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摘!要!为研究采用KL7@,,K技术$建立可靠的人类血小板抗原BK+@*$!$($%$#$"系统的同步基因分型方法$并

以所建立的方法研究血小板抗原’设计合成*&条序列特异性引物$探索最佳退火温度$通过调整引物浓度(M?!N

离子浓度$使BK+@*!"系统等位基因在同一条件下进行同步扩增和扩增产物在同一凝胶中进行同步电泳’引物

的特异性和灵敏度采用基因型已知的质控AE+进行验证’应用此方法$对!’’’年度国际输血协会!O,PG"第十届

血小板基因定型与血清学工作组送检的*#份考核样本!其中血样!份$AE+样本*(份"进行了基因分型’用此方

法检测质控AE+$结果与已知的BK+基因型完全相符)*#份第十届血小板基因定型与血清学工作组的考核样本的

检测结果$与O,PG公布的结果完全相同$准确率达*’’Q’

关键词!序列特异性引物@KL7)人类血小板抗原)基因分型
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C5/<16289D29?90/82?2CFL/<10/CAE+89D.C281691?2</15.28[</Y<Y202-8231/:/<=I0D16282<8I1I\I159<38.2:I@
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C+’D(B&0#KL7@,,K)B-D9<KC912C21+<1I?2<8!BK+")>2</15.I<?

!!在临床输血工作中$为了新生儿同种免疫血小
板减少症!E+OGK"(输血后紫癜!KGK"以及血小板输

注无效!KG7"等患者的及时诊断和治疗$对患者及
献血者进行血小板特异性抗原分型$具有十分重要



的意义!以往采用血清学方法进行血小板抗原分
型"受到抗血清来源以及获取病人血小板困难等因
素的制约"难以广泛应用!随着分子生物学技术的
发展"人类血小板抗原#B-D9<KC912C21+<1I?2<"

BK+$的基因分型已日益普遍!本文建立的KL7@
,,K方法通过探索最佳退火温度及调节 M?!N离子
浓度%引物浓度"可对BK+@*"!"("%"#""系统在同
一扩增条件下进行同步扩增"扩增产物经同步电泳"
一次性即可获得受检者BK+@*!"系统的基因型&
克服了以往不同的BK+系统"须在不同退火温度下
分别扩增的限制!应用本文建立的方法"对!’’’年
度国际输血协会#O,PG$第十届血小板基因定型与
血清学工作组送检的*#份考核样本进行基因分型"
检测结果与O,PG公布的结果完全相同"准确率达

*’’Q"说明本文建立的方法是简便%快速和准确的"
现将此基因分型方法报告如下!

*!材料和方法

!E!!材!料

*]*]*!基因型已知的质控AE+
*!种基因型已知的质控AE+"包括’*9(*9%*4(

*4%!9(!9%!4(!4%(9((9%(4((4%%9(%9%%4(%4%#9(

#9%#4(#4%"9("9和"9("4"均由美国东南威士康星
血液中心提供!

*]*]!!O,PG送检的考核样本
共*#份"包括!份抗凝血样#每份*DW$"*(份

AE+样本#每份*’’#W$!

!E8!方!法

*]!]*!考核样本基因组AE+的提取

O,PG送检的!份抗凝血样"采用RO+>HE试剂
盒提取AE+!

*]!]!!考核样本的AE+浓度!纯度测定
分别取*’#W样本 AE+"*’倍稀释后"使用

AE+测定仪#K690D9:I9公司生产$测定AE+浓度
和+!"’(+!&’比率"结果详见表*!

表!!!;个考核样本的FG7浓度测定值

H/<.+!!H*+FG7A()A+)$B/$,()(4!;A(&+&0/-2.+0
样本编号

L/32/=89D.C2
A* A! A( A% A# A" A) A& A$ A*’ A** A*! A*( A*% A*#

AE+浓度#<?(#W$

AE+L/<:2<1091I/<#<?(#W$
!% (’ !& *!’ !% (! *!’ *(" !% &% !& !% $" *" "%

+!"’(+!&’比率

791I//=+!"’(+!&’
*]& *]& *]% *]) *]" *]# *]$ *]& *]" *]& *]) *]& *]$ *]) *]&

!!注’A*%A!样本为血样"A(!A*#样本为AE+!

!!E/12’A*9<3A!=0/D4C//3"A(1/A*#=0/DAE+F

*]!](!引物

AE+序列特异性引物共*&条"委托中国科学
院上海细胞生物学研究所合成"合成序列详见表!!
每个血小板抗原系统"设计(条引物 "其中!条为
序列特异性引物"另*条为公共引物!内对照为人
类生长激素#B>B$基因特异性引物"B>B@+ 链序
列’#̂@G>LLGGLLL++LL+GGLLLGG+@(̂"B>B@P链
序列’#̂@LL+LGL+L>>+GGGLG>GG>G>GGGL@(̂ &
内对照扩增产物长度为%(%4.!

*]!]%!BK+@*!"系统同步KLK扩增
采用!##WKL7反应体系"包括!]##W*’_KL7

P-==20"’]!’DD/C(W3EGK"*]#DD/C(WM?LC!#其中

BK+@#系统M?LC! 浓度为!]’DD/C(W$"’]##D/C(W
序列特异性引物#BK+@!系统为*]’#D/C(W$"’]!

#D/C(W内对照引物"*]!#V金牌G9X酶和*’’<?基
因组AE+!扩增采用KH$)’’型基因扩增仪#美国

+PO公司$"$#‘$DI<"$%‘*DI<""*‘*DI<")!‘
*DI<共(#个循环")!‘*’DI<"%‘保存!

*]!]#!KL7产物的检测
取扩增产物 !’#W"在 !Q 琼脂糖凝 胶 #含

’]##?(DW溴乙锭$中电泳(’DI<后"置紫外检测仪
上观察特异性条带"并记录实验结果!

!!结!!果

8E!!基因型已知的质控FG7的检测结果
按本文建立的反应体系及扩增条件"对*!种

BK+基因型已知的质控AE+进行扩增"扩增产物的
特异性与已知的基因型完全吻合"详见图*! 图"!

!"!!#期!!!!!!!!!!!!邓志辉等’人类血小板抗原*!"系统同步基因分型的研究



图!!567?!系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为*9"*9#*4"*4

I,3J!!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?!0’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$*9"*9

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$*4"*4

图8!567?8系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为!9"!9#!4"!4

I,3J8!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?80’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$!9"!9

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$!4"!4

图9!567?9系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为(9"(9#(4"(4

I,3J9!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?90’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$(9"(9

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$(4"(4

图:!567?:系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为%9"%9#%4"%4

I,3J:!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?:0’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$%9"%9

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$%4"%4

图;!567?;系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为#9"#9##4"#4

I,3J;!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?;0’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$#9"#9

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$#4"#4

图"!567?"系统6=>产物电泳图谱
质控AE+*!!的基因型分别为"9""4#"9""9

I,3J"!K.+A$B(2*(B+0,0(46=>2B(&%A$4(B

567?"0’0$+-
>2</15.2/=:/<10/CAE+*$"9""4

>2</15.2/=:/<10/CAE+!$"9""9

#"! 遗!传!"#"$%&’( %)*+,+-.&!’’%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表8!序列特异性引物及确定的567特异性

H/<.+8!#+L%+)A+?02+A,4,A2B,-+B0/)&,$0&+$+B-,)+&56702+A,4,A,$’

BK+系统

BK+85812D

引物

K0ID20

特异性

,.2:I=I:I15

碱基序列!#̂"(̂#

,2X-2<:2/=<-:C2/1I32

引物长度!4.#

W2<?16/=.0ID20!4.#

BK+@* KO+* *9 LLG+L+>>LLLG>LLGLG *&

KO+! *4 LLG+L+>>LLLG>LLGLL *&

KO+: 公共的:/DD/< G>LGGL+>>GLGLGLLLL *&

BK+@! a/9 !4 LLLLL+>>>LGLLG>+G *)

a/4 !9 LLLLL+>>>LGLLG>+L *)

a/: 公共的:/DD/< >L+>LL+>L>+L>++++G+ *$

BK+@( P9[9 (9 >>+LG>O>>>LG>LLL+G *&

P9[4 (4 >G>>+LG>>>>>LG>L>+> *$

P9[: 公共的:/DD/< +>G>LGLLL+>>>+LL++> *$

BK+@% K2<9 %9 LG>>LL+LLL+>+G>L> *)

K2<4 %4 LG>>LL+LLL+>+G>L+ *)

K2<: 公共的:/DD/< >>G+>+++>>+>LG+G>GGG>>L !%

BK+@# P09 #4 >++>+>GLG+LLG>GGG+LG+GL++G+ !)

P04 #9 >++>+>GLG+LLG>GGG+LG+GL++G> !)

P0: 公共的:/DD/< +++G>>L+>G+L+LG+G+L+GGL+ !%

BK+@" L9$G-9 "4 >>+L>+>G>L+>LLLLL+ *&

L9$G-4 "9 >+L>+>G>L+>LLLLL> *)

L9$G-: 公共的:/DD/< LLG+G>GGGLLL+>G>>GG>L+ !!

8E8!@#MH送检的!;份考核样本的基因分型结果

*#份考核样本的检测结果详见表(%检测结果
与&O,PG’公布的结果完全吻合(*)*

表9!!;份@#MH考核样本的基因分型结果

H/<.+9!H*+3+)($’2,)3B+0%.$0(4!;A(&+&

0/-2.+0&,0$B,<%$+&<’@#MH

序号

EbF

样本编号

L/32/=
89D.C2

BK+@*
系统

BK+@*
85812D

BK+@!
系统

BK+@!
85812D

BK+@(
系统

BK+@(
85812D

BK+@%
系统

BK+@%
85812D

BK+@#
系统

BK+@#
85812D

BK+@"
系统

BK+@"
85812D

’* A* *94 !94 (94 %99 #94 "99

’! A! *94 !99 (44 %99 #99 "99

’( A( *99 !94 (99 %99 #99 "94

’% A% *44 !99 (94 %99 #44 "99

’# A# *99 !99 (94 %99 #94 "99

’" A" *99 !99 (99 %44 #99 "99

’) A) *44 !99 (44 %99 #99 "99

’& A& *99 !44 (99 %99 #99 "99

’$ A$ *99 !99 (94 %99 #99 "44

*’ A*’ *99 !99 (99 %99 #99 "99

** A** *99 !99 (44 %99 #44 "99

*! A*! *99 !94 (99 %99 #99 "99

*( A*( *44 !99 (94 %99 #99 "99

*% A*% *99 !94 (99 %94 #99 "99

*# A*# *99 !99 (44 %99 #99 "99

(!讨!!论

人类血小板抗原!BK+#系统的分型方法有二%

一是经典的血清学法%二是基因分型方法*血清学
方法需要BK+抗血清以及足够数量的受检者血小
板%由于BK+抗血清来源困难并且难于从E+OGK+

KGK患者中获得足够数量的血小板%因此%BK+基
因分型方法逐步开始代替血清方法*BK+基因分
型有多种方法%如7;WK!限制性片段长度多态性分
析#+KL7@+,b!等位基因特异性寡核苷酸点杂交#+

KL7@,,K!序列特异性引物#等%其中KL7@,,K方法
以其简便+快捷+准确的特点%应用日益广泛*目前%

BK+基因分型研究(!!%)存在的问题有二,一是只对

部分BK+系统进行了基因分型的研究-二是不能在
同一扩增条件下对BK+@*!"系统进行同步扩增%
不同的BK+系统须在不同退火温度下分别进行扩
增*
本文建立的KL7@,,K方法可对BK+@*!"系

统进行同步分型%即同步扩增+同步电泳%一次性可
获得受检者BK+@*!"系统的基因型*同步分型的
关键在于探索并确定一个折中的退火温度%通过调

$"!!#期!!!!!!!!!!!!邓志辉等,人类血小板抗原*!"系统同步基因分型的研究



节每个BK+系统的最佳M?!N离子浓度和序列特异性
引物浓度来实现!本研究使用*!种BK+基因型已
知的质控AE+"采用KH$)’’型基因扩增仪"逐一探索
最佳的退火温度#M?!N离子浓度及引物浓度等!
研究发现"BK+@*!"系统KL7扩增的退火温

度从#&‘ 至")‘"逐一进行摸索"结果以"*‘退火
温度时"扩增效果较好"非特异性带少!当退火温度
保持在"*‘#序列特异性引物浓度均为’]##D/C$W#

M?!N离子浓度按常规保持在*]#DD/C$W#KL7循
环次数为(’个循环时"BK+@*"("%""系统的特异性
条带清晰#可辩"但BK+@!系统的特异性条带偏弱"

BK+@#系统则未出现特异性条带!针对BK+@!系
统特异性条带偏弱"将扩增的循环次数提高到(#个
循环"并增加序列特异性引物浓度为*]’#D/C$W!
针对BK+@#系统未见特异性条带"增加 M?!N浓度
为!]’DD/C$W时"可检测出清晰的特异性条带"这
与M?!N离子影响&7@酶活性和延伸效率有关!此
外"KL7扩增采用了美国+PO公司的金牌G9X酶"
该酶需在$#‘下作用$!**DI<即热启动后才有活
性"明显地减少BK+非特异性扩增情况%而使用其他
的普通&7@ 酶则有非特异性扩增"因而金牌&7@ 酶
也是保证BK+@*!"系统同步扩增的重要因素之一!
采用美国东南威士康星血液中心提供的*!种

质控AE+予以验证"扩增产物的特异性与已知的基

因型完全一致!按本文建立的方法"对第*’届国际
输血协会&O,PG’血小板协作组送检的*#份考核样
本进行基因分型"检测结果与O,PG公布的结果(*)

完全相符"准确率达*’’Q"充分证明了本方法的正
确性和可靠性!
采用AE+快速提取试剂盒提取基因组AE+"经

KL7扩增#电泳#分析"可在%小时内获得BK+@*!"
系统基因型"说明本文的方法是一种简便#快速#准
确的BK+基因分型方法"具有广泛的应用前景和推
广价值!

参 考 文 献!>+4+B+)A+0"#

(*)!K9<J20,F72./01/<162G2<16O<120<91I/<9CKC912C21>2</15.I<?

9<3,20/C/?5U/0[86/./<4269C=/=162O<120<91I/<9C,/:I215/=

PC//3G09<8=-8I/<FA4B(7-."!’’*"&’*)!!)&]
(!)!,[/?2<P"P2CCI88ID/AP"B288<20Mc",9<1/8/,"+81207B"

E2YD9<Kc"M:;90C9<3c>F79.I332120DI<91I/</=.C912C219C@

C/9<1I?2<?2</15.2845./C5D20982:69I<029:1I/<-8I<?9CC2C2@

8.2:I=I:.0ID208F&67-1531+4-"*$$%"(%*$##!$#$]
(()!aC-120B";26C9-a"K9<J20,"aI0:6<20B"P2I<>F79.I315.I<?

=/06-D9<.C912C219<1I?2<85812D@*"@!"@(9<3@#45KL79D.CI@

=I:91I/<YI1682X-2<:2@8.2:I=I:.0ID208FA4B(7-."*$$"")*&!’*

*!*!*!#]
(%)!M21:9C=2KFBK+?2</15.I<?45KL7@,,K*02./01/=%2d20:I82F

A4B(7-."*$$$"))*%’!

#################################################

%(]

欢迎阅读 $医学综述%请您赐稿
+医学综述,杂志是由卫生部主管的国家级大型医学专业期刊!+医学综述,已被+中国学术期刊&光盘版’,和+中国期刊网,#+中文科技期

刊数据库,#+中文生物学期刊文献库&LMLL’,全文收载%是中国学术期刊综合评价数据库统计源和中国期刊全文数据库全文收录期刊!本刊

为月刊"刊号*O,,E*’’"S!’&%LE**S(##($7"邮发代号*"S*’"!

+医学综述,始终坚持宣传医学新理论#推广新技术%为医学科学研究服务%为临床医学实践服务%为人民健康长寿服务%创建中国特色医学

理论的办刊宗旨!

创刊*’年收到了巨大的社会效益!首先感谢广大作者辛勤写作和几十万读者的支持!为了进一步满足广大读者和作者的要求"更好地

为临床和科研人员服务"缩短文章的刊载周期!+医学综述,自!’’#年起扩增页码加大载文量"增加临床研究的论著文章"欢迎作者踊跃 投

稿!

为使+医学综述,发挥更大的社会效益%为使更多的聪明才智#科学思维方法与千百万读者共享%为医学前沿提供更有价值的新理论#新成

果"请您多多赐稿!结合您的专业#特长"赐予突出科学#实用的综述和论著文章!特别是立项课题及基金资助项目的文章优先刊登!设有栏

目*分子生物医学#免疫学#遗传学#心血管疾病#呼吸系疾病#消化系疾病#血液肿瘤疾病#泌尿&生殖’系疾病#内分泌代谢病#风湿性疾病#临床

药学#临床检验#影像学#中医中药#急救医学#传染性疾病等!

投稿请寄打印稿一份和介绍信"同时附寄磁盘或HSD9IC及审稿费!’元!并注明您的联系电话和电子信箱!

&对在国内或国外正式刊物公开发表的文章中引用+医学综述,作为文献的作者"本刊免费赠送杂志!获赠办法*将已发表的正式刊物复印

件寄至本刊即可!’

投稿地址*天津医科大学第二医院+医学综述,&(’’!**’

联系电话*’!!S!%($)%%"!!*($!’##%()*
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