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　　[摘要]　目的:探讨济南地区汉族人群血小板抗原(HPA)1-18,21和人类白细胞抗原(HLA-A、B)的基因多

态性分布,为建立本地区机采血小板献血者基因分型资料库奠定基础。方法:采用荧光 PCR熔解曲线分析法对

本站随机选取的347例无亲缘关系固定献血者进行 HLA-A、B和 HPA1-18,21基因分型。结果:HLA-A、B位点

分别检测出18个和34个等位基因,基因频率较高的分布为 A∗02(0.2781),A∗11(0.1686),A∗24(0.1470)与

B∗13(0.1427)、B∗60(0.0692)、B∗61(0.0648)、B∗62(0.0634)。最常见的 HPA 基因组合型为:HPA-1a/1a-
2a/2a-3a/3b-4a/4a-5a/5a-6a/6a-(7-14)a/a-15a/15b-(16-18)a/a-21a/21a。结论:济南汉族人群 HLA 和 HPA 分

布具有多态性,与其他地区和种族比较有差异性,应建立本地区血小板捐献者的 HLA与 HPA基因分型资料库。
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Abstract　Objective:Toinvestigatethegenepolymorphismdistributionofplateletantigen(HPA)1-18,21
andhumanleukocyteantigen(HLA-A,B)inHanpopulationinJinan,soastolayafoundationforestablishing
thegenotypingdatabaseofmechanicallycollectedplateletdonorsinthisarea.Methods:The HLA-A,Band
HPA1-18,21genotypesof347unrelatedfixedblooddonorswereanalyzedbyfluorescencePCRfusioncurveanal-
ysis.Results:18allelesand34allelesweredetectedatHLA-AandBlocirespectively.Thehighergenefrequen-
cieswereA∗02(0.2781),A∗11(0.1686),A∗24(0.1470)andB∗13(0.1427),B∗60(0.0692),B∗61(0.064
8)andB∗62(0.0634).ThemostcommonHPAgenotypeswere:HPA-1a/1a-2a/2a-3a/3b-4a/4a-5a/5a-
6a/6A-(7-14)a/a-15a/15b-(16-18)a/a-21a/21a.Conclusion:ThedistributionofHLAandHPAinJinan
Hanpopulationwaspolymorphic,whichwasdifferentfromotherregionsandraces.TheHLAandHPAgenoty-
pingdatabaseofplateletdonorsinthisregionshouldbeestablished.

Keywords　humanplateletantigen;humanleukocyteantigen;mechanicallycollectedplatelets

　　随着血小板血液制品的大量应用,多次输注血

小板患者可产生血小板相关抗体,造成血小板输注

无效(platelettransfusionrefractory,PTR),PTR
可以由免疫和非免疫因素引起[1]。虽然免疫因素

只占PTR总数的20%[1-2],但是对反复输血或者输

血小板的患者而言,多以此类为主。由于免疫方面

的原因引起的PTR已成为一个重要的影响血小板

正常输注的因素。一般认为,引起 PTR的抗体主

要为两类:即人类白细胞抗原(humanleukocyte
antigen,HLA)和人类血小板抗原(humanplatelet

antigen,HPA)。为PTR 患者输注 HLA 和 HPA
配型相合的血小板可以显著提高血小板输注效果。
HLA和 HPA 具有较高的多态性[3-4],其基因频率

在不同的群体中存在差异,因此建立本地区血小板

捐献者的 HLA 和 HPA 分型资料库,对有效解决

因血小板同种免疫引起的PTR具有重要意义。目

前,国内大多数机构都是采用 PCR-SSP 方法对

HLA和 HPA进行分型,该方法PCR扩增后还需

要进行电泳鉴定,检测大量标本耗时耗力。因此,
笔者采用荧光PCR技术通过熔解曲线分析对济南

地区单采血小板捐献者 HLA-A、B和 HPA1-18,
21等位基因进行分析,研究其分布特点,以期建立

已知基因型的血小板固定献血者资料库,为临床
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PTR患者搜寻 HLA/HPA 基因匹配的血小板,并
为进一步扩充本地区血小板献血者库存提供资料,
现将结果报告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

从济南地区汉族固定血小板献血者中随机选

取347例,其中男304例,女43例,无血缘关系,定
期捐献血小板(捐献次数>3次),年龄18~45岁。
根据 知 情 同 意 原 则 采 集 EDTA 抗 凝 静 脉 全

血2mL。
1.2　仪器和试剂

紫外分光光度计(Eppendorf,德国),Agilent
Mx3000PPCR 扩 增 仪 (STARATAGENE,安 捷

伦,美国),eppendorf5810R 离心机。TIANamp
BloodDNA Kit(北京天根生化科技有限公司,批
号:W9112),HLA与 HPA 基因分型试剂盒(天津

市秀 鹏 生 物 技 术 开 发 有 限 公 司 K202106008,
K202105001)
1.3　DNA提取

分别取样本全血400μL,用 TIANampBlood
DNAKit(北京天根生化科技有限公司)提取,按试

剂盒说明书进行操作。DNA使用浓度为30ng/μL,
A260/A280 值为1.6~2.0。DNA 保存于-80℃冰

箱备用。
1.4　HLA-A、B和 HPA1-18,21基因分型

严格按照天津秀鹏基因人类血小板同种抗原

HPA1-18,21分型试剂盒与 HLA-AB基因分型测

定试剂盒说明书操作。
1.5　统计学处理

采用直接计数法计算基因频率,并用χ2 检验

分析基 因 型 观 察 值 与 期 望 值 是 否 符 合 Hardy-
Weinberg 平 衡 验 证,HPA 对 偶 抗 原 不 配 合 率

(MMP)=2ab(1-ab),其中a,b为对偶抗原等位

基因频率[2],聚类分析比较本地区和其他群体基因

分布的差异。P<0.05为差异有统计学意义。
1.6　血小板供者库的建立

将347例供者进行 HLA-A、B 与 HPA1-18,
21位点分型,将分型结果及其详细地址、身份证号

码、血型数据整理入库。
2　结果

2.1　HLA-A、HLA-B位点基因频率分布

HLA-A、B位点分别检测出18个和34个等位

基因,结果见表1。两位点基因频率较高的分布为

A∗02(0.2781),A∗11(0.1686),A∗24(0.1470)
与B∗13(0.1427)、B∗60(0.0692)、B∗61(0.0648)、
B∗62(0.0634)。

表1　济南地区347例血小板捐献者HLA-A、B位点等位基因频率

等位基因 观察值 基因频率 等位基因 观察值 基因频率 等位基因 观察值 基因频率

A∗01 29 0.0418 B∗07 23 0.0331 B∗52 35 0.0504

A∗02 193 0.2781 B∗08 3 0.0043 B∗54 18 0.0259

A∗03 29 0.0418 B∗13 99 0.1427 B∗55 14 0.0202

A∗11 117 0.1686 B∗18 2 0.0029 B∗56 1 0.0014

A∗23 2 0.0029 B∗27 21 0.0303 B∗57 10 0.0144

A∗24 102 0.1470 B∗35 30 0.0432 B∗58 26 0.0375

A∗26 17 0.0245 B∗37 8 0.0115 B∗60 48 0.0692

A∗29 10 0.0144 B∗38 12 0.0173 B∗61 45 0.0648

A∗30 73 0.1052 B∗39 14 0.0202 B∗62 44 0.0634

A∗31 31 0.0447 B∗3901 8 0.0115 B∗63 1 0.0014

A∗32 14 0.0202 B∗41 1 0.0014 B∗65 2 0.0029

A∗33 49 0.0706 B∗44 33 0.0476 B∗67 13 0.0187

A∗34 2 0.0029 B∗46 41 0.0591 B∗71 13 0.0187

A∗66 1 0.0014 B∗48 39 0.0562 B∗72 1 0.0014

A∗68 8 0.0115 B∗49 2 0.0029 B∗75 38 0.0548

A∗203 8 0.0115 B∗50 7 0.0101 B∗81 1 0.0014

A∗210 6 0.0086 B∗51 37 0.0533

A∗2403 3 0.0043 B∗5102 4 0.0058

2.2　HPA基因型和等位基因频率分布

HPA1-18,21中,HPA7-14、16-18抗原系统基

因呈单特异性,未检出到b等位基因;杂合度较高

的是 HPA3 与 15,基 因 型 HPA3aa、HPA3ab、
HPA3bb的频率分别为0.3141,0.5101,0.1758;
基因型 HPA15aa、HPA15ab、HPA15bb的频率分
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别为0.3228,0.4409,0.2363,见表2。HPA-3与

HPA-15系统的对偶抗原不配合率也最高。经检

验 HPA系统中所有等位基因均复合 Hardy-Wein-
berg平衡。

表2　济南地区347例血小板捐献者HPA基因型和基因频率分布

基因型频率

aa ab bb

基因频率

a b
P

(H-W 平衡) MMP

HPA-1 0.9885 0.0115 0 0.9942 0.0058 0.137 0.0114

HPA-2 0.8876 0.1095 0.0029 0.9424 0.0576 1 0.1027

HPA-3 0.3141 0.5101 0.1758 0.5692 0.4308 0.881 0.3702

HPA-4 0.9942 0.0058 0 0.9971 0.0029 1.0000 0.0057

HPA-5 0.9683 0.0317 0 0.9841 0.0159 1.0000 0.0307

HPA-6 0.9798 0.0202 0 0.9899 0.0101 1.0000 0.0198

HPA-7 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-8 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-9 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-10 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-11 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-12 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-13 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-14 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-15 0.3228 0.4409 0.2363 0.5432 0.4568 0.329 0.3731

HPA-16 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-17 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-18 1.0000 0 0 1.0000 0 NA 0

HPA-21 0.9798 0.0202 0 0.9899 0.0101 1.0000 0.0198

2.3　济南地区血小板献血者 HLA-A、B高频等位

基因与我国其他不同地区的比较

济南地区汉族 A∗11与广州汉族人群[5]基因

频率比较,差异有统计学意义(P<0.01);A∗30的

基因频率与广州、北方汉族[6]、宁夏回族[7]、西藏藏

族[8]比较,差异有统计学意义(P<0.01);与石家

庄汉族[9]、内蒙古蒙古族[10]比较,差异有统计学意

义(P<0.01);A∗31、A∗32、B∗13、B∗51的基因频

率与 西 藏 藏 族 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <
0.01);B∗61与广州汉族、西藏藏族比较,差异有统

计学意义(P<0.05);B∗62与西藏藏族比较,差异

有统计学意义(P<0.05);B∗75与广州汉族、西藏

藏族比较,差异有统计学意义(P<0.01)。济南地区

汉族与其他人群之间的 HLA单倍型比较见图1a。
2.4　济南地区血小板献血者 HPA 基因频率与我

国其他不同地区的比较

济南汉族人群与广州汉族和国内其他少数民

族比较,差异无统计学意义。我国济南地区汉族的

HPA-1、2、3、5、15系统抗原基因分布频率与南非

人比较,差 异 有 统 计 学 意 义[11];HPA-1、5 与 英

国[12]、澳洲高加索人[13]比较,差异有统计学意义。
济南地区汉族与不同国家、不同民族之间的 HPA
基因频率比较见图1b。

3　讨论

PTR是由非免疫因素和免疫因素引起的,前
者包括患者有脾肿大伴脾功能亢进、感染、发热、药
物作用(阿司匹林、肝素、两性霉素等)、弥散性血管

内凝血等情况时可使血小板破坏或消耗增加,从而

导致PTR;后者是由于患者反复输注血小板,患者

血清中可产生血小板的同种抗体,当再次输入血小

板后,会产生血小板抗原和抗体的免疫反应[1]。
HLA抗体是免疫性 PLT 的主要原因[14],约占免

疫因素的80%。济南地区血小板献血者中 HLA-
A、B中基因频率较高的有 A∗02(0.2781),A∗11
(0.1686),A∗24(0.1470)与B∗13(0.1427)、B∗

60(0.0692)、B∗61(0.0648)、B∗62(0.0634)。
A∗11与广州汉族人群的基因频率有显著差异;
A∗30的基因频率与广州、北方汉族、宁夏回族、西
藏藏族有显著差异,与石家庄汉族、内蒙古内蒙古

族有差异;A∗31、A∗32、B∗13、B∗51的基因频率

与西藏藏族有显著差异;B∗61与广州汉族、西藏藏

族有差异;B∗62与西藏藏族有差异;B∗75与广州

汉族、西藏藏族有显著差异[5-10]。由此可见,济南

地区汉族人群血小板捐献者 HLA 基因分布具有

区域性特点,因此,有必要建立本地区 HLA 基因

型血小板捐献者资料库。
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a:济南地区汉族与其他人群之间的 HLA单倍型比较;b:济南地区血小板献血者 HPA基因频率与不同地区的比较。
图1　树状分析图

　　HPA是血小板表面所具有的血小板独特性抗

原,是PTR产生的仅次于 HLA 同种免疫的重要

因素。由于种族多态性及地区差异,HPA 不相合

血小板输注可引起血小板同种免疫反应,诱发输血

后血小板减少性紫癜(PTTP)、PTR 等疾病[15]。
济南地区 HPA-3、HPA-15系统具有多态性,HPA
的基因型受影响较大,是 HPA 相合性输注的重

点。HPA7-14、16-18抗原系统基因呈单特异性,未
检出到b等位基因,均为aa纯合;济南汉族人群中

HPA1-18,21中对偶抗原不配合概率从高到低为

HPA-15、3、2、5、6、21。我 国 济 南 地 区 汉 族 的

HPA-1、2、3、5、15系统抗原基因分布频率与南非

人有显 著 差 异;HPA-1、5 与 英 国、澳 洲 高 加 索

人[11-13]比较存在显著差异。
熔解曲线分析法是近年来兴起的用于基因分

型的遗传学分析方法,该方法利用 PCR结束后根

据不同碱基序列构成核苷酸熔解温度不同这一物

理性质,利用饱和染料监控核苷酸的熔解过程得到

特征性熔解曲线。本研究方法基于PCR-SSP的反

应原理,在反应扩增液中使用SYBRGreenⅠ荧光

染料,形成扩增曲线及特征性熔解曲线表示扩增有

效,通过对特征性熔解曲线 Tm 值定性判断孔位的

阴阳性,依据引物孔位图定性判读基因分型结果,
基因分型结果符合人类基因遗传规则。该方法比

常规SSP方法节省了电泳跑胶的时间,节约了时

间、人力、物力。
有报道在造血干细胞移植中,输注 HLA 配型

的血小板有利于减少 PTR的发生,其输注有效率

优于常规交叉配型的血小板[16]。本研究对济南地

区血小板捐献者 HLA-A、B和 HPA1-18,21系统

抗原基因多态性进行检测,初步建立了血小板捐献

者 HLA和 HPA的基因型资料库,实现患者 HLA

和 HPA抗原配合性输注,可以有效地避免输注无

效的发生,减少血液的浪费,提高成分输血的安全

性与有效性。
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生,尤其是 Kidd血型系统抗体,该血型系统抗体微

弱、联合存在、半衰期短的特点极易造成漏检。因

此平时工作中应学会并掌握分析凝集强度有差别

的谱细胞格局,熟练运用抗体剂量效应及积分制原

则鉴定不规则抗体特异性。在鉴定复杂抗体时,还
可以采用吸收放散试验排除不同血型系统抗体干

扰,保证抗体鉴定的准确性,从而选择相应抗原阴

性的血液,保障临床输血安全。
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