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2例ABO变异型Bw27亚型鉴定及基因测序与GTB空间 
结构分析研究
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摘  要：目的 2例ABO变异型Bw27亚型的鉴定及相关分子机制研究。方法 通过血型血清学方法分析2例Bw亚型；

对其ABO基因第1~7外显子进行基因测序，利用DynaMut在线分析野生型和突变型B糖基转移酶（GTB）的3D分子模型，

预测突变对酶稳定性的变化；使用PyMOL软件进行可视化。结果 2例标本ABO血型鉴定符合Bw亚型，基因型分别为

Bw27/O.02，Bw27/O.01，测序发现均存在c.905A>G杂合变异，导致多肽链Asp302Gly替换；通过对GTB空间结构分析，认

为D302G置换影响了第302位氨基酸与Ser-304，His-305的分子间作用力。结论 鉴定2例Bw27亚型，其D302G的置换

影响了蛋白稳定性，导致酶活性异常，从而引起血清学上B抗原表达减弱。
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Abstract: Objective  To identify and investigate the molecular mechanism of 2 cases of ABO Variant Bw27 subtype. Methods  
Two cases of Bw subtype were analyzed by blood group serological methods. Exons 1 to 7 of the ABO gene were sequenced, 
and 3D molecular models of wild type and mutant B glycosyltransferase (GTB) were analyzed online by DynaMut to predict 
the changes of enzyme stability. Visualization using PyMOL software. Results  ABO blood group identification of the 2 samples 
matched Bw subtype, and the genotypes were Bw27/O.02 and Bw27/O.01, respectively. The gene sequencing showed that there 
was a heterozygous mutation c.905A>G, which led to the substitution of polypeptide chain Asp302Gly. By analyzing the spatial 
structure of GTB, it was concluded that D302G displacement affected the intermolecular force between the 302nd amino acid 
with Ser-304 and His-305. Conclusions  Two cases of Bw27 subtype are identified, and the substitution of D302G affects protein 
stability, resulting in abnormal enzyme activity and weakened B antigen expression in serology.
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ABO 血型系统在输血安全中具有重要的临床意

义，其常规检测以血清学方法为主。ABO 亚型是

ABO 血型的弱表现型，既有遗传学基础，又有明确

的血清学特点 [1]。人类 ABO 血型抗原由特定的糖基

转 移 酶 决 定，其 中 B 基 因 产 生 糖 基 转 移 酶

B(glycosyltransferase B，GTB)，可使 D- 半乳糖连接

到 H 物质的糖末端转变为 B 抗原 [2]，B 抗原变异的主

要原因是由 α-1,3 半乳糖基转移酶基因变异导致 [3]。

由于 ABO 基因变异使相应氨基酸改变，导致 A 或 B
抗原表达减弱，使常规血清学方法检测出现正反定

型不一致的情况，造成血型鉴定困难。分子生物学

技术已成为疑难血型尤其是亚型鉴定的重要方法。
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本研究对 2 例 ABO 变异型 Bw27 亚型进行报道，并

利用生物信息学对其 GTB 空间结构进行分析。

1 材料与方法

1.1 研究对象 例 1 为 21 岁女性，妇科患者，临床

诊断“输卵管扭转”；例 2 为 27 岁女性，产科患者，

临床诊断“妊娠状态”。两位患者 ABO 血型常规鉴

定时发现正反定型不一致，分别征得知情同意后在

随机状态下采集 EDTA 抗凝血 2ml，进行分子生物学

检测。本研究通过了山东大学齐鲁医院德州医院医

学伦理委员会的批准（2024072）。

1.2 仪 器 与 试 剂 全 自 动 血 型 分 析 仪（型 号：

Micorlab STARlet IVD，瑞 士 HAMILTON），恒 温 水
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浴箱（型号：XMD-6000，北京长风仪器仪表公司），

PCR 仪（型号：nexus GX2，美国 Eppendorf），DNA 测

序仪（型号：ABI 3730XL，美国 ThermoFisher）；电泳

仪（型号：DYY-5D，北京六一生物科技），凝胶成像系

统（型号：GenoSens1810，上海勤翔科学仪器有限公

司）。ABO和RhD血型定型检测卡（单克隆抗体）（批号：

20230604，长春博迅生物技术有限责任公司）；抗 A、

抗 B 血型定型试剂（单克隆抗体）（批号：20240301，

上海血液生物医药有限责任公司）；人 ABO 血型反

定型用红细胞试剂盒（批号：20245335，上海血液生

物医药有限责任公司）；基因组DNA 小量试剂盒（批

号：220822KC3，苏州优逸兰迪生物科技有限公司）；

ABO 血型外显子 1~7 PCR 引物及测序引物（上海生

工生物工程股份有限公司）。

1.3 方法

1.3.1  血清学实验：微柱凝胶卡式法按照厂家说明书

操作，由全自动血型分析仪完成加样并判读；采用手

工试管法进行 ABO 血型正反定型复核，操作步骤及

结果判读严格按 SOP 文件和文献方法进行 [4-5]。

1.3.2  基因检测：使用 DNA 提取试剂盒提取样本

全血基因组 DNA，分别使用 ABO 基因外显子 1~7

引物进行 PCR 扩增。扩增程序：94℃预变性 5min；

94 ℃ 30s，55 ℃ 30s，72 ℃ 60s，共 35 个 循 环；72 ℃ 
延伸 5min。扩增产物经琼脂糖电泳检测条带均一

且清晰后，使用 DNA 测序仪进行 Sanger 测序。测

序 序 列 使 用 SnapGene 6.0.2 软 件 与 ABO 基 因 参 考

序列（NG_006669.2）进行比对，参照国际输血协会

（International Society of Blood Transfusion，ISBT）数

据库确定基因型及命名。

1.3.3  蛋白结构分析：对ABO*B基因突变c.905A>G
导 致 的 GTB 突 变 体 GTB-p.Asp302Gly 进 行 蛋 白 质

空间结构分析。GTB突变体以野生型GTB（PDB ID: 
1LZ7）的三维分子结构作为基础模型。通过在线网站

DynaMut (https://biosig.lab.uq.edu.au/dynamut/) 对 突 变

后的Bw27转移酶进行热力学稳定性改变（ΔΔG）的

计算，ΔΔG值为负值意味着变异会降低蛋白质的结

构稳定性，而正值表明蛋白质热力学结构稳定 [6]。再

由PyMOL软件对野生型和突变型GTB可视化处理。

2 结果

2.1 血清学检测 2 例患者的 ABO 血型血清学结果

十分相似，均表现为正定型B 抗原减弱，同时反定型

存在抗 -B 抗体，与抗 -H 抗体反应增强，见表 1。
表 1 2 例患者的 ABO 血型血清学结果

检测方法
正定型 反定型

抗 -A 抗 -B 抗 -D 抗 -AB 抗 -H A1c Bc Oc 自身 c

例 1 微柱法 - 2+ 4+ / / 4+ 2+ / -

试管法 - 3+ / 2+s 3+ 4+ 2+ - -

例 2 微柱法 - 2+ 4+ / / 4+ 1+ / -

试管法 - 2+ / 2+ 3+ 4+ 1+s - -

注：“+”= 凝集强度；“s”=strong；“/”= 未做。

2.2 DNA测序分析 对2例患者的血液标本提取

DNA并对1~7外显子进行测序，结果与A1.01序列比

对，例1结 果 显 示 存 在106G>T杂 合、188G>A杂 合、

189C>T杂合、220C>T杂合、261delG杂合、297A>G纯

合、526C>G杂合、646T>A杂合、657C>T杂合、681G>A
杂合、703G>A 杂合、771C>T 杂合、796C>A 杂合、

803G>C杂 合、829G>A杂 合、905A>G杂 合、930G>A
杂合；例2结果显示存在261delG杂合、297A>G杂合、

526C>G杂合、657C>T杂合、703G>A杂合、796C>A杂

合、803G>C杂合、905A>G杂合、930G>A杂合。通过

GeneBank序列比对确认，例1基因型为Bw27/O.02，例

2基因型为Bw27/O.01，见表2。
表 2 2 例患者的 ABO 基因测序结果

外显子 3 4 4 5 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7

碱基位置 106 188 189 220 261 297 526 646 657 681 703 771 796 803 829 905 930

A1.01 G G C C G A C T C G G C C G G A G

B.01 G G T A A C A

O.01 /

O.02 T A T T / G A A T A

Bw27 G T A A C G A

例 1 T A T T / G G A T A A T A C A G A

例 2 / G G T A A C G A

注：“/”表示“缺失”。
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2.3 GTB 空 间 模 型 结 构 分 析 Bw27 转 移 酶 中

D302G 改变后 ΔΔG 为-0.487kcal/mol，提示该突变

导致酶结构的热力学稳定性降低。野生型 GTB 和

GTB 突变体的局部催化位点的空间结构模型如图 1

所示，D302G 置换使 Asp-302 与 Ser-304 相连的 1 个

氢键和 1 个水介导的氢键断开，Asp-302 与 His-305
相连的 1 个弱氢键也断开。

A 为野生型 GTB，302 位为 Asp；B 为突变型 GTB，302 位为 Gly；图中绿色为野生型和突变型氨基酸残基，旁边是参与任何形式的相互作用

的周围残基；红色虚线为氢键。

图 1 GTB 突变前后三维结构模型图 
3 讨论

ABO血型鉴定中，由于ABO亚型的抗原性较弱，

导致血清学试验出现血型正反定型不一致，给输血工

作造成困难，影响临床治疗。国际输血协会依据血清

学特征，将B亚型分为B3、Bx、Bm和Bel，将不符合上

述4种亚型标准的其他弱B统称为Bw型 [1]。Bw的遗

传背景几乎都来自于B.01基因，是一类频率相对较

高的B变异型，而且大多数都是由单个核苷酸的突变

所致 [6]。国内检出的Bw亚型有Bw03、Bw07、Bw11、

Bw12 和 Bw34 等 [1,6-7]。 我 们 首 次 报 道 了 Bw27 的 检

出特性，ABO基因检测结果显示其第7外显子存在

c.905A>G杂合改变，作为Bw亚型的一个补充。

不同的氨基酸在蛋白质结构中可能起着不同的

作用 [8]。三维分子结构模拟和分析蛋白质结构变异

对于深入了解蛋白质变化的潜在机制至关重要。我

们通过模拟GTB蛋白结构发现，其302位氨基酸Asp
被Gly替换，而Gly体积相对于Asp的体积更小，这使

得GTB突变体GTB-p.Asp302Gly较野生型GTB具有

更小且构象受限的活性位点。原本302位Asp与304
位Ser相连的1个氢键和1个水介导的氢键断开；302
位Asp与305位His相连的1个弱氢键也断开，而氨基

酸残基与水分子介导产生的氢键，在稳定蛋白质结

构上发挥重要作用 [9-10]。我们推断，这种取代可能改

变了空间结构，影响了糖基转移酶的稳定性或特异

性，进而导致GTB与抗B抗体结合减弱。因此，通过

对Bw27转移酶结构分析，推测其形成的可能机制是

c.905A>G突变后，蛋白稳定性发生了改变，导致酶活

性异常，从而引起血清学上B抗原表达减弱的表现。

考虑到Bw亚型血清中存在抗-B抗体，临床输血

治疗中，若患者符合自体输血条件时，首选自体血；输

注异体红细胞时，建议输注O型洗涤红细胞；输注血浆

以及血小板时，可选择AB型或Bw亚型对应的B型血

浆及血小板 [4,7]。由于条件限制，未能对2例患者家系中

Bw27亚型基因遗传展开调查，是本研究的不足之处。

综上所述，临床工作中为防止亚型漏判，血型定

型时必须做正反定型，并注意红细胞与抗体凝集的

强度。正反定型不一致时，可进一步行血清学的吸

收放散实验，或联合应用分子生物学技术进行诊断，

也可借助生物信息学手段加深对亚型分子机制的研

究，推动输血医学发展。
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