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"摘要#

!

目的
!

建立适用于重庆地区造血干细胞移植后监测的
4?6

扩增荧光标记短串联重复序列"

5@6.4?6

$检测方法!

为造血干细胞移植疗效评价提供可靠依据%方法
!

收集术前供者&受者
KW@7

抗凝静脉血及受者术后不同时间
KW@7

抗凝静脉

血!采用
5@6.4?6

技术对
)2

例
N>>".Z5?@

患者的
$2

个
5@6

位点和
$

个性别位点进行分析%结果
!

)2

例异基因造血干细胞移

植术的病例!术后检测患者
5@6

位点呈现受者源&供者源和供受者嵌合
'

种状态!有
20

例的移植后监测呈现供者源状态!

/

例移

植后监测到嵌合体状态!

'

例移植后监测呈现受者源状态!且发现
'

种状态之间可相互转化!每种状态的最早检出时间和持续时

间及转化时间存在差异!其中出现供者源状态的最早时间是术后第
$-

天!持续最长时间为
-

多个月%而出现嵌合状态的最早时

间为术后第
$)

天!最晚在移植后
2

个月才监测到嵌合%在嵌合持续时间上!持续时间最短为
1

个月!持续时间最长者达
-

个月%

结论
!

N>>".Z5?@

患者术后
5@6

位点转化情况存在差异!要建立起适用于该地区的
5@6.4?6

方法需要正确留取供受者标本!同

时应掌握好恰当的检测时机和适宜的
5@6

位点%
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造血干细胞移植术后植入状况的监测对于判断移植成功

与否及疾病转归具有重要影响'

$

(

#一直以来也是临床医生较为

关注的一个问题*近年来通过
4?6

扩增荧光标记的短串联重

复序列$

+9"GHIN,!H<GH

L

HNI

#

5@6

&并结合毛细管电泳技术#可

以敏感显示出造血干细胞移植物的植入状态#目前已有诸多文

献报道了其在造血干细胞移植后监测中的应用价值'

1.2

(

*但限

于技术支持)标准缺乏等方面的原因#临床对这一技术的应用

仍少见和不规范#实验人员对监测时机)位点选择等缺乏统一

意见*因此#笔者拟采用
5@6.4?6

方法#对重庆地区
)2

例接

受异基因造血干细胞移植术患者移植前)后及供者的基因型进

行检测和追踪监测#探讨
5@6.4?6

方法在异基因造血干细胞

移植植入监测中有关监测时机)位点选择)指导意义等方面的

具体应用#以及建立适用于本地区人群特点的异基因造血干细

胞移植植入后的
5@6.4?6

监测方法*

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

研究者来自第三军医大学新桥医院)重庆医

科大学附属第一医院)重庆医科大学附属儿童医院)第三军医

大学大坪医院等几所三甲医院血液科#于
1%%(

%

1%$1

年行异

基因造血干细胞移植的血液病患者共计
)2

例*其中外周血干

细胞移植
)%

例#脐带血移植
2

例*其中男
'%

例#女
'2

例%患

者移植年龄
%&(

%

2/&%

岁#中位年龄
1(

岁%诊断为白血病患者

2$

例#地中海贫血
$

例#再生障碍性贫血
)

例#骨髓增生障碍

综合征
0

例#淋巴瘤
'

例#免疫缺陷型高免疫球蛋白
B

$

F

;

B

&

连锁血症
$

例*

?&@

!

方法

?&@&?

!

样本采集
!

采集前与临床医生沟通#交流
5@6.4?6

技术要点)实验原则)临床意义等*按照实验设计要求#移植前

收集供)受者术前新鲜
KW@7

抗凝静脉血
2<3

即时送检#移

1')1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
$(
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例造血干细胞移植病例植入存活状况检测结果%

(

(

7:W6

相合情况 供受者关系
嵌合状态

先供者源后嵌合状态 先嵌合后供者源状态 嵌合一直存在

受者源型

状态

供者源型

状态
合计

'

"

)

相合 父母子女间
$ % $ 1 - $$

2

"

)

相合 表兄弟间
% % $ % $

)

"

)

相合 同胞关系间
% 1 1 % '( 0'

无关个体间
$ % % % ' 0

脐带血移植
% % $ % 2 )

合计
1 1 0 ' 20 )2

表
1

!!

存在嵌合现象的移植病例嵌合监测情况

病例编号
1% 1$ 1' 10 12 1) '$ '2

移植后监测时间
0%

%

10%! $)

%

'%! 2%

%

-%! 0%

%

$1%! $2%! 1/

%

'2! $0$! ')

%

1%1! '%

%

$1%! $2%! '%! )%

%

)-!

5@6

位点 嵌合状态 嵌合状态 供者源状态 嵌合状态 供者源状态 供者源状态 嵌合状态 嵌合状态 供者源状态 嵌合状态 嵌合状态 嵌合状态

植后每
-

%

$2

天收集
$

次受者外周血样#至受者达到可评价的

终点$即临床治愈或死亡&时为止*

?&@&@

!

基因组
WC7

提取
!

分别取新鲜
KW@7

抗凝全血
'%%

!

3

#按
[H,IGN

盐析法
WC7

提取试剂盒说明的步骤进行
WC7

提取*用紫外分光光度仪测定
WC7

水平后
0\

保存*

?&@&A

!

WC7

扩增程序
!

对
$)

个
5@6

位点$

W/5$$-(

)

W1$5$$

)

W-5/1%

)

?5E$4D

)

W'5$'2/

)

@Z%$

)

W$'5'$-

)

W$)52'(W

)

15$''/

)

W$(50''

)

]87

)

@4Da

)

W$/52$

)

W25/$/

)

E[7

和
7<H>"

;

H,#,

性

别判断标记&进行
4?6

复合扩增!

4?6

反应总体积
12

!

3

#其中

含
6H.<#U

液
$%

!

3

#

4G#<HG+HI

液
2

!

3

#

[">!@N

A

酶
%&2

!

3

#模板

WC7$%

!

3

*按下述条件进行
4?6

反应$

1-%%

型扩增仪&!

(2\

$$<#,

/

$

(0\$<#,

/

2(\$<#,

/

-1\$<#,

&

i1/

个循环

/

)%\)%<#,

/

0

%

12\

保温*

?&@&B

!

电泳样品制备
!

取
$&2

!

3

扩增产物#加入
Z#.W#

甲酰

胺
$%&%

!

3

和
[H,H5PN,.2%%3#R

分子量标记
%&-

!

3

对扩增产

物进行变性#按
$&2^$%&%^%&-

比例混匀后于
(2 \

变性
'

<#,

#随即冰浴
'<#,

*

?&@&E

!

电泳
!

取电泳样品
1

!

3

于
()

孔板内#

7:F'$%%

利用

4D4.0

$

4HGO"G<N,PHD

L

I#<#RH!4">

S

<HG0

&胶)

')P<

毛细管进

行全自动电泳*电压
'%%%]

收集
$&29

*利用
WNIN?">>HP.

I#",

收集数据*用
[H,H.BN

LL

HG

@B

5"OITNGHMHG+#",'&2

根据

WC7

片断长度及等位基因梯分析各位点基因型*

?&A

!

统计学处理
!

采用
5455$'&%

统计软件进行分析#分类

变量资料采用
!

1 检验#

!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

)2

例造血干细胞移植病例植入存活状况检测结果
!

)2

例造血干细胞移植病例中#有
1

例仅监测到受者源状态#没有

出现供者基因型#显示移植失败*

20

例监测完全表现为供者

源型#其中监测到出现供者源状态的最早时间是术后第
$-

天#

最长时间为
-

个多月后患者仍为供者源状态*其余
/

例监测

到有供受者嵌合状态#其中
1

例先为供者源状态后转化为嵌合

状态#

1

例先由嵌合状态最终转化为供者源状态#此
0

例转化

时间均存在差异*其余
0

例监测一直为嵌合状态*监测出现

嵌合状态的最早时间为术后第
$)

天#最晚在移植后
2

个月*

在嵌合持续时间上#持续时间最短为
1

个月#持续时间最长者

达
-

个月*同时根据监测结果#发现
Z37.7:W6

不全相合移

植和全相合移植之间移植效果存在差异#

'

"

)

%

2

"

)

相合移植

中监测到转化为供者源状态的比例是
2/Y

#而
)

"

)

相合移植

中转化为供者源状态的比例是
(1&02Y

#两组差异有统计学意

义$

!

1

j)&(%

#

!

$

%&%$

&#

Z37

全相合移植效果优于
'

"

)

%

2

"

)

相合移植#见表
$

*

@&@

!

/

例监测到嵌合状态患者的具体结果
!

不同患者嵌合状

态的出现时间并不一致#即使是同一患者#其嵌合状态也存在

变化*受嵌合比例的变化和检测能力的影响#在具体检出嵌合

体的位点上也存在变化*即使已全转为供者源状态后患者仍

有可能转变为嵌合体状态#通过临床信息追踪#发现嵌合状态

的出现常伴随患者疾病复发或加重甚至死亡等情况#且
)2

例

病例中在整个监测过程中监测到有嵌合现象的患者疾病预后

均较差#见表
1

*

表
'

!!

$)

例
Z5?@

患者中
$2

个
5@6

基因位点的区分度

5@6

基因位点
与供者相比

位点相同数$

(

&

与供者相比

位点不同数$

(

&

区分度

$

Y

&

W/5$$-( $ $2 ('&-/

W1$5$$ 1 $0 /-&2%

W-5/1% ' $' /$&12

?5E$4D 0 $1 -2&%%

W'5$'2/ ' $' /$&12

@Z%$ ' $' /$&12

W$'5'$- 1 $0 /-&2%

W$)52'( 0 $1 -2&%%

W15$''/ 0 $1 -2&%%

W$(50'-/&-21' ' $' /$&12

M87 ' $' /$&12

@4Da / / 2%&%%

W$/52$ 0 $1 -2&%%

W25/$/ ' $' /$&12

E[7 0 $1 -2&%%

@&A

!

排除性别位点后的
$2

个
5@6

基因位点的区分度
!

由于

医院采集标本的困难及患者依从性的原因#

)2

例病例患者在

移植前和移植后均留有标本进行
5@6

检测#并能与供者的

'')1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
$(

期



5@6

结果进行比较的例数为
$)

例*计算这
$)

例患者移植前

后
$2

个
5@6

位点的各自的区分度发现#区分度最低者
@4Da

位点为
2%&%%Y

#最高者
W/5$$-(

位点为
('&-/Y

#其余多数位

点区分度波动在
-2&%%Y

%

/-&2%Y

#平均区分度为
-/&-2Y

#

见表
'

*

A

!

讨
!!

论

!!

5@6

由于具有高度的多态性和遗传稳定性#作为遗传学

WC7

分子标记#目前已广泛应用于遗传制图)连锁性分析)亲

子鉴定)疾病基因定位和物种多态性研究等诸多领域'

)

(

*但在

各个地区#具体应用
5@6.4?6

技术时均面临诸多的实际问

题#比如标本的留取#检测时机及检测位点的选取等*如何建

立适用于本地区的异基因造血干细胞移植植入后的
5@6.4?6

监测方法#无疑值得探讨*

首先面临的一个问题便是监测标本的选择问题*在已有

的研究中#有选取患者移植前后血液标本进行比对的#有选取

患者移植后血液标本和口腔黏膜标本进行比对的#在这些研究

中#往往忽略了对供者标本的留取并对其
5@6

位点进行分析

和比对*单纯留取患者移植前后血液标本进行自身比对或者

移植后与口腔黏膜标本进行自身比对#均不能直观)可靠地作

为参考#并且有研究报道随着移植时间的延长#患者口腔黏膜

也有转化为供者型的可能*本实验中留取移植前供)受者血液

标本进行
5@6

位点分析#移植后再留取患者标本进行
5@6

位

点分析#并与移植前标本及供者血液标本进行比对#直观可靠)

清晰明了地观察到患者移植后的嵌合状态#有效排除了许多因

素的影响*强调留取供者标本及移植前患者标本#虽然有可能

增加患者检测费用#但随着此项技术的普及和检测标本量的增

加#相关的检测费用会进一步下降*

其次#应用
5@6.4?6

技术时监测时机的选择也是一个值

得重视的问题*嵌合体的形成是一个动态变化过程*完全的

供者源状态和混合嵌合体可以出现在移植后的不同时期#并可

随病情的演化和时间的推移而相互转化#因此对嵌合体进行持

续监测比间断性监测更具有临床指导意义*只有选择了适当

的检测时间#才能更好地监测到嵌合体的变化状况及获得有意

义的信息#以便及时做出相应的治疗措施*在本实验中#观察

到了
)2

例病例中转变为供者型的最早时间和最迟时间#同时

也观察到嵌合体出现的最早时间和最迟时间#并了解了嵌合体

可以长期持续存在一段时间等情况*综合已有的研究报道#笔

者认为移植后最迟不超过
-!

即应留取移植检测标本#在最初

的前
'

个月内#应每
-

%

$2

天留取标本#加强早期的移植后患

者嵌合率的监测*随着病情发生变化#更应及时留取标本#以

便发现移植后的转变和发展*

最后#

5@6

位点选择是
4?6.5@6

技术在干细胞移植中能

否应用成功的关键*

5@6

位点等位基因数目众多#分布情况存

在人群)地区差异性'

-

(

#如何选择位点错配少#个体识别能力高)

易于分型而且等位基因频率在人群中分布较好的
5@6

位点#真

正建立适用于本地区的异基因干细胞移植植入后的
4?6.5@6

监测方法#是本研究主要探讨的问题*本实验中笔者与重庆市

司法鉴定所合作#根据其既往的
5@6

群体遗传资料研究表明#

$2

个
5@6

基 因 座 $

?5E$4D

)

W$'5'$-

)

W$)52'(

)

W$/52$

)

W$(50''

)

W1$5$$

)

W15$''/

)

W'5$'2/

)

W25/$/

)

W-5/1%

)

W/5$$-(

)

E[7

)

@Z%$

)

@4Da

)

M87

&在重庆地区汉族人群中有很高的遗

传多 态 性#累 积
W4

%

%&((( ((( (((

#累 积
4K

值 为

%&((((((%01

#适用于作为重庆地区汉族人群个体识别)亲子鉴

定的科学依据及建立该地区汉族人群的
5@6

基因数据库的基

础数据'

/

(

*因此#笔者选择这
$2

个位点进行复合扩增用于

Z5?@

移植后分析的位点*结果显示#选择的
$2

个
5@6

位点

具有高度多态性和区别能力#其中区分度最高者达
('&-/Y

#最

低的区分度亦有
2%&%%Y

*考虑到进行统计分析的这
$)

例患者

大多数为直系亲属间移植#

5@6

位点的同源性降低了检测的区

分度#倘若是在非亲缘关系移植间的监测中#则
$2

个
5@6

位点

的检测区分度应尚能大幅提升#因此
$2

个
5@6

基因位点对患

者移植前后的移植状态能很好地监测#可联合应用于移植后植

入状态的监测*

综上所述#在干细胞移植后正确留取供)受者标本#掌握好

恰当的检测时机#采用适宜的
5@6

位点进行
5@6.4?6

监测#

建立起真正适用于本地区的
5@6.4?6

方法#可以早期识别移

植物植入)检测残留微小病变)预测移植效果等#这样才能真正

发挥
5@6.4?6

方法的最大优势*

参考文献

'

$

( 李丹#王易#胡绍燕
&

人脐带间充质干细胞治疗白血病患

儿异基因造血干细胞移植术后急性移植物抗宿主病疗效

观察'

d

(

&

中国实用儿科杂志#

1%$1

#

1-

$

$1

&!

('-.('(&

'

1

(

D!G#"R">N7

#

6#N,P9"d7

#

B#

*

NGH+]

#

HIN>&?9#<HG#+<!H.

IHPI#",J

S

+9"GIIN,!H<GH

L

HNIN,N>

S

+#+T9H,!","GN,!

GHP#

L

#H,I

;

H,"I

SL

H+NGH,"IV,"T,

'

d

(

&?>#,?9#< 7PIN

#

1%$1

#

0$'

$

2

"

)

&!

20/.22$&

'

'

(

4NGV B

#

e"9eC

#

5H"dd

#

HIN>&?>#,#PN>#<

L

>#PNI#",+"O

P9#<HG#+<NOIHGN>>"

;

H,H#P9H<NI"

L

"#HI#P+IH<PH>>IGN,+.

L

>N,INI#",#,P9#>!GH,T#I9,",.<N>#

;

,N,I!#+HN+H+

'

d

(

&

e"GHN,dZH<NI">

#

1%$$

#

0)

$

0

&!

12/.1)0&

'

0

(

@N#GN?

#

BNI+Q!Ne

#

@NVHRNTNb

#

HIN>&WHMH>"

L

<H,I"O

<Q>I#

L

>HU+9"GIIN,!H<GH

L

HNI

$

5@6

&

.4?6O"GP9#<HG#+<

N,N>

S

+#+#,

L

NI#H,I+T#I99H<NI">"

;

#PN><N>#

;

,N,P#H+N,!

P"<

L

NG#+","OP9#<HG#+<#,!#OOHGH,I+N<

L

>H+"QGPH+

'

d

(

&

6#,+9":

S

"G#

#

1%$$

#

2(

$

$

&!

10.'%&

'

2

(

3#5a

#

c9QZ3

#

[Q":

#

HIN>&7

LL

>#PNI#","O+9"GI.IN,!H<.

GH

L

HNIN<

L

>#O#PNI#",N,!O>Q"GH+PH,I.<Q>I#

L

>HU 4?6O"G

P9#<HG#+<N,N>

S

+#+

'

d

(

&c9",

;;

Q"59#bN,aQHbHaQHcN

c9#

#

1%$$

#

$(

$

'

&!

-0(.-2'&

'

)

(

D!G#"R">N7

#

6#N,P9"d7

#

?">"GN!"B

#

HIN>&KMN>QNI#","O

I9H+H,+#I#M#I

S

"OIT"GHPH,I>

S

!HMH>"

L

H!5@6<Q>I#

L

>HUH+

O"GI9HN,N>

S

+#+"OP9#<HG#+<NOIHG9NH<NI"

L

"#HI#P+IH<

PH>>IGN,+

L

>N,INI#",

'

d

(

&F,IdF<<Q,"

;

H,HI

#

1%$'

#

0%

$

1

&!

//.(1&

'

-

(

@9"<

L

+",6

#

c"

LL

#+5

#

BP?"G!:&7,"MHGM#HT"OWC7

I

SL

#,

;

<HI9"!+O"G9Q<N,#!H,I#O#PNI#",

!

L

N+I

#

L

GH+H,I

#

N,!OQIQGH

'

d

(

&BHI9"!+B">:#">

#

1%$1

$

/'%

&!

'.$)&

'

/

( 黄霞#王芳#毛伟#等
&

重庆地区汉族人群
$2

个
5@6

基因

座遗传多态性研究'

d

(

&

重庆医学#

1%%/

#

'-

$

$

&!

2/.)%&

$收稿日期!

1%$0.$1.$/

!

修回日期!

1%$2.%1.1)

&

0')1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
$(

期


