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　　[摘要]　目的:探讨实时荧光PCR方法用于中国人群RHc基因检测的可行性。方法:收集144例大连地区

RhD阳性健康献血者血样,使用血清学分型方法检测样本 RhCcEe血型表型。使用检测RHCE 基因第2外显子

178C>A和307C>T多态性位点的 TaqMan探针实时荧光PCR方法对血液标本进行RHc基因分型,并将基因

分型结果与血清学分型结果相比较。结果:经血清学检测,144例样本中有60例为 CCee、48例为 CcEe、17例为

ccEE、11例为Ccee、7例为ccEe、1例为ccee;经 TaqMan探针实时荧光PCR方法检测,发现RHc基因阳性为84
例、阴性为60例,基因分型结果与血清学分型结果一致,该方法的灵敏度、特异度和准确度均为100%。结论:

TaqMan探针实时荧光PCR方法适用于检测中国人群RHc基因,可用于临床实验室对 Rhc血型进行基因检测。
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Abstract　Objective:TodeterminethefeasibilityofRHcgenotypingthroughreal-timePCRinChinesepopu-
lation.Methods:Atotalof144participantswererecruitedfromRhDpositivehealthyblooddonorsinDalian.Rh-
CcEephenotypesofthesamplesweretestedbyserologicaltest.RHcofthesamplesweregenotypedbytargeting
exon2178C>Aand307C>TmutationoftheRHCEgenethroughreal-timePCRwithTaqManprobe.There-
sultsofgenotypingandserologicaltypingwerecompared.Results:Serologicaltestshowedthat60caseswere
CCee,48caseswereCcEe,17caseswereccEE,11caseswereCcee,7caseswereccEeand1casewascceeamong
144samples.Bygenotypingthroughreal-timePCRwithTaqManprobe,RHcgenewaspositivein84casesand
negativein60cases.Theresultsofgenotypingandserologicaltypingwereconsistent.Thesensitivity,specificity
andaccuracyofthePCRmethodwere100%.Conclusion:Real-timePCRwithTaqManprobemightbefeasiblein
RHcgenotypinginChinesepopulation,whichcouldbeusedforgenedetectionofRhcbloodgroupinclinicallabo-
ratory.
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　　在Rh血型系统中已发现56个抗原,其中与临

床相关的主要是D、C、c、E和e抗原。对于多次输

血的患者来说,用血清学方法检测 RhCcEe抗原时

可能会呈现混合外观或双群现象而无法准确定型。
另外,在产前诊断中,用血清学方法鉴定胎儿血型

时,需要侵入性方法进行取样,这对胎儿来说具有

很大风险,而使用基因检测方法检测孕妇外周血中

胎儿的游离DNA进行基因分型更有优势。
RhCcEe抗 原 表 达 的 多 态 性 主 要 取 决 于

RHCE 基因中碱基替换导致的氨基酸改变,具体

表现在RHE/e等位基因上第5外显子中676C>
G的改变和RHC/c等位基因在第1外显子和第2
外显子中6种碱基的改变,其中Rhc抗原几乎完全

依赖 于 Pro103 位 点,因 此 307C>T 可 以 作 为

RHC/c基因分型的关键性位点[1]。
国外的研究人员曾使用实时荧光PCR方法对

RHc 进 行 检 测,并 获 得 了 良 好 的 效 果[2]。但

RHCE 基因在不同种族之间的遗传背景不完全相

同,有研究发现同一方法在不同人群中的准确度也

存在差异[3],因此,国外其他种族的检测结果未必

适合于中国人群。本研究使用检测RHCE 基因第

2外显子 178C>A 和 307C>T 多态性位点的

TaqMan探针实时荧光PCR方法对中国人群进行

RHc基因分型,以探讨该方法用于中国人群的可

行性。
1　资料与方法

1.1　研究对象

选取2022年1月16日—2022年2月10日献

血的144例RhD阳性汉族健康献血者,男93例,
女51例,献血者平均年龄为(36.33±10.41)岁。
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以上血样均为EDTA-K2 抗凝全血样本。
1.2　仪器及试剂

抗-C(IgM)血型定型试剂(批号20213002)、
抗-c(IgM)血型定型试剂(批号20213101)、抗-E
(IgM)血型定型试剂(批号20213202)、抗-e(IgM)
血型定型试剂(批号20213301):上海血液生物医

药有限责任公司产品;DNA提取试剂盒Pre-Filled
CartridgeReagent101:RBCBioscience生物医药

股份有限公司产品;TaqManTM UniversalMaster
MixⅡ,noUNG:ThermoFisherScientific公司产

品。核酸自动纯化系统(型号 MagCoreHF-16):
RBCBioscience生物医药股份有限公司产品;实时

荧光定量 PCR 仪(型号 ABIPrism7300):美国

AppliedBiosystems公司产品。
1.3　血清学方法

按照试剂说明书的方法,进行样本的 RhC、c、
E、e的血型鉴定。
1.4　DNA的提取

使用全自动核酸仪及配套试剂盒,提取全血基

因组DNA。
1.5　TaqMan探针实时荧光PCR

TaqMan引物和探针序列参考文献[2],具体

序列见表1,引物及探针由北京六合华大基因科技

有限公司合成并荧光标记。
反应体系20μL,包括 Universalmastermix

Ⅱ (2×)10 μL,引 物 各 0.3 μmol/L,探 针 各

0.1μmol/L,DNA1μL。PCR 反 应 条 件:95℃,
10min预变性,变性95℃,15s,60℃,1min,共40
个循环。扩增结束后,依据扩增曲线,确定样本的

RHc的基因型。
2　结果

2.1　血清学分型结果

利用4种 Rh表型定型试剂(抗-C、抗-c、抗-E
和抗-eIgM 型单克隆试剂)对144例献血者的 Rh-
CcEe抗原进行检测,结果表型为 CCee的样本共

60 例 (41.7%),表 型 为 Ccee 的 样 本 共 11 例

(7.6%),表型为CcEe的样本共48例(33.3%),表
型为ccee的样本共1例(0.7%),表型为ccEE的

样本共17例(11.8%),表型为ccEe的样本共7例

(4.9%)。其 中 Rhc 阳 性、阴 性 分 别 为 84 例

(58.3%)和60例(41.7%)。
2.2　TaqMan探针实时荧光PCR基因分型结果

血样 DNA 经过 TaqMan探针实时荧光 PCR
扩增后,会产生RHc的扩增曲线(图1a)以及内参

基因 GAPDH 的扩增曲线 (图 1b)。同时产生

RHc以及GAPDH 扩增曲线的样本为RHc阳性,
仅产生GAPDH 扩增曲线的样本为RHc阴性。

经过 TaqMan探针实时荧光 PCR 基因分型,
144例样本中,RHc基因阳性84例(58.3%),阴性

60例(41.7%)。

表1　TaqMan探针实时荧光PCR探针与引物序列

探针/引物名称 序列(5′-3′)

RHc_F 5′-TGGGCTTCCTCACCTCAAA-3′
RHc_R ′5-TGATGACCACCTTCCCAGG-3′
RHc_P 5′-(FAM)CAATCCTGCTGGACGGCTTCCTGA(BHQ1)-3′
GAPDH_F 5′-CCCCACACACATGCACTTACC-3′
GAPDH_R 5′-CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3′
GAPDH_P 5′-(TAMRA)AAAGAGCTAGGAAGGACAGGCAACTTGGC(BHQ2)-3′

图1　1例RHc阳性样本的RHc(a)及GAPDH(b)扩增曲线
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2.3　RHc基因分型结果与血清学分型结果比较

将 TaqMan探针实时荧光PCR基因分型结果

与血清学分型结果进行对比(表2),发现144例样

本的基因分型结果与血清学分型结果完全一致。
以血清学为参考,TaqMan探针实时荧光 PCR 方

法用于RHc基因检测方法的灵敏度、特异度和准

确度均为100%。

表2　RHc基因分型结果与血清学分型结果比较

(n=144)

血清学分型 例数 RHc基因分型结果

CCee 60 -
Ccee 11 +
CcEe 48 +
ccee 1 +
ccEE 17 +
ccEe 7 +

3　讨论

自20世纪90年代左右,Rh血型鉴定从传统

的血清学方法进入到分子研究水平以来,国内外对

RH 基因结构及多态性的研究发展迅猛,人们对

RH 基因分子基础的认识也越来越深入。早期研

究主要集中在RHD 基因上,直到近年来,由针对

RhCcEe抗原的抗体引起的输血不良反应和新生

儿溶血症越来越受到临床的关注。在输血实践中,
对患者进行 RhCcEe抗原匹配输注减少患者产生

不规则抗体的机会,提高输血安全性[4-5]。此外,许
多研究人员开始重视RHCE 基因方面的研究。对

于RHE 和RHe等位基因来说,二者之间仅有676
位一个碱基的改变,该位点即为RHE/e分型的关

键位点。而对于RHC 和RHc 等位基因来说,二
者之间有6种碱基突变,分别为外显子1中48G>
C和外显子2中150C>T,178C>A,201A>G,
203A>G,307C>T,共导致4个氨基酸发生改变,
其中307C>T为RHC/c分型的关键性位点[6]。

本研究使用针对178C>A 和307C>T 两个

多态性位点的 TaqMan探针实时荧光PCR方法对

144例RhD阳性汉族健康献血者的RHc 基因进

行检测,结果发现 TaqMan探针实时荧光 PCR 的

基因分型结果与血清学分型结果一致,且该方法的

灵敏度、特异度和准确度均为100%。国外的一项

研究曾使用过2种 TaqMan探针实时荧光PCR方

法对RHc基因进行检测,结果发现因其使用的针

对RHc基因的引物和探针不同,其检测的灵敏度

和准确度也有很大差异。当其使用的RHc引物针

对178C>A 和307C>T两个多态性位点时,其灵

敏度和特异度均较高,达到了100%[2]。
目前国内外应用最多的RHCE 基因检测方法

是PCR-SSP。PCR-SSP方法操作简单,成本较低,
具有良好的可行性。但该方法对不同人种RHCE
基因分型时,有一定比例的假阴性或假阳性结

果[7]。国内学者也发现许多表型为CCee的样本在
基因检测中显示RHc 基因阳性的情况[8]。除了

PCR-SSP方法,日本学者也曾使用过 PCR-RFLP
方法对RHC/c 进行基因分型,但该研究结果显

示,仍出现2.6%表型为cc的样本被检测出RHC
基因阳性的情况[9]。除此之外,上述 PCR-SSP和

PCR-RFLP方法在实验过程中还可能会发生PCR
污染的情况,而本研究使用的 TaqMan探针实时荧

光PCR方法由于全程在封闭管内操作,从而在一

定程度上避免了此类污染的发生,因此获得了更高

的准确性。
对于多次输血的患者来说,RhCcEe的血清学

定型可能会出现混合视野,导致血型鉴定困难,而
使用基因检测方法可以有效地提高血型鉴定的准

确性[10]。目前,除了抗-D抗体引起的新生儿溶血

病之外,由抗-c抗体引起的新生儿溶血病也引起了

人们的广泛关注[11]。对于针对 Rh 血型抗原的

抗-D、抗-c等抗体导致新生儿溶血症的诊断及预

防,通常需要对胎儿进行血型鉴定,而使用羊膜穿

刺等侵入性方法采集胎儿血样,进行血清学分型对

胎儿来说有很大风险,且有20%的概率会导致胎

盘出血,这可能导致母体抗体含量升高,从而增加

严重新生儿溶血症的风险[12]。通过分析孕妇血浆

中胎儿的游离 DNA 进行 Rh分型是非侵入性方

法,其风险性也大大降低。因为在孕妇外周血中的

胎儿游离DNA含量很少,故更适合使用检出限更

低的基因分型方法。Maeda等[13]的研究发现用于

检测SNP的实时荧光 PCR 方法的检出限可以达

到100pg,可 用 于 微 量 DNA 的 检 测。Finning
等[14]在研究实时荧光 PCR 方法检测孕妇血浆中

胎儿RHc基因时,结果显示该方法检测RHc基因

时没有出现错误结果,取得了很好的效果。因此本

研究使用的 TaqMan探针实时荧光PCR方法也将

适用于检测中国人群孕妇血浆中胎儿RHc基因。
本研究仅对 RhD阳性人群进行RHc 基因检

测,而对于 RhD阴性人群,该方法的可行性如何,
还需要进一步研究。另外,本研究检测的样本量偏

少、且样本仅是大连地区人群。在未来,我们将对

更多不同地区、不同人群进行检测,以评估 Taq-
Man探针实时荧光 PCR 方法用于检测中国人群

RHc基因的可行性。总之,本研究表明,TaqMan
探针实时 荧 光 PCR 方 法 适 用 于 检 测 中 国 人 群

RHc基因,可用于临床实验室对 Rhc血型进行基

因检测。
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