ｒｈ(－) ＲＢＣ 等ꎻ２)是否需要 ＲＢＣ 初始化ꎮ １０ｋｇ 以

上的患儿插管期间能够较好耐受短时血容量降低ꎬ并且预充

液引起的血液稀释通常不会导致患儿 Ｈｃｔ 明显降低ꎬ１０ｋｇ 以

下患儿必需 ＲＢＣ 初始化ꎬ及时提供 ＲＢＣ 制品对启动 ＥＣＭＯ
至关重要ꎻ３)确定专门人员与 ＩＣＵ 交流沟通ꎬ尽量避免因人

员更换造成的误解或重复沟通ꎻ４)血型鉴定和抗体筛查ꎮ 最

好用新鲜标本做血型鉴定、抗体筛查和交叉配血来选择初始

化所需 ＲＢＣꎬ如无法获取标本可考虑发放 Ｏ 型 Ｒｈ(－)ＲＢＣꎻ
５)血液的辐照或洗涤处理ꎮ ３ 个月以内小儿发生 ＴＡ￣ＧＶＨＤ
的风险较大ꎬ所有细胞成分应经 γ￣射线照射ꎮ 心血管手术本

身就是 ＴＡ￣ＧＶＨＤ 的危险因素ꎬ心脏术后 ＥＣＭＯ 支持的患儿

无论年龄如何均应供应辐照细胞成分ꎮ 需要 ＥＣＭＯ 支持的

患儿往往因缺氧和酸中毒存在高钾血症ꎬ加之肾功不同程度
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受损ꎬ提供的 ＲＢＣ 最好经洗涤处理ꎻ６)准备紧急备用 ＲＢＣꎮ
ＥＣＭＯ 一旦启动ꎬ随时存在发生意外出血和 ＥＣＭＯ 管路破

裂、脱落的风险ꎬ为了确保紧急情况能及时供应 ＲＢＣꎬ体重不

足 １０ｋｇ 的患儿应预先准备 ２Ｕ ＲＢＣꎬ体重 １０ｋｇ 以上准备 ４Ｕꎬ
有条件最好预存于 ＩＣＵ 储血冰箱以备急用ꎮ
４ ４　 输血　 ＥＣＭＯ 患儿输血除了 ＲＢＣ 用于初始化外ꎬ还因

插管失血、手术出血、ＥＣＭＯ 运行期间血液成分损耗等原因

可能需要输注 ＲＢＣ、ＦＦＰ 和 Ｐｌｔ 等ꎬ输血适应证和输血量可参

照相关指南或建议[５ꎬ７－８] ꎮ ＲＢＣ 最好使用去白细胞(ＬＲ)制

品ꎬ有研究提示非 ＬＲ￣ＲＢＣ 输注与 ＥＣＭＯ 患儿死亡率增高有

关[１３] ꎮ 关于血浆蛋白衍生制品在 ＥＣＭＯ 患儿的应用经验尚

少ꎬ但有研究显示 ｒＦＶＩＩａ 对出血并发症ꎬ尤其是难治性出血

具有较好效果[１４－１５] ꎮ
４ ５　 凝血功能监测 　 ＥＣＭＯ 期间常规使用肝素抗凝ꎬ效果

肯定ꎬ并积累了丰富经验ꎮ Ｒａｎｕｃｃｉ 等曾对单用比伐卢定与

肝素抗凝效果进行比较ꎬ结果两组 Ｐｌｔ 计数和抗凝血酶(ＡＴ)
活性无明显差异ꎬ比伐卢定组 ＡＣＴ、部分凝血活酶时间

(ＡＰＴＴ)和血栓弹力图(ＴＥＧ)的反应时间长于肝素组ꎬ 失血

量和 Ｐｌｔ、ＦＦＰ、ＡＴ 浓缩制剂输注量均低于肝素组ꎬ认为比伐

卢定用于 ＥＣＭＯ 抗凝安全有效ꎬ在减少失血和输血需求方面

优于肝素[１６] ꎮ 凝血功能监测和调整也是 ＥＣＭＯ 运行期间的

重要环节ꎬ传统的凝血功能全套和 Ｐｌｔ 计数等发挥了重要作

用ꎬ近年来抗￣ＦＸａ 水平、ＡＴ ＩＩＩ 活性和 ＴＥＧ 的应用日趋广泛ꎮ
Ｎｏｒｔｈｒｏｐ 等 ２０１５ 年报道了 １ 项 ２００７－２０１３ 年 ＥＣＭＯ 单中心

的研究结果ꎬ２０１１ 年前 ２６１ 例凝血功能监测采用传统凝血试

验ꎬ２０１１ 年以后 １０５ 例采用了“标准”凝血检测方案ꎬ包括抗￣
ＦＸａ 水平、ＡＴ ＩＩＩ 活性和 ＴＥＧꎬ７ 年内 ＥＣＭＯ 方法、适应证和

输血指征无明显变化ꎮ 结果采用新方案后 ＲＢＣ、Ｐｌｔ、ＦＦＰ 和

Ｃｒｙｏ 平均用量明显下降ꎬ插管部位出血发生率由 ２２％下降至

１２％(Ｐ＝ ０ ０４)ꎬ手术部位出血由 ３８％降至 ２５％(Ｐ ＝ ０ ０２)ꎬ
带机生存时间由 ３ ６ｄ 升至 ４ ３ｄ(Ｐ＝ ０ ０２)ꎬ表明新的抗凝监

测方案更具优越性[１７] ꎮ

５　 结语

ＥＣＭＯ 已成为小儿尤其是新生儿严重呼吸循环障碍的

救治不可或缺的重要支持的手段ꎬ输血支持是小儿 ＥＣＭＯ 的

建立和运行的重要环节ꎬ需要 ＩＣＵ 和输血科的密切协作ꎮ 目

前尚无统一的 ＥＣＭＯ 输血支持指南ꎬ与其他情况输血治疗的

循证医学证据相似ꎬＥＣＭＯ 期间输血量与临床不良事件及死

亡率相关[１０－１１ꎬ１７] ꎬ因此ꎬＥＣＭＯ 的输血支持与管理一方面应

确保 ＥＣＭＯ 的及时建立和安全运行ꎬ一方面应加强学科合

作ꎬ采取有效措施降低输血需求ꎬ减少输血量ꎮ
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ｃａｃｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ＶＩＩ ｆｏｒ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ
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ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｈｅｐａｒｉｎ ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｏａｔｃａｒｃｉｏｔｏｍｙｅｘｔｒａｃｏｒｐｏ￣
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[１７] Ｎｏｒｔｈｒｏｐ ＭＳꎬ Ｓｉｄｏｎｉｏ ＲＦꎬ Ｐｈｉｌｌｉｐｓ ＳＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａｎ ｅｘｔｒａ￣
ｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｕｓｅꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｈｅｍｏｒ￣
ｒｈａｇｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｉｒｃｕｉｔ ｌｉｆｅ. Ｐｅｄｉａｔｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ
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血液质量管理论坛

英国小儿输血指南主要推荐及其启示

郭永建　 马春会(佛山市中心血站ꎬ广东 佛山 ５２８０００)

　 　 关键词:输血ꎻ儿科ꎻ胎儿ꎻ新生儿ꎻ婴儿ꎻ检测ꎻ指南
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英国血液学标准委员会(Ｂｒｉｔｉｓｈ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ
ｉｎ ＨａｅｍａｔｏｌｏｇｙꎬＢＣＳＨ)新近发布了«胎儿、新生儿和大龄儿输

血指南»(以下简称«指南»)ꎬ对 ２００４ 年发布的同名指南做

了更新[１] ꎮ «指南»分为临床输血和血液成分与输血前检测

２ 大部分ꎬ给出了胎儿、新生儿、婴儿和大龄儿童临床输血、血
液成分选择和输血前实验室检测方面的推荐意见ꎮ 现将«指
南»主要内容介绍如下ꎮ

１　 主要推荐意见概览(表 １)

表 １　 小儿输血主要推荐意见概览

第 １ 部分　 临床输血

１　 宫内输血(ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓꎬＩＵＴ)
１ １　 原则

１ ２　 红细胞输注

１ ３　 血小板输注

关键点 １　 宜采用床边检测技术快速获得胎儿血细胞计数结果ꎬ随后
即做血片检查以证实血细胞计数结果和可能诊断

关键点 ２　 血液机构、医院输血实验室和临床人员相互之间应保持良
好沟通ꎬ保证能及时、正确地提供 ＩＵＴ 所需的红细胞和血
小板(附录 １)ꎻ还应与后续负责接生的医院沟通ꎬ使其能
及时预订适宜(经过辐照)的血液成分(附录 １)

推荐 １　 只要可能ꎬ宜使用 ＩＵＴ 专用红细胞ꎮ 胎儿医学科宜与医院输
血团队共同制定本院在需要紧急输血时如何使用替代血液
(附录 ３)的书面方案并提供教育(１Ｃ)

推荐 ２　 母亲血液引发输血相关移植物抗宿主病( ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔ￣
ｅｄ ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＴＡＧＶＨＤ) 的风险高ꎬ不宜用于
ＩＵＴ(１Ｂ)

２　 新生儿输血

２ １　 原则

２ ２　 红细胞输注

关键点 ３　 医院宜制定制度以最大程度减少婴儿的献血者暴露
关键点 ４　 只要可能ꎬ宜遵从本院关于血液定期检测频率和类型、采

集小量血液、使用实验室微量分析仪和床边检测的制度ꎬ
尽可能减少血液标本采集量

关键点 ５　 医院宜制定制度以保证产科和新生儿科需要紧急输血时
有小儿专用联袋血液可用(附录 １)ꎬ这类血液一旦已被使
用ꎬ宜立即告知输血实验室

２ ２ １　 换血和部分换血(红细胞增多症的血液稀释)
关键点 ６　 在出院前后ꎬ宜密切监测接受换血治疗患儿的临床和血液学

(全血计数、网织红细胞、血片ꎬ如有必要ꎬ还有血清胆红素)
指标变化情况ꎬ直至不再发生溶血、Ｈｂ 开始上升ꎮ 尽管这类
婴儿仍然还有溶血的表现ꎬ但是仍宜给予补充叶酸ꎮ

推荐 ３　 宜制定本院的新生儿 ＩＣＵ 换血治疗方案ꎬ尽早联系医院输血
实验室ꎬ使其能向血液服务机构申请换血专用血液(１Ｃ)

推荐 ４　 如果需要换血ꎬ换血量宜为 ２ 个血容量(１Ｃ)
推荐 ５　 现有证据不支持采用血液稀释(部分换血)治疗红细胞增多症

(１Ａ)ꎬ因此不推荐其用于无症状患儿(１Ａ)ꎮ 对于有症状患儿ꎬ在
实施血液治疗之前需做风险和效益方面的临床评估(２Ｃ)

２ ２ ２　 小量输血

推荐 ６　 现有研究证据支持采用限制输血阈值(２Ｂ)ꎬ有关补充输血阈
值的建议参见附录 ２

推荐 ７　 对于没有出血的新生儿ꎬ推荐输血量一般为 １５ ｍＬ / ｋｇ (２Ｃ)
推荐 ８　 不推荐早产儿通过常规使用 ＥＰＯ 或者达依泊汀 α 来减少输

血(１Ｂ)
推荐 ９　 如果足月(１Ｂ)或者早产儿(２Ｃ)不需要紧急复苏ꎬ宜推迟钳

夹脐带

２ ２ ３　 新生儿手术和大量输血(非心脏手术)
推荐 １０　 新生儿和婴儿大量输血宜使用保存时间≤５ ｄ 的红细胞

(１Ｃ)
２ ３　 血小板输注

推荐 １１　 对于患有重度血小板减少症( Ｐｌｔ< ２５×１０９ / Ｌ)的早产新生
儿ꎬ除了病因治疗外ꎬ宜给予输注血小板(２Ｃ)ꎮ 不同病情的
血小板输注阈值的建议参见附录 ２(２Ｃ)

推荐 １２　 对于 ＨＰＡ￣１ａ / ５ｂ 抗原阴性血小板输注无效或者未能获得抗
原配合的新生儿自身免疫性血小板减少症( ｎｅｏｎａｔａｌ ａｌｌｏｉｍ￣
ｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａꎬ ＮＡＩＴ)患儿ꎬ宜考虑静注 Ｉｇ(１Ｃ)

２ ４　 ＦＦＰ 和冷沉淀输注

２ ４ １　 ＦＦＰ 输注

关键点 ７　 不宜常规做新生儿凝血筛查ꎬ因为其结果难以解释ꎬ不但
没有益处还可能导致 ＦＦＰ 输注增加

关键点 ８　 如果可能ꎬ宜在输血前采集血液检测标本ꎮ 虽然通过输注
ＦＦＰ 来纠正凝血筛查结果异常的效果无法预测ꎬ但对输注
前后的变化做比较被认为是 １ 种好的做法

推荐 １３　 没有证据支持不存在出血的新生儿常规使用 ＦＦＰ 以纠正单
纯性凝血筛查结果异常(１Ｃ)

推荐 １４　 存在临床明显出血(包括大量失血)时或者在实施具有出血
风险的侵入性操作之前ꎬ给予凝血筛查结果异常———ＰＴ 或
ＡＰＴＴ 超过正常孕龄和出生后年龄相关的参考范围(如能获
得当地参考值范围ꎬ以其作为参考)———的新生儿输注 ＦＦＰ
可能有益(２Ｃ)

推荐 １５　 ＦＦＰ 不宜用于单纯补充血容量或者常规预防颅内出血(１Ｂ)
２ ４ ２　 继发于重症 Ｃ 蛋白或 Ｓ 蛋白纯合子缺陷的出血性紫癜

推荐 １６　 使用 ＦＦＰ 早期治疗重症遗传性蛋白 Ｃ 缺陷是适宜的ꎬ但是
如有蛋白 Ｃ 浓缩剂可用ꎬ则不宜使用 ＦＦＰ(２Ｂ)

推荐 １７　 重症遗传性蛋白 Ｓ 缺陷宜输注 ＦＦＰ(２Ｃ)

(转下页)
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(接上页) 表 １　 小儿输血主要推荐意见概览

２ ４ ３　 冷沉淀输注

２ ４ ４　 维生素 Ｋ 缺乏引起的出血

２ ５　 粒细胞输注

推荐 １８　 关于败血症伴中性粒细胞减少新生儿常规输注粒细胞ꎬ缺
少足够证据的支持ꎬ未能给出推荐意见(２Ｃ)

２ ６　 Ｔ￣激活
关键点 ９　 新生儿科医师、血液学医师和血液机构宜密切联络和协

调ꎬ共同做好疑似 Ｔ￣激活且发生输血相关溶血新生儿所需
的专用血液品种的供应和输注ꎮ 宜权衡使用专用血液要
比使用标准血液多耗费的准备时间与输血的紧急程度ꎮ
宜调查溶血的原因ꎬ如果适宜ꎬ采用其他方法如应用维生
素 Ｋ 治疗凝血病

３　 婴儿和儿童输血

３ １　 红细胞输注原则
关键点 １０　 除长期输血治疗计划外ꎬ宜根据输血后达到提高 Ｈｂ≤

(输血阈值＋２０ ｇ / Ｌ)计算无出血婴儿和儿童的输血量(具
体计算方法见下文)ꎬ通常以 １ Ｕ 为最大输注量ꎮ 如果有
动脉或者中心静脉通路可使用ꎬ宜定时测定 Ｈｂꎬ以保证
达到最小输注量即停止输注

３ ２　 红细胞输注

３ ２ １　 儿科 ＩＣＵ
关键点 １１　 如果可能ꎬ宜尽量减少血液标本采集和采用床边检测ꎬ以

降低 ＩＣＵ 患儿的红细胞输注需求

推荐 １９　 在病情稳定、无紫绀的患儿ꎬ输血阈值为 Ｈｂ ７０ ｇ / Ｌ(１Ｂ)ꎮ
在病情不稳定或者具有贫血症状的患儿ꎬ可能需要考虑采
用更高的输血阈值

３ ２ ２　 造血干细胞移植 / 肿瘤

推荐 ２０　 关于小儿血液肿瘤和造血干细胞移植患者的输血阈值ꎬ缺
少足够证据的支持ꎬ未能给出推荐意见(２Ｃ)

推荐 ２１　 红细胞生成障碍所致慢性贫血患儿可能需要 Ｈｂ ８０ ｇ / Ｌ 的
输血阈值(２Ｃ)

３ ２ ３　 血红蛋白病

３ ２ ４　 手术(非心脏)
关键点 １２　 血液回收技术宜有工作人员培训、授权和审核计划的支

持ꎬ以保证回收血细胞的质量

推荐 ２２　 宜通过治疗缺铁性贫血来优化术前 Ｈｂ 水平(１Ｃ)
推荐 ２３　 对于没有严重并发症或出血、病情稳定的患儿ꎬ围术期输血

阈值宜为 Ｈｂ ７０ ｇ / Ｌ (１Ｃ)
推荐 ２４　 所有具有明显出血风险的手术患儿均宜考虑使用氨甲环酸

(１Ｂ)
推荐 ２５　 如果配备有经过适宜的血液回收培训的工作人员ꎬ所有具

有明显出血风险、可能需要输血的的手术患儿均宜考虑做
血液回收(２Ｃ)

３ ３　 血小板输注
推荐 ２６　 由于缺乏小儿患者血小板输注的临床研究ꎬ关于患有重症、血

液病或肿瘤伴血小板减少患儿的血小板输注的推荐意见主要
借鉴成人的研究报告和推荐(参见附录 ２)(２Ｃ)

推荐 ２７　 从实用性角度给出的指导意见是:大多数病情稳定患儿的

血小板预防性输注阈值宜为 Ｐｌｔ<１０×１０９ / Ｌꎬ但是免疫性血
小板减少症(ｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａꎬ ＩＴＰ)、血栓性血小板
减少性紫癜( ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ ｐｕｒｐｕｒａ ꎬ ＴＴＰ)或
溶血性尿毒症综合征(ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ ｕｒａｅｍｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＨＵＳ)和
肝素引起的血小板减少症( ｈｅｐａｒｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅ￣
ｎｉａꎬ ＨＩＴ)患儿仅在发生危及生命的出血时才可输注血小板

３ ４　 ＦＦＰ 和冷沉淀

３ ４ １　 原则
关键点 １３　 ＦＦＰ 的输注剂量为(１５－２０)ｍＬ / ｋｇꎬ出血患儿的输注剂量

更大ꎬ宜密切监测临床后果ꎬ避免容量超负荷ꎬ特别是易
于出现容量超负荷的患儿更应注意防范

关键点 １４　 冷沉淀的输注剂量为(５－１０)ｍＬ / ｋｇꎬ出血患儿的输注剂
量更大ꎬ宜密切监测临床后果和纤维蛋白原( ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬ
Ｆｉｂ)水平

３ ４ ２　 无出血患儿轻度获得性凝血异常的纠正(ＤＩＣ 除外)
推荐 ２８　 对于(包括术前)存在 ＰＴ / ＡＰＴＴ 轻度延长的无出血患儿ꎬ不

宜预防性输注 ＦＦＰꎻ但在关键部位手术前可考虑预防性输
注 ＦＦＰ

推荐 ２９　 对于(包括手术前)存在 Ｆｉｂ 水平降低的无出血患儿ꎬ不宜
预防性输注冷沉淀ꎻ但存在明显出血风险时或者在关键部
位手术前ꎬ如果 Ｆｉｂ<１ ｇ / Ｌꎬ可考虑预防性输注冷沉淀

３ ４ ３　 ＤＩＣ
关键点 １５　 确认患儿已经使用足量维生素 Ｋꎬ这可能意味着每位患儿

需要常规使用维生素 Ｋ
关键点 １６　 ＦＦＰ 输注[(１５－２０)ｍＬ / ｋｇ(８－１２) ｈ]可作为与蛋白 Ｃ

或蛋白 Ｓ 缺陷相关、病因待查的获得性暴发性紫癜( ｐｕｒ￣
ｐｕｒａ ｆｕｌｍｉｎａｎｓꎬ ＰＦ)的一线治疗措施ꎮ 宜治疗潜在病因ꎬ
检测蛋白 Ｃ / 蛋白 Ｓ 水平可能有益

推荐 ３０　 对于存在明显凝血病(ＰＴ / ＡＰＴＴ> １ ５ 倍正常范围中点值或
Ｆｉｂ<１ ０ ｇ / Ｌ)伴临床明显出血或者做侵入性治疗之前的患
儿ꎬ输注 ＦＦＰ 可能有益ꎮ 如果输注 ＦＦＰ 后仍然为 Ｆｉｂ< １ ０
ｇ / Ｌꎬ可输注冷沉淀ꎻ如果 Ｆｉｂ 水平很低或者下降速度很快ꎬ
可联合输注 ＦＦＰ 和冷沉淀

３ ４ ４　 肝病

关键点 １７　 在肝病患儿ꎬ标准凝血试验结果不能反映出血风险且可
能存在误导ꎬ一般不宜单独将其用作 ＦＦＰ 或冷沉淀的输
注阈值

３ ４ ５　 逆转华法林抗凝作用

推荐 ３１　 除非没有含有 ４ 种凝血因子的凝血酶原复合物浓缩剂(ｐｒｏ￣
ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓꎬ ＰＣＣ)可用ꎬ否则华法林紧急
逆转不宜使用 ＦＦＰ

３ ４ ６　 维生素 Ｋ 缺乏出血

３ ４ ７　 ＴＴＰ 和 ＨＵＳ
推荐 ３２　 ＴＴＰ(１Ｂ)和某些非典型 ＨＵＳ(２Ｃ)是紧急采用 ＳＤ￣ＦＦＰ 做血

浆置换的适应证

推荐 ３３　 先天性 ＴＴＰ 患者宜输注 ＳＳＤ ＦＦＰ 和中纯度 ＦⅧ浓缩剂(１Ｃ)
３ ４ ８　 遗传性出血性疾病

推荐 ３４　 除非没有特定的凝血因子制品可用ꎬ否则先天性凝血因子
缺陷患儿不宜输注 ＦＦＰ(１Ｂ)

推荐 ３５　 除非没有纤维蛋白原制品可用ꎬ否则先天性低纤维蛋白原
血症患儿不宜使用冷沉淀(１Ｃ)

３ ５　 粒细胞

推荐 ３６　 难治性感染伴中性粒细胞严重减少的患儿可考虑输注粒细
胞(２Ｃ)

４　 心脏手术

４ １　 红细胞输注

推荐 ３７　 关于无紫绀或紫绀患儿在体外循环期间的适宜输血阈值ꎬ
缺少足够证据的支持ꎬ未能给出推荐意见(２Ｃ)

推荐 ３８　 对于病情稳定的无紫绀心脏病患儿ꎬ体外循环术后宜采用
限制输血阈值(Ｈｂ ７０ ｇ / Ｌ)ꎮ 对于具有紫绀的心脏病患儿ꎬ
缺少足够证据的支持ꎬ未能给出推荐意见

推荐 ３９　 对于新生儿(无论有无紫绀)、活动性出血或者病情不稳定
患儿ꎬ体外循环术后可能需要更高的输血阈值(新生儿输血
推荐参见附录 ２)ꎬ氧供不足的临床表现能成为支持输血的
其他信息(２Ｃ)

推荐 ４０　 新生儿和婴儿心脏手术用血宜使用保存时间≤５ ｄ 的红细
胞(见 ２ ２ ３)(１Ｃ)

推荐 ４１　 在将体外管路与患儿连接之前ꎬ宜检查循环液中的钾离子浓
度ꎬ确认其处在正常范围以内ꎮ 小儿心脏中心宜制定关于在
与患儿连接之前的管路中钾离子浓度最高可接受水平以及如
有必要(如预充洗涤或超滤时)对其采取调整措施的内部指
引ꎮ 如果发现体外循环管路中钾离子水平异常高ꎬ采用正常
程序已无法调整时ꎬ宜要求更换另外的红细胞(如果情况紧
急ꎬ只能根据其可获得性来选择适宜的红细胞)(１Ｃ)

４ ２　 自体红细胞回输

(转下页)
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(接上页) 表 １　 小儿输血主要推荐意见概览

关键点 １８　 即使患儿 Ｈｂ 水平大于推荐的输血阈值ꎬ将回收的红细胞
回输也是合理的ꎬ因为这样做能减少后续的异体血液输
注和额外的献血者暴露

推荐 ４２　 对于做体外循环心脏手术的所有新生儿和儿童ꎬ宜做自体
红细胞回输(１Ｂ)

４ ３　 抗纤溶药物和减少失血的其他措施

推荐 ４３　 存在明显出血风险的心脏手术新生儿和儿童宜考虑给予抗
纤溶药物治疗(１Ｂ)

４ ４　 止血

推荐 ４４　 体外循环术后出现临床明显出血、Ｐｌｔ<１００×１０９ / Ｌ、ＰＴ / ＡＰＴＴ
>１ ５ 倍正常范围中点值、Ｆｉｂ<１ ５ ｇ / Ｌ 的患儿可能需要输注
相应的血液成分(２Ｃ)

４ ４ １　 床边检测的作用

关键点 １９　 在心脏手术室做床边检测能支持 ＣＰＢ 后凝血病的合理治
疗ꎬ但其推广应用必须具有包括对研究证据做出严格评
价以及持续实施审核和质量保证计划的支持

５　 大出血

５ １　 婴儿和儿童的大量失血

５ ２　 血液成分使用
关键点 ２０　 可能接治大量失血患儿的医院宜商定并实施包括输血和

临床救治的小儿大量失血救治的详细指南和具体方案ꎮ
手术和创伤救治团队宜能立即获得急救红细胞ꎬ输血实
验室宜制定计划以保证快速提供儿科用血

关键点 ２１　 推荐早期使用 ＦＦＰ、血小板和冷沉淀ꎬ以减少出现凝血病
和血小板减少症的风险

推荐 ４５　 对于初步判断存在大量失血的严重创伤患儿ꎬ宜使用氨甲
环酸ꎬ其用药时间和剂量遵从皇家儿科和儿童保健学会
(Ｒｏｙａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐａｅｄｉａｔｒｉｃｓ ａｎｄ Ｃｈｉｌｄ ＨｅａｌｔｈꎬＲＣＰＣＨ)的推
荐(２Ｃ)

６　 输血处方开具和输血

６ １　 儿科输血处方开具和输血须知

６ １ １　 患儿身份

６ １ ２　 输血量(附录 １)
关键点 ２２　 医疗机构宜制定各年龄组患儿输血阈值的指南
关键点 ２３　 医疗机构宜制定儿科输血处方图ꎬ以帮助医师正确开具

血液成分输注处方
关键点 ２４　 输血过程中应加强监护ꎬ尤其是对于不能或者难以对输

血反应症状做沟通的新生儿和年幼儿
推荐 ４６　 除非医疗机构已制定了经过风险评估的大龄患儿以“Ｕ”为

单位的输血处方方案ꎬ儿科输血的血液成分处方宜以“ｍＬ”
为单位ꎬ最大输注量不宜大于成人输注量ꎮ 开具输血处方
的医师应特别注意使用输血公式计算儿科输血量ꎬ应注意
到 Ｈｂ 检测报告的最新变化

推荐 ４７　 正如针对成人输血所做的推荐一样ꎬ除非是已经使用安全
的患儿身份电子辨识系统以及急救输血不可延误ꎬ宜在不
同的时间采集第 ２ 份标本做血型检测ꎬ在输血前证实初次
入院患儿的 ＡＢＯ 血型

６ １ ３　 知情同意

第 ２ 部分　 血液成分和输血前检测

７　 血液成分及其技术规格

７ １　 胎儿 / 新生儿 / 婴儿输注的血液成分

７ １ １　 献血者微生物学检测

７ １ ２　 ＣＭＶ 血清学阴性

７ １ ３　 其他抗体筛查

７ １ ４　 减少献血者暴露

７ １ ５　 减少高钾血症的风险

７ ２　 紧急输血

７ ２ １　 紧急救治时使用替代血液成分(紧急宫内输注红细胞替代成
分见附录 ２)

７ ２ ２　 紧急救治时 ＲｈＤ 阴性女性受血者输注 ＲｈＤ 阳性血小板
关键点 ２５　 首次申请补充输血时分配的 １ 套小儿专用联袋血液ꎬ可使

用至献血后 ３５ ｄ(参见附录 ５)
关键点 ２６　 医院输血实验室宜保证产科和新生儿科在患儿需要紧急

输血时有 Ｏ 型 ＲｈＤ 阴性小儿专用联袋血液可用
关键点 ２７　 医院宜制定工作方案ꎬ明确在紧急情况下没有特定规格

血液成分可用时的替代措施以及临床、医院输血实验室
和血液机构之间的沟通

推荐 ４８　 <１岁的受血者宜输注新生儿 / 婴儿技术规格的血液成分(１Ｃ)
推荐 ４９　 为避免血液供应延误ꎬ紧急救治时如果无法获得特定规格

的血液ꎬ宜采用本院协商同意的替代措施及其沟通路径
(１Ｃ)

８　 新生儿和<４ 月龄婴儿输血前检测和红细胞选择的主要原则

８ １ 原则

８ ２　 新生儿和<４ 月龄婴儿的输血前检测

８ ２ １　 采用母亲血液标本

８ ２ ２　 确定母亲输血史

８ ２ ３　 血液标本检测

８ ２ ４　 检测结果解释和进一步检测

８ ２ ５　 临床特定要求

８ ２ ６　 新生儿姓名变更

８ ３　 新生儿和<４ 月龄婴儿的血液成分选择

８ ３ １　 不存在母体抗体情况下的红细胞选择

８ ３ ２　 存在母体抗体情况下的红细胞选择

关键点 ２８　 与实验室、共同承担医疗的医院或院内的其他科室沟通
特定输血需求(如 ＩＵＴ 后需要输注辐照血液)非常重要

推荐 ５０　 所有新生儿入院时宜获得新生儿和母亲的输血史(包括胎
儿输血史)ꎮ 只要可能ꎬ宜在首次检测时获得母体血液标
本ꎻ如果需要ꎬ以母体血液标本做交叉配血试验(１Ｃ)

推荐 ５１　 宜建立实验室控制措施ꎬ最好是通过 ＬＩＭＳ 实施控制ꎬ以保
证输注的血液单位是母婴 ＡＢＯ、ＲｈＤ 血型相容、母亲具有临
床意义抗体所对应的抗原阴性(１Ｃ)

８ ４　 >４ 月龄婴儿的输血前检测和血液成分选择

９　 其他血液成分的选择(附录 ２)
９ １　 血小板的选择

９ ２　 血浆的选择

９ ３　 粒细胞的选择

２　 附录

２ １　 附录 １　 血液成分规格、输血量(表 ２－６)
２ ２　 附录 ２　 小儿输血阈值和血型选择(表 ７－１０)
２ ３　 附录 ３　 胎儿紧急输血的 ＩＵＴ 红细胞替代建议(表 １１)

２ ４　 附录 ４　 大量失血小儿输血方案示例(图 １)
２ ５　 附录 ５　 新生儿使用小儿专用联袋红细胞的分配方案

示例(图 ２)
２ ６　 附录 ６　 新生儿输血史询问记录单(略)
２ ７　 附录 ７　 新生儿输血相容性检测方案(图 ３)
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表 ２　 胎儿、新生儿和<１ 岁婴儿输注血液成分的总体要求

血液成分 血液成分特殊要求和输注 说明

全部 献血者:以前曾检测合格的献血者(此前 ２ 年内≥１ 次)ꎬ本次所
献血液强制性微生物学检测阴性ꎻ有的血液机构除了给实体器
官和干细胞移植受血以外还给小儿用血增加 ＨＥＶ ＲＮＡ 检测

降低感染风险
注:进口的 ＦＦＰ 和冷沉淀目前不是来自二次献血者ꎬ但经过病
原体灭活

加工和选择:血液成分宜经过检测表明不存在具有临床意义的
不规则抗体(包括高效价抗￣Ａ 和抗￣Ｂ)ꎻ本组患儿用血检测增加
采用间接抗球蛋白试验筛检具有临床意义抗体ꎬ这一策略有时
被称为儿科抗体检测( ｐａｅｄｉａｔｒｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔꎬＰＡＮＴ)ꎻ如果限定
血液成分的使用期限ꎬ如“≤５ ｄ”ꎬ采血当日为 ｄ ０ꎬ血液成分必
须在 ｄ５ 午夜之前使用

降低受血者红细胞溶血风险ꎬ尽管以 ＳＡＧＭ 为保存液的红细胞
血浆含量少ꎬ其输注引起的溶血风险低
注:进口 ＦＦＰ 和冷沉淀目前未经 ＨＴ 或 ＰＡＮＴ 检测

红细胞 用于 ＩＵＴ、新生儿换血、新生儿 / 婴儿大量输血的红细胞ꎬ应在采血
当日(ｄ０)制备(英国有些血液机构制备其他用途红细胞时采用在
室温保存最长至 ２４ ｈ 的全血ꎬ本组患儿不宜使用这类红细胞)

采血当日制备的红细胞的 ２ꎬ３ ＤＰＧ 含量明显较高ꎬ这可能对于
大量输血的胎儿 / 新生儿具有临床益处

血红蛋白 Ｓ 阴性(除非血液机构推荐没有必要筛检) 存在地域的差异———使用血红蛋白 Ｓ 阴性红细胞的需求取决
于人群的患病率

Ｋ 阴性(如果母体存在抗￣Ｋꎬ必须使用 Ｋ 阴性血液) 尽管仅推荐育龄女性输注 Ｋ 抗原阴性红细胞ꎬ给予本组所有患
儿输注 Ｋ 抗原阴性红细胞被认为是 １ 种好的做法

红细胞和
血小板

ＣＭＶ 阴性
胎儿输血和特定新生儿受血者使用辐照血细胞成分

尽管所有胎儿 / 新生儿使用的红细胞和血小板宜为 ＣＭＶ 阴性ꎬ
预产期后 ２８ ｄ 的婴儿用血不要求 ＣＭＶ 阴性
一些血液机构可能为本组患儿提供经过 ＨＥＶ ＲＮＡ 检测的血液
成分
使用辐照血液以预防输血相关 ＧＶＨＤ

注 １:所述检测是指除了标准成人血液单位应做的检测之外还应做的检测ꎬ有关标准成人血液单位的检测见英国红皮书 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｏｒｇ ｕｋ / ｒｅｄ￣ｂｏｏｋ)ꎻ注 ２:供所有年龄组患儿使用的血小板和血浆的原则性要求参见表 ４－５ꎻ经过病原体灭活的进口
ＦＦＰ 目前没有用于新生儿 / 婴儿的规格要求

表 ３　 胎儿、新生儿、婴儿和大龄儿输注的红细胞成分

用途 血液成分特殊要求和输注 说明

所有红细胞 年龄和表型
￣<４ 月龄:与母体和新生儿 ＡＢＯ 和 ＲｈＤ 血型
以及母体具有临床意义的抗体相容(常采用
Ｏ 型红细胞)
￣≥４ 月龄:与受血者 ＡＢＯ 和 ＲｈＤ 血型以及任
何红细胞抗体相容

所有<１８ 岁及所有育龄女性 ＲｈＤ 阴性患者宜选择 Ｄ 阴性红细胞
目前对胎儿 / 新生儿 / 婴儿输注红细胞的要求是 Ｋ 阴性(附录
２)ꎬ除非是急症且没有 Ｋ 阴性红细胞可用ꎬ否则所有育龄女性患
者宜输注 Ｋ 阴性红细胞

ＩＵＴ
容量≈２４５ ｍＬ / 袋

保存时间≤５ ｄ 红细胞
￣Ｈｃｔ:０ ７０－０ ８５
￣辐照:辐照后<２４ ｈ 输注
￣保存液为 ＣＰＤ

输注细节见文内

医院输血实验室没有库存ꎬ需向血液机构专门预订
￣新鲜ꎬ辐照后<２４ ｈ 输注ꎬ以减少高钾血症的风险
￣高血比容ꎬ以减少 ＩＵＴ 次数
￣ＩＵＴ 后<６ 月龄的婴儿宜使用辐照细胞成分

急症情况下没有 ＩＵＴ 专用红细胞可用时的替代措施参见附录 ３

新生儿换血
容量≈３４０ ｍＬ / 袋

保存时间≤５ ｄ 红细胞
￣Ｈｃｔ:０ ５－０ ６ (ＮＨＳＢＴ 提供的红细胞为 ０ ５－
０ ５５)
￣辐照:辐照后<２４ ｈ
￣保存液为 ＣＰＤ

输注量:一般为 １６０ ｍＬ / ｋｇ(换血 ２ 个血容量)
输注速度:取决于患儿病情ꎬ咨询 ＮＩＣＵ 医师

医院输血实验室没有库存ꎬ需向血液机构专门预订
￣Ｈｃｔ 范围窄ꎬ以减少换血后出现贫血或红细胞过多
￣推荐 ＩＵＴ 后的所有换血以及所有其他换血使用辐照血液ꎬ除
非此举将引起不可接受的输血延误
￣新鲜ꎬ辐照后<２４ ｈ 输注ꎬ以减少高钾血症的风险
￣保存液为 ＣＰＤ 而不是 ＳＡＧＭꎬ以减少甘露醇和腺苷添加剂毒
性的理论风险
￣换血专用红细胞[含血浆(１００－２００)ｍＬ / 袋]具有较多的凝血
因子

推荐该红细胞成分仅用于≤２８ ｄ 龄的新生儿换血ꎬ以减少年龄
较大的婴儿接触英国血浆的风险和减少(通常为)Ｏ 型血浆引起
溶血的理论风险
该成分如果未被使用ꎬ可重新发放给 １９９６ 年 １ 月 １ 日以前出生
的患者使用

(转下页)
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(接上页) 表 ３　 胎儿、新生儿、婴儿和大龄儿输注的红细胞成分

用途 血液成分特殊要求和输注 说明

新生儿 / 婴儿小量补充输血
“小儿专用联袋红细胞”
共有来源于单个献血者
血液的 ６ 袋分装红细胞ꎬ
４５ ｍＬ / 袋

保存时间≤３５ ｄ 红细胞
￣Ｈｃｔ :≈０ ５－０ ７
￣保存液为 ＳＡＧＭ
￣辐照后≤１４ ｄ

输血量:非出血患儿一般为 １５ ｍＬ / ｋｇꎬ或者采
用公式计算(见文内)
输注速度:５ ｍＬ / (ｋｇｈ)

医院输血实验室一般有库存
注:其技术要求与用于大量输血的血液相同ꎬ但已分装为 ６ 袋ꎬ
且有可能在制备前全血已在室温保存 ２４ ｈ
￣新生儿补充输血没有要求使用保存时间≤５ ｄ 的红细胞ꎬ但是
输注速度快时宜谨慎ꎮ 为减少献血者暴露ꎬ在为需要重复输
血的新生儿分配小儿专用联袋红细胞时ꎬ宜考虑红细胞的已
保存时间
￣小儿专用联袋红细胞通常供新生儿科使用ꎬ也可供其他儿科
使用
￣产科和新生儿科宜备有 Ｏ 型 ＲｈＤ 阴性红细胞供急症使用ꎮ 宜
准备 ２ 份小儿专用联袋红细胞ꎬ以便为复苏提供足量血液(２０
ｍＬ / ｋｇ)ꎬ最好保存时间<１４ ｄꎬ以减少高钾血症的风险
￣供成人患者急症使用的 Ｏ 型 ＲｈＤ 阴性血液单位缺少附加的新
生儿血液成分安全要求ꎬ不适合新生儿复苏使用
￣如果供母体和新生儿输注的血液存放在同一冰箱ꎬ必须给予
隔离和明晰标识

用于新生儿 / 婴儿大量输
血的血液单位
容量≈２９５ ｍＬ / 袋

如果用于新生儿和<１ 岁婴儿的大量输注ꎬ红细
胞的保存时间宜≤５ ｄ
如果适用辐照红细胞ꎬ在辐照后<２４ ｈ 使用
Ｈｃｔ:≈０ ５－０ ７
保存液为 ＳＡＧＭ
手术(如心脏手术)过程中的输血量和输血速
度见本院指南

医院输血实验室没有库存ꎬ需向血液机构专门预订
采用适合新生儿 / 婴儿大量输注(如心脏手术)的血液成分
￣大量输血:一般指 ２４ ｈ 输注 １ 个循环血容量的血液(在新生儿
约为 ８０ ｍＬ / ｋｇ)或者<３ ｈ 输注 ５０％循环血容量
￣仅含少量血浆(约 ２０ ｍＬ)
￣如果用于年龄更大婴儿的小量补充输血ꎬ保存时间≤３５ ｄ(辐
照后≤１４ ｄ)的红细胞仍可使用

>１ 岁幼儿使用的红细胞
(标准“成人”血液单位)
容量≈为 ２７５ ｍＬ / 袋

使用供成人患者输注的保存液为 ＳＡＧＭ 的标准
红细胞
输注量(见文内):一般以输注后的 Ｈｂ<(输血
阈值＋２０ ｇ / Ｌ)计算
输血速度:５ ｍＬ / ( ｋｇｈ) (常见最大输注速度
为 １５０ ｍＬ / ｈ)

用于镰状细胞病或者地中海贫血患儿输注红细胞的适宜保存时
间<１０ ｄꎬ用于镰状细胞病红细胞换血的红细胞的适宜保存时间
<７ ｄꎮ 如果患儿存在多种抗体ꎬ无法获得前述保存时间的血液ꎬ
此时可输注所能获得的最新鲜血液

表 ４　 胎儿、新生儿、婴儿和大龄儿输注的血小板

用途 血液成分特殊要求和输注 说明

用于 ＩＵＴ 的血小板
容量≈７５ ｍＬ / 袋

同型或者与母体抗体相容
如果 ＡＢＯ、ＲｈＤ 血型未知ꎬ输注 Ａ 型、Ｄ 阴性
用于 ＮＡＩＴ 的血小板与母体 ＨＰＡ 抗体相容(ＨＰＡ１ａ / ５ｂ
阴性或按要求)
源自单个献血者的机采血小板

超浓缩:Ｐｌｔ≥２ ０００×１０９ / Ｌ
辐照
输注(详见 １ ３ １ )

需要提前数日向血液机构专门预订
￣不宜给非 Ｏ 型或者血型未知的受血者输注 Ｏ 型血小
板ꎮ 但是ꎬＨＰＡ 抗原阴性血小板可获得性的考虑可能
优先于 ＡＢＯ 血型
￣制备 ＨＰＡ 配合的血小板时ꎬ献血者为具有临床意义
的 ＨＬＡ 和 ＨＰＡ 抗体阴性
￣超浓缩以优化 Ｐｌｔ 和减少容量负荷

推荐 ＩＵＴ 后<６月龄的婴儿输注经过辐照的血细胞成分

新生儿输注的血小板
容量≈５５ ｍＬ / 袋

ＡＢＯ 和 ＲｈＤ 血型与受血患儿相同或者相容(附录 ７)
供 ＮＡＩＴ 新生儿输注的血小板与母体血小板抗体相容
(如同 ＩＵＴ 血小板)
源于单个献血者的机采血小板ꎬ分装成 ４ 小袋
输注量:一般为(１０－２０) ｍＬ / ｋｇ
输注速度:一般(１０－２０) ｍＬ / (ｋｇｈ)

ＨＡＰ 配合的血小板需要向血液机构专门预订ꎬ但是血
液机构一般备有 ＨＰＡ１ａ / ５ｂ－阴性血小板
适用于新生儿和婴儿输注

>１ 岁小儿输注的血小板
(标准“成人”机采血小板)
容量≈２００ ｍＬ / 袋

ＡＢＯ 和 ＲｈＤ 血型与受血患儿相同或者相容(附录 ７)
只要可能ꎬ宜采用源于单个献血者的机采血小板
输注量:
￣<１５ ｋｇ 儿童的输注量一般为(１０－２０)ｍＬ / ｋｇꎬ≥１５ ｋｇ
儿童输注 １ 袋ꎻ
￣最大输注量为 １ 袋

输注速度:(１０－２０)ｍＬ / (ｋｇｈ)

该品种不同于新生儿输注的血小板ꎬ没有胎儿 / 新生儿 /
婴儿的技术要求
￣如果可能ꎬ１９９６ 年 １ 月 １ 日以后出生的患儿宜输注机
采血小板ꎬ以减少 ｖＣＪＤ 风险
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表 ５　 新生儿、婴儿和大龄儿输注用的 ＦＦＰ 和冷沉淀

用途 血液成分特殊要求和输注 说明

所有类型
(除低效价抗￣Ｔ ＦＦＰ 外)

国外进口ꎬ病原体灭活
ＦＦＰ 有 ２ 种类型ꎬ１ 类是血液机构供应的经
过亚甲兰处理的单个献血者 ＦＦＰꎬ另 １ 类是商
品化的经溶剂去污剂处理的混合 ＦＦＰꎮ 冷沉
淀则仅有 １种类型ꎬ即由血液机构提供、经过
亚甲蓝处理、源于单个献血者的冷沉淀
尽可能选择 ＡＢＯ 相容的血浆(附录 ６)ꎮ Ｏ
型血浆只可供 Ｏ 型受血者输注

目前供 １９９６ 年 １ 月 １ 日及以后出生患儿输注的血浆是从 ｖＣＪＤ 低风
险国家进口的ꎬ以减少输血传播 ｖＣＪＤ 的风险
￣由于制备血浆的国家存在不同的病毒感染率ꎬ进口血浆经过病原
体灭活

虽然 ＡＢ 型 ＦＦＰ 不含溶血素ꎬ适合任何 ＡＢＯ 血型患者输注ꎬ但是经
常短缺
血浆成分的 ＲｈＤ 血型与输注无关

用于新生儿 / 儿科输注经
亚甲蓝处理的 ＦＦＰ
容量≈６０ ｍＬ / 袋和 ２２５
ｍＬ / 袋

非英国单个献血者 ＦＦＰ、经过 ＭＢ 处理ꎬ灭
活包膜病毒和部分无包膜病毒
输注剂量:一般为(１５－２０)ｍＬ / ｋｇ
输注速度:(１０－２０)ｍＬ / (ｋｇｈ)

英国血液机构供应该类血浆
￣经过 ＭＢ 处理后 ９０％ＭＢ 被去除
￣ＭＢ 处理导致 ＦⅧ、ＦⅪ和 Ｆｉｂ 减少 ２５％－３０％ꎬ以及凝血酶形成减
少ꎬ但是这些变化与凝血块形成速率或者凝血块硬度降低无关ꎬ其
临床意义仍不确定
￣ＭＢ 处理的血液成分未做高效价 ＡＢＯ 抗体检测
￣没有证据可供指导新生儿 ＦＦＰ 输注

ＳＤ ＦＦＰ
容量＝ ２００ ｍＬ / 袋

将多个非英国献血者 ＦＦＰ 混合ꎬ经 ＳＤ 处
理ꎬ包膜病毒被灭活
输注剂量:一般为(１５－２０)ｍＬ / ｋｇ
输注速度:(１０－２０)ｍＬ / (ｋｇｈ)

Ｏｃｔａｐｈａｒｍａ 生产ꎬ商品名为 Ｏｃｔａｐｌａｓ
￣Ｏｃｔａｐｌａｓ ＬＧ 血浆做了朊病毒去除技术处理ꎬ获准在英国上市和使用
￣ＳＤ 血浆的蛋白 Ｓ、抗胰蛋白酶和抗血浆素含量减少ꎬ其使用与血栓
形成相关
￣每种凝血因子含量≥０ ５ ＩＵ / ｍＬꎬ由于是混合血浆ꎬ其变异程度小
于单个献血者血浆
￣必须输注 ＡＢＯ 血型相容的 Ｏｃｔａｐｌａｓ 血浆

用于新生儿、其他小儿输
注的 ＭＢ 冷沉淀
容量:单份为 ４０ ｍＬꎻ多份
汇集为 ２７５ ｍＬ

从经过 ＭＢ 处理并去除 ＭＢ 的进口血浆制
备的冷球蛋白组分
输注剂量:
￣一般为(５ －１０)ｍＬ / ｋｇꎬ采用单份或者多
份汇集
￣大龄儿童根据体重可输注 １ － ２ 汇集袋
(每袋汇集 ６ 个献血者单位)ꎬ最大输注
量为 ２ 袋汇集制品

输注速度:(１０－２０)ｍＬ / ｋｇｈ

英国血液机构供应该品种ꎬ源于单个献血者或汇集
￣平均 Ｆｉｂ≈２５０ ｍｇ / Ｕꎬ １ ２７３ ｍｇ / 汇集
￣主要用于补充纤维蛋白原ꎬ输注后测定 Ｆｉｂ 以证实疗效
￣应尽快(融化后<４ ｈ)输注完毕
￣ＭＢ 处理的血液成分未做高效价 ＡＢＯ 抗体检测

注:ＭＢ 处理的 ＡＢ 型冷沉淀供应有限

低效价抗￣Ｔ ＦＦＰ 英国来源ꎬＭＢ 处理
血型选择、输注剂量和速度同上述的 ＭＢ
和 ＳＤ ＦＦＰ

英国血液机构供应该品种ꎬ但数量有限ꎬ需要专门预订
仅适用经证实存在典型 Ｔ 激活、输血后出现溶血的新生儿输注(见
ＮＨＳＢＴ２００６ 年发布的临床输血指南: ｈｔｔｐ: / / ｈｏｓｐｉｔａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｏ ｕｋ /
ｍｅｄｉａ / ２１７８ / ｆ６２ｅｆ９２３￣２ｆａ０￣４ｂｅａ￣８２ｃ１￣ｃ４３９８９ｂ７ｅ１１１ ｐｄｆ)

表 ６　 新生儿、婴儿和大龄儿童输注的粒细胞

血液成分类型 血液成分特殊要求和输注 说明

汇集白膜层制备的粒细胞
容量≈２０５ ｍＬ / 汇集

与红细胞输注要求相同ꎬＡＢＯ 和 ＲｈＤ 血型
与受血者同型ꎬ与母体具有临床意义的抗
体交叉配血相容
如果 ＡＢＯ 相容但不相同ꎬ高效价抗体检测
宜为阴性
辐照
ＣＭＶ 阴性:预产期后<２８ ｄ 的新生儿或者
其他需要输注 ＣＭＶ 阴性血液的患儿
输注剂量:一般为(１０－２０) ｍＬ / ｋｇꎬ最大剂
量为 ２ 个汇集量
输注速度:(１０－２０)ｍＬ / (ｋｇｈ)

供应有限(周 ２－６)ꎬ需要提前>２４ ｈ 预订和经过血液机构主任医师
批准ꎮ 保存时间至制备后 ｄ １ 午夜
从全血离心后形成的白膜层制备粒细胞

将 １０ 袋血液的白膜层汇集ꎬ约含粒细胞 １×１０１０个 / 袋(注:有的血液
机构可能供应单份白膜层)
白膜层含有大量的红细胞和血小板
￣Ｈｃｔ<０ ２０ꎬ因此可能不需要放血治疗
￣每袋含有相当于成人 ２ ５ Ｕ 的血小板

辐照以预防其中的淋巴细胞引起 ＴＡＧＶＨＤ
没有专供新生儿使用的规格ꎬ使用成人输注的规格
详细信息请见 ＮＨＳＢＴ 粒细胞输注指南
(ｈｔｔｐ: / / ｈｏｓｐｉｔａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｏ ｕｋ / ｍｅｄｉａ / ２７０６８ / ｉｎｆ２７６￣ｃｌｉｎｉｃａｌ￣ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ￣
ｆｏｒ￣ｔｈｅ￣ｕｓｅ￣ｏｆ￣ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ￣ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓ ｐｄｆ)

注 １:所述容量是根据 ＮＨＳＢＴ 供应的血液成分ꎬ其他血液机构供应的血液成分可能有所不同ꎻ注 ２:所述输注剂量和速度是在一般情况下采用
的ꎬ宜根据患者个体病情可作出调整

表 ７　 早产儿红细胞输注阈值建议∗

出生后日龄
建议输血阈值(Ｈｂ)(ｇ / Ｌ)

通气 给氧 / 非侵入性正压通气 无给氧

第 １ 个 ２４ ｈ <１２０ <１２０ <１００
≤１ 周(ｄ１－ｄ７) <１２０ <１００ <１００
２ 周(ｄ８－ｄ１４) <１００ <９５ 　 <７５∗∗

≥３ 周(>１４ ｄ) <１００ <８５ 　 <７５∗∗

∗早产儿的标准定义是出生时的孕期<３７ 周ꎬ但本表适用于极早产儿(<

３２周)ꎻ∗∗ 根据具体病情临床医师可采用高至Ｈｂ ８５ ｇ / Ｌ 为输血阈值

表 ８　 新生儿血小板输注阈值建议

Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ) 血小板输注适应证

<２５ 无出血表现的新生儿(包括无出血、无颅内出血
家族史的 ＮＡＩＴ 新生儿)

<５０ 有出血表现的新生儿ꎬ现患凝血病、手术前或者
其兄 / 姐曾患颅内出血的 ＮＡＩＴ 婴儿

<１００ 大出血或者需要做大手术(如神经手术)

８１２１ 中国输血杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ３０ 卷第 １０ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｏｃｔꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.１０



表 ９　 大龄儿血小板输注阈值建议

Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ) 血小板输注适应证

<１０ 无论有无出血表现(除 ＩＴＰ、ＴＴＰ / ＨＵＳ、ＨＩＴ 外)
<２０ 重症黏膜炎

败血症

没有出血临床表现但实验室检测显示 ＤＩＣ∗

抗凝治疗
肿瘤局部浸润致出血风险
非套管的中央静脉管路插管

<４０ 做腰椎穿刺前∗∗

<５０ 中度出血(如胃肠道出血)包括 ＤＩＣ 相关出血
手术(包括关键部位小手术ꎬ其他小手术除外)ꎬ
包括具有套管的中央静脉管路插管

<７５ －１００ 重度出血或者明显的术后出血(如心脏手术后)
关键部位(中枢神经系统和眼部)手术

∗没有临床适应证时不提倡常规做标准凝血筛查试验ꎬＤＩＣ 的实验
室检查结果见文内ꎻ∗∗病情不稳定、非 ＡＬＬ 患儿做腰椎穿刺之前ꎬ
或者给新诊断的 ＡＬＬ 患儿首次做腰椎穿刺之前ꎬ可输注血小板将 Ｐｌｔ
提高(如 ５０×１０９ / Ｌ)ꎬ以避免出血和 ＣＳＦ 受到血细胞污染ꎻ病情稳定
的 ＡＬＬ 患儿可在 Ｐｌｔ 较低(≤ ２０×１０９ / Ｌ)的情况下做腰穿ꎮ 这样一
些做法强调的是考虑病情和患儿因素的重要性

表 １０　 以血浆为基础的血液成分的血型选择

患者 ＡＢＯ 血型
待输注血浆成分 ＡＢＯ 血型

血小板 ＭＢ ＦＦＰ ＆ ＳＤ ＦＦＰ ￥ ＭＢ 冷沉淀

Ｏ
第 １ 选择 Ｏ Ｏ∗ Ｏ∗

第 ２ 选择 Ａ、Ｂ 或 ＡＢ Ａ 或 Ｂ 或 ＡＢ Ａ 或 Ｂ 或 ＡＢ

Ａ
第 １ 选择 Ａ Ａ Ａ
第 ２ 选择 ＡＢ ＡＢ ＡＢ
第 ３ 选择 Ｂ† Ｂ ￥ Ｂ ￥

第 ４ 选择 Ｏ† － －

Ｂ
第 １ 选择 Ｂ Ｂ Ｂ
第 ２ 选择 ＡＢ ＡＢ ＡＢ
第 ３ 选择 Ａ† Ａ ￥ Ａ ￥

第 ４ 选择 Ｏ† － －

ＡＢ
第 １ 选择 ＡＢ ＡＢ ＡＢ
第 ２ 选择 Ａ† Ａ ￥ Ａ ￥

第 ３ 选择 Ｂ† Ｂ ￥ Ｂ ￥

第 ４ 选择 Ｏ† － －

未知

第 １ 选择 ＡＢ ＡＢ ＡＢ
第 ２ 选择 Ａ† Ａ ￥ Ａ ￥

第 ３ 选择 Ｂ† Ｂ ￥ Ｂ ￥

第 ４ 选择 Ｏ† － －
注 １:血小板的选择ꎬ † 经检测 ＨＴ 抗体阴性ꎬ血液成分标签给出这一
说明表示血液成分已经过检测ꎬ血浆中含低效价抗￣Ａ 或抗￣Ｂ
￣可能无法获得 Ｂ 或 ＡＢ 型血小板ꎬ但是宜尽可能少地给非 Ｏ 型患
者输注 Ｏ 型血小板ꎬ血小板 Ｄ 抗原宜相容
￣如果患者需要输注 ＨＬＡ 配合的血小板ꎬ这时通常优先选择 ＨＬＡ 配
合ꎬ然后才是 ＡＢＯ 血型配合的血小板

注 ２:ＭＢ ＦＦＰ、ＳＤ ＦＦＰ 和 ＭＢ 冷沉淀的选择:∗ Ｏ 型 ＦＦＰ 和冷沉淀只
供 Ｏ 型患者输注ꎻ ￥ 只要可能ꎬ宜输注血型相容的血浆ꎬＭＢ ＦＦＰ、ＳＤ
ＦＦＰ 和 ＭＢ 冷沉淀未做 ＨＴ 抗体检测ꎻ只有在急症且无法获得血型相
容血浆时才输注血型不相容血浆ꎻ虽然 ＡＢ 型血浆不含溶血素ꎬ适合
任何血型患者输注ꎬ但宜将其保留给 ＡＢ 型患者或者需要紧急输血
但血型未知的患者使用ꎻＡＢ 型冷沉淀的供应量很少

表 １１　 胎儿紧急输血的 ＩＵＴ 红细胞替代建议

１　 尽快输血:指出现意外贫血ꎬ在数小时内需要 ＩＵＴꎬ但不是立即危
及生命的急症

替代方案(按优先
顺序排列)

说明

经过辐照的 ＩＵＴ
红细胞

在紧急情况下ꎬ一般在 ３－４ ｈ(包括运输时间在
内ꎬ非工作时间 ６ ｈ)可从血液服务机构获得并
送到胎儿医学病房ꎬ因母亲存在抗体而需要寻
找抗原阴性血液的除外

经过辐照的换血
红细胞

适用于无法获得 ＩＵＴ 红细胞ꎬ或者所需时间为
临床不能接受ꎬ且换血红细胞更易获得的情形
注 １:Ｈｃｔ 小于标准 ＩＵＴ 红细胞ꎬ因此输血后 Ｈｂ
水平可能较低ꎻ２:保存液同 ＩＵＴ 红细胞ꎬ为 ＣＰＤ

注:如果无法获得换血红细胞或者所需时间临床不可接受ꎬ可申请紧
急辐照小儿专用联袋红细胞ꎬ输血服务机构医生提供咨询意见

２　 抢救输血:指需要立刻 ＩＵＴ 以防止胎儿死亡

替代方案(按优先
顺序排列)

说明

１)辐照小儿专用
联袋红细胞

英国很少有医院能开展血液成分辐照ꎬ因此对于疑
似高危患儿ꎬ宜考虑事先申请辐照小儿专用联袋红
细胞ꎬ并存放在胎儿医学病房 / 产房附近备用
注 １:Ｈｃｔ 小于标准 ＩＵＴ 红细胞ꎬ因此输血后 Ｈｂ
水平可能较低ꎻ注 ２:在辐照后<２４ ｈ 输注ꎻ注 ３:
在采血后≤５ ｄ 辐照ꎬ同新生儿大量输血的推
荐ꎻ注 ４:保存液为 ＳＡＧＭꎬ不是 ＣＰＤ

２)未辐照小儿专
用联袋红细胞

同上
未经辐照ꎬ因此具有 ＴＡ ＧＶＨＤ 的理论风险

３)成人 未经辐照ꎬ风险同上
不是新生儿专用血液ꎬ可能不是 ＣＭＶ 阴性
可能不是采血后≤５ ｄ 的血液ꎬ因此高钾血症的
风险增加

注 １:医院宜制定适用院的具体方案ꎬ明确 ＩＵＴ
血液成分的替代方案ꎻ注 ２:母亲血液因存在 ＴＡ
ＧＶＨＤ 风险(如果未经去除白细胞、未经辐照以
及与受血者亲缘关系很近)不宜用于 ＩＵＴ

注:本图仅为大量失血输血相关管理方案的示例ꎬ需要结合国

家和当地的复苏、外科和创伤现行标准制定本地指南ꎮ 方案可

适用新生儿ꎮ 体重>５０ ｋｇ 的儿童宜采用成人救治方案指南

图 １　 大量失血小儿(<５０ ｋｇ)输血方案示例
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注:本示例旨在减少小儿的献血者暴露ꎬ以出生时的孕龄和是否需要反复输血为基础ꎮ 分配新的小儿专用血液时ꎬ宜选择尽可能新

鲜的血液ꎬ以便有最长的有效期ꎮ 宜采用本地数据帮助建立分配方案ꎮ 宜定期开展审核以评估降低献血者暴露措施的有效性

图 ２　 新生儿使用小儿专用联袋血液的分配议案示例

∗ 如果使用小儿专用连袋血液ꎬ只需在使用第 １ 袋血液时做交叉配血ꎻ∗∗ 虽然做放散试验代表 １ 种理想的做法ꎬ但是一般不需要

做ꎬ除非是存在溶血且不能确定是否由母亲抗体所致

图 ３　 新生儿输血相溶性检测方案

(待续)
(２０１７￣１０￣０９ 收稿)
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