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　　[摘要]　目的:分析2例幼儿血型B抗原减弱的原因,为今后婴幼儿血型的进一步研究提供实验性数据。方

法:对2017年2例13个月龄患儿血型 B抗原性减弱的样本进行血清学和Sanger双碱基 DNA 分子测序分析。
结果:2例样本其中1例 ABO血型基因型为 ABO∗B101,另1例为Bw型。结论:本次研究提示,幼儿血型抗原

减弱可能是红细胞上血型抗原表达减弱导致,血型基因并未发生突变;也有可能是由于血型亚型造成,在儿童血

型鉴定时尤其要重视。
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Abstract　Objective:ToanalyzethecausesoftheweakeningofbloodgroupBantigensin2childreninorderto
provideexperimentaldataforfurtherstudiesonthebloodtypeofchildreninthefuture.Method:SerumandSanger
double-baseDNAsequencinganalysisof2samplesof13childrenwith13monthsofageinourhospitalin2017.
Result:OneofthetwosampleshadanABObloodgroupgenotypeofABO∗B101andtheotherwasaBwtype.
Conclusion:Thisstudysuggeststhattheweakeningofbloodgroupantigensinchildrenmaybecausedbyweakened
expressionofbloodgroupantigensonredbloodcells.Bloodgroupgeneshavenotbeenmutated;itmayalsobedue
tobloodgroupsubtypes,whichshouldbevaluedinchildren'sbloodgroupidentification.
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　　由于新生儿抗体发育较晚,同时因个体差异及

不同种族和地区的儿童发育状况不一,ABO 血型

系统发育成熟与否并无明显界限,我们前期的统计

分析也说明了这一点〔1〕。因此,儿童阶段的血型鉴

定时,均有可能出现正反定型不一致情况。但是,
由于 ABO抗原减弱和血型亚型的表现较为相似,
所以往往儿童血型亚型更容易被忽视和漏检。本

次试验对2例患儿血型鉴定时微柱凝胶法表现为

B抗原减弱的样本进一步进行血清学检测和分子

生物学分析,明确其抗原减弱的原因。

1　材料与方法

1.1　样本来源

2例B抗原减弱样本均来自我院住院患者,年
龄均为13个月。其中腭裂1例,喘息性支气管炎

1例。
1.2　试剂

Diamed血型鉴定卡(美国伯乐);单克隆抗 A、

抗B试剂、抗 H 及 A 型B型标准红细胞(上海血

液生物医药有限责任公司);DNA 提取试剂盒(天
津原平皓生物技术有限公司);外显子1~4及5~7
测序引物序列分别参见文献〔2-3〕,引物由南京金

斯瑞科技有限公司合成。测序扩增用试剂BigDy-
eR Terminatorv3.1CycleSequencing Kit(美 国

ABI公司)。
1.3　主要仪器

Alphalmager凝胶成像仪(美国 Alphalmager
公司);LifeExpressThermal扩增仪(中国BIOER
公司);ABI3500DX基因测序仪(美国 ABI公司);
ND-100-SpectrophotometerDNA 定量分析仪(美
国 NanoDrop公司)。
1.4　试验方法

1.4.1　ABO血型血清学鉴定　①微柱凝胶法血

型鉴定:抗 A、抗B、抗D及阴性对照孔中分别加入

待检RBC悬液(5%)10μl,反定型试验孔中分别加

入 A、B 标准细胞悬液 (0.8%)50μl,待检血浆

50μl。专用离心机(离心力85g)离心10min,判
读结果。②试管法血型鉴定:严格按照《全国临床

检验操作规程》(4版)〔4〕进行盐水试管法血型复
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核,疑似亚型或抗原减弱者,采用多次离心技术及

增加抗 H 试剂进一步试验,记录结果。
1.4.2　基因测序　采用Sanger双脱氧链末端终

止测序法分析。① 目的基因:扩增条件为 94℃
5min、94℃ 30s、62.3℃ 30s、72℃ 210s、72℃
10min,共计33个循环,完成扩增后,在扩增管每

孔加10U 核酸外切酶Ⅰ和1U 牛小肠碱性磷酸

酶,37℃30min进行酶切纯化,80℃ 15min灭活

酶的活性。②测序:扩增条件为96℃ 5min、96℃
10s、50℃30s、60℃4min,共计25个循环,完成

扩增、纯化后,上机测序。③ABO 血型基因比对:
测序结果与参考序列进行比对,ABO 血型参考序

列为 ABO∗A101:AJ536122。使 用 Sequencing
Analysis和SeqScape软件进行测序图谱分析和序

列比对。

2　结果

2.1　血清学检测结果

采用微柱凝胶法(卡式法)结合盐水试管法对

2例标本进行血清学血型鉴定,结果见表1。其中

与抗 H 反应结果为:1号试剂1+w,2号试剂2+,

OCell试剂3+,BCell试剂1+w。

表1　2份样本血清学ABO血型鉴定结果

样本号 方法
正定型

抗 A 抗B

反定型

A1 B O 自身对照

1
卡式法 4+ 1+w 0 0 0 0
试管法 4+ 1+ 0 0 0 0

2
卡式法 0 0 4+ 0 0 0
试管法 0 1+w 4+ 1+ 0 0

结果显示,经微柱凝胶法试验,2号样本存在

不同程度正反定型不符现象;经盐水试管法多次离

心后可增强反应,其中1号样本未检出抗 A、抗 B
抗体,2号样本检出抗 A 抗体及低效价抗B抗体;
1号样本与抗 H 的反应强度同B细胞,2号样本与

抗 H 反应较B细胞增强,而较 O细胞减弱。
2.2　基因测序结果

经测序分析,2例样本特征性碱基突变见表2,
图1、2。

表2　2例血型抗原减弱标本的测序结果

样本号 血型表型 基因型 主要碱基序列

1 AB(B弱) A101/B101 297A>G;526C>G;657C>T;703G>A;796C>A;803G>C;930G>A
2 Bw Bw03 297A>G;526C>G;657C>T;703G>A;721C>T;796C>A;803G>C;930G>A

图1　1号样本测序结果;图2　2号样本测序结果

　　结果显示,1号样本基因型为 A101/B101,表
明此样本 ABO血型基因并未发生突变,而是其红

细胞上血型抗原表达减弱(B抗原性减弱),血型表

型为AB(B弱)型;2号样本出现Bw03型721C>T
特征突变,血型表型为Bw型。

通过血清学实验及分子生物学分析,2例B抗

原性减弱样本,1例为血型B抗原表达减弱,1例为

Bw亚型。由此得出幼儿血型抗原减弱有可能

ABO血型基因并未发生突变,而是其红细胞上血

型抗原表达减弱导致,也有可能是由亚型造成。

3　讨论

正确的血型鉴定是临床安全输血的重要保障。
由于血型抗原发育的特点,婴幼儿 ABO抗原无论

在数量上和质量上都与成人红细胞有较大差异。
Klein等〔5〕报道 ABO系统的抗原发育最早可以在

胚胎期5~6周的红细胞上查到血型抗原,但其强

度在胚胎期间并不明显增加,刚出生的新生儿红细

胞所带的抗原数目只有成人的25%~50%,出生
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后逐步成熟,一般在18个月后才能充分表现抗原

性。有文献报道,直到2~4岁时血型抗原才能基

本达到成人水平〔6〕。
ABO血型系统抗原抗体发育较晚,它不仅与

自身遗传有关,更与环境密不可分且起主要作用。
不同个体的食物、营养、卫生条件、环境等各种因素

及不同国家和地区发展进程和环境影响的不同,表
现在 ABO血型系统的抗原和抗体水平是不同的。
新中国成立以来,我国社会经济发展有了翻天覆地

的变化、人的预期寿命有了极大的提高、营养与食

物结构有很大的变化、卫生环境有了极大的改善、
青少年的发育年龄也有大幅度提前,而这些对于对

血型血清学的影响如何、尤其是这些巨大的变化反

映在儿童的 ABO血型抗原抗体上的情况,知之甚

少。目前我们对儿童 ABO血型鉴定的一些规定仍

沿用许多年前,甚至是国外的参数。这些情况难以

满足我国现阶段临床儿童 ABO血型工作的需要。
国内虽然也有少数有关新生儿 ABO 血型系统抗

A和(或)抗B抗体的报道〔7〕,但未见现阶段我国不

同年龄段 ABO血型抗原与抗体及其相关问题的系

统的、综合性的研究告。
前期试验研究中我们发现,血型抗体产生的年

龄界限不明,1岁以上的幼儿仍存在正反定型不一

致情况,而新生儿也有正反定型一致的现象〔1〕。
ABO血型系统的亚型在血清学试验中,其抗原也

表现出不同程度凝集减弱或无凝集。所以,儿童血

型鉴定时,如果是由于 ABO亚型造成的抗原性减

弱或正反定型不一致,则更容易被忽视和漏检。
本次试验,我们分析了2例13个月幼儿B抗

原减弱样本。其中2号样本微柱凝胶法未检出 B
抗原和抗B抗体,而试管法检出较弱 B抗原和 B
抗体,可能因为患者年龄较小(13个月),抗原抗体

发育不全,不易检出。而试管法可以通过多次离心

等技术加强抗原抗体反应,所以更能准确反映抗原

抗体产生情况。因此,在微柱凝胶法进行血型鉴定

时,如有特殊情况应采用盐水试管法进一步确定。
将此2例样本进一步采用Sanger双脱氧 DNA 分

子测序的方法进行分析。结果显示,2例B抗原减

弱样本中,1例是由B亚型(Bw03)所造成,另1例

具有正常的B101等位基因,这表明该患者B抗原

反应性减弱是由于红细胞上血型抗原表达减弱导

致,并非ABO血型的基因突变。但是,引起其B抗

原弱反应性的具体机制尚不清楚。
B亚型较 O亚型较为少见,主要包括 B3\BX\

BM\Bel\BW 等亚型。1956年Ievine等发现 Bw 血

型是 O型及B型的混合型,之后 Marsh等将同样

血型称为嵌合体。Bw 型最先由日本检出,对抗 B
显示较弱凝集。

ABO血型抗原的弱表达受多种因素影响。文

献报道,ABO基因酶催化活性区域的编码序列错

义突变是形成 ABO亚型的主要原因。另外如糖基

转移酶分泌不足、酶催化活性区域外的编码序列错

义突变、前体物质的变异或缺乏及其他转移酶的合

成干扰等,也可能造成 ABO血型抗原的表达减弱。
由于抗原减弱(凝集度<2+)的样本较少,本

次试验仅分析了2例13个月幼儿B抗原减弱的情

况。日后的工作中,我们仍将继续关注和分析研究

儿童,特别是小于1岁的婴幼儿血型抗原性减弱的

情况,以期为儿童 ABO血型抗原发育趋势及临床

输血提供新的研究数据。
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