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　　[摘要]　目的:研究罕见B(A)和cisAB血型的血清学特性和分子机制,对表型和基因型的关联性进行分析。
方法:采用血型血清学方法进行 ABO血型正反定型,对其中血清学表型为 AB亚型的标本,应用 PCR-SBT法扩

增 ABO基因第6、7外显子,进行基因测序,确定突变位点和类型,并对表型和基因型关联性进行分析。结果:16
例血清学表型为 AB亚型的标本中,经分子生物学鉴定确定为B(A)血型的12例,包括3种B(A)型等位基因,分
别为 ABO∗BA.03(1例)、ABO∗BA.04(5例)、ABO∗BA.02(6例),这3种等位基因所对应的表型有 B(A)、

ABx、正 O反B。确定为cisAB血型的4例,4例样本基因型全部为 ABO∗cisAB.01,血清学表型为 AxB和

A2Bx,未发现其他变异型。结论:本研究显示了16例B(A)型和cisAB型的血清学表型和基因型特点,通过基因

测序了解突变位置及类型。相同的基因型可表现出多种不同的血清学反应特点,对于 ABO 亚型等疑难血型的

鉴定,采用血清学方法和分子生物学方法相结合的方式能够准确鉴定血型。
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Abstract　Objective:TostudytherareB(A)andcisABbloodgroups'serologicalcharacteristicsandmolecular
mechanismandanalyzetheassociationofphenotypeandgenotype.Method:Thepositiveandnegativetypingof
ABObloodgroupwascarriedoutbybloodgroupserologicalmethod.ThesamplesofABsubgroupwastypedwith
PCR-SBTmethod.Weamplifiedthe6and7exononABOgenebyPCR-SBTmethodtoconfirm mutationsiteand
typeandanalyzetheassociationofthephenotypeandgenotype.Result:Therewere12casesofB(A)bloodgroup
and4casesofcisABbloodgroupbymolecularbiologicalidentificationamong16ABsubgroupsamplesinserolo-
gy.12B(A)typecasesincluded3kindsofalleleofABO∗BA.03(1case),ABO∗BA.04(5cases)andABO∗
BA.02(6cases),withthephenotypeofB(A),ABsubandpositivedefinitetypeOandinversetypeB.4cisABtype
caseswereABO∗cisAB.01genotypewiththephenotypeofAsubBandA2Bsub,novariant.Conclusion:Thesero-
logicalphenotypesandgenotypiccharacteristicsof16casesofB(A)andcisABgroupsshowthemutationsiteand
typeinthisstudybygenesequencing.Thesamegenotypecouldshowvariousserologicalphenotypes.Theidentifi-
cationofABOsubgroupdoubtsamplescanbecorrectlyidentifiedbycombinationofserologicalmethodandmolec-
ularbiologyidentification.
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　　ABO血型系统是人类最早认识的一种极为复

杂的红细胞血型系统,ABO 血型的准确鉴定是输

血安全的重要保障。尤其近年来在基因领域的不

断研究,一些不为人知的 ABO 等位基因不断被发

现。按照抗原不同,ABO血型主要分为4种表型:
A型、B型、O 型及 AB型。但在临床实践中发现,
除了常见的4种 ABO 血型之外,还存在着很多

ABO弱表达的亚型,导致血清学试验出现正反不

符,混合凝集视野等现象,给血型鉴定工作带来困

难并对临床用血带来很大困扰。其中,B(A)与cis-
AB型是2种比较罕见的 ABO 亚型,二者的血清

学表现不同而遗传方式相似,均以顺式遗传为特

点。我中心收集了近年来在血型鉴定工作中正定

型与反定型结果不一致的标本80例,通过血清学

方法和分子生物学方法证实了其中12例为B(A)
血型,4例为cisAB血型,并对两者的血清学表型

和基因型的关系进行了分析,现报告如下。
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1　资料与方法

1.1　对象

收集我中心2015—2018年的无偿献血者和患

者 ABO正反定型不符标本80例,进行初步血清学

分型,对于鉴定为ABO亚型的标本应用分子生物学

方法进一步鉴定,对确定为B(A)、cisAB血型的16
例标本进行血清学表型和基因型的关联性研究。
1.2　试剂与仪器

单克隆抗-A、抗-A1、抗-B、抗-H(上海血液生

物医药有限公司),ABO 血型反定型细胞试剂盒

(美国IMMUCOR公司),血型鉴定室内质控品(荷
兰Sanquin公司),血液基因组 DNA 提取试剂盒

[天根生化(北京)有限公司],血清学专用离心机

(日本久保田,KA2200),台式低温离心机(德国

Eppendorf公司,5804R型),基因测序仪(美国 AB
公司,3730型)。
1.3　ABO血型及 H 抗原鉴定

ABO血型正反定型及 H 抗原鉴定采用试管

法,正定型增加抗-A1,反定型增加自身对照,H 抗

原的鉴定用 O细胞和B细胞分别做强阳性和弱阳

性对照,具体方法按照文献〔1〕及试剂说明书操作,
按血清学诊断标准判断结果并做 ABO亚型鉴定和

分类〔2〕,见表1。
1.4　提取基因组DNA

按照血液基因组 DNA 提取试剂盒说明书,提
取基因组 DNA,调整其浓度为50ng/μL左右,纯

度为1.7~1.8(260/280)。
1.5　ABO基因扩增和直接测序

采用文献〔3〕的方法对 ABO 基因第6、7外显

子进行扩增并测序。使用 ChromasVersion1.7
软件阅读测序图谱,用DNAMAN8.0软件将序列

与ISBT网站中的ABO∗A1.01序列进行比对,确
定突变位点和类型。

2　结果

16例正反定型不符的标本,其血清学表现除7
号样本外,均有一种抗原(B或 A)血清学表现正

常,相应的另一种抗原(A或B)表现弱于正常;除5
号、6号、15号、16号样本外,多数样本与抗-H 反

应增强、接近或稍弱于 O 细胞;另外,AxB型个体

反定型常产生强弱不一的抗-A1 抗体,而 ABx 型个

体反定型常产生弱的抗-B抗体。
基因分型结果显示:9例(1~4号、8~12号)

血清学表现为B(A)的样本,1例(7号)血清学表现

为正 O 反B的样本,基因型为B(A)/O;2例(5、6
号)血清学表型 ABx 的样本,基因型为B(A)/A;2
例(13、14号)血清学表型为 A2Bx 的样本,基因型

为cisAB/O,2例(15、16号)血清学表型为 AxB的

样本,基因型为cisAB/B。
16例样本血清学表现与基因分型结果见表1,

PCR-SBT基因测序图(主要碱基替换位点)见图

1~4,B(A)、cisAB等位基因第6、7外显子突变位

点及氨基酸变异见表2。

表1　16例B(A)与cisAB血型血清学结果及对应基因型

样

本

号

正定型

抗-A 抗-B 抗-A1 抗-H

反定型

A1

细胞

A2

细胞

B
细胞

O
细胞

自身

细胞

血清

学表

现型

基因型

1 2+ 4+ 0 4+ 1+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.02/ABO∗O.01.02
2 2+ 4+ 0 4+ 2+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.02/ABO∗O.01.02
3 1+ 4+ 0 4+ 3+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.02/ABO∗O.01.02
4 1+ 4+ 0 4+ 1+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.02/ABO∗O.01.01
5 4+ 3+ 4+ 1+ 0 / ± 0 0 ABx ABO∗BA.02/ABO∗A1.02
6 4+ 2+ 1+ 1+ ± / ± 0 0 ABx ABO∗BA.02/ABO∗A1.02
7 0 0 / 4+ 2+ / 0 0 0 正 O反B ABO∗BA.03/ABO∗O.01.01
8 2+ 4+ 0 4+ 3+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.04/ABO∗O.01.02
9 1+ 4+ 0 4+ 2+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.04/ABO∗O.01.02
10 1+ 4+ 0 4+ 2+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.04/ABO∗O.01.02
11 1+ 4+ 0 3+ 2+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.04/ABO∗O.01.01
12 1+ 4+ 0 3+ 3+ ± 0 0 0 B(A) ABO∗BA.04/ABO∗O.01.01
13 4+ 3+ 0 3+ 0 / 0 0 0 A2Bx ABO∗cisAB.01/ABO∗O.01.02
14 4+ 2+ 0 3+ 0 / 0 0 0 A2Bx ABO∗cisAB.01/ABO∗O.01.02
15 3+ 4+ 0 1+ ± / 0 0 0 AxB ABO∗cisAB.01/ABO∗B.01
16 2+ 4+ 0 1+ 0 / 0 0 0 AxB ABO∗cisAB.01/ABO∗B.01

　　注:0为阴性结果,/为未做。
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图1　ABO∗BA.03基因序列主要碱基替换位点

图2　ABO∗BA.04基因序列主要碱基替换位点;图3　ABO∗BA.02基因序列主要碱基替换位点;图4　ABO∗cisAB.01
基因序列主要碱基替换位点

表2　B(A)、cisAB等位基因第6、7外显子突变位点及氨基酸变异

等位基因
核苷酸位置

297 467 526 640 657 700 703 796 803 930
ABO∗A1.01 A C C A C C G C G G
ABO∗B.01 G - G - T - A A C A
ABO∗BA.02 G - G - T G A A C A
ABO∗BA.04 G - G G T - A A C A
ABO∗BA.03 G - G - T - - A C A
ABO∗cisAB.01 - T - - - - - - C -

氨基酸变异 NC
p.Pro
156Leu

p.Arg
176Gly

p.Met
214Val

NC
p.Pro
234Ala

p.Gly
235Ser

p.Leu
266Met

p.Gly
268Ala

NC

　　注:NC为氨基酸没有改变。

3　讨论

ABO基因的编码产物为特异性糖基转移酶,
这些糖基转移酶将糖基转移到红细胞膜的前体物

质上,引导合成 ABO抗原。ABO基因上的某1个

或某几个碱基突变影响了糖基转移酶活性和特异

性,改变了抗原的表达,血清学试验出现弱凝集导

致的正反定型不一致的现象。B(A)与cisAB是2
种较为罕见的 ABO亚型,遗传方式相似,而血清学

表现略有差异。

ABO∗B.01序列与 ABO∗A1.01序列相比

存在7个单碱基突变,分别为c.297A>G;c.526C
>G;c.657C>T;c.703G>A;c.796C>A;c.803G
>C;c.930G>A,其中4个SNPs为错义突变,造
成 氨 基 酸 的 替 换,分 别 为 p.Arg176Gly、

p.Gly235Ser、p.Leu266Met和 p.Gly268Ala。B
(A)血型被认为是遗传学上的 B 型,在 ABO∗
B.01序列基础上发上了单碱基突变,导致的氨基

酸改变使编码的糖基转移酶在合成B抗原的同时,
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也能够催化可以引导合成 A 抗原的酶形成糖基而

具有 A活性的抗原结构,其红细胞上除了表达 B
抗原外,尚有弱 A 抗原表达〔4-5〕。目前国际报道的

B(A)亚型基因型别有6种,分别是ABO∗BA.01、
ABO∗BA.02、ABO∗BA.03、ABO∗BA.04、
ABO∗BA.05、ABO∗BA.06;国内报道以 ABO∗
BA.02,ABO∗BA.04为主〔6〕。本研究中,1~4号

样本、8~12号样本血清学表型为B(A),基因型为

B(A)基因与 O 基因杂合,除具有 O 基因(ABO∗
O.01.02或 ABO∗O.01.01)外,4例为 ABO∗
BA.02,4例为 ABO∗BA.04。ABO∗BA.02序

列与 ABO∗B.01相比有c.700C>G的突变,造成

氨基酸变异为p.Pro234Ala;ABO∗BA.04序列与

ABO∗B.01相比有c.640A>G,造成氨基酸变异

为p.Met214Val。当B(A)基因与 O 基因或 B基

因共同表达时,血清学表现为有较强B抗原,较弱

A抗原〔7〕,需要与 AxB亚型相鉴别。正定型其红

细 胞 能 与 抗-B 和 抗-H 发 生 强 凝 集,表 现

为3+~4+,与抗-A发生较弱凝集,表现为1+~
2+,而与抗-A1 不凝集;反定型其血清中含有的抗-
A与 A1 细胞可有较强凝集表现为1+~3+,并且

通常与 A2 细胞有弱凝集。而 AxB亚型红细胞上

的 H 抗原不增强,其血清与 A1 细胞反应较弱,与
A2 细胞不凝集,这是 AxB亚型区别于 B(A)型的

血清学表现〔8〕。5号、6号样本基因型为 ABO∗
BA.02/ABO∗A1.02,表型为ABx,血清学表现有

正常 A 抗原,较弱B抗原,正定型均与抗-A1 有凝

集,反定型有弱的抗-B抗体。B(A)型与正常的 A
抗原共同表达时,由于正常 A 酶的竞争作用,导致

B(A)酶生成 B抗原减少可能是形成 ABx 表型的

机制。
7号样本基因型为 ABO∗BA.03/ ABO∗

O.01.01,血清学表现为正 O反B,正定型与抗-A、
抗-B均 不 凝 集,反 定 型 有 抗-A1 抗 体。ABO∗
BA.03较为罕见,而其序列与 ABO∗B.01序列相

比少1个c.703G>A的单碱基突变。本例血清学

表现与其他 B(A)型不同之处在于正定型未检出

A、B抗原,该例标本来源于血液病患者,可能是由

于疾病 的 原 因 导 致 红 细 胞 上 抗 原 减 弱 而 表 现

为 O型。
cisAB型是指编码 A 和B糖基转移酶的基因

位于一条染色体上,突变的基因导致其编码的糖基

转移酶特异性下降,能同时催化A、B2种糖基底物

而形成2种抗原。有研究显示cisAB01/O 型常表

现为A2B3 或A2Bx,这说明cisAB01酶具有转化A
抗原强于B抗原的特性。13、14号样本血清学表

现为A抗原接近正常,而B抗原较弱,与抗 H 有较

强的凝集反应。血清学表型为 A2Bx。基因测序结

果显 示,与 ABO∗A1.01 序 列 相 比,一 条 链 为

ABO∗O.01.02型;另一条链为 ABO∗cisAB.01
型,在第7外显子存在c.467C>T 和c.803G>C
的杂 合 突 变,氨 基 酸 变 异 为 p.Pro156Leu 和

p.Gly268Ala。在15、16号样本中,正定型与抗-A
反应为2+~3+,与抗-A1 反应阴性,与抗-B反应

均为4+,与抗-H 反应为1+。反定型与 A1 细胞

凝集较弱或阴性,与B细胞均为阴性,血清学表型

为 AxB。基因测序结果显示,与 ABO∗A1.01序

列相比,一条链为ABO∗cisAB.01型,另一条链为

ABO∗B.01型,具有正常的B基因,所以血清学表

现中B抗原表达正常,掩盖了B抗原的变异。
此次试验研究主要针对cisAB和B(A)这2种

亚型,相同的基因型有不同的血清学反应特点。其

血清中往往存在弱的不规则抗体。传统血清学方

法虽然经典,但存在一定的局限性,加上不同实验

室及操作者对血清学试验凝集强度判断易受主观

因素的影响,容易对结果判断产生偏差。因此对于

ABO疑难血型的鉴定,有条件应进一步进行分子

生物学鉴定,以保证 临 床 用 血 安 全。对 于 罕 见

ABO亚型患者的输血,一般可使用 O 型洗涤红细

胞和 AB型血浆,主、次侧交叉配血相合即可。
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