
)

&+

*罗华玉#肖奇志#苏文#等
,&

例
&C

号染色体短臂部分四

体胎儿的遗传学分析)

X

*

,

中华医学遗传学杂志#

+-&C

#

%E

%

E

&!

F%&$F%G,

%收稿日期!

+-&;$-G$&-

!!

修回日期!

+-&;$-.$++

&

!临床探讨!

!"#

!

$%&'()(

"

*
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番禺地区
#H\

阴性孕妇基因分型对输血安全的影响及对策研究"

谢敬文&

!阮丽芬+

!蓝文莉&

!马伟文&

&,

广东省广州市番禺区中心血站!广东广州
E&&G--

#

+,

广东省广州市番禺区中心医院!广东广州
E&&G--

!!

摘
!

要"目的
!

对番禺地区
#H\

阴性的孕妇进行
#@\

基因分型以及产后追踪!为临床制订科学'合理的

预防策略提供科学依据&方法
!

收集
+-&.

年
&

月至
+-&C

年
.

月番禺地区
#H\

阴性孕产妇标本
G-

例!用间接

抗人球蛋白试管法进行
#H\

阴性确认!用吸收放散试验进行放散
\

筛查!用
=>#$**=

方法进行
#@\

基因分

型&结果
!

经鉴定
G-

例均为
#H\

阴性!吸收放散试验鉴定
;

例为放散
\

表型$

\2O

%!占比
++,Eb

&对
G-

例标

本进行基因分型检测!

+G

例为
#@\

基因全缺失型!占比
.-,-b

#

;

例为
#@\&++F(\Y'

型!与血清学放散
\

$

\2O

%一致!占比
++,Eb

#

E

例
#@\$>Y

$

+$;

%

$\

型占比
&+,Eb

#

+

例
&-

外显子全阳性!经进一步测序分析确定

均为
#@\F&&M2O>

型!占比
E,-b

&结论
!

该地区
#H\

阴性孕产妇中存在较高比例的
#@\&++F(\Y'

$放

散
\

%!临床医生适当结合吸收放散试验和基因分型结果!能更精准判断孕妇
#H\

血型!从而更加科学地制订产

前抗
$\

筛查和预防
#@\$@\?

发生的管理策略&

关键词"

#H\

阴性#

!

孕妇#

!

产前筛查#

!

稀有血型#

!

基因分型#

!

#@\

基因

中图法分类号"

#GEF,&

文献标志码"

(

文章编号"

&.F+$;GEE

$

+-&;

%

&E$++-+$-%

!!

#H\

血型的重要性仅次于
(V̂

血型系统#在
#H

血型系统中
\

抗原的临床意义最大(

\

抗原在汉族

人群中的占比很高#本地区约有
-,+%b

的个体为
\

抗原阴性)

&

*

(汉族人群中的
#H\

阴性血型有着复杂

而丰富的遗传多态性#

\

抗原也存在多种变异体(

\

抗原是由
#@\

基因编码
G&F

个氨基酸组成的糖蛋

白#其中
#@\&++F(\Y'

型具有完整的
#@\

基因(

#H\

阴性个体在接受
\

抗原致敏后几乎不产生同种

不规则抗
$\

)

+

*

#因此这类孕妇可以不必进行频繁的抗
$

\

监测以及预防性注射
#H

免疫球蛋白阻断母体产生

抗
$\

(现将广州市番禺地区
#H\

阴性孕妇
#@\

基

因分型研究分析报道如下(

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料
!

选择
+-&.

年
&

月至
+-&C

年
.

月在

本地区中心医院等各级医院筛查
#H\

阴性的孕妇共

G-

例%孕产史见表
&

&#留取
Y\)($_

+

抗凝全血
E!'

备用(同时对孕妇生产情况进行回访追踪调查分析(

表
&

!!

G-

例孕妇的历史怀孕%生产和基因分型分布情况#

0

$

项目
孕

-

产
-

孕
&

产
-

孕
&

产
&

孕
+

产
&

孕
+

产
+

孕
%

产
&

孕
E

产
&

未产生抗
$\ &E % &+ G & + &

产生抗
$\ - - - - - + -

合计
&E % &+ G & G &

$,/

!

仪器与试剂

$,/,$

!

设备
!

高速离心机%北京白洋离心机厂生

产&#低速离心机%北京医用离心机厂生产&#涡旋振荡

器%其林贝尔公司生产&#水浴箱%上海博讯公司生

产&#电泳仪%北京六一仪器厂生产&#水平电泳槽%北

京六一仪器厂生产&#

;F--

型
=>#

扩增仪%美国
(V[

公司生产&#凝胶成像系统%珠海黑马公司生产&(

$,/,/

!

试剂
!

单克隆%

[

1

:

型&抗
$\

%德国
V"I3243

公

司#生产批号!

&-+;-.-

"

+-&C&C-C

&#

[

1

W

型抗
$\

试剂

%上海 血 液 生物 医药 有限 责任公 司#生产批 号!

+-&.-&+-

"

+-&F&-+-%

&#

[

1

:

"

[

1

W

型抗
$\

%法国
\[($

W(*)

公司#生产批号!

V:X&+-G\

"

VW:&.-GV

&#多

特异性抗人球蛋白试剂%上海血液生物医药有限责任

公司#生产批号!

+-&.-&+-

"

+-&FE--+

&#酸放散液%广

州展全公司#生产批号!

+-&.-&-%

"

+-&F-&-&

&(电泳

缓冲液%天津秀鹏生物技术开发有限公司#生产批号!

+-&.-&-E

"

+-&F-C-&&

&$琼脂糖%北京康为世纪公司#

生产批号!

-.;&-_

&$血液基因组
\?(

提取试剂盒

%天津 秀 鹏 生物 技术 开发 有限公 司#生产批 号!

+-&.-&+E

"

+-&F-C-&-

&$

#@

基因变异体基因分型检测

试剂盒%天津秀鹏生物技术开发有限公司#生产批号!

+-&.-+&--

"

+-&F-C-&-

&(

$,'

!

方法

$,',$

!

常规血清学方法鉴定
#H\

阴性%试管离心

法&

!

取
%

种不同批号的
[

1

W

或
[

1

:B[

1

W

性质的抗
$

\&--

(

'

#分别与被检者
Eb

红细胞悬液
E-

(

'

混匀#

使用
^

型
#H\

阴+阳性红细胞作为阴+阳性对照管#

置
%Fa

水浴
.-!"6

#再以大量生理盐水洗涤
%

次#去

除上清液#分别向各管加入
&--

(

'

多特异性抗人球

'

+-++

'

检验医学与临床
+-&;

年
C

月第
&.

卷第
&E

期
!

'/P:2M>O"6

!

(N

1

N43+-&;

!

UIO,&.

!

?I,&E

"

基金项目!广东省广州市番禺区科技和信息化局
+-&F

年医疗卫生计划项目%

+-&F$i-G$++

&(



蛋白试剂#立即
&&-e

1

离心
&E4

判定结果#待检测管

出现凝集现象则为阳性#反之为阴性$

%

种批号抗
$\

试剂均检测为阴性才能确定标本为
#H\

阴性#否则

判定为
\

N

%弱
\

&(

$,',/

!

特殊放散
\

%

\2O

&表型鉴定方法
!

经
&,%,&

方

法鉴定为
#H\

阴性的标本#另外取其
&!'

红细胞标

本与
[

1

W

抗
$\

混合#置
%Fa

水浴
.-!"6

进行吸收试

验#然后使用大量生理盐水洗涤
E

次#并采用酸放散

试验#当吸收放散试验结果阳性时表明标本为
\2O

表型(

$,','

!

#@\

基因分型
!

严格按照/全血基因组

\?(

提取试剂盒说明书0操作提取待检标本的基因

组
\?(

备用(利用
=>#$

序列特异性引物%

**=

&检

测方法的原理#根据/

#@

基因变异体基因分型检测试

剂盒说明书0#在
;F--

型
=>#

扩增仪进行基因分型

试验!将
&--

(

'M?)=$VNKK20

浓缩液+

&G-

去离子水+

+,-

(

')/

<

酶%

EN6"34

"

(

'

&和
+E

(

'

标本
\?(

总共

+.F

(

'

混合液#向每个引物孔%

&

$

+G

孔&各加入
&-

(

'

上述混合液$扩增循环参数!

;.a+!"6

#

&

个循

环$

;.a+-4

+

.Ca.-4

#

E

个循环$

;.a+-4

+

.Ea

E-4

+

F+aGE4

#

&-

个循环$

;.a+-4

+

.+aE-4

+

F+

aGE4

#

+E

个循环$

F+a+!"6

#

&

个循环(产物电泳

分析!吸取
E

(

'

扩增产物#加到配制好的
+b

的琼脂

糖凝胶中并进行电泳#电泳参数设置为电压
&--U

#时

间
&E!"6

(电泳后用凝胶成像仪进行拍照+记录#并

对照说明书分析结果(

/

!

结
!!

果

/,$

!

血清学
#H\

阴性鉴定
!

按
&,%,&

的方法对
G-

例筛查
#H\

阴性标本进行确认#

G-

例均鉴定为
#H\

阴性#吸收放散试验中确定
;

例
\2O

表型%

++,Eb

&(

不规则抗体筛查检出
+

例含有抗
$\

!

&

例孕
+G

+

+C

周

时检测效价均为
&.

#孕
%+

周时为
&+C

$

&

例孕
%+

周时

检测为
.G

(

!!

注!图中编号
&

$

+%

对应
#@\

基因特异性条带分别是
Ỳ ?̂&

+

Ỳ ?̂+

+

Ỳ ?̂%

+

Ỳ ?̂G

+

Ỳ ?̂E

+

Ỳ ?̂.

+

Ỳ ?̂F

+

Ỳ ?̂;

+

Ỳ $
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+

Ỳ ?̂E,&
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+

92/]\.

+
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92/]\+G
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#@\:+CE

+

#@\&++F(\Y'

+

#@\

%

:&&

&

\Y'

+

#@\

%

#&-9

&

\Y'

+

#@\

%

'CG=

&

\Y'

图
&

!!

#@\

基因全缺失型

/,/

!

#@\

基因分型
!

G-

例标本中#

+G

例
#@\

基因

全缺失型%

&

$

&-

外显子全缺失&#占比
.-,-b

%图
&

&(

;

例
#@\&++F(\Y'

型%图
+

&#占比
++,Eb

#与血清

学放散
\

检测结果一致(

E

例
#@\$>Y

%

+$;

&

$\

型占

比
&+,Eb

%图
%

&#

+

例
&-

外显子全阳性%图
G

&#经进一

步测序分析确定均为
#@\F&&M2O>

型(

+

例产生

抗
$\

的孕妇基因分型均为
#@\

基因全缺失型(

!!

注!图中编号
&

$

+%

对应
#@\

基因特异性条带分别是
Ỳ ?̂&

+

Ỳ ?̂+

+

Ỳ ?̂%

+
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+

Ỳ ?̂E

+

Ỳ ?̂.

+

Ỳ ?̂F
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%
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&

\Y'

+

#@\

%

#&-9

&

\Y'

+

#@\

%

'CG=

&

\Y'

图
+

!!

#@\&++F(\Y'

型

!!

注!图中编号
&

$

+%

对应
#@\

基因特异性条带分别是
Ỳ ?̂&

+

Ỳ ?̂+

+

Ỳ ?̂%

+

Ỳ ?̂G

+

Ỳ ?̂E

+

Ỳ ?̂.

+

Ỳ ?̂F

+

Ỳ ?̂;

+

Ỳ $

?̂&-

+

Ỳ ?̂E,&

+

Ỳ ?̂E,+

+
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+
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+

92/]\&+

+

92/]

\&E

+

92/]\&F

+

92/]\+G

+

#@\:+CE

+

#@\&++F(\Y'

+

#@\

%

:&&

&

\Y'

+

#@\

%

#&-9

&

\Y'

+

#@\

%

'CG=

&

\Y'

图
%

!!

#@\$>Y

#

+$;

$

$\

型

!!

注!图中编号
&

$

+%

对应
#@\

基因特异性条带分别是
Ỳ ?̂&

+

Ỳ ?̂+

+

Ỳ ?̂%

+

Ỳ ?̂G

+

Ỳ ?̂E

+

Ỳ ?̂.

+

Ỳ ?̂F

+

Ỳ ?̂;

+

Ỳ $

?̂&-

+

Ỳ ?̂E,&

+
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+

92/]\&

+
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+

92/]\&+

+
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\&E

+

92/]\&F

+

92/]\+G
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#@\:+CE

+

#@\&++F(\Y'

+
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%

:&&

&

\Y'

+

#@\

%

#&-9

&

\Y'

+

#@\

%

'CG=

&

\Y'

图
G

!!

#@\

基因阳性

'

!

讨
!!

论

!!

临床上#

#H\

阴性母体接收到
\

抗原致敏#免疫

系统作出反应可以产生抗
$\

#当怀有
#H\

阳性胎儿

时#该抗体可引发严重的新生儿溶血病%

@\?

&#甚至

死胎(国内学者研究认为实施
#H\

阴性妇女孕前宣

教+孕期管理和术前供血管理等措施#能尽量减少无

效妊娠+保证临床安全用血+有效节约和保护稀有血

液资源)

%$.

*

(临床上一般对
#H\

阴性孕妇的产前管

理策略是让其在孕
&.

周以后定期监测是否产生抗
$\

或效价#孕
+C

周左右和生产后可预防性注射
#H

免疫

球蛋白阻断母体产生抗
$\

(国内外学者研究结果显

示#经血清学方法鉴定为
#H\

阴性的标本中#还存在

&G,Eb

$

+F,-b

的
#@\&++F(\Y'

型#其具有完整

的
#@\

基因)

F$;

*

(

#@\&++F(\Y'

型作为国内外较

为常见的
#@\

变异型#其分子机制已被报道!在第
;

'

%-++

'

检验医学与临床
+-&;

年
C

月第
&.

卷第
&E

期
!

'/P:2M>O"6

!

(N

1

N43+-&;

!

UIO,&.

!

?I,&E



外显子
&++F

位置的
>

碱基被
(

碱基代替#该突变未

造成氨基酸的重排#但促使
#?(

转录时内含子被错

误剪切#导致无法正常表达
#@\

蛋白)

&-

*

(而且分析

显示
#@\&++F( \Y'

具有较完整的
\

抗原#因此

#@\&++F(\Y'

型可能不发生
#@\

阳性致敏的同

种免疫反应(有学者报道
#@\&++F(\Y'

型孕产妇

围生期发生抗
$\

同种免疫的可能性极小)

+

*

#在抗
$\

产生的个体中未检测出
#@\&++F(\Y'

型)

&&

*

(国

外#澳大利亚有学者通过成本效益研究#认为开展

#@\

基因分型检测是经济上合理的选择(

\2O

型个

体在接受
\

抗原致敏后几乎不产生同种不规则抗
$\

#

据此这部分孕妇可以不必进行频繁的抗
$\

监测以及

预防性注射
#H

免疫球蛋白阻断母体产生抗
$\

(

本文主要收集和分析本地区范围内
G-

例
#H\

阴性孕妇的产前血清学+基因分型结果#并追踪孕妇

生产过程以及新生儿情况#从调查分析结果来看#

;

例

#@\&++F(\Y'

型孕妇全部都生产了
#H\

阳性婴

儿#均未产生抗
$\

#进一步印证了上述学者的论断(

从调查数据可见#本地区有超过五分之一的经常规方

法确认为
#H\

阴性的孕妇#利用特殊检测手段#可检

出红细胞表面含有
\

抗原%放散
\

&或通过
#@\

基因

分确定为
#@\&++F(\Y'

型(这类型孕妇在已有研

究报道中#未见有因怀孕或生产多胎
\

抗原阳性新生

儿而产生抗
$\

或发生
#@\$@\?

的情况)

.$&G

*

(因

此#这类孕妇可免去无效的+频繁的抗
$\

监测和排除#

以及为阻断母体产生抗
$\

而注射
#H

免疫球蛋白带

来的风险#既可以减轻经济压力#又能排除因为担心

产生抗
$\

给胎儿造成不良影响所带来的心理负担(

本次调查对象中
+G

例基因型为
#@\

基因缺失

型的孕妇#有
+

例孕妇血清中产生抗
$\

(这
+

例孕妇

均有
%

次怀孕史#均为第
&

胎顺利生产+未发生溶血$

第
+

胎流产#本次检测为第
%

次怀孕(

&

例孕妇分别

于孕
+G

+

+C

和
%+

周在番禺区中心血站做了抗体检

测#抗体效价分别为
&.

+

&.

和
&+C

$该孕妇在怀孕后期

出现抗体效价快速增长的发展趋势#医生推断其发生

#@\$@\?

概率非常大#告诉患者家属提醒临床做好

生产备血和输血治疗预案$该孕妇怀孕足月并顺产生

下
&

名男性
#H\

阳性的婴儿#出生时所有生命体征

均正常#

+GH

后黄疸指数开始升高%总胆红素
+;F,G

(

!IO

"

'

&#

GCH

后出现明显的溶血症状%总胆红素

GE;,+

(

!IO

"

'

&#经实验室诊断为
#@\$@\?

$由于相

应血液制品量不足和家属拒绝换血治疗#临床从第
+

天开始进行输注清蛋白和照射蓝光治疗#在第
%

天输

注
E-!'#H\

阴性红细胞$经过对症治疗#从第
G

天

开始各项指标均有不同程度下降#因此#临床不再考

虑实行换血治疗$第
.

天以后婴儿情况稳定继续留院

观察#并在第
&%

天出院(另外
&

例孕妇在孕
%+

周做

了
&

次抗体检测#效价
.G

$电话回访胎儿父亲#反映足

月顺产
&

名女性
#H\

阳性婴儿#出生后有出现溶血#

进行输注清蛋白和照射蓝光治疗#但未实行输血或换

血治疗#由于该产妇在外地生产#无法得知其治疗具

体过程(其余
++

例孕妇均顺利生产#未发生
#@\$

@\?

#

+&

例新生儿为
#H\

阳性#只有
&

例为
#H\

阴

性(另
E

例
#@\$>Y

%

+$;

&

$\

型和
+

例
#@\F&&M2O

>

型的孕妇#均顺利生产出
#H\

阳性婴儿#未发生

@\?

症状(

综上所述#笔者认为临床上有必要对
#H\

阴性

的孕妇开展吸收放散试验或
#@\

基因分型等特殊项

目筛查#产科医生结合血清学和基因分型检测结果#

能更精准地指引
#H\

阴性孕妇进行产前抗
$\

筛查+

预防性注射
#H

免疫球蛋白阻断抗
$\

产生#以及提前

制订好预防
@\?

发生的管理策略(
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