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摘要：　 目的　 研究 １ 例 ＡＢＯ 亚型及基因特征。 　 方法　 采用试管法对家系 ３ 代共 ７ 例标本进行 ＡＢＯ 血型血清学鉴定；
对正反定型不一致的标本运用聚合酶链式反应序列特异性引物 （ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ － ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ，
ＰＣＲ－ＳＳＰ）法基因分型；并对 ＡＢＯ 基因第 ６ 和 ７ 外显子扩增产物进行测序分析。 　 结果　 ＡＢＯ 血型血清学发现 ７ 例标本

中正反定型不符 ３ 例，其中 ２ 例红细胞表型为 ｃｉｓＡＢ ／ Ａ 或 ＡＢｘ，１ 例为 ｃｉｓＡＢ ／ Ｏ 或 Ａ２Ｂｘ；基因分型为 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ａ１０１、
ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ｏ０１。 ＡＢＯ 基因序列分析：ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ａ１０１ 第 ７ 外显子发生 ４６７Ｃ＞Ｔ、８０３Ｇ＞Ｃ 的特征性突变，ＡＢＯ∗
ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ｏ０１ 第 ６ 外显子 ２６１ 位缺失 Ｇ，第 ７ 外显子在 ４６７Ｃ＞Ｔ、８０３Ｇ＞Ｃ 存在特征性突变。 测序结果均携带有 ＡＢＯ∗
ｃｉｓＡＢ０１基因。 　 结论　 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ 基因能导致 Ａ 抗原或者 Ｂ 抗原的弱表达并能稳定遗传，因此应将血型血清学和分

子生物学方法相结合才能准确鉴定 ＡＢＯ 亚型。
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　 　 ＡＢＯ 血型系统是最早被发现的人类血型系统，其
基因位于第 ９ 号染色体，同时也是最重要的一个血型

系统，在临床输血、移植医学和产前诊断中起着重要作

用。 在日常 ＡＢＯ 血型鉴定工作中，常常会遇到正反定

型不一致，排除人为操作因素之外，亚型是考虑的方向

之一。 ＡＢＯ 亚型是由于 ＡＢＯ 基因的遗传变异影响酶

活性和抗原抗体亲和力，导致 Ａ 基因变异形成 Ａ 亚

型，Ｂ 基因变异形成 Ｂ 亚型，Ｏ 基因变异形成新的 Ｏ 等

位基因。 ＡＢＯ 亚型是一种弱 Ａ ／ Ｂ 的表现型，在人群中

较为少见，但可能会严重影响输血安全性及有效性。
亚型血清学格局很多，甚至不同亚型可能呈现相同的

血清学反应格局，故传统的血型血清学方法有时不能

完全确定亚型，而血型血清学结合基因检测则能较好

地解决此问题［１－４］。 本研究室在 ＡＢＯ 血型鉴定过程

中发现罕见的 ＡＢＯ 亚型一例，该标本血型血清学初判

为 ｃｉｓＡＢ， 结 合 序 列 特 异 性 引 物 聚 合 酶 链 反 应

（ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ － ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ，
ＰＣＲ－ＳＳＰ）、ＡＢＯ 基因测序及家系调查分析其遗传规

律，现报道如下。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 对象　 先证者，女性，３６ 岁，江苏常州人，汉族，
２０２０ 年 ７ 月 １０ 日因子宫肌瘤入院，术前常规备血过

程中发现其 ＡＢＯ 血型正反不符，于当日送输血研究室

进行血型鉴定，血清学初步判定为 ｃｉｓＡＢ，经患者及亲

属知情同意后，采集患者及亲属共 ７ 人全血标本提取

ＤＮＡ 并进行以下相关实验（分别用 ＮＯ．１～７ 编号）。
１􀆰 ２　 仪器与试剂　 抗－Ａ ／ Ｂ 单克隆抗体、抗－Ｄ（ＩｇＭ）
单克隆抗体、抗－Ａ１ 抗体（以上均购自上海血液生物

医药有限责任公司）；抗－Ｈ 抗体、抗－ＡＢ 抗体（以上均

购自德国 ＣＥ－ＩＭＭＵＮＤＩＡＧＮＯＳＴＩＫＡ）； ＡＢＯ 血型反定

型红细胞（北京金豪制药股份有限公司）；抗体筛选细

胞（匈牙利 ＲＥＡＧＥＮＳ 公司）；人类红细胞 ＡＢＯ 血型－
ｃｉｓＡＢ ／ Ｂ（Ａ）基因分型试剂盒（ＰＣＲ－ＳＳＰ，天津秀鹏生

物技术开发有限公司）；ＤＮＡ 提取试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
生命技术公司）。 ９７００ 型 ＰＣＲ 扩增仪（美国 ＡＢＩ 公

司）；ＤＮＡ 浓度测定仪、凝胶成像系统、高速离心机（以
上均来自美国贝克曼库尔特公司）。

１􀆰 ３　 血型血清学检测　 采用试管法进行 ＡＢＯ 正反定

型实验。 取 Ｂ 型献血者、Ｏ 型献血者和患者血细胞少

许，生理盐水洗涤三次，配制成 ２％左右浓度红细胞悬

液备用，并进行抗－Ｈ、抗－Ａ１ 和抗－ＡＢ 实验，离心观察

凝集情况。 所有实验均严格按照文献［５］ 的方法和试

剂操作说明书进行。
１􀆰 ４　 ＰＣＲ－ＳＳＰ 基因组 ＤＮＡ 提取及 ＡＢＯ 基因扩增、
胶图比对分析　 使用 ＤＮＡ 提取试剂盒从先证者及家

系成员共 ７ 人的外周血中提取基因组 ＤＮＡ，调整 ＤＮＡ
模板浓度为 ３０ ～ ３５ ｎｇ ／ μｌ，Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值为 １􀆰 ６０ ～
１􀆰 ８０，根据人类红细胞 ＡＢＯ 血型－ｃｉｓＡＢ ／ Ｂ（Ａ）基因分

型试剂盒设置参数进行 ＰＣＲ 扩增，扩增条件为 ９６ ℃
２ ｍｉｎ；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；扩增产物转

移到 ２％琼脂糖凝胶中进行电泳，凝胶成像结果与试

剂盒中提供的结果分型表对比分析。
１􀆰 ５　 ＡＢＯ 基因测序分析和序列比对 　 ＡＢＯ 基因第

６～７ 外显子扩增片段大小约 ２ ０１９ ｂｐ，扩增反应体系

根据天津秀鹏试剂盒说明书进行，采用引物：５＇－ＣＣＴ⁃
ＧＣＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＧＡＣ－３＇，下游引物：５＇－ＣＡＧＧＡＣＧ⁃
ＧＡＣＡＡＡＧＧＡ－３＇。 扩增产物经纯化后并测序，该实验

部分在上海血液中心输血研究所进行，第 ６ 外显子测

序上游和下游引物为：５ ＇ － ＣＡＴＧＴＧＧＧＴＧＧＣＡＣＣＣＴ⁃
ＧＣＣ－３＇和 ５＇－ＡＴＧＴＣＣＡＣＡＧＴＣＡＣＴＣＧＣＣＡ－３＇；第 ７ 外

显子上游和下游引物为：５＇－ＧＣＴＣＣＣＣＣＡＧＣＣＣＣＣＧＴＣ⁃
ＣＧ－３＇和 ５＇－ＧＴＴＴＡＣＣＣＧＴＴＣＴＧＣＴＡＡ－３＇。

２　 结　 果

２􀆰 １　 血型血清学结果 　 ７ 个成员中 ３ 个成员显示

ＡＢＯ 正反定型不符，ＮＯ􀆰 １ 和 ＮＯ􀆰 ２ 的血清学反应格局

相似。 盐水介质立即离心（Ｉｓ），正定型 Ａ 抗原表达强

度与抗－Ａ 反应可达 ４＋，Ｂ 抗原表达强度较弱。 ＮＯ􀆰 １
的 Ｂ 抗原表达强度比 ＮＯ􀆰 ２ 稍强，放置 ４ ℃后离心可

达到 ４＋。 反定型与 Ｂ 细胞（Ｂｃ）均有凝集，与 Ａ 细胞

（Ａｃ）、Ｏ 细胞（Ｏｃ）均无反应。 进一步实验发现，Ｈ 抗

原表达强度很弱，与正常 Ｂｃ 几乎一致，并对 ＮＯ􀆰 ２ 进

行吸收放散试验证实存在 Ｂ 抗原。 根据血型血清学
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反应格局 ３ 位成员应均为 ＡＢ 亚型，２ 位成员怀疑是

ｃｉｓＡＢ ／ Ａ 或 ＡＢｘ，１ 位成员怀疑是 ｃｉｓＡＢ ／ Ｏ 或 Ａ２Ｂｘ。
为排除冷抗体，将反应样本离心后于 ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ

看结果，正反定型结果仍不符，排除冷抗体因素，
见表 １。

表 １　 ｃｉｓＡＢ 血型先证者及其家系成员血型血清学实验结果

编号及身份 抗－Ａ 抗－Ｂ 抗－ＡＢ 抗－Ｈ 抗－Ａ１ Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ 自 ｃ 血型

ＮＯ􀆰 １（先证者） ４＋ １＋ ４＋ ± ４＋ ０ ２＋ ０ ０ ｃｉｓＡＢ ／ Ａ 或 ＡＢｘ
ＮＯ􀆰 ２（先证者父亲） ４＋ ± ４＋ ± ４＋ ０ ３＋ ０ ０ ｃｉｓＡＢ ／ Ａ 或 ＡＢｘ
ＮＯ􀆰 ３（先证者儿子） ４＋ ３＋ ４＋ ３＋ ０ ０ １＋ ０ ０ ｃｉｓＡＢ ／ Ｏ 或 Ａ２Ｂｘ
ＮＯ􀆰 ４（先证者母亲） ４＋ ０ ４＋ ０ ４＋ ０ ３＋ｓ ０ ０ Ａ
ＮＯ􀆰 ５（先证者姐姐） ４＋ ０ ４＋ ０ ４＋ ０ ３＋ｓ ０ ０ Ａ
ＮＯ􀆰 ６（先证者配偶） ０ ０ ０ ３＋ ０ ３＋ ３＋ ０ ０ Ｏ
ＮＯ􀆰 ７（先证者外甥女） ４＋ ０ ４＋ ０ ４＋ ０ ４＋ ０ ０ Ａ

２􀆰 ２　 ＰＣＲ－ＳＳＰ 基因分型 　 采用人类红细胞 ＡＢＯ 血

型－ｃｉｓＡＢ ／ Ｂ（Ａ）基因分型试剂盒对标本进行ＰＣＲ－ＳＳＰ
检测，ＮＯ．１、ＮＯ．２、ＮＯ．３ 在电泳图第 １Ｈ、１Ｇ 处均出现

阳性条带（３１３、１７８ ｂｐ）与天津秀鹏试剂盒提供的胶图

图谱比对，条带 １Ｈ、１Ｇ 出现阳性是 ｃｉｓＡＢ０１ 型的特征

条带。 通过 ＰＣＲ－ＳＳＰ 对部分家庭成员基因检测发现

ＮＯ．１、ＮＯ．２、ＮＯ．３ 均携带 ｃｉｓＡＢ 基因并稳定遗传。 其

中 ＮＯ．３ 在 ２Ｅ（１９６ ｂｐ）处出现特征性阳性条带，判为

Ｏ１，ＮＯ．１、ＮＯ．２ 是否为 Ａ１０１ 需要结合 ＡＢＯ 血型基因

测序才能判断，见图 １。

注：其中 Ａ 型、Ｂ 型图谱为正常 Ａ 型、Ｂ 型献血者。

图 １　 ＮＯ􀆰 １、ＮＯ􀆰 ２、ＮＯ􀆰 ３ 的 ＡＢＯ 基因 ＰＣＲ－ＳＳＰ 扩增电泳

２􀆰 ３　 ＡＢＯ 基因测序分析　 以 Ａ１０１ 作为测序标准序

列，ＮＯ．３ 基因测序在第 ６ 外显子 ２６１ 位缺失 Ｇ，造成

２６１ 位前面出现连续套峰、２９７ 位为 Ａ ／ Ａ，未发生突变，
符合 Ｏ０１ 基因特征性序列；同时在第 ７ 外显子 ４６７ 处

有 Ｃ ／ Ｔ 突变（杂合峰）、８０３ 处有 Ｇ ／ Ｃ 突变（杂合峰）；
ＮＯ．１、ＮＯ． ２ 测序结果均第 ７ 外显子存在 ４６７Ｃ ／ Ｔ、
８０３Ｇ ／ Ｃ 突变；而 ４６７Ｃ ／ Ｔ 和 ８０３Ｇ ／ Ｃ 突变位点是典型

的 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ 型基因特征序列，经与文献［８］ 比对，
确定 ＮＯ． ３ 为 ＡＢＯ∗ ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ｏ０１， ＮＯ． １、 ＮＯ． ２ 为

ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ ／ Ａ１０１，见表 ２、图 ２。

图 ２　 ｃｉｓＡＢ 家庭中 ＡＢＯ 血型第 ６、７ 外显子部分测序结果

表 ２　 ｃｉｓＡＢ 家庭中 ＡＢＯ 血型第 ６、７ 外显子核苷酸序列结果

等位

基因

外显子 ６

２６１ ２９７

外显子 ７

４６７ ５２６ ６４０ ６４１ ６４６ ６５７ ６８１ ７００ ７０３ ７７１ ７９６ ８０３ ８２９ ９３０

Ａ１０１ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ

Ｂ１０１ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ

Ｏ０１ Ｄｅｌ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ

ｃｉｓＡＢ０１ － － Ｔ － － － － － － － － － － Ｃ － －

ｃｉｓＡＢ０２ － － － Ｇ － － － Ｔ － － Ａ － － Ｃ － －

ｃｉｓＡＢ０３ － Ｇ － Ｇ － － － Ｔ － Ｔ Ａ － Ａ Ｃ － Ａ

ｃｉｓＡＢ０４ － － Ｔ － － － － － － － － － Ａ － － －

ｃｉｓＡＢ０５ － － Ｔ － － － － － － － － － Ｃ － － －

ｃｉｓＡＢ０６ － Ｇ － － － － Ｔ － － Ｔ Ａ － Ａ Ｃ － Ａ

ＮＯ􀆰 １ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ

ＮＯ􀆰 ２ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ

ＮＯ􀆰 ３ Ｄｅｌ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ

　 　 注：Ａ１０１，Ｂ１０１，Ｏ０１ 等位基因外显子 ６、７ 的核苷酸为国际标准系列，ｃｉｓＡＢ０１～０６ 的短横线代表在该位点未发生突变。

２􀆰 ４　 ｃｉｓＡＢ 血型患者家系分析 　 当 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ 与 ＡＢＯ∗ Ｏ０１ 基因杂合时，可同时表现出 Ａ 基因和 Ｂ
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基因性状，血清学呈 Ａ 抗原强、Ｂ 抗原弱、Ｈ 抗原强的

格局（即先证者儿子血清学特征）。 当 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１
与 ＡＢＯ∗ Ａ１０１ 等位基因共存时，血清学呈 Ａ 抗原强、
Ｂ 抗原弱、Ａ１ 抗原强、Ｈ 抗原弱的格局（即先证者和先

证者父亲血清学特征）。 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１ 等位基因通

过与 ＡＢＯ∗ Ａ１０１ 和 ＡＢＯ∗ Ｂ１０１ 等位基因间同源交

换形成，４６７Ｔ 和 ８０３Ｃ 核苷酸的独特性决定了 ｃｉｓＡＢ０１
亚型的分子遗传特征。 先证者及 ６ 名亲属的血型血清

学、ＰＣＲ－ＳＳＰ 基因分型及 ＡＢＯ 基因测序结果符合家

系 ｃｉｓＡＢ 血型遗传规律，见图 ３。

注：圆形代表女性，方形代表男性；阴影部分代表为 ｃｉｓＡＢ 个体。

图 ３　 １ 名 ｃｉｓＡＢ 血型先证者及其家系调查图谱

３　 讨　 论

ｃｉｓＡＢ 是 ＡＢ 亚型中较为罕见的一类，文献报道在

人群中发生频率为 １ ／ ５８０ ０００ ～ １ ／ １７ ０００［６－７］，常州地

区为首次报道。 随着分子生物学技术发展，国外

Ｙａｍａｍｏｔｏ 等报道了其分子遗传特点，国内许先国等［６］

率先报道了 ｃｉｓＡＢ 表型及分子机制。 ｃｉｓＡＢ 的形成机

制研究表明不是 Ａ 基因和 Ｂ 基因简单的串联，而是基

因发生错义突变后产生重组，是 Ａ１０１ 基因通过 ４６７Ｃ＞
Ｔ、８０３Ｇ＞Ｃ 两处核苷酸变异后重组（即 ＡＡＡＢ 单倍体

组合）。 当一条单倍体的 Ａ 或 Ｂ 等位基因发生错义突

变时，该基因编码的糖基转移酶具有双功能活性同时

催化 ２ 种底物分别加到 Ｌ－岩藻糖上形成 Ａ 和 Ｂ 抗原。
目前，从 Ｚｈａｏ 等［８］的文献中查到已经确定的 ｃｉｓＡＢ 等

位基因共有 ８ 型 ９ 种都属于错义突变，分别为 ０１ ～
０８ 型，其中 ０１、０２、０３ 型在欧洲人较多，０４、０５、０６ 型在

亚洲人较多，另外还有一个 ｃｉｓＡＢ０１ｖａｒ 型其血清学表

达为ＡｘＢｘ。 由于 ｃｉｓＡＢ 血型基因的一条单倍型是 ＡＢ
型，另一条单倍型可以是 Ａ、Ｂ、Ｏ 型，从而造成该血型

的血清学结果有一定的特点。 当其与 Ｏ 基因杂交时，
血清学常表现为 Ａ２Ｂ３ 或 Ａ２Ｂｘ，血清学结果表现为 Ａ
抗原强，Ｂ 抗原弱，以抗－Ｈ 增强为一标志；当 ｃｉｓＡＢ 等

位基因与 Ａ 或 Ｂ 等位基因杂交时，其血清学结果常表

现为 ＡＢｘ 或 ＡｘＢ，有抗原剂量效应，而抗－Ｈ 不增强或

较弱。 ｃｉｓＡＢ 血型的另一个明显标志是标本中存在有

针对弱抗原的抗体，如 Ｂ 抗原弱，则有抗－Ｂ 存在。 本

研究先证者儿子血型为 ＡＢＯ∗ｃｉｓＡＢ０１∗Ｏ０１，其与

Ａ１０１ 比较存在 Ｇｌｙ２６８Ａｌａ 改变，使酶侧链分支下的三

维结构发生改变，表达弱的 Ｂ 酶活性与血清学结果吻

合，其正定型试验中：抗－Ａ 凝集，抗－Ａ１ 不凝集，这是

Ａ２ 血型特征；同时抗－Ｂ 反应弱。 反定型中有较弱的

抗－Ｂ，抗－Ｈ 与正常 Ｂ 型相比明显增强，考虑为ｃｉｓＡＢ ／ Ｏ
或 Ａ２Ｂｘ［９－１１］。 而先证者及先证者父亲 Ｂ 抗原出现弱

阳性或更弱的凝集，采用吸收放散实验证实有抗 Ｂ 存

在于放散液中，结合血清学考虑为 ｃｉｓＡＢ ／ Ａ 或 ＡＢｘ。
ＰＣＲ－ＳＳＰ 检测结果符合 ｃｉｓＡＢ０１ 型特征，基因测序的

结果均出现 ｃｉｓＡＢ０１ 和 Ｏ０１ 应有的碱基突变，验证了

ＰＣＲ－ＳＳＰ 结果。 虽然本文先证者为 ｃｉｓＡＢ０１ 基因，且
与以往报道的大多数 ｃｉｓＡＢ０１ 一致，但在一个家族中

发现 ｃｉｓＡＢ０１ 型 ２ 种基因型（Ａ１０１ 和 Ｏ０１）却不多见。
ＡＢＯ 血型系统是临床中最重要的血型系统，血型血清

学方法在亚型鉴定上有一定的局限性，尤其是 ｃｉｓＡＢ
型与其他 ＡＢ 型的不同主要表现在遗传方式上，在不

同家庭有不同的多态性表型，甚至 ｃｉｓＡＢ 基因与 ＡＢＯ
基因杂交后产生的表现型与非 ｃｉｓＡＢ 基因表达的表现

型在血型血清学格局上完全一致，但在基因遗传学形

状上却是完全不同，因此人类血型基因的调控会影响

红细胞血型抗原的表达，造成血型鉴定的困难或误判，
这时需借助分子生物学检测方法，才能更准确地鉴定

血型，从而保证输血的安全。
志谢　 以上所有测序均在上海市血液中心输血研究所完成，感
谢郑皆伟老师指导
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