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　　[摘要]　目的:借助分子生物学方法探讨常规血清学方法进行无偿献血者 RhD阴性确认多次结果不一致情

况的原因分析。方法:对2012年1月—2022年12月无偿献血员 RhD初筛阴性的标本,采用微柱凝集间接抗人

球蛋白(IAT)法进行血清学 RhD阴性确认,同时进行 RhC、c、E、e鉴定分型检测。对阴性确认试验中发现的多次

结果不一致的标本采用荧光PCR-SSP方法进行RhD 等位基因分型鉴定,对于基因分型无法确认的标本,特异性

扩增RHD 基因10个外显子,并进行正反向Sanger测序,明确其基因型。结果:RhD阴性确认试验中共发现12
例多次结果不一致标本。标本均含有 RhC或 RhE抗原,经PCR-SSP法基因分型和Sanger测序共检出5种基因

型,其中:8例 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01、1例 RHD∗01N.03/RHD∗01N.01、1例 RHD∗15/

RHD∗01N.01、1例RHD∗01N.01/RHD∗01N.01、1例RHD∗01W.24/RHD∗01N.01。结论:常规

血清学方法进行 RhD阴性确认存在多次结果不一致的情况,应联合应用血清学和分子生物学检测技术对无偿献

血者 RhD进行鉴定,保证血型鉴定的准确性,保障临床用血安全。
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Abstract　Objective:ToexplorethereasonsofrepeatedlyinconsistentRhDnegativeserologicalconfirmation
resultsinvoluntaryblooddonorsusing molecularbiologymethod.Methods:FromJanuary2012toDecember
2022,thesamplesofvoluntaryblooddonorswhowereinitiallyscreenednegativeforRhDwereconfirmedbymi-
crocolumnagglutination,andRhC,c,Eandewereidentifiedandsubtyped.RepeatedlyinconsistentRhDnegative
confirmationsampleswereselectedforRhDallelestypingbyfluorescentPCR-SSP method.Forthespecimens
whosegenotypingcouldnotbeconfirmed,10exonsofRHDgenewerespecificallyamplifiedandtheirgenotypes
wereidentifiedbytwodirectionalSangersequencing.Results:12samplesintotalwithrepeatedlyinconsistentre-
sultsofthenegativeconfirmationwerefoundtocontainRhCorRhEantigens.Fivegenetypesweredetected
throughgenetictestingofPCR-SSPandSangersequencing,including8casesofRHD∗01EL.01/RHD∗01N.
01,1caseofRHD∗01N.03/RHD∗01N.01,1caseofRHD∗15/RHD∗01N.01,1caseofRHD∗
01N.01/RHD∗01N.01and1caseofRHD∗01W.24/RHD∗01N.01.Conclusion:Repeatedlyinconsis-
tentRhDnegativeconfirmationresultswerefoundusingserologicalmethod.Serologicalandmolecularbiology
methodwerecombinedtoidentifytheRhDofvoluntaryblooddonorstoensuretheaccuracyofbloodtypeidentifi-
cationandensurethesafetyofbloodtransfusion.
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　　Rh血型系统是输血医学中重要的常规检测血 型系统,RhD抗原是Rh血型系统最具免疫原性的

抗原,由 RhD血型不合引起的溶血性输血反应及

新生儿溶血病一直以来备受临床重视。在我国

RhD阴性红细胞属于稀缺资源,RhD 阴性检测对

合理利用有限的血液资源、及时保障急重症抢救用
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血及提高临床输血安全性等方面具有重要的意义。
本中心检验科对无偿献血者进行 RhD初筛,初筛

RhD阴性的送我实验室进行 RhD阴性确认,RhD
阴性确认试验主要通过微柱凝集间接抗人球蛋白

(IAT)技术。整理2012—2022年本实验室 RhD
阴性确认结果,由于RhD献血者多为固定献血者,
10年里会出现多次献血的情况,因此会出现同一

献血者进行多次检测的情况,理论上同一献血者多

次检测的结果应该一致,然而却发现12例献血者

多次检测结果不一致,给我们的工作带来了很大的

困扰,近年来利用分子生物学技术检测RHD 基因

分型辅助RhD阴性确认日益受到重视[1-7],我们应

用分子生物学技术确定RHD 基因分型,并联合血

清学检测结果分析原因,现报告如下。
1　资料与方法

1.1　对象

2012年1月—2022年12月共有2592例无偿

献血者 RhD 初筛为阴性,有 418 例献血者进行

RhD阴性确认≥2次,将其中12例多次 RhD阴性

确认结果不一致的献血者标本作为研究对象。
1.2　材料

抗-D(IgG/IgM)(荷兰 Sanquin公司,克隆号

TH-28和 MS-26)、抗-D(IgG/IgM)(加拿大宜美康

公司,克隆号 TH-28和 MS-26)、抗-D(IgG)(上海

血液生物医药有限责任公司,克隆号 MS-26)、
抗-C、抗-c、抗-E、抗-e(IgM)(上海血液生物医药有

限责任公司)、抗人球蛋白卡(强生公司)、核酸提取

试剂(杭州博日科技有限公司)、人类红细胞RHD
血型基因分型试剂盒(SSP荧光 PCR染料法)(天
津秀鹏);核酸提取仪 NPA-32P(杭州博日科技有

限公司)、基因扩增仪LifeECO(杭州博日科技有限

公司)、测序仪 ABI3130xl(美国abi公司)。
1.3　方法

1.3.1　RhD血型血清学鉴定　使用3个厂家含有

2个克隆号的IgG抗-D试剂采用微柱凝集IAT法

进行 RhD血型阴性确认试验,同时应用试管法对

RhC、c、E、e进行鉴定。
1.3.2　DNA 提取　按照试剂盒说明书提取血液

标本 DNA,调 整 DNA 浓 度 至 30~50ng/μL、
A260/A280 值为1.6~2.0。
1.3.3　 荧光 PCR-SSP 法检测 RHD 基因和合

子　进行RHD 基因初筛和RHD 基因合子型检

测。严格按照试剂盒说明书操作。扩增条件如下,
运行段:96℃ 2min;96℃ 20s,68℃ 60s,5组循

环;96℃ 20s,65℃ 50s,72℃ 45s,10 组循环;
96℃20s,62℃50s、72℃45s,15组循环;72℃延

伸1min。熔解段:95℃/15s,60℃/1min,95℃/
15s,台阶温度1℃,台阶恒温时间20s。
1.3.4　RHD 基因测序　4号标本荧光PCR-SSP

法基因分型检测结果异常(基因初筛阳性,合子阳

性),因该样本一条RHD 等位基因证实为全缺失,
另一条等位基因怀疑为试剂盒不涵盖的罕见 RHD
亚型,故进行RHD 基因第1~10外显子测序分

析,以确定突变位点以及突变点所在基因位置。委

托天津秀鹏生物公司根据 GENEBANK 提供的

RHD 基因序列信息(NG_007494.1)设计RHD 基

因第1~10外显子的扩增引物,测序引物与扩增引

物一致。采用Sanger测序法,将目的片段进行扩

增后,测序仪进行测序并读取结果。按照以下反应

体系对RHD 基因的第1~10外显子进行扩增:
Buffer工 作 液 43.5 μL;Taq 酶 (5 units/μL)
0.5μL;特异性引物对1μL;DNA5μL;反应程序

如下:96℃/2min,1cycle;96℃/20s,68℃/60s,
5cycles;96℃/20s,64℃/50s,72℃/90s,10cy-
cles;96℃/20s,61℃/50s,72℃/90s,25cycles;
72℃/5min,1cycle;4℃保存;使用chromespro软

件以及DNAMAN8.0软件将测序的.ab1序列与

RHD 基因参考序列(NG_007494.1)进行人工对

比,根 据 ISBT 网 站 提 供 的 Namesfor RH
(ISBT004)BloodGroupAlleles判读结果。
2　结果

2.1　Rh血型血清学鉴定

抗-D1:指 用 荷 兰 Sanquin 公 司 抗-D(IgG/
IgM);抗-D2:指用加拿大宜美康公司抗-D(IgG/
IgM);抗-D3:指用上海血液生物医药有限责任公

司抗-D(IgG)。结果分为两组:一组结果 RhD确认

为阴性,一组结果RhD确认为D变异型,两组结果

不一致,具体的血清学鉴定结果见表1。同时12例

献血者均含有RhC或RhE抗原。
2.2　荧光PCR-SSP法检测RHD 基因和合子

依据每人份12个反应孔的扩增曲线和最高熔

解曲线 Tm 值,按照人类红细胞RHD 血型基因分

型试剂盒结果分型表判读结果,12例样本基因分

型判读结果见表2。
2.3　RHD 基因测序

对4号样本标本进行测序分析。测序结果如

下:RHD 基因第7外显子上的第1013号碱基发生

了T>C的突变,导致氨基酸由Leu变为Pro,该突

变为弱D24的特征性突变点,见图1。
3　讨论

无偿献血者 RhD 准确定型对于 RhD 阴性受

血者的用血安全具有重要的意义。RhD血型根据

D抗原情况分为阳性、阴性和 D变异型,D变异型

主要包括弱D(weakD)、部分D(partialD)和DEL
型。D变异型是D抗原弱表达的表现型,目前国内

采供血机构D变异检出主要依赖RhD阴性确认试

验[8],但 经 常 出 现 多 次 确 认 结 果 不 一 致 等 问

题[9-10],此时仅靠常规血清学RhD阴性确认试验无
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法得到准确结果,由此RHD 基因检测为优选的补

充方法。本研究通过血清学联合分子生物学技术

检测发现12例献血者血清学 RhD阴性确认结果

多次 结 果 不 一 致 的 标 本 经 基 因 检 测 为:8 例

DEL1227A、1例弱D15型、1例弱 D24、1例 RHD-
CE(2-9)-D型、1例全缺失。DEL1227A 占66.7%
(8/12),是导致 RhD阴性确认结果多次结果不一

致的主要亚型,DEL1227A因主要在亚洲人群中发

现,故称为“亚洲型”[11]。若献血者“亚洲型”DEL
血型常规 RhD血型阴性确认检测时无法检出,会
被检测为D阴性血型[12]供于临床,近年来将 DEL
血型作为RhD 阴性血液输注给 RhD 真阴性的受

血者产生抗-D的报道逐渐增加,也有输注 DEL后

产生 二 次 免 疫 导 致 抗-D 效 价 增 高 的 相 关 报

道[12-13]。因此无偿献血者“亚洲型”DEL作为阴性

血供 于 临 床 是 有 风 险 的。 故 准 确 及 时 鉴 定

DEL1227A对血液安全及避免珍贵阴性血液资源

浪费具有重要的意义。分析为什么 DEL1227A 献

血者 RhD阴性确认试验有时确认为 D阴性,有时

会是D变异型呢? DEL1227A 的RHD 基因的第

9外显子上第1227号碱基发生了G>A碱基突变,
该同义突变可导致RHD 基因 mRNA 剪切异常,
第9外显子被错误剪切,RHD 基因仅转录出极少

量的全长 mRNA,导致翻译出极少量的表位完整

的RhD蛋白,红细胞表面表达数量稀少的 RhD抗

原,血清学试验容易误定为阴性[14],吴丽娜等[15]报

道DEL1227A有弱 D 的表现,同时血清学方法由

于受人员操作、试剂耗材批号及献血者健康状况等

的干扰因素较多,所以可能会出现结果不一致的情

况。如何准确及时地鉴定 DEL1227A 血型? 笔者

发现DEL1227A血型 RhCcEe分型均为 C抗原阳

性,可作为初筛“亚洲型”DEL 的1个重要标志。
将C抗原阳性RhD阴性确认标本进行基因分型检

测,避免DEL1227A变异型的漏检。

表1　血清学格局汇总

标本编号 直抗
RhD阴性确认试验血清学格局

抗-D1 抗-D2 抗-D3 抗-D1 抗-D2 抗-D3
RhCcEe分型

1a 0 0 0 0 0 0 w Ccee
2 0 0 0 0 w w w Ccee
3b 0 0 0 0 w 1+ 1+ Ccee
4 0 0 0 0 1+ 1+ 1+ ccEe
5 0 0 0 0 0 w w Ccee
6 0 0 0 0 0 0 w Ccee
7 0 0 0 0 0 0 w Ccee
8c 0 0 0 0 w 0 w Ccee
9 0 0 0 0 w w w Ccee
10 0 0 0 0 w 0 w CcEe
11d 0 0 0 0 w 1+ 2+ ccEe
12 0 0 0 0 0 0 w Ccee

　　注:a1号标本5次 RhD确认2次为 RhD阳性,3次为 RhD阴性;b3号标本7次 RhD确认3次为 RhD阳性,4次为 RhD
阴性;c8号标本4次 RhD确认2次为 RhD阳性,2次为 RhD阴性;d11号标本:8次 RhD确认6次为 RhD阳性,2次为 RhD
阴性。

表2　RHD 基因和合子基因分型结果

标本编号 检测结果

1 RHD∗01N.03/RHD∗01N.01[RHD-CE(2-9)-D合并 D全缺失]

2 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

3 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

4 基因初筛阳性,sanger测序法进一步验证(合子阳性)

5 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

6 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

7 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

8 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

9 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)

10 RHD∗01N.01/RHD∗01N.01(D全缺失)

11 RHD∗15/RHD∗01N.01(弱 D15合并 D全缺失)

12 RHD∗01EL.01/RHD∗01N.01(DEL1227A合并 D全缺失)
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箭头所示为RHD 外显子1013位置突变。
图1　RHD 基因第7外显子1013位置的碱基T>C

突变测序结果

本研究中造成RhD阴性确认结果多次结果不

一致的亚型还包括1例弱 D15型、1例弱 D24型,
弱D15和弱D24供给阴性受血者均具有溶血的风

险[16]。从 报 道 来 看 国 内 弱 D 以 弱 D15 型 为

主[6,17]。弱 D15型RHD 基因第6外显子第845
位碱基发生 G>A的突变,使氨基酸发生有 Gly变

为 Asp。本研究在济南献血者中还发现了1例弱

D24型。经RHD 基因第1~10外显子测序分析

显示:RHD 基因第7外显子第1013号碱基发生了

T>C的突变,导致氨基酸由Leu变为Pro,该突变

为弱D24的特征性突变点。与先前报道弱 D24型

其Rh血型其他抗原为ccEe结果一致[18],但王娇

等[19]报 道 了 1 例 D24 其 Rh 血 型 其 他 抗 原 为

Ccee,更深入的研究还需要积累更多的例数。因此

建议可以将C抗原、E抗原阳性 RhD阴性确认标

本进行基因分型检测,避免变异型的漏检。
此外,本研究中造成 RhD 阴性确认结果多次

结果不一致的亚型还包括 RHD-CE(2-9)-D 型、
RHD全缺失型,RHD-CE(2-9)-D型是中国人部分

D主要等位基因,文献报道 RHD-CE(2-9)-D基因

型属于无效基因[20-22],因为其几乎不表达 D抗原,
即可能是 Rh系统D 基因被CE 基因过多融合而

仅能够微弱表达常规血清学无法检出的 D 抗原。
本研究中 RHD-CE(2-9)-D 型、RHD 全缺失型样

本血清学却检测出 D阳性,属于假阳性情况,不排

除由于人员及操作失或试剂耗材批号原因造成的。
综上所述,血清学方法进行 RhD 阴性确认存

在多次结果不一致的情况,常规的血清学确认试验

受疾病或其他因素的干扰,即便使用多厂家、多批

次的试剂,也有定型失误的可能存在,对于检测

RhD存在一定的局限性,因此建议有条件应联合

应用血清学和分子生物学检测技术对无偿献血者

RhD进行鉴定,目前我们实验室是将含有 RhC或

RhE抗原的进行基因分型检测。同时我们也意识

到实验室的问题,进一步加强实验室管理,改进工

作流程:通过软件系统自动识别重复检测的标本,
自动比对试验结果;优化试剂,选择不同的克隆株

抗体;进一步标准化工作人员操作规程,避免由于

人员及操作不规范造成的结果不一致,保证血型鉴

定的准确性,保障临床用血安全。
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