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　　[摘要]　为研究1例 ABO正反定型不符的先证者弱 A抗原可能的分子机制,应用血型血清学方法对其进

行 ABO血型鉴定,采用聚合酶链式反应(PCR)扩增ABO 基因的 CDS区域并直接测序分析标本的基因型;通过

克隆和测序对先证者的单倍型进行确认;通过短串联重复试验(STR)和液滴数字聚合酶链式反应(ddPCR)研究

先证者的嵌合状态。血型血清学结果显示先证者血型正反不符,室温环境中,先证者血清与 B细胞呈强凝集

(4+),而与 A细胞则没有凝集反应,吸收放散试验表明先证者红细胞上存在痕量的 A抗原(±)。直接测序和克

隆后测序结果表明先证者含有基于 ABO∗O.01.02 背景的新突变c.859G>T,其 ABO 基因型为ABO∗
O.01.02-var/O.01.01。ddPCR和STR的结果表明先证者不含有 A 等位基因,弱 A 表达不是由嵌合体引起

的。因此我们发现了一种不寻常的弱 A表型,该表型先证者仅携带2个含有c.261delG的O 等位基因,且该罕

见现象不是由嵌合体引起的,261缺失型O 等位基因亦可表达出弱 A抗原。
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Abstract　TostudythepossiblemolecularmechanismoftheweakAantigeninaprobandwithinconsistent
ABOpositiveandnegativestereotypes,thebloodgroupphenotypeoftheprobandwasidentifiedbybloodgroup
serology,theCDSregionofABOgenewasamplifiedbypolymerasechainreaction(PCR)andthegenotypesofthe
sampleswereanalyzedbydirectsequencing.Thehaplotypeoftheprobandwasconfirmedbycloningandsequen-
cing.Shorttandemrepeattests(STR)anddropletdigitalpolymerasechainreaction(ddPCR)wereusedtostudy
thechimerismstatusoftheproband.Thebloodgroupserologicalresultsshowedthatthebloodgroupofthe
probandwasinconsistent.Atroomtemperature,theserumoftheprobandshowedstrongagglutination(4+)with
Bcells,butnoagglutinationreactionwithAcells.AbsorptionandreleasetestshowedtraceamountofAantigen
(±)ontheredbloodcellsoftheproband.Theresultsofdirectsequencingandpost-cloningsequencingshowed
thattheprobandcontainedanewmutationc.859G>TbasedontheABO∗O.01.02background,anditsABO
genotypewasABO∗O.01.02-var/O.01.01.TheddPCRandSTRresultsshowedthattheprobanddidnot
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containtheAalleleandweakAexpressionwasnotcausedbychimeras.ThusanunusualweakAphenotypewas
foundinwhichtheprobandcarriedonlytwoOallelescontainingc.261delG,andthisrarephenomenonwasnot
causedbychimera.TheOallele261deletionalsoexpressedweakAantigen.

Keywords　ABObloodgroup;mismatchofpositiveandnegativestereotypes;genotyping;chimera

　　ABO血型系统在输血和移植中发挥着重要作

用,ABO血型系统除常见的 A、B、O 和 AB血型

外,还存在很多亚型表型,全球已报道的 ABO 亚

型等位基因已有300多个。A 和B 基因为共显性

基因,O 基因为隐性基因[1],与常见的 ABO 等位

基因相比,大多数亚型等位基因是由一个或多个碱

基突变引起的,这些突变可能会影响所表达酶的活

性或特异性,导致 A/B抗原表达减弱。O 等位基

因纯合子没有合成 A/B糖基转移酶的功能,个体

不表达 A/B抗原。最常见的O 等位基因为O 1

[O.01.01]和O1v[O.01.02],两者的主要特点是

在6号外显子上存在c.261delG 单碱基缺失突

变[2]。本次报道中,我们发现1例血清学格局表现

为弱 A 表型的个体,但 其 基 因 型 为 ABO ∗O.
01.02-var/O.01.01,该弱 A 抗原可能是由 O.
01.02 等位基因c.859G>T突变导致的。
1　资料与方法

1.1　资料

先证者,女,34岁,怀孕39+1 周。经知情同意

后,采集先证者血液样本、口腔黏膜细胞、尿液脱落

细胞,并收集先证者女儿的口腔黏膜细胞。
1.2　方法

1.2.1　血型血清学鉴定　血型正反定型、吸收放

散试验均按照相关操作手册(全国临床检测操作规

程,4版)进行,试验所涉及的试剂:单克隆抗 A、抗
B、抗D和 ABO红细胞试剂盒(上海血液制药生物

有限公司,中国上海)。
1.2.2　ABO 基因测序分析　使用血液DNA试剂

盒(康威,中国江苏)从先证者及其女儿的外周血样

本中提取基因组 DNA。并对ABO 基因的所有编

码区进 行 PCR,PCR 产 物 进 行 直 接 测 序 分 析。
PCR所涉及到的引物均参照相关文献[3]。
1.2.3　ABO 单倍型序列分析 　 使用凝胶纯化

PCR 产 物,PCR 产 物 克 隆 到 pMD18-T 载 体

(TaKaRa,中国大连)后测序以鉴定先证者 ABO
基因的单倍型。
1.2.4　核型或嵌合状态分析　通过短串联重复试

验(STR)和液滴数字聚合酶链式(ddPCR)反映研

究先证者的核型或嵌合状态。
STR试验采用 AmpFSTRIdentifilerPCR扩

增试剂盒(英国,AppliedBiosystems骨公司)进

行,具体操作严格依据说明书。ddPCR(12000~
15000nL液滴反应)则是通过仪器 QX200(BIO-
RAD,Hercules,美国加利福尼亚州)对样本中可能

存在的目标等位基因ABO∗A 进行量化检测。相

关引物和探针采用PrimerPremier5.0软件设计。
ABO 基因多态性c.261G 碱基由 ABO-261G-P-
VIC-5′-TCCTCGTGGTGACC-3′探 针 检 测,而 多

态 性 c.261delG 由 ABO-P-FAM-5′-TCGTGG-
TACCCCTT-3′探针检测。常规 PCR 引 物 则 是

ABO-261G-F:5′-GTGACCGCACGCCTCTCT-3′
和 ABO-261G-R:5′-TGCCCTCCCAGACAAT-
GG-3′。ddPCR步骤如下:95℃预热变性10min;
94℃,30s,然后60℃,1min,该部分共40个循环;
98℃,10 min;4℃ 保 存 结 束 反 应。对 空 白 极 限

(LOB)、检测极限(LOD)和线性关系进行了评估,
以避免假阳性和假阴性结果,并可靠和批判性地描

述使用这种方法可以检测到的最小嵌合体。具体

实验方法和步骤参照相关文献进行[4-5]。
2　结果

2.1　先证者血清学检测结果

ABO血型的血清学结果显示该患者存在正反

定型不一致的表型(图1a)。在微柱凝胶卡和试管

法试验中,红细胞不被抗A和抗B凝集,与抗 H 强

凝集(4+)。常温下血清与B细胞表现出很强的凝

集作用(4+),与 A细胞无反应;而在4℃条件下,8
滴血清与A细胞孵育10min后存在非常弱的凝集

(±)。吸收-放散试验显示红细胞上存在痕量的 A
抗原(±)。
2.2　基因测序分析

直接测序结果显示,先证者存在9个杂合突

变,c.106G > T,c.188G > A,c.189C > T,
c.297A>G,c.646T>A,c.681G>A,c.681G>
A。771C>T,c.829G>A,c.859G>T 和 1 个

c.261delG纯合突变(图1b)。而先证者女儿则是2
个正常的O 等位基因,其ABO 基因型为ABO∗
O.01.01/O.01.01。

a:通过凝胶卡测试输入 ABO 的结果。b:ABO 基因

外显子7部分 DNA序列和克隆结果。上半部分表明

在c.859检测到杂合子序列(G和 T)。下半部分揭示

了克隆后单倍型O 等位基因的序列。框中的nt.表示

突变位点。
图1　血清学和测序的结果
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2.3　先证者单倍型分析

PCR产物克隆后测序分析结果表明,新突变

c.859G>T 存在于 ABO∗O.01.02 等位基因。
且在120例随机健康中国个体中未发现该新突变。
该新等位基因的核苷酸序列已提交至 GenBank,并
获取序列号 MT787301。故该先证者的基因型疑

为ABO∗O.01.02-var/O.01.01,见图1b。
2.4　STR核型分析

对来自 先 证 者 血 细 胞、尿 道 和 口 腔 的 细 胞

DNA进行STR分析,结果显示,在先证者中只检

测到2个带有c.261delG的O 等位基因,不存在嵌

合现象。
2.5　ddPCR检测

通过ddPCR检测,分析3个非模板控制复制

品,LOB为2.052份/20μL。根据公式,LOD被计

算为5.543份/20μL。线性分析表明,在这种情况

下,A.01/O.01 DNA 的理论和实际比率具有良

好的线性关系(图2)。在此基础上,先证者的测试

结果为3.4份/20μL,见图3。

a:线性动态范围和稀释线性的估值。ddPCR 是在已知比例(0.10000、0.0100、0.0010、0.0001、0.00005)的 A.
01DNA和O.01DNA的混合物上进行的。观察到A.01DNA与总DNA的预期比率与实际比率之间存在线性关系。

b:不同浓度的模板的液滴散射图,并通过数字 PCR 放大。c:ddPCR 的 A.01 DNA 和O.01 DNA 的定量混合物的

浓度。
图2　ddPCR输出比和实际DNA比率之间的线性回归

a:先证者样本;b:阴性对照,FAM 中的1通道振幅,带有O.01 等位基因特异性引物,VIC中的2通道振幅,带有非

O.01 等位基因特异性引物。结果表明,样本中没有ABO∗A.01。
图3　先证者的液滴数字PCR分析

3　讨论

本次报道的先证者表现出ABO 基因型与表

型不 一 致 的 现 象,即 含 261delG 的 基 因 型 O.
01.02-var/O.01.01 个体却表达弱 A 抗原。2005
年,国外第1次报道了261位非缺失性的O 等位基

因可 导 致 红 细 胞 上 的 弱 A 表 达,如 ABO ∗
O.03[6-7],但在本例中,新突变位于261delG 的O
等位基因中,与既往报道的案例不相符。261缺失

型的O 等位基因转录本应该被 NMD(无义介导的

mRNA衰变)降解[8]或编码非功能性糖基转移酶,

·757·陈萍,等.O 等位基因表达弱 A抗原伴c.859G>T新突变1例的分子学研究第10期 　



导致缺失型 O型个体红细胞不能表达 A/B抗原,
然而先证者红细胞却检测到非常弱的 A 抗原。为

了排除人为因素,所有血清学实验均以非相同人员

重复操作1~2次进行验证。另外,先证者女儿是

正常的 O型,表明只有先证者表现出异常表型并

携带新突变。为了探索先证者是否为 A 血型嵌合

状态,对来自先证者的血细胞、尿液和口腔的细胞

DNA进行了STR 和ddPCR 检测,结果显示先证

者不含有A 等位基因,这表明先证者的罕见现象

不是由 嵌 合 体 引 起 的,此 弱 A 表 型 可 能 与 O.
01.02 等位基因c.859G>T突变有关。

目前国内已有多例报道261delG 的O 等位基

因表达 A 或 B抗原[9-13]。2006年,喻琼等[9]报道

了第1例O.01.02 等位基因与表达 Ael 血清学表

型相关。而王天菊等[10]发现基因型为O.01.01/
O.01.05,且O.01.01 链携带IVS6-25A>G突变

的个体表达弱B抗原,推测可能由于O-B-O 重组

导致 B 糖 基 转 移 酶 表 达;但 杜 忻 等[13]证 明 了

O.01.01/O.01.01 基因型个体在不含有IVS6-25
A>G 突变的情况下,同样可以表达出 B型抗原,
推测IVS6-25A>G 单核苷酸突变不是缺失型O
等位基因表达B抗原的原因。缺失型O 等位基因

与弱表达 A/B抗原相关的报道集中存在于我国汉

族人群,可能与中国汉族人群放散型 A、B血型分

子遗传结构具有独特的基因多态性有关[13]。这些

报道表现出261位缺失型O 亚型等位基因也能表

现血清学 A/B亚型特征,虽然认为这样的血清学

结果命名为 O 亚型存在争议[14]。261位缺失型O
等位基因表达弱 A/B抗原的可能机制有:①基因

表达调控中发生了未知的变化,不同的O 等位基

因在有丝分裂期发生遗传物质相互交换(自体嵌

合),使某些细 胞 重 建 了 糖 基 转 移 酶 的 活 性[8];
②ABO 基因的CDS区域外存在未检测到的突变,
内含子在等位基因转录和错位修复也有重要作用;
③后天获得的可能性(例如胎儿出血、试剂的特异

性);④ABO 基因各外显子的剪切位点或5’端增

强子发生异变[15]。
本研究通过血清学结合基因测序的方法发现

1例含261位缺失型O 等位基因但表型却表达弱

A抗原的个体。但由于并未将突变序列构建质粒

转染细胞来证实 A 抗原的表达,且由于得不到先

证者的家属配合,不能构建详尽的谱系,故本例中

261缺失型O 等位基因表达弱 A 抗原的现象背后

的机制需要在未来得到进一步的研究。但该研究

提示在遇到血型血清学正反定型不一致时,需要谨

慎对待,需增加相关检测试验,如吸收放散试验、基
因分型等,将传统的血清学检测技术与分子生物学

检测技术相结合进行综合判断,可以使 ABO 血型

鉴定更加准确可靠[16]。
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