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1例 RHD⁃CE（3⁃7）⁃D 基因重组与 RHCE 变异型患者
的血清学与分子生物学分析

唐炳娣 1，2 蔡仲仁 3 邓泳诗 1 伍昌林 1，4★

［摘 要］ 目的 研究分析 1例 Rh血型弱 D、弱 cE患者的血清学与分子生物学特征，为该类患者
的临床安全输血提供实验依据。方法 采用微柱凝胶卡法对患者红细胞进行 ABO、RhDCcEe抗原的鉴
定，同时采用试管法进行血型复核，抗人球蛋白卡法筛查不规则抗体；采用 PCR⁃SSP法对 RhDCcEe
（RhD、RhC、Rhc、RhE、Rhe）基因型进行检测；三代全长测序技术对 RHD/RHCE基因序列进行测序分析。 
结果 微柱凝胶卡法鉴定 ABO、RhD、RhCcEe血型抗原的结果为：A抗原（-）、B抗原（-）、RhD（1+）、RhC
（4+）、Rhc（1+）、RhE（1+）、Rhe（4+）、对照孔（-）；试管法 ABO、RhD、RhCcEe抗原鉴定该患者表型为：
A抗原（-）、B抗原（-）、RhD（w+）、RhC（4+）、Rhc（w+）、RhE（w+）、Rhe（4+），对照管（-）；抗人球蛋白卡
法筛查患者不规则抗体阴性；PCR⁃SSP法血型基因分型 RhDCcEe结果：RhD（+）、RhC（+）、Rhc（+）、RhE
（+）、Rhe（+）；RHD/RHCE基因结果：RHD单倍体 1为外显子 1⁃10全缺失，而单倍体 2为外显子 RHD⁃CE
基因重组融合，且确认其重组类型为 RHD⁃CE（3⁃7）⁃D，起点在外显子 2（g.20238⁃20312之间），终点在外
显子 8（g49184⁃50480之间），同时 RHCE基因第 6外显子存在新碱基点突变 RHCE*cE（827C>A）。结论 
RHD⁃CE（3⁃7）⁃D基因重组融合与 RHCE*cE（827C>A）新等位基因突变可能引起 D、cE血型抗原弱表达，
为临床安全输血提供了重要的实验数据支持。

［关键词］ RhD/cE弱抗原； RHD⁃CE（3⁃7）⁃D重组； RHCE*cE（827C>A）； 三代全长测序

Serological and molecular biological analysis of a patient with RHD ⁃ CE （3 ⁃ 7）⁃ D gene 
recombination and RHCE*cE variant
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［ABSTRACT］ Objective To investgate a case of RHD ⁃ CE （3 ⁃ 7）⁃ D gene recombination and 
RHCE*cE variant for serological and molecular biological characteristics， to provide experimental basis for the 
clinical safe blood transfusion. Methods ABO， RhD， and RhCcEe antigens were identified using the micro⁃
column gel card method. Blood group was determined using the blood test tube method， and irregular antibodies 
were screened using the anti⁃human globulin card method. The genotypes of RhD， RhC， Rhc， RhE， and Rhe 
were detected using PCR⁃SSP， and the entire sequence of the RHD/RHCE gene was analyzed using three⁃genera⁃
tion full⁃length sequencing. Results ABO， RhD， and RhCcEe blood group antigens were tested as follows： 
A（-）， B（-） ， RhD（1+） ， RhC（4+） ， Rhc（1+） ， RhE （1+） ， Rhe （4+） using a micro⁃column gel card. Upon 
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repeating the test using the test tube method， the results were A（-） ， B（-）， RhD （w+）， RhC （4+）， RhC 
（w+）， RhE （w+） ， RhE （4+）. Anti⁃human globulin card screening for irregular antibody was negative. Geno⁃
typing results of RhDCcEe by PCR⁃SSP： RHD（+）， RHC（+）， RHc（+）， RHE（+）， RHe（+）. Analysis of the 
RHD/RHCE gene showed that RHD haploid 1 had a complete deletion in exons 1 ⁃10， while haploid 2 exons 
showed a RHD⁃CE gene recombination， it was confirmed that its recombination type was RHD⁃CE （3⁃7）⁃D. 
The starting point of this recombination was identified in exon 2 （g. 20238⁃20312）， and the end point was deter⁃
mined in exon 8 （g. 49184⁃50480）. Additionally， a new base point mutation was found in exon 6 of the RHCE 
gene （827C >A）. Conclusion RHD⁃CE （3⁃7）⁃D gene recombination and RHCE*cE （827C > A） novel allele 
mutation may cause weak expression of D and CE blood group antigens. This provides a foundation for safe 
blood transfusions in clinical settings. 

［KEY WORDS］ RHD/CE weak antigens； RHD⁃CE （3⁃7）⁃D recombination； RHCE*cE （827C >A） vari⁃
ant； Three⁃generation full⁃length sequencing 

目前 ISBT（The International Society of Blood 
Transfusion，国际输血协会）确认的 Rh（Rhesus Ma⁃
cacus，Rh 血型）血型抗原共有 56个，其中D、C、c、E
和 e抗原在临床输血中具有重要意义 ［1］， Rh血型抗
原同种免疫产生的同种抗体是最常见类型。迄今为

止，超过 160种 RHCE等位基因可能导致 Rh血型变
异体的产生，如 Rh抗原弱表达、部分表达或不表
达 ［2］。Rh血型抗原弱表型可能引起抗原表位变化，
因输血、妊娠等原因可导致同种免疫产生 ［3］，影响临

床输血安全。本文报道 1例RHD⁃CE（3⁃7）⁃D基因重
组与RHCE*cE（827C>A）点突变导致RhDCcEe抗原
弱表达病例，本文通过从血型血清学、DNA检测与基
因序列分析等方面分析该患者 RhDCcEe抗原弱表
达的分子生物学特征，为临床安全输血提供参考。

1 材料和方法

1.1 样本来源和前处理
在本院住院输血的 1例弱 D合并弱 cE抗原患

者， 38岁，女，汉族，临床诊断为妇科肿瘤。采用
罗氏MagNA Pure 24全自动核酸纯化仪提取患者
外周血 DNA，DNA浓度 50 ng/μL，A260/A280≥1.8。
1.2 ABO/RhD、RhCcEe血型抗原检测 

ABO/RhD和 RhCcEe（C、c、E和 e表型）血型
均同时用盐水法和微柱凝胶卡法检测；盐水法使

用特异性单克隆 IgM抗体试剂（长春博迅公司）鉴
定 ABO/RhD和 RhCcEe （C、c、E和 e）血型；微柱凝
胶卡法使用 8孔 Rh分型卡（长春博迅公司，批号
20230701）鉴定 C、c、E和 e表型，具体操作方法按
试剂说明方法进行。

1.3 患者血清不规则筛查 
将受检者样本置于离心机中离心 3 000 g，5 min，

分离出血清，抗人球蛋白试剂卡上做好受检者及

编号 1~3号抗筛细胞标记，取出抗筛细胞，恢复至
室温并充分混匀，先将 1、2、3号抗筛细胞稀释成
0.8%的浓度，各吸取 50 μL分别对应的抗人球蛋
白卡孔中，再用移液枪分别加入 50 μL 受检者血
清于 1~3号的微柱卡中。用 37℃微柱卡专用孵育
器孵育 15 min。 孵育结束后，取出微柱卡后用专
用离心机离心读结果。

1.4 RHD、RHCE基因定型分析 
RHD基因分型技术按照试剂说明书进行操作

（天津秀鹏生物技术有限公司试剂盒），试剂板的

“1”至“8” 标示每排 H、G、F、E、D、C、B、A孔位，即
EXON1、 EXON5、EXON6、EXON7、845A、845G、
1227A及 1227G；其中出现 DVa（Hus） EXON1、EX⁃
ON5、845A、1227A，DVI Ⅲ型 EXON1、EXON5、
EXON6、845A、1227A，DEL RhD1227A 杂 交 型
845A，这几处孔位条带为本试剂盒不能检测结果，
请将结果进行测序确定基因分型。RHCE基因定
型：引物设计根据美国国家生物信息中心（NC⁃
BI） GenBank记录的 RHCE基因序列，设计四对引
物，分别扩增 RhC、Rhc、RhE和 Rhe四个基因特异
性位点，进行 RHCE基因分型（天津秀鹏生物技术
有限公司试剂盒），方法为序列特异性引物 ⁃PCR
法（PCR⁃SSP，sequence specific primer PCR）。
1.5 RHD/CE基因测序分析 

将该患者样本送西安浩瑞基因技术有限公司

采用三代全长测序技术分析 RHD/CE基因序列，通
过 8段 PCR扩增、三代测序和 PCR片段的交叠区
拼接，获取 RHCE 基因的 89 kb的全长单倍体序
列，从而完成全套血型的单倍体全长序列的鉴定，

查找 Rh血型抗原弱表达原因。
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图 4 三代测序技术检测 RHD/CE 基因结果

Figure 4 Results of RHD/CE gene detection by 
third⁃generation sequencing technology
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图 1 ABO/RhD、RhCcEe微柱凝集法检测结果（A、B）
Figure 1 ABO/RhD， RhCcEe microcolumn agglutination 
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注：1：Exon1；2：Exon5；3：Exon6；4：Exon7；5：845A；6：845G；

7：1227A； 8：DCT：内参质控；SP：样本。

图 2 RhD基因分型 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图

Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products for 
RhD genotyping

图 3 RhCcEe基因分型 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图

Figure 3 Agarose gel electrophoresis of RhCcEe genotyping 
PCR product

2 结果

2.1 血型鉴定与抗筛结果
凝集卡法鉴定ABO、Rh（D）、RhCcEe抗原结果

显示：患者红细胞与抗⁃A、抗⁃B、抗⁃D和对照的凝集
强度分别为：0、0、1+和 0（见图 1A）；患者红细胞与
抗⁃C、⁃c、抗⁃E、抗⁃e和对照的凝集强度分别为 4+、
1+、1+、4+和 0（见图 1B）；试管法复查 RhDCcEe抗
原结果为 RhD（w+）、RhC（4+）、Rhc（w+）、RhE
（w+）、Rhe（4+）。

2.2 RHD/RHCE基因分型 
PCR⁃SSP检测结果显示，该患者外显子Exon 1、

5、6、7、845G、1227A 阳性，845A、D9 阴性，表明
RHD 基因鉴定结果阳性（如图 2）；RHCE预测基因
型是 RHCE*CcEe（如图 3）。基因分型与血清学结
果（弱 D、C阳性、弱 c、弱 E、和 e阳性）有部分差
异，PCR⁃SSP结果无法分析出导致弱 D、弱 cE的原
因，需通过基因测序进行分析。

2.3 RHD/CE基因三代全长测序结果 
RhD和 RhCE基因的相似度高达 97%，存在重

组和大片段缺失现象，导致其难以分析。采用三代

全长测序技术对 RHD/RHCE基因进行全长测序，结
果显示第 6外显子存在新的碱基点突变 827C>A；
单倍体 1为外显子 1⁃10全缺失，而单倍体 2外显子
结果发现 RHD⁃CE基因重组，正反向 RHD/CE引物
测序，确认其重组类型为 RHD⁃CE（3⁃7）⁃D，基因重
组起点在外显子 2（g.20238⁃20312之间），基因重组
终点确定在外显子 8（g49184⁃50480之间）。见图 4。

3 讨论

近年国内各大医院相继开展 RhDCcEe血型多
抗原检测，对精准输血提供配型依据，但不同的血

型抗体试剂、人员操作方式和血型基因突变等主客

观因素可能影响 RhDCcEe抗原检测的准确性，甚
至导致部分患者的 Rh血型结果无法鉴定，特别是
RhDCcEe变异型需分子生物学检测技术分析［4⁃5］。
因此，部分患者输血前采取血型基因分型有助于临

床安全输血管理，并可为血清学方法提供辅助支持。
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传统 PCR⁃SSP基因分型技术进行 RH等位基
因定型时因不同引物设计可能导致的假阳性或假

阴性［6⁃7］。近年三代单分子测序的平均读长高达

100 kb，是二代测序的 50倍以上，基因测序准确率
更高，并可解决单倍体识别、多基因重组区分困难

等问题，是精准医学基因检测行业领域里的热门

话题，利用三代基因测序技术进行 RHCE/RHD基
因分型、发现 RHCE/RHD新等位基因、分析 RHCE/
RHD变异体与临床安全输血成为可能［8⁃9］。

最近我们分析 1例输血患者血型血清学结果
为：O型、Rh D 弱C c 弱E 弱e，不规则抗体阴性，该患
者血样进行传统的 PCR⁃SSP基因分型结果为 Dd/
CcEe，基因分型与血清学结果（弱 D、C阳性、弱 c、
弱 E、和 e阳性）有部分差异，PCR⁃SSP结果无法分
析出导致弱 D、弱 cE的原因，需通过基因测序进行
分析。PCR 基因扩增技术具有很高的检测灵敏
度，但同时其对检测中的错误也有放大作用，也有

一定的实验局限性。故本案例采用采用三代全长

测序技术对 RHD/RHCE基因进行测序分析，RHCE
基因测序结果发现第 6外显子存在一个新的碱基
点突变 827C>A；RHD基因单倍体 1为外显子 1~10
全缺失，而单倍体 2外显子结果发现 RHD⁃CE基因
重组，设计正反向 RHD/CE引物测序，确认其重组
类型为 RHD⁃CE（3⁃7）⁃D，该突变与重组融合型在
ISBT数据库尚未发现。对比研究发现该基因重组
起点在外显子 2（g.20238⁃20312之间），基因重组终
点确定在外显子 8（g49184⁃50480之间）。

血型基因碱基替换、插入和基因重组交换融

合等方式是导致 RHD/RHCE等位基因多态性的常
见机制［10］，该机制可能引起血清学实验过程中

RHD/RHCE血型抗原弱表达重要原因之一，RHCE
基因外显子可以被 RHD基因所替代，可能因血型
抗原表位结构变化导致血型抗原与相应抗体结合

力减弱［10］。本病例中 RHD/RHCE新等位基因可能
导致血型抗原物质氨基酸序列的替换，血型蛋白

质三级结构形成异常，而血型蛋白质结构研究需

通过电镜技术和同源模建技术等进行深入分析。

目前我们推测 RHD⁃CE（3⁃7）⁃D基因重组融合与
827C>A新型点突变可能共同作用导致 Rh血型血
清学结果中 D、c、E抗原弱表达。血清学方法与基
因分型、基因测序技术相结合是新型等位基因与

抗原变异体研究的一种可行方法［11⁃12］。

三代基因测序技术针对基因多态性、特殊基

因区域及基因组片段重复区域等复杂结构的基因

分析方面，拥有一二代测序技术无法比拟的技术

优势，但也存在基因分析成本高、可能出现基因分

型结果与血清学结果不一致等［13⁃14］，只有借助血清

学方法与基因检测技术相互结合，通过大量不同

血型基因型的分析研究，形成适合中国人群特点

的血型基因数据库，将可为精准输血、安全输血提

供数据支持具有重要意义［15］。
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