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AcasereportofABOpositive-negativeinconsistencyinblood
groupmolecularbiologyidentification

Summary　Thepracticalvalueofcombineduseofserologicalmethodsandmolecularbiologicalmethodsinthe
identificationofdifficultbloodtypewasexploredthroughtheidentificationof1caseofABOsubtypebloodgroup.
TheABObloodgroupantigenoferythrocytewasdeterminedbyconventionalbloodserologicaldetectionmethod.
ThepreliminaryclassificationandsequencingofABObloodgroupgeneswereperformedusingPCR-SSP.Thehaplo-
typesofDNAsamplesweresequencedbysinglenucleotidesequencing.Serologicalresultsshowedthatthespecimens
werepositiveforOtype,reversetypeforAtype,serologicalmethodwasunabletodeterminethebloodtypeofpa-
tients;PCR-SSPresultsshowedthatthegenotypewasAxO1,AxO4/O2type;directsequencingandhaplotypese-
quencingshowedthatthegenotypeofthespecimenwasAel02.Whatdidnotmatchtheserologicalpositiveandnega-
tivestereotypeswasAel02.Difficultbloodgroupidentificationsometimesmayrequireacombinationofserological
andmolecularbiologicalmethodstoaccuratelystereotype
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　　ABO血型系统是临床输血中最重要的血型系

统之一。ABO血型系统除正常的A、B、O、AB这4
种血型外,还有多个亚型。ABO 亚型通常在血清

学时表现为正反定型不符,血清中含有针对弱抗原

特异性的相应血型抗体,给疑难血型鉴定甚至临床

患者的输血带来一定的困难。近几年经大量研究

与输血实践证实,基因分型手段在某一程度上能够

充分地克服血清学试验在实际应用中无法或准确

定型的弱点,其作为血清学补充方法之一对临床输

血的安全性提供了很好的技术支持。本报告以1
例 ABO 疑难血型患者作为研究对象,分析探讨

ABO疑难血型鉴定中联合应用血清学及基因分型

方法的实用价值,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　病例资料

患者,男,66岁,2016年8月18日因膀胱结石

在我院预行手术。患者无输血史,术前备血常规血

型血清学检测中发现 ABO 正反定型不符,正定为

O,反定型为 A,抗体筛查阴性。
1.2　试剂与仪器

抗-A(批号:20160515),抗-B(批号:20160515)
为北京金豪制药股份有限公司生产;抗-H(批号

20160516),抗-A1(批号:20160515),抗-IgG 抗体

(批 号:20160510),ABO 标 准 红 细 胞 (批 号:
20160509)均为上海血液生物医药责任有限公司生

产;ABO Rh 血 型 定 型 微 柱 凝 胶 卡 (批 号:
20160205)为 DiagnosticGrifols,S.A 公司生产。
人源性抗-A和抗-B血清为本科室配置,经过筛选,
选取抗体效价>256的为实验所用。基因组 DNA
提取试剂盒,ABO 基因分型初筛试剂盒,ABO 血

型-A亚型基因分型试剂盒均为天津市秀鹏生物技

术开发有限公司生产,所有试剂均在有效期内使

用。医用低速离心机 BaSo2000-2(台湾贝索企业

有限公司),卡式专用离心机 DGSpin(Diagnostic
GrifolsS.A),台式低速离心机 L550(湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司),卡式专用孵育器 DG
Therm (Diagnostic Grifols S.A ),Bio-Rad
C1000PCR扩增仪(美国 Bio-Rad);DYY-6C 电泳

仪(北京市六一仪器厂);SYNGENEBIOIMAG-
ING凝胶成像系统(GeneGnomemadeinUK)。
1.3　鉴定流程

疑难血型鉴定流程见图1。

2　结果

正反定型,①微柱凝胶血型鉴定卡鉴定:患者血

型结果抗-A-,抗-B-,抗-D4+,抗-C-,抗-E4+,
Ctl-,Ac-,Bc4+。ABO血型正定型为 O型,反
定型为 A。②试管法血型鉴定:患者红细胞用生理

盐水洗涤3次后,在4℃和室温条件下分别与抗-
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A、抗-B、抗-A1、人源抗-A 和人源抗-B血清反应均

不凝集,但与抗 H 凝集反应为4+,与抗 A1B凝集

反应为1+。反定型患者血清与 Bc凝集反应为4
+(见表1)。

图1　血型鉴定流程

表1　试管法ABO血型鉴定

反应

温度

患者红细胞与试剂血清反应

抗-A 抗-B 抗-A1 人源抗-A 人源抗-B 抗-A1B 抗-H

患者血清与试剂红细胞反应

A1c A2c Bc Oc 自身c

A抗原

吸收放散

室温 - - - - - 1+ 4+ - - 4+ - - 2+

4℃ - - - - - 1+ 4+ - - 4+ - - /

　　患者红细胞经4℃与多克隆抗 A 吸收1h后

进行56℃热放散,放散液与 Ac凝集结果为2+,表
明红细胞表面表达有 A抗原(见表1)。
PCR-SSPABO基因分型初筛结果见图2,基因型

为 O2/O2型,表型为 O。
PCR-SSPA亚型基因检测结果见图3,提示该

患者为 AxO1,AxO4/02型。
DNA 序 列 分 析:结 果 显 示:其 基 因 型 为

Ael02/O02(见图4,5)。

图2　PCR-SSP基因分型初筛
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图3　PCR-SSPA亚型基因分型

图4　患者ABO基因第6外显子直接测序

图5　患者ABO基因第7外显子直接测序

3　讨论

研究发现ABO血型系统存在一定数量的 ABO

亚型,它们主要表现为 A 或 B抗原凝集强度的减

弱或 ABO血型鉴定中正反定型不一致,特别是血

型鉴定仅进行正定型时更容易漏检 ABO亚型。
我院检验科对该例患者进行正定型血型初筛

为 O型。术前备血时,输血科用 ABO微柱凝胶血

型卡鉴定患者血型,正定型为 O 型,反定型为 A
型,发现正反定型不符。随后我们改用试管法进行

鉴定,发现患者红细胞在4℃条件下分别与抗-A,
抗-B,抗-A1,人源抗-A 和人源抗-B血清反应均不

凝集,但与抗 H 凝集反应为4+,抗 A1B凝集反应

为1+;反定型显示患者血清与 Bc凝集反应为4
+;患者红细胞能吸收并放散抗 A,说明红细胞表

面表达有 A抗原,初步怀疑为 A 亚型。为了进一

步证实 ABO血清学正反定型不符的分子遗传学基

础及亚型类别,我们对标本进行了PCR-SSPABO
基因分型和基因测序检测,A亚型基因检测结果提

示该患者血型基因型是 AxO1,AxO4/02型;但考

虑到PCR-SSP方法检测存在局限性,因此我们又

采取了克隆测序的方法,其测序结果与 A101标准

序列比对发现其在467位存在 C>T 的单碱基突

变,在646位存在 T>A 的单碱基突变,在681位

存在 G>A的单碱基突变。根据红细胞血型抗原

基因突变数据将其基因型定为 Ael02。
本研究结果表明:该患者之所以常规血型血清

学未检出 A 抗原,只能通过吸收放散试验检出弱

A抗原,其原因可能是因为患者的1条链的单体型

序列发生了3个错义突变(467C>T;646T>A;
681G>A),从而导致氨基酸的改变,进而影响了酶

的活性和抗原的表达。该患者血清中存在弱抗 A
抗体,在进行反定型结果判定时要规范判读凝集强

度,否则本例患者的血型很容易误判为 O 型。对

于微柱凝胶法正、反定型凝集强度小于4+;试管

法正定型凝集强度小于或等于3+,反定型小于或

等于2+的情况出现时,要进行凝集强度减弱的原

因分析,不要漏检 ABO 亚型或误判血型。对于存

在不规则血型抗体的 ABO 亚型,建议给患者输注

O型红细胞。
总之,ABO血型准确鉴定极其重要,是一项需

要具有高度责任心和技术性的工作。当发生正反

定型不符时,有必要联合采用血型血清学和分子生

物学方法进行检测,确保临床输血安全。
(收稿日期:2019-02-25)
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