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基于全外显子组数据的 ＡＢＯ 血型的基因判定
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摘　 要：全外显子组测序研究已经应用在疾病、药物等方面，是临床研究中一种辅助分子诊断方法。 该方法也逐步应用在临

床 ＡＢＯ 血型的判定中，由于目前临床血型判定的主要方法是血清学，疑难样本判定等问题无法解决，因此分子水平的基因测

序方法提高了血型判定的准确性，比如 ＰＣＲ 方法和基因芯片方法。 为进一步提高 ＡＢＯ 血型精细分型的准确性，通过分析全

外显子组测序数据，开发了相关的 ＶＢＡ 程序，能够快速自动化判定 ＡＢＯ 精细分型，并且初步判定结果与临床判定结果一致，
可以作为临床血型精确判定的辅助手段。
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　 　 人类基因中大约有 １８０ ０００ 个外显子，占人类

基因组的 １％，约 ３０ Ｍｂ［１］。 全外显子组测序（Ｗｈｏｌｅ
Ｅｘｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）是指利用序列捕获或者靶

向技术将全基因组外显子区域 ＤＮＡ 富集后再进行

高通量测序的基因组分析方法［２］。 目前外显子组

测序主要用于识别和研究疾病、种群进化相关的编

码区及调控区域内的结构变异，结合大量公共数据

库提供的全外显子组数据，有利于更好地解释变异

之间的关联和疾病的致病机理，因此全外显子组组

测序具有广阔的应用前景［３－５］。

全外显子组测序技术的应用同时促进了分子诊

断水平的发展。 分子诊断主要指与疾病相关的各种

结构蛋白、酶、抗原抗体、免疫活性分子基因的检测。
大多数的研究主要集中在疾病相关的基因检测，但
ＡＢＯ 血型的分子诊断也尤为重要［６－７］。 ＡＢＯ 血型

判定在临床上有着重大意义，主要用于临床输血、器
官移植选择血型相符的供体、不孕症和新生儿溶血

症病因分析、亲子鉴定等方面。 目前相对较完善和

标准化的技术是血清学判定方法，但只能判定 ＡＢＯ
血型的表现型，而在某些疑难样本、产前胎儿血型判



定和遗传学研究等方面该技术受到限制。 随着血型

系统中多种亚型和基因多态性的深入研究，血型分

子诊断技术克服了血清学技术中的一些限制，能够

更加准确判定血型亚型［８－９］。
目前血型分子诊断技术主要基于 ＰＣＲ 方法比

如聚合酶链反应－序列特异性引物（ＰＣＲ⁃ＳＳＰ）和基

因芯片技术。 ＰＣＲ⁃ＳＳＰ 方法基于已知序列分别设

计特异性引物，直接扩增出目的基因片段，通过凝胶

电泳分析基因型结果。 该方法简单快捷、易于操作，
但也有不足之处如扩增引物设计缺陷、技术人员操

作水平、电泳图谱的质量低、低丰度变异检测率低等

问题都会影响最终结果的判定［１０－１３］。 基因芯片技

术是指经过标记的待测样本通过与芯片上特定位置

的探针杂交，可根据碱基互补配对原则确定靶序列，
经激光共聚焦显微镜扫描后以计算机对荧光信号进

行比较和检测迅速获取信息。 该技术可大量检测和

分析 ＤＮＡ 变异及多态性，自动化程度高，快速分析

差异表达基因等，但其缺点是重复多次使用后芯片

或微阵列的敏感性会降低，样品的制备和标记较复

杂等［１４－１５］。 两种分子检测技术的共有的局限性是

只能检测出已知的基因序列信息，不能发现新的基

因变异。 而二代测序中的全外显子组测序技术，相
比前两种技术避免了这一不足。 该方法是一种序列

比对方法，通过检测样本序列与已知序列进行比对，
从而找出所有变异位点信息，并对变异信息进行生

物信息大数据统计和分析，最终得到可信度和准确

度高的变异信息。 全外显子组测序方法位点覆盖度

高，除已知位点变异外还可以发现新的变异位点信

息，能够更加精确检测 ＡＢＯ 的基因型。 目前国内外

还没有关于应用全外显子组测序技术检测 ＡＢＯ 血

型的相关报道。 因此，基于以上研究与分析，全外显

子组测序用于 ＡＢＯ 血型的基因型判定更加精确，其
遗传规律也更加清晰，是临床血型判定方法较好的

辅助手段。

１　 全外显子组测序中 ＡＢＯ 血型判定

方法

　 　 基于全外显子组测序的基因检测结果，利用

Ｅｘｃｅｌ ＶＢＡ 程序对 ＡＢＯ 进行基因分型。 该方法的

核心思想为将基因突变转换为数字：在单条染色体

下，０ 定义为野生型，１ 为杂合突变；在两条染色体

下，０ 定义为野生型，１ 为杂合突变，２ 为纯合突变。
将两条染色体的纯杂合变异转换为两条染色体的数

字相加，预先生成所有的二倍体化的 ＡＢＯ 基因型的

组合情况，最后测序结果数据与这个二倍体化的表

格进行比对来判别（ＡＢＯ 血型判定的核心方法见图

１）。 该方法方便快捷，节约了时间和人力成本，有
利于分析查看样本每个位点信息，有助于积累中国

人群血型亚型数据，具有潜在的生物信息分析价值。

图 １　 ＡＢＯ 血型判定的核心方法
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２　 全外显子组测序中 ＡＢＯ 血型判定

基本流程

　 　 本文 ＡＢＯ 血型判定基本流程主要分为三个部

分： ＡＢＯ 基因型判定数字化过程、获取染色体绝对

位置和 ＷＥＳ 数据处理。 其中 ＡＢＯ 基因型判定数字

化过程主要通过 ４ 个 ＶＢＡ 程序最终获得《ＡＢＯ 数

字化表—二倍体化》工作表；获取染色体绝对位置

部分通过 １ 个 ＶＢＡ 程序和人工修正获得《染色体绝

对位置表—数字化》和《染色体绝对位置表—数字

化修正》工作表；ＷＥＳ 数据处理部分通过生物信息

数据分析后获得《ＡＢＯ 基因测序结果列表》，然后在

程序 ６．１ 的运行下获得《ＡＢＯ 基因测序结果列表—
数字化》工作表；最后运行程序 ６．２，将《ＡＢＯ 数字化

表—二倍体化》和《ＡＢＯ 基因测序结果列表—数字

化》两个工作表进行关联，经过程序自动检索对比，
最终输出 ＡＢＯ 基因型结果，基本判定流程见图 ２。

图 ２　 ＡＢＯ 血型判定基本流程
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３　 全外显子组测序 ＡＢＯ 血型判定具

体过程

３．１　 ＡＢＯ 等位基因汇总表的下载、复核和工作簿

建立

　 　 （１）从 ＮＣＢＩ⁃ｄｂＲＢＣ 在线数据库下载 ＡＢＯ 等位

基因汇总表， 进行精细划分和处理：去除内含子区

域的变异位点（但保留内含子与外显子相接的５０ ｂｐ
范围，因某些内含子位点会影响 ＡＢＯ 的基因型结

果），获得《ＡＢＯ⁃ＳＮＰ 位点变异列表》。
（２）根据 ｄｂＲＢＣ 的在线版记录结果进行查漏补

缺，复核每一个位点的碱基突变情况。
以 Ａ１０１ 型为参考型，最终共计 Ａ ／ Ｂ ／ Ｏ ／ ＡＢ 型

的 ３１６ 种亚型，其中 Ａ 型共有 １３４ 种亚型，包含 Ａ１、
Ａ２、Ａ３、Ａｍ、Ａｘ、Ａｗ、Ａｅｌ 等； Ｂ 型共有 ９１ 种亚型，包
含 Ｂ１、Ｂ３、Ｂｅｌ、Ｂｍ、Ｂｗ、Ｂｘ 等； ＡＢ 杂合亚型共有 １７
种，包含 ｃｉｓ⁃ＡＢ、Ｂ（Ａ）等； Ｏ 型共有 ７４ 种亚型，包
含 Ｏ１、Ｏ８０ 等。 从碱基位置 １ 至１ １１６ 位，合计 １８０
个 ＳＮＰ 位点。 该部分结果整理到《ＡＢＯ 血型的基因

判定》工作簿的《ＡＢＯ 突变总表》工作表中。
（３） 创建 《 ＡＢＯ 血型的基因判定》 工作簿

（ＷｏｒｋＢｏｏｋ ）， 该 工 作 簿 建 立 以 下 ７ 个 工 作 表

（ＷｏｒｋＳｈｅｅｔ）：１）《ＡＢＯ 突变总表》；２）《ＡＢＯ 碱基数
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字对应表》；３）《ＡＢＯ 数字化表—网格状》；４）《ＡＢＯ
数字化表—去重后》；５） 《ＡＢＯ 数字化表—二倍体

化》；６）《染色体绝对位置表—数字化》；７） 《染色体

绝对位置表—数字化修正表》。 以下 ７ 个程序运行

完毕后，除《临时》工作表，其它工作表都将填写完

毕内容。 具体程序详见附件。
３．２　 碱基变异与数字对应

　 　 ＡＢＯ 区分型共计 １８０ 个基因位点，每个位点最

多出现 ３ 种变异型，野生型和变异型分别以数字 ０，
１，３，７ 表示，其中 １ 代表出现次数最多的变异型，其
次是 ３，再次是 ７，将每个位点出现的突变的种类统

计并以竖排的方式列出来，运行程序 １ 后结果输出

在《ＡＢＯ 碱基数字对应表》工作表中。
３．３　 数字化总表

　 　 以《ＡＢＯ 突变总表》为结构蓝本，将所有的碱基

转换为数字，空白代表与 Ａ１０１ 一致，用 ０ 表示，其
它变异型按《ＡＢＯ 碱基数字对应表》转换为数字。
最终将《ＡＢＯ 突变总表》中的 ３１６ 种亚型和 １８０ 个

位点进行数字化标注，得到一张网格状的数字化总

表，运行程序 ２ 后结果输出在《ＡＢＯ 数字化表—网

格状》工作表中。
３．４　 去重复

　 　 《ＡＢＯ 数字化》工作表中包含的 ３１６ 种亚型，其
数字化结果会出现所有突变完全相同的结果（也就

是突变完全相同的两种亚型），因此需要进行去重

复，运行程序 ３ 去除完全相同的亚型，最终得到去重

后的 ＡＢＯ 数字化表，保留 ２８５ 种亚型，结果输出在

《ＡＢＯ 数字化表—去重后》工作表中。
３．５　 二倍体化

　 　 由于等位基因位于成对的染色体上，因此 ＡＢＯ
血型的基因型由一对等位基因决定。 将去重 ＡＢＯ
数字化总表进行二倍体化，也就是两两组合、对应位

置数字相加，得到 ２８５ 种亚型全部的二倍体数字化

结果，最终得到４０ ７５５种组合，从 Ａ１０１ ／ Ａ１０１、Ａ１０１ ／

Ａ１０２、Ａ１０１ ／ Ａ１０３…到 Ｏ８０ ／ Ｏ８０。 运行程序 ４ 后结

果输出在《ＡＢＯ 数字化表—二倍体化》工作表中。
３．６　 染色体绝对位置

　 　 （１）参考 ＮＣＢＩ 数据库，ＡＢＯ 基因共有 ７ 个外显

子区域，每个外显子查询一个已知的位点，获取

ＧＲＣｈ３７ 版本的染色体绝对位置，运行程序 ５，获得

每个染色体绝对位置各个碱基测序结果的数字化后

的数值，结果记录在《染色体绝对位置表—数字化》
工作表的前 ４ 列中，前 ４ 列的表头分别为：外显子编

号、该外显子最小碱基、碱基位置、染色体绝对位置

（ＧＲＣｈ３７）；
（２）上表数字化后需要根据下机数据的格式和

输出方式进行人工调整，最终结果保存在《染色体

绝对位置表—数字化修正》工作表中。
３．７　 ＡＢＯ 精细血型判定

　 　 ＷＥＳ 测序的下机数据，将 ＡＢＯ 基因的测序结

果单独输出到一个表格《ＡＢＯ 基因测序结果列表》，
结果表格的前 ３ 列分别为：碱基位置、染色体绝对位

置、测序结果。 运行程序 ６．１，将测序结果按《染色

体绝对位置表—数字化修正》工作表的数字化规则

转换为数字。 运行程序 ６．２，将《ＡＢＯ 基因测序结果

列表》与预先生成好的《ＡＢＯ 数字化表—数字化》工
作表进行检索比对，数字差异个数为 ０ 的即为该样

本的 ＡＢＯ 血型基因判定结果，结果输出在 Ｄ２ 单元

格内。

４　 ＶＢＡ 程序运行实例

　 　 随机选取 ３０ 个样本的全外显子组测序结果进

行测试，其 ＡＢＯ 基因分型的结果与事先在医院检测

的血清学表型一致，这 ３０ 个样本包含 Ａ、Ｂ、ＡＢ 和

Ｏ 型血。 本文列举了 ８ 个样本的血型判定结果

如表 １。

表 １　 ８ 个样本的血型判定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｌｏｏｄ ｔｙｐｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ８ ｓａｍｐｌｅｓ

样本编号 代号 性别 血型表型 精细分型

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ０２ ＹＹＱ 女 Ａ Ａ１０２ ／ Ｏ０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ０３ ＸＧ 男 Ａ Ａ１０１ ／ Ｏ０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ０４ ＳＦＬ 女 ＡＢ Ａ１０２ ／ Ｂ１０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ０８ ＧＬＬ 男 Ｏ Ｏ０１ ／ Ｏ０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ２１ ＬＴＴ 女 ＡＢ Ａ１０２ ／ Ｂ１０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ２２ ＦＭＭ 女 Ａ Ａ１０１ ／ Ｏ０２

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ２５ ＨＮ 女 Ａ Ａ１０２ ／ Ｏ０１

ＤＮＡＭＭＥＲ９Ｉ１７０３０３⁃Ａ２７ ＣＷ 男 Ｂ Ｂ１０１ ／ Ｂ１０１
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５　 讨　 论

　 　 １） 随着高通量测序技术的普及和发展，本文

ＡＢＯ 血型的判定方法充分利用了全外显子组测序

技术的优势。 该技术与现有血型分子诊断方法

ＰＣＲ 法和基因芯片法相比，简便快捷且能更加精确

判定血型亚型，尤其对于临床上疑难样本的鉴定、产
前胎儿血型判定和血型遗传学研究等方面有重大作

用，是临床上血型精确判定的有效辅助手段。
２） 由于全外显子组测序的生物信息数据分析

较为复杂，针对 ＡＢＯ 血型判定需要开发新的算法，
因此本文运用 ＶＢＡ 程序的方法节约了时间和人力

成本，方便快速且自动化程度高，同时也解决了

ＡＢＯ 亚型分型信息实时更新的问题，保证数据信息

的全面可靠性。 ＶＢＡ 程序方法的核心思想为将基

因突变转换为数字：０ 定义为野生型，１ 为杂合突变，
２ 为纯合突变；单条染色体的二倍体化转换为两条

染色体的数字相加；测序结果与已知血型序列之间

的同源比对，转换成简单的数字比较。 但本方法也

存在缺点：无法区分两个相距较远的杂合突变是在

一条染色体上还是在分别在两条染色体上，即不能

判定各个杂合突变的连锁情况。 但是全外显子组测

序的读长很短，一般不超过 １５０ｂｐ，各外显子之间很

大的内含子区域无测序数据，全外显子组测序本身

就比较难以获得一个基因突变的连锁情况，因此本

文采用的数字化方法，并没有丢失太多有效的测序

信息。 该方法通过多个位点的突变来判别一个二倍

体的基因型组合，除了 ＡＢＯ 血型判定外，还可以应

用在其它方面的基因型判定，例如药物代谢酶的基

因亚型判定等。
３） 利用该方法判定 ＡＢＯ 血型，经过血型表型

的核实，证明该方法的初步判定结果是一致的，进一

步表明该方法的准确度很高。 目前临床中仍以血清

学作为血型判定的主要方法，而该方法的判定结果

可以作为临床应用的辅助手段，具有很大的应用

潜力。
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