
米+地塞米松(BD)方案化疗,后根据情况加用来那度

胺,予硼替佐米+来那度胺+地塞米松(BRD)方案化

疗。患者骨髓象:完全缓解;微小残留病:阴性;免疫

固定电泳:阴性。患者后行自体造血干细胞移植术,
一般情况尚可。

MM是一种发生于骨髓的多灶性单克隆浆细胞

增殖的恶性肿瘤,常分泌过量的单克隆免疫球蛋白

(M蛋白),临床表现为CRAB症状,即高钙血症、肾
功能损害、贫血、骨质病变[3]。MM 约占全部恶性肿

瘤的1%,约占造血系统恶性肿瘤的10%[4],骨髓穿

刺结合免疫固定电泳、流式细胞学、FISH和骨影像学

检查可以诊断。

1959年有学者在一位华氏巨球蛋白血症患者的

浆细胞核内发现了一种包涵体(Dutcher小体),经罗

氏染色后,较核染色淡。其本质为核周囊泡中的免疫

球蛋白积聚,乃细胞质内的物质,只是有时会内陷或

覆盖在细胞核中。FLORENSA 等[5]认为,Dutcher
小体是核膜和内质网相互作用的结果。

浆细胞包涵体分为4种类型[6]:(1)Auer样杆状

小体或针状包涵体;(2)结晶状包涵体;(3)Dutcher小

体;(4)Russell小体。Dutcher小体多为1~2个淡蓝

色球状包涵体,位于细胞核中。国内对浆细胞Dutc-
her小体罕有文献报道,浆细胞其他包涵体有少量报

道,有文献报道 MM 患者骨髓浆细胞内含Auer样杆

状小体[7-9],白志瑶等[10]报道 MM 伴Russell小体大

量增生。

Dutcher小体与淋巴浆细胞淋巴瘤和浆细胞肿瘤

相关,可在约7%的骨髓瘤患者中见到,多见于IgA型

t(4;14)骨髓瘤[11]。在常规骨髓细胞形态学诊断工作

中,MM患者骨髓涂片一般计数分类500个骨髓有核

细胞,很难见到Dutcher小体。这例 MM患者的骨髓

瘤细胞出现如此多且大的Dutcher小体,临床罕见,
患者染色体为复杂核型,基因检测提示为难治性 MM

且预后不佳,核内易见巨大或多个Dutcher小体可能

与此有关。由于Dutcher小体极为少见,对其研究多

限于 形 态 学 方 面,其 形 成 和 来 源 尚 有 待 进 一 步

研究[6]。
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  ABO血型是发现和确定的人类第一个血型系

统,其抗原性和免疫原性最强,能够引起严重的溶血

性输血反应、新生儿溶血症等疾病。目前,通常采用

免疫血清学方法来鉴定 ABO血型,但在实际工作中

经常会遇到正反定型不相符或者凝集反应较弱的情

况,这是因为除了正常的 ABO血型之外还存在一些

ABO亚型[1-2]。正确地鉴定 ABO 血型至关重要,B
(A)亚型便是一种较为稀有的亚型,在血型鉴定时除
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了免疫血清学方法之外还需要通过基因分型的方法

才能正确鉴定其血型,它在我国北方的献血者中频率

为1/(5~10)万[3]。

1 材料与方法

1.1 标本来源 先证者来自于健康的献血者,符合

献血标准。经过知情同意随后采集了先证者父亲和

母亲的血液标本。

1.2 试剂与仪器 正定型抗-A、抗-B,反定型 A细

胞、B细胞(上海血液生物医药有限责任公司);ABO
血型基因分型试剂盒(天津秀鹏公司);全血基因组

DNA提取试剂盒(天根生物公司);DNA
 

聚合酶(大
连TaKaRa);测序引物(上海生工公司合成)以上所有

试剂均在有效期内;PCR扩增仪(ABI
 

Veriti
 

DX);凝
胶成像仪(SYNGENE

 

G:BOX);Nanodrop
 

One超微

量分光光度计(基因有限公司);3730测序仪(美国

ABI公司)。

1.3 免疫血清学方法 ABO正反定型检测按照《全
国临床检验操作规程》和参照文献[4]进行。

1.4 基因分型方法

1.4.1 全血基因组DNA提取 按照试剂盒说明书

操作,DNA浓度和纯度经超微量分光光度计测定,最
终浓度稀释为50

 

ng/μL。

1.4.2 PCR-SSP检测 按照天津秀鹏PCR-SSP扩

增说明书进行操作,扩增程序见表1。内参质控为人

类生长激素基因的保守片段。扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳分析。

1.4.3 ABO基因测序 扩增ABO基因第6、7外显

子进行测序。反应体系为30
 

μL,其中DNA模板3
 

μL,Taq酶(10
 

mmol/L)0.3
 

μL,10×缓冲液3
 

μL,

dNTP(10
 

mmol/L)4
 

μL,测序引物(10
 

μmol/L)3
 

μL,ddH2O
 

16.7
 

μL。扩增反应程序见表2,上下游引

物序列见表3,PCR产物纯化后直接进行测序。

表1  PCR-SSP程序

序号 温度/时间 循环数(n)

1 96
 

℃/2
 

min 1

2 96
 

℃/20
 

s,68
 

℃/60
 

s 5

3 96
 

℃/20
 

s,65
 

℃/45
 

s,72
 

℃/30
 

s 10

4 96
 

℃/20
 

s,62
 

℃/45
 

s,72
 

℃/30
 

s 15

5 72
 

℃/3
 

min 1

表2  第6、7外显子
 

PCR扩增反应程序

序号 温度/时间 循环数(n)

1 95
 

℃/6
 

min 1

2 95
 

℃/35
 

s,65
 

℃/35
 

s,72
 

℃/50
 

s 40

3 72
 

℃/6
 

min 1

表3  第6、7外显子扩增引物序列

引物名称 序列(5'-3')
片段长度

(bp)

ABO-E6
 

F TGG
 

AAG
 

GGT
 

GGT
 

CAG
 

AGG
 

A 479

ABO-E6
 

R CTG
 

GAG
 

AAG
 

GAG
 

CTG
 

GGT
 

T

ABO-E7F TGG
 

GAA
 

GAG
 

GAT
 

GAA
 

GTG
 

AAT 975

ABO-E7R CAA
 

CAG
 

GAC
 

GGA
 

CAA
 

AGG
 

A

1.4.4 序列分析 利用软件DNAMAN分析测序结

果,与GenBank中的序列进行比对。

2 结  果

2.1 血型血清学结果 先证者血型呈现正反定型不

一致,正定型与抗-A和抗-B均有凝集,抗-A为弱凝

集1+,与抗-H 反应强凝集。反定型只与 A细胞呈

现凝集,血清学表型为AwB。先证者和家系成员血型

反应格局结果见表4。

表4  先证者及家系成员ABO血型反应格局

项目
正定型

抗-A 抗-B 抗-AB 抗-H

反定型

抗-A1 A1c Bc Oc 自身
结果

先证者 1+ 4+ 4+ 4+ - 3+ - - - AWB

先证者父亲 4+ - 4+ 4+ - - 4+ - - A

先证者母亲 W+ 4+ 4+ 4+ - 3+ - - - AWB

2.2 ABO血型基因分型结果 通过PCR-SSP检测

发现先证者基因型为B/O,先证者父亲基因型为 A/
O,先证者母亲基因型为B/O。结合血型血清学结果

先证者父亲基因型和血清学结果一致为正常的A型。
先证者和其母亲的基因型和血清学结果不一致,进一

步通过测序发现先证者和母亲的B基因均发生了

700C>G点突变,与GenBank中的序列进行比对,参

照红细胞抗原突变数据库 ABO等位基因的命名,先
证者和母亲ABO等位基因为B(A)02,为杂合子。
3 讨  论

截至目前,共发现
 

43个血型系统,400多个抗

原[5-6]。ABO血 型 一 般 指 A、B、O、AB
 

4种 血 型。
ABO亚型是在这4种血型基础上进一步细分而命名

的血型,具有遗传基础和免疫血清学特点,由于疾病
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等无法遗传的原因导致的血型改变不能称为亚型,有
些虽然基因发生改变但是不影响免疫血清学特点的

血型也不是亚型[7-8]。至今已经发现有60多种 A亚

型和30多种B亚型,A亚型有 A1、A2、A3、Ax等,B
亚型比A亚型少见,有B2、B3、Bx、B(A)等

[9]。
 

ABO
亚型抗原的结构、性质以及数量与正常的 ABO血型

抗原存在一定差异,主要是由于基因突变、糖基转移

酶的活性、底物等原因造成的[10-11]。

B(A)亚型在ABO亚型中发生率非常低,在基因

水平上被认为是B型,在细胞水平上表达了正常的B
抗原和较弱的 A抗原[12]。B(A)亚型的血清学特点

是正定型红细胞与抗-B和抗-H凝集强度较强,与抗-
A凝集较弱或者不凝集,反定型血清中含有较强的

抗-A抗体[13-14]。本文中先证者和其母亲的免疫血清

学结果初步判定为 AwB亚型,经基因分型鉴定为B
(A)亚型。1985年,B(A)亚型最早被发现,有学者阐

释了B(A)亚型的发生机制,发现了第一个能够编码

正常的B糖基转移酶且该酶同时具有A糖基转移酶

的活性的等位基因,命名为B(A)01[15]。至今,共发

现6种B(A)等位基因,分别为B(A)01、B(A)02、B
(A)03、B(A)04、B(A)05、B(A)06[15]。与常见的

B101基因序列相比,B(A)等位基因存在1~2个碱基

的点突变,这些突变影响了编码B糖基转移酶的3个

氨基酸的翻译,导致B糖基转移酶同时具有了A糖基

转移酶的活性。在我国,最常见的等位基因是B(A)

02和B(A)04[16]。本文中先证者和其母亲的B(A)亚
型表型是由B(A)02等位基因引起的,与通常的B101
基因碱基序列比对,B(A)02等位基因发生了一个

nt700C>G
 

点突变,导致编码翻译的α-1,3-半乳糖转

移酶除了能够合成B抗原之外还能合成少量的A抗

原。先证者的父亲为正常的A型,母亲为B(A)亚型,
说明先证者的B(A)02等位基因遗传于其母亲。

在鉴定 ABO血型的时候,由于免疫血清学的局

限性,ABO亚型的鉴定存在一定的困难,非常容易将

B(A)亚型误判为AwB型,对输血造成了一定的风险,
所以发现ABO血型正反不符时可以进一步利用基因

分型的方法准确鉴定血型,保证安全、有效地输血治

疗。B(A)亚型的献血者可以加入稀有血型库进行保

留,捐献的血液可以制备成冰冻红细胞进行保存。若

患者为B(A)亚型需要输血时,很难找到同型血液,可
以输注O型或B型洗涤红细胞,也可以采取自体输血

进行治疗。
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