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双胎输血综合征患儿A2血型2例及其家系基因调查
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  [摘要] 目的:分析2例ABO亚型A2及其家系成员的血型基因。方法:同时应用血清学实验、序列特异性

引物聚合酶链反应(PCR-SSP)方法检测患者及其家系成员 ABO基因,并进行测序。结果:2例患者血清学结果

均为A亚型,PCR-SSP分型结果为A205/O02,其母亲血清学结果为O型,PCR-SSP分型结果为O01/O02,其父亲

血清学结果为A亚型,PCR-SSP分型结果为A205/A205,所有家庭成员的PCR-SSP结果与测序结果相符。结论:

ABO血型亚型具有遗传基础,可以结合分子生物学方法、血清学方法和家系调查等方法进行最终确认。
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Abstract Objective:TotesttheA2bloodgroupintwocasesofTwin-to-twintransfusionsyndromenewborn
andtoresearchtheABObloodgroupoftheirfamilymembers.Method:TheABObloodgroupthatthepatients
andtheirparentsweredetectedbyserologicalexperiment,sequence-specificprimerpolymerasechainreaction
(PCR-SSP)andsequencingofgenesequences.Result:Theserologicalresultsofthepatientsspecimenweretyped
asAsubtypeandgenotypedasA205/O02,theserologicalresultsofthemotherspecimenwastypedasOandgeno-
typedasO01/O02,theserologicalresultsofthefatherspecimenwastypedasAsubtypeandgenotypedasA205/

O02,andtheresultofallthefamilymembersaboutsequencingofgenesequencesareconsistentwithPCR-SSP
methods.Conclusion:ABOsubtypehasageneticbasisandcanbeidentifiedbymolecularbiologicalmethodscom-
binedwithserologicalmethodsandfamilysurveys.
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  1900年 KarlLandsteiner发现了人类第一个

血型系统—ABO血型系统,也是最具临床意义的

血型系统。根据凝集原A、B的分布,ABO血型系

统将血液分为A、B、AB、O4型。红细胞表面上只

有凝集原A的称为A型血,即A型血的红细胞表

面有A抗原,血清中含有抗B抗体。ABO血型系

统的A抗原是在α-1,3-N-乙酰半乳糖胺基转移酶

作用下,将N-乙酰半乳糖连接于前体 H物质的半

乳糖所形成,而B抗原是在α-1,3-半乳糖胺基转移

酶作用下,将D-半乳糖连接于前体 H物质的半乳

糖所形成。ABO血型亚型通常表现为红细胞上相

关抗原表达减弱或者 ABO 血型鉴定正反定不

符〔1〕,是由基因突变所导致的,包括基因的点突变、
插入、缺失和重组等。我院在患者诊断中发现2例

A2亚型,现将鉴定结果及家系调查结果报告如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

患儿们为早产儿(33W+),均无输血史,单合

子单绒毛膜双胎。小儿子出生时面色欠红润,体重

1750g,Hb208g/L,出院诊断为早产儿,代谢性酸

中毒,新生儿呼吸窘迫综合征,双胎输血综合征输

血者,新生儿贫血,低出生体重儿;大儿子出生时面

色红润,多血貌,进行过2次部分换血治疗,体重

2050g,Hb235g/L,出院诊断为早产、高危、低出

生体重儿,新生儿黄疸,双胎输血综合征受血者,新
生儿红细胞增多症-高黏滞度综合征,卵圆孔未闭,
呼吸性碱中毒,宫内感染性肺炎。经家属知情同

意,对家系二代共4名家庭成员血型做血清学及分

子生物学鉴定。
1.2 主要试剂与设备

单克 隆 抗-A、抗-B、抗-AB、抗-H 试 剂 及 人

ABO反定型用标准红细胞(上海血液生物医药有

限责任公司),ID-Centrifuge12SⅡ型离心机(瑞士

达亚美有限公司),ABO、RhD血型检测卡(瑞士达
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亚美有限公司)。人类基因组 DNA 提取试剂盒

(天根(北京)生化技术有限公司)。人类红细胞

ABO血型基因分型试剂盒(天津市秀鹏生物技术

开发有限公司)。试剂盒均在有效期内使用。SIG-
MA1-14高 速 离 心 机(德 国 SIGMA 公 司),ABI
9700PCR仪(美国 ABI公司),JY300C型电泳仪

(北京君意东方电泳设备有限公司),JY-SP3型电

泳槽 (北 京 君 意 东 方 电 泳 设 备 有 限 公 司),
GenoSens1860凝胶成像系统(上海勤翔科学仪器

有限公司),ABI3730XL测序仪,所有仪器均能正

常使用。
1.3 方法

1.3.1 血清学实验 采用微柱凝胶法和试管法检

测ABO血型,应用试管法进行抗-H实验和吸收放

散实验。
1.3.2 基因组DNA提取 严格按照基因组DNA
提取试剂盒说明书提取DNA,并调整基因组DNA
含量 为15~100ng/μl,纯 度 A260/A280=1.6
~1.8。
1.3.3 ABO基因分型 采用PCR-SSP法,应用

人类红细胞ABO血型基因分型试剂盒,对标本进

行基因分型。
1.3.4 测序和分析 应用ABI3730XL测序仪对

4个家庭成员样本进行测序。序列比对和分析使

用软件FinchTV阅读测序图谱,软件 DNAMAN
比对和分析测序结果,与GenBank:NG_006669序

列进行比对,确定样本基因型。

2 结果

2.1 血型血清学鉴定结果

患儿们血型鉴定:正定均为A抗原减弱,凝集

出现双群,反定无凝集。大儿子结果见图1,小儿

子结果见图2。
2患儿及其父母亲4个人抗-H实验结果提示

父亲、大儿子和小儿子为亚型,母亲为正常血型,见
表1。

家系4人吸收放散实验结果均为阴性。

图1 大儿子血型;图2 小儿子血型

表1 家系抗-H实验结果

被检测者 OC BC PC
父亲 3+ 1+ 3+
母亲 1+ 1+ 1+
大儿子 3+ 1+ 3+
小儿子 3+ 1+ 3+

  注:Oc:O型新鲜红细胞;Bc:B型新鲜红细胞;Pc:患者

新采集红细胞。

2.2 ABO基因分型结果

对患儿们及其家系进行ABO血型基因分型检

测(以A101为参考序列),根据PCR扩增产物电泳

分析的结果分型表,大儿子基因分型为 A205/O02
(见图3),小儿子基因分型为A205/O02(见图4),其
母亲基因分型为O01/O02(见图5),其父亲基因分

型为A205/A205(见图6)。
2.3 测序

根据NCBI网站提供的TheBloodGroupAn-
tigenGeneMutationDatabase综合结果判定(以
A101为参考序列)父亲、母亲、大儿子和小儿子4人

ABO基因1~7外显子7个测序图谱(见图7、8),
综合结果判定,见表2。

图3 大儿子PCR扩增产物电泳图(A205/O02);图4 小儿子PCR扩增产物电泳图(A205/O02);图5 母亲PCR扩增产物电

泳图(O01/O02);图6父亲PCR扩增产物电泳图(A205/A205)

3 讨论

双胎输血综合征(TTTS)是双胎妊娠的一种

并发症,发生于10%~15%单绒毛膜双胎妊娠,在
2000例孕妇中就有1例孕妇可能发生。这种疾病

发展迅速,不平衡的慢性血液从一个双胞胎转移到

另一个双胞胎(受体),导致其中一个双胞胎(受体)
发生心力衰竭、核黄疸等并发症,双胞胎(供体)在
双胞胎(受体)突然死亡后如没有立即采取急救措
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图7 父亲的测序图谱

图8 母亲的测序图谱

表2 家系7个外显子结果

被检测者 等位基因 碱基替换 氨基酸替换 表现型

父亲 A205 467C>T;1009A>G P156L;R337G A2
A205 467C>T;1009A>G P156L;R337G

母亲 O01 261delG 88fs+truncation O

O02
106G>T;188G>A;189C>T;220C>T;

261delG;297A>G;
V36F;R63H;P74S;88fs+truncation

大儿子 A205 467C>T;1009A>G P156L;R337G A2

O02
106G>T;188G>A;189C>T;220C>T;

261delG;297A>G;
V36F;R63H;P74S;88fs+truncation

小儿子 A205 467C>T;1009A>G P156L;R337G A2

O02
106G>T;188G>A;189C>T;220C>T;

261delG;297A>G;
V36F;R63H;P74S;88fs+truncation
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施干预也会很快死亡〔2〕。此外,30%存活的胎儿由

于多种因素的综合作用而存在神经发育迟缓,包括

早产和围产期不良事件(AEs)〔3〕。
ABO血型系统是目前最具有临床意义的血型

系统。血清学方法鉴定ABO血型是通过检测红细

胞表面抗原和血清中的抗体来确定的。但不同红

细胞抗原亚型、抗体在某些疾病基础时可能会发生

凝集强度的变化,从而影响我们对 ABO 血型的

判断〔4〕。
ABO血型亚型是由于基因发生突变,导致红

细胞上A抗原或B抗原表达减弱,数目减少,与抗-
A或抗-B反应凝集强度减弱,具有遗传基础和明

确的血清学特点,一般可通过正反定型不符或正定

型的凝集强度减弱等发现〔5-6〕。ABO亚型在日常

工作中血清学方法很容易漏检,这给血型鉴定和临

床输血带来了极大的安全隐患。在日常工作中,对
于婴幼儿血型的鉴定,出于抗原发育成熟度方面的

考虑,通常不注重亚型的鉴定。从而不能做出正确

的结论,影响患儿的输血安全。本研究中的患儿仅

1d,发生亚型漏检的可能性非常大。对于 TTTS
中受血者的换血治疗而言,意义尤为重要。

最常见的ABO亚型存在于A型人群中,A型

红细胞因红细胞上 A抗原量分布不同,除了最常

见的A1型,还存在一些 A2、A3、Ael、Ax等亚型〔7〕,
其中A2亚型较为常见,有研究发现A2亚型的器官

(心脏、肾脏、肝脏等)供者移植给非 A型(B型、O
型)受者,可使生存期显著延长〔8〕。也有报道指出

A2亚型肾脏移植给非A型的受者,长期生存率与

同血型移植患者相似。因此,对 A2血型进行研究

具有重要的意义。
ABO亚型具有遗传基础,从本研究中我们发

现,通过家系调查及分子生物学方法鉴定证实患者

A205血型是从父亲遗传所得。本例再次验证了A2
的遗传性。由本例研究可见,血清学方法可以简单

快捷地鉴定血型,但对于ABO血型正、反定型不符

等疑难血型,由于血清学方法存在易受抗原活性、

抗体特异性、微生物污染及试剂限制等因素影响,
难以准确鉴定血型。而基因分型技术则不受这些

因素的影响,基因分型技术在基因水平上进行分

型,测序,有助于正确鉴定血型。家系调查能缩小

检查范围,提高血型的检测速度和检出率,对正确

鉴定血型提供帮助。因此,我们可通过血清学方法

结合分子生物学方法及家系调查等措施来快速鉴

定血型,为安全输血和临床输血水平的提高做出应

有的贡献。
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