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徐州地区汉族ＲｈＤ阴性人群犚犎犇基因多态性研究
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　　摘　要：目的　研究徐州地区汉族ＲｈＤ阴性人群犚犎犇基因多态性。方法　采用常规血清学技术检测ＲｈＤ抗原表型，采用

抗球蛋白试验（ＩＡＴ）确认结果。采用序列特异性引物聚合酶链反应（ＳＳＰＰＣＲ）方法检测犚犎犇基因。结果　１１０例ＲｈＤ阴性个

体中，ＳＳＰＰＣＲ检测犚犎犇基因结果为犚犎犇 阳性基因携带者５例，犚犎犇阴性基因携带者４７例，犚犎犇犆犈（２９）犇 基因携带者

２２例，犇犞犐Ⅲ型基因携带者１７例，弱犇１５基因携带者２例，犇犈犔１２２７犃基因携带者１７例。结论　徐州地区汉族人群ＲｈＤ阴性

个体呈现犚犎犇基因结构复杂的多态性，以变异体等位基因犚犎犆犈（２９）犇 基因、犇犞犐Ⅲ型基因、犇犈犔１２２７犃基因为主。
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ａｌｌｅｌｅｓｓｕｃｈａｓ犚犎犇犆犈（２９）犇，犇犞犐Ⅲ，犇犈犔１２２７犃ａｒｅｇｉｖｅｎｐｒｉｏｒｉｔｙ．
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　　Ｒｈ血型系统抗原具有很强的免疫原性和复杂而丰富的遗

传多态性，在临床输血及免疫性溶血疾病等方面具有重大意

义。近年有文献报道，在不同种族的ＲｈＤ阴性个体中都发现

存在犚犎犇基因
［１４］，这提示ＲｈＤ阴性个体也具有遗传多态性

和种族、地区间差异。笔者对１１０例徐州地区汉族ＲｈＤ阴性

个体应用分子生物学序列特异性引物聚合酶链反应（ＳＳＰ

ＰＣＲ）检测技术进行分析，研究本地区ＲｈＤ阴性个体犚犎犇基

因多态性的情况，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对２０１２～２０１３年徐州地区自愿无偿献血者

常规进行ＲｈＤ阴性筛选定型，经盐水法初筛、抗球蛋白试验

（ＩＡＴ）确 证 为 ＲｈＤ 阴 性 表 现 型 的 献 血 者 １１０ 例 （编 号

９００２１１３０２２９６８～９００２１１３０４０４５９），其中男性５２例，女性５８

例，年龄１８～５９岁；确认均为汉族人群；职业为不同行业；学历

为小学至研究生。

１．２　仪器与试剂　美国ＡＢＩ９７００型ＰＣＲ扩增仪；Ｔｈｅｒｍｏ离

心机；ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ凝胶成像系统；ＴａｎｏｎＥＰＳ３０００电泳仪；天

津秀鹏生物技术有限公司犚犎犇基因检测试剂盒。

１．３　方法

１．３．１　血清学试验　采用单克隆抗Ｄ混合试剂进行常规的

盐水法初筛，盐水介质反应阴性者再经ＩＡＴ确证：将血样混匀

后，洗涤３次，配成５％的红细胞悬液，取１滴加入试管中，然

后向试管中加入２滴ＩｇＧ抗Ｄ试剂，３７℃孵育３０ｍｉｎ，用生理

盐水反复离心洗涤３次，弃去上清液，加入广谱抗人球蛋白试

剂２滴，混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，观察结果，无凝集者为

ＲｈＤ阴性。

１．３．２　犚犎犇基因检测　（１）ＤＮＡ提取应用ＤＮＡ抽提试剂

盒（天津秀鹏生物技术有限公司），采用盐析法，取０．３ｍＬＥＤ

ＴＡ抗凝外周血，加入１ｍＬ红细胞裂解液，离心弃上清液，加

入１７０μＬ核裂解液及４μＬＳＤＳ，剧烈震荡后，再加入７２μＬ

ＮａＣｌ溶解液，离心后取上清液，加入２１０μＬ 异丙醇沉淀

ＤＮＡ，将ＤＮＡ溶于 ＴＥ溶液中，－２０℃保存待用。（２）ＳＳＰ

ＰＣＲ检测犚犎犇基因，采用天津秀鹏生物技术有限公司犚犎犇

基因检测试剂盒，按照说明书严格操作。ＰＣＲ循环参数为：

９６℃２ｍｉｎ，１个循环；９６℃２０ｓ，６８℃，６０ｓ，５个循环；９６℃

２０ｓ，６５℃５０ｓ，７２℃，４５ｓ，１０个循环；９６℃２０ｓ，６２℃５０ｓ，

７２℃２５ｓ，１５个循环；７２℃５ｍｉｎ，１个循环；４℃保存。（３）电

泳结果及判读，将扩增产物转移到琼脂糖凝胶孔中（上样量

２．５μＬ），１４０～１５０Ｖ电泳１５～２０ｍｉｎ，内参带和阳性带清晰

分开即停止电泳。在凝胶成像系统下观察结果，８６５ｂｐ为内

参带，另一条为特异性扩增带，有特异性扩增带者为犚犎犇 基

因阳性，否则为犚犎犇基因阴性。根据试剂盒说明书提供的分
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型方案，进行判读分型。

２　结　　果

２．１　１１０例ＲｈＤ阴性个体ＳＳＰＰＣＲ基因分型结果为：ＲＨＤ

阳性基因携带者５例（４．５％），犚犎犇 阴性基因携带者４７例

（４２．７％），犚犎犇犆犈（２９）犇 基因携带者２２例（２０．０％），犇犞犐

Ⅲ型基因携带者１７例（１５．５％），弱 犇１５基因携带者２例

（１．８％），犇犈犔１２２７犃基因携带者１７例（１５．５％）。

２．２　ＲｈＤ阴性个体犛犛犘犘犆犚 基因分型各型电泳图结果，见

图１～６（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

ＲｈＤ抗原表型除了正常的阳性和阴性外，近年来研究发

现还存在多种ＲｈＤ变异体
［５７］，这种ＲｈＤ变异体的形成，涉及

复杂的分子生物学变化，其机制主要为犚犎犇 和犚犎犆犈 等位

基因融合、细胞外环错义突变、外显子缺失和等位基因被错换

等［８１０］，ＲｈＤ变异体主要包括为弱Ｄ型、部分Ｄ型和Ｄ放散

（ＤＥＬ）型。

本研究发现，上述３种类型的变异体在徐州地区汉族

ＲｈＤ阴性个体中均有存在。弱犇１５型是外显子６发生８４５Ｇ＞

Ａ突变，引起 ＲｈＤ蛋白第９个跨膜区域 Ｇ２８２Ｄ的氨基酸改

变。据报道，弱犇１５为中国人最常见的弱Ｄ型，占所有弱Ｄ型

的５６％～８８％
［９］。本研究发现了２例弱犇１５型基因携带者。

ＤＶＩ型是高加索人群中与临床关系最常见的一种部分 Ｄ表

型，它是犚犎犇基因第３～６外显子被犚犎犆犈基因相应部分替

换形成的杂交基因，很容易产生针对缺失的Ｄ抗原表位的抗

体［１０］。据报 道［１１］，ＤＶＩ型 占 海 南 地 区 ＲｈＤ 阴 性 个 体 的

７．５５％，与本地区１５．５％的比例有差异。本地区犚犎犇犆犈（２

９）犇 型的比例为２０．０％，与文献［１２］报道的深圳地区的

１０．５％有较大差异，与文献［１３］报道邯郸地区的２２．２％相近。

ＤＥＬ型发现于１９８４年，是一种变异的极弱的 ＲｈＤ阳性血

型［１４］。因其红细胞膜 Ｄ抗原数非常少，常规ＩＡＴ检测为阴

性，只有通过敏感的吸收放散试验才能检测出而得名。近几年

来，国内报道不同地区的汉族人群ＤＥＬ型在犚犎犇 阴性基因

型中的比例分别为：辽宁２０．５％
［１５］，湖北２２．７％

［１６］，海南

２９．２％
［１１］，云南２０．７％

［１７］，上海１７．６％
［１８］。本地区这一比例

为１５．５％，低于上述文献报道的结果，而与临沂地区１５．７％的

结果相近［１９］，这可能是因为徐州与临沂比邻，与其他地区距离

较远而产生的地域差异。

血型作为人类遗传的一种标记，具有种族及地域差异，本

文数据对研究中国人群的ＲｈＤ弱表现型的遗传规律和分布频

率具有一定价值。另外，ＲｈＤ弱表现型按常规检测方法很难

被检测出来，常被鉴定为ＲｈＤ阴性。若该血液输给ＲｈＤ阴性

的受血者，将会产生抗Ｄ抗体，导致输血反应。国外有文献报

道，血型学误判弱 Ｄ型供者为 ＲｈＤ阴性，将其血液输注给

ＲｈＤ阴性受血者，结果产生原发性抗Ｄ抗体
［２０］。因此，应用

ＳＳＰＰＣＲ技术来确认 ＲｈＤ阴性表型、鉴定其变异体，建立一

套适用于中国人的ＲｈＤ弱表现型输血策略，是预防出现输血

反应的较好的途径。
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［４］ＰｈａｍＢＮ，ＲｏｕｓｓｅｌＭ，ＧｉｅｎＤ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｗｅａｋＤａｎｄｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｏｓｅｗｉｔｈａｎｔｉＤ （ｅｘｃｌｕ

ｄｉｎｇｔｙｐｅ１ａｎｄｔｙｐｅ２）［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，２０１３，２９（２）：５５

６２．

［５］ＳｈａｏＣＰ，ＭａａｓＪＨ，ＳｕＹＱ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆＲｈＤ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ，Ｄｎｅｇａｔｉｖｅ，ＤｅｌａｎｄｗｅａｋＤｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅ［Ｊ］．

ＶｏｘＳａｎｇ，２００２，８３（２）：１５６１６１．

［６］ＪａｉｎＡ，ＫｕｍａｗａｔＶ，ＰａｔｉｌＳＳ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｍｏ

ｎｉｔｏｒｉｎｇｉｎａ Ｂｏｍｂａｙ Ｒｈ （Ｄ）ｎｅｇａｔｉｖｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｐｒｅｇｎａｎｔ

ｗｏｍａｎ：ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｆｕｓＡｐｈｅｒＳｃｉ，２０１２，４７（３）：２５１

２５２．

［７］ ＯｓａｒｏＥ，ＣｈａｒｌｅｓＡＴ．ＲｈｉｓｏｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｉｎＳｕｂＳａｈａｒａｎＡｆｒｉｃａ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｅｅｄｆｏｒｕｎｉｖｅｒｓａｌａｃｃｅｓｓｔｏａｎｔｉＲｈＤｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ

ａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆＤｎｅｇａｔｉｖｅｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

ＷｏｍｅｎｓＨｅａｌｔｈ，２０１０，２：４２９４３７．

［８］ＬａｎＪ，ＣｈｅｎＱ，ＷｕＤ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆＲｈＤｎｅｇａ

ｔｉｖｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅ［Ｊ］．ＪＨｕｍＧｅｎ，２０００，４５

（４）：２２４２２７．

［９］ ＧａｓｓｎｅｒＣ，ＭｅｙｅｒＳ，ＦｒｅｙＢＭ，ｅｔａｌ．Ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐ

ｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｓａｔｉｏｎ，ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｂａｓｅｄ ｂｌｏｏｄ

ｇｒｏｕｐｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓ Ｍｅｄ

Ｒｅｖ，２０１３，２７（１）：２９．

［１０］ ＲｅｉｄＭＥ，ＨａｌｔｅｒＨｉｐｓｋｙＣ，ＨｕｅＲｏｙｅＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌｏｗｐｒｅｖａ

ｌｅｎｃｅＲｈａｎｔｉｇｅｎＳＴＥＭ （ＲＨ４９）ｉｓｅｎｃｏｄｅｄｂｙｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＲＨＣＥｃｅ８１８ＴａｌｌｅｌｅｓｔｈａｔａｒｅｏｆｔｅｎｉｎｃｉｓｔｏＲＨＤＤＯＬ［Ｊ］．

Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１３，５３（３）：５３９５４４．

［１１］ 叶健忠，杨向萍，蔡于旭，等．海南汉族ＲｈＤ阴性个体ＲＨＤ基因

研究［Ｊ］．中国输血杂志，２００５，１８（２）：９７１００．

［１２］ 熊文，邵超鹏，周一炎．中国人特异性的ＲＨＤ基因定型方法的建

立［Ｊ］．中国输血杂志，２００５，１８（１）：４７．

［１３］ 孙国栋，尹志柱，张彦平，等．１１８例汉族人群ＩＡＴ检测ＲｈＤ阴

性个体ＲＨＤ基因多态性分析［Ｊ］．中国输血杂志，２００７，２０（４）：

２９２２９４．

［１４］ ＯｋｕｂｏＹ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＨ，ＴｏｍｉｔａＴ，ｅｔａｌ．ＡＤｖａｒｉａｎｔ，Ｄｅｌ？［Ｊ］．

Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，１９８４，２４（６）：５４２５４２．

［１５］章旭，林凤秋，李剑平，等．ＤＥＬ型个体抗体筛选的调查分析［Ｊ］．

中国输血杂志，２００９（１０）：７９６７９９．

［１６］沈钢，章俊华，张浩，等．湖北汉族ＲｈＤ阴性个体Ｒｈ表型及ＲＨＤ

基因多态性研究［Ｊ］．中国输血杂志，２００７，２０（４）：３０４３０６．

［１７］蔡玲君，丁权，陈文仙，等．云南地区ＲｈＤ阴性个体ＲＨＤ基因研

究［Ｊ］．中国输血杂志，２００７，１９（６）：４５２４５３．

［１８］ＬｉＱ，ＨｏｕＬ，ＧｕｏＺＨ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒｂａｓｉｓｏｆｔｈｅＲＨＤｇｅｎｅｉｎ

ｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓｗｉｔｈＤＥＬｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎＳｈａｎｇｈａｉ［Ｊ］．ＶｏｘＳａｎｇ，

２００９，９７（２）：１３９１４６．

［１９］郭明，李宏，宋宁，等．临沂地区ＲｈＤ初筛阴性献血人群分子遗传

背景研究［Ｊ］．中国输血杂志，２０１２，２５（３）：２２４２２７．

［２０］ＭｏｔａＭ，ＦｏｎｓｅｃａＮＬ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｓＡ，ｅｔａｌ．ＡｎｔｉＤａｌｌｏｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ｂｙｗｅａｋＤｔｙｐｅ１ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｖｅｒｙｌｏｗａｎｔｉｇｅｎｄｅｎｓｉｔｙ

［Ｊ］．ＶｏｘＳａｎｇ，２００５，８８（２）：１３０１３５．

（收稿日期：２０１４０１１７）

·２７５１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２


