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羊水细胞处理方法对ＡＢＯ血型基因鉴定的影响


陈　江，逯心敏，胡　伟，郭　渝

（四川宜宾市第二人民医院，四川宜宾６４４０００）

　　摘　要：目的　探讨不同羊水细胞处理方法对ＡＢＯ血型基因鉴定的影响。方法　选取孕１６～２５周年龄２１～３８岁的孕妇

５３例，每例采集羊水标本２份，一份进行羊水细胞培养２～５ｄ，收集培养的羊水细胞；另一份直接离心分离羊水细胞，然后提取羊

水细胞ＤＮＡ，采用序列特异引物引导的ＰＣＲ反应（ＰＣＲＳＳＰ）基因检测技术鉴定羊水细胞的ＡＢＯ基因型，待婴儿出生后，抽取其

外周血或脐带血进行微柱凝胶ＡＢＯ血型检测。结果　羊水细胞培养法有５例未检出，检出率为９０．５％（４８／５３）；直接法中有９例

未检出，其中有３例结果无法识别，结果检出率为８３．０％（４４／５３）；２４例新生儿的外周血或脐带血的微柱凝胶ＡＢＯ血型检测结果

显示有１例无结果，与基因型的结果比对完全一致。结论　羊水细胞可直接进行ＰＣＲＳＳＰ检测ＡＢＯ血型，细胞培养法优于直接

分析法。

关键词：羊水；　ＡＢＯ血型系统；　 聚合酶链反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０２．００８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０２０１４６０３

犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉犪犿狀犻狅狋犻犮犳犾狌犻犱犮犲犾犾狊狅狀犃犅犗犵犲狀犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀


犆犺犲狀犑犻犪狀犵，犔狌犡犻狀犿犻狀，犎狌犠犲犻，犌狌狅犢狌

（犜犺犲犖狅．２犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犢犻犫犻狀，犢犻犫犻狀，犛犻犮犺狌犪狀６４４０００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕｉｄｃｅｌｌｓｏｎＡＢＯｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ（ＰＣＲＳＳＰ）．犕犲狋犺狅犱狊　Ｆｉｆｔｙｔｈｒｅｅｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｗｉｔｈｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌａｇｅ

ｆｒｏｍ１６ｔｏ２５ｗｅｅｋｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄ．Ｔｏｅｘｔｒａｃｔｄｏｕｂｌｅａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕｉｄｓｐｅｃｉｍｅｎｓ，ｏｎｅｗａｓｆｏｒｉｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｗａｓ

ｆｏｒｓｅｐａｒａｔｉｎｇａｍｉｎｏｔｉｃｃｅｌｌｕｓｉｎｇｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ．ＡＢＯｇｅｎｏｔｙｐｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰＣＲＳＳＰａｆｔｅｒＤＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｍｎｉｏｔ

ｉｃｃｅｌｌｓ．Ａｆｔｅｒｆｅｔｕｓｇａｖｅｂｉｒｔｈ，ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｅｎｅｗｂｏｒｎｓａｎｄｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｍｉｃｒｏｃｏｌｕｍｎｇｅｌａｇｇｌｕｔｉｎａ

ｔｉｏｎａｓｓａｙ．犚犲狊狌犾狋狊　Ａｍｏｎｇｔｈｅ５３ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｆｒｏｍｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄ，ＡＢＯｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆ５ｃａｓｅｓｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｗａｓ９０．５％（４８／５３）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｉｎｅｃａｓｅｓｔｈａｔｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｄｉｒｅｃｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｍｅｔｈｏｄｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓ

８３．０％（４４／５３）．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３ｃａｓｅｓｃｏｕｌｄｎｏｔｉｄｅｎｔｉｆｙ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｎｅｏｎａｔａｌｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｒｃｏｒｄｂｌｏｏｄ

ｃａｓｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｉｃｒｏｃｏｌｕｍｎｇｅｌａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ｔｈｅｒｅｗａｓｏｎｅｃａｓｅｔｈａｔｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｓａｍｅｗｉｔｈｔｈａｔｏｆ

ＰＣＲＳＳＰ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡＢＯｇｅｎｏｔｙｐｅｃａｎｂｅａｎａｌｙｚｅｄｉｎａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕｉｄｃｅｌｌｓｂｙＰＣＲＳＳＰ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｉｓａｄｖａｎｃｅｄ

ｔｈａｎｄｉｒｅｃｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｍｅｔｈｏｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕｉｄ；　ＡＢＯｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｓｙｓｔｅｍ；　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ

　　母婴血型不合以ＡＢＯ型较多见，是我国新生儿溶血病的

主要致病原因。有资料报道，由该病所致的死胎占０．３％，新

生儿期死亡率占１．４％
［１］。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，为此笔者随即抽取了５３例孕

妇羊水，通过序列特异引物引导的ＰＣＲ反应（ＰＣＲＳＳＰ）基因

检测技术检测胎儿羊水细胞 ＡＢＯ血型基因型，来判断胎儿血

型。本文通过对羊水细胞进行不同的处理探讨了ＰＣＲＳＳＰ基

因技术［２］在羊水细胞ＡＢＯ血型基因鉴定中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取孕１６～２５周，年龄２１～３８岁的孕妇５３

例，采集羊水样本每人２份，取样注意避免母血污染，收集新生

儿脐血３ｍＬ或者静脉血２ｍＬ，抽取父母静脉血各２ｍＬ。

１．２　细胞培养　取羊水专用培养基，加入新鲜小牛血清

（５６℃，３０ｍｉｎ灭活补体），使终浓度达到１０％。将羊水５～１０

ｍＬ接种于上述培养基中，置５％ＣＯ２ 孵箱中，饱和湿度及

３７℃培养，每隔４８ｈ换培养基。培养３～５ｄ后，在倒置显微

镜下观察，如细胞大部分或全部贴壁生长良好后，即可进行传

代生长。

１．３　引物设计　参照天津秀鹏ＰＣＲＳＳＰ试剂，见表１。

１．４　羊水细胞的收集　羊水细胞的收集采用两种方法，直接

法为直接将选取羊水５～１０ｍＬ经过离心、沉淀，收集羊水细

胞；细胞培养法为将经过细胞培养后的羊水细胞收集离心后获

取，２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，再加入生理盐水５～１０

ｍＬ，２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液。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。

１．５　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，含模板２μＬ（约５０

ｎｇ），引物各１．５μＬ，ｄＮＴＰ１．６μＬ（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ），１０×Ｂｕｆｆｅｒ

缓冲液２μＬ，Ｔａｑ酶１．０Ｕ，加双蒸水至２０．０μＬ；ＰＣＲ反应条

件为９４℃变性４ｍｉｎ，９４℃１．５ｍｉｎ，５２℃２．０ｍｉｎ，７２℃２．０

ｍｉｎ３０个循环。

１．６　ＰＣＲ扩增产物的检测　取ＰＣＲ扩增产物２μＬ，２．５％琼

脂糖凝胶电泳（Ｔ＝６％，Ｃ＝３．３％，凝胶规格为８２ｍｍ×６４

ｍｍ×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进行电泳，２２０Ｖ电压，电泳２０～３０ｍｉｎ。

紫外线下成像。
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１．７　外周血微柱凝胶ＡＢＯ血型检测
［３］
　采集新生儿的脐带

血或静脉血标本，取ＡＢＯ／Ｒｈ血型鉴定卡一个，在空白位置写

上受试者姓名等，撕去卡上部的锡纸膜。在 Ａ、Ｂ、Ｄ孔分别加

入已配制的０．５％受试者红细胞悬液５０μＬ。在专用的孵育器

中孵育１５ｍｉｎ，然后在专用离心机离心１０ｍｉｎ（１０２４ｒ／ｍｉｎ）。

离心完成后取出卡片按说明书进行结果判读并拍照留存。

２　结　　果

２．１　直接法和细胞培养法检测结果　５３例羊水细胞分别采

用专用羊水培养基培养７２～９６ｈ和直接离心羊水后提取羊水

细胞ＤＮＡ。然后，采用ＰＣＲＳＳＰ基因技术检测胎儿羊水细胞

ＡＢＯ血型。细胞培养法除５例未能检测出结果外，其余４８例

均检测出了结果，结果清晰可靠。直接法有９例标本未能检测

出结果，见表２。

表１　　ＡＢＯ基因ＰＣＲＳＳＰ引物

引物名 ＰＣＲＳＳＰ引物序列

０１ ５′ＴＴＡＡＧＧＧＧＡＡＧＧＡＴＧＴＣＣＴＣＧＴＣＧＴＡ３′

Ｎｏｎ０１ ５′ＴＡＡＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＡＧＴＴＧＴＧ３′

共同引物 ５′ＡＴＡ ＴＡＴ ＡＴＧＧＣＡＡＡＣＡＣＡＧＩＡＡＣＣＡＡＴＧ３′

０２ ５′ＧＡＣＣＣＣＣＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴＡＴＴＧＧＡ３′

Ｎｏｎ０２ ５′ＣＧＡＣＣＣＣＣＧＣＡＡＧＡＡＧＧＣＣ３′

共同引物 ５′ＡＧＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＴＴＣＣ３′

Ｂ ５ＡＴＣＧＡＣＣＣＣＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＡＧＧ３′

ＮｏｎＢ ５′ＣＣＧＡＣＣＣＣＣＣＧＡＡＧＡＧＣＣ３′

Ａ２ ５′ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＣＧＧＡＡＧＣＧ３′

ＮｏｎＡ２ ５′ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＣＧＧＡＡＣＡＣＧ３′

共同引物 ５′ＧＧＧＴＧＴＧＡＴＴＴＧＡＧＧＴＧＧＧＧＡＣ３′

表２　　胎儿羊水细胞直接法与细胞培养法ＡＢＯ血型检出率

方法 狀 检出（狀） 未检出（狀） 检出率（％）

直接法 ５３ ４４ ９ ８３．０

细胞培养法 ５３ ４８ ５ ９０．５

２．２　结果比对　５３例羊水标本中，有３例标本细胞培养法和

直接法均无检测结果，直接法有３例结果无法有效判断，２例

标本直接法有结果而细胞培养法无结果。检测结果见表３。

表３　　胎儿羊水细胞直接法与细胞培养法

　ＡＢＯ血型基因型结果比对

表型 基因型 直接法（狀） 细胞培养法（狀）

Ａ Ｏ１Ａ１ ５ ７

Ａ１Ａ１ ２ ２

Ａ１Ｏ２ ８ ９

Ｂ Ｏ１Ｂ ２ ４

Ｏ２Ｂ ４ ４

Ｏ Ｏ１Ｏ１ ３ ３

Ｏ１Ｏ２ １１ １１

Ｏ２Ｏ２ ７ ５

ＡＢ Ａ１Ｂ ２ ３

合计 － ４４ ４８

　　－：无数据。

２．３　血清学检测结果　本次实验研究共收集到２４例新生儿

的脐带血或静脉血，其中脐带血６例，静脉血１８例。２４例新

生儿的脐带血或外周血通过微柱凝胶 ＡＢＯ血型检测技术和

玻片法血型检测技术检测鉴定。通过结果比对，其中直接法有

３例标本无正确检测结果，细胞培养法的２４例标本结果均正

确。见表４。

表４　　胎儿羊水细胞与外周血ＡＢＯ血型比对

方法 不正确 正确 正确率（％）

直接法 ３ ２１ ８７．５

细胞培养法 ０ ２４ １００．０

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、最重要且研究和认识较深入的一个血型系统［５］。ＡＢＯ

血型抗原在５～６周胎儿ＲＢＣ中已可测出，出生时抗原性只达

到成人的２５％～５０％，在生后１８个月时才能充分表现出抗原

性［３］。在本实验中笔者共检测了２４例新生儿的ＡＢＯ血型，其

中３例未能正确检出，原因可能为新生儿免疫系统不完善，还

未产生相应的血型抗体或者血型抗体的效价较低，达不到试剂

的检测灵敏度。因此，为了准确鉴定新生儿血型建议进行采用

基因血型鉴定。

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

红细胞抗原，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［６７］，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［８］。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，具有一定的盲目性和主观

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［９］，且胎儿ＡＢＯ血型抗原发育不成熟，红细胞的凝聚力只有

成人的２０％
［１０］，常常导致血型鉴定困难容易造成错判或误判。

随着分子生物学技术的发展，通过基因技术检测胎儿羊水

细胞的ＡＢＯ血型技术已成为可能，胎儿的血型表型来自于父

母的基因遗传，人类ＡＢＯ基因定位于第九对染色体长臂末端，

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］。ＰＣＲＳＳＰ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。

为了探讨不同方法提取羊水细胞ＤＮＡ对ＰＣＲＳＳＰ基因

检测结果的影响，笔者共收集到５３例羊水标本，来自１６～２５

孕周的健康孕妇，均分离了部分羊水进行了直接提取ＤＮＡ，另

外一部分进行了细胞培养，然后再提取羊水细胞ＤＮＡ。结果

表明，直接法有９例标本未能检测出结果，细胞培养法有５例

没能检测出结果。其中有３例标本两种方法均未能检测出结

果，原因可能为细胞较少，提取的ＤＮＡ量不（下转第１５１页）
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文献报道一致。药物干预后血清ＣｙｓＣ、ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ水平明

显下降，推测缬沙坦联合阿魏酸钠还可能通过抑制肾脏异常血

管生成，改善血管通透性发挥肾脏保护作用，且这种保护作用

与蛋白尿的降低有关，具体机制仍需进一步研究。

总之，ＤＮ时，患者血清ＣｙｓＣ、ＰＥＤＦ和 ＶＥＧＦ水平显著

升高，血清ＰＥＤＦ、ＶＥＤＦ水平与ＤＮ相关指标（ＧＨｂＡ１ｃ、葡萄

糖、肌酐、尿素、ＣｙｓＣ）相关，且呈正相关。缬沙坦联合阿魏酸

钠治疗可显著降低患者血清ＣｙｓＣ、ＰＥＤＦ及 ＶＥＧＦ水平，提

示缬沙坦联合阿魏酸钠还可能通过改善糖尿病肾脏异常血管

新生发挥肾脏保护效应，且缬沙坦与阿魏酸钠联合用药效果优

于缬沙坦单药。
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够，影响了检测结果。可以看出细胞羊水细胞ＰＣＲＳＳＰ基因

检测ＡＢＯ血型技术中，细胞培养法优于直接法。直接法基本

能够满足实验的要求，可以直接应用于临床的检测，但标本需

先进行显微镜观察羊水细胞数量，细胞数量较少的应需细胞培

养后再进行ＰＣＲＳＳＰＡＢＯ血型基因检测，经过细胞培养后，

羊水细胞增殖，ＤＮＡ提取量较多，因此笔者推荐羊水细胞培养

后进行ＰＣＲＳＳＰ检测ＡＢＯ血型基因检测，有利于得到更为准

确的结果。
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［１１］ＪｅｒｅｍｉａｈＺＡ．Ａｂｎｏｒｍａｌｈａｅｍｏｇｌｏｂｉｎｖａｒｉａｎｔｓ，ＡＢＯａｎｄＲｈｂｌｏｏｄ

ｇｒｏｕｐｓａｍｏｎｇｓｔｕｄｅｎｔｏｆＡｆｒｉｃａｎｄｅｓｃｅｎｔｉｎＰｏｒｔＨａｒｃｏｕｒｔ，Ｎｉｇｅｒ

ｉａ［Ｊ］．ＡｆｒＨｅａｌｔｈＳｃｉ，２００６，６（３）：１７７１８１．

［１２］ＪｕｋｉｃＩ，ＢｉｎｇｕｌａｃＰｏｐｏｖｉｃＪ，ＤｏｇｉｃＶ，ｅｔａｌ．ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＡＢＯ

ｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｓａｓａｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ

Ｔｒａｎｓｆｕｓ，２０１２，２０（１）：１２．

（收稿日期：２０１３０９０８）

·１５１·国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２




