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ABO血型综合实验基因分型技术简化及其群体 

遗传分析拓展
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摘 要 :A B O 血型是生活中最常见、运 用 最 广 泛 的 遗 传 性 人 类 八 8 0 血 型 由 / - 4、户和/3个复等位基據决 

定，它们负责编码不同的」糠基转移酶，.进而决定3 种血红细胞表面抗.原。A B O 血藝:涉及复等位基因、基因互 

作、单核苷酸多态(S N P )、基..困演化等多个关鍵知识内容，是理想海遗传学教学案例。本文以A B O 血型为臂究 

对象，对遗翁学实验进行了创新与整佘。首先，在分子遘翁学模块中建立了新颖的A B O 血型基爾分型方法： 

基 于 S N P 位点设计特异性引物，通过实时定量P C R 鉴定基因型；其次 s 在群体遽传学模抉中创新了基因_演化 

的实验教拳t 法，开发群体遗传攀软件，利用计算机模拟不同条件下A B O 血型决定基因频率的演化趋势。这 

些教学改革举措旨喪丰富遗传学实验内容，拓展教学手段，提高学习效率。
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Simplification of genotyping techniques of the ABO blood type 
experiment and exploration of population genetics
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Abstract： The ABO blood type is one o f  the most common and widely used genetic traits in humans. Three glyco-
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syltransferase-encoding gene alleles, Z4, IB and z, produce three red blood cell surface antigens, by which the 

ABO blood type is classified. By using the ABO blood type experiment as an ideal case for genetics teaching, we can 

easily introduce to the students several genetic concepts, including multiple alleles, gene interaction, single nucleotide 

polymorphism (SNP) and gene evolution. Herein we have innovated and integrated our ABO blood type genetics 

experiments. First, in the section of Molecular Genetics, a new  method of ABO blood genotyping was established: 

specific primers based on SNP sites were designed to distinguish three alleles through quantitative real-time PCR . 

Next, the experimental teaching method o f Gene Evolution was innovated in the Population Genetics section: a 

gene-evolution software was developed to simulate the evolutionary tendency of the ABO genotype encoding alleles 

under diverse conditions. Our reform aims to extend the contents of genetics experiments, to provide additional 

teaching approaches, and to improve the learning efficiency o f  our students eventually.

Keywords： ABO blood type; genetic teaching; teaching reformation; genotyping; population genetics

近年来，以提升“学生的知识储备、科学素质、 

创新能力”为教育梭心理念的成效为本的教育方式 

(outcom e-based  educa tion )在教学讓傘中彰显出了巨 

大优势[1]。相比于传统的以内容为本的教学方式， 

成效为本的教学理念强调在教学设计和教学方法上 

的创新，以培养学生,的 知 识 、能力和素质为主。 

H ande .lsm an . 等[2]曾歹[I # 出——系歹[I f是高学:习滅H 百勺孝̂ 

学 方 法 ，例 如 何 题 导 向的实验课程(inqu iry -based  

lab s) 和 可 互 动 的 电 脑 学 习 （interac tive  com puter 

learn ing )等。遗传学是生物专业本科生的必修课程之 

一 ，更是一门理论与实践并重的专业课程。利用实 

验教学提升学生的学习成效对于遗传学课程既恰当 

又便利。通过实验课程体系的精心设计，教学方法 

的科学选择，学生实践的有效组织，能够有效提高 

遗传学的学习效果，又能为学生在未来从事科学研 

究打下坚实的基础[3]。在近两年中，笔者结合自身 

的遗传学教学经验，以 A B O 血型为案例进行了遗传 

学实验的再设计与整合，旨在探索提升遗传学学习 

成效的有效方法。

A B O 血型是在.输血和移植医学中最重要的血型 

系统，也是遗传学教学中的经典案例[@ 。“利用抗原 

抗体反应的免疫学方法进行A B O 血型分型”是许多 

生物专业院校开设的生物学实验内容，但事实上这 

一实验手段与遗传学并无直接联系。从遗传水平上 

说 ，户、户 和 / 复等位基因决定了 A 、B 、0 抗原。 

八 户 分 别 编 码 N -乙酰基半乳糖胺转移酶和D -半乳 

糖糖基转移酶1 对抗原前体H 进行不同修饰从而得 

到 A 、B 抗原。与此同时，i .基因不能编码任何糖基 

转移酶，.因 此 抗 原 前 体 H 保持不变[6]。

A B O 血型决定基因定位于9q 34.1-9q34.2 , 包含

了 7 个外显子和6 个内含子。其中第6、7 号外显子 

负 责 编 码 A B O 糖基转移酶的催化结构域[7]。由于 

A B O 血型决定基因内部存在大量单核苷酸多态性 

(single  nucleo tide  po lym orph ism , SN P )位点，人君羊中 

的等位基因类型远多于3 种 ，它们在不同人群中的 

频率不同[8]。为了帮助学生从遗传学水平真正理解 

A B O 血型，我们改革了 A B O 血型的分型方法：引 

入实时定量P C R 技术，针 对 S N P 位点进行复等位基 

因特异性的D N A 扩增，区分不同个体的A B O 血型 

决定基因的基因型。与此同时，我们以基因分型结 

果 为 原 始 据 ，利用软件进行编程运算，模 拟 ABO 

血型决定基因的^|化情况，从中观察遗传漂变、自 

然选择等因素对基因演化的影响。改革后的实验内 

容将分子遗传学与群体遗传学知识进行整合，通过 

A B O 血型实验全面深人地传授遗传学知识，培养学 

生的创新能力和科研素质。

1 利用实时定量PCR改 革 ABO血型的基因 

分型实验

户、户和;等位基因之间的核苷酸序列差异主要 

分布在第6 和 第 7 外显子中。与户、户相比，；基因 

存 在 2 6 1 位单華塞G 的缺失(261delG ) ; 而相比户和 

/ ，户基因存在7 9 6 位 碱 _从 C 到 A  _ :置换(C>A )以 

及 8 0 3 位 碱 基 从 G 到 C 的置换(G>C )[7]。根据这两 

个 S N P 位点，并 参 考 M u ro 等1 的工作，我们设计 

了特异性扩增引物，通过实时定量P C R 的方法，以 

SY BR  G re e n 为示踪扩增产物量变化的物质，利用扩 

增曲线确定有无扩增，从而鉴定D N A 样品的基因型。

豫先通过常规P C R 扩增、重组质粒构建和克隆



第 5 期 胡健等:A B O 血型综合实验基因分型技术简化及其群体遗传分析拓展 425

100 -

0

10 20 30

循环数

----- ex6-AB  —A ~ cx6-0 Q  ex7-AO  ' ex7-B

图 1 f 1、户和 / 等位基因阳性模板经4 对引物扩增得到的实时扩增曲线

Fig. 1 Real-time amplification curves of allele I4-, IB and i by different primers
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测序的方法从已知血型的个体的唾腺D N A 中获得 

了代表户、户 和 / 等位基因片段的阳性模板。其次， 

根 据 S N P 位点共设计了 4 对特异性定量P C R 引物， 

用 于 扩 增 对 应 的 基 因 片 段 (表 再 次 ，用阳性模板 

优化定量P C R 实验条件，得到可以区分3 种等位基 

因的扩增图线(图1)。

在 验 证 4 对引物对这3 个等位基因的扩增有效 

后 ，我们收集了同学们的唾腺D N A 样本进行实验， 

结果如表2 所示，实验测得的结果与实际血型全部 

一致，确认了方法的可行性与准确性。在实验过程 

中发现样本D N A 浓 度 在 10 ng /p L 以上且无敏多离 

子污染和蛋白质污染的*倩况下可以得到较好的分型 

结果。

综上所述，我们将实肘定量P C R 作为一种新的 

基因分型方法引人了遗传学实验教学。经过原理讲

表 1 特异性定量PCR引物

Table 1 Primers for quantitative real-time PCR

解与操作指导，学生独立完成D N A 的提取以及定量 

P C R 等实酴过程，根据老师提供的阳性模板曲线可 

进 结 果 分 析 。检查扩增曲线是否合理、分析结果 

是否正确即可考察学生细致操作、精确加样等实验 

操作能力以及数据处理、结果分析的能力。

2 利用计算机软件创新群体遗传学教学方法

遗传漂变是基因演化中的重要理论概念，它指 

的是群体内由于抽样误差造成等位基因频率的随机 

波动。这种抽样过程包括两个方面：一是配子形成 

过程中等位基因发生分离，导致后代所携带的等位 

基因类型具有随机性；二是各种亲本组合所产生的 

子代数目不同，不同等位基因类型的后代个体数目 

亦有不确定性。样本中基因频率的随机彼劾，在黎 

大的群体中，可能摆动在原始频率的附近，但在有

引物名称 引物序列(5 '—3') 备注

ex6-AB-F GGAAGGATGTCCTCGTGGTGA 户、户在6 号外显子的特异性引物

ex6-0-F GATGTCCTCGTGGTAC z 在 6 号外显子的特异性引物

ex6-R CTCGTTGAGGATGTCGATGTTG ex6-A B-F和 e x 6 -0 -F 的通用反向引物

ex7-AO-F TCTACTACCTGGGGGG 户和 / 在 7 号外显子的特异性引物

ex7-B-F GACGAGGGCGATTTCTACTACA 1*在 7 _ 輝 '的 赚 _ 物.

ex7-R TTGGCCTGGTCGACCATCATG ex7-AO-F和 ex7-B -F的通用反向引物
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表 2 采用实吋定量PCR方法对学生DNA样本进行基因分型的结果。

Table 2 Genotyping results of students9 DNA examples by quantitative real-time PCR

样本编号
引物类型

t田办宜r a 开u 理论血型 实际血型
ex6-AB ex6-0 ex7-AO ex7-B

1 + - + + IAf AB AB

2 - + + - ii 〇 〇

3 - + + - ii 〇 〇

4 + + + + IBi B B

5 + + + - IAi A A

6 + - + + IAIB AB AB

7 + - + + IAf AB AB

8 - + + - ii 〇 〇

注 ：+ : 有扩增； - : 无 扩 增 。

限大小的群体中，可能偏离原始频率，甚至完全保 

留或完全丢失一种等位基因[6]。

目前多数高校在讲授遗传漂变时采用的都是单 

纯的教师讲解方式，教学手段单一。如能结合案例 

进行实验设计，则可有效提高教学效果，促进学生 

的理解。为此，我们再次以A B O 血型为讨论对象， 

设计了 3 等位基因条件下模拟遗传漂变的软件。

S.G  W rig h t和 R.A  F is h e r 曾经在2 0 世纪初提出 

了 W right-F is h e r模型，该模型适用于有限个体种群 

基因频率的遗传漂变[1°]。W right-F i s h e r 模型模拟了 

自然界中随机交配产生后代的过程，并对后代重采 

样 ，保持每代的种群大小保持不变，从而得到遗传 

漂:変的过程[11]。Joe. F e ls e n s te in 团队制作的Sim ul8 、 

PopG .程序取及Bob  S h eeh y制作的网页版P o p G en 均 

是 在 W right-F is h e r模型的:基础上成功模拟了两等位 

基因在遗传漂变、种群瓶颈、突变、迁移、 自然选 

择警清形下的基因频率变动。虽 然 W right-F ish e r模 

型理论非常简明优美4 但是计算异常复杂，不适用 

于 3 等位基因的计算。

在软件开发过程中，我们基于已有的理论和实 

验 ，用 Py thon2.7 .12语言编写程序，用 w x P y th o n 包 

制作图形化界面，使 用 m a tp lo tlib 包绘图，完成了模 

拟 A B O 血 型 論 _遗 传 漂 变 的 软 件 (h ttp ://life .fu - 

dan .edu .cn/b io c )。程序设计的主要思路为：设置第一 

代的基因频率和群体个数，在种群数较小的情况下， 

使其自由交配、随机获得后代的基因型，重采样得 

到种群个数不变的第二代，计算第二代的基因频率。 

如此反复至《代 ，得 到 《个基因频率，绘制曲线，

即可展示在不同群体规模中的遗传漂变现象。为了 

简化计算，在种群数较大(>1〇〇)的情况下牺牲了一定 

的精确性，采用了正态分布拟合(图2)。

图 2 遗传漂变模拟程序逻辑图

Fig. 2 A flow chart of the simulation program

http://life.fu-dan.edu.cn/bioc)%e3%80%82%e7%a8%8b%e5%ba%8f%e8%ae%be%e8%ae%a1%e7%9a%84%e4%b8%bb%e8%a6%81%e6%80%9d%e8%b7%af%e4%b8%ba%ef%bc%9a%e8%ae%be%e7%bd%ae%e7%ac%ac%e4%b8%80
http://life.fu-dan.edu.cn/bioc)%e3%80%82%e7%a8%8b%e5%ba%8f%e8%ae%be%e8%ae%a1%e7%9a%84%e4%b8%bb%e8%a6%81%e6%80%9d%e8%b7%af%e4%b8%ba%ef%bc%9a%e8%ae%be%e7%bd%ae%e7%ac%ac%e4%b8%80
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由于遗传漂变是一种随机波动，软件每次运算 

得到的基因频率变动曲线也都不相同，但群体规模 

一定前情况下，等位基因频率受遗传漂变的影响相 

对一致。使用者可以设定初始户、户基因频率、世 

代数和种群大小，运行程序后即可观察/ 基因频率 

的变动情况。改变群体规模的大小，可以发现群体 

越 小 ，越容易受遗传漂变影响，从而导致杂合性丢 

失 ；群体越大，等位基因频率越容易维持原有水平 

(图 3)。尽 管_实中还未发现对 A B O 血型各表型造 

成选择压力的因素，但该软件可以模拟选择压力的 

影响。通过设置各表型的适合度(〇~1)，可以在计算 

中随机删除一定比例的相应表型，从而实现“自然选 

择”作用的模拟。

该软件还提供估计种群基因频率的方法。随机 

抽取的一个小群体，可以假设特合 H ardy-W einberg 

平 衡 ，该软件提.供最大期望算法(expecta tion  m axi­

m ization  algorithm  ， E M ) 来估计群体的 血屬基因:频春， 

即给定一个猜测的初始基因频率，然后根据种群的 

表现型数据计算各种.基因型估计的数目，用估计的 

基因型，数据得到估计的基因频率，继续迭代直至估

计祖基因频率不再发生改变或者仅有微小改变。

我们将“A B O 血型基因的遶传漂变模拟软件”应 

用到了遗传学的实验教学中。将全班同学看作一个 

群体，以“基因分型实验”中的结果作为原始数据， 

计算户、户 和 的 初 始 塞 因 频 率 ，再设置种群大小、 

世代数和各表型的适合度等参数，即可在课堂上模 

拟“遗传漂变”等因素对基因演化的作用。除教师的 

课堂演示之外，学生可以自行使用软件或学习相关 

程序的编写方法。与以往遗传学实验体系中判断是 

否平衡群体的实验相比，利用软件进行“遗传漂变” 

作用的动态展示，既是对教学内容的丰富，更是教 

学手段的创新。

3 A B O 血型案例的改革与创新

遗传学教学内容的组织技巧是提升遗传学教学 

效果的关键因素之一，兄弟院校的一些遗传学教师 

将遗传信息作为衔接不同知识章节的主线，在遗传 

学的理论教学中取得了良好的教学效果[1气 在 我 校  

的遗传学实验教学中，实验内容的设计与组织也被 

列为了教学改革的重点对象e 此次改革，我们选择

B3 ABO genetic drift — □  X

Another M ore

Initial freq  o f  allele A 

In itia l freq  o f  allele B 

Popula tion size 

G eneration

Fitness o f  A type

Fitness o f  0  type

图 3 ABO血型基因的遗传漂变模拟软件界面

Fig. 3 Interface of the population genetics software for 4 ABO genetic drift9
软件界面左侧为参数设置区域：左上方可设置户、户基因初始频率、种群大小以及世代数；左下方可以设置各血型的适合度，即可模 

拟选择压力导致的基因频率变化。右侧为展示区：右上方展示了在群体规模为100、300、1000的情况下/ 基因频率的变动情况，右 

下方为杂合度变化曲线。可以看出群体越小，受遗传漂变影响越大，基因频率波动越大，越容易丢失杂合度；群体越大，受遗传漂 

变影响越小，基因频率变动较稳定，杂合度得以保持。
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了 经 典 的 A B O 血型，以案 例 为 主线，衔 接 不 同 实 验  

模块，整合遗传学知识内容。我校的A B O 血型实验 

经历了从“基于抗原抗体反应的表型鉴定”到“基于 

R F L P 分型的基因分型”，再到“基于实时定量 PC R  

的基因分型方法”3 个阶段。据调查，也有部分兄弟 

院校开设前两种实验内容。但是，我们在教学实践 

过程中意识到，“抗原抗体反应”不能反映A B O 血型 

的遗传机制，与理论课程讲授的复等位基因、基因 

互作等知识内容脱节。同时，“R F L P 分型”方法虽能 

体 现 A B O 血型决定基因的遗传差异，但在实验设计 

上具有较多的局限性:(1)“R F L P 分型”实验中的PCR 

技术、凝胶电泳技术与其他分子遗传学实验中的操 

作技术存在较多重叠；（2)实验操作要求高，结果稳 

定性差，学生在实践中容易陷入技术的细节而忽视 

了理论的应用；（3)“R F L P 分型”技术的应用辟限，与 

当下的科研工作联系疏松。因此，本次教学改革我 

们围绕A B O 血型案例，进一步改革了实验设计，成 

功运用实时定量P C R 进行基因分型，这一方法具有 

效率高、准确度高、灵敏度高等多项优点，且定量 

P C R 技术本身也能让学生从中获益。在实验改革推 

广初期，我们也在小范围的学生群体中进行了调研， 

对比“R F L P 分型”传统方法与“实时定量 t C R 基因分 

型”新方法韵实践斂果，以评估这项实艟改革的瀵在 

价值。在亲手完:成实验之后，很多学生反映这一方 

法高效简便且运用广泛。反溃意见集中见表3。

综上，前期的实践获得了较为理想的效果，同 

学们对新方法、新技术的认可度很高，利于后期的 

进一步推广。

本次改革针对的另一个知识难点是群体遗传学 

中的遗传漂变。美国的一项教学研究显示，高 达 99% 

的学生最开始学习遗传漂变的时候都存在理解困难 

的问题tl3]。而国内的遗传学教师也普遍感到学生难

以直观地将“小 群 体 抽 样 误 差 ”这些关键词与遗 

传漂变建立联系[14]。 目前，已有部分兄弟院校和国 

外高校将软件操作引入到了群体遗传学实验的平衡 

群体计算中，并 获 得 了 理 想 的 教 学 效 果 这 些  

改革做法给予了我们很多启示。我们组织了 一支学 

生队伍，鼓励他们自主创新独立研发更加系统和全 

面 的 群 体 遗 传 学 软 件 。如 前 所 述 ，学 生 们 在  

W right-F i s h e r 数 学 模 _ 基 础 上 ，同时考虑了自然 

选择、突变和迁入迁出等多个因素，成功建立了基 

于二等位基因的群体演化模拟软件。随后，指导教 

师又提出是否能够就以A B O 血型决定基因为研究 

对象，进行软件的升级，将基因分型实验与群体遗 

传学实验进行整合。A B O 血型决定基因属宁复等位 

基因，且具有不完全显性的枏互作用关系，但学生 

们利用多项( 3 项)分布的方法来模拟遗传漂变，用最 

大似然法从表型频率估计基因型频率，最终取得了 

成功。

教学相长是高校教师促进教学能力上升的重要 

途径，但笔者在教学实践中意识到，教学相长既可 

以是教师自身的教与学的结合，也可以是教师教与 

学生学的相互反溃和促进。在本次教学改革中，教 

师提出了改革初衷，学生们在实验学习过程中发现 

了已有实验的不足与局限，与教师积极交流，并勇 

于承担了课程改革的全部实验工作，包括基因分型 

实验平台的搭建与完善，软件的开发与更新。这种 

墓于科学实践的学习方法正是一种主动的学习方式， 

学生们在实践过程中大胆创新，边实践边总结，不 

仅积累了宝贵的科学研究经验，更培养了独立科研 

的能力，寻找到了适合自己的科学研究方向。> 我们 

认为，鼓励学生参与教学改革，尤其是实验教学改 

革将是促进高校教学发展、提升学生学习成效的新 

途径。

表 3 传统分型方法与实时定量PCR方法的对比

Table 3 A comparison between RFLP method and quantitative real-time PCR

R F L P 分型 实时定量P C R 基因)分型

中间步骤多，成功率低，实验周期长 一步便可完成扩增与检测，快速准确

结果不稳定，条带结果常常模棱两可 结果比较稳定，阴性阳性结果判断准确

需要配制高浓度琼脂糖胶，有一定技术困难 可操作性好

.翁 鑛 驗 ^ 定 論 ，誠 _ 食裏

与其他教学实验中的操作技术存在较多重叠 方法新颖，让学生有机会接触前沿的生物学技术手段
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