
ABO血型系统是人类最重要的血型系统之一，

其精准鉴定是临床安全输血的基石。常规血清学

检测中，由于ABO抗原表达减弱或缺失导致的正反

定型不符，是输血科工作面临的重要挑战。血型基

因分型及测序技术的飞速发展，克服了血清学方法

依赖抗原⁃抗体反应的局限性，为临床输血安全提供

了更坚实的保障。长期以来，研究者对ABO亚型分

子机制的探索多集中在编码催化结构域的第6、7外
显子［1］。然而，越来越多的证据表明，非编码区（如

内含子）及非催化编码区（如第 1外显子）的突变在

ABO表型调控中扮演着不可忽视的角色［2-4］。Cai
等［5］的研究表明，c.28G>A（p.Gly10Arg）突变可能并

非通过改变酶学特性，而是通过干扰前体mRNA的

剪接效率，导致功能性转录本减少，从而引起B抗原

弱表达，此外，该位点的进化保守性及其在中国人

群中的家系遗传特征仍有待系统评估。本研究报

道了 1例携带此突变的中国家系，通过整合家系分

析、测序与生物信息学分析，旨在验证该基因型与

ABO表型的关联，探索其影响RNA剪接的具体分子

基础，以丰富中国人群ABO血型数据库并为疑难血

型的诊断提供依据。

1 病例资料

先证者为南京市儿童医院住院患儿，男，2岁，

以狭窄性腱鞘炎就诊。利用微柱凝胶法及盐水试

管法进行ABO血型血清学鉴定时发现正定型B抗

原减弱，因此在征得先证者父母同意后，同时采集

先证者父母外周血以便后续血清学及分子生物学鉴

定。本研究已通过南京医科大学附属儿童医院医学

伦理委员会审查（批件号：202504007⁃1）。
采用盐水试管法和微柱凝胶卡进行先证者及

其父母ABO血型正反定型检测及不规则抗体筛查，

结果显示不规则抗体筛查阴性，先证者及其母亲红
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细胞与抗⁃A抗体呈强凝集（4+），与抗⁃B抗体呈弱凝

集（1+或 1+w），与抗⁃H抗体反应增强，均判定为

A1Bweak；先证者父亲为正常A型，血清学反应结果

详见表1。
提取先证者及其父母DNA，委托长春博迅生物

技术有限责任公司进行 ABO 血型基因 Sanger 测
序。ABO血型基因第 1~7外显子测序结果见表 2，
先证者及其母亲的一条等位基因为ABO*A1.02，另

一条等位基因为ABO*B.01，且存在1个国际输血协

会未收录的 c.28G>A 新突变（已上传至 Genbank，
PX404713），表型均为 A1Bweak 型。先证者父亲

ABO基因型与ABO*A1.02和ABO*O.01.02相符，表

型为A1/O型。家系分析表明，先证者携带 c.28G>A
突 变 的 ABO*B.01 等 位 基 因 来 自 其 母 亲 ，而

ABO*A1.02等位基因来自其父亲。先证者及其母亲

c.28G>A杂合突变的Sanger测序峰图见图1（A、B），

表2 3例样本ABO血型PCR直接测序结果

Table 2 ABO genotypes from PCR direct sequencing in three samples

Sample
Proband

Proband’s mother

Proband’s father

Phenotype
A1/Bweak

A1/Bweak

A1/O

Nucleotide change
c.28G>A
c.297A>G
c.467C>T
c.526C>G
c.657C>T
c.703G>A
c.796C>A
c.803G>C
c.930G>A
c.28G>A
c.297A>G
c.467C>T
c.526C>G
c.657C>T
c.703G>A
c.796C>A
c.803G>C
c.930G>A
c.106G>T
c.188G>A
c.189C>T
c.220C>T
c.261delG
c.297A>G
c.467C>T
c.646T>A
c.681G>A
c.771C>T
c.829G>A

Amino acid substitution
p.Gly10Arg

p.Pro156Leu
p.Arg176Gly
p.Gly235Ser
p.Leu266Met
p.Gly268Ala

Synonymous mutation
Synonymous mutation

p.Gly10Arg
Synonymous mutation

p.Pro156Leu
p.Arg176Gly
p.Gly235Ser
p.Leu266Met
p.Gly268Ala

Synonymous mutation
Synonymous mutation

p.Val36Phe
p.Arg63His

p.Pro74Ser
p.Thr88Profs

p.Pro156Leu
Synonymous mutation
Synonymous mutation
Synonymous mutation
Synonymous mutation

Genotype
*Novel mutation

ABO*B.01
ABO*A1.02
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01

Novel mutation
ABO*B.01
ABO*A1.02
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01
ABO*B.01

ABO*O.01.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02

ABO*A1.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02
ABO*O.01.02

表1 先证者家系ABO血型血清学反应结果

Table 1 ABO blood group serological profiles of the proband’s family

Sample
Proband
Proband’s mother
Proband’s father

Result
A1/Bweak
A1/Bweak

A1/O

A
4+
4+
4+

B
1+
1+w
0

H
3+
3+
-

A1c
0
0
0

Bc
0
0
4+

Oc
0
0
0

Antibody
screening

0
0
0

Self
0
0
0

Monoclonal antiserum Reagent red blood cell
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c.28G>A在ABO基因中的位置见图1C。
为阐明该突变的致病机制，本研究进行了一系

列生物信息学分析（图 2）。从NCBI获取不同物种

ABO基因同源序列，使用 Jalview软件进行多序列比

对，多物种序列比对结果显示，ABO糖基转移酶第

10位的甘氨酸（Gly10）在人、黑猩猩、小鼠、大鼠、牛、

狗等多种哺乳动物中完全保守（图2A），表明该位点

在漫长的进化过程中承受了强大的纯化选择压力，对

维持蛋白质的正常功能至关重要。PolyPhen⁃2预测

p.Gly10Arg为“良性”（评分0.064），提示其不直接破

坏蛋白质结构功能。ESEfinder预测显示，c.28G>A突

变创建了1个新的SC35蛋白结合位点，其评分从野

生型的4.63（低于阈值）显著提升至突变型的5.06（超

过4.67的阈值）（图2B）。RNAfold预测显示，野生型

与突变型序列的最小自由能均为-29.70 kcal/mol，二
级结构未见显著变化（图 2C）。TMHMM跨膜拓扑

预测显示，第 10位氨基酸（p.Gly10）明确位于胞质

侧，表明 c.28G>A突变不改变蛋白质的跨膜拓扑结

构（图 2D、E）。IUPred2A⁃ANCHOR预测提示，突变

后胞质尾区的蛋白相互作用倾向性评分略有增加

A：Chromatogram of the proband showing the c.28 site. B：Chromatogram of the proband’s mother at the c.28 site. C：Schematic diagram of the
ABO gene structure. The region within the red dashed box is magnified，indicating the location of the c.28G>A mutation at the terminus of exon 1.

图1 ABO基因c.28G>A突变测序结果

Figure 1 Sanger sequencing results of the ABO gene revealing the c.28G>A mutation
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A：Analysis of evolutionary conservation across multiple species. Sequence alignment shows that the glycine at position 10（p.Gly10）is completely
conserved in the listed mammalian species（indicated by the red box）. B：Prediction of splicing regulatory elements by ESEfinder. The mutation leads to
the creation of a new binding site for the SC35 protein，with its score exceeding the default threshold（dashed line）. C：Local RNA secondary structure
predicted by RNAfold. D：Schematic of the most likely topology. This panel illustrates the overall topology model predicted for the RhD protein se⁃
quence as an alpha⁃helical transmembrane protein（alpha TM）. The black arrow precisely indicates that the p.Gly10Arg mutation site is located within
the N⁃terminal cytoplasmic tail. E：Posterior probabilities for membrane topology. This panel displays the predicted probability for each amino acid posi⁃
tion in the sequence.

图2 c.28G>A突变生物信息学分析

Figure 2 Bioinformatics analysis of the c.28G>A mutation
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（从0.048 5上升至0.061 5）。
2 讨 论

ABO血型基因位于人类第 9号染色体（9q34.1⁃

34.2）上，长度 19.5 kb，cDNA长度为 1 062 bp，编码

353个氨基酸，含 7个外显子，其中第 6、7外显子包

含 77%的基因编码序列，也包括了 91%的糖基转移

酶催化区域序列［1，6］，目前绝大多数研究报道和发现
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主要是在这 2个外显子编码序列上［7-8］。ABO亚型

的分子遗传基础非常复杂，涉及ABO基因编码区的

单核苷酸变异、插入/缺失以及启动子、增强子或剪

切位点等调控元件的突变，这些变异可通过影响糖

基转移酶的活性、稳定性或表达量，最终导致抗原

表型的改变［9-12］。但是近年来也有诸多关于非编码

区及非催化区域基因突变导致ABO血型抗原表达

异常的报道［13-14］。这些突变可能通过影响转录效

率、mRNA剪接或蛋白翻译后加工等机制导致抗原

弱表达，极大地拓展了对ABO血型系统遗传多样性

的认知。本研究通过家系调查、基因测序与生物信

息学分析，在中国人群中鉴定了一个由ABO血型基

因第1外显子 c.28G>A突变导致的新型A1Bweak亚
型，并从RNA剪接调控层面深化了对ABO基因非催

化区突变致病机制的理解。第1外显子编码的N端

胞质尾区和跨膜区，虽不直接参与催化，但对于糖

基转移酶在内质网和高尔基体中的正确锚定、空间

构象以及与其他分子的相互作用至关重要［15-16］。先

证者及其母亲均携带c.28G>A杂合突变且表现一致

的A1Bweak表型，而其未携带该突变的父亲表型正

常，符合常染色体共显性遗传规律，形成了基因型

与表型共分离的有力证据。

在机制探讨层面，生物信息学分析构建了一个

从进化保守性到分子通路的清晰证据链。首先，进

化保守性分析表明第 10位甘氨酸在多个哺乳动物

中高度保守，提示该位点对维持蛋白功能至关重

要，其变异易产生表型后果。随后，TMHMM跨膜拓

扑预测提供了一个关键信息：该突变位于蛋白质的

胞质尾区，且不改变其固有的跨膜结构。这一发现

与PolyPhen⁃2的“良性”预测相结合，共同排除了该

突变通过破坏蛋白质跨膜定位或三维结构而直接

损害酶活性的可能性。上述发现将研究焦点转向

转录后调控层面。本研究揭示，c.28G>A突变可能

通过创建 1个新的 SC35剪接因子高亲和力结合位

点来发挥作用。SC35（SRSF2）作为重要的 SR蛋白

家族成员，主要通过结合外显子剪接增强子（exonic
splicing enhancer，ESE）促进剪接位点的识别和使

用［17］。本研究中新生成的ESE位点位于第1外显子

末端，且它紧邻第 1个内含子的 5′剪接位点。本研

究推测，这一新位点可能通过异常招募剪接因子，

竞争性干扰下游内含子的正常剪接，或诱导产生隐

匿剪接位点，最终导致部分内含子滞留或外显子跳

跃，生成含有部分内含子序列或缺失关键编码区的

异常转录本。尽管RNAfold预测显示其并未改变局

部RNA二级结构的稳定性，但异常剪接增强子的出

现，很可能通过扰乱剪接复合体的正常组装动力学，

最终导致剪接效率下降。这一生物信息学预测与已

发表的minigene实验证据相互印证［5］，共同将抗原减

弱机制明确地指向“RNA剪接异常”。然而，本研究

主要依赖生物信息学预测和家系关联分析，虽有文献

支持，但本研究并未对先证者mRNA进行直接测序以

捕获其体内真实的剪接产物，这是本研究的局限。

从临床诊断的角度看，本研究的发现具有重要

实践价值。传统的ABO亚型分子检测多聚焦于第

6、7外显子的催化结构域，而本研究结果表明，对于

位于第1外显子等非催化编码区且涉及高度保守位

点的突变，应充分考虑其对RNA剪接的潜在影响。

对于在编码区发现的“同义”或“良性”错义突变，若

其位于外显子末端或靠近剪接位点，也应当评估其

对RNA剪接的潜在影响，以避免误判。因此，在临

床ABO定型疑难病例中，有必要拓展检测范围，并

结合生物信息学工具进行综合评估，这对于精准诊

断、保障输血安全具有积极意义。
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