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Определение группы крови человека методом ПЦР в реальном времени  
у коренного населения Казахстана 

В статье разработан метод генотипирования группы крови, основанный на ПЦР в реальном времени. 
Он может быть использован в качестве дополнения к классическому серологическому способу. Дан-
ный метод определения группы крови человека, включающий генотипирование трех полиморфизмов 
гена АВО (261, 796 и 803), отличается тем, что генотипирование проводится методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени и позволяет определять группу крови АВ0 у населения 
Казахстана с точностью до 99,5 %. Проведение генетического тестирования аллелей гена АВО будет 
наиболее востребовано в центрах переливания крови в случае возникновения спорных ситуаций при 
стандартном определении группы крови. 
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Введение 

Для безопасного переливания крови должны быть удовлетворены три основных условия. Во-
первых, красные кровяные тельца должны быть совместимы по группе крови АВ0. Во-вторых, не до-
пускается переливание резус-положительных эритроцитов резус-отрицательным реципиентам жен-
ского пола. В-третьих, эритроциты донора не должны иметь антигенов, вступающих в реакцию с лю-
бым клинически значимым антителом реципиента. Таким образом, возникает вопрос, существуют ли 
надежные и недорогие ДНК-методы для определения антигенов группы крови АВ0, удовлетворяю-
щие эти условия, чтобы рассматривать их в качестве замены существующих серологических мето-
дов? 

Известно, что ошибки при определении групповой принадлежности крови у реципиентов созда-
ют серьезные предпосылки для развития гемолитических осложнений при гемотрансфузионной тера-
пии. Частота острых гемолитических осложнений в среднем составляет 1 на 25 тыс. трансфузий. Фа-
тальные гемолитические осложнения встречаются с частотой 1 на 100 тыс. трансфузий. Несовмести-
мость по группе АВ0 составляет примерно 83 % от всех фатальных острых гемолитических осложне-
ний [1]. При этом летальность в результате несовместимых по системе АВ0 трансфузий составляет в 
Великобритании 1 на 10 случаев несовместимых трансфузий, в США — 1 на 18, в России — 1 на 3,9 
[2, 3]. Летальность гемолитических осложнений в Казахстане неизвестна. Точный анализ частоты 
встречаемости острых гемолитических осложнений затруднен, поскольку в трансфузиологической 
практике, как в нашей стране, так и за рубежом ряд осложнений скрывается или маскируется под ви-
дом других диагнозов [4]. 

В настоящее время описано более 300 наследуемых антигенов, находящихся на поверхности 
эритроцитов, и характеризующих группы крови человека [5, 6]. Эти антигены были впервые выявле-
ны после обнаружения антиген-специфичных антител, присутствующих в сыворотке крови человека. 
Около 50 из этих антигенов являются полиморфными в любой популяции земного шара. То есть аль-
тернативные аллели представлены в популяции в большей степени, чем теоретически возможно. Не-
которые из полиморфных антигенов являются клинически значимыми при переливании крови и мо-
гут приводить к гемолитической болезни плода (ГБП), а также другим побочным реакциям. Следова-
тельно, безопасное переливание для большинства реципиентов зависит от корректного типирования 
больных и доноров в отношении фенотипа АВ0 и скрининга сыворотки пациентов на наличие клини-
чески значимых антител, полиморфных среди местного населения. Например, определение антигена 
D (резус-фактора) обязательно среди доноров и реципиентов в популяциях, где он полиморфен, по-
тому что именно он будет являться основной причиной ГБП и других побочных реакций. В странах 
Юго-Восточной Азии, где резус-отрицательный фенотип является редкостью, данная процедура не-
обязательна [7]. 
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Известно, что фенотип AB0 определяется экспрессией гена гликозилтрансферазы. Группы крови 
АВ0 у человека определяются тремя альтернативными вариантами гена гликозилтрансферазы (А, В, 
0), расположенного на 9-й хромосоме. Эта система групп крови наследуется по множественному 
принципу, при котором действие различных вариантов одного гена проявляется в равной степени, 
независимо друг от друга. Попарное сочетание этих генов определяет одну из четырех групп крови. 
Ген АВО состоит из 7 экзонов размером от 28 до 688 п.н., с наибольшей кодирующей последователь-
ностью в 7-м экзоне. Два последних экзона содержат 823 нуклеотида из 1062 и кодируют раствори-
мую часть АВО гликозилтрансферазы, содержащую каталитический домен. На основании нуклео-
тидного полиморфизма, который детектируется в этом районе, к настоящему моменту описано боль-
шое число аллелей гена АВО [8–11]. Только те полиморфные замены, которые приводят к смене 
аминокислоты, являются критичными в определении активности и субстрат-специфичности глико-
зилтрансферазы и, таким образом, ответственными за различные АВО-фенотипы. К настоящему мо-
менту описано 26 несинонимичных замен в нуклеотидных последовательностях экзонов 6 и 7. За од-
ним исключением, все они локализованы в 7-м экзоне. Однако надо отметить, что каждая популяция 
имеет свой уникальный набор аллельных вариантов генов, что усложняет разработку тест-систем, 
основанных на ДНК-анализе. 

За последние 30 лет в медицине наблюдается тенденция к уменьшению количества предтранс-
фузионных тестов и внедрение модифицированных тестов, основанных на агглютинации, например, 
таких как гелевый тест, которые могут проводиться сотрудниками лаборатории без длительного 
практического обучения, характерного для традиционных серологических методов. Несмотря на то, 
что эти тесты идеально подходят большинству реципиентов, некоторые пациенты имеют более высо-
кий риск аллоиммунизации, например, при серповидно-клеточной анемии или талассемии, и, следо-
вательно, нуждаются в более точном подборе донорской крови [12, 13]. 

Параллельно с упрощением процедуры предтрансфузионного тестирования долгое время прово-
дились масштабные исследования по изучению генов, ответственных за образование групп кро-
ви [14]. В результате был разработан новый подход определения антигенов группы крови, основан-
ный на определении последовательности ДНК, а не на реакции агглютинации. Основным недостат-
ком ДНК-метода является то, что он не может обнаружить непосредственно присутствие или отсут-
ствие антигена на поверхности эритроцитов. Несмотря на это, существует ряд клинических случаев, 
когда этот подход является востребованным. В настоящее время существует несколько способов ге-
нотипирования гена ABO, непосредственно участвующего в формировании группы крови человека. 
К ним относятся секвенирование нуклеотидной последовательности гена, рестрикционный анализ, 
ДНК-анализ на чипах и некоторые другие методы, основанные на полимеразной цепной реакции (ал-
лель-специфичная ПЦР, анализ кривых плавления, метод конкурирующих такман зондов). В настоя-
щей работе предлагается использование метода полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени, который является наиболее быстрым, удобным и достаточно точным для применения в цен-
трах переливания крови. 

Следует отметить, что определение генетической структуры локусов, ответственных за экспрес-
сию эритроцитарных антигенов, позволит избежать ошибок в определении групп крови, связанных с 
объективными трудностями при выполнении иммуногематологических исследований. Поэтому про-
ведение генетического тестирования аллелей генов эритроцитарных антигенов будет наиболее вос-
требовано в центрах переливания крови в случае возникновения спорных ситуаций при стандартном 
определении группы крови. 

Материалы и методы 

Сбор образцов осуществлялся на базе Научно-производственного центра трансфузиологии 
г. Астаны у лиц, которые являлись донорами крови. Кровь собирали на основе информированного 
согласия, также добровольцы заполняли анкету. У всех добровольцев были определены группы крови 
стандартным методом иммуноферментного анализа. 

ДНК из образцов венозной крови выделяли классическим методом высаливания. Количествен-
ное содержание ДНК проводили на спектрофотометре Nanodrop 1000. Амплификация ДНК 6 и 7 эк-
зонов гена ABO проводилась с сиквенс-специфичными праймерами, представленными в таблице. 
Общий объем реакционной смеси для ПЦР был равен 25 мкл и содержал 3,2 пмоль прямого и обрат-
ного праймеров, 10 нг геномной ДНК, 0,2 единицы фермента Taq Pol (Fermentas), 200 мкМ каждого 
из дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ), 1x буфер для ПЦР (Fermentas) и 2,5 мМ раствор MgCl2. 
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чае невозможна. При отсутствии делеции в 261 положении в гомозиготном состоянии группы крови 
определяются по наличию мутации C796A: генотип С/С — группа крови А и 0, генотип С/А и гено-
тип А/А — группа крови В и АВ. В позиции 796 дикий тип (С) в показывает 0 либо А и на 100 % ис-
ключает АВ. Замена С на А на 100 % исключает группы 0 и А и показывает группу В. Гетерозигота 
С/А также на 100 % исключает 0 и А. В позиции 803 замена G на C на 100 % исключает 0 и А и пока-
зывает группу В. 

Анализ результатов генотипирования полиморфизмов в образцах с известной группой крови по-
казал, что точность определения группы крови человека методом ПЦР в реальном времени достигает 
99,5 % (367 из 369 человек). В двух оставшихся случаях можно предположить наличие редких алле-
лей, которые маскируют группу крови. В одном случае гетерозиготный носитель делеции в 261 по-
ложении (261G/del-796С/С-803G/G), определенный нами как имеющий группу крови А, по результа-
там серологического исследования имел группу крови О. В данном случае ошибка может происхо-
дить из-за наличия нуклеотидной замены G802A. Во втором случае гетерозиготный носитель нуклео-
тидной замены C796A (261G/G-796С/А-803G/G) определялся нами как имеющий группу крови АВ, 
хотя по стандартной методике он имел группу крови А. В то же время встречаемость таких образцов 
составила менее 1 % от общего количества правильно определенных групп крови. Таким образом, 
генотипирование трех полиморфизмов гена ABO (261, 796 и 803) является достаточным для иденти-
фикации основных генотипов АВО, встречающихся у населения Казахстана. 

Таким образом, нами был разработан метод для генотипирования групп крови АВ0, основанный 
на ПЦР в реальном времени. Метод может быть использован в качестве дополнения к классическому 
серологическому способу определения группы крови. Данный способ определения группы крови че-
ловека, включающий генотипирование трех полиморфизмов гена АВО (261, 796 и 803), отличается в 
первую очередь тем, что генотипирование проводится методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени и позволяет определять группу крови АВ0 у населения Казахстана с точно-
стью до 99,5 %. 

В перспективе применение данной технологии определения группы крови позволит предотвра-
тить развитие гемолитических осложнений при гемотрансфузионной терапии, что особенно актуаль-
но для больных анемией и другими аутоиммунными заболеваниями. Кроме того, разработанный ме-
тод позволит уменьшить риск неправильного подбора донора и последующего несоответствия групп 
крови при переливании. 

Таким образом, изучение молекулярного полиморфизма генов человека дает возможность опре-
делять генетические детерминанты физиологических особенностей человека. В частности, способ 
определения группы крови человека методом ПЦР в реальном времени может быть использован в 
здравоохранении, в медицинских учреждениях различного профиля, в центрах переливания крови и 
диагностических центрах Республики Казахстан. 
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П.В.Тарлықов, Д.Р.Райымбек, Е.В.Жолдыбаева, Е.М.Раманқұлов  

ПТР əдісі арқылы Қазақстан тұрғындарының қан топтарын анықтау  

Мақалада дəл осы уақыт тəртібіндегі ПТР негізделген қан топтарын генотиптеу əдісі жасалып 
шығарылды. Бұл əдісті классикалық серологиялық тəсілге қосымша ретінде қолдануға болады. АВО 
геніндегі үш полиморфизмді (261, 796 жəне 803) генотиптеуден тұратын адамның қан топтаны 
анықтаудың бұл əдісі генотиптеудің дəл осы уақыт тəртібіндегі полимеразалық тізбектік реакция 
əдісімен жүргізілетіндігі мен Қазақстан тұрғындарының АВ0 қан тобын 99,5 % дейінгі дəлдікпен 
анықтауға мүмкіндік беретіндігімен ерекшеленеді. АВО генінің аллельдеріне генетикалық тестілеу 
жүргізу қан тобын стандартты əдіспен анықтау кезіндегі даулы жағдайлары туындағанда қан құю 
орталықтарында талап етілетін болады. 

 
P.V.Tarlykov, D.R.Rayymbek, E.V.Zholdybaeva, E.M.Ramankulov 

Determination of human blood group by real-time PCR  
in the indigenous population of Kazakhstan 

Real-time PCR-based method for blood group genotyping was developed. This assay may be used as a com-
pliment to classical serological blood typing. The method includes genotyping of three SNPs (261, 796 и 803) 
of ABO gene. Genotyping is performed by polymerase chain reaction in real time and allows one to deter-
mine the blood group AB0 with accuracy up to 99.5 % in the population of Kazakhstan. The use of the genet-
ic testing will be in demand in blood transfusion centers when correct typing of a blood group with the use of 
agglutination method is under question. 
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