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摘要：目的　 对 １ 例血型血清学正反定型不符的标本进行 ＡＢＯ 血型鉴定。 方法　 运用血型血清学方法鉴定标本 ＡＢＯ 血型；
用 ＰＣＲ⁃序列特异性引物（ＳＳＰ）基因定型和 ＡＢＯ 基因直接测序的方法确定该标本的基因型。 结果　 血型血清学检测结果表

现为 Ｂ（Ａ）亚型的特点；ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 分型结果定为 Ｂ（Ａ）０４ ／ Ｏ１ 型；测序发现标本 ＡＢＯ 基因的第 ６ 和第 ７ 外显子存在变异：第 ６
外显子存在 ２６１ｄｅｌＧ、２９７Ａ＞Ｇ；第 ７ 外显子存在 ５２６Ｃ＞Ｇ、６４０Ａ＞Ｇ、６５７Ｃ＞Ｔ、７０３Ｇ＞Ａ、７９６Ｃ＞Ａ、８０３Ｇ＞Ｃ、９３０Ｇ＞Ａ，判断该样本血

型为 Ｂ（Ａ）０４ ／ Ｏ０１ 血型。 结论　 该血型血清学初步鉴定为 Ｂ（Ａ）的标本用 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 法和 ＡＢＯ 基因直接测序法确认为 Ｂ（Ａ）
０４ ／ Ｏ０１ 型。
关键词：Ｂ（Ａ）；血型血清学；ＰＣＲ⁃序列特异性引物；ＤＮＡ 测序

中图分类号：Ｒ４４６　 　 　 　 文献标志码：Ａ

　 　 ＡＢＯ 血型系统是人类最主要的血型系统之

一［１］，ＡＢＯ 血型不合的输血会导致严重的输血反应

及其他并发症。 因此，ＡＢＯ 血型的准确分型对于安

全输血至关重要［２］。 除了 Ａ、Ｂ、ＡＢ、Ｏ 等正常的

ＡＢＯ 表型外，还有一些罕见的亚型［３］。 Ｂ（Ａ）是一

种较为罕见的 ＡＢＯ 亚型，其可能是由于底物特异性

的酶转变所导致［４］。 其血清学的特点主要是正定

型红细胞与抗 Ｂ 出现强凝集反应，与抗 Ａ 出现弱凝

集反应，反定型血清能够凝集 Ａ１ 和 Ａ２ 细胞［５⁃６］。
在血清学分型中，Ｂ（Ａ）常与 ＣｉｓＡＢ、ＡｘＢ 等发生混

淆，分子生物学技术则可以帮助区分各种亚型。 本研

究使用血型血清学和分子生物学的方法检测了 １ 例

正反定型不符的标本，最后鉴定其为Ｂ（Ａ）０４ ／ Ｏ０１，报
道如下。

１　 材料与方法

１．１　 样本来源　 ２０２０ 年 １ 月 １９ 日 １ 例自愿无偿献

血的 ２１ 岁男性血液标本。
１．２　 试剂与仪器　 单克隆抗 Ａ、抗 Ｂ、抗 Ｈ、抗 Ａ１、
Ａ１ 细胞、Ａ２ 细胞、Ｂ 细胞、Ｏ 细胞、抗筛细胞（Ｏ１、
Ｏ２、Ｏ３） 试剂 （上海血液生物医药公司），抗 ＡＢ
（Ｒａｐｉｄ Ｌａｂｓ 公司），凝聚胺试剂盒（合肥天一生物

技术研究所公司），抗人球蛋白检测卡（长春博迅生

物技术公司），血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（德国

ＱＩＡＧＥＮ 公司），人类红细胞 ＡＢＯ 血型基因分型试

剂盒（天津秀鹏公司），实验所有试剂均检验合格，
按要求保存并在有效期内使用。

免疫微柱孵育器、血型血清学离心机（长春博

研科学仪器公司），低速全自动离心机（日本 Ｋｕｂｏｔａ
公司），离心机（德国 ＳＩＧＭＡ 公司），核酸蛋白定量

检测仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），基因扩增仪（美国

ＡＢＩ 公司），凝胶成像仪（上海复日科技公司）。
１．３　 方法

１．３．１　 血型血清学试验　 参照《全国临床检验操作

规程》第 ４ 版及各试剂说明书用试管法进行血型血

清学试验。
１．３．２　 分子生物学试验

１．３．２．１　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 采用商品试剂盒并

严格按照试剂盒说明书快速提取 ＤＮＡ，ＤＮＡ 浓度调

为 ３０～１００ ｎｇ ／ μＬ，ＤＮＡ 纯度 Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ值为 １．６～
２．０，２５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳显示无 ＤＮＡ 降解现象。
１．３．２．２　 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 基因分型　 严格按照人类红细胞

ＡＢＯ 血型基因分型试剂盒进行操作。 按照以下循

环参数进行 ＰＣＲ 扩增：９６ ℃ ２ ｍｉｎ，１ 个循环；９６ ℃
２０ ｓ，６８ ℃ ６０ ｓ，５ 个循环；９６ ℃ ２０ ｓ，６５ ℃ ４５ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ，１０ 个循环；９６ ℃ ２０ ｓ，６２ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃
３０ ｓ，１５ 个循环；７２ ℃ ３ ｍｉｎ，１ 个循环。 凝胶电泳：
ＰＣＲ 产物经 ２５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶、１４０ ～ １５０ Ｖ 电泳

１０～１５ ｍｉｎ，凝胶成像仪拍照并观察结果。
１．３．２．３　 标本 ＡＢＯ 基因测序 　 采用直接测序法对

标本 ＡＢＯ 血型基因 １ ～ ７ 外显子进行测序，由天津

秀鹏公司完成。 ＰＣＲ 产物纯化：在每个反应管每孔

中加入 ３ μＬ ＥｘｏＳＡＰ⁃ＩＴ（ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ和 Ｓｈｒｉｍｐ Ａｌ⁃
ｋａｌｉｎｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ 的混合溶液），以去除多余的 ＰＣＲ
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引物和底物 ｄＮＴＰｓ。 低速离心混合溶液后，运行以

下热循环程序：３７ ℃ ３ ｍｉｎ，８０ ℃ １５ ｍｉｎ，１ 个循环。
测序反应：纯化的 ＰＣＲ 产物用作测序反应 ＤＮＡ 模

板。 采用 ２０ μＬ 反应体系，内含：１６ μＬ ＢｉｇＤｙｅ ｔｅｒ⁃
ｍｉｎａｔｏｒ ｖ３．１ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｋｉｔ 提供的测序反应混合液

和 ４ μＬ 经 ＥｘｏＳＡＰ⁃ＩＴ 处理的 ＰＣＲ 产物。 测序反应

扩增条件：９６ ℃ ２０ ｓ，５０ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ２ ｍｉｎ，２５ 个

循环。

２　 结果

２．１　 血型血清学结果 　 血型血清学反应格局见表

１、２。 正定型中红细胞与抗 Ａ 发生较弱凝集（±），与
抗 Ｂ 发生强凝集（４＋），反定型血清能够凝集 Ａ１ 细

胞（１＋）和 Ａ２ 细胞（１＋ｗ）；血清中无不规则抗体的

存在；红细胞与抗 Ｈ 的反应强度（３＋）接近正常的 Ｏ
型红细胞（３＋ｓ）而高于正常的 Ｂ 型红细胞（２＋）。

表 １　 血型血清学检测

反应条件
ＡＢＯ 正定型

抗 Ａ 抗 Ｂ 抗 Ａ１ 抗 ＡＢ
ＡＢＯ 反定型

Ａ１ 细胞 Ａ２ 细胞 Ｂ 细胞 Ｏ 细胞 自身细胞

立即离心 ± ４＋ ０ ４＋ １＋ １＋ｗ ０ ０ ０
多次离心 ± ４＋ ０ ４＋ １＋ １＋ｗ ０ ０ ０

表 ２　 抗 Ｈ 与 Ｐ 细胞、ＤＯ 细胞、ＤＢ 细胞反应结果

反应条件
抗 Ｈ

Ｐ 细胞 ＤＯ 细胞 ＤＢ 细胞

立即离心 ３＋ ３＋ｓ ２＋

　 　 注：Ｐ 细胞为被检标本红细胞；ＤＯ 细胞为相同采血时间 ５ 个 Ｏ

型献血者的混合红细胞；ＤＢ 细胞为相同采血时间 ５ 个 Ｂ 型献血者的

混合红细胞。

２．２　 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 结果 　 见图 １。 第 ７、１０、１１、１２ 孔位

呈阳性反应，其余孔位呈阴性反应。

　 　 注：１ ～ １４ 泳道分别为 Ｃｉｓ⁃ＡＢ０１、Ｃｉｓ⁃ＡＢ０１ ／ Ｂ（Ａ）０１、Ｂ（Ａ）０１ ／ Ｂ

（Ａ）０３、Ｃｉｓ⁃ＡＢ０２、Ｂ（Ａ） ０２、Ｃｉｓ⁃ＡＢ０３、Ｂ（Ａ） ０４、Ｂ（Ａ） ０６、Ｃｉｓ⁃ＡＢ０４、

Ｂ１、Ｂ２、Ｏ１、Ｏ２、阴性对照。

图 １　 标本 ＰＣＲ 电泳结果

２．３　 ＡＢＯ 基因测序结果　 见图 ２、３。 根据 ＮＣＢＩ 网
站血型抗原基因突变数据库 （以 Ａ１０１ 为参考序

列），结果发现第 ６ 外显子 ２６１ 处缺失 Ｇ，２９７ 处出现

Ａ ／ Ｇ 突变。 外显子 ７ 的突变有 ５２６Ｃ＞Ｇ、６４０Ａ＞Ｇ、
６５７Ｃ＞Ｔ、７０３Ｇ＞Ａ、７９６Ｃ＞Ａ、８０３Ｇ＞Ｃ、９３０Ｇ＞Ａ。

３　 讨论

　 　 Ｂ（Ａ）血型最早是 １９５６ 年由 Ｙａｍａｍｏｔｏ 等［７］ 发

现，是一种较为罕见的 ＡＢＯ 亚型。 迄今为止，已发

现 ６ 种 Ｂ（Ａ）等位基因，分别为 Ｂ（Ａ）０１、Ｂ（Ａ）０２、Ｂ

（Ａ）０３、Ｂ（Ａ）０４、Ｂ（Ａ）０５、Ｂ（Ａ）０６，其中 Ｂ（Ａ）０２ 和

Ｂ（Ａ）０４ 在我国最为常见［８］。 Ｂ（Ａ）血型的形成主

要是由于 Ｂ 基因的特定突变，变异的 Ｂ 基因具有编

码双功能活性酶的能力，使血清学中有正常 Ｂ 抗原

和较弱 Ａ 抗原的特征，因为关键位点的突变及其引

起的单个氨基酸的改变，从而改变了糖基转移酶的

酶学特点和催化活性，使相同的底物被催化形成不

同的产物［９］。
本研究分析了 １ 例正反定型不符的献血者标

本，血型血清学结果发现其红细胞可以凝集抗 Ａ 和

抗 Ｂ（与抗 Ｂ 的凝集强度强于抗 Ａ），与抗 Ｈ 反应的

凝集强度接近 Ｏ 细胞而强于 Ｂ 细胞，反定型血清能

凝集 Ａ１ 细胞和 Ａ２ 细胞。 因此根据血清学的结果，
我们初步判定其为 Ｂ（Ａ）型。

目前，血型血清学的检测是血型鉴定的主要方

法，但是其只能对 ＡＢＯ 亚型进行初步定型，还需借

助分子生物学的方法对 ＡＢＯ 亚型进行基因分型。
因此我们使用了 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 方法进行检测，检测结果

与分型表相比对，发现该样本为 Ｂ（Ａ）０４ ／ Ｏ１ 杂合。
为进一步证实 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 的结果，我们对标本 ＤＮＡ 进

行测序，ＡＢＯ 基因由 ７ 个外显子和 ６ 个内含子组成，
其功能区域分别位于第 ６ 外显子和第 ７ 外显子中，
而 ＡＢＯ 等位基因和所有的亚型基因也主要分布在

这个区域［１０］。 本研究测序结果显示，第 ６ 外显子中

有 １ 个单核苷酸缺失，即 ２６１ｄｅｌＧ，这与 Ｏ０１ 等位基

因相一致［１１］，第 ７ 外显子存在 ５２６Ｃ＞Ｇ、６４０Ａ＞Ｇ、
６５７Ｃ＞Ｔ、７０３Ｇ＞Ａ、７９６Ｃ＞Ａ、８０３Ｇ＞Ｃ、９３０Ｇ＞Ａ 的突

变，第 ６、７ 外显子的突变导致了 ５ 个氨基酸发生变

化 （ Ａｒｇ１７６Ｇｌｙ、 Ｍｅｔ２１４Ｖａｌ、 Ｇｌｙ２３５Ｓｅｒ、 Ｌｅｕ２６６Ｍｅｔ、
Ｇｌｙ２６８Ａｌａ），从而形成了 Ｂ（Ａ）０４ 等位基因。
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图 ２　 外显子 ６ 测序结果

图 ３　 外显子 ７ 测序结果

　 　 综上所述，本研究结合血型血清学和分子生物

学的结果，判定该献血者的血型为 Ｂ（Ａ） ０４ ／ Ｏ０１。
在临床实践中，当出现正反定型不符的情况时，除进

行必要的血清学检测外，可结合分子生物学的方法

进一步检测，正确分析血型，避免出现误检或漏检，
以确保临床输血的安全性。
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