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人类血小板抗原$

]!,

%是由血小板糖蛋白携带的一类特

异性抗原#由血小板特有的抗原决定簇组成#

]!,

不匹配可引

起血小板同种免疫反应#产生血小板同种抗体#导致同种免疫

性血小板减少#诱发输血后血小板减少性紫癜$

!/!

%*血小板

输注无效 $

!/.

%及新生儿同种免疫血小板减少性紫癜

$

+,O/!

%*移植排斥等疾病)因此#临床输血需要准确检测和

鉴定
]!,

'

%0$

(

)以往临床常用血清学方法鉴定
]!,

亚型#但

各亚型血清往往难以全部获得#造成临床使用不便)随着分子

生物学技术的发展#临床转而使用限制性片段长度多态性聚合

酶链反应$

!-.0.SV!

%*序列特异性引物聚合酶链反应$
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88!

%等方法鉴定
]!,

亚型#但这些方法大多存在检测时间

长*容易污染的缺点#不能很好满足临床检验的要求)本研究

拟建立一套基于靶序列富集多重聚合酶链反应$

/XT0!-.

%#

血液直接
!-.

和荧光探针溶解曲线分析技术#以便准确*方

便*快速地检测
]!,%

#
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*

-GK

这
%4

种
]!,

等位基因位点

的情况#该方法无需提取血液标本基因组
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#敏感性及特异

性强#操作简单快速#无交叉污染风险等优点#可弥补目前临床
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检测技术的不足)
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保存)
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仪器与试剂
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引物及荧光探针由上海生工合成#其

他试剂包括
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各亚型基因组序列#使用
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软件设计
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反应完成后进行溶解曲线
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溶解曲线分析#检测通
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分析系
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实验方法的检测灵敏度)
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分型对照实验
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用
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分型试剂盒$
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对提取的核酸进行检测#操作方法及判读标准均按照试剂盒说

明书进行)
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统计学处理
!

采用
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统计软件分析溶解曲线方

法和
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左右#可根据软件判读的溶解
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灵敏度实验结果
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标准品质粒为模版进行敏感度实验#当质粒浓度大于或等于
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$

V

时可见明显的溶解峰#随着质粒浓度上升峰的

高度也有所增加#但当质粒浓度为
%(F>

L
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$

V

和
%(

#

F>

L

;D<

"

$

V

时#没有溶解峰出现#见图
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注!按溶解峰高度从上至下依次为
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浓度模

板#
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未出现明显溶解峰)

图
#

!!

]!,%

亚型
G

(

K

质粒标准品混合模版溶解曲线结果

C1D
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溶解曲线法与
!-.088!

法的
]!,

分型结果对比
!

在

#((

份临床标本检测中溶解曲线法与
!-.088!

法结果完全一

致#见表
#

)

D

!

讨
!!

论

近年来#随着临床用血量的日益增加#血小板输注无效已

成为困扰临床的一大难题)据文献报道#血小板输注无效

#(3

#

$(3

为免疫因素'

'

(

#同时
]!,

不匹配可引起血小板同

种免疫反应#产生血小板同种抗体#导致同种免疫性血小板减

少#还可诱发如
+,O/!

*

!/!

等疾病#在临床移植中还会引起

移植排斥等相关疾病)准确检测和鉴定
]!,

对于临床医学

和输血实践具有重要意义'

)

(

)目前血站常用的
!-.088!

法操

作繁琐*费时#不仅要提取每份标本的血液基因组
*+,

#而且

针对每个等位基因位点都要进行一次
!-.

反应#并进行琼脂

糖凝胶电泳观测结果#不利于高通量快速检测标本的需要'

&

(

)

荧光探针溶解曲线分析技术通过荧光探针结合序列变化

所造成的溶解曲线
/H

值变化来分辨不同的
8+!

位点)这种

方法通过不同荧光通道和不同荧光探针组合#可在一管反应内

同时检测多个
8+!

位点#甚至发现不常见的
8+!

变异'

204

(

)

在突变型地中海贫血*

]!W

亚型检测等方面已得到良好应用

并进入临床使用'

50%(

(

)本实验室之前研究中利用这项技术已

开发出分辨
]!,%

#

)

*

%)

亚型的检测方法#准确率与
!-.0

88!

方法相同'

%%

(

)

为进一步优化
]!,

亚型检测方法#本研究尝试省略临床

标本的基因组
*+,

提取环节#直接以全血作为模板进行分型

检测)传统
!-.

反应中的
/G

Y

酶因为无法克服血液中各种抑

制因子的干扰作用#无法直接对全血标本进行扩增#因此必须

增加血液基因组
*+,

提取步骤以纯化标本
*+,

)而
/CD9H>

等公司近年推出的
"J>>A0*;9DF?!-.

试剂盒通过生物工程改

造技术#使
/G

Y

酶可以耐受
'(3

体积全血的干扰而进行扩增#

从而节省了
*+,

提取环节#大大减轻了临床工作量'

%#

(

)本研

究中使用的成都福际公司的血液直接扩增
!-.

试剂盒可以直

接将全血标本作为模板进行扩增#扩增效率与之前研究中使用

的
T@J?;

L

JDN!-.TG<?D9H;N

扩增纯化后的
*+,

模板相比更

强#但
"J>>A0*;9DF?!-.

试剂盒对多重
!-.

优化不足#导致

]!,&

个亚型之间的扩增效率不一#部分亚型目标序列得不到

有效扩增#无法进行检测#为此本研究引入
/XT0!-.

技术以

改善多重
!-.

扩增能力)

/XT0!-.

是一种多重
!-.

引物设

计技术#最早用于多重病原体的检测'

%$

(

#该技术针对每个扩增

片段设计
#

对低浓度的巢式特异性引物
S>

*

.>

*

S;

*

.;

进行富

集#然后用高浓度的通用引物
S<

和
.<

进行扩增#可有效避免

传统多重
!-.

中各引物扩增效率不均一的问题$图
$

%#使多

个待检测位点均能得到有效扩增)本研究通过使用
/XT0

!-.

方法设计引物取代之前的多重
!-.

引物#使
%4

个
]!,

亚型的目标区域都能得到有效扩增#实现在
)

管反应中同时检

测
%4

种
]!,

亚型的
8+!

基因型)
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着重要作用#有效地控制可以降低
O-8

的发生)

研究表明
O-8

组
]F

B

*

C<0-.!

*

V

L

0!V,#

水平及阳性率明

显高于对照组#证实三者作为炎性指标#在
O-8

的发病中起到

一定作用)而且三者的水平及阳性率处于较高水平#与对照组

比较#差异有统计学意义$

!

$

(1()

%#说明
O-8

疾病的发生与

]F

B

*

C<0-.!

*

V

L

0!V,#

水平有关#且阳性率较高#可作为传统

危险因素的有力补充)三者作为
O-8

诊断及病情评估的指标#

有助于临床医生合理评估病情*合理诊疗#同时在高危人群的

筛选方面也起到重要作用)

本研究同时进行了
@-.

曲线分析#结果显示联合检测血

浆
]F

B

*

C<0-.!

*

V

L

0!V,#

水平对诊断
O-8

的
$D.

*灵敏度*

特异度均高于
$

项指标单独检测#提示联合检测
$

项指标可提

高其对
O-8

的诊断价值#在提高特异性的同时#增加了灵敏度#

更加有利于临床进行及时有效的预防*治疗)但
O-8

的发病机

制复杂#三者之间的联系及作用机制尚需大数据的进一步探讨

研究)

综上所述#

O-8

患者血浆
]F

B

*

C<0-.!

*

V

L

0!V,#

水平及

阳性率均升高#三者的联合检测更能提高对
O-8

的早期诊断价

值#尽早治疗#改善预后)
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