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　　[摘要]　目的:探讨 ABO血型B抗原表达减弱样本的分子生物学机制,并对其家系 ABO 血型反应格局特

征进行分析。方法:采用微柱凝集法及盐水试管法进行 ABO 血型血清学检测;PCR产物直接测序对 ABO 基因

第1~7外显子进行 ABO血型基因分型及序列分析。结果:血清学检测结果显示患儿为 ABweak,患儿母亲为

Bweak,患儿B抗原表达弱于母亲且有抗 B抗体的产生;分子生物学结果显示患儿基因型为 ABO∗A1.02/

ABO∗B3.02,患儿母亲基因型为ABO∗B3.02/ABO∗O.01.02。结论:患儿及其母亲 ABO 血型 B抗原表达减

弱存在家系遗传性质,均表现为B3 型;但二者B抗原表达情况及抗 A产生强度均有所不同,可能由于患儿 A等

位基因竞争抑制作用导致,同时是否与患儿免疫系统未发育完全有关,值得进一步关注。
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Abstract　Objective:ToexplorethemolecularbiologicalmechanismofABObloodgroupBantigenexpres-
sionweakeninginsamples,andanalyzethecharacteristicsofABObloodgroupresponsepatternintheirfamilies.
Methods:ABObloodgroupwasdetectedbymicrocolumnagglutinationmethodandsalinetesttubemethod.ABO
bloodgroupgenotypingandsequenceanalysiswereperformedbydirectsequencingofthePCRproductsofexon
1-7ofABOgene.Results:SerologicaltestresultsshowedthatthechildhadABweakandthemotherhadBweak,

theexpressionofBantigeninthechildwasweakerthanthatinthemother,andtheproductionofanti-Bantibody
wasalsoproduced.MolecularbiologicalresultsshowedthatthegenotypeofthechildrenwasABO∗ A1.02/

ABO∗B3.02,andthegenotypeofthemotherwasABO∗B3.02/ABO∗ O.01.02.Conclusion:Thedecreased
expressionofABObloodgroupBantigeninthechildrenandtheirmothershadagenealogicalcharacter,andallof
themwereB3type.However,theexpressionofBantigenandtheintensityofanti-Aproductionweredifferentbe-
tweenthetwo,whichmaybecausedbythecompetitiveinhibitionofAalleleinchildren.Atthesametime,

whetheritisrelatedtotheincompletedevelopmentoftheimmunesysteminchildrenisworthfurtherattention.
Keywords　children;Bantigenattenuated;pedigree;DNAsequencing

　　ABO 血型系统是人类发现的第一个血型系

统,由于 ABO血型系统具有极强的免疫原性及独

特的血清抗体性质、抗原分布特点等,其在临床输

血、新生儿溶血病诊断等方面具有极为重要的意

义,故正确的血型鉴定是确保患者输血安全的前

提,也是基本原则[1]。ABO 血型系统除常见4种

表型之外还存在许多亚型或变异型,通常表现为红

细胞上 A和(或)B抗原减弱或血清中出现不规则

抗 A 和(或)抗B抗体,运用常规血清学手段无法

准确鉴定血型,随着技术发展,分子生物学方法能

有效弥补这一不足,为临床用血安全提供保障[2]。
本文以1例 ABO疑难血型患儿为研究对象,分析

其血清学特征,对其家系进行调查,并进一步延伸,

报告如下。
1　资料与方法

1.1　临床资料

4例样本分别为:患儿(男,2岁,拟行腺样体肥

大手术治疗)、患儿母亲、父亲及姐姐。
1.2　试剂与仪器

1.2.1　血清学检测　ABO-RhD 血型鉴定卡(伯
乐公司,批号50093.73.17)、低离子抗人球蛋白卡

(伯乐公司,批号50531.48.17)、抗体筛选红细胞

(上海血液生物医药有限公司,批号20207047)、抗
A抗B血型定型试剂(上海血液生物医药有限公

司,批号20200202)、抗 D(上海血液生物医药有限

公司,批号20191809)、抗 H(上海血液生物医药有

限公司,批号20190114)、专用离心机(伯乐公司,
ID-Centrifuge12S Ⅱ)、专用孵育箱(伯乐公司,
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ID-Incubator37SⅠ)。
1.2.2　分子生物学检测　DNA 提取试剂盒[批号

R6903,天根生化科技 (北 京)有 限 公 司]、2xGC
Buffer[批号 A92010,宝日医生物技术(北京)有限

公司(takara中国)]、rTaq[批号AJ30519A,宝日医

生物技术(北京)有限公司(takara中国)]、dNTP
Mixture[批号 AIF1969A,宝日医生物技术(北京)
有限 公 司 (takara 中 国)]、PCR 扩 增 仪 [Gene-
Amp9700PCR系统(美国 ABI公司)]、高速离心机

(SIGMA1-14 台 式 小 型 离 心 机)、涡 旋 混 匀 器

(VDRTEX-5)、电泳仪(JY300C、北京君意东方电

泳设备有限公司)、凝胶电泳槽(JY-SP3、北京君意

东方电泳设备有限公司)、紫外分析仪(JYO2S、北
京君意东方电泳设备有限公司)、水浴箱(天津泰斯

特三用恒温/电热恒温水箱SHHW21.420AⅡ)。
1.3　方法

1.3.1　血清学检测　采用微柱凝集法及盐水试管

法进行 ABO血型血清学鉴定。实验操作严格执行

操作说明书要求。
1.3.2　基因测序　①DNA 提取:取全血200μL,
按照天根生化科技(北京)有限公司试剂盒要求提

取DNA。②PCR扩增及测序:委托天津吉诺泰普

生物科技有限公司设计并合成针对 ABO 基因

第1~7外显子设计特异性引物,PCR扩增并直接

测序,确定基因型。反应体系为:每个反应总体积

50μL,包 括 Taq DNA 聚 合 酶 (5 U/μL)0.4

μL,2×GCBufferI25μL,2.5mmol/LdNTP4
μL,上、下游引物(20μmol/L)各1μL,DNA模板5
μL、ddH2O13.6μL。PCR反应过程如下:96℃预

变性3min,96℃变性30s,54℃退火30s,72℃延

伸1min,共35个循环反应,延伸5min。PCR产

物经2.5%琼脂糖凝胶鉴定后测序,与 NCBI在线

比对数据库nucleotideblast确定其基因型。
2　结果

2.1　血清学试验结果

对患儿及其家系成员使用微柱凝集法及盐水

试管法进行血型鉴定,结果显示患儿为 ABw,RhD
阳性,患儿母亲为Bw,RhD阳性,患儿抗B抗原表

达弱于母亲且有抗B抗体的产生,母亲样本未检出

抗B抗体;患儿及其母亲血样均与抗 H 发生不同

程度凝集,分别疑为 AB亚型及 B亚型;患儿父亲

为正常 A型,患儿姐姐为正常 O型,见表1。
2.2　分子生物学检测结果

对患儿及其母亲样本进行 ABO 血型基因1~
7外显子PCR产物直接测序结果,根据ISBT网站

提供的 NamesforABO(ISBT001)bloodgroup
allelesv1.1171023 综 合 结 果 判 定 (以 ABO∗

A1.01为参考序列),患儿结果为 ABO∗A1.02/
ABO∗B3.02,患 儿 母 亲 结 果 为 ABO∗ B3.02/
ABO∗O.01.02,二者均发生了646T>A 的变异。
经对患儿及其母亲家系分析,可以确定该变异位点

发生于B等位基因,见表2,图1。

表1　4例样本ABO血型血清学鉴定结果

样本
单克隆抗血清

-A -B -H

试剂红细胞

A1c Bc Oc

抗体

筛查
自身 结果

患儿 4+ ± 1+w 0 1+w 0 0 0 ABw
患儿之母 0 2+ 3+ 4+ 0 0 0 0 Bw
患儿之父 4+ 0 - 4+ 0 0 0 0 A
患儿之姐 0 0 - 4+ 4+ 0 0 0 O

　　1~4+表示凝集强度,w表示弱凝集,0表示未凝集。

表2　2例样本ABO血型PCR直接测序结果

样本 等位基因 碱基变异 氨基酸替换 表现型

患儿 ABO∗A1.02/ABO∗B3.02
c.467C>T
c.646T>A

p.Pro156Leu
p.Phe216Ile

A/Bweak

患儿之母 ABO∗B3.02/ABO∗O.01.02

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

c.646T>A;c.681G>A;

c.771C>T;c.829G>A

p.Phe216Ile
p.Val36Phe;

p.Arg63His;

p.Pro74Ser;

p.Thr88Profs∗31

Bweak

3　讨论

ABO血型系统基因位于人类第9号染色体长

臂,其基因产物为氨基酸组成的糖基转移酶,特异

性的 A、B糖基转移酶与前体物质相作用,引导 A、
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B抗原的合成[3],ABO 亚型多由蛋白编码区改变

致抗原表达减弱,但也有报道表明内含子或启动子

区域改变也可致亚型情况的发生,从而导致血清学

正反定型不一致[4-5]。分子生物学方法能够协助处

理一些血清学无法解决的问题,通过提取样本外周

血基因组DNA,进行 PCR 扩增反应,确定血型基

因型。由于 ABO血型基因由7个外显子和6个内

含子组成,77%的基因编码序列和91%的糖基转

移酶催化系列位于第6、第7外显子区域,因此往往

直接对外显子6、7进行测序即能确定亚型基因[6]。

a:患儿及其母亲发生646T>A变异;b:646T>A比对标准序列峰图,参考序列号 AY268591.1。
图1　ABO血型基因EXON7测序结果

　　本研究中患儿及其母亲 ABO 血型鉴定时,血
清学检测结果均显示B抗原表达减弱,但与抗B反

应强度不一致,同时患儿样本检出抗B抗体,其母

亲样本未检出;二者与抗 H 发生不同程度的凝集

反应,提示可能为亚型。分子生物学结果显示患儿

及其母亲均发生第7外显子646T>A 变异,因其

存在血缘关系,故而确定该碱基突变发生在B等位

基因,导致第216位氨基酸由苯丙氨酸转变为异亮

氨酸,氨基酸的改变引起蛋白质构象发生改变导致

B抗 原 表 达 减 弱。基 因 测 序 结 果 显 示 患 儿 为

ABO∗A1.02/ABO∗B3.02,患儿母亲为 ABO∗

B3.02/ABO∗O.01.02,二者红细胞表面均存在

B3 抗原。有文献报道,当同时存在 A、B基因时,
A、B糖基转移酶会竞争同一受体,如 A2B细胞上

的 A 抗 原 比 A2 细 胞 上 的 A 抗 原 弱,A1B 上

的 A抗原比 A1 细胞上的 A 抗原弱[7]。这种等位

基因的竞争抑制作用可能是导致该患儿 (血型

AB3)B抗原表达弱于其母亲(B3 型)的直接原因。
同时,通过询问病史得知患儿为早产儿,且发育情

况不佳,这是否也会影响其血型抗原的发育和成

熟,有待后期进一步关注。
输血治疗在临床诊疗中具有举足轻重的地位,

是治疗和抢救的重要措施之一。为患者选择相合

的血液进行配合性输注尤为重要,否则可能会引起

输血反应甚至危及生命[8]。本次试验中,患儿样本

检出不规则抗B抗体,其母亲样本并未检出。提示

该患儿只能输注 O 型洗涤红细胞,其母亲则可以

安全输注B型红细胞。由此可见,正确的血型鉴定

是临床用血安全的首要保障[9]。有必要时,应采用

血清学方法结合分子生物学方法综合判断,确保临

床用血安全。
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