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【摘+ 要】目的：应用荧光标记短串联重复序列（H.Q）复合扩

增技术，探讨多个 H.Q 基因座在异基因造血干细胞移植后嵌

合体状态评估中的作用- 方法：对 )! 例移植后患者进行追踪

检验，分别 AEQ 复合扩增各病例组常染色体 & 个 H.Q 基因座

和 F2/0<9/848 基因座，扩增产物经 STF 自动分析仪分离后，

U/8/H638 扫描，U/8<B5P/C 分型- 结果：% 例患者血由第 ! 次检

验结果与供者 H.Q 分型一致变为混合型，* 例死亡，) 例复发；

* 例患者血由第 ! 次检验结果与供者一致变为受者自身型，

均死亡；! 例患者血由混合型变为与供者 H.Q 分型一致，无复

发；! 例患者血两次检验均为混合型，已死亡；其余 !, 例患者

血均与供者血 H.Q 分型一致，其中 !’ 例目前预后较好，$ 例

已死亡- 结论：复合扩增 H.Q 基因座具有较高的个体识别

力，检测灵敏、准确、快速，在对异基因造血干细胞移植患者的

植入情况进行动态检测的研究中有用，对移植物植入或被排

斥、疾病复发均有预警作用，同时必须结合临床症状，及时地

进行 H.Q 检测，以便于早期实施临床干预治疗-
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DE 引言

异基因造血干细胞移植是通过异体的造血干细

胞植入受体内而获得造血和免疫功能重建的医疗手

段- 供者细胞在受者体内的形成情况及动态变化是

临床预测疾病复发倾向的一项指标，因此移植后动态

检测嵌合状态对判断移植效果、实施临床早期干预治

疗具有重要的意义［!］- 短串联重复序列（@7<CB B38D/2
C/P/3B，H.Q）是基因组染色体上的一些简单重复序

列，H.Q 具有高度多态性和体细胞稳定性，H.Q#AEQ
现已成为鉴别不同个体 STF 的强有力的工具，故

H.Q 方法可用于对异基因造血干细胞移植患者的植

入情况进行动态检测的研究 ［$］- 我们采用复合扩增

荧光标记 H.Q 技术，对 )! 例异基因造血干细胞移植

患者的植入情况进行动态检测，评价移植后的嵌合

状态-
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!" 对象和方法

!! ! " 对象" "##"$#" % "##&$#’ 在北京大学人民医院

和北京道培医院接受异基因造血干细胞移植的患者

()（男 )*，女 )"）例，年龄 )+ , +"（平均 ("）岁! 其中，

慢性粒细胞白血病 & 例，急性淋巴细胞白血病 * 例，

红白血病 " 例，骨髓增生异常综合征 " 例，急性粒细

胞白血病 & 例，急性单核细胞白血病 ( 例，急性粒—

单核细胞白血病 " 例，地中海贫血 ) 例! 接受有血缘

关系供者移植 "’ 例，无血缘关系供者 - 例! 供受体

性别相合 ". 例，性别不合 ( 例! 主要试剂及仪器：

/01 提取选用 234546$)##，使用美国 178 公司 9:;<=5$
4:95>?@A 试 剂 盒，扩 增 /(B)(+.， CD1， EF1，

/.B))’*， /")B))， /).B+)， /+B.).， /)(B()’，

/’B."# 等 * 个常染色体基因座和 ) 个性别基因座!
内标 GHI$+## 及等位基因梯 JKLL4:、上样液去离子

甲酰胺（ 9:;M4NK 公司）；/01 聚合酶（178 公司）；

()## /01 序列分析仪和 *’## 型 92G 扩增仪（ 美国

178 公司）；F4O4BPKO (! ) 软件，F4O;QRS4: "! ) 软件

（178 公司）!
!! #" 方法

)! "! )T 样本采集T 分别取供者静脉血 #! + MJ、受者

口腔黏膜脱落细胞、受者移植后 ) M; 左右静脉血 )
份及根据临床需要受者移植后 " M; 以上的静脉血 )
份或多份!
)! "! "T /01 提取T 取 + !J 全血至内有 ) MJ 去离

子水的离心管中，倒转混匀 )# M=O 后，). )(. ! 离心

( M=O 弃上清，加入 +# N % J 234546$)## "## !J；将沾

取口腔黏膜脱落细胞的棉签加入到离心管中，直接加

入 +# N % J 234546$)## "## !J! +&U温育 (# M=O，旋涡

振荡，)##U加热 . M=O，再旋涡振荡，). )(. ! 离心 (
M=O，取上清液为扩增模板 /01!
)! "! (T 92G 复合 T 9:;<=54:95>?@A 扩增反应总体积为

"# !J，其中 A=6 .! - !J，引物 "! # !J，F;5L "#$ /01
聚合酶 #! - !J（+ V )#& W % J ，178 公司），模板 /01
"! # !J，去离子水 ’! " !J，用 92G 仪进行 /01 扩增!
扩增热循环条件：*+U 预变性 )) M=O，*-U 变性 )
M=O，+*U复性 ) M=O，’"U 延伸 ) M=O，". 个循环；最

后 &#U延伸 -+ M=O 后，-U保存备用!
)! "! -T 扩增产物的分离及检测 T 将扩增产物 ) !J
与上样缓冲液 )# !J（内含 *! . !J 去离子甲酰胺和

#! " !J 内标 G;6$+##），*+U变性 ( M=O，用 /01 序列

分析仪进行电泳分离与检测! F4O4BPKO (! ) 软件进

行基因扫描后，利用 F4O;QRS4: "! ) 软件进行结果分

析，以 155454 JKLL4: 为标准判读各基因座基因型!

#" 结果

#! !" 实验成功率" 在 () 例患者中共采集了 )+" 份

样本进行 92G$B@G 分析，均得到满意的 B@G 分型

结果!
#! #" 移植患者检验结果的比较" ’ 例患者血由第一

次检验结果与供者 B@G 分型一致变为混合型；- 例患

者血由第 ) 次检验与供者分型一致变为受者自身型；

) 例患者血由混合型变为与供者 B@G 分型一致；) 例

患者血检验均为混合型；其余 ). 例患者血两次检验

均与供者血 B@G 分型一致! () 份口腔黏膜脱落细胞

的分型结果，有 - 份为混合型!
#! $" 移植患者的转归" ’ 例由与供者 B@G 分型一致

变为混合型，- 例死亡，( 例复发；- 例患者血由第 )
次检验结果与供者一致变为受者自身型，均死亡；)
例由混合型变为与供者 B@G 分型一致，无复发；) 例

患者血检验均为混合型，已死亡；" 例患者虽然检验

结果均与供者 B@G 分型一致，但死亡；其余 )& 例患

者血均与供者血 B@G 分型一致，目前预后较好!

$" 讨论

干细胞移植后的状态包括完全供者嵌合状态

（22，即在所分析的血细胞中，只有供者型的遗传标

记存在）和混合嵌合状态（A2，有供者和受者血细胞

遗传标记以一定比例共存的混合体存在）［(］! 有研究

表明，移植前受者与供者外周血和口腔黏膜的 /01
均不同，供者细胞植活后，受者外周血出现供者的微

卫星类型，而受者的口腔黏膜细胞仍然为自己原来的

类型［-］! 在本研究的第 ) 次检验结果中，"* 份患者

移植后血液与供者 B@G 分型一致，达到完全供者嵌

合状态! 其中 - 例患者口腔黏膜脱落细胞的分型结

果为混合型，我们分析是由于在提取口腔黏膜的过程

中混有血液细胞所致，患者黏膜细胞所表现的是其原

有的 /01 分型，血液细胞所表现的是现有的 /01 分

型，故混有血液的口腔黏膜表现为混合型!
受者细胞部分的迅速或明显增加与移植物排斥

或早期复发有关［+］，本研究中，’ 个病例首次检验为

完全供者嵌合状态，而末次检验时则为混合嵌合状

态，预后均不好! 因此阶段性地使用 B@G 监测受者可

以识别出那些转变为 A2 的患者!
混合嵌合状态因其检测到的时期不同，供受者细

胞比例的不同，意义也不同! 病例 ).，急性粒细胞白

血病，在移植后 )" L 检测患者外周血为混合嵌合状

态，在移植后 &# L 呈完全供者嵌合状态，分析其原因

与 HXG4=55R 等［&］的研究结果一致，他们利用微卫星的

长度多态性，对骨髓移植后的患者进行嵌合状态的检
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测，发现移植后 ! " #$ % 可以检测到供者来源的细

胞，受者细胞的逐渐消失则发生在 #$ % 或更晚& 因此

在移植后早期可检测到短暂的混合嵌合状态，以后逐

渐转化为完全的供者嵌合状态& 病例 #’ 为急性淋巴

细胞白血病，移植后 (’ % 患者外周血为混合嵌合状

态，移植后 )’ % 仍为混合嵌合状态，在移植后短期内

立即检测到持续存在的混合嵌合状态预示移植物的

排斥反应和疾病的早期复发［!］，该患者于术后第 #*’
日死于原发病&

有 #+ 例患者多次检验均与供者血 ,-. 分型一

致，其中 #) 例目前预后较好，提示连续完全供者嵌合

状态与较低的疾病发生率相关联& 病例 #$ 和 #! 虽

然取得了完全供者嵌合状态，但后来出现了复发症状

并死亡& /0 10203 等［(］总结了 4* 例骨髓移植患者，

在 #! 例复发患者中，有 #$ 例移植后早期检测只有供

者 ,-. 片段，达到完全供者嵌合状态，但在临床复发

前 ( 56，就能检测到 ,-.78,（2090 :;<9）复发［+］& 病

例 #$ 和 #! 在第二次检验时尚未出现临床复发症状，

故 ,-. 呈完全供者嵌合状态，患者在出现复发症状

后未能及时进行 ,-. 检测& 本研究中，移植后首次检

验时间一般在 # 56 左右，旨在判断是否移植成功&
术后复查主要是根据临床需要，判断是否复发，术后

复查时间各病例不同，以后的研究要注意确定复查时

间，对可能复发的高危患者，应积极并连续地检测嵌

合状态，推荐至少每月检测一次，以便及早地给予干

预性治疗& 有些 ,-. 分型显示 * " $ 个等位基因，同

时表现出供者的基因型和受者的基因型［=］，对移植

后患者出现混合 ,-. 图谱进行分析，我们发现上述 =
个 ,-. 基因座在出现混合分型的灵敏度上无明显差

异& 对混合 ,-. 图谱，在有信息的基因座上，可对供

者 > 受者细胞比例进行定量［#’］& 针对某一基因座，利

用 8090,;<9 软件得到各等位基因的峰高和峰面积

值，利用公式（ 供者来源的等位基因峰面积总和 > 所
有等位基因峰面积总和 ? #’’@）计算供者细胞成分

所占百分比& 但当供 > 受者在某一基因座基因分型相

同时，该方法存在一定的局限性&
由于 ,-. 方法无法确定混合嵌合状态中受者细

胞的种类，因此在判断混合嵌合体与临床复发之间的

关系时，应结合临床症状和疾病特异性指标，作出更

为准确的分析&
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［$］朱A 平，李健为，薛海鹏，等& 应用微卫星标志作为异基因骨髓

移植供者细胞植活的证据［G］& 中华血液学杂志，*’’’，*#（#）：
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［!］任雅丽，朱A 平& 异基因骨髓移植后嵌合状态的研究进展［ G］&

中国实验血液学杂志，*’’*，#’（*）：#)+ V #!*&

［+］石慧文，朱A 平& 异基因骨髓移植或脐血移植后用微卫星分析

的意义［G］& 国外医学输血及血液学分册，*’’*，*4（)）：4’+ V
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［=］孙宏钰，吕德坚，曾艳红，等& 造血干细胞移植植入存活检定技

术的应用性研究［ G］& 中华检验医学杂志，*’’(，*)（(）：#)= V
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