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羊水ＡＢＨ血型物质测定与ＡＢＯ血型基因分型
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　　摘　要：目的　通过检测羊水ＡＢＨ血型物质和序列特异性引物聚合酶链反应（ＰＣＲＳＳＰ）基因技术检测胎儿羊水细胞ＡＢＯ

血型基因型，鉴定胎儿ＡＢＯ血型。方法　选取妊娠１６～２５周的孕妇５３例，抽取羊水，利用间接凝集实验测定羊水ＡＢＨ血型物

质；将羊水细胞进行分离，提取羊水细胞ＤＮＡ，运用ＰＣＲＳＳＰ技术分析其ＡＢＯ血型基因型。结果　１６例羊水标本为非分泌型，

占３０．２％，３７例羊水标本为分泌型，占６９．８％；４８例羊水标本通过ＰＣＲＳＳＰ方法检测出了 ＡＢＯ血型的基因型。经基因鉴定的

胎儿羊水细胞ＡＢＯ血型与羊水分泌型 ＡＢＨ血型物质检测结果一致。结论　ＰＣＲＳＳＰ技术可以准确地检测胎儿羊水细胞的

ＡＢＯ血型。
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　　母婴血型不合，可引起胎儿或新生儿时期的免疫性溶血

病。母体产生的免疫抗体，通过胎盘进入胎儿体内，可使胎儿

红细胞凝集，发生溶血，引起死胎、死产、出生缺陷及新生儿溶

血病［１２］。为了有效预防新生儿溶血病的发生，产前确定胎儿

血型十分必要，为此本文抽取了５３例孕妇羊水，通过测定胎儿

羊水ＡＢＨ血型物质和序列特异性引物聚合酶链反应（ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｓ，ＰＣＲＳＳＰ）

基因分型检测胎儿羊水细胞ＡＢＯ血型，来判断胎儿血型。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年３～１０月在本院孕１６～２５周、

年龄２１～３８岁的孕妇５３例，采集羊水（双方签署知情同意

书），每人２份，取样注意避免母血污染。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂与材料　抗血清：抗Ａ效价１∶６４，抗Ｂ效价

１∶１２８，抗 Ｈ效价１∶３２，购自长春博德；ＰＣＲＳＳＰＡＢＯ血型

试剂，购自天津秀鹏生物技术开发有限公司；ＤＮＡ提取试剂，

购自杭州博日科技有限公司。

１．２．２　标准抗血清制备　（１）标记试管：３排１８支，分别抗

Ａ、抗Ｂ及抗Ｈ。每排再标２、４、８、１６……。（２）稀释：每管加生

理盐水５０μＬ。每排第１管对应加抗 Ａ、抗 Ｂ及抗 Ｈ 血清

５０μＬ，倍量稀释成２、４、８、１６……稀释液。（３）加２％悬红：每

排各管对应加悬红５０μＬ，振摇混匀，１４００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｓ。

（４）结果：以３＋为标化血清的最适稀释度。

１．２．３　羊水 ＡＢＨ 血型物质测定　（１）无菌抽取羊水５～

１０ｍＬ，经１４００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后留取上清液备用。（２）排

列试管３支，分别标明Ａ、Ｂ、Ｈ，３管各加羊水１滴，每管加相应

标准抗血清１滴。混匀，置室温，中和１０ｍｉｎ。（３）每管加相应

２％标准红细胞悬液１滴，混匀，１４００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ，观察

结果。

１．２．４　羊水细胞培养　取羊水专用培养基
［３］，加入新鲜小牛

血清（５６℃，３０ｍｉｎ灭活补体），使终浓度达到１０％。将５～

１０ｍＬ羊水接种于上述培养基中，置５％ＣＯ２ 孵箱中，３７℃饱

和湿度下培养，每隔４８ｈ换培养基。培养３～５ｄ后，在倒置显

微镜下观察，如细胞贴壁生长良好。大部分或全部爬壁生长良

好后，即可终止传代生长。

１．２．５　引物设计　引物验证经Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计，通过

ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ数据库，输入相应引物进行验证确认。Ｏ１基因

型：上游引物５′ＴＴＡＡＧＧＧＧＡＡＧＧＡＴＧＴＣＣＴＣＧＴＣＧ
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ＴＡ３′，ＮｏｎＯ１基因型：下游引物５′ＴＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧ

ＡＧＴＴＧＴ Ｇ３′，共同引物５′ＡＴＡ ＴＡＴ ＡＴＧ ＧＣＡ ＡＡＣ

ＡＣＡＧＩＡＡＣＣＡＡＴＧ３′；Ｏ２基因型：上游引物５′ＧＡＣＣＣＣ

ＣＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴＡＴＴＧＧＡ３′，ＮｏｎＯ２基因型：下游引物

５′ＣＧＡＣＣＣＣＣＧＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣ３′，共同引物５′ＡＧＴ

ＧＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＴＴＣＣ３′；Ｂ基因型：上游引物

５′ＡＴＣＧＡＣＣＣＣＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＡＧＧ３′，ＮｏｎＢ 基因

型：下游引物５′ＣＣＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＧＡＧＣＣ３′；Ａ２基因

型：上游引物５′ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＣＧＧＡＡＧＣＧ３′，ＮｏｎＡ２基

因型：下游引物５′ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＣＧＧＡＡＣＡＣＧ３′，共同引

物５′ＧＧＧＴＧＴＧＡＴＴＴＧＡＧＧＴＧＧＧＧＡＣ３′。

１．２．６　羊水细胞的ＤＮＡ提取　将收集的羊水细胞于２５００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液；再加入生理盐水５～１０ｍＬ，

２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液。采用博日ＤＮＡ提取试

剂盒快速提取羊水细胞ＤＮＡ，通过２％琼脂电泳鉴定提取的

质量。

１．２．７　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系为２０．０μＬ含模板２．０μＬ

（约５０ｎｇ），引物１．５μＬ，ｄＮＴＰ１．６μＬ（０．４ｍｍｏｌ），１０×Ｂｕｆｆ

ｅｒ缓冲液２．０μＬ，Ｔａｑ酶１．０Ｕ，加双蒸水至２０．０μＬ；ＰＣＲ反

应条件为９４℃预变性４．０ｍｉｎ，９４℃变性１．５ｍｉｎ，５２℃退火

２．０ｍｉｎ，７２℃延伸２．０ｍｉｎ，共３０个循环。

１．２．８　ＰＣＲ扩增产物的检测　取ＰＣＲ 扩增产物２．０μＬ，

２．５％琼脂糖凝胶电泳（Ｔ＝６．０％，Ｃ＝３．３％，凝胶规格为

８２ｍｍ×６４ｍｍ×０．７５ｍｍ）。电极缓冲液为１×ＴＢＥ。将加

有１／５体积上样缓冲液的酶切产物电泳，电压２２０Ｖ，电泳

２０～３０ｍｉｎ。紫外线下成像。结果判断见相应说明书。

２　结　　果

２．１　羊水ＡＢＨ血型物质检测结果及分布　５３例羊水 ＡＢＨ

血型物质结果中非分泌型１６例（３０．２％），Ａ型分泌型１３例

（２４．５％），Ｂ 型分泌型 ６ 例 （１１．３％），０ 型分泌型 １５ 例

（２８．３％），ＡＢ型分泌型３例（５．７％）。

２．２　ＰＣＲＳＳＰ法检测结果　５３例羊水细胞ＤＮＡ除５例未能

正确检出，其余均测出ＡＢＯ血型。表现型为 Ａ型有１８例，基

因型Ｏ１Ａ１：７例，Ａ１Ａ１：２例，Ａ１Ｏ２：９例；Ｂ型有８例，其基因

型为Ｏ１Ｂ：４例，Ｏ２Ｂ：４例；表现型为Ｏ型有１９例，其基因型为

Ｏ１Ｏ１：３例，Ｏ１Ｏ２：１１例，Ｏ２Ｏ２：５例，表现型为ＡＢ型有３例，

基因型均为Ａ１Ｂ。

２．３　结果比对　除非分泌型的结果和无效检测结果外，孕妇

羊水血型物质分泌型检测结果与基因分型结果均一致，说明两

种方法能达到临床检测的要求。

３　讨　　论

血型是以血液抗原形式表现出来的一种遗传性状，已经发

现并成为国际输血协会承认的血型系统有３０多种
［４］，ＡＢＯ血

型是最早发现的一个血型系统，也是应用最广、与临床输血最

密切、最重要、研究和认识较深入的一个血型系统。ＡＢＨ血型

抗原在５～６周胎儿ＲＢＣ已可测出
［５］，出生时抗原性只达成人

的２５％ ～５０％，在出生后 １８ 个月时才能充分表现出抗

原性［６］。

所有ＡＢＯ血型的抗原都由 Ｈ物质合成而来，Ｓｅ／ｓｅ基因

和 Ｈ／ｈ基因都可以控制合成 Ｈ物质。Ｓｅ／ｓｅ基因的表达决定

体液中是否出现ＡＢＨ抗原，决定 ＡＢＨ 抗原为分泌型或非分

泌型，人类的这种分泌状态受控于分泌座位（ＦＵＴＺ）的一对等

位基因，即Ｓｅ和ｓｅ，Ｓｅ基因编码有活性的为α２Ｌ岩藻糖基转

移酶；ｓｅ是无效基因。大部分群体的２０％为非分泌型，是ｓｅ

基因的纯合子。Ｈ／ｈ基因的表达决定ＲＢＣ上是否出现 ＡＢＨ

抗原。再依ＡＢＯ基因表达的不同，合成出不同抗原形成不同

的ＡＢＯ血型
［７］。

母婴ＡＢＯ血型不相容是临床新生儿溶血症的常见原因，

新生儿溶血病起源于胎儿从父亲方面继承了一些母亲没有的

ＲＢＣ抗原，使得母婴血型不合，母体存在与胎儿ＲＢＣ血型抗

原相应的免疫性抗体，此免疫性抗体可以通过胎盘进入胎儿体

内，并包被在胎儿ＲＢＣ上，在分娩前、后加速胎儿ＲＢＣ破坏发

生溶血，造成胎儿发生以溶血为主要损害的一种被动免疫性疾

病［８］，常常导致胎儿宫内感染，早产、胎儿智力低下，严重的造

成胎儿死亡。国内常见的血型不合引起的新生儿溶血为ＡＢＯ

及Ｒｈ血型不合，其中以ＡＢＯ不合者居多，Ｒｈ不合者次之
［９］。

因此，及早分析胎儿的血型，对于预防和治疗具有重要的临床

意义，胎儿的血型鉴定以前主要是通过胎儿父母的血型，按照

孟德尔遗传规律推算出的子代血型，具有一定的盲从性和主观

性，通过宫内穿刺采集胎儿血液进行胎儿血清学的ＡＢＯ鉴定，

有较大的风险性，容易造成胎儿损伤，甚至导致胎儿死亡，且胎

儿ＡＢＯ血型抗原发育不成熟，ＲＢＣ的凝聚力只有成人的

２０％，常常导致血型鉴定困难容易造成错判或误判
［１０］。

人类ＡＢＯ基因定位于第９对染色体长臂末端，ＡＢＯ血型

系统的３个基因，由７个外显子组成
［１１］。ＡＢＯ血型系统不同

的表型是由其基因水平上的几个核苷酸的不同所决定［１２］。

ＰＣＲＳＳＰ技术检测ＡＢＯ血型基因型是利用 ＡＢＯ基因发生突

变位点的不同核甘酸，分别设计一系列序列特异性引物，直接

扩增 ＡＢＯ 血型基因型物质片段从而测得 ＡＢＯ 血型及其

亚型［１３１４］。

本次实验共收集到５３例羊水标本，均来自为１６～２５周的

健康孕妇，通过间接凝集抑制试验测得的 ＡＢＯ分泌型３７例

（６９．８％），非分泌型１６例（３０．２％），稍高于文献报道
［１５］，可能

为胎儿尚未成熟，羊水中分泌较少。同时对５３例羊水标本进

行了细胞培养，通过ＰＣＲＳＳＰ技术进行了基因分型，除５例标

本可能因提取ＤＮＡ相对不够加之天气炎热，ＤＮＡ可能降解，

未能成功检测外，其余均能正常检测，ＰＣＲＳＳＰ技术鉴定胎儿

羊水细胞血型实验显示，结果清晰可靠，方法可行，与分泌型的

检测比对结果均为一致。

本研究表明，采用ＰＣＲＳＳＰ法检测胎儿羊水细胞ＡＢＯ血

型基因型来确定胎儿血型是准确可靠的。可有效克服常规血

清学检测技术的不足和新生儿血型免疫系统不完善，以及血型

结果影响因素较多的问题。能较早快速准确地鉴定胎儿血型，

可直接用于临床检测，有助于临床新生儿溶血症的预防和

治疗。
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６８３６８８．
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［９］ＺｕｐｐａＡＡ，ＣａｒｄｉｅｌｌｏＶ，ＬａｉＭ，ｅｔａｌ．ＡＢＯｈｅｍｏｌｙｔｉｃｄｉｓ

ｅａｓｅｏｆｔｈｅｆｅｔｕｓａｎｄｎｅｗｂｏｒｎ：ａｎｉａｔｒｏｇｅｎｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
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ｐｒｅｇｎａｎｃｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１０，５０（１０）：２１０２２１０４．

［１０］ＫｌａｒｍａｎｎＤ，ＥｇｇｅｒｔＣ，ＧｅｉｓｅｎＣ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＡＢＯ

（Ｈ）ａｎｄＩｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｓｙｓｔｅｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｗｉｔｈｖｏｎＷｉｌ

ｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒａｎｄＦａｃｔｏｒⅧｐｌａｓｍａｌｅｖｅｌｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄ

ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１０，５０（７）：１５７１１５８０．

［１１］ＫｌｉｍａｎｔＥ，ＧｌｕｒｉｃｈＩ，ＭｕｋｅｓｈＢ，ｅｔａｌ．Ｂｌｏｏｄｔｙｐｅ，ｈｏｒ

ｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔａｔｕｓ，ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｔａｔｕｓ，ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ａｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｓｔｕｄｙｅｘｐｌｏｒｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎ

ｓｈｉｐｓｉｎａｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌｌｙｗｅｌｌｄｅｆｉｎｅｄｃｏｈｏｒｔ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＭｅｄＲｅｓ，２０１１，９（３／４）：１１１１１８．

［１２］ＪｕｋｉｃＩ，ＢｉｎｇｕｌａｃＰｏｐｏｖｉｃＪ，ＤｏｇｉｃＶ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ＡＢＯｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｓａｓａｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｌｏｏｄＴｒａｎｓｆｕｓ，２０１２，１１（３）：４６４４６５．

［１３］ＰｒａｇｅｒＭ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｔｙｐｉｎｇｂｙｔｈｅｕｓｅｏｆ

ＰＣＲＳＳＰｔｅｃｈｎｉｑｕｅ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００７，４７（１Ｓｕｐｐｌ）：

Ｓ５４５９．

［１４］陈志忠，廖扬勋，陈尚良，等．ＰＣＲＳＳＰ基因分型技术在

ＡＢＯ疑难血型定型中的应用［Ｊ］．现代检验医学杂志，

２０１１，２６（４）：５３５５．

［１５］张萍．羊水血型物质测定与临床应用［Ｊ］．医学创新研究，

２００８，５（１２）：１５９１６０．
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