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摘要:由于DEA1.1血型是临床上犬最常见和最具免疫原性的血型,因此发达国家很重视DEA1.1血型的调查研

究,但鲜有中国本土犬血型调查研究的报道.该研究通过血型鉴定卡法和抗体法调查了236条中华田园犬的血型,

发现54.2%中 华 田 园 犬 的 血 型 为 DEA1.1+ (128/236),45.8%的 犬 血 型 为 DEA1.1- (108/236).相 对 于 雄 性

(48.1%),雌性中华田园犬DEA1.1的阳性率较高,达到了67.1%.研究结果表明,由于DEA1.1血型在输血中的

重要意义和其在中华田园雄性犬中较低的出现率,建议可将雄性纯种中华田园犬作为紧急献血犬;在给其他犬种

输血之前需要进行DEA1.1血型鉴定.
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犬红细胞的细胞膜上具有特异性糖蛋白,这些表面蛋白是多态的,形成不同的犬血型,犬有8种主要

血型抗原[1-2],其中犬DEA1.1血型抗原最具有免疫原性,因此DEA1.1血型是临床上最容易引起输血反

应的血型[3-4].有文献报道当抗原性强的DEA1.1+红细胞在不恰当输血情况下将会触发DEA1.1-犬的免

疫反应,出现以发热、色素尿和昏睡为特征的症状[5].20世纪60年代使用多克隆抗体进行的研究发现

DEA1血型系统含有3个等位基因,根据其基因显性程度从大到小排序为DEA1.1>1.2>1.3,这3种红

细胞的抗原性均强于DEA1-[6-7].DEA1.2常见于野犬中,而在家犬中却少见,而DEA1.3只发现于澳

洲,往往只出现于牧羊犬[6].因此,DEA1.1血型在临床上最重要,是输血前必须检查的项目之一[8].
目前在国际上DEA1.1血型检测的方法已经出现,如柱凝胶检测血型法、卡片检测血型法和免疫色谱

柱法等[9-10].经过实验发现柱凝胶检测血型法虽然具有100%准确的特点,但该方法需要非常专业的离心

机来配合凝胶柱,导致一般的基层医疗单位不能使用此方法检测血型,该方法不宜进行商业推广[9].免疫

色谱柱法虽然具有100%特异性,但准确率只有93%[10].相比较而言,由于血型鉴定卡法使用简单,容易

携带,目前应用广泛[11],但其易受天气环境等因素影响,准确性还需要进步一步确认.
国内血型检测比较落后,采血和输血还处于“现采现用”冒有巨大输血反应风险的阶段[12].一些动物医

疗单位使用未知血型的进口犬作为供血犬,而没有充分利用具有丰富资源适应性强的本地犬种,导致资源

错配和浪费.虽然同为亚洲犬种,日本对本地犬(特别是日本柴犬)的研究利用情况明显好于中国[13].为了

减少输血反应风险,一些动物医疗单位在寻找没有输血反应风险的“万能供血犬”.虽然目前国际上并没有

“万能供血犬”的公认标准,但具有DEA1.1-特征是“万能供血犬”必备的条件之一[6,9].到目前为止,还没
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有发现真正能“万能供血”的犬.
为了减少动物医疗单位输血反应的风险,探讨中国本地犬种血型情况和作为献血犬来供血的可行性,

本研究用血型鉴定卡法和抗体法调查本地犬DEA1.1血型的发生情况,有利于降低输血治疗的经济压力和

社会压力,削弱医患矛盾发生的基础,也有利于充分挖掘利用丰富的本地犬资源,提高中国本地犬种的经

济和社会价值.

1 材料与方法

1.1 主要试剂

犬 DEA1.1QuickVet/RapidVet血型鉴定卡购于美国DMSLaboratories公司;DEA1.1抗体购买

于美国密歇根州 立 大 学 免 疫 实 验 室;Coombs试 剂(抗 犬 球 蛋 白)购 买 于 美 国 兽 医 研 究 与 开 发 公 司

(VMRD公司).
1.2 实验方法

1.2.1 血液采集

从2012年到2016年,共收集了236条中华田园犬的血样.为了防止麻醉剂导致的凝聚反应出现,采血

检测血型之前不注射麻醉剂.采血方法是剪毛消毒后,在颈静脉处使用乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝剂进行

抗凝,真空采血管收集血液,4℃冷藏保存.

1.2.2 血型鉴定卡测定血型

DEA1.1QuickVet/RapidVet血型鉴定卡,根据使用说明书,取200μL全血,滴入犬DEA1.1血型

鉴定卡,用牙签搅拌,30°倾斜放置3min,根据有无凝集现象判定待检犬的血型.

1.2.3 抗体法测定血型

(1)血型的检测

将0.1mL的DEA1.1抗体加入一滴至待测犬血液中,用牙签搅拌混匀,37℃孵育15min.肉眼判断

是否有凝集反应或者溶血反应.
(2)直接Coombs实验法鉴定微凝集反应

对于上述步骤中没有反应的血样和轻微反应的血样进行直接Coombs法验证,以防漏检.方法是:

将上述没有反应血样或轻微反应血样放入10倍体积的PBS洗涤,5000r/min离心20s,弃去上清,如

此反复洗涤3遍,加入等量的PBS和0.1mLCoombs试剂,混合,在37℃孵育15min,5000r/min离

心20s,显微镜下检查是否发生了凝集反应,如果发生了凝集反应则判定待检犬的血型为DEA1.1+,如

果没有发生凝集反应则判定待检犬的血型为DEA1.1-.
1.3 统计分析

采用SPSS统计软件V.15.0进行数据分析.使用卡方检验来比较各组间DEA1.1血型的阳性率.

2 结 果

2.1 肉眼观察血液凝集现象

加入DEA1.1抗体后,用牙签进行搅拌,1min后发现DEA1.1+犬红细胞呈团块状聚集沉淀于底部,

呈云雾状,周围有散在的小凝集块,上清液变得清澈(图1a).而DEA1.1-犬红细胞没有明显变化,红细胞

仍然分布均匀,没有凝集和溶血的现象(图1b).

2.2 直接Coombs实验鉴定红细胞微凝集反应

对于肉眼观察血液凝集不明显的,加入Coombs试剂,然后使用显微镜观察,发现DEA1.1+犬红细胞

凝集一起,红细胞间分不清界限,有沙粒状的小凝集颗粒出现(有些肉眼也可观察到)(图2a).DEA1.1-犬

红细胞而没有出现血液聚集反应,红细胞仍是均匀分散(图2b).
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图1 肉眼观察到的DEA1.1+ 血型凝集结果

图2 显微镜下的DEA1.1+ 血型凝集结果

2.3 血型调查

从2012年到2016年,收集了共236条中华田园犬血样,在收集过后随即使用上述2种方法进行

DEA1.1血型调查.血型抗体法检测结果显示,DEA1.1总阳性率为54.2%(128/236).但雌性犬阳性率

(67.1%)显著(p<0.05)高于DEA1.1雄性犬的阳性率(48.1%)(表1).使用血型鉴定卡法对上述收集的

犬血液样本进行血型鉴定,实验操作方法见实验步骤1.2.2,以达到对抗体法血型检测结果进行验证的目

的,实验结果发现2个血型鉴定结果完全一致,重复率为100%.
表1 中华田园犬DEA1.1血型统计表

性别 检测数量(n)
DEA1.1

DEA1.1+

数量(n) 阳率性/%
DEA1.1-

数量(n) 阴性率/%
雄性 160 77 48.1a 83 51.9a
雌性 76 51 67.1b 25 32.9b
总计 236 128 54.2c 108 45.8c

  注:同一列不同字母表示差异具有统计学意义(p<0.05).

3 讨 论

为了减少输血不良反应和提高输注的红细胞存活时间,血型检测是西方发达国家兽医服务的重要组成

部分,也是向畜主推荐检查的项目之一[14-15].由于 DEA1.1血型具有强烈的免疫原性[6,14],可以诱导

DEA1.1-血型犬产生抗DEA1.1抗体,导致出现严重的输血反应[5].中华田园犬等本地犬广泛地分布于中
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华大地,数量多,范围大,可用资源丰富.本研究调查了本土中华田园犬DEA1.1+和DEA1.1-血型的占比

情况,为丰富本地犬种的利用提供血型鉴定方法,为帮助基层动物医疗单位寻找有效的供血犬,降低输血

反应风险做输血风险预测研究.此外,本研究也做了中华田园犬一些表型性状和发生率之间的关联分析,

发现雌性的中华田园犬DEA1.1阳性率显著高于雄性犬(p<0.05).
本研究发现抗体法检测犬血型时,有时会出现肉眼不易观察的凝集反应,因此采用直接Coombs实验

来确认待测犬血型,从而确保抗体法鉴定血型的准确率,此方法较繁琐,但价格便宜.本研究使用血型鉴定

卡法和抗体法测定血型,发现结果完全一致,相互印证,说明血型鉴定卡法和抗体法测血型准确率都很高,

都能够用于犬血型的测定[11].用血型鉴定卡法测定犬血型方便快捷、结果准确,但价格相对较高,对于大

量的犬血型调查,推荐使用抗体法检测犬血型.
由于品种和地域不同会导致DEA1.1血型阳性率的差异,高DEA1.1阳性率将会导致不利的输血反应

率升高[3,16].本研究发现中华田园犬DEA1.1的阳性率为54.2%,远低于Ibizan猎犬(75%)[17],但比美国

本地犬(42%)高[3,18].本研究结果与在中国广州检测68份犬血样100%为DEA1.1阳性的调查结果不一

致[19].中华田园犬DEA1.1阳性率较高的原因可能是由于中国本地犬大多不重视品种培育,来自不同地方

的中华田园犬杂交繁殖严重,显性DEA1.1基因提高了DEA1.1的阳性率,本研究结果和国外杂种犬

DEA1.1阳性率较高的结果一致[17].
本研究首次阐述了中国本地犬种的DEA1.1发生率,为基层医疗单位输血和血库的建立做了输血反应

风险预测研究.建议在输血治疗之前,供血犬和受血犬均需要进行DEA1.1血型检测.对于缺乏血型检测

试剂和检测实验室的基层医疗单位,建议提前物色价廉物美的DEA1.1-本地犬(尤其是纯种的雄性中华田

园犬)作为供血犬,在需要紧急输血时可以给未知血型的犬输血.
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Abstract:Clinically,DEA1.1(DogErythrocyteAntigen)bloodtypeisthemostcommonandimmunogen-

icbloodtype,anditsinvestigationandstudyhaveattractedmuchattentionoftheresearchersinthedevel-

opedcountries.However,fewstudieshavebeenreportedonDEA1.1bloodtypeofChinesenativedogs.In

thisstudy,atotalof236nativeChinesegardendogs(Canislupusfamiliaris)wereinvestigatedabout
theirDEA1.1bloodtypebythebloodtypetestcardandtheDEA1.1antibodymethod.Theresultsshowed

that54.2%oftheChinesegardendogswereDEA1.1+(128/236),and45.8%wereDEA1.1-(108/236).

Comparedwiththeirmalecounterparts(48.1%),thefemaleChinesegardendogshadhigherpositiverate

ofDEA1.1(67.1%).Inconclusion,duetotheimportanceofDEA1.1bloodtypeintransfusionandits

lowprevalenceinmaleChinesegardendogs,themaleChinesegardendogsarerecommendedtobeusedas

blooddonorsinanemergency,andtheDEA1.1bloodtypeshouldbeidentifiedbeforetransfusion.

Keywords:Chinesegardendog(Canislupusfamiliaris);bloodtypeinvestigation;bloodtypetestcard;

DEA1.1antibody
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