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作为 5Fo rensic Science Interna tiona l6的分支期刊, 专门收录法

医遗传学领域的研究论文,于 2007年 3月正式发表第 1期, 目

前已发行 3期。 ISFG委员会决定争取 1年后申请为 SC I期

刊, 3年内提高影响因子。

4 ISFG委员会改选

ISFG委员会进行了改选, 选举通过由丹麦歌本哈根大学

法医学系的 N ie lsM orling担任新一届主席, 任期从 2008年 1

月 1日开始。

5 下次会议召开的时间和地点

大会还决定了第 23届 ISFG大会的时间和地点: 2009年 9

月 23~ 26日, Buenos A ires, 阿根廷。
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=摘要> 目的  建立快捷特异的 ABO基因分型检测方法。方法  根据 ABO基因结构特点, 设计特异性引物和四

色双链探针, 采用单管实时 PCR方法检测 ABO基因, 结果与传统免疫学方法相对比。结果  该方法可检出常见的 3

个等位基因,区分常见的 6种基因型,全部检测过程可在 100m in内完成。 110例中国人的随机个体定型结果与传统

免疫学方法一致。结论  实时 PCR法进行 ABO基因分型,简便快捷, 灵敏度高,可以有效地为侦查破案服务。
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=Abstract> Objective To deve lop a rap id ABO genotyping approach by using multico lor d isplac ing

probe based on rea-l t ime PCR. Methods Prim ers and four differently f luorophore- labe led d isp lac ing probes

w ere designed to detect the nucleotide po lymorphisms responsible for the three ma jor ABO a lle les and ana-

lyzed in a single PCR. The genotyp ing resu ltsw ere compared w ith conventional immunoassay. Results A ll

o f 110 b lood samples w ere correctly geno typed as confirmed by convent iona l immunoassay. The assay cou ld

be fin ished w ithin 100m in. Conc lusion The approach for ABO genotyping w ith rea-l time PCR using d is-

p lac ing probes is rapid and reliab le, and is very usefu l for forensic purposes.
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  ABO血型是第一个被认识的人类血型系统, 不

仅在临床输血上具有重要意义, 而且在法医鉴定领域

也广为应用。ABO血型的分子遗传学机制已经被完

全阐明, ABO基因座位于人类第 9号染色体 ( 9q34)

上,由 7个外显子组成,其中第 6和第 7外显子占编

码区的 90%。A、B、O各等位基因间的序列差异也就

主要分布在第 6和第 7外显子中
[ 1, 2]
。其中以

261delG, 796C> A, 802G> A, 803G > C 4处 ( 261位 G

缺失, 796、802、803位碱基置换 )最为重要, 检测此 4

处序列的差异就可分辨常见的 A、B、O 3种等位基

因,从而推断出 ABO血型的表型。

目前, 已经报道的 ABO基因分型主要方法有

PCR-SSP和 PCR-RFLP法
[ 3~ 5 ]

,但是这些方法操作较

繁琐,耗时较长,灵敏度不高。本研究根据 ABO基因

结构特点, 设计特异性引物和四色双链探针, 采用实

时 PCR方法对随机个体进行基因分型。

1 材料与方法

1. 1 样本
随机选择的中国无偿献血者血液样本 110份。

每例样本均已用传统血清学方法检测,经正反定型法
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确定了 ABO血型表型,其中 A型 43份, AB型 3份, B

型 16份, O型 48份。

1. 2 基因组 DNA的提取

采用 Q IAamp DNA 提取试剂盒 ( Q IAGEN,

H ilden, G ermany)快速提取,经紫外分光光度计检测,

将 DNA终浓度调节至 20Lg /m l。

1. 3 引物和探针设计
根据 NCB I上公布的 ABO基因参考序列 ( NC_

000009), 设计针对外显子 6的引物,并在扩增区间设

计两个探针: ¹探针 O del标记染料 ROX。该探针可以

和 261G缺失的序列杂交,在实时荧光 PCR反应过程

中,染料 ROX升起时, 表明该样品的等位基因至少有

一个是 O型; º探针 A del标记染料 Cy5。该探针和没

有 261G缺失的序列杂交, 所以只有等位基因为 OO

的纯合子,染料 Cy5不会升起,其它的基因型则都会

升起。另外还设计针对外显子 7的引物, 并在扩增区

间也设计两个探针: ¹ 探针 A标记染料 FAM。该探

针和 796C、802G、803G的序列杂交, 在实时荧光 PCR

反应过程中,染料 FAM升起,表明该基因型的等位基

因至少有 1个是 A或 O型,即不可能是纯合 BB基因

型; º探针 B标记染料 HEX。该探针和 796A、802A、

803C的序列杂交, 染料 HEX升起, 表明该基因型的

等位基因至少有 1个是 B型。根据以上 4个荧光染

料的变化组合, 可以判断 ABO血型的 4个表型和 6

种基因型。引物和探针设计示意见图 1,引物序列见

表 1,探针序列见表 2, 基因型判别方法见表 3。

图 1 ABO基因分型设计示意图

F ig 1 Schem atic illustration of the design ing strategy

表 1 引物序列表

Tab le 1. Pr im er sequences

Nam e    Sequence of Pr im ers
PCR

Produc t

Exon6-S 5. -ACGCCTCTCTCCATGTGCAGT-3. 79bp

Exon6-R 5. -AATGTGCCCTCCCAGACAATG-3.
Exon7-S 5. -CCAGTCCCAGGCCTACATCC-3. 06bp

Exon7-R 5. -GTGGCAGGCCCTGGTGAG-3.

表 3 ABO基因分型判定表

Tab le 3 Dec ision criterion for ABO genotyp ing

表型 基因型 Ade-l Cy5 Ode-lROX A-FAM B-HEX

A AA + - + -

A AO + + + -

B BB + - - +

B BO + + + +

AB AB + - + +

O OO - + + -

表 2 探针序列表

Tab le 2 Probe sequences

1. 4 实时 PCR

反应总体系为 25L ,l 包括 2. 5Ll 10 @ buffer

( 160mmon /L [ NH 4 ] 2 SO4, 670mmon /L Tris-HC l pH

8. 8, 0. 1% w /v Tw een 20) , 2. 5L l 25mmon /L M gC l2,

每种 dNTP 400Lmo l/L,每种引物 0. 4Lmo l/L,每种探

针 0. 1Lmol/L, 1U TaqDNA聚合酶, 20ng模板 DNA。

实时 PCR反应在 Ro torG ene 3000 ( Corbett Research,

Austra lia)型实时 PCR仪上进行。反应条件为: 96e
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预变性 2m in,随后 94e 变性 15s, 57e 退火 15 s, 72e

延伸 10s, 50个循环;后 40个循环中在每一循环 57e

退火时收集 4色荧光信号。

1. 5 灵敏度分析
选一基因型为 BO的样本, 提取基因组 DNA后,

将 DNA终浓度调节至 200ng /L ,l进行 10倍梯度稀

释,共 6个稀释度, 最低稀释浓度为 2pg /L l。 6个稀

释度各取 1Ll为模板进行实时 PCR, 每个稀释度同时

做 3个平行管。

2 结  果

应用本方法对 110例已知表型样本进行检测,所

得结果与血清学方法结果一致。灵敏度实验结果表

明本方法具有较高的灵敏度, 可以检测到 20pg的人

类基因组 DNA (图 2)。初始模板浓度与其达到检测

域值的循环数 ( thresho ld cycle, C t)在检测范围内具

有良好的线性关系。

图 2 灵敏度实验结果
Fig 2 Determ ination of the sensitivity of the assay

左图: 初始模板浓度梯度 200 ng~ 20 pg /L l(从左到右 )和阴

性内对照。右图: 初始模板浓度与 Ct值间的线性关系

The results ( show n in the le ft panel) dem onstrate that the am ount

o f DNA added as temp la te to each o f the five reactions w as 200~

0. 02ng /L ,l respec tive ly. The results ( shown in the r ight pane l)

dem onstrate that the thresho ld cyc le is inve rsely proportiona l to the

logarithm o f the number of targ et mo lecu les initia lly present

3 讨  论

ABO血型一直被常规应用于法医生物样本的个

人识别检验。传统的 ABO分型采用血清学方法,随

着 DNA技术的发展和应用,也被用于 ABO基因型检

验。双链置换探针是近年建立的一种 SNP检测方

法
[ 6, 7]

,其特异性好, 杂交效率高, 设计灵活简单, 荧

光本底低,非常适合单碱基突变的多重检测。双链置

换探针是由两条配对的单链寡核苷酸构成。在其中

一条单链的 5.端标记荧光基团,在另一条单链的 3.
端标记淬灭基团, 同时两条链的 3.端进行磷酸化封

闭,使其不能作为引物延伸。根据荧光能量转移原

理,探针成双链结构时, 荧光基团的荧光被与其靠近

淬灭基团淬灭而检测不到荧光, 而当两条链分离时,

探针可以发出荧光。在 PCR反应过程中的退火阶

段,当双链置换探针的两条链或其中一条链与靶序列

杂交时,探针的两条链分离,探针发出荧光, 而如果靶

序列有碱基突变, 则双链探针不会和靶序列杂交, 探

针回复到双链结构, 探针不发荧光 (图 3)。

图 3 双链置换探针原理示意

F ig 3 Princ ip le of d isplacing probes

本文采用双链置换探针实时 PCR方法进行 ABO

血型基因分型, 实现了在同一反应管里采用两对引物

的双重 PCR, 并利用标记不同荧光染料的 4对探针,

同时检测 4个位点单碱基突变, 实验操作简单; 直接

利用荧光 PCR仪进行扩增和分析, 操作步骤少,操作

时间缩短至 2h;所需试剂减少, 实验成本低。同时由

于 PCR反应完成后, 不必打开反应管, 可有效防止

PCR污染,防止假阳性, 使结果更加可靠。该方法灵

敏度高,可检测到 20pg的基因组 DNA模板, 特别适

用于法医痕量样品分析。

本文对 110例样本检测结果推导出的 ABO血型

表型,与血清学方法检测结果一致,说明该方法正确

可靠。但本方法不能识别 O
2
等位基因,对具有 O

2
等

位基因的检材的判型可能会与血清学出现矛盾结果。

O
2
基因是白种人特有的等位基因, 中国人群中至今

尚未见报道
[ 1, 3]

,因此本法用于对中国人的 ABO基因

型判定是可行的。
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