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　 　 摘要:目的　 探讨乌鲁木齐地区 23 例含多民族的无偿献血者 ABO 亚型分子遗传背景。 方法　 筛选血清学试

管法 ABO 正反定型不符的 ABO 亚型献血者标本共 23 例,采用 PCR-SSP 法或荧光 PCR(RT-PCR)法进行初步的

ABO 基因分型,采用 PacBio 三代测序技术( third-generation
 

sequencing,
 

TGS)
 

对所有标本进行 ABO 基因全长测序及

单倍型分析。 结果　 23 例标本通过三代测序得到 46 个具有 ABO 等位基因单核苷酸变异(Single
 

nucleotide
 

variants,
SNVs)的全长单倍型序列,获得常见已知 ABO 等位基因:ABO∗ A1. 02、ABO∗ B. 01、ABO∗ O. 01. 01、ABO∗ O. 01. 02,
ABO∗B102,已知 ABO 亚型等位基因:ABO∗A2. 01、ABO∗AW. 37、ABO∗AW. 25、ABO∗AW. 06、ABO∗B3. 01、ABO∗BW.
07 和 ABO∗Bw34,并鉴定出 3 个 ABO 新等位基因:ABO∗A2. NEW( c. 1040_1041insA)、ABO∗B. NEW( c. 949A>G)、
ABO∗B. NEW(c. 1029G>A),均已被 NCBI

 

GenBank 收录并公布。 结论　 三代测序可以准确获得完整的 ABO 基因序

列,区分单倍型,研究阐释了 23 例 ABO 亚型的分子遗传背景,为血型的准确鉴定和保障输血安全提供了参考依据。
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Third-generation

 

sequencing-based
 

molecular
 

genetic
 

analysis
  

and
 

novel
 

alleles
 

identification
 

of
 

23
 

ABO
 

subtypes
 

in
  

Urumqi
 

QIAO
 

Yanhui,
 

GUO
 

Weipeng,
 

MUYESAIER·Yisimayili,XU
 

Baohong.
 

Urumqi
 

Blood
 

Center,
 

Urumqi
 

830000,China.
Abstract:Objective　 To

 

investigate
 

the
 

molecular
 

genetic
 

background
 

of
 

ABO
 

subgroups
 

among
 

23
 

multi-ethnic
 

volun-
tary

 

unpaid
 

blood
 

donors
 

in
 

Urumqi.
 

Methods　
 

A
 

total
 

of
 

23
 

blood
 

donor
 

samples
 

of
 

ABO
 

subgroups
 

with
 

ABO
 

group
 

dis-
crepancies

 

detected
 

by
 

serological
 

tube
 

test
 

were
 

collected.
 

Preliminary
 

ABO
 

genotyping
 

was
 

performed
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

with
 

sequence-specific
 

primers
 

( PCR-SSP )
 

or
 

real-time
 

fluorescence
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( RT-PCR).
 

PacBio
 

third-generation
 

sequencing
 

(TGS)
 

was
 

then
 

applied
 

for
 

full-length
 

ABO
 

gene
 

sequencing
 

and
 

haplotype
 

analysis
 

for
 

all
 

samples.
  

Results　 A
 

total
 

of
 

46
 

haplotype
 

sequences
 

containing
 

single
 

nucleotide
 

variants
 

(SNVs)
 

of
 

ABO
 

alleles
 

were
 

obtained
 

from
 

23
 

samples
 

by
 

TGS.
 

Common
 

known
 

ABO
 

alleles
 

were
 

identified
 

including
 

ABO∗A1. 02,
 

ABO∗B. 01,
 

ABO∗

O. 01. 01,
 

ABO∗O. 01. 02
 

and
 

ABO∗ O. 01. 02. Known
 

ABO
 

subtype
 

alleles
 

included
 

ABO∗ A2. 01,ABO∗ AW. 37,ABO∗

AW. 25,
 

ABO∗AW. 06,ABO∗B3. 01,ABO∗BW. 07
 

and
 

ABO∗ BW34.
 

Three
 

novel
 

ABO
 

alleles
 

were
 

identified:ABO∗ A2.
NEW(c. 1040_1041insA),ABO∗B. NEW(c. 949A>G)

 

and
 

ABO∗B. NEW(c. 1029G>A),
 

all
 

of
 

which
 

have
 

been
 

deposi-
ted

 

and
 

released
 

in
 

NCBI
 

GenBank. Conclusion　 Third-generation
 

sequencing
 

can
 

accurately
 

obtain
 

the
 

complete
 

sequence
 

of
 

ABO
 

gene
 

and
 

distinguish
 

haplotypes.
  

This
 

study
 

elucidates
 

the
 

molecular
 

genetic
 

background
 

of
 

23
 

ABO
 

subtypes,
 

provi-
ding

 

a
 

reference
 

for
 

accurate
 

blood
 

group
 

typing
 

and
 

ensuring
 

transfusion
 

safety.
Key

 

words:ABO
 

subtype;
 

third-generation
 

sequencing;
 

haplotype;
 

novel
 

allele

ABO 血型系统是第一个被发现的血型系统,
也是输血和移植医学中最具临床意义的血型系

统[1] 。 ABO 血型的准确鉴定对保障输血安全至关

重要。 ABO 血型系统包含 4 个主要的表型:A 型、
B 型、O 型和 AB 型,自 1900 年发现以来,至今仍以

血清学鉴定为主,该方法基于 Landsteiner 定律,是
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实验室常规判定 ABO 血型的核心技术。 ABO 亚型

大多发现于 A / B 抗原的弱表型,有的伴随产生弱

的不规则抗-A / 抗-B 致使 ABO 血型正反定型不符,
给血型鉴定工作带来困难和影响临床输血[2] 。 近

年来,随着科学技术的快速发展,以及实验室技术

人员的专业能力与检测水平的持续提升,ABO 亚

型及其新等位基因在我国人群中不断被精准识别

和报道。 分子生物学技术的引入和应用已成为血

清学方法的有益补充,为 ABO 亚型的鉴定提供了

可靠依据。 经典的 Sanger 测序(一代测序)被公认

为基因检测的金标准,准确性很高,但仅支持生成

800~ 1
 

000
 

bp 的 DNA 序列,不能直接区分单倍型,
且通量低、成本较高[3-4] 。 二代测序(next-generation

 

sequencing,NGS) 相较于一代测序具有高通量、低
成本等优点,但仍然受限于短读长、无法区分单倍

型,以及对基因重组、长片段插入缺失等复杂结构

变异的解析困难[5] 。 为了突破这些局限,三代测序

技术( third-generation
 

sequencing,TGS) 应运而生,
其两大主流技术平台为美国太平洋生物公司( Pa-
cific

 

Biosciences,
 

PacBio) 开发的单分子实时测序

技术(single
 

molecule
 

real-time,
 

SMRT)和英国牛津

纳米孔公司的牛津纳米孔测序技术( oxford
 

nano-
pore

 

technology,
 

ONT) [6] ,这两种技术均凭借其长

读长( >10
 

kb)和单分子测序的独特优势,可捕获包

含 ABO 基因全长和侧翼调控区的序列,并明确区

分两个同源染色体上的单倍型[5,7] ,已为疑难复杂

的 ABO 亚型问题的解析提供了新途径。
新疆乌鲁木齐地区是多民族聚居区,人群以汉

族、维吾尔族、回族、哈萨克族等为主,ABO 亚型的

分子遗传背景可能具有区域特点。 目前,本地区

ABO 亚型的分子特征尚缺乏调查研究,基于 TGS
技术的 ABO 亚型等位基因分析和研究仍是空白。
为此,本研究采用 PacBio

 

TGS,对乌鲁木齐地区 23
例 ABO 亚型献血者标本进行 ABO 基因全长测序,
分析等位基因的多态性,寻找新的等位基因,以期

填补本地区 ABO 亚型分子分型数据的空白,为临

床安全输血提供参考依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料来源

筛选 2019 年 5 月—2024 年 8 月乌鲁木齐市血

液中心检验科因正反定型不符送检至本室、经试管

法鉴定为 ABO 亚型的无偿献血者标本 23 例,所有

献血者均无亲属血缘关系,民族分布为维吾尔族

13 例,汉族 5 例,哈萨克族 3 例,塔吉克族 1 例,乌
孜别克族 1 例。
1. 2　 试剂与仪器

抗-A、抗-B ( 单克隆抗体) 血型试剂 ( 批号:
20180512、20220816),ABO 反定型红细胞试剂(批

号:20195314、20235337),抗-A1 试剂 ( 20181119、
20230328), 抗-H ( 单 克 隆 抗 体 ) 试 剂 ( 批 号:
20190114、20221110),以上试剂均由上海血液生物

医药有限公司生产;血液基因组 DNA 提取试剂盒

(磁 珠 法 ) ( 西 安 天 隆 科 技 有 限 公 司, 批 号:
20241610T46),人类红细胞 ABO 血型基因分型试

剂盒(PCR-SSP 法) (天津秀鹏生物技术开发有限

公司,批号:202406001)、人类 ABO 血型基因分型

检测试剂盒(荧光 PCR 法) (江苏伟禾生物科技有

限公司,批号:202104C),所用试剂均在有效期内。
KA-2200 血型血清学离心机(日本久保田)、NP968-
C 核酸提取仪(西安天隆科技有限公司)、ABI9700

 

PCR 仪(美国 Applied
 

Biosystems 公司)、Nanodrop
 

One 超微量分光光度计 ( 美国 Thermo
 

Fisher 公

司)、Gel
 

Doc
 

XR 凝胶自动成像系统(美国 Bio-Rad
公司)、电泳仪(美国 Bio-Rad 公司),ABI7500 荧光

PCR 仪(美国 Applied
 

Biosystems 公司)。
1. 3　 方法

 

1. 3. 1　 血型血清学检测

血清学检测严格参照《全国临床检验操作规

程》(第四版) [8] 的技术规范执行。 采用经典的试

管法进行 ABO 正反定型、抗-A1、抗-H、自身对照及

抗体筛查检测,需要时再加做吸收放散试验。 通过

分析抗-A,抗-B 反应强度,是否检出不规则抗-A 或

抗-B,H 抗原是否异常增强,吸收放散试验是否检

出弱的 A 抗原或 B 抗原,结合文献[9]对亚型进行

血清学分类。
1. 3. 2　 分子生物学检测

1. 3. 2. 1　 血液基因组 DNA 提取

血液 DNA 提取使用磁珠法按照试剂盒说明书

在核酸提取仪平台上完成,使用超微量分光光度计

测定 DNA 浓度,并调整最佳浓度 40 ~ 60
 

ng / μL,纯
度 1. 8 ~ 2. 0。
1. 3. 2. 2　 ABO 基因初步分型

采用 PCR-SSP 或荧光 PCR( RT-PCR) 方法对

23 例 ABO 亚型标本进行基因分型,按试剂说明书

要求进行操作,PCR 扩增结果与试剂说明书提供的

判读表进行比对分析,初步判定 ABO 亚型基因型。
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1. 3. 2. 3　 三代测序与比对分析

采用 PacBio
  

TGS 对 ABO 基因全长序列测序,
包括侧翼调控区及内含子区域。 此部分实验委托

西安浩瑞基因技术有限公司完成。 ABO 测序原始数

据使用 SnapGene 软件进行人工序列比对。 将三段

交叠的 ABO 基因序列,根据生物信息学分析,拼接

组装成一条完整的 ABO 单倍型,将单倍型序列与参

考等位基因 ABO∗A1. 01(GenBank:NG_006669. 1)应
用 SnapGene 的序列比对功能进行逐一分析,确定

突变位点。 查找国际输血协会 Names
 

for
 

ABO
(ISBT

 

001)
 

blood
 

group
 

alleles
 

v1. 1
 

171023 数据

库,确定 ABO 亚型等位基因型别,查找 GenBank
(NCBI)、dbRBC(NCBI)数据库、BGMP 数据库以及

既往文献等,判断是否是新等位基因。

2　 结果

2. 1　 23 例 ABO 亚型标本的血清学、PCR-SSP / RT-
PCR 和 TGS 结果

23 例 ABO 亚型标本血清学鉴定结果是:A亚 B
型 16 例、A亚型 3 例、AB亚型 3 例,B亚型 1 例,所有

标本的自身对照和抗体筛查试验均为阴性,其血清

学表型特征和初步的 ABO 基因分型结果,以及通

过 TGS 得到的 ABO 基因型结果详见表 1。
TGS 共鉴定出 15 种 ABO 等位基因,包括 5 种

常见已知 ABO 等位基因(ABO∗A1. 02、ABO∗B. 01、
ABO∗O. 01. 01、

 

ABO∗O. 01. 02、ABO∗B102),1 种

ABO∗B. NEW(血清学表型正常),9 种 ABO 亚型等

位基因(ABO∗ A2. 01、ABO∗ AW. 37、ABO∗ AW. 25、
ABO∗AW. 06、ABO∗ B3. 01、ABO∗ BW. 07 和 ABO∗

Bw34、ABO∗A2. NEW、ABO∗B. NEW)。
2. 2　 ABO 等位基因单倍型序列比对分析

通过对 23 例标本 ABO 基因进行 TGS,共得到

46 个 ABO 单倍型序列,包括 13 个 ABO∗B. 01,2 个

ABO∗B102,3 个 ABO∗A1. 02,2 个 ABO∗O. 01. 01,2
个 ABO∗O. 01. 02,6 个 ABO∗A2. 01,8 个 ABO∗AW.
37,2 个 ABO∗ A2. NEW ( c. 1040 _1041insA),2 个

ABO∗ AW. 25, 此外 ABO∗ B3. 01、 ABO∗ BW. 07、
ABO∗Bw34、ABO∗B. NEW( c. 949A>G)和 ABO∗B.
NEW(c. 1029G>A)、ABO∗AW. 06 各 1 个,其中 ABO
亚型单倍型序列共 23 个,比对分析其关键位点突

变碱基变化,结果见表 2 和图 1。
表 1　 23 例 ABO 亚型标本血清学特征及基因型

Table
 

1　 Serological
 

characteristics
 

and
 

genotypes
 

of
 

23
 

ABO
 

subtype
 

specimens

标本 族别
正定型 反定型

-A -B -A1 -H A1 c Bc Oc
吸收放散 表型

PCR-SSP /
RT-PCR

PacBio
 

TGS

1 维吾尔族 2+ 4+ 0 1+s 1+w 0 0 Aw B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B. 01
2 维吾尔族 1+s 4+ 0 2+s 1+ 0 0 Aw B AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B. 01
3 哈萨克族 3+mf 4+ 0 2+s 1+s 0 0 AwB AB ABO∗AW. 06 / ABO∗B. 01
4 汉

 

族 4+ 2+ 0 3+ 0 0 0 ABw AB ABO∗A1. 02 / ABO∗B3. 01
5 乌孜别克族 2+ 4+ 0 2+s 1+ 0 0 Aw B A201B ABO∗A2. NEW / ABO∗B. 01
6 哈萨克族 2+s 4+ 0 2+s 2+s 0 0 AwB A201B ABO∗A2. NEW / ABO∗B. 01
7 维吾尔族 1+s 4+ 0 2+ 1+w 0 0 Aw B AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B. NEW
8 维吾尔族 1+mf 4+ 0 2+ s 1+ 0 0 AwB AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B. 01
9 汉

 

族 4+ 1+ 2+ 2+s 0 1+w 0 ABx AB ABO∗A1. 02 / ABO∗Bw34
10 维吾尔族 3+ 4+ 0 2+ 2+ 0 0 A2B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B102
11 汉

 

族 4+ 2+s 3+ 1+ 0 1+w 0 ABx AB ABO∗A1. 02 / ABO∗BW. 07
12 维吾尔族 3+ 4+ 0 2+ 1+w 0 0 A2B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B. 01
13 维吾尔族 2+ 4+ 0 2+ 0 0 0 AwB AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B. 01
14 维吾尔族 2+mf 4+ 0 2+mf 0 0 0 A3B AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B. 01
15 塔吉克族 3+ 4+ 0 2+ 1+s 0 0 A2B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B. 01
16 维吾尔族 2+ 0 0 3+ 1+ 3+ 0 Ax A201O1 ABO∗AW. 25 / ABO∗O. 01. 01
17 维吾尔族 0 0 0 4+ 1+ 2+ 0 A Ael AO1 ABO∗AW. 37 / ABO∗O. 01. 02
18 维吾尔族 0 0 0 4+ 1+w 3+ 0 A Ael AO1 ABO∗AW. 37 / ABO∗O. 01. 02
19 汉

 

族 0 0 0 4+ 3+ 0 0 B Bm BO1 ABO∗B. NEW / ABO∗O. 01. 01
20 维吾尔族 2+w 4+ 0 2+ 1+ 0 0 Aw B AB ABO∗AW. 37 / ABO∗B102
21 汉

 

族 1+mf 4+ 0 1+ s 1+w 0 0 AwB A201B ABO∗AW. 25 / ABO∗B. 01
22 维吾尔族 2+ 4+ 0 2+mf 1+w 0 0 Aw B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B. 01
23 哈萨克族 3+ 4+ 0 2+w 1+s 0 0 A2B A201B ABO∗A2. 01 / ABO∗B. 01

注:0:无凝集,1+ ~ 4+:凝集强度,w:强度减弱,s:强度增强,mf:混合视野,
  

:未检测。

　 　 仔细观察了 6 个 ABO∗ A2. 01 和 2 个 ABO∗

AW. 25 以及 2 个 ABO∗A2. NEW 单倍型图谱特征,
并与 ABO∗B. 01 和 ABO∗A1. 02 全长序列对比分析

时,发现这 10 个全长单倍型存在 ABO∗B-A 重组,
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其断裂点位于 c. 204-546C >T 和 c. 240-25A >G 之

间,在 c. 204-546C>T 之前是 B 单倍型特征,在 c.
240-25A>G 之后是 A 单倍型的特征(图 2),从 c.

204-546C>T 到 c. 240-25A>G 之间是 ABO∗B-A 同

源的一段,推测这种重组现象可能源自祖先遗传。

表 2　 ABO 亚型等位基因

Table
 

2　 ABO
 

subtype
 

alleles
等位基因 核苷酸改变 位置 氨基酸改变 例数

ABO∗A2. 01 c. 467C>T;c. 1061delC exon
 

7 p. Pro156Leu;
 

p. Pro354Argfs∗23 6
ABO∗AW. 37 c. 940A>G exon

 

7 p. Lys314Glu 8
ABO∗AW. 06 c. 502C>G,Intron1+5. 8

 

kb
 

GATA
调控区域突变:c. 28+5806T>C

exon
 

7,Intron1 p. Arg168Gly 1

ABO∗AW. 25 c. 467C>T;c. 829G>A;c. 1061delC exon
 

7 p. Pro156Leu;p. Val277Met;p. Pro354Argfs∗23 2
ABO∗B3. 01 c. 297A>G;c. 526C>G;c. 657C>T;

 

c. 703G>A;
c. 796C>A;c. 803G>C;

 

c. 930G>A;c. 1054C>T
exon

 

6,7 p. Arg176Gly;p. Gly235Ser;
p. Leu266Met;p. Gly268Ala

 

p. Arg352Trp
1

ABO∗BW. 07 c. 297A>G;c. 526C>G;c. 657C>T;
 

c. 703G>A;
c. 796C>A;c. 803G>C;

 

c. 930G>A;c. 1055G>A
exon

 

6,7 p. Arg176Gly;p. Gly235Ser;
p. Leu266Met;p. Gly268Ala;

 

p. Arg352Gln
1

ABO∗Bw34 c. 297A>G;c. 502C>G;c. 526C>G;
 

c. 657C>T;
c. 703G>A;c. 796C>A;

 

c. 803G>C;c. 930G>A
exon

 

6,7 p. Arg168Gly;p. Arg176Gly;p. Gly235Ser;
 

p. Leu266Met;p. Gly268Ala
1

ABO∗A2. NEW c. 467C>T;c. 1040_1041insA;c. 1061delC exon
 

7 p. Pro156Leu;
 

p. Asn347Lys;
 

p. His348Pro;
 

p. Gln349Pro;
 

p. Ala350Gly;
 

p. Val351Gly;
 

p. Arg352Pro;
 

p. Asn353Glu
2

ABO∗B. NEW c. 297A>G;c. 526C>G;c. 657C>T;
 

c. 703G>A;
c. 796C>A;c. 803G>C;

 

c. 930G>A;c. 949A>G
exon

 

6,7 p. Arg176Gly;
 

p. Gly235Ser;p. Leu266Met;
p. Gly268Ala;p. Lys317Glu

1

注:H1 和 H2 分别指单倍型 1 和单倍型 2,H1 和 H2 前面数字代表

标本号,6 个 ABO∗ A2. 01 单倍型序列以 1 号标本为代表, 8 个

ABO∗AW. 37 单倍型序列以 2 号标本为例。

图 1　 9种 ABO亚型等位基因关键位点突变碱基单倍型序列

Figure
 

1　 Haplotype
 

sequence
 

map
 

of
 

key
 

mutation
 

bases
 

in
 

nine
 

ABO
 

subtype
 

alleles

2. 3　 发现 1 个 ABO∗A2 新等位基因和 2 个 ABO∗

B 新等位基因

经 TGS 共鉴定出 3 个 ABO 新等位基因。 其中

5 号、6 号标本检出一个 ABO∗ A2. NEW,该基因相

较于 ABO∗A2. 01 发生了 c. 1040_1041insA 插入突

变,造成基因自第 347 位氨基酸起读码框发生偏

移,使得 347 ~ 353 位共 7 个氨基酸出现序列改变,
同时该基因存在 c. 1061delC 缺失突变,可抵消上

述插入突变产生的后续效应,因此第 354 位氨基酸

Pro 及终止密码子位置均未改变。 19 号标本的 Bm
亚型检出一个 ABO∗B. NEW,与 ABO∗B. 01 相比,
增加了一个新的错义突变 c. 949A>G,致使相应氨

基酸发生了改变:p. Lys317Glu。 7 号标本血清学检

测显示 B 抗原表达正常,测序结果检出 ABO∗ B.
NEW 等位基因。 该基因在 ABO∗ B. 01 主干序列

上,发生了一个同义突变 c. 1029G>A,第 343 位 Ala
未发生改变。 3 个 ABO 新等位基因均已被 NCBI

 

Genbank 收录并公布,登录号分别为 PV755964、
PV755966、PV872587。

图 2　 观察到的 ABO∗A1. 02-ABO∗B. 01 重组模式

Figure
 

2　 Observed
 

pattern
 

of
 

ABO∗A1. 02-B. 01
 

recombi-
nation

3　 讨论

ABO 基因定位于染色体 9q34. 1 ~ 9q34. 2,由 7
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个外显子和 6 个内含子组成,总长度约为 25
 

kb。
ABO 基因不直接编码 A、B 抗原,而是编码特异性

的糖基转移酶,通过糖基转移酶催化底物 H 抗原,
控制 ABO 血型抗原的合成[10-11] 。 ABO 基因突变是

导致正反定型差异及 ABO 表型血清学结果难以解

释的主要因素。 大多数 ABO 亚型是由编码 ABO
糖基转移酶的外显子 6 和 7 上的单核苷酸变异引

起的[12] ,该区段为基因的最长编码区,编码大部分

催化活性糖基转移酶区域,是 ABO 基因产物的主

要部分,决定糖基转移酶的催化活性与性质[13] 。
目前已知与 ABO 亚型有关的基因突变类型包括:
由碱基替换导致的错义突变、无义突变和终止密码

突变,由碱基插入或缺失导致的移码突变,以及基

因重排和剪接位点的突变等。
本研究 23 例 ABO 亚型标本中,维吾尔族及其

他少数民族以 A亚 B 表型为主,3 例 AB亚和 1 例 B亚

均为汉族。 采用 PacBio 技术平台对 23 例标本进

行 TGS,获得了 46 个含 ABO 基因 SNVs 的全长单

倍型序列,包括 15 种 ABO 等位基因,这些 ABO 等

位基因的 SNVs 位点主要集中在外显子 6 和 7。 其

中 ABO∗B102 和 ABO∗ Bw34 未被 ISBT 数据库收

录,但曾在 NCBI 的 dbRBC 数据库中被收录并命

名。 10 号和 20 号标本检出 ABO∗ B102,与 ABO∗

B. 01 相比,未发生 c. 930G>A 同义突变,氨基酸未

改变,B 抗原表型正常,该基因最早在日本人中被

发现,与 ABO∗ B. 01 等位基因属于同一进化谱

系[14] ,国内贾雯婷等[15]也报道过一例 ABO∗B102 /
ABO∗O01。

检出 ABO∗A2. 01 共 6 例,血清学 A 抗原表达

减弱,其中维吾尔族 4 例,哈萨克族 1 例,塔吉克族

1 例。 ABO∗A2. 01 在中国人群中并不多见,本研究

在收集筛选 ABO 亚型标本时,并未把血清学典型

的 A2B 的个体纳入研究,推测实际 ABO∗A2. 01 的

检出率可能更高。 ABO∗A2. 01 除了含有 c. 467C>
T,还存在一个 c. 1061delC,这个移码突变导致阅读

框延长 64 个核苷酸,使原来 355 位的终止密码子

的位置发生了改变,从 354 位 Arg 开始,翻译了 22
个异常氨基酸后,遇到新的终止密码子,结束翻译。
ABO∗A2. 01 由于取消了正常的终止密码子,在翻

译最终停止之前,酶蛋白中添加了额外的 21 个氨

基酸。 编码的酶活性降低主要是由额外氨基酸的

存在引起的,可能是由于受体偏好的改变[16] 。
此外,另有 ABO∗AW. 25 和 ABO∗A2. NEW( c.

1040_1041insA),都是在 ABO∗ A2. 01 基础上各自

增加了一个 SNV。 它们连同 ABO∗A2. 01 共 10 个

单倍型,比对发现这些单倍型存在 ABO∗B-A 重组

现象。 目前完整的 ABO 亚型全长序列的收集和研

究较少[17] ,Gueuning 等[18]在瑞士献血者的 ABO 基

因型数据集中选择了 77 个样本,并通过长读长

OXFORD
 

NANOPORE 三代测序,观察到了独特的

序列模式,首次系统获得了 ABO∗A1. 01、ABO∗A2.
01、ABO∗B. 01、ABO∗ O. 01. 01、ABO∗ O. 01. 02

 

和
 

ABO∗O. 02
 

6 种 ABO 基因全长单倍型序列。 通过

分析,作者提出 ABO∗B 等位基因是由 ABO∗A2 与

ABO∗O. 02 等位基因通过祖先重组产生,并指出建

立一个完整、完全解析的血型基因等位基因参考集

合,将有助于解决血清型与基因型之间的差异问

题,有力支持常规诊断中 ABO 杂交等位基因及其

他结构变异的识别和精确的断点定位。 本研究中

观察到的基于 ABO∗A2. 01 单倍型序列的 ABO∗B-
A 重组,在 c. 204-546C>T 位点之前呈现 B 单倍型

特征,这一发现与 Gueuning 等[18]关于 ABO∗B 等位

基因源于 ABO∗A2 与 ABO∗O. 02 重组的结论一致,
并进一步提示 ABO∗A2 单倍型本身也可能在祖先

中由 ABO∗B 与 ABO∗A 重组而来。 考虑到标本数

量有限,还需要更广泛地收集 ABO∗A2 及其他 ABO
等位基因全长单倍型以进一步验证。

检出 ABO∗ AW. 37 共 8 例, 均是维吾尔族,
ABO∗AW. 37(c. 940A>G),最早由 Cai 等[19] 在上海

人群中检出,国内其他地区的汉族人群中也有多次

报道,除天津地区[20]外,其他各地多为零星散发案

例[2,21-22] ,本研究中,ABO∗AW. 37 等位基因检出例

数最多,推测 ABO∗AW. 37 也可能是本地区维吾尔

族人群中除 ABO∗A2. 01 外另一个常见的 ABO 亚

型等位基因,有待进一步调查。 此外,值得注意的

是,该等位基因,黄娴等[20] 发现 ABO∗AW. 37 与 B
等位基因共同表达时存在等位基因增强现象,血清

学表型为 AwB;ABO∗AW. 37 与 O 等位基因共同遗

传时血清学表型为 Ael,存在漏检 A 抗原的可能而

被判为 O 型。 本研究也验证了这一现象: 8 例

ABO∗AW. 37 标本中,17 号和 18 号标本血清学 Ael
格局, 吸收放散试验检出弱 A 抗原, 基因型为

ABO∗AW. 37 / ABO∗O. 01. 02,而其他 6 例血清学表

型均为 A亚 B 型(5 例为 AwB,1 例为 A3B)。
本研究中 9 号标本血清学正定型检出弱 B 抗

原,反定型检出弱抗-B,表型特征为 ABx,TGS 检出

ABO∗Bw34,在 ABO∗B. 01 等位基因基础上发生了

c. 502C>G( p. Arg168Gly),基因型为 ABO∗A1. 02 /
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ABO∗Bw34。 该变异等位基因在 2015 年由 Chen
等[23] 在中国 B 亚型个体中首次报道,基因型为

ABO∗Bw34 / ABO∗O. 01,其血清学正定型(微柱凝

胶法) 为 O 型,反定型未检出抗-B,试管法检测 B
抗原结果非常弱,通过吸收放散试验证实了红细胞

上弱 B 抗原的存在。 这与本研究中同样携带该变

异等位基因的 9 号标本的血清学表型不一致,提示

即使出现相同的等位基因,但不同等位基因之间的

相互作用可能会导致表型不同,即可能存在等位基

因增强或竞争作用,导致血清学结果存在差异[24] 。
本研究中的 9 号标本血清学表型与 Chen 报道的

B亚案例相比,B 抗原表达有增强现象,这可能是由

于等位基因增强作用,使得 B 突变等位基因在与正

常 A 基因杂合遗传时的表达水平,强于反式等位基

因为 O 时。 目前,弱表达等位基因在反式功能等位

基因存在时,出现抗原表达增强的具体分子机制仍

未完全阐明。 Chen 等[23] 三维结构建模显示,新突

变 p. Arg168Gly 未形成氢键,这可能降低了糖基转

移酶 B 的稳定性,从而显著降低酶活性,导致 B 抗

原的血清学表达降低。 值得注意的是,本研究中的

3 号标本也检出 c. 502C>G(p. Arg168Gly)突变,不
同的是,该突变发生在 ABO∗A1. 01 等位基因基础

上,ISBT 数据库将其命名为 ABO∗ AW. 06,其血清

学表型为 AwB,A 抗原减弱,且存在混合视野,该等

位基因于 2002 年在欧洲 3 名不相关的 Ax 个体中

被发现和报道[11] 。 文献已报道,A / B 糖基转移酶

168 位氨基酸的变化可以显著减弱 A 或 B 抗原的

表达[19,25-26] ,这表明 168 位氨基酸是影响 ABO 糖

基转移酶效率的关键区域。 3 号标本除检出 c.
502C>G 外,还存在 Intron1+5. 8kb

 

GATA 调控区域

c. 28+5806T>C 突变,已有研究显示,ABO 基因在

此区域存在特异性调节活性,发现该区域可结合转

录因子 GATA,当基因突变导致转录因子无法识别

此区域的结合位点时,调节活性大大降低,导致

ABO 基因转录减少,进而使 A 或 B 抗原的产生减

少[1] 。 此外,关于 B 亚型等位基因,4 号标本 ABw

和 11 号标本 ABx 分别检出 ABO∗B3. 01(c. 1054C>
T)、ABO∗BW. 07( c. 1055G>A),巧合的是,它们均

发生在 ABO∗B. 01 等位基因基础上,为相邻碱基的

错义突变,导致同一位置(352 位)氨基酸发生了不

同的改变,分别为 p. Arg352Trp 和 p. Arg352Gln,两
例标本的血清学 B 抗原均减弱,国内其他地区也有

零星散发案例的报道[21] 。
综上所述,三代测序能够准确获取 ABO 基因

全长序列并有效区分单倍型,在 ABO 亚型鉴定中

具有独特的技术优势。 本研究对乌鲁木齐地区 23
例多民族 ABO 亚型献血者标本进行了三代测序分

析,获得了 46 个 ABO 基因全长单倍型序列,并发

现 3 个新等位基因,丰富了 ABO 血型等位基因数

据库,初步阐释了本地区 ABO 亚型的分子遗传背

景,显示出一定的区域特点,对保障临床输血安全

具有实际应用价值。 本研究也存在一定的局限性,
首先是样本量有限,仅纳入了 23 例 ABO 亚型标

本,可能无法完全覆盖乌鲁木齐地区所有 ABO 亚

型的突变类型,后续需进一步加大标本量继续补充

研究;其次是未开展新等位基因的体外功能验证,
有待后续完善。
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