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  摘 要:目的 分析1例A1Bw亚型样本的血清学和分子生物学特征及交叉配血不合原因。方法 采用

试管法对该样本进行ABO血型血清学检测、吸收放散试验、唾液血型物质检测、酸化血清试验、ABO基因第

1~7外显子扩增产物基因测序。以“ABO亚型”和“不规则抗-B/抗-A抗体”为关键词,对中国知网数据库2020
年1月至2023年8月发表的文献进行文献检索。结果 该样本血清学表型为cisAB/A或

 

ABx,同时血清中产

生同种抗-Lea、抗-E抗体伴不规则抗-B抗体。ABO基因序列分析结果显示,ABO*A1.02/B.01杂合,且第7
外显子发生c.721C/T基因突变,最终该血型判定为ABO*A1.02/BW.03基因型。文献检索结果显示,共检

索到文献42篇,排除分子技术、肿瘤疾病等文献,最终纳入18篇文献。该文主要从亚型中不规则抗体检测的

角度出发,重点叙述多重抗体漏检分析,总结当存在ABO血型以外的不规则抗体时,亚型中的不规则抗-B/抗-
A抗体的检测流程。结论 血清学试验结合分子生物学方法可更准确鉴定ABO亚型,正确鉴定亚型中不规则

抗体是保障输血安全的前提。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

serological
 

and
 

molecular
 

characteristics
 

of
 

a
 

case
 

of
 

A1Bw
 

subtype
 

and
 

the
 

cause
 

of
 

cross-matching
 

incompatibility.Methods The
 

samples
 

were
 

subjected
 

to
 

serological
 

test
 

of
 

ABO
 

blood
 

type,absorption
 

and
 

elution
 

test,saliva
 

blood
 

type
 

substance
 

detection,acidified
 

serum
 

test,gene
 

sequencing
 

of
 

ABO
 

gene
 

exons
 

1-7
 

amplification
 

products.“ABO
 

subtype”
 

and
 

“irregular
 

anti-B/anti-A
 

anti-
body”

 

were
 

used
 

as
 

keywords
 

to
 

search
 

the
 

literature
 

published
 

in
 

China
 

National
 

Knowledge
 

Infrastructure
 

database
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

August
 

2023.Results The
 

serological
 

phenotype
 

of
 

this
 

specimen
 

was
 

cisAB/
A

 

or
 

ABx
 

and
 

allo-anti-Lea,and
 

anti-E
 

and
 

irregular
 

anti-B
 

antibodies
 

were
 

produced
 

in
 

the
 

serum.The
 

results
 

of
 

ABO
 

gene
 

sequencing
 

showed
 

that
 

the
 

patient
 

was
 

heterozygous
 

for
 

ABO*A1.02/B.01
 

and
 

had
 

a
 

mutation
 

in
 

exon
 

7
 

of
 

c.721C/T
 

gene,which
 

finally
 

determined
 

the
 

ABO*A1.02/BW.03
 

genotype.The
 

results
 

of
 

liter-
ature

 

retrieval
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

42
 

literatures
 

were
 

retrieved,excluding
 

molecular
 

techniques
 

and
 

tumor
 

diseases,and
 

a
 

total
 

of
 

18
 

literatures
 

were
 

finally
 

included.From
 

the
 

perspective
 

of
 

irregular
 

antibody
 

detection
 

in
 

subtypes,this
 

paper
 

focuses
 

on
 

the
 

analysis
 

of
 

multiple
 

antibody
 

missed
 

detection,and
 

summarizes
 

the
 

de-
tection

 

process
 

of
 

irregular
 

anti-B/anti-A
 

antibodies
 

in
 

subtypes
 

when
 

irregular
 

antibodies
 

other
 

than
 

ABO
 

blood
 

type
 

exist.Conclusion Serological
 

test
 

combined
 

with
 

molecular
 

biological
 

methods
 

can
 

more
 

accurately
 

identify
 

ABO
 

subtypes.Correct
 

identification
 

of
 

irregular
 

antibodies
 

in
 

ABO
 

subtypes
 

is
 

a
 

prerequisite
 

for
 

blood
 

transfusion
 

safety.
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  ABO血型系统的特点是红细胞上存在 A抗原

或/和B抗原,若血清中有相反的抗体,则可以用红细

胞凝集试验来鉴定,只有当正、反定型符合时,方可确

认血型[1]。临床上经常会出现ABO血型正反定型不

符的情况,排除生理、病理、造血干细胞移植等因素,
需要考虑是否存在 ABO亚型或血型不规则抗体[2],
若二者同时存在则会给血清学鉴定带来更多挑战。
笔者在临床血型鉴定工作中遇到1例血清学鉴定结

果为cisAB/A血型或
 

ABx血型,产生同种抗-Lea抗

体、抗-E伴不规则抗-B抗体,基因型为 ABO*A1.
02/BW.03的样本,并进行相关文献复习。现报道

如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 患者,女,汉族,83岁,无输血史,
2022年4月因贫血就诊于常州市某医院,血红蛋白

(Hb)为67
 

g/L,申请备血。采集外周静脉血5
 

mL,
采用乙二胺四乙酸(EDTA)进行抗凝处理,等待检测,
常规备血过程中发现其血型正反定型不符,样本于当

日送至常州市中心血站输血研究室进行血型鉴定。
1.2 方法

1.2.1 血清学检测 采用试管法对患者样本进行

ABO正反定型试验;分别用立即离心法(IS)、凝聚胺

法(Poly)、间接抗球蛋白法(IAT)对其进行抗体筛查。
1.2.2 吸收放散试验 取1

 

mL患者血浆与1
 

mL
 

的O型Lewis血型及Rh血型Le(a+)/CCDee压积

红细胞置于4
 

℃环境中吸收1
 

h,采用冰冷盐水洗涤6
次,将洗涤后的压积红细胞与等量生理盐水置于

56
 

℃环境中放散10
 

min。将吸收后的血浆用于抗体

筛查和血型反定型,用O型Rh血型ccDEE压积红细

胞在37
 

℃环境中进行第2次吸收,再次重复以上

试验。
1.2.3 唾液血型物质的测定 处理制备患者唾液样

本,制备适宜稀释度的血型试剂,分别将
 

1滴经适当

稀释的血型试剂与
 

1滴经处理的唾液混匀,在室温条

件下中和
 

5
 

min。每管加入1
 

滴洗涤过的
 

2%~5%
指示细胞悬液,进行混匀反应。
1.2.4 酸化血清试验 用0.1

 

mol/L
 

盐酸调整患者

红细胞pH值至6.0,用酸化后的患者红细胞与抗-A
抗体、抗-B抗体试剂进行血清反应。同时用已知B型

红细胞(Bc)做对照试验。所有试验均严格按照文献

[3]中的试剂操作说明书进行。
1.2.5 ABO基因测序 对患者样本分别进行ABO

 

基因第1~7外显子测序以确定突变位点所在基因位

置。委托 天 津 秀 鹏 生 物 技 术 开 发 有 限 公 司,设 计

ABO
 

基因1~7外显子的扩增引物,以及采用Sanger
测序法,将目的片段进行扩增后,使用测序仪测序并

读取结果。
1.2.6 文献检索 以“ABO亚型”和“不规则抗-B/
抗-A抗体”为关键词,对中国知网数据库2020年1月

至2023年8月发表的文献进行文献检索。
2 结  果

2.1 血清学检测结果 患者正定型:红细胞与抗-A
抗体凝集强度为4+,与抗-B抗体的凝集强度为

 

2+,
与抗-A1抗体、抗-AB抗体的凝集强度为4+,与抗-H
抗体呈弱凝集。患者反定型:血浆与 A 型红细胞

(Ac)、Bc
 

、O型红细胞(Oc)呈弱凝集,与自身细胞不

反应。为排除冷性不规则抗-B抗体,将反定型试管置

于37
  

℃环境中孵育15
 

min后离心,反定型结果仍有

凝集。于是进行抗体鉴定试验,鉴定结果为抗-Lea和

抗-E抗体,见表1。

表1  抗体鉴定格局表

序号 Rh-hr D C E c e Cw K k M N S s P1 Lea Leb Fya Fyb
 

Jka Jkb Dia IS IAT Poly

1 R1R1K+ + + 0 0 + 0 + 0 0 + 0 + 0 0 + + + + + 0 0 0 0

2 R2R2 + 0 + + 0 0 0 + 0 + + 0 + 0 + + + + 0 0 0 2+ 3+

3 r'r 0 + 0 + + 0 0 + + 0 0 + + 0 0 0 + + + 0 0 0 0

4 r''r 0 0 + + + 0 + + + + 0 + + 0 + + 0 + 0 0 0 2+ 3+

5 rrK+ 0 0 0 + + 0 + + 0 + 0 + + 0 + 0 + + 0 0 0 0 0

6 R0r + 0 0 + + 0 0 + + 0 + + + 0 + + + + + 0 0 0 0

7 R1R1W + + 0 0 + + 0 + + + 0 + 0 0 + + 0 + + 0 0 0 0

8 rr 0 0 0 + + 0 0 + + 0 0 + 0 0 + + 0 0 + 0 0 0 0

9 R1R2 + + + + + 0 0 + + 0 + 0 + + 0 + 0 + 0 0 2+ + 1+

10 R1R1 + + 0 0 + 0 0 + + + + + + 0 + 0 + 0 + 0 0 0 0

11 rr 0 0 0 + + 0 0 + + + 0 + + + 0 + 0 0 + 0 1+ 0 0

自身 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0 0

  注:1+~3+表示凝集强度;0表示阴性;-表示未检测。
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2.2 吸收放散试验结果 患者红细胞能够吸收人源

抗-B抗体,证实红细胞上的B抗原比较弱,显示患者

红细胞可能具有 ABO亚型的特征。患者血浆经 O
型Lewis血型及Rh血型为Le(a+)/CCDee压积红

细胞第1次吸收后,上清液中仍存在免疫球蛋白(Ig)

M型抗-B抗体;上清液继续用 O型Rh血型ccDEE
压积红细胞在37

  

℃环境下进行第2次吸收后,上清

液中未检出免疫球蛋白(Ig)G型抗-B抗体。试验结

果见表2。
表2  患者血清吸收放散试验

反应条件 Bc Oc/Le(a+) Oc/ccEE

第1次吸收后(IS)

 上清液 1+ - -

 放散液 - 1+w -

第2次吸收后(IAT)

 上清液 0 - -

 放散液 - - 1+

  注:1+表示凝集强度;0表示阴性;w表示稍弱;-表示未检测。

2.3 不规则抗-B抗体鉴定结果 选取 Le(a-b-)/

CCDee分型的Bc作为反定型红细胞离心结果为阳

性;利用2-Me破坏血浆中IgM型抗-B抗体继续检测

IgG型抗-B抗体,结果为阴性。试验结果再次证实患

者体内存在IgM型不规则抗-B抗体。

2.4 唾液血型物质的测定结果 患者红细胞Lewis
系统抗原测定,表现型为Le(a-b-)。患者唾液中未检

出血型物质。

2.5 获得性B抗原鉴别 患者红细胞上B抗原在盐

酸酸化前后与抗-B抗体的凝集强度不变,均为2+,
对照B抗原与抗-B抗体凝集强度均未改变。

2.6 ABO基因测序结果 患者样本ABO基因测序

结果与ABO*A1.01等位基因序列比对,发现患者6
和7外显子存在c.467C/T、c.297A/G、c.526C/G、c.
657C/T、c.703G/A、c.796C/A、c.803G/C、c.930G/

A基因突变,符合ABO*A1.02/B.01基因同时携带

伴c.721C/T基因突变,该突变可以产生ABO*BW.
03等位基因导致P.Arg241Trp的改变。见图1。

图1  聚合酶链反应测序结果

2.7 文献复习结果 共检索到文献42篇,排除分子

技术、肿瘤疾病等文献,最终共纳入18篇文献。结合

病例分析和文献复习,本文主要从亚型中不规则抗体

检测的角度出发,重点叙述亚型中多重抗体漏检分

析,总结亚型中的不规则抗-B/抗-A抗体的检测流程。

2.7.1 正反定型不符的常见原因 笔者从两方面去

探讨:一方面红细胞上血型抗原增强或减弱,包括正

常的生理因素、疾病、人为因素(输血和移植等)、未知

抗原获得(多凝集现象)、亚型等[4]。本研究纳入分析

的18篇文献中,有8篇是针对 ABO基因突变,突变

有
 

ABO
 

基因序列的核苷酸置换、缺失、插入和基因重

组等[2,4-10],这些改变使得糖基转移酶基因发生了突

变,改变了糖基转移酶的活性,从而导致红细胞上表

达的A或B抗原的种类或数量发生改变,给临床血型

鉴定和交叉配血带来困难。另一方面血清中抗血型

抗体的增强或减弱,包括生理因素、疾病(抗体缺失及

免疫抑制)、自身免疫产生不规则抗体、亚型、人为因

素(输液)等,其中有10篇文献针对血型抗体进行研

究文献[11-20]。

2.7.2 不规则抗-B/抗-A抗体 虽然分子生物学可

以对基因精准检测,然而从临床输血安全层面考虑,
血清学检测才是最关键的技术[12],如亚型中红细胞上

弱抗原的表达、血清中不规则抗-A/抗-B抗体可引起
 

ABO血型正反定型不相符或交叉配血不合,筛选

37
 

℃环境中及经IAT处理后有反应活性的抗-A/抗-
B抗体以免引起溶血性输血反应及新生儿溶血病[13]。
本研究纳入的18篇文献中,ABO亚型产生不规则抗-
A/抗-B有14篇,如焦琴等[14]研究报道,有11例

(15.94%)患者血清中伴有IgM型不规则抗-A抗体,

8例(11.59%)患者血清中伴有IgM型不规则抗-B抗

体。武云香等[15]研究报道Bx亚型,红细胞上有B抗

原弱表达,而血清里有抗-B抗体存在,这个抗体可以

和其他Bc反应,但跟自身红细胞不反应。在实际操

作过程中可以增加反定型的血清用量,或利用吸收放

散试验区分不规则抗体,还可以做患者的唾液试验、
酶联免疫吸附试验、红细胞凝集抑制试验等[16]。

3 讨  论

  不规则抗体分为IgM 和IgG类,ABO
 

血型系统

抗原作为胸腺非依赖抗原易产生IgM
 

完全抗体,比
 

IgG
 

抗体更易结合抗原和激活补体,可以导致严重溶

血反应[17]。当亚型合并不规则抗体时,给血型鉴定工

作带来更大的挑战,本文概述了在多重抗体包括IgM
类/IgG类抗体中鉴定不规则抗-B抗体。

本例患者
 

ABO
 

血型血清学检测结果表现为 A
抗原强,B抗原弱,反定型Ac、Bc、Oc均有凝集,提示

患者血清中存在不规则抗体。排除疾病的影响,从血

清学表现推测可能为获得性B、cisAB/A或 ABx,合
并不规则抗体。首先从不规则抗体出发,抗体鉴定发

现该患者体内存在IgM 型抗-Lea抗体和IgG型抗-E
抗体,该抗体的存在影响 ABO血型反定型的鉴定。
当避开以上不规则抗体进行交叉配血时,结果仍显示
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不合,于是进一步排除是否存在不规则抗-B抗体。通

过多次吸收放散试验及筛选Le(a-b-)/ee的Bc作为

反定型验证细胞,证实其体内有IgM 型抗-B抗体。
唾液酸血型物质测定结果发现,唾液中不存在血型物

质,可能原因是患者红细胞Lewis系统表现型为Le
(a-b-)为非分泌型。获得性B抗原常常是由于肠道细

菌感染,细菌酶改变免疫血型A糖,从而产生获得性

B抗原,其血清学特点是只有血型为A型的人群出现

获得性Bc,在pH 值≤6.0的酸性条件下,红细胞与

抗-B抗体的凝集消散[18]。酸化血清试验红细胞的凝

集前后未发生改变,可以排除获得性B抗原的存在。
最后经测序证实该患者的基因型为

 

ABO*A1.02/

BW.03,由于B基因的第7外显子的c.721C>T基

因突变引起的,该突变引起第241位氨基酸精氨酸

(Arg,R)被色氨酸(Trp,W)替换,氨基酸的替换可能

造成了α-1,3-D-半乳糖氨基转移酶部分失活,导致D
半乳糖和前体 H 物质的连接发生部分缺失,引起B
抗原的表达减弱[19]。分子生物学检测技术的发展为

 

ABO
 

亚型 鉴 定 提 供 了 可 靠 的 技 术 支 持,但 约 有

30.00%
 

ABO血型异常却找不到基因突变位点[20],
并且无法检出不规则抗体的影响,所以血型血清学技

术仍须得到重视。
综上所述,该患者血型为ABO*A1.02/BW.03

基因型,血清中产生同种抗-Lea及抗-E抗体合并不

规则抗-B抗体。该患者输血时应尽量避开上面3种

抗体相应的抗原。因此,联用血清学和分子生物学检

测技术对
 

ABO
 

血型的准确鉴定具有重要作用。
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