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!!

输血是现代医疗中重要的救治手段之一!正

确的血型鉴定在输血工作中有极其重要的意义&

KLA

血型有多个亚型)

#%!

*

&若血清学显示
KLA

血型正反定型不符及抗原性减弱!很容易造成忽

视和漏检!给临床血型鉴定'交叉配血及器官移

植等带来极大的困扰!给临床输血带来危险&最

近我们在临床送检样本中发现了
#

例正反定型

不符的样本!并对其进一步做血清学以及基因测

序分析!最终确定为
LR

亚型!现报告如下&

A

!

资料与方法

#'#

!

一般资料
!

患者女性!

$&

岁!汉族!

!"#=

年
#!

月
#=

日开始无明显诱因出现胸闷不适伴心前区隐

痛!经检查确认为主动脉夹层!

!"#=

年
#!

月
!$

日

入院准备手术治疗&

#'!

!

试剂与仪器
!

微柱凝胶卡"

KLA

正定型

#

L+3.*8

!批号"

C""C2'N#'">

!美国$!

KLA

反定型

#

[.+F3,5

!批号"

N#2C###$"!="##&=#

!瑞典$(低离子

抗人球蛋白凝胶卡#

L+3.*8

!批号"

C""C2#'"N'#C

!瑞

典$(标准细胞
KLA

#上海血液生物医药有限责任公

司!批号"

!"#=C2!N

$!抗体筛选细胞#上海血液生物

医药有限责任公司!批号"

!"#=N&!>

$&抗
%K

'抗
%L

#上 海 血 液 生 物 医 药 有 限 责 任 公 司!批 号"

!"#=C#!"

$!人源抗
%K

'抗
%L

#上海市血液中心自

制$!

KLA

正定型采用
BE%#"""

全自动血型仪

#

L+3.*8

!

KE4>N2K

!美国$!

KLA

反定型采用

dK@+*7*

全自动配血仪#

[.+F3,5

!

K44N2K

!瑞典$&

#'2

!

血清学试验

#'2'#

!

血型鉴定
!

初次血型鉴定中
KLA

正定型

采用
BE%#"""

全自动血型仪!

KLA

反定型采用

dK@+*7*

全自动配血仪&试管法按文献)

2

*方法进

行!应用筛选细胞和一组试剂谱细胞进行抗体筛选

和抗体鉴定!明确或排除不规则抗体&

#'2'!

!

吸收放散试验
!

取
!)\

患者红细胞!用

"'>T

氯化钠溶液洗涤
2

次&取等体积的抗
K

与抗

L

血型定型试剂!与压积红细胞混合!

=m

吸收
#;

!

将压积红细胞用足量的
=m"'>T

氯化钠溶液充分

洗涤
C

次!取最后
#

次洗液
!

滴!分别加入
=T K#

细胞与
L

细胞!离心观察&将吸收后的压积红细胞

加
#)\"'>T

氯化钠溶液!于
C$m

水浴中放散
#"

)+7

!期间轻轻振荡
#)+7

!

#"""p

4

离心
#)+7

&取

放散液各
!

滴!分别加入
=TK#

细胞与
L

细胞!振

荡混匀!

#"""p

4

离心
#)+7

!观察结果&

#'=

!

基因组
@VK

提取
!

采用天根生化科技#北

,!+

4;+7-5-_30.7*,3F4,+7+/*, -̀8+/+7-
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京$有限公司
@VK

提取试剂盒快速抽取基因组

@VK

&紫外分光光度计检测
@VK

浓度&

#'C

!

外显子
$

#

N

扩增与测序
!

采用的引物按照

A,5537

等)

=

*的设计#表
#

$!均由上海生物工程公司

合成&

S4I

反应体系包括"

8V<S

终浓度为
=""

$

)3,

%

\

'

`

9

!g终浓度为
!'C

$

)3,

%

\

'

#"pS4I

缓

冲液
C

$

\

'

62

7

酶终浓度为
"'CX

'模板
@VK

终浓

度为
#""

"

2""7

9

%

\

'引物终浓度为
"'#

$

)3,

%

\

!终

反应体系为
C"

$

\

&

S4I

反应在
S(>$""

扩增仪上

进行!循环参数为"

>Cm#")+7

!

>=m$"5

!

$2m>"

5

!

N!m$"5

!

#"

个循环(

>=m$"5

!

$#m>"5

!

N!m

$"5

!

!C

个循环(

N!m#")+7

!

=m

保存&

#"

$

\

产物

经
!T

琼脂糖电泳鉴定产物的特异性&扩增产物经

<*a*I*@VKJ.*

9

)-7:S0.+F+/*:+37a+:

)宝生物工

程#大连$有限公司*纯化!然后送上海生工生物工

程公司测序&并分别以
K#"#

'

L#"#

'

A#"#

等位基

因序列作对照!按照文献)

C

*中的方法进行结果分析&

表
A

!

第
\

#

R

号外显子引物序列

引物名称 引物序列

-R37&J !i%4[[KK<<4K4<4[44K4<[44<[[[<4<4%'i

-R37&I !i%4[[[K<44K<[<[[[<[[4K444<[44K%'i

-R37#J !i%[[[44<K[[4<<4K[<<K4<4%'i

-R37#I !i%4[[[K<4444[<44[44<[44<<[4K[%'i

B

!

结
!

果

!'#

!

血清学试验结果
!

见表
!

&

表
B

!

血型血清学试验结果

!

方法
正定型

抗
K

抗
L

抗
@

反定型

K%/ L/ A/

微柱凝胶卡式法
% % ,/ ,/ % %

试管法#室温$

%

%/

5

,/ ,/

%/

]

%

试管法#

,m

$

% %/ ,/ ,/

%/

]

%

不规则抗体筛查 阴性

直接抗人球蛋白试验 阴性

!'!

!

吸收放散试验结果
!

放散液与标准
L

细胞反

应强度为
#g

P

!与
A

细胞不反应!表明患者红细胞

的放散液中有抗
%L

抗体存在!证实其细胞表面存在

L

抗原&

!'2

!

E

抗原强度比较
!

患者细胞与标准
L

细胞'

标准
A

细胞的抗
%E

反应强度依次为"标准
A

细胞

#

=g

$'患者细胞#

2g

$'标准
L

细胞#

!g

$&

!'=

!

基因测序结果
!

KLA

基因测序结果显示!外

显子
$

出现
!$#[

缺失与
!>NK

&

[

两个突变位

点&外显子
N

出现
C!$4

&

[

!

$=$<

&

K

!

$CN4

&

<

!

$&#[

&

K

!

N"2[

&

K

!

NN#4

&

<

!

N>$4

&

K

!

&"2

[

&

4

!

>"CK

&

[

!

>2"K

&

[

!

#">$[

&

K

共
##

个

突变位点#图
#

$&

图
A

!

第
R

号外显子基因测序图

F

!

讨
!

论

L

亚型是正常
KLA

抗原以外的抗原较弱的亚

型或变异型!主要有
L2

'

L]

'

L-,

'

LR

等共
>

种亚

型)

=

*

&

L

亚型的产生主要是由于半乳糖转移酶第
N

外显子某些碱基发生缺失或者替换!导致半乳糖转

移酶活性降低或者改变!从而导致红细胞表面
L

抗

原数量减少&

L

亚型血清学的主要特征是"与抗
L

发生不凝集或弱凝集!而与抗
KL

凝集!红细胞能吸

附和放散抗
L

抗体)

C

*

&在某些白血病患者中!

L

抗

原可暂时减弱为弱
L

形式!如同
L

亚型的表现&本

例患者排除血液病!被检患者红细胞与标准
K

细胞

反应强凝集!与抗
L

反应仅显示较弱的凝集!而与

抗
KgL

出现明显凝集反应!表明患者血清中含有

正常的抗
K

及较弱的抗
L

(红细胞吸收能力弱于正

常人的红细胞!放散能力强于正常红细胞!与抗
E

!!+

!

中国临床医学
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反应显示
A

型类似的强凝集!表明该样本为
L

亚型&

人类
KLA

基因定位于第
>

号染色体上!共有
N

个外显子!多数编码序列位于第
$

'

N

外显子&

L

等

位基因的点突变只是在
N"2

'

N>$

'

&"2

位高度保守&

L

亚型等位基因除具有
N"2

'

N>$

'

&"2

位高度保守的

点突变外!第
N

外显子还出现新的点突变!如

4C"!<

'

[C2>K

'

[&N#K

'

4&N2[

'

4#"2$[

'

K#"2N<

'

4#"C=<

'

[#"CCK

等)

$%N

*

&目前发现的
LR

亚型有
>

种)

&

*

!分别为
LR"#

"

">

!其主要的突变点为
LR"#

"

&N#[

&

K

(

LR"!

"

>"CK

&

[

(

LR"2

"

C=#<

&

4

(

LR"=

"

C&&4

&

[

(

LR"C

"

>N$[

&

<

(

LR"$

"

>""[

&

4

(

LR"N

"

&"&<

&

K

(

LR"&

"

CC"[

&

K

(

LR">

"

&&>[

&

K

&对第
$

和第
N

外显子进行扩增测序!测序结

果显示"第
$

外显子出现
!$#[

缺失与
!>NK

&

[

两

个突变位点!表明该标本为
LA

基因杂合&第
N

外

显子直接测序出现
C!$4

&

[

'

$=$<

&

K

'

$CN4

&

<

'

$&#[

&

K

'

N"2[

&

K

'

NN#4

&

<

'

N>$4

&

K

'

&"2

[

&

4

'

>"CK

&

[

'

>2"K

&

[

'

#">$[

&

K

!表明该标

本为
LR"!

与
A"!

的杂合&

LR

亚型是
KLA

血型中
L

型红细胞上抗原量

减少所致!往往容易被误定为
A

型&若
L

亚型患者

输入
A

型血液!或者
A

型血液的患者输入了
L

亚型

血液!都可能会出现严重的输血反应&由于
LR

亚

型血液中含有较强的抗
L

抗体!这类符合输血指征

的患者应该考虑给予输注
KL

型血浆和
A

型洗涤

红细胞)

>

*

&

血型鉴定作为现代输血前检测最关键的步骤

之一!其准确的检测结果是确保输血安全的重要保

证&当出现正反定型不符时!应该结合血清学及分

子生物学方法!正确分析血型!以免漏检亚型!进而

确保临床输血安全&
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