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!!摘!要"目的!探讨,K亚型的血清学特征和分子生物学机制$方法!采用标准血型血清学方法检测先
证者及其家系"父亲&母亲&女儿&儿子#,UZ血型!利用聚合酶链反应"1(8#特异性序列引物对先证者及其父亲
进行,UZ基因初步分型!再使用1(8方法扩增,UZ基因9个外显子的全部编码序列并进行测序$结果!该
家系成员中有!例为,K亚型!其红细胞含有弱,抗原!血清中含有抗,和抗U!基因型为,K4<@K%Z"*'!例
为U亚型'*例为Z亚型$,UZ血型基因直接测序分析显示先证者及其父亲存在C46+9($)&C406#[$(杂
合变异和C4!+*I@=[缺失$第9外显子发生06#位碱基[$(突变!导致第*3*位氨基酸由色氨酸被半胱氨酸
替换!该突变极其罕见$结论!%&*!#&%&乙酰半乳糖胺转移酶基因第06#位[$(突变可能引起酶活性下降!
从而导致,抗原表达减弱!该研究进一步证实该突变具备遗传基础!在家系中能够稳定遗传$
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!!,UZ血型系统是人类最重要的红细胞血型系
统#在临床输血'器官移植等方面发挥着重要作用)

,*"*和U*"*是 ,UZ 基因的!个等位基因#其中

,*"*编码%&*##&%&乙酰半乳糖胺转移酶$[),%#

[),能转移一个%&乙酰氨基半乳糖$[;=%,C%到 7
前体糖蛋白#从而形成,抗原(U*"*编码%&*##&.&半
乳糖基转移酶$[)U%#[)U能转移一个.&半乳糖到

7前体糖蛋白#从而形成U抗原**+)临床上有时会遇

到血型正反定型不一致的情况#而 ,UZ亚型是导致
血型鉴定困难的重要原因之一),UZ亚型分类通常
依据其血清学特征#其中 ,亚型可分为 ,!',#',M'

,L',@=',@<I等#,亚型是,抗原减弱的亚型或变
异型#主要是由于 ,UZ基因突变导致糖基转移酶活
性降低#从而导致,抗原合成减少*!+)本研究对一个

,K亚型家系进行血清学和分子生物学研究#现报道
如下)
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$!资料与方法

$4$!一般资料!先证者#女#6!岁#无输血史#无血液
系统疾病等病史#因患子宫肌瘤在福清市医院$以下
简称本院%进行手术#术前进行血型检测和手术备血
时#发现其血型正反定型不一致$,抗原减弱%#怀疑
是,亚型#患者自述曾检测过血型为 Z型)本研究
经患者及其家属知情同意后#采集先证者及其父亲'
母亲'女儿'儿子共0人的血液标本进行检测分析)
本研究获得医院医学伦理委员会批准*T$!"!!%

#3号+)

$4/!仪器与试剂!离心机$江苏贝索生物工程有限
公司#型号!U;/Z!"!"&!%(卡式离心机$长春博研科学
仪器有限责任公司#型号!).&,%(聚合酶链反应
$1(8%仪$杭州博日科技有限公司#型号!-DE@X(Z%(
电泳仪$北京君意东方#型号!OV#""(%)单克隆抗&
,'抗&U'抗&7'抗&,*$上海血液生物医药责任有限公
司#批号!!"!*"#"#'!"!*"2*9'!"!!"!!*%(抗&,U$

._,[,/)#批号!36""""%(抗体筛选红细胞试剂$上
海血液生物医药责任有限公司#批号!!"!!9"6*%(

,UZ红细胞$本院实验室自制%(,UZ'8B血型定型
微柱 凝 胶 卡 $长 春 博 迅 生 物 有 限 公 司#批 号!

!"!!"!"9%(.%,提取试剂盒'人类红细胞,UZ血型
基因分型$天津秀鹏生物技术有限公司%)所有试剂
均在有效期内使用)

$4'!方法

$4'4$!血型血清学鉴定!,UZ正反定型'吸收放散
试验'抗体筛查试验'抗7试验'直接抗人球蛋白试验
和唾液,U7物质检测均严格按照1全国临床检验操
作规程2*#+操作和相应试剂使用说明书进行)$*%

,UZ正反定型试验$试管法%!正定型为#5患者红细
胞悬液和抗 ,'抗U'抗 ,*'抗 ,U试剂反应检测抗
原(反定型为患者血清和 ,UZ反定型红细胞反应检
测抗体#并做自身对照($!%吸收放散试验!单克隆抗

,试剂与患者红细胞混合6g吸收*B#0+g热放散

*"LD<#放散液与,UZ反定型红细胞反应检测抗原(

$#%抗体筛查试验!在抗人球蛋白卡中分别加入0"$-
患者血清与0"$-"405""435标准 Z型红细胞悬
液#孵育*0LD<后离心观察结果($6%抗 7试验!在试
管中加入0"$-患者#5红细胞悬液和0"$-抗 7
试剂#离心观察凝集情况#并做健康成人U细胞'Z细
胞和,细胞对照($0%直接抗人球蛋白试验$微柱法%!
在抗人球蛋白卡中加入0"$-患者"405""435红
细胞悬液#离心后观察结果($+%唾液试验!患者唾液
分别与标准化的抗,'抗U'抗7在常温下中和3"*"
LD<#再加入对应的,UZ反定型红细胞#混匀后室温
放置#""+"LD<#离心后观察结果#并做盐水对照)

$4'4/!.%,提取!严格按照基因组.%,试剂盒说
明书进行血液.%,的提取)

$4'4'!,UZ基因扩增和测序!1(8扩增的反应条
件为!20g预变性*!"H#20g变性!"H#00g退火#"
H#9!g延伸*LD<##"个循环#最后9!g延伸0LD<)

1(8产物使用含有[@=8@I的!5琼脂糖凝胶进行电
泳#*0"R电泳!"LD<#紫外透射仪下观察目的片段
的扩增和大小#并对酶切纯化后的 1(8 产物进行

,UZ基因第*"9外显子测序和分析)

$4'41!序列比对和分析!应用(BG:L;H1G:软件和

_/U)网站公布的序列进行比对和分析测序结果#确
定基因突变位置和类型)

$4'42!突变基因功能预测!应用1:=>'B@<!软件
$BAA'!""N@<@ADCH4JKB4B;GP;GI4@IF"''B!"%对突变
引起的蛋白质功能和结构改变进行预测分析)

/!结!!果

/4$!,UZ血清学检测结果

/4$4$!,UZ 正反定型'吸收放散和唾液试验结
果!先证者及其父亲红细胞表面存在,抗原减弱#血
清中存在不规则抗,抗体#放散试验均检出,抗原#
先证者及其父亲血清学血型表现为,K型#先证者母
亲血清学血型表现为Z型#先证者女儿和儿子血清学
血型表现为U型)见表*)

表*!!,UZ血型血清学检测结果

受检者 抗, 抗U 抗,* 抗,kU ,C UC ZC 自身C 吸收放散 唾液,U7物质检测 表型

先证者 K " " K *k 6k " " , 7 ,K型

先证者父亲 K " " K *k #k " " , " ,K型

先证者母亲 " " " " #k #k " " " " Z型

先证者女儿 " 6k " " 6k " " " " " U型

先证者儿子 " 6k " " 6k " " " " " U型

!!注!*k"6k表示凝集强度("表示无凝集(K表示弱凝集("表示未检测)

/4$4/!与抗&7血清试剂的反应 !以健康成人Z细
胞'U细胞',细胞为对照#结果显示该患者及其父亲
红细胞与抗 7反应凝集强度$6k%与 Z细胞凝集强
度$6k%相当#明显强于U细胞$#k%和,细胞$*k%#

证实先证者及其父亲血液标本中含有大量的7抗原)
/4$4'!不规则抗体筛查和直接抗人球蛋白试验!先
证者及其父亲抗体筛查结果均为阴性#直接抗人球蛋
白试验阴性#自身试验阴性#未发现 ,UZ 以外的
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抗体)

/4/!.%,测序分析!测序结果显示先证者及其父亲

,UZ基因均存在C46+9($)'C406#[$(杂合变异和

C4!+*I@=[ 缺失#先证者及其父亲的 ,UZ 基因在

,*"!"Z"*的基础上#第9外显子上的06#号碱基发
生了[$(的杂合突变#导致第*3*位氨基酸由色氨
酸变成半胱氨酸)该突变在先证者和其父亲两代人
中均检测到#说明该突变可以在家系中稳定遗传)目

前在_/U)数据库尚未查到该突变#基因型可描述为

,K4<@K"Z"*)见图*'!)

/4'!1:=>'B@<!软件预测结果!1:=>'B@<!软件对

C406#[$(碱基突变#'4)G'*3*(>H替换引起所编码
的蛋白质功能变化的预测结果为,很可能有害-)

1:=>'B@<!软件预测该突变分值为"4222#灵敏度为

"4"2#特异度为"422)见图#)

图*!!先证者,UZ基因第9外显子测序结果

图!!!先证者父亲,UZ基因第9外显子测序结果

图#!!'4)G'*3*(>H替换引起蛋白功能变化的预测结果

'!讨!!论

!!,UZ基因位于第2条染色体$2e#64*"#64!%#
全长近*240QJ#编码#06个氨基酸#基因的核苷酸序
列变异可能导致抗原的氨基酸序列发生改变#同时也
改变了抗原性*6+#产生不同的,UZ亚型),UZ基因
编码区有9个外显子#外显子编码长度为!3"+33
J'#其中第+和第9外显子占全部编码序列的995#
共编码2*5的,UZ糖基转移酶催化活性区域#既往
报道的,UZ亚型相关等位基因的突变大多发生在该
区域*0&++)目前大部分 ,UZ亚型的分子机制已经被
阐明#主要包括碱基变异'缺失'插入'基因重组或交

换'启动子区域('[甲基化等*9&2+)
目前#大部分,UZ亚型可用现有的分类法分类#

但也会遇到和现有,UZ亚型血清学特点不完全相符
的情况#此时可用,,K-和,UK-来表示不符合已知亚
型标准的其他 ,UZ亚型**"+)本例先证者标本检测
出弱,抗原#同时血清中也存在较弱的抗,抗体#其

7抗原强度明显增强#抗体筛查实验阴性#可确定反
定型中与,细胞反应较弱的抗体不是同种抗体#而是
不规则抗,抗体#其血清学特征与现有,UZ亚型血
清学特点不完全相符#因此血清学表现可判定为,K
型)笔者对先证者及其父亲标本进一步做基因测序
分析#测序结果表明先证者及其父亲 ,UZ基因第9
外显子均存在C406#[$(变异#说明该基因突变可稳
定遗传#而非自然突变)结合该家系其他成员血清学
结果#可推测该突变位于 ,等位基因上)6+9($ )
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突变在中国人群中很常见#主要见于 ,*4"!等位基
因#该突变不影响酶的活性***+#所以导致该例,抗原
减弱的根本原因仅与C406#[$(突变有关#该突变导
致多肽链第*3*位色氨酸$)G'%被半胱氨酸$(>H%替
换)此外#06#位核苷酸密码子位于第#位#由于密码
子的摆动性和简并性#第#位碱基的变异通常不会造
成错义突变#而)G'只有一个密码子#所以C406#[$
(突变最终导致氨基酸的改变))G'为芳香族杂环#
非极性疏水氨基酸#而半胱氨酸是一个极性含巯基的
氨基酸#氨基酸改变可能打破电荷平衡#破坏[),的
局部构象#进而影响该酶活性#从而导致 ,抗原表达
减弱)

值得注意的是#C406#[$(突变十分罕见#由

V,%[ 等**!+首次进行报道#目前国内外鲜有报
道**!&*#+#且均来自中国人群#既往报道均未进行家系
调查#无法证实该突变是否具备遗传基础)向东等**"+

报道显示#亚型必须具有明确的血清学特征和遗传基
础#因年龄'妊娠'疾病等不可遗传的因素造成的血型
改变不能定义为亚型(同样虽然具有基因改变但不影
响血清学特征的血型也不能称为亚型)本研究通过
家系调查#进一步证实该基因突变能在家系中稳定遗
传#而非体细胞突变'疾病等原因造成)本例先证者
及其父亲血型的血清学特征和基因改变符合亚型定

义)此外#本研究中先证者与抗,和抗,U呈现较弱
的凝集反应#与孔永奎等**#+报道相一致#而与V,%[
等**!+报道的先证者与抗,和抗,U呈现!kLE结果
不一致#其中抗,U实验结果差异可能由于所使用的
抗,U试剂抗体效价及所针对的抗原表位不同所致#
血清学实验结果差异说明了同一基因型可存在不同

的血清学表现#同时也反映了血型血清学方法无法精
准鉴定血型#该罕见,K亚型的血清学特点将在以后
更多的病例被发现时逐步阐明)通过1:=>'B@<!软
件预测'4)G'*3*(>H替换能够引起蛋白质结构和功
能的改变)既往报道的 ,UZ"UY4!3和 ,UZ"
,Y4##也与*3*位氨基酸的改变有关**6&*0+#不同的
是,UZ"UY4!3 等 位 基 因 存 在C406*)$($'4
)G'*3*,GN%#,UZ",Y4##等位基因存在C406#[$)
$$'4)G'*3*(>H%)此外)G'*3*位于氨基酸的无序环内
$残基*92"*26%**++#可见*3*位点对[), 和[)U转
移酶活性影响的重要性)

综上所述#联合血型血清学检测和分子生物学检
测#有利于,UZ亚型准确鉴定#条件允许情况下应开
展家系调查#为临床输血安全提供有力保障)
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