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深圳地区Ｒｈ阴性无偿献血者血清学表型与不规则抗体调查

郑望春，杨转笑，容　莹，孙秀双，方　瑛

（深圳市龙岗区血站，广东深圳５１８１７２）

　　摘　要：目的　调查深圳地区Ｒｈ阴性献血者血清学表型和不规则抗体的抗体分布情况，为安全输血提供依据。方法　应用

微量板盐水法筛选ＲｈＤ阴性献血者、用间接抗人球蛋白试验（ＩＡＴ）确认及吸收放散，不规则抗体筛选及鉴定Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表型。

结果　１２０５６６献血者初筛出４５６份ＲｈＤ阴性（０．３８％）；确认为弱Ｄ／部分Ｄ３３份；吸收放散实验共筛出Ｄｅｌ表型８９份，其中

Ｃｃｅｅ５９例（６６．２９％）、ＣＣｅｅ１６例（１７．９８％）、ＣｃＥｅ７例（７．８７％）、ｃｃＥｅ６例（６．７４％）和ＣＣＥｅ１例（１．１２％）。４５６份Ｒｈ阴性标本

检出血清含有不规则抗体的标本有６例（１．３２％），其中ＩｇＧ类抗Ｄ抗体４例，均有妊娠输血病史。结论　深圳地区Ｒｈ阴性无偿

献血者血清学具有多种表型，以ｄｃｃｅｅ表型为主；有少数人产生不规则抗体，大多与有妊娠史、输血病史相关。
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　　已发现人类有２９个血型系统，Ｒｈ血型系统是人类红细胞

血型系统中最为复杂且最具多态性的系统［１］，在临床的重要性

仅次于ＡＢＯ血型系统，而且其分子机理又非常复杂。可引起

溶血性输血反应、新生儿溶血病以及自身免疫性溶血性贫血。

到目前为止已发现至少４９种抗原，其中涉及临床问题的 Ｒｈ

血型抗原主要有Ｄ、Ｃ、Ｃ、Ｅ、ｅ这５种。Ｒｈ（Ｄ）还存在一些变

异体，如部分Ｄ、弱Ｄ和Ｄｅｌ等。研究者对深圳地区Ｒｈ阴性献

血者血清学表型及变异体与不规则抗体进行了调查分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年１月１日至２０１２年１２月３０日深圳

市血液中心和深圳市龙岗区血站的初次无偿献血者共１２０５５６

名。用抗Ｄ（ＩｇＭ）试剂采用微板盐水法对所有样本进行初筛。

１．２　仪器与试剂　Ｘａｎｔｕｓ全自动加样仪（瑞士公司），ＫＡ

２２００型离心机（日本 Ｋｕｂｏｔａ公司），Ａｎｔｈｏｓｈｔ３比色仪（奥地

利Ａｎｔｈｏｓ公司），ＶＯＲＴＥＸＧｅｌ漩涡振荡器（美国 ＶＯＲＴＥＸ

ＧＥＮＩＥ公司）。Ｒｈ阴性初筛使用单克隆ＩｇＭ 和ＩｇＧ抗Ｄ混

合剂（美国Ｉｍｍｕｃｏｒ公司）；ＩＡＴ确认采用２种不同克隆株的

单克隆ＩｇＭ和ＩｇＧ抗Ｄ混合剂（美国Ｉｍｍｕｃｏｒ公司）和１种

抗Ｄ（ＩｇＧ）（上海血液生物医药公司）；吸收放散采用以上试剂

混合；抗Ｃ、抗ｃ、抗Ｅ、抗ｅ、抗Ａ、抗Ｂ标准血清、筛选细胞、谱

细胞、凝聚胺介质试剂均由上海血液生物医药公司提供；抗人

球蛋白试剂（美国Ｉｍｍｕｃｏｒ公司），上述试剂均在有效期内使

用。

１．３　方法

１．３．１　盐水微板法初筛Ｒｈ表型　初筛使用单克隆ＩｇＭ 和

ＩｇＧ抗Ｄ混合剂进行盐水微板初筛
［２］，分别用抗Ｃ、抗ｃ、抗Ｅ

和抗ｅ试剂对Ｒｈ阴性标本进行生理盐水试管法血清学分型。

１．３．２　间接抗人球蛋白试验（ＩＡＴ）鉴定弱Ｄ／部分Ｄ表型　

初筛阴性者受检红细胞分别与３种不同来源的单克隆抗Ｄ

（ＩｇＭ ＋ＩｇＧ）或 抗Ｄ（ＩｇＧ）进行ＩＡＴ，同时做阴阳对照。抗Ｄ

血清５０μＬ加５０μＬ２％～５％红细胞悬液，混匀，３７℃孵育３０

ｍｉｎ，生理盐水洗涤３次，加抗球蛋白试剂１滴，混匀，１０００×ｇ

离心１５ｓ，肉眼和镜下观察结果，如果其中至少１管阳性，就判

定为弱Ｄ／部分Ｄ。

１．３．３　乙醚吸收放散法进一步鉴定Ｄｅｌ表型　将ＩＡＴ试验

阴性者红细胞用生理盐水洗涤３次，末次盐水去尽，得压积红

细胞。取压积细胞１份加等量抗Ｄ血清（可将几种抗Ｄ等量

混合使用），混匀，３７℃水浴 孵育３０ｍｉｎ，生理盐水洗涤３次得

压积红细胞。然后取压积红细胞１份加等量生理盐水混匀，再

加２份乙醚，剧烈震荡２～３ｍｉｎ，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，小心吸

出下层放散液，置３７℃水浴１０ｍｉｎ排掉多余的乙醚，１０００ｇ

离心１ｍｉｎ，小心吸取底层放散液１００μＬ加３％Ｏ型Ｒｈ（Ｄ）阳

性红细胞悬液５０μＬ混匀，３７℃水浴孵育３０ｍｉｎ，生理盐水洗

涤３次，弃尽上清液，加抗球蛋白试剂１滴，１０００×ｇ离心１５

ｓ，肉眼和镜下观察结果，凝集者确定为Ｄｅｌ型。

１．３．４　抗体筛查与鉴定　受检血清用筛选细胞（３个筛选细
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胞）与自身细胞为一组，含常见抗原：Ｄ，Ｃ，Ｅ，ｃ，ｅ，Ｍ，Ｎ，Ｓ，ｓ，Ｐ，

Ｌｅａ，Ｌｅｂ，Ｋ，ｋ，Ｆｙａ，Ｆｙｂ，Ｊｋａ，Ｊｋｂ），用盐水法与凝聚胺试验筛

查不规则抗体，阳性时再用谱细胞（１０个谱细胞）与自身细胞

为一组进一步鉴定其特异度。

２　结　　果

２．１　ＲＨ阴性检出比例　１２０５５６份标本中共初筛确认Ｒｈ阴

性４５６例（０．３８％），Ｒｈ阴性献血者中 ＡＢＯ血型分布的结果：

Ａ型１３４例（２９．３％），Ｂ 型１２８例（２８．１％），Ｏ 型 １６３例

（３５．７％），ＡＢ型３１例（６．９％）。

２．２　Ｒｈ阴性献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表现型分布　见表１。Ｒｈ

阴性血型 Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表现型以ｃｃｅｅ（５３．２９％）和 Ｃｃｅｅ

（３６．４０％）居多，未见ｃｃＥＥ和ＣｃＥＥ表现型。

表１　　４５６名初筛为ＲｈＤ阴性献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原

　　　　表现型分布表（狀）

项目 ｃｃｅｅ Ｃｃｅｅ ＣｃＥｅ ＣＣｅｅ ｃｃＥｅ ＣＣＥｅ

Ａ ７３ ４７ ３ ７ ３ １

Ｂ ７１ ４３ ５ ４ ５ ０

Ｏ ８４ ６３ ３ １０ ２ １

ＡＢ １５ １３ １ ２ ０ ０

合计 ２４３ １６６ １２ ２３ １０ ２

２．３　弱Ｄ／部分Ｄ性献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表现型分布　见

表２。

表２　　３３名弱Ｄ／部分Ｄ性献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原

　　　　表现型分布表（狀）

项目 ｃｃｅｅ Ｃｃｅｅ ＣｃＥｅ ＣＣｅｅ ｃｃＥｅ ＣＣＥｅ

Ａ ３ ３ １ １ ０ ０

Ｂ ３ ５ ０ １ ０ ０

Ｏ ２ ４ １ ２ ２ ０

ＡＢ ２ １ １ ０ １ ０

合计 １０ １３ ３ ４ ３ ０

２．４　Ｄｅｌ献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表现型分布　见表３。

表３　　８９名Ｄｅｌ献血者Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原表现型分布表（狀）

项目 ｃｃｅｅ Ｃｃｅｅ ＣｃＥｅ ＣＣｅｅ ｃｃＥｅ ＣＣＥｅ

Ａ ０ １４ １ ４ ３ ０

Ｂ ０ １５ ３ ６ ０ ０

Ｏ ０ ２３ ３ ５ ２ １

ＡＢ ０ ７ ０ １ １ ０

合计 ０ ５９ ７ １６ ６ １

２．５　血清不规则抗体筛查结果　４５６例Ｒｈ阴性献血者血清

中检出含有不规则抗体的６例（０．１３％），其中ＩｇＧ类抗Ｄ抗

体４例，冷抗体２例。３３例ＲｈＤ弱Ｄ／部分Ｄ的血清中未检出

不规则抗体。４例ＩｇＧ类抗Ｄ抗体均为ｃｃｄｅｅ血清学表型。对

其随访调查，随访到抗Ｄ女性２名有妊娠史；男性２名，有输

血史。

３　讨　　论

Ｒｈ（Ｄ）血型分为阳性和阴性２类。根据红细胞表面Ｄ抗

原数目的多寡，ＲｈＤ阴性以外的ＲｈＤ表型可分为４类：（１）Ｄ

等表型红细胞表面 ＲｈＤ抗原数增加，可达７．５万个至２０万

个；（２）常见表型每个红细胞带有１万至３．３万个抗原；（３）罕

见的Ｒｈ缺失型；（４）ＲｈＤ抗原数量减少的变异体，又可分为弱

Ｄ、部分Ｄ和ＤＥＬ３类
［３］。这些ＲｈＤ弱表达变异体的检测及

其在输血上的意义，也成为近年来免疫血液学领域中的研究热

点之一［４５］。由于Ｄ抗原是由１号染色体短臂上的Ｒｈ基因表

达，Ｄ基因重组、缺失、点突变、无义突变以及 ｍＲＮＡ的表达水

平下降均会导致红细胞出现变异体抗原改变［６］。弱Ｄ表型与

Ｄ抗原基本上无区别，只是比Ｒｈ（Ｄ）阳性常见表型的红细胞膜

上的Ｄ抗原位点少，表达减弱。部分Ｄ表型由多个独立的抗

原决定簇组成，缺乏部分正常Ｄ抗原的表达。Ｓｈａｏ等
［７］推测

Ｄｅｌ是弱Ｄ类型中的一种，且不同Ｄｅｌ个体红细胞上所含的Ｄ

抗原分子数量可能不同。弱Ｄ型仅有７０～４０００个抗原位点。

Ｄｅｌ型表面红细胞抗原数量更少，Ｗａｇｎｅｒ等
［８］发现Ｄｅｌ型每个

红细胞上的Ｄ抗原分子数可能在３０个以下。但到目前为止，

还不能确定Ｄｅｌ红细胞上Ｄ抗原位点的具体数目。

深圳是一座“移民”城市，人口来自全国各地，本研究所获

得的抗原频率可以粗略反映相应抗原在中国汉族人群中的分

布。我国汉族人群中ＲｈＤ阴性者仅占０．３５％～０．４９％，大大

低于白种人的１５％，属于稀有血型。深圳地区市无偿献血者

Ｒｈ阴性（ＩＡＴ法）血型频率为０．３５％，与庄杰等研究结果一

致［９］。Ｒｈ系统的其他主要抗原有Ｃ、ｃ、Ｅ及ｅ，深圳地区ＲｈＤ

阴性人群中以ｃｃｅｅ和Ｃｃｅｅ为主，与上海地区ＲｈＤ阴性人群的

表型相近［１０］。

弱Ｄ的不同地区的分布有较大差异，高加索人群中最常

见的Ｄ变异体为弱Ｄ，约占人群比例的０．２％～１％
［１１］，本文获

得的弱Ｄ／部分Ｄ表现型频率（０．０３％）明显低于高加索人的研

究报道，可能与种群间差异有关，也可能与目前使用的高效价

抗Ｄ单克隆抗体初筛试剂有关，因为一部分Ｄ抗原位点数目

较多的弱Ｄ表型个体和一些部分Ｄ表型，在初筛时即呈阳性

反应，而被判断为Ｒｈ阳性。国外类似研究开展较早，一些至

今仍用的弱Ｄ抗原频率数据来自于高效价抗单克隆抗体试剂

广泛使用之前。国外许多作者报道弱Ｄ和部分Ｄ表型个体作

为供血者或受血者产生或发生输血反应或胎母免疫反应。

所有Ｄｅｌ红细胞膜Ｄ抗原的分子数均显著减少，但有些基

因型Ｄｅｌ的Ｄ抗原可能缺失部分Ｄ抗原表位，有些基因型的

Ｄｅｌ或基本拥有完整的Ｄ抗原表位。国外已有Ｄｅｌ型胎儿或

红细胞免疫ＲｈＤ阴性孕妇和ＲｈＤ阴性受血者由于输入Ｄｅｌ表

型血液，而产生抗Ｄ的病例报道
［４，８］。但目前国际上，包括我

国均不检测Ｄｅｌ型，仍将其视为ＲｈＤ阴性受者或供者
［１２］。进

一步研究阐明ＤＥＬ型的性质，对于组织血源和临床实践具有

重要意义。Ｓｈａｏ等
［７］的研究表明Ｄｅｌ型多见于亚洲人群，其

在ＩＡＴ确认为ＲｈＤ阴性的人群中约占１０％～３０％。本研究

共筛查出Ｄｅｌ８９例，在ＩＡＴ确认为ＲｈＤ阴性的人群中占（８９／

４２３）２１．０４％，与Ｓｈａｏ的研究结果相一致。主要表型分布为

ＲｈＣｃｅｅ（６６．２９％）和ＲｈＣＣｅｅ（１７．９８％），与ＲｈＣＥ有关。以上

结果与叶健忠等［１３］的研究结果一致，但与马宏伟等［１４］报道的河

南地区人群分布情况不一致，首先可能是由于研究对象的不同

和采样量的差别，其次吸收放散试验的影响因素造成的，但最根

本的遗传背景的差别尚需从分子水平做更深入的研究。建议在

进行ＩＡＴ判定Ｄｅｌ时要同时用几种抗Ｄ试验；进一步研究抗Ｄ

质量与吸收放散试验的关系或吸收放散试验的影响因素。

对初筛ＲｈＤ阴性的无偿献血者做抗体筛查时，抗体筛查阳

性６例（１．３１％），其中抗ＤＩｇＧ型抗体４例。（下转第１２７０页）
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国外很多国家已将不规则抗体筛查列入血液制品常规检验，而

我国尚未要求对血液制品中的不规则抗体进行筛查。血浆及

血小板的输注原则是按照ＡＢＯ血型相容输注，不进行交叉配

血。而多数血站在未对ＲｈＤ阴性献血者血液进行抗体筛查的

情况下，就将血浆或血小板用于临床ＲｈＤ阳性患者输注，当输

注的血液制品中含有不规则抗体时（如抗Ｄ、Ｃ），则可能会引

起急性或迟发性输血反应。因此为避免患者输用含有不规则

抗体血液制品而引起输血反应，采供血机构有必要考虑先对

ＲｈＤ阴性血浆进行抗体筛查，特别是对有妊娠史或输血史的

献血者进行不规则抗体筛选。对含有不规则抗体的血液，可以

使用洗涤红细胞，从而避免血源的浪费，提高输血的安全性和

有效性，减少临床输血不良反应及抗体的产生。

（志谢：本研究受到深圳市血液中心输血研究所的支持，在

此对他们表示诚恳的谢意。）
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