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儿童顺式(Cis)AB血型的血清学检测与分子生物学分析
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　　[摘要]　目的:分析1例儿童顺式(Cis)AB血型的血清学鉴定及生物学机制。方法:采用微柱凝集法及盐水

试管法进行患者血型血清学检测;采用分子生物学方法对 ABO 基因第1~7外显子 PCR 产物直接测序进行

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 ABx血型;分子生物学检测结果显示患儿样

本 ABO等位基因第7外显子发生467C>T、803G>C变异,鉴定结果为CisAB01/A102。结论:通过基因分型,
确定该患儿血型为 CisAB型;婴幼儿 ABO 血型抗原发育不全,容易造成血型误判,必要时应结合分子生物

学检测。
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Abstract　Objective:ToanalyzetheserologicalidentificationandbiologicalmechanismofCisABbloodgroup
inchildren.Methods:Thebloodgroupserologicaltestwascarriedoutbymicrocolumnagglutinationandbrine
testtubemethod.ThePCRproductsofexon1-7ofABOgeneweresequencedbymolecularbiologymethodtoan-
alyzethegenotypesandsequenceofABObloodgroup.Results:Theresultsofserologicaltestshowedthatthe
childrenwereABX.Theresultsofmolecularbiologyshowedthattheexon7ofABOalleleinchildrenhadvaria-
tionsof467C>Tand803G>C,andtheresultswereCisAB01/A102.Conclusion:Thebloodtypeofthechild
wasCisABtypebygenetyping,andthedevelopmentofblood-group-ABHantigensininfantswasincomplete,

whichwaseasytocausemisjudgmentofABObloodtype.Ifnecessary,itshouldbecombinedwithmolecularbiol-
ogydetection.
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　　ABO血型系统是人类最重要的血型系统,正
确鉴定血型是安全、有效输血的前提。然而婴幼儿

ABO血型鉴定中,常会因抗原或抗体发育不完全

而出现凝集减弱或消失的情况,造成血型鉴定困

难,甚至干扰亚型的判断。临床工作中,同种亚型

会有多种血清学表现形式,而相同的血清学反应格

局也可能会是不同的亚型所致[1],所以必要时,应
采用血清学方法结合分子生物学方法进行血型的

正确鉴定。本试验系在临床工作中应用分子生物

学技术,确定1例儿童顺式(Cis)AB血型,结果报

告如下。
1　对象与方法

1.1　对象

EDTA抗 凝 血 样 本 来 源 于 我 院 住 院 患 儿,
女,2岁,急性淋巴结炎。
1.2　方法

1.2.1　血清学检测　采用微柱凝集法(ABO-RhD

血型 鉴 定 卡,美 国 伯 乐,批 号 50093.73.17;IH-
1000全自动血型鉴定仪,美国伯乐)及盐水试管法

(ABO血型反定型用红细胞试剂盒,上海血液生物

医药有限公司;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 定型试

剂,上海血液生物医药有限公司,批号20191809;
抗 H 定型试剂,上海血液生物医药有限公司,批号

20190114)进行 ABO 血型血清学鉴定。试验操作

严格执行操作说明书要求。
1.2.2　分子生物学检测　①DNA 抽提:基因组

DNA提取使用全血基因组 DNA 提取试剂盒(天
津秀鹏,批号:202001002),按照试剂盒说明书进行

DNA提取过程,选取浓度在20ng/μL以上,纯度

在1.7~1.9的DNA样本进行检测。②ABO基因

测序:委托天津秀鹏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。测序扩增 PCR 反应

体系如下:43.5μLdNTP-Buffer工作液中加入

0.5μL Taq酶(5units/μL),再加入 5μL 样本
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DNA,和1μL20μmol/L扩增引物,混匀,每孔加

入15~20μL石蜡油,并按以下循环参数进行PCR
扩增:96℃2min,1cycle;96℃20s/68℃60s5cy-
cles;96℃20s/64℃50s/72℃1.5min,10cycles;
96℃20 s/61℃50 s/72℃1.5 min,25 cycles;
72℃5min,1cycle。将产物及测序引物寄送至赛

默飞世尔公司进行测序,测序仪为 AppliedBiosys-
tems3730XL。使用Chromas软件进行结果分析,
以 NG_006669.1为参考序列来确定突变点信息。
2　结果

2.1　血清学检测结果

分别用微柱凝集法和盐水试管法对患儿样本

进行 ABO 血型血清学鉴定。微柱凝胶法鉴定结

果,正定型:抗-A4+,抗-B ±,抗-D4+;反定型:
Ctrl0,Ac0,Bc2+。结果显示患者B抗原表达减

弱,血清中含有不规则抗-B抗体,正反血型不符;
红细胞与抗 H 反应较B细胞(1+w)反应增强,而
较 O细胞(3+)反应减弱,符合亚型的血清学反应

格局。见表1。
2.2　基因测序结果

对患儿样本进行 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

NameforABO(ISBT001)bloodgroupalleles
v1.1171023综合判定(以ABO∗A1.01为参考序

列)血 型 结 果 为 ABO∗CisAB01/ABO∗ A1.02。
见表2,图1。

表1　患儿盐水试管法ABO血型鉴定结果

反应条件
单克隆抗血清

-A -B -A,B -H

试剂红细胞

A1c Bc Oc
自身对照

室温,立即离心 4+ 1+s 4+ 2+ 0 2+s 0 0
4℃,10min后离心 4+ 2+ 4+ / 0 3+ 0 0

表2　ABO血型PCR直接测序结果

等位基因 碱基变异 氨基酸替换 表现型

ABO∗CisAB01 c.467C>T;803G>C p.Pro156Leu;p.Gly268Ala CisAB
ABO∗A1.02 c.467C>T p.Pro156Leu A1

a:EXON7发生467C>T变异;b:EXON7发生803G>T变异。
图1　ABO血型基因EXON7测序结果

3　讨论

CisAB血型在人群中发生频率非常低,亚洲人

群中比例约为1/58万~1/17万[2],日本人群约为

1.4/10万[3],CisAB 在韩国人群中较为常见[4]。
该血型往往会造成 ABO 定型正反定型不符,但有

时不会表现出典型的血清学特征,故易被漏检、误
判,影响输血的安全性和有效性。本次研究对1例

儿童 ABO血型血清学鉴定正反定型不符的样本进

一步采用分子生物学方法分析,最终确定为Cis-
AB01/A1.02型。

CisAB血型基因的1条单倍型是 AB型,另1
条单倍体可以是 A、B或 O 型,从而造成该血型的

血清学结果表现出不同的血清学格局。当 CisAB
型单链与 O基因杂合时,血清学常表现为 A2B3 或

A2Bx,与抗 H 反应表现增强;当其与正常的A或B
等位基因杂合时,血清学结果常表现为 ABx 或

AxB,有剂量效应,与抗 H 反应表现不增强或较

弱[5]。本研究中,患儿样本血型血清学检测结果显

示B抗原减弱,且有不规则抗B抗体,反应格局表

现为 ABx。分子生物学检测结果显示,ABO 血型

第7外显子467位点出现单一峰,表示 ABO 等位

基因在该位点均发生467C>T 碱基变异;第7外

显子803位点出现套峰,表明一个 A 等位基因发

生803G>C的碱基变异。所以,综合判定EXON7
测序结果467C>T,803G>C 鉴定为CisAB01;
467C>T鉴定为A1.02。

近年来,血型基因检测的应用为疑难血型的鉴

定带来很大帮助,进一步确保了临床用血安全[6],
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在婴幼儿 ABO 血型鉴定时尤显重要。胚胎5~6
周时,即可在红细胞表面检出 ABO血型抗原[7],但
是新 生 儿 红 细 胞 所 带 的 抗 原 数 目 只 有 成 人

的25%~50%[8],因此婴幼儿血型抗原发育不完

全可能会造成 ABO血型鉴定时抗原表达减弱的现

象,类似于亚型的血清学反应格局,此时容易被认

定为是由于抗原发育未完全而造成,导致漏检亚

型。我实验室前期研究也表明[9],18个月以内的

婴幼儿 ABO血型都可能存在血清学鉴定正反定型

不一致性的情况,这无疑会干扰工作人员对婴幼儿

ABO亚型的判断和检出。所以,在进行婴幼儿

ABO血型鉴定时,对抗原表达减弱的现象要特别

关注,必要时采用分子生物学方法进行鉴定,以区

别亚型和抗原未发育完全所致的抗原减弱。准确

的 ABO血型鉴定是患儿临床输血安全的依据和保

障,本研究中患儿为 CisAB型,但血清中检出抗-B
抗体,故该患儿如需输血可选择输注 A 型或 O 型

洗涤红细胞和 AB型血浆。
史丽莉等[10]报道,成人 ABO 亚型人群中,其

血型基因编码相应的糖基转移酶活性减弱或无活

性。儿童血型抗原存在逐渐发育成熟的特点,这是

否也与糖基转移酶的成熟度具有相关性,我实验室

将对此进行进一步关注。
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