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　　[摘要]　目的:通过调查8例 ABO血型血清学正反定型不符,血清学鉴定结果与PCR-SSP基因分型结果不

一致的家系成员,研究 A、B亚型的血清学特征及 A、B基因在家系中的遗传特点,深入了解 ABO 疑难血型的鉴

定方法。方法:应用常规血型血清学检测为初步鉴定,对 A或B抗原减弱的样本进行吸收放散试验与型物质试

验来确证血型的型别,同时采用PCR-SSP方法进行 ABO基因分型,对于血清学鉴定与 PCR-SSP基因分型结果

不一致的特殊标本通过ABO基因第6外显子(exon-6)、第7外显子(exon-7)的直接测序的方法解析ABO基因核

苷酸序列特征。结果:血型血清学检测发现,8例家系中先证者成员都以 ABO定型正反定型不符、PCR-SSP基因

分型与血清学结果不相符、血浆中出现意外抗-A或抗-B抗体为主要特征,个别家系的型物质检测结果出现半分

泌型特质的现象。ABO基因exon-6、exon-7测序发现8个家系成员均具有同一特征:共存 A、B、O3个基因,A
与B基因在同一条染色体上连锁遗传、O基在另一条染色体上以等位基因的方式遗传。其中一个家系相关成员

的型物质出现半分泌现象。3例家系的 A、B基因分别以 CisAB∗01(AAAB)、CisAB∗02(BBAB)、CisABtlse∗
03(BBAB)的模式遗传,其他6例家系有1例以B(A)∗02、3例以B(A)∗01、1例以B(A)640、1例以B(A)700的

模式遗传。结论:ABO疑难血型在中国人群中以血清学鉴定困难,常规血清学与基因分型结果不相符为主要特

点,以exon-6的261位,exon-7的467、526、640、700、703、796、803位核苷酸的突变决定了 A 与 B基因连锁遗传

的分子基础。
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Abstract　Objective:EightfamilymemberswhoseABObloodgroupserologywasinconsistentwithpositive
andnegativestereotypesandwhoseserologicalidentificationresultswereinconsistentwithPCR-SSPgenotyping.
TheresultswereinvestigatedtostudytheserologicalcharacteristicsofsubtypesAandBandthegeneticcharacter-
isticsofgenesAandBinthefamilyandconductin-depthresearchontheidentificationofABOdifficultblood
group. Method:Theroutineserologicaldetectionforbloodgrouppreliminaryappraisal,weakenedtoAorBanti-
genssamplesabsorbradiationtypetestanddon'ttesttoconfirmthetypeofsubstances,andthePCR-SSPmethods
ABOgenotyping,forserologicalidentificationarenotconsistentwiththeresultofPCR-SSPgenotypingofspecial
specimensbyABOgeneexon6andexon7ofdirectsequencingmethodresolutionABOgenenucleotidesequence
feat-ures.Result:Bloodgroupserologicaltestresultsarealltheprobandmembersoftheeightfamiliesweremain-
lycharacterizedbyABOinconformity,PCR-SSPgenotypinginconformitywithserologicalresults,andunexpected
anti-Aoranti-Bantibodiesintheplasma.Whilesomefamiliesshowedsemi-secretorycharacteristicsinthetestre-
sults.Theexon-6andtheexon-7sequencingofABOgenesfoundthateightfamilymembersallhavethesame
characteristics:coexistenceofA,BandOgenes,AandBgenesarelinkedonthesamechromosomeandOgroupis
inheritedinthewayofalleleonanotherchromosome.Oneoftherelatedmembersofthefamilywashemicrine.The
AandBgenesofthethreefamilieswereinheritedbyCisAB∗01(AAAB),CisAB∗02(BBAB)andCisABtlse∗03
(BBAB),respectively.Amongtheothersixfamilies,onewasinheritedbyB(A)∗02,threebyB(A)∗01,onebyB
(A)640andonebyB(A)700.Conclusion:ABOdifficultbloodgroupinChinesepopulationischaracterizedbythe
difficultyofserologicalidentificationandtheconventionalserologyandgenotypingresultswerenotconsistentwith
themaincharacteristics.The261intheexon-6andthe467,526,640,700,703,796,803nucleotidemutationsinthe
exon-7weredeterminedthemolecularbasisofAandBgenelinkage.
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　　ABO3种血型抗原的遗传分别受3个复等位

基因控制:A、B 与O 基因,相对位点上基因总和为

AA、BB、OO、AB、AO 或BO6种组合形式,A 或

B 属显性基因,O 属隐性基因,子代各从亲代遗传

到1条 A、B或 O基因形成双倍体复等位基因。然

而,人类血型的遗传存在多态性,自1929年以来就

有报道 O型与 AB型的双亲生下 O型、AB型的子

代,提示了A 和B 基因在同1条染色体遗传的可

能。直到1965年由 Yamaguchi把A、B2个基因

在同1条染色体上的模式定义为 CisAB。继1993
年 Yamamoto继续发现了 CisAB的遗传特征:根
据检测的案例发现了ABO 基因的最后2个编码外

显子(exon-6、exon-7)的编码区域的核苷酸序列中

有2个核苷酸发生了替换,而与 A1 等位基因不

同,这2种核苷酸取代都导致了氨基酸发生变化。
其中1个替换与A2 等位基因中发现的替换相同,
另1个替换位点区分于A1 和B 转移酶的4个氨

基酸的第4个位置〔1〕。由于A、B 基因的变异引起

糖基转移酶的改变并导致 A、B抗原在红细胞上的

表达变异、血浆中出现意外抗-A、抗-B抗体,这种

正反定型不符并在血浆中出现意外的抗-A、抗-B
的血型统称为 ABO 系统的亚型,该亚型为临床血

型鉴定与安全输血带来困扰。A、B 基因连锁遗传

的表型不多,本研究经过多年的积累收集了8个家

系,在血型血清学鉴定的基础上,通过分子生物学

手段分析了这些家庭成员的 A、B 基因遗传多态

性,现报告如下。

1　资料与方法

1.1　样本

8例先证者为 ABO 血型正反定型不相符、序
列特异引物引导的聚合酶链反应(PCR-SSP)基因

分型与血清学结果不相符的无偿献血者,随后采集

家系成员的血样,以血清学为基础结合基因测序的

方法来深入分析A、B 基因的遗传特征。
1.2　方法

1.2.1　血清学定型　分别以EDTA 抗凝血5mL
为检材,对先证者与家系成员均以试管法 ABO 常

规的正、反定型为基础,正定型中 A 或B抗原阴性

的样本应用吸收放散的方法验证抗原是否存在〔2〕,
同时采集抗凝血与唾液来检测型物质是否存在来

结合判断血型。
1.2.2　PCR-SSP定型　采用美国 Promega公司

生产的 GentraDNA提取试剂盒(批号:106412)提
取8个家系成员血样中的DNA,并控制DNA的浓

度在100ng/μL左右,后续 PCR扩增;使用天津

秀鹏生物技术开发有限公司生产的人类红细胞

ABO 血 型 基 因 分 型 试 剂 盒 (PCR-SSP 法,批 号

K201912003)进行PCR-SSP基因分型。
1.2.3　ABO 基因exon-6、exon-7测序　①引物合

成:exon-6 上 游 引 物:5′-CGGGATCCAGGGTG-
GCACCCTGCCA-3′,下 游 引 物:5′-CGGAAT-
TCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC-3;exon-7上

游 引 物:5′-CGGGATCCCCGTCCGCCTGCCTT-
GCAG-3’; 下 游 引 物:5′-GGGCCTAGGCT-
TCAGTTACTT-3′。② 扩 增 体 系 与 加 样 条 件:
PCR扩增体系与条件:PCR采用50μL体系:10×
Buffer:5μL;MgCl2:3μL,dNTP2μL;正、反向引

物各0.5μL;TaqDNA 聚合酶:0.5μL;DNA 模

板:2μL;ddH2O:36.5μL。扩增条件:95℃预变性

5min;95℃ 30s,62℃ 40s,72℃ 1min,33个循

环;72℃延伸5min,4℃保存。③产物纯化与测序

鉴定:使用离心过滤柱法(Milliprore公司)纯化扩

增产物,以纯化后的扩增产物作为测序反应模板,
再一次进行扩增,测序引物与第1次扩增引物序列

相一致,采用10μL反应体系:正、反向引物(终浓

度为0.0625pmol/L):各3μL;模板 DNA:1μL;
ddH2O:2.0 μL;ABI Big-Dyev3.1 测 序 反 应

液4μL。PCR扩增条件:94℃预变性10min;94℃
变性10s,50℃退火5s,60℃延伸4min,运行25
个循环后产物于4℃保存。对以上扩增产物用醋

酸 钠/乙 醇 沉 淀 法 提 纯 后 使 用 PrismTM
ABl3730XL基因测序仪检测,并使用 Oli6instatler
分析软件进行分析。

2　结果

本研究的8例 ABO疑难血型家系的血清学检

测以正、反定型不相符,血浆中出现同种抗-A 或

抗-B、缺失天然抗-A 或抗-B、A 或 B抗原减弱、分
泌或半分泌型特征为主要现象。通过吸收放散试

验来验证被检者红细胞上是否存在相关抗原,以
PCR-SSP基因分型来初步鉴定是否存在 A/B/O
基因,再通过 ABO 基因测序的方法来综合判定

ABO疑难血型的型别,见表1。
ABO血型基因的遗传在家系中遵循孟德尔遗

传的规律,该8例家系的遗传模式,确证具有亲代

遗传的特征,见图1。
从ABO 基因全长外显子测序中发现鉴定 A、

B基因连锁遗传的关键突变点:exon-6的261位,
exon-7的467、526、640、700、703、796、803位核苷

酸代表图见图2。
在8例家系的调查中发现,A、B 基因发生连

锁遗传的个体,均为ABO血清学检测结果与PCR-
SSP基因分型结果不一致:血清学表型为“AB”型,
但PCR-SSP鉴定为BO 型。在 ABO 血型基因的

exon-6、exon-7序列中发现核苷酸突变的位点,这
些突变点引起了 A、B血型抗原表达强度的差异,
对于抗原弱表达的个体在受到外界物质的免疫刺

激下在血浆中会出现抗-A、抗-B同种抗体,从而导

致 ABO的正反定型不相符。
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表1　8例先证者的血清学与基因检测结果

家系先证者
ABO血清学结果

抗-A 抗-B 抗-H Ac Bc Oc

型物质

结果

吸收放

散结果

PCR-SSP
结果

基因测

序结果

A、B基因连

锁遗传模式

先证者1 4+w 2+ 3+ - 1+ -
分泌 A、B、

H 物质
无 BO型 CisAB

CisAB∗01
(AAAB)

先证者2 2+ 4+ 1+ 1+ - -
分泌 A、B、

H 物质
无 BO型 B(A) B(A)∗01

(BABB)

先证者3 4+w 4+ 2+ 4+w - -
分泌 A、B、

H 物质
无 BO型 B(A) B(A)700

先证者4 1+ 4+ 3+ - - -
分泌B物质,

弱分泌 A、H 物质
无 BO型 B(A) B(A)640

先证者5 4+ - - 2+ -
分泌 A、

H 物质
B抗原阳性 AO型 CisAB

CisABtlse∗03
(BBAB)

先证者6 1+s 4+ 1+ 2+ - -
分泌 A、B、

H 物质
无 BO型 B(A) B(A)∗01

(BABB)

图1　8例A、B 基因连锁遗传在家系中的遗传模式

a:exon-6的261位缺 G;b:exon-7的526G/C杂合突变;c:exon-7的640A/G杂合突变;d:exon-7的700C/G;703G/A杂合突

变;e:exon-7的703;f:exon-7的796位C/A杂合突变;803位 G/C杂合突变。
图2　ABO基因exon-6的261位,exon-7的467、526、640、700、703、796、803位核苷酸
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3　讨论

人类 ABO 血型基因位于染 色 体 9q34.1~
34.2的位置,其基因产物是糖基转移酶,由糖基转

移酶控制 ABO血型抗原的生物合成。A101基因

和B101基因具有高度的同源性,两者在基因编码

区仅有7个核苷酸的差异:297、526、657、703、796、
803、930,随着研究的广泛深入,逐渐地发现了更多

的碱基变异可以影响 ABO血型抗原的表达。在遗

传过程中,ABO 血型基因出现替换、剪接的突变,
碱基的插入、删除和杂交等情况,就有可能影响 A
或B糖基转移酶活性的变化从而引起红细胞上

ABO抗原表型的表达〔1-2〕。A、B 基因的连锁遗传

最早被发现于亲代与子代的遗传规律无法按常规

来解释,按照ABO3个复等位基因学说和孟德尔

遗传定律,AB型和 O 型的双亲不可能生下 AB型

或 O型的子代,但最近的研究通过基因克隆测序

的方法可以区分A、B、O 基因所在的染色体位置。
最初有学者认为A 和B2个等位基因串联在同1
条染色体遗传,并称之为cisAB表型(相应的A 和

B 等位基因分别在2条同源染色体上的 AB型称

为transAB)。cisAB表型不是A 或B2个等位基

因的简单串联,而是在A101等位基因的基础上,
通过467C>T和803G>C的变异造成。已报道的

CisAB的遗传机制可以归类为3种模式:CisAB∗
0l(467C>T,803G>C)、CisAB∗02(528C>G,
703G>A,803G>C)及CisABtlse∗01(526C>G,
700C>T,703G>A,803G>C),均具有nt803位碱

基突变。按照nt526、nt703、nt796和nt8034个关

键位置所决定的氨基酸特点,分别属于 AAAB、
BBAB、BBAB 型〔3-4〕。现已报道的 B(A)有2种,
分别为B(A)∗01型:526C>G,796C>A,803G>
C为(BABB)型;B(A)∗02又称为 B(A)700型:
526C>G,700C>G,703G>A,796C>A,803G>
C,这4个关键位置均表现 B 等位基因特点,仅

nt700处含有一个错义突变。
ABO血型变异的分布和多样性对准确阐明

ABO 血型表型和临床用血的正确选择至 关 重

要〔5〕。本研究的8个家系成员,均表现为A、B 基

因在同1条染色体上连锁遗传,但是在血清学检测

结果上有差异:抗原表达的强度差异与血浆中同种

抗-A、抗-B的产生与强度的不同。而B(A)在血清

学中的表达以 B抗原为主,并且血清中包含弱的

抗-A抗体,这种抗-A 我们称其为不规则的抗体,
可以和 A2细胞发生凝集反应。CisAB型家系1、5
的先证者红细胞与抗-A血清反应达4+凝集,而与

抗-B血清反应相对较弱;而B(A)型家系的先证者

红细胞都以抗-B的反应强于抗-A 的反应;CisAB
型与B(A)型家系中携带相同类型基因的成员其血

清学与先证者均一致。该8例家系的基因测序发

现共有2家为 CisAB 型,其余6家为 B(A)型。
CisAB型中有1家以CisAB∗01(AAAB)(467C>
T,803G>C);另1家以 CisABtlse∗03(BBAB)
(526C>G,700C>T,703G>A,803G>C)型进行

表达,在基因的突变位点上有差异,从而血清学的

表达上也存在相应的差异,与文献报道的相一

致〔4,6〕。B(A)型中有3例为 B(A)∗01(BABB)
(526C>G,796C>A,803G>C);1例为B(A)700
型;2例为B(A)640型,血清学反应主要以红细胞

与抗-A反应较弱,与抗-B反应较强,家系4成员的

型物质特点为:分泌B物质,弱分泌 A、H 物质,较
为特殊。从中可见,在收集到的8例家系中,以

B(A)型为主要特征,CisAB型比较少。出现1例

B(A)700 型与 2 例 B(A)640 型与文献报道的

一致〔7〕。
ABO 基因位点的变异可解释多年来众多血清

学上出现弱 A 或弱 B现象产生的原因:基因突变

可以导致糖基转移酶活性的改变,从而影响到红细

胞上 A、B抗原的表达差异。而ABO 基因中exon-
6的261位,exon-7的467、526、640、700、703、796、
803位核苷酸的突变为A 与B 基因连锁遗传的主

要决定因素。除了以上突变基因发生在外显子中

会造成 ABO抗原表达的影响之外,在内含子中的

碱基变异也会引起糖基转移酶的活性与红细胞抗

原特异性的表达〔8-11〕。在检测过程中,可以通过血

清学结合分子生物学手段来鉴定 ABO 抗原减弱、
抗体消失、出现意外抗-A、抗-B、Cis-AB、类孟买型、
血型嵌合体等正反定型不符的现象,为临床解决了

一些疑难血型鉴定与输血的相关问题。
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BP神经网络模型对临床红细胞用量的预测可行情况分析

禤健蓉1　张潆心2

1佛山市顺德区中心血站(广东佛山,528000)
2温州医科大学眼视光学院2017级

　　[摘要]　目的:探讨BP神经网络模型预测临床红细胞用量的可行性。方法:调取佛山市顺德区2012-01—

2018-12临床去白细胞悬浮红细胞用量,并根据此数据采用BP神经网络模型预测2019-01—2019-09我区临床去

白细胞悬浮红细胞用量。结果:只有2019年2月份预测值与实际值之间的偏差绝对值相对较大,为27.6%,其余

月份的偏差绝对值均<10%。结论:BP神经网络可以有效地为血站采供血部门制定采、供血计划提供科学依据,
以更好地促进血液资源的合理利用,并保障临床用血的及时、高效性。
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doi:10.13201/j.issn.1004-2806-b.2020.08.009
[中图分类号]　R555　　[文献标志码]　A

ExplorationoffeasibilityofBPneuralnetworkmodelforpredicting
doseofclinicalredbloodcells
XUANJianrong1　ZHANGYingxin2

(1CenterBloodStationofShundeDistrictinFoshan,Foshan,528000,China;2Grade2017,School
ofOphthalmology,WenzhouMedicalUniversity)

Abstract　Objective:ToinvestigatethefeasibilityofBPneuralnetworkmodelforpredictingthedoseofclini-
calredbloodcells.Method:Themonthlydoseofclinicalleukocyte-suspendedredbloodcellsinShundeDistrictof
FoshanCityfromJanuary2012toDecember2018wascollected.BPneuralnetworkmodelwasusedtopredictthe
amountofclinicalleukocyte-suspendedredbloodcellsinourdistrictfromJanuary20toSeptember2019basedon
thisdata.Result:TheabsolutevalueofdeviationbetweenthepredictedandactualvaluesinFebruary2019wasrel-
ativelylarge,whichwas27.6%,andtheabsolutevalueofdeviationintheremainingmonthswas10%.Conclusion:

TheBPneuralnetworkcaneffectivelyprovideascientificbasisforthebloodcollectionandsupplydepartmentto
developminingandbloodsupplyplans,soastobetterpromotetherationaluseofbloodresourcesandensurethe
timelyandefficientuseofclinicalblood.

Keywords　BPneuralnetwork;redbloodcelldosage;predict

　　近些年,随着医疗技术的快速发展,临床对血

液的需求量越来越大,自2016年以来,随着顺德医

疗卫生改革、广东省著名医学高校接管我区二甲和

三甲医院,我区面临的临床用血压力不断增大的形

势更为严峻。红细胞是临床输血成分中用量最多

的血液制品,它能及时补充患者的血氧量,挽救患

者生命,尤其在危重患者的抢救中具有不可替代的

作用〔1〕。目前临床应用最多的红细胞为去白细胞

悬浮红细胞,其保质期为35d。由于目前临床的用

血只能来源于健康公民的无偿捐献,因此,血液资
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