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恶性疾病导致ＡＢＯ血型抗原或抗体减弱的讨论


聂益军（南昌大学第一附属医院检验科细胞室，南昌　３３０００６）

　　【摘要】　目的　调查恶性疾病状态下ＡＢＯ血型抗原或血清抗体减弱的表现形式及正确鉴定 ＡＢＯ血型的方

法。方法　经血清学检测为ＡＢＯ正反定型不符的标本进一步用基因学方法进行检测，并以此判定为抗原或抗体减

弱。结果　ＡＢＯ血型抗原减弱血清学试验多表现为混合凝集；Ｏ型个体抗体减弱可以表现为单一抗体减弱也可表现

为抗Ａ及抗Ｂ同时减弱。结论　在血清学难以判定ＡＢＯ血型时，基因分型是正确鉴定血型不可或缺的辅助手段。
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　　血型是指各种血液成分（包括红细胞、白细胞、血小板等）

的遗传多态性，ＡＢＯ血型为人类红细胞的表面抗原，是一种稳

定的遗传标记。正常情况下，血型的遗传标记不会改变，但某

些疾病（白血病、恶性肿瘤等）会引起 ＡＢＯ血型抗原或其血清

抗体减弱，导致暂时性的“血型变异”，从而难以及时、准确地对

ＡＢＯ血型进行鉴定。由于疾病对 ＡＢＯ血型的影响多局限于

免疫血清学，而发生在基因水平上的改变概率较小，因此基因

分型是正确鉴定血型不可或缺的辅助手段。现将所涉及抗原

及抗体减弱的案例举例说明并加以分析讨论。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者标本来源于南昌大学第一附属医院

２０１１～２０１２年ＡＢＯ血型抗原或抗体减弱的临床标本，共计２７

例，发病年龄１５～６２岁，血型鉴定前３个月均无输血史。其中

男１４例，女１３例；恶性肿瘤导致的ＡＢＯ血型抗原或抗体减弱

的临床标本１０例，白血病导致的ＡＢＯ血型抗原或抗体减弱的

临床标本１７例；ＡＢＯ血型抗原减弱的１９例，ＡＢＯ血型抗体减

弱的８例。分别选取Ａ型和Ｂ型抗原减弱各１例，Ｏ型抗体

减弱两例进行探讨分析。

１．２　仪器与试剂　单克隆抗Ａ，抗Ｂ，ＡＢＯ试剂红细胞均由

上海血液生物制品提供，离心机为日本久保田 ＫＡ２２００台式

离心机；ＤＮＡ提取试剂ＧｅｎｅＯｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（美国产）；人类

ＡＢＯ血型基因检测试剂盒［序列特异性引物聚合酶链反应

（ＰＣＲＳＳＰ法）］为天津秀鹏产品；９７００扩增仪（美国 ＡＢＩ公

司）；凝胶成像仪（美国ＢＩＯＲＡＤ）。

１．３　方法

１．３．１　ＡＢＯ血型血清学鉴定　ＡＢＯ血型鉴定为正、反定型，

均采用试管法，具体操作见《中国输血技术操作规程》。

１．３．２　ＡＢＯ血型基因学鉴定（ＰＣＲＳＳＰ法）

１．３．２．１　ＤＮＡ提取　９００μＬ的溶液Ｌ１及３００μＬ的全血振

荡后离心弃上清液，振荡以打破核细胞团。加入２００μＬＬ２

Ｂｕｆｆｅｒ，振荡后将溶解物放入离心柱子中离心并弃去过滤液。

加入４００μＬ溶液 Ｗ１到离心柱子中，离心并弃去过滤液。加

入６００μＬ溶液 Ｗ２到离心柱子中，离心并弃去过滤液。将离

心柱子转移另一干净的离心管中，加入ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（６０～６５

℃），浸泡１ｍｉｎ后离心３０ｓ，移去离心柱子，获得ＤＮＡ。

１．３．２．２　加样　４４μＬｄＮＴＰＢｕｆｆｅｒ＋５６μＬ纯水＋０．８

μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）＋１０μＬＤＮＡ。

１．３．２．３　扩增　９６℃，２ｍｉｎ；１个循环→９６℃，２０ｓ；６８℃，

６０ｓ；５个循环→９６℃，２０ｓ；６５℃，４５ｓ；７２℃，３０ｓ；１５个循环

→９６℃，２０ｓ；６２℃，４５ｓ；７２℃，３０ｓ；１５个循环→７２℃，３

ｍｉｎ；→４℃保存。

１．３．３　电泳　扩增产物电泳并根据格局表判定结果。

１．３．４　判定标准

１．３．４．１　ＡＢＯ血型抗原减弱的判定　患者红细胞与单克隆

抗Ａ和（或）抗Ｂ反应凝集强度未达到（＋＋＋）者，包括出现

混合凝集时均判定为ＡＢＯ抗原减弱
［１］。

１．３．４．２　ＡＢＯ血型抗体减弱的判定　用标准 Ａ细胞和（或）

Ｂ红细胞与患者血清反应，凡室温反应低于或等于（＋）凝集

者均判定为ＡＢＯ抗体减弱
［１］。

１．３．４．３　ＡＢＯ血型基因学方法　采用ＰＣＲＳＳＰ，扩增产物电

泳后在紫外灯下两个条带为阳性，只有一个条带为阴性（内对

照）。根据格局反应判定血型。

２　结　　果

２．１　试验结果４例血清学试验结果　见表１。

表１　血清学试验结果

病例 疾病 性别 年龄
正定型

－Ａ －Ｂ

反定型

Ａｃ Ｂｃ Ｏｃ

基因学

结果

例１ Ｍ６ 男 ５５ ＋ｍｆ － － ＋＋＋ － Ａ１Ｏ２

例２ Ｍ３ 女 ４３ － ＋ｍｆ ＋＋＋ － － Ｏ２Ｂ

例３ 肺癌 男 ２６ － － － － － Ｏ２Ｏ２

例４ 胃癌 女 ５１ － － － ＋＋＋ － Ｏ１Ｏ２

　　注：Ｍ６为红白血病；Ｍ３为急性早幼粒白血病；ｍｆ为混合凝集

外观。

　　注：Ｙ１２１１２２０１为例１，格局反应为１－２＋３＋４＋５－６＋７－８＋９

＋１０－１１＋（从上到下，从右到左的顺序，即右下角第一孔为１）；比对

格局表判定为Ａ１Ｏ２。Ｙ１２１２１００１为例２，格局反应为１－２＋３＋４＋５

＋６＋７－８＋９＋１０－１１＋；比对格局表判定为Ｏ２Ｂ。

图１　基因学电泳图像
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２．２　基因学电泳图像　例１和例２的基因学电泳图像见

图１。

３　讨　　论

ＡＢＯ血型是人类最重要的一个血型系统，其检测多采用

血清学正反定型方法，任何影响抗原或抗体改变的因素均可干

扰ＡＢＯ血型定型的结果。１９５７年 ＶａｎＬｏｇｈｅｍ等
［２］首先报

道了急性粒细胞白血病（ＡＭＬ）患者 Ａ抗原减弱，国内也有相

关血液疾病导致 ＡＢＯ血型抗原减弱的报道
［３４］。但目前白血

病及其他一些血液病导致红细胞 ＡＢＯ血型抗原减弱的原因

及确切机制尚未明确，国内外学者普遍认为与下列因素有关：

（１）与体内血型基因突变有关联。ＡＢＯ血型抗原基因位于９

号染色体，位于同一染色体的病毒致癌基因ｃａｂｌ可干扰ＡＢＯ

基因的合成，导致患者红细胞 Ａ和（或）Ｂ抗原减弱。又由于

基因突变也可导致糖基转移酶活性降低，使 Ｈ抗原转变为 Ａ

或Ｂ抗原的过程阻断，而导致血型抗原减弱。（２）粒细胞白血

病患者粒细胞异常增生，使红系细胞增生相对受到抑制，其红

细胞的代谢受到干扰，红系增生受抑，造成 Ａ、Ｂ、Ｈ 抗原物质

减弱。（３）也可能与体内唾液黏蛋白产生过多，遮盖了红细胞

表面的抗原部位而导致血型抗原强度变化有关。近年来的研

究更多地放在分子生物学的调控机制上，认为在启动子区

ＣｐＧ岛内发现启动子附近有多个特异性半甲基化位点，可能

是引起ＡＢＯ抗原弱表达的原因
［５］。有研究表明，造成 ＡＢＯ

血型抗原减弱的原因是ＡＢＯ基因位于人类第９号染色体上，

其启动子区域富含ＣｐＧ岛。ＡＢＯ基因的表达受到近端启动

子甲基化程度的影响，甲基化程度越高，ＡＢＯ基因的表达就越

不活跃，从而导致Ａ、Ｂ抗原表达减少
［６］。２００９年有研究检测

了２１例患者的ＡＢＯ位点拷贝数及ＤＮＡ甲基化变化，其中１１

例存在１个或２个ＡＢＯ等位基因表达缺失，另１０例患者未检

测到ＡＢＯｍＲＮＡ等位基因表达缺失。而在这１１例 ＡＢＯ 等

位基因表达缺失的患者中，有８例（７３％）的 ＡＢＯ基因启动子

存在甲基化状态［７］。此外，基因突变、染色体易位也可能使血

型基因丢失或被掩盖［８］。

本次研究对象中有１９例抗原表达减弱，减弱程度从±至

＋＋不等（与单克隆抗Ａ和（或）抗Ｂ反应的凝集程度），这其

中有１２例为白血病患者，７例为肿瘤患者。白血病患者抗原

减弱可能是由于粒细胞的异常增生导致红系增生受抑造成。

而肿瘤患者可能与蛋白分泌过多有关。同时本研究发现几乎

所有急性白血病造成的ＡＢＯ抗原减弱，在试管法检测中均表

现为混合凝集视野。这是由于疾病在急性发作之前或缓解之

后患者红细胞上的抗原相对正常，而急性发作期间红细胞上的

ＡＢＯ抗原急剧减弱所形成的现象
［１］。

恶性肿瘤疾病造成抗体减弱可能是由于３方面原因：（１）

放化疗时造成的机体正常免疫功能受到破坏；（２）肿瘤细胞的

大量生长抑制了正常免疫细胞的活性；（３）大量失血。

本次研究对象中有８例血清抗体减弱，这是由于疾病、化

疗等造成机体各大器官衰竭，体内免疫系统抑制，影响了免疫

应答过程，使体液免疫、细胞免疫甚至固有免疫水平下降，出现

严重感染或机会性感染就会大大增加，感染又会加重免疫抑

制，进而使Ｂ淋巴细胞活化、增殖、分化的某一个阶段出现异

常，抑制浆细胞生成，引起抗体水平下降。但令人关注的是同

样为Ｏ型患者表现的抗体减弱形式也不尽相同。Ｏ型患者抗

体减弱可以表现为抗Ａ和抗Ｂ同时减弱，因为 Ｏ型个体的

抗ＡＢ不是抗Ａ和抗Ｂ的混合物，抗ＡＢ识别的是 Ａ抗原和

Ｂ抗原上共同的表位。Ｏ型患者也可变现为抗Ａ或抗Ｂ的单

独减弱，可能是因为机体免疫系统受到侵害造成免疫球蛋白低

下，进而使得免疫球蛋白分泌紊乱而造成抗Ａ或抗Ｂ的单独

减弱。也可能是一种免疫耐受现象，在其胚胎发育早期接触母

体的Ａ或Ｂ型抗原物质，经胎盘流入体内，反复刺激而发生免

疫耐受现象，致使机体对该抗原不能产生免疫反应而相应地不

产生抗Ａ或抗Ｂ
［９］。

由于疾病对ＡＢＯ血型的影响多局限于免疫血清学，而发

生在基因水平上的改变概率较小，因此基因分型是正确鉴定血

型不可或缺的辅助手段。随着分子生物学技术的发展，检测基

因结构的方法不断涌现，尤其是与ＰＣＲ技术结合的检测技术

进一步推动了基因研究的发展。红细胞血型分子生物学有多

种，包括ＰＣＲＳＳＰ、序列特异性寡核苷酸探针聚合酶链反应

（ＰＣＲＳＳＯＰ）、聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）、ＰＣＲＤＮＡ测序、基因芯片等
［１０］。本次试验研究中，对

于ＡＢＯ血型抗原或抗体减弱的确定就是通过 ＡＢＯ基因分型

最终确定的，作者采用ＰＣＲＳＳＰ法，其优点在于操作简便、结

果直观（图１所示）。序列特异性引物引导的ＰＣＲ反应（ＰＣＲ

ＳＳＰ法）的原理是根据不同类型核心序列关键几处碱基的差异

设计一系列具有等位基因序列特异性的引物，从对应类型的核

心序列起始扩增，直接扩增具有各种序列差异的等位基因特异

性片段。ＰＣＲ产物经电泳分离可以呈现不同的扩增片段图谱

从而分析判定标本的基因型。用分子生物学分型技术对红细

胞抗原的基因型作鉴定其图像直观而清晰，同时还可以不受血

清中自身抗体、不规则抗体、疾病和假、弱凝集的影响，对保证

临床安全输血具有重要意义。

总之，ＡＢＯ血型抗原减弱血清学试验多表现为混合凝集；

Ｏ型个体抗体减弱可以表现为单一抗体减弱也可表现为抗Ａ

及抗Ｂ抗体同时减弱。对于在疾病发作期而难以正确定型的

患者可进行ＡＢＯ分子生物学试验，从基因型上确定患者ＡＢＯ

血型。必要时，可待患者疾病缓解后复查ＡＢＯ血型，以便给患

者一个真实、明确的ＡＢＯ血型结果，为今后的临床输血提供支

持和保障。
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·临床研究·

人附睾蛋白４与ＣＡ１２５联合检测在卵巢癌中的诊断价值


霍怡杉，黄艳春△，王　飞（新疆医科大学附属肿瘤医院检验科，乌鲁木齐　８３００００）

　　【摘要】　目的　探讨血清人附睾蛋白４（ＨＥ４）与ＣＡ１２５在卵巢癌妇女中的诊断价值。方法　采用电化学发光

法检测１８４例卵巢癌患者血清标本 ＨＥ４和 ＣＡ１２５，以１３２例卵巢良性疾病和５７例健康体检者作为对照组。

结果　（１）ＨＥ４检测水平在绝经前后均为卵巢癌组高于健康对照组和良性疾病组（犘＜０．０５），但健康对照组与良性

疾病组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。而 ＣＡ１２５的检测水平在三组的比较中差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。（２）单独检测ＣＡ１２５的阳性率为７９．３５％，ＨＥ４的阳性率为６７．３９％，而两者联合检测阳性率高达９２．３９％，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。（３）Ｆｉｓｈｅｒ判别分析表明对卵巢癌绝经前组与绝经后组联合检测 ＨＥ４与ＣＡ１２５一

致性较高，正确率分别为绝经前组７８．８２％（６７／８５），绝经后组７９．８０％（７９／９９）。结论　ＣＡ１２５对卵巢良恶性疾病

的区分不如 ＨＥ４好，联合检测血清 ＨＥ４与ＣＡ１２５对卵巢癌的诊断价值更高。

【关键词】　卵巢癌；　人附睾蛋白４；　ＣＡ１２５

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１４．０１．０３０ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１４）０１００６８０３

　　卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤。由于它的早期

临床症状不明显并且缺乏有效的早期诊断方法，因此具有发现

晚、预后差等特点。在全世界大概每年有１９００００例新增的病

例，而且每年有１１４０００例患者死亡
［１］。在中国其发病率也在

逐渐升高，是影响女性健康的主要疾病之一。因此对卵巢癌的

早期诊断显得尤为重要。多年来，肿瘤标志物ＣＡ１２５被广泛

用于卵巢癌的筛查、诊断、治疗和预后，但它在胰腺癌、乳腺癌、

膀胱癌、肝癌、肺癌及月经、妊娠时也可升高，使得其假阳性率

变高［２］。而且仅有４０％～５０％的Ⅰ～Ⅱ期卵巢癌患者中

ＣＡ１２５水平升高，并在许多良性疾病如子宫内膜异位症、炎症

中也会升高［３］。２００３年 Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ等
［４］研究发现，人附睾蛋白

４（ＨＥ４）比 ＣＡ１２５特异性更高，对卵巢癌的早期筛查优于

ＣＡ１２５。目前，国内也有报道指出将二者联合检测可以提高卵

巢癌的诊断能力［５］。本研究共收集１８４例卵巢癌标本，并以

１３２例卵巢良性疾病和５７例健康体检者作为对照组对三组的

ＨＥ４与ＣＡ１２５进行比较，进一步探讨其在卵巢癌患者中的诊

断价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年２月至２０１３年３月初次在新疆

医科大学附属肿瘤医院就诊的卵巢肿瘤患者血清，经术后病理

确诊分为卵巢良性疾病组１３２例，其中绝经前６４例，绝经后

６８例，年龄２２～８４岁，平均５３岁；卵巢癌组１８４例，其中绝经

前８５例，绝经后９９例，年龄１８～７７岁，平均４７岁。另选无恶

性病史、无急慢性感染、无急性与慢性肾病、无肝胆疾病和无任

何外部疾病征兆的健康体检者５７例作为健康对照组，其中绝

经前３１例，绝经后２６例，年龄２１～７３岁，平均４５岁。

１．２　方法　所有对象于清晨空腹采集静脉血２ｍＬ，病例组为

临床治疗前采集的标本，并且无溶血、黄疸及脂血。室温下静

置２０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ，６ｍｉｎ离心后分离血清置于－８０℃冰

箱保存。采用用雅培Ｉ２０００ 微 粒 子 发 光 法 测 定 ＨＥ４ 与

ＣＡ１２５，严格按照仪器操作程序检测，使用原厂配套的定标液

及试剂。ＨＥ４参考值：绝经前 ＨＥ４≤７０ｐｍｏｌ／Ｌ，绝经后

ＨＥ４≤１４０ｐｍｏｌ／Ｌ；ＣＡ１２５参考值：０～３５Ｕ／ｍＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析。定量

资料符合正态分布用狓±狊对资料进行描述，采用单因素方差

分析比较各组差异，计数资料用χ
２ 检验，并用Ｆｉｓｈｅｒ的线性判

别函数进行判别分析。均以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　健康对照组、卵巢良性疾病组和卵巢癌组绝经前与绝经

后 ＨＥ４及ＣＡ１２５水平的比较　ＨＥ４检测水平在绝经前后均

为卵巢癌组高于健康对照组和良性疾病组（犘＜０．０５），但健康

对照组与良性疾病组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＣＡ１２５水平在绝经前后卵巢癌组高于健康对照组和良性疾病

组，各组之间比较差异均具有统计学意义 （犘＜０．０５）。见

表１。

２．２　卵巢癌组ＣＡ１２５、ＨＥ４及ＣＡ１２５与 ＨＥ４联合检测阳性

率的比较　根据厂家设定的参考值，高于参考值上限即为阳

性，两者联合检测时以任一指标大于参考值视为阳性。ＣＡ１２５

阳性率为７９．３５％明显高于 ＨＥ４的阳性率６７．３９％，但ＣＡ１２５

与 ＨＥ４共同检测时阳性率可高达９２．３９％，结果差异均具有

统计学意义（χ
２＝３５．５７５，犘＜０．０５）。见表２。
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