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一种新型 RHD 变异 IVS4+2delT 导致 RhD 抗原阴性表型的功能研究
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　 　 摘要:目的 　 对 1
 

例血清学表型为 RhD 抗原阴性的新 RHD 基因型(RHD∗ 01N. 01 / RHD∗ 01. 01 携带 IVS4+
2delT 突变),进行体外实验探究其对 RhD 表型的影响。 方法　 血清学初筛采用盐水法,间接抗人球蛋白试验( IAT
法)进行确认,RhCE 分型卡确认 RhCE 表型,采用 PacBio 长读长测序技术对其

 

RHD 基因全长进行测序,生物信息学

分析和基于 minigene 剪接变异体分析技术研究了剪接位点新变异的异常剪接机制。 结果　 血清学为 RhD 抗原阴

性,基因型为 RHD∗01N. 01 / RHD∗01. 01+new
 

mutation,该新突变为内含子 4 的
 

5′端剪接位点(IVS4+2delT)。 该突变

破坏供体剪接位点,激活下游隐性剪接位点。 Minigene
 

实验证实该突变导致异常剪接,产生两种 mRNA,一种为插入

10
 

bp 的 mRNA;另一种为插入 15
 

bp 的 mRNA。 结论　 发现 1 例 RHD 基因 IVS4+2delT 导致 RhD 阴性表型的新型等

位基因,揭示了其通过异常剪接机制影响 RhD 抗原的表达。
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Abstract:Objective　 To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

a
 

novel
 

RHD
 

genotype
 

(RHD∗ 01N. 01 / RHD∗ 01. 01
 

with
 

IVS4 +
2delT

 

mutation)on
 

the
 

RhD
 

phenotype
 

through
 

in
 

vitro
 

experiments
 

in
 

a
 

case
 

with
 

a
 

serologically
 

RhD-negative
 

phenotype.
 

Methods　 Serological
 

screening
 

was
 

performed
 

using
 

saline
 

method,
 

and
 

confirmed
 

by
 

indirect
 

antiglobulin
 

test
 

( IAT).
 

RhCE
 

phenotyping
 

was
 

determined
 

by
 

RhCE
 

typing
 

cards.
 

The
 

full-length
 

RHD
 

gene
 

was
 

sequenced
 

using
 

PacBio
 

long-read
 

sequencing
 

technology.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

and
 

Minigene
 

splicing
 

variant
 

analysis
 

technology
 

were
 

used
 

to
 

elucidate
 

the
 

abnormal
 

splicing
 

mechanism
 

of
 

novel
 

splice
 

site
 

variations.
 

Results　 The
 

serological
 

presentation
 

was
 

RhD
 

negative.
 

The
 

PacBio
 

sequencing
 

revealed
 

a
 

compound
 

heterozygote
 

RHD∗01N. 01
 

and
 

a
 

new
 

RHD∗01. 01
 

allele,
 

which
 

carried
 

a
 

new
 

mutation
 

at
 

the
 

5′
 

splice
 

site
 

(IVS4+2delT)
 

of
 

intron
 

4.
 

Bioinformatics
 

predicted
 

that
 

the
 

mutation
 

disrupts
 

the
 

donor
 

splice
 

site
 

and
 

activates
 

downstream
 

recessive
 

splice
 

sites.
 

The
 

minigene
 

experiment
 

confirmed
 

that
 

this
 

mutation
 

leads
 

to
 

abnormal
 

splicing,
 

producing
 

two
 

types
 

of
 

mRNA:one
 

with
 

a
 

10
 

bp
 

insertion
 

and
 

the
 

other
 

with
 

a
 

15
 

bp
 

insertion.
 

Conclusion　 A
 

no-
vel

 

allele
 

of
 

the
 

RHD
 

gene
 

IVS4+2delT
 

causing
 

an
  

RhD-negative
 

phenotype
  

was
 

identified,
 

revealing
 

that
 

it
 

affects
 

D
 

ex-
pression

 

through
 

an
 

abnormal
 

splicing
 

mechanism.
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Rh 血型系统是所有血型系统中最复杂的血型系统,其
中 D 抗原是 Rh 抗原中免疫原性最强的抗原,也是最具有临

床意义的抗原[1] 。 根据 D 抗原在红细胞膜上的表达情况,
可分为 D 阳性、D 阴性和 D 变异型血型,D 变异型的产生涉

及多种不同的突变机制,包括单核苷酸多态性、多核苷酸取

代、短片段或长片段的插入或缺失和基因重组等。 近年来,
研究表明剪接异常也是导致 D 变异型的分子机制之一[2-4] 。
尤其是发生在剪接位点或其邻近位点的突变可能会引起外

显子异常剪接、内含子的保留或潜在剪接位点激活,导致成

熟 mRNA 发生数量或性质上的变化, 从而影响蛋白表

达[5-7] 。 我们发现了 1 例罕见 RHD 基因型(新突变 RHD∗

01N. 01 / RHD∗01. 01 携带 IVS4+2delT),表型为 D 阴性的个

体,其中 IVS4+2delT 为 RHD 基因新突变,位于 RHD 基因内

含子 4 的 5’-端剪接位点。 通过功能实验验证其对剪接模

式的影响,为了解 D 阴性表型的分子基础提供新视角。
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1　 对象与方法
 

1. 1　 研究对象
 

1 例 RhD 抗原初筛阴性的献血者血样送至本室进行抗

原阴性确认试验。
1. 2　 仪器与试剂

  

Gamma-clone 单 克 隆 抗-D
 

( Immucor,
 

Inc. , IgM
 

GA-
MA40;

 

IgG
 

F8D8,
 

批号:506325L);
 

抗-D
 

(加拿大宜美康,
IgM

 

D175-2;
 

IgG
 

D4151E4,
 

批号:517294,);
 

抗-D(上海血

液生物,IgG
 

MS-2,批号:20250312),);
 

Rh 血型分型卡
 

(达

亚美,
 

批号:9894677115);低离子抗人球蛋白卡(达美亚,
 

批号: 9951041824 ); 抗 体 筛 选 细 胞 ( 达 美 亚,
 

批 号:
06280721);MagaBio

 

plus 全血基因组 DNA 纯化试剂盒(杭

州博日生物,批号:C732501002);人类红细胞 RHD 基因分

型试剂盒( SSP 荧光 PCR 染料法) (天津秀鹏生物,批号:
K202504002);PacBio

 

测序委托西安浩瑞基因技术有限公司

进行检测;KOD-Plus-Neo(TOYOBO,批号:KOD-401);2×Taq
 

PCR
 

Mix
 

(北京海创科业,批号: HTR100495);2 × Seamless
 

Cloning
 

Mix(北京博迈德生物,批号:CL117-02);限制性内切

酶 XhoI(NEB,
 

批号:R0146V);限制性内切酶 BamHI( NEB,
 

R0136V);HiScript
 

II
 

1st
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit
 

( +gDNA
 

wiper)(南京诺唯赞,批号:R212-01);Lipofectamine2000
 

(赛

默飞世尔科技,批号:11668019);HEK-293T 细胞(北京海创

科业); pMini-CopGFP 质粒 ( 北京海创科业, 批号: HTR-
0093); PCR 扩 增 仪 ( 杭 州 博 日 科 技, TC-96 ); 孵 育 器

( BIOBASE, BJPX-SK24); 离心机 ( BIO-RAD, ID-centrifuge
 

12SII)。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 血清学方法
 

3 种抗-D 分别用盐水试管法和微柱凝胶卡法检测献血

者红细胞 RhD 抗原;
 

此外采用抗人球蛋白卡进行直接抗人

球蛋白试验以及意外抗体筛查;采用
 

Rh
 

血型分型卡对
 

RhCE
 

抗原进行检测,所有试验均按操作规程(血站部分)进

行操作。 吸收放散实验采用 IgG 单克隆抗-D 进行。
1. 3. 2　 基因组 DNA 提取及 RHD 基因分型分析

取 200
 

μL 全血按照
 

DNA 提取试剂盒说明书方法提取

基因组 DNA。 将 DNA 稀释至浓度为 30
 

ng / μL,按 RHD 基

因分型试剂盒操作说明书方法检测 RHD∗ E1 / E3 / E4 / E5 /
E6 / E7 / E9 / E10 / E6-845A / E9-1227A / hybrid

 

Rhesus
 

box。
1. 3. 3　 PacBio 测序

提取基因组 DNA 后,采用长片段
 

PCR 扩增 RHD 基因

全长(含上下游调控区,覆盖 1-10 外显子、内含子 1- 9、5’
UTR 及部分 3’UTR),构建

 

PacBio
 

SMRTbell
 

文库并进行单

分子实时测序(平均测序深度:4
 

538,CCS
 

reads:52
 

860)。
使用 pbmm2 将标本的 CCS 数据比对到 GRCh38 版本的参考

基因组,获得基因的目标序列进行下游分析;再将目标 reads
比对到 ISBT 提供的参考基因( NG_006669. 1);使用 deep-

variant 软件检测变异位点;使用 whatshap 软件对变异位点

进行分型;然后提取 CDS 区域的突变位点与 ISBT 分型数据

库比对,获取对应分型。
1. 3. 4　 体外功能分析

采用无缝克隆方式设计含 20 个同源序列的引物扩增 2
个目的基因片段 A 与 B(片段 A 为外显子 3 及部分内含子 3
上游区域,片段 B 为部分内含子 3 下游区域、外显子 4、内含

子 4 及外显子 5),两片段重组并克隆到 pMini-CopGFP 载体

的两个酶切位点(BamHI / XhoI)获得野生型质粒。 以该野生

型质粒为模板通过点突变( IVS4+2delT) 构建突变型质粒。
将野生型及突变型质粒分别转染到 HEK293 细胞,48

 

h 后

TRIzol 法提取 RNA 进行 RT-PCR 扩增及产物测序。
引物序列如下:
RHD-AF: AAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCTATTCGG

 

CTGGCCACCATGAGTGCTTTG
RHD-AR: TCCCAAAGTGGGGCTCAAACAATCCTTCCAA

 

CTCACACC
RHD-BF: GTTTGAGCCCCACTTTGGGAGGCCGAGGCG

 

GGTGGAT
RHD-BR: TAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCTTGCTGA

 

TCTTCCCTTGGGGGTGAGCC
PCR 反应体系 ( 50μL) 如下: 10 ×

 

KOD
 

Buffer
 

5
 

μL,
dNTP

 

5
 

μL,MgSO4
 3

 

μL,KOD-Plus-Neo
 

1
 

μL,基因组 DNA
 

2
 

μL,RHD-正向引物
 

1. 5
 

μL,RHD-反向引物
 

1. 5
 

μL,ddH2 O
 

31
 

μL。 反应条件:94℃
 

2
 

min,98℃
 

10
 

s,62℃
 

30
 

s,68℃
 

120
 

s,35 个循环。
1. 3. 5　 生物信息学分析

RDDC 在线工具预测 IVS4+2delT 突变对剪接位点的影

响(https: / / rddc. tsinghua-gd. org / zh)。

2　 结果

2. 1　 血清学结果

RhD 抗原阴性确认试验显示,该献血者红细胞与三种

抗-D 试剂盐水法及微柱凝胶法凝集反应均为阴性,献血者

红细胞吸收放散试验结果为阴性。 RhCE 抗原分型为 Ccee,
红细胞直抗及血浆抗体筛查均为阴性。
2. 2　 RHD 基因分型(SSP-荧光 PCR 染料法)

荧光 PCR 结果显示 1 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 9 / 10 外显子及 hybrid
 

Rhesus
 

box 检测均为阳性,box 孔为阳性,表明其一条染色体

上缺失了全部的 RHD 基因;1 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 9 / 10 外显子孔均

阳性表明另一条染色体有 RHD 基因。
2. 3　 PacBio 测序

PacBio 测序结果(图 1) 显示,一条单倍体基因型为外

显子 1-10 全缺失型的 RHD∗01N. 01,另一条单倍体基因型

为携带 IVS4+2delT 突变(位于内含子 4 的 5’ 保守剪接位

点)的新型 RHD∗01. 01 等位基因。 该新突变已提交至 Gen-
Bank(PX363523)。
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图 1　 PacBio
 

测序结果

Figure
 

1　 PacBio
 

sequencing
 

results
 

of
 

the
 

RHD
 

gene
2. 4　 生物信息学预测

生物信息学分析(图 2) 显示,IVS4+ 2delT 突变导致供

体剪接位点失活,并激活下游隐性剪接位点,预测产生插入

15
 

bp 的异常转录本(DanQ
 

Score = 0. 986
 

3,
 

SPTransformer =
0. 984

 

6)。

图 2　 生物信息预测结果

Figure
 

2　 Bioinformatics
 

prediction
 

result
2. 5　 体外微基因剪接试验(minigene

 

splicing
 

assay)
分别构建 RHD 野生型 minigene 质粒和 RHD 突变型

minigene 质粒(如图 3A 所示)进行微基因分析。 将 RT-PCR
产物(如图 3B 所示)经琼脂糖凝胶切胶回收后进行测序分

析,野生型 mRNA 剪接产物长度为 537
 

bp(包含载体上的编

码序列 71bp 及外显子 3、4、5 全部序列 466
 

bp);突变型首次

测序中出现明显的双峰,提示可能存在多个转录本。 因此

进行后续的突变型克隆测序,从送检的 12 个克隆中,获得

两个长度分别为 547
 

bp 和 552
 

bp 的转录本序列(如图 3C)。
突变体 1 在外显子 4 与 5 之间插入 10

 

bp 的内含子序列,导
致蛋白移码,形成截短蛋白,突变体 2 在外显子 4 与 5 之间

插入 15
 

bp 的内含子 4 序列,导致形成插入 5 个氨基酸的其

他蛋白(图 3D)。

3　 讨论

本研究对 1 名 RhD 抗原初筛阴性的献血者进行 RhD
表型及初筛基因分型的试验,血清学结果显示该献血者

RhD 抗原阴性确认及吸收放散试验均为阴性。 荧光 PCR 分

型结果为 RHD∗01. 01 / RHD∗01N. 01,
 

与血清学 D 抗原阴性

结果不一致。 该 SSP 荧光 PCR 染料法检测 RHD 基因分型

基于聚合酶链反应-序列特异性引物法( PCR-SSP) 反应原

理,利用包被在 96 孔 PCR 板中的多组等位基因特异性引

物,通过 RT-PCR 仪器特异性扩增 RHD 等位基因。 通过对

特征性熔解曲线 Tm 值定性判断孔位阴阳性,依据结果分型

表所示阳性孔位组合,定性判读基因分型结果。 该方法只

针对 RHD 基因的第 1 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 9 / 10 外显子是否存在,以

及 845A、1227A 等 SNP 位点是否突变进行定性检测,只为

上述基因区域影响的 RhD 血型抗原表达鉴定提供参考,无
法检测引物结合区域以外的未知突变。 该样本荧光 PCR 结

果显示 1 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 9 / 10 外显子及 hybrid
 

Rhesus
 

box 检测

均为阳性,hybrid
 

Rhesus
 

box 孔为阳性表明其一条染色体上

缺失了全部的 RHD 基因;1 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 9 / 10 外显子孔均阳

性表明另一条染色体有 RHD 基因。 该结果与血清学 D 抗

原阴性结果不一致。 因此,需要 Sanger 测序或 PacBio 三代

测序。 考虑到 RHD 和 RHCE 基因同源性高达 97%且存在大

片段重复结构,PacBio 可读取数千碱基的长片段,直接跨越

整个基因甚至包含内含子区域,从而完整组装单倍体型并

准确定位断裂点,故我们直接进行了 PacBio 三代测序。

A

B

C

D
注:A.

 

体外质粒的构建图;B.
 

RT-PCR 产物琼脂糖电泳图;C.
 

克隆

测序结果;D.
 

c. 634+2delT 导致异常剪接的拼接示意图。

图 3　 微基因剪接试验

Figure
 

3　 Microgene
 

splicing
 

experiment
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PacBio 三代测序结果显示基因分型为 RHD∗ 01N. 01 /
RHD∗01. 01+new

 

mutation,携带未被报道的 IVS4+ 2delT 新

突变,该突变位点位于 RHD 基因内含子 4 的 5′剪接位点(5′
SS)。 真核生物的蛋白质编码基因常被非编码的内含子打

断,这些内含子必须被精准删除才能生成可翻译的成熟

mRNA。 承担这项“分子剪接”任务的是由多种蛋白质与小

核 RNA(snRNA)组成的剪接体[8] 。 5′剪接位点(5′SS,一段

位于外显子和内含子边界的 9 个核苷酸序列,用于标记外

显子-内含子边界)的识别直接决定内含子能否被顺利剪除,
是 RNA 剪接反应的关键识别信号[9-10] 。

突变后剪接体( spliceosome) 无法识别和结合这个位

点[11] ,可能造成第 4 外显子后的天然剪接供体位点失活,同
时可能激活一个隐蔽的供体位点。 生物信息学预测,该突

变导致在外显子 4 与 5 之间插入 15
 

bp 长度的新剪接供体

(DanQ
 

Score = 0. 9863,SPTransformer = 0. 984
 

6),得分越接

近 1 越说明异常剪接概率越高。
人工合成包含基因特定区域的小型基因片段( Mini-

gene)剪接技术可帮助分析隐蔽剪接位点的形成以及其对

mRNA 表达的影响[12] 。 本研究采用 Minigene
 

剪接实验研究

c. 634+2delT 新突变的有害性,结果发现该突变导致产生两

种异常剪接产物,分别在外显子 4 与 5 之间插入 10
 

bp 和 15
 

bp 两种产物,插入 10
 

bp 长度的产物(p. Ala213ArgfsTer108)
导致蛋白移码形成截短蛋白,另一个 15

 

bp 的产物导致插入

5 个氨基酸(p. Gly212_Ala213insArgThrArgTrpGly)形成另一

种蛋白。 该氨基酸突变位于第 7 跨膜区,该跨膜螺旋异常

折叠可能会导致 RhD 蛋白在内质网中滞留,并被蛋白酶降

解;D 抗原的复杂性在于多个胞外环在空间上靠近形成一个

折叠好的表位簇,该截短或错误折叠的跨膜区位于第 3 和

第 4 胞外环之间,无法维持胞外环的高级结构,导致表位簇

的构象改变,从而引起 RhD 抗原阴性。
在临床工作中,对于 C / E 表型的 RhD 阴性标本,在进

行常规 RHD 基因初筛分型时,遇到血清学与基因分型不一

致时,应结合长读长测序或覆盖内含子区域的测序方法及

功能试验进一步确认,这不仅是精准血型诊断的内在要求,
也是保障输血安全、预防同种免疫反应的临床实践核心。
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