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多重 PCＲ-SSP 技术应用于 HPA-1 ～ 17bw 基因分型研究
和广西壮族人群 HPA 多态性的分布*
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摘要: 目的 建立应用于 HPA-1 ～ 17bw 基因分型的多重聚合酶链反应-序列特异性引物( PCＲ-SSP ) 技术，对

广西壮族人群 HPA 多态性分布进行调查。方法 设计多种 HPA 序列特异性引物的组合，在 1 个 PCＲ 反应体系中

同时扩增多个 HPA 基因，根据扩增片断的有无和大小，指定相应的 HPA 基因型，并以 17 例国际合作研究项目提供

的 HPA 参比 DNA 配组标本，以及 100 例已知 HPA 型的血小板供者的 DNA 标本作验证。使用验证后的技术对 2
659 名无血缘关系的广西壮族人群展开 HPA-1 ～ 17bw 的基因分型和抗原多态性研究。结果 建立了由 16 种 PCＲ
引物混合液，其中有 6 种多重 PCＲ 引物混合液组成的 PCＲ-SSP 反应体系，可用于 HPA-1 ～ 17bw 等位基因的检测。
以 HPA 参比 DNA 配组标本，以及已知 HPA 型的供者的 DNA 标本的检测作验证，HPA 分型结果完全一致; 在 2 659
名广西壮族人群中各 HPA 等位基因频率分布为: HPA-1a 和-1b 为 0. 991 5 和 0. 008 5，HPA-2a 和 -2b 为 0. 956 9 和

0. 043 1，HPA-3a 和-3b 为 0. 512 2 和 0. 487 8，HPA-5a 和 -5b 为 0. 985 0 和 0. 015 0，HPA-6a 和 -6b 为 0. 985 1 和

0. 014 9，HPA-15a 和-15b 为 0. 525 6 和 0. 474 4; HPA-4、HPA-7 ～ 14bw、HPA-16 ～ 17bw 只有 a /a 的纯合子; HPA-2 ～ 3、
HPA-6bw 以及 HPA-15 均存在 a /a 和 b /b 纯合子基因型个体。结论 多重 PCＲ-SSP 技术应用于 HPA 基因分型减少

了 PCＲ 扩增反应数量，节省了人力、物力，HPA 分型系统性强，可用于大量标本的 HPA-1 ～ 17bw 基因分型等研究和

筛查工作; 应用该方法研究证明广西壮族人群 HPA 多态性分布具有民族特征，有助于对壮族人群血小板免疫学特

点的了解。
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Study on multi-PCＲ-SSP technique for HPA-1 ～ 17bw genotyping and the distribution of HPAs polymorphism in
Chinese Zhuang population SHEN Weidong1#，LI Lilan1#，LIAO Yan1，ZHAO Tongmao2，WU Guoguang1 △ . 1. Nanning
Institute of Transfusion Medicine，Guangxi 530007，China; 2. National Institutes of Health，NIH，USA. Joint first Author: SHEN
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Abstract: Objective To develop a multi-PCＲ-SSP technique for human platelet antigens ( HPAs) -1 to -17bw geno-
typing. And study on the distribution of HPAs polymorphism in Zhuang population by this technique. Methods We de-
signed various combinations of HPA sequence-specific primers in order to simultaneously amplify several target HPA gene
fragments in one PCＲ reaction by using one multi-primers combination. The results of HPA genotype were read and assigned
according to the size of the target fragment and the presence or absence of the fragment. The effectiveness of the multi-PCＲ-
SSP technique was evaluated by using 17 HPA reference DNA samples that were provided in 14th Platelet Immunology
Workshop and 100 HPA-known DNA samples of platelet donors. Total of 2 659 random samples from unrelated and healthy
adults of Zhuang population in Guangxi region were studied for HPA -1 to -17bw genotype and antigens polymorphism by the
developed technique. Ｒesults There are 16 primers mixes in the multi-PCＲ-SSP method，and 6 of them are multi-PCＲ
primers combinations mixes in our technical system. 100% concordance of genotyping results were showed by the evaluation
of using 17 reference DNA samples and 100 DNA samples of known-HPA-genotype platelet donors. The HPAs allele fre-
quencies in Zhuang population were 0. 991 5 and 0. 008 5 for HPA-1a and -1b; 0. 956 9 and 0. 043 1 for HPA-2a and-2b;

0. 512 2 and 0. 487 8 for HPA-3a and -3b; 0. 985 0 and 0. 015 0 for HPA-5a and -5b; 0. 985 1 and 0. 014 9 for HPA-6a and

-6b; 0. 525 6 and 0. 474 4 for HPA-15a and -15b，

respectively. There only a /a homozygosis was detected in HPA-
4，HPA-7 ～ 14bw，-16 ～ 21bw. And a /a and b /b homozygosis in
HPA-2 ～ 3，HPA-6bw and HPA-15 were found. Conclusion In
this study，we successfully established a multi-PCＲ-SSP tech-
nique for HPA-1 to -17bw genotyping. It was a rapid and accu-
rate method for HPA genotyping，particularly suitable for large
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quantity samples' HPA-1 ～ 17bw genotyping. This study showed that the HPAs polymorphism in Zhuang population had their
own national characteristics，and the data helps us to know the characteristics of platelet immunological in Zhuang popula-
tion.

Key words: human platelet antigen ( HPA) ; HPA genotyping; multi-PCＲ-SSP; Zhuang population; Guangxi

自 1959 年第 1 个人类血小板特异性抗原( HPA) 被鉴定

至今，已使用血小板同种抗体( 抗-HPA) 检测出 35 个血小板

抗原［1，2］。抗-HPA 是造成同种免疫血小板减少症的直接原

因，可以导致新生儿同种免疫血小板减少症( NAIT) 、新生儿

同种免疫血小板减少紫癜( NAITP) 、输血后紫癜( PTP) 、被动

性血小板减少症( PAIT) ，以及骨髓移植造成的血小板减少

症( TAIT) 等临床疾症; 此外抗-HPA 是造成血小板输注无效

的主要原因之一［3］。近年来，陆续有 HPA 的罕见抗原被发

现的报道，目前已有 34 个抗原被正式命名［1］，但 HPA-18bw
～ 28bw 十分罕见，对临床有重要意义的是 HPA-1 ～ 17bw。

在所发现的 HPA 中，除了 HPA-14bw 是因在核苷酸 1901 ～
1911 位置上 AAG 等 3 个碱基缺失外，其他抗原均由于单核

苷酸取代而产生，表现为单核苷酸多态性( SNP) ［4，5］。HPA
基因分型技术已日趋成熟，并被用于群体调查、临床案例的

基因分型以及建立已知 HPA 型血小板供者库。HPA 的基因

分型多以聚合酶链反应( PCＲ) 为基础，目前已报告的方法包

括 PCＲ-SSP、PCＲ-ＲFLP、PCＲ-SSO、SSCP 以及实时 PCＲ 和以

基因测序为基础的 HPA 分型等技术 ［6 ～ 9］，其中以 PCＲ-SSP
最为常见，第 14 届 ISBT 血小板免疫学研讨会国际合作项目

也对此方法作了全面比较和评估［10，11］。PCＲ-SSP 具有简便

快速等特点，但如作 HPA-1 ～ 17bw 基因分型，通常需要使用

34 个 PCＲ 反应体系，费时和实验室工作量大，不利于大量标

本的分型工作。为克服此缺陷，我们通过建立 HPA-1 ～ 17bw
基因分型的多重 PCＲ-SSP 技术，将检测所需的 PCＲ 反应体

系减少到 16 个，提高了 HPA 基因分型效率，加强了 HPA 分

型的系统性，现将我们所建立的方法和应用此方法作广西壮

族人群 HPA 多态性分布调查的结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 DNA 标本的来源与制备 用于技术验证的 DNA 标本，

分别来自于第 14 届 ISBT 血小板免疫学研讨会国际合作项

目的 17 份 HPA 参比 DNA 配组标本( 表 1 ) ( 100 μL /份、－
80℃冻存，所有标本均为本所承办的该届血小板免疫学国际

合作项目向各国参加该项目实验室分发的 HPA 参比 DNA
配组标本) 和南宁市中心血站的 100( 人) 份血小板单采献血

者的血样( 5 mL /份、EDTA 抗凝、于 － 80℃ 冻存备用) ; 前者

的基因型由全球的 42 个实验室采用包括基因测序等技术作

HPA 分型鉴定确认( 表 1) ［10，11］，后者均已用不同的 PCＲ-SSP
的 HPA 基因分型试剂盒( G＆T Biotech，Inc. Ｒockville，USA 及

HPA ＲEADY GENE 试 剂 盒，inno-TＲAin Diagnostik GmbH，

Germany，批号分别为 H03 ～ 05、HP018 ) 反复鉴定后，收入南

宁市中心血站血小板单采献血者数据库，应用 Puregene DNA
Purification Kit ( Gentra，Minneaspolid，USA，批号为 GS22256、
158389) 作血样的 DNA 分离和提纯。操作按试剂盒使用说

明书。
1. 2 广西壮族人群标本的来源与 DNA 的制备 2007 年 3
月 ～ 2007 年 10 月，由南宁输血医学研究所从居住于广西地

区的无血缘关系( 不能是父母、子女和兄弟姐妹间的关系) 的

壮族人群中随机采集 2 659 ( 人) 份静脉血 5 mL /份，采血前

均已取得知情同意，血样使用 EDTA 抗凝，于 － 80℃ 冻存待

检，血样的 DNA 抽提方法同上。

表 1 第 14 届 ISBT 血小板免疫学研讨会国际合作项目提供的 HPA 参比 DNA 配组标本

HPA-1 HPA-2 HPA-3 HPA-4 HPA-5 HPA-6 HPA-7 HPA-8 HPA-9 HPA-10 HPA-11 HPA-12 HPA-13 HPA-14 HPA-15 HPA-16 HPA-17
SYD HPA-1Var 1bb 2aa 3ab 4aa 5bb 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15aa 16aa 17aa
AN-BM000152 1bb 2aa 3ab 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15bb 16aa 17aa

J． A-645 1ab 2aa 3bb 4aa 5bb 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
F1 1ab 2aa 3aa 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
M1 1aa 2aa 3bb 4aa 5aa 6ab 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15aa 16aa 17aa

Giessen 1 1aa 2bb 3aa 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15bb 16aa 17aa
Giessen 2 1aa 2ab 3bb 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9ab 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-1 1aa 2bb 3bb 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-2 1aa 2aa 3ab 4aa 5aa 6bb 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15bb 16aa 17aa
NNITM-3 1ab 2aa 3ab 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-4 1bb 2aa 3ab 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15aa 16aa 17aa
NNITM-5 1aa 2ab 3aa 4aa 5ab 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-6 1aa 2bb 3aa 4aa 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15bb 16aa 17aa
NNITM-7 1aa 2aa 3ab 4aa 5ab 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-8 1aa 2ab 3ab 4aa 5aa 6bb 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15bb 16aa 17aa
NNITM-9 1aa 2aa 3ab 4ab 5aa 6aa 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15ab 16aa 17aa
NNITM-13 1aa 2aa 3aa 4aa 5aa 6ab 7aa 8aa 9aa 10aa 11aa 12aa 13aa 14aa 15aa 16aa 17aa

1. 3 PCＲ 引物混合液的设计 共使用 16 种 PCＲ 引物混合

液( 表 2，3) ( 由美国 G＆T Biotech，Inc. Ｒockville 制备，批号:

HM02) ，检测已被正式命名的 HPA-1 ～ 17bw 等位基因，其中

含 6 种多重 PCＲ-SSP 引物混合液的组合，分别为多重 4a、4b、

5a、5b、6a 和 6b 组合 。引物: GHF ( 5'-GCC TTC CCA ACC

ATT CCC TTA-3') 和 GHＲ ( 5'-TCA CGG ATT TCT GTT GTG

TTT C-3') 扩增 429 bp 的内对照，DＲBF ( 5'-CCA AGT GGA

GCA CCC AA-3') 和 DＲBＲ( 5'-ATC TTG CTC TGT GCA GAT
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T-3') 扩增 792 bp 的内对照; PCＲ 混合液: 含有 10 mmol /L
Tris-HC1 ( pH8. 3 ) 、50 mmol /L KCl，1. 5 mmol /L MgCl2，

0. 001% ( wt /vol) gelatin、0. 2 mmol /L dNTPs 及( 0. 1 ～ 0. 2 )

μmol /L SSP 引物。每种 PCＲ 引物混合液检测 HPA 的相应

基因以及扩增基因片段的位置( 表 3) 。

表 2 多重 PCＲ-SSP HPA 基因分型引物

特异性引物序列 ( 5'-3' ) 共同引物序列 ( 5'-3' ) SNP 或缺失

HPA-1a 1aF ACTTACAGGCCCTGCCTCT 1Ｒ GTGCAATCCTCTGGGGACT 176T
HPA-1b 1bF ACTTACAGGCCCTGCCTCC 176C
HPA-2a 2aF CCCCCAGGGCTCCTGAC 2Ｒ CCAGCGACGAAAATAGAGG 482C
HPA-2b 2bF CCCCCAGGGCTCCTGAT 482T
HPA-3a 3aＲ GGGGGAGGGGCTGGGGA 3F GAAAGACCTGGGAAGGCGG 2621T
HPA-3b 3bＲ GGGGGAGGGGCTGGGGC 2621G
HPA-4a 4aF GCTGGCCACCCAGATGCG 4Ｒ GCTGTCCTGGCGTCTGGAG 506G
HPA-4b 4bF GCTGGCCACCCAGATGCA 506A
HPA-5a 5aF GTCTACCTGTTTACTATCAAAG 5Ｒ TCTCATGGAAAATGGCAGTA 1600G
HPA-5b 5bF GTCTACCTGTTTACTATCAAAA 1600A
HPA-6a 6aF GACGAGTGCAGCCCCCG 6Ｒ GCGGACACAGGAGAAGTC 1544G
HPA-6b 6bF GACGAGTGCAGCCCCCA 1544A
HPA-7a 7aF CAAGGTGCGAGGCTGTC 7Ｒ GGGCCTGGCAGGCACAG 1297C
HPA-7b 7bF CAAGGTGCGAGGCTGTG 1297G
HPA-8a 8aＲ CTGACTCAATCTCGTCACA 8F TGTGTGTGTTTTAATGGAGG 1984C
HPA-8b 8bＲ CTGACTCAATCTCGTCACG 1984T
HPA-9a 9aＲ GGCAGCCCCCAGTCCAC 9F GGATATACAGCCCCAGGG 2602G
HPA-9b 9bＲ GGCAGCCCCCAGTCCAT 2602A
HPA-10a 10aF CCCAGTGAGTGAGGCCCG 10Ｒ GTGCAATCCTCTGGGGACT 263G
HPA-10b 10bF CCCAGTGAGTGAGGCCCA 263A
HPA-11a 11aF ACCGAAAATACCTGCAACCG 11Ｒ CAGCTCACATCAAGTGTCC 1976G
HPA-11b 11bF ACCGAAAATACCTGCAACCA 1976A
HPA-12a 12aF GACGCTCGTGGACTGCGG 12Ｒ GCAACGCAGGTCGCGGTAG 119G
HPA-12b 12bF GACGCTCGTGGACTGCGA 119A
HPA-13a 13aF AAAAGGTTAACATTTTCAGTAAC 13Ｒ CCGGTAGGGAGAATGATGC 2483C
HPA-13b 13bF AAAAGGTTAACATTTTCAGTAAT 2483T
HPA-14a 14aＲ AGACTCCACACTCACTTCTT 14F AGCCTGCTGCCATGGGAGTG 1909-1911 AAG
HPA-14b 14bＲ AGACTCCACACTCACTTAAA 1909-1911 del．
HPA-15a 15aF CAAATTCTTGGTAAATCCTGG 15Ｒ GACCTTATGATGACCTATTC 2108C
HPA-15b 15bF CAAATTCTTGGTAAATCCTGT 2108A
HPA-16a 16aＲ GTGAGCTTTCGCATCTGGG 16F GAGAAGAAGATAAAAACTAAC 497C
HPA-16b 16bＲ GTGAGCTTTCGCATCTGGA 497T
HPA-17a 17aＲ GGTCACCTGGTCAGTTAGCG 17F TTTGTCCCCTCTCTTTCCTCC 622C
HPA-17b 17bＲ GGTCACCTGGTCAGTTAGCA 622T

1. 4 PCＲ 扩增 PCＲ 反应的总体积 9 μL，含有 PCＲ 引物混

合液 7 μL、DNA 样品［含( 70 ～ 100 ) ng DNA］1 μL 和已稀释

的 rTaq DNA 聚 合 酶［TaKaＲa Biotechnology ( Dalian ) ，批 号

CK7601AA］( 含 0. 5 U) 1 μL。使用 PCＲ 扩增仪( 美国 ABI，
GeneAmp9700 型) 扩增，扩增程序为 95℃ 5 min 后，依次做 30

个循环: 1) 95℃ 30 s，2) 60℃ 30 s，3) 72℃ 90 s; 30 个循环

后置 72℃再延长 5 min，降温至 4℃，完成扩增。
1. 5 PCＲ 扩增产物的检测和基因型指定 使用琼脂糖( 西

班牙 Biowest，批号 111860) 和 0. 5 × TBE 缓冲液配制成 3%琼

脂糖凝胶［每 100 mL 凝胶中含 5 μL DNA green 绿如蓝核酸

染料( 北京天恩泽基因科技有限公司，批号 108111 ) ］，取 5

μLPCＲ 产物直接点样到凝胶孔中，DNA 长度标记( Marker)

点样 5 μL。使用 0. 5 × TBE 缓冲液以 Ｒunone 全套水平电泳

仪( 美国 Embitec，Ｒunone) 于 100 V 电泳 30 ～ 40 min，然后在

凝胶成像分析系统( 美国西蒙，BIO-BEST 型) 下拍照记录。

根据是否产生 PCＲ 扩增产物以及产物的长度，解读和指定

相应基因型( 表 3) 。
1. 6 技术的验证 使用所建立的多重 PCＲ-SSP 方法对第

14 届 ISBT 血小板免疫学研讨会国际合作项目的 17 份 HPA

参比 DNA 配组标本和 100 例已知 HPA 型的血小板单采献血

者 DNA 标本作 HPA-1 ～ 17bw 基因分型，步骤同 1. 4 和 1. 5，

比较分型结果与标本 HPA 基因型别的一致性，并对前一组

标本重复 3 次分型检测试验，观察重复试验结果的一致性。
1. 7 广西壮族人群标本 HPA-1 ～ 17bw 基因分型检测及统计

分析 使用所建立的多重 PCＲ-SSP 方法对广西壮族人群标

本作 HPA-1 ～ 17bw 基因分型，步骤同 1. 4 和 1. 5。
1. 8 统计学方法 采用 SPSS13. 0 统计学软件进行统计分

析数，其基因频率按群体遗传基因计数法计算 χ2 值，比较基

因分布的期望值和观察值，验证其是否符合 Haedy-Weinberg
( HW) 平衡法则; 不同人群基因频率分布比较采用 χ2 检验，
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以显示多态性分布的差异性。
表 3 PCＲ 扩增产物长度和检测的相应 HPA 等位基因

PCＲ 引物
混合液

HPA
特异型

基因位置

糖蛋白 外显子

特异性产
物长度 ( bp)

内对照产物
长度 ( bp)

1a HPA-1a GPⅢa 2 188 429
1b HPA-1b GPⅢa 2 188 429
2a HPA-2a GPⅠb 2 241 429
2b HPA-2b GPⅠb 2 241 429
3a HPA-3a GPⅡb 26 136 429
3b HPA-3b GPⅡb 26 136 429

多重 4a 组合 HPA-4a GPⅢa 3 158 429
HPA-7a GPⅢa 9 117 429
HPA-11a GPⅢa 11 219 429
HPA-14a GPⅢa 10 306 429

多重 4b 组合 HPA-4b GPⅢa 3 158 429
HPA-7bw GPⅢa 9 117
HPA-11bw GPⅢa 11 219
HPA-14bw GPⅢa 10 306

多重 5a 组合 HPA-5a GPⅠa 13 249 429
HPA-9a GPⅡb 26 200
HPA-13a GPⅠa 20 112
HPA-17a GPⅢa 4 153

多重 5b 组合 HPA-5b GPⅠa 13 249 429
HPA-9bw GPⅡb 26 200
HPA-13bw GPⅠa 20 112
HPA-17bw GPⅢa 4 153

多重 6a 组合 HPA-6a GPⅢa 9 163 429
HPA-8a GPⅢa 11 290
HPA-10a GPⅢa 2 103
HPA-16a GPⅢa 3 194

多重 6b 组合 HPA-6bw GPⅢa 9 163 429
HPA-8bw GPⅢa 11 290
HPA-10bw GPⅢa 2 103
HPA-16bw GPⅢa 3 194

12a HPA-12a GPⅠb 2 252 792
12b HPA-12bw GPⅠb 2 252 792
15a 15a CD109 19 225 429
15b 15b CD109 19 225 429

2 结果

2. 1 应用国际合作项目 HPA 参比 DNA 配组标本作 HPA 基

因分型验证 17 份 HPA 参比 DNA 配组标本分型结果与其

HPA 基因型完全一致( 图 1 ～ 4) 。

图 1 标本 Giessen 2 基因分型凝胶电泳图谱

和 HPA 分型结果解读

2. 2 应用已知 HPA 型血小板单采献血者标本作 HPA 基因

分型验证 100 例已知 HPA 型的血小板单采献血标的分型

结果与已知 HPA 型完全一致。
2. 3 重复性试验 应用国际 HPA 参比 DNA 配组标品重复

HPA 基因分型试验 3 次: 结果完全相同。
2. 4 广西壮族人群 HPA-1 ～ 17bw 基因频率分布情况 HPA-
1 ～ 17bw 各等位基因频率分别为: HPA-1a 0. 991 5、1b 0. 008
5、2a 0. 986 9、2b 0. 043 1、3a 0. 512 2、3b 0. 487 8、5a 0. 985 0、
5b 0. 015 0、6a 0. 985 1、6bw 0. 014 9、15a 0. 525 6、15b
0. 4744，经 HW 吻合度校验，证明广西壮族人群上述系统的

基因多态性分布均符合 HW 群体遗传平衡法则; 其中 HPA-3
和-15 显示有着较高的杂合度，HPA-4、HPA-7 ～ 14bw、HPA-16
～ 17bw 只有 a /a 的纯合子，未见 b /b 纯合子个体; HPA-2 ～ 3

和-6 以及-15 均存在 a /a 和 b /b 纯合子个体，并检出罕见的

6b /6b 纯合子基因型个体( 表 4) 。

图 2 标本 NNITM-2 基因分型凝胶电泳图谱

和 HPA 分型结果解读

图 3 标本 NNITM-4 基因分型凝胶电泳

图谱和 HPA 分型结果解读

图 4 标本 NNITM-9 基因分型凝胶电泳图谱

和 HPA 分型结果解读

2. 5 广西壮族人群与其他人群 HPA-1 ～ 6bw、HPA-15 的基因

多态性比较 见表 5，6。
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表 4 广西壮族人群 HPA 1 ～ 17bw 基因频率分布 ( n = 2 659)

观察频率( n) 预期频率( n) 等位基因频率 HW 分析

1a /1a 0． 983 1( 2 614) 0． 983 1( 2 614． 190 4) 1a =0． 9915 χ2 = 0． 1937
1a /1b 0． 016 9 ( 45) 0． 016 8( 44． 619 2) 1b =0． 0085 P ＞0． 05
1b /1b 0． 000 0( 0) 0． 000 1( 0． 190 4)

2a /2a 0． 915 8( 2 435) 0． 915 7( 2 434． 930 5) 2a =0． 9569 χ2 = 0． 001 1
2a /2b 0． 082 4( 219) 0． 082 4( 219． 139 0) 2b =0． 0431 P ＞0． 05
2b /2b 0． 001 9( 5) 0． 001 9( 4． 930 5)

3a /3a 0． 256 9( 683) 0． 262 8( 697． 647 2) 3a =0． 5122 χ2 = 1． 2925
3a /3b 0． 510 7( 1 358) 0． 499 7( 1 328． 705 5) 3b =0． 4878 P ＞0． 05
3b /3b 0． 232 4( 618) 0． 237 9( 632． 647 2)

4a /4a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 4a =1． 0000 NA
4a /4b 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 4b =0． 0000
4b /4b 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

5a /5a 0． 969 9( 2 579) 0． 970 1( 2 579． 601 7) 5a =0． 9850 χ2 = 0． 6203
5a /5b 0． 030 1( 80) 0． 029 6( 78． 796 5) 5b =0． 0150 P ＞0． 05
5b /5b 0． 000 0( 0) 0． 000 2( 0． 6017)

6a /6a 0． 970 7( 2 581) 0． 970 5( 2580． 5868) 6a =0． 9851 χ2 = 0． 2998
6a /6bw 0． 029 0( 77) 0． 029 3( 77． 826 4) 6bw =0． 0149 P ＞0． 05
6bw /6bw 0． 000 4( 1) 0． 000 2( 0． 586 8)

7a /7a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 7a =1． 0000 NA
7a /7bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 7bw =0． 0000
7bw /7bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

8a /8a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 8a =1． 0000 NA
8a /8bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 8bw =0． 0000
8bw /8bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

9a /9a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 9a =1． 0000 NA
9a /9bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 9bw =0． 0000
9bw /9bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

观察频率( n) 预期频率( n) 等位基因频率 HW 分析

10a /10a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 10a =1． 0000 NA
10a /10bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 10bw =0． 0000
10bw /10bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

11a /11a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 11a =1． 0000 NA
11a /11bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 11bw =0． 0000
11bw /11bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

12a /12a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 12a =1． 0000 NA
12a /12bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 12bw =0． 0000
12bw /12bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

13a /13a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 13a =1． 0000 NA
13a /13bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 13bw =0． 0000
13bw /13bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

14a /14a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 14a =1． 0000 NA
14a /14bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 14bw =0． 0000
14bw /14bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

15a /15a 0． 280 9( 747) 0． 276 2( 734． 489 0) 15a =0． 5256 χ2 = 0． 9468
15a /15b 0． 489 3( 1 301) 0． 498 7( 1 326． 022 0) 15b =0． 4744 P ＞0． 05
15b /15b 0． 229 8( 611) 0． 225 1( 598． 489 0)

16a /16a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 16a =1． 0000 NA
16a /16bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 16bw =0． 0000
16bw /16bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

17a /17a 1． 000 0( 2 659) 1． 000 0( 2 659) 17a =1． 0000 NA
17a /17bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0) 17bw =0． 0000
17bw /17bw 0． 000 0( 0) 0． 000 0( 0)

NA 无法评估

表 5 不同人群 HPA1-6，15 等位基因频率

n HPA-1a HPA-1b HPA-2a HPA-2b HPA-3a HPA-3b HPA-4a HPA-4b HPA-5a HPA-5b HPA-6a HPA-6bw HPA-15a HPA-15b
广西壮族( 本组) 2 659 0． 991 5 0． 008 5 0． 956 9 0． 043 1 0． 512 2 0． 487 8 1． 000 0 0． 000 0 0． 985 0 0． 015 0 0． 985 1 0． 014 9 0． 525 6 0． 474 4

中国汉族［12］ 1000 0． 994 0 0． 006 0 0． 951 5 0． 048 5 0． 594 5 0． 405 5 0． 995 5 0． 004 5 0． 986 0 0． 014 0 0． 986 5 0． 013 5 0． 532 0 0． 468 0
马来西亚［13］ 200 0． 975 0 0． 025 0 0． 962 5 0． 037 5 0． 502 5 0． 497 5 0． 995 0 0． 005 0 0． 950 0 0． 050 0 0． 992 5 0． 007 5 0． 515 0 0． 485 0
越南京族［14］ 107 0． 986 0． 014 0． 953 0． 047 0． 486 0． 514 1． 000 0． 000 0． 972 0． 028 0． 986 0． 014 0． 523 0． 477

日本［15］ 331 0． 998 0． 002 / / / / 0． 989 0． 011 / / 0． 973 0． 027 / /
韩国［16］ 200 0． 988 0． 012 0． 923 0． 077 0． 555 0． 445 0． 990 0． 010 0． 978 0． 022 0． 980 0． 020 / /

德国高加索人［17］ 119 0． 798 0． 202 0． 908 0． 092 0． 567 0． 432 1． 000 0． 000 0． 916 0． 084 / / 0． 517 0． 483
美国白人［18］ 100 0． 89 0． 11 0． 92 0． 09 0． 67 0． 33 1． 00 0． 00 0． 89 0． 11 / / / /

表 6 广西壮族人群与不同人群 HPA-1 ～ 6bw 和-15 基因频率相比较的统计分析 χ2 值列表

n HPA-1 HPA-2 HPA-3 HPA-4 HPA-5 HPA-6bw HPA-15
中国汉族 1 000 1． 139 8* 1． 010 0* 39． 546 2＊＊ 39． 940 1＊＊ 0． 108 8* 0． 187 0* 0． 240 8*

马来西亚 200 10． 681 2＊＊ 0． 281 7* 0． 140 7* 26． 599 3＊＊ 26． 456 5＊＊ 0． 465 4* 0． 166 8*

越南京族 107 0． 738 5* 0． 066 9* 0． 566 9* NA 2． 269 7* 0． 009 9* 0． 005 0*

日本 331 3． 726 7* / / 56． 298 5＊＊ / 5． 613 3＊＊ /
韩国 200 0． 699 9* 10． 165 7＊＊ 2． 725 6* 53． 217 2＊＊ 1． 350 0* 0． 657 2* /

德国高加索人 119 516． 740 3＊＊ 12． 875 2＊＊ 2． 759 2* NA 61． 346 5＊＊ / 0． 019 0*

美国白人 100 44． 860 0＊＊ 9． 931 9＊＊ 19． 217 9＊＊ NA 105． 135 3＊＊ / /

NA 无法评估; * 本组壮族人群与该人群比较 P ＞ 0． 05，＊＊ 本组壮族人群与该人群比较，P ＜ 0． 05

3 讨论

一般的 PCＲ-SSP 的 HPA 基因分型技术，除内参照引物

对外，仅应用 1 对引物，通过 PCＲ 扩增产生 1 个目的核酸片

段，主要用于单一 HPA 等位基因的鉴定。我们所建立的多

重 PCＲ-SSP 的 HPA 基因分型技术是在同一 PCＲ 反应体系里

加上≥2 对引物，同时扩增出多个核酸片段的 PCＲ 反应，对

多个 HPA 等位基因作鉴定，其反应原理、反应试剂和操作过

程与一般 PCＲ-SSP 相同，是 1 种相对简便快捷的 HPA 等位

基因鉴定方法。建立多重 PCＲ-SSP 的 HPA 基因分型技术需

要特别注意的因素包括用于扩增不同基因的引物的组合、不
同引物对之间的相对浓度、PCＲ 缓冲液的浓度、循环温度、
MgCl2 和 dNTP 浓度间的平衡等，在应用大量已知 HPA 型标

本试验的基础上，才能建立 1 套标准方法。尤其须考虑在多

重 PCＲ 中，同 1 个反应管中含有多个 PCＲ-SSP 引物，由于引

物对 DNA 扩增样板以及 DNA 聚合酶的竞争作用，或引物之

间产生非特异性扩增，都会导致产生错误的分型结果。在我

们设计引物组合中，采用的原则之一是避免引物所扩增的基

因片段在同 1 个基因的同 1 个外显子，可以减少可能存在的

引物之间的相互干扰; 经过预筛选试验，最终我们选择了 6
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种多重 PCＲ 引物组合，结果显示可以避免漏检或错误定型

( 表 2，3) 。
考虑到多重 PCＲ 反应系统中，由于多重 PCＲ 扩增产物

的长度相差仅 40 ～ 50 bp，为了区分这些条带，我们使用了较

高浓度的琼脂糖凝胶及较长时间的电泳。在解读和指定相

应 HPA 等位基因时，必须正确区分内对照条带、目的基因的

特异性扩增条带和额外反应条带的位置，应用 DNA 长度标

记( Marker) 作参照比对( 图 1 ～ 4) ; 若遇到标本分型结果难

以判读和指定，在复核该标本时，最好同时增加已知 HPA 型

的标准参比标本作比对检测和判读。
为了验证所建立的多重 PCＲ-SSP HPA-1 ～ 17bw 基因分

型技术的特异性、系统性和正确性，我们分别采用了第 14 届

ISBT 血小板免疫学研讨会国际合作项目提供的 HPA 参比

DNA 配组的 17 例标本，以及 100 例已知 HPA 型的血小板供

者标本作检测，其中国际合作项目标本大多是罕见 HPA 基

因型，结果为 100% HPA 分型正确，说明该技术的试验重复

性好( 表 1、图 1 ～ 4) 。
HPA 多态性的分布有种族和地区特异性，因此所介导的

血小板免疫减少症的抗-HPA 的主要特征也有所差别，如白

种( 高加索) 人群，同种免疫产生的同种抗体以抗-HPA-1 为

主，其次为 抗-HPA-5［19］; 亚 洲 的 日 本 人 群 中，主 要 涉 及 到

HPA-4 ［20 ～ 23］。我国壮族人群的主要聚居地在广西壮族自治

区［24］，我们应用所建立的多重 PCＲ-SSP HPA-1 ～ 17bw 基因

分型技术对本组壮族人群的 HPA 多态性分布作了研究: 壮

族人群的 HPA-1、-2、-5 和-6bw 等血小板抗原中，a 等位基因

均为高频率分布; HPA-3 和-15 的杂合率最高，其 a 和 b 等位

基因频率几乎各占一半; 而 HPA-4、-7 ～ 14bw、-16 ～ 17bw 等

均未见 b 等位基因( 表 4) 。本组壮族人群的 HPA-1b 基因频

率仅为 0. 008 5，明显低于德国高加索人( 0. 202 ) ［17］及美国

白人( 0. 11) ［18］( P ＜ 0. 05) ，而与中国汉族［12］、越南京族［14］、
日本人［15］、韩国人［16］ 相似( P ＞ 0. 05 ) ; HPA-2b 基因频率为

0. 043 1，低于韩国人［16］、德国高加索人［17］及美国白人［18］( P
＜ 0. 05) ; HPA-3a 和-3b 基因频率分别为 0. 512 2 和 0. 487 8，

后者稍高于中国汉族［12］与美国白人［18］( P ＜ 0. 05) ; HPA-15a
和-15b 基因频率分别为 0. 525 6 和 0. 474 4，与我们所比对的

人群［12 ～ 14，17］均无明显差别( P ＞ 0. 05) ( 表 5，6) 。HPA-3 和-
15 作为杂合率较高的 2 个血小板抗原系统，较有可能介导同

种免疫血小板减少症问题，如国内曾报道抗-HPA-3a 引起

NAITP 的案例［25］。HPA-4b 主要见于亚洲人群中，其参与的

NAIT 案例多见于日本［20 ～ 23］，本组广西壮族人群 HPA-4b 基

因频率为 0. 000 0( 表 4 ) ，提示在广西壮族人群中由 HPA-4
参与的同种免疫血小板减少症的几率极小。抗-HPA-5b 可

引发 NAITP，本组广西壮族人群 HPA-5 a 和-5b 等位基因频

率分别 为 0. 985 0 和 0. 015 0，均 与 中 国 汉 族［12］、越 南 京

族［14］和韩国［16］人群无明显差异( P ＞ 0. 05) ，但 HPA-5b 基因

频率 低 于 马 来 西 亚 人 ( 0. 050 0 ) ［13］、德 国 高 加 索 人［17］

( 0. 084) 和美国白人［18］( 0. 11) ( P ＜ 0. 05) ( 表 5) 。本组壮族

人群 HPA-6b 基因频率为 0. 014 9，稍低于日本人( 0. 027) ［15］

( P ＜ 0. 05) ，与中国汉族［12］、马来西亚［13］、越南京族［14］和韩

国［16］等人群虽然无明显差异( P ＞ 0. 05) ，但在这些比对的人

群目前尚未发现的 HPA-6bb 基因型个体，我们在本组人群中

却检测到了( 表 5) ，提示壮族人群由抗-HPA-6 引发的血小板

同种免疫疾病的发生率可能相对较高，应当引起重视。
在常规的 PCＲ-SSP HPA-1 ～ 17bw 的基因分型中，每例标

本需要 34 个 PCＲ 反应才能完成 HPA 分型。使用多重 PCＲ-
SSP 技术可以将总的 PCＲ 分型反应数减少到 16 个，为常规

的 PCＲ-SSP HPA 分型技术的一半，使工作效率提高了 1 倍，

不但节省时间，同时也节约了人力和物力。我们应用多重

PCＲ-SSP 技术，成功地对 2 659 名无血缘关系的广西壮族人

群个体所作的 HPA-1 ～ 17bw 基因分型及对其 HPA 基因多态

性民族特征的研究，显示该技术有助于输血医学和临床医学

专业人员对我国多民族人群的血小板免疫学特点的认识和

深入研究，这将是我们研究工作的主要目的之一。
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·论著·

广西地区汉、壮和瑶族人群 CD36 缺失结构实验分析和特征研究*

钟周琳 申卫东 周燕 刘金莲 黎海燕 卢芳 吴国光△ ( 南宁输血医学研究所，广西 南宁 530007)

摘要: 目的 建立 CD36 缺失结构的试验鉴定方法，调查广西地区汉、壮、瑶族人群 CD36 缺失频率及分布特

征。方法 建立血小板流式细胞荧光免疫检测试验( PIFT-FC) 对广西地区 4 621 名无血缘关系的汉、壮、瑶等民族

献血者血小板 CD36 的表达作筛查，以血小板抗原单克隆抗体特异性免疫固定试验( MAIPA) 对初筛 CD36 缺失者

复检，以单核细胞流式细胞荧光免疫检测试验( MIFT-FC) 检测 CD36 缺失者的单核细胞 CD36 的表达，对 CD36 缺

失型个体作缺失型的亚型分型及 CD36 缺失结构的研究。结果 PIFT-FC 和 MAIPA 筛查出广西汉、壮、瑶族个体

CD36 的总体缺失率是 4. 13% ( 191 /4 621 ) ，其中汉族人群的缺失率为 3. 59% ( 109 /3 036 )、壮族为 5. 76% ( 80 /1
389)、瑶族为 2. 38% ( 2 /84)。对其中 117 名 CD36 缺失个体分型检测:Ⅰ型 CD36 缺失的总体比例为 41. 03% ( 48 /
117) ，分别是汉族人群 39. 19% ( 29 /74 )、壮族 43. 90% ( 18 /41 )、瑶族 50% ( 1 /2 ) ; Ⅱ型 CD36 缺失的总体比例

58. 97% ( 69 /117) ，分别是汉族人群 60. 81% ( 45 /74 )、壮族 56. 10% ( 23 /41 )、瑶族 50% ( 1 /2 )。结论 成功建立

PIFT-FC、MAIPA 和 MIFT-FC 试验; 广西汉、壮、瑶民族人群间的 CD36 缺失结构有差异，壮族人群 CD36 缺失率较

高，显示出其民族特征。
关键词: CD36 缺失; 血小板流式细胞荧光免疫检测试验( PIFT-FC) ; 单核细胞流式细胞荧光免疫检测试验

( MIFT-FC) ; 血小板抗原单克隆抗体特异性免疫固定检测技术( MAIPA) ; 汉族; 壮族; 瑶族; 广西
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Characteristic and structure analysis of CD36 deficiency in Han，Zhuang and Yao population from Guangxi region
in China ZHONG Zhoulin，SHEN Weidong，ZHOU Yan，LIU Jinlian，LI Haiyan，LU Fang，WU Guoguang. Corresponding
author: Wu Guoguang． Nanning Institute of Transfusion Medicine，Nanning 530007，China

Abstract: Objective To investigate the incidence of CD36 deficiency and characteristics of Han，Zhuang and Yao
nationality individuals from Guangxi region. Methods Platelet immunouorescence test-flow cytometry ( PIFT-FC) assay was

setup to screen CD36 deficiency from Han，Zhuang，and Yao
nationality non-related donors，and the results were checked by
monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens
( MAIPA) assay，then expression of CD36 on monocyte was ana-
lysed by Monocyte Immuno uorescence Test-Flow Cytometry
( MIFT ) to classify the types of CD36 deficiency. Ｒesults

·41· 中国输血杂志 2014 年 1 月第 27 卷第 1 期 Chin J Blood Transfusion Jan，2014，Vol． 27，No． 1


