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1例ABO*B.01第4内含子近剪接区域c.204-1G>A突变导致
红细胞B抗原减弱的家系分析

刘建成，杨 洁（宁夏血液中心血型参比实验室，银川 750011）

摘  要：目的  对1例ABO血型正反定型不相符的献血者和其家系成员进行ABO血型精准鉴定，并探讨引起血型正反

定型不相符的分子机制。方法  采用血清学方法对先证者和家系成员进行ABO血型鉴定，利用三代单分子测序技术对

ABO血型基因全长序列进行检测分析突变位点。结果  先证者和其母亲表型均为Bel亚型，儿子为ABel亚型，3人均在

ABO*B.01等位基因第4内含子发生了近剪接区域突变（c.204-1G>A）。其父亲和女儿均为O型。家系分析，先证者近剪接

区域突变（c.204-1G>A）来源于其母亲，又遗传给其儿子。结论  先证者ABO*B.01等位基因第4内含子近剪接区域突变

（c.204-1G>A）导致了红细胞表面B抗原的表达减弱。
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A Pedigree Analysis of Weakened Erythrocyte B Antigen Caused by a c.204-1G>A 
Mutation in the Proximal Splicing Region of Intron 4 of the ABO*B.01 Allele

LIU Jiancheng, YANG Jie (Department of Blood Group Reference Laboratory, Ningxia Blood Center, Yinchuan 750011, China)

Abstract: Objective  To accurately identify the ABO blood group of a blood donor with inconsistent positive and negative ABO 
blood group typing and his family members, and to elucidate the molecular mechanism underlying this inconsistent positive and 
negative ABO blood group typing. Methods ABO blood groups of the proband and the family members were identified by serolog-
ical method. The full-length ABO gene was sequenced and analyzed using third-generation single-molecule sequencing technology 
to identify mutation sites. Results The proband and his mother exhibited the Bel subtype, while his son exhibited the ABel subtype. 
All three individuals carried a mutation (c.204-1G>A) in the proximal splicing region of intron 4 of the ABO*B.01 allele. The pro-
band's father and daughter were both O-type. Pedigree analysis showed that the proband inherited the c.204-1G>A mutation from his 
mother and subsequently passed it to his son. Conclusions  The c.204-1G>A mutation in the proximal splicing region of intron 4 of 
the ABO*B.01 allele results in decreased expression of the B antigen on the erythrocyte surface in the proband.
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ABO 血型系统是人类最早发现且临床意义最

重要的血型系统，其精准鉴定对安全输血至关重要。

ABO 血型由 ABO 基因编码的糖基转移酶决定，基因

变异可导致红细胞表面 A 或 B 抗原表达减弱，其中

B 抗原减弱的亚型如 Bel 因常规检测会漏检 B 抗原，

只有吸收放散试验才能检出 B 抗原，极易引发血型

误判，增加临床输血风险 [1]。Bel 亚型表型罕见，分

子机制复杂，已发现的突变多位于编码区或启动子

区域，内含子剪接区域突变的报道较少 [2]。本研究对

1 例 ABO 血型正反定型不符的献血者及其家系进行

血清学与分子生物学分析，探讨抗原减弱的分子机

制，为 ABO 亚型的精准鉴定和临床输血安全提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 先证者为宁夏地区 1 名无偿献血

者，男性，汉族，年龄 40 岁，无输血史。在进行 ABO
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血型检测时发现先证者血型正反定型不相符，随后

采集其父母、女儿及儿子血液样本进行检测。所有受

试者均签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 ABO 血型正反定型试剂（上海血

液生物制药有限公司），人类全血基因组 DNA 提取

试剂盒（北京天根生物），红细胞基因分型检测试剂盒

（单分子测序法）（西安浩瑞基因技术有限公司），质检

试剂 Qubit dsDNA BR assay kit(Thermo Fisher Scien-
tific），上机文库制备试剂：SEQUE Ⅱ binding kit 3.2 
and cleanup beads、测序试剂：SEQUE Ⅱ sequencing 
kit、测序芯片：SMRT Cell 8M tray(PacBio），PCR 扩

增 试 剂 PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TAKA-
RA）。PCR 扩增仪 (Appliedbiosystems），凝胶成像系

统 (Bio-Rad)，PacBio Sequel Ⅱ测序仪器 (PacBio)。
1.3 方法

1.3.1 血型血清学方法：ABO血型正反定型、吸收放散
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试验均按照《全国临床检验操作规程（第四版）》操作。

1.3.2 分子生物学方法：先证者及其父母、女儿、儿子

ABO 血型分子生物学检测利用三代单分子测序技术

对 ABO 基因全长序列进行测序分析，包括 7 个外显

子、6 个内含子及调控区域。操作如下：①血液样本

提取基因组 DNA 后，先进行浓度和片段大小质检，

要求：基因组 DNA 的片段≥15Kb，DNA 纯度 A260/
A280 在 1.7~2.0 之间，A260/A230 在 1.8~2.0 之间。以合格

的基因组 DNA 为模板，采用红细胞基因分型检测试

剂盒进行多重 PCR 扩增，获取目的基因全长序列。

② PCR 产物经浓度检测和琼脂糖凝胶电泳质检合格

后，进入文库构建阶段。向 PCR 产物中加入红细胞基

因分型检测试剂盒内的试剂，使双链 DNA 分子两端

连接特定接头，形成哑铃状环形 DNA 分子。随后经

外切酶消化未连接接头的序列，再通过磁珠纯化得

到文库。③在文库中加入上机文库制备试剂盒中的

试剂，孵育后经磁珠纯化获得上机文库。将上机文库

加入测序芯片，使用 PacBio Sequel II 测序仪测序，

最终将光信号转化为碱基序列。

1.3.3 数据分析和分型：测序原始数据使用 PacBio 
Sequel ll 测序仪配置的系统（SMRT Link, v13.0, Pa-

cific Bioscience）自动将荧光信号转换为碱基序列信

息，并进行校正及后续过滤。然后使用 PacBio 官方

内置软件 lima 拆分 HIFI reads，以区分不同样本。分

型过程在一个具备多计算节点的集群环境下运行分

析任务，利用集群强大的计算能力，使用西安浩瑞

基因技术有限公司自研的红细胞基因分型流程对每

个样本的数据展开分析。主要分型流程包括：使用

pbmm2 version 1.16.0 软件将样本的 CCS 数据比对

到 GRCh38 版本的参考基因组获得 ABO 基因的目标

序列进行下游分析。使用 DeepVariant version 1.6.0 软

件检测变异位点。使用 whatshap version 2.1 软件对变

异位点进行分型。然后提取 CDS 区域的突变位点与

ISBT 分型数据库比对，获取对应分型。

2 结果

2.1 ABO血型血清学结果 先证者 ABO 血型正定

型为 O 型，反定型为 B 型，正反定型不相符，进一步

采用吸收放散试验，在红细胞表面检出 B 抗原，定

型为 Bel 亚型。其父亲和女儿均为 O 型。母亲和先证

者血清学格局相同，定型为 Bel 亚型。儿子红细胞检

出正常 A 抗原，吸收放散试验检出了 B 抗原，定型为

ABel 亚型，见表 1。

表 1 先证者及家系 ABO 血型血清学反应格局

样本
正定型 反定型 吸收放散

表型
-A -B -AB -H A1c Bc Oc 自身 A1c Bc Oc

先证者 - - - 4+ 4+ - - - - 2+ - Bel 亚型

父亲 - - - 4+ 4+ 4+ - - / / / O 型

母亲 - - - 4+ 3+ - - - - 1+ - Bel 亚型

女儿 - - - 4+ 4+ 4+ - - / / / O 型

儿子 4+ - - 4+ 2+ 1+ - - - 2+ - ABel 亚型

注：1–4+ 表示不同的凝集强度；- 表示没有凝集；/ 表示未进行吸收放散试验；el 表示吸收放散试验检出抗原。

2.2 分子生物学结果 先证者和母亲的1条单倍体

为O等位基因ABO*O.01.02，另1条单倍体在B等位

基因ABO*B.01基础上第4内含子发生了近剪接区域

突变（c.204-1G>A），基因型为ABO*B.01/ABO*O.01.02。

其父亲和女儿基因型均ABO*O.01.02/ABO*O.01.02。

其 儿 子1条 单 倍 体 为ABO*A1.02，另1条 单 倍 体 在

B等位基因ABO*B.01基础上第4内含子发生了近

剪 接 区 域 突 变（c.204-1G>A），基 因 型 为 ABO*A1.02/
ABO*B.01，见表2、图1。先证者和家系成员7个外显

子、其它内含子及调控区域未见异常突变。家系分析

显示，先证者近剪接区域突变（c.204-1G>A）来源于其

母亲，又遗传给其儿子，见图2。

3 讨论

ABO亚型是指在常见A、B、AB、O血型基础上，

由于ABO基因变异形成的进一步细化分类的血型 [3]。

这些变异会改变红细胞表面抗原的结构或表达水

平，进而影响血清学鉴定中的凝集表现。ABO 基因

位于人类第 9 号染色体长臂（9q34.2），全长约 18kb，

包含 7 个外显子和 6 个内含子，该基因编码的糖基

转移酶通过催化特定糖链修饰 H 抗原，决定红细胞

表面抗原类型，ABO 基因的变异主要发生在第 6 和

7 外显子 [4-5]。1990 年首次从分子层面阐明了人类

ABO 血型的遗传机制 [6]。1993 年首次揭示了 ABO
亚型抗原表达减弱的分子基础 [7]。

红细胞 B 型是由 ABO*B.01 等位基因编码的 B
转移酶将半乳糖转移至 H 抗原，形成 B 血型 [8]。本研

究发现的 c.204-1G>A 突变发生在 ABO*B.01 基础上

第 4 内含子 3’ 端近剪接区域，该区域为前体 mRNA
剪接的关键位点，其保守序列的改变可能干扰剪接

复合体组装，导致剪接异常。真核生物基因转录生
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成的前体 mRNA 需经过剪接去除内含子，形成成熟

mRNA。内含子 3’端的剪接位点通常包含高度保守

的 AG 二核苷酸，其上游为多嘧啶片段，共同参与

剪接位点的识别 [9]。研究表明 [10-11]，剪接位点附近的

碱基突变可通过改变位点保守性或影响剪接因子

结合，导致剪接异常，包括外显子跳跃、内含子滞留
表2 先证者及家系ABO基因三代单分子测序结果

样本
单倍体 1 单倍体 2

等位基因 突变位点 等位基因 突变位点

先证者 ABO*B.01
c.297A>G、c.526C>G、c.657C>T、c.703G>A、

c.796C>A、c.803G>C、c.930G>A 
近剪接区域突变：c.204-1G>A

ABO*O.01.02
c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、c.261delG、
c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、c.771C>T、c.829G>A

父亲 ABO*O.01.02
c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、
c.261delG、c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、

c.771C>T、c.829G>A
ABO*O.01.02

c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、c.261delG、
c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、c.771C>T、c.829G>A

母亲 ABO*B.01
c.297A>G、c.526C>G、c.657C>T、c.703G>A、

c.796C>A、c.803G>C、c.930G>A 
近剪接区域突变：c.204-1G>A

ABO*O.01.02
c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、c.261delG、
c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、c.771C>T、c.829G>A

女儿 ABO*O.01.02
c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、
c.261delG、c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、

c.771C>T、c.829G>A
ABO*O.01.02

c.106G>T、c.188G>A、c.189C>T、c.220C>T、c.261delG、
c.297A>G、c.646T>A、c.681G>A、c.771C>T、c.829G>A

儿子 ABO*A1.02 c.467C>T ABO*B.01
c.297A>G、c.526C>G、c.657C>T、c.703G>A、c.796C>A、

c.803G>C、c.930G>A 近剪接区域突变：c.204-1G>A

A：ABO 血型基因结构图谱；B：ABO 基因第 4 内含子 c.204-1G>A 近剪接区域突变。

图 1 ABO 血型基因结构示意图和近剪接区域测序结果
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先证者（Bel 亚型）
c.204-1G>A

母亲（Bel 亚型）
c.204-1G>A

儿子（Bel 亚型）
c.204-1G>A

父亲（O 型）

女儿（O 型）

图 2 先证者家系图

或使用隐蔽剪接位点等。本研究中，c.204-1G>A 突

变使第4内含子3’端剪接位点的保守序列由AG变

为AA，直接破坏了剪接位点的核心结构。推测该突

变可能导致ABO基因前体mRNA剪接异常，使成熟

mRNA中缺失部分外显子或包含异常序列，进而影响

B转移酶的合成或功能，导致红细胞B抗原表达减弱。

类似突变在其他基因中已被证实可显著降低剪接效

率，如凝血因子Ⅷ基因内含子22剪接位点突变可导

致血友病A[12]。ABO基因第4外显子编码 B 转移酶

的第 127~167 位氨基酸序列，该氨基酸序列参与了B
转移酶蛋白结构的空间构象，是维持其结构完整性的

分子基础。同时，还通过分子识别机制介导了B转移

酶与受体底物H抗原的特异性结合。研究表明，当第

4外显子发生纯合缺失或与邻近外显子联合缺失时，

编码序列会发生截断，导致第 127~167 位氨基酸完全

丢失。这种结构性缺失会导致B转移酶无法形成催化

反应必需的空间构象，同时使酶与底物的结合能力降

至检测阈值以下。本研究中，若第4内含子剪接异常

导致第4外显子缺失，将直接破坏B转移酶的空间结

构。若内含子滞留形成异常mRNA，可能被无义介导

的mRNA降解机制识别并降解，导致B转移酶表达量

下降。两种情况均可使B抗原合成减少，表现为Bel亚

型表型 [13-14]。

Bel亚型是B亚型中最罕见的类型之一，其特征为

红细胞表面B抗原极弱，常规无法检测出B抗原，易被

误判为O型，临床输血时需特别注意 [15]。目前已报道的

Bel亚型分子机制主要涉及B等位基因的编码区突变，

如错义突变、无义突变或移码突变，导致B转移酶活

性降低或缺失 [16]。国际输血协会共收录了5种Bel等位

基因，分别为ABO*BEL.01、ABO*BEL.02、ABO*BEL.03、

ABO*BEL.04、ABO*BEL.05。例 如，ABO*BEL.01等 位 基

因因 c.641T>G（p.Met214Arg）突变导致酶活性下降 [17]。

ABO*BEL.03因 c.502C>T（p.Arg168Trp）突变影响底物

结合能力 [18]。此外，部分Bel亚型与ABO基因启动子

区域突变相关，通过降低基因转录效率降低B转移酶

活性，导致红细胞表面B抗原的表达 [19]。本研究发现的

c.204-1G>A突变位于内含子3’端剪接区域，与已知的

编码区或启动子突变机制不同，是一种新的Bel亚型分

子机制。另外与已报道的其他内含子剪接突变也存在差

异。例如，ABO基因第1内含子剪接位点c.44+1G>A突

变位于5’端，引发第1外显子完全缺失，导致A转移酶

合成完全中断，最终表现为红细胞A抗原完全缺失 [20]，

而本研究的第4内含子c.204-1G>A 突变位于3’端，仅

丢失部分催化结构域氨基酸，残留的B转移酶仍保留

基础活性，表现为B抗原减弱，通过吸收放散试验能够

检测到弱B抗原。这也反映了ABO 基因不同区域突变

对表型影响的特异性。家系研究是验证基因突变的重要

手段，尤其对于罕见血型亚型，通过分析突变与表型在

家系中的共分离模式，可显著提高结论的可靠性 [21-22]。

本研究中，先证者及其母亲为Bel亚型，儿子为ABel亚
型，三者均携带 c.204-1G>A突变。而父亲与女儿为 O 
型，未检测到该突变。表明，c.204-1G>A突变由母亲传

给先证者，再由先证者传给儿子，严格遵循孟德尔遗传

规律。在输血实践中，Bel 亚型易被误判为 O 型，作为受

血者时误输 O 型血，虽主侧配血可能无反应，但供者血

浆中的抗-B 抗体可能与受者红细胞上的微弱 B 抗原反

应，引发迟发性溶血性输血反应。作为供血者，其红细

胞可能被受者的抗-B抗体破坏，同样存在风险[23]。因此，

准确鉴定Bel亚型对临床输血安全至关重要。在血型检

测过程中对于正反定型不符的样本，除检测编码区、

启动子区域突变外，还需关注内含子剪接区域的变异。

本研究也存在一定局限性：①未进行体外功能

实验直接证实该突变对 mRNA 剪接的影响。②未检

测 B 转移酶的表达量及活性，缺乏蛋白水平的验证。

综上所述，本研究成功鉴定分析了在ABO*B.01 等位

基因基础上第 4 内含子近剪接区域 c.204-1G>A 突变

可导致 Bel 亚型。这不仅丰富了 ABO 血型的分子遗

传图谱，也为疑难血型鉴定提供了新的思路，对保障

血液安全具有重要意义。
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