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［摘 要］ 目的：确定B型血友病致病基因F9的剪接位点共识序列，并筛选序列相关致病突变，以确定F9基因内含子中主要

剪接调控位点。方法：从凝血因子Ⅸ（coagulation factor Ⅸ，FⅨ）突变数据库（Factor Ⅸ Variant Database）中收集内含子突变，依

据F9基因剪接位点保守性分析筛选可能影响剪接的致病突变，重点关注患病人数多且致病效应强的突变位点所在区域，结合

3种RNA剪接预测软件对突变导致的剪接效应进行预测。之后，采用微型基因剪接检测体系，对所选突变的剪接效应进行体

外检测并通过变性毛细管电泳检测不同转录本所占比例，以明确各突变剪接效应的差异，进而确定F9基因剪接共识序列中影

响剪接的关键位点。针对具有蛋白编码能力的异常剪接体，构建体外表达体系，通过Western blot及活化部分凝血活酶时间综

合评估异常剪接体的胞内表达、胞外分泌及凝血活性状态。结果：序列与突变分析确定F9基因外显子4剪接位点附近的15个
突变为靶突变，微型基因剪接实验证实其中14个突变可导致异常剪接，对比软件预测结果，进一步证实计算机预测具有局限

性，不能准确预测具体剪接模式及其比例。证实了内含子上经典位点GT⁃AG的保守性，同时发现供体端+5G同样有利于剪接

位点的正确识别，而相对保守的+7A则未对剪接位点识别产生重要作用，此外，模拟经典“AG”序列的深层内含子突变会造成

剪接识别错位，显著提高异常剪接比例。蛋白表达与活性分析结果显示，p.D93⁃G125delinsG和p.G94⁃D131del两种异常剪接突

变体的抗原合成及活性状态与野生型相比差异均有统计学意义（P < 0.01）。结论：GT⁃AG是影响剪接调控的主要位点，F9基
因内含子4剪接供体端非保守位点的+5G同样对剪接有调控作用。对不同突变造成剪接调控模式差异进行总结分析，可为大

数据分析提供理论依据，并提高生物信息学预测的准确性。
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［Abstract］ Objective：To identify key splicing regulatory sites within introns of the F9 gene（the causative gene for hemophilia B）
through the characterization of splice site consensus motifs and systematic screening for pathogenic variants in these regions. Methods：
Based on the variations documented in the Factor Ⅸ Variant Database，we primarily focused on intronic variations that may influence
pre⁃mRNA splicing. These variations were filtered through a comparative analysis based on sequence conservation and were associated
with the severity of the disease. Variations located within highly conserved loci that were linked to severe hemophilia were selected as
target variations and subjected to subsequent splicing predictions using three independent tools separately. The prediction results were
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B型血友病（hemophilia B，HB）是X染色体连锁

隐性遗传病［1］，主要临床表现是凝血功能障碍及由

此引发的出血现象［2］。遗传分析证实其致病基因为

F9（OMIM：300746），位于X染色体长臂（Xq27.1），全
长33.5 kb，由8个外显子和7个内含子构成，转录形

成2.8 kb的mRNA（NM_000133），编码461个氨基酸

残基的凝血因子Ⅸ（coagulation factor Ⅸ，FⅨ）前体

蛋白［3-6］。F9基因突变造成FⅨ蛋白分泌不足或功

能异常是导致HB的主要原因［7-10］。目前FⅨ突变数

据库（Factor Ⅸ Variant Database）中共收录了1 692种
F9基因相关突变，其中 10.28%为内含子突变，提示

内含子突变是导致HB的主要原因之一［9］。因此，阐

明内含子突变的致病机制有助于加深对HB复杂致

病机制的认识。

以往关于内含子突变致病机制的探索阐明了

内含子剪接供体端（donor site）+1G、+2T和剪接受体

端（acceptor site）-2A、-1G的广泛致病性［11-12］。因

此，长久以来遗传学分析以编码区突变和内含子剪

接位点突变作为解析基因突变致病机制的重点。

然而随着测序技术的发展，大量内含子突变先后被

鉴定出来［13-16］，引发了对内含子突变致病机制的进一

步探索。虽然剪接调控因子与剪接调控元件的准确

识别与结合是保证RNA精确剪接的前提条件［17-20］，但

研究表明除内含子经典剪接位点GT⁃AG外，其他相

关剪接调控元件的序列保守性并不强，这是可变剪

接产生的基础，同时也是内含子突变致病的主要原

因之一。目前认为内含子和外显子交界处的多个碱

基共同定义了经典剪接调控元件中的供体和受体位

点。其中，供体位点的共识序列通常跨越10 bp，从外

显子的-3位到内含子的+7位，而受体位点的共识序

列则涵盖 28 bp，从内含子的-26位延伸到外显子

的+2位［21］，表明内含子上的碱基同样参与剪接调

控，Vaz⁃Drago等［13］通过分析mRNA和全基因组测序

的证据，表明超过75种疾病的致病突变与内含子相

关，强调了内含子突变的不可忽视性。基于此，本

研究通过分析内含子上多个位点对剪接调控的影

响，拓展内含子突变的研究范围，以期掌握剪接调

控中的关键位点。

本研究通过整合临床数据与生物信息学分析

结果，筛选出F9基因内含子剪接位点共识区域内的

15个致病突变。通过微型基因剪接实验结合Sanger
测序与变性毛细管电泳解析突变特异性的剪接模

式及调控机制，证实除GT⁃AG核心序列外，内含子

上还存在一些非保守位点对剪接调控产生影响。

此外，本研究还利用剪接突变体抗原水平检测和凝

血功能实验阐明了异常剪接体的致病机制，为血友

病的精准诊断和治疗提供理论依据。同时，本研究

对剪接共识区域内突变剪接模式的分析可作为理

论依据促进剪接预测算法的改进，提高生物信息学

预测的准确性。

then validated through minigene splicing assays，and specific splicing patterns were further investigated using denaturing capillary
electrophoresis. For those in ⁃ frame aberrant splicing products，we assessed protein expression，protein secretion，and in vitro

coagulation activity by Western blot and activated partial thromboplastin time. Results：We identified 15 variants located near the
splicing site of exon 4 in the F9 gene as target variants through sequence and variant analysis. Minigene splicing assay confirmed that
14 of these variants could lead to abnormal splicing. In comparison with the bioinformatic prediction results，we further established that
computational predictions exhibited limitations and could not accurately predict specific splicing patterns or their proportions. The
classic GT⁃AG splice site on the intron was confirmed to be conserved. Additionally，we observed that +5G at the donor end facilitated
correct recognition of the splicing site，whereas the relatively conserved +7A did not play a significant regulatory role in this recognition
process. Furthermore，deep intronic variants mimicking the classic splice donor“AG”motif caused misalignment of splice site
recognition，significantly increasing the proportion of abnormal splicing. Results from protein expression and activity analyses indicated
notable differences in antigen synthesis and in vitro coagulation activity status between the two abnormal splicing variants of
p.D93⁃G125delinsG and p.G94⁃D131del and those of the wild⁃type FⅨ（P < 0.01）. Conclusion：The splice site（GT⁃AG）is pivotal in
determining precise splicing. The less conserved +5G at the consensus region of the splice donor site in the intron 4 of the F9 gene also
has a regulatory effect on splicing. Summarizing the differences in splice patterns caused by diverse variations can provide a solid
theoretical basis for big data analysis and improve the accuracy of bioinformatics predictions.
［Key words］ F9 gene；intronic variants；aberrant splicing；hemophilia B；pathogenic mechanisms

［J Nanjing Med Univ，2026，46（01）：55⁃67］

·· 56



1 材料和方法

1.1 材料

实验所用人胚肾细胞HEK⁃293T由本实验室保

存，细胞培养使用DMEM培养基（Corning公司，美

国）和Optimal⁃MEM培养基（Gibco公司，美国），并添

加 10%胎牛血清（上海ABW公司）及 1%青霉素⁃链
霉素溶液（北京 Coolaber 公司）；细胞消化采用

0.25%胰酶⁃EDTA（北京Coolaber公司）。质粒提取

使用小提中量质粒提取试剂盒、DNA纯化采用DNA
纯化试剂盒（北京天根生物公司）。细胞转染采用

PEI转染试剂（Polyscience公司，美国），RNA提取使

用RNA提取试剂盒、cDNA合成采用Hiscript Ⅲ RT
SuperMix试剂盒、PCR扩增使用 2× Taq Master Mix
（南京诺唯赞公司）。克隆实验采用 pMD18⁃T载体

试剂盒（Takara公司，日本）。蛋白印迹实验使用

0.2 μm PVDF膜（Millipore公司，美国），一抗为羊抗

人 FⅨ单克隆抗体（Affinity Biologicals 公司，加拿

大），二抗为辣根过氧化物酶标记的兔抗羊 IgG抗体

（Proteintech 公司，美国），内参采用β⁃actin ⁃HRP
（Santa Cruz公司，美国）。凝血功能检测使用活化部分

凝血活酶时间（activated partial thromboplastin time，
APTT）试剂和FⅨ缺陷血浆（西门子公司，德国），并

以质控血浆（Hyphen BioMed公司，法国）作为对照。

实验所需引物及Sanger测序由天津金唯智生物公司完

成，毛细管电泳委托上海生工生物工程有限公司完成。

1.2 方法

1.2.1 计算机预测分析

本研究采用多种生物信息学工具对F9基因的

剪接位点进行系统性分析。首先，利用WebLogo对
F9基因供体端和受体端的序列进行可视化分析，以

评估其保守性特征。随后，使用 Human Splicing
Finder（HSF）和MaxEntScan（MES）两种不同的算法

工具对外显子4的经典剪接位点及潜在隐性剪接位

点进行评分。为全面评估突变对剪接模式的影响，

研究进一步整合了罕见病数据中心（rare disease data
center，RDDC）数据库的预测结果。本研究涉及的

致病突变及临床相关信息均来源于 FⅨ突变数据

库，确保了数据的可靠性和准确性。

1.2.2 细胞培养

含10%胎牛血清和1%青霉素⁃链霉素的DMEM
高糖培养基对HEK⁃293T细胞进行培养，恒温培养

箱设置温度和CO2浓度分别为37 ℃、5%。细胞汇合

度达到90%及以上时，进行细胞传代，传代时细胞接

种密度维持在1×105个/mL。
1.2.3 质粒构建

微型基因剪接实验载体构建方法如下：通过

FastCloning技术将F9基因外显子4及其两端侧翼序

列（约 450 bp）克隆至 pSPL3载体的多克隆位点内

（Xho Ⅰ和BamH Ⅰ）构建野生型（wild type，WT）剪
接报告载体。随后，针对不同突变位点设计相应引

物（表 1），构建突变型剪接报告载体。体外表达载

体以 pBudCE4.1载体为骨架，将F9基因 cDNA序列

插入到载体的多克隆位点内构建WT FⅨ表达载

体。分析异常剪接突变体的编码序列，针对具有编

码功能的突变体，设计相应引物（表2），以WT表达载

体为模板通过FastCloning技术构建异常剪接突变体

的体外表达载体。所有载体均经过Sanger测序验证。

1.2.4 细胞转染

将处于对数生长期的HEK⁃293T细胞接种于

6孔板中，待细胞汇合度达70%时，采用聚乙烯亚胺

（polyetherimide，PEI）转染试剂进行瞬时转染。转染

体系如下：6孔板每孔转染DNA量为 4 μg，DNA与

PEI的比例为 1∶3，DNA与 PEI稀释采用优化的无

血清培养基（Optimal⁃MEM），转染 4~6 h后用含有

10 μmol/L维生素K的完全细胞培养液继续培养36~
48 h。
1.2.5 样品制备

细胞培养完成后收集细胞样品用于细胞总

RNA和蛋白提取。根据试剂生产商提供的操作指

南进行细胞总RNA抽提，抽提完毕后利用紫外分光

光度计测定RNA的浓度和纯度，确保抽提样本无基

因组DNA和有机试剂污染，以保证后续实验效果。

胞内蛋白提取前先用PBS缓冲液洗涤细胞，后加入

细胞裂解液，待其充分裂解后离心收集上清液作为

胞内蛋白样本待用。分泌蛋白样品提取时收集细

胞培养液，若样本用于Western blot分析，采用三氯

乙酸（trichloroacetic acid，TCA）沉淀法提取；若分泌

蛋白样品用于体外凝血活性检测，则采用超滤管进

行浓缩法收集（注意：为避免细胞培养液中血清的

影响，收集分泌蛋白样本时需要用Optimal⁃MEM进

行细胞培养）。

1.2.6 剪接模式分析

采用Hiscript Ⅲ RT SuperMix kit将1 μg总RNA
反转录为 cDNA，随后使用 2×Taq Master Mix进行

PCR扩增。反应条件为：95 ℃预变性3 min；95 ℃变

性 15 s、57 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 1 min，共 25个循

环；72 ℃终延伸 5 min。2%琼脂糖凝胶电泳观察条
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带的位置，随后将 cDNA产物连接至pMD18⁃T载体，

转入感受态细胞，挑取单克隆菌落经PCR验证后进

行 Sanger测序。使用DNAMAN软件将测序结果与

野生型序列进行比对分析，同时，采用荧光标记引物

（SD6：5′⁃TCTGAGTCACCTGGACAACC⁃3′；SA2：5′⁃

ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC⁃3′）对 cDNA产物进

行毛细管电泳分离，根据不同剪接产物的片段大小

及峰面积，定量计算各剪接产物的比例。

1.2.7 Western blot
将瞬时转染后收集的胞内和上清蛋白样品与

表2 表达载体的特异性引物序列

Table 2 Specific primer sequences of expression vector

Vector
F9⁃E4⁃del96bp

F9⁃E4⁃skipping

Forward
Reverse
Forward
Reverse

Primer sequence（5′→3′）
GTATGTTGGAAAGAACTGTGAATTAGATGTAAC
GTTCTTTCCAACATACTGCTTCCAAAATTCAGTT
GTATGTTGATGTAACATGTAACATTAAGAATGGC
TGTTACATCAACATACTGCTTCCAAAATTCAGT

表1 微型基因剪接载体的特异性引物序列

Table 1 Specific primer sequences of minigene splicing vector

Variant
I3⁃c.278⁃1G>T

I3⁃c.278⁃1G>C

I3⁃c.278⁃1G>A

I3⁃c.278⁃2A>T

I3⁃c.278⁃3A>G

I4⁃c.391+1G>C

I4⁃c.391+1G>A

I4⁃c.391+1G>T

I4⁃c.391+7A>G

E4⁃c.391delG

I4⁃C.391+1insT

I4⁃C.391+2T>A

I4⁃C.391+2T>C

I4⁃C.391+5delG

I4⁃C.391+5G>A

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Primer sequence（5′→3′）
TCTCAAATATG GAGATCAGTG TGAG
ATCTCCATAT TTGAGATAGG TTAAG
TCTCAAACATG GAGATCAGTG TGAG
ATCTCCATGT TTGAGATAGG TTAAG
TCTCAAAAATG GAGATCAGTG TGAG
ATCTCCATTT TTGAGATAGG TTAAG
ATCTCAATGATG GAGATCAGTG TGA
TCTCCATCAT TGAGATAGGT TAAGA
TATCTCAGAGATG GAGATCAGTG TG
CTCCATCTCT GAGATAGGTT AAGAA
GAATTA GCTAAGTAACTATTTTTTG
GTTACTTAGC TAATTCACAG TTCTT
GAATTA GATAAGTAACTATTTTTTG
GTTACTTATC TAATTCACAG TTCTT
GAATTA GTTAAGTAACTATTTTTTG
GTTACTTAAC TAATTCACAG TTCTT
GGTAAGTGACTATTTTTTGAATACT
AAAATAGTCA CTTACCTAAT TCACA
GTGAATTAGTAAGTAACTATTTTTT
TTACTTACTAATTCACAGTTCTTTC
GAATTAGTGTAAGTAACTATTTTTT
TTACTTACACTAATTCACAGTTCTT
AATTAGGAAAGTAACTATTTTTTGA
AGTTACTTTCCTAATTCACAGTTCT
AATTAGGCAAGTAACTATTTTTTGA
AGTTACTTGCCTAATTCACAGTTCT
TTAGGTAATAACTATTTTTTGAATA
AATAGTTATTACCTAATTCACAGTT
TAGGTAAATAACTATTTTTTGAATA
AATAGTTATTTACCTAATTCACAGT
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5×上样缓冲液（含β⁃巯基乙醇）按适当比例混合，

100 ℃煮沸 5 min后上样。使用 10% SDS⁃PAGE凝

胶进行蛋白分离，随后采用湿转法将蛋白转移至

0.2 μm硝酸纤维素膜上，用 5%脱脂牛奶室温封闭

2 h，分别加入1∶10 000稀释的羊抗人FⅨ单克隆抗

体或 1∶20 000稀释的β⁃actin⁃HRP，4 ℃孵育过夜。

次日，用TBST缓冲液（0.1% Tween⁃20）洗涤 3次，每

次 15 min；随后加入 1∶10 000稀释的辣根过氧化物

酶标记的兔抗羊 IgG二抗，室温孵育 50 min。TBST
再次洗涤后，使用ECL化学发光试剂在化学发光成

像系统上进行显影。采用 Image J软件对蛋白条带

进行灰度值分析，所有实验均独立重复3次以确保结

果的可重复性。

1.2.8 FⅨ凝血活性测定

采用凝固法测定FⅨ凝血活性（FⅨ：C）。首先，

将标准血浆按 1∶5、1∶10、1∶20、1∶40、1∶80、1∶160、
1∶320的梯度比例进行稀释，制备标准曲线。实验

样本按体积比1∶5或1∶10用缓冲液稀释，必要时根

据样本活性调整稀释比例。使用半自动凝血分析

仪进行检测，以APTT试剂和FⅨ缺陷血浆作为检测

体系，记录血浆凝固时间。将待测样本的凝固时间

代入标准曲线，计算FⅨ：C活性。每个样本平行测

定3次，取平均值作为最终结果，以确保数据的准确

性和可靠性。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析及

绘图。所有实验均独立重复3次。组间数据比较采

用独立样本 t检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 F9基因剪接位点保守序列的特征分析

F9基因全长 33.5 kb，由 8个外显子和 7个内含

子组成。利用WebLogo在线生物信息学工具对其

供体和受体端进行保守性分析（图1A、B），结果显示

除了高度保守的GT⁃AG剪接位点外，剪接供体位点

的-1位G和+7位A以及剪接受体位点的-6位T也
呈现显著保守特征，两侧其他序列保守性相对较

低。这一发现提示，剪接位点核心区域以外的突变

也可能干扰pre⁃mRNA的正常剪接。

本研究通过收集FⅨ突变数据库中所有内含子

区突变信息，通过统计发现，可能影响外显子4精确

剪接的突变在发生频率和临床关联性上均占主导

地位。因此，本研究以外显子4的剪接调控为范例，

重点分析内含子 3剪接受体位点上的 5个突变、内

含子 4剪接供体位点上的 10个突变，图 1C展示了

15个靶突变的信息、患者的表型和数量。

Acceptor

Bit
s

3
2
1
0

-26 -25 -24 -22-23 -21 -21 -19 -18 -17 -16 -15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7

DonorA B

Bit
s

3
2
1
0

A，B：Conservative analysis of acceptor（A）and donor（B）sequences of F9 gene. The horizontal axis represents the base position，and the vertical
axis represents the information entropy. The height of each letter represents the conservatism and variability of the base at that position. The higher the
information entropy（lower conservation），the smaller the symbol height；the lower the information entropy（high conservatism），the greater the symbol
height. C：Schematic diagram of base variants distribution and patient information. Intronic and exonic sequences are represented by lowercase and up⁃
percase letters，respectively. S：severe；Mo：moderate；NA：no available data.

图1 基于F9基因剪接位点序列保守性筛选的15个目标突变

Figure 1 Fifteen target variants were screened based on sequence conservation of F9 splice sites

GA/delGA/CdelG T/C/A/insT
1Mo 6S 3Mo 3Mo

2Mo
1Mo 1MoNA

NA
2S 1S

5S1Mo1S2S2S7S1Mo

T/C/ATG

. . .tgccaattcaatttcttaacctatctcaaag
Intron 3

c.278 c.391
-3-2-1 Exon 4

ATGGAGATCA...TGAATTAG gtaagtaactattttttgaatactcatggttc. . .
Intron 4+1+2+3 +5 +7

C
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cagactcccatcccaatgagtatctacaggggaggaccgggcattctaagcagtttacgtgccaattcaatttcttaacctatctcaaagATGGAGATCAGTGTGA
Donor 4

80.4/6.96（del 102 nt）WT acceptor
78.35/5.14

c.278

GTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGCAGTTGCAAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAGGAAAGAA
Acceptor 3

81.29/6.07（del 96 nt）

CTGTGAATTAGgtaagtaactattttttgaatactcatggttcaaagtttccctctgaaacaagttgaaactggaaaatgcaatattggtgtatcataatttttcttaaaa
WT donor
98.49/9.66

c.391

agcctaaggatctttgtttgggtggcttttagaaactcaggaagacaggagcatcatatgcctataggcagctggcttccaggtcagtagttttgctctgaccctaaaat
Donor 2

93.78/8.94（skip）

acatacctttgatgcttataaacatttcatttgtagtgatagttttcaggatatgagttcaagaagctacattaaaatcaataacaatatttggtaacta
Acceptor 2

86.05/6.37（skip）
Donor 3

82.72/4.27（ins 193 nt）
The picture shows exon 4 and the sequences of the intron upstream and downstream of it. Capital letters represent exon，and lowercase letters repre⁃

sent intron. Predicted splice site sequences are shown in italics，with splice donors in blue and splice acceptors in red.
图2 生物信息学工具预测的剪接位点分布

Figure 2 Splice site distribution predicted by bioinformatics tools

2.2 基于生物信息学评估突变对pre⁃mRNA剪接的

影响

随着生物信息学算法的不断发展，本研究采用

两种不同算法工具（HSF和MES）对外显子4及其侧

翼序列潜在的剪接位点进行系统评估，其中预测的各

剪接位点在基因上的位置信息如图2所示。评分结

果显示，WT剪接受体序列的评分分别为78.35（HSF）
和 5.14（MES），显著低于其他两个隐性剪接受体，

而WT剪接供体序列的评分分别为 98.49（HSF）和
9.66（MES），明显高于隐性剪接供体（表3）。这一发

表3 生物信息学工具预测的剪接位点评分

Table 3 Splice site score predicted by bioinformatics tools

Site
Accepter WT
Accepter 1
Accepter 2
Donor WT
Donor 1
Donor 2
Donor 3

Splice site sequence
cctatctcaaagAT
tttcatttgtagTG
ttggatttgaagGA
TAGgtaagt
CAGgtcagt
TTGgtaact
AGTgtgagt

HSF
78.35
86.05
81.29
98.49
93.78
82.72
80.4

MES
5.14
6.37
6.07
9.66
8.94
4.27
6.96

The scoring range for HSF is zero to 100，The scoring range for
MES is zero to 10.

现提示，内含子 3的剪接受体可能存在选择性剪接

倾向，核苷酸替换可能通过改变剪接调控元件的结

合特性而影响剪接模式。本研究中 15个致病突变

均位于剪接位点共识区域内，其中 13 个突变

（86.7%）与中度、重度HB相关，3个突变（20.0%）呈

现显著的表型异质性。通过整合HSF、MES和RDDC
这3种工具对临床15个突变的剪接预测结果，发现

除 c.391+7A>G外，其余14个变异（93.3%）均被预测

会影响 pre⁃mRNA剪接。进一步分析表明，这些突

变可能通过以下机制导致剪接异常：破坏经典剪接

位点；激活隐性剪接位点；创建新的剪接位点。具

体预测结果详见表4。
2.3 微型基因检测载体的构建及剪接分析

为验证计算机预测结果的真实性，本研究建立

了微基因剪接报告载体。首先，将外显子 4及其侧

翼序列（内含子 3和内含子 4，各约 450 bp）克隆至

pSPL3载体中，Sanger测序验证WT载体构建的正确

性（图3A）。随后，利用特异性引物和FastCloning技
术构建 15个突变型载体。将构建成功的载体分别

转染 293T细胞中，培养 48 h后提取总RNA，经反转

录后进行 PCR扩增，最后通过 2%琼脂糖凝胶电泳

分析剪接产物。实验设置 pSPL3载体作为阴性对

照，其剪接产物不包含外显子4，为258 bp，WT载体

作为阳性对照，其成熟转录本中包含外显子4，预期

为372 bp。
剪接分析结果显示，c.278⁃3A>G和 c.391+7A>G

突变产生的剪接产物与WT大小相似（372 bp），提示

这两个突变可能不影响pre⁃mRNA的正常剪接。然
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而，c.391delG和 c.391+1insT突变产生了两种转录

本：一种与WT大小相似（372 bp），另一种提示可能

存在外显子跳跃（258 bp）现象。值得注意的是，其

余 11个突变（73.3%）均产生了单一的异常剪接产

Mutation
c.278⁃1G>T

c.278⁃1G>C

c.278⁃1G>A

c.278⁃2A>T

c.278⁃3A>G

c.391delG

c.391+1G>T

c.391+1G>A

c.391+1G>C

c.391+1insT

c.391+2T>A

c.391+2T>C

c.391+5G>A

c.391+5delG

c.391+7A>G

FⅨ variant database
Domain
Intron 3

Intron 3

Intron 3

Intron 3

Intron 3

Exon 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Intron 4

Case
2

1

2

2

8

1

6

3

4

1

1

4

3

1

7

Severity
2S

1S

1Mo

2S

7S，1Mo

1Mo

6S

3Mo

2S，1Mo

1S

NA

3Mo

1Mo

NA

5S，2Mo

FⅨ：C
<1

<1

-3-

<1

<1

2.04

<0-1

1-1.2

-0.8-

<1

NA

8-20

-5-

NA

<1-4

FⅨ：Ag
NA

<1

NA

NA

NA

NA

NA

<1

27

NA

NA

NA

NA

NA

<1⁃3

In silico analysis
HSF（%）

SA broken
（-35.57）
SA broken
（-35.57）
SA broken
（-35.57）
SA broken
（-35.57）
New SA

（+55.07）
No

New SA
（+122.42）

New SA
（+67.78）
SA broken
（-74.9）
SD broken
（-27.56）
SD broken
（-27.56）
SD broken
（-27.56）

SD broken
（-318.13）
SD broken
（-27.56）

SD broken
（-27.56）

No

SD broken
（-12.56）

No

MES（%）

SA broken
（-167.32）
SA broken
（-157）
SA broken

（-170.23）
SA broken

（-162.84）
New SA

（+227.53）
SA broken

（-147.08）
New SA

（+131.98）
No

SA broken
（-241.51）
SD broken
（-85.61）
SD broken
（-87.99）
SD broken
（-84.68）

SD broken
（-154.06）
SD broken
（-84.68）

SD broken
（-80.23）
SD broken
（-31.47）

No

No

RDDC
Insert 168 nt

intron 3
Exon skipping
Insert 168 nt

intron 3
Exon skipping
Insert 168 nt

intron 3
Exon skipping

Insert 6 nt intron 3
Exon skipping

Insert 2 nt intron 3
Exon skipping

WT premature
Exon skipping

NT

Insert 4 nt intron 4
Exon skipping

NT
Insert 4 nt intron 4

Exon skipping
NT
No

Insert 4 nt intron 4
Exon skipping

NT
NT

NT

NT

NT

Minigene assay
Transcript

Exon skipping
96 nt deletion

of exon 4
Exon skipping
96 nt deletion

of exon 4
Exon skipping
96 nt deletion

of exon 4
Exon skipping
96 nt deletion

of exon 4
2 nt retention
of intron 3

WT premature
Exon skipping

Exon skipping

Exon skipping

Exon skipping

WT premature
Exon skipping
Exon skipping

Exon skipping

Exon skipping
NT

Exon skipping

Exon skipping
NT

Protein change
p.G94⁃D131del

p.D93⁃
G125delinsG

p.G94⁃D131del
p.D93⁃

G125delinsG
p.G94⁃D131del

p.D93⁃
G125delinsG

p.G94⁃D131del
p.D93⁃

G125delinsG
p.D93fsTer12

p.D131MfsTer2
p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del

p.D131VfsTer5
p.G94⁃D131del
p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del
WT

p.G94⁃D131del

p.G94⁃D131del
WT

S indicates severe；Mo indicates moderate；NA indicates no available data；SA indicates splice acceptor；SD indicates splice donor. Numbers repre⁃
sent changes relative to the original score；“-”denotes a decrease and“+”denotes an increase. NT indicates normal transcript；WT indicates wild⁃type；
del indicates deletion；fs indicates frameshift；“No”indicates no effect on splicing.

表4 突变对应的临床患者信息及生物信息学预测和微型基因剪接实验结果

Table 4 Clinical patient information and bioinformatics prediction as well as minigene splicing assay results corresponding

to variations
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物，电泳图上显示这些突变可能完全导致外显子 4
的跳跃（258 bp），证实了剪接位点突变对pre⁃mRNA
剪接模式的显著影响（图3B）。

2.4 Sanger测序揭示特异性剪接模式

为精确解析突变诱导的异常剪接模式，本研究

对PCR扩增产物进行纯化并克隆至pMD18⁃T载体，

A：Schematic diagram of minigene splicing detection vector and target variants. SD6 and SA2 are amplification primers，and arrows indicate PCR
amplification directions. The position of the site⁃directed variant is shown above. B：Agarose gel electrophoresis of in vitro splicing assays for exon 4.
The pSPL3 vector was used as a negative control，and its splicing product did not contain exon 4. The WT vector served as a positive control，and its ma⁃
ture transcript contained exon 4，showing normal splicing.

图3 突变对pre⁃mRNA剪接的影响

Figure 3 Effects of variants on pre⁃mRNA splicing

2 000
1 000750
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C
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G
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3

c.278
⁃2A>

T
c.278

⁃1G>
C
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⁃1G>

T
WTM

Acceptor site Donor site

SD
SD SA

SAExon 4 Normal splicing
Exon 4 skipping

B
SV40 LPASAmp gene

Splice accepter

pSPL3 plasmid

MCS
SA2

BamHⅠ446 bp
Intron 4114 bp440 bp

Intron 3XhoⅠ
SD6
Splice donor

SV40 promoter

Intron 3 Exon 4 Intron 4

c.391+2T>A/C
c.391+5G>A/delG

c.391+7A>Gc.391delG
c.391+1G>T/A/C/ins Tc.278⁃1G>T/C/A

c.278⁃2A>T
c.278⁃3A>G

A

258 bp372 bp

bp

经转化、菌落PCR筛选后进行Sanger测序检验。结

果显示，除外显子4跳跃外，还鉴定出另外两种异常

剪接转录本：①外显子4末端缺失96 nt的异常剪接

转录本；②内含子 3受体端 2 nt保留的异常剪接转

录本（图 4A）。深入分析表明，c.278⁃1G>T、c.278⁃
1G>C、c.278⁃1G>A和c.278⁃2A>T突变通过破坏经典

剪接供体位点导致外显子4跳跃，同时激活外显子4
内的隐性剪接供体位点，产生部分外显子 4末端缺

失96 nt的转录本。值得注意的是，c.278⁃3A>G突变

导致内含子3受体端2 nt的保留，形成移码突变，其

机制可能与 c.278⁃3A>G突变后与-4位A组成受体

端高保守性“AG”序列有关。对于供体端突变，

c.391delG和c.391+1insT虽然破坏了经典剪接位点，

但是相对内含子来说仍然遵从原有切割位点，提

示-1G在剪接调控中的作用有限，剪接体主要识别供

体位点的内含子序列。c.391+5G>A和 c.391+5delG
作为内含子低保守性位点突变，同样导致外显子跳

跃，证明了非保守位点的突变对剪接调控的重要影

响。其余 5 个突变（c.391 + 1G>T、c.391 + 1G>A、
c.391+1G>C、c.391+2T>A、c.391+2T>C）均通过破坏

内含子保守位点导致外显子 4跳跃。值得注意的

是，c.391+7A>G是唯一未影响剪接的突变，提示该位

点相对较高的保守性可能与其功能冗余有关。通过

对比这些突变的体外剪接模式与预测结果（表4），发
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现生物信息学软件能从一定程度上反映突变对剪

接的影响，但是不同算法的结果跟实际情况仍存

有一定偏差，说明这些预测软件在实际运用中有

局限性。

另外，通过分析 3种异常剪接转录本及两种移

码突变对蛋白编码和结构域的影响（图 4B、C），发
现：①外显子 4跳跃导致FⅨ蛋白缺失 38个氨基酸

（EGF1结构域缺失 37个氨基酸，EGF2结构域缺失

1 个氨基酸）；②外显子 4 供体端缺失 96 nt 导致

EGF1结构域缺失 32个氨基酸，并使 93位氨基酸发

生替换；③内含子3受体端保留2 nt在EGF1结构域

引入提前终止密码子，导致蛋白质截短。特别值得

注意的是，c.391delG和c.391+1insT突变具有双重剪

接模式，提示其致病机制可能涉及多种因素。这些

发现强调了定量分析不同转录本比例对阐明致病

机制的重要性。

2.5 变性毛细管电泳定量分析异常剪接转录本比例

为精确量化各突变诱导的不同转录本比例，本

研究在 Sanger测序基础上，采用荧光标记引物结合

变性毛细管电泳技术进行高灵敏度检测。每个样

本均进行 3次独立重复实验以确保结果的可靠性。

毛细管电泳结果证实 Sanger测序的发现，且未检测

到其他异常产物峰。定量分析显示，WT样本中存

在少量（3.82%）外显子4跳跃的异常剪接转录本，提

示该位点可能存在基础水平的异常剪接。值得注

意的是，c.391+7A>G突变的剪接模式与WT相似，进

一步证实该突变不影响pre⁃mRNA的正常加工。相

比之下，受体端突变（c.278⁃1G>T、c.278⁃1G>C、
c.278⁃1G>A、c.278⁃2A>T）和供体端突变（c.391+1G>T、
c.391+1G>A、c.391+1G>C、c.391+2T>A、c.391+2T>C、
c.391+5G>A和 c.391+5delG）导致异常剪接的比例

高达 100%（表 5）。c.278⁃3A>G突变通过模拟新的

保守序列，导致 97.4%的转录本受体端保留 2 nt的
内含子3。对于 c.391delG和 c.391+1insT突变，分别

检测到35.80%和17.73%的移码突变转录本，其余均

为外显子4跳跃（表5、图5）。这些发现不仅证实了

A：Comparison of wild⁃type splicing patterns with three aberrant splicing transcripts. B：Impact of aberrant splicing transcripts on protein⁃coding.
C：Damage to protein functional domains by coding sequence changes.

图4 异常剪接转录本的检测和编码能力分析

Figure 4 Detection and coding ability analysis of abnormal splicing transcripts

Exon 4 skippingp.G94_D131del
WT

Deletion 96 ntp.D93_G125delinsGInsert 2 ntp.D93EfsTer12c.391delGp.D131MfsTer2c.391+insTp.D131VfsTer5 EGF2EGF1Gla
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剪接位点突变对 pre⁃mRNA加工的显著影响，还揭

示了不同突变诱导异常剪接的效率差异，为理解

HB发病的分子机制提供了重要依据。

2.6 异常剪接转录本的体外表达特征及功能分析

为系统阐明异常转录本对FⅨ蛋白表达和功能

的影响，本研究构建了 FⅨ WT和两种框内异常剪

接转录本（外显子 4供体端缺失 96 nt和外显子 4跳
跃）的外源表达载体。将成功构建的载体瞬时转染

293T细胞，培养48 h后收集细胞裂解物和上清液，分

别用于检测FⅨ的合成和分泌。Western blot结果显

示，细胞内WT FⅨ在55 kDa呈现特征性双条带，提

示可能存在蛋白翻译后修饰机制（图 6A）。与此形

成对比的是，突变型FⅨ仅检测到单一蛋白条带，且

分子量明显低于野生型FⅨ，这与截断转录本编码

的缺陷蛋白分子量减小相吻合。另外，值得注意的

是，分泌的WT FⅨ在72 kDa处出现明显条带，显著

大于细胞内FⅨ，推测其源于分泌过程中的各种修

饰。经 3次独立实验的统计分析表明，两种突变

型 FⅨ蛋白：p.D93⁃G125delinsG和p.G94⁃D131del与
WT FⅨ相比，胞内蛋白表达水平显著降低（P <

图5 转录本中不同剪接模式的定量分析（n=3）

Figure 5 Quantification of different splicing patterns in transcripts（n=3）
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Table 5 Proportion of different splicing patterns

Variant
Eoxn 4
c.278⁃1G>T
c.278⁃1G>C
c.278⁃1G>A
c.278⁃2A>T
c.278⁃3A>G
c.391delG
c.391+1G>T
c.391+1G>A
c.391+1G>C
c.391+1insT
c.391+2T>A
c.391+2T>C
c.391+5G>A
c.391+5delG
c.391+7A>G

Exon 4 skipping
003.82 ± 2.90
097.09 ± 2.61
097.69 ± 2.05
096.56 ± 0.47
092.63 ± 1.28
000.00 ± 0.00
064.20 ± 5.43
100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00
082.27 ± 6.72
100.00 ± 0.00
100.00 ± 0.00
099.22 ± 1.35
100.00 ± 0.00
001.62 ± 0.54

WT
96.18 ± 2.90
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
2.60 ± 0.12
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.78 ± 1.35
0.00 ± 0.00

98.38 ± 0.54

96 nt deletion
0.00 ± 0.00
2.91 ± 2.61
2.31 ± 2.05
3.44 ± 0.47
7.37 ± 1.28
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

2 nt insert
00.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

97.40 ± 0.12
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

Frame shift
00.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

35.80 ± 5.43
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

17.73 ± 6.72
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00
0.00 ± 0.00

（%，x ± s）
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0.01）。在分泌水平上，p.D93⁃G125delinsG显著降低

（P < 0.001），而 p.G94 ⁃ D131del 无明显变化（图

6B）。为进一步评估突变型FⅨ的功能，采用超滤浓

缩管浓缩上清液蛋白样本，按照标准操作流程测定

凝血活性。结果显示，两种突变型FⅨ的体外凝血

活性均显著低于WT FⅨ（P < 0.001，图 6C）。这些

发现不仅证实了剪接位点突变对FⅨ蛋白表达和功

能的显著影响，也为理解HB发病机制提供了重要

的实验依据。

3 讨 论

近年来，随着HB诊疗水平的提高，大量致病突

变被相继发现［9］。这些致病突变是研究蛋白功能、

探究疾病发病机制的重要工具。编码区突变作为

疾病产生的主要原因之一，已被广泛研究［8，22］。然

而，除编码区之外，非编码区的突变同样可导致疾

病产生［13］。目前，针对突变效应，多采用生物信息

学预测其对pre⁃mRNA剪接的影响［23-26］，但是现阶段

A，B：Relative expression and secretion of FⅨ antigen from two aberrant splicing expression vectors（p.D93⁃G125delinsG and p.G94⁃D131del）in
293T cells. C：Relative coagulation activity of aberrant splicing expression vector antigens. **P < 0.01 and ***P < 0.001.

图6 异常剪接转录本的体外FⅨ抗原表达及活性分析

Figure 6 In vitro analysis of FⅨ antigen expression and activity for aberrant splicing transcripts
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生物信息学预测结果的可靠性仍有待验证。因此

对内含子中突变的确切剪接模式进行研究不仅有

利于分析不同突变确切的致病机制，更为生物信息

学预测提供理论依据以提高预测的准确性。据

此，本研究通过序列分析确认 F9基因剪接位点的

保守序列特征，认为剪接位点及其侧翼序列的突

变可能通过影响剪接调控而干扰 pre⁃mRNA的正

常加工过程。随后，通过查找内含子中致病突变

的定位，一共筛选了 15个可能影响 F9基因外显子

4正常剪接的靶突变，并联合微型基因剪接和变性

毛细管电泳等方法对上述突变的具体剪接模式进

行分析。

通过比对分析不同突变位点保守性及引起的

剪接模式差异，本研究发现内含子中剪接共识区间

内的核苷酸突变可通过多种机制影响pre⁃mRNA剪

接：①削弱经典剪接位点识别；②增强隐性剪接位

点的利用；③创建新的剪接位点。部分突变（如

c.391+1G>T、c.391+1G>A、c.391+1G>C、c.391+2T>A、

c.391+2T>C等）通过削弱经典剪接位点识别导致外

显子跳跃，其他突变（如 c.278⁃1G>T、c.278⁃1G>C、
c.278⁃1G>A等）通过增强隐性剪接位点利用，引起

部分外显子4末端96 nt的缺失，c.278⁃3A>G通过创

建新的剪接位点造成内含子 3受体端 2 nt保留，值

得关注的是，单纯基于GT⁃AG序列保守性无法准确

预测具体剪接模式。例如：低保守核苷酸位点突变

（如 c.391+5G>A和 c.391+5delG）显著破坏经典剪接

位点，导致外显子 4跳跃，而高保守剪接位点突变

（如 c.391+1insT和 c.391delG）相对内含子来说是正

常剪接，这一发现挑战了传统的剪接调控认知，丰

富了对剪接调控复杂性的认识。

目前，剪接位点选择的分子机制尚未完全阐

明，实际剪接序列的多样性源于多种蛋白质（如SR、
hnRNP等）的协同作用来实现对剪接事件的精细调

控［27-29］，这种复杂性使得特定剪接模式的精准预测

极具挑战。本研究还强调了拓展致病突变分类框

架的重要性，传统观点认为遗传信息遵循中心法
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则，即DNA→RNA→蛋白质的传递路径，将遗传变

异归类为错义、无义、移码等类型。然而需要特别

指出的是，基因转录和RNA加工过程先于翻译。如

被归类为移码突变的 c.391delG，实际上 64.2%的转

录本表现为剪接异常而非直接改变编码序列，强调

了阐明RNA加工和拓展致病分类的重要性。

HB作为一种高度异质性的疾病［30］，其基因型

和表型关系的复杂性一直是研究难点。尤其是部

分携带相同突变的患者可能表现出不同的出血倾

向，这进一步凸显阐明每个致病突变机制的重要

性。针对内含子突变，虽然当前大数据和计算机算

法模型可对其剪接效应进行预测分析，但其结果的

准确性尚不足以作为疾病精准诊疗的依据。本研

究通过综合评估突变位点、疾病严重程度及生物信

息学预测结果，优先选择位于剪接位点保守区域

（特别是经预测可能破坏正常 pre⁃mRNA剪接且导

致中度或重度HB）的突变作为研究对象，采用 3种
不同算法的预测工具进行交叉验证，发现这些工具

的预测结果存在差异，且与剪接实验结果并不完

全一致。尽管微型基因剪接实验存在局限，如截

短的DNA片段可能无法涵盖所有潜在剪接位点，

细胞水平的观察可能无法完全反映患者生理状

态，但结合 Sanger测序，该方法仍是研究基因剪接

的“金标准”。

综上所述，本研究证实剪接位点共识区突变

易导致 pre⁃mRNA剪接缺陷，在鉴定这些突变的致

病机制时，必须系统评估其对 pre⁃mRNA剪接的潜

在影响。这一发现为精准医疗时代的遗传咨询

和个体化治疗提供了重要理论依据，同时也为其

他遗传性疾病的分子诊断提供了可借鉴的研究

范式。
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