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  [摘要] 目的:研究分析浙江地区人类血小板特异性抗原 HPA-1~6,15基因分布特点,建立浙江地区 HPA
基因资料库,为快速寻找基因配合型血小板输注,减少血小板输注无效提供理论基础。方法:采用序列特异性引

物—多聚酶链反应(PCR-SSP)方法对345例浙江地区血小板捐献者进行基因分型,比较浙江地区和中国其他地

区 HPA-1~6,15系统基因型差异。结果:HPA-1~6,15的基因频率分别为 HPA-1a99.57%,HPA-1b0.43%,

HPA-2a94.93%,HPA-2b5.07%,HPA-3a47.54%,HPA-3b52.46%,HPA-4a99.86%,HPA-4b0.14%,

HPA-5a99.57%,HPA-5b0.43%,HPA-6a99.71%,HPA-6b0.29%,HPA-15a56.23%,HPA-15b43.77%。
经 H-W分析,HPA-3,15不符合 Hardy-Weinberg遗传定律。与其他地区相比,HPA-2和 HPA-5与个别地区有

差异。而HPA-3基因频率与多个地区有明显差异,其中b基因频率明显高于a基因频率。结论:浙江地区HPA-
1~6,15系统基因分布具有多态性,其中杂合度最高的是 HPA-3和 HPA-15,在临床血小板输注中这2种血小板

特异性抗原容易引起血小板输注无效,需加以重视。其次杂合度较高的是 HPA-2,不同的是 HPA-3的b基因频

率高于a基因。
[关键词] 人类血小板特异性抗原;基因分型;基因频率

doi:10.13201/j.issn.1004-2806-b.2018.10.002
[中图分类号] Q343.1  [文献标志码] A

Polymorphismdistributionofhumanplateletantigengene
HPA-1-6,15inZhejiangProvince

CAOJianping ZHAOYuhong DENGYongle CHENGChao XIEJue
(DepartmentofBloodTransfusion,theFirstAffiliatedHospital,SchoolofMedicineZhejiangU-
niversity,Hangzhou,310003,China)
Correspondingauthor:XIEJue,E-mail:zyyyxj2011@zju.edu.cn

Abstract Objective:TostudyandanalyzethedistributionofhumanplateletantigenHPA-1-6,15polymor-
phisminZhejiangpopulationandtoprovidetheoreticalbasisforrapidlyfindinganantigenicgenematchingplatelet
transfusionandreducingplatelettranslationrefractoriness.Method:Sequence-specificprimerpolymerasechainre-
action(SSP-PCR)wasusedtoanalyzeplateletantigenHPA-1-6,15genotypesof345plateletdonorsinZhejiang
andcomparewithotherareasinChina.Result:ThegenefrequencyofHPA-1-6,15wereHPA-1a99.57%,HPA-
1b0.43%,HPA-2a94.93%,HPA-2b5.07%,HPA-3a47.54%,HPA-3b52.46%,HPA-4a99.86%,HPA-4b
0.14%,HPA-5a99.57%,HPA-5b0.43%,HPA-6a99.71%,HPA-6b0.29%,HPA-15a56.23%,HPA-15b
43.77%respectively.AccordingtoH-Wanalysis,HPA-3,15donotcorrespondwithHardy-Weinberg'slawofin-
heritance.Comparedwithotherregions,HPA-2andHPA-5differfromindividualregions.Whilethefrequencyof
HPA-3geneissignificantlydifferentfromthatinmanyregions,ofwhichthefrequencyofbgeneissignificantly
higherthanthatofagene.Conclusion:ThefrequenciesofHPA-1-6,15genesarepolymorphic.HPA-3and15have
thehighestheterozygosityfollowedbyHPA-2,whicharepronetocauseplatelettransfusionrefractorinessand
shouldbepaidmoreattentiontoinclinicalplatelettransfusion.HPA-3genepolymorphismhasitscharacteristicin
Zhejiangprovince.
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  血小板特异性抗原(humanplateletalloanti-
gen,HPA)是血小板表面特有的抗原决定簇,表现

为血小板特有的遗传多态性〔1〕。目前共计发现35
个HPA,分别位于6个血小板糖蛋白(Glycopro-
tein,GP)分子 上,GPIIb,GPIIIa,GPIbα,GPIbβ,

GPIa和CD109。按照国际输血协会的命名原则,
将35个 HPA分为29个系统(或准系统)〔2〕。其

中,12个 HPA 为对偶抗原,分别归入6个系统

(HPA-1~5和HPA-15),属于双等位共显性遗传。
其余23个 HPA均为单个低频抗原(HPA-6bw~
14bw,HPA-16bw~29bw),未发现相应的高频对

偶抗原,归入23个准系统。已有研究表明HPA在
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不同地域不同种族人群中分布不同,且与多种临床

血小板疾病密切相关,如新生儿同种免疫性血小板

减少 症(FNAIT)、输 血 后 紫 癜(PTP)〔3〕。另 外

HPA抗原抗体的同种免疫已成为临床血小板输注

无效(PTR)的重要因素之一〔4〕,因此 HPA基因型

测定对于多种血小板疾病患者的诊断和预后以及

血小板相容性输注至关重要。本研究采用序列特

异性引物—多聚酶链反应方法(polymerasechain
reaction-sequencespecificprimers,PCR-SSP)对我

地区345例随机血小板捐献者的 HPA-1~6和

HPA-15进行基因分型研究,建立我地区 HPA基

因多态性数据库,与我国其他一些地区 HPA-1~
6,15基因频率分布进行比较,分析本地区存在的

可能引起 HPA同种免疫的血小板特异性抗原基

因,为临床血小板的合理应用提供更好的保障。

1 资料与方法

1.1 研究对象

随机选择我省血液中心本地区机采血小板献

血者345例,献血者捐献血小板时留取全血标本

3~5ml/人份(EDTA抗凝)备用。
1.2 试剂与仪器

人类血小板抗原HPA-1~6,15基因分型试剂

盒(天津秀鹏公司);PCR仪(美国AB公司);DNA
提取试剂盒(天津秀鹏公司);GenecolourI染料

(北京金博益生物技术有限公司);凝胶电泳仪(北
京君意东方电泳设备有限公司);全自动凝胶成像

分析仪(GelDocTMXR+,美国BIO-RAD公司)。
1.3 DNA提取

从收集的全血标本中取抗凝血400μl/份,用
DNA提取 试 剂 盒 提 取 DNA,DNA 浓 度(50~
100)ng/μl、DNA纯度1.7~2.0。
1.4 HPA-1~6,15基因的PCR-SSP扩增

按照试剂盒说明书操作:配制Buffer-酶-样本

混合液,分别向每个引物孔各加入10μl,上PCR
扩增仪扩增;取扩增产物10μl,在2.5%琼脂糖凝

胶中(含溴化乙锭1μg/μl)电泳15min,电泳缓冲

液为1%TBE溶液,凝胶成像分析仪观察结果并

拍照。
1.5 统计学分析

根据电 泳 结 果 判 读 和 统 计 各 基 因 型,进 行

Hardy-Weinberg遗传平衡检验(H-W 检验),求得

观察值与期望值间的P 值,以P>0.05为符合平

衡法则。计算公式如下:等位基因频率:f(a)=
[2×纯合子数+杂合子数]/[2×总的个体数],
f(b)=1-f(a),表现型频率:f(aa)=[f(a)]2,f(ab)
=2f(a)f(b),f(bb)=[f(b)]2;不配合率=2ab(1-
ab);a、b分别代表a和b基因频率。不同地区间基

因频率比较采用χ2检验,P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 HPA基因分型扩增产物鉴定

2例不同表型分型电泳结果图见1。

A:基 因 表 型:HPA-1aa、HPA-2ab、HPA-3aa、HPA-4aa、

HPA-5aa、HPA-6aa、HPA-15ab;B:基 因 表 型:HPA-1ab、

HPA-2aa、HPA-3bb、 HPA-4aa、 HPA-5aa、 HPA-6aa、

HPA-15ab。
图1 不同表型电泳结果图

2.2 HPA-1~6,15基因型分布及基因频率

根据遗传学基因计数方法得出 HPA-1~6和

HPA-15系统基因频率见表1。HPA-1a99.57%,
HPA-1b 0.43%,HPA-2a 94.93%,HPA-2b
5.07%,HPA-3a 47.54%,HPA-3b 52.46%,
HPA-4a 99.86%,HPA-4b 0.14%,HPA-5a
99.57%,HPA-5b 0.43%,HPA-6a 99.71%,
HPA-6b 0.29%,HPA-15a 56.23%,HPA-15b
43.77%,其中 HPA-3和 HPA-15系统杂合度最

高,不符合 H-W 平衡定律。HPA-2系统杂合度

较高。
2.3 本地区与其他地区HPA基因频率比较

与国内其他地区相比,HPA-1、HPA-4、HPA-
6和HPA-15与其他地区没有差异。HPA-2系统

与上海比较差异有统计学意义,HPA-3系统与上

海、河南、吉林、黑龙江、贵州、重庆相比差异均有统

计学意义,具有较明显的地区特点。HPA-5系统

与黑龙江、贵州和重庆比较差异有统计学意义。具

体比较结果见表2。

3 讨论

人类血小板抗原是一个复杂的血型系统,包括

血小板共同抗原和血小板特异性抗原。血小板共

同抗原是指与其他细胞或组织共有的抗原,包括白
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表1 我地区HPA-1~6,15基因多态性分布

抗原 基因型 观察值 期望值 基因型频率
HW分析

χ2 P
基因频率

HPA-1 aa 342 342.0065 0.9913 0.006579 0.9354 1a0.9957
ab 3 2.986957 0.0087 1b0.0043
bb 0 0.006522 0

HPA-2 aa 311 310.8877 0.9014 0.015771 0.9001 2a0.9493
ab 33 33.22464 0.0957 2b0.0507
bb 1 0.887681 0.0029

HPA-3 aa 100 77.95942 0.2899 22.63906 <0.001 3a0.4754
ab 128 172.0812 0.3710 3b0.5246
bb 117 94.95942 0.3391

HPA-4 aa 344 344.0007 0.9971 0.000727 0.9485 4a0.9986
ab 1 0.998551 0.0029 4b0.0014
bb 0 0 0

HPA-5 aa 342 342.0065 0.9913 0.006579 0.9354 5a0.9957
ab 3 2.986957 0.0087 5b0.0043
bb 0 0.006522 0

HPA-6 aa 343 343.0029 0.9942 0.002915 0.9569 6a0.9971
ab 2 1.994203 0.0058 6b0.0029
bb 0 0 0

HPA-15 aa 124 109.0899 0.3594 10.63809 0.0011 15a0.5623
ab 140 169.8203 0.4058 15b0.4377
bb 81 66.08986 0.2348

  注:P<0.05,即不符合 H-W平衡定律。

表2 中国不同地区汉族人群HPA单倍型基因频率分布

单倍型
浙江

(n=345)
上海〔5〕

(n=137)
山东〔6〕

(n=234)
河南〔7〕

(n=160)
吉林〔8〕

(n=419)
黑龙江〔9〕

(n=123)
贵州〔10〕

(n=1270)
重庆〔11〕

(n=533)

HPA-1a 0.9957 0.9889 0.9957 0.9875 0.992 0.9878 0.994 0.9953
HPA-1b 0.0043 0.0111 0.0043 0.0125 0.008 0.0122 0.006 0.0047
HPA-2a 0.9493 0.8881* 0.9466 0.9469 0.934 0.9594 0.938 0.9362
HPA-2b 0.0507 0.1119* 0.0534 0.0531 0.066 0.0407 0.062 0.0638
HPA-3a 0.4754 0.5989* 0.5363 0.5906* 0.592* 0.6828** 0.614** 0.5722*

HPA-3b 0.5246 0.4011* 0.4637 0.4094* 0.408* 0.3171** 0.386** 0.4278*

HPA-4a 0.9986 0.9963 1.0000 0.9969 0.996 1.0000 0.998 0.9962
HPA-4b 0.0014 0.0037 0.0000 0.0031 0.004 0.0000 0.002 0.0038
HPA-5a 0.9957 0.9907 0.9915 0.9906 0.998 0.9715* 0.973* 0.9418**

HPA-5b 0.0043 0.0093 0.0085 0.0094 0.002 0.0285* 0.027* 0.0582**

HPA-6a 0.9971 0.9832 NA 0.9812 0.992 0.9837 NA 0.9859
HPA-6b 0.0029 0.0168 NA 0.0188 0.008 0.0163 NA 0.0141
HPA-15a 0.5623 0.6418 0.5150 0.5406 0.564 0.4796 0.512 0.5413
HPA-15b 0.4377 0.3582 0.4850 0.4594 0.436 0.5204 0.488 0.4587

  注:*为P<0.05,**为P<0.001,NA表示未检测到。

细胞抗原(HLA系统)和红细胞抗原(ABO血型抗

原等)。而血小板特异性抗原 HPA 为血小板特

有,是血小板膜GP的构成部分,其抗原表型多态

性是由单核苷酸的置换导致GP多肽链上单个氨

基酸的改变所引起〔12-13〕。研究表明,HPA与血小

板功能密切相关,其中HPA-2,5,15基因多态性与

血小板数量密切相关,HPA-5基因多态性与平均

血小板体积相关〔14〕。通过对比研究,Eyada等〔15〕

发现具有HPA-2b基因的埃及人发生ITP的可能

性是 没 有 HPA-2b 基 因 的 埃 及 人 的 2.37 倍。
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Thude等〔16〕的研究数据显示在肝移植患者中,急
性细胞排斥反应与 HPA-3的不相容性有关,急性

细胞排斥受体中HPA-3bb基因型频率明显高于非

急性细胞排斥受体。因此 HPA 多态性不仅在

PTR、PTP、FNAIT等疾病中发挥重要作用,在骨

髓和器官移植也不可忽视〔17〕。
近年来,已发现血小板特异性抗原与越来越多

的疾病有密切联系,因此关于其基因分型的研究越

来越受到重视。目前普遍采用的 HPA基因分型

方法中,最简便快速应首推PCR-SSP分型方法。
本次研究中我们应用PCR-SSP方法得出了浙江人

群血小板特异性抗原HPA-1~6和15的基因频率

并与我国其他某些地区进行比较,初步描绘出浙江

地区人类HPA基因多态性分布情况,其中 HPA-3
和15是杂合度最高的2个系统。杂合度高产生相

应抗体的概率就高,引起PTR的可能性就大,因此

在血小板输注过程中须高度重视 HPA-3和 HPA-
15。对于多次输血患者,产生血小板抗体的可能性

更大,更容易获得PTR。我们已有研究表明 HPA
同型输注可以较有效减少PTR发生率〔18〕,因此对

血小板捐献者进行HPA基因分型检测,构建HPA
基因分型血小板供者资料库,对于PTR患者选择

HPA基因相合的血小板输注,提高血小板输注疗

效具有重要意义。此次研究中的捐献者多为固定

血小板捐献者,我们已经将这300余人加入血小板

捐献者HPA基因资料库,争取为临床提供更多的

HPA配 合 的 血 小 板 以 减 少 血 小 板 输 注 无 效。
HPA基因型分析具有重要的理论和实际意义,今
后将继续进行更多的HPA相关研究。
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