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摘要!目的 比较聚合酶链反应 $ 序列特异性引物#BOA$PPB$进行 CQR$T类 R%S 抗原位点分型的准确性!并探讨血清

学分型错误发生的原因& 方法 用 BOA$PPB 以及单克隆抗体血清学分型技术对 CQR$R%S 分型并比较& 结果 #J 例样本

BOA$PPB 基因分型无假阳性和假阴性出现& BOA$PPB 法与血清学比较!血清学检出错误或漏检率分别为 CQR$R 位点

!#I%U!S 位点 !&I%U& 血清学发生错误或易混淆的抗原有"R! 和 R&)%R#! 和 R##!S%%S&" 和 &’& 结论 BOA$PPB 法进

行 CQR$R%S 抗原等位基因分型具有分辨率高%特异性强%重复性好%实验过程简捷快速%分型结果较血清学更加准确

可靠的优点&

关键词!CQR 抗原’聚合酶链反应’序列特异性引物’单克隆抗体’等位基因分型
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近年来!随着 CQR 等位基因数目的不断发现!血

清学方法的局限性和不足越来越明显地表现出来(’)&
但由于 CQR$! 类基因间存在高度序列同源性和相

似性!多态性分布于外显子 ! 和 #!有些还扩展到外

显子 J!同时有一定数量的假基因%断裂基因及基因

片段!因此!这一类等位基因的 X=R 分型要比" 类

滞后很多(!)& 为了提高临床移植配型水平!我们采用

单 克 隆 抗 体 血 清 学 和 序 列 特 异 引 物 聚 合 酶 链 反 应

*BOA$PPB+技术!对 CQR$R%S 等位基因进行了比较

分析!现报道如下&

’00材料与方法

’I’00对象

本院门诊和住院病人 #J 例的血液样本& 其中地

中海贫血%拟行骨髓移植者 #" 例!慢性肾功能不全%
拟行肾移植者 !0例!无关供者 ! 例!均为汉族广东籍

人群&
’I!00淋巴细胞制备

采用免疫磁珠法分离 , 淋巴细胞! 使其终浓度

达到 !!’"&b9?!试剂由美国 c780Q69]360Z7> 提供&
’I#00基因组 X=R 制备

参照第 ’! 届国际组织相容性会议推荐的盐析法

制备样本 X=R*X=R 纯度 !&"b!)"0d’I&)!达到试剂

盒要求标准$&
’IJ00试剂和方法

’IJI’00试剂 CQR$R%S 等位基因定型试剂盒由美国

BKQ$EAKKe 公司提供! 该试剂设计合成 ’#" 个特异

性引物和 ’ 对阳性对照引物! 其中 R 位点引物 JJ0
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表 !""#$%&%!’ 基因正义引物 () 端!产物!被扩增的等位基因及对应血清学特异性

!"#$% &’()’ *+,-’+ .*!’(/0 *+1/234)0 "55’5’) "-*5,6,’/ "(/ ,4) 312(4’+ *"+4 )’+1517,3"5 )*’3,6,3,4,’) 61+ 89:&:0 ; 7’(’
+,-- .,/0,"1234,2"(*,/5 627589:;<=1> %--,-,;?41-3@3,5 A722,017/53/B;0,27-7B39?-;;01,93@393:C

! D%% EFG %HG!G!!&GI %!

J DA% KLG!KLF %HGJG!!&KI!%HGJKJ %J

( AMM N(F %HG(G!!&GKOGNOGI %(

K AAM !LF %H!!G!!&GL %!!

F A%D FKG %HJ(G!&GE!%HJK!E %J(

E ADD K!G!KKF %HJEG(OGE!%HJEGN %JE

N A%D FJG!FFG %HJKGJ! %JK

I D%D KGG %HJFG!&G( %JF

L %%A IG %HJEG!&GFOGI&!N %JE

!G MMM !JG %HJLG!&G(OGK %JL

!! DD% FNG %H(GG!&GKOGE&GL %(G

!J AMD KFG!KEG %H(!G!JOGJOGF!%H(!G(OGK %(!

!( AA% !GG %H(JG!&GE %(J

!K A%A JGG %H((G!OG(&GE %((

!F %%%!%M% K(F!!GG %H(KG!!%H(KGJOG( %(K

!E D%% E(F %H(EG!OGJ %(E

!N MDA K(F %HK(G! %K(

!I %%A

%%A

IG

FNF

%HJEG(OGE!%H((G!OG(&GE!%H(KG!OG(
%HEEG!&GK!%HEIG!!%HELG!
%HEI!L

%JE!%((!%(K
%EE!%EI!%EL"
%EI

!L AA% !KG %HJE!G!%HEIG!!&!L %JE!%EI

JG A%D
A%D

(FF
(LG

%HJKGNO!LOJK
%HGJ(KO(F!%HELG!

%JK
%J!%EL

J! MMM !EG %HNKG!&GF %NK

JJ DD% FGG %HIGG! %IG

J( MMA (FF ’PK

JK MMA (FG ’PE

JF MD% !!F!!JG ’HGN!L!’HGNGJ!’HKG!F!’HKIGF ’N

JE MAD EGF ’HGIG!OGJOG(OGK&!( ’I

JN %AA F!F ’H!(G!&GKOGEOGN!’HJN!K!’HKGGKOJI ’!(!JN!KG

JI %AA !(F
’H!(G!&GKOGEOGN!’H!FG!!’H(F!G! ’!(!EJ!

(F’H(NG!!’HKGJ!!’HKIG!!’HKLG!! ’(N!

KG!KL’HFJG!!’HNIGF
’FJ!NI

JL AAM IG!FKG ’HKIGF!’H!KG! ’KI!!K

(G D%% KKF ’H!KG!&GEJ ’!K

(! AMA FKF ’H!FG!!G!&G!KOGK ’EJQNE

(J DDA !(G ’H!FG!!G!&GJOGK&GI ’EJ

(( DD% ((G ’H!FG(OGLO!GO!IOJ(OJLO(NOKEOKN ’NJ

(K %D%

%D%

!GF

FNF

’HGIGK!’H!FG(!’HJN!I!’H(IG(!
’H(LGJ!’HKIG!
’HKG!J!’HKIG!OG(OGKOGEOGN!’HI!G!

’IQNJQJNQ(I
’(LQKI
’KGQKIQI!

(F DD% KKG ’H!F!(O!EO!NOJ(OJKO(EOK( ’NN

(E DMA !LF ’H!F!JO!L!’H!F!K!’HKK!N ’NFQKK

(N A%% KEF ’H!I!G&!( ’!I

(I DAM !FF!FJF ’HJNGJ&!!!’HJNG!&GFK!’HKNG!&G( ’JN!KN

个! 组成 JJ"个 6AR 反应体系!’ 位点引物 IE"个!组

成 K("个 6AR 反应体系" 每个反应体系 !("!-!包括 K
种 5SM6&=8@@,2 缓冲体系#特异性引物#内对照引物

和石蜡油"引物端#产物#被扩增的等位基因及对应血

清学特异性见表 !" #$%&%#’ 单克隆抗体血清学定

型试剂由美国 T/,"$?4=5?"U/9 提供"
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!"#"$%%方法 采用免疫磁珠法分离 & 淋巴细胞! 参照

一步法 "’#对 ’# 例患者进行 ()*+*$, 单克隆抗体血

清学分型% 荧光倒置显微镜下观察细胞&红色为死亡

细胞$绿色为活细胞’!并按美国国立卫生院的标准评

分&具体标准为(阴性$弱阴性$弱阳性$阳性$强阳性

所 对 应 的 死 细 胞 数 的 百 分 比 依 次 为 -./!-.$!!.
/$-.$$!./#-.$#!./0-.$0!./!--.’% 同时采用

123+441 法对 ’# 例样本 56* 进行 ()*+*$, 等位

基因分型% 操作步骤按试剂说明进行%
!"7%%统计学处理

采用配对设计的 !$ 检验%

$%%结果

$"!%()*+*!, 等位基因 123+441 分型结果

’# 份临床样本 56*!共检出 * 位点等位基因总

数 70 个!其中纯合子 7 例&占 !#"8.’!杂合子 $9 例)
, 位点等位基因总数 :! 个! 其中纯合子 ! 例 &占

$"9.’! 杂 合 子 ’’ 例 % 无 假 阳 性 和 假 阴 性 出 现 !
()*+*$, 等位基因特异性扩增产物大小与序列特异

性引物设计的碱基&;<’片段完全相同!每批扩增均设

有内源性阳性对照&!%$--%;<’引物!以确保实验的准

确稳定% 本方法可辨别的 * 抗原特异性 $’ 个!, 抗

原特异性 ’0 个%
$"$%%()*+*!, 血清学分型结果

血清学共检出 * 位点抗原总数 77 个!其中纯合

子 !! 例&占 ’$"#.’!杂合子 $’ 例), 位点抗原总数

70 个!其中纯合子 0 例 &占 $’"7.’!杂合子 $7 例!有

! 例无法判断% ’# 份样本单克隆抗体法血清学显示!
$: 份样本记分 :/0 分!细胞活性强!结果易判断)0 份

样本记分在 # 分以下!细胞活性弱!结果难以判断%

’9 =*2 !#7 ,>!7$$?79!,>!0-!+-0!,>’7-!!,>’8-7!
,>’9!9!,>7:-:!,>80-!+-7

,:’@!0@’7@’8
,’9@7:@80

#- =*2 ##-!#:- ,>’7-7?!:?!8?$$?’-?’!!,>’--!!
,>#9-’!,>7’-!+-:!,>70-!?-$?-#+-:

,’7@’-@#9@7’@
,70@#9@7’

#! =*2 ##7!#07 ,>’8-!!,>7’-8!,>’8-$ ,’8@7’

#$ =*& 7!7!7-7 ,>’0-!?-7+-8!,>’0-$ ,’0

#’ *2* ’:-!7#- ,>’9$#!,>’7’7!,>’0-!+-8!,>’9-! ,’9@’0@’7

## 22* 80-!707 ,>#--!!,>!7!8!,>#8-!+-’ ,#-@#8@:’

#7 22= !’- ,>#--$+-:?-0?-9 ,#-

#: 2&2 :!- ,>#!-!+-7 ,#!

#8 *== :-- ,>#$-!?-$ ,#$

#0 &2* $:- ,>##-!!,>78-8!,>0’-! ,##@78@0’

#9 =** :!7 ,>#!-!+-7!,>##-$!,>#7-!+-# ,#!@##@#7

7- 22* $-7 ,>#:-!?-$ ,#:

7! =2& :#- ,>$8-#!,>#--7!,>7--! ,$8@#-@7-

7$ *== #$- ,>7#-!?-$!,>77-!!,>7:-!!,>0$-! ,7#@77@7:@0$

7’ **2 #77 ,>!7-9@,>7!-!@,>7:-7?-:@,>80-!+-# ,8-@7!@7:@80

7# *=& #’- ,>$8-$@,>#-!’@,>##-:@,>7!-!@,>7$-!
,>7’-!@,>78-!@,>70-!

,$8@#-@##@7!
,7$@7’@78@70

77 2&2 ##7 ,>!7-!@,>#-$:@,>7$-!@,>80-7 ,:$@#-@7$@80

7: *=* 77- ,>-8-$@,>-0-:@,>$8-! ,8@0@$8

78 **2 ’87 ,>-8!$@,>!7-$@,>’7-!@,>##-:@,7!-#
,>7’-!@,>0’-!

,8@87@’7@##@7!
,7’@0’

70 ==* #-7 ,>7#-!?-$ ,7#

79 *=* :’7 ,>-8!9@,>-0-!@,>7#-!@,>$8!7@,>’0-!
,>’9-!@,>#$-!@,>77-!@,>79-!@,>:8-!

,8@0@7#@$8@’0
,’9@#$@77@79@:8

:- *== 777% ,>-8$-@,>77-0@,>7:-!@,>0$-$@,>0’-! ,8@77@7:@0$@0’

:! 22* :$7 ,>:8-$ ,:8

:$ =2= ’07 ,>78-7@,>70-!?-$ ,78@70

:’ *== ’:7@7#- ,>0$-!?-$@,>:8-! ,0$@:8

:#
**2 ’87 ,>-0-9@,>’7’8@,>’9-:@,>7!-!@,>7#-!

,>77-!@,>7:-!@,>79-!@,>8’-!@,>80-!
,0@’7@’9@7!@7#@
,77@7:@79@8’@80

:7 *== #97 ,>0!-! ,0!
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!"#$$%&’(’!) 血清学分型与 *+,(--* 分型结果比较

#. 份样本中有 /0 例血清学分型与 *+,1--* 分

型不符!不符合率为 .."/!23/04#. 例5"两种方法进行

%&’1’#) 分型的结果如下$3/5两法同时检出 %&’1’
双抗原 !# 例#单抗原 0 例%*+,1--* 法检出单抗原#
单抗法检出双抗原 6 例%*+,1--* 法检出双抗原#单

抗法检出单抗原 7 例" 3!5同时检出 %&’1) 双抗原 !0
例#单抗原 / 例%*+,1--* 法检出单抗原#单抗法检

出双抗原 6 例%*+,1--* 法检出双抗原#单抗法检出

单抗原 8 例" 3#5! 例血清学 ’#) 位点分型结果与9:’
分型结果不同!经重复性实验验证血清学分型错误"配

对 ;! 检验结果显示两种方法检出 %&’1’ 和 ) 抗原

有显著性差别&;’!<."!!!=6"60%;)!<0"/!!=6"6/’"

#>>讨论

良好的供受体 %&’ 配型可减少急性排斥的 发

生!并可降低移植受体对供体 %&’ 抗原的致敏性!有

利于移植肾的长期存活! 并对再次移植受体更有益"
目前!人类 %&’1!类 9:’ 分型技术取得显著进展!
并已经应用于 %&’ 数据库(.)"

本实验 #. 份血样本的血清学和 9:’ 分型结果

显示$’ 位点不一致者 ? 例!占 !#"02!包括 7 例血清

学空白位点&血清学仅分辨出 / 个 ’ 位点’!经 9:’
分型证实存在另 / 个 ’ 位点" ) 位点不一致者 @ 例!
占 !7"02!包括 8 例血清学空白位点&血清学仅分辨

出 / 个 ) 位点’! 经 9:’ 分型证实存在另 / 个 ) 位

点" 美国 /@@#A/@@8 年间国家骨髓捐赠计划注册登

记的 .!>/76 份个体样本报告中 (0)!%&’1!血清学和

9:’ 分型结果不一致达 !.2&其中 ?2仅为 ’!/#2
仅为 )!#2为 ’ 和 )’" -BCDEEFG 等(7)的 %&’1!血清

学和 *+,1--* 分型研究结果发现!血清学 ’#) 分型

较 9, 分型更易出现错误!错误率在 /6HA!02" IDEDG
等(8)发现!%&’1’#)#9, 血清学错误率分别为 !.2#
/72和 #02%谭 建 明 等 (?)的 0!0 份 样 本 比 较 结 果 显

示!’#) 血清学误差率分别为 @"62和 /!"!2"
目前明确的 ’ 位 点 特 异 性 高 达 7/ 种 之 多!而

%&’1) 位点各等位基因间高变区核苷酸顺序差别往

往只有 / 至几个碱基!分型比其它位点困难" 作者分

析认为! 血清学发生错误的原因主要有以下几个方

面$3/5繁多的交叉反应" 如本次实验中有 ! 例样本血

清学检出 ’!.!而 *+,1--* 检出 ’!#" 还有 ! 例血清

学检出 )0/!而 *+,1--* 检出 )0!" )/0 中的 7! 和

80 更是难以区分3另文报道5" 3!5受实验条件影响血

清学反应偏弱或漏检! 本实验室的经验已经报道(@)"
3#5受检者自身因素" 如疾病使 %&’ 抗原表达减弱#
药物等干扰%#. 份血清学记分 . 分以下的 ? 份样本

中!! 例是白血病完全缓解慢性期患者!! 例是肾功能

不全长期透析患者!是很好的佐证"
#. 份临床样本的结果分析显示!*+,1--* 进行

%&’1’#) 等位基因分型! 既能分辨出血清学所能分

辨出的所有抗原位点!又能对血清学存在明显交叉反

应的抗原位点或漏检的空白位点作出准确分型"统计

学结果显示!两种方法对 %&’1’#) 位点分型存在显

著性差异!*+,1--* 优于血清学方法" 本方法根据设

计引物的反应格局组合引物混合物!一步法#一次扩

增!具有分辨率高#特异性强#重复性好以及简便#快

速#省时 3总耗时 #>C5>等优点"
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