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　 　 ＬＩ Ｗｅｎｈｕｉꎬ ＬＩ Ｌｉｎｇꎬ ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇ(２３１)
Ａ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｇｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ
　 　 ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｃｅｌｌｓ
　 　 ＬＩ ＱｉｎｇꎬＺＯＵ ＱｉｎｇꎬＭＡ Ｆｅｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２３５)
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
　 　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈｏｄｇｋｉｎ'ｓ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
　 　 ＨＵ Ｌｉａｎｊｉｅꎬ ＪＩＡＮＧ Ｔａｏꎬ ＪＩＡ Ｙｏｎｇｑｉａｎꎬ ｅｔ ａｌ(２４２)
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｏｎ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ １ ａｎｄ ２
　 　 ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ
　 　 ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｇｊｕｎꎬ ＹＡＮ Ｙｕｚｈｏｎｇꎬ ＸＩＡ Ｒｏｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２４７)
Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｌｅｓｉｏｎ ｏｎ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｆｏｒ ｒａｔｓ
　 　 ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ Ｃｏｌｉ
　 　 ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｇｍｉｎｇꎬ ＪＩＡＯ Ｂａｉｈａｉꎬ ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２５１)
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ １５ (ＩＳＧ１５) ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ
　 　 ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｆｅｖｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
　 　 ｖｉｒｕｓ ＣＨＥＮ Ｘｕꎬ ＺＥＮＧ ＰｅｉｂｉｎꎬＣＨＥＮ Ｌｉｍｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２５５)
Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｅ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｘｉａｍｅｎꎬ Ｃｈｉｎａ
　 　 ＯＵ Ｓｈａｎｈａｉꎬ ＬＩＮ Ｙｏｎｇｃａｉꎬ ＳＯＮＧ Ｘｉｕｙｕꎬ ｅｔ ａｌ(２５８)
Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｎｏｎ￣ｍｙｅｌｏａ￣
　 　 ｂｌａｔｉｖｅ ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
　 　 ｄｏｓｅｓ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ Ｈｕ Ｘｉａｏｌｉꎬ ＬＩ Ｚｈｉｑｉａｎｇ(２６２)
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ Ｇꎬ(ＨＬＡ￣Ｇ)
　 　 ３′￣ＵＴＲ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＳＨＡＯ Ｌｅｉꎬ ＬＩＮ Ｈｏｎｇ(２６７)
Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ｅｃｔｏｉｎｅ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ ｏｆ
　 　 ｈｕｍａｎ ｒｅｄ ｃｅｌｌｓ
　 　 ＺＨＯＵ Ｙａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘｕｅｊｕｎꎬ ＬＩＵ Ｊｉａｘｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２７１)



Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｏｎ ｈｉｇｈｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔ Ｒ３３８Ａ ｏｆ ＦⅨ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ Ｐａｓｔｏｒｉｓ
　 　 ＤＡＩ Ｙｏｎｇｇａｎｇꎬ ＹＩＮ Ｓｈｅｎｇｊｕꎬ ＣＨＥＮＧ Ｆｅｎｇｆｅｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２７６)
Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｔ￣ｏｆｆ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ＨＢｓＡｇ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｕｓｉｎｇ
　 　 Ｙｏｕｄｅｎ ｉｎｄｅｘ ＷＡＮＧ Ｑｉｎｇｍｉｎꎬ ＦＥＮＧ Ｃｈｅｎｃｈｅｎꎬ ＨＵＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｙｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(２７９)
Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
　 　 ＳＨＡＯ Ｚｈｉｌｉ ＨＡＮ Ｌｉｘｉａ ＭＡ Ｄｅｒａｎꎬ ｅｔ ａｌ(２８１)
Ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ５３４ ｃａｓｅｓ ＨＥ Ｙａｎｊｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｑｉｕｓｈｉꎬ ＢＡＩ Ｙｉｎｇｚｈｅ(２８５)
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ Ｙａｏ ａｎｄ
　 　 Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＧｕａｎｇｘｉꎬＣｈｉｎａ ＬＩ Ｌｉｌａｎꎬ ＬＵ Ｆａｎｇꎬ ＷＵ Ｇｕｏｇｕａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ(２８９)
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｈｉｇｈ
　 　 ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｒｅａ ＷＡＮＧ Ｙｉｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｈｕａꎬ ＺＨＡＯ ｌｉａｎꎬ ｅｔ ａｌ(２９６)
Ａ ｓｕｒｖｅｙ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ
　 　 ＺＨＯＮＧ Ｌｉｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｊｉｅꎬ ＲＡＯ Ｓｈａｏｑｉｎꎬ ｅｔ ａｌ(３００)
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ａｌｌｅｒｇｉｃ ａｄｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ ２００５ ｔｏ ２０１５
　 　 ＭＡ Ｆｅｎｇｌｉａｎꎬ ＣＵＩ Ｄａｎꎬ ＣＨＥＮ Ｈａｉｌｉꎬ ｅｔ ａｌ(３０３)
Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ｏｆ ＭＣＳ＋ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｏｒ ｉｎ ａｐｈｅｒｅｓｉｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｏｎｏｒｓ
　 　 ＸＩＮＧ ＺｈｉｙｏｎｇꎬＷＡＮＧ Ｗｅｉｎａ(３０５)
Ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ: ａｃｕｔｅ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｒｈ￣Ｄ ａｎｔｉｇｅｎ ｗｅａｋｅｎｉｎｇ ＺＨＯＵ Ｘｕｅｌｉꎬ ＸＩＥ Ｊｉｎｈｕｉꎬ ＬＩＵ Ｚｈｅｎｙｕｎꎬ ｅｔ ａｌ(３０７)
Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｅｔ ｏｆ ｉｎｆｏｒｍ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ｄｏｎｏｒ ｂｌｏｏｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ＷＡＮＧ Ｘｉｎｍｅｉꎬ ＤＥＮＧ Ｘｕｅｌｉａｎꎬ ＬＩＡＮＧ Ｘｉａｏｈｕａꎬ ｅｔ ａｌ(３１１)
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ
　 　 ＺＨＡＮＧ Ｊａｎｐｉｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｌａｎｚｈｅｎꎬ ＧＵＯ Ｃａｉｐｉｎｇ(３１６)
Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＵＫ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｎｄ ｉｔ′ｓ ｉｎｓｐｉｒａｔｉｏｎꎬ
　 　 ｐａｒｔ ５:Ｉｎｔｒａ￣ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓａｌｖａｇｅ ｉｎ ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ ＹＵ Ｚｈｕｏｌｉꎬ ＬＩＡＮＧ Ｈｕｉｌａｎꎬ ＧＵＯ Ｙｏｎｇｊｉａｎꎬ ｅｔ ａｌ( ３２０ )



®

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＢＬＯＯＤ ＴＲＡＮＳＦＵＳＩＯＮ
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 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) 　
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本本 期期 关关 注注
　 　 “输血具有拯救生命、改善健康之效”既早已

成为常识ꎬ也几乎是本刊每一篇论文写作孕(蕴)
意———体现的是科研课题的设计、实施———的前

提ꎬ而及时向需要输血的患者提供足够的血液

(可及或可得)ꎬ并确保患者健康不因输血再受到

危害(安全)已成为一国制定卫生保健政策、建设

卫生基础设施的一项重要依据和不可或缺的“组

分”! 血液的“安全”和“可得”ꎬ本是两个区分明

晰的概念ꎬ它们同为国家血液政策制定的前提和

所要达到目标ꎻ然而在我国因最近些年血液可得

水平(反映自全民献血率)相对于迅速发展的临

床医疗水平明显滞后ꎬ全国范围内的季节性、区域

性临床供血短缺现象的频现和常态化ꎬ以至连不

少输血专家也视“血液的可得性”为安全性问题ꎬ
甚至上升到关乎“国家安全”的高度(诉说“血液

安全”最著名的桥段便是“输血可能不安全ꎬ但没

有血输是最不安全的”)ꎮ
血液供应不足其实是一个全球性现象ꎬ这里

所说的“不足”除了量的欠缺ꎬ更凸显的是血液供

应在世界范围极不均衡的问题:发达国家和地区

高于中低收入国家[其中包括去年已成为“中等

偏高收入国家”的中国(据中国社科院发布的一

个专门报告称)]数倍乃至十多倍的献血率ꎬ使得

其以不及全球一成五的人口提供了全世界近一半

的献血量! 很明显ꎬ血液的可得水平与一国的人

均收入关系密切ꎬ但人源血的特殊性ꎬ除了始终受

“人源”限制外ꎬ保存期及储运条件的严苛ꎬ亦使

得血液供应的充足(可得性)同安全一样ꎬ成为

“永恒”的过程和目标ꎮ ｈＥＳＣｓ 和 ｉＰＳＣｓ 的发现ꎬ
标志着干细胞应用时代的曙光初见ꎬ这两类干细

胞向红系细胞定向诱导分化及其所产生的相对成

熟的红系细胞ꎬ不但丰富了细胞移植、再生医学的

内容ꎬ而且也为血液的可得性开辟了蹊径(尽管

到实现临床应用还实在是相距甚远)ꎮ 本期“基

础医学与实验研究”栏目中的«人胚胎干细胞来

源红系细胞膜蛋白表达的研究»ꎬ考察了 ｈＥＳＣｓ
来源红系细胞的膜蛋白表达情况———以此作为评

价 ｈＥＳＣｓ 来源红细胞发育过程与成熟度的指标

之一ꎬ既证明 ｈＥＳＣｓ 向红细胞诱导生成是一个逐

步成熟的过程(由此提供进一步研究的线索)ꎬ也
有助于研究与红细胞生成中膜缺陷相关的遗传性

疾病的发病机理ꎮ
近年来成为输血医学研究热点的血液(重点

是红细胞和血小板)储存损伤ꎬ实质上也关乎血

液的可得和安全———为了有效改善患者的治疗效

果和状态ꎬ及时应对拯救生命的不测之需ꎬ不管是

血站还是医院输血科(血库)都必须备有适当的

库存(储存时间不断变化的全血及血液成分)ꎬ随
着储存期的延长(越来越接近储存有效期限)ꎬ红
细胞也好、血小板也罢ꎬ从形态到功能都发生一系

列改变ꎬ输给患者虽“合理” “合法(规)”或也会

取得“改善”“拯救”之效ꎬ但其进入机体后所引起

的 ＴＲＩＭꎬ却会进而导致输(术)后感染率、死亡率

以及肿瘤切除后的复发率上升ꎬ又直接威胁到了

输血(患者)的安全ꎮ «输注储存血液对黑色素瘤

菏瘤小鼠辅助性 Ｔ 细胞 １ 和 ２ 平衡的影响»与

«红细胞储存损伤对于大肠杆菌感染大鼠输注效

果的影响»二文所述研究ꎬ凭藉实验动物模型ꎬ前
者模拟临床肿瘤输血ꎬ探讨了输注不同储存期血

液对菏瘤小鼠产生 ＴＲＩＭ(是否抑制 ＴＨ１ꎬ致 ＴＨ１ /
ＴＨ２ 失衡)的影响ꎻ后者以大肠杆菌为介质ꎬ探讨

了输注不同储存期红细胞对免疫力低下大鼠输血

后死亡率的影响ꎮ
不惟血液储存损伤ꎬ像从血液链条最前端

(献血者中)的新发病原体(传染病)的检测与追

踪(«干扰素刺激基因 １５ 抑制严重发热伴血小板

减少综合征病毒复制的初步研究»)ꎬ到最末段患

者输血(移植)不良反应的处置与预防(«不同照

射剂量建立非清髓性移植物抗宿主病模型小鼠外

周血 Ｔ 细胞消长性研究»)ꎬ都是“血液安全” (细

想同样也与“血液可得”密切关联)常做常新的主

题ꎮ 至于本期“ＨＴＬＶ 与血液筛查策略专题”则更

是直面血液的“安全”和“可得”ꎬ通过对三个“具

代表性”地区(沿海的浙江、中部的安徽合肥与西

部的贵州遵义)献血者中 ＨＴＬＶ 感染情况调查以

及对感染者的确认试验与追踪分析ꎬ显示不管是

本地自有的(如浙江ꎬ奇异的是两地 ５ 名感染者

的 ＨＴＬＶ 毒株竟然分属 ３ 种)ꎬ还是输入性的(如

遵义唯一的 １ 名感染者)ꎬＨＴＬＶ 在献血者中感染

现状再也容不得忽视ꎮ 为此ꎬ本期“专家述评”
«ＨＴＬＶ 与血液安全»结合中外 ＨＴＬＶ 流行的现

状、危害性(“专题”中的综述«无偿献血者 ＨＴＬＶ
筛查研究进展»有较翔实的释述)ꎬ以及治疗的可

及性、经济成本与伦理的分析ꎬ对 ＨＴＬＶ 纳入我国

血液筛查(包括筛查模式、范围及对象)与否作了

理据并重的评述ꎮ 本期专题的立(用)意诚如述

评者所言ꎬ是为同行开展相关工作“提供参考”ꎬ
以共同“推动血液 ＨＴＬＶ 筛查的开展”ꎻ但编者从

字里行间还悟出了更甚(深)的蕴意:向国家卫生

行政主管部门ꎬ乃至更高的决策层面ꎬ提供完善国

家血液政策(进一步保障血液的安全与可得)的

建议(这恰是本刊主事者一直再做的“中国梦”)!
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专家述评

ＨＴＬＶ 与血液安全∗

刘忠△ 　 李玲(中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所ꎬ四川 成都 ６１００５２)

　 　 摘要:人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒(ＨＴＬＶ)是 １ 种逆转录病毒ꎬ经输血传播是其主要传播方式之一ꎬ临床危害较大ꎮ
预防经输血传播 ＨＴＬＶ 的有效方法是对血液做 ＨＴＬＶ 筛查ꎮ 目前ꎬ一些发达国家已将 ＨＴＬＶ 检测列入血液筛查的常

规检测项目ꎮ 早在 ２０００ 年ꎬ我国就有了东南沿海地区人群中 ＨＴＬＶ 感染的报道ꎻ近年来ꎬ在这一地区献血者中也检

测出了 ＨＴＬＶꎮ ２０１５ 年ꎬ国家卫生计生委划拨专项经费在国内部分地区的无偿献血者中开展 ＨＴＬＶ 检测试点ꎮ 就

ＨＴＬＶ 是否应列入我国的血液常规筛查项目以及如何列入ꎬ本文从 ＨＴＬＶ 在我国的流行情况、危害性、治疗的可及

性、社会经济学及伦理等方面ꎬ对是否考虑将 ＨＴＬＶ 纳入我国的血液筛查ꎬ以及 ＨＴＬＶ 检测范围、献血模式、患者选择

等关乎我国应如何开展 ＨＴＬＶ 血液筛查等问题作了评述ꎮ
关键词:人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒ꎻ血液安全ꎻ献血者ꎻ血液筛查ꎻ输血传播
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｄｏｎｏｒｓꎻ ＨＴＬＶꎻ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｅꎻ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒 (ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃｖｉｒ￣
ｕｓꎬ ＨＴＬＶ )是最早被发现的 １ 种人类逆转录病毒ꎬ其传播途

径有输血、注射或性接触等ꎬ也可经母体垂直传播ꎬ人感染

ＨＴＬＶ 后可引起成人 Ｔ 淋巴细胞白血病 / 淋巴瘤(ａｄｕｌｔ Ｔ￣ｃｅｌｌ
ｌｅｕｋｅｍｉａ / ｌｙｍｐｈｏｍａꎬＡＴＬ)、热带痉挛性麻痹症、下肢瘫痪等

疾病ꎬ严重者可以致死亡[１] ꎮ 目前尚无防治 ＨＴＬＶ 的疫苗和

特效药物ꎬ人一旦感染将终身携带ꎬ并可能会产生严重的疾

病后果ꎮ ＨＴＬＶ 在全球各处均有发现ꎬ分布于多个国家和地

区ꎮ 已报道的各国献血者中 ＨＴＬＶ 流行率分别为:日本

０ ６６％－１ ０２％ [２] 、美国 ０ ０２５％ [３] 、法国为 ０ ００５６％ [４] 、新西

兰和英国分别为 ０ ００４５％和 ０ ００４８％ [５] ꎬ瑞典为 ０ ００３％ [６] ꎬ
瑞士为 ０ ０００ ０７９％ [７] ꎬ荷兰为 ０ ００３ ６６％ [８] ꎮ 日本是 ＨＴＬＶ￣
１ 高流行区域ꎬ１９８４ 年即开始在献血者中筛查 ＨＴＬＶ￣１ 并持

续至今[９] ꎻ美国于 １９８８ 年将 ＨＴＬＶ￣１ 列入献血者常规筛查项

目ꎻ法国于 １９９１ 年、荷兰在 １９９３ 年也相继对所有的献血者

做 ＨＴＬＶ 筛查[８ꎬ１０] ꎮ １９９８ 年ꎬ瑞典 Ｔｙｎｅｌｌ 等[１１] 通过成本效

用分析发现ꎬ如果对该国每一位献血者都做 ＨＴＬＶ 检测ꎬ１ 年

的花费大约是 ３ ０００ ０００ 美元ꎬ但如果仅对首次献血者做这

项检测ꎬ１ 年只需要 ４４０ ０００ 美元ꎮ 据此ꎬ瑞典决定只对首次

献血者做 ＨＴＬＶ￣１ 检测ꎮ
自上世纪末季阳等[１２] 首次发现福建地区存在 ＨＴＬＶ 流

行后至今ꎬ我国已陆续报道了部分地区的 ＨＴＬＶ 流行率ꎬ高
发区集中在东南沿海地区ꎬ福建为流行率最高的省份ꎬ其献

血者者中的 ＨＴＬＶ 总体流行率为 ０ ０２４ ３％ꎬ其中宁德地区为

最高为 ０ １７１％ꎬ莆田地区次之为 ０ ０４４ ６％ꎬ再次为南平和

厦门ꎬ分别为 ０ ０２４ ８％和 ０ ０２４ ２％ [１２] ꎮ 同在沿海地区的广

东省ꎬ其献血者的 ＨＴＬＶ 流行率为 ０ ２％ [１３] ꎬ在此之前报道

的广东湛江地区献血者的 ＨＴＬＶ 流行率为 ０ ０１７％ [１４] ꎮ ２０１４
年的 １ 项调查显示沈阳地区献血者 ＨＴＬＶ 感染率为零[１５] ꎻ但
同时另 １ 项对华中地区的河南省及武汉地区人群做的流行

病学调查却显示 ＨＴＬＶ 流行率达到了 ０ ０５６％ [１６] ꎮ 相比上

述发达国家ꎬ我国一些 ＨＴＬＶ 高发地区 ＨＴＬＶ 流行率已经超

出 １０ 倍甚至更高ꎬ但因所报道的各地区 ＨＴＬＶ 流行率不一ꎬ
且大部分调查的时间都是几年前甚至 １０ 多年前(如«中国输

血杂志»在近 ２０ 年前便开始报道至今ꎬ本文未引的大多数文

１２２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



献)ꎬ而最近些年ꎬ随着中国社会、经济发展水平的快速发展

而来的人口的频繁流动ꎬ势必造成当前各地区的 ＨＴＬＶ 在献

血者中流行情况的变化ꎬ如何获得这方面相对全面准确的数

据? 这便是 ２０１６ 年国家卫生行政主管部门在全国范围内开

展献血者 ＨＴＬＶ 筛查试点工作的初衷ꎮ
国家卫生和计划生育委员会制定的«血站技术操作规程

(２０１５ 版)»首次要求各地根据当地的情况开展地方性、时限

性经血传播病原体的筛查ꎬ也就是各地要根据各自的具体情

况来制定血液筛查策略ꎮ 那么针对 ＨＴＬＶ 来说ꎬ应如何考虑

ＨＴＬＶ 是否该列入当地的血液筛查? 一般来说ꎬ考虑 １ 种新

发或再发的病原体是否应该列入献血者常规血液筛查项目ꎬ
须综合考虑的因素因素有:１)病原体的流行率ꎬ包括在普通

人群中的流行率ꎬ在献血人群中的流行率ꎬ以及在不同区域

的流行率ꎻ２)病原体的危害程度、治疗效果和预后ꎻ３)社会经

济效益以及检测可及性ꎮ 凭藉这几个要素所建立的评估模

式———综合考虑、确定各种因素权重ꎬ通过加权计算和分

析———可以得到 １ 个相对科学、合理的理论依据ꎬ为国家制

定 ＨＴＬＶ 的筛查策略提供支持ꎮ 调查 ＨＴＬＶ 在不同人群和

地区的流行率ꎬ可以作为是否需要在献血者中开展该项目常

规检测ꎬ以及是在全国范围内、还是在局部高发区开展筛查

提供依据ꎮ 同时ꎬ根据病原体本身的特点和致病程度、是否

有成熟的检测试剂以及检测成本的高低ꎬ经过成本效益分

析ꎬ考虑是否应该常规开展 ＨＴＬＶ 筛查ꎮ ２０１５ 年ꎬ国家卫生

行政主管部门划拨专项经费在全国部分省市的无偿献血者

中开展 ＨＴＬＶ 试点检测ꎬ并要求在福建、广州、浙江 ３ 个东南

沿海省份的献血者中全面开展 ＨＴＬＶ 筛查ꎬ其他各省市自治

区按照 １０％献血者的比例检测ꎬ以期获得全国各地献血者中

的 ＨＴＬＶ 流行情况ꎬ为下一步国家决策是否将献血者 ＨＴＬＶ
检测纳入常规筛查项目提供数据支持ꎮ 目前ꎬ全国每年大约

有 １ ２００ 万人献血ꎬ初步估算若全面开展 ＨＴＬＶ 筛查ꎬ每年大

约需要 １ ２ 亿元经费ꎻ即使暂时维持原状(不开展对献血者

的 ＨＴＬＶ 筛查)ꎬ也要考虑 ＨＴＬＶ 感染而引起的 ＡＴＬ 所花费

的成本较献血者 ＨＴＬＶ 筛查所需成本孰轻孰重! 总之ꎬ我国

是否应该将 ＨＴＬＶ 纳入献血者常规筛查以及该项目应该怎

么评价ꎬ亟需列入国家更高层面决策者的议事日程ꎮ 此外ꎬ
关于 ＨＴＬＶ 的在血液病患者中的流行率、危害程度及治疗效

果和预后等问题也尚待解决ꎮ 制定国家血液筛查策略是 １
项科学严谨细致的工作ꎬ既有赖于科学的数据ꎬ也要考虑病

原体危害性ꎬ治疗的可及性ꎬ还要考虑社会经济学等多种因

素等ꎮ 只有通过对大量数据的分析ꎬ制定并依靠精确的数学

模型ꎬ方能在政策实施前得到 １ 个可行的的评价方法ꎮ
在考虑某种病原体是否列入血液筛查时ꎬ还需要研究如

何开展病原体检测ꎬ这也需要科学分析和综合评估ꎬ评估内

容包括:１)检测范围ꎬ根据流行率情况可以考虑是全国性检

测ꎬ还是在某些地区检测ꎻ２)检测频率ꎬ根据病原体的特点ꎬ
决定在何种(哪类)人群中开展检测ꎬ如 ＨＴＬＶ 筛查是在献血

者中常规开展ꎬ还是只对首次献血者检测ꎬ或定期献血者随

机检测等ꎻ３)检测对象:根据献血类别、患者类别和产品类别

等制定筛查策略ꎮ
本期“ＨＴＬＶ 与血液安全专题”系国内的输血科研机构

与血站及 ＨＴＬＶ 流行地区医院合作ꎬ对 ＨＴＬＶ 在献血者和普

通人群中的流行率所作的调查ꎬ初步评估与分析了 ＨＴＬＶ 在

我国是否该列为献血者血液筛查项目ꎮ ４ 篇文章反映了不

同角度或不同地区无偿献血者中 ＨＴＬＶ 的流行情况ꎬ包括沿

海地区(浙江省)和非沿海地区(安徽合肥和贵州遵义)献血

者中的 ＨＴＬＶ 感染情况ꎬ并对 ＨＴＬＶ 感染者作了追踪分析ꎮ
除了总结经验外ꎬ更意在为国内同行开展相关工作提供参

考ꎬ关于 ＨＴＬＶ 是否应该列入献血者常规检测项目以及如何

开展还有很多工作要做ꎬ欢迎同行批评指正并提出宝贵意

见ꎬ同时期待和国内外同行一起努力推动此项工作的开展ꎮ
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本文编辑:蔡辉

ＣＲＹＯ２０１７
世界低温生物科技与生命资源库大会

Ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｂａｎｋｉｎｇ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ

大会时间:２０１７ 年 ７ 月 ２０－２３ 日

大会地点:丰大国际酒店ꎬ合肥ꎬ中国

主办单位: 国际低温生物学会　 　 中国医药生物技术协会

承办单位: 中国科学技术大学　 中国医药生物技术协会组织生物样本库分会　 安徽医科大学

中国医学科学研究院输血研究所　 上海芯超生物科技有限公司

协办单位: 银丰低温医学科技有限公司

本次大会是集低温生物医学、生物保存技术、低温保存设备和生命样本库 “产、学、研、用” 为一体的国际盛会ꎬ首次在中国

召开ꎮ 全世界致力于低温生物科学基础研究、生命资源保存技术、低温生物转化医学、低温动植物科技和生命资源库(基因、细
胞、组织、器官库)等领域的优秀科学家、医学家、技术专家、企业家、年轻学者和科技工作者汇聚一堂ꎬ共话学术前沿ꎬ共享技术创

新ꎮ 本次大会与第 ５４ 届国际低温生物学会年会共同召开ꎬ由国际低温生物学会和中国医药生物技术协会主办ꎬ中国科学技术大

学、中国医药生物技术协会组织生物样本库分会、安徽医科大学、中国医学科学研究院输血研究所及多家行业领军企业承办ꎮ

大会主题　 揭开生物冷冻成活或死亡的科学机理ꎬ交流生命资源保存最新技术ꎬ学习生物样品库的国际标准ꎬ聚焦生物

科技与精准医学应用ꎮ
大会亮点　 １)科技大讲堂 (包括生物样本库国际标准培训)　 国际低温生物学会(ＳＦＣ)前任、现任和候任三位主席ꎬ国际

生物与环境资源样本库协会(ＩＳＢＥＲ)前任、现任和候任三位主席和美国血液库联盟(ＡＡＢＢ)ꎬ美国组织库联盟(ＡＡＴＢ)的专家

和其他中外著名科学家为讲席团的系列精彩讲座和培训课程ꎬ内容涵盖:生物细胞、组织、器官低温损伤和低温保存的原理及

研究方法ꎬ低温保护剂原理及相关特性ꎬ低温保存最新技术ꎬ玻璃化保存技术ꎬ低温外科医疗技术ꎬ生命资源库的建设、技术、
法规、伦理及管理的国际标准等ꎮ ２)八大科技创新论坛　 低温生物基础研究论坛ꎻ生命资源保存最新技术论坛ꎻ企业家论坛ꎻ
血液细胞和血液制品保存论坛ꎻ干细胞及免疫细胞保存论坛ꎻ生殖细胞－组织保存论坛ꎻ动植物保存技术及在现代农业中的应

用论坛ꎻ基因保存及精准医学论坛ꎮ
文章发表:大会接受的口头或板报演讲摘要将收录并发表于国际著名 ＳＣＩ 期刊低温生物学(Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ)
会议网址: ｈｔｔｐ: / / ｃｒｙｏ２０１７ ｂｉｏｂａｎｋ ｏｒｇ ｃｎ(注册缴费、摘要投稿)
会务组联系方式:
于前锋(学术 /投稿 /板报): １７７５５１９５３０７　 　 Ｅｍａｉｌ:ｖｉｏｎ＠ ｕｓｔｃ ｅｄｕ ｃｎ
许靖曼(参会): ０２１￣５１３２０２８８￣５２０３　 　 Ｅｍａｉｌ:ｊｉｎｇｍａｎ＿ｘｕ＠ ｓｈｂｉｏｃｈｉｐ ｃｏｍ
徐燕萍:０２１￣５１３２０２８８￣５３０７　 　 Ｅｍａｉｌ:ｙａｎｐｉｎｇ＿ｘｕ＠ ｓｈｂｉｏｃｈｉｐ ｃｏｍ
张小燕:０２１￣５１３２０２８８￣５４１５　 　 Ｅｍａｉｌ:ｘｉａｏｙａｎ＿ｚｈａｎｇ＠ ｓｈｂｉｏｃｈｉｐ ｃｏｍ
刘　 海(展商)１３８１８２１９９７３　 　 Ｅｍａｉｌ:ｌｉｕｈａｉ＠ ｓｈｂｉｏｃｈｉｐ ｃｏｍ

国际低温生物学会简介

国际低温生物学会(Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ)于 １９６４ 年在美国成立ꎬ半个多世纪以来ꎬ一直致力于低温生物医学的基础研

究和生命资源冷冻保存尖端技术的创新及应用ꎬ是低温生物医学领域里成立最早、最具影响力的国际学术组织ꎮ 学会汇聚了

大批世界上最优秀的低温生物学家ꎬ促进了低温生物学科的发展和技术创新ꎬ成为全球低温生物医学相关产业的创新阵地和

技术源泉ꎮ 低温生物科技与生命资源库已成为现代精准医学、动植物保存、生物科技研究与发展等众多领域中必不可少的

“支架工程”ꎮ 对国家而言ꎬ生命资源的储备和再利用如同能源资源一样ꎬ其战略意义重大ꎮ 发展先进低温保存技术ꎬ开发高

端低温保存仪器和设备刻不容缓ꎮ 只有依托低温医学技术的发展ꎬ建立生命资源库(包括正常的细胞、组织和器官和各类疾

病样本)ꎬ方可为医学应用、生物科技ꎬ药物开发和疾病研究提供保存完好、必不可少的生物材料ꎮ

３２２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３
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ＨＴＬＶ 与血液筛查策略专题 论著

浙江沿海地区无偿献血人群 ＨＴＬＶ 感染的流行病学与知晓情况调查∗

王拥军１ 　 金秀国２ 　 关亮３ 　 李建华４ 　 杜勇５ 　 陈李６ 　 孟忠华１ 　 周华平１△

(１.浙江省血液中心ꎬ浙江 杭州 ３１０００６ꎻ２.舟山中心血站ꎻ３.台州中心血站ꎻ４.嘉兴中心血站ꎻ５.宁波中心血站ꎻ６.温州中心血站)

　 　 摘要:目的　 了解浙江沿海地区无偿献血者人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒(ＨＴＬＶ)感染状况ꎬ提出综合性防控策略ꎮ
方法　 采用 ＥＬＩＳＡ 方法筛查 ２０１３－２０１５ 年浙江省沿海 ６ 市(区)无偿献血者 ５８ ６０９(人)份血清中抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱꎬ
阳性者以 ＷＢ 法确证ꎬ并做 ＨＴＬＶ 基因测序和同源性分析ꎻ随机对 １０ １９７ 名献血者开展 ＨＴＬＶ 知晓情况问卷调查ꎮ
结果　 本组献血者人群的抗￣ＨＴＬＶ 阳性率 ０ ０１％(５ / ５８ ６０９)ꎬ抗体类型为抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰꎬ 均属世界群世界人种亚型ꎻ
该 ５ 位 ＨＴＬＶ 感染者均为本地首次献血者ꎬ其中台州市发现的 ＨＴＬＶ 毒株与福建泉州的分离株同源ꎬ舟山市发现的

ＨＴＬＶ 毒株与日本的分离株 ＭＴ￣２ 同源ꎮ 献血者对 ＨＴＬＶ 的知晓情况:随机问卷调查(１０ 分制)人均得分 ０ ７５(０－８)
分ꎬ其中<１ 分者占调查对象的 ７９ ０％(８０５９ / １０ １９７)ꎬ>５ 分者占 １ ４０％(１４３ / １０ １９７)ꎮ 结论　 浙江沿海台州和舟

山地区献血人群中存在 ＨＴＬＶ 感染和散在的小流行ꎻ献血者对 ＨＴＬＶ 的知识极其匮乏ꎬ亟待采取相应防控策略ꎮ
关键词:人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒ꎻ抗￣ＨＴＬＶꎻＨＴＬＶ 感染率ꎻ献血者ꎻＨＴＬＶ 知晓情况ꎻ浙江沿海
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ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｔａｉｚｈｏｕ ｗｅｒｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｑｕａｎｚｈｏｕ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＨＴＬＶ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｚｈｏｕｓｈａｎ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎻ ａｎｔｉ￣ＨＴＬＶꎻ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅꎻ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒꎻ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ａｂｏｕｔ ＨＴＬＶꎻ
ｅａｓｔ ｃｏａｓｔａｌ ａｒｅａｓ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ｐｒｏｖｉｎｃｅ

人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒 ( ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＨＴＬＶ)是人类最早发现的逆转录病毒[１] ꎮ ＨＴＬＶ 主要由血液

或体液中的 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞介导传播ꎬ 因此输血传播 ＨＴＬＶ
已引起国内外学者的关注ꎬ特别是我国现行的献血者筛查策

略难以明确排除 ＨＴＬＶ 感染者ꎬ而 ＨＴＬＶ 感染引起的疾病既

无有效的治疗手段ꎬ也没有预防疫苗ꎬ其造成的风险已成为

输血安全所面临的重大课题之一ꎮ 鉴于 ＨＴＬＶ 多流行于我

国东南沿海地区且存在明显的地区性差异ꎬ我们调查了浙江

沿海地区无偿献血人群 ＨＴＬＶ 感染的流行病学情况ꎬ并据此

提出了防控经输血传播 ＨＴＬＶ 的策略ꎬ现报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 随机选取浙江省杭州、温州、宁波、舟山、台
州和嘉兴 ６ 个沿海城市 ２０１３－２０１５ 年的无偿献血者 ５８ ６０９
名ꎬ献血者严格按«献血者健康检查要求»检查合格后采集全

血或血液成份ꎮ 血样采集后ꎬ血清学检测由各血站筛选ꎬ阳
性者送厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究

中心确认ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ ＥＬＩＳＡ 诊断试剂盒 (
９６Ｔ / 盒ꎬ 北京万泰实业有限公司) ꎻ免疫印迹(ＷＢ) ＨＴＬＶ￣
Ⅰ / Ⅱｂｌｏｔ ２ ４ 试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ Ａｓｉａ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｐｔｅ Ｌｔｄ
Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ)ꎻＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(大连 ＴａＫａＲａ)ꎻ所有试剂均

４２２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



为批号检定合格试剂并且有效期内使用ꎮ ＰＣＲ 扩增仪(ＰＥ９６００ꎬ
美国 ＡＢＩ 公司)ꎮ
１ ３　 抗￣ＨＴＬＶⅠ/Ⅱ的初筛与确证 　 采用 ＥＬＩＳＡ 方法对献

血者血清初筛ꎬ 阳性者再用 ＷＢ 做确证试验ꎬ检测方法严格

按各试剂说明书操作ꎮ
１ ４　 ＨＴＬＶ 基因测序　 根据文献[２－３]方法ꎬ 抗￣ＨＴＬＶ 确证

试验阳性者行 ＰＣＲ 检测ꎬ 阳性片段做克隆测序验证:以
Ｄｒ１ＧｅｎＴＬ ＥＴ Ｍ 基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒提取抗￣ＨＴＬＶ 的前

病毒核酸ꎬ 严格按试剂盒操作手册操作ꎻ测序由厦门大学国

家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心和中国食品药

品检定研究院完成ꎮ
１ ５　 ＨＴＬＶ￣Ⅰ同源性分析 　 参考文献 [２] 方法ꎬ 从 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中下载分型明确的 ＨＴＬＶ￣Ⅰ代表株和部分国内东南沿

海的 ＨＴＬＶ￣Ⅰ毒株核酸序列ꎬ分别为世界群世界人种亚型

ＣＨ、ＭＴ￣２ꎬ 世界群日本人种亚型 ＡＴＫ、Ｈ５ꎬ 世界群西非人种

亚型 ＨＳ３５ꎬ美拉尼西亚群代表株 ＭＥＬ ５ꎬ福建莆田分离株

ｈｔｌｖ ４４６、ｈｔｌｖ３４６、ｈｔｌｖ５６８ꎬ福建泉州分离株 ｄａｉ、ｗｕ、ｌｉｎ、ｄｉｎｇꎬ
广东汕头分离株 ｗｈｐꎮ
１ ６　 献血者 ＨＴＬＶ 知晓情况问卷调查 　 从 ５８ ６０９ 名经抗￣
ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ筛选的无偿献血者中ꎬ随机选取 １０ １９７ 人ꎬ完成

问卷调查ꎬ问卷中包含我们设计的 １０ 个问题ꎬ由简到难:１)
你是否知晓 ＨＴＬＶ? ２)你是否知晓 ＨＴＬＶ 的传播途经? ３)你
是否知晓 ＨＴＬＶ 感染后可能导致的严重疾病? ４)你是否知

晓不同地域 ＨＴＬＶ 感染状况? ５)你是否知晓我国 ＨＴＬＶ 感

染状况? ６)你是否知晓我国沿海地区 ＨＴＬＶ 感染率相对较

高? ７)你是否知晓 ＨＴＬＶ 可防可治? ８)你是否知晓 ＨＴＬＶ 阳

性不能献血? ９)你是否知晓献血者应当筛查 ＨＴＬＶ? １０)你
是否知晓国家正在试点检测献血者 ＨＴＬＶ?
１ ７　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ１１ ０ 统计软件分析献血者感

染 ＨＴＬＶ 的同源性ꎬ组间计量数据比较采用 ｔ 检验ꎬ计数数据

(率)的比较采用 χ２检验ꎬ Ｐ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 浙江沿海 ６ 市无偿献血人群 ＨＴＬＶ 流行情况及不同地

区人群 ＨＴＬＶ 感染率比较　 共筛查 ５８ ６０９ 人(份)血清ꎬ经确

证ꎬ抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ阳性 ５ 例(表 １)ꎻ取这 ５ 人的全血做 ＨＴＬＶ 基

因测序:ＨＴＬＶ￣Ⅰ型阳性ꎬ 阳性率约 ０ ０１％(５ / ５８ ６０９)ꎮ 调

查发现该 ５ 位 ＨＴＬＶ￣Ⅰ感染者均为首次献血者ꎮ
２ ２　 ＨＴＬＶ￣Ⅰ同源性分析　 对确定的 ６ 株 ＨＴＬＶ￣Ⅰ膜蛋白

( ｅｎｖ ｇｐ４６) 的部分序列的分析显示:与台州的例 １ 和 ２ ＨＴ
ＬＶ￣Ⅰ毒株氨基酸序列最为接近的毒株是福建泉州分离株

ｄａｉꎬ同源性高达 ９９ ４％ꎻ与例 ３ 毒株氨基酸序列最为接近的

毒株是福建泉州分离株 ｄｉｎｇꎬ同源性高达 ９８ ８％ꎻ与舟山市

的例 ４ 和例 ５ 毒株氨基酸序列最为接近的毒株是日本的分

离株 ＭＴ￣２ꎬ同源性高达 ９９ ４％ꎮ
２ ３　 无偿献血者 ＨＴＬＶ 知晓情况问卷调查 　 本次问卷调

查ꎬ共发放问卷 １２ ３５０ 份ꎬ收回 １０ １９７ 份ꎬ有效问卷 １０ １９７
份ꎬ１０ 分值的问卷最低得分 ０ 分ꎬ最高得分 ８ 分ꎬ人均得分

０ ７４８ 分(表 ３)ꎮ

表 １　 浙江沿海不同地方献血人群 ＨＴＬＶ 感染状况

ｎ 抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ阳性(％)
杭州市 １０ ０３０ ０(０)
温州市 １０ ５５８ ０(０)
宁波市 １０ ７７６ ０(０)
舟山市 ９ ０５４ ２(０ ０２)
台州市 ９ ０７２ ３(０ ０３)
嘉兴市 ９ １１９ ０(０)
合计 ５８ ６０９ ５(０ ０１)

表 ２　 ５ 名抗￣ＨＴＬＶ 阳性献血者的流行病学资料

性别 年龄(岁) 居住地 职业 献血次数 家庭成员情况

例 １ 男 ５３ 台州市玉环县 工人 首次 丈夫抗￣ＨＴＬＶⅠ̄阳性

例 ２ 女 ２９ 台州市温岭市 经商 首次 家属未检测

例 ３ 女 ４２ 台州市路桥区 农民 首次 家属未检测

例 ４ 女 ４１ 舟山市 农民 首次 家属未检测

例 ５ 男 ３８ 舟山市 农民 首次 父母均为抗￣ＨＴＬＶⅠ̄阳性

表 ３　 １０ １９７ 名浙江沿海地区无偿献血者 ＨＴＬＶ
知晓情况问卷调查得分

ｎ 得分率(％) 累计得分

０ 分 ５８１５ ５７ ０ ０
１ 分 ２２４４ ２２ ０ ２２４４
２ 分 １６７９ １６ ５ ３３５８

３－５ 分 ３１６ ３ １ １１１４
６－８ 分 １４３ １ ４ ９１１
９－１０ 分 ０ ０ ０
合计 １０１９７ １００ ７６２７

３　 讨论

自发现 ＨＴＬＶ 以来ꎬ 全球已报道的 ＨＴＬＶ 感染例数>
１ ０００万[４－５] ꎮ 根据 ＨＴＬＶ 基因组及血清学反应可分为 ＨＩＬＶ￣
Ⅰ和Ⅱ型ꎬ最近报道又发现 ２ 种新型的 ＨＴＬＶꎬ即 ＨＴＬＶ￣Ⅲ和

Ⅳ型[６－７] ꎬ但是由于并未发现与之相关的特异性疾病ꎬ故
ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ感染依然是世人关注的焦点ꎮ

ＨＩＬＶ￣Ⅰ主要流行于日本南部、加勒比海地区、非洲中

部、美洲中部与南部、巴布亚新几内亚和澳大利亚ꎬ 近年来

欧洲和中东一些国家也有关于 ＨＴＬＶ￣Ⅰ感染的报道ꎻ而美

国、巴拿马、巴西、意大利、法国和瑞典等几个国家ꎬＨＴＬＶ￣Ⅱ
感染率较高[８] ꎮ 在我国ꎬＨＴＬＶ 流行的地区差异明显ꎬ从以

往国内报道的 ＨＴＬＶ 血清学阳性调查情况看ꎬＨＴＬＶ 感染者

主要集中在广东、福建等地[９] ꎮ 我们此次对浙江沿海 ６ 市

５８ ６０９名无偿献血者所作的抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ筛查ꎬ首次发现

了 ３ 名台州籍常住居居民和 ２ 名舟山籍常居民抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ
阳性ꎬ２ 地无偿献血者的抗￣ＨＴＬＶ￣Ⅰ阳性率均为 ０ ０３％(表
１)ꎬ大大高于已开展 ＨＴＬＶ 筛查的英国献血者的抗￣ＨＴＬＶ 阳

性率(１ / １０ 万) [１０] ꎮ 除台州、舟山外ꎬ在浙江沿海其地区的无

偿献血者中尚未发现 ＨＴＬＶ 感染者ꎬ提示浙江省 ＨＴＬＶ 流行

存在地域性差异(表 １)ꎬ台州和舟山地区存在 ＨＴＬＶ 散在的

小流行ꎬ从流行病学调查资料看ꎬ可能存在家族聚集性ꎬ首次

献血者应是我们重点关注的对象(表 ２)ꎮ
ＨＴＬＶ￣Ⅰ分为多个群和亚型ꎬ 除世界群世界人种亚型在

全球各地均有分布外ꎬ 其他群和亚型都存在明显的地域性ꎮ
季阳等[１１]对来自福建和广东的 ＨＴＬＶ￣Ⅰ做的核昔酸序列测

定结果证实ꎬ 这些病毒株均属世界群 ａ 亚型( Ａａ 型)ꎮ 我们

５２２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



对本次在台州和舟山发现的 ＨＴＬＶ￣Ⅰ毒株也作了同源性分

析ꎬ确定 ５ 例同属世界群世界人种亚型ꎬ其中台州的 ＨＴＬＶ￣
Ⅰ毒株与福建泉州的分离株同源ꎬ舟山市的 ＨＴＬＶ￣Ⅰ毒株则

与日本的分离株 ＭＴ￣２ 同源ꎮ 这一发现ꎬ 为我国 ＨＴＬＶ￣Ⅰ流

行的地域性分布研究提供了基础数据ꎮ
为进一步了解献血者对 ＨＴＬＶ 的知晓情况ꎬ我们事先对

本组 ＨＴＬＶ 筛查对象中的 １０１９７ 人作了 ＨＴＬＶ 知晓情况的问

卷调查:人均得分仅 ０ ７４８ 分ꎬ其中得分≤１ 分者占 ７９ ０％
(８ ０５９ / １０ １９７)ꎬ≥５ 分者占 １ ４％(１４３ / １０ １９７)(表 ３)ꎮ 说

明目前无偿献血人者的 ＨＴＬＶ 知识极其匮乏ꎬ需要引起有管

方面和相关部门的关注ꎮ
结合上述调查和分析ꎬ为有效预防输血传播 ＨＴＬＶꎬ我们

提出如下综合性防控策略:１)加强宣教ꎮ 利用各种媒体普及

ＨＴＬＶ 的知识ꎬ起码要让献血者了解什么是 ＨＴＬＶꎬＨＴＬＶ 通

过什么途经传播ꎬＨＴＬＶ 阳性不能参加无偿献血ꎮ ２)有针对

性地实施地域性筛查策略ꎮ 为控制 ＨＴＬＶ 的输血传播ꎬ 日

本、美国、法国、英国、荷兰、加拿大、叙利亚、瑞典等都先后施

行了不同的献血者抗￣ＨＴＬＶ 筛查制度ꎬ 取得了很好的效果ꎻ
美国的资料显示ꎬ 在筛查 ＨＴＬＶ 之前ꎬ其输血传播的危险性

是 ０ ０２％ꎬ 筛查后残余风险降为 ０ ００１６％ [１２] ꎮ 因此ꎬ我们建

议如若目前暂时不能对所有献血者做 ＨＴＬＶ 筛查ꎬ 应首先考

虑对反复多次输血的患者、输血同时做免疫抑制治疗的患者

或抗￣ＨＴＬＶ 阴性的患者拟输的血液做抗￣ＨＴＬＶ 检测ꎻ或者像

瑞典一样对首次献血者筛查 ＨＴＬＶ[１３] 也可以如英国采取

ｍｉｎｉ￣ｐｏｏｌ 的方式筛查献血者 ＨＴＬＶ[１０] ꎮ ３)应用白细胞过滤

技术ꎮ ＨＴＬＶ 感染的靶细胞主要是 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞ꎬ滤除临

床用血中的白细胞ꎬ既有利于降低输血引起的免疫反应ꎬ又
可减少输血传播 ＨＴＬＶ 的风险ꎮ ４)应用病毒灭活技术的应

用ꎮ 筛查方法的“窗口期”问题、免疫静默感染、试剂灵敏度

差异以及新发传染病病毒的出现ꎬ都使得输血的残余风险难

以彻底消除ꎬ对血液制剂做病原体灭活处理是杜绝输血传染

病的重要手段ꎬ现有可以利用的血液及其成分的病原体灭活

技术有亚甲蓝光化学法、补骨脂素光化学法、核黄素光化学

法及伽马射线辐照法ꎬ可进一步保证血液安全ꎮ ５)输注>１４
ｄ 的库存血ꎮ Ｄｏｎｅｇａｎ 等[１４] 的研究显示不同库存时间的血

液成分 ＨＴＬＶ 的传播率不同: ０－５ ｄ 为 ７４％ꎬ６－１０ ｄ 为 ４４％ꎬ
１１－１４ ｄ 为 ０ꎬ因而即便没有对献血者做 ＨＴＬＶ 筛查的地区ꎬ
临床上输注库存期>１４ ｄ 的血液(成分)会相对安全ꎮ
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３４.

[１１] 季阳ꎬ 庄文ꎬ 曹凤ꎬ 等. 中国献血者中人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒

感染流行病学研究. 医学研究通讯ꎬ ２００５ꎬ ３４(１) : ２８￣ ２９.
[１２] Ｄａｖｉｄｓｏｎ Ｆꎬ Ｌｙｃｅｔｔ Ｃꎬ Ｊａｒｖｉｓ ＬＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴＬＶ￣Ⅰ ａｎｄ

￣Ⅱ ｉｎ Ｓｃｏｔｔｉｓｈ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ａｒｃｈｉｖｅ ｄｏｎａｔｉｏｎｓ. Ｖｏｘ
Ｓａｎｇꎬ ２００６ꎬ９１(３)ꎬ ２３１￣２３６.

[１３] Ｇｉｅｓｅｃｋｅ Ｊ. ＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｓｗｅｄｉｓｈ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｌａｎｃｅｔꎬ
１９９５ꎬ３４５(８９５５)ꎬ ９７８￣９８０.

[１４] Ｄｏｎｅｇａｎ Ｅꎬ Ｌｅｅ Ｈꎬ Ｏｐｅｒｓｋａｌｓｋｉ ＥＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｔ ｒａｎｓｍｉｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ: ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅｓⅠ ａｎｄⅡ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅⅠ. Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ
１９９４ꎬ３４(６) : ４７８￣４７９.

(２０１６￣１１￣１７ 收稿ꎬ２０１７￣０３￣２１ 修回)

本文编辑:蔡辉

欢迎登录«中国输血杂志»网站与采编平台

ｗｗｗ ｃｊｂｔ ｃｎ　 　 ｂｌｏｏ ｃｂｐｔ ｃｎｋｉ ｎｅｔ

６２２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



ｄｏｉ:１０ １３３０３ / ｊ ｃｊｂｔ ｉｓｓｎ １００４￣５４９ｘ ２０１７ ０３ ００３
△通信作者:文良雪(１９８９ ０２￣)ꎬ女ꎬ主管检验师ꎬ主要从事血液检测
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论著

遵义市无偿献血人群 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ感染情况调查

刘永生　 付胜　 苏丽　 刘建　 费安芳　 文良雪△(遵义市中心血站ꎬ贵州 遵义 ５６３０００)

　 　 摘要:目的　 了解遵义市无偿献血人群 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ感染情况ꎮ 方法　 用 ＥＬＩＳＡ 法筛查无偿献血者血浆中抗

ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱꎬ筛查呈反应性的标本进行双孔复检ꎬ仍为反应性则用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和实时荧光 ＰＣＲ 进行确证实验ꎮ 结

果　 ３８ ７３９ 份标本中检测出 １０ 份初筛反应性标本ꎬ其中确认 １ 份阳性ꎬ确认阳性率为 ０ ００２６％ꎮ 结论　 目前遵义市

无偿献血者人群 ＨＴＬＶ 感染率处于较低水平ꎮ
关键词:无偿献血者ꎻ人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒ꎻ感染率

　 　 中图分类号:Ｒ３７３　 Ｒ４４６ ６　 Ｒ４５７ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０２２７￣０２
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ＨＴＬＶ￣Ⅰ /Ⅱ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ＺｕｎｙｉꎬＣｈｉｎａ　 ＬＩＵ Ｙｏｎｇｓｈｅｎｇꎬ
ＦＵ Ｓｈｅｎｇꎬ ＳＵ Ｌｉꎬ ＬＩＵ Ｊｉａｎꎬ ＦＥＩ Ａｎｆａｎｇꎬ ＷＥＮ Ｌｉａｎｇｘｕｅ. Ｚｕｎｙｉ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｚｕｎｙｉ ５６３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ.Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕ￣
ｔｈｏｒ: ＷＥＮ Ｌｉａｎｇｘｕｅ.

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔ￣Ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓ(ＨＴＬＶ) ｉｎ Ｚｕｎｙｉ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ
ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｏｓｅ ｗｈｏ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｗｅｒｅ ｒｅｅｘａｍ￣
ｉｎｅｄ. Ｌａｓｔｌｙꎬ ｔｈｏｓｅ ｗｈｏ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １０
ｃａｓｅｓ ｌｉｋｅｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ３８ ７３９ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｂｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ １ ｃａｓｅ ｗａｓ ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＨＴＬＶⅠ/Ⅱ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｚｕｎｙｉ ｗａｓ ０ ００２ ６％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ＨＴＬＶⅠ/Ⅱｂｌｏｏｄ ｄｏ￣
ｎｏｒｓ ｉｎ Ｚｕｎｙｉ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ａｔ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｌｅｖｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎻ ｈｕｍａｎ Ｔ￣Ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎻ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒 ( ｈｕｍａｎ Ｔ￣Ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ
ＨＴＬＶ)于 １９７９ 年被首次分离ꎬ它是人类发现的第 １ 个与癌

症相关的逆转录病毒[１] ꎮ 其中 ＨＴＬＶ￣Ⅰ型在人类可引起多

种疾病ꎬ如成人 Ｔ 细胞白血病 /淋巴瘤(ａｄｕｌｔ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａ /
ｌｙｍｐｈｏｍａꎬＡＴＬ)、热带痉挛性截瘫 / ＨＴＬＶ 相关性脊髓病

( ｔｒｏｐｉｃａｌ ｓｐａｓｔｉｃ ｐａｒａｐａｒｅｓｉｓ / ＨＴＬＶ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｙｅｌｏｐａｔｈｙ)、Ｔ￣
多毛细胞 /巨粒细胞白血病(Ｔ￣ｈａｉｒｙ ｃｅｌｌ / ｌａｒｇｅｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕ￣
ｋｅｍｉａ)等[２] ꎮ 其主要传播途径为性传播、输血及血细胞制

品、静脉注射药物公用针头、器官移植及母婴传播等[３] ꎮ 为

了解遵义市无偿献血人群 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ感染情况ꎬ增强输血

安全性ꎬ并为全国 ＨＴＬＶ 感染状况提供区域性资料ꎬ本文对

２０１５ 年 ８ 月－２０１６ 年 ５ 月期间共 ３８ ７３９ 份标本进行筛查ꎬ报
告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 贵州省遵义市 ２０１５ 年 ８ 月 ２５ 日－２０１６ 年 ５
月 ３１ 日全部无偿献血者 ３８ ７３９ 名ꎬ年龄为 １８－５５ 周岁ꎮ 所

有献血者均严格按照«献血者健康检查要求»检查合格ꎬ采集

血液后留取 ＥＤＴＡ 抗凝血样 ６ ｍＬꎬ室温下 １ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ取血浆做检测ꎮ
１ ２　 仪器与试剂　 ＨＴＬＶⅠ/Ⅱ抗体检测试剂盒(北京万泰ꎬ
批号:Ｔ２０１５０９０３ 等)ꎬＦＡＭＥ 全自动酶免分析仪(瑞士 ＨＡＭ￣
ＩＬＴＯＮ 公司)ꎬＳＴＡＲ 全自动加样仪(瑞士 ＨＡＭＩＬＴＯＮ 公司)ꎮ

ＨＴＬＶ ＢＬＯＴ ２ ４(ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ Ａｓｉａ ＰａｃｉｆｉｃＰｔｅ Ｌｔｄ 批号:
ＡＫ６００２ꎬ有效期 ２０１７０１０１)ꎮ
１ ３　 方法　 采用酶联免疫双抗原夹心法进行 ＨＴＬＶⅠ/Ⅱ抗

体筛查ꎬ严格按照试剂说明书进行操作ꎮ 临界值(Ｃｕｔ￣ｏｆｆ)＝
阴性对照孔均值＋ ０ １８ꎮ 标本 ＯＤ 值与 Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 的比值( Ｓ /
ＣＯ)≥１ ０ 为阳性ꎬ<１ 为阴性ꎮ 初筛呈反应性的标本取原标

本进行双孔复查ꎬ仍为反应性的标本ꎬ将其再次离心ꎬ取白膜

层ꎬ取血浆分装ꎬ送往厦门市中心血站用实时荧光 ＰＣＲ 和蛋

白印记实验(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)进行确认ꎮ

２　 结果

２ １　 初筛结果　 ３８ ７３９ 份标本ꎬ采自 ２０１５ 年 ８ 月－２０１６ 年 ５
月遵义市无偿献血者ꎬ经 ２ 次酶免检测初筛ꎬ其中 １０ 个结果

均为反应性ꎮ
２ ２　 确认结果　 １０ 份初筛反应性标本经提取 ＤＮＡ 后进行

实时荧光 ＰＣＲꎬ编号为 ＺＹ０５ 的标本 ＰＣＲ 结果阳性(图 １)ꎮ

注:左图:加样格局表ꎬ右图:扩增结果ꎬ绿色为 ＺＹ０５ꎬ红色

为阳性对照

图 １　 实时荧光 ＰＣＲ 结果图

７２２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确认ꎬ其中编号为 ＺＹ０５ 的标本出现

ｒｇｐ４６￣Ⅰ、ｐ２４、ｐ１９ 和 ＧＤ２１ 这 ４ 个蛋白条带(图 ２)ꎬ确认为

ＨＴＬＶ￣Ⅰ型阳性ꎮ 感染阳性率 ０ ００２６％ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确认试验

２ ３　 流行病学调查　 该感染者性别女ꎬ籍贯贵州习水ꎬ１９７９
年出生ꎬ常规体检正常ꎬ无传染病及家族史ꎬ为无症状携带

者ꎮ 自述无吸毒史、无受血史、无婚外性接触史ꎮ 其在本市

私人医疗机构进行过 ２ 次人流手术ꎮ 该感染者曾在福建省

龙岩市工作ꎮ ２０１５ 年 １２ 月在本市献血 １ 次ꎮ 该血液经

ＨＴＬＶ 初筛 ２ 次阳性ꎬ作为病毒感染阳性血液进行隔离报废

处置ꎬ避免发往临床输注于患者ꎻ并对该献血者进行献血屏

蔽ꎬ避免其再次献血ꎮ

３　 讨论

ＨＴＬＶ 的流行地区包括日本西南部、中非、加勒比地区、
意大利南部及南美洲等[４] ꎬ全世界有超过 １５００ 万感染者[５] ꎮ
我国也有部分高流行区域[６] ꎬ如福建东南沿海一带[７－８] ꎮ
ＨＴＬＶ 感染为终生性的感染ꎬ该病毒可终生潜伏ꎮ 当前并未

研制出治愈 ＨＴＬＶ 感染的特效药物ꎬ且该病毒无相关预防性

疫苗ꎮ 因此及时发现感染者ꎬ阻断传播途径ꎬ是预防该病毒

向健康人群传播的有效措施ꎮ 输血是 ＨＴＬＶ 家庭外水平传

播的最主要途径[９] ꎬ欧洲强制检测献血员 ＨＴＬＶ 感染的国家

包括葡萄牙、法国、英国、挪威等ꎬ我国相关部门于«血站技术

操作规程»(２０１５ 版)发布后开始在部分血站开展了 ＨＴＬＶ
感染情况摸底调查ꎮ

由于 ＨＴＬＶ 在体内很少表达病毒抗原ꎬ直接检测抗原受

到限制ꎬ因此 ＨＴＬＶ 感染的诊断一般采用检测其抗体来进

行ꎬ如 ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、化学发光法、免疫荧光试验等ꎮ
北京万泰 ＨＴＬＶⅠ/Ⅱ抗体检测试剂盒采用 ＨＴＬＶ(Ⅰ＋Ⅱ)型
的基因重组抗原预包被微孔条ꎬ加入待测样品及酶标 ＨＴＬＶ
(Ⅰ＋Ⅱ)型抗原(ＨＴＬＶ￣ＨＲＰ)试剂ꎬ检测待检标本中的抗

ＨＴＬＶꎬ敏感性高ꎬ适用于大规模筛查ꎮ 本站对 ２０１５ 年 ８ 月－
２０１６ 年 ５ 月之间所采血液标本进行全覆盖检测ꎬ经 ２ 次

ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ其中 １０ 个结果均为反应性ꎮ
初筛反应性结果通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行确认ꎮ ＷＢ 检测

主要是通过转印技术将灭活 ＨＴＬＶ 病毒粒子产生的特异性

蛋白(重组抗原)电泳带转移到特定载体上ꎬ再与待检测血浆

进行反应ꎬ从而达到检测血浆中 ＨＴＬＶ 特异性抗体的目的ꎮ
ＷＨＯ 规定的 ＷＢ 阳性判定标准是 ｐ２４、ｐ１９、ｐ５３ 中的一条带

或几条带和 ｇｐ２１、ｇｐ４６、ｇｐ６８ 中的一条带或几条带ꎮ 在本次

实验当中ꎬ编号为 ＺＹ０５ 的标本出现特异性的 ｐ２４ 和 ｐ１９ 蛋

白条带ꎬ证实该标本为 ＨＴＬＶ￣Ⅰ阳性ꎮ 由于 ＥＬＩＳＡ 实验特异

性不如确认试剂ꎬ故不可避免地会出现初筛反应性而确认结

果阴性的现象ꎬ产生原因可能是由于一些非特异性抗原引起

的交叉免疫反应ꎮ
ＨＴＬＶ 可经逆转录后整合至人类基因组当中ꎬ通过实时

荧光 ＰＣＲ 检测该病毒片段是诊断 ＨＴＬＶ 感染最敏感的方法ꎬ
该方法不仅可以检测病原体ꎬ还可以利用型特异性引物对

ＨＴＬＶ 进行分型以确证 ＨＴＬＶ￣Ⅰ或 ＨＴＬＶ￣Ⅱ病毒的存在ꎮ 本

实验提取初筛反应性标本白膜层细胞的人基因组 ＤＮＡꎬ经过

实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬＺＹ０５ 号标本结果为阳性ꎮ
综上ꎬ该结果表明遵义市无偿献血者 ＨＴＬＶ 感染率为

０ ００２６％ꎬ尚处于较低水平ꎮ 对该感染者流行病学史分析发

现ꎬ其在私人医疗机构进行多次人流手术ꎬ并曾于 ＨＴＬＶ 小

流行区工作生活ꎬ是其感染的高危因素ꎮ 该感染者为无症状

携带者ꎬ共献血 １ 次ꎮ
从上述情况来看ꎬＨＴＬＶ 无症状感染者进行无偿献血会

使经血液传播病毒的风险大大增加ꎬ严重威胁血液质量安

全ꎮ 鉴于 ＨＴＬＶ 带给感染者不可估量的严重后果ꎬ为确保输

血安全ꎬ切断传播途径ꎬ积极开展 ＨＴＬＶ 抗体筛查ꎬ将该项目

列入献血人群筛查的法定项目具有重大意义ꎮ
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论著

合肥地区献血人群 ＨＴＬＶ 筛查情况及分析∗
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(１.安徽省血液中心ꎬ安徽 合肥 ２３００３１ꎻ２.中国医学科学院 输血研究所)

　 　 摘要:目的　 调查合肥地区献血者 ＨＴＬＶ 的血清学流行情况ꎬ为该地区血液安全筛查策略的制定提供参考ꎮ 方

法　 采用国产或进口双抗原夹心法 ＥＬＩＳＡ 试剂分别筛查献血者血液标本ꎬ初筛反应性标本进行双孔复试ꎬ复试反应

性标本利用蛋白印迹法(ＷＢ)进一步确认ꎮ 结果　 ９ ９６４ 份献血者标本共筛选出 ４ 份反应性ꎬ占 ０ ０４％ꎻ经确认 ３ 份

不确定ꎬ１ 份阴性ꎮ 结论　 合肥地区献血人群中存在一定的血清学筛查阳性率ꎬ有必要扩大监测量及进行抗￣ＨＴＬＶ
确认和追踪研究ꎬ为是否将 ＨＴＬＶ 纳入当地献血者血液筛查提供依据ꎮ

关键词:献血者ꎻＨＴＬＶ￣Ⅰ / ⅡꎻＥＬＩＳＡꎻ筛查ꎻ合肥地区
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｄｏｎｏｒｓꎻＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱꎻ ＥＬＩＳＡꎻｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎻ Ｈｅｆｅｉ

人类 Ｔ 淋巴细胞白血病病毒(ＨＴＬＶ)可引起严重疾病ꎬ
输血是其重要传播途径之一ꎬ迄今为止ꎬ我国尚未在全国范

围内将 ＨＴＬＶ 检测列为献血者常规筛查项目ꎮ 为了解 ＨＴＬＶ
在合肥地区无偿献血人群的流行情况ꎬ防止经输血传播

ＨＴＬＶꎬ同时为合肥地区制定筛查策略ꎬ是否将 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ
筛查列为无偿献血常规筛查项目提供一定的科学依据ꎬ本文

对合肥地区献血者 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ进行了血清学筛查和确证分

析ꎬ现将结果报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 安徽省血液中心 ２０１６ 年 ４ 月 ６ 日－５ 月 １５
日采集的无偿献血者血液标本共 ９ ９６４ 份ꎮ
１ ２　 试剂与仪器　 人类 Ｔ 淋巴细胞白血病病毒抗体 ＥＬＩＳＡ
检 测 试 剂 盒 ( 北 京 万 泰ꎬ 批 号 /有 效 期: Ｔ２０１６０１０１ /
２０１６１２３１)ꎬ人 Ｔ 淋巴细胞病毒Ⅰ型和Ⅱ型抗体 ＥＬＩＳＡ 检测

试剂盒(英国索林ꎬ批号 /有效期:Ｄ４１７６１０ / ２０１７０２１０)ꎬ人类

Ｔ 淋巴细胞白血病病毒抗体确证试剂盒(ＭＰ 公司ꎬ批号 /有
效期: ＡＫ４０１１ / ２０１６０６０１)ꎻ ＳＴＡＲ 全自动加样仪 ( ＨＡＭＩＬ￣

ＴＯＮ)ꎬＦＡＭＥ 全自动酶免分析仪(ＨＡＭＩＬＴＯＮ)ꎮ
１ ３　 方法　 使用国产或进口各 １ 家抗－ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ ＥＬＩＳＡ
试剂(双抗原夹心法)对 ９ ９６４ 份标本进行检测ꎬ其中万泰试

剂检测 ５ ０２４ 份ꎬ索林试剂检测 ４ ９４０ 份ꎮ 所有操作均严格

按照试剂盒说明书要求进行ꎮ 对初次检测 Ｓ / Ｃｏ 值≥１ 的样

本均做双孔复查ꎬ复查任一孔 Ｓ / ＣＯ≥１ 判为筛查反应性ꎬ送
中国医学科学院输血研究所做 ＷＢ 确证试验ꎮ 同时ꎬ对任意

一种 ＥＬＩＳＡ 试剂检测反应性样本使用另一家试剂检测ꎬ判定

标准同前ꎮ

２　 结果

２ １　 ＥＬＩＳＡ 检测结果 　 ９ ９６４ 份献血者标本共筛查出抗－
ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ 反应性 ４ 份ꎬ均为单试剂反应性ꎬ筛查反应率为

０ ０１％(１ / ９ ９６４)ꎻ其中万泰试剂检出反应性标本 ３ 份ꎬ反应

率 ０ ０６％(３ / ５ ０２４)ꎻ索林试剂检出反应性标本 １ 份ꎬ反应率

０ ０２％(１ / ４ ９４０)(表 １)ꎮ
２ ２　 初筛反应性标本的确证结果　 所有初筛反应性的标本

进一步做 ＷＢ 确证实验ꎬ经 ＷＢ 确证后ꎬ有 ３ 份结果为不确

定ꎬ１ 份阴性(表 １)ꎮ
２ ３　 流行病学调查　 ４ 份初筛反应性的献血者年龄分布在

２０－４５ 岁之间ꎬ男性 ２ 人ꎬ女性 ２ 人ꎬ均为单试剂弱反应性

(Ｓ / ＣＯ 值在 １－４ 之间)ꎬ经 ＷＢ 确认ꎬ３ 份可疑ꎬ１ 份阴性ꎻ３

９２２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



名可疑者男性 ２ 人ꎬ女性 １ 人ꎬ均是第一次献血ꎬ籍贯分别为

安徽省合肥市、六安市、宿州市ꎬ家族直系亲属中均无白血病

史ꎬ亦非来自我国东南沿海地区或在当地打过工ꎮ 后续还将

对献血者追踪调查补充试验ꎻ同时亦应考虑是否存在与试剂

相关的假反应性ꎮ

表 １　 合肥地区抗￣ＨＴＬＶ 反应性献血者相关信息

年龄
(岁)

性别 民族 职业 血型
献血
次数

抗￣ＨＴＬＶ(万泰) 抗￣ＨＴＬＶ(索林)
Ｓ / ＣＯ １ Ｓ / ＣＯ ２ Ｓ / ＣＯ １ Ｓ / ＣＯ ２

确证结果

１＃ ３６ 男 汉 职员 Ｂ １ ３ ５６ ３ ７９ ０ ６６ ０ ７２ 不确定(ＧＤ２１ 有条带)
２＃ ２４ 女 汉 其他 Ａ １ ０ ０３ ０ ０４ １ １５ １ ２３ －
３＃ ２０ 男 汉 学生 Ｏ １ ３ ０２ ２ ８９ ０ ３７ ０ ３９ 不确定(ＧＤ２１ 有条带)
４＃ ４５ 女 汉 其他 Ｏ １ １ ８９ ２ ００ ０ ２４ ０ ２５ 不确定(ＧＤ２１ 有条带)

３　 讨论

ＨＴＬＶ 属逆转录病毒科肿瘤病毒亚科哺乳类 Ｃ 型病毒ꎬ
最早于 １９８０ 年被报道[１] ꎬ分为 ＨＴＬＶ￣Ⅰ型和 ＨＴＬＶ￣Ⅱ型ꎮ
ＨＴＬＶ￣Ⅰ可引起成人 Ｔ 细胞白血病 /淋巴瘤、热带痉挛性截

瘫 / ＨＴＬＶ 相关性脊髓病等ꎬＨＴＬＶ￣Ⅱ与 Ｔ￣多毛细胞 /巨粒细

胞白血病等疾病相关ꎮ 其主要传播途径包括输血传播、性传

播和母婴传播ꎮ ＨＴＬＶ 在世界各地的献血者中有广泛分布ꎬ
为控制 ＨＴＬＶ 经输血传播ꎬ很多国家和地区如日本、美国、法
国、荷兰、瑞典、韩国、中国台湾等已先后将其列入血液常规

筛查项目[２] ꎮ 我国大陆地区是 ＨＴＬＶ 非流行区ꎬ目前尚未在

全国范围内将献血者 ＨＴＬＶ 检测列入常规筛查ꎬ但已有部分

地区报道献血者中存在 ＨＴＬＶ 无症状感染者ꎬ如沿海的福建

莆田地区筛查阳性率为 ０ ３５％ꎬ确认阳性率 ０ １０％ꎻ福建厦

门地区筛查阳性率为 ０ ０４％ꎬ确认阳性率 ０ ０２％ꎻ福建宁德

地区确认阳性率 ０ ３４％ꎻ浙江台州地区确认阳性率 ０ ０３％ꎻ
而内陆的郑州地区、北京地区、沈阳地区虽然筛查阳性率分

别为 ０ ０９％、０ ０５％、０ ０６％ꎬ但均无确认阳性献血者[３－９] ꎮ
本次合肥地区献血者 ９ ９６４ 份标本中共筛查出反应性标本 ４
份ꎬ筛查阳性率为 ０ ０４％ꎮ 其中ꎬ国产万泰试剂筛查阳性率

为 ０ ０６％ꎬ与 ＨＴＬＶ 非流行区使用同家试剂的北京地区的

０ ０５％、沈阳地区的 ０ ０６％结果近似ꎬ低于沿海流行区如福

建莆田地区的 ０ ３５％ꎮ 进口索林试剂筛查阳性率为 ０ ０２％ꎬ
低于国产试剂ꎬ这可能与不同的 ＥＬＩＳＡ 试剂存在反应率差别

有关ꎮ
近期各地区均在进行献血者 ＨＴＬＶ 流行情况监测ꎬ是否

将 ＨＴＬＶ 纳入全国或地方献血者常规筛查需要依据各地区

流行情况ꎬ检测成本效益ꎬ危害性等方面而定ꎮ 目前ꎬ在还未

开展献血者 ＨＴＬＶ 筛查的地区ꎬ为避免 ＨＴＬＶ 输血传播风

险ꎬ可输注储存 １０ ｄ 以上的血液或滤白血液ꎮ
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综述

无偿献血者 ＨＴＬＶ 筛查研究进展

李文慧　 李玲　 刘忠(中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所ꎬ四川 成都 ６１００５２)

　 　 摘要:人类嗜 Ｔ 细胞病毒(Ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎬＨＴＬＶ)与成人 Ｔ 细胞白血病和热带痉挛性下肢轻瘫 /
ＨＴＬＶ 相关脊髓病密切相关ꎮ 该病毒主要通过输血、性接触和母婴传播ꎮ 无偿献血者 ＨＴＬＶ 筛查是预防其经输血传

播有效的方法ꎮ 欧美等国先后通过成本￣效用分析ꎬ建立本国无偿献血者 ＨＴＬＶ 筛查策略ꎮ 由于我国各地区 ＨＴＬＶ
流行率和经济情况不同ꎬ不同地域的研究人员针对无偿献血者提出了不同的 ＨＴＬＶ 筛查策略ꎮ 然而ꎬ该策略目前尚

无定论ꎮ 本文对我国各地区和国外的无偿献血者 ＨＴＬＶ 筛查研究进展进行综述ꎮ
关键词:ＨＴＬＶ 流行率ꎻ 成本￣效用分析ꎻ ＨＴＬＶ 筛查

　 　 中图分类号:Ｒ３７３　 Ｒ４４６ ６　 Ｒ１９３ ３　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０２３１￣０４
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ　 ＬＩ Ｗｅｎｈｕｉꎬ ＬＩ Ｌｉｎｇꎬ ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇ. Ｉｎｓｔｉｔｕｅ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕ￣
ｓｉｏｎꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ＆ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００５２ꎬ Ｃｈｉｎａ.

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓ(ＨＴＬＶ￣１ ａｎｄ ＨＴＬＶ￣２)ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｕｌｔ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａ(ＡＴＬ)
ａｎｄ ＨＴＬＶ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｙｅｌｏｐａｔｈｙ / ｔｒｏｐｉｃａｌ ｓｐａｓｔｉｃ ｐａｒａｐａｒｅｓｉｓ ( ＨＡＭ / ＴＳＰ ). Ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ ｓｅｘｕａｌ ｉｎｔｅｒｃｏｕｒｓｅｓ ａｎｄ
ｍｏｔｈｅｒ ｔｏ ｃｈｉｌｄ ａｒｅ ｍａｉｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＨＴＬＶｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ. ＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＴＬＶｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ. Ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｃｏｓｔ￣ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ Ｅｕｒｏｐｅ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｅａｓ ｏｆ Ｃｈｉ￣
ｎａ ｓｕｇｇｅｓｔ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙ ｏｆ ＨＴＬＶ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｃｏｎｏｍｙꎬ ｗｈｉｃｈꎬ ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｕｎｃｌｅａｒ.
Ｗｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｆｏｒｅｉｇｎ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＨＴＬＶ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅꎻ ｃｏｓｔ￣ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻＨＴＬＶ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

人类嗜 Ｔ 细胞病毒(ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＴＬＶ)
是 １ 种逆转录病毒ꎬ隶属于逆转录病毒科 ＲＮＡ 肿瘤病毒亚

科ꎬＨＴＬＶ 可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型[１] ꎮ ＨＴＬＶ￣１ 通过感染 ＣＤ４
＋淋巴细胞ꎬ引起成人 Ｔ 细胞白血病 (ａｄｕｌｔ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ
ＡＴＬ) 和热带痉挛性截瘫( ｔｒｏｐｉｃａｌ ｓｐａｓｔｉｃ ｐａｒ ｐａｒｅｓｉｓꎬＴＳＰ)ꎬ
也称为 ＨＴＬＶ￣１ 相关性脊髓病(ＨＴＬＶ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｙｅｌｏｐａｔｈｙꎬ
ＨＡＭ) [２－３] ꎮ １９８０ 年ꎬ美国 Ｐｏｉｅｓｚ 等[４] 从其新建立的 Ｔ 细胞

病毒株中首次发现并分离出人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒Ⅰ型

(ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｔｒｏｐｉｃ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ꎬＨＴＬＶ￣１)ꎮ 一旦感染

ＨＴＬＶ￣１ꎬ因种族和性别而异ꎬ发展为 ＡＴＬ 和 ＴＳＰ / ＨＡＭ 的可

能分别为 ２％－３％和 ０ ２５％－４ ００％ꎮ ＡＴＬ 患者表现为血液

和骨髓中异常 Ｔ 淋巴细胞快速增长ꎬ出现淋巴结病、肝脾肿

大、高钙血症、溶骨性病变等ꎮ ＨＡＭ / ＴＳＰ 患者主要临床特征

为:缓慢起病ꎬ逐步进展的两下肢步行困难ꎬ伴排尿不畅ꎮ 尽

管目前有多种治疗方式ꎬ但治疗效果尚不令人满意[５] ꎮ 该病

毒亦与自身免疫性疾病相关ꎮ ＨＴＬＶ￣Ⅱ型也与 ＴＳＰ / ＨＡＭ 相

关ꎬ加重神经方面病情[６] ꎮ 此外ꎬ它也可能影响血小板计数ꎬ
与肺炎、支气管炎、关节炎、哮喘、皮炎有一定关系[７－８] ꎮ 目前

尚无 ＨＴＬＶ￣Ⅲ、Ⅳ与疾病相关的报道[１] ꎮ

１　 概述

ＨＴＬＶ￣１ 主要传播途径有母婴传播(通过母乳喂养)ꎬ性

传播和输血传播ꎮ 输血传播主要通过血液制品中携有

ＨＴＬＶ￣１ 的淋巴细胞ꎬ是 ＨＴＬＶ￣１ 家庭外水平传播的最主要途

径[９] ꎮ Ｏｋｏｃｈｉ 等[１０]研究发现ꎬ受血者输入抗 ＨＴＬＶ 阳性献

血者的全血或成分血ꎬ出现血清阳性占 ６３ ４％ꎮ 母婴传播的

几率约为 ２０％ꎬ可因母亲体内 ＨＴＬＶ 病毒载量 ( ｐｒｏｖｉｒａｌ
ｌｏａｄ)、母婴间 ＨＬＡ￣１ 型的匹配性及喂养时间不同而存在个

体差异[１１] ꎮ 在性传播途径中ꎬ携带者 ＨＴＬＶ 病毒载量越高ꎬ
易感者感染该病毒风险就越大ꎮ ＨＴＬＶ￣Ⅱ主要通过静脉注

射的方式传播[１２] ꎮ
目前预防经输血传播的有效方法是对血液进行 ＨＴＬＶ

筛查和对血液成分进行白细胞过滤[１３] ꎮ 成本效用分析作为

政策制定的重要参考评估手段ꎬ欧美等国先后参考成本效用

值ꎬ建立 ＨＴＬＶ(主要是 ＨＴＬＶ￣１)筛查策略ꎮ 虽然我国厦门

于 ２００４ 年、深圳于 ２０１４ 年分别在献血者人群全面开展

ＨＴＬＶ 筛查ꎬ一些地区也对献血者进行过 ＨＴＬＶ 感染率调查ꎬ
但均未见成本效用分析报道ꎬ对 ＨＴＬＶ 筛查策略制定指导意

义有限ꎮ ２０１５ 年ꎬ中国国家卫生计生委员会下发了«关于血

站做好人类嗜 Ｔ 淋巴细胞病毒监测工作的通知»要求各省

(区、市)开展 ＨＴＬＶ 筛查工作ꎮ 本文总结了国内、外无偿献

血者 ＨＴＬＶ 感染调查现状和 ＨＴＬＶ 筛查成本效用分析及策

略现状ꎮ

２　 国内现状

本文归纳了近二十年来中国大陆地区 ＨＴＬＶ￣１ 流行情况

１３２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



的 ３０ 个横断面调查ꎬ包括我国 １４ 个省、２ 个直辖市、１ 个自

治区ꎮ 共 ４４３ ０９６ 名献血者ꎬ其中福建 １６５ ０４９ 名ꎬ广东 ３２
３６８ 名ꎬ浙江 ２１ ８２４ 名ꎮ 血液标本主要来源于各地方采供血

机构ꎮ 所有的标本都经过酶联免疫吸附试验(Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓꎬ ＥＬＩＳＡ)初筛ꎬ阳性或者结果不确定的

样本采用免疫印迹试验(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ＷＢ)或者核酸检测

(Ｎｕｃｌｅａｒ Ａｃｉｄ Ｔｅｓｔꎬ ＮＡＴ)进一步确证(表 １)ꎮ

表 １　 我国大陆地区 ＨＴＬＶ￣１ 流行情况

作者 发表时间(年) 地区 筛选试验 确证试验 标本收集时间 来源人群 标本数量(ｎ) 阳性人数(ｎ)
关淑芬[１４] ２００１ 山东 ＰＡ ＮＴ １９９６ 献血者 ７４９ ０
唐荣才[１５] ２００３ 江苏 ＥＬＩＳＡ ＮＡＴ ２００２ 献血者 ９５ ０００ ５
曾劲峰[１６] ２００４ 广东 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００２ 献血者 ３ ２６０ ０
祝宏[１７] ２００４ 浙江 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００２ 献血者 ４ ８４６ ０

Ｗａｎｇ Ｙ[１８] ２００５ 海南 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 １２ ０８４ ０
２００５ 河南 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 １４ ２６６ ０
２００５ 湖北 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ８ ８００ ０
２００５ 江苏 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ９ ５００ ０
２００５ 江西 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ８ ５００ ０
２００５ 吉林 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ８ ９００ ０
２００５ 辽宁 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 １８ ３００ ０
２００５ 山东 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 １３ ７６９ ０
２００５ 天津 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ４ ６３５ ０
２００５ 新疆 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 １ ８２０ ０
２００５ 浙江 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４－２００５ 献血者 ４ ８４６ ０

张秋文[１９] ２００７ 福建 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００６ 献血者 ３ ０００ １
曹谊[２０] ２００８ 江苏 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００４ 献血者 ３ ６０８ ０
杜勇[２１] ２００８ 浙江 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００６－２００７ 献血者 ５ ５５６ ０
李交[２２] ２００８ 广东 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００６－２００７ 献血者 ２６ ６０８ ９

张水波[２３] ２００９ 湖南 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００８ 献血者 ８３０ ０
陈长荣[２４] ２０１２ 福建 ＥＬＩＳＡ ＷＢ / ＮＡＴ ２００４－２００９ 献血者 １３１ ８２３ ２４
Ｍａ Ｙ[２５] ２０１３ 河南ꎬ湖北 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２００８－２０１１ 献血者 ３ ５４８ ２
孙淑君[２６] ２０１３ 广东 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２０１２ 献血者 ２ ５００ １
林铁辉[２７] ２０１４ 福建 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２０１２－２０１３ 献血者 １９ ８７４ ２０
刘玮[２８] ２０１４ 沈阳 ＥＬＩＳＡ ＮＡＴ / ＷＢ ２０１３ 献血者 ９ ０５０ ０

郭金金[２９] ２０１５ 北京 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２０１３ 献血者 １ ６９６ ０
徐冬峰[３０] ２０１５ 福建 ＥＬＩＳＡ ＷＢ / ＮＡＴ ２０１３ 献血者 １０ ３５２ ３５
郑朝辉[３１] ２０１５ 浙江 ＥＬＩＳＡ ＷＢ / ＮＡＴ ２０１３ 献血者 ６ ５７６ ２
吕永磊[３２] ２０１５ 河南 ＥＬＩＳＡ ＷＢ ２０１４ 献血者 ８ ８００ ０

注:ＥＬＩＳＡ:ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓꎬ酶联免疫吸附试验ꎻ ＮＡＴ: ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｓꎬ核酸检测ꎻＰＡ:ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓꎬ颗粒聚集检

测ꎻＮＴ: ｎｏｔ ｔｅｓｔ ꎬ未检测

从表 １ 可以看出ꎬ我国 ＨＴＬＶ￣１ 流行主要集中在福建、广
东、浙江等东南沿海地区ꎮ 近年来 ＨＴＬＶ 感染率调查表明厦

门是 ＨＴＬＶ 的流行区[２４] ꎬ河南、湖北等也有案例报道[２５] ꎬ
ＨＴＬＶ 有向非流行区蔓延的趋势ꎮ ２０１２ 年ꎬ 陈长荣等[２４] 通

过分析厦门市 ＨＴＬＶ 流行情况结合流动性大的城市存在

ＨＴＬＶ 感染散发案例的现象ꎬ提出在我国献血者常规筛查项

目应增加 ＨＴＬＶ 筛查项目ꎮ 林铁辉等报道福建莆田对 １９
８７４ 名无偿献血者筛查确证有 ２０ 名 ＨＴＬＶ 感染者ꎬ建议开展

ＨＴＬＶ 筛查[２７] ꎮ 广东省佛山、深圳等城市中也有 ＨＴＬＶ 感染

报道ꎬ广东省通知要求 ２０１６ 年 ３ 月 １ 日前全省开展献血者

ＨＴＬＶ 筛查检测[３４] ꎮ 唐荣才等[１５]报道南京无偿献血抽样中

有 ５ 名感染案例ꎬ后续未见阳性报道[１８ꎬ ２０] ꎮ 江苏省 ２０１６ 年

２ 月起在江苏省市血液中心、南京市血液中心、徐州市中心血

站、苏州市中心血站开展不少于 ２ ５ 万人次的抽样 ＨＴＬＶ 检

测ꎮ 刘炜等[２８]调查表明沈阳地区献血者 ＨＴＬＶ￣Ⅰ / Ⅱ感染

率低ꎬ建议对血制品仅作滤白处理ꎮ 然而ꎬ不论是各地方根

据我国卫计委的 ＨＴＬＶ 检测工作通知做的 ＨＴＬＶ 筛查部署ꎬ
还是科研工作者等提出的预防 ＨＴＬＶ 传播的建议ꎬ都缺乏成

本效用分析评估依据ꎮ

３　 国外现状

各国针对 ＨＴＬＶ￣１ 流行情况等采取了不同的筛查策略并

且不断完善ꎮ 日本是 ＨＴＬＶ￣１ 高流行区域ꎬ最早于 １９８４ 年开

始 ＨＴＬＶ￣１ 筛查并持续至今[３５] ꎮ １９８８ 年ꎬ考虑到 ＨＴＬＶ￣１ 相

关疾病的危害性以及当时美国 ＨＴＬＶ￣１ 筛查感染率为

０ ０２５％ꎮ 为了预防 ＨＴＬＶ￣１ 的传播ꎬ尽管预估仅仅首次检测

就可能花费 ５ ０００ 万美元ꎬ美国仍将 ＨＴＬＶ￣１ 筛查列入常规

筛查项目[３６] ꎮ 欧洲献血者 ＨＴＬＶ 的流行率很低ꎬ各国对于

ＨＴＬＶ 筛查可接受成本效应比不一ꎬ采取的策略也有所不同ꎮ
法国于 １９９１ 年开展了 ＨＴＬＶ 筛查项目ꎬＳａｉｌｌｙｊ 等[３７] 估算检

测出 １ 个阳性 ＨＴＬＶ 血清的费用约为 １ ２２７ ４６９ 美元ꎬ预防一

次与 ＨＴＬＶ 感染相关的成人 Ｔ 细胞白血病的费用是 ６８０－６
１４０ 万美元ꎮ １９９４ 年 ３ 月－１９９５ 年 ３ 月份瑞典对所有献血者

筛查 ＨＴＬＶꎬ感染率为 ２ / １００ ０００ꎬ３ 名受血者因输血而感染ꎮ
１９９８ 年ꎬ瑞典 Ｔｙｎｅｌｌ 等[３８]通过成本效用分析得出ꎬ对每一位

献血者都进行 ＨＴＬＶ 筛查的费用是 ３０２ 万美元ꎬ仅仅对新献

血者筛查的费用是 ４４ 万美元ꎮ 丹麦在实施该策略 １ 年后回

顾性分析: ２２０ ０００ 献血者中有 ７ 人是阳性ꎬ 感染率为

２３２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



０ ０３％ꎮ 最终ꎬ瑞典和丹麦都决定只对新献血者进行 ＨＴＬＶ￣
１ 检测ꎮ 荷兰在 １９９３ 年开始对所有的献血者进行 ＨＴＬＶ 筛

查ꎮ 通过分析 ２００１－２０１０ 年调查结果ꎬ发现新献血者中平均

有 １ ４ 人 /年感染 ＨＴＬＶꎬ定期献血者中平均有 ０ ５ 人 /年感

染 ＨＴＬＶ[３９] ꎮ ２０１２ 年ꎬＢｏｒｋｅｎｔＲａｖｅｎ 等[４０] 通过成本效用分

析指出ꎬ如果对每一位献血者都进行筛查ꎬ增加的成本效用

比是 ５ ００３ ６４０ 美元 /质量调整生命年ꎻ如果只筛查新献血者

则为 ２ ４６８ ６１０ 美元 /质量调整生命年ꎬ相比于其他的预防措

施如白细胞过滤ꎬＨＴＬＶ 筛查的成本效用值过高ꎮ 挪威于

１９９８ 年对 ３３ ０００ 献血者进行筛查发现 １ 例 ＨＴＬＶ￣ＩＩ 阳性ꎬ在
２０００ 年开始了 ＨＴＬＶ 筛查ꎮ 同年ꎬＳｔｉｇｕｍ 等[４１] 建立的模型

将 ＨＴＬＶ 流行率作为 １ 个重要的依据ꎬ当流行率为 １ / １０ ０００
时ꎬ如果检测所有的新献血者ꎬ成本效用比为 ４２０ ０００ 美元 /
质量调整生命年ꎮ 如果流行率是 １ / １００ ００ꎬ其比值为 ４１ ０００
美元 /质量调整生命年ꎮ 在 ２０００－２００６ 年未发现 １ 例 ＨＴＬＶ
阳性ꎬ挪威于 ２００７ 年终止了 ＨＴＬＶ 筛查项目ꎮ 同样的原因ꎬ
芬兰也在 ２００８ 年终止了 ＨＴＬＶ 筛查ꎬ现仅对细胞类成分血

采取白细胞过滤方法ꎮ Ｌａｐｅｒｃｈｅ 等[４２]认为ꎬ一些 ＨＴＬＶ 低流

行国家且尚未出现过一例输血相关的 ＨＴＬＶ 感染案例才可

采取芬兰和挪威的策略ꎮ 澳大利亚、比利时、罗马尼亚和西

班牙仅对细胞类血液制品(红细胞和血小板)采用白细胞过

滤方法ꎮ 尽管白细胞过滤方法被认为是一种很有效的降低

输血传播病毒风险的方法ꎬ但除了挪威和芬兰ꎬ法国、英国等

其它国家未因引入该方法而修改 ＨＴＬＶ 筛查政策ꎮ 这样的

后果是大大增加成本效用比ꎮ
综上所述ꎬ预防无偿献血者 ＨＴＬＶ 传播引起了国内外学

者广范的关注ꎬ国外根据本国的情况采取了相应的预防策略

并做了相应的成本效用分析ꎮ 上述国家虽然属于发达国家ꎬ
财政资源也受限ꎬ而白细胞滤过很有效且较为经济ꎬ从成本

效用的角度来看ꎬ强制性 ＨＴＬＶ 筛查就引起了争议[１２] ꎮ 国

内各地虽不同程度开展了 ＨＴＬＶ 相关的研究ꎬ但未结合当地

的经济等因素针对 ＨＴＬＶ 筛查作成本效用分析ꎬ因此ꎬ从成

本、效用、安全角度综合分析来评估我国 ＨＴＬＶ 筛查策略是

一件刻不容缓的事情ꎮ
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世界献血者日
每年 ６ 月 １４ 日ꎬ世界各国都会庆祝世界献血者日ꎬ通过这个活动来提高人们对需要获得安全血液和血液制品的认识ꎬ同

时感谢献血者献出的可挽救生命的血液礼物ꎮ 无论是有计划的治疗还是紧急干预ꎬ血液都是重要资源ꎮ 血液有助于罹患危

及生命疾病的病人延长生命并提高生活质量ꎬ同时还能支持复杂的医疗和外科手术程序ꎮ 血液对于各种紧急情况(自然灾

害、事故、武装冲突等)时的伤员治疗也至关重要ꎬ并且在孕产妇和围产期保健方面具有不可缺少的救命作用ꎮ 采供血机构是

一个有效的卫生体系的重要组成部分ꎬ它使病人获得数量充足的安全血液和血液制品ꎮ 确保安全和充足的血液供应就需要

发展以自愿无偿献血为基础的全国协调有序的输血服务ꎮ 然而ꎬ许多国家的采供血机构在既要提供充足的血液ꎬ又要确保其

质量和安全性问题上面临挑战ꎮ
今年的活动重点

每年有数百万人的生命和健康受到紧急情况的影响ꎮ 在过去十年中ꎬ多个灾害在全球造成了逾百万人死亡ꎬ每年受到紧

急情况影响的人超过 ２.５ 亿ꎮ 自然灾害(如地震、洪水和风暴)造成了对紧急卫生保健的巨大需求ꎬ同时也往往对重要卫生设

施造成破坏ꎮ 诸如道路交通事故和武装冲突等人为灾害也带来了大量卫生保健要求和一线治疗需求ꎮ 输血是紧急卫生保健

的一个重要组成部分ꎮ 紧急情况增加了输血需求ꎬ加大了血液运输的困难和复杂程度ꎮ 在紧急情况下确保充足的血液供应

就要有组织良好的血液服务ꎬ这只能通过让整个社区和献血人群全年坚定参与自愿无偿献血来得到保证ꎮ 因此ꎬ今年的活动

重点是在紧急情况下的献血ꎮ 在遇有危机或紧急情况时ꎬ人的自然反应是“我能做什么? 我如何提供帮助?”因此ꎬ２０１７ 年的

活动口号是:“你能做什么?”ꎬ辅助宣传内容为“献血ꎮ 现在献血ꎮ 经常献血”ꎮ 这次活动强调每一个人在紧急情况下的作用ꎬ
即通过献出宝贵的血液礼物来帮助别人ꎮ 活动还强调ꎬ定期献血十分重要ꎬ这样在紧急情况出现之前就已有足够的血液储备ꎮ

今年的活动目标

２０１７ 年世界献血者日的主要目标是:
鼓励所有人通过献血来加强所在社区的卫生服务应急准备ꎻ
使权威部门参与制定有效的国家献血者规划ꎬ在紧急情况下有能力对血液需求的上升迅速作出反应ꎻ
推动将输血服务纳入到国家应急准备和反应活动之中ꎻ
使更多公众认识到全年坚定参与献血的必要性ꎬ以保持充足供应并使本国的血液做到自给自足ꎻ
表彰和感谢定期献血的个人ꎬ同时鼓励年轻人成为新的献血者ꎻ
促进国际合作ꎬ确保在全世界宣传自愿无偿献血原则并就此形成共识ꎬ同时提高血液安全性和可得性ꎮ
今年世界献血者日活动的主办方

２０１７ 年世界献血者日活动由主办国越南通过其国家血液和输血研究所(ＮＩＨＢＴ)主办ꎮ 全球主会场活动将于 ２０１７ 年 ６
月 １４ 日在河内举行ꎮ

(摘自　 上海血液中心　 官网)
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事干细胞、 造血干细胞、 造血发生以及与血液疾病相关的基础和
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人胚胎干细胞来源红系细胞膜蛋白表达的研究∗

李晴１ 　 邹庆２ 　 毛斌１ 　 黄淑１ 　 赖默温１ 　 潘旭１ 　 孙文翠１ 　 陈谊金１ 　 刘嘉馨１ 　 马峰１ꎬ２△

(１.中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所ꎬ四川 成都 ６１００５２ꎻ
２.中国医学科学院 输血研究所 四川新生命干细胞科技股份有限公司联合实验室)

　 　 摘要:目的　 探讨人胚胎干细胞(ｈＥＳＣｓ)来源红系细胞在发育过程中其膜蛋白ꎬ包括膜表型分子、膜骨架蛋白和

跨膜蛋白的表达情况ꎮ 方法 　 ｈＥＳＣｓ 与小鼠主动脉￣性腺￣中肾( ｍＡＧＭ￣Ｓ３) 基质细胞共培养产生造血干祖细胞

(ＣＤ３４＋ ＣＤ４５＋)和 ＧＰＡ＋细胞ꎬ挑取共培养 １２ ｄ 的细胞ꎬ同时磁珠分选人脐血中的 ＣＤ３４＋细胞ꎬ在多种特定细胞因子

ＳＣＦ、 ＩＬ￣６、ＩＬ￣３、 ＦＬＴ３￣Ｌ 、ＴＰＯ、ＥＰＯ 等诱导下ꎬ分别进行集落培养 １２－１４ ｄ 产生红系爆发式集落形成单位(ＢＦＵ￣Ｅ)ꎬ
运用流式细胞术(ＦＡＣｓ)、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和免疫荧光染色等方法检测并比较 ｈＥＳＣｓ 和人脐血 ＣＤ３４＋细胞 ２ 种来源的红系

细胞膜蛋白的表达情况ꎬ并以后者作为对照组ꎮ 结果　 ｈＥＳＣｓ 来源 ＢＦＵ￣Ｅ 的膜蛋白的表达趋势与对照组相近:其膜

骨架蛋白和跨膜蛋白的基因ꎬ如 ＳＰＴＡ、ＳＰＴＢ、ＡＮＫ１、ＥＰＢ４１ 等基因转录水平都在逐渐增强ꎬ而一些膜蛋白如黏附分子

ＣＤ４９ｄ、 ＣＤ２９、ＣＤ７１ 等的表达逐渐降低ꎬＣＤ４７ 基本不表达ꎻ带 ３ 蛋白(Ｂａｎｄ ３)表达量较高且与成体型血红蛋白 β￣
ｇｌｏｂｉｎ 的表达呈正相关ꎮ 结论　 在 ｈＥＳＣｓ 向红系诱导生成过程中ꎬ一些膜表型分子表达在逐渐降低ꎬ而膜蛋白表达

逐渐增强ꎮ
关键词:人胚胎干细胞ꎻ红系细胞ꎻ膜蛋白表达ꎻ红系爆发式集落形成单位ꎻ带 ３ 蛋白
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ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＳＣＦꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣３ꎬ ＦＬＴ３￣Ｌꎬ ＴＰＯꎬ ＥＰＯ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｂｕｒｓｔ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｆｏｒ ｃｏｌｏｎｙ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｈＥＳＣｓ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｈＵＣＢ￣
ＣＤ３４＋ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ａｎｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＳＰＴＡꎬ ＳＰＴＢꎬ ＥＰＢ４１ ａｎｄ ＡＮＫ１ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｈＥＳＣ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｏｓｔ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＣＤ４９ｄꎬ ＣＤ２９ ａｎｄ ＣＤ７１ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ＣＤ４７ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｌｏｎｙ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｈＵＣＢ￣ＣＤ３４＋ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｎｄ ３ ｉｓ ｐａｒａｌｌｅｌ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ β￣ｇｌｏｂｉｎꎬ ａ ｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍａｊｏｒ ｒｅｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｏｓｔ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ ｗｈｉｃｈ ｈｅｌｐｓ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｃｅｌｌｓꎻ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｂｕｒｓｔ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄꎻ
ｂａｎｄ ３

人胚胎干细胞(ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｈＥＳＣｓ)和

诱导性多能干细胞( ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｉＰＳＣｓ)的
发现ꎬ 标志着干细胞研究跨入了全新的应用时代ꎮ 近年来ꎬ
已有大量关于 ｈＥＳＣｓ 向红系细胞定向诱导分化的研究报道ꎬ

５３２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



源于 ｈＥＳＣｓ 的造血祖细胞具有谱系特异性标志表型 ＣＤ３４＋

ＣＤ４５＋ＣＤ４３＋ꎬ 能产生相对成熟的红系细胞[１－７] ꎻ但同时也均

显示这种源自 ｈＥＳＣｓ 的红系细胞不能表达成熟型血红蛋

白———β 血红蛋白[５－６] ꎮ 直到 ２００８ 年ꎬｈＥＳＣｓ 向红系细胞的

诱导分化取得突破ꎬ不但有学者建立了体外高效的诱导分化

体系[６] ꎬ而且进一步证明 ｈＥＳＣｓ 诱导生成的红系细胞既能表

达较高比例的成体型 β￣珠蛋白(β￣ｇｌｏｂｉｎ)ꎬ同时具有成熟后

脱核的能力ꎬ还表现出正常的携带和释放氧气功能[７] ꎮ 成体

来源红细胞的生成是 １ 个由造血干细胞(ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬＨＳＣｓ)定向分化发育为红细胞的动态、阶段性过程ꎬ包
括 ＨＳＣｓ 产生定向的红系祖细胞、红系细胞终末分化以及脱

核成为网织红细胞并最终成熟为红细胞这 ３ 个阶段ꎮ 在红

系发育阶段ꎬ ＨＳＣｓ 定向分化为红系爆发集落形成单位

(ｂｕｒｓｔ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄꎬ ＢＦＵ￣Ｅ) 和红系集落形成单位

(ｃｏｌｏｎｙ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ￣ｅｒｙｔｈｒｉｏｄꎬ ＣＦＵ￣Ｅ)ꎬ 两者可通过集落形

成能力区分[８－９] ꎮ 有研究显示在红系终末分化阶段伴随大量

膜蛋白的生成[１０－１２] ꎬ在网织红变成双凹圆盘红细胞的阶段

也伴随着细胞表面积减小、细胞器丢失ꎬ以及细胞膜和骨架

成分的重新分布等变化[１３－１８] ꎮ 正常红细胞直径约 ７ μｍꎬ能
被挤压通过更小直径的毛细血管ꎬ在人体循环血流中可抵抗

血管和脏器壁的切应力而不致破裂ꎬ正是缘于其本身的膜结

构和骨架支撑ꎮ 膜蛋白作为评价 ｈＥＳＣｓ 来源红系细胞成熟

度的 １ 项指标ꎬ在维持红细胞的形态及功能特性方面都有重

要的作用ꎮ 近年来ꎬ已有研究发现成体来源红细胞的膜骨架

蛋白(α￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ、β￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ、４ １Ｒ、Ａｎｋｙｒｉｎ 等)在终末分化过

程中的表达不断增强ꎬ而其他跨膜蛋白有表达逐渐增加或降

低等不同的表达模式ꎬ证实了成体来源的红细胞的膜骨架蛋

白和跨膜蛋白表达在不断增强ꎬ而一些膜蛋白如黏附分子却

在减少[１９] ꎮ 虽然人们对于成体来源红系细胞终末分化阶段

的膜蛋白成分的表达情况已有了一定认识ꎬ但对于 ｈＥＳＣｓ 来

源红系细胞的膜蛋白表达情况的研究同样重要ꎮ 我们采用

体外半固体培养条件分别诱导 ｈＥＳＣｓ 和小鼠主动脉￣性腺￣中
肾( ｍｏｕｓｅ Ａｏｒｔａ￣Ｇｏｎａｄ￣Ｍｓｏｎｅｐｈｒｏｓ ｃｅｌｌｓꎬ ｍＡＧＭ) 基质细胞

共培养产生造血干祖细胞(ＣＤ３４＋ ＣＤ４５＋ )和 ＧＰＡ＋ 细胞ꎬ随
后将其与人脐带血(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄꎬｈＵＣＢ)来源

单个核细胞中的 ＣＤ３４ 阳性细胞(ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋ )进一

步诱导分化为红系细胞ꎬ以 ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋ 细胞来源红

系细胞的膜蛋白表达情况为参考ꎬ将这 ２ 种细胞的形态和膜

蛋白的表达情况作了比较ꎬ旨在了解其膜蛋白在早期发育与

后期成熟过程的异同ꎬ期望为建立红系细胞膜相关疾病模型

及药物筛选提供一定的依据ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 造血细胞来源　 ｈＥＳＣｓ 细胞系 Ｈ１(购自美国 Ｗｉｃｅｌｌ 基
金会)ꎻｍＡＧＭ￣Ｓ３(１９９８ 年取自日本 Ｃ３Ｈ 小鼠的 ＡＧＭ 区)ꎬ
现在本实验室稳定传代培养ꎮ
１ ２　 主要仪器与试剂　 超净工作台(美国 ＬＡＢＣＯＮＣＯＡ２)ꎻ
ＣＯ２ 培养箱(ＨｅｒａＣｅｌｌ１５０２)、细胞离心甩片机 ｃｙｔｏｓｐｉｎ￣４)、台
式常温高速离心机(ＬＡＢＯＦＵＧＥ ４００)(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ普通倒

置显微镜(ＣＫＸ３１)、倒置相差显微镜及成像系统(ＣＫＸ４１)、

荧光倒置显微镜及成像系统( ＩＸ７１) (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎻ流式

细胞仪( ＦＡＣＳＣａｎｔｏｎＩＩꎬ美国 ＢＤ)ꎻ生物辐照仪(ＲＳ￣２０００ꎬ美
国 ＲＡＤＳＯＵＲＣＥ)ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪( ｉＱ５ꎬ美国 ＢＩＯＲＡＤ)ꎮ
细胞培养基 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ (批号 １２８００￣０１７)、 血清替代物

(ＫＳＲ)(批号 １０８２８￣０２８)、Ｌ￣谷氨酰胺( Ｌ￣Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ) (批号

２５０３０￣１６４)、非必需氨基酸 (ＮＥＡＡ) (批号 ０７７９６)、ＩＭＤＭ(批号

１２４４０￣０６１)、０ ２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ(批号 ２５２００￣１１４)、青霉素 /链霉

素(ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ￣ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ) (批号 １５０７００６３) (美国

Ｇｉｂｃｏ ) ꎻｍＴｅＳＲ１ 培养基(批号 １４Ｋ５８４７２Ｄ)、人脐血 ＣＤ３４
阳性细胞分选试剂盒 (批号 １８０９６)、甲基纤维素 (货号

Ｈ４２３０、批号 １５Ｋ６６２５９)(加拿大 ＳＴＥＭ ＣＥＬＬ)ꎻ维生素 Ｃ(批
号 Ａ４５４４￣１００Ｇꎬ美国 Ｓｉｇｍａ)ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ) (批号 ０４￣００２￣
１Ａꎬ以色列 ＢＩ)ꎻα￣ＭＥＭ 液体培养基(批号 ＳＨ３０２６５ ０１ꎬ美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ)ꎻ 麦 格 氏￣姬 姆 萨 ( Ｍａｙ￣Ｇｉｅｍｓａ ) 染 液 ( 批 号

１ ０１４２４ １０００ꎬ德国 ＭＥＲＣＫ)ꎻ干细胞生长因子(ＳＣＦ)(批号

１９９￣１２８１３)、ＦＭＳ 样的酪氨酸激酶 ３ 配体( ＦＬＴ３￣Ｌ) (批号

０６１￣０４０５１)、白细胞介素￣６( ＩＬ￣６) (批号 ０９９￣０４６３１) (日本

Ｗａｋｏ)ꎻ促血小板生成素( ＴＰＯ) (批号 ＮＨＫ０８２８￣ＳＤ)、ＩＬ￣３
(批号 ＭＹＥ０３１７)(日本 Ｋｉｒｉｎ)ꎻ碱性成纤维生长因子(ｂＦＧＦ)
(批号 ２３４￣ＦＳＥꎬ美国 Ｒ＆Ｄ)ꎻ血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)(批
号 ＲＣ０３４)和促红细胞生成素(ＥＰＯ)(批号 ＲＣ０８６)(上海生

工)ꎻ 流 式 抗 体 ＣＤ４５￣ＰＥ、 ＣＤ３４￣ＡＰＣ、 ７￣ＡＡＤ、 ＣＤ７１￣ＦＩＴＣ、
ＣＤ４７￣ＦＥＩＴＣ、ＣＤ４９ｄ￣ＰＥ (批号分别为 ５５５４８３、 ５５５８２４、 ５１￣
６８９８１Ｅ、５５５５３６、５５６０４５、５５５５０３ꎬ美国 ＢＤ)ꎻＣＤ２９￣ＰＥ(批号

３０３００４ꎬ美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ)ꎻ免疫染色抗体一抗羊抗人 Ｈｂ(批号

Ａ８０￣１３４Ａ￣４ꎬ美国 ＢＥＴＨＹＬ)ꎻ一抗鼠抗人 Ｈｂ ε 亚基(Ｈｂε)
(批号 ＣＲ８００８Ｍꎬ美国 ＣＯＲ ＴＥＸ)ꎻβ 亚基(Ｈｂβ) (批号 ｓｃ￣
２１７５７ꎬ日本 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎻ兔抗人带 ３ 蛋白 ( ｂａｎｄ ３) (批号

ａｂ１０８４１４ꎬ英国 Ａｂｃａｍ)ꎻ荧光二抗驴抗羊￣Ｃｙ３、驴抗鼠￣ＦＩＴＣ、
驴抗兔￣ＦＩＴＣ(批号分别为 １０７７１５、１０４８９５、１０６７９６ꎬ美国 Ｊａｃｋ￣
ｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ)ꎻ封片剂 ＭＯＵＮＴＩＮＧ ＭＥＤＩＵＭ(批号

４００５１５ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ人脐带血[四川新生命干细胞科技股

份有限公司提供ꎬ≥３(人)份(约 ８０ ｍＬ /份)ꎬ脐带血采集后<
２４ ｈ 分离单个核细胞 ( ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬＭＮＣｓ)ꎬ置液氮

－１９６℃保存ꎬ采集前产妇或其直系亲属已签署可用于科学研

究的«知情同意书»ꎬ本实验开始前通过本所伦理委员会的

审批]ꎮ
１ ３　 ｈＥＳＣｓ、ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 细胞培养　 ｈＥＳＣｓ 维持未分化培养、
ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞的准备以及 ｈＥＳＣｓ 和 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 共培养

产生造血干 /祖细胞均参考文献[２０]方法ꎮ
１ ３ １　 ｈＥＳＣｓ 维持培养 　 将 １３５ μＬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 溶解于 １２ ｍＬ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 中ꎬ混匀后取 １ ｍＬ 铺于 ３５ ｍｍ 培养皿ꎬ室温放置

１ ｈꎻ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 消化 ｈＥＳＣｓ ３ ｍｉｎꎬ转移到准备好的

培养皿中ꎬ加入 ２ ｍＬ ｍＴｅＳＲ ＴＭ１ 培养基作维持培养ꎬ传代 １
次 / ５ ｄꎮ
１ ３ ２　 ＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞准备　 将冻存的 ＡＧＭ￣Ｓ３ 细胞复

苏到明胶包被的培养皿中ꎬ用 １０ ｍＬ α￣ＭＥＭ、 ５％ 胎牛血清

培养ꎬ待 ＡＧＭ￣Ｓ３ 细胞的生长密度接近 １００％ 时ꎬ用生物辐

照射仪以 １５ Ｇｙ 照射 ６５０ ｓꎮ
１ ３ ３　 ｈＥＳＣｓ 和 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 共培养产生造血干 /祖细胞 　

６３２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



ＡＧＭ 区是成体造血的发生的部位ꎬ该区域基质细胞具有支

持成体造血的功能[７] ꎮ ｈＥＳＣｓ 和 ＡＧＭ 共培养一定阶段可产

生具有较强的集落形成能力的“ＣＳ”样细胞ꎮ 取 ｈＥＳＣｓ(约 ２
×１０４个)克隆接种于辐照后的 ２×１０５ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞上

共培养ꎬ前 ３ ｄ 用 ｈＥＳＣｓ 培养基维持培养ꎬ然后转换成造血

分化液ꎬ此时共培养 ０ ｄꎮ
１ ４　 红系细胞的诱导分化　 将人脐带血来源 ＣＤ３４＋细胞集

落培养生成红系细胞膜蛋白的表达作为实验研究的对照组ꎬ
ｈＥＳＣｓ 来源造血干 /祖细胞集落培养生成的红系细胞膜蛋白

的表达作为实验组ꎮ
１ ４ １　 ｈＥＳＣｓ 来源造血干 /祖细胞集落培养生成红系细胞　
ＣＤ３４ 分子表达于人类造血干 /祖细胞表面ꎬ并随细胞的成熟

逐渐减弱至消失ꎮ ＣＤ４５ 是成体造血的重要分子ꎬ 二者共表

达可反映成体造血潜能ꎬ也可提示本实验体系中 ｈＥＳＣｓ 诱导

生成的血细胞是否具有成体造血的特性ꎮ 将 ｈＥＳＣｓ 与

ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 共培养 １２ ｄ 时ꎬ ６ 孔板加入 ０ ２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ
２００ μＬ /孔ꎬ消化 ５ ｍｉｎꎬ加入冰 ＰＢＳ ( －) ２００ μＬ /孔终止消

化ꎬ 用 １ ｍＬ 吸头反复吹打ꎬ取出所有细胞ꎬ用 ＩＭＤＭ 培养基

制成细胞悬液ꎮ 按 ５×１０４个 / ３ ５ ｃｍ 皿的密度接种于半固体

培养基[基础成分是甲基纤维素(Ｈ４２３０)]中ꎬ每个 ３ ５ ｃｍ
皿需 ０ ８ ｍＬ 的 Ｈ４２３０ꎬ添加细胞因子组合 １００ ｎｇ / ｍＬ ＳＣＦ 、
５０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣６ ｍＬ、１０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣３、５ ｎｇ / ｍＬ ＦＬＴ３￣Ｌ 、１０ ｎｇ /
ｍＬ ＴＰＯ、８ Ｕ / ｍＬ ＥＰＯꎬ保证最终接种的总体积为 １ １ ｍＬ /
３ ５ ｃｍ 皿ꎬ不足的量用 ＩＭＤＭ 培养基补足ꎮ 细胞置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２ 孵育箱中培养ꎬ记为集落培养 ０ ｄꎬ分别挑取培养 １２
和 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 集落 ３０ 个ꎬＭｉｘ 集落 １５ 个ꎬ细胞总量分别

为 １ ２×１０６和 ８×１０５个ꎬ用 ０ ２％ＦＢＳ￣ＰＢＳ(－)洗 ２－３ 遍ꎬ最后

重悬至细胞悬液ꎬ留作后续检测ꎮ
１ ４ ２　 人脐带血来源 ＣＤ３４＋细胞集落培养生成红系细胞　
将每份新鲜人脐带血加等体积 ＰＢＳ 稀释混匀ꎬ分装至 ５０ ｍＬ
离心管ꎬ３５ ｍＬ /管ꎬ向各管加 １０ ｍＬ ＨＥＳ(羟乙基淀粉)混匀ꎬ
静置 ３０－４０ ｍｉｎꎬ吸取上清ꎬ６３０ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎻ弃上清ꎬＰＢＳ 重

悬ꎻ加等体积 ２０ ｍＬ Ｆｉｃｏ 分离液(Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｈｙｐａｑｕｅ)ꎬ将细胞悬

液缓缓加至分离液上方ꎬ关掉离心刹车ꎬ６３０ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ ꎻ
用一次性巴氏吸管ꎬ小心吸取 ＭＮＣｓ 层ꎻ 用少量 ＰＢＳ 重悬ꎬ
台盼蓝染色并计数ꎻＰＢＳ 洗涤后再离心重悬ꎬ将(１ ５－２)×１０７

个 /支获得的 ＭＮＣｓ 置于－１９６℃液氮长期保存ꎮ ＣＤ３４ 磁珠

分选 ＭＮＣｓ 得到成体造血干细胞(脐血中的 ＣＤ３４＋细胞)ꎬ按
３００ 个 / ３ ５ ｃｍ 的密度接种至半固体培养基[基础成分是甲

基纤维素(Ｈ４２３０)]ꎬ每个 ３ ５ ｃｍ 皿需 ０ ８ ｍＬ 的 Ｈ４２３０ꎬ添
加细胞因子组合 ５０ ｎｇ / ｍＬ ＳＣＦ、５０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣６、１０ ｎｇ / ｍＬ ＩＬ￣
３、１０ ｎｇ / ｍＬ ＴＰＯ、８ Ｕ / ｍＬ ＥＰＯꎬ细胞置于 ３７℃、５％ ＣＯ２孵育

箱中培养ꎬ记为集落培养 ０ ｄꎮ 分别挑取培养 １２ 和 １４ ｄ 的

ＢＦＵ￣Ｅ 集落 １００ 个ꎬ细胞总量为 ７ ９×１０６个ꎬ用 ０ ２％ＦＢＳ￣ＰＢＳ
(－)洗 ２－３ 遍ꎬ最后重悬至细胞悬液ꎬ留作后续检测ꎮ
１ ５　 瑞姬氏(Ｍａｙ￣Ｇｒüｎｗａｌｄ￣ＧｉｅｍｓａꎬＭＧＧ)染色 　 按每张片

子含 １×１０４个细胞的密度将 ２ 种不同来源的红系细胞重悬于

５０－１００ μＬ ＰＢＳ (－)中ꎬ放置甩片离心机中以 ４５０ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ室温晾干后ꎬ用锡箔纸包好放置－８０℃冰箱保存ꎬ待
做 ＭＧＧ 染色和免疫荧光染色ꎻ以麦格氏液固定 １０ ｍｉｎꎬ姬姆

萨 Ｂ 液染色 ３ ｍｉｎꎬ自来水冲洗ꎬ姬姆萨 Ａ 液染色 ２０ ｍｉｎꎬ自
来水冲洗ꎬ自然晾干、封片ꎬ显微镜下观察并拍照记录ꎮ
１ ６　 流式细胞检测　 在共培养 １２ ｄ 的细胞以及 ２ 种干细胞

来源、培养 １２ 和 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞分别取 １× １０５个细胞ꎬ
加 ＰＢＳ(－) １０ ｍＬꎬ３００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清ꎬ 用 ０ ０５％
胰酶消化 ５ ｍｉｎꎬ吹打后细胞悬液 ４０ μｍ 滤膜过滤ꎬ 使其充

分形成单个细胞ꎬ加入胎牛血清终止后计数ꎻ 用兔血清 ２０
μＬ 冰上封闭 ２０ ｍｉｎꎬ加入流式荧光抗体染色ꎬ 抗体检测组合

为 ＣＤ７１￣ＦＩＴＣ / ＧＰＡ￣ＡＰＣ、 ＣＤ４７￣ＦＩＴＣ / ＧＰＡ￣ＡＰＣ、 ＣＤ４９ｄ￣
ＰＥ / ＧＰＡ￣ＡＰＣ 和 ＣＤ２９￣ＰＥ / ＧＰＡ￣ＡＰＣꎬ 常温孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 用

含 ２％ 血清的 ＰＢＳ(－) １ ｍＬ 洗去非特异性抗体ꎬ３００ ｇ 离心

５ ｍｉｎꎬ用 ２００ μＬ 含 ２％ 血清的 ＰＢＳ(－) 重悬细胞ꎬＢＤ ＦＡＣ￣
Ｓｃａｎｔｏｎ Ⅱ上机检测ꎬ记录结果ꎮ 数据分析使用 ｆｌｏｗｊｏ７ ２ ５
作图分析ꎮ
１ ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ　 由于 ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋细胞体外诱导而来

液体培养的红系细胞膜骨架蛋白和跨膜蛋白的表达量不断

增强ꎬ其中膜骨架蛋白主要包括有 α￣血影蛋白(α￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ)、
β￣血影蛋白 ( β￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ)、４ １Ｒ、锚蛋白 ( Ａｎｋｙｒｉｎ)、束蛋白

(Ｄｅｍａｔｉｎ)等ꎬ跨膜蛋白主要包括 ＧＰＡ、ＧＰＣ、ＲｈＤ 和 ＲｈＡＧ
等[１９] ꎬ故在基因转录水平检测 ｈＥＳＣｓ 和脐血对照组 ２ 种来

源的红系细胞膜蛋白的表达情况ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应(表 １)是
在热循环仪(ＢｉｏＲａｄꎬＩＱ５)上运行:首先将所有实验数据做归

一化处理ꎬ将检测样品和参照品每个基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的循环

阈值 ＣＴ 值减去样品自身的内参基因 ＧＡＰＤＨ 的 ＣＴ 值ꎬ记为

ΔＧꎬ对于某一基因ꎬ用检测样品的 ΔＧｓ 减去参照品的 ΔＧｃꎬ
记为 ΔΔＣｔꎬ然后按照公式 ２－ΔΔＣｔ 运算ꎬ计算各个基因相对

于参照品的表达水平ꎮ 所有的反应平行做 ３ 份ꎮ
表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系

主要成分 ＰＣＲ 反应体系(μＬ)
Ｆ(１０ ｐｍｏｌ / μＬ) ０ ４
Ｒ(１０ ｐｍｏｌ / μＬ) ０ ４

ｄｄＨ２Ｏ ４ ７
Ｍｉｘ(１０) ７ ５
ＤＮＡ ２

总体积 １５

注:内参为 ＧＡＰＤＨ

１ ８　 间接免疫荧光染色　 将上述准备好的片子取出吹干ꎬ
标记待用ꎮ 染色前使用水性记号笔将玻片的染色区域圈出ꎬ
４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ(－) 洗 ３ 次ꎬ采用含 ５％脱脂

牛奶的 ０ １％ Ｔｒｉｔｏｎ￣１００ / ＰＢＳ(－) 破膜处理 ３０ ｍｉｎꎬ５％ 脱脂

牛奶 / ＰＢＳ(－)冲洗 ３ 次ꎬ加入荧光一抗( １ ∶ １００ 稀释)ꎬ每张

玻片均染 Ｈｂ 和 １ 个血红蛋白亚基ꎬ一抗组合分别为羊抗人

Ｈｂ /鼠抗人 Ｈｂε、羊抗人 Ｈｂ /鼠抗人 Ｈｂβ、羊抗人 Ｈｂ /兔抗人

Ｂａｎｄ ３ꎻ４℃孵育过夜ꎬ５％ 脱脂牛奶 / ＰＢＳ(－) 洗去一抗后 加

荧光二抗驴抗羊￣Ｃｙ３、驴抗鼠￣ＦＩＴＣ 驴抗兔￣ＦＩＴＣ(１ ∶ １００ 稀

释) ꎬ常温孵育 ３０ ｍｉｎꎬ用 ５％脱脂牛奶 / ＰＢＳ(－) 洗去二抗ꎬ
以 ０ １％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ / ＰＢＳ (－)做后固定ꎬ１ μｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ 染核

３ ｍｉｎꎬＰＢＳ(－) 染缸浸洗 ３ 遍后用封片剂封片ꎬ荧光显微镜

下观察、计数并拍照ꎮ
１ ９　 统计学分析　 每次实验平行重复 ３ 次ꎬ 用 ＧｒａｐｈＰａｄ￣
Ｐｒｉｓｍ ５ 软件作统计学分析ꎬ 数据以“均数 ± 标准差( ｘ±ｓ)”
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表示ꎬ两样本均数比较采用配对 ｔ 检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异具有

统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ｈＥＳＣｓ 与 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞共培养　 １)镜下观察:将
未分化状态的 ｈＥＳＣｓ 克隆、接种到 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞上共

培养 ０－３ ｄꎬｈＥＳＣｓ 克隆逐渐贴紧基质细胞ꎬ整个克隆外缘像

１ 圈“拧紧的绳”ꎬ此为产生造血集落的开始ꎻ在 ３－４ ｄꎬｈＥＳＣｓ
克隆周围开始像“番茄蒂儿”样向四周分化铺出ꎻ到 ４－６ ｄꎬ
内皮样细胞逐渐外伸ꎻ６－７ ｄ 犹如心肌细胞样的收缩和舒张

交替的细胞生长形态ꎻ７ ｄ 呈明显血管样结构ꎬ且在其沟壑处

的內缘和外缘开始出现“鹅卵石”(ｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅ￣ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓꎬＣＳ)
样细胞ꎬ并随着时间的延长ꎬ该类细胞逐渐增多(图 １￣Ａ)ꎮ
２)流式检测:分别取共培养 ８ 、１０、 １２ 和 １４ ｄ 的细胞ꎬ检测

ＣＤ３４ 与 ＣＤ４５ 的表达比例(图 １￣Ｂ)ꎻ再分别取共培养 １２、１４
ｄ“ＣＳ”样的细胞(图 １￣Ｃ 中的红色标记区域)作流式检测并

留作后期集落培养:１２ ｄ 时表达 ＣＤ３４ 的比例接近 ６８％、
ＣＤ３４＋ＣＤ４５＋细胞群接近 ４０％ꎬ １４ ｄ 表达 ＣＤ３４ 的比例高达

７８％(图 １￣Ｃ)ꎮ
Ａ

Ｂ

Ｃ

Ａ ｈＥＳＣｓ 与 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 各自形态及两者共培养造血分化中

４、６、８、１０ 、１２ ｄ 细胞形态变化ꎻＢ 共培养 ８、１０、１２、１４ｄ 细

胞流式检测结果ꎻＣ 镜下 １２ｄ 的“ＣＳ”样细胞及其 ＣＤ３４＋

ＣＤ４５＋比例达 ３９％

图 １　 ｈＥＳＣｓ 与 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 共培养诱导分化过程中

造血干细胞的产生

２ ２　 半固体培养诱导产生红系集落　 １)共培养至 １２ ｄꎬ将
含“ＣＳ”样细胞较多的克隆ꎬ经 ０ ２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ / ＥＤＴＡ 消化ꎬ按
５×１０４个 / ３ ５ ｃｍ 皿接种至半固体状态的甲基纤维素培养基

上ꎬ并在一定浓度的相关造血因子的作用下ꎬ培养 １２－１４ ｄ
诱导生成红系集落(图 ２￣Ａ)ꎻ２)分选人脐血 ＭＮＣｓ 获得纯度

达 ９２ ５％的 ＣＤ３４＋细胞ꎬ按照 ３００ 个 / ３ ５ ｃｍ 皿度接种到半

固体的培养基上ꎬ在相关刺激因子作用下培养(图 ２￣Ｂ)ꎻ３)
在分别培养 １２、１４ ｄ 后ꎬ各取 ２ 种来源的红系集落镜下观察ꎬ
均可见较多红色的红系集落(ＢＦＵ￣Ｅ)ꎻ 将集落用枪头挑取集

落ꎬ０ ２％ＦＢＳ￣ＰＢＳ(－)洗 ２－３ 遍后ꎬ ＭＧＧ 染色:２ 种来源的红

系集落细胞均是 １ 个异质性细胞群ꎬ其中 ｈＥＳＣｓ 来源培养 １２
ｄ 时的 ＢＦＵ￣Ｅ 集落以中幼红细胞为主ꎬ１４ ｄ 时以晚幼红细胞

为主ꎬ细胞胞浆增多ꎬ因 Ｈｂ 合成增加ꎬ其颜色呈灰蓝或灰红

色ꎬ核固缩成“碳核”且偏位(图 ２￣ＣꎬＤ)ꎬ提示本体系中红系

发育其处在 １ 个不断成熟的过程ꎮ

Ａ ｈＥＳＣｓ 诱导产生红系集落流程ꎻＢ 人脐血 ＣＤ３４＋诱导产生

红系集落流程ꎻＣ 人脐血 ＣＤ３４＋ 来源集落培养 １４ ｄ 产生

ＢＦＵ￣Ｅ、Ｍｉｘ 及其 ＭａｙＧｒüｎｗａｌｄ Ｇｉｅｍｓａ 染色结果 ꎻＤ ｈＥＳＣｓ
来源集落培养 １４ ｄ 产生 ＢＦＵ￣Ｅ、Ｍｉｘ 及其 ＭＧ Ｇ 染色结果

(标尺分别为 １００ 和 １０ μｍ)

图 ２　 半固体培养诱导生成红系集落

２ ３　 ｈＵＣＢ￣ＣＤ３４＋ 来源 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞膜表型分子的检测 　
ＧＰＡ 作为红系细胞的特异性标志物ꎬ其出现标志着红系发育

开始进入原始红细胞阶段[２１－２２] ꎬ因此以 ＧＰＡ 为限定分子ꎬ通
过流式细胞术解析 ｈＵＣＢ￣ＣＤ３４＋来源集落培养生成的 ＢＦＵ￣Ｅ
细胞的 ＣＤ７１、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ２９、ＣＤ４７ 等相关膜表型分子共表达

的变化ꎬ并采用 Ｆｌｏｗｊｏ１０ ０ 专用软件分析:根据膜表型分子

不同的表达趋势分为 ２ 类———表达逐渐下降类ꎬ包括 ＣＤ７１、
ＣＤ４９ｄ、ＣＤ２９ꎬ即 ＧＰＡ＋ ＣＤ７１＋、ＧＰＡ＋ ＣＤ４９ｄ＋、ＧＰＡ＋ ＣＤ２９＋ 等

细胞群在红系细胞发育过程中逐渐转为 ＧＰＡ＋ＣＤ７１－、ＧＰＡ＋

ＣＤ４９ｄ－、ＧＰＡ＋ ＣＤ２９－、 ＧＰＡ＋ ＣＤ３６－ꎬ其中下降最明显的是

ＣＤ４９ｄꎬ其次是 ＣＤ２９、ＣＤ３６、ＣＤ７１(图￣３Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ)ꎻ基本不表

达类ꎬＧＰＡ＋ＣＤ４７－ＣＤ３４－(图 ３￣Ｄ)ꎮ
２ ４　 ｈＥＳＣｓ 来源 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞膜表型分子的检测　 ｈＥＳＣｓ 来

源 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞膜表达呈现趋势与对照组( ｈＵＣＢ￣ＣＤ３４＋ 来

源)较为相似ꎬ也可将其分为 ２ 大类:一类是表达逐渐下降ꎬ
如 ＣＤ７１、ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ２９(图 ４￣Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ)ꎬ并且 ＧＰＡ＋ＣＤ４９ｄ＋

与 ＧＰＡ＋ＣＤ２９＋细胞群的表达趋势与 ＧＰＡ＋ＣＤ７１＋十分相似ꎻ
一类是基本不表达的 ＣＤ４７(图 ４￣Ｄ)ꎮ 此外ꎬＭｉｘ 集落中红系

细胞的膜蛋白表达趋势也与 ＢＦＵ￣Ｅ 集落相似ꎬ但其上升或下
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降的趋势不如 ＢＦＵ￣Ｅ 集落明显ꎮ

Ａ ＣＤ７１ 和 ＧＰＡ 表达ꎻＢ ＣＤ４９ｄ 和 ＧＰＡ 表达ꎻＣ ＣＤ２９ 和

ＧＰＡ 表达ꎻＤ ＣＤ４７ 和 ＧＰＡ 表达

图 ３　 人脐血 ＣＤ３４＋来源 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞 １２、１４ ｄ 的

膜表型分子表达情况

Ａ ＣＤ７１ 和 ＧＰＡ 表达ꎻＢ ＣＤ４９ｄ 和 ＧＰＡ 表达ꎻＣ ＣＤ２９ 和

ＧＰＡ 表达ꎻＤ ＣＤ４７ 和 ＧＰＡ 表达

图 ４　 ｈＥＳＣｓ 来源 ＢＦＵ￣Ｅ 和 Ｍｉｘ 集落细胞 １２、１４ ｄ 的

膜表型分子的表达情况

２ ５　 不同来源红系细胞膜蛋白基因的表达 　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检

测:相较于对照组而言ꎬ本体系 ｈＥＳＣｓ / ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 来源红系细

胞在共培养阶段处于幼稚时期ꎬ几乎不表达相关的膜蛋白基

因ꎬ而通过后期的集落培养ꎬ在一定细胞因子的诱导下ꎬ最终

生成的红系集落细胞ꎬ表达相关的跨膜蛋白基因 ＲＨＤ、
ＲＨＡＧ、ＧＹＰＣ 和 ＸＫ 等(图 ５￣Ａ)ꎬ以及膜骨架蛋白基如 ＳＰＴＡ、
ＳＰＴＢ、ＡＮＫ１ 和 ＥＰＢ４１ 等(图 ５￣Ｂ)ꎬ并且它们的表达都在逐

渐增强ꎮ
２ ６　 不同来源 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞的 Ｈｂ 及 Ｂａｎｄ ３ 表达　 免疫荧光

染色显示 ２ 种来源的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞均表达较高比例的 Ｈｂ:对
照组红细胞作为成体型红细胞的代表ꎬ表达较高比例的 β￣
ｇｌｏｂｉｎ 和 Ｂａｎｄ ３(图 ６￣Ａ)ꎻ实验组 ＢＦＵ￣Ｅ 集落 Ｂａｎｄ ３ 表达比

例>６５％、β￣ｇｌｏｂｉｎ 为 ８５％左右ꎬ并且 Ｂａｎｄ ３ 表达上升趋势与

成体型血红蛋白 β￣ｇｌｏｂｉｎ 相似(图 ６￣Ｂ)ꎮ ２ 种来源的 ＢＦＵ￣Ｅ
细胞的 Ｈｂ 及其亚型、Ｂａｎｄ ３ 的表达有明显差异ꎬ(Ｐ<０ ０１)
(图 ６Ｃ)ꎮ

Ａ 跨膜蛋白基因的表达ꎻＢ 膜骨架蛋白基因的表达ꎻⅠ 人脐

血 ＣＤ３４＋来源培养 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞ꎻⅡ 分选的共培养阶

段 １２ ｄ 的 ＧＰＡ＋细胞ꎻⅢ ｈＥＳＣｓ 来源培养 １２ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细

胞ꎻⅣ ｈＥＳＣｓ 来源培养 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞ꎻⅤ ｈＥＳＣｓ 来源

培养 １４ ｄ 的 Ｍｉｘ 细胞ꎻ∗ Ｐ<０ ０５ꎻ ∗∗ Ｐ<０ ０１

图 ５　 ２ 种来源红系集落细胞各膜蛋白基因的表达情况(ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)

Ａ ｈＵＣＢ￣ＣＤ３４＋来源的培养 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞的各个 Ｈｂ

亚基及 Ｂａｎｄ ３ 表达比例ꎻＢ ｈＥＳＣｓ 来源的培养 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣

Ｅ 细胞的各个 Ｈｂ 亚基及 Ｂａｎｄ ３ 表达比例ꎻＣ Ｈｂ 分别与 ε￣

ｇｌｏｂｉｎ、β￣ｇｌｏｂｉｎ、Ｂａｎｄ ３ 共表达百分比ꎻ ∗ Ｐ<０ ０１

图 ６　 ２ 种来源的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞的各个 Ｈｂ 亚基及

Ｂａｎｄ ３ 的表达比例　 　 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
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３　 讨论

近年来ꎬ为尽早将 ｈＥＳＣｓ 来源的红细胞应用于临床ꎬ中
外众多研究团队致力于体外诱导产生红细胞的产量、成熟度

及功能特性的研究ꎮ 对体外诱导生成的红细胞成熟度的评

价主要包括脱核效率的提高、β￣ｇｌｏｂｉｎ 的表达等[７] ꎻ而红细胞

的膜蛋白作为其重要的功能蛋白ꎬ对维持红细胞的双凹盘

状ꎬ变形性和功能特性有着重要的作用ꎬ有望成为红系发育

成熟过程中的另一重要监测指标[１９] ꎮ
早在 ２００８ 年我们中就有人证明了 ｈＥＳＣｓ 在体外诱导生

成红系是 １ 个逐渐成熟的过程:经过与具有成体造血“教育

环境”的基质细胞共培养诱导生成造血干祖细胞ꎬ再通过后

期集落培养ꎬ液体培养ꎬ最终生成能表达高比例 β￣ｇｌｏｂｉｎ
[(９９ ８±０ ６)％]的红细胞并具有 Ｇ６ＰＤ 高活性[７] ꎮ 随后有

研究对不同来源的红系细胞发育过程中的膜蛋白作了解析ꎬ
如 Ａｎ 等[２３]的小鼠实验结果显示ꎬ从红系发育早期至后期过

程中ꎬ几乎所有的红细胞膜骨架蛋白的表达都呈上升趋势

(Ａｃｔｉｎ 除外)ꎬ而跨膜蛋白 /整合蛋白分表达量呈上升、下降、
基本不表达 ３ 种不同模式ꎮ 为了研究 ＨＳＣｓ 来源的红系细胞

发育ꎬＳｏｕｔｈｃｏｔｔ 等[２４]用流式细胞术解析得到了红系细胞特异

性表面抗原的表达顺序ꎮ Ｌｉｕ 等[１９] 则将 ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋

细胞来源的红系细胞的膜蛋白表达情况归类ꎬ最终将 Ｂａｎｄ
３、α４￣ｉｎｔｅｇｒｉｎ(ＣＤ４９ｄ) 作为筛选该来源不同发育阶段红系细

胞的标志物ꎮ 我们近前对于 ｈＥＳＣｓ 来源的红系细胞的 ＣＤ３６
表达模式的研究也发现:ｈＥＳＣｓ 与 ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞在共

培养阶段生成的红系细胞表型为 ＧＰＡ＋ ＣＤ３６－ꎬ而在悬浮培

养阶段 ＧＰＡ＋ＣＤ３６＋的红系细胞数量明显增多ꎬ随着其进一

步成熟ꎬ红系细胞表型为 ＧＰＡ＋ＣＤ３６－ [２５] ꎮ
本组数据显示ꎬｈＥＳＣｓ(实验组)和 ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋细

胞(对照组)２ 种不同来源造血干祖细胞诱导生成的 ＢＦＵ￣Ｅ
集落红系细胞的膜表型分子ꎬ不仅流式解析呈相同趋势(图
３－４)ꎬ而且 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 证实 ｈＥＳＣｓ / ｍＡＧＭ￣Ｓ３ 来源红系细胞在

共培养阶段虽然几乎还未表达相关的膜蛋白基因ꎬ但通过后

期集落培养生成的红系细胞ꎬ其膜骨架蛋白和跨膜蛋白基因

的表达都在逐渐增强(图 ５)ꎬ提示本实验体系红系发育处于

１ 个膜蛋白活跃合成的发育过程ꎮ 同时ꎬ我们解析了 ｈＥＳＣｓ
诱导生成的 Ｍｉｘ 集落红系细胞相关膜蛋白基因的表达趋势ꎬ
发现其普遍低于 ＢＦＵ￣Ｅ 集落(图 ５)ꎮ 这些数据说明本实验

体系可以逐步将 ｈＥＳＣｓ 来源的红细胞“教育”成熟ꎮ
Ｂａｎｄ ３ 作为 １ 个重要的评价体外生成的成体来源(骨

髓、外周血、脐带血)的红细胞的成熟度的蛋白分子[２６] ꎬ对于

本实验体系同样适用ꎮ 免疫荧光染色结果显示ꎬｈＥＳＣｓ 来源

培养 １４ ｄ 的 ＢＦＵ￣Ｅ 细胞也表达较高比例的 β￣ｇｌｏｂｉｎ 和 Ｂａｎｄ
３ꎬ而且 Ｂａｎｄ ３ 与 β￣ｇｌｏｂｉｎ 的表达水平明显平行呈正相关(图
６)ꎬ说明 Ｂａｎｄ ３ 可作为追踪 ｈＥＳＣｓ 来源红细胞成熟度的良

好标志蛋白ꎬ它的表达及其与其他膜蛋白的共表达可用来定

义 ｈＥＳＣｓ 来源红细胞成熟中的关键步骤ꎮ
综上ꎬ本实验体系中 ｈＥＳＣｓ 向红细胞的诱导生成是 １ 个

逐步成熟的过程ꎬ即遵循一定的规律:共培养阶段产生的

ＧＰＡ＋细胞还处于幼稚时期ꎬ但经过 ＡＧＭ￣Ｓ３ 基质细胞的“教

育”ꎬ该阶段诱导产生的造血干祖细胞(ＣＤ３４＋ＣＤ４５＋细胞)ꎬ
通过后期添加特定的红系相关诱导因子做集落培养ꎬ在适宜

的环境下定向分化为红系细胞ꎬ并不断发育成熟ꎮ 在此成熟

过程中ꎬｈＥＳＣｓ 和 ｈＵＣＢ￣ＭＮＣｓ￣ＣＤ３４＋细胞来源的红系细胞变

化相似:某些谱系特异性膜蛋白表达上调ꎬ其中最典型的就

是 Ｂａｎｄ ３ 蛋白的表达(图 ６)ꎬ此外ꎬ大多数红细胞膜蛋白基

因表达增强ꎬ而一些膜表型分子ꎬ如黏附分子的表达逐渐减

少(图 ４)ꎮ 因此ꎬｈＥＳＣｓ 来源红系细胞膜蛋白在早期发育阶

段期的表达模式较好地模拟了人类红系生成过程ꎬ通过追踪

ｈＥＳＣｓ 来源红细胞膜蛋白的表达或可为研究早期人类红细

胞生成提供理想的实验模型ꎬ尤其适用于研究与红细胞生成

中的膜缺陷相关的遗传性疾病的发病机理ꎮ 例如ꎬ遗传球形

红细胞增多症是目前主要的红细胞膜蛋白缺陷疾病ꎬ病因是

由于相关膜蛋白基因 ＳＰＴＡ、ＳＰＴＢ、ＡＮＫ１、ＳＬＣ４Ａ１ 突变导致

α￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ、β￣ｓｐｅｃｔｒｉｎ、Ａｎｋｙｒｉｎ、Ｂａｎｄ ３ 和 Ｂａｎｄ４ ２ 蛋白缺陷或

异常[２７] ꎮ 同时ꎬ通过共培养和集落测细胞谱系特异性膜蛋

白的表达模式为 ｈＥＳＣｓ 来源红细胞的成熟的研究提供了明

确线索ꎮ
虽然我们的实验体系暂时无法精确到蛋白定量水平ꎬ但

进一步的研究是希望在各发育不同阶段通过单细胞转录和

蛋白组学检测手段ꎬ对各成熟阶段红系细胞膜蛋白做深度解

析ꎬ发现并筛选人类红细胞早期生成过程中的阶段性膜蛋白

特异性异常基因ꎬ最终通过基因编辑技术矫正患者 ｉＰＳ 细胞

的缺陷膜蛋白基因并诱导生成患者所需的红细胞ꎬ以达到个

体化治疗的目的ꎮ 同时ꎬ这也将为分子药物筛选以及基因靶

向治疗提供可靠的实验证据ꎮ
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[２４] Ｓｏｕｔｈｃｏｔｔ ＭＪꎬ Ｔａｎｎｅｒ ＭＪꎬ Ａｎｓｔｅｅ ＤＪ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｓｉｓ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ.
Ｂｌｏｏｄꎬ １９９９ꎬ ９３ (１２) : ４４２５￣４４３５.

[２５] Ｍａｏ Ｂꎬ Ｓｈｕ Ｈꎬ Ｌｕ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ.Ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ ｅｒｙｔｈ￣
ｒｏｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ｂｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎ Ａ (ＣＤ２３５ａ)ꎬ ＣＤ３４ ａｎｄ ＣＤ３６. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ
２０１６ꎬ ７ (５) : ８６９￣８８３.

[２６] Ｌｏｗ ＰＳꎬ Ａｌｌｅｎ ＤＰꎬＺｉｏｎｃｈｅｃｋ ＴＦꎬｅｔ ａｌ. Ｔｙｒｏｓｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｂａｎｄ ３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ. Ｊ. Ｂｉｏｌ. Ｃｈｅｍꎬ１９８７ꎬ
２６２ (１０) : ４５９２￣４５９６.

[２７] Ｅｂｅｒ Ｓꎬ Ｌｕｘ ＳＥ. Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｓｐｈｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ￣￣ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｈａｔ
ｃｏｎｎｅｃｔ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｂｉｌａｙｅｒ. Ｓｅｍｉｎ Ｈｅｍａ￣
ｔｏｌꎬ ２００４ꎬ ４１ (２) : １１８￣１４１.

(２０１７￣０１￣３１ 收稿ꎬ０３￣２１ 修回)

本文编辑:蔡辉

关于发布«临床实验室质量指标»等 ５ 项推荐性卫生行业标准的通告

　 　 现发布«临床实验室质量指标»等 ５ 项推荐性卫生行业标准ꎬ其编号和名称如下:
　 　 　 　 ＷＳ / Ｔ ４９６－２０１７ 临床实验室质量指标

　 　 　 　 ＷＳ / Ｔ ４９７－２０１７ 侵袭性真菌病临床实验室诊断操作指南

　 　 　 　 ＷＳ / Ｔ ４９８－２０１７ 细菌性腹泻临床实验室诊断操作指南

　 　 　 　 ＷＳ / Ｔ ４９９－２０１７ 下呼吸道感染细菌培养操作指南

　 　 　 　 ＷＳ / Ｔ ５１４－２０１７ 临床检验方法检出能力的确立和验证

　 　 　 　 上述标准自 ２０１７ 年 ７ 月 １ 日起施行ꎮ
　 　 　 　 特此通告ꎮ

国家卫生计生委
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１４２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３
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△通信作者: 贾永前( １９６３ １２￣)ꎬ男ꎬ主任医师ꎬ教授ꎬ博士研究生导

师ꎬ主要从事造血干细胞及脐血干细胞移植的临床研究和血液病的

实验诊断研究ꎬ电话: ０２８￣８５４２２３６６ꎬＥｍａｉｌ: ｊｉａ＿ｙｑ＠ ｓｃｕ ｅｄｕ ｃｎ

论著

西达本胺联合地西他滨对霍奇金淋巴瘤细胞株增殖及凋亡的影响

胡莲洁　 姜涛　 王甫珏　 成晓敏　 贾永前△(四川大学 华西医院 血液内科ꎬ四川成都 ６１００４１)

　 　 摘要:目的　 探讨西达本胺联合地西他滨对霍奇金淋巴瘤(ＨＬ)细胞株 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞增殖及凋亡的影响ꎮ
方法　 采用 ＭＴＴ 法检测西达本胺单用或联合使用地西他滨对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞的增殖与抑制作用ꎬ流式细胞术检

测细胞凋亡情况及线粒体膜电位变化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白的表达ꎮ 结果 　 西达本胺作用

２４、４８、７２ ｈ 可抑制 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞增殖ꎬ且呈现浓度和时间依赖性ꎬ对 ２ 种细胞的 ＩＣ５０(μｍｏｌ / Ｌ)分别为 １ ９１ 和

３ ４６ꎮ 西达本胺(μｍｏｌ / Ｌ)(对 Ｈｓ４４５ 为 ０ ２５、０ ５ꎬ对 Ｌ４２８ 为 １、２)与地西他滨(μｍｏｌ / Ｌ)(０ ５、２)分别联合作用 ７２
ｈꎬ对 ２ 种细胞的增殖抑制率(％)分别为 ３５ ７６±０ ９７、５４ ２０±１ ３２、５４ １２±１ ２４、７３ １３±０ ４５ꎬ４１ ０５±０ ６７、５６ ４０±
０ ３９、６７ ８０±０ ８９、８２ ３５±１ ４５ꎬ对应浓度的西达苯胺单药组的增殖抑制率(％)为 １２ ０２±１ ４１、３１ ００±０ ９０ꎬ１８ ０３±
０ ９１、３６ ００±０ ２１(Ｐ<０ ０５)ꎬ且均为两药相互作用的协同指数(ＣＩ)<１ꎮ ０ ５ μｍｏｌ / Ｌ 西达本胺单用或其与 ２ μｍｏｌ / Ｌ
地西他滨联合作用 ４８ ｈ 后 Ｈｓ４４５ 细胞凋亡率(％)分别为 １３ ２２±３ １２ ｖｓ ６７ ２６±７ ８７(Ｐ<０ ０１)ꎻ２ μｍｏｌ / Ｌ 西达本胺

单用或其与 ２ μｍｏｌ / Ｌ 地西他滨联合作用 ４８ ｈ 后 Ｌ４２８ 细胞凋亡率(％)分别为 ３４ ０３±４ ６７ ｖｓ ７０ ５８±５ ７６(Ｐ<０ ０１)ꎻ
联合用药组 ｃｌｅａｖｅｄＰＲＡＰ 蛋白表达和线粒体膜电位的下降也明显高于单药组ꎮ 结论　 西达本胺可抑制 ＨＬ 细胞株

增殖并诱导其凋亡ꎬ与地西他滨联用对 ＨＬ 细胞株的增殖抑制及诱导凋亡具有明显著的协同效应ꎮ
关键词:霍奇金淋巴瘤ꎻ西达本胺ꎻ地西他滨ꎻ细胞增殖ꎻ细胞抑制ꎻ表观遗传学调控

　 　 中图分类号:Ｒ４５３　 Ｒ７３３ ４　 Ｒ９７９ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０２４２￣０５
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈｏｄｇｋｉｎ'ｓ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
　 ＨＵ Ｌｉａｎｊｉｅꎬ ＪＩＡＮＧ Ｔａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｆｕｊｕｅꎬ ＣＨＥＮＧ Ｘｉａｏｍｉｎꎬ ＪＩＡ Ｙｏｎｇｑｉａｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ Ｈｏｓｐｉ￣
ｔａｌꎬＳｉｃｈｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００４１ꎬ Ｃｈｉｎａ. Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＪＩＡ Ｙｏｎｇｑｉａｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏ￣
ｓｉｓ ｏｆ Ｈｏｄｇｋｉｎ'ｓ ｌｙｍｐｈｏｍａ (ＨＬ) ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ Ｈｓ４４５ ａｎｄ Ｌ４２８.Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｐｒｏｌｉｆｅｒ￣
ａｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｏｎ Ｈｓ４４５ ａｎｄ Ｌ４２８ ｃｅｌｌ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｈｓ４４５ ａｎｄ Ｌ４２８ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎ￣
ｎｅｒ ａｆｔｅｒ ２４ꎬ ４８ꎬ ７２ ｈ. Ｔｈｅ ＩＣ５０ (μｍｏｌ / Ｌ) ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｏｎ Ｈｓ４４５ ａｎｄ Ｌ４２８ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ １ ９１ ａｎｄ ３ ４ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ
Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ (μｍｏｌ / Ｌ) (０ ２５ꎬ０ ５ ｆｏｒ Ｈｓ４４５ ａｎｄ １ꎬ２ ｆｏｒ Ｌ４２８) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ (μｍｏｌ / Ｌ) (０ ５ꎬ ２) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ｆｏｒ ７２ ｈｏｕｒｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％) ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ３５ ７６±０ ９７ꎬ ５４ ２０±１ ３２ꎬ
５４ １２±１ ２４ꎬ ７３ １３±０ ４５ꎻ ４１ ０５±０ ６７ꎬ ５６ ４０±０ ３９ꎬ ６７ ８０±０ ８９ꎬ ８２ ３５±１ ４５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％) ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｗｅｒｅ １２ ０２±１ ４１ꎬ３１ ００±０ ９０ꎻ１８ ０３±０ ９１ꎬ
３６ ００±０ ２１(Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ＣＩ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １. Ｔｈｅ ４８ｈ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ (％)ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ (０ ５ μｍｏｌ /
Ｌ) ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ (２ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｎ Ｈｓ４４５ ｗｅｒｅ １３ ２２±３ １２ ｖｓ ６７ ２６±７ ８７ (Ｐ<０ ０１). Ｔｈｅ ４８ｈ ａｐｏｐ￣
ｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ (％) ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ (２ μｍｏｌ / Ｌ) ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ (０ ５ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｎ Ｌ４２８ ｗｅｒｅ ３４ ０３±４ ６７ ｖｓ
７０ ５８±５ ７６ (Ｐ<０ ０１). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｈａｎ ｓｉｎｇｌｅ ｇｒｏｕｐ.Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＬ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅ ｗｉｔｈ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＬ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｈｏｄｇｋｉｎ Ｌｙｍｐｈｏｍａꎻ Ｃｈｉｄａｍｉｄｅꎻ Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅꎻ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎻ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

霍奇金淋巴瘤(Ｈｏｄｇｋｉｎ′ｓ ｌｙｍｐｈｏｍａꎬＨＬ)是 １ 种来源于

生发中心 Ｂ 淋巴细胞的恶性肿瘤ꎮ 近年来 Ｍｕｒｒａｙ[１] 和

Ｓｅｉｔｚ[２]等的研究证实表观遗传学调控异常在 ＨＬ 的发病机制

中起重要作用ꎮ 目前研究较多的表观遗传学调控异常ꎬ包括

组蛋白去乙酰化酶(ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓꎬＨＤＡＣ)异常活化及

ＤＮＡ 异常甲基化 ２ 个方面ꎬ而这 ２ 方面的异常与 Ｂ 细胞特异

性基因表达下调和 ＨＬ 特征性的基因表达上调有关ꎬ后两者

共同促进了 ＨＬ 细胞的恶性转化[３] ꎮ 因此ꎬ可以推测 ＨＤＡＣ
抑制剂联合去甲基化药物对 ＨＬ 的治疗可能具有协同作用ꎮ
地西他滨是目前国内最常用的去甲基化药物ꎬ广泛应用于骨
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髓增生异常综合征及老年急性髓细胞白血病的治疗ꎻ西达本

胺是国内研发的第 １ 个选择性 ＨＤＡＣ 抑制剂ꎬ已被批准用于

外周 Ｔ 细胞淋巴瘤的治疗[４] ꎮ 西达本胺联合地西他滨对 ＨＬ
细胞的作用如何ꎬ我们为此探讨了二者联合作用对 ＨＬ 细胞

株 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞增殖及凋亡的影响ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 ＨＬ 细胞株来源　 Ｈｓ４４５ 细胞株(ＨＴＢ￣１４６)ꎬＬ４２８ 细胞

株(ＣＲＬ￣１８４５)(美国 ＡＴＣＣ)ꎬ浓度均为 １×１０６个 / ｍＬꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器 　 西达本胺 (片剂 ５ ｍｇ /片ꎬ批号

２０１５０８２５ꎬ深圳微芯公司)ꎻ地西他滨(注射液 ５０ ｍｇ /安瓶ꎬ
批号 １２０３０３ꎬ江苏正大天晴公司)ꎻＰＲＭＩ１６４０ 培养基(货号

ＳＨ３００２２ ０１Ｂ)ꎬ胎牛血清 (货号 ｓｖ３００１６０ ０３) (美国 Ｈｙ￣
ｃｌｏｎｅ)ꎻ噻唑蓝(ＭＴＴ)(货号 Ｍ２１２８ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＣｏｃｋ￣
ｔａｉｌ 蛋白酶抑制剂(货号 ４６９３１１６００１ꎬ美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻ磷酸

酶抑制剂(货号 ＫＧＰ６０２)ꎬ周期检测试剂盒(货号 ＫＧＡ５１１)
(南京凯基生物科技发展有限公司)ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

(货号 ＣＷ００１４Ｓꎬ北京康为试剂公司)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋
亡试剂盒(货号 ＦＸＰ０１８￣１００ꎬ北京四正柏公司)ꎻ线粒体膜电

位检测 ＪＣ￣１ 染料(货号 Ｃ２００６ꎬ上海碧云天公司)ꎻＧＡＰＤＨ 抗

体(货号 ＴＡ３３６６２１ꎬ北京中杉金桥公司)ꎬＣｌｅａｖｅｄ ＰＲＡＰ 抗体

(货号 ５６２５Ｓꎬ美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎻ碘化丙啶(ＰＩ)
(货号 Ｃ０１２３ꎬ上海宝曼生物科技有限公司)ꎻＲＮＡ 酶(货号

Ｍ００４４ꎬ上海远慕生物科技有限公司)ꎻ９６ 孔板(ＮＥＳＴꎬ货号

７０１１０１ꎬ上海百研生物科技有限公司)ꎻ酶标仪(ＥＬＸ８００ꎬ美
国 ＢｉｏＴｅｋ)ꎻＣＯ２恒温孵箱(３１１１ 型ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ) ꎻ
离心机(Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ￣１５Ｒ)ꎬ流式细胞仪(ＭｏＦｌｏ ＸＤＰ Ｎａｖｉｏｓ)(美
国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ)ꎮ
１ ３　 细胞培养　 分别取 １×１０６个 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞悬浮培

养在含 １０％胎牛血清(１ ｍＬ)和 １％青霉素 /链霉素(１００ Ｕ /
ｍＬꎬ０ １ ｍＬ)的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液 １０ ｍＬ 中ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２

饱和湿度的恒温培养箱中持续培养ꎬ每 ２－３ ｄ 换液传代ꎬ以
１ ∶３传代ꎬ取对数生长期细胞做试验ꎬ所有试验均重复 ３ 次ꎮ
１ ４　 实验分组及细胞增殖抑制试验　 实验组:取 Ｈｓ４４５ 和

Ｌ４２８ 细胞 １ ３５×１０４个ꎬ按 ９０ μＬ /孔接种于 ９６ 孔板ꎬ加入终

浓度分别为 ０ １、０ ３、１、３、１０、３０ μｍｏｌ / Ｌ 的西达本胺各 １０
μＬꎬ每个浓度设 ３ 个复孔ꎻ对照组:不加药ꎬ其他培养细胞的

条件同实验组ꎻ空白组:仅为不含细胞的培养液ꎮ 按上述分

组方法铺 ３ 个 ９６ 孔板(每个 ９６ 孔板均含相同的实验组、对
照组、空白组)ꎬ将 ３ 个板置 ３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中

培养ꎬ分别培养至 ２４、４８、７２ ｈꎬ在各个培养时间终点时取出

９６ 孔板ꎬ加入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ /孔ꎬ继续在培养箱中再孵育 ４
ｈꎬ取出 ９６ 孔板ꎬ加入 ＭＴＴ 溶解液 １００ μＬ /孔ꎬ孵箱外室温放

置待蓝紫色结晶甲瓒充分过夜溶解ꎬ次日用酶标仪测定 ５７０
ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ)值ꎬ采用 ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ６ 软件(美国

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔｗａｒｅ)计算细胞增殖抑制率[ ＩＲ(％)＝ (实验组

ＯＤ 值－对照组 ＯＤ 值) / (对照组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值) ×
１００％]及 ＩＣ５０ꎮ 根据文献[５]方法及我们前期的预实验结

果ꎬ两药联合作用时ꎬＨｓ４４５ 细胞中西达本胺浓度选择 ０ ２５
和 ０ ５ μｍｏｌ / ＬꎬＬ４２８ 细胞中西达本胺浓度选择 １ 和 ２ μｍｏｌ /

Ｌꎬ２ 种细胞中地西他滨浓度均选择 ０ ５ 和 ２ μｍｏｌ / Ｌꎬ培养时

间 ７２ ｈꎬ并同时设对照组和空白组ꎬ采用 ＣａｌｃｕＳｙｎ ｖ２ ０(英国

ＢＩＯＳＯＦＴ)软件计算协同指数(ＣＩ)ꎮ
１ ５　 细胞周期检测　 收集药物处理 ２４ ｈ 的细胞悬液ꎬ２５０ ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎻ残余 ＰＢＳ 重悬细胞后加至 １
ｍＬ 预冷的 ７５％乙醇中ꎬ４℃冰箱过夜固定ꎻ３００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ加 ＰＢＳ ２００ μＬ 重悬细胞ꎬ加入 ２ μＬ ＰＩ
及无 ＤＮＡ 酶污染的 ＲＮＡ 酶(工作液 ５ μｇ / ｍＬ)混匀ꎬ３７℃水

浴 ３０ ｍｉｎ 后上流式细胞仪检测ꎮ
１ ６　 细胞凋亡检测　 收集药物处理 ４８ ｈ 的细胞悬液ꎬ５００ ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎻ加入 ２００ μＬ 的结合缓冲液

(ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ)重悬细胞ꎬ避光加入 ２ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ￣ＦＩＴＣ
和 １ ５ μＬ ＰＩ ꎬ避光孵育 １５ ｍｉｎ 后ꎬ<１ ｈ 上流式细胞仪检测ꎮ
１ ７　 线粒体膜电位检测　 收集药物处理 ７２ ｈ 的细胞ꎬ重悬

于 ０ ５ ｍＬ 培养液中ꎬ加入 ０ ５ ｍＬ Ｊｃ￣１ 工作液(５０ μＬ Ｊｃ￣１＋８
ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ＋２ ｍＬ 缓冲液)ꎬ培养箱孵育 ２０ ｍｉｎꎬ３００ ｇ 离心 ３
ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬后上流式细胞仪检测ꎮ
１ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 收集药物处理 ４８ ｈ 的各组细胞ꎬ加
入 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 细胞裂解液 ５０ μＬ 及 １％的磷酸酶抑制剂 ０ １ μＬ
混匀后冰上裂解 ４０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 收集上清ꎬＢＣＡ
法测蛋白浓度ꎬ以 ４０ μｇ 总蛋白做 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后转膜至

ＰＶＤＦ 膜ꎬ室温封闭 １ ｈꎬ一抗 ４℃孵育过夜ꎬ次日洗涤后加入

相应二抗共孵育 １ ｈꎬ洗涤后做 Ｘ 光胶片显影[５] ꎮ
１ ９　 统计学分析　 定量数据用“均数±标准差(ｘ＋ｓ)”表示ꎬ
采用 ＳＰＳＳ１７ ０ 统计软件做统计学分析ꎬ两样本均数比较采

用 ｔ 检验ꎬ多组均数的比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０ ０５ 为

差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 西达本胺对 Ｈｓ４４５ 及 Ｌ４２８ 细胞增殖、细胞周期及凋亡

的影响　 １)西达本胺能抑制 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞增殖ꎬ且呈

现时间和浓度依赖性(图 １)ꎮ 西达本胺作用 ４８ ｈ 对 Ｈｓ４４５
和 Ｌ４２８ 细胞的 ＩＣ５０ 分别为 １ ９１ 和 ３ ４６ μｍｏｌ / Ｌꎮ ２)当西

达本胺浓度为 ０ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＨｓ４４５ 细胞 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞

比例(％)分别为 ６６ ８２± ４ ０８ ｖｓ ７９ ６５± ５ ９７( ｔ ＝ ３ ０７ꎬＰ<
０ ０５)ꎬＧ２ / Ｍ 期细胞比例(％)分别为 ２３ ７４±２ ３７ ｖｓ １６ １８±
１ ６２( ｔ＝ ４ ５６ꎬＰ<０ ０５)ꎻＬ４２８ 细胞 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞比例(％)
分别为 ５７ ５１±５ ７５ ｖｓ ８１ ５１±８ １５( ｔ ＝ ４ １７ꎬＰ<０ ０５)ꎬＧ２ / Ｍ
期细胞比例(％)分别为 ３２ ７１±３ ２７ ｖｓ １５ １３±１ ５１( ｔ＝ ４ ５６ꎬ
Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ ３)以 １ 和 ０ ３ μｍｏｌ / Ｌ 西达本胺分别处理

Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞 ４８ ｈ 后细胞凋亡开始增加ꎬ并随着药物

浓度增加细胞凋亡率逐渐增加(图 ３)ꎮ
２ ２　 西达本胺联合地西他滨协同抑制 Ｈｓ４４５ 及 Ｌ４２８ 细胞

增殖　 见表 １－２ꎮ
２ ３　 西达本胺联合地西他滨协同促进 Ｈｓ４４５ 及 Ｌ４２８ 细胞

凋亡　 为检测西达本胺联合地西他滨对 Ｈｓ４４５ 及 Ｌ４２８ 细胞

凋亡的影响ꎬ分别进行单药及两药联合后细胞凋亡率、凋亡

蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、线粒体膜电位的检测ꎮ Ｈｓ４４５ 细胞选用

０ ５ μｍｏｌ / Ｌ 西达本胺和 ２ μｍｏｌ / Ｌ 地西他滨ꎬＬ４２８ 细胞选用

２ μｍｏｌ / Ｌ 西达本胺和 ０ ５ μｍｏｌ / Ｌ 地西他滨ꎮ 西达本胺单药
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作用、西达本胺和地西他滨联合作用 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞的

凋亡率(％)分别为 １３ ２２±３ １２、３４ ０３±４ ６７ꎬ６７ ２６±７ ８７、
７０ ５８±５ ７６( ｔ＝ １１ ０６、８ ５４ꎬＰ<０ ０１)(图 ４)ꎮ Ｈｓ４４５ 细胞单

药组和对照组均无明显的 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 表达ꎬ联合用药组

Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 的表达增加ꎬ Ｌ４２８ 细胞对照组无明显的

Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 表达ꎬ单药组均可见少量 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 表达ꎬ
联合用药组 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 表达明显强于单药组(图 ５－ａ)ꎻ两
药联合处理 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞 ７２ ｈ 的线粒体膜电位降低程

度均明显高于单药组(图 ５－Ｂ)ꎮ

　 　
∗与西达本胺浓度为 ０ 组比较ꎬＰ<０ ０５　 　 　 　 　

图 １　 西达本胺对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞增殖的影响　 　 　 　 　 　 图 ２　 西达本胺对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞周期的影响

图 ３　 西达本胺对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞凋亡的影响

表 １　 西达本胺联合地西他滨对 Ｈｓ４４５ 细胞增殖的影响

及两药协同指数

地西他滨

０ μｍｏｌ / Ｌ ０ ５ μｍｏｌ / Ｌ ２ μｍｏｌ / Ｌ
ＩＲ(％) ＩＲ(％) ＣＩ ＩＲ(％) ＣＩ

西达本胺 ０ ２５ １２ ０２±１ ４１ ３５ ７６±０ ９７∗ ０ ５５ ５４ ２０±１ ３２∗ ０ ６１
(μｍｏｌ / Ｌ) ０ ５ ３１ ００±０ ９０ ５４ １２±１ ２４∗ ０ ５４ ７３ １３±０ ４５∗ ０ ５１

注:根据药物作用 ２ 种细胞株的 ＩＣ５０ 值ꎬ选择低浓度的西达本胺与

地西他滨分别联合作用 ７２ ｈꎻＩＲ(％)为增殖抑制率ꎬＣＩ 为两药协同

指数(下同)ꎻ∗和西达本胺单药组相比ꎬ ｔ 值分别为 ２４ ０２、３７ ８２、
２６ １３、７２ ５１ꎬＰ<０ ０５

表 ２　 西达本胺联合地西他滨对 Ｌ４２８ 细胞增殖的影响

及两药协同指数

地西他滨

０ μｍｏｌ / Ｌ ０ ５ μｍｏｌ / Ｌ ２ μｍｏｌ / Ｌ
ＩＲ(％) ＩＲ(％) ＣＩ ＩＲ(％) ＣＩ

西达本胺 １ １８ ０３±０ ９１ ４１ ０５±０ ６７∗ ０ ２３ ５６ ４０±０ ３９∗ ０ １６
μｍｏｌ / Ｌ ２ ３６ ００±０ ２１ ６７ ８０±０ ８９∗ ０ １２ ８２ ３５±１ ４５∗ ０ １２

∗和西达本胺单药组相比ꎬｔ 值分别为 ３５ ２８、６７ １３、６０ ２３、５４ ７９ꎬＰ
<０ ０５

３　 讨论

ＨＬ 是严重危害青少年生命健康的恶性淋巴系统肿瘤ꎬ
约占所有淋巴瘤类型的 １１ ２％ [７] ꎮ 目前对 ＨＬ 的治疗已使

得约 ７０％－８０％的 ＨＬ 患者获得了长期无病生存ꎬ但仍有约

５％－１０％的人对现有治疗原发耐药ꎬ约 １０％－１５％的早期患

者和 ２０％－４０％的进展期患者出现复发[８－９] ꎻ因而大剂量化

疗联合自体造血干细胞移植是复发 /难治 ＨＬ 患者的主要选

择ꎮ 近年来ꎬ新的分子靶向药物及表观调控药物已在 ＨＬ 的

治疗中显示出良好的应用前景ꎬ如 ＣＤ３０ 单抗(ＢＶ)、ＰＤ￣１ 单

抗、ＨＤＡＣ 抑制剂、来那度胺和 ｍ￣ＴＯＲ 抑制剂等[７] ꎮ

∗Ｐ<０ ０１

图 ４　 西达本胺联合地西他滨对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８
细胞凋亡率的影响

ＨＤＡＣ 的异常活化及 ＤＮＡ 的异常甲基化是 ＨＬ 表观遗

传学调控异常的最重要的 ２ 个方面ꎮ 有研究发现ꎬＨＬ 细胞

和病理组织中均存在Ⅰ类 ＨＤＡＣ(ＨＤＡＣ１￣３)的高表达[１０－１１] ꎬ
这为 ＨＤＡＣ 抑制剂在 ＨＬ 中的应用提供了理论依据ꎮ 体外

研究证实ꎬⅠ类 ＨＤＡＣ 抑制剂 ＭＧＣＤ０１０３ 可抑制 ＨＬ 细胞株

增殖并诱导凋亡ꎬ可能的机制包括上调乙酰化组蛋白和细胞

周期调节蛋白 Ｐ２１、下调 ＸＩＡＰ、激活 ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ９
等[１２] ꎮ 有数项临床研究显示ꎬ在复发 /难治 ＨＬ 患者中ꎬ使用

ＨＤＡＣ 抑制剂治疗的反应率大约为 ２０％ [１３－１４] ꎮ 西达本胺是

苯酰胺类 ＨＤＡＣ 抑制剂ꎬ能选择性抑制 ＨＤＡＣ１￣３ 和 １０ꎬ对多

种肿瘤细胞具有良好的抑制作用[１５] ꎻ我们的研究显示西达

本胺对 ＨＬ 细胞株 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 具有抑制增殖、阻滞细胞停

滞于 Ｇ０ / Ｇ１ 期及诱导凋亡的作用(图 １－３)ꎮ

４４２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



图 ５　 西达本胺联合地西他滨对 Ｈｓ４４５ 和 Ｌ４２８ 细胞凋亡蛋白及线粒体膜电位的流式检测

由于 ＨＬ 细胞株和原代肿瘤细胞均存在异常甲基化引起

的 Ｂ 细胞特异基因的表达下调[１５] ꎬ因此去甲基化药物对 ＨＬ
有潜在的治疗作用ꎮ 地西他滨主要用于骨髓增生异常综合

征和老年急性髓细胞白血病 ( ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ
ＡＭＬ)的治疗ꎬ其在淋巴系统恶性肿瘤中的应用正在探索

中[１７－１８] ꎮ Ｓｗｅｒｅｖ 等[５]研究显示地西他滨能抑制经典型 ＨＬ
细胞株的增殖ꎬ机制可能与促进 ＣＤＫＮ１Ａ 和 ＧＡＤＤ４５Ａ 等基

因表达有关ꎮ 而 ２ 种不同作用机制的表观遗传学调控药物

联合治疗 ＨＬ 是否具有协同作用引起了人们的关注ꎮ 已有体

外实验证实ꎬ地西他滨和多种 ＨＤＡＣ 抑制剂能通过激活

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和上调乙酰化组蛋白来协同抑制弥漫大 Ｂ 细胞淋

巴瘤细胞的增殖并诱导凋亡[１９] ꎮ 同样也有临床实验显示ꎬ
地西他滨联合 ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ 在复发 /难治急性淋巴细胞白血病的

治疗中表现出较好的临床应用前景和良好的耐受性[２０] ꎮ 我

们的研究显示ꎬ西达本胺联合地西他滨对 ＨＬ 细胞株 Ｈｓ４４５
和 Ｌ４２８ 有协同抑制增殖和促进凋亡的作用(表 １－２)ꎬ联合

作用时线粒体膜电位的变化和 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 的表达情况也

符合凋亡相关改变(图 ４－５)ꎮ
ＨＤＡＣ 抑制剂与去甲基化药物协同作用的相关机制目

前还不是很清楚ꎮ 真核生物基因组的功能与组蛋白的翻译

后修饰(ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓꎬＰＴＭｓ)关系密切ꎬ真核

生物通过特定的蛋白识别组蛋白 ＰＴＭｓ 组成“语言”调控基

因表达ꎬ而 ＤＮＡ 的甲基化和组蛋白的 ＰＴＭｓ 在染色体的重

塑、效应蛋白的募集以及促进大分子复合物到达基因组的远

隔位点上起协同作用ꎬ目前认为 ＤＮＡ 甲基化与组蛋白 ＰＴＭｓ
之间可能存在信息交流[２１] ꎮ Ｋａｌａｃ 等[１９] 的研究显示 Ｐａｎｏｂｉ￣
ｎｏｓｔａｔ 能够增强地西他滨的去甲基化作用ꎬ促进基因表达上

调ꎬ而地西他滨也能增强 Ｐａｎｏｂｉｎｏｓｔａｔ 乙酰化组蛋白的作用ꎮ
西达本胺联合地西他滨在 ＨＬ 细胞中是否具有同样的效应还

需要进一步的实验来证实ꎮ
总之ꎬ西达本胺对 ＨＬ 细胞株具有抑制增殖、促进凋亡的

作用ꎮ 西达本胺联合地西他滨对 ＨＬ 细胞株的增殖抑制和诱

导凋亡具有明显的协同效应ꎬ提示 ＨＬ 患者可能存在 ＤＮＡ 的

异常甲基化及 ＨＤＡＣ 的异常活化ꎮ 我们的研究也为今后

ＨＤＡＣ 抑制剂联合去甲基化药物应用于难治 /复发 ＨＬ 提供

了一定的实验依据ꎮ 本研究尚未阐明两药相互作用的具体

机制ꎬ接下来的研究将进一步探索两药相互作用对 Ｈｓ４４５ 和

Ｌ４２８ 细胞组蛋白乙酰化水平的影响及 ２ 个细胞株中特定基

因甲基化水平的影响ꎬ并进一步研究两药在 ＨＬ 动物模型中

是否具有协同作用ꎮ
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论著

输注储存血液对黑色素瘤荷瘤小鼠辅助性 Ｔ 细胞 １ 和 ２ 平衡的影响∗

张敬军　 严育忠　 朱鑫方　 陈淑英　 张琦△ 　 夏荣△

(复旦大学附属华山医院 输血科ꎬ上海 ２０００４０)

　 　 摘要:目的　 探究输血对黑色素瘤荷瘤小鼠 ＴＨ１ / ＴＨ２ 平衡及其细胞因子表达的影响ꎮ 方法　 构建黑色素瘤小

鼠肿瘤模型ꎬ设新鲜血组与储存血组(３０ 只 / 组):经小鼠尾静脉分别输注新鲜全血(０ ｄ)或储存血(１５ ｄ)０ ２ ｍＬꎬ分
别在输血后 １５、３０ ｍｉｎ 与 １、４、８ ｈ 收集小鼠全血ꎬ用微量标本多指标流式蛋白定量技术(ＣＢＡ)检测各时间点血浆中

细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＮＦ￣γ、ＩＬ￣２、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０ 的表达水平ꎻ另设未输血组(６ 只 / 组)为对照组ꎮ 结果　 １)新鲜血组与对照

组比较ꎬ输血后 ４ ｈ ＴＮＦ￣α 分泌水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ９ １４±０ ８３ ｖｓ １ ７２±０ ９０(Ｐ<０ ０１)ꎻ储存血组与对照组比较ꎬ输
血后 ４ ｈＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１０ 表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 １ ５５±０ １７ ｖｓ ０ ２９±０ ０８ 和 ５ ４±１ ３９ ｖｓ ０ ２±０ ０８(Ｐ<０ ０１)ꎮ ２)储
存血组与新鲜血组比较ꎬ输血后 １ ｈ ＴＮＦ￣α 和 ＩＮＦ￣γ 表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ３ ６７±１ ７６ ｖｓ ７ ６４±１ ０４(Ｐ<０ ０５)和
０ ２７±０ １６ ｖｓ ０ ４９±０ １８ (Ｐ<０ ０５)ꎻ输血后 ４ ｈ ＩＬ￣２ 的表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ０ ２９±０ ０８ ｖｓ ０ ８９±０ ２１(Ｐ<０ ０１)ꎻ
输血后 ４ ｈ ＩＬ￣１０ 的表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ５ ４０±１ ３９ ｖｓ ２ ３８±０ ５４ (Ｐ<０ ０１) ꎮ 结论 　 输血可促进小鼠体内

ＴＨ１ 和 ＴＨ２ 细胞因子的表达ꎬ而相对于输注新鲜血ꎬ输注储存血组小鼠体内 ＴＨ１ 细胞因子表达有所降低ꎬ而 ＴＨ２ 细

胞因子表达得到进一步促进ꎬ致 ＴＨ１ / ＴＨ２ 失衡ꎬ平衡向 ＴＨ２ 方向偏移ꎮ
关键词:异体输血ꎻ储存血ꎻ新鲜血ꎻ黑色素瘤ꎻ ＴＨ１ / ＴＨ２ 平衡ꎻ输血相关免疫调节ꎻ小鼠ꎻ动物实验

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １＋ ２　 Ｒ３９２ １２　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０２４７￣０４
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ｔａｉｌ ｖｅｉｎ. Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １５ ｍｉｎｕｔｅｓꎬ３０ ｍｉｎｕｔｅｓꎬ１ ｈｏｕｒꎬ４ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ８ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕ￣
ｓｉｏｎ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ( ＴＮＦ￣αꎬ ＩＮＦ￣γꎬ ＩＬ￣２ꎬ ＩＬ￣４ꎬ ＩＬ￣１０) ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｂｅａｄｓ ａｒｒａｙ (ＣＢＡ). Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｅｔ ｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (６ ｍｉｃｅ / ｇｒｏｕｐ). Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 １) Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ￣α(ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ９ １４±０ ８３ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １ ７２±０ ９０ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ４ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０１).Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣４( ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ１ ５５±０ １７ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０ ２９±０ ０８ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ４ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０１).Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ￣１０ (ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ５ ４±１ ３９ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０ ２±０ ０８ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ４ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ
ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０１). ２) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ￣α(ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ３ ６７±１ ７６ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ７ ６４±１ ０４ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ １ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０５).Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＮＦ￣γ(ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ０ ２７±
０ １６ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０ ４９±０ １８ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ １ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０５).Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣２ (ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ０ ２９±０ ０８ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０ ８９±０ ２１ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ４
ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０１). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１０ (ｐｇ / ｍＬ) ｗｅｒｅ ５ ４０±１ ３９ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
２ ３８±０ ５４ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ (Ｐ<０ ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＨ１ ａｎｄ ＴＨ２ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ｂｌｏｏｄꎬ ｉｎｆｕｓｉｎｇ ｓｔｏｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＨ２ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ＴＨ１ / ＴＨ２ ｉｎ ｉｎｆｕｓｉｎｇ ｓｔｏｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ｓｈｉｆｔｓ ｔｏ ＴＨ２ ｄｏｍｉｎａｎｃｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎻ ｓｔｏｒａｇｅ ｂｌｏｏｄꎻ ｆｒｅｓｈ ｂｌｏｏｄꎻ ｍｅｌａｎｏｍａꎻ ＴＨ１ / ＴＨ２ ｂａｌａｎｃｅꎻ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎꎻ ｍｉｃｅꎻ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

输血是现代医学实践中的 １ 种重要的治疗手段ꎬ也是 １
把双刃剑ꎬ如红细胞在体外储存过程中发生的贮存损伤使输

血在拯救患者生命的同时ꎬ也引起了机体的输血相关免疫调

节(ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎꎬＴＲＩＭ) [１] ꎬ进而增加

患者肿瘤切除后复发、术后的感染率和死亡率[２－４] ꎮ ＴＲＩＭ

７４２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



是指同种异体输血所产生的免疫调节的副反应ꎬ包括抑制细

胞毒性细胞和单核细胞的活性、抑制前列腺素释放ꎬ抑制辅

助性 Ｔ 细胞 １ (ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ １ꎬＴＨ１)因子的释放ꎬ增了抑

制性 Ｔ 细胞的活性等[５－７] ꎮ ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞平衡在机体免疫

调节过程中尤为重要ꎮ ＴＨ１ 细胞介导细胞免疫ꎬ其分化受抑

制时ꎬ机体细胞免疫功能降低ꎬ抗肿瘤及抗感染能力下降ꎻ
ＴＨ２ 细胞介导体液免疫ꎬ与自身免疫性疾病的发生密切相

关ꎮ 我们以黑色素瘤荷瘤(Ｃ５７ＢＬ / ６)小鼠为载体ꎬ模拟临床

肿瘤输血ꎬ探究输注不同储存时间血液对荷瘤小鼠早期

ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞表达及平衡的影响ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 实验动物与细胞来源及其一般情况 　 黑色素瘤荷瘤

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ６６ 只ꎬ雄性ꎬ５－８(７±０ ８９)周龄ꎬ体重(２０±１)ｇ
用于构建小鼠肿瘤模型ꎻＢｌａｂ / ｃ 小鼠 １４ 只ꎬ雄性ꎬ５－８(６ ６±
０ ９８)周龄ꎬ体重(１９ ６±０ ９２)ｇ 用于采集血液ꎻ均为 ＳＰＦ 级

[ＳＣＸＫ(沪)２０１４￣０００２ꎬ购于上海南方模式生物科技股份有

限公司]ꎬ５ 只 /笼以适应清洁级环境ꎬ喂普通饮食ꎻ实验中动

物使用和处置遵照复旦大学动物保护与使用委员会相关使

用指南ꎮ 黑色素瘤 Ｂ１６ 细胞(ＮＭＴＣ￣００４８ꎬ购于上海南方模

式生物科技股份有限公司)ꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器　 ＤＭＥＭ 培养基(批号 ＡＡＨ２０６５３９ꎬ美
国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻＰＢＳ 缓冲液(批号 １５６３２５０ꎬ南京凯基公

司)ꎻＦＢＳ(批号 １６４０９５８ꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＣＰＤＡ￣１ 抗凝剂

(批号 １４０４３０ꎬ上海血液中心)ꎻＣＢＡ 试剂盒(批号 ５１１０９３２ꎬ
美国 ＢＤ 公司)ꎮ 离心机( ＴＢＬ￣４０Ｂꎬ瑞江分析仪器有限公

司)ꎻ４℃ 冰箱 ( ＢＣＤ￣２１６Ａꎬ 中国 Ｈａｉｅｒ 公司)ꎻ － ８０℃ 冰箱

(ＵＬＴ１７８６￣４￣Ｖ４９ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ流式细

胞分析仪( ＦＡＣＳＣａｕｔｏꎬ美国 ＢＤ 公司)ꎮ
１ ３　 小鼠肿瘤模型的构建　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ６６ 只ꎬ并对小鼠

的右侧侧腹部行备皮ꎬ接种 Ｂ１６ 细胞 ５×１０５个 /只ꎬ具体操作

方法:用左手拇指和食指捏住小鼠双耳ꎬ小指和手掌根按住

小鼠背部皮肤制动ꎬ右手持针ꎬ先用针头平面挑起皮肤ꎬ然后

沿皮下缓慢进针ꎬ当针头进至 ２ / ３ 时ꎬ将肿瘤细胞注射至皮

下ꎬ注射结束后停留片刻ꎬ旋转针头缓慢拔出ꎬ右手拇指轻压

进针处 １５ ｓ 防止细胞流出ꎮ 接种 １ 周后小鼠右侧侧腹部皮

下长出肉眼可见肿块ꎬ肿块直径约 ６ ｍｍꎬ即模型构建成功ꎮ
１ ４　 小鼠血液的采集与储存　 取 １ 个棉球置于 ３０ ｃｍ３的密

闭容器中ꎬ再用 １ ｍＬ 注射器吸取 ０ ２ ｍＬ 溴氟烷注射于棉球

上ꎬ将小鼠置于密闭容器中直至充分麻醉ꎬＢｌａｂ / ｃ 小鼠 ２８
只ꎬ摘除眼球并取血 ０ ６ ｍＬ /只于盛有 １４％ ＣＰＤＡ￣１ １ ５ ｍＬ

的 ＥＰ 管中ꎬ缓慢混匀ꎬ 血液采集过程中注意小鼠抓取不宜

太紧ꎬ切勿挤压小鼠ꎬ使血液自然流出ꎬ尽量减少溶血ꎻ分出

新鲜全血:于采血当日(储存期 ０ ｄ)做输血试验ꎻ储存血:４℃
保存 １５ ｄ 后做输血试验ꎮ
１ ５　 实验动物分组 　 将已建立的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠肿瘤模型

(６６ 只)随机分为输注新鲜血(０ ｄ)组:包含 ５ 个检测时间点

小组(６ 只 /小组)ꎬ共计 ３０ 只ꎻ输注储存血(１５ ｄ)组:检测时

间点与每小组小鼠数量同 ０ ｄ 组ꎻ对照组:未输血小鼠 ６ 只

(表 １－２)ꎮ
１ ６　 血液标本采集　 经 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠尾静脉输注 ２００ μＬ /
只不同储存时间供血小鼠全血ꎬ每只小鼠严格记录输血完成

时间ꎬ分别在输血后 １５、３０ ｍｉｎ 及 １、４、８ ｈ 取受血小鼠全血

０ ６ ｍＬ /只ꎬ３００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ－８０℃冻存备检测ꎮ
１ ７　 检测指标及方法　 用血清微量标本多指标流式蛋白定

量技术( ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｂｅａｄ ａｒｒａｙꎬＣＢＡ) 检测 ＴＨ１(ＴＮＦ￣α、ＩＮＦ￣
γ、ＩＬ￣２)和 ＴＨ２ (ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０)细胞因子ꎬ按照试剂盒说明书操

作:１)配制 ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞因子的标准曲线ꎻ２)在每个流式管

中依次加入小鼠血清(５０ μＬ /标本)试剂和 ＴＨ１ / ＴＨ２ 荧光反

应物ꎬ轻摇充分混匀ꎻ３)常温避光孵育 ３ ｈ 加入洗涤液 １ ｍＬꎻ
４)２００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 弃上清ꎬ标本中加入洗涤液 ３００ μＬ /管重

悬ꎬ流式细胞仪检测ꎬ结果用 ＦＣＡＰ Ａｒｒａｙ Ｖ３ 软件分析ꎮ
１ ８　 统计学分析　 采用 Ｓｔａｔａ １１ ０ 统计学软件ꎬ实验数据用

“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ若 ２ 组间比较满足正态分布和

方差齐性ꎬ采用 ｔ 检验ꎬ不符合则采用秩和检验ꎬ以 Ｐ<０ ０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 输新鲜血和输储存血对小鼠血清中细胞因子表达的影

响　 见表 １－２ꎮ
２ ２　 输注储存血对小鼠 ＴＨ１ / ＴＨ２ 平衡的影响　 输血后 １ ｈ
输储存血组与输新鲜血组 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ＴＮＦ￣α 表达水平

(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ３ ６７ ± １ ７６ ｖｓ ７ ６４ ± １ ０４ ( ｔ ＝ ３ ９ꎬＰ <
０ ０５)ꎻ输血后 ３０ ｍｉｎ 和 １ ｈꎬ 输储存血组与输新鲜血组小鼠

ＩＮＦ￣γ 表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ０ ２３± ０ ０５ ｖｓ ０ ４３ ± ０ ０６
和 ０ ２７ ± ０ １６ ｖｓ ０ ４９ ± ０ １８( ｔ 值分别为 ５ ５２、２ ８ꎬＰ <
０ ０５)ꎻ在输血后 ４ ｈ 输储存血组与输新鲜血组小鼠 ＩＬ￣２ 表

达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 ０ ２９ ± ０ ０８ ｖｓ ０ ８９ ± ０ ２１( ｔ＝ ５ ８６ꎬ
Ｐ<０ ０１)ꎬ ＩＬ￣４ 的表达水平(ｐｇ / ｍＬ)分别为 １ ５５ ± ０ １７ ｖｓ
１ ４２ ± ０ １４(Ｐ>０ ０５)ꎬＩＬ￣１０ 表达水平( ｐｇ / ｍＬ)为 ５ ４０ ±
１ ３９ ｖｓ ２ ３８ ± ０ ５４( ｔ＝ ４ ５５ꎬＰ<０ ０１)(图 １)ꎮ

表 １　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠输注新鲜血(０ ｄ)后血清中细胞因子的表达 (ｐｇ / ｍＬ)

ｎ ＴＮＦ￣α ＩＮＦ￣γ ＩＬ￣２ ＩＬ￣４ ＩＬ￣１０
对照组 ６ １ ７２±０ ９０ ０ ２０±０ ０６　 ０ ２２±０ １２ ０ ２９±０ ０８　 ０ ２０±０ ０８
输注新鲜血组 １５ ｍｉｎ ６ ２ ６０±０ ９１ ０ ２７±０ １６　 ０ ００±０ ００ ０ ６３±０ ３３▲ ０ ００±０ ００

３０ ｍｉｎ ６ 　 ４ ０３±０ ３５∗ ０ ４３±０ ０６＃ ０ ００±０ ００ ０ ７３±０ ２５▲ ０ ００±０ ００
１ ｈ ６ 　 ７ ６４±１ ０４∗∗ ０ ４９±０ １８＃ ０ ２０±０ ０４ １ ０２±０ ４７▲ ０ ００±０ ００
４ ｈ ６ 　 ９ １４±０ ８３∗∗ ０ ５７±０ １１＃＃ 　 ０ ８９±０ ２１△△ 　 １ ４２±０ １４▲▲ 　 ２ ３８±０ ５４◇

８ ｈ ６ 　 ５ ３３±０ ５０∗ ０ ３２±０ ０７＃ ０ ００±０ ００ ０ ９０±０ １０▲ ０ ００±０ ００

注:与对照组相比ꎬ ∗ ｔ 值分别为 ５ １４、７ ０１ꎬＰ<０ ０５ꎬ ∗∗ ｔ 值分别为 ８ ６、１２ ８ꎬＰ <０ ０１ꎻ＃ ｔ 值分别为 ５ ２、３ ０２、２ ６４ꎬＰ<０ ０５ꎬ＃＃ ｔ＝ ５ ８ꎬＰ<
０ ０１ꎻ△△ ｔ＝ ５ ２７ꎬＰ<０ ０１ꎻ▲ ｔ 值分别为 ２ ６７、３ ３３、３ ０５、９ ３６ꎬＰ<０ ０５ꎬ▲▲ ｔ＝ １４ ２ꎬＰ<０ ０１ꎻ∗◇ ｔ＝ ９ ８４ꎬＰ<０ ０５

８４２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



表 ２　 小鼠输注储存血(１５ ｄ)后血清中细胞因子的表达 (ｐｇ / ｍＬ)

ｎ ＴＮＦ￣α ＩＮＦ￣γ ＩＬ￣２ ＩＬ￣４ ＩＬ￣１０
对照组 ６ １ ７２±０ ９０ ０ ２０±０ ０６ ０ ２６±０ １２ ０ ２９±０ ０８　 ０ ２０±０ ０８
输注储存血组 １５ ｍｉｎ ６ ３ ８０±１ ８１ ０ ２８±０ ２９ ０ ００±０ ００ ０ ７８±０ ２６▲ ０ ００±０ ００

３０ ｍｉｎ ６ ３ ３８±０ ５４ ０ ２３±０ ０５ ０ ００±０ ００ ０ ７８±０ １６▲ ０ ００±０ ００
１ ｈ ６ ３ ６７±１ ７６ ０ ２７±０ １６ ０ ００±０ ００ １ １０±０ １４▲ ０ ００±０ ００
４ ｈ ６ 　 ８ １４±０ ８５∗∗ 　０ ４２±０ ２０＃ ０ ２９±０ ０８ 　 １ ５５±０ １７▲▲ 　 ５ ４０±１ ３９◇◇

８ ｈ ６ ３ １６±１ ３４ ０ ２０±０ １３ ０ ００±０ ００ ０ ９０±０ ０５▲ ０ ００±０ ００

注:与对照组相比ꎬ∗∗ ｔ＝ １０ ９７ꎬＰ <０ ０１ꎻ＃ ｔ ＝ ２ ５ꎬＰ<０ ０５ꎻ▲ ｔ 值分别为 ３ ５８、５ ４６、３ ３１、８ ６６ꎬＰ<０ ０５ꎬ▲▲ ｔ ＝ １３ １３ꎬＰ<０ ０１ꎻ◇◇ ｔ ＝
９ １７ꎬＰ<０ ０１

∗Ｐ<０ ０５ꎻ∗∗Ｐ<０ ０１

图 １　 Ｃ５７ＢＬ/ ６小鼠输注储存血对血清中 ＴＨ１/ ＴＨ２平衡的影响

３　 讨论

随着现代医学技术的发展ꎬ血液有效储存时间虽然大大

延长ꎬ但是红细胞在储存过程中的储存损伤问题也越发突

显ꎬ而输血引起的 ＴＲＩＭ 及其对临床疾病转归特别是肿瘤预

后的影响逐渐引起临床的重视ꎮ 我们主要探究早期同种异

体输注不同储存时间血液对 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠细胞因子的表达

以及 ＴＨ１ / ＴＨ２ 平衡的影响ꎬ鉴于小鼠血液在体外储存 ７ ｄ 储

存损伤程度近似于人类血液储存>２０ ｄ[８] ꎬ故实验将储存 １５
ｄ 的 ＢＡＢＬ / Ｃ 小鼠 (供血体) 全血作为长期储存血ꎬ 以

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠为载体ꎬ模拟临床肿瘤患者同种异体输血ꎬ连
续检测 ８ ｈ 内不同时间点 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠全血中 ＴＨ１ / ＴＨ２ 相

关细胞因子的表达:与未输血 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠相比ꎬ输血(无
论输新鲜血还是储存血)小鼠 ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞因子分泌增加ꎬ
且在输血后 ４ ｈ 达到高峰(表 １－２)ꎻ与输新鲜全血小鼠相比ꎬ
输储存血小鼠的 ＴＨ１ 细胞因子 ＩＬ￣２、ＴＮＦ￣α、ＩＮＦ￣γ 表达明显

降低ꎬ而 ＴＨ２ 细胞因子 ＩＬ￣１０ 分泌增加ꎬ说明荷瘤小鼠 ＴＨ１
细胞的免疫功能降低ꎬＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞因子分泌失衡(图 １)ꎮ

临床研究发现输血可引起一些种类的手术、感染、急性

炎症等患者体内细胞因子的变化ꎬ这种变化多发生在输注的

１２－２４ ｈ[９－１１] ꎮ 而有动物实验则显示用 ＬＰＳ( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ￣
ｒｉｄｅ)刺激小鼠后 １ ｈꎬ小鼠体内 ＩＬ￣β 表达明显增加ꎬ３ ｈ 达到

高峰[１２－１３] ꎮ 酵母聚糖(ｚｙｍｏｓａｎ)诱发小鼠急性关节炎后ꎬ小
鼠体内的 ＩＬ￣β 在 ２ ｈ 可被检测到ꎬ８ ｈ 达到高峰[１２－１３] ꎮ 另据

报道ꎬ严重烧伤的小鼠模型在早期(３－１２ ｈ)已有多种细胞因

子表达发生明显改变[１４] ꎻ还有研究者以 ＬＰＳ 干预小鼠急性

脓毒症模型后 ２ ｈꎬ小鼠的一氧化氮合酶(ＮＯＳ)水平增加ꎬ４－
６ ｈ 达到高峰ꎬ８ ｈ 开始下降[１５] ꎮ 鉴于小鼠机体的免疫应答

在外界干预的早期就发生了明显的炎症反应ꎬ故我们选择在

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠肿瘤模型输血后≤８ ｈ 检测其细胞因子的表达

分泌情况:小鼠外周血中细胞因子的表达水平在输血后 ４ ｈ
达到高峰ꎬ证实了前述研究的结果ꎮ 据此我们推测在输血早

期(４－６ ｈ)小鼠机体的炎症反应最剧烈ꎬ这为研究早期输血

后炎症反应与肿瘤的转移提供了进一步的依据ꎮ
ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞平衡是维持机体自身免疫稳定的重要机

制ꎬ若发生免疫偏离会导致特定类型免疫应答效应呈现优

势ꎬ对机体产生不利影响ꎮ 有研究发现 ＴＨ２ 细胞因子能促进

基质金属蛋白酶的表达ꎬ增加癌细胞的侵袭和转移ꎬ而 ＴＨ１
细胞因子能够抑制肿瘤的生长[１６－１７] ꎮ 另有动物研究证实ꎬ
输注储存红细胞ꎬ上清液能促进小鼠全血中 ＩＬ￣１０ 和 ＴＮＦ￣α
分泌ꎬ能抑制 ＬＰＳ 刺激的 ＴＮＦ￣α 表达[１８－１９] ꎻ而正常人输注储

存血后其体内的 ＴＮＦ￣α 分泌明显被抑制ꎬ ＩＬ￣１０ 则大量释

放[２０] ꎮ 同样的结果在本组实验数据中得到体现(表 １－２ꎬ图
３)ꎬ提示当机体输注储存血后ꎬ抑制了机体 ＴＨ１ 细胞的免疫

功能ꎬ使 ＴＨ２ 细胞因子的表达占优势ꎬ而这种 ＴＨ１ / ＴＨ２ 失衡

可能会降低机体对癌细胞的抑制杀伤作用ꎬ同时促进肿瘤细

胞的侵袭和远处转移———输注储存红细胞对肿瘤患者的不

良预后可能是通过调节机体 ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞平衡实现

的[２１－２２] ꎮ 当然要确定其中机制还需下一步深入实验ꎬ本研

究的不足之处是小鼠全血中细胞因子表达水平低ꎬ今后可对

荷瘤小鼠输血前先用 ＬＰＳ 干预后再检测ꎮ
总之ꎬ输血可促进 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠体内 ＴＨ１ / ＴＨ２ 细胞因

子的表达ꎬ而相对于输新鲜血ꎬ输储存血小鼠体内 ＴＨ１ 细胞

因子表达有所降低ꎬ而 ＴＨ２ 细胞因子表达得到进一步促进ꎬ
使 ＴＨ１ / ＴＨ２ 平衡向 ＴＨ２ 方向偏移ꎬ而由此诱发 ＴＨ１ / ＴＨ２ 失

衡可能在后续的肿瘤的侵袭和转移中发挥一定作用ꎮ 本研

究结果为进一步研究输血与肿瘤复发的相关性提供了一定

实验基础ꎮ
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严 正 声 明
近期不断地有各地编委老师ꎬ投稿作者反应ꎬ有冒名“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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红细胞储存损伤对于大肠杆菌感染大鼠输注效果的影响∗

王向明　 焦伯海　 王珏　 尹湧华　 宋宁　 田力　 李玲　 孔玉洁　 欧国进　 于浩　 刘忠△

(中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所ꎬ 四川 成都 ６１００５２)

　 　 摘要:目的　 探讨红细胞(ＲＢＣｓ)储存损伤对大肠杆菌感染的免疫力低下大鼠输血后死亡率的影响ꎮ 方法　 将

６９ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠ꎬ根据是否使用免疫抑制剂(环磷酰胺和地塞米松)和输注 ＲＢＣｓ 的储存时间不同ꎬ随机分成 ３
个实验组:免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组、免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组和免疫抑制＋生理盐水(ＮＳ)组(１８ 只 / 组)ꎻ１ 个正常对照

组:单纯 ＮＳ 组ꎬ含 １５ 只大鼠ꎮ 每只大鼠经股静脉放出全身 ２０％血液后ꎬ分别输注与失血量相同的储存 ９ 或 １ ｄ 的浓

缩 ＲＢＣｓ 及等量 ＮＳꎬ随后植入大肠杆菌溶液 ０ ５ ｍＬꎬ并连续观察 ７ ｄꎮ 术后 ２４ ｈꎬ取尾静脉血浆用亚铁嗪微板法测定

血清铁ꎬ并以 ＬＢ 培养基血细菌培养 １５ ｈꎬ用紫外分光光度仪测定 ＯＤ６００ꎻ术后 ２４ ｈ 处死各免疫抑制组大鼠 ３ 只 / 组ꎬ
取组织做病理检查ꎮ 结果　 ３ 个免疫抑制组和对照组分别输注 ９、１ ｄ ＲＢＣｓ 和 ＮＳ 后的大鼠死亡率分别为 １０ / １５ꎬ１１ /
１５ 和 ９ / １５(Ｐ>０ ０５)ꎬ死亡大鼠的平均生存时间(ｈ)分别为 ５５ ６±２１ ３ꎬ３８±１６ ６ 和 ２８ ３±１５ ０(Ｐ<０ ０５)ꎻ ２４ ｈ 血清

铁离子浓度(μｍｏｌ / Ｌ)分别为 ３４ １±９ ８ꎬ２８±１０ ２ꎬ２６ ８±９ ０ 和 ２２ ４±５ ９(Ｐ>０ ０５)ꎻ血细菌培养的结果(ＯＤ６００)分别

为 ０ ５１０±０ ３４０ꎬ０ ７９０±０ ２８１ꎬ０ ４２７±０ １０７ 和 ０ ３４９±０ ０６９(Ｐ<０ ０５)ꎻ２４ ｈ 回肠组织细菌计数(个 / １ ０００ 倍视野)
分别为 ４４±９ꎬ１０１±７ 和 ２７±８(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论　 输注不同储存时间的 ＲＢＣｓ 对于大肠杆菌感染的免疫力低下大鼠的

死亡率没有明显影响ꎻ但是相比储存时间长的 ＲＢＣｓꎬ新鲜 ＲＢＣｓ 输注后明显促进了免疫力低下大鼠体内大肠杆菌的

增值并加速了感染大鼠的死亡ꎮ
关键词:输血ꎻ红细胞ꎻ 储存损伤ꎻ 大肠杆菌ꎻ 免疫抑制ꎻ ＳＤ 大鼠ꎻ动物实验
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Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ Ｃｏｌｉ (Ｅ ｃｏｌｉ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ６９ ＳＰＦ￣ＳＤ ｒａｔｓꎬ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｕｓｅ ｏｆ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ ａｎｄ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｏｒ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ＲＢＣｓ ｓｔｏｒｅｄ ９ ｄａｙｓ ｏｒ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ｄａｙ ｏｒ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ (ＮＳ)ꎬ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｎｏｒｍａｌ ＋ ＮＳꎻ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ＋ ９ｄ ＲＢＣｓꎻ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ＋１ｄ ＲＢＣｓ: ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ＋ＮＳꎬ
ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １８ ｒａｔｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ １５ ｏｎｌｙ. Ｔｈｅ ｒａｔｓꎬ
ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｌｏｏｄｌｅｔｔｉｎｇ ２０％ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅꎬ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ＲＢＣｓ ｓｔｏｒｅｄ ｎｉｎｅ ｄａｙｓꎬ ｏｒ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｏｎｅ ｄａｙ ｏｒ ｗｉｔｈ
ＮＳꎬ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅ ｃｏｌｉ ( ０ ５ ｍＬ ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｉｎ. Ｗｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ ２４ ｈ ｌａｔｅｒꎬ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ
ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｅｖｅｒｙ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐ￣
ｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ ９ｄ ＲＢＣｓꎬ
１ｄ ＲＢＣｓꎬ ＮＳ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｗｅｒｅ １０ / １５ꎬ１１ / １５ ａｎｄ ９ / １５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ>０ ０５). Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｔｉｍｅ (ｈ) ｗｅｒｅ ５５ ６±２１ ３ꎬ ３８±１６ ６ ａｎｄ ２８ ３±１５ ０ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (μｍｏｌ / Ｌ)
ｗｅｒｅ ３４ １±９ ８ꎬ ２８±１０ ２ꎬ ２６ ８±９ ０ ａｎｄ ２２ ４±５ ９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ>０ ０５). Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ (ＯＤ＝ ６００ ｎｍ) ｏｆ
ｂｌｏｏｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ０ ５１０±０ ３４０ꎬ０ ７９０±０ ２８１ꎬ ０ ４２７±０ １０７ ａｎｄ ０ ３４９±０ ０６９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｒａｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅ ｃｏｌｉ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄꎬ ｗｈｅｎ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ
ｗｉｔｈ ＲＢＣｓ ｏｆ ｓｔｏｒｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓꎬ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ. Ｎｅｖｅｒｔｈｅｌｅｓｓꎬ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ＲＢＣｓ ｗｉｔｈ ｓｈｏｒｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｐｅｒｉｏｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＲＢＣｓ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ ｌｏｎｇｅｒ ｔｉｍｅꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ ｃｏｌｉ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅａｔｈ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｒａｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎻ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌꎻ ｓｔｏｒａｇｅ ｌｅｓｉｏｎꎻ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ Ｃｏｌｉꎻ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｓ￣Ｄ ｒａｔｓꎻ ａｎｉｍａｌ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ

最近 ２０ 多年来ꎬ红细胞储存损伤逐渐成为输血医学领

域研究的重点ꎮ 尽管有关红细胞储存损伤的研究显示随着

１５２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



储存时间的延长ꎬ红细胞形态和理化性质等均发生了一系列

的改变[１－２] ꎬ但是关于红细胞储存损伤的临床研究至今仍没

得出肯定性结论ꎮ 多个随机对照临床研究( ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓꎬ ＲＣＴｓ)的结果支持输注储存期短红细胞的患者

死亡率有增加的趋势ꎻ而也有回顾性研究显示输注储存期长

红细胞增加了心脏手术和创伤患者的死亡率和感染并发症

的风险[３－４] ꎮ 由于前瞻性临床实验受到医学伦理、志愿者招

募以及运作成本等限制ꎬ而回顾性临床研究又难以克服自身

的局限性(如选择偏倚、研究对象不可控等)ꎬ因而红细胞储

存损伤相关的动物实验研究便成为较理想的替代选择ꎮ 一

系列人与鼠红细胞储存后溶血率和存活率的对比实验为动

物实验的顺利开展提供了依据[５－７] ꎮ 有研究发现无论人或鼠

输注储存期较长的同种异体红细胞后ꎬ受血者体内均发生了

明显的溶血ꎬ血清游离铁明显升高[８－９] ꎻ但是收集输注不同储

存期红细胞的鼠血浆做体外培养大肠杆菌时ꎬ却未见明显差

异(Ｐ>０ ０５)ꎻ而当增加培养液内铁离子含量时ꎬ则对大肠杆

菌增殖产生了抑制作用[９－１０] ꎮ 然而ꎬ这些体外的研究结果与

众多回顾性临床研究所得的结论———储存期长的血液增加

输血患者感染风险———相悖ꎮ 为了明确红细胞储存损伤对

于大肠杆菌感染大鼠输血后的影响ꎬ我们建立了 ＳＤ 大鼠感

染大肠杆菌的菌血症模型[１１]来分析红细胞储存损伤对于免

疫抑制 ＳＤ 大鼠的影响ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 实验动物一般情况　 １０５ 只 １０ 周龄的 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ
大鼠(３００±１０)ｇ[购自简阳达硕实验动物有限公司ꎬ实验动

物许可证号:ＳＣＸＫ(川)２０１５￣０３０]ꎬ其中供血鼠 ３６ 只ꎬ实验

鼠 ６９ 只ꎬ各实验大鼠首先适应环境 １ 周ꎬ控制 １２ ｈ / １２ ｈ 昼

夜节律ꎬ均单独饲养在独立通气系统内(温度 ２２－２６℃、湿度

４０－６０％、压力－５~５ Ｐａ)ꎬ并保持水食充足和垫料干燥ꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器　 大肠杆菌 ＤＨ５ａ(本所输血传播病原

体研究中心馈赠)ꎻ铁检测试剂盒 (亚铁嗪微板法ꎬ批号

２０１６０１０５００９ꎬ南京森贝伽生物科技有限公司)ꎻ环磷酰胺(规
格 ０ ２ ｇꎬ批号 Ｈ３２０２０８５７ꎬ江苏盛迪威医药医药有限公司)ꎻ
地塞米松磷酸钠注射液(批号 Ｈ３７０２１９６９ꎬ 山东鲁抗辰欣药

业股份有限公司)ꎻ戊巴比妥钠(规格 ５ ｇꎬ批号 ２０１５１２２５ꎬ德
国 Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡ)ꎻＣＤＰＡ￣１ 保存液(批号 １５０４２２ꎬ四川南丁格

尔生物 科 技 有 限 公 司 )ꎻ ０ ９％ 氯 化 钠 注 射 液 ( 批 号

Ｍ１４１１２２２４ꎬ 四川科伦药业股份有限公司)ꎻ独立送风隔离笼

具(ＩＣＶ￣Ⅱ)ꎬ医用净化工作台(ＣＪ￣１Ｆ 型)(苏州市冯氏实验

动物设备有限公司)ꎻ生物安全柜(ＢＳＣ￣１０００ⅡＡ２ꎬ苏净集团

苏州安泰空气技术有限公司)ꎻ全温振荡器(７Ｑ２￣３１２ꎬ上海精

宏实验设备有限公司)ꎻ多功能全自动酶标仪( ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
Ｍ２ｅꎬ 美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅ)ꎻ紫外分光光度计 ( Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ
６３００ ｐｒｏꎬ德国 Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｄｉｅｎｃｅｓ)ꎻ五分类血液细胞分析

仪(ＢＣ￣５８００ꎬ 深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)ꎻ低温

高速离心机(Ｓｏｒｖａｌｌ Ｓｔｒａｔｏｓꎬ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ
高温灭菌锅(ＨＶＡ￣８５ꎬ 日本 ＨＩＲＡＹＡＭＡ)ꎻ实验室超纯水机

(ＭＫ２ꎬ美国 ＣＡＳＣＡＤＡ ＢＩＯ)ꎻ冰箱(ＢＣＤ￣２０６ＴＭＺＬꎬ青岛海尔

股份有限公司)ꎮ
１ ３　 免疫抑制大鼠模型的制备和分组　 将 ６９ 只大鼠随机

分成 ３ 个实验(用药)组:输注储存 ９ ｄ 红细胞(免疫抑制＋９
ｄ ＲＢＣｓ)组、１ ｄ 红细胞(免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ)组和生理盐水

(免疫抑制＋ＮＳ)组和 １ 个对照(正常＋ＮＳ)组ꎬ３ 个实验组均

为大鼠 １８ 只 /组(其中处死 ３ 只 /组做病理检查)ꎬ对照组为

１５ 只ꎮ 用药(分别应用药物环磷酰胺和地塞米松[１２－１３] )前、
后与输血前测定大鼠体重以及输血前肛温、输血前 ＷＢＣ 与

ＲＢＣ:３ 个实验组大鼠的这些指标相近(Ｐ>０ ０５)(表 １－２)ꎮ
表 １　 各组实验大鼠的基础数据分析

ｎ 初始体重(ｇ) 术前体重(ｇ) 肛温(℃) 术前 ＷＢＣ(×１０９ / Ｌ) 术前 ＲＢＣｓ(×１０１２ / Ｌ) 手术时间(ｍｉｎ)
免疫抑制＋９ｄ ＲＢＣｓ 组 １８ ３０９±９ ８ ２７０±１０ ６ ３５ ９±１ ２ ０ １８±０ １１ ６ １±０ ７８ ３９ ６±７ １
免疫抑制＋１ｄ ＲＢＣｓ 组 １８ ３１１±９ ５ ２６８±７ ５ ３６ ０±１ ０ ０ ３０±０ １６ ６ ２±０ ７０ ３９ ６±７ １

免疫抑制＋ＮＳ 组 １８ ３１０±９ ０ ２７０±１５ ３６ ５±０ ８ ０ ２１±０ １７ ６ ５±０ ６０ ４０ ４±１９

表 ２　 各实验组大鼠输血前用药情况

输血前 ５ ｄ 输血前 １ ｄ 输血前 ０ ｄ
环磷酰胺 ７５ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射 ６０ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射

地塞米松 ３ ｍｇ / ｋｇ 皮下注射 ３ ｍｇ / ｋｇ 皮下注射

戊巴比妥钠 ４０ ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射

１ ４　 大鼠红细胞的采集和制备　 将专门供血的 ＳＰＦ 级正常

雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只[(３１０± １０) ｇ]ꎬ用 ２％戊巴比妥钠按 ４０
ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射麻醉ꎬ７５％医用酒精局部消毒后去毛ꎬ暴露颈

静脉ꎬ置入 ２２ Ｇ 一次性无菌静脉留置针ꎬ用预先吸入 ＣＰＤＡ￣
１ 保存液的一次性无菌注射器(按 ＣＰＤＡ￣１ ∶全血 ＝ １ ∶７)抽取

静脉血 ４ ２ ｍＬ 后立即注射至无菌负压采血管内ꎬ并注入适

量空气[１４] ꎬ混匀并放入 ４℃冰箱分别保存<２４ ｈ 或 ９ ｄ 后 ４℃
４００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ最后在超净台内弃去血浆和白膜层以获

得浓缩红细胞(Ｈｃｔ ７０％－７５％) [９] ꎮ
１ ５　 大肠杆菌的使用、培养和检测　 １)将自制大肠杆菌 ＬＢ
培养基溶液(ＯＤ６００ ＝ １ ８８２)置于 ４℃冰箱保存 １６ ｄꎬ连续测

定其溶液中细菌 ＯＤ６００值(表 ３)ꎻ２)使用前 ４ ｈ 取 ５００ μＬ 大

肠杆菌溶液ꎬ１ ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ分别用等量

０ ９％生理盐水吹打、洗涤、１ ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 弃上清 ２ 次ꎬ
最后用等量 ０ ９％生理盐水混悬后保存于 ４℃冰箱备用ꎻ３)
标准 ＬＢ 培养基的制备:按照胰蛋白胨 ２ ｇ、酵母菌 １ ｇ、氯化

钠 ２ ｇ 加去离子水定容至 ２００ ｍＬꎬ于 １２１ ３℃、１０３ ４ ｋＰａ 高

温灭菌 ２０ ｍｉｎ 备用ꎻ４)血细菌培养和定量检测:在超净工作

台ꎬ按照 １０ μＬ(离心后血液) ∶５ ｍＬ(ＬＢ 培养基)比例加入无

菌试管内ꎬ于 ３７℃、２００ 次 / ｍｉｎ 全温振荡器内培养 １５ ｈ[１５] ꎬ
用 ２ 个无菌离心管分别取上层培养液 １ ｍＬꎬ其中 １ 管 １ ５００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎ 后取上清作为对照调零[１６] ꎬ调整紫外分光光度

计 ＯＤ＝ ６００ ｎｍꎬ连续检测 ３ 次ꎬ并取其均值ꎮ
表 ３　 感染使用的大肠杆菌不同时间检测情况

１ ｄ ５ ｄ ８ ｄ １２ ｄ １６ ｄ
ＯＤ６００ １ ８８２ １ ７０４ １ ７０５ １ ７２０ １ ７１７

１ ６　 血清铁浓度检测　 １)血浆的制备:用固定器将大鼠竖

直固定后暴露尾巴ꎬ７５％酒精局部皮肤消毒后ꎬ用 ２２ Ｇ 采血

２５２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



针和肝素化的离心管取血 １ ｍＬ 左右ꎬ１ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后

取上层血浆ꎬ－２０℃储存备用ꎻ２)检测前的准备:按照试剂说

明书用 １０％稀盐酸浸泡 ９６ 孔板 ２４ ｈ 后ꎬ用去离子水冲洗>
１０ 次ꎬ拍干备用ꎻ３)将标准品、空白对照(各 ２ 孔)和全部标

本添加完毕后ꎬ摇匀并室温静置 １５ ｍｉｎꎬ用酶标仪在波长 ５６２
ｎｍ 处测定并计算血清铁离子浓度[１７] ꎮ
１ ７　 放血、输血和细菌植入　 实验大鼠用 ２％戊巴比妥钠 ４０
ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射麻醉后ꎬ立即检测肛温ꎻ置于铺有一次性无

菌手术垫巾的手术固定板上用橡皮筋固定四肢ꎬ在左下腹外

侧动脉波动明显处以 ７５％酒精消毒局部皮肤并去毛ꎬ用镊子

提起皮肤后剪开ꎬ钝性分离皮下组织并游离股静脉ꎬ两端用

手术线拉紧ꎬ置入 ２２ Ｇ 一次性无菌静脉留置针缓慢放出至

全身 ２０％血量(按 １００ ｇ 大鼠体重的总血量约为 ６ ５ ｍＬ)时ꎬ
立即输注备好的浓缩红细胞或等量生理盐水ꎬ再注入备好的

菌液 ５００ μＬ /只后ꎬ结扎近端和远端股静脉ꎬ逐层缝合手术

口ꎮ 观察记录并比较各组大鼠的症状和生存时间ꎮ
１ ８　 统计学分析　 所有实验数据用 ＳＰＳＳ １７ ０ 统计软件处

理ꎻ大鼠术后存活时间从手术结束开始计算ꎬ具体到小时ꎻ任
意 ２ 组之间大鼠死亡率比较应用 Ｆｉｓｈｅｒ 卡方检验ꎻ大鼠术后

生存时间、２４ ｈ 血清铁离子浓度以及血培养的 ＯＤ６００值均用

“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ采用单因素方差分析进行统计

分析ꎬＰ<０ ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 手术大鼠输注不同储存期红细胞后生存时间和死亡率

比较　 见图 １ꎬ表 ４ꎮ

注:黑线为均值ꎬ箱体为 ２５％和 ７５％的四分位区间ꎬ两端为

极值分布情况

图 １　 各组死亡大鼠的平均生存时间

２ ２　 输注不同储存期红细胞大鼠术后 ２４ ｈ 血清铁、血细菌

及细菌计数比较　 免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组血清铁离子浓度较

其他各组升高(Ｐ>０ ０５)ꎻ免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组血培养测得

的细菌浓度高于其他各组(Ｐ<０ ０５)ꎮ 免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ
组回肠和肝组织病理切片细菌计数(个 / × １ ０００ 倍视野)较

另外 ２ 个实验组和对照组大鼠升高 (Ｐ < ０ ０５) (图 ２ － ４ꎬ
表 ４)ꎮ

注:图中离散点 ３２ 所代表的本肉眼可见有明显的溶血ꎬ而
离散点 ４２ 所代表的标本未见异常ꎬ多次检测所得结果差

异不大

图 ２　 术后 ２４ ｈ 血清铁离子浓度

图 ３　 各组大鼠术后 ２４ ｈ 取尾静脉血大肠杆菌培养 １５ ｈ
检测 ＯＤ 值

Ａ１－Ａ３ 回肠ꎻＢ１－Ｂ３ 肝ꎻ Ａ１、Ｂ１ 免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组ꎻ
Ａ２、Ｂ２ 免疫抑制＋１ｄ ＲＢＣｓ 组ꎬ Ａ３、Ｂ３ 为免疫抑制＋ＮＳ 组

图 ４　 术后 ２４ ｈ 大鼠回肠和肝脏的病理切片

表 ４　 各组实验大鼠的基础数据分析

死亡率(％) 死亡大鼠平均
生存时间(ｈ)

２４ ｈ 血浆铁离子
水平(μｍｏｌ / Ｌ)

血细菌培养
(ＯＤ６００)

回肠 / 肝细菌计数
(１ ０００ 倍视野)

免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ ６６ ７(１０ / １５) ５５ ６±２１ ３ ３４ １±９ ８ ０ ５１０±０ ３４０ 　 肝 ２０±３ꎬ 肠　　 ４４±９
免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ ７３ ３(１１ / １５) ３８±１６ ６ ２８±１０ ２ ０ ７９０±０ ２８１ 　 肝 ３４±５ꎬ 肠 １０１±７
免疫抑制＋ＮＳ ６０(９ / １５) ２８ ３±１５ ０ ２６ ８±９ ０ ０ ４２７±０ １０７ 　 肝 １５±１ꎬ 肠　　 ２７±８
正常＋ＮＳ ０ (０ / １５) ２２ ４±５ ９ ０ ３４９±０ ０６９

３　 讨论

尽管回顾性临床研究的系统综述认为输注储存时间长

的红细胞可能与患者死亡率的增加相关[３] ꎻ但本组动物实验

研究数据显示:输注不同储存时间的红细胞后ꎬ大肠杆菌感

染的免疫抑制大鼠的死亡率并无明显变化ꎻ反而输注了储存

期短红细胞大鼠死亡率有所增加(表 ４)ꎮ 这一结果不仅印

证了 Ｎｇ 等[３]]所作的 １ 项对 ８ 个 ＲＣＴｓ 的 ｍｅｔａ 分析结果ꎬ而
且也证实了另 １ 项对 １３ 个 ＲＣＴｓ 的 ｍｅｔａ 分析得出的结论:
相比储存期较长的红细胞ꎬ输新鲜红细胞使患者死亡率增加

了 ４‰[１] ꎮ 另外ꎬ免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组大鼠的平均生存时

间明显长于免抑＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组(Ｐ<０ ０５)(图 １ꎬ表 ４)ꎮ

３５２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



多个对人、鼠红细胞储存损伤对比的研究发现:鼠红细

胞储存 ７ ｄ 的损伤程度相当于人红细胞储存约 ２１ ｄ[５] ꎻ而鼠

红细胞储存 １４ ｄ 时的损伤程度则相当于人红细胞储存 ４２
ｄ[６] ꎮ 因而以鼠类为研究对象的此类研究中均以储存 １ ｄ 的

鼠红细胞作为新鲜血ꎬ一般用储存 ７ 或 １４ ｄ 的鼠红细胞作为

陈旧血ꎮ 考虑到我国现行的红细胞保存期 ３５ ｄꎬ以及红细胞

储存不同时间可能产生的差异ꎬ所以我们分别以 １ 和 ９ ｄ 作

为鼠红细胞的储存期ꎮ 以往不管研究对象是人还是鼠ꎬ都证

明储存时间长的同种异体红细胞输注后引起的溶血均较新

鲜红细胞明显[１０－１１] ꎮ 本实验中输血 ２４ ｈ 后血清铁水平ꎬ免
疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组大鼠较免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组也有一定

的增高趋势(Ｐ>０ ０５)(图 ２ꎬ表 ４)ꎬ再次予以了证实ꎮ
本组实验数据显示:免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组大鼠的血细

菌培养结果明显高于免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组、免疫抑制＋ＮＳ
组和正常对照组(Ｐ<０ ０５) (图 ３ꎬ表 ４)ꎬ说明新鲜血液或更

有利于细菌生长ꎮ 已有多个研究显示ꎬ相比储存期长的红细

胞ꎬ输新鲜红细胞使院内感染率增加 ４３‰[１８] ꎻ而烧烫伤患者

输注红细胞的储存时间与患者<３０ ｄ 的菌血症发生率呈负相

关[１９] ꎮ 尽管疾病状态有可能不同ꎬ我们所做的病理分析结

果却也证实:免疫抑制＋１ ｄ ＲＢＣｓ 组大鼠回肠和肝脏组织内

大肠杆菌的数量明显高于免疫抑制＋９ ｄ ＲＢＣｓ 组(图 ４)ꎮ 这

些结果解释了当血清铁>１５ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对大肠杆菌的生长有

抑制作用ꎬ且抑制作用的强度与其浓度成正比[１０] ꎮ
对预实验的分析显示:１)给免疫抑制的大鼠放血 ２０％

后ꎬ无论输注储存 １、９ ｄ 红细胞还是 ＮＳꎬ均没有大鼠在术后<
１ 周死亡(每组 ８ 只)ꎮ 这在一定程度上排除了放血和免疫

抑制剂等因素对于死亡率的干扰ꎮ ２)在选择放血和输血血

管时ꎬ由于大鼠股静脉操作相对简单ꎬ创伤小ꎬ并且能够满足

放血 ２０％的实验要求ꎬ所以我们排除了颈静脉和股动脉以及

尾静脉ꎮ ３)对于正常人来说ꎬ输注红细胞后溶血主要发生在

输血后<１ ｈ[２０] ꎬ但本组免疫抑制的大鼠在输注红细胞后血

清铁峰值出现在 ２４ ｈ 左右ꎬ其主要原因可能是环磷酰胺和地

塞米松对于巨噬细胞的抑制作用所致[２１] ꎮ
总之ꎬ本组实验数据未见输注不同储存时间红细胞对于

大肠杆菌感染的免疫抑制大鼠死亡率有明显影响ꎮ 但输注

新鲜红细胞较陈旧红细胞明显促进了免疫抑制大鼠体内大

肠杆菌的增值ꎬ并加速了大鼠的死亡ꎮ 本实验的不足是未涉

及对促进大肠杆菌增值的物质基础的探索ꎬ也没有对死亡大

鼠的死因做病理解剖分析ꎮ 由于红细胞输注是临床危重患

者常用的治疗手段ꎬ所以有待更加深入而广泛的临床随机对

照研究来证实红细胞储存损伤对于感染患者的影响ꎮ
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论著

干扰素刺激基因 １５ 抑制严重发热伴血小板减少

综合征病毒复制的初步研究∗

陈旭１ 　 李世林１ 　 曾沛斌２△ 　 陈利民１△

(１.北京协和医学院 中国医学科学院 输血研究所ꎬ四川 成都 ６１００５２ꎻ２.四川大学 华西公共卫生学院)

　 　 摘要:目的　 了解干扰素刺激基因 １５( ＩＳＧ１５)对严重发热伴血小板减少综合征病毒(ＳＦＴＳＶ)复制的影响ꎮ 方法

　 １)ＩＳＧ１５ 基因克隆:通过逆转录聚合酶链式反应 (ＲＴ￣ＰＣＲ) 的方法ꎬ从 Ｈｅｌａ 细胞中扩增获得 ＩＳＧ１５ 基因ꎬ然后连

接质粒形成 ＩＳＧ１５ 表达载体ꎮ ２)研究 ＩＳＧ１５ 表达对 ＳＦＴＳＶ 复制的影响:将 ＩＳＧ１５ 质粒转染 Ｈｅｌａ 细胞并过表达后ꎬ接
种 ＳＦＴＳＶꎬ随后用荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法观察 ＩＳＧ１５ 对 ＳＦＴＳＶ 复制的影响ꎮ 结果　 成功构建 ＩＳＧ１５ 表达质粒ꎬ并
在 Ｈｅｌａ 细胞内过表达ꎻＳＦＴＳＶ 成功在 Ｈｅｌａ 细胞内增殖ꎬ同时过表达 ＩＳＧ１５ 可以抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎮ 结论　 初步证

明在 Ｈｅｌａ 细胞中ꎬ过表达 ＩＳＧ１５ 可以抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎬ但具体机制还有待进一步探讨ꎮ
关键词:干扰性刺激基因 １５ꎻ血小板减少综合征ꎻ严重发热ꎻ病毒复制ꎻ基因克隆ꎻＰＣＲꎬ实时荧光定量
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严重发热伴血小板减少综合征(ｓｅｖｅｒｅ ｆｅｖｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍ￣
ｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＳＦＴＳ)是由新近发现的布尼亚病毒(ｂｕ￣
ｎｙａｖｉｒｕｓ)严重发热伴血小板减少综合征病毒( ＳＦＴＳ ｖｉｒｕｓꎬ
ＳＦＴＳＶ)引起的传染性疾病ꎬ２００９ 年首次报道于中国ꎬ早期致

死率高达 ６ ３％－３０％ [１－３] ꎮ ＳＦＴＳ 患者的临床特征主要是严

重发热ꎬ血小板及白细胞减少ꎬ也会出现相关胃肠道症状ꎻ病
程包括潜伏期、严重发热期、多器官衰竭期和恢复期等 ４ 个

阶段[４－５] ꎮ ＳＦＴＳ 是 １ 种经蜱传播的疾病ꎬ主要发生于每年 ４
－１０ 月ꎬ发病高峰期在 ５－７ 月[６] ꎻ易感人群主要为长期劳作

于蜱虫分布集中的湖北ꎬ河南等地区的山区丘陵地带、有较

高暴露风险的农民[６] ꎮ ＳＦＴＳＶ 可以通过血液传播ꎬ对其疫区

的血液安全造成一定影响[７] ꎮ 目前ꎬＳＦＴＳ 没有针对性的治

疗手段ꎬ普遍使用利巴韦林做抗 ＳＦＴＳＶ 治疗ꎬ但是效果不稳

定[８－９] ꎮ 干扰素刺激基因( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅꎬＩＳＧｓ)是
由病毒刺激机体后ꎬ激活干扰素通路产生的一系列基因ꎬ它
们对病毒的复制有一定的影响ꎬ有研究显示 ＩＳＧ１５ 和 ＩＳＧ１６
能够促进 ＨＣＶ 的复制ꎬ同时阻断干扰素( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎꎬ ＩＦＮ)信
号通路[１０－１１] ꎮ 阐明 ＩＳＧｓ 与 ＳＦＴＳＶ 复制的关系或有利于揭示

ＳＦＴＳＶ 的致病机制和宿主先天免疫的关系ꎬ为此我们选取

ＩＳＧｓ 家族中广泛存在的 ＩＳＧ１５ 作为研究对象ꎬ探讨其与

ＳＦＴＳＶ 复制的关系ꎬ报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 ＳＦＴＳＶ 来源　 ２０１２ 年 ９ 月ꎬ由河南省信阳市 １５４ 医院

采集自在该院就诊ꎬ临床症状为发热、血小板减少患者的全

血 ２０(人)份(３ ｍＬ /份)ꎬ通过干冰冷链运输至本实验室ꎬ放
于－８０℃保存ꎻ本实验室采用针对 ＳＦＴＳＶ 的荧光定量试剂盒

(批号 ２０１５００４ꎬ广州达安基因公司)测定其载量ꎮ 本实验开

始时间为 ２０１５ 年 ３ 月ꎬ距标本采集时间间隔为 ２ 年半左右ꎮ
１ ２　 主要试剂与仪器 　 人类宫颈癌传代细胞系 Ｈｅｌａ 细胞

(加拿大多伦多大学的马学忠博士惠赠)ꎬ本实验室常规冻存

于液氮罐内长期保存ꎬ每支冻存管(容积 １ ｍＬ)含细胞 １×１０７

５５２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



个ꎻ培养基(批号 ＮＹＫ０９９７ꎬ美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清

(ＦＢＳꎬ批号 １４２８４７８ꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ总 ＲＮＡ 纯化试剂盒

即 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(批号 １３５３０４ꎬ美国英杰公司)ꎻ逆转录试剂盒

ＩＳｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(批号 １６１￣３１１ꎬ美国伯乐公司)ꎻ
琼脂糖(批号 ００００３３７４６３ꎬ美国英杰公司)ꎻ测序载体 ｐ￣ＴＡ２
(批号 ４３８３００ꎬ日本 ＴＯＹＯＢＯ 公司)ꎻ表达载体 ｐｃＤＮＡ３ １ 由

实验室自己构建ꎻ蛋白免疫印迹所用 ＩＳＧ１５ 抗体(批号 ０００１ꎬ
美国赛信通公司)ꎻＥＣＬ 试剂(批号 １６０８９０２ꎬ美国密理博公

司)ꎻＲＩＰＡ 裂解液(批号 Ｒ００１０ꎬ中国碧云天公司)ꎻＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 荧光定量试剂盒( 批号 １４９３１４００ꎬ美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ
细胞培养瓶 (批号 ４３０７２０ꎬ美国康宁公司)ꎻ细胞培养箱

(ＤＲＰ￣９０８２ꎬ美国赛默飞公司)ꎻ离心机(Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒꎬ德
国艾本德公司)ꎻ电泳仪(ＥＰＳ３０１ꎬ 美国伯乐公司)ꎻ化学发光

成像仪(ＬＡＳｍｉｎｉ４０００ꎬ美国通用公司)ꎮ 本实验所有引物均

由北京擎科公司合成ꎮ
１ ３　 Ｈｅｌａ 细胞培养与 ＳＦＴＳＶ 的接种　 将 Ｈｅｌａ 细胞 １ ｍＬ 中

加入了 ５０ ｍＬ １０％ＦＢＳ、５ ｍＬ １００ μｇ / ｍＬ 青霉素与 ５ ｍＬ １００
μｇ / ｍＬ 链霉素培养 ６ ｈꎬ弃去培养基ꎬ重新加入新鲜培养基

１２ ｍＬꎬ放入 ３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱内培养 ２ ｄꎮ 以收集的

ＳＦＴＳＶ 病毒液 ５ ｍＬ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞ꎮ 采用荧光定量￣ＰＣＲ 方

法(操作按试剂盒说明书)测定患者血浆及 ＳＦＴＳＶ 感染 Ｖｅｒｏ
细胞上清液中的病毒载量(ｃｐ / ｍＬ)ꎮ 接种 ＳＦＴＳＶ １ ０ ＭＯＩ
于 Ｈｅｌａ 细胞中培养 ４８ ｈꎬ收集细胞和上清液ꎮ
１ ４　 ＩＳＧ１５ 过表达质粒的构建 　 将 Ｈｅｌａ 细胞 ２×１０５个 / ｍＬ
平铺在 ２４ 孔板内ꎬ５００ ｍＬ /孔ꎬ用 １００ ＩＵ / ｍＬ 的 ＩＦＮα 刺激

Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ用总 ＲＮＡ 纯化试剂 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂收集细胞

内总 ＲＮＡꎬ使用逆转录试剂盒做逆转录获取相应的 ｃＤＮＡꎬ
以便做 ＰＣＲꎬ琼脂糖电泳获取相应 ＩＳＧ１５ 片段 ( ＩＳＧ１５ 的

ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号为 ＮＭ＿００５１０１ꎬ 扩增 ＩＳＧ１５ 目的基因所需

上游引物:５′￣ＧＡＧ ＡＧＧ ＣＡＧ ＣＧＡ ＡＣＴ ＣＡＴ ＣＴ ￣３′ꎬ下游引

物:５′￣ＣＴＴ ＣＡＧ ＣＴＣ ＴＧＡ ＣＡＣ ＣＧＡ ＣＡ￣３′)ꎬ连接到测序载

体 ｐＴＡ２ 上测序后ꎬ再将该 ＩＳＧ１５ 目的片段连接到表达载体

ｐｃ￣ＤＮＡ３ １ 上ꎬ用蛋白免疫印迹法验证 ＩＳＧ１５ 蛋白表达ꎮ
１ ５　 Ｈｅｌａ 细胞总蛋白质提取与蛋白免疫印迹试验　 将构建

好的 ＩＳＧ１５ 质粒 ４ μｇ 转染到 Ｈｅｌａ 细胞内 ４８ ｈꎬ将该 Ｈｅｌａ 细

胞用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解 ２０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ获取蛋

白质样品ꎬ用 ＢＣＡ 法测定蛋白样品浓度ꎮ 将蛋白质样品(２５
μｇ /孔)上样到电泳凝胶内行聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ转膜到

ＰＶＤＦ 膜上用 ５％脱脂牛奶 １０ ｍＬ 封闭 ２ ｈꎬ用特异性 ＩＳＧ１５
抗体孵育、４℃过夜后ꎬ用 １×ＴＴＢＳ(１ Ｌ ＴＴＢＳ 含 ８ ７７ｇ ＮａＣｌꎬ
２ ４２ ｇ Ｔｒｉｓꎬ １ ｇ Ｔｗｅｅｎꎬ ｐＨ７ ５)洗 ３ 次(１０ ｍｉｎ /次)ꎬ再用

ＨＲＰ 标记的二抗孵育 １ ｈꎬ用 １×ＴＴＢＳ 洗 ３ 次(１０ ｍｉｎ /次)ꎮ
采用化学发光法(将 ＥＣＬ 试剂轻轻滴加到膜上)ꎬ用化学发

光成像仪显影ꎮ
１ ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测　 ＩＳＧ１５ 的表达以及 ＳＦＴＳＶ 在

Ｈｅｌａ 细胞内的扩增:将 ＩＳＧ１５ 质粒 １ μｇ 转染到 ２４ 孔细胞培

养板内的 Ｈｅｌａ 细胞里 ４８ ｈ 后ꎬ用总 ＲＮＡ 纯化试剂盒提取

Ｈｅｌａ 细胞内 ＲＮＡꎬ用逆转录试剂盒(Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)获取 ｃＤＮＡꎬ以实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＳＧ１５ 在分

子水平的表达ꎬ扩增 ＩＳＧ１５ 所需荧光定量引物(上游:５′￣ＣＧ￣

ＣＡＧＡＴＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＴＴ￣３′ꎬ下游:５′￣ＧＣＣＣＴＴＧＴＴＡＴＴＣＣＴ￣
ＣＡＣＣＡ￣３′)ꎬ反应体系条件为 ９５℃ ３０ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ
２０ 个循环ꎬ２０ μＬ 反应体系(１ μＬ ｃＤＮＡꎬ上下游引物各 １
μＬꎬ２×ＳＹＢＲ ｍｉｘ １０ μＬꎬＨ２Ｏ ７ μＬ)ꎻ同时ꎬ用 ＳＦＴＳＶ １ ０ ＭＯＩ
感染 Ｈｅｌａ 细胞ꎬ用 ＲＮＡ 提取试剂盒收集不同时间点(０、４、
８、１６、２４、４８ ｈ)细胞内总 ＲＮＡꎬ再用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

ＳＦＴＳＶ 相对拷贝数(所用的引物为 ＳＦＴＳＶ 编码的 ＮＳ 基因荧

光定量引物ꎬ上游:５′￣ＴＴＡＧＡＣＣＴＣＣＴＴＣＧＧＧＡＧＧＴＣＡ￣３′ꎬ下
游:５′￣ＴＧＧＡＧＣＡＴＴＴＧＣＴＣＡＧ ＣＧＡＣＡＴ￣３′)ꎮ
１ ７　 实验分组　 将 ＩＳＧ１５ 质粒及表达载体 ｐｃＤＮＡ３ １ 分别

转染到 Ｈｅｌａ 细胞中:１)观察转染了 ＩＳＧ１５ 质粒组相对于转

染空载 ｐｃＤＮＡ３.１ 组(转染空载组)是否成功高表达(同时设

未处理组)ꎻ２) 比较转染 ＩＳＧ１５ 组和转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 组对

ＳＦＴＳＶ 复制的影响(同时设只感染病毒组为对照组)ꎮ 所有

试验每组均重复 ３ 次(ｎ＝ ３)ꎮ
１ ８　 统计学分析　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ５ ０ 软件ꎬ所有试验

均重复 ３ 次ꎬ采用独立样本 ｔ 检验对数据做比较分析ꎬＰ<
０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ＳＦＴＳＶ 在 Ｈｅｌａ 细胞内增殖　 随着培养时间的推移ꎬＨｅ￣
ｌａ 细胞内 ＳＦＴＳＶ 拷贝数呈上升趋势ꎬ２４ ｈ 达到最高峰ꎬ随后

直到 ４８ ｈ 有所下降ꎬ但依然明显高于刚开始感染 ＳＦＴＳＶ 时ꎬ
说明 ＳＦＴＳＶ 成功在 Ｈｅｌａ 细胞内增殖(图 １)ꎮ

注:ＧＡＰＤＨ 为内参蛋白

图 １　 随培养时间推移 ＳＦＴＳＶ 在 Ｈｅｌａ 细胞内的增殖情况

２ ２　 ＩＳＧ１５ 连接到表达载体　 通过连接、转化、菌液扩增ꎬ将
获取目的基因 ＩＳＧ１５ 连接到表达载体 ｐｃ￣ＤＮＡ３ １ 上ꎬ用获取

的菌液作为模板ꎬ经 ＰＣＲ 检测、琼脂糖凝胶电泳验证:ＩＳＧ１５
成功连接到表达载体上(图 ２)ꎮ

１－５ 菌液 ＰＣＲ 产物电泳泳道ꎻ３、５ ＰＣＲ 扩增的 ＩＳＧ１５ 对应

的条带为 ４００ ｂｐ 左右

图 ２　 菌液 ＰＣＲ 扩增的 ＩＳＧ１５ ＲＮＡ 电泳
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２ ３　 目的基因 ＩＳＧ１５ 的表达鉴定　 将表达载体 ｐｃ￣ＤＮＡ３ １
上对应菌液中提取的 ＩＳＧ１５ 质粒转染到 Ｈｅｌａ 细胞内 ４８ ｈ:１)
提取细胞总 ＲＮＡꎬ逆转录获取 ｃＤＮＡꎬ加入特异的 ＩＳＧ１５ 荧光

定量引物ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 显示 ＩＳＧ１５ 在分子水平成功高

表达(图 ３)ꎻ２)用相应的蛋白质裂解液获取蛋白质ꎬ蛋白免

疫印迹试验点 ＩＳＧ１５ 在蛋白水平成功高表达ꎬ且明显高于未

处理组、转染空载组(Ｐ<０ ０１)(图 ４)ꎮ

图 ３　 ＩＳＧ１５ 的实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

图 ４　 ＩＳＧ１５ 表达的蛋白印迹鉴定

２ ４　 过表达 ＩＳＧ１５ 抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制　 将 ＩＳＧ１５ 质粒转染

到 Ｈｅｌａ 细胞内ꎬ用 ＳＦＴＳＶ 感染 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈꎬ收取细胞内总

ＲＮＡꎬ逆转录获取 ｃＤＮＡꎬ实时 ＰＣＲ 检测 ＳＦＴＳＶ 表达水平:相
对于转染空载 ｐｃ￣ＤＮＡ３ １ 组ꎬ转染 ＩＳＧ１５ 组中 ＳＦＴＳＶ 拷贝数

是呈明显下降趋势( ｔ ＝ ４ ４６７ꎬＰ<０ ０５)ꎬ提示过表达 ＩＳＧ１５
抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制(图 ５)ꎮ

图 ５　 过表达 ＩＳＧ１５ 抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制

３　 讨论

ＳＦＴＳＶ 是 １ 种新发病毒ꎬ于 ２００９ 年由中国人首次报

道[１] ꎻ在目前尚无特效抗病毒治疗药物的情况下ꎬ了解

ＳＦＴＳＶ 的生活周期及其与宿主先天免疫之间的关系ꎬ有助于

阐明 ＳＦＴＳＶ 的致病机制ꎬ为抗病毒药物的研发提供支持ꎮ
据报道Ⅰ型 ＩＦＮ 刺激宿主细胞后ꎬＩＦＮα / β 能和相应的

ＩＦＮ 受体(ＩＦＮＡＲ)结合ꎬ进而激活 Ｊａｋ / ＳＴＡＴ 信号途径ꎬ导致

ＩＳＧｓ 的大量产生ꎬ这些基因在抗病毒过程中发挥着重要作

用ꎻ其中有很多 ＩＳＧｓ 的表达产物ꎬ如 ＩＳＧ１５、ＭｘＡ、ＯＡＳ３ 被认

为是抗病毒蛋白ꎬ对病毒的复制有抑制作用[１２] ꎮ 但也有研

究者认为 ＨＣＶ 和登革热病毒感染宿主后ꎬＩＳＧ１５ 能够抵抗

ＩＦＮ 的抗病毒效应ꎬ并促进病毒的复制和分泌[１０－１３] ꎮ 总之这

些研究都说明 ＩＳＧｓ 在机体对抗病毒感染的过程中发挥了重

要作用ꎬ而且存在病毒特异性ꎬ对不同的病毒可以通过不同

的途径影响病毒的生活周期ꎮ 本实验数据首先证实了 Ｈｅｌａ
细胞能够支持 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎬ随着细胞培养时间的推移ꎬ
ＳＦＴＳＶ 在细胞内的拷贝数逐渐上升ꎬ到细胞培养 ２４ ｈ 达到最

高峰ꎬ直到 ４８ ｈ 拷贝数有所下降 (图 １)ꎬ这可能是随着

ＳＦＴＳＶ 感染细胞时间的延长ꎬ细胞生长状态受到影响所致ꎮ
为了进一步弄清 ＩＳＧ１５ 对 ＳＦＴＳＶ 复制的影响ꎬ我们构建

了 ＩＳＧ１５ 高表达质粒ꎬ先通过菌液 ＰＣＲ 成功验证了目的基因

( ＩＳＧ１５)连接到表达载体上面ꎬ再从分别从 ｍＲＮＡ 水平与蛋

白水平验证了其在 Ｈｅｌａ 细胞内成功高表达(图 ２－４)ꎻ进而

将该 ＩＳＧ１５ 转染到 Ｈｅｌａ 细胞内ꎬ观测到其表达的 ＩＳＧ１５ 抑制

了 ＳＦＴＳＶ 的复制(图 ５)ꎮ 此前曾有报道登革热病毒编码的

ＶＰ２４ 蛋白能够直接和 ＳＴＡＴ１ 相互作用ꎬ进一步阻断 ＩＦＮ 信

号通路[１３] ꎻ并且登革热病毒还能够通过下调 ＳＴＡＴ２ 的水平

进一步阻断 ＩＦＮ 反应ꎬ它编码的 ＮＳ４Ｂ 蛋白在猴细胞内能够

阻断 ＩＦＮα / β 和 ＩＦＮγ 信号转导途径[１３－１４] ꎮ 我们的发现初步

证明 ＩＳＧ１５ 能够在 Ｈｅｌａ 细胞中抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎮ 有研究

显示 ＳＦＴＳＶ 的 Ｓ 片段编码的 ＮＳｓ 蛋白在宿主固有免疫中起

到了重要作用[１５] ꎻＩＳＧ１５ 可能通过与 ＳＦＴＳＶ 编码的 ＮＳｓ 蛋白

相互作用进而抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎬ 这个推论还有待进一步

探讨ꎮ
本实验初步阐明了 ＩＳＧ１５ 能够抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制ꎬ为病

毒逃逸宿主固有先天免疫的机制提供了一定的理论依据ꎻ但
ＩＳＧ１５ 如何抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制、是否通过与病毒相关蛋白质

的相互作用来抑制 ＳＦＴＳＶ 的复制等问题尚需阐明ꎮ 因此ꎬ筛
选 ＩＳＧ１５ 与病毒蛋白作用的靶点以及相关的功能研究是后

续研究的 １ 个重点方向ꎬ同时由于 ＩＦＮ 在宿主固有免疫中的

重要作用ꎬＩＳＧ１５ 是否通过影响 ＩＦＮ 信号通路抑制 ＳＦＴＳＶ 的

复制也值得更深入的研究ꎮ
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厦门地区献血者戊肝病毒感染研究∗

欧山海　 林永财　 谢金镇　 倪宏英　 宋秀宇△(厦门市中心血站ꎬ福建 厦门 ３６１００４)

　 　 摘要:目的　 研究献血者戊肝病毒感染情况ꎮ 方法 　 对厦门地区部分献血者标本进行戊肝病毒抗原(ＨＥＶ￣
Ａｇ)、抗体(ＨＥＶ￣ＩｇＧ 和 ＨＥＶ￣ＩｇＭ)检测ꎬＨＥＶ￣Ａｇ 阳性和 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性者进行 ＨＥＶ 核酸检测ꎬ核酸检测阳性标本进

行序列测定和基因型分析ꎮ 结果 　 总共 ６ ２６３ 人份献血者标本中ꎬ检出 １ ４４７ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＧ 阳性(１ ４４７ / ６ ２６３ꎬ
２３ １０％)、 ４２ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性(４２ / ６ ２６３ꎬ０ ６７％) 、１２ 例 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性(１２ / ６ ２６３ꎬ０ １９％)ꎻ１２ 例 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性标本

中检出 ８ 例 ＨＥＶ 核酸阳性(８ / ６ ２６３ꎬ０ １３％)ꎬ４２ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性标本中未检出 ＨＥＶ 核酸阳性ꎮ ８ 例 ＨＥＶ 核酸阳

性有 ４ 例测序成功ꎬ分别为 ２ 例Ⅰ型、２ 例Ⅳ型ꎮ 随访显示大部分阳性献血者 ＨＥＶ 病毒血症可较长时间持续存在ꎮ
结论　 厦门地区献血者戊肝病毒现症感染率较高ꎬ在今后的输血保障工作中应引起重视ꎮ ＨＥＶ￣ＩｇＭ 检测对献血者

ＨＥＶ 现症感染的检出率较低ꎬ而 ＨＥＶ￣Ａｇ 的检出率较高且同 ＨＥＶ 核酸检测具有较高的一致性ꎬ有望在血液筛查中

得以推广ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｅ ｖｉｒｕｓꎻ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒꎻ ＨＥＶ￣Ａｇ

戊型肝炎(简称戊肝)是由戊肝病毒(ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＨＥＶ)感染引起的一类传染性疾病ꎬ主要经粪￣口传播ꎬ可爆

发性流行ꎬ发展中国家较为常见ꎬ孕妇患急性戊肝的死亡率

可达 ２０％－２５％ [１] ꎮ ＨＥＶ 虽然主要经消化道传播ꎬ但是经输

血传播的途径近年来已被多次证实[２－５] ꎬ从而在输血行业引

起越来越多的关注ꎻ国内近年来已有数个地区对献血者 ＨＥＶ
感染情况进行研究ꎬ然而现有研究往往存在一定的不足之

处ꎮ 我们知道ꎬＨＥＶ ＲＮＡ 检测因灵敏度高特异性强ꎬ一直被

认为是戊肝感染诊断的金标准ꎬ血液中检出 ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性

则表明存在 ＨＥＶ 病毒血症ꎬ是现症感染的指标之一ꎻ但是

ＨＥＶ ＲＮＡ 检测同时具有操作要求高、价格昂贵等特点ꎬ限制

了其在血液筛查中的大规模应用ꎬ因此研究者往往采用了检

测戊肝抗体(ＨＥＶ￣ＩｇＧ、ＨＥＶ￣ＩｇＭ)的方法[６－９] 或者在 ＨＥＶ￣
ＩｇＭ 阳性基础上进行 ＨＥＶ ＲＮＡ 检测的方法[１０－１３] 进行献血

者 ＨＥＶ 感染的研究ꎮ 其中 ＨＥＶ￣ＩｇＧ 是戊肝既往感染的指

标ꎬ而 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 虽然是近期感染的指标ꎬ但通常具有 ５ 个月

的拖尾期[１] ꎬ不宜作为现症感染的指标ꎬ与 ＨＥＶ ＲＮＡ 的相

关性也较弱ꎬ因此采用 ＨＥＶ￣ＩｇＭ ＋ ＨＥＶ ＲＮＡ 检测的方法ꎬ很
可能导致部分 ＨＥＶ 早期感染者的漏检ꎬ之前采用这种研究

模式的地区包括本单位在内[１３] ꎬＨＥＶ 病毒血症的检出比例

往往较低甚至检测不到ꎮ 而戊肝抗原检测是近年来新兴的 １
种戊肝现症感染检测方法ꎬ经过不断改良ꎬ灵敏度和特异性

大大提高ꎬ和 ＨＥＶ ＲＮＡ 也有较高的一致性[１] ꎬ有望应用于

大规模的血液 ＨＥＶ 筛查ꎮ 本研究拟通过应用 ＨＥＶ 抗原检

测ꎬ结合戊肝抗体、ＲＮＡ 检测ꎬ对本地区献血者 ＨＥＶ 感染情

况进行重新评估ꎬ以期对今后血液筛查策略的制定提供更为

准确的数据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本　 从 ２０１３ 年 １２ 月－２０１４ 年 ５ 月间随机检测无偿

献血者标本 ６ ２６３ 人份ꎮ 献血者年龄 １８－ ６０ 岁ꎬ其中男性

４ １３３人份ꎬ女性 ２ １３０ 人份ꎮ 所有入组标本均为血站各常规

血液筛查指标合格者ꎮ
１ ２　 试剂与仪器　 ＳＴＡＲ 全自动加样系统(瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公

司)ꎬＦＡＭＥ 全自动酶免工作站(瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司)ꎬ戊肝抗

原检测试剂盒(北京万泰公司)ꎬ戊肝抗体 ＩｇＧ 检测试剂盒

(北京万泰公司)ꎬ戊肝抗体 ＩｇＭ 检测试剂盒(北京万泰公

司)ꎬ病毒 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒(北京金麦格公司)ꎬ一步法

ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒 (北京金麦格公司)ꎬＣＦＸ９６ ＴｏｕｃｈＴＭ荧光定

量 ＰＣＲ 检测系统(美国 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司)ꎮ 所有试剂均为批批

检产品并在有效期内使用ꎮ
１ ３　 献血者戊肝抗原、抗体检测　 ６ ２６３ 人份献血者标本同

时应用戊肝抗原检测试剂盒、戊肝抗体 ＩｇＧ 检测试剂盒、戊
肝抗体 ＩｇＭ 检测试剂盒在全自动酶免工作站上进行检测ꎬ所
有操作严格按照说明书要求完成ꎬ检测 ＯＤ 值大于试剂盒设

定的 ｃｕｔｏｆｆ 值判为阳性ꎮ
１ ４　 献血者戊肝病毒核酸检测　 戊肝抗原检测阳性或戊肝

抗体 ＩｇＭ 检测阳性的标本都进行了戊肝病毒的核酸检测ꎮ

具体是:先采用病毒 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒提取病毒 ＲＮＡꎬ
得到的病毒 ＲＮＡ 采用一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ反应体系如下:ＲＮＡ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ５ μＬꎬ２×Ｏｎｅ￣
Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ １２ ５ μＬꎬＧｅｎＭａｇＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ＭＩＸ １ ５ μＬꎬＰｒｉｍｅｒＪＶＨＥＶＦ ０ ５ μＬꎬＰｒｉｍｅｒＪＶＨＥＶＲ ０ ５
μＬꎬＰｒｏｂｅ ＪＶＨＥＶＰ ０ ５ μＬꎬ补充 ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ 使最终体积为

２５ μＬꎮ 用于 ＨＥＶ 检测的 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物和探针针对

ＨＥＶ 病毒 ＯＲＦ３ 区域ꎬ其序列见表 １ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 引物探针序列

名称 序列 ＨＥＶ 基因组上位置

ＪＶＨＥＶＦ ＧＧＴＧＧＴＴＴＣＴＧＧＧＧＴＧＡＣ ５２６１－５２７８
ＪＶＨＥＶＰ ＦＡＭ￣ＴＧＡＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＴＴＣＧＣ￣ＴＡＭＲＡ ５２８３－５３００
ＪＶＨＥＶＲ ＡＧＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＴＧＡＡ ５３１１－５３２８

ＰＣＲ 检测程序:反转录 ５５℃ １５ ｍｉｎꎬ预变性 ９５℃ １５
ｍｉｎꎬ变性 ９５℃ １５ ｓꎬ退火及延伸 ５５℃ ４５ ｓꎬ收集荧光 ＦＡＭꎬ
重新变性ꎬ共 ４５ 个循环ꎮ 以标准质粒制备标准定量曲线ꎬ以
阈值(Ｃｔ 值)为参数ꎬ通过标准曲线计算相应的拷贝数(详见

文献[１４])ꎮ
１ ５　 序列扩增、测定与基因型分析　 戊肝病毒核酸检测阳

性标本送到厦门大学“分子疫苗学与分子诊断学国家重点实

验室”进行序列扩增和测序ꎮ 测序结果使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件

包处理后ꎬ 与参考序列做同源性比对ꎬ 各基因型参考序列从

ＧｅｎＢａｎｋ 里选择代表性序列ꎬ分别为: Ⅰ型( Ａ Ｆ０５１８３０、ＡＦ
０７６２３９、ＡＦ１８５８２２、ＡＦ４４４００２、ＡＦ４４４００３、ＡＦ４５９４３８、Ｍ９４１７７
)ꎻ Ⅱ 型 ( Ｍ ７４５０６ )ꎻ Ⅲ 型 ( ＡＦ０６０６６８、 ＡＢ０７４９１８、
ＡＦ０８２８４３、 ＡＹ １１５４８８ ) ꎻⅣ型 ( ＡＹ ５９４１９９、 ＡＢ０８０５７５、
ＡＢ０９７８１２、 ＡＢ１０８５３７、 ＡＢ１６１７１９ )ꎮ 同 源 性 分 析 采 用

ＭＥＧＡ５ ０ 软件ꎮ
１ ６　 ＨＥＶ 阳性献血者的随访检测　 除去无法联系上或不愿

配合者ꎬ共有 ８ 名 ＨＥＶ 抗原阳性献血者在当次献血后间隔 １
－３ 个月左右得到至少 １ 次随访ꎬ其中 １ 名献血者得到 ２ 次随

访ꎮ 随访时采集标本ꎬ分别按前述方法进行 ＨＥＶ 抗原、抗体

和核酸检测ꎮ

２　 结果

２ １　 献血者 ＨＥＶ 抗原抗体检测结果　 总共 ６ ２６３ 人份献血

者标本中ꎬ 检出 １ ４４７ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＧ 阳 性 ( １ ４４７ / ６ ２６３ꎬ
２３ １０％)、 ４２ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性(４２ / ６ ２６３ꎬ０ ６７％) 、１２ 例

ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性(１２ / ６ ２６３ꎬ０ １９％)ꎬ见表 ２ꎮ
表 ２　 献血者 ＨＥＶ 抗原抗体检测结果(ｎ＝ ６ ２６３)

ｎ 阳性率(％)
ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性 １２ ０ １９
ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性 ４２ ０ ６７
ＨＥＶ￣ＩｇＧ 阳性 １ ４４７ ２３ １０

２ ２　 献血者 ＨＥＶ 核酸检测结果　 １２ 例 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性标本

中检出 ８ 例 ＨＥＶ 核酸阳性(８ / ６ ２６３ꎬ０ １３％)ꎻ阳性献血者的

基本信息如表 ３ 所示ꎻ４２ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性标本中未检出

ＨＥＶ 核酸阳性ꎮ ＨＥＶ 核酸阳性标本有 ４ 例测序成功ꎬ经基

因分型结果 ２ 例为Ⅰ型、２ 例为Ⅳ型(图 １)ꎮ
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表 ３　 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性献血者的基本情况

性别 年龄(岁) 职业 学历
ＨＥＶ￣Ａｇ
(Ｓ / ＣＯ)

ＨＥＶ ＲＮＡ
(ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ)

ＸＭ１２５１ 男 ４６ 公司职员 本科 ２ ８ ２ ７８Ｅ＋０４
ＸＭ１８０１ 女 ３８ 家庭主妇 初中 ２ ９ ４ ４７Ｅ＋０４
ＸＭ９６８６ 男 ３５ 公司职员 高中 ４ ４ ４ ８９Ｅ＋０４
ＸＭ４５８９ 男 ３３ 医生 硕士 １ ２ ７ ２２Ｅ＋０４
ＸＭ１０９７ 男 ３５ 自由职业 高中 ４ ５ ８ ８４Ｅ＋０４
ＸＭ２１７６ 女 ４７ 工人 高中 １ ３ ２ １８Ｅ＋０５
ＸＭ５６６６ 女 ４２ 家庭主妇 小学 １ ４ ５ ５５Ｅ＋０５
ＸＭ９２７６ 男 ２３ 农民 高中 ５ ５ ７ １５Ｅ＋０５
ＸＭ１１４９ 男 ３２ 工人 高中 ２ ９ －
ＸＭ８６２４ 女 ３５ 个体户 高中 ９ ９ －
ＸＭ９７２６ 男 ３３ 农民 初中 １ ２ －
ＸＭ３３５７ 男 ２３ 学生 本科 ２ １ －

４ 条序列分别标记为▲ＸＭ１８０１ꎬ ▲ＸＭ５６６６ꎬ ▲ＸＭ９２７６ 及▲ＸＭ１０９７

图 １　 献血者 ＨＥＶ 序列的系统进化树分析

２ ３　 献血者随访结果　 ８ 名献血者的随访检测结果如表 ４
所示ꎮ 需要指出的是ꎬ被随访的几名献血者在问及如何感染

上 ＨＥＶ、有无生食东西的习惯或有无疫区接触史等情况时ꎬ
都表示没有或不清楚ꎮ

表 ４　 ＨＥＶ 阳性献血者的随访检测结果

日期
(ｄ)

ＨＥＶ￣Ａｇ ＨＥＶ￣ＩｇＭ ＨＥＶ￣ＩｇＧ ＨＥＶ ＲＮＡ
(ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ)

ＡＬＴ
(ＩＵ / ｍＬ)

ＸＭ８６２４ １ ＋ － － － <４０
１９ ＋ － － １ ４１Ｅ＋０５ <４０
９２ ＋ － － ４ １８Ｅ＋０５ <４０

ＸＭ９６８６ １ ＋ － － ４ ８９Ｅ＋０４ <４０
８２ － － － ３ ７４Ｅ＋０６ <４０

ＸＭ４５８９ １ ＋ － － ７ ２２Ｅ＋０４ <４０
８７ ＋ － － ６ １０Ｅ＋０５ <４０

ＸＭ１０９７ １ ＋ － － ８ ８４Ｅ＋０４ <４０
３８ ＋ － － ２ ０９Ｅ＋０４ <４０

ＸＭ１８０１ １ ＋ － － ４ ４７Ｅ＋０４ <４０
９１ ＋ － ＋ ６ ３２Ｅ＋０４ <４０

ＸＭ２１７６ １ ＋ － － ２ １８Ｅ＋０５ <４０
７８ ＋ － ＋ １ ７４Ｅ＋０５ <４０

ＸＭ１１４９ １ ＋ － － － <４０
７５ ＋ － ＋ － <４０

ＸＭ１２５１ １ ＋ － － ２ ７８Ｅ＋０４ <４０
２１ ＋ － － － <４０

３　 讨论

正如前述ꎬ目前国内对献血者 ＨＥＶ 感染获得的数据要

么是献血者既往 ＨＥＶ 的感染情况(ＨＥＶ￣ＩｇＧ)ꎬ要么是近期

感染情况(ＨＥＶ￣ＩｇＭ)ꎬ而对于献血者现症感染的情况研究往

往存在一定的不足之处:受限于操作和成本方面的考虑ꎬ研
究者往往没能直接对研究对象全体进行 ＨＥＶ ＲＮＡ 检测ꎬ而
是仅对 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性的个体进行 ＨＥＶ ＲＮＡ 检测ꎻ但由于

ＨＥＶ￣ＩｇＭ 同 ＨＥＶ ＲＮＡ 的阳性符合率较低ꎬ因此所获得的献

血者病毒血症(ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性)的比率往往较低ꎬ很可能存

在漏检的情况ꎬ不能真实反应献血者现症感染的情况ꎮ 比如

绍兴市 ５０ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性标本中仅检出 ６ 例 ＨＥＶ ＲＮＡ 阳

性[１０] ꎻ温州市 ２８ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性标本中仅检出 ３ 例 ＨＥＶ
ＲＮＡ 阳性[１１] ꎻ盐城市 １０ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性标本中未检出

ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性[１２] ꎮ 我们在以前的研究中 １８６ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ
阳性标本中也仅检出 ４ 例 ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性[１３] ꎬ而在本次研究

中 ４２ 例 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳性无 １ 例检出 ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性ꎮ 检出率

低的可能原因一方面 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 阳转的时间本就晚于病毒复

制的高峰时间ꎬ另一方面 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 通常具有 ５ 个月的拖尾

期ꎬ在体内存在的时间较长ꎬ而此时体内的 ＨＥＶ ＲＮＡ 很可能

已经消失ꎬ因而造成二者的阳性符合率较低ꎮ 而对于血制品

来说ꎬ血液中是否含有病毒以及含量多寡恰恰是我们更关心

的问题ꎬ这要求我们用更准确的方法来评估ꎮ
本研究引入了 ＨＥＶ￣Ａｇ 检测ꎬ正是 ＨＥＶ 现症感染的指

标之一ꎮ 在前几年国内也有 ２ 家单位应用了 ＨＥＶ￣Ａｇ 进行

献血者的研究ꎬ其中沈阳 ２ ２５０ 献血者中未检出 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳

性[１５] 、瓦房店 １ 万余献血者中仅检出 １０ 例阳性[１６] ꎮ 需要指

出的是ꎬ他们所用的 ＨＥＶ￣Ａｇ 试剂是旧版本的试剂(都是北

京万泰公司生产ꎬ由厦门大学分子疫苗学和分子诊断学国家

重点实验室研发)ꎬ灵敏度和特异性都存在提高的空间ꎮ 近

期厦门大学分子疫苗学和分子诊断学国家重点实验室对该

试剂进行了改良ꎬ灵敏度和特异性都有一定的提升ꎬ与 ＨＥＶ
ＲＮＡ 检测结果也有较高的一致性[１４] ꎮ 本研究中ꎬ我们应用

改良后的 ＨＥＶ￣Ａｇ 试剂ꎬ在 ６ ２６３ 人份献血者标本中就检出

１２ 例 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性ꎬ阳性率达 ０ １９％ꎻ １２ 例 ＨＥＶ￣Ａｇ 阳性中

检出 ８ 例 ＨＥＶ ＲＮＡ 阳性ꎬ阳性符合率达到 ６６ ７％(８ / １２)ꎬ
ＨＥＶ ＲＮＡ 的总体阳性率也高达 ０ １３％ꎬ远高于我们之前的

研究数据 ２ / １ 万(４ / ２０ ３８９) [１３] ꎮ 这些数据至少说明 ２ 个问

题:１)本地区献血者的 ＨＥＶ 现症感染率较高ꎬ尤其是 ＨＥＶ
病毒血症 ０ １３％的比率与本地区献血者隐匿性乙肝感染的

比例接近[１７] ꎬ这在今后的输血安全上应引起重视ꎬ是否需要

在献血者常规筛查中引入 ＨＥＶ 的相关检测ꎬ有待相关部门

进行综合考量ꎻ２)ＨＥＶ ＲＮＡ 与 ＨＥＶ￣Ａｇ 检测的阳性符合率

较高ꎬ与 ＨＥＶ￣ＩｇＭ 的符合率较低ꎮ 而 ＨＥＶ￣Ａｇ 检测灵敏度

高、特异性强且操作方便、成本较低ꎬ适合于 ＨＥＶ 现症感染

的大规模筛查ꎬ有望在今后得到推广应用ꎮ
关于献血者 ＨＥＶ 病毒血症的持续时间问题ꎬ需要对献

血者做较长时间段的随访检测ꎬ国内尚没有这方面的报道ꎮ
国外有学者报道ꎬ英国献血者 ＨＥＶ 病毒血症平均持续时间

为 ５－７ 周[１８] ꎻ德国献血者 ＨＥＶ 病毒血症的持续时间在 ２０－

０６２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



８０ ｄ[１９] ꎻ荷兰献血者 ＨＥＶ 病毒血症的平均持续时间为 ６８ ４
ｄ[２０] ꎮ 本研究也对献血者进行了随访检测ꎬ但受限于各方面

的因素ꎬ无论随访人数或者随访次数都有所欠缺ꎮ 不过从现

有获得的数据ꎬ我们至少能获得 ２ 点信息:１)我国献血人群

ＨＥＶ 感染者体内的病毒血症也可能较长时间持续存在ꎮ ８
例随访者中除 ２ 例转阴ꎬ其他 ６ 例都持续 ＲＮＡ 阳性ꎬ而且持

续时间普遍超过 ８０ ｄ(有 ２ 例甚至超过 ９０ ｄ)ꎬ病毒血症持续

时间甚至比前述国外报道的还长ꎮ 这是否与 ＨＥＶ 基因型有

关(欧美国家主要是Ⅲ型)还不得而知ꎬ但是长期存在的病毒

血症无疑加剧了输血传播风险(因献血者可能短时间内重复

献血)ꎬ给血液安全保障带来较大麻烦ꎻ２)献血者病毒血症的

病毒拷贝数大多不高ꎮ 研究显示急性戊肝患者体内的 ＨＥＶ
病毒浓度往往大于 １０７ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬꎬ而本研究中献血者无论初

次还是随访ꎬ病毒浓度都相对较低ꎬ波动于 １０４ －１０５之间ꎬ造
成这种差异的原因还有待进一步的深入研究ꎮ

总之ꎬ本研究对厦门地区献血者 ＨＥＶ 感染情况进行重

新评估ꎬ发现本地区献血者存在较高的 ＨＥＶ 现症感染率ꎬ而
且献血者体内的病毒血症可较长时间持续存在ꎬ在今后的输

血安全保障工作中应引起足够的重视ꎮ
(致谢:衷心感谢厦门大学分子疫苗学和分子诊断学国

家重点实验室的郑子峥、温桂平老师对于本研究给予的指导

和帮助)
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论著

不同照射剂量建立非清髓性移植物抗宿主病模型小鼠

外周血 Ｔ 细胞消长性研究∗

胡晓丽　 李志强△(上海交通大学附属第六人民医院 输血科ꎬ上海 ２００２３３)

　 　 摘要:目的　 探讨不同照射剂量建立非清髓性移植物抗宿主病(ＧＶＨＤ)模型小鼠外周血 Ｔ 细胞消长性变化ꎬ了
解 ＧＶＨＤ 发病中 Ｔ 细胞的作用ꎮ 方法　 ５０ 只 ＢＡＬＢ / Ｃ 小鼠随机分成 ５ 组(１０ 只 / 组)ꎬ包括对照组:不作任何处理ꎻ８
Ｇｙ 单纯照射( ＩＲＤ)组:仅接受 ８Ｇｙ 全身照射(ＴＢＩ)ꎻ７ ５ ＧｙＩＲＤ 组:仅接受 ７ ５ ＧｙＴＢＩꎻ８ ＧｙＧＶＨＤ 组:接受 ８ ＧｙＴＢＩ 后
<２４ ｈ 移植供鼠(１０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６)１×１０７个骨髓细胞和 ２ ５×１０７个脾细胞ꎻ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组:除接受 ７ ５ ＧｙＴＢＩꎬ其他实

验条件同 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组ꎮ 观察 ２ 个 ＧＶＨＤ 组小鼠移植后 ＧＶＨＤ 临床症状ꎬ肝、肺与肠病理变化ꎬ嵌合率以及 Ｔ 细胞

亚群变化ꎮ 结果　 ８ 与 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠移植后均为供鼠 Ｈ￣２Ｋｂ 阳性细胞>９０％ꎮ １０、１７、２４ ｄ 的 ＧＶＨＤ 评分ꎬ８
与 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组分别为 ７ ２５±０ ２９ ｖｓ ５ ６３±０ ２５(Ｐ<０ ０１)ꎬ５ ００±０ ４１ ｖｓ ４ ００±０ ４１(Ｐ<０ ０５)ꎬ６ ５０±０ ４１ ｖｓ ８ ００
±０ ４１ꎻＧＶＨＤ 评分组内两两比较ꎬ除 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组 １０ 与 ２４ ｄ 比较有较大变化(Ｐ<０ ０５)外ꎬ其余变化更明显(Ｐ<
０ ０１)ꎮ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋比值ꎬ８ 与 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组分别为 ０ ４２±０ ０３ ｖｓ ０ ３１±０ ０３ꎬ０ ２７±０ ０２ ｖｓ ０ １９±０ ０１ꎬ０ ４３±０ ０３
ｖｓ ０ ３２±０ ０３(Ｐ<０ ０１)ꎻＣＤ４＋ / ＣＤ８＋比值组内两两比较ꎬ除 １０ 与 ２４ ｄ 相近外ꎬ１０ 较 １７ ｄ 和 １７ 较 ２４ ｄ 都变化明显(Ｐ
<０ ０１)ꎮ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 比例ꎬ８ 与 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组分别为 ０ ０２８ ４±０ ００９ １ ｖｓ ０ ０２０ ９±０ ００４ ９(Ｐ>０ ０５)ꎬ０ ０１４ ０±
０ ００４ ３ ｖｓ ０ ００６ ６±０ ００１ ２(Ｐ<０ ０５)ꎬ０ ００９ ４±０ ０００ ８ ｖｓ ０ ００５ １±０ ０００ ７(Ｐ<０ ０１)ꎻ组内两两比较ꎬ均为 １７ 与 ２４
ｄ 相近ꎬ１０ 较 １７ ｄ 和 １０ 较 ２４ ｄ 变化明显(Ｐ<０ ０１)ꎮ 结论　 非清髓性移植物抗宿主病模型小鼠发病过程中 ＣＤ４＋Ｔ
细胞起更重要的作用ꎻ随着小鼠移植后生存时间的延长ꎬ其体内的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞呈阶梯式下降ꎬ下降幅度与照射

剂量呈负相关ꎮ
关键词:移植物抗宿主病ꎬ非清髓性ꎻ干细胞移植ꎻ骨髓细胞ꎻ脾细胞ꎻ动物模型ꎻ小鼠ꎻＴ 细胞ꎻ照射剂量ꎻ移植时
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ｖｓ ２４ ｄ (Ｐ<０ ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＤ４＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｏｎ￣ｍｙｅｌｏａｂｌａｔｉｖｅ ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ ｐｌａｙ ａ ｍｏｒｅ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅꎻ ａｓ ｔｉｍｅ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄꎬ ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ ｃｅｌｌ ｐｒｏｐｏｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＧＶＨＤꎻ ｎｏｎ￣ｍｙｅｌｏａｂｌａｔｉｖｅꎻ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎻ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓꎻ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌꎻ
ｍｉｃｅꎻ Ｔ ｃｅｌｌｓꎻ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅꎻ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

移植物抗宿主病( ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬＧＶＨＤ)是异

基因造血干细胞移植(ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓ￣
ｐｌａｎｔꎬＡＨＳＣＴ)后主要的并发症[１] ꎮ ＧＶＨＤ 是由供者免疫细

胞攻击受者器官所致ꎬ主要由抗原提呈细胞(ＡＰＣｓ)激活的

效应 Ｔ 细胞和失调的细胞因子介导[２－３] ꎮ 在 ＧＶＨＤ 发病过

程中ꎬ供者的各 Ｔ 细胞亚群均发挥重要作用ꎮ 我们以不同照

射剂量建立非清髓性 ＧＶＨＤ 小鼠模型ꎬ探究受鼠外周血 Ｔ 细

胞变化ꎬ旨在明确 ＧＶＨＤ 发病过程中各 Ｔ 细胞亚群消长情

况ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 实验动物一般情况　 供鼠 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ２０ 只ꎬ雄性ꎬ８
－１０(８±１)周龄ꎬ２４－２６(２５±１) ｇꎻ受鼠 ＢＡＬＢ / Ｃ 小鼠 ５０ 只ꎬ
雌性ꎬ６－８(７±１)周龄ꎬ１８－２０(１８±１) ｇꎻ供受鼠均为 ＳＰＦ 级

[购于上海西普尔￣必凯实验动物有限公司ꎬ实验动物号

ＳＣＸＫ(沪)２０１３￣００１６]ꎬ动物饲养于本院动物房(ＳＰＦ 级)[实
验许可证号 ＳＹＸＫ(沪)２０１１￣０１２８]ꎬ鼠笼经高压灭菌ꎬ更换 ３
次 /周ꎬ标准颗粒饲料、饮用水、垫料等一切物品均无菌处理ꎬ
移植前 １ 周于饮水中加入庆大霉素( ３２ 万 Ｕ / １ ０００ ｍＬ)ꎮ
１ ２　 主要仪器与试剂 　 低温高速离心机(Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ￣２２Ｒ)ꎬ
流式细胞仪(Ｎａｖｉｏｓ)(美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)ꎻ超净台(ＣＡ￣９２０￣
２ 型ꎬ上海上净净化设备有限公司)ꎻ倒置显微镜(ＸＤＳ￣１Ｂꎬ重庆

光电仪器有限公司)ꎻ ６ Ｍ￣Ｘｒａｙ 直线加速器(ＯＮＣＯＲꎬ德国 ＳＩＥ￣
ＭＥＮＳ 公司)ꎮ ＲＰＭＩ(批号 ＡＡＫ２０２８３５)ꎬＰＢＳ(批号 ＡＡＬ２０８９９３)
(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ硫酸庆大霉素注射液(批号 １５０４０４０２ꎬ海
南伊顺药业有限公司)ꎻ红细胞裂解液(批号 ６６０７６８２１ꎬ上海

碧云天生物技术有限公司)ꎻ单克隆抗体 ＰＣ５ ５￣Ｈ２Ｋｂ(批号

Ｂ１９５００７)ꎬＦＩＴＣ￣ＣＤ３(批号 Ｂ２０７０７２)ꎬＰＥ￣ＣＤ４(批号 Ｂ１９６６７７)ꎬ
ＰＣ７￣ＣＤ８(批号 Ｂ２０７８８０)ꎬＡＰＣ￣ＣＤ２５(批号 Ｂ１７８８６７)(美国 Ｂｉｏ￣
ｌｅｇｅｎｄ 公司)ꎮ
１ ３　 实验分组与各组实验方法的建立　 受鼠 ５０ 只 ＢＡＬＢ / Ｃ
小鼠ꎬ其中 １０ 只不做任何处理ꎬ作为正常对照组ꎮ 另 ４０ 只

小鼠于移植－１ ｄ 行 ６ Ｍ￣ＸＲａｙ 直线加速器全身照射(ＴＢＩ)ꎬ
２０ 只接受总剂量 ７ ５ Ｇｙꎬ２０ 只接受总剂量 ８ Ｇｙꎬ剂量率均为

３ Ｇｙ / ｍｉｎꎻ各取 １０ 只接受照射后不再进一步处理的小鼠分

别作为 ７ ５ 和 ８ Ｇｙ ２ 个 ＩＲＤ 组ꎻ超净台内无菌条件下提取

Ｃ５７ＢＬ / ６ 供鼠骨髓和脾细胞ꎬ将二者制备成混合细胞悬液ꎬ
给余下各 １０ 只接受 ７ ５ 、８ Ｇｙ 照射后<２４ ｈ 的小鼠分别经尾

静脉输注 ０ ３ ｍＬ /只ꎬ混合细胞悬液中含骨髓细胞数 １×１０７

个、脾细胞数 ２ ５×１０７个ꎬ定为 ７ ５ 和 ８ Ｇｙ ２ 个 ＧＶＨＤ 组ꎮ
１ ４　 小鼠 ＧＶＨＤ 模型的建立 　 按照文献[４]方法ꎬ临床评

分由体重、姿势、活动度、皮毛纹理、皮肤完整性 ５ 项分值相

加组成ꎬ每项指标按正常、轻度、重度改变分别评定为 ０、１、２
分ꎮ 移植后每日观察受鼠进食和精神情况ꎬ有无体重下降、

活动度下降、弓背、竖毛、脱毛、腹泻等表现ꎻ每日称量体质量

直至实验结束ꎬ记录生存情况ꎮ
１ ５　 小鼠各器官 ＧＶＨＤ 病理变化　 解剖出现典型 ＧＶＨＤ 的

小鼠ꎬ取肺、肝、肠等组织标本ꎬ用 １０％甲醛固定ꎬ常规包埋、
切片、ＨＥ 染色后显微镜下做形态学观察ꎮ
１ ６　 流式细胞术检测嵌合率及外周血 Ｔ 细胞亚群　 移植后

１０、１７、２４ ｄ 经尾静脉取小鼠外周血 ４０ μＬ /只ꎬ加入单克隆抗

体 ＰＣ５ ５￣Ｈ２Ｋｂ、ＦＩＴＣ￣ＣＤ３、ＰＥ￣ＣＤ４、ＰＣ７￣ＣＤ８、ＡＰＣ￣ＣＤ２５ 各

１ μＬꎬ４℃避光孵育 １ ｈꎬ加入红细胞裂解液 １ ｍＬꎬ冰上静置 ５
－１０ ｍｉｎꎬ５００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ 弃上清ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ上流式细

胞仪检测ꎮ
１ ７　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件对数据做统计分析ꎬ
计量资料以”均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ２ 组组间比较采用 ｔ
检验或组内多个时间点比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０ ０５
表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 各组实验小鼠的临床表现

２ １ １　 临床症状　 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＩＲＤ 组小鼠均未出现弓

背、竖毛等 ＧＶＨＤ 症状ꎻ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＧＶＨＤ 组小鼠移植

后 １０ ｄ 左右开始出现 ＧＶＨＤ 症状ꎬ主要为严重竖毛(图 １￣
Ａ)ꎬ１７ ｄ 左右竖毛好转ꎬＧＶＨＤ 评分略下降(图 １￣Ｂ)ꎬ２４ ｄ 左

右陆续出现活动度下降、弓背、轻度脱毛ꎬ临死前 １ 周左右出

现腹泻、肛门红肿、大片脱毛等(图 １￣Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ)ꎮ ７ ５ 与 ８
Ｇｙ ２ 个 ＧＶＨＤ 组小鼠移植后 １０、１７、２４ ｄꎬ２ 组组内 ＧＶＨＤ 评

分先升后复降ꎻ移植后 １０ 、１７、２４ ｄꎬＧＶＨＤ 评分 ８ ＧｙＧＶＨＤ
组均高于 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组(表 １)ꎮ
２ １ ２　 体重变化　 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＩＲＤ 组小鼠照射初期体

重出现下降而后逐渐上升恢复至移植前水平ꎻ ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２
个 ＧＶＨＤ 组小鼠自移植后体重逐渐下降直至死亡(图 ２)
２ １ ３　 生存率情况　 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＩＲＤ 组小鼠均长期存

活ꎻ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＧＶＨＤ 组小鼠随着体重下降ꎬ陆续死亡ꎬ
生存时间(ｄ)分别为 ４４ ５０±８ ０６ 与 ２８ ００±７ ７１( ｔ＝ －４ ５６６ꎬ
Ｐ<０ ０５)(图 ３)ꎮ
２ ２　 组织病理改变　 各靶器官损伤情况ꎬ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠

较 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组更加严重ꎬ炎性细胞浸润更明显(图 ４)ꎮ

Ａ 小鼠出现弓背、竖毛、少动ꎻＢ 精神状态及弓背好转ꎻＣ、

Ｄ、Ｅ、Ｆ 小鼠后期表现明显弓背、脱毛、腹泻、肛门红肿等

图 １　 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ＩＲＤ ２ 组小鼠 ＧＶＨＤ 症状

３６２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



表 １　 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ＧＶＨＤ ２ 组小鼠 ＧＶＨＤ 评分

１０ ｄ １７ ｄ ２４ ｄ
７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组　 　 ５ ６３±０ ２５∗∗ 　 ４ ００±０ ４１∗ 　　 ６ ５０±０ ４１∗∗

８ ＧｙＧＶＨＤ 组 ７ ２５±０ ２９ ５ ００±０ ４１ ８ ００±０ ４１

∗与 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组比较ꎬ ｔ ＝ ３ ４６ꎬＰ < ０ ０５ꎻ∗∗ ｔ 值分别为 ８ ５１ꎬ
５ ２０ꎬＰ<０ ０１ꎻ２ 个组组内 １０、１７、２４ ｄ 两两比较ꎬＦ 值分别为 ７０ ２０ꎬ
４８ ７９ꎬ除 ８ Ｇｙ ＧＶＨＤ 组 １０ 与 ２４ ｄ(Ｐ<０ ０５)外ꎬ其余均为 Ｐ<０ ０１

图 ２　 小鼠体重变化　 　 　 图 ３　 小鼠生存曲线

２ ２ １　 肺组织 ＧＶＨＤ 病理学表现 　 正常组:小鼠肺泡腔清

晰ꎬ肺组织结构完好ꎬ 无炎性细胞浸润 ( 图 ４￣Ａ１)ꎻ ７ ５
ＧｙＧＶＨＤ 组:小鼠肺泡壁可见炎性细胞浸润ꎬ有充血(图 ４￣
Ｂ１)ꎻ８ ＧｙＧＶＨＤ 组:可见大量炎性细胞浸润ꎬ肺泡腔因间质

严重充血明显压缩(图 ４￣Ｃ１)ꎮ
２ ２ ２　 肝脏组织 ＧＶＨＤ 病理学表现 　 正常对照组:小鼠肝

脏结构清晰ꎬ无炎症细胞浸润(图 ４￣Ａ２)ꎻ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组:小
鼠肝实质区炎性细胞浸润伴出血、结构破坏(图 ４￣Ｂ２)ꎻ８
ＧｙＧＶＨＤ 组:小鼠炎性细胞浸润ꎬ伴细胞坏死(图 ４￣Ｃ２)ꎮ
２ ２ ３　 肠组织 ＧＶＨＤ 病理学表现 　 正常对照组:小鼠肠结

构完整ꎬ无炎症细胞浸润(图 ４￣Ａ３)ꎻ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组:小鼠组

织结构模糊ꎬ炎细胞浸润(图 ４￣Ｂ３)ꎻ８ ＧｙＧＶＨＤ 组:小鼠肠组

织结构破坏明显ꎬ模糊不清(图 ４￣Ｃ３)ꎮ
２ ３　 流式细胞术检测嵌合率　 ７ ５ 与 ８ ＧｙＧＶＨＤ ２ 组小鼠

均为外周血中 Ｈ￣２Ｋｂ 阳性细胞 > ９０％ꎬ呈完全嵌合状态

(图 ５)ꎮ

Ａ

Ｂ

Ｃ

１　 　 　 　 　 　 　 　 ２　 　 　 　 　 　 　 　 ３
Ａ 正常组小鼠ꎻＢ ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠ꎻＣ ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小

鼠ꎻ１ 肺组织ꎻ２ 肝组织ꎻ３ 肠组织

图 ４　 各组小鼠组织病理变化表现(ＨＥ 染色)

图 ５　 ７ ５ 与 ８ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠嵌合率检测

２ ４　 流式细胞术检测 Ｔ 细胞亚群变化

２ ４ １　 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ 比值变化 　 ７ ５ 与 ８ ＧｙＧＶＨＤ ２ 组小鼠

外周血 Ｔ 细胞中 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋比值与正常对照组小鼠相比ꎬ出
现比例倒置现象ꎻ ８ ＧｙＧＶＨＤ 组在各检测时间均较 ７ ５
ＧｙＧＶＨＤ 组高ꎬ２ 组均随着小鼠生存期的延长ꎬＣＤ４＋ / ＣＤ８＋比

值先升又复降至起始检测时的水平(图 ６ꎬ表 ２)ꎮ
２ ４ ２　 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ 细胞比例变化 　 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠在

１７、２４ ｄ 时 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞比例均较 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠

高ꎬ１０ ｄ 时 ２ 组无明显变化ꎻ２ 组小鼠随着生存期的延长ꎬ
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞比例均呈阶梯式下降ꎬ均从 １０－１７ ｄ 时下

降明显(Ｐ<０ ０１)ꎬ其后略有下降(Ｐ>０ ０５)(图 ７ꎬ表 ２)ꎮ

３　 讨论

在 ＡＨＳＣＴ 过程中消除供者骨髓中 Ｔ 细胞活性可以降低

受者 ＧＶＨＤ 发生率ꎬ但移植失败以及肿瘤复发比例也相应升

高[５] ꎮ 供者 Ｔ 细胞介导 ＧＶＨＤ 同时亦介导了移植物抗肿瘤

(ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｔｕｍｏｒꎬＧＶＴ)效应ꎬ选择性抑制 Ｔ 细胞 ＧＶＨＤ 效

应保留 ＧＶＬ 作用一直是国内外研究热点ꎮ 因此探究 ＧＶＨＤ
发病中各 Ｔ 细胞作用具有重要意义ꎮ 至今已见诸报道的绝

大多数 ＧＶＨＤ 小鼠模型为 ＣＤ４＋Ｔ 细胞介导免疫排斥[６－７] ꎬ但
也有研究认为 ＣＤ４＋Ｔ 与 ＣＤ８＋Ｔ 细胞一道均在 ＧＶＨＤ 发病过

程中起作用[８] ꎮ 另外ꎬ不同品系小鼠建立的 ＧＶＨＤ 模型中起

主要作用的 Ｔ 细胞也不同ꎮ 在 Ｃ３Ｈ ＳＷ 小鼠为供鼠、
Ｃ５７ＢＬ / ６ 为受鼠建立的 ＧＶＨＤ 模型中ꎬ只有 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞介

导了 ＧＶＨＤ 的靶器官如皮肤组织、肝组织中炎症反应[９] ꎻ而
在 Ｂ１０ Ｄ２ 小鼠移植到 ＤＢＡ / ２ 小鼠的 ＧＶＨＤ 模型中ꎬ则为

ＣＤ４＋Ｔ 及少量 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导了 ＧＶＨＤ 的靶器官如皮肤组

织、肝组织以及结肠组织的炎症反应[９] ꎮ 在 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中

有 １ 个调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇ 细胞)群ꎬ它们在维持机体免疫稳

态中起关键作用[１０] ꎮ Ｔｒｅｇ 细胞在 ＡＨＳＣＴ 后 ＧＶＨＤ 免疫功

能障碍中是否起关键作用仍具争议[１１] ꎻ有学者认为 Ｔｒｅｇ 细

胞可预防 ＧＶＨＤꎬ故体外扩增 Ｔｒｅｇ 细胞用于 ＧＶＨＤ 治疗[１２] ꎻ
但最终因 Ｔｒｅｇ 细胞体外扩增数量少且性状难以维持ꎬ限制了

其临床应用[１３] ꎻ另有研究显示 ＧＶＨＤ 患者的 Ｔｒｅｇ 细胞较未

发病患者并未下降ꎬ反而升高ꎬ但其机制尚不清楚[１] ꎮ
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１０ ｄ

１７ ｄ

２４ ｄ

　 　 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠 ＣＤ８＋ 　 　 　 ７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠 ＣＤ４＋ 　 　 　 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠 ＣＤ８＋ 　 　 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠 ＣＤ４＋

图 ６　 ７ ５ 与 ＧｙＧＶＨＤ ２ 组小鼠不同时间 ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋比例部分流式检测

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １０ ｄ ＣＤ４ＣＤ２５＋ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １７ ｄ ＣＤ４ＣＤ２５＋ 　 　 　 　 　 　 　 　 ２４ ｄ ＣＤ４ＣＤ２５＋

图 ７　 ７ ５ 与 ８ ＧｙＧＶＨＤ ２ 组小鼠不同时间 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋比例部分流式检测

表 ２　 各组小鼠移植后不同时间外周血 Ｔ 淋巴细胞亚群比例　 　 (％)

ｎ 检测时间(ｄ) ＣＤ８＋ ＣＤ４＋ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

７ ５ ＧｙＧＶＨＤ 组 １０ １０ ７５ ６８±１ ２３ ２３ ５３±１ ５５ 　 ０ ３１±０ ０３∗ ０ ０２０ ９±０ ００４ ９
１７ ８３ ２０±０ ７０ １６ ０５±０ ８３ 　 ０ １９±０ ０１∗ 　 ０ ００６ ６±０ ００１ ２△

２４ ７４ ５０±１ ９６ ２３ ６５±２ ４３ 　 ０ ３２±０ ０３∗ 　 ０ ００５ １±０ ０００ ７△△

８ ＧｙＧＶＨＤ 组 １０ １０ ６７ ７８±１ ９５ ２８ ６８±１ ３８ ０ ４２±０ ０３ ０ ０２８ ４±０ ００９ １
１７ ７７ ６８±１ ７６ ２０ ６０±１ ５７ ０ ２７±０ ０２ ０ ０１４ ０±０ ００４ ３
２４ ６８ ０３±２ ０４ ２９ ０５±１ ６５ ０ ４３±０ ０３ ０ ００９ ４±０ ０００ ８

正常对照组 １０ － ２２ ４５±１ ６１ ７３ ７５±２ ３９ ３ ３０±０ ３２ －

∗与 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组比较ꎬｔ 值分别为 ５ ６１、５ ６６、４ ６１ꎬＰ<０ ０１ꎻ２ 个组内 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ꎬ１０ 与 １７ ｄ、１７ 与 ２４ ｄ 比较ꎬＦ 值 ３８ ４９、３１ ５２ꎬＰ<０ ０１ꎻ△
与 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组比较ꎬｔ＝ ３ ３１ꎬＰ<０ ０５ꎻ△△与 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组比较ꎬｔ ＝ ７ ７９ꎬＰ<０ ０１ꎻ２ 个组内 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ꎬ１０ 与 １７ ｄ、１０ 与 ２４ ｄ 比较ꎬＦ 值

１１ ４７、３４ ４３ꎬＰ<０ ０１
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在本实验中ꎬ我们建立了 ７ ５ 与 ８ Ｇｙ ２ 个 ＧＶＨＤ 组模

型小鼠ꎬ并设立 ２ 个对应的 ＩＲＤ 组ꎮ ７ ５ 与 ８ Ｇｙ２ 个 ＩＲＤ 组

小鼠在初期体重下降后均又逐渐恢复且长期存活(图 ２)ꎬ说
明我们选择的照射剂量均为亚致死性ꎬ即非清髓性ꎮ ２ 组

ＧＶＨＤ 小鼠均分别成功植入了骨髓细胞 １×１０７个 /只和脾细

胞 ２ ５×１０７个 /只ꎬ而且嵌合率>９０％(图 ５)ꎬ临床表现符合

ＧＶＨＤ 特点[４] ꎮ ２ 组不同照射剂量处理的 ＧＶＨＤ 小鼠与正

常对照组小鼠相比ꎬＣＤ４＋ / ＣＤ８＋在移植后早期都发生了倒置

现象ꎬ均先下降后上升ꎬ相同时间段内 ＧＶＨＤ 评分也先下降

后上升(图 ６ꎬ表 ２)ꎬ证实 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋随着随着移植受者临床

症状减轻而下降、加重而上升ꎬ呈正相关ꎮ ２ 组不同照射剂量

的 ＧＶＨＤ 小鼠组间ꎬ移植后 １０、１７ 及 ２４ ｄꎬ８ Ｇｙ 组较 ７ ５ Ｇｙ
组 ＣＤ４＋Ｔ 细胞比例高而 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比例低ꎬ即 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋

在临床症状严重的 ８ ＧｙＧＶＨＤ 组小鼠中明显增大(Ｐ<０ ０１)
(图 ６ꎬ表 ２)ꎮ 随着小鼠存活时间的延长ꎬ２ 组不同照射剂量

的 ＧＶＨＤ 小鼠的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ 细胞比例均呈阶梯式下降至

最小ꎬ８ Ｇｙ 组比 ７ ５ Ｇｙ 组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ 下降幅度更慢(Ｐ<
０ ０５ 或<０ ０１)ꎬ下降幅度与照射剂量呈负相关(图 ６ꎬ表 ２)ꎮ

总之ꎬ通过对 ７ ５ 和 ８Ｇｙ２ 个 ＧＶＨＤ 模型小鼠组内及组

间 Ｔ 细胞亚群与小鼠移植后临床症状的观察、比较ꎬ我们认

为 ＣＤ４＋Ｔ 细胞在 ＧＶＨＤ 发病过程中起更重要的作用ꎬ随着

受者移植后时间的延长ꎬＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞呈阶梯式下降ꎬ下
降幅度与照射剂量呈负相关ꎮ 本实验研究了不同照射剂量

的 ＧＶＨＤ 模型小鼠外周血 Ｔ 细胞的变化ꎬ明确了 ＧＶＨＤ 发病

进程中 Ｔ 细胞的消长性ꎬ但实验没有涉及机制研究ꎮ 下一步

我们将进一步研究 ＣＤ４＋Ｔ 细胞在 ＧＶＨＤ 发病过程中的主要

机制ꎬ为临床非清髓性造血干细胞移植后发生 ＧＶＨＤ 的患者

的治疗提供依据ꎮ

参 考 文 献

[１] 　 Ｓｕｎｇ ＡＤꎬ Ｃｈａｏ ＮＪ. Ｃｏｎｃｉｓｅ ｒｅｖｉｅｗ: ａｃｕｔｅ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ: ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１３ꎬ ２(１):２５￣３２.

[２] 　 Ｔｅｓｈｉｍａ Ｔ. ＪＡＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ: ａ ｈｏｍｅ ｒｕｎ ｆｏｒ ＧＶＨＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ? Ｂｌｏｏｄꎬ
２０１４ꎬ １２３(２４):３６９１￣３６９３.

[３] 　 Ｆｉｕｚａｌｕｃｅｓ Ｃꎬ Ｇａｒａｔａｃｈｅａ Ｎꎬ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｒ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ
ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｅｘｅｒｃ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｒｅｖꎬ ２０１５ꎬ ２１
(１):８０￣１１２.

[４] 　 Ｃｏｏｋｅ ＫＲꎬ Ｋｏｂｚｉｋ Ｌꎬ Ｍａｒｔｉｎ ＴＲꎬ ｅｔ ａ１. Ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｆｔｅｒ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ:
Ｉ.Ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｍｉｎｏｒ Ｈ ａｎｔｉｇｅｎｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ. Ｂｌｏｏｄꎬ １９９６ꎬ ８８
(８):３２３０￣３２３９.

[５] 　 Ｙａｎｇ ＹＧꎬ Ｓｅｒｇｉｏ ＪＪꎬ Ｐｅａｒｓｏｎ ＤＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１２ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ
ｔｈｅ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｌｅｕｋｅｍｉａ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｈｉｌｅ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｉｎｇ ＣＤ４￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｂｌｏｏｄꎬ
１９９７ꎬ ９０(１１):４６５１￣４６６０.

[６] 　 Ｃｏｇｈｉｌｌ ＪＭꎬ Ｓａｒａｎｔｏｐｏｕｌｏｓ Ｓꎬ Ｍｏｒａｎ ＴＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＣＤ４＋ Ｔ
ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｔｈｅｙ ｇｅｎｅｒａｔｅꎬ ａｎｄ ＧＶＨＤ: ｓｏｍｅｔｈｉｎｇ ｏｌｄ ａｎｄ
ｓｏｍｅｔｈｉｎｇ ｎｅｗ. Ｂｌｏｏｄꎬ ２０１１ꎬ １１７(１２):３２６８￣３２７６.

[７] 　 Ｍｅｇｕｒｏ Ａꎬ Ｏｚａｋｉ Ｋꎬ Ｏｈ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. ＩＬ￣２１ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ＧＶＨＤ ｉｎ ａ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ.Ｂｏｎｅ Ｍａｒｒｏｗ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔꎬ ２００９ꎬ ４５(４):７２３￣７２９.

[８] 　 Ｐｏｄｇｏｒｎｙ Ｐ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｄｈａｒｍａｎｉ￣Ｋｈａｎ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｓｕｂ￣
ｓｅｔ ｃｏｕｎｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ.Ｂｉｏｌ Ｂｌｏｏｄ Ｍａｒ￣
ｒｏｗ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔꎬ ２０１４ꎬ ２０(４):４５０￣４６２.

[９] 　 Ｍｕｒｐｈｙ ＧＦꎬ Ｗｈｉｔａｋｅｒ Ｄꎬ Ｓｐｒｅｎｔ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ
ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ａｃｕｔｅ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｍｉｎｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｂｙ ｅｉｔｈｅｒ ＣＤ４＋ ｏｒ ＣＤ８＋

ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｃｅｌｌｓ.Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌꎬ １９９１ꎬ １３８(４):９８３￣９９０.
[１０] Ｚｈｅｎｇ ＳＧꎬ Ｇｕ Ｊꎬ Ｃｈｅｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＧＦ￣β￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３＋ Ｔ

ｃｅｌｌｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ａｃｕｔｅ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｅ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｅｘｐａｎ￣
ｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｌｌｉｎｇ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＣＤ８＋ ｃｅｌｌｓ. Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１４ꎬ １９３
(７):３３８８￣３３９７

[１１] Ｐａｎｇ Ｎꎬ Ｄｕａｎ Ｘꎬ Ｊｉａｎｇ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ａｆｔｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ＨＬＡ￣ｍｉｓ￣
ｍａｔｃｈｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ＳＣＴ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｔ￣ｃｅｌｌ ｄｅｐｌｅ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐａｔｈｏｌꎬ ２０１５ꎬ ８(８):８８９２￣８９０１.

[１２] Ｗｙｓｏｃｋｉ ＣＡꎬ Ｊｉａｎｇ Ｑꎬ Ｐａｎｏｓｋａｌｔｓｉｓ￣Ｍｏｒｔａｒｉ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ
ｆｏｒ ＣＣＲ５ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ
ｄｕｒｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｇｒａｆｔ￣ｖｅｒｓｕｓ￣ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｂｌｏｏｄꎬ ２００５ꎬ １０６ ( ９):
３３００￣３３０７.

[１３] Ｈｏｆｆｍａｎｎ Ｐꎬ Ｂｏｅｌｄ ＴＪꎬ Ｅｄｅｒ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｓｓ ｏｆ ＦＯＸＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｎａｔｕｒａｌ ｈｕｍａｎ ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ꎬ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｕｐｏｎ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ. Ｅｕｒ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００９ꎬ ３９(４):１０８８￣１０９７.

(２０１６￣０９￣２４ 收稿ꎬ２０１７￣０３￣１６ 修回)

本文编辑:蔡辉

欢欢 迎迎 赐赐 稿稿 　　 欢欢 迎迎 订订 阅阅

«中国输血杂志»邮发代号:６２￣１８６

６６２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



ｄｏｉ:１０ １３３０３ / ｊ ｃｊｂｔ ｉｓｓｎ １００４￣５４９ｘ ２０１７ ０３ ０１３
∗基金项目:江苏省 ２０１４ “六大人才高峰” 资助项目 ( ２０１４￣ＷＳＮ￣
００２)ꎻ△通信作者:林红(１９７１ ０３￣)ꎬ女ꎬ研究员ꎬ主要从事输血相关

传染病与输血安全等方面的研究ꎬ电话:０２５￣８５４１１５６３ꎬＥｍａｉｌ: ｌｉｎ￣
ｈｏｎｇ７１２００３＠ ｓｉｎａ ｃｏｍ

论著

江苏地区汉族人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′非翻译区基因多态性和单体型分析∗

邵雷　 林红△(江苏省血液中心 ꎬ江苏 南京 ２１００４２)

　 　 摘要:目的　 调查江苏地区合格献血者 ＨＬＡ￣Ｇ ３′非编码区(３′￣ＵＴＲ)基因多态性和单体型特征ꎮ 方法　 提取江

苏地区合格献血者全血基因组 ＤＮＡꎬＰＣＲ 方法扩增 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲꎬ利用基因测序对多态性位点进行基因分型ꎬ直接

计算基因频率和基因型频率ꎬ利用 ＳＨＥｓｉｓ 软件分析单体型ꎮ 结果　 江苏地区 ８８ 名献血者 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ 共有 ８ 个多

态性位点:＋２９６０ １４ ｂｐ 插入 / 缺失ꎬ＋３００３Ｃ / Ｔꎬ ＋３０１０Ｃ / Ｇꎬ＋３０２７Ａ / Ｃꎬ ＋３０３５Ｃ / Ｔꎬ ＋３１４２Ｃ / Ｇꎬ＋３１８７Ａ / Ｇꎬ ＋３１９６Ｃ / Ｇ
ꎬ其基因频率及基因型频率均符合 Ｈａｒｄｙ￣ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡定律(Ｐ>０ ０５)ꎻ各位点紧密连锁(Ｄ′>０ ７)ꎬＳＨＥｓｉｓ 软件分析

求得频率>０ ０３ 的单体型有 ６ 种ꎬ其中单体型 ＵＴＲ￣３(ＤＴＣＣＣＧ ＡＣꎬ频率＝ ０ ２５６)最为常见ꎮ 结论　 本研究分析了江

苏地区合格献血者 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ 的 ８ 个多态性位点、连锁不平衡和单体型频率的特征ꎬ对于研究本地区 ＨＬＡ￣Ｇ 的基

因多态性以及与相关疾病的关系提供了重要依据ꎮ
关键词:合格献血者ꎻ人类白细胞抗原￣Ｇꎻ３′非编码区ꎻ多态性ꎻ基因型ꎻ单体型

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １＋ １　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０２６７￣０４
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ Ｇꎬ(ＨＬＡ￣Ｇ) ３′￣ＵＴＲ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　 ＳＨＡＯ
Ｌｅｉꎬ ＬＩＮ Ｈｏｎｇ. Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｂｌｏｏｄ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００４２ꎬ Ｃｈｉｎａ. Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩＮ Ｈｏｎｇ

Ａｂｓｔｒａｃｔ Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ￣Ｇ ３′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ
(３′￣ＵＴＲ) ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ｅｌｉｇｉｂｌｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ８８ ｅｌｉｇｉｂｌｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. Ｔｈｅ ｐｏｌ￣
ｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｇｅｎｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＨＥｓｉｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ８ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＨＬＡ￣Ｇ ３ ′ＵＴＲ ｉｎ ８８
ｄｏｎｏｒｓ Ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ: ＋ ２ ９６０ １４ ｂｐ Ｉｎｓ / Ｄｅｌꎬ ＋ ３ ００３ Ｃ / Ｔꎬ ＋ ３ ０１０ Ｃ / Ｇꎬ ＋ ３ ０２７ Ａ / Ｃꎬ ＋ ３ ０３５ Ｃ / Ｔꎬ ＋ ３ １４２ Ｃ / Ｇꎬ ＋ ３
１８７ Ａ / Ｇ ａｎｄ ＋ ３ １９６ Ｃ / Ｇ. Ａｌｌ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ａｃｃｏｒｄ ｗｉｔｈ Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ (Ｐ>
０ ０５). Ｅａｃｈ ｌｏｃｕｓ ｌｉｎｋｅｄ ｃｌｏｓｅｌｙ (Ｄ′>０ ７). Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｖｅｒ ０ ０３ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ. Ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｃｏｍｍｏｎ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｗａｓ ＵＴＲ￣３ (ＤＴＣＣＣＧＡＣꎬ ｆ＝ ０ ２５６). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｎａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ ｌｉｎｋ￣
ａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ. Ｉｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ
ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ＨＬＡ￣Ｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｇｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｅｌｉｇｉｂｌｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎻ ＨＬＡ￣Ｇꎻ ３′ＵＴＲꎻ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｅꎻ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ.

人类白细胞抗原 ＨＬＡ Ｇ ( ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ Ｇ
ＨＬＡ￣Ｇ)属于人类主要组织相容性复合体非经典型Ⅰ类分子

(Ⅰｂ)ꎬ位于 ６ 号染色体的短臂ꎬ是由 Ｇｅｒａｇｈｔｙ 和他的同事在

１９８７ 年第 １ 次提出[１] ꎮ ＨＬＡ￣Ｇ 基因结构与其他经典型Ⅰ类

(Ⅰａ)基因类似ꎬ但在不同人群中的表达十分保守ꎬ呈现出限

制性组织表达的模式[２] ꎮ ＨＬＡ￣Ｇ 分子首先是在胎盘表面滋

养层上被发现ꎬ可能参与孕期母体的免疫调节ꎮ 除了在滋养

层表达ꎬＨＬＡ￣Ｇ 还在一些普通的组织中被检测到ꎬ包括角膜、
胸腺、红系细胞、内皮前体细胞等[３] ꎮ

尽管 ＨＬＡ￣Ｇ 基因编码区多态性较低ꎬ但启动子区和 ３′非
翻译区(３′￣ｕｎｔｒａｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ ３′￣ＵＴＲ)的突变对其表达调控

影响较大ꎮ ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 部分的单体型影响 ＨＬＡ￣Ｇ 蛋白的

表达ꎬ可能是因为这些多态性位点(如 ＋３１４２) [４]影响特殊的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合的稳定性或是选择性剪切 (如 １４ ｂｐ 多态

性) [５] ꎮ 本研究应用分子生物学与统计学方法ꎬ对 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣
ＵＴＲ 的多态性位点和单体型进行分析ꎬ了解江苏地区合格献

血者中 ＨＬＡ￣Ｇ 的分子生物学特点ꎬ为后续研究 ＨＬＡ￣Ｇ 在疾

病进展相关免疫调控中的作用提供基础数据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 随机提取 ２０１５ 年江苏地区 ８８ 例无血缘关系

合格献血者全血标本ꎬ男性 ５５例ꎬ女性 ３３例ꎬ年龄 １８－５５岁ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 Ａｘｙｇｅｎ ＤＮＡ 提取试剂盒(美国 Ａｘｙｇｅｎ
公司ꎬ批号 １１３１３ＫＣ３)ꎬＮａｎｏｄｒｏｐ ＤＮＡ 定量仪(ＮＤ￣１０００ꎬ美
国 ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)ꎬＰＣＲ 扩增仪( ＰＥ９６００ꎬ美国

ＡＢＩ 公司)ꎬ凝胶成像系统(Ｔａｎｏｎ￣２５００ꎬ上海天能)ꎮ
１ ３　 全血基因组 ＤＮＡ 提取　 采用 Ａｘｙｇｅｎ ＤＮＡ 提取试剂盒

提取基因组 ＤＮＡꎬＮａｎｏｄｒｏｐ ＤＮＡ 定量仪测定浓度和纯度ꎬ
ＤＮＡ 浓度为(５０－１００) ｎｇ / μＬꎬ纯度( Ａ２６０ / ２８０)为 １ ７０－１ ８０ꎮ
１ ４　 ＨＬＡ￣Ｇ３′ＵＴＲ 基因 ＰＣＲ 扩增和测序分型　 ＰＣＲ 扩增引

物序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ:５′￣ＴＧＴＧＡＡＡＣＡＧＣＴＧＣＣＣＴＧＴＧＴ￣３′和 Ｒｅ￣

７６２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



ｖｅｒｓｅ: ５′￣ＧＴＣＴＴＣＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴＧＴＣＴＣＴ￣３′ꎬ扩增产物为 ３５７
ｂｐꎬ 引物交由南京金斯瑞生物公司合成ꎮ 使用 ２０ μＬ 扩增反

应体系ꎬ包括 ５×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬꎬｄＮＴＰ(２ ｍｏｌ / Ｌ)２ ０ μＬꎬ
引物(１０ ｍｏｌ / Ｌ)各 １ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶(５ Ｕ / μＬ)０ ５ μＬꎬ
基因组 ＤＮＡ[(５０－１００)ｎｇ / μＬ]２ ０ μＬꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应条件为:９４℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ６０℃退

火 ６０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ７２℃延伸 ７ ｍｉｎꎬＰＣＲ 产物

用 ２％的琼脂糖进行电泳ꎬ观察特异性扩增产物并拍照记录ꎮ
１ ５　 ＰＣＲ 产物纯化及测序　 ＰＣＲ 产物纯化后送上海华大基

因测序ꎬ测序引物与扩增引物相同ꎬ测序结果用 Ｃｈｒｏｍａｓ 和

Ｍｅｇａ６ ０ 软件进行比对ꎬ分析 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ 基因型ꎮ
１ ６　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 统计软件直接计算 ＨＬＡ￣
Ｇ３′ＵＴＲ 突变位点的等位基因和基因型频率ꎬ应用拟合优度
χ２检验对检测到的突变位点基因型进行 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平

衡检验ꎬ应用 ＳＨＥｓｉｓ 软件进行单体型分析ꎬ并估计其比值

(ｏｄｄｒａｔｉｏꎬＯＲ)ꎬＰ<０ ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ＨＬＡ￣Ｇ３′￣ＵＴＲ 基因 ＰＣＲ 扩增结果 　 对 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ２％凝胶电泳显示条带单一清晰(图 １)ꎬ大小

在 ３００－５００ ｂｐ 之间ꎬ可用于测序ꎮ

Ｍ: Ｇｅｎｅｒａｙ ２００ ｂｐ Ｉ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ第 １－７ 孔为随机的受检者标本

图 １　 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 基因 ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳图

２ ２　 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 测序及其多态性位点检出情况　 经测序

和序列比对ꎬ本试验共检测到 ８ 个多态性位点ꎬ包括 １４－ｂｐ
ＩＮＳ / ＤＥＬ ( ｒｓ１７０４ )、 ＋ ３００３Ｃ / Ｔ ( ｒｓ１７０７ )、 ＋ ３０１０Ｃ / Ｇ
( ｒｓ１７１０ )、 ＋ ３０２７Ａ / Ｃ ( ｒｓ１７１７９１０１ )、 ＋ ３０３５Ｃ / Ｔ
( ｒｓ１７１７９１０８ )、 ＋ ３１４２Ｃ / Ｇ ( ｒｓ１０６３３２０ )、 ＋ ３１８７Ａ / Ｇ
(ｒｓ９３８０１４２) 和＋３１９６Ｃ / Ｇ ( ｒｓ１６１０６９６)ꎬ其等位基因和基因

型分布见表 １ꎮ 对这 ８ 个多态性位点进行 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平

衡(ＨＷＥ) 检验ꎬ结果显示所有基因型分布均符合 Ｈａｒｄｙ￣
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡(Ｐ>０ ０５)ꎬ说明本研究的人群遗传符合孟德

尔遗传规律ꎮ

表 １　 江苏汉族人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ 多态性位点的等位基因和基因型频率
＋２９６０

１４ ｂｐ Ｄｅｌ / Ｉｎｓ
(ｒｓ１７０４)

＋３００３
Ｃ / Ｔ

(ｒｓ１７０７)

＋３０１０
Ｃ / Ｇ

(ｒｓ１７１０)

＋３０２７
Ａ / Ｃ

(ｒｓ１７１７９１０１)

＋３０３５
Ｃ / Ｔ

(ｒｓ１７１７９１０８)

＋３１４２
Ｃ / Ｇ

(ｒｓ１０６３３２０)

＋３１８７
Ａ / Ｇ

(ｒｓ９３８０１４２)

＋３１９６
Ｃ / Ｇ

(ｒｓ１６１０６９６)
等位基因 Ｄｅｌ(０ ７１０) Ｃ(０ ０６２) Ｃ(０ ６７０) Ａ(０ ０９７) Ｃ(０ ９０３) Ｃ(０ ３３０) Ａ(０ ７２７) Ｃ(０ ６８８)

Ｉｎｓ(０ ２９０) Ｔ(０ ９３８) Ｇ(０ ３３０) Ｃ(０ ９０３) Ｔ(０ ０９７) Ｇ(０ ６７０) Ｇ(０ ２７３) Ｇ(０ ３１２)
Ｄｅｌ / Ｄｅｌ(０ ５００) ＣＣ(０ ０１１) ＣＣ(０ ４５５) ＡＡ(０) ＣＣ(０ ８１８) ＣＣ(０ ０６８) ＡＡ(０ ５４５) ＣＣ(０ ４８９)

基因型 Ｄｅｌ / Ｉｎｓ０ ４２０) ＣＴ(０ １０２) ＣＧ(０ ４３２) ＡＣ(０ １９３) ＣＴ(０ １７０) ＣＧ(０ ５２３) ＡＧ(０ ３６４) ＣＧ(０ ３９８)
Ｉｎｓ / Ｉｎｓ(０ ０８０) ＴＴ(０ ８８６) ＧＧ(０ １１４) ＣＣ(０ ８０６) ＴＴ(０ ０１１) ＧＧ(０ ４０９) ＧＧ(０ ０９１) ＧＧ(０ １１４)

Ｈ￣Ｗ 平衡检验 ０ ８４０ ０ ２３２ ０ ８３０ ０ ３１６ ０ ８２７ ０ ０８６ ０ ４３４ ０ ４８５
２ ３　 江苏汉族人群 ＨＬＡ￣Ｇ３′￣ＵＴＲ 基因型频率及其与其它人

群的比较　 将江苏人群的 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 多态性位点与其他

国家和地区人群比较ꎬ发现＋２９６０ １４ ｂｐ ＩＮＳ / ＤＥＬ(ｒｓ１７０４)位
点与葡萄牙人和几内亚人有统计学意义 ( χ２ ＝ １１ ２７ꎬＰ <
０ ０５)ꎬ与国内其他地区及日本、巴西人群均没有统计学差

异ꎻ＋３００３Ｃ / Ｔ (ｒｓ１７０７)位点在所有人群之间均无统计学意

义(χ２ ＝ ０ ０１ꎬＰ>０ ０５)ꎻ＋３０１０Ｃ / Ｇ (ｒｓ１７１０)位点与其他人群

均有统计学差异(χ２ ＝ ５ ２ꎬＰ<０ ０５)ꎻ江苏人群在其他 ５ 个位

点与云南人相比均有统计学差异( χ２ ＝ ９０ ８２ꎬＰ<０ ０５)ꎻ在＋
３１４２Ｃ / Ｇ ( ｒｓ１０６３３２０) 位点与巴西人有统计学意义ꎬ在 ＋
３１８７Ａ / Ｇ (ｒｓ９３８０１４２)位点与葡萄牙人具有统计学意义ꎬ在＋
３１９６Ｃ / Ｇ (ｒｓ１６１０６９６)与几内亚人有统计学差异ꎬ其他位点

与其他人群相比均无统计学意义(χ２ ＝ ０ ２１ꎬＰ>０ ０５)ꎮ

表 ２　 江苏人群与其他国家和地区人群的 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 多态性位点等位基因频率比较

基因多态性 巴西北方人[６] 葡萄牙人[６] 几内亚人[６] 日本人∗ 北京人∗ 云南人[７] 江苏汉族人
＋２９６０ １４ｂｐ Ｉｎｓ / Ｄｅｌ Ｉｎｓ ０ ３７５ ０ ４７５ ０ ３９２ ０ １２０ / ０ ２６５ ０ ２９０

Ｄｅｌ ０ ６２５ ０ ５２４ ０ ６０８ ０ ８８０ / ０ ７３５ ０ ７１０
＋３００３Ｃ / Ｔ Ｃ ０ ０６６ ０ ０１７ ０ ０５８ ０ ０ ０４０ ０ ０４８ ０ ０６２

Ｔ ０ ９３４ ０ ９８３ ０ ９４２ １ ０ ９６０ ０ ９５２ ０ ９３８
＋３０１０Ｃ / Ｇ Ｃ ０ ５３９ ０ ６２５ 　　 ０ ６００∗∗ / / ０ ５３５ ０ ６７０

Ｇ ０ ４６１ ０ ３７５ 　　 ０ ３６７∗∗ / / ０ ４６５ ０ ３３０
＋３０２７Ａ / Ｃ Ａ ０ ０３５ ０ ０ / / ０ ２１８ ０ ０９７

Ｃ ０ ９６５ １ １ / / ０ ７８２ ０ ９０３
＋３０３５Ｃ / Ｔ Ｃ ０ ８７１ ０ ８４２ ０ ８２５ / / ０ ７７３ ０ ９０３

Ｔ ０ １２９ ０ １５８ ０ １７５ / / ０ ２２７ ０ ０９７
＋３１４２Ｃ / Ｇ Ｃ ０ ４４９ ０ ３７５ ０ ３２５ ０ ２８０ ０ ４３０ ０ ４７０ ０ ３３０

Ｇ ０ ５５１ ０ ６２５ ０ ６７５ ０ ７２０ ０ ５７０ ０ ５３０ ０ ６７０
＋３１８７Ａ / Ｇ Ａ ０ ７０１ ０ ６１７ ０ ７２５ / / ０ ６１２ ０ ７２７

Ｇ ０ ２９９ ０ ３８３ ０ ２７５ / / ０ ３８８ ０ ２７３
＋３１９６Ｃ / Ｇ Ｃ ０ ７６４ ０ ６２５ ０ ５０８ ０ ７８０ ０ ８４０ ０ ９６４ ０ ６８８

Ｇ ０ ２３６ ０ ３７５ ０ ４９２ ０ ２２０ ０ １６０ ０ ０３６ ０ ３１２
∗数据来自 ｈｔｔｐ: / / ｈａｐｍａｐ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖꎻ∗∗ 几内亚人群＋３０１０ 位点为 Ｃ / Ｇ / ＴꎬＴ 的基因频率为 ０ ０３３ꎻ / :Ｈａｐｍａｐ 网站上未找到这 ２ 个人

８６２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



群的相应多态性位点的突变频率

２ ４　 ＨＬＡ￣Ｇ 基因 ３′ＵＴＲ 区 ８ 个多态性位点的连锁不平衡和

单体型分析　 应用 ＳＨＥｓｉｓ 软件计算 ＨＬＡ￣Ｇ 基因 ３′ＵＴＲ 区 ８
个多态性位点的连锁不平衡(表 ３)ꎮ Ｄ′>０ ７ 认为是强连锁ꎮ
根据表 ３ 中 Ｄ′值的结果ꎬＨＬＡ￣Ｇ３′ＵＴＲ 的 ８ 个 ＳＮＰ 位点中ꎬ＋

２９６０ １４ ｂｐ 插入 /缺失(１４ ｂｐＩ / Ｄ)、 ＋３００３ Ｃ / Ｔ、＋３０１０ Ｃ / Ｇ、
＋３０２７ Ａ / Ｃ、 ＋３０３５ Ｃ / Ｔ、＋３１４２Ｃ / Ｇ、＋３１８７Ａ / Ｇ 和＋３１９６ Ｃ / Ｇ
紧密连锁(图 ２)ꎬ可以进行单体型构建ꎬ其命名参照相关的

参考文献[８] ꎮ
表 ３　 江苏人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 各多态性位点之间的连锁不平衡情况

ＳＮＰｓ ＋３００３Ｃ / Ｔ ＋３０１０Ｃ / Ｇ ＋３０２７Ａ / Ｃ ＋３０３５Ｃ / Ｔ ＋３１４２Ｃ / Ｇ ＋３１８７Ａ / Ｇ ＋３１９６Ｃ / Ｇ
＋２９６０ １４ｂｐ ０ ９９６ １ ０ ４９３ ０ ５９１ １ １ ０ ５３３
＋３００３Ｃ / Ｔ / １ １ １ １ ０ ６６７ ０ ９９７
＋３０１０Ｃ / Ｇ / / １ ０ ９９９ ０ ８６７ ０ ８６５ １
＋３０２７Ａ / Ｃ / / / ０ ８６８ ０ ９９９ ０ ９９９ ０ ３５９
＋３０３５Ｃ / Ｔ / / / / ０ ９９９ ０ ９９９ ０ ５０４
＋３１４２Ｃ / Ｇ / / / / / ０ ７９１ ０ ７４１
＋３１８７Ａ / Ｇ / / / / / / ０ ８９８

图 ２　 ＨＬＡ￣Ｇ ３'ＵＴＲ 各 ＳＮＰ 位点之间的连锁不平衡情况

结果显示ꎬ江苏地区人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３'ＵＴＲ ８ 个位点可以构

成 ２０ 种单体型ꎬ取频率(ｆ)>０ ０３ 的单体型进行分析(表 ４)ꎬ
其中单体型 ＵＴＲ￣３ 在 ８８ 例江苏合格献血者中频率最高

(０ ２５６)ꎮ
表 ４　 江苏汉族人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ＵＴＲ 单体型分型及其频率

单体型组成 单体型 频率(ｆ) ９５％ ＣＩ
Ｄ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ∗ ＵＴＲ￣３ ０ ２５６ ０ ４０４~２ ４７６
Ｄ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ∗ ＵＴＲ￣１ ０ ２３１ ０ ６１２~１ ６３５
Ｉ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ∗ ＵＴＲ￣２ ０ ２１０ ０ ５９３~１ ６８７
Ｉ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ∗ ＵＴＲ￣７ ０ ０６３ ０ ４２０~２ ３８１
Ｄ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ∗ ＵＴＲ￣４ ０ ０５７ ０ ４０４~２ ４７６
Ｄ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ∗ ＵＴＲ￣１０ ０ ０５７ ０ ４０４~２ ４７６
Ｄ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ ＵＴＲ￣６ ０ ０１２ /
Ｉ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ ＵＴＲ￣５ ０ ０１１ /

∗ｆ>０ ０３

３　 讨论

ＨＬＡ￣Ｇ 在肿瘤、病毒感染、器官移植等多种病理状态有

高表达ꎬ并且 ＨＬＡ￣Ｇ 基因多态性也与各种病理状态具有相关

性[９] ꎮ ＨＬＡ￣Ｇ 基因多态性包括编码区和非编码区的多态性ꎬ
其中编码区的多态性有限ꎬ相应地编码几个独特的 ＨＬＡ￣Ｇ
分子ꎬ仅在二聚体形成和与抑制性受体相互作用的蛋白区域

有很少的氨基酸差异[１１] ꎮ 相反ꎬ非编码区多态性包括 ５′ＵＲＲ
和外显子 ８ 上的 ３′ＵＴＲ 的多态性在决定基因和蛋白表达的

维度上具有重要的作用ꎮ 研究认为非编码区与 ＨＬＡ￣Ｇ ｍＲＮＡ

的稳定性和 ＨＬＡ￣Ｇ 蛋白表达相关ꎬ参与 ＨＬＡ￣Ｇ 分子的表达

调控有关ꎬ影响 ＨＬＡ￣Ｇ 分子的功能[１２] ꎮ ３′￣ＵＴＲ 是从编码区

末端的终止密码子延伸至多聚 Ａ 尾巴前端的区域ꎬ可以调节

转录本的稳定性、亚细胞定位和翻译水平ꎬ决定某一特定

ｍＲＮＡ 的命运ꎬ是许多基因表达所必需的 １ 个调节区ꎮ ＨＬＡ￣
Ｇ ３′￣ＵＴＲ 介导的功能的修饰可影响 １ 个或多个基因的表达ꎬ
从而导致疾病的发生[１３] ꎮ

本研究通过 ＰＣＲ 扩增 ＨＬＡ￣Ｇ ３′ ＵＴＲ 和直接测序的方法

共检测到 １４ ｂｐ 插入 /缺失、＋ ３００３Ｃ / Ｔ、＋ ３０１０Ｃ / Ｇ、＋ ３０２７Ａ /
Ｃ、 ＋３０３５Ｃ / Ｔ、＋３１４２Ｃ / Ｇ、＋３１８７Ａ / Ｇ、＋３１９６Ｃ / Ｇ 等 ８ 个位点

的多态性ꎮ 分析基因型和多态性之间的关联以及单体型ꎬ发
现江苏汉族人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 多态性具有独特性ꎮ 除了＋
３０２７Ａ / Ｃ 位点无 ＡＡ 纯合子基因型外ꎬ其余位点都有 ３ 个基

因型ꎬ且 ８ 个多态性位点的基因频率都>０ ０５ꎬ可以作为研究

ＨＬＡ￣Ｇ 基因多态性与疾病相关的候选基因ꎮ
比较江苏人群与其他地区和国家人群 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 的

多态性发现ꎬ不同位点的基因频率在不同地区都有统计学差

异ꎬ尤其是＋２９６０ １４ ｂｐ Ｄｅｌ / Ｉｎｓ 位点ꎬ尽管在不同国家和地区

人群中等位基因的频率分布有差异ꎬ但没有统计学意义ꎬ说
明这个位点在不同人群中非常稳定ꎮ 与本国人群相比ꎬ江苏

人群与北京人群的已知多态性位点均不具有统计学意义ꎬ但
与云南人群相比ꎬ除了＋２９６０ １４ ｂｐ Ｄｅｌ / Ｉｎｓ 和＋３００３ Ｔ / Ｃ 外ꎬ
其他 ６ 个位点的差异均具有统计学意义ꎬ说明 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ
基因在中国的分布具有地域性ꎮ 江苏人群与其他大陆不同

地区人群相比ꎬ只在某个多态性位点上具有显著性差异ꎮ
由于 ＨＬＡ 不同基因座位的某些等位基因经常连锁在一

起遗传ꎬ而连锁的基因并非完全随机地组成单体型ꎬ有些基

因总是较多地在一起出现ꎬ致使某些单体型在群体中呈现较

高的频率ꎬ从而引起连锁不平衡ꎮ 本实验应用 ＳＨＥｓｉｓ 软件构

建江苏人群 ３′￣ＵＴＲ 的单体型分布特征ꎬＵＴＲ￣１(ＤＴＧＣＣＣＧＣ)
(２３ １％)、ＵＴＲ￣２ ( ＩＴＣＣＣＧＡＧ) ( ２１ ０％)、和 ＵＴＲ￣３ ( ＤＴＣ￣
ＣＣＧＡＣ)(２５ ６％)的比例占约 ７０％ꎬ而且这 ３ 个单体型的基

因型组成相差很大ꎮ 云南人群中[７] ꎬＵＴＲ１(３７ １％)、ＵＴＲ３
(２７ ５％) 和 ＵＴＲ￣７ ( ＩＴＣＡＴＧＡＣ) ( ２０ ７％) 的比例则超过

８０％ꎮ 巴西人群中[８] 则是 ＵＴＲ１(２５ ８％)、ＵＴＲ２(２４ ２％)、
ＵＴＲ３(１２ ６％)和 ＵＴＲ４(ＤＣＧＣＣＣＡＣ)(１３ ２％)合计 ７５ ８％ꎮ
以上分析说明不同人群的 ３′￣ＵＴＲ 的单体型组成相差很大ꎮ

９６２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



这些单体型在健康人群和患病人群中的差异是否具有统计

学意义ꎬ还有待进一步探讨ꎮ
本研究以江苏省合格献血者为研究对象ꎬ对 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣

ＵＴＲ 基因多态性位点进行了分析ꎬ获得了江苏地区 ３′￣ＵＴＲ
基因多态性位点等位基因和单体型频率在人群中的分布数

据ꎬ为今后研究江苏地区 ＨＬＡ￣Ｇ ３′￣ＵＴＲ 基因多态性与疾病相

关性提供了基础数据ꎮ
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四氢嘧啶对人冰冻红细胞质量影响的初步研究∗

周洋１ 　 张学俊１ 　 王红１ 　 钟锐１ 　 贺曾１ 　 韩玎玎１ 　 厉保秋２ 　 刘嘉馨１△

(１.中国医学科学院 北京协和医学院 输血研究所ꎬ四川 成都 ６１００５２ꎻ２.山东大学 药学院)

　 　 摘要:目的　 通过在红细胞深低温冰冻的冻存液中添加渗透压调节物￣四氢嘧啶(ｅｃｔｏｉｎｅ)ꎬ检测红细胞冰冻前后

的质量ꎬ探讨 ｅｃｔｏｉｎｅ 用于深低温冰冻红细胞的可能性ꎬ为 ｅｃｔｏｉｎｅ 可用于红细胞深低温冰冻的研究提供实验依据ꎮ 方

法　 取悬浮红细胞样品 ８ 袋ꎬ每袋分为对照组(复方甘油组、甘油组)和实验组(１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组、３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘

油组和 ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组)共 ５ 组ꎮ 实验组:ｅｃｔｏｉｎｅ 起始浓度为 １ ５％、３％与 ４ ５％(Ｗ/ Ｖ)(加红细胞后终浓度为

１ ０５％、２ １０％与 ３ １５％)ꎮ 将 ５ 组(２ 组对照组与 ３ 组实验组)冻存液分别加入红细胞ꎬ红细胞冰冻后解冻并洗涤ꎮ
测定冰冻前(未加冻存液)及解冻洗涤后红细胞数、血红蛋白量、红细胞变形性、渗透脆性ꎬ并用电镜扫描ꎬ观察红细

胞显微形态ꎮ 结果　 与 ２ 组对照组相比ꎬ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组红细胞回收率最高(８９ ２６±２ ６０)％(Ｐ<０ ０５)ꎻ３％ ｅｃ￣
ｔｏｉｎｅ 甘油组解冻洗涤的红细胞与冰冻前红细胞ꎬ在 ５０－１、１００－１、２００－１和 １ ０００－１的剪切率值上相比 Ｐ>０ ０５ꎬ差异无统

计学意义ꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组解冻洗涤的红细胞ꎬ５０％溶血率时氯化钠浓度为(４ ５７±０ ０８) ｇ / Ｌꎬ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组

(４ ８０±０ １７)ｇ / Ｌꎬ２ 组分别与复方甘油组(４ ９８±０ ２６ ) ｇ / Ｌ 相比 Ｐ<０ ０５ꎬ差异具有统计学意义ꎻ电镜扫描显示 ３ 组

实验组红细胞与复方甘油组红细胞解冻洗涤后ꎬ均无棘状和球形红细胞ꎬ甘油组可见破膜、皱缩的红细胞ꎮ 结论　
３％ Ｅｃｔｏｉｎｅ 作为渗透压调节物用于冰冻红细胞ꎬ可用于高浓度甘油冰冻红细胞时作为渗透压调节物ꎬ相对于 ３％乳酸

钠的复方甘油(商品化复方甘油)ꎬ可提高解冻洗涤的红细胞回收率ꎬ改善解冻洗涤的红细胞质量ꎬ具有在深低温冰

冻红细胞的潜力ꎮ
关键词:四氢嘧啶ꎻ红细胞ꎻ回收率ꎻ渗透脆性ꎻ变形性
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血液保存是随着输血医学的发展而建立的ꎬ而红细胞保

存是血液保存的最重要研究课题之一ꎮ 红细胞保存目前有 ３
种主要的方法[１] :低温液态保存、深低温冰冻保存和冷冻干

燥保存ꎮ 低温液态保存红细胞易受“保存损伤” [２] ꎬ目前保

１７２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



存的有效时长不超过 ５ 周ꎮ 冰冻红细胞依目前的研究表明

可保存 １０ 年ꎬ甚至是 ３７ 年[３] ꎬ此种深低温方法能长期保存

红细胞并充分利用稀有血型ꎬ保障用血[４] ꎮ 目前使用的复方

甘油深低温冰冻保存红细胞ꎬ细胞在解冻洗涤后形态、功能

发生变化[５] ꎬ提高冰冻红细胞在解冻洗涤后的质量ꎬ也是一

项研究课题ꎮ 甘油冰冻红细胞时含量达 ５７％ꎬ高浓度甘油产

生高渗透压ꎬ需要一定的渗透压调节物ꎬ维持与调节红细胞

的渗透压ꎮ 四氢嘧啶(ｅｃｔｏｉｎｅ)是一种小分子的相容性环状

氨基酸ꎬ为耐盐菌和嗜盐菌的渗透压调节物[６] ꎬ能提高大分

子在高温的活性[７] 、细胞在低温的存活率[８] ꎬ且对红细胞的

毒性小[９] ꎬ也能够保护酶在深低温的稳定性[１０] ꎮ 我们首次

将 ｅｃｔｏｉｎｅ 与甘油联用ꎬ将 ｅｃｔｏｉｎｅ 作为渗透压调节物ꎬ加入红

细胞冰冻保存液中ꎬ探索 ｅｃｔｏｉｎｅ 可用于深低温的可能性、探
索 ｅｃｔｏｉｎｅ 提高冰冻红细胞在解冻洗涤后的质量的可能性ꎬ现
报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 样品来源与制备　 四川德阳血液中心取回人全血 ３ 袋

(均为 Ｂ 型ꎬ分别在 ２０１６￣０７￣０７ 采 １ 袋、２０１７￣０７￣１３ 采 ２ 袋ꎬ
保存液均为 ＣＰＤＡ)、四川成都血液中心取回悬浮红细胞 ５ 袋

(分别为 ２０１６￣０６￣２４ 采 Ｏ 型 １ 袋、２０１６￣０７￣０３ 采 Ａ 型 １ 袋、
２０１６￣０９￣１１ 采 Ａ 型 ２ 袋、２０１６￣０９￣１１ 采 Ｂ 型 １ 袋ꎬ保存液均为

ＭＡＰ)共 ８ 袋ꎮ 德阳的全血需离心去除大部分血浆ꎬ留浓缩

红细胞ꎻ每袋浓缩红细胞加入 ７５ ｍＬ 的 ＭＡＰ 红细胞保存液

制成悬浮红细胞ꎮ 悬浮红细胞均放置于 ４℃血液冷藏箱中保

存备用ꎮ
１ ２　 仪器与试剂 　 五分类血细胞计数分析仪(深圳迈瑞ꎬ
ＢＣ￣５８００)ꎻ红细胞变形仪(北京普利生ꎬＬＢＹ￣ＢＸ)ꎻ全波长酶

标仪(ｂｉｏｔｅｋꎬＥｐｏｃｈ)ꎻ台式离心机(ｂｅｃｋｍａｎ ｃｏｕｌｔｅｒꎬａｌｌｅｇｒａ Ｘ￣
１５Ｒ)ꎻ电子扫描显微镜(美国 ＦＥＩꎬＱｕａｎｔａ)ꎻ氯化钾(天津瑞

金特ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１５１１０２)ꎻ十二水合磷酸氢二钠(成都

科龙ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１５０８２４０１)ꎻｅｃｔｏｉｎｅ(山东大学药学院提

供ꎬＨＰＬＣ > ９５％)ꎻ 乳 酸 钠 ( 成 都 科 龙ꎬ 分 析 纯ꎬ 批 号

２０１５０１１２０１)ꎻ甘油(成都科龙ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１１０１１９)ꎻ聚乙

烯吡 咯 烷 酮 ( ＰＶＰ ) Ｋ３０ ( 成 都 科 龙ꎬ 分 析 纯ꎬ 批 号

２０１５０１１９０１)ꎻ 磷 酸 二 氢 钾 ( 成 都 科 龙ꎬ 分 析 纯ꎬ 批 号

２０１５０１０１０１)ꎻ氯化钠(天津瑞金特ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１６０４１１)ꎻ
氢氧化钠(成都科龙ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１２０４０１)ꎻ戊二醛 ５０％
(成都科龙ꎬ分析纯ꎬ批号 ２０１００５１９)ꎻ无水乙醇(重庆川东ꎬ
分析纯ꎬ批号 ２０１５０８０１)ꎻ超纯水(美国 ＰＡＬＬꎬｃａｓｃａｄａ ＲＯ /
ＢＩＯ 系统制成)ꎻ ０ ９％ 氯化钠注射液 ( 四川科伦ꎬ 批号

Ｂ１６０４０５１４)ꎮ
１ ３　 溶液配制

１ ３ １　 红细胞变形 ＰＶＰ 液　 ＰＶＰ １５ ｇ、十二水合磷酸氢二

钠 ７１６ ｍｇ、磷酸二氢钾 ６８ ｍｇ、氯化钠 ３８０ ｍｇꎬ加超纯水至

１００ ｍＬ 并用 １０％氢氧化钠调整 ｐＨ 值为 ７ ４ꎮ
１ ３ ２　 商品化复方甘油组冻存液　 甘油 ５７ ｇ、乳酸钠 ３ ｇ、
十二水合磷酸氢二钠 ０ ２ ｇ、氯化钾 ３０ ｍｇꎬ加超纯水至

１００ ｍＬꎮ
１ ３ ３　 甘油组冻存液　 甘油 ５７ ｇ、十二水合磷酸氢二钠 ０ ２

ｇ、氯化钾 ３０ ｍｇꎬ加超纯水至１００ ｍＬꎮ
１ ３ ４　 １ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组冻存液　 ｅｃｔｏｉｎｅ １ ５ ｇ、甘油 ５７ ｇ、
十二水合磷酸氢二钠 ０ ２ ｇ、氯化钾 ３０ ｍｇꎬ加超纯水至１００ ｍＬꎮ
１ ３ ５　 ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组冻存液　 ｅｃｔｏｉｎｅ ３ ｇ、 甘油 ５７ ｇ、十
二水合磷酸氢二钠 ０ ２ ｇ、氯化钾 ３０ ｍｇꎬ加超纯水至 １００ ｍＬꎮ
１ ３ ６　 ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组冻存液　 ｅｃｔｏｉｎｅ ４ ５ ｇ、甘油 ５７ ｇ、
十二水合磷酸氢二钠 ０ ２ ｇ、氯化钾 ３０ ｍｇꎬ加超纯水至 １００ ｍＬꎮ
１ ３ ７　 ９％氯化钠液　 氯化钠 ９ ｇ 加超纯水至 １００ ｍＬꎮ
１ ４　 红细胞甘油化并冰冻　 自采集日 ７ ｄ 内的 ８ 袋红细胞

作为实验对象(即 ｎ＝ ８)ꎮ 实验分为 ５ 组:复方甘油组、１ ５％
ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组、３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组、４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和

甘油组ꎮ 以复方甘油组为阳性对照组ꎬ甘油组为阴性对照

组ꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组、３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和 ４ ５％ ｅｃ￣
ｔｏｉｎｅ 甘油组为实验组ꎮ 每袋悬浮红细胞从血液冷藏箱取出

后 １ ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ去上清及白膜层ꎬ生理盐水重悬压积

(Ｈｃｔ)为 ５０％－６０％ꎮ 每袋红细胞的每组取 １０ ｍＬ 重悬的红

细胞于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ离心管 １ ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ去上

清ꎬ留浓缩红细胞(５－６ ｍＬ)ꎮ 每组浓缩红细胞样品加入 １０
ｍＬ 冻存液于离心管中ꎮ 加冻存液的操作步骤如下:１)４ 次

等量加入 ０ ５ ｍＬ 冻存液(每加入 ０ ５ ｍＬ 轻摇 １ ｍｉｎ)共 ２
ｍＬꎬ２ ｍＬ 加完轻摇 １０ ｍｉｎꎻ２)４ 次等量加入 ２ ｍＬ 冻存液(每
加入 ２ ｍＬ 轻摇 １ ｍｉｎ)共 ８ ｍＬꎬ８ ｍＬ 加完轻摇 １０ ｍｉｎꎻ３)室
温静置 ２０ ｍｉｎꎻ４)１ ５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ(降速时采用最小降速

模式ꎬ无刹车)ꎬ去上清ꎻ５)含红细胞和少量冻存液的 ５０ ｍＬ
离心管－８０℃冰冻保存 １ 周以上ꎮ
１ ５　 冰冻红细胞解冻并去甘油化　 取冰冻红细胞于 ３７℃水

浴箱中ꎬ轻摇解冻ꎮ 五组红细胞去甘油化的操作步骤均相

同ꎬ步骤如下:１)８ 次等量加入 ０ ５ ｍＬ ９％氯化钠液(每加入

０ ５ ｍＬ 轻摇 １ ｍｉｎ)共 ４ ｍＬꎬ４ ｍＬ 加完轻摇 １０ ｍｉｎꎻ２)８ 次等

量加入 １ ｍＬ 生理盐水(每加入 １ ｍＬ 轻摇 １ ｍｉｎ)共 ８ ｍＬꎬ８
ｍＬ 加完轻摇 １０ ｍｉｎꎻ３)４ 次等量加入 ４ ｍＬ(每加入 ４ ｍＬ 轻

摇 １ ｍｉｎ)共 １６ ｍＬꎬ１６ ｍＬ 加完静置 １０ ｍｉｎꎻ４)加生理盐水至

５０ ｍＬꎬ１ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ(降速时采用最小降速模式ꎬ无刹

车)ꎻ５)弃 １０ ｍＬ 上清后加入 １０ ｍＬ 生理盐水ꎬ１ ５００ ｇ 离心

１０ ｍｉｎ(降速采用最小降速模式ꎬ无刹车)ꎻ６)按照步骤 ５ 依

次弃上清 ２０ ｍＬ、３０ ｍＬ 及 ４０ ｍＬꎻ７)生理盐水洗涤并离心红

细胞ꎬ直至上清无溶血现象ꎬ将最后离心后浓缩红细胞用生

理盐水重悬 Ｈｃｔ 至 ４５％－５５％ꎮ 测定冰冻前(未加冻存液)及
解冻洗涤后的红细胞(红细胞数、血红蛋白量及平均红细胞

体积 ＭＣＶ)、变形性、渗透脆性并电镜扫描红细胞ꎮ
１ ６　 红细胞变形性测定　 参照文献[１１]的方法ꎬ测定红细

胞 ５０－１、１００－１、２００－１ 及 １ ０００－１ 的剪切率值ꎬ以 ５０－１、１００－１、
２００－１及 １ ０００－１的剪切率值大小表示红细胞的变形指数ꎮ 剪

切率值越大表示红细胞的变形能力越好ꎮ
１ ７　 红细胞渗透脆性测定　 参照全国临床检验操作规程中

红细胞渗透脆性光电比色法[１２]测定红细胞在氯化钠不同浓

度下的溶血值ꎬ计算红细胞在产生 ５０％溶血率时氯化钠的浓

度(ｇ / Ｌ)ꎬ以此浓度为报告ꎮ 氯化钠浓度越高ꎬ渗透脆性越

高ꎬ则红细胞抵抗低渗能力越弱ꎮ
１ ８　 电镜扫描　 参照文献[１３]红细胞显微形态测定方法进
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行红细胞电镜样品制备及扫描ꎮ
１ ９　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ１７ ０ 统计软件分析ꎬ数值以

“均值±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎮ 两组数据之间采用配对 ｔ 检验ꎬ
以 Ｐ<０ ０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 红细胞五分类计数及计算结果 　 ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组

的红细胞回收率最高ꎻ甘油组中未含有 ｅｃｔｏｉｎｅ 或者乳酸钠作

为渗透压调节物ꎬ回收率低于 ２０％ꎮ １ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组

ＭＣＶ 和 ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组 ＭＣＶ 均小于复方甘油组 ＭＣＶꎬ
但大于冰冻前(未加冻存液)ＭＣＶꎬ结果见表 １ꎮ

表 １　 红细胞五分类计数及计算结果　 　 (ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)
红细胞数

回收率(％)
血红蛋白

回收率(％)
ＭＣＶ(ｆＬ)

冰冻前 － － １０１ ７２±４ ３１
复方甘油组 ８４ ３４±３ ７５ ８４ ４３±３ ６７ １１１ ９５±５ ８７＆

甘油组 １８ ９３±７ ７９ １０ ４５±６ ９２ ８０ ５７±４ ８５＆

１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组 ８１ ５６±６ ０７ ＃ ７６ ４７±７ ３３∗＃ １０３ ９３±４ ６６∗＃

３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组 ８９ ２６±２ ６０∗＃ ８９ ７２±２ ４２∗＃ １０８ ７０±５ ３４∗＃＆

４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组 ６２ ２８±８ ５０ ∗＃ ６３ ２３±８ ９３∗＃ １２１ ２９±４ ５６∗＃＆

注:∗ 表示与复方甘油配对 ｔ 检验ꎬ＃ 表示与甘油配对 ｔ 检验ꎬ＆ 表示

与冰冻前红细胞配对 ｔ 检验 １)红细胞数回收率:１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油

组＃ｔ＝－３３ ４８５ꎻ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ＝－７ ５２８ꎬ＃ｔ ＝ －３２ ４９６ꎻ４ ５％
ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ＝ １１ ５２５ꎬ＃ ｔ ＝ －２５ ７２０ꎻ２)血红蛋白回收率:１ ５％
ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ２ ４９０ꎬ＃ｔ ＝ －２８ ９３３ꎻ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ －
７ ７９６ꎬ＃ｔ＝－３０ ６０８ꎻ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ＝ ８ ３８６ꎬ＃ｔ＝－２２ ８３５ꎻ３)
ＭＣＶ:复方甘油组 ＆ｔ＝－１３ ４６８ꎻ甘油组:＆ｔ＝ １３ ２８０ꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘

油组∗ｔ＝ ５ ０１１ꎬ＃ｔ ＝ －１３ ６６５ꎻ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ９ ７６５ꎬ＃ ｔ ＝
１５ ９２４ꎬ＆ｔ＝－１３ ４９１ꎻ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ ＝ －５ ５１８ꎬ＃ｔ ＝ ３６ ７６８ꎬ
＆ｔ＝－１３ ３２０ꎬ均为 Ｐ<０ ０５

２ ２　 红细胞变形性数值 　 结果见图 １－ ４ꎮ 图 １ 结果显示

５０－１剪切率下 ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和 ２ 组对照组及冰冻前差异

无统计学意义ꎮ 图 ２ 结果显示 １００－１剪切率下 ３％ｅｃｔｏｉｎｅ 甘

油组和 ２ 组对照组相比 Ｐ<０ ０５ꎬ差异具有统计学意义ꎻ与冰

冻前相比差异无统计学意义ꎮ 图 ３ 结果显示 ２００－１剪切率下

与结果 １００－１剪切率一致ꎬ３％ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和 ２ 组对照组相

比 Ｐ<０ ０５ꎬ差异具有统计学意义ꎻ与冰冻前相比差异无统计

学意义ꎮ 图 ４ 结果显示 １０００－１剪切率下 ３％ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和

２ 组对照组相比 Ｐ<０ ０５ꎬ差异具统计学意义ꎻ与冰冻前相比

差异无统计学意义ꎮ

∗ 表示与复方甘油配对 ｔ 检验ꎬ＃ 表示与甘油配对 ｔ 检验ꎬ
＆ 表示与冰冻前红细胞配对 ｔ 检验ꎬ５０－１剪切率:１ ５％ ｅｃ￣

ｔｏｉｎｅ 甘油组＃ｔ＝－２ ５７０ꎻ ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组＃ｔ ＝ ３ ６０７ꎬ均

为 Ｐ<０ ０５ꎻ

图 １　 红细胞 ５０－１剪切率(ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)

∗ 表示与复方甘油配对 ｔ 检验ꎬ＃ 表示与甘油配对 ｔ 检验ꎬ

＆ 表示与冰冻前红细胞配对 ｔ 检验ꎬ１００－１剪切率:甘油组:

＆ｔ＝ ５ １２６ꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ９ ３２０ꎬ＃ ｔ ＝ － ４ ３８４ꎻ

３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ９ ７８１ꎬ＃ｔ ＝ －５ ５６１ꎻ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ

甘油组＃ｔ＝－１７ ４６３ꎬ均为 Ｐ<０ ０５ꎻ

图 ２　 红细胞 １００－１剪切率(ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)

∗ 表示与复方甘油配对 ｔ 检验ꎬ＃ 表示与甘油配对 ｔ 检验ꎬ

＆ 表示与冰冻前红细胞配对 ｔ 检验ꎬ２００－１剪切率:甘油组:

＆ｔ＝ ７ ９４２ꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ６ ９３１ꎬ＃ ｔ ＝ － ６ ９７４ꎻ

３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ＝ １１ ８３９ꎬ＃ｔ ＝ －９ ７１８ꎻ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ

甘油组＃ｔ＝－２４ ５８２ꎬ均为 Ｐ<０ ０５ꎻ

图 ３　 红细胞 ２００－１剪切率(ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)

∗ 表示与复方甘油配对 ｔ 检验ꎬ＃ 表示与甘油配对 ｔ 检验ꎬ

＆ 表示与冰冻前红细胞配对 ｔ 检验ꎬ１ ０００－ １剪切率:甘油

组:＆ｔ ＝ ８ ７２７ꎻ １ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组 ∗ ｔ ＝ ４ ９４７ꎬ ＃ ｔ ＝ －

７ ６９５ꎻ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ ＝ ５ ６４３ꎬ＃ｔ ＝ －１０ ２１２ꎻ４ ５％

ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组＃ｔ＝－１３ ３３４ꎬ均为 Ｐ<０ ０５

图 ４　 红细胞 １ ０００－１剪切率(ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)
２ ３　 红细胞渗透脆性　 结果见图 ５ꎮ 图 ５ 结果显示 ３％ ｅｃ￣
ｔｏｉｎｅ 甘油组与复方甘油组、冰冻前相比差异具有统计学

意义ꎮ
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渗透脆性:复方甘油组 ＆ｔ ＝ －６ ８０６ꎬꎻ１ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组

∗ｔ＝ ４ ６６４ꎬ＆ｔ ＝ －３ ２５７ꎻ３ ０％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ ｔ ＝ ４ ３６９ꎬ
＆ｔ＝－６ ８０５ꎻ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组∗ｔ ＝ －３ ８１３ꎬ＃ｔ ＝ －２ ６６５ꎬ

＆ｔ＝－６ １２３ꎬ均为 Ｐ<０ ０５

图 ５　 红细胞 ５０％溶血率时氯化钠浓度(ｎ＝ ８ꎻｘ±ｓ)
２ ４　 电镜扫描　 结果见图 ６(图片中的显微均为放大６ ０００Ｘ)ꎬ
６￣Ｃ 可看见破膜、皱缩的红细胞ꎻ其余组图红细胞为双凹圆盘

状ꎬ无明显的棘状红细胞、球形红细胞ꎮ

图 ６　 电镜扫描红细胞形态

３　 讨论

四氢嘧啶(ｅｃｔｏｉｎｅ)全称 １ꎬ４ꎬ５ꎬ６￣四氢￣２￣甲基￣４￣嘧啶羧

酸ꎬ分子式为 Ｃ６Ｈ１０Ｎ２Ｏ２ꎬ是存在于耐盐菌和嗜盐菌中的一

种两性渗透压补偿溶质[１４] ꎮ Ｇａｌｉｎｓｋｉ 等[６] 首次在一种嗜盐

外硫红螺菌中发现、分离并解析 ｅｃｔｏｉｎｅꎮ Ｅｃｔｏｉｎｅ 可提高嗜盐

菌和耐盐菌在高浓度 ＮａＣｌ 的耐受力ꎬ降低葡萄球菌 α￣溶血

素对牛红细胞的氧化损伤[９] ꎮ 对于红细胞深低温冰冻保存ꎬ
Ｐｏｌｇｅ 等[１５] 首次使用 甘 油 作 为 保 护 剂 冰 冻 细 胞ꎬ 随 后

Ｍｅｒｙｍａｎ[１６]使用高浓度甘油作冻存液ꎬ并用高浓度氯化钠去

除冰冻红细胞的甘油ꎬ使红细胞能够深低温冰冻保存成为可

能ꎮ 目前以高浓度甘油为基础的复方甘油在血站中已用于

红细胞深低温冰冻保存ꎮ 在复方甘油中ꎬ乳酸钠作为高浓度

甘油冰冻和洗脱时的渗透压调节物[１６] ꎬ维持红细胞的体积ꎮ
笔者将 ｅｃｔｏｉｎｅ 加入冻存液中ꎬ替换乳酸钠成分ꎬ测定冰冻前

后红细胞的质量ꎮ 发现 ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组在红细胞数回收

率和血红蛋白回收率上比 ３％乳酸钠的复方甘油组提高 ６％ꎬ
红细胞的渗透脆性比复方甘油组低ꎻ在红细胞变形性上 ３％
ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组和冰冻前(为加冻存液)红细胞相比差异无统

计学意义ꎬ显示出 ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 甘油组在冰冻红细胞时对红细

胞的变形性影响低ꎮ 笔者通过结果得出 ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 具有良

好的效果ꎬ推测与 ｅｃｔｏｉｎｅ 是嗜盐菌和耐盐菌的渗透压调节

物ꎬ可调节细胞及细菌的渗透压相关ꎮ 笔者检测 ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ
甘油冻存液在不含高浓度甘油时的渗透压为 ４５０ ｍｍｏｌ / ｋｇꎬ
高于 １ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ(２３０ ｍｍｏｌ / ｋｇ)、甘油组(不含甘油时 ２３
ｍｍｏｌ / ｋｇ)ꎬ低于 ４ ５％ ｅｃｔｏｉｎｅ (７００ ｍｍｏｌ / ｋｇ)、乳酸钠(５９０
ｍｍｏｌ / ｋｇ)ꎬ通过此结果推测红细胞在加入高浓度甘油、洗脱

高浓度甘油时需要一定的调节渗透压ꎮ 红细胞中甘油含量

过高易导致血管内溶血ꎬ因此高浓度甘油(加红细胞后甘油

终浓度为 ４０％)冰冻红细胞需在解冻后对甘油洗脱ꎮ 笔者检

测对照组及实验组在解冻洗涤后红细胞内甘油残余量ꎬ发现

均未超过 ２ ｇ / Ｌꎬ说明 ｅｃｔｏｉｎｅ 在洗脱、洗涤过程中对甘油的洗

脱影响低ꎮ ｅｃｔｏｉｎｅ 加入红细胞冻存液ꎬ通过实验检测红细胞

冰冻洗涤后的质量影响较小ꎬ显示出 ｅｃｔｏｉｎ 可用于红细胞深

低温冰冻ꎬ这与文献[１７]的结论一致ꎮ
高浓度甘油渗透压高ꎬ快速加入或移除易使红细胞内外

渗透压差过大ꎬ导致细胞体积偏移大而造成 “渗透损

伤” [１８] ꎮ 为降低渗透损伤本实验在红细胞添加冻存液和洗

脱冻存液时采用多步的方法:添加冻存液分 ２ 步[１６] ꎬ每步 ４
次[１８] ꎬ共 ８ 次ꎻ洗脱冻存液时采用 ８ 次[１９]等量ꎮ 本实验详细

叙述高浓度甘油添加(加红细胞后甘油终浓度为 ４０％)、洗
脱的方法ꎬ也为后续实验开展做方法铺垫ꎮ 有文献研究ꎬ使
用大分子的非渗透性 ＰＶＰ 作为冻存液ꎬ在添加和洗脱冻存

液时可减少操作时间和步骤[２０] ꎻ也有文献指出 ９％ ｅｃｔｏｉｎｅ
在液氮中可保护红细胞[２１] ꎬ冰冻后的红细胞质量优于加

２０％甘油的冻存液ꎬ这些为进一步研究 ｅｃｔｏｉｎｅ 冰冻保存红细

胞提供了研究方法与思路ꎮ 本实验主要研究了 ｅｃｔｏｉｎｅ 对冰

冻红细胞在解冻洗涤后的质量影响ꎬ而对红细胞冰冻后功能

的影响还需进一步实验ꎮ
综上所述ꎬ通过实验发现ꎬ３％ ｅｃｔｏｉｎｅ 作为冰冻红细胞用

冻存液成分￣调节渗透压ꎬ与 ３％乳酸钠的冻存液相比ꎬ红细

胞回收率好、变形性影响低、降低红细胞的渗透脆性、对形态

变化小ꎮ 因此ꎬｅｃｔｏｉｎｅ 具有作为渗透压调节物在深低温保存

红细胞的潜力ꎮ
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论著

人凝血因子Ⅸ￣Ｒ３３８Ａ 高活性突变体在毕赤酵母中的表达及活性测定

戴永刚　 尹胜菊　 程凤凤　 程世亮　 张艳丽　 李萌　 王园　 刘新风

(山东省交通医院 检验科ꎬ山东 济南 ２５００３１)

　 　 摘要:目的　 人凝血因子Ⅸ(ｈＦⅨ)在人类内源性凝血过程中起着非常重要的作用ꎮ ｈＦⅨ表达量绝对或相对不

足会导致 Ｂ 型血友病ꎮ 本研究用毕赤酵母生产重组高活性突变体 ｈＦⅨ￣Ｒ３３８Ａꎮ 方法 　 首先构建 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ￣
Ｒ３３８Ａ 酵母分泌表达载体ꎬ其次将其用电转化入毕赤酵母 ＳＭＤ１１６８ 中ꎬ再次利用 Ｇ４１８ 抗药性的能力筛选表达量高

的单克隆重组菌株ꎬ培养并将表达产物纯化ꎬ稀释后检测其凝血活性ꎮ 结果　 通本研究获得的重组 ＳＭＤ１１６８￣ｈＦⅨ￣
Ｒ３３８Ａ 表达量达到(９０－１２０) ｍｇ / Ｌꎻ比活力约为人血中野生型 ｈＦⅨ凝血活性的(３８ ９３±５ １)％ꎬ比野生型的酵母重

组 ｈＦⅨ高 ６.８５ 倍ꎮ 结论　 人凝血因子Ⅸ高活性突变体 Ｒ３３８Ａ 是潜在的天然凝血因子替代品ꎮ
关键词:人凝血因子Ⅸ高活性突变体ꎻ毕赤酵母ꎻ蛋白表达
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Ｂ 型血友病是 １ 种凝血因子Ⅸ异常的 Ｘ 染色体连锁的

遗传病ꎬ其原因是凝血因子Ⅸ绝对或相对缺乏ꎬ导致不同程

度的出血倾向[１] ꎮ 在内源性凝血机制中凝血因子Ⅸ水解成

由轻链和重链组成的 ｈＦⅨａꎮ ｈＦⅨａ 可以绑定凝血因子Ⅷ和

其他因子共同激活凝血因子Ⅹ从而启动下游的凝血反应ꎮ
因此ꎬ在凝血过程中ꎬｈＦⅨ起着非常重要的作用[２] ꎬ因此补充

ｈＦⅨ是治疗 Ｂ 型血友病的最好方法ꎮ 但是无论是血液中提

取的 ｈＦⅨ或者真核生物表达生产的 ｈＦⅨ(如辉瑞) [３] ꎬ其产

量低ꎬ生产成本高ꎬ售价高昂ꎮ 在前期的研究中我们已经用

毕赤酵母 ＳＭＤ１１６８ 表达出了 ｈＦⅨꎮ 证明毕赤酵母可以作为

１ 种较好的 ｈＦⅨ表达系统ꎬ比较已上市的真核生物表达的 ｈＦ
Ⅸꎬ其表达量有很大优势ꎬ但其凝血活性较低(５ ５％)左右ꎮ
有研究表明某些氨基酸的改变会增强其凝血活性[５－１０] ꎮ 在

重链水解酶区的 Ｒ３３８ 突变为 Ａ 后ꎬ可以显著改变其蛋白酶

活性达到原来的 ２ 倍左右[１１－１２] ꎮ 因此ꎬ本文准备构建这种

突变体提高酵母表达的凝血因子的活性ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试剂与仪器 　 基因定点突变引物序列 Ｒ３３８Ａ１:５

ＣＧＡＧＣＣＡＣＡＴＧＴＣＴＴＧＣＴＴＣ ＴＡＣＡＡＡＧＴＴＣＡＣＣ３ Ｒ３３８Ａ２:
５ＧＧＴＧＡＡＣＴＴＴＧＴＡＧＡＡＧＣＡＡ ＧＡＣＡＴＧＴＧＧＣ ＴＣＧ３ꎻ检
测引物序列 Ｐ０７ｓ:５ＣＡＡＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＣＣＴＧＴＡ ￣３ Ｐ０７ａ:５
ＴＡＧＣＴＧＣＡＴＴＧＴＡＧＴＴＧＴＧＧＴＧ３ 由上海生工合成ꎻ毕赤

酵母 ＳＭＤ１１６８ 株(本实验室自制)ꎻｐＰＩＣ９Ｋ￣ｈＦⅨ和 ｐＰＩＣＺａＡ
载体由本实验室构建ꎻ单克隆抗体(ＳＡＮＴＡ 公司)ꎻ凝血活性

检测试剂盒(重庆血液制品研究所)等ꎮ 普通 ＰＣＲ 仪(珠海

黑马)ꎻＢＤ 凝胶成像分析系统ꎻ蛋白电泳仪(天能)ꎻＢｉｏ￣ＲＡＤ
电转化仪等(天能)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ质粒的构建　 将 ｐＰＩＣ９Ｋ￣ｈＦⅨ和 ｐＰＩＣ￣
ＺａＡ 载体同时双酶切ꎬ将反应完的体系进行 １％琼脂糖凝胶

电泳ꎮ 切下目的条带(ｐＰＩＣ９Ｋ￣ｈＦⅨ的 １３００ ｂｐ 和 ｐＰＩＣＺａＡ
３６００ ｂｐ)ꎬ纯化目的基因和载体并测定含量ꎮ 用 ＤＮＡ 连接酶

进行连接ꎬ将体系全部加入到 Ｅ ｃｏｌｉ 感受态细胞中ꎬ进行转

化操作ꎬ涂到 Ａｍｐ￣ＬＢ 培养板中ꎮ 如转化和连接成功ꎬ样品

板会长出若干菌落ꎮ 每个板子上挑取 ３ 个生长良好、轮廓清

晰的白色菌落ꎬ放入含有培养基三角瓶中摇瓶培养ꎮ 提取质

粒测序ꎬ比对目标序列ꎬ筛选出完全正确的菌进行保种ꎮ
１ ２ ２　 突变质粒的构建　 用 ＰＦＵ 酶体系进行突变ꎬ之后用

ＤｐｎＩ 酶切反应体系进行线性化ꎮ 在感受态细菌中加入所有
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经过 Ｄｐｎ Ｉ 消化并纯化后的突变产物ꎬ全部涂布到含有适当

抗生素的平板上ꎬ培养过夜ꎮ 挑选单克隆菌落进行酶切鉴

定ꎬ确认得到的质粒的大小和质粒中插入片断的大小与预期

是否相符ꎮ 取 ３￣５ 个酶切鉴定正确的克隆测序ꎬ最终确认得

到的是预期的突变克隆ꎮ
１ ２ ３　 转化构建重组酵母　 用 ＳａｃⅠ线性化 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ
及空载体分别与感受态酵母细胞混匀ꎬ冰浴ꎬ用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 电转

仪转化ꎮ 电击结束后立即加入山梨醇溶液ꎬ混匀ꎮ 转化物涂

布于 ＲＤ 选择性平板上ꎬ ２８ ℃培养 ４８－９６ ｈꎬ观察转化子的

生长ꎮ 再将 ＲＤ 平板上生长的阳性克隆分别转种至高浓度

ＹＰＤ￣Ｇ４１８ 平板上正常生长的菌落即为高拷贝整合菌株ꎮ
１ ２ ４　 表达　 挑取筛选出的高拷贝整合菌株于 ＢＭＧＹ 培养

基中ꎬ摇瓶培养至对数生长期ꎬ分离菌体ꎮ 再重悬并震荡培

养ꎬ每隔 ２４ ｈ 加入甲醇 ４８ ｈ 分离取上清ꎮ
１ ２ ５　 纯化　 表达上清先用透析袋尽量除去培养基成分ꎬ
再用阴离子交换层析进行分离ꎬ采用线性密度缓冲液洗脱和

收集蛋白峰ꎬ最后进行浓缩和冻干ꎮ
１ ２ ６　 重组蛋白检测及活性测定　 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离

重组蛋白ꎬ将 ５０ ｋＤ 左右的条带电转移到硝酸纤维素膜上ꎬ
用鼠抗 ｈＦⅨ抗体做 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ初步验证表达纯化产物是

否为 ｈＦⅨꎮ
１ ２ ７　 凝血活性测定　 测定前ꎬ将样品稀释为 ５ ｍｇ / Ｌꎮ 将

标准血浆用稀释液Ⅰ作 １ / ５－１ / １６０ 倍比稀释ꎬ其对应的 ｈＦ
Ⅸ:Ｃ 百分活性为 ２００％－６ ２５％ꎮ ｈＦⅨ蛋白活性测定按照试

剂盒说明书进行ꎮ
１ ２ ８　 所有实验至少重复 ３ 次　 实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ结果

用 ＳＰＳＳｌ８ ０ 统计软件进行分析ꎬ数据比较应用 ｔ 检验ꎬＰ<
０ ０５ 表示组间差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ的构建结果 　 按照质粒构建流程图所

示ꎬ前期已构建好的 ｐＰＩＣ９Ｋ￣ｈＦⅨ和 ｐＰＩＣＺａＡ 载体用 Ｘｈｏ Ｉ
和 Ｎｏｔ Ｉ 进行双酶切ꎬ将得到的目的片段和 ｐＰＩＣＺａＡ 切开的

载体进行连接ꎬ构建 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ质粒ꎮ 然后用 Ｐ０６ｓ 和

Ｐ０５ａ 引物进行 ＰＣＲ 验证ꎬ结果如 Ｂ 图所示ꎬ证明可以得到目

的条带ꎻ如图 Ａ 所示ꎬ用 ＸｈｏＩ 和 Ｎｏｔ Ｉ 进行双酶切进行双酶

切验证ꎬ证明可以得到目的条带 ( １５００ ｂｐ) 和载体 ( ５４００
ｂｐ)ꎬ进一步证明 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ质粒构建成功ꎮ 挑取 ３ 个单

克隆进行测序ꎬ得到了含完全正确的 ｈＦⅨ编码不含信号肽

的 ｃＤＮＡ 序列的 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ质粒ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ经过目的

基因的测序ꎬ筛选出只有目的位点突变的质粒ꎬ和基因文库

中的标准目的基因序列进行比对ꎬ突变质粒的的待突变位点

都突变变成设计后的位点ꎮ

Ａ:为 Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 双酶切验证ꎬ其中 １－２ 为两个单菌落ꎻ
Ｂ:ＰＣＲ 验证ꎬ其中 １－２ 为两个单菌落

图 １　 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ质粒构建鉴定

图 ２　 突变质粒的构建结果测序

２ ２　 毕赤酵母的转化、筛选和表达 　 将毕赤酵母 ＳＭＤ１１６８
菌株进行感受态的制备ꎬ电转化转入 ｐＰＩＣＺａＡ￣ｈＦⅨ￣Ｒ３３８ 突

变质粒及 ｐＰＩＣＺａＡ 空质粒ꎬ筛选 Ｍｕｔ＋和多拷贝菌株ꎬ成功筛

选的候选菌株进行基因组 ＰＣＲ 筛选ꎬ用 Ｐ０７ｓ 和 Ｐ０７ａ 引物

ＰＣＲꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ在 ５００ ｂｐ 的位置有目的条带ꎬ证明菌

株成功的转入各种突变质粒并发生整合ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测表达结果ꎮ 将筛选出来的突变型菌株进行诱导

表达 ４８ ｈꎬ提取表达上清ꎬ制样ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 进行检测ꎬ如图 ４￣Ａ 所示ꎬ发现每种突变体菌株表达上

清制样 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后在 ５５ＫＤ 的位置上均有 １ 个明显的

蛋白条带ꎻ如图 ４￣Ｂ 所示ꎬ用 ｈＦⅨ的单克隆抗体和每种突变

体蛋白做 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 时也可以得到较清晰的条带ꎬ由于位

置和免疫原性均符合 ｈＦⅨ的特性ꎬ所以可以初步认定各种

突变体 ｈＦⅨ得到了表达ꎻ如图 ５ 所示ꎬ纯化的蛋白 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测时均没有明显杂蛋白条带ꎮ
２ ３　 重组突变的 ｈＦⅨ蛋白凝血活性　 通过测定标准血浆的

凝血时间ꎬ得到的回归方程如下:Ｙ ＝ ￣１１ｌｎ( ｘ) ＋ ８６ ９ Ｒ２ ＝
０ ９５５ꎮ 其中 Ｘ 为样品的凝血时间(ｓ)ꎬＹ 为凝血活性 ｈＦⅨ:
Ｃ(％)ꎬ每个样品测量 ３ 次ꎮ 测定各种突变体 ｈＦⅨ的凝血时

间ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ用毕赤酵母 ＳＭＤ１１６８ 表达的各种 ｈＦ
Ⅸ有活性ꎬ比较空载体的表达上清均有显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ
具体数值见表 １ꎮ

１:ＳＭＤ１１６８￣ｈＦⅨ￣Ｒ３３８Ａ

图 ３　 突变体质粒转入菌体后的转化子基因组 ＰＣＲ 筛选

Ａ:突变体菌株表达上清 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图ꎻ其中 １－４ 为 ｈＦⅨ￣
Ｒ３３８Ａ 筛选的 ４个菌株ꎻＢ:相对应的Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果

图 ４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测突变体蛋白表达

１－４:ｈＦⅨ￣Ｒ３３８Ａ 筛选的 ４ 个菌株

图 ５　 突变体蛋白纯化后 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测
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纵坐标为凝血活性 ｈＦⅨ ∶Ｃ)

图 ６　 突变体 ｈＦⅨ蛋白活性比较

表 １　 突变体 ｈＦⅨ凝血活性 ｈＦⅨ ∶Ｃ(％)
类型 ｈＦⅨ ∶Ｃ 突变体 / 野生型

空载体 ０ ００ ０ ００
Ｆ９(未突变) ５ ６９(±１ ２) １ ００

Ｒ３３８Ａ ３８ ９３(±５ １) ６ ８５

３　 讨论

Ｒ３３８ 位点位于 ｈＦⅨ Ｃ 端的类凝乳蛋白酶区域ꎬ该区域

是个典型的蛋白酶区域ꎬ有类似凝乳蛋白酶的活性ꎮ 有报道

显示 Ｒ３３８ 突变成 Ａ 后ꎬ凝血活性比野生型 ｈＦⅨ高 ２ ５－ ３
倍ꎮ 在 ｈＦⅨ的立体结构中 Ｒ３３８ 位点在靠近蛋白酶活性区

域口袋的外缘ꎬ与蛋白酶的活性中心距离较远[１２] ꎬ所以不能

通过加强蛋白酶活性中心的催化能力ꎬ而是通过增强与 ｈＦ
Ⅷａ 的结合能力来实现的ꎻ同时ꎬＲ３３８ 还是潜在的蛋白酶剪

切位点ꎬ可以被识别 Ａｒｇ 的蛋白酶(如凝血酶)切断从而影响

ｈＦⅨ蛋白酶的活性ꎮ 突变后潜在的酶切位点消失后ꎬｈＦⅨ变

得比野生型更加稳定ꎻ再次ꎬ肝素是 ｈＦⅩ的非竞争性抑制

剂ꎬ可以强烈抑制 ｈＦⅩａｓｅ 的活性ꎬ从而起到抗凝血的作用ꎬ
同时它不仅抑制 ｈＦⅩꎬ还可以抑制 ｈＦⅨꎮ 研究发现肝素与

ｈＦⅨａ 的结合位点正好位于 Ｒ３３８ 位的 Ａｒｇ 处ꎬ当突变发生后

肝素与 ｈＦⅨａ 的结合能力降低了 ２ 倍ꎬ这使得其对 ｈＦⅩａｓｅ
的抑制作用大大下降ꎬ相应提高了 Ｒ３３８Ａ￣ＦⅨａ 的凝血活性ꎮ

本试验结果得到的结论是点突变 ｈＦⅨ可以提高酵母表

达的凝血因子的活性ꎮ 在本试验中构建的 ｈＦⅨ￣Ｒ３３８Ａ 凝血

活性为 ３８ ９３％ꎬ比酵母表达的野生型 ｈＦⅨ活性 ５ ６９％增加

了 ６ ８５ 倍ꎬ虽然原核生物表达的 ｈＦⅨ活性比较天然 ｈＦⅨ还

有一定的差距ꎬ但是本试验构建的酵母表达菌摇瓶表达量一

般都在>１００ ｍｇ / Ｌ 的水平ꎬ表达量较高ꎬ可以大大降低生产

成本ꎬ因此酵母表达 ｈＦⅨ的高活性突变体在研制 ｈＦⅨ蛋白

质药物方面有较大的价值和意义[１２－１３] ꎬ可以实现 ｈＦⅨ的高
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论著

国内常用 ７ 家 ＨＢｓＡｇ 酶免检测试剂盒灰区临界值的确定

王庆敏　 冯晨晨　 蒋昵真　 胡文佳　 朱绍汶　 黄成垠△(江苏省血液中心ꎬ江苏 南京 ２１００４２)

　 　 摘要:目的　 采用约登指数(Ｙｏｕｄｅｎ ｉｎｄｅｘ)对国内常用 ＨＢｓＡｇ ＥＬＩＳＡ 血液筛查试剂的阳性判定值进行验证ꎬ探
讨其“灰区”设置的必要性及设定范围ꎮ 方法　 利用 ＳＰＳＳ 软件对国家卫计委临床检验中心的“血液筛查试剂多中心

评估项目”数据进行统计分析ꎮ 计算在不同 Ｓ / ＣＯ 值下试剂的灵敏度、特异性及约登指数ꎬ约登指数＝(灵敏度＋特异

性)－１ꎬ以 Ｓ / ＣＯ 值为横坐标ꎬ约登指数为纵坐标ꎬ绘制曲线ꎬ观察每种试剂在最大约登指数下的 Ｓ / ＣＯ 值ꎮ 结果　 代

码为 ２３００３、２３０８１、２３０４３、２３００１ 的国产试剂ꎬ在 Ｓ / ＣＯ 值为 ０ ２－０ ４ 时ꎬ其约登指数最大ꎻ代码为 ２３０２１、２３０８９、２３１０７
的进口试剂ꎬ约登指数最大时的 Ｓ / ＣＯ 值为 ０ ５－０ ７ꎮ 结论　 被评估的 ７ 家 ＨＢｓＡｇ 酶免筛查试剂盒均有必要设置

“灰区”ꎻ其阳性判定值设定为国产试剂 Ｓ / ＣＯ≥０ ３、进口试剂 Ｓ / ＣＯ≥０ ６ 为宜ꎮ
关键词:献血者ꎻ酶免检测ꎻ灰区ꎻ约登指数
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ＥＬＩＳＡ 已成为采供血机构最常规的血液筛查方法ꎬ其结

果判断是根据被测物的吸光度值同 Ｃｕｔ ｏｆｆ 的比值( Ｓ / ＣＯ
值)来决定ꎬ一般将 Ｓ / ＣＯ 值≥１ꎬ判断为反应性ꎻＳ / ＣＯ 值<１ꎬ
则判断为阴性ꎮ 为了提高血液的安全性ꎬ许多实验室将判定

值下移ꎬ即设置“灰区”ꎮ 其主要目的是减少弱阳性标本的

漏检ꎮ
目前国内对“灰区”设置并无统一标准ꎬ对此也有所争

议ꎮ 随着 ＥＬＩＳＡ 检测试剂质量的不断改进ꎬ实验室质量管理

的不断完善ꎬ以及血站核酸检测的全覆盖ꎬ灰区设置对于提

高血液安全的作用需要做进一步评估和验证ꎮ 我们根据国

家卫计委临床检验中心牵头组织的“血液筛查试剂多中心评

估项目”所得数据ꎬ利用 ＳＰＳＳ 统计软件计算每种试剂不同

Ｓ / ＣＯ 值下的约登指数ꎬ并绘制曲线图ꎮ 对国内血站常用的

ＥＬＩＳＡ 筛查血液 ＨＢｓＡｇ 试剂盒的判定值进行了验证ꎬ探讨

ＨＢｓＡｇ ＥＬＩＳＡ 血液筛查试剂设置“灰区”的必要性ꎬ以及其设

定的范围ꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本来源　 标本总数为 １ ４７８ 份ꎬ其中 ＥＬＩＳＡ 筛查 ＨＢ￣
ｓＡｇ 反应性标本 ８９６ 份ꎬ阴性标本 ５８２ 份ꎮ 标本来自于国家

卫计委临床检验中心、１１ 个血液中心和 ３ 个中心血站ꎮ 标本

留取使用统一的 ５ ｍＬ 试管ꎬ 每个标本(血袋)留取 １０ 管血

浆ꎬ每管约 ３ ｍＬꎮ 在检验报告发布 １２ ｈ 内留取ꎬ并在－２５℃
以下冻存ꎮ
１ ２　 标本处理　 ３ 支寄到国家卫计委临床检验中心进行化

学发光检测及确认实验ꎬ３ 支标本管分别寄送到参与评价的

３ 家血站的实验室进行检测ꎬ其余标本在留样血站保存备用ꎮ
标本均在 １０℃以下快递运输ꎮ
１ ３　 试剂评价范围与方法

１ ３ １　 试剂盒选择　 在全国血站使用量超过 ２％的 ７ 个厂

家的试剂盒ꎬ厂家试剂代码为:２３００３、２３００１、２３０２１、２３０８９、
２３１０７、２３０８１、２３０４３ꎬ其中国产 ４ 家ꎬ进口 ３ 家ꎮ

９７２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



１ ３ ２　 血站实验室选择　 选择 ３ 家使用同一厂家试剂的血

站实验室ꎬ采用血站常规应用的血液筛查工作平台ꎬ对标本

进行平行检测ꎬ均以 Ｓ / ＣＯ≥１ 判定为阳性ꎬＳ / ＣＯ<１ 判定为

阴性为结果判定标准ꎮ 同时报告标本检测的 Ｓ / ＣＯ 值ꎮ
１ ３ ３　 厂家试剂检测结果的确定　 各血站检测结果均为阳

性时ꎬ结果判定为阳性ꎻ检测结果均为阴性时ꎬ结果判定为阴

性ꎻ检测结果不一致时ꎬ以多数实验室的检测结果为准ꎮ
１ ３ ４　 标本最终结果的确定　 国家卫计委临床检验中心使

用雅培和罗氏的化学发光试剂进行平行检测ꎬ各参与血站使

用各厂家的 ＥＬＩＳＡ 试剂常规检测ꎬ所有厂家检测结果均为阳

性时即确定为真阳性ꎬ所有厂家检测结果均为阴性时即判为

真阴性ꎬ结果不一致时ꎬ进行确认ꎮ 中和试验采用对应的雅

培或罗氏的中和试剂进行ꎬ有任何一家确认试剂确认为阳性

的ꎬ该标本检测结果即为阳性ꎮ 剔出结果不确定的标本ꎬ不
纳入数据统计ꎮ
１ ４　 统计学分析　 利用 ＳＰＳＳ 软件(１７ ０)分析试剂评估数

据ꎮ 计算在不同 Ｓ / ＣＯ 值下试剂的约登指数ꎬ约登指数 ＝ (灵
敏度＋特异性)－１ꎬ以 Ｓ / ＣＯ 值为横坐标ꎬ约登指数为纵坐标ꎬ
绘制曲线ꎮ

２　 结果

８９６ 份 ＨＢｓＡｇ 检测反应性标本ꎬ经确认真阳性标本 ５８４
份ꎬ阴性 ３１２ 份ꎻ５８２ 份阴性标本ꎬ经确认均为阴性ꎮ 每个厂

家的试剂均有 ３ 个血站的实验室参与了评估ꎮ ４ 个国内厂家

的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒不同界点值(Ｓ / ＣＯ 值)下的约登指数ꎬ
见图 １ꎻ３ 个国外厂家 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒不同界点值(Ｓ / ＣＯ
值)下的约登指数ꎬ见图 ２ꎮ 各试剂在最大约登指数下的灵

敏度、特异性及 Ｓ / ＣＯ 值见表 １ꎮ

图 １　 国内厂家 ＨＢｓＡｇ 检测试剂盒不同界点值

(Ｓ / ＣＯ 值)下的约登指数

图 ２　 进口厂家 ＨＢｓＡｇ 检测试剂盒不同界点值

(Ｓ / ＣＯ 值)下的约登指数

表 １　 各试剂最大约登指数下的 Ｓ / ＣＯ 值及其灵敏度和特异性

最大约登指数 灵敏度(％) 特异性(％) Ｓ / ＣＯ 值

试剂代码　 ２３００３ ０ ８８ ９５ ４ ９１ ６ ０ ２
　 　 　 　 　 ２３０８１ ０ ８８ ９６ ６ ９１ ８ ０ ２
　 　 　 　 　 ２３０４３ ０ ８５ ９２ ０ ９３ ０ ０ ３
　 　 　 　 　 ２３００１ ０ ９２ ９６ ２ ９５ ４ ０ ４
　 　 　 　 　 ２３０２１ ０ ９２ ９６ ８ ９５ ２ ０ ５
　 　 　 　 　 ２３０８９ ０ ８２ ９２ ５ ８９ １ ０ ６
　 　 　 　 　 ２３１０７ ０ ８８ ９４ ０ ９４ ４ ０ ７

３　 讨论

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的 ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值设定ꎬ常用的方法有[１] :
１)测定标本对阴性比值ꎬ即 ｃｕｔ￣ｏｆｆ ＝ ２ 或 ３×(阴性对照吸光

度值的均值)ꎻ２)以阴性对照吸光度均值＋２ ＳＤ 或 ３ ＳＤꎬ即
ｃｕｔ￣ｏｆｆ ＝ ９５ ３％(单侧)的可信度＋２ ＳＤꎬ或 ９９％(单侧)的可

信度＋３ ＳＤꎻ多种厂家的试剂盒均采用以上 ２ 种方法ꎬ方法简

单易行ꎬ但仅考虑了阴性人群ꎬ可能会导致假阴性比例较高ꎮ
３)综合阴性对照吸光度均值＋２ ＳＤ 或＋３ ＳＤ /阳性对照吸光

度－２ ＳＤ 或－３ ＳＤ 和转化血清结果ꎬ这是较好的模式ꎬ但由于

转化型血清标本难以得到ꎬ因次应用有一定难度ꎮ ４)使用受

试者工作特性(ＲＯＣ)曲线设定 ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值是较好的方法ꎬ它可

同时兼顾方法的灵敏度和特异性ꎮ
约登指数是筛检试剂较好的评价指标ꎬ约登指数 ＝ (灵

敏度＋特异性)－１ 或 １－(假阴性率＋假阳性率)ꎬ它表示筛检

方法发现真阳性与真阴性的总能力ꎬ约登指数的范围在 ０－１
之间ꎬ指数越大ꎬ其真实性越高ꎮ 以不同界点值为横坐标ꎬ约
登指数为纵坐标ꎬ绘制曲线ꎬ可以确定筛查试剂及诊断实验

的最佳界点值[２－４] ꎮ
有资料表明ꎬ在 ＥＬＩＳＡ 检测 Ｓ / ＣＯ<１ 的灰区标本中ꎬ经

确证试验和核酸检测确认ꎬ有一定比例的标本为真阳性ꎬ为
了提高血液安全ꎬ减少这部分标本的漏检ꎬ多数实验室将

ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值下移ꎬ即设置灰区ꎬ其设置范围从 ０ １ － ０ ８ 不

等[５－８] ꎮ 但灰区设置多少并没有标准依据ꎬ所以对此也意见

不一ꎮ 我们采用国家卫计委临床检验中心牵头组织的血液

筛查试剂评估项目的数据ꎬ对国内常用的 ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＢｓＡｇ
试剂盒设定的判定值(Ｓ / ＣＯ 值)进行验证ꎬ结果表明ꎬ其结果

判定的最佳界点值并非 Ｓ / ＣＯ≥１ꎬ由图 １、图 ２ 和表 １ 的结果

可以看出ꎬ代码为 ２３００３、２３０８１、２３０４３、２３００１ 的国产试剂ꎬ在
Ｓ / ＣＯ 值为 ０ ２ － ０ ４ 时ꎬ其约登指数最大ꎻ代码为 ２３０２１、
２３０８９、２３１０７ 的进口试剂ꎬ约登指数最大时的 Ｓ / ＣＯ 值为

０ ６－０ ７ꎮ
被评估的 ７ 个厂家 ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＢｓＡｇ 试剂盒ꎬ其界点值

的设定方法多采用 ｃｕｔ￣ｏｆｆ ＝ ２ 或 ３×(阴性对照吸光度值的均

值)ꎬ以及 ｃｕｔ￣ｏｆｆ ＝阴性对照吸光度均值＋２ ＳＤ 或＋３ ＳＤꎬ这
些设定方法会导致弱阳性标本的漏检ꎬ所以设置灰区是有必

要的ꎬ设定的范围需要实验室的验证ꎬ此外还要结合本实验

室的检测能力ꎬ来确定其阳性判定值的范围ꎮ
(致谢:国家卫计委临床检验中心血液筛查试剂评估项

目组成员单位:国家卫计委临床检验中心、北京市红十字血

液中心、上海市血液中心、天津市血液中心、河北省血液中

心、江苏省血液中心、辽宁省血液中心、黑龙江省血液中心、

０８２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３




山东省血液中心、河南省血液中心、深圳市血液中心、重庆市

血液中心、云南省血液中心、吉林省血液中心、山东菏泽市中

心血站、湖北襄阳市中心血站、河北沧州市中心血站等)
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Ｒｈ 血型系统相容性输血在儿科中的应用探讨
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　 　 摘要:目的　 将 Ｒｈ 血型系统相容性输血应用在儿科输血中ꎮ 方法 　 采用微柱凝胶法ꎬ对本院 ２０１５ 年 ５ 月－
２０１６ 年 ７ 月临床申请输血的患儿血液标本 ３ ２５４ 例、献血者血液标本 ６ ８５１ 例做 ＡＢＯ 和 Ｒｈ 血型表型鉴定并将检测

结果录入输血信息管理系统ꎬ经过电子比对筛选ꎬ共做 ４ ４９３ 次交叉配血ꎮ 结果　 本组输血患儿与本地献血者的 Ｒｈ
表型分布频律从高到低为 ＣＣＤｅｅ:３８ ９４％(１ ２６７ / ３ ２５４) ｖｓ ４１ ６７％(２ ８５５ / ６ ８５１)ꎬＣｃＤＥｅ:３８ ６０％(１ ２５６ / ３ ２５４) ｖｓ
３５ ５０％(２ ４３２ / ６ ８５１)ꎬＣｃＤｅｅ:９ ２５％(３０１ / ３ ２５４)ｖｓ ９ ５６％(６５５ / ６ ８５１)ꎬｃｃＤＥＥ:７ ８７％(２５６ / ３ ２５４)ｖｓ ７ ９５％(５４５ / ６
８５１)ꎬｃｃＤＥｅ:４ ３６％ (１４２ / ３ ２５４) ｖｓ ４ １１％ (２８２ / ６ ８５１)ꎬＣＣＤＥｅ:０ ３４％ (１１ / ３ ２５４) ｖｓ ０ ６３％ (４３ / ６ ８５１)、 ｃｃＤｅｅ:
０ ４０％(１３ / ３ ２５４)ｖｓ ０ ３１％(２０ / ６ ８５１)、ＣｃＤＥＥ:０ ２５％(８ / ３ ２５４)ｖｓ ０ ２８％(１９ / ６ ８５１)、ＣＣＤＥＥ:０(０ / ３ ２５４) ｖｓ ０(０ / ６
８５１)(Ｐ<０ ０５)ꎻ在 ４ ４９３ 次交叉配血中ꎬ有 ３ ２７３ 次受血者和献血者 Ｒｈ 抗原表型一致ꎬ７１３ 次受血者与献血者抗原

非一致性但是符合相容性输注ꎬ５０７ 次输血患儿的 Ｒｈ 表型与献血者的不相容ꎬＲｈ 系统抗原相容性输血比例达到

８８ ７２％(３ ９８６ / ４ ４９３)ꎮ 结论　 采用 Ｒｈ 系统相容性输血可有效地预防输血患儿免疫抗体的产生ꎻ同时可方便快捷

地满足 Ｒｈ 系统不规则抗体阳性患儿输血和重度高胆红素血症患儿换血对血源的需求ꎮ
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Ｒｈ 血型是 ＡＢＯ 血型系统之外与输血安全关系最为密

切的红细胞血型系统ꎬ在输血医学中的地位极其重要ꎮ 由于

Ｒｈ 血型不合导致的严重的免疫溶血性输血反应(ＨＴＲ)及新

生儿溶血病(ＨＤＮ)时有发生[１] ꎬ国内外许多医院对长期输

血患者做 Ｒｈ 血型交叉配型后输血效果显著[２－４] ꎻ国内已有

血站建立了 Ｒｈ 血型表型数据库服务于临床[５] ꎮ 本院自

２０１５ 年 ５ 月起对入院拟输血患儿和拟输血液(献血者)做 Ｒｈ
血型系统 Ｄ、Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ 抗原表型检测ꎬ并建立相应数据库ꎬ根
据表型一致或少抗原血液输给多抗原患者的原则做交叉配

血ꎬ现回顾性分析报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 研究对象　 １)本院 ２０１５ 年 ５ 月－２０１６ 年 ７ 月住院的所

有输血患儿 ３ ２５４ 名ꎬ年龄为出生 １ ｈ－１４(中位年龄 ２ ３)岁ꎬ
男性 １ ８２５ 人、女性 １ ４２９ 人ꎻ２)同期河北省血液中心供应本

院的血液 ６ ８５１ Ｕ(１ Ｕ ＝ ２００ ｍＬ 红细胞)ꎮ ２ 组对象均作了

ＡＢＯ 和 Ｒｈ 血型系统全套抗原的检测、不规则抗体筛查和抗

体特异性鉴定以及交叉配血试验ꎬ患儿血样采集 ３ ｍＬ /人
(份)ꎬ献血者血标本为血袋上预留全血标本为 ３ ｍＬꎬ患儿标

本以 ＥＤＴＡ￣Ｋ２抗凝ꎬ２ 种标本均在 ４℃保存ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 ＡＢＯ 标准血清、抗球蛋白试剂、谱细胞

(上海血液生物医药有限责任公司提供)ꎻＡＢＯ 血型定型红

细胞、ＡＢＯ / ＲｈＤ 血型定型检测试剂卡、Ｒｈ 血型分型检测卡、
抗球蛋白(ＩｇＧ)检测卡、血型分析用稀释液、不规则抗体筛选

红细胞(江苏力博医药生物有限公司提供)ꎻ所有试剂均为批

批检合格产品且在有效期内使用ꎮ 全自动血型及配血分析

系统(ＺＪＷＴ￣２１００ꎬ江苏中济万泰生物医药有限公司)ꎻ离心

机(Ｂａｓｏ ２００５￣２ꎬ台湾 ＢＡＳＯ 企业有限公司)ꎻ微柱凝胶板式

离心机(ＬＢ￣３０００)和试剂卡孵育器(ＬＢ￣３７) (江苏力博医药

生物有限公司)ꎻ输血信息管理系统(海慧输血管理系统

ＴＭＳ３ ０ꎬ北京海慧软件有限公司)ꎮ
１ ３　 输血前血型血清学检测 　 输血前 ＡＢＯ 和 Ｒｈ 抗原检

测、不规则抗体筛选、输血前交叉配血试验均严格按文献[６]
方法和试剂使用说明书操作ꎮ
１ ３ １　 ＡＢＯ、Ｒｈ 血型鉴定 　 采用试管法及卡式法(全自动

设备加样)２ 次鉴定ꎬ结果一致录入血型鉴定结果ꎻ抗体筛选

试验均采用卡式法(机器或手工加样)ꎻ所有检测结果由人工

全自动配血分析系统录入科室输血信息管理系统数据库中ꎮ
１ ３ ２　 不规则抗体筛选和鉴定　 用生理盐水将筛选红细胞

配制成 ０ ８％－１％红细胞悬液ꎬ按照不规则抗体筛选红细胞

试剂说明书操作ꎬ检测患者血清中是否有不规则抗体ꎮ
１ ３ ３　 交叉配血 　 根据 Ｒｈ 配型输血原则(表 １)ꎬ按照女

性、多次输血患儿、危重患儿的顺序优先选择献血者(血液)ꎬ
对于无法找到相同或相合血液的少数稀有 Ｒｈ 表型患儿ꎬ提
供其他 Ｒｈ 表型献血者血液ꎮ
表 １　 献血者与受血者卡式法(手工加样)交叉配血试验

相合 /相容性格局

受血者
献血者

ＣＣＤｅｅ ＣｃＤＥｅ ＣｃＤＥＥ ＣｃＤｅｅ ｃｃＤＥＥ ｃｃＤＥｅ ＣＣＤＥｅＣＣＤＥＥ ｃｃＤｅｅ
ＣＣＤｅｅ ☆
ＣｃＤＥｅ ▲ ☆ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲
ＣｃＤＥＥ ☆ ▲ ▲
ＣｃＤｅｅ ▲ ☆ ▲
ｃｃＤＥＥ ☆
ｃｃＤＥｅ ▲ ☆ ▲
ＣＣＤＥｅ ▲ ☆ ▲
ＣＣＤＥＥ ☆
ｃｃＤｅｅ ☆

☆ 相合性输注ꎻ▲ 相容性输注

１ ４　 输血患儿与献血者(血样)ＲｈＣ￣ｃ、Ｅ￣ｅ 之间的不配合概

率　 不配合率计算公式:对偶抗原 Ｃ 和 ｃ 之间的不配合概率

(ＭＭＰＣｃ)＝ Ｃ２(１－Ｃ２)＋ｃ２(１－ｃ２)ꎬＭＭＰＥｅ ＝ Ｅ２(１－Ｅ２) ＋ｅ２(１
－ｅ２)ꎻＣ￣ｃ、Ｅ￣ ｅ 之间的总体不配合概率(ＭＭＰ总 ) ＝ ＭＭＰＣｃ ×

ＭＭＰＥｅ
[１１]

１ ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件ꎬ不同(地区)人
群之间的 Ｒｈ 系统表型分布比例比较采用 χ２检验ꎬＰ<０ ０５ 为

差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ３ ２５４ 名输血患儿与献血者(血样)Ｒｈ 抗原表型检测分

布频率　 本组输血患儿与献血者(血样)抗原表型分布频率

均为 ＣＣＤｅｅ>ＣｃＤＥｅ>ＣｃＤｅｅ >ｃｃＤＥＥ>ｃｃＤＥｅ>ＣＣＤＥｅ>ｃｃＤｅｅ>
ＣｃＤＥＥ>ＣＣＤＥＥ(Ｐ<０ ０５)ꎬ其中 ＣＣＤｅｅ 与 ＣｃＤＥｅ ２ 个表型差

异更明显(Ｐ<０ ０１)ꎬ其他表型频率相近(Ｐ>０ ０５) (表 ２)ꎮ
本地献血者与国内 ３ 个地区献血人群的 Ｒｈ 表型频率比较ꎬ
惟与南宁地区献血者有较大不同(Ｐ<０ ０５)(表 ３)ꎮ
２ ２　 ３ ２５４ 名输血患儿既往输血情况与不规则抗体筛查 　
３ ２５４名输血患儿中ꎬ有输血史者 ４５７ 例ꎬ占 １４ ０４％ꎻ不规则

抗体筛查阳性 ８４ 例ꎬ占 ２ ５８％ꎬ包括 Ｒｈ 系统 ５２ 例[抗￣Ｄ １２
例ꎬ Ｒｈ 系统其他抗体 ４０ 例(７６ ９２％)ꎬ分别是抗￣Ｅ ３０ 例、
抗￣Ｃ ７ 例、抗￣ｃ ３ 例]ꎬＭＮ 系统抗体 １８ 例ꎬ冷抗体 １０ 例ꎬＤｕｆ￣
ｆｙ 系统 ２ 例ꎬ不明原因抗体 ２ 例(表 ４)
２ ３　 本院(组)输血患儿与献血者(血液)ＲｈＣ￣ｃ 之间 ＭＭＰ
３５ ３３％ꎬＲｈＥ￣ｅ 之间 ＭＭＰ ２７ ５８％ꎬＣｃＥｅ 抗原随机输注的

ＭＭＰ总 ５３ １７％ꎮ 本院输血患儿 Ｒｈ 系统相容性输注达到

８８ ７２％ꎬ不配合率降至 １１ ２８％(表 ５)ꎮ

２８２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



表 ２　 ３ ２５４ 名输血患儿与 ６ ８５１(人)份献血者(血样)Ｒｈ 血型分型(布)情况 (％)

血型 ＣＣＤｅｅ ＣｃＤＥｅ ＣｃＤＥＥ ＣｃＤｅｅ ｃｃＤＥＥ ｃｃＤＥｅ ＣＣＤＥｅ ＣＣＤＥＥ ｃｃＤｅｅ 合计

受血者 Ａ ３０５(９ ３７) ３３３(１０ ２３) １(０ ０３) ６４(１ ９７) ５９ (１ ８１) ３２(０ ９８) ５(０ １５) ０ １(０ ０３) ８００(２４ ５９)
Ｂ ４５３ (１３ ９２) ４３６(１３ ４０) ２(０ ０６) １０５(３ ２３) １０３(３ １７) ５６(１ ７２) ３(０ ０９) ０ ３(０ ０９) １ １６１(３５ ６８)
Ｏ ３７７ (１１ ５９) ３７０ (１１ ３７) ３(０ ０９) ９５(２ ９２) ６８ (２ ０９) ４５(１ ３８) ２(０ ０６) ０ ６(０ １８) ９６６(２９ ６９)
ＡＢ １３２ (４ ０６) １１７ (３ ６０) ２(０ ０６) ３７(１ １４) ２６ (０ ８０) ９ (０ ２８) １(０ ０３) ０ ３(０ ０９) ３２７(１０ ０５)
合计 １ ２６７(３８ ９４)∗ １ ２５６ (３８ ６０)∗ ８(０ ２５) ３０１(９ ２５) ２５６(７ ８７) １４２(４ ３６) １１(０ ３４) ０ １３(０ ４０) ３ ２５４(１００)

献血者 Ａ ７０７(１０ ３２) ６４８ (９ ４１) ５(０ ０７) １６５(２ ４１) １４５(２ １２) ６１(０ ８９) １１(０ １６) ０ ５(０ ０７) １ ７４７(２５ ５０)
Ｂ １０１３(１４ ７９) ８４５ (１２ ３３) ６(０ ０９) ２１４(３ １２) １９９(２ ９０) ９９(１ ４５) １５(０ ２２) ０ ５(０ ０７) ２ ３９６(３４ ９７)
Ｏ ８６９(１２ ６８) ７１７ (１０ ４７) ３(０ ０４) ２１０(３ ０７) １５２(２ ２２) ９５(１ ３９) １５(０ ２２) ０ ６(０ ０９) ２ ０６７(３０ １７７)
ＡＢ ２６６(３ ８８) ２２２ (３ ２４) ５(０ ０７) ６６(０ ９６) ４９(０ ７２) ２７(０ ３９) ２(０ ０３) ０ ４(０ ０６) ６４１(９ ３６)
合计 ２ ８５５(４１ ６７) ２ ４３２(３５ ５０) １９(０ ２８) ６５５(９ ５６) ５４５(７ ９５) ２８２(４ １１) ４３(０ ６３) ０ ２０(０ ３１) ６ ８５１(１００)

注:总体差异 χ２值为 １４ ７５３ꎬＰ<０ ０５ꎻ∗χ２ ＝ ９ ８ꎬＰ<０ ０５

表 ３　 本地献血者(血样)Ｒｈ 血型分布情况及其与南宁、沈阳、山东献血者的比较　 　 (％)

ｎ ＣＣＤｅｅ ＣｃＤＥｅ ＣｃＤＥＥ ＣｃＤｅｅ ｃｃＤＥＥ ｃｃＤＥｅ ＣＣＤＥｅ ＣＣＤＥＥ ｃｃＤｅｅ
河北献血者 ６ ８５１ ４１ ６７∗ ３５ ５０∗ ０ ２８∗ ９ ５６ ７ ９５∗ ４ １１∗ ０ ６３∗ ０ ０ ３１
山东地区献血者[１７] ４０１ ３９ １５ ３７ ４１ ０ １０ ２２ ７ ２３ ３ ４９ １ ５０ ０ １ ０
沈阳地区献血者[１８] ４ １１７ ３９ ９６ ３３ ９１ ０ ８５ １０ ３５ ７ ０９ ４ ８３ ２ ７４ ０ ０ ２７
南宁地区献血者[１９] ２８ ２０５ ５９ ９５ ２４ ４２ ０ １１ ８ ５ ２ ８２ ２ １５ １ ５ ０ ０２ ０ ２７

∗与南宁地区献血者比较ꎬχ２值分别为 １ ５７０、１ ３４１、７ ４６５、２６８、４６ ０３６、４７ １４６ꎬＰ<０ ０１

表 ４　 ８４ 例 Ｒｈ 系统及其他不规则抗体阳性类型统计

ｎ 比例(％)
Ｒｈ 系统抗体 ５２ ６１ ９０(５２ / ８４)
　 　 　 　 　 　 抗￣Ｄ １２ ２３ ０８(１２ / ５２)
　 　 　 　 　 　 抗￣Ｅ ３０ ５７ ６９(３０ / ５２)
Ｒｈ 系统其他抗体 １０ １９ ２３(１０ / ５２)
ＭＮ 抗体 １８ ２１ ４３(１８ / ８４)
冷抗体 １０ １１ ９０(１０ / ８４)
ｄｕｆｆｙ 抗体 ２ ２ ３８(２ / ８４)
不明原因抗体 ２ ２ ３８(２ / ８４)
合计 ８４ ２ ５８(８４ / ３ ２５４)

注:本组数据中ꎬＨＤＮ５５ 例ꎬ其中 Ｒｈ 抗体 ５２ 例、ＭＮ 抗体 １ 例、Ｄｕｆｆｙ

抗体 ２ 例

表 ５　 本院 ２０１５ 年 ５ 月－２０１６ 年 ７ 月输血患儿 Ｒｈ 系统

相合性输注情况 (％)
相合性输注 相容性输注 不相容输注 合计

Ａ 型 ８１５(１８ １４) １９２(４ ２７) １３１(２ ９２) １ １３８(２５ ３３)
Ｂ 型 １ １６３(２５ ８８) ２２５(５ ０１) １４１(３ １４) １ ５２９(３４ ０３)
Ｏ 型 １ ０４０(２３ １５) １９６(４ ３６) １１８(２ ６３) １ ３５４(３０ １４)
ＡＢ 型 ２５５(５ ７０) １００(２ ２３) １１７(２ ６０) ４７２(１０ ５１)
合计 ３ ２７３(７２ ８５) ７１３(１５ ８７) ５０７(１１ ２８) ４ ４９３(１００)

３　 讨论

目前已发现的 Ｒｈ 抗原有 ５５ 种ꎬＲｈ 是最具遗传多态性

的红细胞血型系统ꎬ除有个别抗￣Ｅ 在无刺激条件下出现的例

子外ꎬ绝大多数 Ｒｈ 抗体都是通过妊娠和输血免疫产生的ꎬ其
中的不规则抗体也是临床输血引起交叉配血不合最主要的

原因ꎬ严重者常致免疫性输血反应和 ＨＤＮ[７] ꎮ 由于国内临

床较早就开展 ＲｈＤ 相容性输血、围生期孕妇免疫性抗体监

测和治疗ꎬ故抗￣Ｄ 检出率呈逐年下降趋势[８] ꎻ同时ꎬ我国

ＲｈＥ 阴性的人群比例却高于 ＲｈＤ 阴性者[９－１０] ꎮ 国外的研究

早已指出ꎬ１ 次随机输血产生抗￣Ｅ 的概率为 ０ ００４ ２１７ꎬ为抗￣
Ｄ 的 ２ ４９ 倍[１１] ꎻ国内也有临床研究报告证实ꎬ在临床检出的

不规则抗体中 Ｒｈ 抗体比例>７ 成ꎬ其中除抗￣Ｄ 以外的抗体

比例>６ 成ꎮ 本组住院输血患儿中ꎬ检出不规则抗体 ８４ 例ꎬ

Ｒｈ 抗体占绝大对数ꎬ其次为 ＭＮ 抗体ꎬ剩余极少的 Ｄｕｆｆｙ 抗

体ꎮ 本组输血患儿带不规则抗体者中的绝大多数检出自

ＨＤＮꎬ其中 Ｒｈ 系统 ＨＤＮ 中ꎬ抗￣Ｄ 只占 ２３ ０８％(１２ / ５２)ꎬ而
抗￣Ｅ 达到 ５７ ６９％(表 ４)ꎮ 有研究证实ꎬ人群中高比例 Ｅ 阴

性抗原女性的妊娠免疫会给新生儿带来极大风险[１２] ꎮ 由此

我们认为ꎬＲｈ 系统配合性输注ꎬ能降低女性的输血免疫风

险ꎬ减轻未来妊娠免疫性抗体对新生儿的伤害ꎬ尤其是“二
胎”国策推出后ꎬ这种妊娠免疫风险的机会在升高ꎮ

本组 ＲｈＣｃＥｅ 抗原随机输注的 ＭＭＰ 为 ５３ １７％ꎬ本院通

过建立 Ｒｈ 系统输血数据库ꎬ运用输血管理系统电子对比配

血后 ＭＭＰ 仅为 １１ ２８％ꎬ大大降低了输血不配合比例与产生

Ｒｈ 抗体的风险(表 ４)ꎮ 本院输血科平时红细胞库存总量基

本维持在 Ａ、Ｂ、Ｏ 血型各 ４０ 袋ꎬＡＢ 型 １０ 袋的标准ꎬ包装规格

为 ０ ５ 或 １ Ｕ(１ Ｕ＝ ２００ ｍＬ)ꎬ日均发放各临床用血科室 ２０ Ｕ
红细胞ꎮ 按照表型一致或少抗原的血液输给多抗原的患者ꎬ
并在 ＡＢＯ 血型一致的前提下ꎬ以按女性患儿和多次长期输

血患儿优先的原则(表 １)ꎬ本院 ２０１５ 年 ５ 月－２０１６ 年 ７ 月在

输血前共作 ４ ４９３ 次交叉配血ꎬ表型一致并作相合性输血占

７２ ８５％ꎬ少抗原的血液输给多抗原的患儿(相容性输血)占
１５ ８７％、符合率 ８８ ７２％ꎬ表型不符(不相合)输血占 １１ ２８％
(表 ４)ꎮ 本组中不相合输血大部分系库存血数量较少的 ＡＢ
型和比例相对低的抗原表型患儿ꎬ而 Ｒｈ 血型中极低比例的

表型 ｃｃＤｅｅ 确实很难找到可供的血液ꎬＣＣＤＥＥ 更是罕见ꎮ 因

此 ｃｃＤｅｅ、ＣＣＤＥＥ 可配合血液ꎬ除非使用同型冰冻红细胞ꎬ否
则现有常规方法难以解决这 ２ 类患者的同型输血ꎮ

目前发达国家由于加强了对新生儿黄疸的早期监测及

干预ꎬ需要换血治疗的重度高胆红素血症已不多见[１３] ꎻ但包

括我国在内的亚洲及非洲发展中国家ꎬ换血疗法仍是新生儿

ＩＣＵ 中常用的 １ 种防治手段ꎬ尤其对防止胆红素脑病、治疗

重度高胆红素血症最为快速有效[１４－１５] ꎮ 寻找 Ｒｈ 相合血液

输注仍是困扰临床的问题ꎮ 通过对 １５ 个月的临床实践及其

数据统计ꎬ我们认为 Ｒｈ 系统配合性输血能够较好地解决 Ｒｈ

３８２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



系统 ＨＤＮ 紧急换血和改善患儿贫血状况的红细胞相合抗原

血液的备血问题ꎬ除 Ｄ 阴性患儿需向血液中心联系备血外ꎬ
其他类型的红细胞>９０％都能在输血科血库存中找到ꎬ有效

缩短了患儿等待血源的时间ꎮ
由于 Ｒｈ 血型系统的遗传多态性因人种不同而具有不同

的遗传结构[１６] ꎬ加之临床条件和医学伦理的限制ꎬ本组输血

患儿和献血者标本未做 ＰＣＲ 基因测序ꎻ因而我们应用微柱

凝胶方法所得到的结果或需要 ＲｈＣＥ 抗原基因分型的验证ꎬ
以及更多同行的临床研究加以证实ꎮ

本组住院输血患儿与所输血液的献血者(河北本地人)
的表型 ＣＣＤｅｅ 、ＣｃＤＥｅ 频率有较明显的差异(Ｐ<０ ０５) (表
３)ꎬ我们考虑可能与患儿中的新生儿比例较高有关ꎬ尤其是

其中 Ｒｈ 系统 ＨＤＮ 患儿带 ＣｃＤＥｅ 表型抗原者较多所致ꎮ 另

外ꎬ我们还比较了本地(组)献血者(血液)Ｒｈ 抗原表型分布

与国内三地献血者的异同:与南宁地区献血者存在较明显的

差异(Ｐ<０ ０５)ꎬ(表 ３)ꎮ 这一结果可能与地域和民族差异

相关[１７－１９] ꎮ
总之ꎬ在儿科输血中采用 Ｒｈ 系统配合性输注的方法ꎬ对

输血患儿和献血者血液做 Ｒｈ 系统血型表型检测ꎬ利用医院

输血信息管理平台ꎬ建立数据库ꎬ制定合理的配血规则ꎬ通过

电子交叉配血ꎬ开展精准和个体化输血治疗ꎬ能有效地预防

受血患儿产生免疫性抗体ꎬ对于女童尤其更有意义ꎮ 随着国

家“二胎”政策的推出ꎬ女性因为妊娠产生免疫性抗体的机会

大大增加ꎬ如何降低其生育的风险ꎬ使她们都能生育健康下

一代ꎬ同样也成为输血工作者重要的任务ꎮ
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论著

５３４ 例 Ｒｈ 血型系统同种抗体回顾性分析

何燕京　 王秋实△ 　 白英哲(中国医科大学 附属盛京医院 输血科ꎬ 辽宁 沈阳 １１０００４)

　 　 摘要:目的　 调查 Ｒｈ 血型系统同种抗体在单一医院备血患者人群中的分布情况ꎬ分析 Ｒｈ 血型同种抗体产生原

因及临床意义ꎮ 方法　 对备血患者进行不规则抗体筛查及抗体鉴定ꎬ对鉴定为 Ｒｈ 血型抗体者ꎬ检测其红细胞表面

相应 Ｒｈ 抗原并统计患者相关资料ꎮ 结果　 在 １４６ ８９６ 例备血患者中ꎬ１ ２００(０ ８２％)例抗体筛选阳性ꎬ其中 ５３４ 例患

者检测出 Ｒｈ 血型系统同种抗体ꎬ抗体特异性为抗￣Ｅ ３００ 例(５６ １８％)ꎬ抗￣ｃＥ ７２ 例(１３ ４８％)ꎬ抗￣Ｄ ６６ 例(１２ ３６％)ꎬ
抗￣Ｃｅ ６４ 例(１１ ９９％)ꎬ抗￣ｃ １６(３ ００％)ꎬ抗￣Ｃ ８ 例(０ ７５％)ꎬ抗￣ｅ ３ 例(０ ５６％)ꎬ抗￣Ｄ＋Ｇ、抗￣Ｄ＋Ｇ＋Ｃ 与抗￣Ｇ＋Ｃ 各 ２
例(０ ３７％)ꎬ抗￣Ｇ、抗￣Ｄ＋Ｅ 与抗￣Ｃｗ 各 １ 例(０ １９％)ꎻ抗￣Ｅ、抗￣Ｄ、抗￣Ｇ 和抗￣ｃＥ 患者检出率在输血史与妊娠史各自

互相进行比较 Ｐ<０ ０５ꎻＲｈ 血型系统同种抗体总体检出率在性别方面ꎬ２ 者不具有统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎬ抗￣Ｄ 和抗￣
Ｃｅ 在女性患者中总体检出率明显大于男性(Ｐ<０ ０５)ꎬ抗￣ｃＥ 在男性患者中检出率大于女性(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论　 Ｒｈ
血型系统同种抗体的检出率低于白种人ꎬ其中抗￣Ｅ 检出率最高ꎻ妊娠和输血是 Ｒｈ 血型系统同种抗体产生的主要免

疫因素ꎬ对拟输血患者ꎬ推荐 Ｒｈ 抗原同型输血ꎬ对从源头上减少 Ｒｈ 血型系统同种抗体引起的输血反应具有重要
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ｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１０００２ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｄｕｃｔ ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ５３４ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｈｏｓｐｉｔａｌ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ａｎｔｉ￣Ｒｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ Ｒｈ ａｎｔｉｇｅｎｓ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｇｅｎｄｅｒꎬ ａｇｅꎬ ｍｅｄｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｒｙꎬ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
ｈｉｓｔｏｒｙꎬ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １ ２００ ｓａｍｐｌｅｓ (０ ８２％) ｃｏｎｔａｉ￣
ｎｉｎｇ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ａｍｏｎｇ １４６ ８９６ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ａｎｔｉ￣Ｒｈ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ５３４ ｐａｔｉｅｎｔｓ (５３４ /
１２００ꎬ ４４ ５０％) ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣Ｅ ｂｅｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ (３００ / ５３４ꎬ５６ １８％)ꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ｃＥ (７２ /
５３４ꎬ １３ ４８％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｄ (６６ / ５３４ꎬ１２ ３６％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｃｅ ( ６４ / ５３４ꎬ１１ ９９％)ꎬ ａｎｔｉ￣ｃ ( １６ / ５４２ꎬ ３ ００％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｃ ( ８ / ５３２ꎬ
０ ７５ ％)ꎬ ａｎｔｉ￣ｅ ( ３ / ５３４ꎬ０ ５６％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｄ ＋ Ｇ ( ２ / ５３４ꎬ０ ３７％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｄ ＋ Ｇ ＋ Ｃ ( ２ / ５３４ꎬ０ ３７％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｇ ＋ Ｃ ( ２ / ５３４ꎬ
０ ３７％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｇ (１ / ５３４ꎬ０ １９％)ꎬ ａｎｔｉ￣Ｄ＋Ｅ (１ / ５３４ꎬ０ １９％) ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｃｗ (１ / ５３４ꎬ０ １９％). Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｕｓｅｓ
ｆｏｒ ａｎｔｉ￣Ｄꎬ ａｎｔｉ￣Ｇ ｗｅｒｅ ｄｕｅ ｔｏ ｐｒｅｇｎａｎｃｙꎬ ａｎｄ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ｃＥ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｃꎬ ｔｈｅｓｅ ｃａｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ. Ｐａｔｉｅｎｔ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｉｍｐａｃｔ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ Ｒｈ ａｎｔｉｇｅｎｓꎬ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｄ ａｎｄ ａｎｔｉ￣Ｃｅ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｍｏｒｅ ｉｎ ｆｅ￣
ｍａｌｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ (Ｐ<０ ０５) ｗｈｉｌｅ ａｎｔｉ￣ｃＥ ｉｎ ｍｅｎ (Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ｒｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ Ｃｈｉ￣
ｎｅｓｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ Ｃａｕｃａｓｉａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ ａｎｔｉ￣Ｅ ｉｓ ｔｈｅ
ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ａｌｌｏｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｒｈ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄ￣
ｉｅｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔ'ｓ ｂｌｏｏｄ ｂｅｆｏｒｅ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｆｏｒ ｅｎｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ. Ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ Ｒｈ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ Ｒｈ ａｌｌｏｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｒｈ ｂｌｏｏｄ ｇｒｏｕｐꎻ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎻ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

血型不规则抗体是指 ＡＢＯ 血型系统以外的血型抗体ꎬ
在临床输血中具有重要意义ꎮ Ｒｈ 血型系统是最为复杂的血

型系统ꎬ所表达的血型抗原多达 ５５ 种[１] ꎬ与临床密切相关的

有 Ｄ、Ｃ、Ｅ、ｃ、ｅ 和罕见的 Ｃｗ、ｆ、Ｇ 等[２] ꎬ而针对这些抗原产生

的同种抗体引起的免疫溶血性输血反应(ＨＴＲ)或新生儿溶

血病(ＨＤＮ)在国内外时有报道[３－４] ꎮ 为调查 Ｒｈ 血型系统同

种抗体的检出率及分布情况ꎬ我们回顾性调查了 ３ 年间 １４６
８９６ 名就诊患者 Ｒｈ 血型系统同种抗体的发生情况ꎬ现就对

检出的 ５３４ 例 Ｒｈ 血型系统同种抗体的结果分析报道如下ꎮ

１　 资料与方法

１ １　 标本　 对 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 １２ 月ꎬ１４６ ８９６ 例本院

５８２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



备血患者行不规则抗体筛查ꎬ新生儿组 ７ ５０８ 例(５ １１％)ꎬ男
性 ４ ３４４ 例ꎬ女性 ３ １６４ 例ꎻ非新生儿组 １－１００ 岁 １３９ ３８８ 例

(９４ ８９％)(图 １)ꎬ其中男性 ３７ ３３０ 例(２６ ７８％)ꎬ女性 １０２
０５８ 例(７４ ５５％)ꎮ

图 １　 直方图显示非新生儿组年龄分布

１ ２　 仪器与试剂 　 抗￣Ｃ、抗￣ｃ、抗￣Ｅ、抗￣ｅ、 二硫基乙醇(２￣
Ｍｅ)、ＡＢＯ 反定细胞、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ ３ 支装红细胞不规则抗体筛

选细胞(均为上海市血液生物医药有限责任公司ꎬ批号有

２０１３５３０８、２０１３５６０４、２０１３５６１１ 等)ꎻ１１ 支装谱细胞、微柱抗球

检测卡、全自动血型配血分析仪( ＩＨ￣１ ０００) (均来自美国

Ｂｉｏ￣ｒａｄꎬ 批 号 ０６１７１ ３３ ｘ － ０６２７１ ３５ ｘꎬ ０６１７１ ４５ｘ －
０６２７１ ４５ ｘ 等)ꎻ所有检测卡、试剂均在有效期内使用ꎮ
１ ３　 红细胞血型与不规则抗体筛查及鉴定　 ＡＢＯ、Ｒｈ 血型

鉴定、抗体筛查、抗体鉴定均严格按相应试剂说明书操作ꎮ
ＡＢＯ、Ｒｈ 血型鉴定及抗体筛查使用伯乐全自动血型配血分

析仪(ＩＨ￣１ ０００)检测ꎬ对于抗体筛查阳性结果均使用盐水

法、微柱凝胶卡复查ꎬ使用盐水法、微柱凝胶卡做抗体鉴定ꎬ
根据与谱细胞的反应格局判定抗体特异性ꎬ判断抗体特异

性ꎮ 应用吸收放散试验区分复合(或联合)抗体和混合抗体ꎮ
对鉴定为 Ｒｈ 抗体者ꎬ采用相应单克隆抗血清试剂检测其血

型抗原ꎬ以确认所检抗体的准确性ꎬ并询问孕产史、输血史ꎮ
操作按文献[５－６]中进行ꎮ
１ ４　 统计学处理 　 本研究数据采用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 统计软件进

行统计学处理ꎬ统计计数变量采用频数和百分比ꎬ按照抗体

类型计算阳性率和构成比ꎬ计数资料组间比较采用 χ２检验和

Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法ꎬ统计结果 Ｐ< ０ ０５ 表示差异有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２ １　 Ｒｈ 血型系统同种抗体特异性分布与输血史和妊娠史

的关系　 在 １４６ ８９６ 例被检者中ꎬ１ ２００(０ ８２％)例抗体筛选

阳性ꎻ其中 ５３４(４４ ５％ꎬ５３４ / １２００)例被检者检测出 Ｒｈ 血型

系统同种抗体ꎬ其中 ５２ 例为新生儿ꎬ则以其母亲输血史及妊

娠史资料进行统计ꎮ 检出 ５１８ 例(９７ ００％)存在单个 Ｒｈ 血

型系统同种抗体ꎬ１６ 例(３ ００％)存在多种抗体ꎬ其中 １０ 例

(６２ ５％ꎬ１０ / １６)为抗￣Ｅ 合并其他抗体ꎻ有输血史和 /或妊娠

史 ５２２ 例ꎬ无输血史且无妊娠史 １２ 例ꎬ２ 者经统计分析具有

统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ结果见表 １ꎮ
表 １　 ５３４ 例患者 Ｒｈ 血型系统同种抗体特异性分布及其

与输血史和妊娠史的关系 (ｎꎬ％)

阳性数
输血史 妊娠史

有输血史 无输血史 有妊娠史 无妊娠史

抗￣Ｅ＃ ３００(５６ １８) ２０２(３７ ８３) ９８(１８ ３５) ２２８(４２ ７０) ７２(１３ ４８)
抗￣ｃＥ＃ ７２(１３ ４８) ６１(１１ ４２) １１(２ ０６) ３２(５ ９９) ４０(７ ４９)
抗￣Ｄ＃ ６６(１２ ３６) １７(３ １８) ４９(９ １８) ５９(１１ ０４) ７(１ ３１)
抗￣Ｃｅ＃＃ ６４(１１ ９９) ６２(１１ ６１) ２(０ ３７) ５８(１０ ８６) ６(１ １２)
抗￣ｃ＃＃ １６(３ ００) １０(１ ８７) ６(１ １２) ９(１ ６９) ７(１ １３)
抗￣Ｃ＃＃ ４(０ ７５) ２(０ ３７) ２(０ ３７) ４(０ ７５) ０
抗￣ｅ ３(０ ５６) ２(０ ３７) １(０ １９) ３(０ ５６) ０

抗￣Ｄ＋Ｇ ２(０ ３７) ０ ２(０ ３７) ２(０ ３７) ０
抗￣Ｄ＋Ｇ＋Ｃ ２(０ ３７) ０ ２(０ ３７) ２(０ ３７) ０
抗￣Ｃ＋Ｇ ２(０ ３７) ０ ２(０ ３７) ２(０ ３７) ０
抗￣Ｇ＃ １(０ １９) ０ １(０ １９) １(０ １９) ０
抗￣Ｄ＋Ｅ １(０ １９) ０ １(０ １９) １(０ １９) ０
抗￣Ｃｗ １(０ １９) １(０ １９) ０ １(０ １９) ０
合计 ５３４(１００) ３５７(６６ ８５) １７７(３３ １５) ４０２(７５ ２８) １３２(２４ ７２)

＃有无输血史与有无妊娠史患者检出率各自互相进行比较ꎬ抗￣Ｅ( χ２

＝ ５ ５４９ꎬＰ<０ ０５)、抗￣Ｄ( χ２ ＝ ５４ ７１１ꎬＰ<０ ０５)和抗￣Ｇ(共 ７ 例ꎬＰ<
０ ０５)、抗￣ｃＥ(χ２ ＝ ２５ ５３３ꎬＰ<０ ０５)ꎻ＃＃抗￣Ｃｅ( χ２ ＝ ２ １３３ꎬＰ>０ ０５)、
抗￣ｃ(Ｐ>０ ０５)、抗￣Ｃ(Ｐ>０ ０５)ꎻ其余检出的 Ｒｈ 血型同种抗体因检

出数过少而未做统计学处理

２ ２　 性别与 Ｒｈ 血型系统同种抗体产生的关系　 调查检测

出非新生儿组 Ｒｈ 血型系统同种抗体 ４８２ 例(９０ ２６％)ꎬ男性

１１６ 例ꎬ男性总体检出率是 ０ ３１％ (１１６ / ３７ ３３０)ꎻ女性 ３６６
例ꎬ女性总体检出率是 ０ ３６％(３６６ / １０２ ０５８)ꎬ２ 者不存在统

计学差异( χ２ ＝ １ ８１４ꎬＰ>０ ０５)ꎮ 性别与抗体在总人群中的

检出率关系见表 ２ꎮ
表 ２　 ４８２ 例非新生儿组患者 Ｒｈ 血型系统同种抗体在

总被检人群中不同性别的分布情况 (ｎꎬ％)

男性 女性

抗￣Ｄ∗ ３(０ ０１) ３５(０ ０３)
抗￣Ｃｅ∗ ６(０ ０２) ５８(０ ０６)
抗￣Ｅ∗ ６３(０ １７) ２２３(０ ２２)
抗￣ｃＥ∗ ３７(０ １０) ３２(０ ０３)
抗￣ｃ∗ ７(０ ０２) ５(７ ７１×１０－３)
抗￣Ｄ＋Ｇ ０ １(１ ７１×１０－３)
抗￣Ｄ＋Ｇ＋Ｃ ０ １(１ ７１×１０－３)
抗￣Ｃ＋Ｇ ０ ２(１ ７１×１０－３)
抗￣Ｃ ０ ４(３ ４３×１０－３)
抗￣Ｄ＋Ｅ ０ １(０ ８６×１０－３)
抗￣ｅ ０ ３(２ ５７×１０－３)
抗￣Ｃｗ ０ １(０ ８６×１０－３)
Ｒｈ 血型同种抗体阴性 ３７ ２１４(９９ ６８) １０１ ６９２(９９ ６５)
合计 ３７ ３３０(１００) １０２ ０５８(１００)

∗抗￣Ｄ(χ２ ＝ ６ ９１７ꎬＰ＝ ０ ００９)和抗￣Ｃｅ(χ２ ＝ ９ ８９５ꎬＰ ＝ ０ ００２)在女性

患者中的总体检出率明显大于男性(Ｐ<０ ０５)ꎻ抗￣ｃＥ( χ２ ＝ ２５ ３１ꎬＰ<

０ ００１)、抗￣ｃ(χ２ ＝ ６ ０８６ꎬＰ<０ ０５)在男性患者中的总体检出率更高

(Ｐ<０ ０５)ꎻ抗￣Ｅ(χ２ ＝ ３ ３０２ꎬＰ>０ ０５)总体检出率在性别分布中不具

有统计意义(Ｐ>０ ０５)ꎻ其余检出的 Ｒｈ 血型同种抗体因检出数过少

而未做统计学处理

２ ３　 Ｒｈ 血型系统同种抗体在不同年龄段中的分布情况 　
按国内文献报道[１１]进行年龄分组ꎬ不同的年龄段中 Ｒｈ 血型

系统同种抗体的总体检出率存在统计学差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ Ｒｈ
同种抗体检出率最高的是<１ 岁(０ ６９％ꎬ５２ / ７ ５０８)ꎻ非新生
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儿组患者则随着年龄的增大ꎬＲｈ 同种抗体的检出率逐渐升

高ꎬ其中 １－１７ 岁年龄段患者抗体检出率最低(０ ０９％ꎬ９ / ９
９４５)ꎬ>７０ 岁年龄段检出率达到 ０ ６４％(７５ / １１ ７９７)(图 ２)

图 ２　 Ｒｈ 血型系统同种抗体在不同年龄段中的检出情况

３　 讨论

红细胞不规则抗体是引起输血不良反应、血型鉴定困难

以及疑难配型等的主要原因之一ꎮ 由于不同种族红细胞血

型抗原分布存在差异ꎬ被红细胞抗原免疫的机率不同ꎬ人群

及地区的不同ꎬ不规则抗体特异性及检出率也存在差异ꎮ 本

研究对辽宁地区 １４６ ８９６ 例被检者中ꎬ检出不规则抗体 １ ２００
例(０ ８２％)ꎬ高于上海 ０ ５０％ [７] 不规则抗体检出率ꎬ低于印

度(３ ４％) [８]和美国(２ ２％) [９]的报道ꎮ
有文献报告[９－１１] 抗￣Ｅ 检出最多ꎬ检出率在 ２０ ８％ [９] －

４５ ３％ [１１] ꎬ抗￣Ｅ 的检出率高于抗￣Ｄ 的产生ꎮ 本调查中抗￣Ｅ
占检出不规则抗体的 ２５％(３００ / １２００)ꎬ占 Ｒｈ 血型系统同种

抗体的 ５６ １８％(３００ / ５３４)ꎬ远高于抗￣Ｄ １２ ３６％(６６ / ５３４)的
比率ꎬ不同于 Ａｍｅｅｎ 等[１２] 报告的抗￣Ｄ (４６ ８５％ꎬ ３４９ / ７４５)
高于抗￣Ｅ(３１ ６８％ꎬ ２３６ / ７４５)以及 Ａｚａｒｋｅｉｖａｎ 等[１３] 报告的

抗￣Ｄ(２８ ５７％％ꎬ８ / ２８)高于抗￣Ｅ (１４ ２９％ꎬ ４ / ２８)的结果ꎬ
而与国内报道[１０－１１抗￣Ｅ 高于抗￣Ｄ 的结果一致ꎮ 这可能是因

为我国人群 ＲｈＥ 抗原阳性占 ４７ ６４％ [１４] ꎬ远高于 ＲｈＤ 阴性

(０ ３４％)的频率ꎬ同时我国采用 ＡＢＯ 和 ＲｈＤ 同型输血ꎬＲｈＥ
阴性患者因输血、妊娠等接受 ＲｈＥ 抗原刺激后产生抗￣Ｅ 病

例增多ꎮ 同时我们调查发现仅 ３ ６７％(１１ / ３００)的抗￣Ｅ 既无

妊娠史也无输血史ꎬ为天然抗体(在室温反应良好)ꎮ 抗￣Ｅ
已成为最多见的 Ｒｈ 血型抗体ꎬ在输血及妊娠患者中具有重

要的意义ꎮ
Ａｍｅｅｎ 等[１２] 报 道 的 Ｒｈ 血 型 系 统 同 种 抗 体 抗￣Ｄ

(４６ ８５％ꎬ３４９ / ７４５)检出率最高ꎬ在白种人中 ＲｈＤ 阴性的分

布频率 １５％ꎬ黄种人 ＲｈＤ 频率占到了 ９９ ７％ꎮ 本调查中检

出抗￣Ｄ ６６ 例(１２ ３６％ꎬ６６ / ５３４)ꎬ非新生儿组中 ３５ 例为女性

患者ꎬ检出率明显大于男性(Ｐ<０ ０５)ꎮ 同时我们调查发现

８０ ３０％(５３ / ６６)的抗￣Ｄ 患者有妊娠史无输血史ꎬ其中 ２０ 例

来自产科患者ꎬ２８ 例来自新生儿患者ꎬ占检出抗￣Ｄ 例数的

７２ ７３％(４８ / ６６)ꎬ同时在有无输血史与有无妊娠史患者检出

率各自互相进行比较中ꎬ发现抗￣Ｄ( χ２ ＝ ５４ ７１１ꎬＰ ＝ ０)ꎬ因此

妊娠为抗￣Ｄ 产生的主要原因ꎬ我们认为:虽然我国 ＲｈＤ 阴性

患者大多数输用 ＲｈＤ 阴性血液ꎬ输血导致产生抗￣Ｄ 概率降

低ꎻ但是由于二胎政策的开放ꎬ同时抗￣Ｄ 免疫球蛋白的缺乏

及临床应用并未推广ꎬ在大部分 ＲｈＤ 阴性女性妊娠第一胎

ＲｈＤ 阳性胎儿时ꎬ发生免疫产生抗￣Ｄꎬ因此妊娠产生的抗￣Ｄ
是我国抗￣Ｄ 产生的主要原因ꎮ

Ｒｈ 血型系统具有较强的免疫原性的抗原主要有 Ｄ、Ｃ、
ｃ、Ｅ、ｅ ５ 种ꎬ其抗原的免疫性强弱依次为 Ｄ>Ｅ>ｃ>Ｃ>ｅ[１５] ꎬ可
由输血或妊娠免疫产生ꎮ 在我们检测出的 ５３４ 例 Ｒｈ 血型系

统同种抗体中(５２ 例新生儿以其母亲资料进行统计)ꎬ有输

血史和 /或妊娠史有 ５２２ 例ꎬ无输血史且无妊娠史有 １２ 例ꎬ
二者经统计分析具有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ表明妊娠和输

血的同种免疫是 Ｒｈ 同种抗体产生的主要原因ꎮ 调查中抗￣Ｇ
共 ７ 例(Ｐ<０ ０５)ꎬ全部患者仅有妊娠史ꎻ抗￣Ｃ 共 ８ 例ꎬ而虽

然 Ｃ 抗原免疫性弱ꎬ但在仅有妊娠史的 ６ 例抗￣Ｃ 患者中ꎬ平
均妊娠次数为(３ １７±０ ９８)次ꎬ且 ５ 例为 ＲｈＤ 阴性患者血清

中同时存在抗￣Ｇꎮ 而 ５４ １７％(３９ / ７２)抗￣ｃＥ 患者仅有输血

史ꎬ同时在妊娠史与输血史比较中ꎬ抗￣ｃＥ( χ２ ＝ ２５ ５３３ꎬＰ<
０ ００１)说明抗￣ｃＥ 以输血免疫产生为主ꎮ ８７ ５０％(５６ / ６４)
抗￣Ｃｅ 既有输血史又有妊娠史ꎬ其余 ８ 例(１２ ５％ꎬ８ / ６４)抗￣
Ｃｅ 中仅有妊娠史的 ２ 例患者均有 ２ 次妊娠史ꎬ仅有输血史的

６ 例患者平均输血次数是 ２ ２ 次ꎬ说明抗￣Ｃｅ 需要较强的免

疫刺激才能产生ꎮ ｅ 抗原的免疫性最弱ꎬ在我们检出的 ３ 例

抗￣ｅ 患者中ꎬ既有输血史又有妊娠史的有 ２ 例ꎬ仅有妊娠史

的 １ 例患者有过 ４ 次妊娠史ꎮ
不规则抗体在不同性别的检出率报告不一ꎬ国内外均有

报告与性别无关[９－１０] ꎬ王钰箐等[７]报道女性的不规则抗体检

出率高于男性ꎮ 本调查中ꎬ非新生儿组中虽然女性患者中检

出 Ｒｈ 同种抗体 ３６６ 例ꎬ远多于男性检出例数 (１１６ 例)ꎬ但由

于本院女性患者较多ꎬ二者在 Ｒｈ 同种抗体总体检出率上不

具有统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ 但抗￣Ｄ 和抗￣Ｃｅ 在女性中的总

体检出率明显高于男性(Ｐ<０ ０５)ꎬ这与国内外报道的[１１－１２]

抗￣Ｄ 以女性为主结果一致ꎮ 同时我们调查发现抗￣ｃＥ 和抗￣ｃ
在男性中的总体检出率高于女性 (Ｐ < ０ ０５)ꎮ 抗￣Ｅ ( χ２ ＝
３ ２９８ꎬＰ>０ ０５)总体检出率在性别分布中不具有统计意义ꎮ

同时我们发现年龄与 Ｒｈ 血型系统同种抗体检出率有明

显的关系ꎮ 检出率最高的是新生儿ꎬ这与辽宁及周边地区的

重症新生儿大部分转入本院ꎬ特别是新生儿溶血病大多需要

输血治疗有关ꎮ 其他年龄段患者则随着年龄的增大ꎬＲｈ 同

种抗体的检出率逐渐升高ꎬ其中 １－１７ 岁年龄段患者抗体检

出率最低(０ ０９％ꎬ９ / ５ ８２７)ꎬ这与台湾[１６] 报道一致ꎬ但与我

国南方地区报道[１０] 的 １－１７ 岁年龄段抗体检出率最高不同ꎬ
这是因为南方地区此年龄段中的地中海贫血患者较多ꎬ需要

定期输血从而导致免疫机会增加ꎮ >７０ 岁年龄段检出率达

到 ０ ６４％(７５ / １１ ７９７)ꎬ与 ６１－７０ 岁年龄段间(０ ６３％ꎬ９１ / １４
４２１)比较无统计意义(χ２ ＝ ０ ００２ꎬＰ>０ ０５)ꎬ这与 Ｊａｎ[１６] 报道

的 ６１－８０ 岁年龄段不规则抗体检出率最高一致ꎬ这可能与年

纪越大、妊娠次数、输血几率等产生免疫的机会增多有关ꎮ
综上所述ꎬ我们通过对 ５３４ 例 Ｒｈ 血型系统同种抗体情

况进行观察和分析ꎬ抗￣Ｅ 是最多见的 Ｒｈ 血型同种抗体ꎻＲｈ
同种抗体总体检出率与性别无关ꎬ但抗￣Ｄ 和抗￣Ｃｅ 在女性中

的总体检出率明显高于男性(Ｐ<０ ０５)ꎬ抗￣ｃＥ 在男性中的总

体检出率高于女性(Ｐ<０ ０５)ꎻＲｈ 血型系统抗体产生的重要

原因是输血和妊娠ꎬ同时与抗原的免疫性也有关ꎬ抗￣Ｄ 、抗￣
Ｇ 是以妊娠免疫产生为主ꎬ抗￣ｃＥ、抗￣ｃ 以输血免疫产生为

主ꎮ 我们建议注射抗￣Ｄ 免疫球蛋白来封闭进入母体的 ＲｈＤ
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阳性抗原ꎬ以预防抗￣Ｄ 的产生ꎮ 而对于有过输血史和妊娠史

的输血患者ꎬ对其进行同种抗体的筛查ꎮ 有条件的实验室可

尝试在这些患者中采用 Ｒｈ 抗原同型输注ꎬ降低机体产生 Ｒｈ
血型系统同种抗体的概率ꎮ
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中国输血协会第七届理事会
理 事 长:朱永明
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王兆强∗ 王兆福∗ 王丽虹 王　 明∗ 王学锋 王宝燕 王　 荣 王相荣∗ 王秋锁
王　 艳 王　 健 王锦才∗ 王　 震∗ 王露楠 车嘉琳 巨　 昆 方奎明 尹　 文
孔冬冬 石仲仁 卢　 伟 卢　 岑 叶世辉∗ 史文君 付涌水∗ 付道兴 白旭华
白连军∗ 白　 林∗ 冯书礼∗ 冯　 凌∗ 宁玉梅∗ 毕星秀 吕运来 吕　 豪 朱为刚∗

朱永明∗ 刘永生 刘亚欣 刘　 忠 刘建岭 刘绍辉 刘荣敏 刘嘉馨∗ 闫晓鹏
许建荣∗ 许　 萍 孙　 光∗ 孙绍忠∗ 孙　 俊∗ 孙常翔∗ 纪宏文 杜　 晓∗ 李云龙
李少冬∗ 李代红 李　 刚∗ 李莎燕∗ 李海林 李　 鸿 李碧娟∗ 杨文玲∗ 杨汇川∗

杨向萍 杨　 茂 杨征宇 杨金本 杨　 勇 杨联昌 吴佳佳 吴晓晖 吴敦武
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余　 梅 邹峥嵘∗ 汪　 华 沃德勒 沈　 军 宋秀宇 张天弼 张太江 张传国
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周雪丽 周道平∗ 周德军 庞广礼∗ 郑慧丽 赵生银∗ 赵志坚 赵　 楠∗ 胡　 伟∗

胡克义 胡丽华∗ 钟磊石 逄淑涛 宫济武∗ 骆　 群∗ 秦　 莉∗ 秦　 梅 秦敬民∗

贾　 嫈∗ 夏　 卫 夏　 荣∗ 原先根 钱宝华 徐　 军 徐　 红 徐笑红 栾建凤∗

郭永建∗ 郭兆富 郭艳丽 郭铭华 郭喜彪 郭豫学∗ 唐蓉群∗ 黄丽平 黄国永
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(∗ 常务理事)

中国输血协会第七届监事会
监事长:刘　 江　 　 　 副监事长:安万新　 　 　 监事:吕杭军　 李　 芳
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∗基金项目: 广西自然科学基金青年基金(２０１３ＧＸＮＳＦＢＡ０１９２０６)ꎬ
广西科学研究与技术开发计划项目(主席资金)(０８１６０￣０６)ꎬ南宁

市科 学 研 究 与 技 术 开 发 计 划 项 目 ( 科 技 惠 民 重 大 专 项 )
(２０１３３１４１)ꎻ △通信作者:吴国光(１９４３ ０３￣)ꎬ男ꎬ 研究员ꎬ 主要

从事输血医学、免疫血液学和免疫遗传学研究ꎬ 电话: ０７７１￣
３２１２９９４ꎬＥｍａｉｌ: ｇｕａｎｇｗｕ＠ ｓｚｏｎｌｉｎｅ ｎｅｔ.

论著 调查研究

ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型检测技术体系的建立和广西瑶族、
汉族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因多态性研究∗

李丽兰１ꎬ２ 　 卢芳１ꎬ２ 　 申卫东１ꎬ２ 　 吴国光１△(１.南宁输血医学研究所ꎬ２.南宁中心血站ꎬ广西 南宁 ５３０００７)

　 　 摘要:目的　 建立 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型检测技术体系并用以研究广西瑶族和汉族人群的血小板抗原(ＨＰＡ) ￣１－
２８ｗ 基因多态性ꎮ 方法　 通过设计序列特异性引物和优化 ＰＣＲ 反应条件ꎬ摸索 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型检测技术体

系ꎬ其组成包括前期已建立的 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 技术和新研发的 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法 ２ 部分组成ꎮ
使用 １０ 例已预先测序确定 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因型和 ２０ 例已预先使用商品试剂盒检测 ＨＰＡ￣１８－２１ｗ 基因型的本研究广

西瑶族标本ꎬ对新研发的 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 方法做验证ꎮ 应用所建立的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因检测技术对广西地区

无血缘关系的 １４２４ 名健康瑶族人和 ９０８ 名健康汉族人做 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型和多态性分析ꎮ 结果 　 所建立的

ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型技术系统ꎬ不仅对 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因的分型结果与对验证用标本的测序分型结果完全一致ꎬ而
且对 ＨＰＡ￣１８－２１ｗ 基因的分型检测结果与商品试剂盒的分型结果完全一致ꎮ 广西瑶族人群的 ＨＰＡ 各等位基因频率

分别为:ＨＰＡ￣１ａ ０ ９９８ ２、１ｂ ０ ００１ ８ꎬ２ａ ０ ８７４ ６、２ｂ ０ １２５ ４ꎬ３ａ ０ ６６１ ５、３ｂ ０ ３３８ ５ꎬ５ａ ０ ９９６ ８、５ｂ ０ ００３ ２ꎬ６ａ ０ ９７８
６、６ｂｗ ０ ０２１ ４ꎬ１５ａ ０ ４０７ ７、１５ｂ ０ ５９２ ３ꎻ汉族人群 ＨＰＡ 各等位基因频率分别为:ＨＰＡ￣１ａ ０ ９９８ ３、１ｂ ０ ００１ ７ꎬ２ａ
０ ９５７ ６、２ｂ ０ ０４２ ４ꎬ３ａ ０ ５３２ ５、３ｂ ０ ４６７ ５ꎬ４ａ ０ ９９９ ４、４ｂ ０ ０００ ６ꎬ５ａ ０ ９８４ ０、５ｂ ０ ０１６ ０ꎬ６ａ ０ ９８９ ０、６ｂｗ ０ ０１１ ０ꎬ
１５ａ ０ ５３４ １、１５ｂ ０ ４６５ ９ꎻ广西瑶族和汉族人群的 ＨＰＡ￣７－１４ｗ、ＨＰＡ￣１６－２８ｗ 基因均以 ａａ 纯合子形式存在ꎮ 在本组广

西瑶族人群中发现 ２ 例罕见的 ＨＰＡ￣６ｂｂ 纯合子基因型个体ꎬ而在汉族人群中发现了 １ 例中国人群中罕见的 ＨＰＡ￣４ａｂ
基因型个体ꎮ 结论　 建立了完善的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型检测技术体系ꎬ并成功应用于广西瑶族和汉族人

群的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因筛查和分型研究ꎻ广西瑶族、汉族人群 ＨＰＡ 基因频率分布在 ＨＰＡ￣２ꎬ ￣３ꎬ ￣５ꎬ ￣１５ 系统和 ＨＰＡ￣６ｗ
等均不同(Ｐ<０ ０５)ꎬ藉此有助于了解广西瑶族和汉族人群 ＨＰＡ 的免疫学特点ꎮ

关键词:人类血小板特异性抗原ꎻＨＰＡ 基因ꎻ基因分型ꎻ基因多态性ꎻ等位基因频率ꎻ瑶族ꎻ汉族ꎻ广西
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ｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｓｙｓｔｅｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ＤＮＡ￣ｂａｓｅｄ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ＨＰＡ￣１－ １７ｗ ｍｕｌｔｉ￣
ＰＣＲ￣ＳＳＰ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｅａｒｌｉｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｙ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｈａｔ ｈａｄ
ｂｅｅｎ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (１０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ) ｏｒ ｂｙ ｃｏｍｍｅｒ￣
ｃｉａｌ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｋｉｔ (２０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ). Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １ ４２４ ａｎｄ ９０８ ｕｎｒｅｌａｔｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｉｎｄｉｖｉｄ￣
ｕａｌｓ ｆｒｏｍ Ｙａｏ ａｎｄ Ｈａｎ ｅｔｈｎｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｂｙ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ｆｏｒ ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｏｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｋｉｔ' ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ. Ｔｈｅ ＨＰＡ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ＨＰＡ￣１ａ ０ ９９８ ２ꎬ １ｂ ０ ００１ ８ꎬ ２ａ ０ ８７４ ６ꎬ ２ｂ ０ １２５ ４ꎬ ３ａ ０ ６６１ ５ꎬ ３ｂ ０ ３３８ ５ꎬ ５ａ ０ ９９６ ８ꎬ ５ｂ ０ ００３ ２ꎬ ６ａ ０ ９７８ ６ꎬ
６ｂｗ ０ ０２１ ４ꎬ １５ａ ０ ４０７ ７ꎬ １５ｂ ０ ５９２ ３. Ｔｈｅ ＨＰＡ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ＨＰＡ￣１ａ ０ ９９８ ３ꎬ １ｂ
０ ００１ ７ꎬ ２ａ ０ ９５７ ６ꎬ ２ｂ ０ ０４２ ４ꎬ ３ａ ０ ５３２ ５ꎬ ３ｂ ０ ４６７ ５ꎬ ４ａ ０ ９９９ ４ꎬ ４ｂ ０ ０００ ６ꎬ ５ａ ０ ９８４ ０ꎬ ５ｂ ０ ０１６ ０ꎬ ６ａ ０ ９８９

０ꎬ ６ｂｗ ０ ０１１ ０ꎬ １５ａ ０ ５３４ １ꎬ １５ｂ ０ ４６５ ９. Ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ
ａｎｄ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｏｎｌｙ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａ / ａ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＨＰＡ￣７－１４ｗ ａｎｄ ＨＰＡ￣１６－２８ｗ. Ｔｈｅ ｒａｒｅ ＨＰＡ￣６ｂ / ６ｂ
ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｗｏ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ｐｏｐｕｌａ￣
ｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＨＰＡ￣４ａ / ４ｂ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｔｈａｔ ｗａｓ ｒａｒｅ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｏｎｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｏｆ Ｈａｎ ｅｔｈｎｉｃｉｔｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＨＰＡ￣１－ ２８ｗ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｓｙｓｔｅｍ ｈａｓ ｂｅｅｎ

９８２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＡ￣１－２８ｗ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ａｎｄ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ＨＰＡ￣２ꎬ ￣３ꎬ
￣５ꎬ ￣１５ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ＨＰＡ￣６ｗ (Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｉｌｌ ｈｅｌｐ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＨＰＡ ｉｎ Ｙａｏ
ａｎｄ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＧｕａｎｇｘｉꎬＣｈｉｎａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｕｍａｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｎｔｉｇｅｎ (ＨＰＡ)ꎻ ＨＰＡ Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇꎻ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｙａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎻ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ.

人类血小板特异性抗原(ｈｕｍａｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｎｔｉｇｅｎꎬＨＰＡ)是
血小板本身特有的抗原ꎬ自 １９５９ 年第 １ 个 ＨＰＡ 被鉴定出[１]

以来ꎬ迄今共有 ３５ 个 ＨＰＡ 被发现和正式命名ꎬ分别为 ＨＰＡ￣
１－２９ｗꎬ其中包括 ６ 大已验证有对偶抗原的系统 ＨＰＡ￣１－５ꎬ
１５[２] ꎮ ＨＰＡ 的主要载体是 ＧＰⅢａ、ＧＰⅡｂ、ＧＰⅠａ、ＧＰⅠｂα、
ＧＰⅠｂβ 和 ＣＤ１０９ 等 ６ 大具有重要功能的血小板糖蛋白ꎮ 目

前所发现的 ＨＰＡ 中ꎬ除 ＨＰＡ￣１４ｂｗ 是由于在核苷酸 １ ９０１－
１ ９１１位置上 ＡＡＧ 等 ３ 个碱基缺失外ꎬ其他抗原均因单核苷

酸取代而产生ꎬ表现为单核苷酸多态性(ＳＮＰ)ꎮ ＨＰＡ 可通过

输血、妊娠、移植等途径使个体被免疫而产生相应的抗￣
ＨＰＡꎬ从而导致胎儿 /新生儿同种免疫血小板减少症( ｆｏｅｔａｌ
ａｎｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ａｌｌｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａꎬ ＦＮＡＩＴ)、血小板输

注无效(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｉｎｅｓｓꎬ ＰＴＲ)、输血后紫癜

(ｐｏｓｔ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｐｕｒｐｕｒａꎬ ＰＴＰ)等血小板免疫异常疾病的发

生[３] ꎮ 由于 ＨＰＡ 分布具有地域和种族的特异性ꎬ不同人群

中导致血小板免疫疾病发生的主要 ＨＰＡ 亦有所不同ꎬ因而

通过对人群 ＨＰＡ 基因多态性的调查可有助于掌握各种(类)
人群 ＨＰＡ 的特征和了解该特定人群中可能参与血小板免疫

异常疾病的主要 ＨＰＡꎮ 为此ꎬ我们建立了以序列特异性引物

聚合酶链反应(ＰＣＲ￣ＳＳＰ)为技术基础的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分

型检测技术体系ꎬ并以此对广西瑶族和汉族人群展开 ＨＰＡ￣１
－２８ｗ 基因多态性研究ꎬ现报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象

１ １ １　 技术验证标本　 １０ 例已预先使用 ＤＮＡ 测序检测确

定了 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因型(均为 ａ / ａ 基因型)的 ＤＮＡ 标本ꎬ
２０ 例已预先使用 ＨＰＡ 多重 ＰＣＲ 基因分型试剂盒(美国 Ｇ＆Ｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ Ｉｎｃ Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅꎬ批号 ＮＡＮ０２)检测确定的 ＨＰＡ￣１８－
２１ｗ 基因型(均为 ａ / ａ 基因型)的 ＤＮＡ 标本ꎮ 本技术验证

ＤＮＡ 标本均来自于本研究广西瑶族人群中随机选取的标本ꎮ
１ １ ２　 广西瑶族、汉族人群　 １)２００７ 年 １ 月 １ 日－２０１５ 年

１２ 月 ３１ 日ꎬ在广西巴马、大化、都安、金秀等瑶族聚居区ꎬ随
机征集无血缘关系的瑶族人(通过查看身份证和问询方式确

认个体民族属性为瑶族ꎬ且为该采集地当地人口)自愿参加

本研究ꎬ在向他们告知了本研究的目的、意义并取得其知情

同意后ꎬ共采集瑶族自愿者 １ ４２４ 人(份)标本[５ ｍＬ /份ꎬＥＤ￣
ＴＡ 抗凝ꎬ标本采集后 ２－１０℃运输(时间<６ ｈ)至本实验室后

于－８０℃冻存ꎬ并于标本采集<１ 年检测]ꎮ ２)２００７ 年 １ 月 １
日－２０１５ 年 １２ 月 ３１ 日ꎬ随机征集无血缘关系的南宁中心血

站汉族献血者(通过查看身份证和问询方式确认个体民族属

性为汉族ꎬ且为广西壮族自治区人)自愿参加本研究ꎬ在向他

们告知了本研究的目的、意义并取得其知情同意后ꎬ共采集

汉族自愿者 ９０８ 人(份)[５ ｍＬ /份ꎬＥＤＴＡ 抗凝ꎬ标本采集后 ２

－１０℃运输(运输时间<３ ｈ 内)至本实验室后于－８０℃冻存ꎬ
并于标本采集<１ 年检测]ꎮ
１ ２　 试剂与仪器 　 Ｐｕｒｅｇｅｎｅ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ (德国

ＱＩＡＦＥＮ 公司ꎬ批号 ８４５０１４２１)ꎻＰＣＲ 引物(上海捷瑞生物工

程有限公司合成制备)ꎻｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶[美国 ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ(Ｄａｌｉａｎ)ꎬ批号 ＣＫ７６０１ＡＡ]ꎻＨＰＡ 多重 ＰＣＲ 基因分

型试剂盒(美国 Ｇ＆Ｔ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ Ｉｎｃ Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅꎬ批号 ＮＡＮ０２)ꎻ
琼脂糖(西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔꎬ批号 １１１８６０)ꎻＤＮＡ ｇｒｅｅｎ 绿如蓝核

酸染料(北京天恩泽基因科技有限公司ꎬ批号 １０８１１１)ꎮ 核

酸蛋白测定仪(Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ６１３１ 型)ꎬ常温高速台式离心机

(５４１５Ｄ 型)(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻＰＣＲ 扩增仪(美国 ＡＢＩꎬＧｅｎｅ￣
Ａｍｐ９７００ 型)ꎻ水平电泳仪(Ｍｏｄｅｌ ９６ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ￣
ｒｅｓｉｓ Ｓｙｓｔｅｍｓ)ꎬ凝胶成像分析系统 ( Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍａｇｅｒ Ｇｅｌ
ＤｏｃＴＭ ＸＲ Ｓｙｓｔｅｍ 型)(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)ꎮ
１ ３　 ＤＮＡ 提取应用　 Ｐｕｒｅｇｅｎｅ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取血

液标本 ＤＮＡꎬ按试剂盒使用说明书操作ꎻ将 ＤＮＡ 标本(１００
μＬ /份)ꎬ于－２０℃保存待用ꎮ
１ ４　 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型技术体系的建立

１ ４ １　 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型技术 　 按文献

[４]方法建立:共使用 １６ 种 ＰＣＲ 引物混合液ꎬ含引物对ꎬ
ｄＮＴＰꎬＭｇＣｌ２等ꎬ其中包含 ６ 种多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 引物混合液的

组合(多重 ４ａ、４ｂ、５ａ、５ｂ、６ａ 和 ６ｂ 组合) (表 １)ꎮ ＰＣＲ 反应

的总体积 ９ μＬꎬ含有 ＰＣＲ 引物混合液 ７ μＬ、ＤＮＡ 样品(含 ８０
－１００ ｎｇ ＤＮＡ)１ μＬ 和已稀释的 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶(０ ５ Ｕ)１
μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序为 ９５℃ ５ ｍｉｎꎬ ９５℃ ３０ ｓ、６０℃ ３０ ｓ、７２℃
９０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ置 ７２℃延长 ５ ｍｉｎꎬ降温至 １２℃ꎬ完成扩增ꎮ
使用琼脂糖凝胶电泳做 ＰＣＲ 扩增产物的分析:取 ７μＬ ＰＣＲ
产物、５ μＬ 接点 ＤＮＡ 长度标记(Ｍａｒｋｅｒ)ꎬ在 ３％琼脂糖凝胶

中以 １００ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在凝胶成像分析系统下拍照记录

实验结果ꎮ
１ ４ ２　 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型技术　 针对 ＨＰＡ￣１８
－２８ｗ 各等位基因单核苷酸多态性位点ꎬ设计 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 序列

特异性 ＰＣＲ 引物(表 ２)ꎬ每个 ＰＣＲ 反应体系包含目的基因

特异性引物和内参照引物各 １ 对ꎬ内参照引物序列为 ＣＲＰ
Ⅰ: ５′￣ＣＣＡＧＣＣＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＴＴＴＴＧＧＣＣＡＧＡＣＡＧ￣３′ 和 ＣＲＰ
Ⅱ:５′ ￣ＧＧＧＴＣＧＡＧＧＡＣＡＧＴＴＣＣＧＴＧＴＡＧＡＡＧＴＧＧＡ￣３′ꎬ扩增

４４０ ｂｐ 的内对照ꎮ ＰＣＲ 反应的总体积为 ９ μＬ /管ꎬ由 ７ μＬ
ＰＣＲ￣Ｍｉｘ(含引物对、ｄＮＴＰ、ＭｇＣｌ２ 等)ꎬ１ μＬ ＤＮＡ 样品(含 ５０
－１００ ｎｇ ＤＮＡ)ꎬ１ μＬ 稀释的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶(０ ３７５ Ｕ)组

成ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为 ９５℃ ５ ｍｉｎꎬ ９５℃ ３０ ｓ、 ６０℃３０ ｓ(ＨＰＡ￣
１９－２１ｗꎬ ２６－ ２７ｗ)或 ６３℃ ３０ ｓ(ＨＰＡ￣１８ｗꎬ２２－ ２５ｗꎬ￣２８ｗ)、
７２℃ ４５ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２℃延长 ５ ｍｉｎꎬ降温至 １２℃ꎬ完成 ＰＣＲ
扩增ꎮ 使用琼脂糖凝胶电泳做 ＰＣＲ 扩增产物分析:取 ７ μＬ
ＰＣＲ 产物、５ μＬ 接点 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 在 ３％琼脂糖凝胶中 １００ Ｖ

０９２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



电泳 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在凝胶成像分析系统下拍照记录实验结果ꎮ
１ ４ ３　 技术验证

１ ４ ３ １　 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型技术的验证　
采用文献[４]方法ꎮ
１ ４ ３ ２　 ＨＰＡ￣１８~２８ｗ 基因分型的技术验证 　 应用我们建

立的分型技术ꎬ对 １０ 例已按文献[１４ꎬ ２０－２１]测序检测方法

确定了 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因型的标本、２０ 例已使用 ＨＰＡ 多重

ＰＣＲ 基因分型试剂盒检测确定了 ＨＰＡ￣１８－２１ｗ 基因型的标

本ꎬ做相应 ＨＰＡ 基因分型检测ꎬ分型检测试验重复 ３ 次 /标
本ꎬ比较分型结果与标本 ＨＰＡ 基因型别的一致性和观察重

复试验结果的一致性ꎮ
１ ５　 广西瑶族和汉族人群标本 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型检测

　 应用我们建立并经验证的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型检测技术

对广西瑶族人群标本 １ ４２４ 份、汉族人群标本 ９０８ 份作 ＨＰＡ
基因分型检测(检测步骤同 １ ４ １ 和 １ ４ ２)ꎮ
１ ６　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ１３ ０ 统计学软件对实验数据

作统计学处理ꎬ基因频率按群体遗传基因计数法计算 χ２值ꎬ

比较基因分布的期望值和观察值ꎬ验证其是否符合 Ｈａｒｄｙ￣
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ (ＨＷ) 平衡法则ꎻ不同人群基因频率分布比较采用
χ２检验ꎬ以显示多态性分布的差异性ꎬＰ<０ ０５ 为差异具有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型的 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基

因分型技术检测　 按目的条带的大小和有无判读标本的基

因型(图 １)ꎮ
２ ２　 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型技术验证 　 应用

文献[４]方法 １００％分型正确ꎮ
２ ３　 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型技术验证　 应用我们

建立的 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 的基因分型方法ꎬ对 １０ 例已测序确定基

因型标本、２０ 例已使用商品试剂盒确定基因型标本的分型

(重复试验 ３ 次 /标本)结果完全一致ꎮ
２ ４　 广西瑶族、汉族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因频率分布ꎮ

表 １　 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 基因分型引物[４]

ＰＣＲ 引物
混合液

ＨＰＡ 等位基因 特异性引物序列(５′－３′) 共同引物序列(５′－３′) ＳＮＰ 或缺失
目的基因 / 内参照
产物大小(ｂｐ)

１ａ １ａ １ａＦ ＡＣＴＴＡＣＡＧＧＣＣＣＴＧＣＣＴＣＴ １Ｒ ＧＴＧＣＡＡＴＣＣＴＣＴＧＧＧＧＡＣＴ １７６Ｔ>Ｃ １８８ / ４２９
１ｂ １ｂ １ｂＦ ＡＣＴＴＡＣＡＧＧＣＣＣＴＧＣＣＴＣＣ １８８ / ４２９
２ａ ２ａ ２ａＦ ＣＣＣＣＣＡＧＧＧＣＴＣＣＴＧＡＣ ２Ｒ ＣＣＡＧＣＧＡＣＧＡＡＡＡＴＡＧＡＧＧ ４８２Ｃ>Ｔ ２４１ / ４２９
２ｂ ２ｂ ２ｂＦ ＣＣＣＣＣＡＧＧＧＣＴＣＣＴＧＡＴ ２４１ / ４２９
３ａ ３ａ ３ａＲ ＧＧＧＧＧＡＧＧＧＧＣＴＧＧＧＧＡ ３Ｆ ＧＡＡＡＧＡＣＣＴＧＧＧＡＡＧＧＣＧＧ ２６２１Ｔ>Ｇ １３６ / ４２９
３ｂ ３ｂ ３ｂＲ ＧＧＧＧＧＡＧＧＧＧＣＴＧＧＧＧＣ １３６ / ４２９

多重 ４ａ 组合和 ４ａ ４ａＦ ＧＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＴＧＣＧ ４Ｒ ＧＣＴＧＴＣＣＴＧＧＣＧＴＣＴＧＧＡＧ ５０６Ｇ>Ａ １５８ / ４２９
多重 ４ｂ 组合∗ ４ｂ ４ｂＦ ＧＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＴＧＣＡ １５８ / ４２９

７ａ ７ａＦ ＣＡＡＧＧＴＧＣＧＡＧＧＣＴＧＴＣ ７Ｒ ＧＧＧＣＣＴＧＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧ １２９７Ｃ>Ｇ １１７ / ４２９
７ｂｗ ７ｂＦ ＣＡＡＧＧＴＧＣＧＡＧＧＣＴＧＴＧ １１７ / ４２９
１１ａ １１ａＦ ＡＣＣＧＡＡＡＡＴＡＣＣＴＧＣＡＡＣＣＧ １１Ｒ ＣＡＧＣＴＣＡＣＡＴＣＡＡＧＴＧＴＣＣ １９７６Ｇ>Ａ ２１９ / ４２９
１１ｂｗ １１ｂＦ ＡＣＣＧＡＡＡＡＴＡＣＣＴＧＣＡＡＣＣＡ ２１９ / ４２９
１４ａ １４ａＲ ＡＧＡＣＴＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＴＴＣＴＴ １４Ｆ ＡＧＣＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＧＧＧＡＧＴＧ １９０９－１９１１ＡＡＧ>

ｄｅｌ.ＡＡＧ
３０６ / ４２９

１４ｂｗ １４ｂＲ ＡＧＡＣＴＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＴＴＡＡＡ ３０６ / ４２９
多重 ５ａ 组合和 ５ａ ５ａＦ ＧＴＣＴＡＣＣＴＧＴＴＴＡＣＴＡＴＣＡＡＡＧ ５Ｒ ＴＣＴＣＡＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＣＡＧＴＡ １６００Ｇ>Ａ ２４９ / ４２９
多重 ５ｂ 组合∗ ５ｂ ５ｂＦ ＧＴＣＴＡＣＣＴＧＴＴＴＡＣＴＡＴＣＡＡＡＡ ２４９ / ４２９

９ａ ９ａＲ ＧＧＣＡＧＣＣＣＣＣＡＧＴＣＣＡＣ ９Ｆ ＧＧＡＴＡＴＡＣＡＧＣＣＣＣＡＧＧＧ ２６０２Ｇ>Ａ ２００ / ４２９
９ｂｗ ９ｂＲ ＧＧＣＡＧＣＣＣＣＣＡＧＴＣＣＡＴ ２００ / ４２９
１３ａ １３ａＦ ＡＡＡＡＧＧＴＴＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＡＡＣ １３Ｒ ＣＣＧＧＴＡＧＧＧＡＧＡＡＴＧＡＴＧＣ ２４８３Ｃ>Ｔ １１２ / ４２９
１３ｂｗ １３ｂＦ ＡＡＡＡＧＧＴＴＡＡＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＡＡＴ １１２ / ４２９
１７ａ １７ａＲ ＧＧＴＣＡＣＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＡＧＣＧ １７Ｆ ＴＴＴＧＴＣＣＣＣＴＣＴＣＴＴＴＣＣＴＣＣ ６２２Ｃ>Ｔ １５３ / ４２９
１７ｂｗ １７ｂＲ ＧＧＴＣＡＣＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＡＧＣＡ １５３ / ４２９

多重 ６ａ 组合和 ６ａ ６ａＦ ＧＡＣＧＡＧＴＧＣＡＧＣＣＣＣＣＧ ６Ｒ ＧＣＧＧＡＣＡＣＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣ １５４４Ｇ>Ａ １６３ / ４２９
多重 ６ｂ 组合∗ ６ｂｗ ６ｂＦ ＧＡＣＧＡＧＴＧＣＡＧＣＣＣＣＣＡ １６３ / ４２９

８ａ ８ａＲ ＣＴＧＡＣＴＣＡＡＴＣＴＣＧＴＣＡＣＡ ８Ｆ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＴＴＡＡＴＧＧＡＧＧ １９８４Ｃ>Ｔ ２９０ / ４２９
８ｂｗ ８ｂＲ ＣＴＧＡＣＴＣＡＡＴＣＴＣＧＴＣＡＣＧ ２９０ / ４２９
１０ａ １０ａＦ ＣＣＣＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＣＣＧ １０Ｒ ＧＴＧＣＡＡＴＣＣＴＣＴＧＧＧＧＡＣＴ ２６３Ｇ>Ａ １０３ / ４２９
１０ｂｗ １０ｂＦ ＣＣＣＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＧＣＣＣＡ １０３ / ４２９
１６ａ １６ａＲ ＧＴＧＡＧＣＴＴＴＣＧＣＡＴＣＴＧＧＧ １６Ｆ ＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡＴＡＡＡＡＡＣＴＡＡＣ ４９７Ｃ>Ｔ １９４ / ４２９
１６ｂｗ １６ｂＲ ＧＴＧＡＧＣＴＴＴＣＧＣＡＴＣＴＧＧＡ １９４ / ４２９

１２ａ １２ａ １２ａＦ ＧＡＣＧＣＴＣＧＴＧＧＡＣＴＧＣＧＧ １２Ｒ ＧＣＡＡＣＧＣＡＧＧＴＣＧＣＧＧＴＡＧ １１９Ｇ>Ａ ２５２ / ７９２
１２ｂ １２ｂｗ １２ｂＦ ＧＡＣＧＣＴＣＧＴＧＧＡＣＴＧＣＧＡ ２５２ / ７９２
１５ａ １５ａ １５ａＦ ＣＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＡＡＡＴＣＣＴＧＧ １５Ｒ ＧＡＣＣＴＴＡＴＧＡＴＧＡＣＣＴＡＴＴＣ ２１０８Ｃ>Ａ ２２５ / ４２９
１５ｂ １５ｂ １５ｂＦ ＣＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＡＡＡＴＣＣＴＧＴ ２２５ / ４２９

∗多重 ４ａ、５ａ、６ａ 组合中均只含有该组合系列中的 ＨＰＡ 的 ａ 等位基因的扩增引物ꎻ多重 ４ｂ、５ｂ、６ｂ 组合中均只含有该组合系列中的 ＨＰＡ 的 ｂ 等
位基因的扩增引物

１９２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



２ ４ １　 瑶族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 各等位基因频率分布　 均符合

ＨＷ 群体遗传平衡法则ꎻ其 ＨＰＡ￣４、ＨＰＡ￣７－１４ｗ、ＨＰＡ￣１６－２８ｗ
只有 ａ / ａ 纯合子个体ꎬＨＰＡ￣２、３、６、１５ 均存在 ａ / ａ 和 ｂ / ｂ 纯合

子个体 (表 ３)ꎻ ＨＰＡ 对偶抗原不配合率依次为 ＨＰＡ￣１５
(０ ３６６ ３)、３(０ ３４７ ６)和 ２ 系统(０ １９５３)(表 ４)ꎮ
２ ４ ２　 汉族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因频率分布 　 均符合 ＨＷ
群体遗传平衡法则ꎻ其 ＨＰＡ￣７－１４ｗ、ＨＰＡ￣１６－２８ｗ 只有 ａ / ａ 纯

合子个体ꎬＨＰＡ￣２、３、１５ 均存在 ａ / ａ 和 ｂ / ｂ 纯合子个体(表
３)ꎻＨＰＡ 对偶抗原不配合率依次为 ＨＰＡ￣３(０ ３７３ ９)、１５

(０ ３７３ ８)和 ２(０ ０７７９)(表 ４)ꎮ
２ ５　 广西瑶族、汉族和壮族人群 ＨＰＡ 基因频率分布情况比

较　 ＨＰＡ￣１ 等位基因频率ꎬ瑶族与汉族人群相近ꎬ２ 个民族

ＨＰＡ￣１ｂ 均低于壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎻＨＰＡ￣２、３、５ 等位基因频

率ꎬ瑶族的 ＨＰＡ￣２ｂ 高于汉族和壮族人群ꎬＨＰＡ￣３ｂ、５ｂ 均低于

汉族和壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎻＨＰＡ￣６、１５ 等位基因频率ꎬ瑶族

ＨＰＡ￣６ｂｗ、１５ｂ 均高于汉族和壮族人群ꎻ汉族除仅在 ＨＰＡ￣１ 等

位基因频率与壮族人群有差异(Ｐ<０ ０５)外ꎬＨＰＡ￣２－１７ｗ 各

等位基因频率 ２ 个民族人群相近(Ｐ>０ ０５)(表 ５)ꎮ
表 ２　 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因分型引物

ＨＰＡ 等位基因 序列特异性引物(５′－３′) 共同引物(５′－３′) ＳＮＰ 产物大小(ｂｐ)
ＨＰＡ￣１８ａ １８ａＦ ＣＣＣＧＡＧＣＡＣＡＴＣＡＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＧ １８Ｒ ＴＴＧＧＡＡＧＧＧＴＧＡＧＣＡＴＴＴＴＣ ２２３５Ｇ>Ｔ[５] １３１
ＨＰＡ￣１８ｂｗ １８ｂＦ ＣＣＣＧＡＧＣＡＣＡＴＣＡＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＴ １３１
ＨＰＡ￣１９ａ １９ａＲ ＣＡＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＡＧＣＴＴ １９Ｆ ＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＧＧＧＡＣＣＡＧ ４８７Ａ>Ｃ[６] ２７６
ＨＰＡ￣１９ｂｗ １９ｂＲ ＣＡＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＡＧＣＴＧ ２７６
ＨＰＡ￣２０ａ ２０ａＦ ＴＣＣＴＣＴＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＡＣ ２０Ｒ ＴＴＧＧＡＡＴＴＣＴＧＴＧＣＣＡＴＴＡＧＣ １９４９Ｃ>Ｔ[６] ３３８
ＨＰＡ￣２０ｂｗ ２０ｂＦ ＴＣＣＴＣＴＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＡＴ ３３８
ＨＰＡ￣２１ａ ２１ａＦ ＧＧＧＧＡＧＣＣＣＴＡＣＡＴＧＡＣＧ ２１Ｒ ＴＡＧＡＡＣＣＴＧＧＧＴＧＴＧＴＧＣＡＡ １９６０Ｇ>Ａ[６] １１４
ＨＰＡ￣２１ｂｗ ２１ｂＦ ＧＧＧＧＡＧＣＣＣＴＡＣＡＴＧＡＣＡ １１４
ＨＰＡ￣２２ａ ２２ａＦ ＴＣＣＴＧＣＡＧＧＣＴＧＧＧＡＣＡＡ ２２Ｒ ＧＧＡＴＧＧＧＣＡＣＧＴＡＣＣＴＡＡＧＡ ５８４Ａ>Ｃ[７] １９４
ＨＰＡ￣２２ｂｗ ２２ｂＦ ＴＣＣＴＧＣＡＧＧＣＴＧＧＧＡＣＡＣ １９４
ＨＰＡ￣２３ａ ２３ａＲ ＧＴＣＡＴＧＴＡＧＧＧＣＴＣＣＣＣＧ ２３Ｆ ＣＡＣＣＣＣＴＧＡＡＣＴＣＣＡＣＡＣＴＴ １９４２Ｃ>Ｔ[７] ２３９
ＨＰＡ￣２３ｂｗ ２３ａＲ ＧＴＣＡＴＧＴＡＧＧＧＣＴＣＣＣＣＡ ２３９
ＨＰＡ￣２４ａ ２４ａＲ ＴＧＧＴＣＴＧＡＧＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＧＣ ２４Ｆ ＣＡＧＴＧＧＣＴＣＣＡＡＣＡＣＡＣＡＴＣ １５０８Ｇ>Ａ[８] １７４
ＨＰＡ￣２４ｂｗ ２４ｂＲ ＣＴＴＧＧＴＣＴＧＡＧＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＧＴ １７４
ＨＰＡ￣２５ａ ２５ａＦ ＧＴＧＡＴＴＧＡＡＧＡＴＡＡＣＡＣＴＧＴＴＡＣ ２５Ｒ ＣＣＴＣＧＣＣＡＡＡＡＴＣＴＣＡＡＣＡＴ ３３４７Ｃ>Ｔ[９] １８２
ＨＰＡ￣２５ｂｗ ２５ｂＦ ＧＴＧＡＴＴＧＡＡＧＡＴＡＡＣＡＣＴＧＴＴＡＴ １８２
ＨＰＡ￣２６ａ ２６ａＲ ＣＡＣＡＧＣＴＧＣＣＡＣＡＴＴＣＡＣＡＣ ２６Ｆ ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＴＧＴＧＴＴＴＴ １８１８Ｇ>Ｔ[１０] １７０
ＨＰＡ￣２６ｂｗ ２６ｂＲ ＡＣＡＧＣＴＧＣＣＡＣＡＴＴＣＡＣＡＡ １６９
ＨＰＡ￣２７ａ ２７ａＦ ＣＣＡＧＧＴＧＧＡＣＴＧＧＧＧＧＣ ２７Ｒ ＣＧＡＧＡＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＧＡＡＧＣ ２６１４Ｃ>Ａ[１１] １２８
ＨＰＡ￣２７ｂｗ ２７ｂＦ ＣＣＡＧＧＴＧＧＡＣＴＧＧＧＧＧＡ １２８
ＨＰＡ￣２８ａ ２８ａＦ ＡＡＧＡＴＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＧ ２８Ｒ ＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＣＣＴＣＴＣＡＣＣＴ ２３１１Ｇ>Ｔ[１２] ２３８
ＨＰＡ￣２８ｂｗ ２８ｂＦ ＣＡＡＧＡＴＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＴ ２３９

Ａ 　 Ｂ

Ａ ＨＰＡ￣１－１７ｂｗ 基因分型检测及电泳结果ꎻＢ ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因分型检测电泳(ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 均为 ａ / ａ 基因型)

图 １　 广西瑶族罗 ＸＸ 样本的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型电泳结果

３　 讨论

ＨＰＡ 基因分型技术是研究 ＨＰＡ 多态性分布的主要方

法ꎬ如国内有学者应用 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 技术研究浙江汉族人群

ＨＰＡ￣１－６ 基因频率的分布[１３] ꎻ 我们也较早就建立了以 ＤＮＡ
测序分型技术鉴定 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 的方法[１４] ꎮ 我们此次新建立

的 ＨＰＡ 基因分型技术体系进一步以 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因的鉴定

和频率分布为研究目标ꎬ该技术体系包括 ＨＰＡ￣１－１７ｗ 多重

ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型检测和 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型

检测 ２ 部分技术方法ꎬ前者包含 ６ 种多重 ＰＣＲ 引物组合(表
１)ꎬ每个标本仅需 １６ 个 ＰＣＲ 反应即可完成 ＨＰＡ￣１－１７ 基因

分型检测(图 １￣Ａ)ꎬ较常规 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 基因分型检测方法的反

应数减少了一半多ꎬ提高了检测效率[４] ꎻ后者采用常规的

ＰＣＲ￣ＳＳＰ 技术ꎬ每个 ＰＣＲ 体系中仅扩增获取 １ 个 ＨＰＡ 等位

基因目的片段ꎬ每个标本完成 ＨＰＡ￣１８－２８ｗ 基因分型检测需

要 ２２ 个 ＰＣＲ 反应(图 １￣Ｂ)ꎬ经过我们所作的特异性、系统性

和重复性验证ꎬ证明其 ＨＰＡ 基因型检测结果 １００％正确并体

出良好的稳定性ꎮ

２９２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



表 ３　 广西瑶族、汉族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因频率分布
瑶族(ｎ＝１ ４２４ ) 汉族(ｎ＝９０８)

观察频率 预期频率 等位基因频率 ＨＷ 分析 观察频率 预期频率 等位基因频率 ＨＷ 分析

１ａ / １ａ ０ ９９６ ５(１ ４１９) ０ ９９６ ５ (１ ４１９ ００４ ４) １ａ＝０ ９９８ ２ χ２＝０ ００４ ４ ０ ９９６ ７(９０５) ０ ９９６７ (９０５ ００２ ５) １ａ＝０ ９９８ ３ χ２＝０ ００２ ５
１ａ / １ｂ ０ ００３ ５(５) ０ ００３ ５ (４ ９９１ ２) １ｂ＝０ ００１ ８ Ｐ>０ ０５ ０ ００３ ３ (３) ０ ００３３ (２ ９９５ ０) １ｂ＝０ ００１ ７ Ｐ>０ ０５
１ｂ / １ｂ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０ ００４ ４) ０ ０００ ０ (０) ０ ００００ (０ ００２ ５)
２ａ / ２ａ ０ ７６４ ０(１０８８) ０ ７６５ ０(１ ０８９ ３７５ ２) ２ａ ＝０ ８７４ ６ χ２＝０ １１０５ ０ ９１７ ４ (８３３) ０ ９１７０ (８３２ ６３２ ４) ２ａ＝０ ９５７ ６ χ２＝０ ０９０ ３
２ａ / ２ｂ ０ ２２１ ２(３１５) ０ ２１９ ３ (３１２ ２４９ ６) ２ｂ ＝０ １２５ ４ Ｐ>０ ０５ ０ ０８０ ４ (７３) ０ ０８１２ (７３ ７３５ １) ２ｂ＝０ ０４２ ４ Ｐ>０ ０５
２ｂ / ２ｂ ０ ０１４ ７(２１) ０ ０１５ ７ (２２ ３７５２) ０ ００２ ２ (２) ０ ００１８ (１ ６３２ ４)
３ａ / ３ａ ０ ４４５ ９(６３５) ０ ４３７ ６ (６２３ １４８ ９) ３ａ ＝０ ６６１ ５ χ２＝１ ９６７２ ０ ２８８ ５ (２６２) ０ ２８３５ (２５７ ４５８ ４) ３ａ＝０ ５３２ ５ χ２＝０ ３６６ ５
３ａ / ３ｂ ０ ４３１ ２ (６１４) ０ ４４７ ８ (６３７ ７０２ ２) ３ｂ ＝０ ３３８ ５ Ｐ>０ ０５ ０ ４８７ ９ (４４３) ０ ４９７９ (４５２ ０８３ １) ３ｂ＝０ ４６７ ５ Ｐ>０ ０５
３ｂ / ３ｂ ０ １２２ ９ (１７５) ０ １１４ ６ (１６３ １４８ ９) ０ ２２３ ６ (２０３) ０ ２１８６ (１９８ ４５８ ４)
４ａ / ４ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１４２ ４) ４ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ ０ ９９８ ９ (９０７) ０ ９９８９(９０７ ０００３) ４ａ＝０ ９９９ ４ χ２＝０ ０００ ３
４ａ / ４ｂ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ４ｂ＝０ ０００ ０ ０ ００１ １ (１) ０ ００１１(０ ９９９４) ４ｂ＝０ ０００ ６ Ｐ>０ ０５
４ｂ / ４ｂ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ００００(０ ０００３)
５ａ / ５ａ ０ ９９３ ７(１ ４１５) ０ ９９３ ７(１ ４１５ ０１４ ２) ５ａ ＝０ ９９６ ８ χ２＝０ ０１４３ ０ ９６８ １ (８７９) ０ ９６８ ４ (８７９ ２３１ ６) ５ａ＝０ ９８４ ０ χ２＝０ ２３９ １
５ａ / ５ｂ ０ ００６ ３(９) ０ ００６ ３(８ ９７１ ６) ５ｂ ＝０ ００３ ２ Ｐ>０ ０５ ０ ０３１ ９ (２９) ０ ０３１４ (２８ ５３６ ９) ５ｂ＝０ ０１６ ０ Ｐ>０ ０５
５ｂ / ５ｂ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０(０ ０１４ ２) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００３ (０ ２３１ ６)
６ａ / ６ａ ０ ９５８ ６(１３６５) ０ ９５７ ６(１ ３６３ ６５３ ３) ６ａ ＝０ ９７８ ６ χ２＝２ ８９９２ ０ ９７８ ０ (８８８) ０ ９７８１ (８８８ １１０ １) ６ａ＝０ ９８９ ０ χ２＝０ １１２ ６
６ａ / ６ｂｗ ０ ０４０ ０ (５７) ０ ０４１ ９(５９ ６９３ ５) ６ｂｗ ＝０ ０２１ ４ Ｐ>０ ０５ ０ ０２２ ０ (２０) ０ ０２１８(１９ ７７９ ７) ６ｂｗ＝０ ０１１ ０ Ｐ>０ ０５
６ｂｗ / ６ｂｗ ０ ００１ ４(２) ０ ０００ ５(０ ６５３ ３) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００１ (０ １１０ １)
７ａ / ７ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
７ａ / ７ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ７ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ７ｂｗ＝０ ０００ ０
７ｂｗ / ７ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
８ａ / ８ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
８ａ / ８ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ８ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ８ｂｗ＝０ ０００ ０
８ｂｗ / ８ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
９ａ / ９ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ９ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ９ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
９ａ / ９ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ９ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ９ｂｗ＝０ ０００ ０
９ｂｗ / ９ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１０ａ / １０ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １０ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １０ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１０ａ / １０ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １０ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １０ｂｗ＝０  ０００ ０
１０ｂｗ / １０ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１１ａ / １１ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １１ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １１ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１１ａ / １１ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １１ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １１ｂｗ＝０  ０００ ０
１１ｂｗ / １１ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１２ａ / １２ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １２ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １２ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１２ａ / １２ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １２ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １２ｂｗ＝０  ０００ ０
１２ｂｗ / １２ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１３ａ / １３ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １３ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １３ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１３ａ / １３ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １３ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １３ｂｗ＝０  ０００ ０
１３ｂｗ / １３ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１４ａ / １４ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １４ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １４ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１４ａ / １４ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １４ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １４ｂｗ＝０  ０００ ０
１４ｂｗ / １４ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１５ａ / １５ａ ０ １７７ ０(２５２) ０ １６６ ２(２３６ ６４３ ４) １５ａ ＝０ ４０７ ７ χ２＝２ ８４０２ ０ ２８８ ５ (２６２) ０ ２８５ ３ (２５９ ０５８ ４) １５ａ＝０ ５３４ １ χ２＝０ １５３９
１５ａ / １５ｂ ０ ４６１ ４(６５７) ０ ４８２ ９(６８７ ７１３ １) １５ｂ ＝０ ５９２ ３ Ｐ>０ ０５ ０ ４９１ ２ (４４６) ０ ４９７ ７ (４５１ ８８３ ３) １５ｂ＝０ ４６５ ９ Ｐ>０ ０５
１５ｂ / １５ｂ ０ ３６１ ７(５１５) ０ ３５０ ９(４９９ ６４３ ４) ０ ２２０ ３ (２００) ０ ２１７ ０ (１９７ ０５８ ４)
１６ａ / １６ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １６ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １６ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１６ａ / １６ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １６ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １６ｂｗ＝０  ０００ ０
１６ｂｗ / １６ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１７ａ / １７ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１７ａ / １７ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １７ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １７ｂｗ＝０  ０００ ０
１７ｂｗ / １７ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１８ａ / １８ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１８ａ / １８ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １８ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １８ｂｗ＝０  ０００ ０
１８ｂｗ / １８ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
１９ａ / １９ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) １９ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) １９ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
１９ａ / １９ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) １９ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) １９ｂｗ＝０  ０００ ０
１９ｂｗ / １９ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２０ａ / ２０ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２０ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２０ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２０ａ / ２０ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２０ｂｗ＝０ ００００ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２０ｂ＝０  ０００ ０
２０ｂｗ / ２０ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２１ａ / ２１ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１４２４) ２１ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２１ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２１ａ / ２１ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２１ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２１ｂｗ＝０  ０００ ０
２１ｂｗ / ２１ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２２ａ / ２２ａ １ ０００ ０(１４２４) １ ０００ ０(１４２４) ２２ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２２ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ

(转下页)
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表 ３　 广西瑶族、汉族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因频率分布(续)
瑶族(ｎ＝１ ４２４ ) 汉族(ｎ＝９０８)

观察频率 预期频率 等位基因频率 ＨＷ 分析 观察频率 预期频率 等位基因频率 ＨＷ 分析

２２ａ / ２２ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２２ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２２ｂｗ＝０ ０００ ０
２２ｂｗ / ２２ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２３ａ / ２３ａ １ ０００ ０( １４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２３ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２３ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２３ａ / ２３ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２３ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２３ｂｗ＝０  ０００ ０
２３ｂｗ / ２３ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２４ａ / ２４ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２４ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２４ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２４ａ / ２４ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２４ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２４ｂｗ＝０  ０００ ０
２４ｂｗ / ２４ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２５ａ / ２５ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２５ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２５ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２５ａ / ２５ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２５ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２５ｂｗ＝０  ０００ ０
２５ｂｗ / ２５ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２６ａ / ２６ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２６ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２６ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２６ａ / ２６ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２６ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２６ｂｗ＝０  ０００ ０
２６ｂｗ / ２６ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２７ａ / ２７ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２７ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２７ａ / ２７ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２７ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２７ｂｗ＝０  ０００ ０
２７ｂｗ / ２７ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)
２８ａ / ２８ａ １ ０００ ０(１ ４２４) １ ０００ ０(１ ４２４) ２８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ (９０８) １ ０００ ０ (９０８) ２８ａ＝１ ０００ ０ ＮＡ
２８ａ / ２８ｂｗ ０ ０００ ０(０) ０ ０００ ０(０) ２８ｂｗ＝０ ０００ ０ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ２８ｂｗ＝ ０ ０００ ０
２８ｂｗ / ２８ｂｗ ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０) ０ ０００ ０ (０)

ＮＡ 无法评估

表 ４　 广西瑶族、汉族人群各 ＨＰＡ 对偶抗原不配合率(ＭＰ)∗

瑶族(ｎ＝ １ ４２４) 汉族(ｎ＝ ９０８)
ＨＰＡ￣１ ０ ００３ ６ ０ ００３ ４
ＨＰＡ￣２ ０ １９５ ３ ０ ０７７ ９
ＨＰＡ￣３ ０ ３４７ ６ ０ ３７３ ９
ＨＰＡ￣４ ０ ０００ ０ ０ ００１ １
ＨＰＡ￣５ ０ ００６ ４ ０ ０３１ ０
ＨＰＡ￣６ｗ ０ ０４１ ０ ０ ０２１ ５

ＨＰＡ￣７－１４ｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０
ＨＰＡ￣１５ ０ ３６６ ３ ０ ３７３ ８

ＨＰＡ￣１６－２８ｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０

∗ＭＰ ＝ａ２(１－ａ２) ＋ ｂ２(１－ｂ２)＝ ２ａｂ (１－ａｂ)

由于我们建立的技术体系包含了上述 ２ 类方法ꎬ可按 ＨＰＡ￣
１－２８ｗ 基因分型的实际需要单独或综合采用ꎬ避免不必要的实

验室工作ꎮ 这 ２ 类基因分型的建立各有难点ꎬ在常规 ＰＣＲ￣ＳＳＰ
试验条件摸索中ꎬ除了需要适合的 ＰＣＲ 引物外ꎬ通常还要通过

调整反应体系中的镁离子浓度和 ＰＣＲ 反应条件的退火温度ꎬ以
及必要时还需要添加甲酰胺、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、硫酸铵等

ＰＣＲ 反应增效剂以达到最佳的 ＰＣＲ 反应条件ꎻ而多重 ＰＣＲ 由

于反应体系中引入了的目的基因引物>２ 对ꎬ在反应条件摸索时

还需要注意引物之间可能产生的非特异性扩增ꎬ以及引物对

ＤＮＡ 模板、ＤＮＡ 聚合酶、镁离子、ｄＮＴＰ 等的竞争ꎮ

表 ５　 本组广西瑶族、汉族人群与壮族人群 ＨＰＡ 等位基因频率比较

瑶族(ｎ＝ １４２４) 汉族(ｎ＝ ９０８) 壮族(ｎ＝ ２ ６５９) [４]

等位基因
频率

等位基因
频率

与瑶族人群比较
统计分析

等位基因
频率

与瑶族人群比较
统计分析

与汉族人群比较
统计分析

ＨＰＡ￣１ａ ０ ９９８ ２ ０ ９９８ ３ χ２ ＝ ０ ００６ ３ ０ ９９１ ５ χ２ ＝ １３ ５９２ ６ χ２ ＝ ９ ３１０ ５
ＨＰＡ￣１ｂ ０ ００１ ８ ０ ００１ ７ Ｐ>０ ０５ ０ ００８ ５ Ｐ< ０ ０５ Ｐ< ０ ０５
ＨＰＡ￣２ａ ０ ８７４ ６ ０ ９５７ ６ χ２ ＝ ９０ ４９３ ４ ０ ９５６ ９ χ２ ＝ １８８ ４９２ ８ χ２ ＝ ０ ０１６ １
ＨＰＡ￣２ｂ ０ １２５ ４ ０ ０４２ ４ Ｐ< ０ ０５ ０ ０４３ １ Ｐ< ０ ０５ Ｐ>０ ０５
ＨＰＡ￣３ａ ０ ６６１ ５ ０ ５３２ ５ χ２ ＝ ７７ ６５９ ８ ０ ５１２ ２ χ２ ＝ １６８ １４９ ０ χ２ ＝ ２ ２３４ １
ＨＰＡ￣３ｂ ０ ３３８ ５ ０ ４６７ ５ Ｐ< ０ ０５ ０ ４８７ ８ Ｐ< ０ ０５ Ｐ>０ ０５
ＨＰＡ￣４ａ １ ０００ ０ ０ ９９９ ４ χ２ ＝ １ ０８９ ６ １ ０００ ０ ＮＡ χ２ ＝ ３ １９１ ３
ＨＰＡ￣４ｂ ０ ０００ ０ ０ ０００ ６ Ｐ>０ ０５ ０ ０００ ０ Ｐ>０ ０５
ＨＰＡ￣５ａ ０ ９９６ ８ ０ ９８４ ０ χ２ ＝ ２２ ３８３ ４ ０ ９８５ ０ χ２ ＝ ２３ ９８７ ４ χ２ ＝ ０ ０９０ １
ＨＰＡ￣５ｂ ０ ００３ ２ ０ ０１６ ０ Ｐ< ０ ０５ ０ ０１５ ０ Ｐ< ０ ０５ Ｐ>０ ０５
ＨＰＡ￣６ａ ０ ９７８ ６ ０ ９８９ ０ χ２ ＝ ７ ０３４ ８ ０ ９８５ １ χ２ ＝ ４ ６４４ ４ χ２ ＝ １ ５０１ ４
ＨＰＡ￣６ｂｗ ０ ０２１ ４ ０ ０１１ ０ Ｐ< ０ ０５ ０ ０１４ ９ Ｐ< ０ ０５ Ｐ>０ ０５

ＨＰＡ￣７－１４ａ １ ０００ ０ １ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ ＮＡ
ＨＰＡ￣７~１４ｂｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０
ＨＰＡ￣１５ａ ０ ４０７ ７ ０ ５３４ １ χ２ ＝ ７１ ３９８ ３ ０ ５２５ ６ χ２ ＝ １０３ ２２５ １ χ２ ＝ ０ ３９２ ４
ＨＰＡ￣１５ｂ ０ ５９２ ３ ０ ４６５ ９ Ｐ< ０ ０５ ０ ４７４ ４ Ｐ< ０ ０５ Ｐ>０ ０５
ＨＰＡ￣１６ａ １ ０００ ０ １ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ ＮＡ ＮＡ
ＨＰＡ￣１６ｂｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０
ＨＰＡ￣１７ａ １ ０００ ０ １ ０００ ０ ＮＡ １ ０００ ０ ＮＡ ＮＡ
ＨＰＡ￣１７ｂｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０

ＨＰＡ￣１８~２８ａ １ ０００ ０ １ ０００ ０ ＮＡ /
ＨＰＡ￣１８~２８ｂｗ ０ ０００ ０ ０ ０００ ０ /

　 　 与广西瑶族人群比较ꎬＰ<０ ０５ꎻ　 　 与广西瑶族、汉族人群比较ꎬＰ<０ ０５ꎻＮＡ 无法评估

４９２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



广西是中国多民族聚居地区ꎬ其中壮族、汉族和瑶族是

本地 ３ 大主要民族ꎮ 在对广西壮族人群 ＨＰＡ 多态性研究[４]

的基础上ꎬ我们应用新建立的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因分型技术体

系进一步对广西瑶族和汉族人群展开 ＨＰＡ 基因多态性研

究ꎮ 通过比较广西这 ３ 大民族人群的 ＨＰＡ 多态性分布ꎬ可发

现 ３ 个民族 ＨＰＡ 等位基因频率的一些特点:瑶族人群除

ＨＰＡ￣１ 等位基因频率分布与广西汉族相近外ꎬＨＰＡ￣２ｂ 明显高

于汉族和壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ＨＰＡ￣３ｂ、５ｂ 均明显低于汉

族和壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎬＨＰＡ￣１ｂ 低于壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎬ
ＨＰＡ￣６ｂｗ、１５ｂ 则明显高于汉族和壮族人群(Ｐ<０ ０５)ꎻ而广西

汉族与壮族人群比较ꎬ除 ＨＰＡ￣１ 等位基因频率的差异较明显

(Ｐ<０ ０５)外ꎬ其他 ＨＰＡ 等位基因的分布二者相似(表 ５)ꎮ
本组广西瑶族、汉族人群的 ＨＰＡ￣７－ １４ｗ、ＨＰＡ￣１６－ ２８ｗ 均为

ａａ 纯合子基因型ꎬ而未见带 ｂｗ 等位基因的个体ꎬ与广西壮

族人群情况相同[４] ꎮ 瑶族和汉族人群的 ＨＰＡ￣３ 和 １５ 均有较

高的杂合度ꎬ它们的 ａｂ 杂合子基因型的频率为 ０ ４３１ ２－
０ ４９１ ２(表 ３)ꎮ 此次在广西汉族人群中发现了 １ 例中国人

群中罕见的 ＨＰＡ￣４ａｂ 基因型个体(表 ３)ꎬ在瑶族人群中发现

了 ２ 例罕见的 ＨＰＡ￣６ｂｗ / ６ｂｗ 纯合子基因型个体(表 ３)ꎬ而这

种个体在汉族人群中尚未发现ꎬ在壮族人群中目前也仅发现

了 １ 例[４] ꎮ 广西瑶族人群的 ＨＰＡ￣６ｂｗ 分布频率明显高于汉

族和壮族人群[４](Ｐ<０ ０５) (表 ３ꎬ５)ꎮ ＨＰＡ￣６ｂｗ 基因频率在

世界各个种族和人群中的分布普遍较低ꎬ６ｂｗ / ６ｂｗ 基因型个

体更是罕见ꎬ抗￣ＨＰＡ￣６ｂｗ 介导的血小板同种免疫案例尚未

见报道ꎬ以至 ＨＰＡ￣６ｂｗ 一直未被发现和确认[２] ꎮ ６ｂｗ / ６ｂｗ 基

因型个体的发现ꎬ为我们揭示了 １ 个值得期待和进一步观察

研究的前景———在广西瑶族人群中是否会产生和发现抗￣
ＨＰＡ￣６ｂｗ 引发的血小板同种免疫的案例ꎬ从而填补 ＨＰＡ￣６ｂｗ
认证的国际血小板免疫学学术上的空白ꎮ

在亚洲人群中ꎬ介导 ＨＰＡ 同种免疫疾病发生的主要

ＨＰＡ 抗体依次为抗￣ＨＰＡ￣３、抗￣ＨＰＡ￣４ 和抗￣ＨＰＡ￣５ꎬ其中抗￣
ＨＰＡ￣４ 目前主要的报道多出自日本[１５] ꎮ 广西地区汉族人群

中ꎬ先前已发现和报道过 ２ 例抗￣ＨＰＡ￣３ａ 和 １ 例抗￣ＨＰＡ￣５ｂ
引起的新生儿同种免疫血小板减少案例[１６－１９] ꎮ 本组广西瑶

族和汉族人群中 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 各对偶抗原不配合率高低依次

为 ＨＰＡ￣１５、ＨＰＡ￣３、ＨＰＡ￣２ 和 ＨＰＡ￣６ｗ(表 ４)ꎮ 因此在广西瑶

族和汉族人群中ꎬ应注意以上抗原参与的血小板同种免疫ꎮ
综上ꎬ通过建立和以 ＰＣＲ￣ＳＳＰ 为基础的 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基

因分型检测技术体系ꎬ我们为 ＨＰＡ 基因分型检测提供了 １ 种

有效快速的方法ꎬ并应用该方法成功地开展了广西瑶族和汉

族人群 ＨＰＡ￣１－２８ｗ 基因多态性特征的研究ꎮ 这套检测体系

的应用不但有助于我们了解我国各民族人群 ＨＰＡ 多态性特

征ꎬ而且能为预测 ＨＰＡ 相关同种免疫血小板减少在不同民

族人群中的发生风险、为人类分子免疫血液学和遗传学研究

提供基础数据ꎮ 本技术在推广使用中ꎬ需要有不同多态性的

ＨＰＡ ＤＮＡ 标本用于技术质控ꎬ才能确保试验操作结果的正

确性ꎬ为此ꎬ我们目前正在使用细胞工程技术ꎬ开发多组的配

组(谱)ＨＰＡ ＤＮＡꎬ作为本技术推广时配套的质控和参比试

剂ꎬ这已在第 １４ 届国际血小板免疫学研讨会的合作研究所

项目中ꎬ初步使用并获得良好的评价ꎮ
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(Ｃａｂ３(ａ＋) ) ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａ ｎｅｗ ｈｕｍａｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｌ￣
ｌｏａｎｔｉｇｅｎ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｎｅｏｎａｔａｌ ａｌｌｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ. Ｔｒａｎｓ￣
ｆｕｓｉｏｎꎬ ２０１３ꎬ ５３(３):５５４￣５６３.

[１２] Ｐｏｌｅｓ Ａꎬ Ｗｏｚ′ｎｉａｋ ＭＪꎬ Ｗａｌｓｅｒ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ Ｖ７４０Ｌ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｌｙ￣
ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱｂ ｄｅｆｉｎｅｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｐｉｔｏｐｅ (Ｗａｒ) ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｅｔｏ￣
ｍａｔｅｒｎａｌａｌｌｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ. Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ ２０１３ꎬ５３(９):
１９６５￣１９７３.

[１３] 朱发明ꎬ 严力行. 浙江省汉族人群血小板同种抗原 １－６ 基因频

率的研究. 血栓与止血ꎬ ２００１ꎬ ７(３):１０９￣１１１.
[１４] Ｗｕ ＧＧꎬ Ｔａｎｇ ＱＭꎬ Ｓｈｅｎ ＷＤꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ｔｙｐ￣

ｉｎｇ ｏｆ ＨＰＡ￣１ ｔｏ ＨＰＡ￣１７ｗ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｈｅｍａｔｏｌꎬ ２００８ꎬ８８(３):
２６８￣２７１.

[１５] Ｗｕ ＧＧ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ Ｒｅｌｅｖａｎｔ Ｐｌａｔｅｌｅｔ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ａｓｉａｎ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. ＩＳＢＴ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｓｅｒｉｅｓꎬ ２０１４ꎬ ９(１): １１２￣１１７.

[１６] Ｗｕ ＧＧꎬ Ｚｈｏｕ Ｙꎬ Ｓｈｅｎ ＷＤꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＰＡ￣３ａ ｎｅｏｎａｔａｌ ａｌｌｏｉｍｍｕｎｅ
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ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ: ａ ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａꎬ ａｎｄ ＨＰＡ￣３ａ ａｌｌｅｌｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧｕａｎｇＸｉＺｈｕａｎｇ ａｎｄ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ. ＩＳＢＴ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ Ｓｅｒｉｅｓꎬ ２０１５ꎬ １０(２):５７￣６０.

[１７] 周燕ꎬ 钟周琳ꎬ 李丽兰ꎬ 等. 抗￣ＨＰＡ￣３ａ 抗体所致新生儿同种

免疫血小板减少性紫癜一例并文献复习. 中华血液学杂志ꎬ
２０１３ꎬ ３４(１): ４５￣４８.

[１８] 周燕ꎬ 申卫东ꎬ 刘金莲ꎬ 等. 第 ２ 胎抗ＨＰＡ￣３ａ 抗体可使新生儿

同种免疫血小板减少症患儿病情加重. 临床检验杂志ꎬ ２０１４ꎬ
３２(１０):７５３￣７５５.

[１９] 周燕ꎬ 钟周琳ꎬ 李丽兰ꎬ 等. 国内首例抗 ＨＰＡ￣５ｂ 引发的新生

儿同种免疫性血小板减少性紫癜的检测、诊断及分析. 中国实

验血液学杂志ꎬ ２０１４ꎬ２２(２):３９９￣４０２.
[２０] Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｏｎｇ Ｘꎬ Ｘｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＡ￣１８ｗ ｔｏ ￣２１ｗ

ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔꎬ ２０１３ꎬ
４０(２):９９￣１０３.

[２１] Ｓｔａｆｆｏｒｄ Ｐꎬ Ｇａｒｎｅｒ ＳＦꎬ Ｒａｎｋｉｎ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＩＴＧＢ３ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｌｌｏａｎｔｉｇｅｎ Ｖａ (ＨＰＡ￣１７ｂｗ) ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｅｔａｌ ｍａｔｅｒｎａｌ ａｌ￣
ｌｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ. Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎꎬ ２００８ꎬ ４８ ( ７ ): １４３２￣
１４３８.

(２０１７￣０１￣２３ 收稿ꎬ０３￣１８ 修回)
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救治药物研究ꎬ电话:０１０￣６６９３１９６９ꎬ Ｅｍａｉｌ:ｚｈａｏｌｉａｎ＠ ｂｍｉ ａｃ ｃｎꎻ
周虹(１９６６ １０￣)ꎬ女ꎬ医学博士ꎬ研究员ꎬ博士研究生导师ꎬ主要从

事血液代用品、失血性休克的损伤机理及抗休克药物研究ꎬ电话:
０１０￣６６９３０９６２ꎬＥｍａｉｌ:ｚｈｏｕｈｔｔ１９６６＠ １６３ ｃｏｍꎮ

论著

高海拔地区献血者红细胞增多症患病比例及其影响因素的调查分析

王瑛１＃ 　 张玉华１＃ 　 赵敬湘１ 　 李鹏龙１ 　 刘佳２ 　 赵莲１△ 　 周虹１△

(１.军事医学科学院 野战输血研究所ꎬ北京ꎬ１００８５０ꎻ２.军事医学科学院附属医院)

　 　 摘要:目的　 了解高原献血人群中高原红细胞增多症(ＨＡＰＣ)发病情况及其影响因素ꎮ 方法　 收集 ２０１５ 年 ５－７
月在海拔 ３ ０００－４ ０００ ｍ 地方献血的 ２８９ 名献血者基本信息、既往病史、体格检查等资料ꎬ获得其 ＨＡＰＣ 患病比例ꎬ采
用 ｔ 检验、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验及 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归等统计方法做单因素或(和)多因素分析ꎮ 结果　 收缩压(ｍｍＨｇ)ꎬ有、无
ＨＡＰＣ 的献血者为 １１５ ４２±１４ ３８ｖｓ １２１ ５６±８ ４２ (Ｐ<０ ０１)ꎻ汉族、藏族与其他少数民族献血者中患 ＨＡＰＣ 的比例为

６４ ８９％(１７０ / ２６２) ｖｓ ６２ ５０％(５ / ８) ｖｓ ２１ ０５％(４ / １９)(Ｐ<０ ０１)ꎻ从事脑力劳动、不吸烟的献血者患 ＨＡＰＣ 的比例为

８１ ０８％(３０ / ３７)、７３ ２５％(１７８ / ２４３)ꎬ高于体力劳动者和吸烟者(Ｐ<０ ０５)ꎻ献血者 ＡＢＯ 血型中ꎬＡ、Ｂ、Ｏ 和 ＡＢ 型者患

ＨＡＰＣ 的比例为 ４５ ２１％(３３ / ７３) ｖｓ ６３ ３３％(５７ / ９０) ｖｓ ６９ ３１％(７０ / １０１) ｖｓ ７０ ００％(１４ / ２０) (Ｐ<０ ０１)ꎮ 此外ꎬ除单

因素分析获得的收缩压、民族、工作性质、吸烟及血型外ꎬ经多因素分析显示:年龄(ＯＲ ＝ １ ３３３)、舒张压(ＯＲ ＝
１ ３７７)、脉搏(ＯＲ＝ １ １６１)等在 ＨＡＰＣ 的发生中也有一定影响ꎮ 结论　 年龄、民族、工作性质、吸烟、血压、脉搏、ＡＢＯ
血型可能为诱发 ＨＡＰＣ 的因素ꎬ高原采血尤其是应急采血需关注献血者相关资料及参数变化ꎮ

关键词:高原红细胞增多症ꎻＨＡＰＣ 影响因素ꎻ高原献血者ꎻ民族ꎻ血压ꎻ血型ꎻ高原采血
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Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａ ａｍｏｎｇ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｈｉｇｈ
ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｒｅａ 　 ＷＡＮＧ Ｙｉｎｇ１＃ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｈｕａ１＃ꎬ ＺＨＡＯ Ｊｉｎｇｘｉａｎｇ１ꎬ ＬＩ Ｐｅｎｇｌｏｎｇ１ꎬ ＬＩＵ Ｊｉａ２ꎬ ＺＨＡＯ Ｌｉａｎ１△ꎬ ＺＨＯＵ
Ｈｏｎｇ１△ . １. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００８５０ꎬＣｈｉｎａꎻ ２. Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓ￣
ｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ. Ｊｏｉｎｔｆｉｒｓｔｓ:ＷＡＮＧ ＹｉｎｇꎬＺＨＡＮＧ Ｙｕｈｕａ. Ｃｏ￣ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ: ＺＨＡＯ Ｌｉａｎꎬ
ＺＨＯＵ Ｈｏｎｇ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａ (ＨＡＰＣ) ａｍｏｎｇ
ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｒｅａ.Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｍｅｄｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｄａ￣
ｔａ ｏｆ ２８９ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｗｈｏ ｄｏｎａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ａｔ ｔｈｅ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｏｆ ３ ０００－４ ０００ ｍ ｆｒｏｍ Ｍａｙ ｔｏ Ｊｕｌｙ ｉｎ ２０１５ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ
ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＨＡＰＣ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔ￣ｔｅｓｔꎬ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｒａｎｋ￣ｓｕｍ ｔｅｓｔ ａｎｄ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｏ ｃａｒ￣
ｒｙ ｏｕｔ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ / ｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ￣ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ＨＡＰＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ
(１２１ ５６±８ ４２) ｍｍＨｇꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＨＡＰＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ [(１１５ ４２±１４ ３８) ｍｍＨｇꎬ Ｐ<０ ０１].
Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ＨＡＰＣ ｉｎ Ｈａｎ ｎａｔｉｏｎａｌｉｔｙꎬ Ｚａｎｇ ｎａｔｉｏｎａｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｉｎｏｒｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ６４ ８９％ (１７０ / ２６２) ｖｓ

６２ ５０％ (５ / ８) ｖｓ ２１ ０５％ (４ / １９)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ<０ ０１).
Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ＨＡＰＣ ｉｎ ｍｅｎｔａｌ ｗｏｒｋｅｒｓ ａｎｄ
ｎｏｎｓｍｏｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ８１ ０８％ ( ３０ / ３７ )ꎬ ７３ ２５％ ( １７８ / ２４３ )ꎬ
ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｍａｎｕａｌ ｗｏｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｓｍｏｋｅｒｓ (Ｐ<
０ ０５). Ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ＨＡＰＣ ｉｎ ｐｅｏｐｌｅ ｗｈｏ ｗｅｒｅ Ａ
ｔｙｐｅꎬ Ｂ ｔｙｐｅꎬ Ｏ ｔｙｐｅ ｏｒ ＡＢ ｔｙｐｅ ｗｅｒｅ ４５ ２１％ ( ３３ / ７３) ｖｓ

６９２ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



６３ ３３％ (５７ / ９０) ｖｓ ６９ ３１％ (７０ / １０１) ｖｓ ７０ ００％ (１４ / ２０)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ<０ ０１). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｓｙｓｔｏｌ￣
ｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ｅｔｈｎｉｃｉｔｙꎬ ｊｏｂꎬ ｓｍｏｋｉｎｇ ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅꎬ ａｇｅ (ＯＲ＝ １ ３３３)ꎬ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ (ＯＲ＝ １ ３７７) ａｎｄ ｐｕｌｓｅ
(ＯＲ＝ １ １６１) ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ＨＡＰＣꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ￣ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ.Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｔｈｅ ａｇｅꎬ ｅｔｈｎｉｃｉｔｙꎬ ｊｏｂꎬ ｓｍｏｋｉｎｇ ｈｉｓｔｏｒｙꎬ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ｐｕｌｓｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅ ｐｌａｙ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ ｏｆ ＨＡＰＣ. Ｔｈｅ￣
ｓｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
ａｒｅａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａꎻ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ＨＡＰＣꎻ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓ ａｔ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅꎻ ｎａｔｉｏｎꎻ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎻ
ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅꎻ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ

高原红细胞增多症(ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａꎬＨＡＰＣ)是
指人长期处于高原低氧环境时ꎬ机体中的红细胞过度增生ꎬ
导致血液黏滞度升高、血流阻力增加ꎬ进而引起一系列症状

和体征的 １ 种慢性高原病[１] ꎮ ＨＡＰＣ 患者血液具有“浓、黏、
聚、凝”等特点[２] ꎬ呈现出平均红细胞体积(ｍｅａｎ ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ
ｖｏｌｕｍｅ、ｍｅａｎ ｃｅｌｌ ｖｏｌｕｍｅꎬＭＣＶ)减小、平均红细胞血红蛋白浓

度(ｍｅａｎ ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ、ＭＣＨＣ)增加等

变化[３] ꎬ并伴随心室肌代偿性增生等组织病理改变ꎬ影响着

生活在高原的军地群众健康ꎮ 驻守青藏高原(海拔 ３ ０００－５
０００ ｍ)的官兵是当地献血的主要人群ꎬ也是 ＨＡＰＣ 高发人

群ꎮ 据先前 １ 项对西藏山南、日喀则、那曲等地的驻军官兵

所作的抽样调查结果显示ꎬ其 ＨＡＰＣ 总发病率约 １６ ４８％ꎬ且
无明显症状[４] ꎮ 若患者在已患 ＨＡＰＣ 情况下献血ꎬ不仅其血

液质量无法保证ꎬ而且可能会对献血者健康造成危害ꎮ 为

此ꎬ我们针对高原地区献血军人展开了调查分析ꎬ旨在了解

该献血人群中 ＨＡＰＣ 发病比例ꎬ并对影响 ＨＡＰＣ 的相关因素

加以分析ꎬ以便为在高原筛选合格献血者ꎬ保障献血者的健

康ꎬ提供指导依据ꎬ报道如下ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 调查对象　 ２０１５ 年 ５－７ 月ꎬ现场收集西藏拉萨、山南、
林芝 ３ 家军队血站(位于海拔 ３ ０００－４ ０００ ｍ)的献血者资

料ꎬ共计 ２８９ 名ꎬ其中现役官兵 ２８４ 人、其他职业者 ５ 人ꎮ 记

录这些献血者基本情况、既往病史、体格检查等数据ꎬ计算获

得其 ＨＡＰＣ 发病比例(表 １－２)ꎮ
１ ２ 　 统计分析方法　 采用 Ｅｐｉｄａｔａ ３ ０ 软件录入数据ꎬ定量

资料以“均数±标准差(ｘ±ｓ)”表示ꎬ定性资料以频数和百分

比(％)表示ꎬ采用 ＳＡＳ ９ ２ 软件对调查数据做统计学分析ꎬＰ
<０ ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
１ ２ １　 以 ＨＡＰＣ 作为分组变量做单因素分析　 对于定量指

标ꎬ当其满足正态性和方差齐性时ꎬ采用 ｔ 检验ꎻ当其不满足

正态性或方差齐性时ꎬ采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验ꎮ 对于定性指

标ꎬ根据数据的具体情况ꎬ采用 χ２ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法ꎮ
１ ２ ２　 以 ＨＡＰＣ 作为因变量做多因素分析　 以 ＨＡＰＣ 为因

变量ꎬ以献血者的年龄、民族、高原居住时间、工作性质、饮
酒、吸烟、身高、体重、血压、脉搏、血型为自变量ꎬ采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归做多因素分析ꎮ

２　 结果

２ １　 青藏高原军队血站献血者的基本情况与 ＨＡＰＣ 发病比

例　 见表 １－２ꎮ

表 １　 青藏高原军队血站献血者的基本情况(定性指标)
分类 ｎ 比例(％)

性别 男 ２８８ ９９ ６５
女 １ ０ ３５

民族 汉 ２６２ ９０ ６６
藏 ８ ２ ７７
其他∗ １９ ６ ５７

文化程度 小学 １ ０ ３５
初中 ４５ １５ ８５
高中 １４４ ５０ ７０
专科 ７５ ２６ ４１
本科 １８ ６ ３４
研究生及以上 １ ０ ３５

职业 工人 ３ １ ０４
军人 ２８４ ９８ ６１
教师 １ ０ ３５

工作性质 体力劳动 ２４０ ８６ ６４
脑力 ３７ １３ ３６

饮酒 是 ３ １ １８
否 ２５１ ９８ ８２

吸烟 是 １１ ４ ３３
否 ２４３ ９５ ６７

∗其他为土家族 ５ 人ꎬ满族 ４ 人ꎬ彝族 ２ 人ꎬ布朗族、苗族、壮族、布依

族、侗族、白族、哈尼族各 １ 人ꎻ另有 １ 人未填写民族ꎻ∗表中某些因

素例数总和<２８９ꎬ原因为有献血者未记录此项信息ꎮ

表 ２　 青藏高原军队血站献血者 ＨＡＰＣ 发病比例

分类 ｎ 比例(％)
ＨＡＰＣ 无 １１０ ３８ ０６

有 １７９ ６１ ９４

２ ２　 青藏高原军队血站献血者患 ＨＡＰＣ 的单因素分析　 表

３－４ꎮ
２ ３　 青藏高原军队血站献血者患 ＨＡＰＣ 的多因素分析　 采

用前进法、后退法和逐步法分别对自变量筛选ꎬ综合 ３ 种方

法的结果ꎬ确定最终进入模型的自变量为年龄、民族、吸烟、
收缩压、舒张压、脉搏、血型ꎻ发现年龄、民族、吸烟、血压、脉
搏、血型对 ＨＡＰＣ 的发生有一定影响(表 ５)ꎮ

３　 讨论

ＨＡＰＣ 是 １ 种适应机制ꎬ其病因可能为高原缺氧造成促

红细胞生成素增多引起[５] ꎬ也有可能是高原强紫外线等极端

环境造成的机体自由基代谢紊乱引起[６] ꎻ红细胞过度增多会

导致血液黏度增大ꎬ呈高凝状态[７] ꎬＭＣＶ 变小[３] ꎮ 如果献血

者罹患 ＨＡＰＣꎬ不但其所献的血液质量会受影响ꎬ而且还会

影响献血者献血后的身体健康ꎮ 对于军队采供血机构来说ꎬ
现役官兵是无偿献血的主要人群ꎬ且多为汉族男性青壮年ꎬ

７９２中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



在地广人稀、少数民族聚居的青藏高原更是如此ꎬ因而也成

了 ＨＡＰＣ 的高发群体[４] ꎮ 已有研究发现驻青藏高原部队的

献血 (者) 反应发生率 ( ７ ４３％) 明显高于其他地区驻军

(４ ２７％) [８] ꎻ这可能与青藏高原的极端地理、气候环境有关ꎮ

本组调研数据显示ꎬ地处青藏高原地区军队血站献血者(现
役官兵占 ９８ ６１％)ＨＡＰＣ 发病比例>６ 成(表 １－２)ꎬ这可能

是导致献血不良反应发生的因素之一ꎮ 因此ꎬ我们对本组高

原献血者的 ＨＡＰＣ 患病情况及其影响因素作了分析ꎮ
表 ３　 青藏高原军队血站献血者患 ＨＡＰＣ 的单因素定量分析

ＨＡＰＣ ｎ ｘ±ｓ 中位数 四分位数间距 最小值－最大值 Ｐ
年龄(岁) 无 １０７ ２２ ３７±４ ９５ ２１ ００ ６ ００ １８ ００－５８ ００ >０ ０５

有 １７９ ２１ ９９±３ ９７ ２１ ００ ３ ００ １８ ００－４３ ００
高原居住时间(年) 无 １１０ ４ １９±５ ９３ ２ ００ ２ ００ １ ００－４０ ００ >０ ０５

有 １７９ ４ ４９±５ ６９ ３ ００ ２ ００ １ ００－３４ ００
身高(ｃｍ) 无 １０４ １７２ １２±４ ５７ １７２ ００ ５ ００ １６０ ００－１８８ ００ >０ ０５

有 １７６ １７２ ３１±５ ５７ １７２ ００ ８ ００ １５８ ００－１８２ ００
体重(ｋｇ) 无 １０４ ６５ ３９±１２ ２２ ６４ ００ ８ ２５ ５０ ００－１７０ ００ >０ ０５

有 １７５ ６５ ４３±８ ７４ ６５ ００ １０ ００ ３０ ００－９１ ００
收缩压(ｍｍＨｇ) 无 １０２ １２１ ５６±８ ４２ １２０ ００ １０ ００ １００ ００－１４０ ００ <０ ０１

有 １７４ １１５ ４２±１４ ３８ １２０ ００ １８ ７５ ９０ ００－１４５ ００
舒张压(ｍｍＨｇ) 无 １００ ７９ ６８±７ １６ ８０ ００ ０ ００ ６０ ００－１００ ００ >０ ０５

有 １７４ ７９ ７７±１１ ７０ ８０ ００ ２２ ５０ ６０ ００－１１０ ００
脉搏(次 / ｍｉｎ) 无 １０１ ８１ ４１±３ ９３ ８２ ００ ４ ００ ７０ ００－９０ ００ >０ ０５

有 １７６ ８３ ０３±５ ２３ ８２ ００ １２ ００ ７４ ００－９８ ００
表 ４　 青藏高原军队血站献血者患 ＨＡＰＣ 的单因素定性分析

分类
无 ＨＡＰＣ 有 ＨＡＰＣ
ｎ 比例(％) ｎ 比例(％)

Ｐ

民族 汉 ９２ ８３ ６４ １７０ ９４ ９７ <０ ０１
藏 ３ ２ ７３ ５ ２ ７９

其他 １５ １３ ６４ ４ ２ ２３
工作性质 体力 ９５ ９３ １４ １４５ ８２ ８６ <０ ０５

脑力 ７ ６ ８６ ３０ １７ １４
饮酒 是 ２ ２ ６７ １ ０ ５６ >０ ０５

否 ７３ ９７ ３３ １７８ ９９ ４４
吸烟 是 １０ １３ ３３ １ ０ ５６ <０ ０１

否 ６５ ８６ ６７ １７８ ９９ ４４
ＡＢＯ 血型 Ａ ４０ ３６ ３６ ３３ １８ ９７ <０ ０１

Ｂ ３３ ３０ ００ ５７ ３２ ７６
Ｏ ３１ ２８ １８ ７０ ４０ ２３
ＡＢ ６ ５ ４５ １４ ８ ０５

表 ５　 青藏高原军队血站献血者患 ＨＡＰＣ 的多因素分析

变量名 参数估计值 统计量 Ｐ
ＯＲ

估计值 ９５％置信区间

截距 －７ ２９６ ８ １ ８４ >０ ０５
年龄 ０ ２８７ ５ ７ ９０ <０ ０５ １ ３３３ (１ ０９１ꎬ１ ６２９)

民族(藏) －０ ３２８ ０ ０ ０８ >０ ０５ ０ ７２０ (０ ０６９ꎬ７ ４７３)
民族(其他) －１ ８４７ ５ ６ ８８ <０ ０１ ０ １５８ (０ ０４０ꎬ０ ６２７)

吸烟 －５ ４５９ １ ８ ２９ <０ ０１ ０ ００４ (<０ ００１ꎬ０ １７５)
收缩压 －０ ３０５ ０ ２７ ６８ < ０ ０１ ０ ７３７ (０ ６５８ꎬ０ ８２６)
舒张压 ０ ３１９ ７ ２０ ９５ < ０ ０１ １ ３７７ (１ ２０１ꎬ１ ５７９)
脉搏 ０ １４９ ０ ８ ９９ <０ ０１ １ １６１ (１ ０５３ꎬ１ ２７９)

血型(Ｂ) １ ３８７ ９ ６ ２９ <０ ０５ ４ ００６ (１ ３５４ꎬ１１ ８５３)
血型(ＡＢ) ０ ６５８ ５ ０ ７６ >０ ０５ １ ９３２ (０ ４３８ꎬ８ ５２３)
血型(Ｏ) １ ０９９ ４ ５ ０４ <０ ０５ ３ ００２ (１ １５０ꎬ７ ８３６)

本组献血人群中 ＨＡＰＣ 患者占 ６１ ９４％ꎬ远远高于以往

２ ７％的报道[９] ꎬ这可能与本组对象绝大多数为男性及汉族

有关ꎮ 在高原工作的临床医师目前一致的看法是 ＨＡＰＣ 患

者绝大多数为男性ꎬ男女之比为 ５８ ∶ １[１０] ꎻ另外ꎬ与世居同海

拔地区的藏族人相比ꎬ汉族移居者血液中的 Ｈｂ 要高许多ꎬ即
使已适应当地气候环境ꎬ移居高原地区多年的汉族人ꎬ其 Ｈｂ
仍同样高[１１] ꎮ 本组多为移(暂)居高原的汉族现役官兵ꎬ故
ＨＡＰＣ 患病比例较高ꎮ

通过对引起高原献血人群患 ＨＡＰＣ 的各个单因素分析ꎬ
发现无 ＨＡＰＣ 的献血者收缩压明显高于有 ＨＡＰＣ 者(表 ３)ꎮ
从 １９６０ 年代起便有学者注意到 ＨＡＰＣ 与患者心脏受累之间

的关系:存在心脏损害的 ＨＡＰＣ 患者ꎬ常常是 ＨＡＰＣ 在先ꎬ心
脏损害在后ꎮ 这是由于心血管系统是缺氧代偿的重要器官ꎬ
当机体处于缺氧条件下ꎬ心室肌通过增加收缩力来提高每搏

输出量ꎬ长此以往将最终导致心力衰竭[１２] ꎻ故 ＨＡＰＣ 患者若

捐献血液ꎬ极有可能加重其缺氧并加速其患心力衰竭的进

程ꎬ后果严重ꎮ 这是由于 ＨＡＰＣ 患者处于红细胞高度增生的

状态ꎬ机体 Ｈｂ 水平较高ꎬ当他们拟献血时ꎬ一定要充分考虑

到其基础 Ｈｂꎬ密切观察其 Ｈｂ 水平及心功能变化ꎮ
ＨＡＰＣ 与民族、工作性质、吸烟等因素具有相关性ꎮ 许

多学者认为职业也是影响 ＨＡＰＣ 发病率的重要因素ꎬ但结论

不一ꎮ 如从事工作强度较大的体力劳动者ꎬ被认为 ＨＡＰＣ 发

病率较高[１３] ꎻ但在对更高海拔地区男性居民的调查显示ꎬ脑
力劳动组 ＨＡＰＣ 发病率明显地高于体力劳动组ꎬ这可能是由

于脑力劳动时ꎬ脑组织耗量增加ꎬ易导致机体缺氧ꎬ而且脑力

劳动未能发挥体力劳动时心肺功能的代偿作用[１４] ꎮ 本组对

象基本为现役官兵ꎬ虽然均非高强度体力劳动者ꎬ但其中脑

力劳动者的 ＨＡＰＣ 发病率同样较高(表 ４)ꎮ 关于吸烟对

ＨＡＰＣ 的影响ꎬ有 １ 项对世居拉萨、阿里等地区 ２ ７５７ 名藏族

人群的 ＨＡＰＣ 患病情况所作的调查分析显示ꎬ藏族吸烟人群

ＨＡＰＣ 发病率明显高于非吸烟人群[１５] ꎮ 我们本次调研的结

果与之相反(表 ４－５)ꎬ推测可能为现役官兵对其吸烟情况有

所隐瞒有关ꎻ也可能由于本组对象绝大多数为汉族ꎬ因此与

上述藏族吸烟人群的调查结果不一致ꎮ
红细胞 ＡＢＯ 血型无疑也是引起 ＨＡＰＣ 发病的重要因素

之一ꎮ 本组人群中的 Ｂ、ＡＢ、Ｏ 型献血者患 ＨＡＰＣ 的比例均

高于 Ａ 型献血者(表 ４－５)ꎮ 血型作为 １ 种遗传信息ꎬ与很多

疾病的易感性存在关联ꎬ如 Ａ 型血的人较非 Ａ 型者增加了

胃癌、胰腺癌的发生风险[１６－１７] ꎮ 目前关于 ＡＢＯ 血型与

ＨＡＰＣ 发病的相关性研究鲜见ꎬ其机制有待进一步论证ꎮ 但

有研究者对西藏那曲地区 １ ２３４ 名藏族男、女的血型调查分
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析显示ꎬ藏族女性中 Ａ 型血的人占到了 ２３ ５％ꎬ高于 Ａ 型血

在藏族男性中的 ２１ １７％ [１８] ꎬ这也可能是女性 ＨＡＰＣ 患病率

较低的因素之一ꎮ 尽管我们所作的多因素回归分析结果ꎬ尚
不能确定血型是 ＨＡＰＣ 发病的独立影响因素(表 ５)ꎬ但在

ＨＡＰＣ 发病机制及救治方法尚不明确的情况下ꎬ明确血型的

具体影响可为预防发病提供参考ꎮ 此外ꎬ经 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 逐步回

归分析也发现年龄、舒张压、脉搏等在 ＨＡＰＣ 的发生中均有

一定影响ꎮ
总之ꎬ对上述调查结果的分析ꎬ可提示高原地区军队血

站:在下部队采血时ꎬ除了关注血液相关生化指标外ꎬ还应综

合考虑献血者上述相关指标ꎬ避免采集无明显症状的 ＨＡＰＣ
患者血液ꎬ从而确保献血者的身体健康ꎬ保障战备工作ꎮ 本

研究尚存在一定不足ꎬ如标本数较少、采样范围局限等ꎬ导致

了样本数的不均衡ꎬ如采样人群中 ８３ ６４％为汉族ꎬ仅 ２ ７３％
为藏族ꎻ９９ ６５％为男性ꎬ仅 １ 名女性ꎻ而民族、性别恰恰是

ＨＡＰＣ 的关键影响因素ꎮ 因此ꎬ在本研究的基础上应进一步

扩大采样范围ꎬ增加标本数ꎬ从而更好地明确 ＨＡＰＣ 发病的

关键因素ꎬ更好地杜绝高原采血工作中不良事件的发生ꎬ增
强军队采供血机构的保障能力ꎮ
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四川省临床医生用血知识调查及分析

钟凌　 赵洁　 何屹　 林嘉　 吴艳红　 杨佳　 杨静　 李倩　 饶绍琴△

(四川省人民医院 检验科输血科 四川省输血质控中心ꎬ四川 成都 ６１００７２)

　 　 摘要:目的　 掌握四川省临床医生用血知识现状ꎬ分析存在缺陷ꎬ探讨改进措施ꎮ 方法　 由医学伦理委员会授

权设计调查问卷ꎬ问卷由 ２ 大部分共 ２０ 个问题组成ꎬ内容包括输血相关法规和标准、输血相容性实验室检测技术、输
血反应、血液成分选择ꎮ 调查对象为四川省二、三级医院的临床医生ꎮ 调查结果采用 ＥｐｉＤａｔａ ３ １ 软件进行统计分

析ꎮ 结果　 ３１ 家医院 ７８６ 名医生完成了问卷调查ꎬ平均分 １２ ０２±２ ７７ꎬ正确率 ６０ １％ꎮ 输血相关法规和标准正确率

较高(７４ ５０％)ꎬ与其余 ３ 部分(输血相容性实验室检测技术 ５６ ２０％、输血反应 ５２ ２０％、血液成分选择 ５３ １０％)差
异具统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 正确率最高(９３ ４％)的 １ 题是关于复核交叉合血结果和血袋标签确认的问题ꎬ正确率

最低(１５ ８％)的 １ 题是“有输血史和妊娠史的患者在输血前应选用哪种介质做交叉配血”ꎮ 工龄>１５ 年的医生在输

血相容性实验室检测技术、输血反应、血液成分选择方面优势显著(Ｐ<０ ０５)ꎮ 学士组得分高于学士以下组(Ｐ<
０ ０５)和硕士及以上组(Ｐ<０ ０５)ꎮ 高级职称组在“输血反应”得分高于初级组(Ｐ<０ ０５)ꎬ“血液成分选择”得分高于

初、中级(Ｐ<０ ０５)ꎮ 麻醉科医生在“法规和标准”、“血液成分选择”的得分明显高于其他专业医生(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论

　 当前四川省临床医生对用血知识的掌握程度和执行情况尚可ꎬ仍应加强监管、沟通和针对性培训ꎮ
关键词:四川省ꎻ临床医生ꎻ用血
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ｃｈｕａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ ｐｌａｎ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ.Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ ｗａｓ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ ｂｙ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｅｔｈｉｃｓ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ'ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ. Ｔｈｉｓ ｓｕｒｖｅｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ ｗｈｉｃｈ
ｗａｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ２０ ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓꎬ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｔｅｓ￣
ｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎬ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅｓ
ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ ｆｒｏｍ ｇｒａｄｅ Ⅱ ａｎｄ Ⅲ ｈｏｓｐｉｔａｌｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎ￣
ａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥｐｉＤａｔａ ３ １ ｓｏｆｔｗａｒｅ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ７８６ ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ ｆｒｏｍ ３１ ｈｏｓｐｉｔａｌｓ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ａｌｌ ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｍｅａｎ ｓｃｏｒｅ ｆｏｒ
ｔｈｅ ２０ ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｌ ｒｅｓｐｏｎｄｅｎｔｓ ｗａｓ １２ ０２±２ ７７ ｗｉｔｈ ａｃｃｕｒａｔｅ ｒａｔｅ ｏｆ ６０ １％. Ｒｅｓｐｏｎｄｅｎｔｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｏｎ ｔｒａｎｓｆｕ￣
ｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ (７４ ５０％) ｔｈａｎ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｐａｒｔｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (５６ ２０％)ꎬ ｔｒａｎｓ￣
ｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (５２ ２０％)ꎬ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ (５３ １０％) (Ｐ<０ ０５). Ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ ｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｒｏｓｓｍａｔｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｂａｇ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｃｏｒｅ (９３ ４％). Ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔ ｏｎ ｃｈｏｏｓｉｎｇ ｗｈａｔ ｋｉｎｄ ｏｆ
ｍｅｄｉａ ｔｏ ｄｏ ｃｒｏｓｓｍａｔｃｈ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｓｃｏｒｅ (１５ ８％). Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ
ｗｉｔｈ １５￣ｙｅａｒ ｏｒ ｌｏｎｇｅｒ ｃａｒｅｅｒ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｓｃｏｒｅ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｐａｒｔｓ (Ｐ<０ ０５). Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ ｗｉｔｈ
ｂａｃｈｅｌｏｒ ｄｅｇｒｅｅｓ ｇｏｔ ｔｈｅ ｂｅｔｔｅｒ ｓｃｏｒｅｓ (Ｐ<０ ０５). Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ ｔｉｔｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｎｉｏｒ ｄｉｄ ｂｅｔｔｅｒ ｉｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐｏ￣
ｎｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｔｉｔｌｅ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｔｉｔｌｅ (Ｐ<０ ０５). Ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔｅｄ ｉｎ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｆｏｒ
ｒｕｌｅ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｄｏｃｔｏｒｓ ｈａｖｅ ａ ｄｅｃｅｎｔ ｇｒａｓｐ ｏｎ
ｔｈｅ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｏｎ ｒａｔｉｏｎａｌ ｕｓｅ ｏｆ ｂｌｏｏｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅꎬ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ￣
ｅｎｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｓｉｃｈｕａｎꎻ ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓꎻ ｂｌｏｏｄ ｕｓｅ

当前血液资源的数量和质量有了显著的提高ꎬ但仍供不 应求ꎬ这与持续增高的临床用血量密切相关[１] ꎬ一方面手术

用血量不断增加ꎬ另一方面用血不合理较为严重[２] ꎮ 临床用

血主要由临床医生来决定[３] ꎬ但临床医生常仅凭个人经验指

导用血[４] ꎬ同时行政监管也不到位ꎮ 因此«医疗机构临床用

血管理办法»(办法) [５] 规定每个省建立 １ 个临床输血质量

控制中心(ＱＣＣＢＴ)ꎬ以监督用血并承担相应的继续教育ꎮ 四

００３ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



川省 ＱＣＣＢＴ 拟对省内大中型医院临床用血情况和临床医生的

用血知识进行调查ꎬ以发现问题ꎬ解决问题ꎬ实现合理用血ꎮ

１　 对象与方法

１ １　 对象　 来自四川省内 １４ 家三级甲等医院和 １７ 家二级

甲等医院的共临床医生 ８９６ 名ꎬ该 ３１ 家医院包括综合性医

院和妇幼保健院ꎬ涵盖临床各主要专业ꎬ如麻醉科、普外科、
妇产科、血液内科等ꎮ
１ ２　 方法　 本项目调查时间段为 ２０１５ 年 ８ 月－２０１６ 年 ８
月ꎮ 本项目经四川省人民医院伦理委员会批准ꎬ以问卷形式

进行调查ꎮ 内容为临床医生背景信息和用血相关知识ꎮ 前

者包括:受调查者的性别、年龄、专业、教育背景、医院级别

等ꎮ 后者为 ２０ 道单选题(总分 ２０ 分): ６ 道输血相关法规和

标准的题目ꎻ５ 道输血相容性实验室检测技术的题目ꎻ３ 道输

血反应的题目ꎻ６ 道血液成分选择的题目ꎮ 每题有 ３ 个选项ꎬ
其中 １ 个选项是“我不知道”ꎬ以减少猜测ꎮ 题目由输血科主

任从 ２００ 道输血相关问题的题库中筛选出来并通过了临床

医学教育专家和输血专家的审核ꎮ 为了确保调查问卷具有

代表性和合理性ꎬ先进行试点研究:来自 ２ 所医院(一所为二

级甲等ꎬ一所为三级甲等)不同科室的 ５０ 名医生ꎬ完成 ２００
道问题ꎬ分别计算 ２００ 道和 ２０ 道题目的准确度ꎬ两者差异无

统计学意义ꎮ 问卷调查采用匿名形式ꎮ 每家医院由 １ 名研

究员负责分发和收集问卷ꎮ 由 ２ 位研究员负责汇总分析所

有问卷ꎬ并通过 ＥｐｉＤａｔａ ３ １ 软件分析数据ꎮ

１ ３　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ１６ ０ 软件( ＳＰＳＳ ꎬ Ｃｈｉｃａｇｏꎬ
ＩＬ)分析数据ꎮ 计算每 １ 题的正确率ꎬ并统计得分ꎮ 评分规

则是答对 １ 题得 １ 分ꎬ答错 １ 题得 ０ 分ꎮ 结果用 ｘ±ｓ 表示ꎮ
群体之间定性变量的比较采用 χ２ 检验、Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法ꎬ
定量变量采用 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 问卷调查结果概况　 来自 １４ 家三级医院和 １７ 家二级

医院共 ８９６ 名临床医生参与了本次调查ꎬ其中 ７８６ 名医生

(８７ ７％)完成所有题目ꎮ 问卷平均分为 １２ ０２±２ ７７ꎬ平均正

确率为 ６０ １０％ꎮ 其中输血相关法律法规正确率较高

(７４ ５０％)ꎬ与其他 ３ 部分 (输血相容性实验室检测技术

５６ ２０％、输血反应 ５２ ２０％、血液成分选择 ５３ １０％)差异具

统计学意义( ｔ＝ １７３ ４１ꎬ２１１ ８８ꎬ２０３ ４９ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 正确率最

高的 １ 题是关于复核交叉合血结果和血袋标签确认的问题ꎬ
９３ ４％(７３４ / ７８６)的医生回答正确ꎮ 正确率最低的是“有输

血史和妊娠史的患者在输血前应选用哪种介质做交叉配血”
的问题ꎬ正确率仅为 １５ ８％ꎮ
２ ２　 性别、年龄、工龄对得分的影响　 临床医生性别对得分

无影响ꎻ年龄<４０ 岁的得分略低于≥４０ 岁ꎬ但差异无统计学

意义( ｔ＝ ２ ８２ꎬ２ ７３ꎬ２ ８７ꎬ２ ６５ꎬＰ>０ ０５)ꎮ 而工龄≥１５ 年的

医生总体上优势明显( ｔ ＝ ４ ５７ꎬ Ｐ<０ ０５)ꎬ尤其在输血相容

性实验室检测技术、输血反应、血液成分选择 ３ 部分差异具

统计学意义( ｔ＝ ４ ６５ꎬ４ １５ꎬ５ ９３ꎬＰ<０ ０５)(表 １)ꎮ
表 １　 按性别、年龄(岁)、工龄(年)分组的得分情况 (ｘ±ｓ)

ｎ 法规和标准
输血相容性

实验室检测技术
输血反应 血液成分选择 平均分

性别∗ 男性 ４８９ ４ ５２±１ １５ ２ ７９±１ ０６ １ ５６±０ ８８ ３ １３±１ ２８ １２ ０１±２ ８８
女性 ２９１ ４ ３７±１ １６ ２ ８４±１ ０５ １ ５６±０ ８０ ３ ２７±１ ２８ １２ ０４±２ ５９

年龄(岁)∗ <４０ ５８４ ４ ４４±１ １５ ２ ７７±１ ０７ １ ５４±０ ８４ ３ １６±１ ２７ １１ ９±２ ８１
≥４０ １７９ ４ ５４±１ ２０ ２ ９２±１ ０１ １ ６８±０ ８６ ３ ２６±１ ３５ １２ ４±２ ７２

工龄(年) § <１５ ５３９ ４ ４２±１ １６ ２ ７７±１ ０９ １ ５４±０ ８４ ３ １４±１ ２８ １１ ８７±２ ８４
≥１５ １９９ ４ ６±１ ０７ ２ ９６±１ ０１＃ １ ６８±０ ８４＃ ３ ３８±１ ３０＃ １２ ６１±２ ５５＃

＃与工龄<１５ 年的相比ꎬＰ 均<０ ０５ꎻ ∗ ７８０ 份问卷填写了性别ꎻ☆７６３ 份问卷填写了年龄ꎻ § ７３８ 份问卷填写了工龄

２ ３　 学历、职称对得分的影响　 学士组平均分高于学士以

下组( ｔ ＝ ８ ３９ꎬＰ < ０ ０５) 和硕士及以上组 ( ｔ ＝ １０ ０３ꎬＰ <
０ ０５)ꎮ 硕士及以上组在“法规和标准”和“输血相容性实验

室检测技术”得分均最低( ｔ ＝ １３ １４ꎬ４ ２１ꎬ Ｐ<０ ０５)ꎬ学士以

下组在“输血反应”及“血液成分选择”得分最低( ｔ ＝ ３ ５７ꎬ
５ １５ꎬ Ｐ<０ ０５)(表 ２)ꎮ 高级职称组在“输血反应”得分高于

初中级职称ꎬ尤其是初级组( ｔ＝ １１ １７ꎬ Ｐ<０ ０５)ꎻ在“血液成

分选择”得分高于初、中级( ｔ＝ １２ ０６ꎬＰ<０ ０５)(表 ２)ꎮ
表 ２　 按教育背景、职称分组的得分情况 (ｘ±ｓ)

ｎ 法规和标准
输血相容性

实验室检测技术
输血反应 血液成分选择 平均分

学历※ 学士以下 １４２ ４ ５１±１ １１ ２ ７５±０ ９４ １ ４７±０ ７９＊ ２ ９６±１ １６＊ １１ ６９±２ ４８＃

学士 ５２２ ４ ５１±１ １３ ２ ８７±１ ０４ １ ６３±０ ８６ ３ ２７±１ ３１ １２ ２５±２ ７４
硕士及以上 １０９ ４ １７±１ ３１∗ ２ ５６±１ ２０∗ １ ５２±０ ８６ ３ ０３±１ ３４ １１ ２８±３ １９＃

职称 § 高级 １４８ ４ ４７±１ １３ ２ ８９±１ ０１ １ ７２±０ ８７∗ ３ ４８±１ ３０∗ １２ ５６±２ ３３
中级 ２５５ ４ ５９±１ １０ ２ ８２±１ ０３ １ ６４±０ ８２ ３ １８±１ ３０ １２ ２３±２ ７８
初级 ２８３ ４ ４３±１ １８ ２ ９３±１ ０４ １ ５２±０ ８４ ３ ２０±１ １６ １２ ０８±２ ６１

＃与学士学历相比ꎬＰ <０ ０５ꎻ ∗与其他 ２ 组比ꎬＰ <０ ０５ꎻ※７７３ 份问卷填写了教育背景ꎻ § ６７６ 份问卷填写了职称

２ ４　 医院级别及科室类别对得分的影响　 ７８６ 名临床医生ꎬ
５４ ６％来自二级医院ꎬ４５ ４％来自三级医院ꎮ 二级医院临床

医生平均分高于三级医院( ｔ ＝ ３ ０１ꎬＰ<０ ０５) (表 ３)ꎮ 不同

专业临床医生的调查结果:麻醉科医生平均分明显高于其他

专业( ｔ＝ １５ ８２ꎬＰ<０ ０５)ꎻ尤其是“法规和标准”、“血液成分

选择”２ 部分优势显著( ｔ ＝ １３ １２ꎬ１８ ９３ꎬ Ｐ<０ ０５)ꎬ“输血相

容性实验室检测技术”和“输血反应”略低于最高分ꎬ但差异

不具统计学意义ꎮ 外科作为“用血大户”仅在“输血反应”１
项中得分最高ꎬ其余 ３ 项排名靠后(表 ４)ꎮ

１０３中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



表 ３　 按医院等级分组的得分情况　 　 (ｘ±ｓ)

ｎ
法规和
标准

输血相容性
实验室

检测技术

输血
反应

血液成
分选择

平均分

二级医院 ４２９ ４ ５９±１ ０３ ２ ６９±０ ９５ １ ５６±０ ８１ ３ １９±１ ２５ １２ ３２±２ ４１＃

三级医院 ３５７ ４ ４２±１ ２８ ２ ８０±１ １４ １ ５７±０ ８９ ３ １８±１ ３２ １１ ６８±３ １３
＃与三级医院比ꎬＰ<０ ０５

表 ４　 按临床专业分组的得分情况　 　 (ｘ±ｓ)

ｎ
法规和
标准

输血相容性
实验室

检测技术

输血
反应

血液成
分选择

平均分

麻醉科 ２２ ５ ０８±０ ７２＃ ２ ９６±０ ９１ １ ５４±０ ６６ ３ ８３±０ ９６＃ １３ ４１±２ ００＃

妇产科 ５２ ４ ４２±１ ２７ ３ １０±０ ８０ １ ６５±０ ８１ ３ ５４±１ ４１ １２ ７０±２ ２３
儿科 ４０ ４ ２８±１ ０１ ３ １０±０ ７８ １ ５５±０ ９６ ３ ５０±１ ３２ １２ ４１±２ ０２
外科 ２２４ ４ ６１±１ ０４ ２ ７９±１ ０２ １ ７０±０ ８５ ３ ２１±１ ２７ １２ ３２±２ ６８
内科 ２１７ ４ ４１±１ １４ ２ ９２±１ ０８ １ ６１±０ ８２ ３ ２６±１ ２３ １２ ２１±２ ５２
其他 ６６ ４ ００±１ ３８ ２ ２７±１ ２１ １ ０２±０ ７７ ２ ２９±１ ２１ ９ ５８±３ ４６

＃与其他组比ꎬＰ <０ ０５ꎬ 差异具统计学意义ꎬ※ ６２１份问卷填写了专业

３　 讨论

临床医生作为决策者在用血全过程中发挥着核心作

用[６] ꎮ 本调查结果显示临床医生用血知识的正确率为

６０ １％ꎬ而美国、伊朗等地的正确率为 ３０％－ ４０％ [７－１０] ꎬ加拿

大的正确率为 ５２％ꎮ 可能是由于本问卷主要涉及基础知识ꎬ
没有复杂的案例分析ꎮ 问卷中输血相关法规和标准部分的

正确率最高ꎬ而实验室技术、输血反应、血液成分选择 ３ 部分

的正确率较低ꎬ一方面与临床医生用血理论知识ꎬ尤其免疫

血液学较匮乏有关ꎻ另一方面在中国现行的输血模式中ꎬ临
床医生与输血科基本脱节即输血科缺乏临床背景的医生ꎬ而
临床医生缺乏输血科工作经验ꎮ 在制定输血方案、推行节约

用血新型医疗技术、会诊特殊疗病例时临床医生和输血科应

相互积极配合ꎮ 同时临床用血管理委员会应制订本机构临

床用血管理制度尤其是培训制度ꎬ在继续教育中加强理论知

识的转化和深化ꎮ
问卷中正确率最高的一题是关于复核交叉合血结果和

血袋标签确认的问题ꎬ这在«办法»中已三令五申ꎮ 此结果说

明该要求已在临床工作中得到了广泛的落实ꎮ 正确率最低

的一题涉及实验室操作ꎬ临床医生相对了解较少ꎮ 因此临床

医生宜学习相关实验室知识ꎬ加强与输血科的沟通交流ꎮ
工龄 １５ 年及以上的临床医生得分明显高于工龄较短的

医生ꎮ 但也有报道得分随着年限增长而降低的[１１] ꎬ这可能

是由于临床医生接受培训的时间点不同ꎮ 在美国ꎬ加拿大等

地ꎬ医学生在医学院时就已接受了正规的培训[１２] ꎬ工作后相

对较少ꎮ 而在中国ꎬ临床医生缺乏正规系统的指导ꎬ输血医

学未独立设科ꎬ输血知识分散于外科、内科、检验医学中ꎬ内
容也局限于 ＡＢＯ 血型、Ｒｈ 血型及常见血液制品的临床应

用ꎮ 因此ꎬ专设输血医学系迫在眉睫ꎮ 同时继续教育中应注

重培训的系统性和针对性ꎬ能够给予临床医生体系化的

学习ꎮ
在学历分组中ꎬ本科整体掌握程度最佳ꎬ而学士以下、硕

士及以上薄弱点各不相同ꎮ 这可能是因为学士以下组理论

知识较薄弱ꎻ硕士及以上组临床应用培训较少ꎮ 因此针对不

同学历的临床医生ꎬ继续教育可有所侧重ꎮ 在职称分组中ꎬ

高级职称组在输血反应、血液成分选择得分均较高ꎬ说明其

血液管理能力更强ꎮ 因此ꎬ各级医生的用血权限应各有不

同ꎬ须明确规定用血申请流程ꎬ建立«办法»中要求的临床用

血申请管理制度ꎮ
ＳＡ 等[１]发现:病理科、血液科医生用血知识优势明显ꎻ

Ｐｈｉｌｉｐ 等[７]发现血液科医生优于其他专业内科医生ꎻ孙启

凤[１３]等报道骨科、普外科位居不合理用血的前两位ꎻ刘丽

等[１４]发现内科医生得分偏低ꎻ这些结果与我们的调查结果

一致ꎮ 此外ꎬ我们还发现麻醉科医生得分显著高于其他专

业ꎮ «办法»中已明确将麻醉科医生列入临床用血管理委员

会的成员ꎬ成为重点控制人群[１５] ꎮ 针对各临床科室ꎬ管理委

员会应定期评审科室和医师的用血情况并公示ꎮ
综上所述ꎬ当前四川省临床医生对用血知识的掌握程度

和执行情况尚可ꎬ但仍有不足之处ꎮ 临床用血管理委员会应

建立起涵盖全过程的管理制度并监督实施ꎬ尤其是继续教育

应更具系统性和针对性ꎮ 临床医生在加强自身学习的同时

与输血科建立良好的合作关系ꎬ这样才能有效推进临床合理

用血ꎬ保护稀缺血液资源ꎮ
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论著

本院 ２００５－２０１５ 年输血过敏性不良反应统计分析

马凤莲１ 　 崔丹１ 　 陈海丽１ 　 刘玉振２(１.郑州市第七人民医院ꎬ河南　 郑州 ４５００００ꎻ ２.河南省红十字血液中心)

　 　 摘要:目的　 调查分析发生过敏性输血反应的原因ꎬ探究其处理措施ꎬ降低过敏性输血不良反应的发生ꎮ 方法

　 对本院 １０ 年住院患者发生输血过敏反应进行回顾性总结分析ꎮ 结果　 本院 ７６ ７０３ 人输血ꎬ发生输血过敏反应 ９３
例(０ １２％)ꎮ 不同的血液成分中悬浮红细胞、去白悬浮红细胞、洗涤红细胞、血小板、冷沉淀以及血浆过敏反应发生

率分别为 ０ １１％、０ ０８％、０ ００％、０ ２１％、０ １０％、０ １３％ꎮ 过敏性输血反应中轻度过敏、重度过敏、休克、紫癜构成比

分别为 ８８ ２％、７ ５％、３ ２％、１ １％ꎻ输血 ０ 次和 １ 次以上的患者再次输血过敏反应发生率分别为 ０ ０８％、０ １７％ꎻ男
女输血患者过敏发生率分别为 ０ １０％、０ １５％ꎻ１ 例过敏性紫癜是由于患者缺乏 ＩｇＡ 导致的ꎮ 结论　 血小板过敏反应

发生率最高ꎬ洗涤红细胞最低ꎻ输血次数越多过敏反应发生率越高ꎬ女性输血过敏反应发生率高于男性ꎻ对过敏反应

的患者ꎬ再次输血选择洗涤红细胞或洗涤血小板ꎬ慎输血浆ꎻ对检出 ＩｇＡ 抗体的患者ꎬ选 ＩｇＡ 缺乏献血者的血液ꎮ
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输血治疗在抢救失血性休克、急诊创伤、重度贫血患者

中起着不可替代的作用ꎮ 临床治疗过程中不管输注哪种血

液成分ꎬ都有可能会发生输血不良反应ꎬ影响治疗效果ꎮ 现

将本院 １０ 年输血发生的过敏性输血不良反应进行统计ꎬ分
析其发生的原因ꎬ探究其处理措施ꎬ降低输血不良反应的发

生ꎬ提高输血治疗效果ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 ２００５ 年 １ 月－２０１５ 年 １２ 月共 ７６ ７０３ 人输

血ꎬ发生过敏性输血不良反应 ９３ 例ꎬ输血 ０ 次患者 ４５ １７７ 例ꎬ
输血 １ 次以上患者 ３１ ５２６ 例ꎬ男性输血患者 ４３ ６２３ 人ꎬ女性输

血患者 ３３ ０８０ 人ꎮ 同时输注血浆和悬浮红细胞患者 ８３５ 例ꎮ
１ ２　 过敏性紫癜患者　 女ꎬ４５ 岁ꎬ孕 ５ 产 ２ꎬ人流 ３ 次ꎬ无输

血史ꎬ皮肤黏膜无黄染、皮疹及出血点情况ꎬ血常规、血凝、肝
肾功、尿常规无明显异常ꎬ患子宫肌瘤ꎬ行子宫全切术ꎬ因术

３０３中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



后 ｄ３ 患者重度贫血(Ｈｂ ４７ ｇ / Ｌ)ꎬ输注 Ｏ 型 Ｒｈ 阳性悬浮红

细胞 ４ Ｕꎬ输血后 ｄ２ 发现患者髂腰间和会阴部有密集大小不

等的紫癜ꎬ稍高于皮面ꎬ压之不褪色ꎬ治疗后 ｄ７ꎬ皮肤紫癜逐

步减轻ꎬ ｄ１１ꎬ紫癜变黄而逐渐消退ꎮ
１ ３　 方法　 对过敏性输血不良反应进行统计ꎮ 输血过敏反

应按«临床输血»标准判断[１] ꎮ

２　 结果

２ １　 输血过敏反应与血液品种的关系　 见表 １ꎮ
表 １　 不同血液品种发生输血过敏反应统计

输血人数(ｎ) 过敏人数(ｎ) 发生率(％)
悬浮红细胞 ３３ ６８２ ３８ ０ １１
悬浮红细胞＋血浆 ８３５ １ ０ １２
去白悬浮红细胞 １ ２１０ １ ０ ０８
洗涤红细胞 １０９ ０ ０ ００
血小板 ９２６ ２ ０ ２１
冷沉淀 ４ ７６６ ５ ０ １０
血浆 ３５ １７５ ４６ ０ １３
合计 ７６ ７０３ ９３ ０ １２

２ ２　 输血过敏反应与输血次数的关系 　 输血 ０ 次患者 ４５
１７７ 例ꎬ再次输血发生过敏反应 ３８ 例(发生率 ０ ０８％)ꎮ 输

血 １ 次以上患者 ３１ ５２６ 例ꎬ再次输血发生过敏反应 ５５ 例(发
生率 ０ １７％)ꎮ ２ 者有显著差异(χ２ ＝ １２ ５１５ꎬＰ<０ ０１)ꎮ
２ ３　 输血过敏反应与性别的关系　 男性输血患者 ４３ ６２３ 人

次ꎬ发生输血过敏反应 ４３ 例(发生率 ０ １０％)ꎬ女性输血患者

３３ ０８０ 人次ꎬ发生输血过敏反应 ５０ 例(发生率 ０ １５％)ꎮ ２
者有显著差异(χ２ ＝ ４ ２９５ ꎬＰ<０ ０５)ꎮ
２ ４　 输血过敏反应分类　 见表 ２ꎮ

表 ２　 输血过敏反应分类统计结果

例数 百分比(％)
轻度过敏反应 ８２ ８８ ２
重度过敏反应 ７ ７ ５
过敏性休克 ３ ３ ２

紫癜 １ １ １
合计 ９３ １００ ０

２ ５　 过敏性紫癜患者症状　 见图 １ 和图 ２ꎮ
２ ６　 过敏性紫癜患者输血效果检查　 见表 ３ꎮ
２ ７　 过敏性紫癜患者鉴别检查　 见表 ４ꎮ

图 １　 患者骼腰间过敏性瘀斑

图 ２　 患者会阴部过敏性瘀斑

表 ３　 过敏性紫癜患者输血效果

血红蛋白(ｇ / Ｌ) 血小板(×１０９ / Ｌ)
手术前 １３０ ３８４

手术后 ｄ１ ６６ １６３
手术后 ｄ３ ４７ １３８
输血后 ｄ１ ８０ ２０４
输血后 ｄ２ ８７ ２３１
输血后 ｄ４ ８９ ２６１

注:正常范围:血红蛋白(１１５－１５０)ｇ / Ｌꎻ血小板(１２５－３５０)×１０９ / Ｌ

表 ４　 过敏性紫癜患者鉴别检查结果

实验结果 正常范围

束臂试验出血点(ｎ) １６ <１０
血小板计数(×１０９ / Ｌ) ２３１ １２５－３５０
凝血酶原时间 ＰＴ(ｓ) １０ ６ ９ ６－１４ ０
活化部分凝血酶时间 ＡＰＴＴ(ｓ) ３３ ２０－３５
凝血酶时间 ＴＴ(ｓ) １６ ９ １４ ０－２４ ０
纤维蛋白原 ＦＩＢ(ｇ / Ｌ) ２ ２５ ２ ００－４ ００
ＩｇＡ(ｇ / Ｌ) ０ ００３ ２ ０１－２ ６９

注:ＩｇＡ 检测血样品为输血前留下样品ꎬ其余为输血后 ｄ２ 采集的血

样品

３　 讨论

本院输血过敏反应发生率为 ０ １２％ꎬ低于文献报道[２] ꎮ
９３ 例过敏性输血反应中轻度过敏占 ８８ ２％、重度占 ７ ５％、
休克占 ３ ２％ꎬ因此ꎬ严格掌握输血指征ꎬ否则因为输血过敏

休克致人死亡的是要负法律责任的ꎮ 不同的血液成分中发

生过敏反应发生率最高是血小板ꎬ其次是血浆ꎬ最低是洗涤

红细胞ꎬ因为血小板输注需要 ６ 人份以上手工血小板混合输

注ꎬ抗原复杂增加了过敏反应的发生率ꎮ 输血次数越多发生

过敏反应发生率越高ꎬ女性输血过敏反应发生率高于男性ꎬ
因为有输血史和妊娠史ꎬ机体受到血浆蛋白免疫刺激而致

敏ꎬ再次输血时致敏原与受血者中存在相应抗体结合ꎬ发生

抗原抗体反应ꎮ 因此ꎬ对过敏反应的患者ꎬ再次输血选择洗

涤红细胞或洗涤血小板ꎬ慎输血浆ꎮ
本次发现 １ 例严重过敏性紫癜是由于患者 ＩｇＡ 缺乏导

致的ꎬ现对其发生的原因进行分析ꎮ
鉴别诊断:１)血小板因素ꎮ 血小板在 ５０×１０９ / Ｌ 以下ꎬ大

多会出现明显的出血ꎬ最常见的是皮肤紫癜[３] ꎬ由表 ３ 可知:
患者手术后输悬浮红细胞 ８００ ｍＬꎬ血红蛋白由 ４７ ｇ / Ｌ 升到

８０ ｇ / Ｌꎬ输血后血红蛋白上升ꎬ排除迟发型溶血反应ꎻ血小板

由 １３８×１０９ / Ｌ 升到 ２０４×１０９ / Ｌꎬ排除输血后、特发性及药物引

起血小板减少性紫癜ꎻ表 ４ 显示血小板计数、ＰＴ、ＡＰＴＴ 均正

常ꎬ排除血栓性血小板减少性紫癜ꎮ ２)凝血因子因素ꎮ 表 ４
显示凝血酶原时间 ＰＴ 、凝血酶时间 ＴＴ 、活化部分凝血酶时

间 ＡＰＴＴ 、纤维蛋白原 ＦＩＢ(ｇ / Ｌ)均正常ꎬ排除凝血因子缺乏

导致的出血ꎮ ３)血管因素:输血后患者出现紫癜后做毛细血

管脆性试验(束臂试验)呈阳性ꎬ而手术前该患者体格检查时

皮肤黏膜无皮疹及出血点ꎬ因此ꎬ本例输血反应定性为输血

后免疫复合物沉积导致血管壁损伤ꎬ血液外渗ꎮ
病因分析:对患者输血前血浆进行 ＩｇＡ 检测[４] ꎬ表 ４ 显

示 ｌｇＡ 含量为 ０ ００３ ｇ / Ｌꎬ而其 ＩｇＡ 抗体效价为 １ ∶２ ０４８(输血

后 ＩｇＡ 抗体效价测定为 １ ∶５１２)ꎬ证明该患者是 ｌｇＡ 缺乏者ꎬ

４０３ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３




可基本确定系由抗￣ＩｇＡ 引起的免疫反应ꎮ 由于该患者是女

性多次生孩和流产ꎬ再次怀孕可通过胎血刺激 ＩｇＡ 缺乏母亲

产生极高效价的 ＩｇＡ 抗体(效价为 １ ∶２ ０４８)ꎬ这类抗体属于

ＩｇＧ 类ꎬ当输入含有 ＩｇＡ 的血液时ꎬＩｇＡ 和 ＩｇＡ 抗体结合产生

免疫复合物(导致输血后 ＩｇＡ 抗体效价降低为 １ ∶５１２)ꎬ沉积

在小血管壁上ꎬ吸附补体ꎬ产生血管活性物质ꎬ使毛细血管和

细小血管发炎ꎬ导致毛细血管脆性和通透性增加ꎮ 图 １、２ 显

示过敏性紫癜患者出现髂腰间和会阴部有密集大小不等的

紫癜ꎬ与陈永平等[５]报道输血过敏性紫癜情况不一样ꎮ
治疗方案:过敏性紫癜是以毛细血管和小动静脉为主的

变态反应性疾病ꎮ 可采用静脉输注降低血管通透性的药物

(如维生素 Ｃ)和抗过敏治疗药物(如地塞米松)ꎮ
预防措施:对 ＩｇＡ 水平缺乏的患者或检出抗 ＩｇＡ 抗体的

患者ꎬ首选 ＩｇＡ 缺乏献血者的血液ꎬ在美国和欧洲已建立 ＩｇＡ
缺乏献血者档案ꎬ仅在紧急情况下使用ꎮ 次选洗涤红细胞或

洗涤血小板ꎬ对于有 ＩｇＡ 过敏性输血反应风险的受血者ꎬ要
求红细胞和血小板洗涤 ５ 次以上ꎬ去除残留血浆蛋白ꎮ
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短篇论著 经验与方法

ＭＣＳ＋血细胞分离机单采血小板冲红献血者自身原因分析及应对措施

邢志勇１ 　 王维娜２＃(１. 武威市中心血站ꎬ甘肃 武威 ７３３０００ꎻ２. 武威市人民医院)

　 　 摘要:目的　 探讨 ＭＣＳ＋血细胞分离机单采血小板采集过程中“冲红”的原因及应对措施ꎮ 方法　 选取 ２０１２ 年 １
月－２０１３ 年 １２ 月单采血小板过程中有冲红(有肉眼可见的红细胞)现象的 ２７ 例作为实验组ꎬ另选取同期在本站正常

单采血小板的献血者 ７０ 例作为对照组ꎬ分别对 ２ 组献血者标本进行全血常规及血红蛋白项目检测ꎮ 结果　 冲红组

中献血者的 Ｈｂ、Ｈｃｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 均低于正常对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ２ 组献血者 ＲＢＣ 计数比

较无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ 结论　 单采血小板冲红现象与外周血的 Ｈｂ、Ｈｃｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ 降低有关ꎬ与献血

者多次采血及混合献血造成红细胞未完全成熟有关ꎮ
关键词:单采血小板ꎻ冲红ꎻ应对措施
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随着成分输血的开展ꎬ单一血小板成分的输注已成为肿

瘤、血液病、骨髓衰竭等疾病的重要治疗手段[１] ꎮ 血小板主

要用手工和单采 ２ 种方法提取ꎬ单采血小板具有供者单一、

纯度高、白细胞和红细胞污染低、保存时间长、治疗效果好等

优点ꎬ临床用量急速上升ꎮ 随着血小板用量的增长ꎬ对于血

小板的质量和安全问题也越来越突出ꎬ特别是红细胞混入量

超标的问题ꎮ 在用 ＭＣＳ＋血细胞分离机采集血小板的过程

中ꎬ有时会有大量红细胞混入的现象发生ꎬ也称为 “冲

红” [２] ꎬ使采集的产品不能达到«全血及成分血质量要求»
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(ＧＢ１９４６９￣２０１２)中的标准ꎬ造成了血液和耗材的浪费ꎮ 本研

究回顾性探讨机采血小板中红细胞混入量超标的影响因素

及相应的应对措施ꎬ现报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 资料来源　 所有标本均来自本血站 ２０１２ 年 １ 月—２０１３
年 １２ 月机采成分献血者ꎬ共采集 １ ０６９ 例次ꎮ 献血者筛选标

准皆符合 «献血法»、 «献血者健康检查要求» ( ＧＢ１９４６７￣
２０１１)中献血者体检、血液学检查标准ꎬ捐献血小板前 ５ ｄ 未

服阿斯匹林或阿斯匹林类药物ꎮ 按照«全血及成分血质量要

求»(ＧＢ１９４６９￣２０１２)中对单采血小板中红细胞混入量标准为

≥８ ０× １０９ /袋ꎬ分为冲红组与正常对照组ꎬ其中冲红组 ２７
例ꎬ男 １５ 例ꎬ女 １２ 例ꎬ年龄 ２２－５３ 岁ꎬ平均(３６ ５±１０ １)岁ꎻ
另随机选择 ７０ 例符合标准的机采血小板献血者作为正常对

照组ꎬ男 ３９ 例ꎬ女 ３１ 例ꎬ年龄 ２０－５１ 岁ꎬ平均(３４ ７±１１ ２)
岁ꎮ 经统计学分析ꎬ比较 ２ 组献血者在性别、年龄均无统计

学意义(Ｐ>０ ０５)ꎮ
１ ２　 血小板采集 　 使用 ＭＣＳ＋(Ｈａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ)血细胞分离

机ꎬ按机器操作规程选择标准程序ꎬ采用 ９９５Ｅ 号耗材ꎬ１６ 号

单针穿刺ꎬ处理 ４－５ 个循环ꎬ采血速度(５０－１００)ｍＬ / ｍｉｎꎬ血
小板收集阀值 ８５％ꎬ血小板 /血细胞参数 １ꎮ
１ ３　 检测方法及指标 　 用日本光电 ＭＥＫ￣７２２２Ｋ 全自动血

细胞分析仪检测献血者机采前手指血计数ꎬ机采血小板的

Ｐｌｔ 计数测定时样品稀释 ２ 倍ꎬ检测试剂均在有效期内使用ꎬ
并严格执行仪器操作规程ꎮ 检测指标为血红蛋白(Ｈｂ)、红
细胞计数 ( ＲＢＣ)、红细胞压积 ( Ｈｃｔ)、红细胞平均体积

(ＭＣＶ)、红细胞平均血红蛋白(ＭＣＨ)、红细胞平均血红蛋白

浓度(ＭＣＨＣ)等ꎮ
１ ４　 统计学方法 　 所有数据采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计学软件进

行数据处理ꎬ结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ｔ 检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异ꎬ
有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 单采血小板冲红的发生率　 １ ０６９ 例次 ＭＣＳ＋血细胞分

离机血小板采集过程中ꎬ有冲红现象者 ２７ 例次ꎬ发生率为

２ ２５％ꎮ
２ ２　 ２ 组 Ｈｂ、Ｈｃｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ 及 ＭＣＨＣ 检测指标的比较 　
经检测发现冲红组 Ｈｂ 指标低于对照组 (Ｐ < ０ ０１)ꎬＨｃｔ、
ＭＣＶ、ＭＣＨ 及 ＭＣＨＣ 指标均明显低于对照组(Ｐ<０ ０５)ꎬ组
间比较差异有统计学意义ꎬ见表 １ꎮ
表 １　 超标组与对照组采血前血细胞计数比较　 　 (ｘ±ｓ)

冲红组 对照组 ｔ Ｐ
ｎ ２７ ７０
ＲＢＣ(×１０１２ / Ｌ) ４ ９５±０ ４１ ５ １６±０ ５３ １ ０９ >０ ０５
Ｈｂ(ｇ / Ｌ) １３５±１０ ７ １５１±１１ ９ ５ ０７ <０ ０１
Ｈｃｔ ０ ３９±０ ０２ ０ ４６±０ ０４ ３ ０１ <０ ０５
ＭＣＶ(ｆｌ) ７３ １±４ ７７ ９５ ４±３ ６７ ９ １３ <０ ０５
ＭＣＨ(ｐｇ) ２１ ７±４ ０６ ２８ ４±２ ７３ ５ ７６ <０ ０５
ＭＣＨＣ(ｇ / Ｌ) ２９５ ３０±２１ ４０ ３４１ ６０±１３ ６１ ５ ３７ <０ ０５
Ｐｌｔ(×１０９ / Ｌ) １７５±１２ ６ １９５±１１ ５ ４ ３９ <０ ０５

３　 讨论

血小板输注是临床治疗血小板数量减少或功能异常导

致出血、降低病死率的有效治疗手段ꎮ 随着单采血小板在各

血站的开展ꎬ浓缩单采血小板使用量呈快速增长趋势ꎬ在排

除机器本身因素对血小板采集效果的影响之后ꎬ献血者自身

的因素也成为影响单采血小板质量的主要因素ꎬ同时也是 １
个可控的因素[３] ꎮ 本研究探讨了血小板采集过程中红细胞

大量混入(冲红)的相关影响因素ꎬ并提出了相应的防范措

施ꎬ对于提高机采血小板的质量和采集成功率有显著的

作用ꎮ
单采血小板的采集原理是按照血液成分的比重不同ꎬ通

过离心法进行收集ꎬ主要通过血细胞分离机中的光电探测器

探测血浆浊度的变化ꎬ从而识别并收集血小板ꎬ在冲浪环节ꎬ
若吸入的血浆冲入红细胞进入到血小板层面而引起红细胞

的混入ꎬ若混入量过多ꎬ可导致单采血小板产品出现肉眼可

见的红细胞ꎬ程度严重者可导致血小板收集失败ꎮ 本文结果

显示ꎬ冲红组中 ２７ 例发生红细胞混入量较多的献血者中ꎬ除
ＲＢＣ 外ꎬＨｂ、Ｈｃｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ、Ｐｌｔ 等指标均明显低于

正常对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)(表 １)ꎬ可能与献

血者外周血中的红细胞体积偏小、血红蛋白含量少、密度低

有关ꎬ离心时很难与血小板层分离ꎬ而冲浪淘洗血小板时ꎬ光
电探测器无法识别血小板ꎬ从而造成红细胞混入量超标的现

象(冲红)发生ꎮ 另对超标组 ２７ 例献血者进行回顾性调查时

发现ꎬ有 １９ 例为多次(１ 年内机采次数>１２ 次)献血者ꎬ这可

能是因为多次献血ꎬ外周血中年轻红细胞多ꎬ以至生成的红

细胞体积小ꎬ血红蛋白含量少ꎬ比重低ꎬ机体将未完全成熟的

红细胞过早地释放入外周血中ꎮ
为避免机采血小板中红细胞混入量超标的情况发生ꎬ应

做到:１)建立 １ 支固定志愿机采血小板队伍ꎬ并严格专门管

理ꎮ 对于在采集过程中ꎬ连续有 ２ 次冲红现象的献血者ꎬ要
延长采集间隔ꎬ至少在 ２ 个月以上ꎻ２)降低献血者的精神紧

张情绪ꎬ在采集前、采集中医护人员要对献血者精神疏导ꎬ耐
心与其交流ꎬ做好心理护理ꎻ３)严格献血者筛选标准ꎬ除严格

执行«献血者健康要求»(ＧＢ１８４６７￣２０１１)中对机采血小板的

要求外ꎬ笔者建议ꎬ应尽可能的将 Ｈｂ、Ｈｃｔ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ
等指标也作为机采血小板的常规检查项目ꎬ对红细胞各项指

数偏低者应延期采集血小板ꎮ 由于采取了上述的防范措施ꎬ
本站 ２０１４－ ２０１５ 年机采血小板红细胞混入量超标下降至

１ ３％ꎬ极大地降低了红细胞混入量的超标率和血小板耗材

的浪费ꎮ
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个例报告

急性白血病致 Ｒｈ 血型系统 Ｄ 抗原减弱 １ 例

周雪丽１ 　 解金辉２ 　 刘振云１ 　 张警丹１(１.中国医学科学院 血液病医院 血液学研究所ꎬ天津 ３０００２０ꎬ２.天津市血液中心)

　 　 摘要:目的　 对 １ 例 Ｒｈ 血型系统 Ｄ 抗原血清学检测呈现混合视野凝集的患者进行基因分型ꎬ以明确患者的

ＲｈＤ 表型ꎬ确定血型后给予 ＲｈＤ 同型红细胞输注ꎬ探讨实验室检测方法和输血方案的选择ꎮ 方法　 分别采用血型血

清学和基因检测试剂盒对患者 Ｒｈ 血型系统 Ｄ 抗原进行检测ꎬ血型确认后多次输血观察输血后反应ꎮ 结果　 患者

ＲｈＤ 抗原检测ꎬ微柱凝胶卡式初检及确认试验均为双群表现ꎬＩｇＭ 抗￣Ｄ 试管法为 １＋混合视野凝集ꎬ基因分型确认为

正常 Ｄ 抗原ꎬ多次输注 ＲｈＤ 阳性红细胞ꎬ无抗￣Ｄ 产生ꎮ 结论　 白血病常引起红细胞血型抗原减弱ꎬ当血清学试验不

能确认时可进一步进行基因分型鉴定ꎬ一旦血型确认ꎬ可以输注同型血液ꎮ
关键词:急性白血病ꎻＤ 抗原ꎻ减弱
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Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ＲｈＤ ａｎｔｉｇｅｎ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｆｕｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲｈＤ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｅｕｋｅｍｉａ ｏｆｔｅｎ ｃａｕｓｅｓ ｗｅａｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ＲｈＤ ａｎｔｉｇｅｎ. Ｗｈｅｎ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅꎬ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ. Ｕｐｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅꎬ ｂｌｏｏｄ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｃｕｔｅ ｌｅｕｋｅｍｉａꎻ Ｄ ａｎｔｉｇｅｎꎻ ｗｅａｋｅｎｉｎｇ

患者ꎬ男性ꎬ１９ 岁ꎬ以“鼻出血 ６ 天ꎬ发热、乏力 ４ 天”为

主诉ꎬ于 ２０１６ 年 ９ 月 ２ 日入本院ꎮ 院外无输血史ꎮ 入院后外

周血涂片检查可见 ５６％幼稚细胞ꎬ初步诊断考虑为急性白血

病ꎮ 入院后血常规检查:Ｈｂ ６７ ｇ / Ｌꎬ需输红细胞ꎮ ＡＢＯ 血型

鉴定为 Ｂ 型ꎬＲｈ 血型 Ｄ 抗原为混合视野凝集ꎬ血清学检测未

能明确定型ꎮ ９ 月 ３ 日予以 Ｂ 型 ＲｈＤ 阴性悬浮红细胞 １ Ｕ
输注ꎮ 后经基因检测ꎬ为正常 Ｄ 基因型ꎬ确认为 ＲｈＤ 阳性ꎮ
９ 月 ２ 日－１０ 月 １７ 日住院期间共输 １１ 次、“Ｂ 型 ＲｈＤ 阳性”
悬浮红细胞 ２２ Ｕꎬ交叉配血相合ꎬ输血过程顺利ꎬ无抗￣Ｄ 产

生ꎮ 考虑为疾病引起 Ｄ 抗原减弱ꎮ

１　 血型血清学检查

１ １　 试剂与仪器 　 全自动血型配血系统(ＯＲＴＨＯ ＡｕｔｏＶｕｅ
Ｉｎｎｏｖａ ａｎｄ Ｕｌｔｒａ Ｓｙｓｔｅｍｓ)ꎬＡＢＯ / Ｒｈ 正反定型血型定型试剂

卡(Ｏｒｔｈｏ Ｂｉｏｖｕｅ Ｓｙｓｔｅｍꎬ批号: ＡＢＲ１６３Ａ)ꎬ抗￣Ａ、抗￣Ｂ 血型

定型试剂(长春博德ꎬ批号:２０１５１１０６)ꎬＲｈＤ(ＩｇＭ)血型定型

试剂(Ｂａｓｏ 抗￣Ｄꎬ批号:Ｖ１６６０２６)ꎬＡ１、Ｂ、Ｏ 反定型细胞为本

实验室自制ꎬＲｈ＋Ｋ 分型卡(ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ批号:５０１１０ １０ ０１)ꎬ

检测供者血型用 ＡＢＯ / Ｒｈ 血型确认卡 ( Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｇｒｉｆｏｌｓꎬ
Ｓ Ａ 批号:１６００３ ０３)ꎬＲｈＤ 基因检测试剂盒(秀鹏ꎬ批号:
１６０６０３００１)ꎬ 血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 (ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ
Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔꎬ批号:１５１０４８７３６)ꎮ
１ ２　 ＡＢＯ 及 ＲｈＤ 血型鉴定(血清学试验) 　 ＡＢＯ 血型进行

正反定型检测ꎬＲｈＤ 抗原进行初筛及部分确认试验ꎬ卡式法

血型鉴定设对照孔ꎬ试管法设 Ｏ 细胞对照ꎮ ＡＢＯ 血型正反

定型一致ꎬ为“Ｂ”型ꎬＲｈＤ 抗原鉴定在微柱凝胶卡的初筛及

确认试验中表现为双群ꎬ在试管法中表现为 １＋混合视野凝

集ꎬ血清学试验未能最终确定 ＲｈＤ 表型(表 １)ꎮ
表 １　 患者 ＡＢＯ 及 ＲｈＤ 血型鉴定

抗￣Ａ 抗￣Ｂ 抗￣Ｄ Ａ１ｃ Ｂｃ 对照 / Ｏｃ

ＡＢＯ / Ｒｈ 正反定型卡 ０ ４＋ ｍｆ ４＋ ０ ０
手工试管法 ０ ４＋ ｍｆ ４＋ ０ ０

ＡＢＯ / Ｒｈ 血型确认卡 ０ ４＋ ｍｆ / / ０

１ ３　 Ｒｈ 分型试验　 见表 ２ꎮ
表 ２　 患者 Ｒｈ 分型试验

抗￣Ｃ 抗￣ｃ 抗￣Ｅ 抗￣ｅ 抗￣Ｋ 对照

Ｒｈ＋Ｋ 分型卡 ｍｆ ４＋ ０ ４＋ ０ ０

１ ４　 ＲｈＤ 基因分型试验 　 将 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电

泳ꎬ凝胶浓度为 ２ ５ ％ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 其中前 ９ 孔分别扩
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增 ＲｈＤ 第 １、２、３、４、５、６、７、９、１０ 外显子ꎬ结果内质控带与特

异性带均有扩增产物ꎬ表明该标本含有完整的外显子ꎬＥ５ １
与 Ｅ５ ２ 为第 ５ 外显子中易发生突变的 ２ 个位点没有突变ꎮ
后面 １１ 个孔扩增不同 ＲｈＤ 变异型ꎬ内质控扩增成功ꎬ但是没

有特异条带出现ꎬ排除这些变异型存在ꎮ 据此结果ꎬ表明该

血型为 ＲｈＤ 阳性ꎮ

图 １　 ＲｈＤ 基因分型电泳图谱

２　 讨论

该患者在血型鉴定过程中ꎬ发现其 ＲｈＤ 抗原检测在

ＡＢＯ / Ｒｈ 正反定型卡上表现为双群ꎬ试管法为 １＋混合视野凝

集ꎬ此结果与正常 Ｄ 表现不同ꎮ 混合视野凝集表明患者红细

胞部分携带 Ｄ 抗原ꎬ部分无 Ｄ 抗原ꎬ一般见于输入与自身不

同型血液、嵌合体表型、不同血型骨髓移植后血型转变期、白
血病、恶性肿瘤导致的红细胞血型抗原减弱及基因异常致 Ｄ
抗原变异等ꎮ 经询问临床病史、输血史等ꎬ患者无输血史ꎬ无
移植ꎬ可排除这些因素的影响ꎬ诊断初步考虑为急性白血病ꎬ
不能排除疾病因素导致 Ｄ 抗原减弱ꎬ但抗原减弱的最终判断

往往需要回顾性分析ꎬ患者在疾病缓解后减弱的抗原可恢复

正常ꎬ此时能够明确判断ꎮ
为了解患者是否为基因异常致 Ｄ 抗原变异ꎬ对患者进行

ＲｈＤ 确认试验和 Ｒｈ 分型试验ꎬ用确认供血者 ＲｈＤ 血型的

ＡＢＯ / Ｒｈ 血型确认卡进行检测(微孔管 Ｄ 为单克隆抗￣Ｄꎬ人
源 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 抗体混合物ꎬ克隆 Ｐ３×２９０ꎬＰ３×３５ꎬＰ３×６１ꎬＰ３×
２１２２３Ｂ１０ꎬ该抗￣Ｄ 单克隆试剂可发现 Ｄ 抗原的弱 Ｄ 和部分

变异体ꎬ其中包括 ＤⅥ变异体)ꎬ结果仍为混合视野凝集ꎬ与初

筛结果无差别ꎮ Ｒｈ 分型试验中 Ｃ 抗原亦呈现混合视野凝

集ꎮ 作为受血者ꎬ一般无需进行 ＲｈＤ 阴性的确认试验[１] ꎮ
对于变异 Ｄ 患者ꎬ给予 Ｄ 抗原阴性血液输注ꎬ以避免产生抗￣
Ｄꎮ 本实验室对 ＲｈＤ 阴性患者曾开展过确认试验ꎬ一般表现

为与 ＩｇＭ 抗￣Ｄ 呈阴性反应ꎬ在确认试验中呈 ３＋ ~ ４＋凝集反

应ꎮ 此患者初筛及确认试验均呈现混合视野凝集ꎬ结果一

致ꎬ与既往所见弱 Ｄ 表现不同ꎬ血清学试验不能确定患者

ＲｈＤ 表型ꎮ ＲｈＤ 血型的最后确定关系到白血病治疗期间的

输血选择ꎬ因此对其进行 ＲｈＤ 基因检测ꎬ基因检测证实该患

者为正常 Ｄꎮ 因此ꎬ考虑患者为白血病所致 Ｄ 抗原减弱ꎮ
血液病引起的 ＡＢＯ 抗原减弱比较常见[２ꎬ３ꎬ４] ꎬ减弱程度

轻者表现为混合视野凝集ꎬ重者甚至完全不见凝集ꎬ需要进

行吸收放散试验才能证实抗原的存在ꎬ随着疾病的缓解ꎬ减
弱的抗原可恢复正常ꎬ疾病复发时可再次出现血型抗原减

弱ꎮ ＲｈＤ 抗原减弱偶见报道[５ꎬ６] ꎮ 白血病病程中血型抗原减

弱还可见于其他红细胞血型系统抗原ꎬ且各抗原减弱的程度

不一ꎬ彼此独立[７] ꎮ 此患者除 Ｄ 抗原减弱外ꎬ还存在 Ｒｈ 血

型系统 Ｃ 抗原减弱ꎮ
对于因疾病引起抗原减弱的输血选择方面ꎬ相应输血对

策也有研究[８ꎬ９] ꎮ 如果不进行基因检测ꎬ直接给患者输注

ＲｈＤ 阴性红细胞ꎬ也不会对患者造成伤害ꎬ但是 ＲｈＤ 阴性血

液在我国属于稀有血液ꎬ不易得到ꎮ 该患者在基因检测确认

为正常 Ｄ 后ꎬ予以 Ｄ 抗原阳性血液输注ꎬ经多次输血ꎬ配血相

合ꎬ无输血反应ꎬ未检测到抗￣Ｄ 产生ꎬ其优点一是血液容易得

到ꎬ临床支持治疗有保障ꎬ二是减少输血费用ꎬ减轻患者经济

负担ꎮ
恶性血液病如急性白血病、骨髓异常增生综合征及恶性

实体瘤可引起红细胞血型抗原减弱ꎬ因此在血型鉴定时要注

意患者疾病诊断ꎬ对这些患者ꎬ如果 ＲｈＤ 初筛试验为阴性或

异常应进行确认试验ꎬ甚至进行基因分型ꎬ以取得正确结果ꎬ
便于输血选择ꎮ

该患者最终确诊为急性混合细胞白血病ꎬ经 ＶＤＣＰ、
ＭＡＣＶＰ２ 疗程诱导未缓解ꎬ红细胞血型抗原减弱是否与疾病

的恶性程度及预后相关ꎬ目前还无统计学资料ꎮ
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个例报告

造血干细胞移植后免疫介导的类抗体检出 １ 例

赵洁１ 　 凌止发２ 　 袁红１ 　 何屹１ 　 范亮峰３ 　 向东３

(１.四川省人民医院ꎬ四川 成都 ６１００３１ ２.川北医学院附属医院ꎻ３.上海市血液中心 )

　 　 摘要:目的　 探讨造血干细胞移植后免疫介导的自身免疫性溶血性贫血患者血清血检测方法和处理措施ꎬ选择

合适的血液品种ꎬ最大程度的保障患者输血安全ꎮ 方法　 采用盐水介质试管法ꎬ聚凝胺法进行抗体筛选ꎬ用聚凝胺

法鉴定类抗体ꎬ采用盐水介质试管法ꎬ抗球蛋白法ꎬ聚凝胺法进行交叉配血实验ꎮ 结果　 患者血清中存在类抗￣Ｃｅ 自

身抗体ꎮ 结论　 任何类型的同种异体造血干细胞移植后都有可能发展成自身免疫性溶血性贫血ꎬ所产生的类同种

特异性自身抗体可以针对患者自身红细胞上的抗原ꎮ
关键词:自身抗体ꎻ类抗体ꎻ造血干细胞移植ꎻ自免溶贫ꎻ安全输血

　 　 中图分类号:Ｒ４５７ １　 　 文献标识码:Ｂ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０３０９￣０３

１　 资料与方法

１ １　 病例资料　 患者ꎬ男ꎬ１ 岁 ８ 个月ꎬ于半年前诊断为幼年

型粒单核细胞白血病行同种异体的造血干细胞移植术(ｈｅｍ￣
ａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ＨＳＣＴ)ꎬ术前患者 ＡＢＯ 血型

为 Ｏ 型ꎬ供者为 ＡＢ 型ꎮ ２０１６ 年 ６ 月 ３０ 日因严重贫血再次

入院ꎬＨｂ 为 ５８ ｇ / Ｌꎬ与多袋 ＡＢ 型红细胞悬液凝胶卡交叉配

血结果均为 ２－３＋的凝集强度ꎬ为临床抢救需要ꎬ在主次侧不

合的情况下输注了 ＡＢ 型辐照洗涤红细胞 １ｕꎬ输注后 ｄ５ Ｈｂ
为 ６９ ｇ / ＬꎬＨＣＴ 为 ２１ ６％ꎬ再次申请输注辐照洗涤红细胞 １ Ｕ
以纠正贫血ꎮ
１ ２　 主要试剂　 抗￣Ａ、抗￣Ｂ、抗￣Ｄ、抗￣Ｃ、抗￣ｃ、抗￣Ｅ、抗￣ｅ(均
由上海血液生物医药有限公司提供ꎬ批号分别为:２０１４０８１７、
２０１４０８１７、 ２０１４０８２１、 ２０１５３００２、 ２０１６３１０１、 ２０１５３２０１、
２０１５３３０１)ꎬＡＢＯ 细胞(上海血液生物医药有限公司ꎬ批号:
２０１６５３１１)ꎬ聚凝胺试剂(上海血液生物医药有限公司ꎬ批号:
２０１５７５０４)ꎬ抗球蛋白卡(ＤｉａＭｅｄꎬ批号:５０５３１ ０４ ０５)ꎬ进口

谱细 胞 ( Ｏｒｔｈｏ Ｃｌｉｎｉｃａｌꎬ 批 号: ＲＣ４４８ꎻ Ｓａｎｑｕｉｎꎬ 批 号:
８００２３０１０３)ꎬ多特异性抗球蛋白试剂(抗 ＩｇＧ＋Ｃ３ꎬ上海血液

生物医药有限公司ꎬ批号:２０１５５００１)ꎬ单抗 ＩｇＧ(上海血液生

物医药有限公司ꎬ批号:２０１５５１０２)ꎬ单抗 Ｃ３ｄ(上海血液生物

医药有限公司ꎬ批号:２０１５５２０１)ꎮ
１ ３　 方法　 ＡＢＯ、Ｒｈ 血型:试管法ꎻ抗体筛选和抗体鉴定:盐
水介质试管法检测 ＩｇＭ 抗体ꎬ抗球蛋白卡检测 ＩｇＧ 抗体ꎬ直
接抗球蛋白:试管法ꎮ 吸收放散试验、交叉配血试验均按文

献[１－２]方法操作ꎮ

２　 结果(表 １－７)

表 １　 患者 ＡＢＯ 血型鉴定

－Ａ －Ｂ Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ 自身对照

ＩＳ ３＋ ３＋ － － － －
多次 ４＋ ４＋ － － － ±

注:ＩＳ:盐水介质试管法初次离心结果ꎻ多次:盐水介质试管法多次离

心结果ꎻＡｃ:Ａ 型细胞

表 ２　 患者 Ｒｈ 血型系统分型

－Ｄ －Ｃ －ｃ －Ｅ －ｅ
ＩＳ ４＋ ４＋ － － ４＋

多次 ４＋ ４＋ １＋ｍｆ １＋ｍｆ ４＋

表 ３　 直接抗球蛋白试验

多抗 单抗 ＩｇＧ 单抗 Ｃ３ｄ ＡＢｓ
ＩＳ ３＋ｓ ３＋ｓ － １＋ｍｆ

注:多抗、抗 ＩｇＧ＋Ｃ３ｄꎻＡＢｓ ꎬＡＢ 血浆ꎻｓꎬ强ꎻｍｆꎬ混合视野

表 ４　 患者血清与筛选细胞反应格局表

序号
Ｒｈ￣Ｈｒ Ｋｉｄｄ ＭＮＳｓ Ｄｕｆｆｙ Ｌｅｗｉｓ Ｐ 患者血清

Ｄ Ｃ Ｅ ｃ ｅ Ｊｋａ Ｊｋｂ Ｍ Ｎ Ｓ ｓ Ｆｙａ Ｆｙｂ Ｌｅａ Ｌｅｂ Ｐ１ ＩＳ 多次离心 卡 Ｐｏｌｙ
１ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ０ ０ ０ ２＋ １＋
２ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ２＋ｓ ２＋ｓ

３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ ２＋

注:Ｐｏｌｙꎬ聚凝胺法ꎻ卡ꎬ抗球蛋白卡

表 ５　 酸放散液与 ＡＢＯ 细胞反应格局

Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ
ＩＳ － － －

表 ６　 交叉配血试验记录

供者抗原检测 主侧试验方法
－Ａ －Ｂ －Ｄ －Ｃ －ｃ －Ｅ －ｅ 盐水 Ｐｏｌｙ ＩＡＴ

供者 １ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ２＋ ２＋ｓ

供者 ２ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ３＋ｗ ２＋ｓ

供者 ３ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － １＋ ２＋

注:ＩＡＴ:抗球蛋白法ꎻｗ:弱ꎻ供者 １ꎬ２ꎬ３ 的 Ｒｈ 分型分别是:ＤＣｃＥｅꎬ
ＤＣＣｅｅꎬＤｃｃＥＥ
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表 ７　 患者血清、酸放散液与谱细胞反应格局

Ｒｈ Ｋｅｌｌ Ｄｕｆｆｙ Ｋｉｄｄ Ｌｅｗｉｓ Ｐ ＭＮＳ
Ｃ Ｄ Ｅ ｃ ｅ Ｋ ｋ Ｆｙａ Ｆｙｂ ＪＫａ ＪＫｂ Ｌｅａ Ｌｅｂ Ｐ１ Ｍ Ｎ Ｓ ｓ

卡 酸放散液＋卡 Ｐｏｌｙ

１ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ２＋ ４＋ ４＋
２ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ｗ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ２＋ｓ ４＋ ４＋
３ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ｓ ４＋ ２＋ｗ

４ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ０ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ２＋ ４＋ ２＋ｓ

５ ＋ ０ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ２＋ ４＋ ４＋
６ ０ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ２＋ｓ ４＋ ２＋ｗ

７ ０ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ｓ ４＋ ２＋ｓ

８ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ ４＋ ２＋ｓ

９ ０ ０ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ２＋ｓ ４＋ ２＋ｓ

１０ ０ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ ４＋ ２＋ｓ

１１ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ０ ０ ＋ ０ ＋ ２＋ｓ ４＋ ４＋
１２ ｗ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ２＋ｓ ４＋ ２＋ｗ

１３ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ２＋ ４＋ ４＋
１４ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ｓ ４＋ ３＋ｓ

１５ ０ ＋ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２＋ｓ ４＋ ２＋
１６ ＋ ０ ０ ＋ ＋ ０ ＋ ＋ ＋ ＋ ０ ０ ＋ ０ ＋ ０ ＋ ＋ ２＋ｓ ４＋ ３＋ｓ

３　 讨论

任何类型的同种异体造血干细胞移植后都有可能发展

成自身免疫性溶血性贫血 ( ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｎｅｍｉａ
ＡＩＨＡ)ꎬ即使是 ＡＢＯ 血型相合的移植ꎮ 患儿 ＡＢＯ 血型已由

Ｏ 型转变为 ＡＢ 型ꎬ直接抗球蛋白试验呈强阳性ꎻ血清和放散

液的间接抗球蛋白试验阳性ꎬ且与所有谱细胞在凝胶卡中均

有强度基本一致的反应ꎬ无明显反应格局ꎬ仅存在温自身抗

体ꎬ未能确定其特异性ꎻ酸放散液与 ＡＢＯ 细胞均无凝集反

应ꎬ于是排除了抗 ＡＢＯ 血型系统的抗体ꎮ 患儿的 Ｒｈ 分型

中￣ｃꎬ ￣Ｅ 出现混合视野ꎬ考虑可能是 ５ ｄ 前由于急诊入院抢

救输血的需要ꎬ输注了 １ 袋 Ｒｈ 不同型的红细胞悬液导致的

(目前很多医院只能做到 ＡＢＯꎬＲｈＤ 同型输注ꎬ不能做到 Ｒｈ
血型的同型输注)ꎮ 患儿年仅 １ 岁 ８ 个月ꎬＨｂ６９ｇ / Ｌꎬ临床考

虑仍属抢救用血ꎬ在主次侧不合的情况下也必须输注红细

胞ꎬ而此时我们只能做到 ＡＢＯꎬＤＣｃＥｅ 抗原匹配输注ꎬ以避免

同种抗体引起的严重输血反应ꎮ 配血的时候选择了 Ｒｈ 分型

不同的红细胞悬液分别是 ＤＣｃＥｅꎬ ＤＣＣｅｅ ꎬＤｃｃＥＥ 与其配血ꎬ
同时用 ３ 种介质分别是盐水法ꎬ聚凝胺法ꎬ快速抗球法交叉

配血ꎮ 结果发现虽然供者 １ꎬ２ꎬ３ 主侧配血均为阳性ꎬ但其中

１ 供者的聚凝胺法配血结果与另外 ２ 个供者有明显差异ꎬ而
此供者的 Ｒｈ 血型与患者是不一致的ꎬ于是我们考虑用聚凝

胺法重新将血清与谱细胞反应ꎬ观察其有无强弱反应的差

异ꎮ 表 ７ 中聚凝胺法有明显的强弱反应差异ꎬ判断出患者血

清中存在类抗￣Ｃｅ 的自身抗体ꎬ从而也反向印证了聚凝胺法

配血的结果ꎮ
罕见的情况下ꎬ患者体内的类同种特异性自身抗体所具

有的“特异性”ꎬ可以针对患者自身红细胞上的抗原ꎮ 此时可

以避开类抗体特异性的红细胞输注ꎬ而不必考虑患者自身相

应的血型ꎬ有报道显示避开类抗体特异性的红细胞可以明显

延长体内存活时间[３] ꎮ 因此我们选择了 Ｒｈ 血型为 ＤｃｃＥＥ 的

红细胞悬液ꎬ经辐照洗涤处理后输注ꎬ３ ｄ 后随访患儿ꎬＨｂ 升

至 １００ ｇ / Ｌꎬ状态良好ꎬ准备出院ꎬ于 １５ ｄ 后随访ꎬ患儿状态

良好ꎮ

同种异体造血干细胞移植后发生自身免疫性溶血性贫

血的概率在 ３％－５％ꎬ而一般人群发病的概率为 ０ ００１％ꎮ 干

细胞移植后的 ＡＩＨＡ 发生机制可能是供者免疫系统对供者

红细胞抗原产生了自身抗体ꎮ 危险因素包括非恶性疾病ꎬ
ＨＬＡ 不匹配ꎬＡＢＯ 血型不合ꎬ移植时年龄过小ꎬ慢性移植物

抗宿主病ꎬ移植中淋巴细胞耗尽[４] ꎮ ＡＩＨＡ 的确诊必须满足

以下所有的标准:直接抗球蛋白试验阳性ꎬ血浆和放散液的

间接抗球蛋白试验阳性ꎬ溶血的临床和实验室证据(增加的

乳酸脱氢酶、胆红素ꎬ降低血红蛋白和结合珠蛋白ꎬ输血需求

的增加)ꎬ排除其他原因引起的溶血ꎮ 发生 ＡＩＨＡ 的时间与

抗体的类型没有关系ꎮ 在这些患者中没有发现抗 ＡＢＯ 血型

系统的抗体[５] ꎮ
近年研究结果表明ꎬ 在同种抗体和自身抗体之间还存

在 １ 种兼有两者特点的抗体ꎬ 称之为类同种自身抗体ꎬ 该类

抗体既具有选择性的针对相应的红细胞上的血型抗原、类似

于同种抗体的性质ꎬ 又有针对自身红细胞血型抗原的自身

抗体的性质ꎬ类自身抗体甚至可以有广泛的反应性ꎬ在与不

同的谱细胞反应时显示相对的强度ꎬ尤其是与相应抗原阳性

的谱细胞反应比相应抗原阴性的谱细胞反应更强[６] ꎮ 类抗

体的特异性针对 Ｒｈ 系统的抗原比较常见ꎬＤｕｆｆｙ 系统抗￣Ｆｙａꎬ
ＦｙｂꎻＭＮＳ 系统抗￣Ｓꎬ￣ＵꎻＫｅｌｌ 系统抗￣Ｋꎬ￣ＫｐｂꎻＫｉｄｄ 系统抗￣
Ｊｋａꎬ￣Ｊｋｂꎬ￣Ｊｋ３ꎻＤｉｅｇｏ 系统抗￣Ｗｒｂꎬ￣Ｄｉｂꎻ ＬＷ 系统抗￣ＬＷꎻ Ｌｕ￣
ｔｈｅｒａｎ 系统抗￣ＬｕａꎻＣｏｌｔｏｎ 系统抗￣Ｃｏａ等[７ꎬ８]也有报道ꎮ

如果患者血清中同时存在自身抗体和同种抗体ꎬ则同种

抗体有可能被自身抗体所掩盖ꎬ此时会面临严重的输血反应

的风险ꎮ 可以通过经典的试验方法自身吸收试验ꎮ 通常使

用自身红细胞ꎬ经放散抗体后吸收自身血清中的抗体ꎬ以期

暴露被掩盖的同种抗体ꎮ 据 Ｉｓｓｉｔｔ 等[９] 报道ꎬ此法可以检出

２７％的患者含有同种抗体 ꎬ但是有 １ 种情况例外ꎬ即患者近

期输过大量一体红细胞ꎮ 这是因为患者的红细胞与异体的

红细胞混合在一起ꎬ输入循环中的异体红细胞ꎬ有可能吸附

同种抗体以致于影响检测结果ꎮ 所以通常在输注异体血后

应等 ３－４ 个月(红细胞的正常寿命范围)ꎬ才可用自身吸附

法ꎬ无疑等待时间太长ꎬ不可操作ꎮ 此外一半情况下温抗体

０１３ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３




型自身免疫性溶血性贫血患者严重贫血ꎬ血样中的红细胞通

常很少ꎮ 而此患者年龄偏小ꎬ血色素偏低ꎬ且于 ５ ｄ 前输注

过 １ Ｕ 红细胞ꎬ无法进行进一步的自身吸收试验ꎮ
(致谢:特别感谢上海市血液中心血型参比室的支持!)
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假阳性献血者评估及告知模式的建立∗

王新梅　 臧亮　 薛萍　 邓雪莲△ 　 梁晓华△(大连市血液中心ꎬ辽宁 大连 １１６００１)

　 　 摘要:目的　 立足于假阳性献血者的评估ꎬ建立一套完善的针对献血检测结果的献血者告知模式ꎮ 方法　 利用

Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信息化管理平台ꎬ进行献血者检测评估后进行结果告知ꎬ并制定一定的工作流程和相应书面文件ꎬ通过对

１ ７２６名拟回召献血者的告知情况进行分析ꎬ确定整个告知模式运行的有效性ꎮ 结果　 ２０１３－２０１５ 年本中心共对 １
６４３ 名经过评估符合拟回召条件的献血者进行结果告知ꎬ联系成功 １ ３２９ 人ꎬ其中进行归队复查 ３５１ 人ꎬ回告成功率

为 ２６ ４１％ꎻ共有 ４３４ 名拟回召献血者进行了归队复查ꎬ其中 ３ 次复查均合格符合归队条件的 ６４ 人ꎬ占总复查人数的

１４ ７５％ꎬ复查合格人数 ２６７ꎬ占总复查人数的 ６１ ５２％ꎻ确立了献血者检测信息回告的方式、拟回召献血者检测信息

回告流程以及与整个献血者告知模式相关的纸质文件ꎮ 结论　 立足于献血者评估而建立的献血者告知模式可以正

常有效的运行且适合本中心工作ꎮ
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ｆｏｒｍ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｏｕｒ ｂｌｏｏｄ ｃｅｎｔｅｒ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｄｏｎｏｒｓꎻ ｒｅｃａｌｌꎻ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ ｍｏｄｅ ｏｆ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

降低输血传播疾病的风险是血液筛检的根本目的ꎮ 一

直以来ꎬ风险评估工作最为关注的是“阴性”结果的血液风险

问题ꎮ 因此ꎬ通过提高指标检测的灵敏度、增加检测次数或

检测指标ꎬ以期最大限度地减少“漏检”的发生ꎮ 然而ꎬ随之

而来的是假阳性或不确定结果的增加和由此带来的不必要

的血液报废及潜在的合格献血者被淘汰问题[１－３] ꎮ 针对潜在

的合格献血者ꎬ许多国家已制定了或在探索相关的制度或策

略进行追踪评价ꎬ以确定能否再次准入[４－８] (以下称 “回

召”)ꎮ 对于检测结果不合格的献血者ꎬ进行进一步的评估后

进行回召正在成为成熟的采供血服务体系中献血者服务工

作的重要组成部分ꎮ 那么对于这部分需重新进行评估的献

血者在此我们称作拟回召献血者ꎬ本中心通过 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信

息化管理平台对这部分献血者的检测结果进行告知ꎮ Ｓｈｉ￣
ｎｏｗ ９ ０ 软件被称为现代血站管理信息系统ꎬ它能够实现血

站管理对“一个办法、两个规范”要素的全面覆盖ꎬ建立并完

善采供血业务全面安全控制和管理ꎮ 对于这部分拟回召献

血者检测结果的告知ꎬ则是整个献血者回召工作的基础ꎬ如
果告知方式或言语不当ꎬ会引起献血者的不满意甚至引起不

必要的法律纠纷ꎮ 因此ꎬ做好这部分工作ꎬ取得这部分献血

者的理解ꎬ对于献血者回召工作的开展、巩固和扩大固定无

偿献血队伍ꎬ提高献血者满意度具有重要意义ꎬ笔者对本中

心此项工作的现状和对策作初步探讨如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 标本　 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月本中心酶免四项不合

格献血者 ３ ７６５ 人ꎬ经过评估后符合回召条件的 １ ６４３ 人ꎬ
２０１３ 年以前没有实施归队流程未经评估和电话回告自行进

行归队复查和初筛不确定的 ８３ 名献血者ꎬ对这两部分拟回

召献血者进行告知ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 首先制定献血者回告所需的纸质文件该纸质文件应

覆盖拟回召献血者复查前、中、后各个环节ꎬ其应包括献血者

献血前所应了解的献血常识以及关于血液检测告知的宣传

单、拟回召献血者进行复查时所填的申请单以及拟回召献血

者评估后检测结果报告单ꎮ
１ ２ ２　 制定拟回召献血者检测信息回告流程　 将符合条件

的献血者纳入到回召范畴进行追踪检测评估ꎬ对这部分献血

者通过 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信息化管理平台及其辅助方式进行检测

结果告知ꎮ
１ ２ ３　 回告方式及分析方法　 建立多途径的献血者检测结

果回告方式ꎮ 统计分析 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月间拟回召

献血者的告知情况ꎬ确定整个告知模式运行的有效性ꎮ

２　 结果

２ １　 献血者回告中的纸质文件　 见图 １－３ꎮ

图 １　 献血前宣传单

图 ２　 献血者回召检验申请单

图 ３　 单次检测结果报告单
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２ ２　 本中心拟回召献血者检测信息回告流程　 对于所有献

血者都要在献血前进行关于血液检测的告知ꎬ在此基础上我

们将初筛不确定、既往不合格和实施归队流程后检测不合格

的全部人员均纳入献血者评估流程进行结果回告(图 ４)ꎮ

图 ４　 拟回召献血者检测信息回告流程

２ ３　 献血者检测信息回告方式　 针对拟回召献血者相对于

检测不合格献血者的特殊性ꎬ本中心主要采取信息化管理平

台、电话和面谈的告知方式ꎮ
２ ３ １　 信息化管理平台告知　 首先进入 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 软件系

统献血者档案查询界面打开献血者信息窗口核对献血者信

息以及检测评估结果ꎬ然后进入到结果回告界面ꎬ按照检测

日期筛查出献血者ꎬ点击进入回告信息界面ꎬ进行献血者结

果回告(图 ５)ꎮ
２ ３ ２ 电话告知　 当拟回召献血者在信息化管理平台留存的

电话发生改变ꎬ我们将根据其归队申请单上记录的电话号码

进行电话告知ꎬ工作人员必须通过交谈确定献血者的身份证

号码、 献血证编号等个人信息ꎬ在明确是本人的情况下ꎬ将
检测结果告知其本人并做好更改记录便于以后统计ꎮ
２ ３ ３　 面谈　 面谈多出现在通过电话告知后ꎬ献血者对告

知事项仍然有疑问主动到血站进行咨询ꎮ 献血者咨询时ꎬ必
须出示本人身份证件和献血证ꎬ工作人员与献血者在单独的

办公室里一对一进行咨询和告知ꎬ献血者的疑虑可以得到更

加明确仔细的答复ꎮ
２ ４　 拟回召献血者归队统计情况　 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９
月本中心酶免 ４ 项不合格献血者 ３ ７６５ 人ꎬ经过评估后符合

归队条件的 １ ６４３ 人ꎬ占不合格献血者比例为 ４３ ６４％ꎬ对这

部分拟回召献血者通过 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信息化管理平台进行回

召和追踪检测ꎬ结果回告情况如表 １ 所示ꎬ表中归队复查人

数为总复查人数 ４３４ 减去了 ２０１３ 年以前没有实施归队流程

未经评估和电话回告自行进行归队复查和初筛不确定的 ８３
名献血者ꎮ ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月共有 ４３４ 名拟回召献

血者进行了归队复查ꎬ其中检测合格 ２６７ 人ꎬ占总复查人数

的 ６１ ５２％ꎬ３ 次检测均合格 ６４ 人ꎬ占总复查人数的 １４ ７５％ꎬ
再次复查献血者 ２２７ 人ꎬ占总复查人数 ５２ ３％(表 ２)ꎮ

⇩

⇩

⇩

⇩

图 ５　 利用 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信息化管理平台告知流程

表 １　 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月献血者评估后结果回告情况

回告总人数 联系成功 归队复查人数 回告成功率(％)
１ ６４３ １ ３２９ ３５１ ２６ ４１

表 ２　 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月拟回召献血者复查结果统计表

复查 １ 次 复查 ２ 次 复查 ３ 次及 ３ 次以上 总计

合格 １２８ ７５ ６４ ２６７
仍需追踪 ０ ２６ ２０ ４６
均不合格 ７９ ３６ ５ １２０
确证感染 ０ ０ １ １

总数 ２０７ １３７ ９０ ４３４
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３　 讨论

本中心从 ２０１３ 年 １ 月开始进行献血者回召工作至今已

近 ３ 年ꎬ在这段时间里通过我们不断地完善和改进建立了目

前立足于献血者评估的献血者告知模式ꎮ 我们将 ＥＬＩＳＡ 单

侧反应性标本和双侧弱阳性标本进一步进行电化学发光和

梅毒 ＴＰＰＡ 附加实验ꎬ并结合核酸检测结果将经评估为

ＥＬＩＳＡ 假阳性反应的献血者作为拟回召对象ꎬ将其检测结果

及附加检测结果录入 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 软件信息平台设为归队状

态ꎬ作为结果回告献血者ꎬ对于所有献血者都要在献血前发

放宣传单(图 １)ꎬ让献血者对于我们的血液检测有一个初步

的了解以便于回告人员在结果回告时更容易与献血者沟通ꎮ
由结果 ３ 可知ꎬ对于献血者的告知方式ꎬ我们主要采取以信

息化管理平台回告为主ꎬ电话、面谈回告为辅的告知方式ꎮ
通过信息化管理平台回告人员可以更方便和快捷地核对和

查询献血者相关检测信息ꎬ并且便于以后进行数据统计ꎮ 对

于告知时限我们设定首次告知的时间不超过献血后 ２ 个星

期ꎬ复查的时间为距该次检测不少于 ３ 个月ꎻ对于复查结果

的告知ꎬ各血站应根据实际情况确定告知的最长时限ꎬ如本

中心规定为采血检测后一周内ꎮ 为了避免拟回召献血者由

于等待结果时间过长产生焦虑情绪ꎬ以及不延误某些确有疾

病的献血者进一步检查和治疗ꎬ如遇特殊情况需复查或送法

定机构确认的ꎬ事后需向献血者认真解释ꎮ 面对不同的献血

者告知内容可能会有所不同ꎬ但都应明确表达 ３ 层意思:１)
表示感谢ꎻ２)明确告知无健康问题ꎬ反应性结果应是血液中

某些干扰物质造成的ꎬ暂时不能献血ꎻ３)清楚介绍归队流程ꎬ
欢迎并希望其回来复查ꎬ最终回到献血队伍中来ꎮ 从图 ４ 和

图 ５ 可以看到ꎬ我们制定和明确了信息化管理平台告知以及

整个献血者评估后结果回告的流程ꎬ整个流程的制定可以更

加规范我们的工作ꎮ 图 ２ 和图 ３２ 张表单在献血者每次复查

结束后需要装订在一起进行存档保存ꎬ对于所有的拟回召献

血者复查检测的记录需都有专人进行归档保存ꎬ便于查找和

归队时进行审批需要ꎮ
本文所研究的献血者告知模式是针对 ２ 部分献血者进

行的ꎬ一部分为献血后复查不合格经过评估后可以纳入拟回

召范畴的献血者ꎬ这部分献血者的告知由血液中心呼叫中心

完成ꎻ另一部分为进行归队复查的拟回召献血者ꎬ这部分献

血者复查结果的回告是由检验科专职人员进行回告ꎮ ２０１３
年 １ 月－２０１５ 年 ９ 月本中心酶免四项不合格献血者 ３ ７６５
人ꎬ经评估后符合归队条件的 １ ６４３ 人ꎬ占不合格献血者比例

为 ４３ ６４％ꎬ从表 ２ 可知进行归队复查的 ４３４ 人中检测结果

合格人数 ２６７ 人ꎬ合格率 ６１ ５２％ꎬ其中已完成 ３ 次检测且均

合格的归队献血者 ６４ 人ꎬ由以上数据可以看出拟回召献血

者在不合格献血者中占有一定比例ꎬ且这部分献血者追踪检

测合格率很高ꎬ由此可见对于假阳性献血者进行评估后重新

回召这项工作是非常有意义的ꎬ通过这项工作的开展我们可

以给献血者提供更准确的检测结果以消除其顾虑并可以避

免血液资源的浪费ꎮ 由表 １ 可见ꎬ通过 Ｓｈｉｎｏｗ ９ ０ 信息化管

理平台对经评估后符合归队条件的 １ ６４３ 名献血者进行回召

和追踪检测ꎬ其中 １ ３２９ 人次联系成功ꎬ通过我们告知后进行

归队复查献血者 ３５１ 人次ꎬ回告成功率 ２６ ４１％ꎬ与其他血站

相比还是相对较高的ꎬ这说明我们整个献血者告知模式的运

行还是有效可行的ꎮ 从表 ２ 可见ꎬ自 ２０１３ 年 １ 月－２０１５ 年 ９
月ꎬ共有 ４３４ 名拟回召献血者进行了归队复查ꎬ再次复查献

血者 ２２７ 人ꎬ占总复查人数 ５２ ３％ꎬ由此可见ꎬ对于归队复查

献血者的结果回告成功率要明显高于评估后献血者首次结

果回告ꎬ其原因一方面是由于回告的献血者不同ꎬ归队复查

献血者的回告本身针对的就是已同意进行复查的献血者所

以回告成功率会高ꎻ另一方面是由于结果告知人员的不同ꎬ
归队献血者复查结果是由检验科专业人员从专业的角度进

行解释ꎮ
对评估后献血者检测结果的告知首先要遵循授权原则ꎬ

血站应确定专职的工作人员ꎬ 经系统培训后予授权ꎮ 一般

情况下应选择医学专业毕业并有一定血液检测工作经验、具
有中级以上职称资格的人员从事该项工作ꎬ并对几种经血传

播疾病的感染途径、检测手段、治疗前景等相关知识和信息

有一定的了解ꎬ能够为献血者做进一步检查和治疗提供正确

的建议[９] ꎬ并经过血液检测项目与判断、相关传染病知识、沟
通技巧、献血者的护理等专业知识和技术的培训ꎮ 被授权医

务人员应严格执行保密原则未经献血者本人同意ꎬ不得将献

血者的不合格情况告知他人[１０] ꎮ
经过评估后献血者告知模式运行近 ３ 年的时间ꎬ我们发

现当整个告知模式确定后ꎬ其中对于回召成功率影响最大且

出现问题最多的环节就是对献血者复查结果的回告ꎮ 现将

我们在结果回告过程中经常遇到的问题和解决方式总结如

下:１)被告知检测结果不合格后担心自己是否还能再次献

血ꎮ 在这部分献血者中以多次献血的重复献血者居多ꎬ这些

献血者大部分都很热衷于血液捐献这项事业、充满爱心、乐
于助人ꎬ对于无偿献血有很高的热情ꎮ 对于这部分献血者我

们应尽可能的将归队流程介绍清楚ꎬ明确的告知他们如果归

队后经过检测评估合格后是可以再次献血的ꎬ在回答问题过

程中要注意尽量避免由于检测结果的不合格而影响到献血

者的献血热情ꎮ ２)询问不合格原因ꎬ担心自己得病ꎬ心情很

紧张ꎮ 对于这部分拟回召献血者首先我们要明确的告知其

身体是健康的以消除其紧张恐惧心理ꎬ然后再根据其具体情

况ꎬ介绍可能引起检测结果假阳性的原因ꎮ ３)质疑我们检测

水平ꎮ 这部分献血者被告知检测结果不合格后ꎬ自行去医院

检查结果均合格ꎬ所以会对我们的检测结果产生怀疑ꎬ当我

们告知其可以回来重新复查进行归队时会对我们的告知人

员产生抵触情绪ꎮ 对于这部分献血者首先我们的态度要非

常的诚恳ꎬ并抱着设身处地替对方着想的心态与其进行交

流ꎬ其次要向献血者说明血站对于血液的检测不是确证实验

不能进行疾病诊断ꎬ然后再根据不同献血者的具体情况向他

们介绍一下引起检测结果假阳性的原因ꎮ 在这部分献血者

中我们也经常会遇到向我们索要检测费用且态度十分恶劣

的ꎬ对于这种献血者首先我们要放平心态积极与其沟通ꎬ稳
定好献血员的情绪ꎬ对于他们由于献血所造成的经济损失和

心理负担表示抱歉和遗憾ꎬ高度赞扬其无偿献血奉献爱心ꎬ
然后通过一系列的耐心讲解ꎬ让其能够理解我们的工作ꎬ最
终能够重新回到献血队伍中ꎮ ４)认为复查时间过长且过程
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繁琐ꎮ 这部分献血者往往都是愿意进行归队再次献血的ꎬ所
以我们在回告过程中要将我们归队流程中关于检测时间的

设置详细且耐心的向其解释清楚ꎬ并告知虽然复查的过程相

对长一些ꎬ但既不会影响他们的健康ꎬ又能最大限度的确保

血液安全ꎬ而且每次复查也相当于对自己的血液做了一次免

费检查ꎬ以此消除其抵触心情ꎮ 我们发现提出质疑且疑问较

多的献血者往往通过我们的有效沟通都会进行归队追踪检

测ꎬ由此可见有效且专业的沟通是非常重要的ꎬ所以在结果

回告时我们应耐心倾听和关注献血者的语言和非语言的信

息ꎬ了解献血者的心理变化ꎬ热情周到地为献血者提供咨询

服务ꎮ
整个告知模式运行到现在也是存在需要改进和提高的

地方ꎬ我们希望将来能在信息化管理平台中设置一个对献血

者进行定时提醒复查的程序ꎬ对到时间可以复查还没进行检

测的献血者和即将到复查时间的献血者进行短信提醒或是

电脑发出提示ꎬ告知回告人员给这些献血者打电话提示他们

来进行复查ꎮ 其次ꎬ整个告知模式还缺少与献血者的互动ꎬ
我们希望今后能够通过发放调查问卷的形式对献血者的回

告进行满意度调查ꎬ这样可以更多的了解献血者对于回告工

作的看法ꎬ更加有益于我们今后工作的改进和提高ꎮ
综上所述ꎬ本中心立足于献血者评估而建立的献血者告

知模式可以正常而有效的运行且适合本中心献血者回召

工作ꎮ
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[ ＯＬ ] ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆｄａ. ｇｏｖ / ＢｉｏｌｏｇｉｃｓＢｌｏｏｄ￣Ｖａｃｃｉｎｅｓ / Ｇｕｉｄａｎｃｅ
Ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ / Ｇｕｉｄａｎｃｅｓｙ.

[９] 　 王丽.血站与血液筛检不合格献血者的沟通技巧.中国医学创

新ꎬ２０１２ꎬ９(１１):１４８￣１４９.
[１０] 方放ꎬ李素娥.献血后检测不合格信息告知的探讨.中国输血杂

志ꎬ２００６ꎬ１９(６):５１７￣５１８.

(２０１６￣０５￣３１ 收稿ꎬ２０１７￣０２￣０９ 修回)
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血型基因检测开放平台

本中心致力于非传染性输血安全和中国人群血型分子遗传背景研究ꎬ建立了血型血清学和分子遗传学血型基因检测平

台ꎮ 可接受疑难血型标本鉴定、ＲｈＤ(－)供者库中的 Ｄ 变异体排查以及稀有血型的确认ꎮ 欢迎送检标本或科研合作等方式与
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联系人:田力　 宋宁

中国医学科学院　 输血研究所　 临床输血研究中心　 血型研究室
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综述

α１￣抗胰蛋白酶相关疾病及其临床应用进展∗

张剑平　 周兰贞　 郭采平△(深圳市卫光生物制品股份有限公司ꎬ广东 深圳 ５１８１０７)

　 　 摘要:α１￣抗胰蛋白酶(ＡＡＴ)ꎬ是人类血浆中重要的蛋白酶抑制剂ꎬ保护机体正常细胞和器官不受蛋白酶的损

伤ꎮ α１￣抗胰蛋白酶缺乏症(ＡＡＴＤ)是常见的 １ 种单基因遗传病ꎬ患者会出现肺气肿、肝硬化以及其他疾病ꎬ严重者

甚至出现死亡ꎮ α１￣抗胰蛋白酶缺乏症常用的治疗方法是静脉输注 ＡＡＴ 制剂进行补充治疗ꎬ近年来 ＡＡＴ 吸入疗法、
基因疗法和干细胞疗法取得了新的进展ꎮ 本文简述了 ＡＡＴ 的分子特性、作用机制以及其相关疾病研究进展ꎬ并综述

了 ＡＡＴ 在 ＡＡＴＤ 相关疾病中的应用情况ꎬ进而展望了 α１￣抗胰蛋白酶产品的市场应用及技术发展前景ꎮ
关键词:α１￣抗胰蛋白酶ꎻα１￣抗胰蛋白酶缺乏症(ＡＡＴＤ)ꎻ临床应用ꎻ研究进展

　 　 中图分类号:Ｒ４５７　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０３１６￣０４
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ 　 ＺＨＡＮＧ Ｊａｎｐｉｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｌａｎｚｈｅｎꎬ
ＧＵＯ Ｃａｉｐｉｎｇ. Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｗｅｉｇｕａｎｇ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８１０７ꎬ Ｃｈｉｎａ.Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ:ＧＵＯ Ｃａｉｐ￣
ｉｎｇ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:α１￣ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ (ＡＡＴ)ꎬ ａｎ ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｆｒｏｍ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｄａｍａｇｅ. α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ (ＡＡＴＤ) ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｓｉｎｇｌｅ￣ｇｅｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ＡＡＴＤ ｍａｙ ｄｅｖｅｌｏｐ ｅｍｐｈｙｓｅｍａꎬ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ｅｖｅｎ ａｒｅ ａｔ ｒｉｓｋ ｏｆ ｄｅａｔｈ. ＡＡＴ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｆｕｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＡＡＴ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｕｓｕａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＡＡＴＤ ｔｏ ｅｌｅｖａｔｅ ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ＡＡＴ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｆｅｃｔ. Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓꎬ ｓｅｖｅｒａｌ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ＡＡＴＤꎬ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｈａｌｅｄ ＡＡＴꎬ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙꎬ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｐａｐｅｒꎬ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＡＴ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＡＴ
ｉｎ ｔｈｅ ＡＡＴＤ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｗａｓ ｒｅｖｉｅｗｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｒｋｅｔ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ＡＡＴ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗｅｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:α１￣ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎꎻ ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ (ＡＡＴＤ)ꎻ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎻ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ

α１￣抗胰蛋白酶(α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎꎬＡＡＴ 或 α１￣ＡＴ)ꎬ又称 α１￣
蛋白酶抑制剂(α１￣ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬα１￣ＰＩ)ꎮ 它是人血浆中

最重要的蛋白酶抑制剂ꎬ其抑制能力占血浆总蛋白酶抑制能

力的 ９０％以上ꎬ能抑制多种丝氨酸内切肽酶ꎬ如中性粒细胞

弹性蛋白酶、胰蛋白酶、血浆素、凝血酶等ꎬ其主要作用是保

护机体正常细胞和器官不受蛋白酶的损伤ꎬ抑制感染和炎

症ꎬ维持机体内环境的平衡ꎮ 血浆中的 ＡＡＴ 主要由肝脏产

生ꎬ其它如肠、肾、脾等也能产生少量的 α１￣ＡＴꎬ这些肝外合

成的 ＡＡＴ 在局部组织损伤的调节中起重要作用[１] ꎮ
α１￣抗胰蛋白酶缺乏症 ( ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ

ＡＡＴＤ)是世界范围内最普遍的遗传疾病之一ꎬ主要表现为肺

气肿、肝硬化、肝癌ꎬ韦格纳型血管炎ꎬ少数体现复发性脂膜

炎ꎬ纤维肌痛以及其它炎症ꎮ
常用的治疗方法是输注 ＡＡＴ 制剂进行增补治疗ꎬ近年

来 ＡＡＴ 吸入疗法、基因治疗及干细胞治疗等取得了新的发

展ꎬ本文针对该领域的技术发展历程进行梳理ꎬ展望 α１￣抗胰

蛋白酶产品的市场应用及技术发展前景ꎮ

１　 α１￣抗胰蛋白酶的分子特性和作用机制

ＡＡＴ 为单链糖蛋白ꎬ肽链由 ３９４ 个氨基酸残基组成ꎬ分
子量为 ４５－ ５６ ＫＤａꎮ 等电点为 ｐＩ ４ ７－ ５ ０ꎬ正常人血浆中

ＡＡＴ 的含量为(２ ９０±０ ４５) ｇ / Ｌꎬ在体内的半衰期为 ３－５ ｄꎮ
ＡＡＴ 的抑制作用有明显的 ｐＨ 依赖性ꎬ最大活力处于中性或

弱碱性ꎬ当 ｐＨ４ ５ 时活力基本丧失[２] ꎮ
ＡＡＴ 主要抑制肺脏中弹性蛋白酶的活性ꎬ保护肺部不受

弹性蛋白酶的酶解损伤ꎮ 在酶抑制过程中ꎬＡＡＴ 与蛋白酶活

性中心的结合模式与蛋白酶￣底物的结合模式相似ꎮ ＡＡＴ 捕

获目标酶ꎬ并与目标酶结合形成 ＡＡＴ￣蛋白酶 １ ∶１的共价复合

物ꎬ蛋白酶对结合的 ＡＡＴ 产生缓慢的酶解ꎬＡＡＴ 构象由 Ｓ 型

向 Ｒ 型转换ꎬ封闭蛋白酶的反应中心从而达到抑制蛋白酶活

性的作用ꎬ保护机体正常细胞和器官不受蛋白酶的损伤ꎬ抑
制感染和炎症ꎬ维持机体内环境的平衡[３] ꎮ

２　 α１￣抗胰蛋白酶的遗传学研究

ＡＡＴ 基因为常染色体共显性遗传ꎬ目前识别的不同基因

变体至少有 ９０ 种ꎬ称为 Ｐｉ(ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)系统[４] ꎮ 常见

的正常等位基因为 ＰｉＭꎬ表现为正常的血浆 ＡＡＴ 水平ꎮ 缺陷

变体只占一小部分ꎬ最常见的缺陷变体为 Ｚ 和 Ｓꎬ２ 者相对于

Ｍ 型呈显性遗传ꎮ ＰｉＺＺ 变体是 ＡＡＴ 缺乏症最常见的原因
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(９６％)ꎬ另外 ４％与 ＰｉＳＺ 基因型相关ꎻＰｉＭＳ 目前未发现引起

ＡＡＴ 缺乏相关的临床病症ꎻＰｉＭＺ 和 ＰｉＳＳ 是否引起 ＡＡＴ 缺乏

症则仍存争议[５] ꎮ
Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ Ｊ ｄｅ Ｓｅｒｒｅｓ 回顾全球 １０ 区域 １９３ 个国家的

ＡＡＴＤ 流行病学调查ꎬ分析了最常见的 ＰＩ∗Ｓ 和 ＰＩ∗Ｚ ５ 种基

因型的分布ꎬ据估算ꎬ该 ９７ 个国家中共有超过 １ ９ 亿 ＡＡＴＤ
缺陷型基因携带者ꎬ其中 ０ １％为 ＰＩ∗ ＺＺꎬ ０ ７％为 ＰＩ∗ ＳＺꎬ

２ １％为 ＰＩ∗ＳＳꎬ２２ ３％为 ＰＩ∗ＭＺꎬ其余 ７４ ８％为无临床症状

的 ＭＳ 基因型ꎮ 详细结果如表 １ 所示ꎮ 值得注意的是ꎬ６０％
的 ＰＩ∗ＺＺ 主要分布在欧洲和北非ꎬ其中北欧和中欧即有 ４１％
的患者ꎻＰＩ∗ ＳＺ 基因型中ꎬ４８％的主要分布于中欧和北欧ꎬ
２０％在北非和中非ꎬ１６％在南非ꎮ 亚洲 ＰＩ∗ＺＺ 排前三的是泰

国、巴基斯坦和沙特阿拉伯ꎻＰＩ∗ＳＺ 最多的也是这 ３ 个国家ꎬ
其中泰国 ３８ ８４７ 例ꎬ巴基斯坦 ３３ ６６９ 例ꎬ沙特 ２４ ７０５ 例[６] ꎮ

表 １　 以 ９７ 个国家遗传流行病学调查结果估算的全球 ５ 种 ＡＡＴＤ 基因型分布　 　 (ｎ)

总人口
遗传型

ＰＩ∗ＭＳ ＰＩ∗ＭＺ ＰＩ∗ＳＳ ＰＩ∗ＳＺ ＰＩ∗ＺＺ
北非 ２３９ ９６９ ５６１ １７ ４５６ ７６３ １ ６９４ ９８５ ６２５ ６５１ ７４ ３３９ ５ ２４６
中南非 １６３ ４３８ ８５２ ７ ８５７ ８４４ ０ ５６４ ７５７ ０ ０
北欧 １７０ ３４８ ０６０ ３ ９４３ ７６３ ２ ３６０ ９９８ ２８ ８８２ ３８ ９６８ １６ ８７２
东欧 ６８ ７２３ ６０４ １ ３９０ ７２８ １ ０４９ ４７４ １１ ６７３ １０ ７９５ ５ ７１９
中西欧 ３５３ ０４６ １７０ ３３ ９８４ ３６８ ８ ０６１ １０６ １ ４６０ ７２５ ５６５ ４３０ ５７ １８８
中北亚 １ ５８０ ８０１ ８０４ １１ １３９ １０１ ６ ８７７ ３２３ ６１ １４０ ７８ ６５２ ２９ ５８２
东亚、澳洲和新西兰 １ ７５４ ９２９ ２７５ ５ ８２１ ５３７ ８１３ ０３３ ６０ ２６３ ３１ ３７１ ６ １３０
中北非 ４９７ ９７６ ２０３ ２６ ７５７ ９７８ ８ ９１０ １７２ ４１６ ６１８ ２５２ ５９９ ４５ ６８９
加勒比 ３８ ５２８ ６１５ ２ １３３ １４７ ３６８ ３８６ ４２ １２５ １４ ３２５ １ ２１８
南美 ３９６ ３８７ ９１２ ３２ ０５６ ０６２ ４ ４７４ ６０６ ７４６ ０６６ ２０２ ５７５ １４ ２５０
合计 ５ ２６４ １５０ ０４４ １４２ ５４１ ２９１ ４２ ５６４ １３６ ４ ０１７ ９００ １ ２６９ ０５４ １８１ ８９４

３　 α１￣抗胰蛋白酶与疾病的关系

α１￣抗胰蛋白酶缺乏症 ( ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ
ＡＡＴＤ)是世界范围内最普遍的遗传疾病之一ꎬ属于常染色体

隐性遗传疾病ꎬ是慢性阻塞性肺疾病 ( ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔ ｏｂ￣
ｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＣＯＰＤ)的遗传基础ꎬ主要表现为

肺气肿、肝硬化、肝癌ꎬ韦格纳型血管炎ꎬ少数体现复发性脂

膜炎ꎬ纤维肌痛以及其它炎症[７－９] ꎮ 越来越多的研究表明ꎬ
α１￣抗胰蛋白酶缺乏症除了主要发展成肺脏和肝脏疾病以

外ꎬ还和其它多种疾病相关(表 ２) [１０] ꎮ
表 ２　 其它可能和 ＡＡＴ 相关的疾病

参考文献作者及发表时间

血管炎 Ｄｏｗｄ ｅｔ ａｌꎬ １９９５ꎻ Ｅｓｎａｕｌｔꎬ １９９７ꎻ Ｇｒｉｆｆｉｔｈ ｅｔ ａｌꎬ １９９６
脂膜炎 Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ ｅｔ ａｌꎬ ２００２ꎻ Ｇｒｏｓｓ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ Ｋｊｕｓ ｅｔ ａｌꎬ

２００２ꎻ Ｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌꎬ １９８７ꎻ Ｖａｌｖｅｒｄｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００８

纤维肌痛症 Ａｂｌｉｎ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌꎬ ２００４ꎻ Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌꎬ
２０１０

哮喘 Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ꎻ Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１ꎻ Ｅｄｅｎ ｅｔ ａｌꎬ
１９９７

胰腺炎 Ｒａｂａｓｓａ ｅｔ ａｌꎬ １９９５ꎻ Ｎｅｅｄｌｈａｍ ＆ Ｓｔｏｃｋｌｅｙꎬ ２００４
肾疾病 Ｓｚöｎｙｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００６ꎻ Ｔｉｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００８
糖尿病 Ｋａｌｉｓ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０ꎻ Ｌｉｓｏｗｓｋａ￣Ｍｙｊａｋ ｅｔ ａｌꎬ ２００６
癌症 Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１ꎻ Ｌｉｎｄｏｒ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０ꎻ Ｔｏｐｉｃ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１
风湿性关节炎 Ｇｒｉｍｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０ꎻ Ｇｒｉｍｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１
动脉粥样硬化 Ｓｔａｋｉｓａｉｔｉｓ ｅｔ ａｌꎬ ２００１ꎻ Ｔａｌｍｕｄ ｅｔ ａｌꎬ ２００３
急性前色素层炎 Ｆｅａｒｎｌｅｙ ｅｔ ａｌꎬ １９８８ꎻ Ｓａａｒｉ ｅｔ ａｌꎬ １９８６
慢性鼻窦炎 Ｋｉｌｔｙ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ꎬ ２０１０ꎻ Ｍａｕｎｅ ｅｔ ａｌꎬ １９９５

也有报道发现 ＡＡＴ 过表达与癌症相关ꎮ Ｐéｒｅｚ￣Ｈｏｌａｎｄａ
等[１１]在西班牙和奥地利的 １ 项研究(２６７ 结肠直肠癌患者＋

３２７ 健康对照组)表明ꎬ结肠癌患者组平均血浆 ＡＡＴ 水平

(２０８±６０)ｍｇ / ｄＬ 显著高于对照组(１４４±２０ ５) ｍｇ / ｄＬ (Ｐ<
０ ０１)ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１２]则报道乳腺癌(ＩＢＣ)ꎬ导管原位癌(ＤＣＩＳ)
及乳腺非典型导管增生(ＡＤＨ)与 ＡＡＴ 合成增加有关ꎬ患者

血浆中检测到含 ４１ / ４２ 个氨基酸 ＡＡＴ Ｃ 末端片段ꎬ他们认为

该多肽片段能抑制肿瘤相关的免疫系统机能ꎮ

４　 α１￣抗胰蛋白酶制剂的临床应用

α１￣ＡＴ 主要用于因遗传性 α１￣ＡＴ 缺乏引起的肺气肿患

者的终身增补治疗和肺部炎症性疾病的防治ꎬ如慢性阻塞性

肺气肿、肺囊性纤维化、急性肺损伤、成人呼吸窘迫综合症

等ꎮ 自 １９８１ 年 Ｇａｄｅｋ 等首次在临床上应用富含人 ＡＡＴ 的血

浆组份制剂对 ５ 名 ＰｉＺＺ 型严重的 ＡＡＴ 缺乏患者进行临床治

疗[１３] ꎬＡＡＴ 增补疗法逐渐成熟ꎬ已成为临床批准的 ＡＡＴＤ 肺

气肿患者的标准治疗:即每周按 ６０ ｍｇ ｈＡＡＴ / ｋｇ 体重静脉注

射ꎬ以提升患者血液 ＡＡＴ 水平ꎬ使弹性蛋白酶与蛋白酶抑制

剂之间达到平衡ꎬ从而减缓疾病进程[１４] ꎮ 但是目前仅有 ４％
的 ＡＡＴＤ 患者被确诊ꎬ因为价格等原因又只有极少数患者在

接受增补治疗[１５] ꎮ
ＡＡＴ 与抗凝血酶Ⅲ(ＡＴ￣Ⅲ)联合使用ꎬ 治疗弥漫性血管

内凝血ꎬ在临床上有比较广泛的应用前景[１６] ꎮ 与高密度脂

蛋白 ＨＤＬ 联合治疗肺气肿ꎬ可明显降低抽烟导致肺气肿的

急性炎症反应[１７] ꎮ 此外ꎬ有关 ＡＡＴ 的零星案例报道和临床

研究的用途还包括:脉管炎、复发性脂膜炎、纤维肌痛、支气

管哮喘[１８] ꎮ 随着 ＡＡＴＤ 诊断技术和生产工艺的进步以及增

补疗法的推广ꎬＡＡＴ 的应用将进一步扩大ꎮ

５　 未来展望

随着分子诊断技术在临床上的应用ꎬ与 α１￣ＡＴ 相关的疾

病会越来越多被确诊ꎬ相应的治疗方案也会不断发展进步ꎮ
目前针对 ＡＡＴＤ 的治疗方法主要是静脉注射 ＡＡＴꎬ既贵又不

方便ꎬ并且只有 ２％－３％的 ＡＡＴ 可到达靶器官[１９] ꎬ且对由于

错误折叠的 Ｚ 蛋白在胞内的异常堆积引起的肝脏疾病疗效

不佳ꎬ只有抑制缺陷型 ＡＡＴ 的表达才能够缓解或治疗 ＡＡＴＤ
相关的肝脏疾病ꎮ 静脉注射补充剂的不足促进了新的治疗

方法的发展ꎬ目前已有一定基础并将进一步发展的治疗方法
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包括以下几方面:
５ １　 吸入增补治疗　 吸入给药法是通过特殊的吸入装置ꎬ
使药物呈雾状喷出ꎬ经患者口、鼻吸入后ꎬ进入支气管及肺

泡ꎬ从而达到局部或全身治疔的效果ꎮ 喷雾颗粒的大小是药

物能否到达肺泡的关键因素ꎬ１０ μｍ 以上的颗粒几乎 １００％
沉积于支气管中ꎬ２－１０ μｍ 的颗粒可进入支气管和细支气

管ꎬ在吸收部位肺泡沉积率最大的颗粒为 ２ ５－３ ０ μｍꎮ 因

此喷雾颗粒的大小是 ＡＡＴ 制剂能否沉积在肺泡的关键ꎮ
Ｂｒａｎｄ 等[２０]借助于 １ 种吸入新型装置ꎬ使蛋白酶抑制剂

约 ７０％在囊性纤维化和蛋白酶抑制剂缺乏症患者的肺部沉

积ꎮ 吸入的 ＡＡＴ 能够减少囊性纤维化患者的气道炎症ꎬ并
且对肺的功能没有明显影响[２１] ꎮ 研究表明ꎬ吸入方法可以

成功地增强呼吸上皮的抗￣ＮＥ 容量ꎬ而吸入 ＡＡＴ 可痕量进入

肺间质发挥全身作用ꎬ但间质损伤导致的肺气肿是个严重的

问题[１９ꎬ２２] ꎮ 至今尚未有雾化吸入型补充剂获批ꎬ但 Ｋａｍａｄａ
公司的雾化吸入 ＡＡＴ 制剂已完成Ⅱ期和Ⅲ期临床研究ꎬ有
望成为治疗 ＡＡＴＤ 的首个吸入制剂[２３] ꎮ 综上所述ꎬ吸入增

补治疗是要保证有足够吸入量的 ＡＡＴ 达到肺泡区ꎬ通过完

整的上皮进入间质ꎬ又不对该区域产生影响ꎮ 因此ꎬ未来需

要解决的问题是喷雾颗粒大小、给药剂量ꎬ以及如何促进药

物透过上皮细胞间质组织ꎬ进而确保有效浓度的 ＡＡＴ 并发

挥最大疗效ꎮ
５ ２　 基因治疗　 基因治疗 ＡＡＴＤ 已形成势头ꎮ 第 １ 例基因

治疗是用质粒￣阳离子脂质体系统运载普通正常的 ＡＡＴ 基因

入鼻粘膜[２４] ꎬ能瞬间提高鼻灌洗液标本的 ＡＡＴ 水平ꎬ但 １４ ｄ
后即回到基线水平ꎬ目前正在进行一期临床ꎮ 用重组腺病毒

载体递载 ＡＡＴ 的治疗结果更好一些ꎬ目前有 ２ 项研究进行

一期临床试验、１ 项研究正进行 ２ 期临床试验[２５] ꎮ 但迄今为

止尚无基因治疗 ＡＡＴＤ 被批准ꎮ 这类基因治疗无法防止有

缺陷的 ＡＡＴ￣Ｚ 蛋白产生ꎬ所以无法改善由缺陷蛋白积累于肝

细胞而引起的 ＡＡＴ￣相关肝病ꎮ
基因防治 Ｚ￣ＡＡＴ 相关肝病的手段应能抑制突变基因翻

译ꎬ近来这方面的研究集中于用 ｓｉＲＮＡ 下调内源 ＡＡＴ 的表

达ꎮ 最初的研究是利用核酶剪切 ｍＲＮＡ 下调 ＡＡＴ 表达ꎮ 利

用 ＳＶ４０ 的载体系统递送核酶到携带突变型 ＡＡＴ ＰＩＺ 基因的

转基因小鼠肝脏ꎬ结果显著地减少肝脏中 ＡＡＴ ｍＲＮＡ 和蛋

白水平[２６] ꎮ 也有研究利用 ｓｉＲＮＡ 转录后沉默基因的作用下

调内源性 ＡＡＴ 水平ꎮ Ｃｒｕｚ 等[２７] 使用腺相关病毒载体转导

技术在转基因小鼠肝脏中表达 ｓｉＲＮＡꎬ降低 Ｚ ＡＡＴ 水平ꎮ 但

理想的基因治疗是既能下调 ＰｉＺ 蛋白ꎬ又能上调 Ｍ￣ＡＡＴ 表

达ꎮ Ｍｕｅｌｌｅｒ 等[２８]利用上述腺病毒载体ꎬ插入靶向 ＰｉＺ ＡＡＴ
基因的 ｍｉＲＮＡｓ 同时又可驱动野生型的 ＰｉＭ 基因表达ꎬ这一

方法在转基因小鼠身上获得了理想的效果:降低循环 Ｚ￣ＡＡＴ
的量同时增加 Ｍ￣ＡＡＴ 的分泌ꎬ但这一手段的性能和安全性

有待进一步研究ꎮ
５ ３　 干细胞治疗　 基因治疗成功的必需条件是目的基因能

长期稳定表达ꎬ而干细胞自我更新和分化的特点使其成为极

具吸引力的基因递送平台ꎮ 早期的研究主要集中在间充质

干细胞上ꎮ Ｇｈａｅｄｉ 等[２９]利用慢病毒载体将正常的 ＡＡＴ￣Ｊｒｅｄ
基因转入从 ｈＭＳＣｓ 分化的肝细胞样细胞中ꎬ诱导间质干细胞

表达正常的 ＡＡＴꎮ Ｌｉ 等[３０] 将 ＡＡＴ 基因成功导入脂肪间充

质干细胞(ＡＴ￣ ＭＳＣｓ)ꎬ移植入小鼠肝脏可持续稳定的表达

人 ＡＡＴꎬ并且不会产生 ａｎｔｉ￣ｈＡＡＴ 抗体ꎮ 也有研究者用慢病

毒和腺病毒将人 ＡＡＴ 基因转入骨髓瘤细胞ꎬ然后移植入小

鼠肝脏ꎬ可分化成肝细胞并稳定表达人 ＡＡＴ[３１] ꎮ 这些结果

表明ꎬ慢病毒和重组腺相关病毒载体介导的干细胞治疗 ＡＡＴ
缺乏的可行性ꎬ为 ＡＡＴ 缺乏患者提供了潜在的治疗方法ꎮ
近年来ꎬ随着诱导多能干细胞( ｉＰＳＣｓ)的发展ꎬ在 ＡＡＴ 缺乏

方面的治疗也有报道ꎮ Ｙｕｓａ 等[３２] 利用锌指核酸酶和 ｐｉｇｇｙ￣
Ｂａｃ 转座子技术的结合ꎬ在 ｉＰＳＣ 上成功的校正 ＡＡＴＤ 的点突

变ꎬ将校正的 ｉＰＳＣ 在体外分化成肝细胞样细胞ꎬ能在移植的

小鼠模型肝脏中发挥作用ꎮ 虽然这种方法能够持续稳定的

表达 ＡＡＴꎬ但是临床应用的安全性还有待评价ꎮ

６　 总结

总之ꎬ未来五年ꎬ新的 ＡＡＴＤ 治疗方法的安全性和有效

性会进一步评估ꎬ更为有效的给药方式和基因治疗呈递系统

将会研究出来ꎬ更多的新基因和生物标记物会研究出来ꎬ以
预测个体 ＡＡＴＤ 临床症状的风险和评估 ＡＡＴＤ 进程以及治

疗效果ꎬ这些进步会促进更加个性化治疗方案的开展ꎮ
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Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００８ꎬ１２２(３): ６５８.

[５] 　 Ｇｒｅｅｎ ＣＥꎬ Ｖａｙａｌａｐｒａ Ｓꎬ Ｈａｍｐｓｏｎ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. ＰｉＳＺ ａｌｐｈａ￣１ ａｎｔｉ￣
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ (ＡＡＴＤ): ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＰｉＺＺ ＡＡＴＤ ａｎｄ ＰｉＭＭ ＣＯＰＤ. Ｔｈｏｒａｘꎬ２０１５ꎬ ７０(１０):
９３９￣９４５.

[６] 　 ｄｅ Ｓｅｒｒｅｓ ＦＪꎬ Ｂｌａｎｃｏ Ｉꎬ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ￣Ｂｕｓｔｉｌｌｏ Ｅ. Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ
ａｎｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＰＩ∗Ｓ ａｎｄ ＰＩ∗Ｚ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ａ１￣ａｎｔｉｔｒｙｐ￣
ｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ Ａｓｉａ. Ｅｕｒ Ｒｅｓｐｉｒ Ｊꎬ ２００６ꎬ ２８(６): １０９１￣１０９９.

[７] 　 Ｚｕｏ Ｌꎬ Ｐａｎｎｅｌｌ ＢＫꎬ Ｚｈｏｕ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｏｒｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉ￣
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｇｅｎｅꎬ
２０１６ꎬ ｐｉｉ: Ｓ０３７８￣１１１９(１６)００００６￣８.

[８] 　 Ｓｔｏｃｋｌｅｙ ＲＡ. Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆａｃｅｔｓ ｏｆ ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ. Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ
Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ３(１０):１３０.

[９] 　 Ｂｏｕｃｈｅｃａｒｅｉｌｈ Ｍ. Ａｌｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｍｅｄ Ｓｃｉ ( Ｐａｒ￣
ｉｓ)ꎬ ２０１４ꎬ ３０(１０):８８９￣８９５.

[１０] Ｋａｒｎａｕｋｈｏｖａꎬ Ｅ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ａｌｐｈａ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｕｓｅ. Ｌｕｎｇ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ
ＩｎＴｅｃｈꎬ Ｒｉｊｅｋａꎬ ２０１２: ８３￣１０４.

[１１] Ｐéｒｅｚ￣Ｈｏｌａｎｄａ Ｓꎬ Ｂｌａｎｃｏ Ｉꎬ Ｍｅｎéｎｄｅｚ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｐｈａ￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ. ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１４ꎬ １４(３５５):

８１３ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



３５５￣３６３.
[１２] Ｚｈｏｕ Ｊꎬ Ｔｒｏｃｋ Ｂꎬ Ｔｓａｎｇａｒｉｓ ＴＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｕｎｉｑｕｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ｆｒａｇ￣

ｍｅｎｔ ｏｆ ａｌｐｈａ１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｉｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ ｄｕｃｔａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃ￣
ｅｒ ｐａｔｉｅｎｔ. Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｒｅａｔꎬ ２０１０ꎬ １２３(１): ７３￣８６.

[１３] Ｇａｄｅｋ ＪＥꎬＫｌｅｉｎ ＨＧꎬ Ｈｏｌｌａｎｄ ＰＶꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ
ａｌｐｈａ １￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｒｅｖｅｒｓａｌ ｏｆ ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ａｎｔｉｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｍ￣
ｂａｌａｎｃｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＰｉＺ ｓｕｂｊｅｃｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎꎬ １９８１ꎬ ６８(５): １１５８￣１１６５.

[１４] Ｐｅｔｒａｃｈｅ Ｉꎬ Ｈａｊｊａｒ Ｊꎬ Ｃａｍｐｏｓ Ｍ. Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｌｐｈａ￣１￣ａｎ￣
ｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｌ￣
ｐｈａ￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓꎬ２００９ꎬ ３:１９３￣２０４.

[１５] Ｓｔｒａｎｇｅ Ｃꎬ Ｂｅｉｋｏ Ｔ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｌｐｈａ￣１ Ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ.
Ｓｅｍｉｎ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ３６(４):４７０￣４７７.

[１６] Ｌｅｖｙ ＪＨꎬ Ｓｎｉｅｃｉｎｓｋｉ ＲＭꎬ Ｗｅｌｓｂｙ ＩＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎ: ａｎｔｉ￣ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔꎬ
２０１６ꎬ １１５(４):７１２￣７２８.

[１７] Ｍｏｒｅｎｏ ＪＡꎬ Ｏｒｔｅｇａ￣Ｇｏｍｅｚ Ａꎬ Ｒｕｂｉｏ￣Ｎａｖａｒｒｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉ￣
ｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅ α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｅｌａｓｔａｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｍｐｈｙｓｅｍａ. Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ ５１(４):
５３６￣５４９.

[１８] Ｂｌａｎｃｏ Ｉꎬ Ｌａｒａ Ｂꎬ ｄｅ Ｓｅｒｒｅｓ Ｆ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｌｐｈａ１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ａｕｇ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｍｐｈｙｓｅｍａ.
Ｏｒｐｈａｎｅｔ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒａｒｅ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２０１１ꎬ ６(１４): １４￣２４.

[１９] Ｈｕｂｂａｒｄ ＲＣꎬ Ｃｒｙｓｔａｌ ＲＧ. Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ａｅｒｏｓｏｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ α１￣ａｎｔｉ￣
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂｙ ｔｈｅ ａｅｒｏｓｏｌ ｒｏｕｔｅ. Ｌｕｎｇꎬ １９９０ꎬ １６８(Ｓｕｐｐｌ):
５６５￣５７８.

[２０] Ｂｒａｎｄ Ｐꎬ Ｓｃｈｕｌｔｅ Ｍꎬ Ｗｅｎｃｋｅｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｕｎｇ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ￣
ｈａｌｅｄ ａｌｐｈａ１￣ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎ ｃｙｓｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ａｌｐｈａ１￣ａｎｔｉ￣
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｅｕｒ Ｒｅｓｐｉｒ Ｊ. ２００９ꎬ ３４(２):３５４￣３６０.

[２１] Ｍｏｎｋ Ｒꎬ Ｇｒａｖｅｓ Ｍꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈａｌｅｄ ａｌｐｈａ １￣ａｎｔｉｔｒｙｐ￣
ｓｉｎ: ｇａｕｇｉｎｇ ｐａｔｉｅｎｔ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｉｎ ａ ｎｅｗ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ＣＯＰＤꎬ２０１３ꎬ １０
(４):４１１￣４１５.

[２２] Ｆｒａｎｃｉｏｓｉ ＡＮꎬ ＭｃＣａｒｔｈｙ Ｃꎬ ＭｃＥｌｖａｎｅｙ ＮＧ. Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅ￣
ｔｙ ｏｆ ｉｎｈａｌｅｄ ｈｕｍａｎ α￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎ ｐｅｏｐｌｅ ｗｉｔｈ α￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｍｐｈｙｓｅｍａ. Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｒｅｓｐｉｒ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ９

(２):１４３￣１５１.
[２３] Ｒａｃｈｍｉｅｌ Ｍꎬ Ｓｔｒａｕｓｓ Ｐꎬ Ｄｒｏｒ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｐｈａ￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｔｈｅｒａｐｙ

ｉｓ ｓａｆｅ ａｎｄ ｗｅｌｌ ｔｏｌｅｒａｔｅｄ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ａｎｄ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｒｅｃｅｎｔ
ｏｎｓｅｔ ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ. Ｐｅｄｉａｔｒ Ｄｉａｂｅｔｅｓ. ２０１５ꎬ ｄｏｉ: １０.
１１１１ / ｐｅｄｉ.１２２８３. [Ｅｐｕｂ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ]

[２４] Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｃꎬ Ｆｌｏｔｔｅ ＴＲ. Ｇｅｎｅ￣ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ａｌｐｈａ￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ.ＣＯＰꎬ２０１３ꎬ １０(Ｓｕｐｐｌ)１:４４￣４９.

[２５] Ｂｒｅｂｎｅｒ ＪＡꎬ Ｓｔｏｃｋｌｅｙ ＲＡ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ α￣１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉ￣
ｃｉｅｎｃｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｒｅｓｐｉｒ Ｍｅｄꎬ２０１３ꎬ７(３):
２１３￣２９.

[２６] Ｄｕａｎ ＹＹꎬ Ｗｕ Ｊꎬ Ｚｈｕ ＪＬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ α１￣ａｎｔｉ￣
ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ＳＶ４０￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｖｅｃｔｏｒｓ.
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ１２７(４):１２２２￣１２３２.

[２７] Ｃｒｕｚ ＰＥꎬ Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｃꎬ Ｃｏｓｓｅｔｔｅ ＴＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣
ａｌ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ α￣１ ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｂｙ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｖｅｃ￣
ｔｏｒｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｉＲＮＡ. Ｌａｂ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２００７ꎬ ８７(９):８９３￣９０２.

[２８] Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｃꎬ Ｔａｎｇ Ｑꎬ Ｇｒｕｎｔｍａｎ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｍｉＲＮＡ￣ｍｅｄｉａ￣
ｔｅｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ＡＡＴ ｗｉｔｈ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＡＡＴ ｈａｓ ｍｉｎｉｍａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｇｌｏｂａｌ ｌｉｖｅｒ ｍｉＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ.
Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１２ꎬ ２０(３): ５９０￣６００.

[２９] Ｅｇｇｅｎｓｃｈｗｉｌｅｒ Ｒꎬ Ｌｏｙａ Ｋꎬ Ｗｕ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ａ
ｄｉｓｅａｓｅ￣ｃａｕｓｉｎｇ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ￣ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｔｒａｎｓｌ
Ｍｅｄꎬ２０１３ꎬ ２(９):６４１￣６５４.

[３０] Ｌｉ Ｈꎬ Ｌｕ Ｙꎬ Ｗｉｔｅｋ ＲＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘ ｖｉｖｏ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｌａｎ￣
ｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ.
Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１０ꎬ １８(８): １５５３￣１５５８.

[３１] Ｌｉ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ Ｌｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｂａｓｅｄ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ. Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１１ꎬ ５４(５): ９３０￣
９３８.

[３２] Ｙｕｓａ Ｋꎬ Ｒａｓｈｉｄ ＳＴꎬ Ｓｔｒｉｃｋ￣Ｍａｒｃｈａｎｄ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏｒ￣
ｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ α１￣ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ. Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１１ꎬ ４７８(７３６９): ３９１￣３９４.

(２０１６￣０９￣３０ 收稿ꎬ２０１７￣０３￣２０ 修回)
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血液质量管理

英国孕产妇出血管理系列指南主要推荐及其启示(五)
———产后出血预防和管理指南

余卓丽１ 　 梁惠兰１ 　 马春会１ 　 黄懿２ 　 郭永建１△

(１. 佛山市中心血站 广东 佛山 ５２８０００ꎻ２. 南方医科大学附属南海医院妇产科)

　 　 关键词:产后出血ꎻ产妇ꎻ预防ꎻ管理ꎻ指南

　 　 中图分类号:Ｒ７１４ ４６＋ １　 Ｒ４５７ １　 　 文献标识码:Ｃ　 　 文章编号:１００４￣５４９Ｘ(２０１７)３￣０３２０￣０５

产后出血(ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅꎬＰＰＨ)是产妇死亡的

首位原因ꎬ其预防和救治十分复杂ꎬ需要多学科密切合作ꎬ综
合考虑应用多种医疗技术ꎮ 英国皇家妇产科医师学会(Ｒｏｙ￣
ａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｉａｎｓ ａｎｄ Ｇｙｎａｅｃｏｌｏｇｉｓｔｓꎬ ＲＣＯＧ)于 ２０１６
年 １２ 月发布了«产后出血预防和管理指南(第 ２ 版)»[循证

指南 ５２ 号(Ｇｒｅｅｎ￣ｔｏｐ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ Ｎｏ ５２)](以下简称«指南»)ꎬ
对 ２００９ 年发布的同文题指南(第 １ 版)做了全面更新ꎬ从原

发性 ＰＰＨ 预测、预防和管理ꎬ到继发性 ＰＰＨ 管理和风险管

理ꎬ共提出了 ５０ 多条推荐意见ꎬ其中有近半数的推荐是第 １

版«指南»没有的ꎬ还附有多个很实用的附录[１] ꎮ «指南»特

别强调了产科、麻醉科和输血实验室以及上下级医务人员之

间的密切沟通和通力合作ꎮ «指南»的推荐对于我国 ＰＰＨ 救

治指南的制定具有重要的参考价值ꎬ作为 １ 份典型的患者血

液管理指南ꎬ«指南»的编制过程和方法对于我国血液标准ꎬ
尤其是临床输血指南的编制也具有学习和借鉴意义ꎮ 现将

其主要内容介绍如下ꎮ

１　 «指南»主要推荐意见概览　 (表 １)

表 １　 主要推荐概览

推荐 等级 推荐 等级

１　 ＰＰＨ 的预测和预防

１ １　 ＰＰＨ 危险因素及使其最小化

１ １ １　 危险因素

推荐 １　 在产前或产中可能出现 ＰＰＨ 危险因素ꎬ应据此对孕产
妇照护计划做出调整

√

推荐 ２　 临床医生必须掌握 ＰＰＨ 危险因素ꎬ并将其作为指导孕
妇选择分娩地点需要考虑的因素

√

推荐 ３　 已知具有 ＰＰＨ 危险因素的孕妇宜选择在设置血库的
医院分娩

Ｄ

１ １ ２　 降低 ＰＰＨ 危险———治疗产前贫血

推荐 ４　 宜对产前贫血做适宜的调查和治疗ꎬ以降低与 ＰＰＨ 相
关疾病的发生率

Ｄ

１ １ ３　 降低 ＰＰＨ 危险———减少产程出血

推荐 ５　 子宫按摩对 ＰＰＨ 预防无益 Ａ
推荐 ６　 在第 ３ 产程宜常规预防性使用缩宫药物以降低 ＰＰＨ

危险
Ａ

推荐 ７　 不存在 ＰＰＨ 危险因素的阴道产产妇在第 ３ 产程肌注
缩宫素 １０ ＩＵ 是预防 ＰＰＨ 的首选措施ꎬ使用更大剂量
缩宫素无益

Ａ

推荐 ８　 对于剖宫产的产妇ꎬ宜给予缩宫素 ５ ＩＵ 缓慢静注ꎬ以
增强子宫收缩和减少失血

Ｂ

推荐 ９　 对于具有出血危险且没有妊娠高血压的产妇ꎬ可联合
使用缩宫素和麦角新碱以降低少量 ＰＰＨ(５００－１ ０００
ｍＬ)的危险

Ｃ

推荐 １０　 对于具有出血危险因素的产妇ꎬ采用 ＰＰＨ 综合预防
措施也许比单用缩宫素更能奏效

√

推荐 １１　 对于 ＰＰＨ 高危产妇ꎬ在剖宫产时除了使用缩宫素外ꎬ
还宜考虑使用氨甲环酸(０ ５－１ ０ ｇ)ꎬ以减少失血

Ａ

２　 ＰＰＨ 管理

２ １　 确定出血严重程度

推荐 １２　 临床医生宜认识到以肉眼估计围产期出血量是不精
确的ꎬＰＰＨ 评估宜包括临床症状和体征

Ｃ

２ ２　 沟通与多学科协作

２ ２ １　 与产妇沟通

推荐 １３　 与产妇及其陪产者的沟通非常重要ꎬ从一开始就宜明
确告知其所发生的事情

√

２ ２ ２　 通知和召集相关专业人员参与 ＰＰＨ 产妇救治

推荐 １４　 宜通知具有适宜专业水平的相关工作人员做好 ＰＰＨ
产妇抢救准备

√

推荐 １５　 产妇出现少量 ＰＰＨ(出血量 ５００－１ ０００ ｍＬ)但没有临
床休克时ꎬ宜通知主管助产士、一线产科和麻醉人员
做好 ＰＰＨ 产妇抢救准备

√

推荐 １６　 产妇出现大量 ＰＰＨ(出血量>１ ０００ ｍＬ)、继续出血或
者临床休克时ꎬ宜召集包括资深成员在内的多学科团
队参加抢救

√

２ ３　 复苏

２ ３ １　 少量 ＰＰＨ 的治疗措施

推荐 １７　 对于没有休克的少量 ＰＰＨ(出血量 ５００－１ ０００ ｍＬ)宜
采取治疗措施:１)建立 １ 条 １４ Ｇ 静脉通路ꎻ２)紧急静
脉采血 ２０ ｍＬ 检测:(１)血型ꎻ(２)全血细胞计数ꎻ(３)
凝血功能包括纤维蛋白原(Ｆｉｂ)ꎻ３)测量脉搏、呼吸、
血压 １ 次 / １５ ｍｉｎꎻ４)开始输注预温的晶体液

√

(转下页)
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表 １　 主要推荐概览(续)
推荐 等级 推荐 等级

２ ３ ２　 大量 ＰＰＨ 的管理措施

推荐 １８　 对于大量 ＰＰＨ(出血量>１ ０００ ｍＬ)且仍在继续出血
或伴有休克宜采用全面治疗方案:１)Ａ 和 Ｂ———评估
气道和呼吸ꎻ２)Ｃ———评价循环状态ꎻ３)平卧ꎻ４)采取
可用的适宜措施保持体温ꎻ５)如果临床需要ꎬ尽快输
血ꎻ６)在血液送达之前ꎬ输注 ３ ５ Ｌ 预温液体ꎬ最初 ２
Ｌ 为预温等渗晶体液ꎬ随后可用等渗晶体液或胶体液
(琥珀酰明胶)ꎬ但不宜输注羟乙基淀粉ꎻ７)采用可用
的最好预温设备以快速预温输注液体ꎻ８)专用血液
过滤器会降低输注速度ꎬ不宜使用

√

２ ３ ３　 输血

２ ３ ３ １　 红细胞

推荐 １９　 红细胞输注指征没有严格标准ꎬ宜根据临床和血液学
评估结果作出输血决定

√

推荐 ２０　 大量 ＰＰＨ 输血方案应包括紧急输注 Ｏ 型、ＲｈＤ 阴性、
Ｋ 阴性红细胞ꎬ并尽快转换为输注具体血型的血液

Ｄ

推荐 ２１　 如果产妇存在有临床意义的红细胞抗体ꎬ需密切联系
输血实验室ꎬ避免危及生命大出血产妇的红细胞输注
受到延误

Ｄ

推荐 ２２　 所有接生单位特别是没有血库的接生单位都宜存有
Ｏ 型、ＲｈＤ 阴性、Ｋ 阴性红细胞

√

推荐 ２３　 剖宫产和阴道产 ＰＰＨ 救治宜考虑紧急采用术中红细
胞回收技术

Ｄ

２ ３ ３ ２　 ＦＦＰ
推荐 ２４　 如果凝血试验结果未出但出血仍在继续ꎬ输入 ４ Ｕ 红

细胞后宜输注 ＦＦＰ(１２－１５)ｍＬ / ｋｇꎬ直到获得凝血试
验结果

Ｄ

推荐 ２５　 如果疑似凝血病ꎬ如胎盘早剥、羊水栓塞或者未及时
发现的 ＰＰＨꎬ但又无法做凝血试验ꎬ宜考虑尽早输注
ＦＦＰ

√

推荐 ２６　 如果 ＰＴ(或 ＡＰＴＴ) >１ ５ 倍正常值且出血仍在继续ꎬ
可能需要 ＦＦＰ 输注剂量>１５ ｍＬ / ｋｇ 才能纠正凝血病

Ｄ

推荐 ２７　 临床医生宜认识到如果预计要用 ＦＦＰꎬ应尽快通知输
血实验室ꎬ由于需要融化时间ꎬＦＦＰ 送达总会滞后些

√

２ ３ ３ ３　 Ｆｉｂ
推荐 ２８　 在 ＰＰＨ 仍在继续期间ꎬ宜维持 Ｆｉｂ>２ ｇ / Ｌ Ｃ
推荐 ２９　 补充 Ｆｉｂ 宜采用冷沉淀 Ｄ
２ ３ ３ ４　 血小板

推荐 ３０　 在 ＰＰＨ 仍在继续期间ꎬ实验室监测显示 Ｐｌｔ<７５×１０９ /
Ｌ 时宜输注血小板

Ｄ

２ ３ ３ ５　 抗纤溶药物

推荐 ３１　 ＰＰＨ 管理宜考虑使用氨甲环酸 Ｂ
２ ３ ３ ６　 重组因子Ⅶａ(ｒＦⅦａ)
推荐 ３２　 如果不是临床试验需要ꎬ不推荐大量 ＰＰＨ 患者常规

使用 ｒＦⅦａ
√

２ ４　 大量 ＰＰＨ 的监测和检查
推荐 ３３　 大量 ＰＰＨ(失血量>１ ０００ ｍＬ)、继续出血或临床休克患

者的整套监测和检查方案:１)立即采集 ２０ ｍＬ 静脉血
做以下项目:(１)交叉配血至少 ４ Ｕꎻ(２)全血细胞计
数ꎻ(３)凝血筛查试验包括 Ｆｉｂ 测定ꎻ(４)肝肾功能ꎻ２)
测量体温 １ 次 / １５ ｍｉｎꎻ３)连续记录脉搏、血压和呼吸
频率(使用血氧饱和度监测仪、心电图仪和全自动血压
计记录)ꎻ４)留置 Ｆｏｌｅｙ 导尿管记录尿量ꎻ５)建立 ２ 条

　 　 　 　 １４ Ｇ 外周静脉通路ꎻ６)考虑动脉留置管监测(如果有经
验丰富的工作人员做插管)ꎻ７)如适宜ꎬ出血得到控制
后ꎬ考虑将患者转入 ＩＣＵ 或者特护病房ꎻ８)在改良产科
早期预警图(附录 ４)上做记录ꎻ９)改良早期产科预警
图显示异常时ꎬ立即采取进一步处理措施ꎻ１０)记录液
体进出量与血液及血制品输注和抢救过程

Ｄ

２ ５　 麻醉师在 ＰＰＨ 管理中作用

推荐 ３４　 ＰＰＨ 管理需要多学科协作ꎬ麻醉师在维持患者血流
动力学稳定方面起重要作用ꎬ并在必要时决定并实
施适宜的麻醉方案

Ｄ

２ ６　 止血方法

推荐 ３５　 临床医师宜准备联合应用药物、物理和外科手术的方
法治疗 ＰＰＨ 患者的出血ꎮ 宜根据 ＰＰＨ 病因选择具
体止血方法

Ｄ

２ ６ ２　 手术止血

推荐 ３７　 如果药物治疗无法控制出血ꎬ宜尽快做手术治疗 Ｄ
推荐 ３８　 对于宫缩乏力是出血唯一或主要原因的大部分产妇ꎬ

子宫内球囊压迫术是手术治疗的一线方法
Ｃ

推荐 ３９　 根据患者病情和医生经验ꎬ可将外科保守治疗作为二
线方法

Ｃ

推荐 ４０　 手术室宜有子宫背带式缝合术操作分解图可供使用 √
推荐 ４１　 尽早行子宫切除术ꎬ尤其是植入性胎盘和子宫破裂时 Ｃ
推荐 ４２　 如可能ꎬ最好能与另 １ 名经验丰富的医生共同做出子

宫切除的决定
√

３　 继发性 ＰＰＨ 的管理

推荐 ４３　 对于继发性 ＰＰＨ 患者ꎬ宜采集阴道上段和宫颈拭子
标本做阴道微生物学检查ꎬ怀疑子宫内膜炎时宜开始
采用适宜的抗生素治疗

Ｄ

推荐 ４４ 　 盆腔超声检查可能有助于排除存在妊娠产物残留
(ｒｅｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎꎬＲＰＯＣ)ꎬ尽管其所做
出的 ＲＰＯＣ 诊断并不可靠

Ｃ

推荐 ４５　 ＲＰＯＣ 清除术宜由经验丰富的医师实施或指导 Ｄ
４　 风险管理

４ １　 培训和准备———实施 ＰＰＨ 最佳管理方案的保障措施

推荐 ４６　 每个产科病区宜有 ＰＰＨ 管理的多学科协作方案 √
推荐 ４７　 所有产科工作人员都宜接受产科急症包括 ＰＰＨ 管理

的培训
Ｂ

推荐 ４８　 宜开展 ＰＰＨ 管理的多专业培训ꎬ包括团队演练 Ｂ
推荐 ４９　 宜对估计失血量≥１ ５００ ｍＬ 的所有 ＰＰＨ 病例开展正

式的临床事件分析
Ｄ

４ ２　 记录

推荐 ５０　 出现 ＰＰＨ 的分娩和抢救过程宜予精确记录 √
４ ３　 救治情况讨论会

推荐 ５１　 在双方都方便的时候为产妇(包括其配偶)提供参与
产科出血救治情况讨论的机会

√

５　 审核指标建议

１)接受孕期贫血筛查孕妇的比例(１００％)
２)第 ３ 产程中使用缩宫素产妇的比例(１００％)
３)在产房中接受 ＰＰＨ 风险因素评估产妇的比例(１００％)
４)适宜记录管理过程尤其是 ＰＰＨ 产妇各种事件发生时间(１００％)
５)产妇出血量>１ ５００ ｍＬ 时通知 ＰＰＨ 风险管理团队(１００％)
６)具有接受过 ＰＰＨ 技能培训多学科团队的比例(１００％)

注:“√”为«指南»编写组根据临床经验强力推荐的最佳实践

２　 «指南»附录

２ １　 附录 １　 指南及其证据水平和推荐强度分级方法的说
明:１)临床指南是经过系统研制得出的推荐性陈述ꎬ为临床
医生和患者在特定情况下需要做出适宜的治疗决策时提供
帮助ꎻ每项指南都是采用系统和标准的方法制定ꎬ有关指南

制定过程的详细信息请参见«ＲＣＯＧ Ｇｒｅｅｎ￣ｔｏｐ 指南编制方
法»ꎻ指南是推荐意见ꎬ而不是强制规定疾病管理或治疗的唯
一方法ꎻ应用指南提供的推荐之前ꎬ必须充分考虑患者个体
需求、本机构资源和局限以及当地人群的差异ꎬ对推荐的适
用性做出评价ꎻ希望指南本地化这一过程能够有助于将指南
的推荐整合到本机构的临床常规之中ꎻ对于存在临床不确定
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性、需要进一步研究的问题ꎬ务必给予关注和留意ꎮ ２) «指
南»采用的证据水平和推荐强度分级方法(表 ２)ꎮ

表 ２　 证据水平和推荐强度分级方法
证据水平 推荐强度

级别 判定标准 级别 判定标准

１＋＋ ＲＣＴ 的高质量的 Ｍｅｔａ 分
析、系统评价ꎬ或出现偏
倚的可能性很小的 ＲＣＴ

１＋ ＲＣＴ 的较高质量的 Ｍｅｔａ
分析、系统评价ꎬ或出现
偏倚的可能性小的 ＲＣＴ

１－ ＲＣＴ 的 Ｍｅｔａ 分析、系统
评价ꎬ或出现偏倚可能
性大的 ＲＣＴ

Ａ 至少有证据等级为 １＋＋级
的 １ 项 Ｍｅｔａ 分析、系统评
价或 ＲＣＴꎬ直接适用于目
标人群ꎻ或者至少有证据
等级为 １＋的 １ 项系统评
价或者大多数主要研究ꎬ
直接适用于目标人群并取
得总体一致的结果

２＋＋ 病例对照或队列研究的高
质量的系统评价ꎬ或出现
混杂、偏倚和巧合的可能
性很小且反映因果关联的
可能性大、高质量的病例
对照或队列研究

Ｂ 大多数研究的证据等级为 ２
＋＋级ꎬ直接适用于目标人群
并取得总体一致的结果ꎻ或
者证据等级为 １＋＋的研究的
外推证据

２＋ 出现混杂、偏倚和巧合的
可能性小且反映因果关联
的可能性较大、较高质量
的病例对照或队列研究

Ｃ 大多数研究的证据等级为 ２
＋级ꎬ直接适用于目标人群
并取得总体一致的结果ꎻ或
者证据等级为 ２＋＋的研究的
外推证据

２－ 出现混杂、偏倚和巧合的
可能性大且反映因果关联
的可能性较小的病例对照
或队列研究

Ｄ 证据等级为 ３ 或 ４ 级ꎻ或者
证据等级为 ２＋的研究的外
推证据

３ 非分析性研究ꎬ即病例报
告、病例系列分析

４ 专家意见

√ 最佳实践(ｇｏｏｄ ｐｒａｃｔｉｃｅ ｐｏｉｎｔ):
«指南»编写组根据临床经验
强力推荐的最佳实践

２ ２　 附录 ２　 ＰＰＨ 原因(表 ３)ꎮ
表 ３　 ＰＰＨ 原因

类别 危险因素或注释
１　 宫缩(ｔｏｎｅ):子宫收缩异常

子宫过度膨胀 羊水过多、多胎妊娠、巨大胎儿
羊膜腔感染 发热、胎膜迟破
子宫功能或者解剖异常 急产、滞产、子宫肌瘤、前置胎

盘、子宫畸形
使用子宫松弛剂如镁和硝苯地平 特布他林、卤代麻醉剂、硝酸甘油
膀胱膨胀 可能妨碍子宫收缩

２　 组织(ｔｉｓｓｕｅ):妊娠产物残留
胎盘小叶或副胎盘残留
凝血块残留

３　 损伤(ｔｒａｍａ):生殖道损伤
宫颈、阴道或会阴撕裂伤 急产、手术产
剖宫产拉伤、撕裂伤 胎位不正、深部操作
子宫破裂 先前子宫手术
子宫内翻 多次妊娠且脐带过度牵拉

４　 凝血酶(ｔｈｒｏｍｂｉｎ):凝血功能异常
原有疾病

甲型血友病
原发性血小板减少性紫癜 紫癜
血管性血友病
既往 ＰＰＨ 病史

妊娠期间发病
妊娠期血小板减少症 紫癜
先兆子痫合并血小板减少
症如溶血￣肝酶升高￣血小板
减少综合征

血压升高

ＤＩＣ
妊娠高血压伴合并症 凝血病
宫内死胎 胎儿死亡
严重感染 发热、中性细胞增多 / 减少
胎盘早剥 产前出血
羊水栓塞 突然衰竭
抗凝治疗 栓塞病史

２ ３　 附录 ３　 ＰＰＨ 管理流程(图 １)ꎮ

注:宜同时做复苏、监测、检查和治疗

图 １　 大量产后出血管理流程

２ ４　 附录 ４　 产科早期预警图(略)ꎮ
２ ５　 附录 ５　 产科出血记录表示例(略)ꎮ

３　 编制过程的说明

３ １　 目的和范围　 １)原发性 ＰＰＨ 是最常见的产科出血ꎬ其
传统定义是在胎儿娩出后<２４ ｈ 产妇生殖道出血量≥５００
ｍＬꎻＰＰＨ 可分为少量(ｍｉｎｏｒ)出血(５００－１ ０００ ｍＬ)和大量出

血(ｍａｊｏｒ)(>１ ０００ ｍＬ)ꎬ后者可进一步分为较大量(ｍｏｄｅｒ￣
ａｔｅ)出血(１ ０００－ ２ ０００ ｍＬ) 和严重( ｓｅｖｅｒｅ) 出血( > ２ ０００
ｍＬ)ꎻ对于体重较小(如<６０ ｋｇ)的产妇ꎬ较少的出血量可能

就具有临床意义ꎮ «指南»的推荐适用于出血量≥５００ ｍＬ 的

原发性 ＰＰＨ 患者ꎮ ２)继发性 ＰＰＨ 是指产妇产后 ２４ ｈ－ １２
周、出血量异常多的产道出血ꎮ «指南» 也提供了继发性

ＰＰＨ 管理的推荐意见ꎮ ３)患有出血性疾病和服用治疗性抗

凝剂的妇女发生 ＰＰＨ 的危险较大ꎮ «指南»未提供具有这类

疾病和治疗史以及拒绝输血的产妇发生 ＰＰＨ 时具体管理的

推荐意见ꎬ如有需要请参见其他文件ꎮ ４) «指南»主要是针

对在具有主任医师领导的英国产科中心工作的临床医生制

定的ꎬ其中的推荐意见可能不太适合于在设施、资源和常规

２２３ 中国输血杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ｍａｒꎬ２０１７ꎬＶｏｌ.３０ꎬＮｏ.３



医疗实践方面存在差异的产科机构ꎮ 现在越来越强调能够

在家分娩或在具有助产士领导的产科机构分娩ꎬ产科医生和

助产士宜制定社区产科急症(包括 ＰＰＨ)指南ꎬ这部分内容

不在«指南»范围ꎮ ５)«指南»范围仅限于 ＰＰＨ 的管理ꎬ产前

出血管理见 ＲＣＯＧ Ｇｒｅｅｎ￣ｔｏｐ 指南 ６３ 号ꎬ与前置胎盘和前置

胎盘合并胎盘植入有关的 ＰＰＨ 的预防和管理见 ＲＣＯＧ
Ｇｒｅｅｎ￣ｔｏｐ 指南第 ２７ 号ꎬ血液和血液制品在产科中的适当使

用见 ＲＣＯＧ Ｇｒｅｅｎ￣ｔｏｐ 指南第 ４７ 号ꎮ
３ ２　 背景和流行病学　 产科出血即使在发达国家仍然是国

家孕产妇死亡的主要原因之一ꎮ 英国 ２０１１－２０１３ 年孕产妇

死亡和发病率保密调查报告确定了在英国和爱尔兰因产科

出血导致直接死亡的 １３ 个病例ꎬ指出产科出血是导致孕产

妇死亡的第 ２ 位原因ꎬ推荐重点提高产科医生和助产士基本

临床技能和及时识别出血严重程度的能力ꎬ强调产科出血管

理必须具有良好的沟通和团队合作ꎮ １ 项系统评价表明

ＰＰＨ 发病率可能存在地区差异ꎮ ＰＰＨ 诊断标准宜统一ꎬ以
使来自不同地区的数据可做比较ꎮ
３ ３　 证据的发现和评估(略)

４　 ＰＰＨ 的预测和预防推荐意见的证据

４ １　 ＰＰＨ 危险因素及使其最小化

４ １ １　 危险因素

【推荐 １】在产前或产中可能出现 ＰＰＨ 危险因素ꎬ应据此

对孕产妇照护计划做出调整(√)ꎮ
【推荐 ２】临床医生必须掌握 ＰＰＨ 危险因素ꎬ并将其作为

指导孕妇选择分娩地点需要考虑的因素(√)ꎮ
【推荐 ３】已知具有 ＰＰＨ 危险因素的孕妇宜选择在设置

血库的医院分娩(Ｄ 级)ꎮ
【证据】１)尽管大多数 ＰＰＨ 病例没有可事先识别的危险

因素ꎬ但是一些病例对照研究已经确定了在产前和产中出现

的 ＰＰＨ 危险因素(附录 ２)ꎻ２０１０ 年发表的 １ 篇综述总结了

ＰＰＨ 的危险因素ꎬ尽管其方法学存在局限性ꎬ但这些研究提

供了对 ＰＰＨ 危险水平做出判断的指南ꎬ有助于临床医生与

孕妇讨论分娩计划(表 ４)ꎻ孕产妇和儿童健康的保密调查报

告推荐已知具有 ＰＰＨ 危险因素的孕妇不宜在没有血库的医

院分娩(４ 级)ꎮ ２)加拿大妇产科学会发布的 ＰＰＨ 预防和管

理指南总结了 ＰＰＨ 原因与 ４ 方面因素有关ꎬ分别是宫缩乏

力(ｔｏｎｅ)、软产道裂伤( ｔｒａｕｍａ)、胎盘组织( ｔｉｓｓｕｅ)和凝血障

碍(ｔｈｒｏｍｂｉｎ)ꎬ简称 ４ＴꎬＰＰＨ 与其中≥１ 个因素有关ꎬ最常见

的是宫缩乏力(４ 级)ꎮ
４ １ ２　 降低 ＰＰＨ 危险———治疗产前贫血

【推荐 ４】宜对产前贫血做适宜的调查和治疗ꎬ以降低与

ＰＰＨ 相关疾病的发生率(Ｄ 级)ꎮ
【证据】１)英国国家卫生与服务优化研究院(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎ￣

ｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｃａｒｅ ＥｘｃｅｌｌｅｎｃｅꎬＮＩＣＥ)的指南推荐为孕

妇做贫血筛查ꎬ英国血液学标准委员会(Ｂｒｉｔｉｓｈ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ
Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｉｎ ＨａｅｍａｔｏｌｏｇｙꎬＢＣＳＨ)已制定了孕妇贫血调查和管

理指南ꎮ 如果孕妇 Ｈｂ 小于正常范围值(英国是首次产检时

１１０ ｇ / Ｌꎬ妊娠 ２８ 周时 １０５ ｇ / Ｌ)ꎬ宜调查其原因ꎻ如果有适应

证ꎬ宜补充铁剂ꎮ 缺铁性贫血孕妇口服铁剂无效时ꎬ宜予肠

外补铁治疗(４ 级)ꎮ ２)１ 项患者群体研究结果显示产前贫血

(Ｈｂ<９０ ｇ / Ｌ)与更多的产时或产后出血量相关(３ 级)ꎮ
表 ４　 ＰＰＨ 危险因素和水平

危险因素 ４Ｔ ＯＲ(９５％ＣＩ)
多胎妊娠 宫缩乏力 ３ ３０(１ ００－１０ ６０)

４ ７０(２ ４０－９ １０)
既往 ＰＰＨ 宫缩乏力 ３ ６０(１ ２０－１０ ２０)
先兆子痫 凝血障碍 ５ ００(３ ００－８ ５０)

２ ２０(１ ３０－３ ７０)
巨大胎儿 宫缩乏力 ２ １１(１ ６２－２ ７６)

２ ４０(１ ９０－２ ９０)
第 ２ 产程失败 宫缩乏力 ３ ４０(２ ４０－４ ７０)

１ ９０(１ ２０－２ ９０)
第 ３ 产程延长 宫缩乏力 ７ ６０(４ ２０－１３ ５０)

２ ６１(１ ８３－３ ７２)
胎盘滞留 胎盘组织 ７ ８３(３ ７８－１６ ２２)

３ ５０(２ １０－５ ８０)
６ ００(３ ５０－１０ ４０)

胎盘植入 胎盘组织 ３ ３０(１ ７０－６ ４０)
会阴切开 产道裂伤 ４ ７０(２ ６０－８ ４０)

２ １８(１ ６８－２ ７６)
１ ７０(１ ２０－２ ５０)

会阴裂伤 产道裂伤 １ ４０(１ ０４－１ ８７)
２ ４０(２ ００－２ ８０)
１ ７０(１ １０－２ ５０)

全身麻醉 宫缩乏力 ２ ９０(１ ９０－４ ５０)

４ １ ３　 降低 ＰＰＨ 危险———减少产程出血

【推荐 ５】子宫按摩对 ＰＰＨ 预防无益(Ａ)ꎮ
【推荐 ６】在第 ３ 产程宜常规预防性使用缩宫药物以降

低 ＰＰＨ 危险(Ａ)ꎮ
【推荐 ７】不存在 ＰＰＨ 危险因素的阴道产产妇在第 ３ 产

程肌注缩宫素 １０ ＩＵ 是预防 ＰＰＨ 的首选措施ꎬ使用更大剂量

缩宫素无益(Ａ)ꎮ
【推荐 ８】对于剖宫产的产妇ꎬ宜给予缩宫素 ５ ＩＵ 缓慢静

注ꎬ以增强子宫收缩和减少失血(Ｂ)ꎮ
【推荐 ９】对于具有出血危险且没有妊娠高血压的产妇ꎬ

可联合使用缩宫素和麦角新碱以降低少量 ＰＰＨ(５００－１ ０００
ｍＬ)的危险(Ｃ)ꎮ

【推荐 １０】对于具有出血危险因素的产妇ꎬ采用 ＰＰＨ 综

合预防措施可能比单用缩宫素更能奏效(√)ꎮ
【推荐 １１】对于 ＰＰＨ 高危产妇ꎬ在剖宫产时除了使用缩

宫素外ꎬ还宜考虑使用氨甲环酸(０ ５－１ ０ ｇ)ꎬ以减少失血

(Ａ)ꎮ
【证据】１)子宫按摩:Ｃｏｃｈｒａｎ 系统评价分析了胎儿娩出

后ꎬ子宫按摩在胎盘娩出前做、或在娩出后做、或在娩出前后

都做是否能够有效预防 ＰＰＨꎬ共纳入 ２ 项 ＲＣＴꎬ评价结果显

示这几种处理方法没有明显差异(Ｐ>０ ０５)(１＋＋级)ꎮ ２)第
３ 产程管理:(１)评价在阴道产第 ３ 产程采取 ＰＰＨ 预防措施

的效果的数篇 Ｃｏｃｈｒａｎ 评价均得出结论ꎬ在第 ３ 产程采取主

动管理和预防性使用缩宫药物能够降低 ＰＰＨ 危险ꎮ 第 ３ 产

程主动管理应用包括缩宫药物、早期钳夹脐带和控制性牵拉

脐带在内的干预措施ꎬ以加快胎盘娩出ꎬ其目的是减少出血

量ꎮ 在预期管理过程中ꎬ期待着胎盘剥离的迹象和胎盘自然

娩出ꎮ １ 项 Ｃｏｃｈｒａｎ 系统评价发现ꎬ对出血危险高低不一的
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产妇实施主动管理之后ꎬ分娩时产妇原发性出血的危险降低

(出血量>１ ０００ ｍＬꎬＲＲ ０ ３４ꎬ ９５％ ＣＩ ０ １４－０ ８７)ꎬ分娩后产

妇 Ｈｂ<９０ ｇ / Ｌ 的危险减少(ＲＲ ０ ５０ꎬ９５％ＣＩ ０ ３０－０ ８３)(１＋
＋级)ꎮ (２)第 ３ 产程的主动管理使新生儿体重降低ꎬ原因是

早期钳夹脐带致婴儿血容量减少ꎮ １ 项针对对照试验所做的

系统评价和 Ｍｅｔａ 分析发现ꎬ推迟钳夹脐带时间>２ ｍｉｎ 对新

生儿有益ꎬ而且这一益处一直延续到婴儿期ꎻ因此不再推荐

将早期钳夹脐带作为第 ３ 产程的主动管理措施ꎮ 关于钳夹

脐带时机的选择请见 ＲＣＯＧ 的科学影响文件( ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｉｍ￣
ｐａｃｔ ｐａｐｅｒ)１４ 号ꎮ ＮＩＣＥ 指南推荐ꎬ如果不存在脐带完整性

和胎儿健康问题ꎬ钳夹脐带不宜早于胎儿分娩后 １ ｍｉｎ(１＋
级)ꎮ ３)缩宫素和麦角新碱联合用药:(１)Ｍｃｄｏｎａｌｄ 及其同

事对第 ３ 产程预防性使用麦角新碱联合缩宫素和单用缩宫

素的效果所做的 Ｍｅｔａ 分析显示ꎬ对于预防出血量>１ ０００ ｍＬ
的 ＰＰＨꎬ麦角新碱￣缩宫素、缩宫素 ５ ＩＵ 或缩宫素 １０ ＩＵ 的疗

效相似ꎮ 对于出血量>５００ ｍＬ 的 ＰＰＨꎬ麦角新碱￣缩宫素具

有小幅降低 ＰＰＨ 危险的作用(ＯＲ ０ ８２ꎬ９５％ＣＩ ０ ７１－０ ９５)ꎮ
２ 种用药方法的主要差别在于恶心、呕吐、血压升高等不良反

应的发生率ꎬ麦角新碱联合缩宫素组比单用缩宫素高了近 ５
倍(ＯＲ ４ ９２ꎬ９５％ＣＩ ４ ０３－６ ００)ꎮ 因此ꎬ对于少量 ＰＰＨ 的产

妇ꎬ在考虑应用麦角新碱联合缩宫素时ꎬ需要在增加药物不

良反应和降低少量 ＰＰＨ 危险之间做出权衡和选择(１＋＋级)ꎮ
(２)１ 项关于缩宫素剂量与阴道产 ＰＰＨ 预防效果的 ＲＣＴ 采

用对宫缩乏力或出血采取治疗措施作为主要结局指标ꎬ发现

采用 ５００ ｍＬ 静脉滴注>１ ｈ 的给药方法ꎬ大剂量缩宫素(４０
或 ８０ ＩＵ)并不比小剂量(１０ ＩＵ)具有更好的 ＰＰＨ 预防效果

(１＋级)ꎬ提示使用大剂量缩宫素的结局并不比小剂量好ꎮ
４)前列腺素:(１)２ 项关于前列腺素预防 ＰＰＨ 的 Ｃｏｃｈｒａｎ 评

价发现ꎬ在常规预防 ＰＰＨ 方面ꎬ无论是肌注的前列腺素还是

口服或舌下含服的米索前列醇都没有传统的注射缩宫药物

[(缩宫素和(或)麦角新碱)]效果好ꎮ 另外 １ 项系统评价的

结论是ꎬ预防 ＰＰＨ 缩宫素比米索前列醇效果更好(１＋＋级)ꎮ
(２)根据 Ｃｏｃｈｒａｎ 系统评价和英国现行标准实践ꎬ推荐将给

予阴道产产妇肌注缩宫素 １０ ＩＵ 作为第 ３ 产程预防 ＰＰＨ 的

首选方案ꎮ 宜在胎儿前肩部娩出后ꎬ或者在胎儿娩出后、脐
带钳夹和剪断前立即给产妇肌注缩宫素ꎬ该策略已经过

ＮＩＣＥ 产程照护指南批准(１＋级)ꎮ ５)卡贝缩宫素:(１)英国

批准卡贝缩宫素专门用于预防剖宫产 ＰＰＨꎮ １ 项关于长效

的缩宫素衍生物(卡贝缩宫素)预防 ＰＰＨ 效果的 Ｃｏｃｈｒａｎ 评

价结果显示ꎬ与缩宫素比较ꎬ卡贝缩宫素能够减少剖宫产过

程中的缩宫素用量ꎬ但对于阴道产 ＰＰＨ 没有作用ꎮ 卡贝缩

宫素和缩宫素在降低 ＰＰＨ 危险方面没有明显差异(Ｐ>０ ０５)
(１＋＋级)ꎮ (２)加拿大妇产科学会推荐在选择性剖宫产的产

妇中应用卡贝缩宫素(１００ μｇꎬ静脉推注时间>１ ｍｉｎ)预防

ＰＰＨꎮ 根据各种缩宫药物(缩宫素、麦角新碱联合缩宫素、米
索前列醇、卡贝缩宫素和 １５￣甲基前列腺素 Ｆ２ａ)预防剖宫产

产妇 ＰＰＨ 效果的 ＲＣＴ 的结果和英国现行标准实践ꎬＮＩＣＥ 剖

宫产指南推荐缩宫素 ５ ＩＵ 缓慢静脉注射以预防剖宫产 ＰＰＨ
(１＋级)ꎮ ６)氨甲环酸:１ 项关于在 ＰＰＨ 低危产妇应用氨甲

环酸预防 ＰＰＨ 的 Ｃｏｃｈｒａｎ 评价发现:(１)氨甲环酸(１ ０ 或

０ ５ ｇ 静脉注射)联合常规缩宫药物ꎬ能够降低剖宫产和阴道

产出血量>４００ 或 ５００ ｍＬ 的 ＰＰＨ 发生率ꎻ(２)对于剖宫产产

妇ꎬ氨甲环酸能够有效地降低出血量>１ ０００ ｍＬ 的 ＰＰＨ 发生

率(ＲＲ ０ ４３ꎬ９５％ ＣＩ ０ ２３－０ ７８ꎬ纳入研究 ４ 项、产妇 １ ５３４
名)ꎬ但是对于阴道产产妇出血量>１ ０００ ｍＬ 的 ＰＰＨ 发生率

没有影响ꎻ(３)产后静脉注射氨甲环酸的产妇ꎬ其产后 ２ ｈ 的

出血量减少(减少值均数－７７ ７９ ｍＬꎬ９５％ ＣＩ－９７ ９５－５７ ６４
ｍＬꎬ纳入研究 ５ 项、产妇 １ １８６ 名)ꎬ其结论是需要针对氨甲

环酸所致的包括血栓在内的严重不良反应风险以及在 ＰＰＨ
高危产妇使用氨甲环酸做进一步研究(１＋＋级)ꎮ (待续)
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