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罕见的 A3亚型的血清学和分子生物学研究
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　　[摘要]　目的:对罕见的 A3亚型进行血清学检测和 ABO 基因测序,探讨其分子生物学特性以及血清型表

型和基因型的关系。方法:应用常规血清学定型方法进行 ABO正反定型;对4例正反定型不符样本的第6、7外

显子运用PCR扩增后直接测序,确定其基因型。结果:3例血清学表型为 A亚 B,1例为 A亚 的样本其中一条单链

序列与ABO *A1.01比对,发现其在467位和745位碱基均存在C>T的突变。结论:血清学和直接测序结果表

明,此4例标本均包含罕见的ABO *A3.07等位基因。
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Abstract　Objective:Tostudytherelationshipbetweenserotypephenotypeandgenotypebydetectingtherare
A3subtypeusingserologyandABOgenesequencing.Methods:TheforwardandreverseABOtypingwascarried
outbyroutineserologicaltyping.ForthesamplesinconsistentwithforwardandreverseABOtyping,theirexon6
andexon7wereamplifiedbyPCRandsequenceddirectlytodeterminethegenotypes.Results:Amongthe4sam-
ples,3caseswereAsub-Bserologicalphenotype,and1wasAsubserologicalphenotype.Onesinglestrandse-
quencewascomparedwithABO *A1.01anditwasfoundthattherewasmutationofC>Tat467and745sitesin
allfoursamples.Conclusion:Theresultsofserologyanddirectsequencingshowedthatallthe4samplescontained
rareABO *A3.07allele.
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　　ABO 血型系统除了正常的 A、B、AB、O4种

血型之外,还存在一定数量的 ABO 亚型,ABO 亚

型有明确的血清学特点,主要有正反定型不一致、
混合凝集视野反应、抗原凝集强度减弱等表现,在
临床上导致 ABO定型或交叉配血困难,ABO亚型

虽然在人群中发生的频率不高,但在临床输血中具

有一定的临床意义。笔者在工作中收集了4例血

清学试验 ABO正反定型不符,经直接测序证实为

罕见的 A3 亚型的标本,现报告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

样本1号、2号、3号为本中心健康无偿献血

者,检验科常规检测 ABO 血型,发现 ABO 正反定

型不符,送本实验室进行确认;样本4号为患者,
男,26岁,外伤手术备血,无输血史,入院检测 ABO
血型正反不符,送我实验室进行 ABO血型鉴定。
1.2　试剂和仪器

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　样本DNA提取

以DNA 抽提试剂盒(天根生化科技有限公

司)提取样本基因组DNA,所有操作均严格按产品

说明书进行。
1.5　ABO基因6、7外显子测序

对样本 ABO基因扩增产物直接进行进行6、7

·901·



外显子测序,使用 ChromasVersion2.6.5软件阅

读测序图谱,并与国际输血协会(internationalso-
cietyofbloodtransfusion,ISBT)网站“Namesfor
ABO(ISBT001)BloodGroupAlleles”比对确定突

变位点。
2　结果

2.1　血清学检测结果

对4例样本进行血清学检测,此4例样本红细

胞均与抗-A发生弱凝集,与抗-A1不凝集,均存在

A抗原减弱,与 O 细胞、自身细胞不凝集。反定型

结果表明1号样本血清中有抗-A1,其他3例不存

在抗-A1,见表1。
2.2　ABO基因测序结果

直接测序显示此4例样本其中一条单链序列

与ABO *A1.01序列比对,发现其在467位和745
位碱基均存在C>T的突变,见表2。

主要突变位点峰图见图1。

表1　4例A3血型的血清学检测结果

编号
正定型

抗-A 抗-B 抗-AB 抗-A1 抗-H

反定型

A1c A2c Bc Oc 自身细胞
血清型

1 1+s 4+ 4+ 0 1+s 1+ 0 0 0 0 A亚 B
2 1+w 4+ 4+ 0 1+ 0 / 0 0 0 A亚 B
3 1+ 4+ 4+ 0 1+ 0 / 0 0 0 A亚 B
4 1+w 0 / 0 2+s 0 / 2+s 0 0 A亚

　　注:1+~4+表示凝集强度;0表示无凝集反应;s表示反应加强;w表示反应减弱;/表示未做。

表2　4例A3血型第6,7外显子基因测序结果

编号 碱基替换(以ABO *A1.01为参考序列) 氨基酸替换 等位基因 样本表型

1 c.467C>T,c.745C>T p.Pro156Leu;p.Arg249Trp ABO *A3.07 A3

c.297A>G;c.526C>G;c.657C>T;

c.703G>A;c.796C>A;c.803G>C;

c.930G>A

p.Arg176Gly;p.Gly235Ser;

p.Leu266Met;p.Gly268Ala
ABO *B.01 B

2 c.467C>T,c.745C>T p.Pro156Leu;p.Arg249Trp ABO *A3.07 A3

c.297A>G;c.526C>G;c.657C>T;

c.703G>A;c.796C>A;c.803G>C;

c.930G>A

p.Arg176Gly;p.Gly235Ser;

p.Leu266Met;p.Gly268Ala
ABO *B.01 B

3 c.467C>T,c.745C>T p.Pro156Leu;p.Arg249Trp ABO *A3.07 A3

c.297A>G;c.526C>G;c.657C>T;

c.703G>A;c.796C>A;c.803G>C;

c.930G>A

p.Arg176Gly;p.Gly235Ser;

p.Leu266Met;p.Gly268Ala
ABO *B.01 B

4 c.467C>T,c.745C>T p.Pro156Leu;p.Arg249Trp ABO *A3.07 A3

c.261delG;c.297A>G;c.646T>A;

c.681G>A;c.771C>T;c.829G>A
p.Val36Phe;p.Arg63His;

p.Pro74Ser;p.Thr88Profs*31
ABO *O.01.02 O

a:4例样本均在ABO *A1.01基础上突变,c.467C>T;b:4例样本均在ABO *A1.01基础上突变,c.745C>T。
图1　ABO*A3基因序列主要碱基替换位点

3　讨论

在血型鉴定工作中经常会出现正反定型不符

的情况,原因之一是由于 ABO亚型所致。ABO亚

型的形成是由于血型基因一个或多个碱基发生改

变,使糖基转移酶构象发生改变,或者导致改变的

氨基酸位于 ABO 血型基因编码转移酶的活性区
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域,影响酶的活性,即碱基的改变导致糖基转移酶

活性部分丧失,使血型抗原的表达减弱,从而表现

出弱凝集反应[3]。
本研究中血清学 ABO正定型结果显示此4例

样本红细胞与抗-A1出现弱凝集,表明其至少含有

A抗原,反定型结果第1例样本血浆中含有弱的

抗-A1抗体,4例样本与抗-H 的反应均弱于 O 细

胞但强于正常的B细胞。参照有关判断标准[2]初

步判定此4例样本为 ABO亚型。1号标本在没有

加做与 A2细胞的实验时只能初步判断为 A亚 B型

或者B(A)/B型,两者的反应格局相似,区别在于

A亚 B型与 A2细胞不发生凝集,而 B(A)/B型与

A2细胞发生弱凝集反应,故对1号标本进行进一

步区分判断为 A亚 B型;2、3号标本同为为 A亚 B
型;4号标本为 A亚 型。

对4例标本 ABO基因的第6、7外显子扩增产

物直接测序分析,与ABO *A1.01标准序列比对,
发现在第7外显子第467位和745位均发生C>T
的碱基突变,从而导致第156位密码子编码的脯氨

酸(Pro)变为亮氨酸(Leu),第249位密码子编码的

精氨酸(Arg)变为色氨酸(Trp),导致糖基转移酶

活性改变,引起 A抗原表达减弱。与ISBT网站比

对 分 析,467C > T 合 并 745C > T 突 变 为

ABO *A3.07等位基因。
1936年,Friedenreich发现了 A3亚型,A3亚

型与抗-A反应较弱,是最罕见的弱 A表现型,我国

人群的 A3频率还未见报道[4],ABO *A3.07等位

基因由中国台湾地区于2007年首次报道[5],A3亚

型的血清学反应主要特征是与抗-A 反应呈现混合

凝集外观,而本研究中4例标本均未出现经典的混

合 视 野,但 是 经 测 序 证 实 均 包 含 罕 见 的

ABO *A3.07等位基因,血清学和基因型结果并不

完全对应,提示血清学表现存在个体差异,同样的

基因型可以有不同的血清学表现,同时也有研究报

道存在1种血清学类别中包含多种不同的基因类

型的情况[6-8],这使得用血清学方法严格划分不同

ABO亚型变得十分困难。血清学试验方法容易受

主客观因素的影响,对实验人员的技术水平及经验

要求较高[3],因此单纯依靠血清学方法确定 ABO
亚型无法做到十分精确,而基因分型技术可以在分

子水平上对异常血清学表现进行解释,但也不能取

代血清学方法,在实际工作中应该2种方法相结

合,正确鉴定 ABO及其亚型以保证临床输血安全。
ABO亚型常可以引起交叉配血方面的困难,

对于亚型的献血和输血问题应当谨慎对待。1号、
2号、3号如果作为受血者,可以输注 AB型红细胞

或者B型洗涤红细胞或者 O型洗涤红细胞。作为

献血者1号血浆含有抗-A1,不可输注给 AB型患

者,2号和3号血浆可以作为正常 AB型血浆输注

给患者。4号为 A3亚型患者,其血浆中不含有抗-
A1,可以给予 A型红细胞或 O 型洗涤红细胞进行

输注。如果其血浆中含有抗-A1,则应给予 O 型洗

涤红细胞进行输注。
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