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　　[摘要]　目的:探讨分析 ABO血型变异型 B305亚型的血清学特点及基因序列,为后续输血奠定策略。方

法:采用盐水试管凝集法进行 ABO血型正反定型,采用聚合酶链反应直接测序技术(PCR-SBT)进行B抗原基因

分型,采用Sanger测序法进行B抗原基因测序,采用盐水法和凝聚胺法进行交叉配血。结果:3例先证者红细胞

上含有弱B抗原,血清中存在抗-A抗体;等位基因结果为ABO∗B3.05,与标准序列比较其c.425T>C发生突

变,引起其多肽链P.Met142Thr的氨基酸替换。与 B型、O 型红细胞交叉配血无凝集无溶血反应。结论:ABO
血型第7外显子c.425T>C突变是导致B305亚型抗原弱表达的分子机制,基因测序结合亚型血清学特点对其

后续输血策略具有重要意义。
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Abstract　Objective:ToexploreandanalyzetheserologicalcharacteristicsandgenesequenceoftheABOva-
riantB305subtypeandproposestrategiesforsubsequentbloodtransfusions.Methods:ABObloodgrouptyping
wasperformedusingthesalinetesttubeagglutinationmethod.Bantigengenotypingwasconductedusingthe
PCR-SBTmethod,andBantigengenesequencingwascarriedoutusingtheSangersequencingmethod.Cross-
matchingwasperformedusingthepolybrenemethod.Results:ThreeprobandsexhibitedweakBantigensontheir
redbloodcellsandhadanti-Aantibodiesintheirserum.ThealleleresultwasidentifiedasABO∗B3.05,anda
c.425T>Cmutationwasdetectedcomparedtothestandardsequence.Thismutationresultedinthesubstitution
ofaminoacidP.Met142Thrinthepolypeptidechain.Cross-matchingexperimentswithtypeAredbloodcellsdis-
playedagglutinationreactions,whilenoagglutinationorhemolysisreactionswereobservedwithtypeBandtypeO
redbloodcells.Conclusion:TheweakexpressionoftheB305subtypeantigenmaybeattributedtotheABOblood
groupexon7c.425T>Cmutation.Thesefindingsholdsignificantimplicationsforthestudyofsubsequentblood
transfusionstrategies.
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　　 目 前 已 报 道 的 ABO 抗 原 弱 表 达 亚 型,如

A3
[1]、Ax[2]、cisAB[3]、B3

[4]、Bw[5]、Bx[6]、Bel[7]等,
其中B3 是B亚型中比较特殊的一种。随着 PCR
分子技术的发展和推进,血型基因分型和测序技术

为 ABO亚型的鉴定开拓了新的诊断技术方法[8],
也发现了与 B亚型相关的新突变基因[9-11]。我们

收集 ABO血型检验时疑似B3 亚型的3例血样,采
用血型血清学鉴定、聚合酶链反应直接测序技术

(PCR-SBT 法)、Sanger测序法对其进行 ABO 血

型、基因分型及基因测序,分析其血型基因突变致

B抗原减弱的血清学特点及遗传机制,探讨其后续

输血策略。现将结果报告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

先证者1:男,38岁;先证者2:女,28岁;先证

者3:女,62岁。既往无输血史,在 ABO 血型鉴定

时发现抗-B血型试剂与先证者红细胞发生凝集减

弱,表现出B亚型特征,随后对先证者进行血型复

验、基因检测以及测序分析。血液采集遵循先证者

知情同意原则。
1.2　仪器试剂

主要仪器:PCR扩增仪、3730基因测序仪由美

国 ABI公司提供。主要试剂:抗-A、抗-B血型定型

试 剂 (批 号 20211230)、抗-A1 凝 集 素 (批 号
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20210221)、抗-H 单克隆抗体(批号20201126)等由

上海市血液生物医药有限责任公司提供,A、B、O
型标准反定型红细胞由我科室选取健康供血者3
人份同型红细胞依据试剂要求制备,基因组提取

DNA试剂盒、B亚型基因试剂盒及分型试剂盒由

江苏省伟禾生物科技有限公司提供,凝聚胺介质试

剂贝索试剂有限公司(批号20210221),所有实验

严格按操作程序进行、在有效期内使用。
1.3　血清学鉴定方法

抗-A、抗-B、抗-H、抗-A1 试剂、ABO 标准红细

胞采用试管盐水凝集法;采用先证者1、2、3的血清

分别与B型、O型等红细胞进行盐水法和凝聚胺法

交叉配血,严格依据试剂的说明书方法进行操作。
1.4　DNA提取

依据核酸试剂的提取说明书操作,ODA260/
A280、1.6~2.0,DNA浓度30μg/μL,采用磁珠法。
1.5　B亚型基因分型和测序

采用PCR-SBT法进行基因分型,采用Sanger
法进行基因测序,按B亚型基因及分型试剂盒说明

书进行操作,全部委托江苏伟禾生物科技有限公司

提供技术服务及基因测序。
1.6　结果判读

根据 ChromasVersion2.6.5软件判阅测序

图谱,与 GeneBank序列号 NG006669.1标准序列

比较确认突变位点。结合ISBT 网站 Namesfor
ABO(ISBT001)bloodgroupallelesv1.1171023
的数据库,综合判读基因型结果。
2　结果

2.1　血清学鉴定

先证者1、2、3红细胞与单克隆抗-A 血型试剂

分别出现4+、0、0凝集反应,与单克隆抗-B血型

试剂分别出现 mf、1+、2+凝集反应;ABO 正反定

型血清学结果见表1。
2.2　基因测序

先证者1测序结果c.297A>G、c.425T>C、
c.526C>G、c.657C>T、c.703G>A、c.796C>A、
c.803G>C、c.930G>A,等位基因ABO∗B3.05/
ABO∗A1.01;先证者2、3测序结果c.261delG、
c.297A>G、c.425T>C、c.526C>G、c.657C>T、
c.703G>A、c.796C>A、c.803G>C、c.930G>A,
等位基因ABO∗B3.05/ABO∗O.01.01;与B101
等位基因比c.425T>C突变,导致多肽链142位

的 甲 硫 氨 酸 (Met)转 变 为 苏 氨 酸 (Thr)
(P.Met142Thr),见图1。
2.3　交叉配血

先证者1、2、3的血清分别与B型、O型悬浮红

细胞进行盐水及凝聚胺交叉配血,结果主侧均无凝

集无溶血反应。

表1　先证者1~3ABO正反定型血清学结果表

先证者
正定型

抗-A 抗-B 抗-A1 抗-H

反定型

A细胞 B细胞 O细胞
血型

先证者1 4+ mf 3+ 3+ 0 0 0 AB亚

先证者2 0 1+ 0 4+ 4+ 0 0 B亚

先证者3 0 2+ 0 3+ 4+ 0 0 B亚

　　注:凝集强度“1+~4+”表示;混合视野“mf”表示;无凝集“0”表示。

图1　基因测序c.425T>C突变

3　讨论

B亚型是指B抗原凝集强度反应弱的变异型,
主要是在第7外显子糖基转移酶基因突变,改变和

(或)降低了酶的活性,表现出弱表达的B抗原,血
清学特点表现在红细胞与抗-B抗体发生弱的凝集

或无凝集反应。B3 亚型特点是具有明显的凝集混

合外观表现,即其红细胞与抗-B血型试剂反应时,
出现微小凝集小块,周围大部分以游离红细胞为

主,是非常罕见的一种B亚型,相关文献报道检出

频率低,而相对中国台湾B3 变异型频率较高,中国
大陆B3 变异型频率相对也较低[12]。

本组先证者1~3ABO 血型检测血清学表现

为 B 抗 原 凝 集 减 弱,基 因 测 序 分 别 为 ABO ∗
B3.05/ABO ∗ A1.01、ABO ∗ B3.05/ABO ∗
O.01.01、ABO∗B3.05/ABO∗O.01.01,与标准

序列比较在第7外显子c.425T>C发生突变,引
起其多肽链 P.Met142Thr的氨基酸替换,导致

B305亚型抗原弱表达。根据国际输血协会(ISBT)
ABO血型抗原的基因数据库显示,c.425T>C基

因突 变 有 2 种 等 位 基 因 表 现,分 别 是 ABO ∗
Ael06、ABO∗B305,B305 等位基因于2008年[13]

发现,同时作者报道对113例随机样本检测 ABO
基因第6、7外显子基因序列,发现其变异位点率<
0.0044(1/226)。A 等位基因c.425T>C突变表

现 Ael表型,B等位基因c.425T>C突变表现 B3

表型,学者认为血清学与基因检测结果不一致可能
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是弱凝集判读差异、不同克隆株单克隆血清的应用

以及竞争现象在 ABO 等位基因中的发生,如基因

型ABO∗A1.01/ABO∗B3.05、ABO∗A1.02/
ABO∗B3.05 报道[13],血清学依然表现为B3。本

组患者血清学反应显示为 mf~2+凝集特点,先证

者1等位基因与 A1(A101)等位基因组合表现 B3

变异型,出现混合凝集外观现象,与文献报道一

致[14];先证者 2~3 血清学凝集反应较弱 (1~
2+),没有出现混合视野B3 亚型特性,与文献报道

不一致[14],B305亚型的血清学凝集反应强弱不同,
没有全部显示凝集混合视野,可能是存在一定的多

态性,其结果有待后续继续收集血样本观察探讨。
ABO血型变异主要原因由 ABO亚型、类孟买

血型等引起[15-16],通常具有独特的血清学特点,所
以在临床用血前需特别关注其血清学特点,如正反

定型不一致及凝集度减弱现象[17-18],必要时采用基

因测序技术结合 ABO血型血清学特点综合判断正

确血型结果[19-20]。ABO亚型鉴定一直是输血技术

中的难点及易弄错的地方,甚至会造成严重的输血

安全隐患,作为B亚型受血者,从血清学特点、基因

分型及测序结果来看,合适血源是B亚型,但来源

困难,根据患者的病情可选择自身输血、同型输血

及配合型输血原则;本文3例B亚型先证者根据与

B型、O型红细胞交叉配血结果,可选B型或 O 型

RhD阳性红细胞,如将B亚型误定成正常B型,且
反定型中又没检出血清中存在的不规则抗体,会引

起溶血输血反应发生[21]。因此对 B亚型鉴定,分
析其血清学特点及血型基因突变致B抗原减弱的

分子遗传机制[22-24],对后续患者输血策略具有重要

的意义。
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