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1例Rh(D--)表型的临床及分子生物学研究
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  近10年,Rh血型系统的研究取得了丰硕成果和

较大进展,积累了大量分子生物学的研究资料,但是

各种RHCE变异型形成的原因及其临床意义,Rh抗

体 产 生 的 机 制 及 意 义 等 未 知 的 领 域 有 待 进 一 步

研究[1]。
近来作者在老年人中发现1例D为阳性、CcEe

不表达的DC-c-E-e-(或者D--)表型患者,案例较为罕

见。通过基因检测,证实为RHCE*Ce/RHCE*Ce
基因型。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 患者,男,82岁,江西抚州人,由于反

复咳嗽,加重1
 

d而入院。
 

1.2 仪器与试剂 试剂:ABO/RhD血型定型检测

试剂卡(批号:202107003)、Rh血型分型检测卡(批
号:202106033)、抗人球蛋白(抗IgG)检测卡(批号:
202012022)均由江苏力博医药生物技术股份有限公

司提供;人类红细胞RHCE血型基因分型试剂盒(荧
光PCR法)(批号:20210401)、RHCE外显子(科研)
测序试剂盒(批号:20210401)均由江苏中济万泰生物

医药有限公司提供;血液基因组DNA提取试剂盒(杭
州博日公司)等。仪器:LB-3000血型卡离心机、LB-
C02-1试剂卡孵育器均由无锡源博生物科技有限公司

提供;离心机(日本久保田公司);荧光定量PCR仪

(杭州博日公司);ABI
 

3730型基因分析仪(美国 AB
公司)。
1.3 方法

1.3.1 血常规检测 按《全国临床检验操作规程》在
医院进行检测。
1.3.2 血清学试验

 

1.3.2.1 ABO血型正反定型及RhD定型实验 按

照ABO/RhD血型定型检测试剂卡的说明书操作步

骤,进行ABO血型正定型、反定型及RhD血型定型。
1.3.2.2 Rh血型定型实验 按照

 

Rh血型分型检测

卡的说明书操作步骤,进行Rh血型系统的C、c、D、E、
e抗原的检测。
1.3.2.3 不规则抗体测定 按照抗人球蛋白(抗
IgG)检测卡的说明书操作步骤进行抗体测定。
1.3.3 分子生物学实验
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1.3.3.1 血液基因组DNA的提取 按照血液基因

组DNA提取试剂盒的说明书操作步骤提取基因组

DNA。
1.3.3.2 RHCE基因荧光分型 按照人类红细胞

RHCE血型基因分型试剂盒(荧光PCR法)的说明书

操作步骤进行基因分型。
1.3.3.3 RHCE基因外显子测序 按照RHCE外

显子(科研)测序试剂盒的说明书操作步骤进行基因

测序。测序结果与GenBank中RHCE基因的标准序

列进行比对分析。
2 结  果

 

2.1 血常规检测 白细胞总数14.22×109/L,嗜中

性粒细胞比例78.21%,淋巴细胞比例14.81%,单核

细胞比例6.28%,嗜碱性粒细胞比例0.08%,嗜酸性

粒细胞比例0.62%。
 

2.2 血清学鉴定结果 ABO/RhD
 

血型抗原检测中

发现,患者ABO血型为O型,RhD
 

血型检查为
 

D
 

阳

性;Rh
 

血型分型鉴定D为阳性,CcEe均不表达;不规

则抗体测定,结果均为阴性。
2.3 RHCE基因序列分析 经序列测定和参考序列

比对分析发现,WK712和 WK713位于
 

RHCE基因

第1 外 显 子 编 码 区 的 48 位 碱 基 由 G 突 变 为 C
(c.48G>C),为纯合突变;第2外显子编码区150位

碱基由C突变为T(c.150C>T)、178位碱基由C突

变为A(c.178C>A)、201位碱基由 A突变为 G(c.
201A>C)、203位碱基由A突变为G(c.203A>G)、
307位碱基由C突变为T(c.307C>T),所有突变点

均为纯合突变。确定患者的RHCE基因型为
 

RHCE
*Ce/RHCE*Ce

 

。测序结果见图1。

图1  患者外显子1、2测序结果图

3 讨  论

  本例患者外表正常,出生时并无双胞胎,无输血

史和干细胞移植史,由于反复咳嗽,加重1
 

d支气管

肺炎而入院,无贫血病史。在医院检查中,Rh血型分

型为
 

D
 

阳性,CcEe不表达;患者不规则抗体测定结果

为阴性;RHCE
 

基因荧光分型为
 

CCee。
 

根据
 

ZHAO
 

等[2]报道的体系扩增
 

RHCE
 

基因
 

10
 

个外显子片段,
测序分析,该标本

 

RHCE
 

基因型符合 RHCE*Ce/
RHCE*Ce。本例患者与其他报道[3-5]有差异,导致

 

RhCE
 

抗原不表达的原因有待进一步探讨。
国内对

 

CcEe
 

表型的研究,RhD(+)
 

个体>90%
是

 

CCee、CcEe
 

和
 

Ccee
 

表型,其中以
 

CCee
 

最多,占
 

51.82%[6];本例患者表型是
 

CCee。Rh血型是一种

较为复杂的血型系统,Rh抗原能引起严重的免疫反

应和新生儿溶血病。2000年原卫生部发布的《临床输

血技术规范》明确要求检测RhD抗原,但未规定检测

CcEe抗原。然而,当供者与受者CcEe抗原表型不合

进行输血时常会导致相应同种抗体的产生。本例患

者没有输血;如果病情需要进行临床输血,且不检测

CcEe
 

抗原进行配合输注,很可能发生输血反应,不利

于患者康复。因此作者认为如果能针对特殊个例进

行Rh
 

5项全面检测,条件成熟时建立和完善我国
 

D--
稀有血型库,对发生意外需要临床输血的患者会很有

助益。尤其是对于有长期输血需求的患者,CcEe抗

原全部相合最为安全。
本例D--与RHCE基因异常有关,也存在基因变

异体并形成CcEe
 

抗原变异体,这些变异体可导致血

清学抗原鉴定或基因分型出现一些假阳性或假阴

性[7-8]。本例CcEe
 

抗原的变异体无表达,常规检测方

法难以准确定型,可能导致同种免疫的发生,这样患

者日后输血会面临更大风险。应用RHCE
 

基因分型

配合血清学分型技术,研究
 

RHCE
 

基因的多态性以

及造成抗原表型多样性,对于提高血清学检测及分子

定型的准确性,减少临床输血反应意义较大。
本例D--表型,经过RHCE基因检测发现RHCE

基因突变并不是该表型产生的分子机制。从检测结

果看,荧光分型和测序结果都判定为样本基因型为

RHCE*Ce/RHCE*Ce,血型理论上是CCee,但血清

学试验是C-c-E-e-。此种现象相当罕见,需要寻找其

他分子机制解释,下一步拟对标本进行家系调查。它

的发现对我们进一步研究人类遗传性疾病发生的分

子基础提供了宝贵的素材。相信经过广大医学工作

者的努力,这一领域的研究一定会取得突破性进展。
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  夏枯草膏是一种中成药,药物组成简单,是由夏

枯草经水煎煮浓缩后制成,具有清肝泻火、散结消肿

的临床功效,被《中华人民共和国药典:一部》2015年

版收录[1],是乳腺增生、甲状腺结节患者的常用药。
在日常标本检测中,笔者发现2例乳腺癌患者行手术

切除后因合并甲状腺结节自行服用夏枯草膏治疗,导
致肿瘤标志物糖类抗原72-4(CA72-4)异常增高,现报

道如下。
1 临床资料

  病例1:患者,女,30岁,2019年8月确诊为左乳

腺导管癌,行左乳腺导管癌改良根治术加多西他赛方

案化疗,10月9日查肿瘤标志物:甲胎蛋白(AFP)
1.32

 

IU/mL(参考范围:≤5.80
 

IU/mL),癌胚抗原

(CEA)2.40
 

ng/mL(参考范围:≤5.20
 

ng/mL),糖类

抗原15-3(CA15-3)16.42
 

U/mL(参考范围:≤25.00
 

U/mL),糖链抗原19-9(CA19-9)1.39
 

U/mL(参考范

围:≤27.00
 

U/mL),CA72-4
 

0.96
 

U/mL(参考范

围:≤6.90
 

U/mL),非 小 细 胞 肺 癌 相 关 抗 原21-1
(CYFRA21-1)4.02

 

ng/mL(参 考 范 围:≤3.30
 

ng/mL),糖链抗原125(CA125)21.85
 

U/mL(参考范

围:≤35.00
 

U/mL)。除 CYFRA21-1外,其余肿瘤

标志物水平均在正常范围内。患者自述感觉良好,建
议定期化疗及复查肿瘤标志物。2020年1月7日查

肿瘤标志物结果均在正常范围内。2021年2月患者

自觉颈部不适,查甲状腺彩超示甲状腺结节,患者自

行服用夏枯草膏进行治疗。2021年3月11日进行肿

瘤标志物复查,结果显示,CA72-4>300.00
 

U/mL,超
过仪器检测限,其余肿瘤标志物水平均正常。确认标

本无误后,进行复查,结果无改变。询问患者后,得知

其晨起服用夏枯草膏后采血进行肿瘤标志物检测。
考虑到服用药物对结果的影响,建议患者停药一段时

间后再来院复查。患者于2020年7月28日查肿瘤

标志物示:CA72-4
 

1.85
 

U/mL,其余肿瘤标志物检测

结果均在正常范围内。
病例2:患者,女,54岁,2018年6月确诊为右乳

腺导管癌,行右乳腺导管癌根治术后,预后良好;2020
年11 月 4 日 复 查 肿 瘤 标 志 物 示:AFP<0.50

 

IU/mL,CEA
 

2.42
 

ng/mL,CA15-3
 

13.08
 

U/mL,
CA19-9

 

16.36
 

U/mL,CA72-4
 

35.07
 

U/mL,CY-
FRA21-1

 

1.73
 

ng/mL,CA125
 

18.42
 

U/mL,除

CA72-4高于参考范围外,其余肿瘤标志物水平均在

参考范围内。2021年3月29日复查肿瘤标志物,
CA72-4水平仍为33.26

 

U/mL,其余肿瘤标志物检测

结果正常。2021年9月28日复查肿瘤标志物时,
CA72-4>300.00

 

U/mL,复查后仍>300.00
 

U/mL。
询问患者后,患者自述2021年6月就诊时发现甲状

腺结节,自行服用夏枯草膏治疗。基于病例1的经

验,立即建议患者停用该药物后再进行复查。患者于

2021年9月30日复查CA72-4为119.3
 

U/mL。考

虑体内仍有药物成分干扰,建议患者继续停药1个月

后复查。2021年11月4日,复查CA72-4为20.67
 

U/mL。
2例患者肿瘤标志物检测使用的是罗氏Cobas

 

601化学发光仪,CA72-4采用两种单克隆抗体检测,
即B72.3及CC49。
2 讨  论

  有研究表明,患有乳腺结节的患者更易患甲状腺

结节[2],其机制在于患者体内雌孕激素水平失调会导

致乳腺增生,同时,雌激素还可通过脑垂体的反馈而

影响促甲状腺激素的分泌,进而引起甲状腺激素的改

变,导致甲状腺细胞的增殖和结节的发生[3]。此外,
患者年龄越大,乳腺结节超声乳腺BI-RADS分级越

高,其合并甲状腺结节的发病率越高[4]。因此,对于

乳腺结节患者要警惕甲状腺结节的发生。
对于甲状腺结节的治疗,临床常选择优甲乐及夏

枯草膏。夏枯草是唇形科夏枯草属植物,其相关制
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