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　　[摘要]　目的:研究常州地区献血人群中RHD 变异型基因型及表型特征。方法:收集41例常州地区献血

者RHD 变异型样本,对其进行RHD 血清学鉴定、不规则抗体筛查、RhCcEe表型测定及 PCR-SSP方法分型

RHD 基因,必要时对RHD 基因10个外显子进行测序。结果:41例血清学RHD 变异型基因多态性以RHD∗

weakpartial15、RHD∗ DVI.3 及 RHD∗ DEL1 为 主,其 中 RHD∗ weakpartial15 约 占 34.1% (14/41)、

RHD∗DVI.3约占29.3%(12/41)、RHD∗DEL1约占17.1%(7/41),基本符合中国人群分布特征。另外发现

RHD∗weakpartial15/RHD∗DEL1杂合1例、单核苷酸突变的RHD 变异型3例,突变位点分别为692C>T、

467T>A和254C>T,均未被ISBT数据库收录。结论:RHD∗weakpartial15为本地区最常见的RHD 变异

型,其常见表型为ccEe(64.3%)。RHD 变异型在常州地区具有丰富的基因多态性,并存在稀有基因型,这些新

的基因型位点核苷酸突变为RHD 变异型发生机制研究提供样本来源,为RHD 变异型精准输血提供基础。
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Abstract　Objective:TostudythegenotypeandphenotypiccharacteristicsofRHD variantinChangzhou
blooddonors.Methods:RHDserologicalidentification,irregularantibodyscreeningandRhCcEeantigentyping
wereperformedon41blooddonorsbytesttubeandmicrocolumnagglutination.The10exonsofRHDgenewere
classifiedbyPCR-SSP,the10exonsofRHDgeneweresequencedinpartssamples.Results:The41serological
polymorphismsofRHDvariantsweremainlyRHD∗weakpartial15,RHD∗DVI.3andRHD∗DEL1.RHD∗

Weakpartial15accountedfor34.1%(14/41),RHD∗DVI.3accountedfor29.3%(12/41)andRHD∗DEL1for
17.1%(7/41),whichbasicallymatchedthedistributioncharacteristicsofChinesepopulation.Inaddition,there
was1caseofRHD∗weakpartial15/RHD∗DEL1heterozygous,1caseofT>Ahomozygousmutationofbase
467onexon3,1caseofC>Tmutationofbase692onexon5and1caseofC>Tmutationofbase254onexon2.
ThelattertwomutationswerenotincludedinISBTdatabase.Conclusion:ThegenestructureofRHDvariantsin
Changzhouwaspolymorphic,alsoraregenotypes.Thenucleotidemutationsofthesenewgenotypesmayprovide
samplesforfurtherresearchonthemechanismofRHDvariants,andprovideabasisforaccuratebloodtransfu-
sionofRHDvariantsinChina.
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　　RH 血型系统是最复杂、最具多态性的血型系

统,其基因位于1号染色体短臂3区6带(1p36.2-
34),同时也是最重要的一个血型系统,在临床输

血、移植医学和产前诊断中具有重要意义。其主要

抗原有D、C、c、E、e5种抗原,D 抗原免疫原性最

强;大部分个体RHD 抗原采用试管法直接离心即

可检出,随着试剂抗体不断进步,部分弱 D 能与

IgM 型抗D试剂凝集,但其反应很弱。同样,不同

厂家不同生产株IgG抗D与弱 D反应强度也不一

致。少部分个体盐水法阴性而间接抗球蛋白试验

阳性,这种个体血型血清学表现为弱D表型或部分

D,统称为RHD 变异型[1-2]。现将41例RHD 变

异型样本从其血清学鉴定、不规则抗体筛查、RhC-
cEe抗原表型、PCR-SSP基因分型及 RHD 基因

10个外显子测序进行回顾性分析,进一步明确常

州地区献血人群RHD 变异型基因多态性,为精准
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输血提供基础。
1　资料与方法

1.1　资料

选取2020年1月至2021年12月我站124370
例献血者中全自动血型仪检测RHD 阴性样本694
例,血样于静脉采集5mL,4℃保存于EDTA 抗凝

管中。经血清学鉴定为RHD 变异型共41例,均
为常州地区人群样本。
1.2　仪器与试剂

抗-D(IgM)单克隆抗体、抗-C、抗-c、抗-E、抗-e
(均 为 上 海 血 液 生 物,部 分 批 号 为:20203002,
20203002,20203102,20203202,20203301);抗-D
(IgM+IgG)血型定型试剂 (加 拿 大 Dominion,
517212);抗-D(IgM+IgG)血型定型试剂(英国

Millipore,BME1903A);抗-D(IgG)血型定型试剂

抗体(德国 CE,批号:ODM315-3);抗体筛选细胞

(匈牙利,批号:702013等);谱细胞(匈牙利,批号:
702013 等 );样 本 稀 释 液 (ID-Diluent2,批 号

057610001),微柱凝胶抗球蛋白卡(强生公司,批
号:AHC228H);人类红细胞RhD血型变异体基因

分 型 试 剂 盒 (天 津 秀 鹏,批 号:K202005004、
K202008006);DNA提取试剂(Invitrogen公司,批
号:15101);琼脂糖(北京沃比森,181650);溴化乙

锭(10mg/mL,捷世康)。AB公司9700型PCR扩

增仪,DNA 浓度测定仪,凝胶成像系统,贝克曼高

速离心机,久保田 KA-2200血清学专用离心机;强
生离心机;37℃恒温水浴箱;卢湘仪 TD4低速自动

平衡离心机。
1.3　血清学检测

使 用 抗-D (IgM)单 克 隆 抗 体 定 型 试 剂

对124370例献血者采用全自动血型仪检测RHD
抗原,共筛检RHD 阴性样本694例。对694例样

本使用3种不同厂家抗-D血型定型试剂采用试管

法直接离心、凝聚胺、微柱凝胶卡抗球蛋白法检测

RHD 抗原,3种检测方法中任何一种呈阳性,均判

断RHD 变异型。同时对694例样本进行RhCcEe
抗原检测及抗体筛选试验。
1.4　PCR-SSP基因检测

使用Invitrogen公司DNA提取试剂盒提取患

者外 周 血 基 因 组 DNA,调 整 DNA 模 板 浓 度

为30~35ng/μL,A260/A280 比值为1.60~1.80,
根据人类红细胞RHD 血型变异体基因分型试剂

盒说明书设置参数进行 PCR扩增;取扩增产物于

2%琼脂糖凝胶中电泳,凝胶成像分析系统并与天

津秀鹏试剂盒提供图谱比对分析结果。
1.5　RHD 基因外显子测序和RHD 杂合型分析

RHD 基 因 由 10 个 外 显 子 组 成,基 因 长

为64956bp,转录体的10个外显子长为2837bp,
扩增、测序引物设计、特异性扩增 Rh融合盒子及

检测样本是否存在RHD 基因缺失均由天津秀鹏

生物技术公司完成。
2　结果

2.1　血清学检测结果

694 例 样 本 中 RhCcEe 表 型 结 果 为:ccee
45.1%(313/694),Ccee36.6% (254/694),CCee
8.1%(56/694),CcEe4.0%(28/694),ccEe5.9%
(41/694),ccEE 0.3% (2/694),未 见 CCEE 及

CcEE表型。其中41例为RHD 变异型,见表1。

表1　694例初筛为RH阴性样本与抗-D试剂在3种

介质中血清学检测结果

RhCcEe表型 例数 IS AHG Poly
ccee 313 - - -
Ccee 244 - - -

10 - 1+~3+ 1+
CCee 48 - - -

8 - 1+~3+ -
CcEe 17 - - -

11 - 1+~3+ -
ccEe 29 - - -

12 - 1+~3+ -
ccEE 2 - - -

　　IS:盐水介质立即离心;AHG:抗球蛋白介质;Poly:凝
聚胺介质。

2.2　RHD 基因型特征及RHD 基因外显子测序

分析

694例初筛RHD 阴性样本经吸收放散试验

确认RHD 表型比例为19.0%(132/694),完全缺

失RHD 基因(d/d)者为81.0%(562/694)。132
例 带 有 RHD 基 因 者 主 要 表 型 为:Del 型

(RHD1227G>A/d)占68.9%(91/132),融合型

占31.1%(41/132)。41例RHD 变异型中:12例

RHD∗ DVI.3 [RHD-RHCE (3-6)-RHD/
d]、2例 DCS[RHD-RHCE(5)-RHD/d]、7 例

RHD∗DEL1及17例弱 D型。其弱 D占12.9%
(17/132),含14例弱 D15型[RHD(845G>A)/
d],2 例弱 D17 型 [RHD (340C>T)/d],1 例

RHD3∗weakpartial15/RHD∗DEL1杂合;3例

为单核苷酸突变的RHD 变异型,其突变点分别为

692C>T、467T>A 和254C>T;均未被ISBT 数

据库收录(已提交 NCBI)。41例RHD 变异型标

本与 不 同 厂 家 的 抗-D 试 剂 反 应 强 度 可 在 阴 性

至4+分布,其抗筛结果均为阴性。见表2和图1。
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表2　41例RHD 变异型血清学、表型及基因型检测结果

编号

抗-D试剂血清学结果

试剂1
IgM/IgG

试剂2
IgM/IgG

试剂3
IgG

RH 表型 RHD 杂合型 RHD 基因型

1 -/1+ -/2+ 1+w CcEe RHD+/RHD- RHD∗DEL1

2 -/2+ -/2+ 1+ CcEe RHD+/RHD+ RHD∗weakpartial15/RHD∗DEL1

3 -/1+ -/3+ 3+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DEL1

4 -/3+ -/3+ 3+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

5 -/2+ -/1+ 2+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DEL1

6 -/3+ -/1+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

7 -/3+ -/2+ 3+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

8 1+w/4+ -/4+ 4+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

9 -/2+ -/2+ 2+ Ccee RHD+/RHD- c.467T>A(未收录)

10 -/2+ -/1+ 2+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

11 -/1+ -/1+ 1+w CCee RHD+/RHD- RHD∗DEL1

12 -/2+ -/2+ 2+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

13 1+w/3+ 1+/4+ 3+ CCee RHD+/RHD- RHD∗weakpartial17

14 -/2+ -/2+ 2+ CCee RHD+/RHD- c.692C>T(未收录)

15 1+w/3+ 1+w/3+s 3+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

16 -/3+ -/3+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗weakDtype17

17 -/2+s -/3+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗DEL1

18 -/2+s -/2+ 1+w CCee RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

19 -/1+s -/2+ 1+w ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

20 -/1+s -/2+ 1+w ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

21 -/2+ -/2+ 1+w CcEe RHD+/RHD- c.254C>T(未收录)

22 -/2+ -/2+ 1+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

23 -/3+ -/3+ 3+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

24 -/3+ -/3+ 3+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗DCS2

25 1+/4+ 1+/4+ 4+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

26 -/3+ -/1+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

27 -/4+ -/4+ 4+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

28 1+w/4+ -/4+ 4+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

29 -/2+ -/2+ 2+ Ccee RHD+/RHD- RHD∗DCS2

30 -/2+ -/1+ 2+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

31 -/1+s -/1+ 1+ CCee RHD+/RHD- RHD∗DEL1

32 -/2+ -/2+ 2+ CCee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

33 1+/4+ 1+/4+ 3+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

34 -/2+ -/2+ 2+ CCee RHD+/RHD- RHD∗DEL1

35 1+w/2+ 1+w/2+s 3+ ccEe RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

36 -/3+ -/3+ 3+ CCee RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

37 -/2+ -/3+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

38 -/2+ -/2+ 1+w CcEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

39 -/2+ -/2+ 1+w ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

40 -/2+ -/2+ 1+w ccEe RHD+/RHD- RHD∗weakpartial15

41 1+/4+ 1+/4+ 3+ CcEe RHD+/RHD- RHD∗DVI.3

　　试剂1:加拿大 Dominion抗-D(IgM/IgG)抗体;试剂2:英国 Millipore抗-D(IgM/IgG)抗体;试剂3:德国 CE抗-D单克

隆IgG抗体。
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a:RHDc.467T>A;b:RHDc.254C>T;c:RHD∗ DCS2;d:RHDc.692C>T;e:RHD∗ 15/RHD∗ DEL1。
图1　RHD10个外显子测序结果

3　讨论

在RH 血型系统中,RHD 分型一般通过单克

隆抗体血清学进行检测,通常可鉴定出 D 阳性

(D+ )或D阴性(D- )表型,并分别提示红细胞表面

是否存在抗原。除了这些“常见”表型外,在极少部

分人群中呈现D抗原数量表达下调或部分 D表位

缺失的“D变异表型”。有一些变异RHD 型与正

常RHD 抗原氨基酸序列相同,但拷贝数却少很

多,如不同类型的弱 D,其红细胞上 D抗原的拷贝

数从60~5200,国内报道 D抗原拷贝数最少的是

弱D17,仅约60个拷贝抗原,RHD 阴性受血者经

弱D同种免疫的报道极少,现常州地区献血人群中

发现2例为弱 D17。目前国内采供血机构RHD
变异型检出主要是依赖RHD 阴性确认试验[3],但
经常出现多次确认结果不一致或确认结果为弱阳

性等问题,此时仅靠3种不同厂家抗-D 试剂的抗

球蛋白试验也无法得到准确结果,由此RHD 基因

检测为 优 选 的 补 充 方 法。国 内 外 有 文 献 报 道

RHD 基因分布存在地区和种族差异[4-6],为RHD
等位基因的核苷酸序列多样性提供丰富资料,因此

对本地区RHD 变异型遗传特征进行调查,有助于

积累更多资料以便于输血管理。
根据 ISBT 等 位 基 因 命 名 表,目 前 已 确 认

RHD 变异型等位基因300多种,国内已发现近70
种,RHD∗ weakpartial 15、RHD∗ DVI.3 和

RHD∗DEL1为中国汉族人群最常见的RHD 变

异型等位基因。本研究结果表明常州地区献血人

群RhD变异型主要以RHD∗weakpartial15和

RHD∗DVI.3 为 主,分 别 占 34.1% (14/41)和

29.3%(12/41),与文献报道调查结果基本一致[7]。
本研究 PCR-SSP法采用天津秀鹏公司试剂盒,根
据中 国 人 群 常 见 的 RHD 变 异 型 设 计,包 括

RHD∗weakpartial15、RHD∗DVI.3和RHD∗

DEL1在内的16种RHD 变异型,适用于我国采

供血机构RHD 变异型基因分型的常规筛查。本

研究的41例样本中发现1例为RHD∗weakpar-
tial15/RHD∗ DEL1 杂 合 样 本,其 突 变 位 置 在

RHD 基因的第6个外显子、第9跨膜区(c.845G
>A,pGly282Asp)和第9外显子上的第1227号

碱基发生了 G>A 的纯合突变(c.1227G>A,

pLys409Lys),推测该突变可能会影响细胞膜整

合,从而影响 RHD 蛋白和 D 抗原的合成表达。
RHD 变异型由RHD 基因内的遗传改变引起。在

分子水平上认为改变预测位于蛋白质细胞外结构

域中氨基酸的错义单核苷酸变体通过改变其暴露

的D表位性质导致部分 D 表型。相反改变位于

RHD 蛋白的跨膜螺旋或细胞内环中的氨基酸会

被认为破坏了蛋白质折叠或稳定性,分子内或分子

间相互作用和(或)红细胞质膜内整合,诱导RHD
抗原表达的显著降低导致弱D表型[8-12]。

本研究还发现3例单核苷酸突变的RHD 变

异型标本,均并未被ISBT 数据库收录(正提交

NCBI命名中)。样本9在第3外显子上的第467
号碱基发生了 T>A 的纯合突变和样本14在第5
外显子上的第692号碱基发生了 C>T 的纯合突

变,均为新基因突变。样本21在第2外显子上发

生了254C>T的杂合突变,但在RHD 基因分型

检测过程中,检测到完整 RH 盒子序列,可确定该

样本有一条染色体上缺失了全部RHD 基因,这与

测序结果相悖。造成该现象的可能原因为该样本

RHCE 基 因 包 含 RHCE∗ C 等 位 基 因。 而

RHCE∗C 等位基因的第2外显子与RHD 基因的

第2外显子完全相同,测序检测到未突变的第2外

显子序列为RHCE∗C 等位基因而非RHD 基因

的第2外显子。同时对该样本进行的RHCE 基因

分型,其检测结果为RHCE∗CcEe型,进一步验证
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以上猜测。
综上所述,本研究通过本地区献血人群41例

血清学RHD 变异型基因多态性,初步了解其分布

特征。对于出现定量缺陷的患者表达正常D抗原,
尽管密度较低也可以安全地输注RHD 阳性红细

胞。相反,出现定性缺陷的患者表现出改变的D抗

原,其特征在于没有一个或多个 D表位,建议输注

D阴性红细胞以防止同种异体免疫。尤其是不同

RHD 变异型在受血者、孕妇和献血者人群中应合

理区别对待,为精准输血治疗及建立RHD 变异型

数据库提供样本来源及理论基础。
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