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  [摘要] 目的:准确掌握B(A)血型血清学反应格局,熟知其形成的分子机制,正确进行血型鉴定,保证临床

输血的安全。方法:采用传统血型血清学方法对样本进行 ABO血型鉴定,同时运用PCR-SSP方法对标本 ABO
基因进行分析。结果:血型血清学正定型为A弱B,反定型为B型,Rh分型为DEecc,直接抗人球蛋白试验及血型

不规则抗体筛查均为阴性,基因分型结果为B(A)02/O01型。结论:对于ABO正反定型不符的样本,基因分型技

术的应用有助于解决疑难血型的鉴定,但熟练掌握并正确运用血型血清学技术也是必不可少的。
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Abstract Objective:ToaccuratelymasterthereactionpatternofB(A)bloodgroupserology,andknowthe
molecularmechanismthatitformsverywell,soastomakecorrectdeterminationofbloodgroupandguaranteethe
safetyofclinicalbloodtransfusion.Method:Thetraditionalbloodgroupserologicalmethodwasusedtoidentify
ABObloodgroupofsamples,andPCR-SSPmethodwasusedtoanalyzeABOgeneofthespecimen.Result:Thedi-
recttypingofbloodgroupserologywasAweakB,reversetypingBtypeandRhtypeDEecc.Thedirectantihuman
globulintestandbloodgroupirregularantibodyscreeningwereallnegative.TheresultofgenotypingwasB(A)02/

O01type.Conclusion:Theapplicationofgenotypingmaybehelpfultotheidentificationofdifficultbloodgroupsfor
samplesnotcomplyingwithABOdirectandreservestereotypes,butitshouldbeessentialtomasteranduseblood
groupserologicaltechniquesskillfully.
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  患者ABO血型的正确鉴定是保障安全输血的

前提,临床上影响血型正确鉴定的因素有很多种,
包括生理性、实验技术、临床治疗、疾病等多方面原

因〔1〕,但有些是因为控制血型表达的基因发生突变

所引起。近几年来,随着分子生物技术的发展,一
些疑难血型的成因逐渐从基因层面被揭示,笔者最

近发现B(A)02/O01致疑难血型鉴定1例,现报告

如下。

1 资料与方法

1.1 病例介绍

患者,男,36岁,因左腰痛伴肉眼血尿入院,诊
断为输尿管结石,拟在我院行输尿管镜碎石手术,
无输血史,无血液疾病史。术前进行常规 ABO血

型鉴定时发现血型正反定型不符,进一步分析

原因。
1.2 试剂

抗-A、抗-B标准血清(批号:20170921)、抗-H

血 清 (批 号:20170719)、抗-A1 血 清 (批 号:
20170719),反定型试剂红细胞(批号:20185319),
上述试剂均由上海血液生物医药有限责任公司提

供。抗-AB血清(DIAGAST,批号:455000),Rh分

型卡(江阴力博医药生物技术股份有限公司,批号:
201712001),抗体筛选细胞(长春博迅生物技术有

限责任公司,批号:20180402);不规则抗体筛查微

柱凝胶卡(长春博迅生物技术有限责任公司,批号:
20171203),抗人球蛋白卡(IgG+C3d)(瑞士 Di-
aMed,批号:50531.22.05),基因组DNA提取试剂

盒购自北京 TIANGEN 公司,琼脂糖购自 BIO-
WEST公司,HFTaq聚合酶购自 ThermoFisher
Scientific公司,AxyPrepPCR纯化试剂盒购自爱

思进生物技术有限公司,TOPOTA克隆试剂盒购

自Invitrogen公司。
1.3 仪器

瑞士 DiaMedID-Incubator37SI微柱凝胶卡

保温箱,瑞士DiaMedID-Centrifuge12SⅡ离心机,
长春博研TD-3A血型血清学用离心机,无锡源博

Rh分型卡LB-3000专用离心机,Baso2005-2离心

机,PCR扩增仪(美国 AppliedBio-system 公司,
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PE600);荧光可见光凝胶成像分析系统(AlphaIn-
notech公司,AlphaImagerEP)。
1.4 方法

1.4.1 ABO血型鉴定 微柱凝胶卡式法血型鉴

定严格按厂家提供操作规程进行操作,试管法按照

参考文献〔2〕操作。
1.4.2 Rh血型分型 将患者红细胞使用低离子

液稀释成1%浓度,取50μl加入Rh血型分型卡

中,置专用离心机离心5min,肉眼观察结果。红细

胞悬浮于凝胶表面或中间的为阳性,沉于凝胶底部

的为阴性。
1.4.3 直接抗人球蛋白试验 将患者红细胞使用

低离子液稀释成1%浓度,取50μl加入DiaMed抗

人球蛋白卡(IgG+C3d)中,置专用37℃孵育箱

15min后放入专用离心机离心10min,肉眼观察结

果。红细胞悬浮于凝胶表面或中间的为阳性,沉于

凝胶底部的为阴性。
1.4.4 血型不规则抗体筛查 取长春博迅不规则

抗体筛查微柱凝胶卡分别加入1%的1~3号筛选

细胞50μl和受检者血浆50μl,置专用37℃孵育箱

15min后放入专用离心机离心,肉眼观察结果。红

细胞悬浮于凝胶表面或中间的为阳性,沉于凝胶底

部的为阴性。
1.4.5 血型基因分型 按照基因组DNA提取试

剂盒说明书提取全血DNA,PCR扩增 ABO基因

的第6、7外显子,所需引物由上海生工生物技术有

限公司合成,PCR扩增条件,扩增引物及测序引物

序列见参考文献〔3〕。
2 结果

样本在不同介质中、不同条件下的血型鉴定结

果为正定型为 A弱B,反定型B型,正反定型不一

致,反应格局见表1。
血型不规则抗体筛查:反应格局Ⅰ(-),Ⅱ

(-),Ⅲ(-)。患者血清中未检出不规则抗体,结
果见表2。

ABO血型基因分型、测序结果基因分型为BO
基因型,标本的第6外显子存在261delG突变;第7
外显子在B101序列的基础上出现了B(A)02型

700C>G的典型突变。最终确定该标本基因型为

B(A)02型与O01型杂合(基因分型及测序由江苏

省血液中心研究室协助完成)。

表1 患者血型鉴定反应格局表

检测方法

正定型

抗-A 抗-B 抗-AB 抗-A1 抗-H
抗-H+
Bc对照

抗-H+
Oc对照

反定型

抗-D Ac Bc Oc 自身对照

微柱凝胶卡式法 3+w 4+ 4+ 3+w 0
室温 3+w 4+ 4+ 0 3+s 2+w 4+w 4+ 2+S 0 0 0
4℃ 4+ 4+ 4+ 0 4+ 2+ 4+ 4+ 3+ 0 0 0
37℃ 3+ 4+ 4+ 0 3+s 2+w 4+w 4+ 2+ 0 0 0

  Rh血型分型:DEecc。直接抗人球蛋白试验(IgG+C3d):阴性。

表2 患者血型不规则抗体筛查格局

序号
Rh-hr

D C E c e
Kidd

Jka Jkb
MNS

M N S s
Duffy
Fya Fyb

Kell
K k

Lewis
Lea Leb

P
P1

结果

Ⅰ + + - - + - + - + + + + + - + - + - -
Ⅱ + - + + - + + + + - + + - - + - + - -
Ⅲ + + + + + - + + + - + + - - + + - + -

3 讨论

人类ABO血型基因位于9q34.1-9q34.2,共有

7个外显子,主要功能编码区位于exon6和exon7。
其基因编码产物是糖基转移酶,分别负责转运 N-
乙酰氨基半乳糖和D-半乳糖至血型前提H物质形

成A抗原和B抗原,血型基因座上某些位点的碱

基发生突变会相应引起糖基转移酶活性的改变,形
成A、B抗原的数量和性质也随之变化,产生不同

的ABO亚型。B(A)血型就是其中一种非常罕见

的亚型,最早于1985年被首次报道〔4〕,其在人群中

的发生频率非常低,在欧洲高加索人种中发生的频

率约1/(17~18)万〔5〕。目前报道的B(A)等位基

因有6种:B(A)01-06,中国大陆发现的有B(A)
02、B(A)04、B(A)05、B(A)06等位基因〔6〕。有研

究报道,B(A)04基因型在上海地区献血人群中出

现的频率约为1.6/10万,而B(A)02则更低,约为

0.78/10万,属于罕见血型的一种。其发生机制现

在普遍认为B等位基因在正常B基因序列的基础

上发生单碱基突变,变异的B基因可能具有编码双

功能活性酶的能力,从而在血清学方法中除正常表
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现B抗原特异性外,还表现少量A抗原特异性。
B(A)的血清学格局与AXB产生抗-A抗体的

反应格局非常的相似,在实际工作中常受检测试

剂、实验条件、操作不规范以及工作人员对B(A)血
清学认识不够等多重因素的影响,很容易将二者混

淆,造成血型判定错误,给临床输血带来非常大的

安全隐患。二者在血清学的反应格局还是存在一

定的差异性:① B(A)正定型时患者红细胞与抗-
A1、一些单克隆抗-A及人源抗-A发生弱凝集,而
H抗原明显强于对照的B细胞,其凝集强度相当

于抗-H与O细胞反应强度,而 AXB亚型中 H 抗

原与B型红细胞比较没有明显增强。②反定型时

B(A)血清中含有的抗A可以凝集A1 细胞和部分

A2细胞,反应强度明显比AXB亚型强,一般达3+
~4+,AXB亚型血清中的抗A1只与A1细胞反应,
不与A2细胞反应。本例患者的血清学反应格局也

证实了这点,另外直接抗人球蛋白试验、抗体筛查

及自身对照均为阴性,排除因同种抗体和自身抗体

干扰血型鉴定的可能性,后经基因分型确定该患者

为B(A)02/O01型,即为一个 O基因和一个突变

的B基因组成,进一步测序发现在B基因700位置

发生了C>G的突变。
近几年来,随着分子生物学的飞速发展,血型

基因分型技术在阐述血型抗原和基因多态性方面

有着独特的优势,采用传统的血清学方法同时结合

基因分型技术用于疑难血型、罕见血型的鉴定,已
成为业界的共识。但作为输血技术人员,熟练掌握

各种血型(亚型)在不同反应介质中、不同反应条件

下的血清学反应格局对于疑难血型鉴定以及交叉

配血同样必要,目前对于B(A)亚型患者的临床输

血基本原则尚无统一标准,基本遵循同型输注或相

容性输注原则。B(A)患者作为受血者除可输同型

B(A)型外,还可选择输O型洗涤红细胞及 AB型

血浆等血液制品。B(A)亚型患者含有不规则抗体

的一般不适宜作为普通供血者。
(致谢:江苏省血液中心研究室提供的基因检

测支持!)
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