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　　[摘要]　目的:探讨全血献血者铁代谢相关基因多态性与铁储备水平的相关性。方法:采用酶联免疫吸附试

验(ELISA)检测江苏地区合格献血者血清铁蛋白(SF)浓度,根据SF浓度将所有受检者按照SF<10ng/mL铁缺

乏、10<SF<30ng/mL铁不足、30<SF<300ng/mL铁正常、SF>300ng/mL铁过载分为4组,并提取全血基因

组 DNA,用PCR方法扩增HFE 、GDF15 和TMPRSS6 基因,利用基因测序对多态性位点进行分型,统计分析基

因频率和基因型频率。结果:前期试验对46例SF浓度>300ng/mL献血者进行基因测序发现HFErs2071303
表现出多态性,其中正常基因型 T/T占10.9%(5例),C/T杂合突变占36.9%(17例),C/C纯合突变占52.2%
(24例),基因频率及基因型频率均符合 Hardy-weinberg平衡定律(P>0.05);另检出5例 H63D突变杂合子,占

10.9%,其余全为正常基因型。在所有受检者中,TMPRSS617号外显子检出4个SNPs位点,TMPRSS618号

外显子仅检出2个位点且各有1例杂合突变,各位点基因频率及基因型频率均符合 Hardy-weinberg平衡定

律(P>0.05)。GDF15检出2个 SNPs位点,基因频率及基因型频率均符合 Hardy-weinberg平衡定律(P>
0.05);在GDF15基因上还分别检出4个位点上的4例杂合突变。以上所有位点在性别、SF浓度分布上均差异无

统计学意义(P>0.05)。结论:江苏地区全血献血者HFE 、GDF15和TMPRSS6基因均具有多态性。H63D突变

和rs2071303突变位点与铁过载有相关性值得继续研究,而GDF15 和TMPRSS6 的基因多态性如何影响献血者

铁储备水平还需扩大样本量进一步探讨。
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Abstract　Objective:Toexplorethecorrelationbetweenpolymorphismofironmetabolism-relatedgeneandi-
ronstoresinwholeblooddonors.Method:TheserumferritinconcentrationofwholeblooddonorsinJiangsuarea
weredetectedbyELISA method,allsubjectsweredividedintofourgroupsaccordingtoSFconcentration:SF<10
ng/mL(Irondeficiency),10<SF<30ng/mL(depletedironstore),30<SF<300ng/mL(Ironnormal),SF>300
ng/mL(Ironoverload).ThegenomicDNAwasextractedaccordingtotheconcentrationvalue.HFE ,GDF15and
TMPRSS6genewereamplifiedbyPCRmethod,polymorphismsiteswereclassifiedbygenesequencing,andgene
frequenciesandgenotypefrequencieswerestatisticallyanalyzed.Result:Sequencing46blooddonorswithSFcon-
centrationgreaterthan300ng/mL,thenormalgenotypeT/Taccountedfor10.9%(5cases),C/Theterozygous
mutationaccountedfor36.9%(17cases),andC/Chomozygousmutationaccountedfor52.2%(24cases)inthe5'
endofintron2ofHFEgene(rs2071303).GenefrequencyandgenotypefrequencywereinlinewithHardy-Wein-
bergequilibrium(P>0.05).Inaddition,5casesofH63D mutantheterozygotesweredetected,accountingfor
10.9%,andtherestwereallnormalgenotypes.Amongallthesubjects,4SNPssitesweredetectedonexon17of
TMPRSS6geneandonly2heterozygousmutationsweredetectedat2sitesonexon18ofTMPRSS6gene,2SNPs
sitesonGDF15gene,andthegenefrequencyandgenotypefrequencywereinlinewithHardy-Weinbergequilibri-
um(P>0.05).Besides,4heterozygousmutationsweredetectedat4sitesonGDF15gene.Therewasnostatistical
differenceingenderandSFconcentrationdistributionoftheabovesites(P>0.05).Conclusion:Therearepolymor-
phismsofHFE ,GDF15andTMPRSS6genesinwholeblooddonorsinJiangsuarea.Thecorrelationbetween
H63Dandrs2071303andironoverloadingmaybeworthyoffurtherstudy.However,howthegeneticpolymor-
phismsofGDF15andTMPRSS6affecttheironstoresofblooddonorsneedstobefurtherdiscussedbyexpanding
thesamplesize.

Keywords　wholeblooddonors;ironmetabolism-relatedgene;serumferritin;genefrequency;genotypefre-
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　　铁是许多生理功能必需的营养物质,也是许多

代谢反应的基本辅因子,是血红蛋白携氧和电子传

递链蛋白正常运转的重要保障。在细胞内,铁与铁

转运蛋白结合,而不直接用于生理作用的铁会以铁

蛋白的形式储存于细胞内;血液中少量铁蛋白与细

胞内铁蛋白处于平衡状态,因此,血清铁蛋白水平

在大多数情况下被认为是体内铁储备可靠的临床

指标〔1〕。对于献血者来说,随着铁的损失量超过吸

收量,铁逐渐缺乏;当存储铁开始消耗时,缺铁性红

细胞就会逐渐生成,最终导致缺铁性贫血的发生。
通过对全血献血者血清铁蛋白水平的调查,评估铁

储备状况,发现献血是引起铁缺乏的可能原因之

一〔2〕。随着人们对营养基因组学研究的日益深入,
与铁代谢相关基因的多态性所带来的铁营养状况

问题已逐渐被认知,而基因多态性与铁营养状况关

系的发现,为解释某些群体营养现象甚至提早预测

和评估人群和 个 人 铁 营 养 状 况 提 供 了 可 能〔3〕。
HFE 是第一个被确定的遗传性血色病(hereditary
hemochromatosis,HH)相关基因,而具有 C282Y
和 H63D突变者,不能上调铁调素(Hepcidin)降低

铁的吸 收,导 致 铁 过 载〔4〕;由TMPRSS6 编 码 的

Matriptase-2是一种丝氨酸蛋白酶,在 Hepcidin表

达和维持铁稳态中发挥重要作用〔5〕。HFE和TM-
PRSS6被认为可能通过影响铁的利用率来影响红

细胞计数、血红蛋白等。研究发现,红细胞分泌生

长分化因子15(growthdifferentiationfactor15,
GDF15)是转化生长因子(TGF)-β超家族成员之

一,在红细胞成熟过程中表达和分泌,有助于病理

状态下 Hepcidin的抑制,因此 GDF15被认为是影

响红细胞生成和 Hepcidin调控铁代谢的重要蛋

白〔6-7〕。但 GDF15与铁储备的关系尚不明确,针

对献血者GDF15 基因多态性的研究也鲜有报道。
在我国,遗传因素与铁代谢或者铁储备水平的关系

研究很少,由于我国人群与其他民族人群遗传背景

存在较大差异,铁代谢相关基因及其突变频率与其

他民族之间也不同。基于以上,本研究对全血献血

者HFE 、GDF15和TMPRSS6 的SNPs进行检测,
探讨影响献血者铁储备水平的分子机制,从而给献

血者恰当的献血频率的指导,并作为是否需要服用

铁补剂的指标。

1　材料与方法

1.1　研究对象

2017-08—2018-04对我中心1010例合格献血

者进行血清铁蛋白(serumferritin,SF)检测,经知

情同意后留取血清和白膜统一冻存于-80℃冰箱

备用。
1.2　SF浓度检测

按照 HumanFEElisaKit产品说明书进行测

定,用酶标仪450nm 波长读取吸收度A 值,根据

标准品绘制标准曲线,计算得出样品浓度,根据SF
值将所有受检者按照SF<10ng/mL铁缺乏、10<
SF<30ng/mL铁不足、30<SF<300ng/mL铁正

常、SF>300ng/mL铁过载分为4组。
1.3　全血基因组DNA提取

采用 AxygenDNA 提取试剂盒提取基因组

DNA,NanodropDNA 定 量 仪 测 定 浓 度 和 纯 度,
DNA 浓度为(50~100)ng/μL,纯度(A260/280)为

1.70~1.80。
1.4　PCR扩增和测序分型

对HFE 、GDF15 和TMPRSS6exon17、exon
18进行PCR扩增,引物序列见表1。

表1　PCR引物序列

引物 序列(5’-3’) 引物长度/bp 产物大小/bp

HFEF GCAACTCACCCTTCACAAAAT 21 1012

HFER GAGAAAGTCCCTTCCCAGA 19

GDF15F AGCTTTACTAGGAGCGCCCCCA 22 480

GDF15R TGGCGTGAGTATCCGGACTGCA 22

TMPRSS6EXON17F AGAAGTAGGCTCCTGAGATG 20 335

TMPRSS6EXON17R AGGCTTCAGCAGGCTGATGT 20

TMPRSS6EXON18F TTTAAGACTGAACGTGACTCTGG 23 426

TMPRSS6EXON18R GAGACAAGATGCCACCTCCTG 21

　　使用20μL扩增反应体系,包括5×PCRBuff-
er10μL,dNTP(2mol/L)2μL,引物(10mol/L)
各1μL,TaqDNA 聚合酶(5U/μL)0.5μL,基因

组DNA(50~100)ng/μL2μL,补 ddH2O 至20

μL。用 ABI9700型 PCR 扩增仪,PCR 反应条件

为:95℃预变性5min;95℃变性30s,58℃退火30
s,72℃ 延伸 1 min/30s,35 个循环;72℃ 延伸 7
min,PCR产物用2%的琼脂糖进行电泳,使用全自
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动数码凝胶图像分析系统(Tanon-2500,上海天能)
观察特异性扩增产物并拍照记录。PCR产物纯化

后送上海华大基因测序,测序引物与扩增引物相

同,测序结果用 Chromos和 Mega6.0 软件进行

比对。
1.5　统计学分析

使用SPSS19.0统计软件计算SNP位点的等

位基因和基因型频率,应用拟合优度χ2 检验对检

测到的突变位点基因型进行 Hardy-Weinberg平衡

检验,应用 Kruskal-Walls(KW)检验对多组数据进

行非参数检验,P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　SF检测结果

1010例献血者血样样品 SF检测结果如下:
SF<10ng/mL铁缺乏组67例、10<SF<30ng/
mL铁不足组132例、30<SF<300ng/mL铁正常

765例、SF>300ng/mL铁过载组46例。本试验

中献血者铁缺乏率为6.63%。
2.2　测序结果

从765例铁正常组献血者中随机选取110例

作为对照组,以及铁储备水平异常献血者59例,共
计169例血液标本进行基因多态性分析

2.2.1　HFE 基因多态性测序结果　46例 SF>
300ng/mL的献血者HFE 基因2号内含子5’端5
号碱基rs2071303表现出多态性,其中正常基因型

T/T5例,C/T 杂合突变17例,C/C纯合突变24
例;另检出5例rs1799945C/G 杂合突变,其余全

为正常基因型。见图1。
2.2.2　TMPRSS6 基因17、18号外显子多态性测

序结果　在169例受检者中,TMPRSS6 基因17

号外 显 子 检 出 4 个 SNPs 位 点:rs748638433、
rs143875335、rs2235321、rs855791,18号外显子仅

检出rs1463582841例杂合突变。见图2。
2.2.3　GDF15 基因多态性测序结果　在169例

受 检 者 中,检 出 rs17526126、rs141542836、
rs1059369、rs376237203各135例,检出rs1059519
111 例,且 都 具 有 多 态 性,其 中 rs1059519 和

rs1059369的多态性较为丰富,其余位点仅检测到

1例杂合突变。见图3。

图1　HFE基因rs2071303、rs1799945位点测序峰图

图2　TMPRSS6基因exon17、18多态性测序峰图
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图3　GDF15基因多态性测序峰图

2.2.4　不同血清铁蛋白水平的人群,铁代谢相关

基因多态性分布情况　经测序和序列比对,本次实

验检测到的HFE 、GDF15 和TMPRSS6 多态性位

点见表2,对相关多态性位点进行 Hardy-Weinberg
平衡(HWE)检验,结果显示除 GDF15rs1059369
(P=0.0002)外,其余所有基因型分布均符合

Hardy-Weinberg平衡(P>0.05),说明本研究的

人群遗传符合孟德尔遗传规律。
统计各组的分布情况并进行组间差异检验,结

果显示各位点在不同血清铁蛋白水平分组间差异

无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表2　HFE、TMPRSS、GDF15多态性位点基因型分布

SNPs 基因型 H-W 平衡检验 SNPs 基因型 H-W 平衡检验

HFErs2071303 TT 5 0.417 TMPRSS6rs146358284 GG 150 0.967
TC 24 GA 1
CC 17 AA 0

HFErs1799945 CC 41 0.697 GDF15rs17526126 CC 134 0.966
CG 5 CT 1
GG 0 TT 0

TMPRSS6rs2235321 TT 30 0.151 GDF15rs141542836 CC 134 0.966
TC 93 CT 1
CC 46 TT 0

TMPRSS6rs748638433 TT 0 0.917 GDF15rs376237203 GG 134 0.966
TC 1 GT 1
CC 23 TT 0

TMPRSS6rs143875335 TT 0 0.574 GDF15rs1059369 TT 72 0.0002
TC 14 TA 40
CC 155 AA 23

TMPRSS6rs855791 TT 42 0.309 GDF15rs1059519 CC 50 0.371
TC 91 CG 52
CC 36 GG 9

TMPRSS6rs48259 TT 150 0.967
TC 1
CC 0
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表3　HFE、TMPRSS、GDF15SNPs在献血人群中的基因型分布和H-W 平衡检测

基因(SNP) 基因型

铁缺乏

(SF<
10ng/mL)

P
(HWE)

铁不足

(10<SF<
30ng/mL)

P
(HWE)

铁正常

(30<SF<
300ng/mL)

P
(HWE)

铁过载

(SF>
300ng/mL)

P
(HWE)

HFErs2071303 CC 17 0.417
CT 24
TT 5

HFErs1799945 CC 41 0.697
CG 5
GG 0

TMPRSS6rs2235321 CC 3 0.540 3 0.132 31 0.507 9 0.199
CT 2 9 58 24
TT 1 1 21 7

TMPRSS6rs748638433 CC 4 4 15 0.897
CT 0 0 1
TT 0 0 0

TMPRSS6rs143875335 CC 6 12 0.885 101 0.655 36 0.739
CT 0 1 9 4
TT 0 0 0 0

TMPRSS6rs855791 TT 2 0.414 2 0.391 31 0.805 7 0.113
TC 2 8 56 25
CC 2 3 23 8

GDF15rs1059369 TT 2 0.659 5 0.875 46 0.001 19 0.007
TA 4 5 23 8
AA 1 1 14 7

GDF15rs1059519 CC 2 4 0.427 28 0.394 16 0.437
CG 1 2 33 16
GG 0 1 6 2

3　讨论

献血者的铁缺乏现象,尤其是在女性和固定献

血者中,近几年引起了极大的关注,世界多个国家

发现固定献血者和育龄女性献血者的铁缺乏率偏

高,建议延长献血间隔期和补充铁剂降低铁缺乏

率,保护献血者健康。同时还发现,遗传因素如基

因多态性位点与铁代谢具有相关性〔8〕。本课题组

对全血献血者SF水平进行调查,发现铁缺乏率处

于较低水平,这主要是我国全血献血间隔期较长,
有利于献血者恢复。本研究将铁缺乏率调查中铁

过载和铁缺乏献血者作为研究对象,对其基因多态

性进行了检测和分析,有些新发现。
3.1　HFE 基因与 HH

HFE 基因遗传多态性(C282Y 和 H63D)会影

响 Hepcidin的正常活性,而 Hepcidin是铁的负调

节因子,使得体内铁吸收过度增加,导致遗传性血

色病。治疗性静脉放血是治疗此类疾病的主要方

式,所以这些患者是理想的献血者〔9〕。据报道,基
因突 变 在 不 同 种 族 间 差 别 较 大,对 于 C282Y
(rs1800562),突变的 A 等位基因纯合子在欧洲东

南部高加索地区、美国和其他欧洲人群中分别占

1.8%、0.3%和0.2%,而在亚洲人群中分布较低,
仅在南亚地区检出0.4%的杂合突变。本实验在

46例铁过载全血献血者中未检出 C282Y 突变,与
亚洲人群的分布规律相符。另一个主要的致病性

突变位点是 H63D(rs1799945),组氨酸替换为天冬

氨酸,导致铁稳态的破坏,引起铁的积累,特别是当

它与 C282Y 多态性同时发生时。在高加索地区、
美国、其他欧洲人群中,突变的 G等位基因纯合子

分别占2.6%、2.6%、3.6%。在中国105例南部汉

族人群中检测到 4 例 (3.8%)杂合突变和 1 例

(1.0%)纯合突变。在中国傣族人群和北京地区的

汉族人群中均只检测到杂合突变(基因型 G/C),比
例分别为4.3%、5.8%〔4〕。本研究共检测到5例

(10.9%)杂合突变,无纯合突变,且与上述3个中

国人群进行统计学分析差异无统计学意义(均P>
0.05)。本实验还检测到HFE 基因一个突变频率

较高的多态性位点rs2071303(C/C:17例、C/T:24
例、T/T:5例),通过与一项亚欧大陆中部人群的

研究结果(C/C:6例、C/T:24例、T/T:20例)比较

后发现,差异有统计学意义(P=0.0001)。这个基

因多态性是否与铁代谢异常具有相关性还需进一

步探讨。
3.2　TMPRSS6基因多态性与铁储备

近年来的研究显示,TMPRSS6 基因突变与缺

铁性贫血相关。在TMPRSS6 中发现的多个常见
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的突变都与欧洲人群的血清铁浓度和血红蛋白浓

度显著相关〔10-11〕。TMPRSS6 基因的重要性还体

现在 其 核 苷 酸 多 态 性 位 点 (SNPs)(rs855791,
rs820268)与血清铁、血红蛋白等指标的降低有关,
与欧美人群一致的是,在中国人群中TMPRSS6 的

rs855791多态性与缺铁性贫血有关。研究发现,
TMPRSS6exon17的基因多态性比较丰富,169
例受检者中检出 4 个 SNPs位点,rs748638433、
rs143875335、rs2235321、rs855791,exon18仅在2
个位点上(rs1037300825和rs146358284)检出各2
例杂合突变。将169例受检者按血清铁蛋白水平

进行分组并对检测出的多态性位点进行组间差异

分析,均 差 异 无 统 计 学 意 义。携 带 TMPRSS6
rs855791等位基因 C的献血者,尤其是女性献血

者,其体内 Hepcidin水平偏低;献血后不易出现铁

缺乏〔3〕。TMPRSS6 基因的rs855791,缬氨酸(V)
突变为丙氨酸(A)(A736V),与 Hb水平及 MCV
的改变密切相关,Langer等〔12〕分析了多次献血者

随机样品中的 TMPRSS6A736V 的改变情况,发
现约有40%为 A/A,40% A/V,20% V/V。对于

女性来说,A/A 者的平均 SF 浓度高于 V/V 者

77%,A/V 者平均SF高出54%。本研究,一共在

55例女性献血者中检测到rs855791多态性,其中

A/A11例、A/V29例、V/V15例,3种基因型的

平均SF分别为75ng/mL、75ng/mL、62ng/mL,
A/A者和A/V者平均SF均比V/V者高出21%。
3.3　GDF15基因多态性与铁储备

黄春妮等〔13〕研究了GDF15 基因相关SNP位

点与地中海贫血患者铁过载的关联性,检测了

rs1059369、rs4808793、rs10585873个位点,发现位

点rs1059369铁过载患者 A/A 及 A/T 基因型频

率较正常组和无铁过载组显著增加,地中海贫血铁

过载的发病风险增加;rs4808793位点对照组与无

铁过载组及铁过载组的基因型分布差异有统计学

意义,携带 C/C基因型的个体患铁过载的风险增

加;但rs4808793的多态性与地中海贫血铁过载相

关性 差 异 无 统 计 学 意 义。 本 研 究 结 果 显 示

GDF15rs1059519和rs1059369 的多态性较为丰

富,其余位点仅检测到1例杂合突变,且这些位点

在不同血清铁蛋白水平的献血者中的分布均差异

无统计学意义(P>0.05)。在rs1059369铁过载组

中突变基因A的基因频率为0.324,正常组中A的

基因频率为0.307,无统计学差异。
综上,江苏地区全血献血者HFE 、GDF15 和

TMPRSS6基因多态性与SF水平之间的关系的研

究结果显示,HFE 、GDF15和TMPRSS6相关多态

性 位 点 与 SF 无 统 计 学 意 义,但 TMPRSS6
rs855791突变基因型的SF水平有升高的趋势,提
示与hepcidin的表达和铁代谢的相关性,后续将扩

大样本量对TMPRSS6基因多态性与SF水平之间

的关系及具体分子机制进一步证实和探讨。
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