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Введение. Высокоиммуногенный антиген D  — один из  наиболее важных после групповых антигенов A и  B. 
Многочисленные аллели гена RHD приводят к появлению новых фенотипов антигена D. Фенотип Del характеризуется 
сверхслабой экспрессией антигена D.
Цель: представить результаты типирования антигена D у донора крови с фенотипом Del.
Материалы и методы. Для серологического типирования крови донора использовали технологию микроколоночной 
агглютинации и  твердофазную микропланшетную технологию «Capture». Первичное генотипирование донора 
выполняли методом аллель-специфичной полимеразной цепной реакции (АСП-ПЦР). Был проведен поиск 
нуклеотидных замен методом секвенирования по Сэнгеру продуктов ПЦР экзонов гена RHD.
Результаты. При проведении серологического типирования с  анти-D-антителами  IgM и  IgG с  использованием 
твердофазной микропланшетной технологии был получен положительный результат. При определении парциальных 
вариантов антигена D однозначно интерпретировать полученные данные не  получилось. Для идентификации 
вариантов антигена weak D потребовалось проведение молекулярно-генетического анализа. По  результатам 
первичного генотипирования методом АСП-ПЦР было сделано предположение о  делеции 9-го  экзона гена RHD 
либо нуклеотидной замене в 9-м экзоне. По результатам секвенирования по Сэнгеру в экзоне 9 был обнаружен 
вариант нуклеотидной последовательности ДНК с.  1203T>A, приводящий к  образованию стоп-кодона Tyr401Ter 
(rs759513820). Данный генетический вариант соответствует аллелю RHD*01EL.17. Антиген, кодируемый этим 
аллелем, относится к типу Del.
Заключение. Необходимо применять иммуногематологические методы в сочетании с молекулярно-генетическими 
методами для типирования антигена D у доноров крови с фенотипом Del с целью предотвращения аллоиммунизации 
антигеном D.
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Введение
Система Rh является наиболее полиморфной си-
стемой групп крови человека, имеющей большое 
клиническое значение в трансфузионной медицине. 
Соответствие между донором и реципиентом по ре-
зус-антигену D является ключевым фактором пре-
дотвращения аллоиммунизации и гемолитических 
трансфузионных реакций [1]. Rh-полипептиды коди-
руются парой гомологичных генов, RHD и RHCE, ко-
торые расположены на коротком плече хромосомы 1 

(1p34.3–36.13). Оба гена состоят из 10 экзонов и явля-
ются результатом дупликации общего гена-предка [2, 
3]. Они имеют противоположную ориентацию в RH-
локусе, то есть находятся в конфигурации хвост к хво-
сту (5’RHD3’-3’RHCE5’). При этом кодирующая нить 
RHD становится некодирующей нитью RHCE, и на-
оборот [4]. Ген RHD фланкирован двумя высокогомо-
логичными последовательностями, так называемыми 
«резусными боксами». Гены RHD и RHCE кодируют 
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Numerous alleles of the RHD gene lead to the emergence of new D antigen phenotypes. The Del phenotype is characterized 
by an extremely weak expression of the D antigen.
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трансмембранные белки RhD и RhCE длиной более 
400 аминокислотных остатков. Полипептид RhD от-
личается от обычной формы белка RhCE примерно 
на 31–35 аминокислотных остатков в зависимости 
от аллеля RHCE. Белки резус пересекают мембра-
ну эритроцита 12 раз, формируя 6 внеклеточных пе-
тель — потенциальных мест экспрессии антигенов Rh 
[2–4]. Ген RHD кодирует синтез антигена D, который 
имеет более 30 эпитопов, а ген RHСЕ может образовы-
вать антитетические антигены C/c и E/e в комбинации 
Ce, ce, cE и CE [5].
В зависимости от наличия или отсутствия антигена 

D на поверхности эритроцитов люди делятся на Rh-
положительных и Rh-отрицательных. На поверхно-
сти эритроцитов резус-отрицательных лиц экспрес-
сия антигена D отсутствует вследствие делеции гена 
RHD или из-за его транскрипционного молчания [6]. 
Ген RHD является высокополиморфным, и существо-
вание большого количества различных аллелей при-
водит к появлению новых фенотипов антигена D [7]. 
Даже незначительные изменения в аминокислотной 
последовательности могут вызвать конформационные 
изменения, которые создают новые антигены и влияют 
на экспрессию существующих [4].
Вариант Del демонстрирует чрезвычайно слабую 
экспрессию антигена D, в результате чего стандарт-
ные иммуногематологические тесты на антиген D ча-
сто ошибочно идентифицируют лиц с вариантом Del 
как Rh-отрицательных [8]. Количество детерминант 
антигена D на поверхности эритроцитов лиц с вари-
антом Del оценивается менее чем в 22 детерминан-
ты на клетку по сравнению с 10 000–30 000 детерми-
нант для нормального D и 1500–7000 — для слабого 
D [9–11]. Основными механизмами, приводящими 
к возникновению аллелей DEL, являются миссенс-ва-
рианты и варианты, влияющие на проявление альтер-
нативного сплайсинга. Дополнительные механизмы 
включают гибридные аллели, варианты сдвига рамки 
считывания, преждевременные стоп-кодоны и круп-
ные делеции, охватывающие целые экзоны [12].
Для обеспечения иммунологической безопасности 
гемотрансфузий важно идентифицировать доноров 
крови, экспрессирующих антиген D, и классифици-
ровать их как Rh-положительных вне зависимости 
от плотности антигена D на поверхности эритроцитов 
[13]. Ошибочное отнесение доноров крови с фенотипом 
Del к лицам с резус-отрицательной принадлежностью 
ассоциировано с риском анти-D аллоиммунизации 
при переливании эритроцитсодержащих компонен-
тов резус-отрицательным реципиентам. В связи с тем 
что стандартное иммуногематологическое тестирова-
ние для определения резус-принадлежности не всегда 
эффективно в случае слабой экспрессии антигена D, 
для обнаружения варианта Del может дополнитель-
но потребоваться молекулярно-генетическое типиро-
вание [8].

Цель настоящей работы — представить результа-
ты типирования антигена D у донора крови с фено-
типом Del.

Материалы и методы
Исследование выполнено в отделении трансфузио-
логии ГБУЗ «ГКБ им. М. П. Кончаловского ДЗМ» 
в соответствии с требованиями этических норм 
и принципов Хельсинкской декларации и поддер-
жано локальным этическим комитетом ГБУЗ «ГКБ 
им. М. П. Кончаловского ДЗМ». В соответствии с еди-
ным протоколом и на основании информированно-
го согласия образец периферической крови донора 
(идентификационный номер пробы: 777302330094824) 
был собран в индивидуальную вакуумную пробирку 
UNIVAC с К2 ЭДТА (ООО «Эйлитон», Россия) путем 
стандартной венепункции для проведения иммуноге-
матологических исследований.
В целях обеспечения соблюдения требований безо-
пасности донорской крови были проведены следующие 
иммуногематологические исследования: определение 
группы крови по системе АВO и резус-принадлеж-
ности; типирование антигенов эритроцитов С, с, Е, 
е, D, К; скрининг и идентификация антител в непря-
мом антиглобулиновом тесте (НАГТ); подтверждение 
D слабого (D weak) с использованием твердофазной 
методики; прямой антиглобулиновый тест (ПАГТ); 
определение парциальных вариантов антигена D.
При проведении иммуногематологических исследо-
ваний крови донора использовали две различные тех-
нологии: технологию микроколоночной агглютинации 
от компаний «Bio-Rad» (США) и «Diagnostic Grifols, 
S. A.» (Испания), а также твердофазную микроплан-
шетную технологию «Capture» компании «Immucor» 
(США).
Для фенотипирования эритроцитов по системе 
АВO методом гемагглютинации в жидкой фазе на ми-
кропланшетах использовали реагенты «immuClone 
Anti-A IgM», «immuClone Anti-B IgM», «immuClone Anti-
AB IgM» («Immucor», США). Типирование антигенов 
эритроцитов С, с, Е, е, D, К проводили с использова-
нием реагентов «immuClone Anti-C IgM», «Anti-с IgM, 
Anti-D rapid IgM», «Anti-E IgM», «Anti-e IgM», 
«Anti-K IgM» (Immucor, США). Данные исследования 
проводили на иммуногематологическом анализаторе 
«Immucor Galileo Neo» («Immucor», США). При нали-
чии на эритроцитах соответствующего антигена на по-
верхности лунки микропланшета наблюдали прямую 
агглютинацию исследуемых эритроцитов.
Для определения слабого антигена D использовали 
микрострипы «Capture-R Select» («Immucor», США) 
и реагент «Novoclone Anti D IgM + IgG» («Immucor», 
США), содержащий анти-D человеческие монокло-
нальные антитела IgM, клон D175–2 и IgG, клон D415–
1E4 соответственно. Компонент IgG анти-D позволяет 
выявить наиболее слабые варианты антигена D.
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В дополнение к твердофазной технологии анти-
ген D был типирован с использованием метода ко-
лоночной агглютинации — гелевая карта «DG Gel 
ABO/Rh (2D) + Kell» («Diagnostic Grifols, S. A.», 
Испания). Изображения, полученные с автоматиче-
ского иммуногематологического анализатора «Erytra» 
(«Diagnostic Grifols, S. A.», Испания), оценивали ви-
зуально. Наличие компактного осадка эритроцитов 
на дне микропробирки свидетельствовало об отрица-
тельной реакции. ПАГТ проводили с использованием 
гелевой карты «DG Gel Coombs» («Diagnostic Grifols, 
S. A.», Испания). НАГТ был проведен с использовани-
ем твердофазной системы «Capture-R Ready-Screen» 
(«Immucor», США).
Для определения парциальных вариантов антиге-
на D (DII, DIV, DV, DVI, DVII, DFR, DBT и DHAR) 
в образце донорской крови ручным методом был ис-
пользован набор «ID-Partial RhD Typing» («Bio-Rad», 
США), который содержит 6 микропробирок с поли-
специфическим антиглобулиновым реагентом, а так-
же набор анти-D сывороток, включающий 6 линий 
моноклональных анти-D антител (клеточные линии: 
LHM76/55 (IgG), LHM77/64 (IgG), LHM70/45 (IgG), 
LHM59/19 (IgG), LHM169/80 (IgG), LDM1 (IgM)).
Молекулярно-генетическое определение резус-при-
надлежности было проведено в лаборатории молеку-
лярной биологии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России. Выделение геномной 
ДНК для генетического типирования из ядросодер-
жащих клеток периферической крови проводили 
с использованием коммерческого набора для ручной 
экстракции ДНК с мини-центрифугирующими ко-
лонками «Protrans DNA Box 500» («Protrans GmbH», 
Германия). В образце, полученном после выделе-
ния ДНК, измеряли концентрацию геномной ДНК 
с помощью спектрофотометра «Nano Drop One» 
(«Thermo Fisher Scientifi c», США). Показатель чисто-
ты ДНК, определяемый по отношению показателей 
при 260 и 280 нм, составил 1,75; концентрация конеч-
ной ДНК — 52 нг/мкл.
Первичное генотипирование донора выполняли ме-
тодом аллель-специфичной полимеразной цепной ре-
акции (АСП-ПЦР) с использованием коммерческих 
наборов реагентов для определения клинически зна-
чимых и редких вариантов системы резус «RH-TYPE», 
«BA Gene Weak D-TYPE», «BA Gene Partial D-TYPE» 
(«BAG Health Care GmbH», Германия). «BAGene RH-
TYPE» позволяет проводить молекулярно-генетиче-
ское определение стандартных RHD/RHCE (C, Cw, c, 
D, DEL, E, e). «BAGeneWeak D-TYPE» позволяет про-
водить молекулярно-генетическое определение типов 
слабого антигена D (weak D) включая 1, 1.1, 2, 3, 4.0/4.1, 
4.2, 5, 11, 15, 17, 20. «BA Gene Partial D-TYPE» позво-
ляет проводить молекулярно-генетическое определе-
ние частичных D, таких как DII, DIII, DIV, DV, DVI, 

DVII, DAU, DBT, DFR, DHMi, DHMii, DNB и DHAR 
(Rh33). Детекцию продуктов АСП-ПЦР осуществля-
ли методом электрофореза в 2 % агарозном геле с до-
бавлением бромистого этидия. Для визуализации 
результатов использовали гель-документирующую си-
стему «ChemiDoc» («Bio-Rad», США). Результаты ин-
терпретировали в соответствии с диаграммами оцен-
ки, предоставленными производителем.
Для проведения секвенирования по Сэнгеру про-
дуктов ПЦР экзонов гена RHD были подобраны 
праймеры для амплификации 10 экзонов гена RHD 
с захватом прилежащих интронных областей [14]. 
Праймеры и мастер-микс для ПЦР экзонов и секвени-
рования были изготовлены компанией ЗАО «Евроген» 
(Россия). Для амплификации использовали набор реа-
гентов «Platinum™ Taq DNA Polymerase» («Invitrogen», 
США). Очистку амплификата проводили с помо-
щью набора для ферментативной очистки продуктов 
ПЦР «ExoSAP-IT» («Thermo Fisher Scientifi c», США). 
Секвенирование проводили с использованием набора 
реактивов «Big Dye Terminator 1.1v Cycle Sequencing 
Kit» («Applied Biosystems», США). Для секвенирующей 
реакции использовали прямой и обратный праймеры. 
После проведения секвенирующих реакций продук-
ты ПЦР очищали при помощи набора «iX-Pure™ Dye 
Terminator Cleanup Kit» («NimaGen», Нидерланды). 
Продукты секвенирующих реакций разделяли и ана-
лизировали с использованием генетического анализа-
тора «Applied Biosystems 3500 xL» («Applied Biosystems», 
США). Данные секвенирования по Сэнгеру сопостав-
ляли с референсной последовательностью гена RHD 
(Hg38, NM_016124.6) в геномном браузере Ensembl, 
аннотация аллелей проведена в соответствии с номен-
клатурой Международного общества переливания 
крови.

Результаты
Первоначальную диагностику антигенной структуры 
эритроцитов проводили с помощью иммуногематоло-
гических методов. На рисунке 1 представлен протокол 
исследования, полученный с иммуногематологическо-
го анализатора «Immucor Galileo Neo». При серологиче-
ском исследовании антигенного состава образца крови 
донора получен следующий результат: группа крови 
по системе АВO — A, резус-принадлежность — Rh-, 
фенотип ccEe. При проведении НАГТ аллоиммунные 
антитела IgG к антигенам эритроцитов не выявлены.
При типировании антигена D с использованием ми-
кропланшетной технологии и реагента, содержащего 
моноклональные IgM-антитела к антигену D, получен 
отрицательный результат (рис. 1). Для выявления сла-
бых подтипов антигена D был проведен тест «D weak» 
на иммуногематологическом анализаторе «Immucor 
Galileo Neo». Был получен следующий результат: сила 
положительной реакции (3+), что соответствует степени 
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адгезии эритроцитов к монослою (рис. 2). Появление 
положительного результата только в тесте «D weak» 
с анти-D-антителами IgM и IgG позволило судить 
о наличии слабого фенотипа антигена D или в мень-
шей степени о вариантной форме антигена D.

Для исключения ложноположительного результата 
в тесте «D weak» с анти-D-антителами, вызванного 
эритроцитами, сенсибилизированными in vivo иммуно-
глобулинами и/или фракциями комплемента, был про-
веден прямой антиглобулиновый тест с использовани-
ем гелевой карты «DG Gel Coombs». Была установлена 
отрицательная реакция, что свидетельствовало об от-
сутствии выявляемых антител IgG или компонента 
комплемента C3d на эритроцитах (рис. 3).
По результатам типирования антигена D в геле-
вой карте в микропробирке с моноклональными ан-
ти-D-антителами IgM человеческого происхождения 
получен отрицательный результат. В микропробир-
ке со смесью моноклональных анти-D-антител IgM 
и IgG, позволяющей выявлять слабый D и частичные 
варианты антигена D, также был получен отрицатель-
ный результат (рис. 4).
При типировании парциальных вариантов антиге-
на D в микропробирке 1 с LHM76/55 (IgG) линией 
моноклональных анти-D-антител и микропробирке 5 
с LHM169/80 (IgG) линией моноклональных анти-
D-антител сила реакции составила (±) и (+) соответ-
ственно (рис. 5). Полученные результаты не позволи-
ли однозначно интерпретировать данные результаты 

Рисунок 2. Результат теста «D weak» на иммуногематологическом анализаторе 
«Immucor Galileo Neo»
Figure 2. The result of the weak D test on the Immucor Galileo Neo immunohematology 
analyzer

Рисунок 4. Результат двойного определения RhD с использованием гелевой карты 
«DG Gel ABO/Rh (2D) + Kell»
Figure 4. Result of double RhD determination using a gel card DG Gel ABO/Rh (2D) 
+ Kell

Рисунок 1. Результаты стандартного серологического типирования образца крови 
донора на анализаторе «Immucor Galileo Neo»
Figure 1. Results of standard serological typing of a donor blood sample on the Im-
mucor Galileo Neo analyzer

Рисунок 3. Результат прямого антиглобулинового теста
Figure 3. The result of a direct antiglobulin test

Рисунок 5. Результат типирования парциальных вариантов антигена RhD образца 
донорской крови
Figure 5. RhD antigen partial variant typing result of a donor blood sample
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в соответствии с прилагаемой интерпретационной та-
блицей. В связи с этим возникла необходимость в про-
ведении дополнительных исследований. По результа-
там первичного генотипирования методом АСП-ПЦР 
было сделано предположение о делеции 9-го экзона 
гена RHD либо нуклеотидной замене в 9-м экзоне, од-
нако точный вариант антигена D не был определен 
(рис. 6). Поскольку результаты генотипирования были 
неоднозначными, был проведен анализ последователь-
ности методом секвенирования по Сэнгеру. Для ана-
лиза геномной последовательности каждый из 10 экзо-
нов RHD и фланкирующих интронных областей был 
амплифицирован с использованием специфических 
праймеров. ПЦР экзонов и прилегающих интронов 
гена RHD показала наличие всех 10 экзонов, что позво-
лило исключить версию о делеции экзона 9. При ана-
лизе результатов секвенирования в экзоне 9 обнару-
жен вариант нуклеотидной последовательности ДНК 
с. 1203T>A (рис. 7).

Обсуждение
Антиген D, который не выявляется при использо-
вании стандартных серологических тестов, включая 
НАГТ, принято относить к категории «D-elution», 
или Del [15]. Свое название фенотип получил бла-
годаря тому, что для детекции антигена D с крайне 
слабой экспрессией требуется метод адсобции-элю-
ции [12]. Впервые вариант Del был описан в 1984 г. 
группой японских авторов [16], и к настоящему мо-
менту выявлено большое количество аллелей, связан-
ных с вариантом Del, в разных этнических популяци-
ях [8]. Распространенность фенотипа Del составляет 
30 % у китайских Rh-отрицательных доноров, 28 % 
у японских Rh-отрицательных доноров и 17 % у ко-
рейских Rh-отрицательных доноров. При этом среди 
Rh-отрицательных доноров европеоидной расы фено-

тип Del встречается редко, на его долю приходится 
0,1 % [17].
Номенклатура Международного общества перели-
вания крови насчитывает более 50 различных аллелей 
DEL. При этом их распространенность широко варьи-
рует в этнических группах, что необходимо учитывать 
при разработке подходящих стратегий безопасности 
переливания крови [12]. В Китае, Японии и Корее, 
а также в странах со значительной долей лиц восточ-
ноазиатского происхождения, таких как Австралия 
и США, превалирующим является «Азиатский тип» 
Del (RHD*01EL.01) [18]. У европеоидов аллельный про-
филь DEL имеет большую гетерогенность и характери-
зуется преобладанием таких аллелей, как RHD*01EL.08, 
RHD*11 и также RHD*01EL.01 [12, 19].
В данном исследовании описан случай редкого фе-
нотипа Del у донора крови. Результаты серологическо-
го типирования не позволили однозначно определить, 
выявлено ли наличие слабого фенотипа антигена D 

Рисунок 6. Электрофореграммы продуктов АСП-ПЦР с экзон-специфическими праймерами гена RHD. M — маркер молекулярного веса ДНК, содержащий фрагменты 
от 100 до 1000 пар нуклеотидов
Figure 6. Electrophoregrams of ASP-PCR products with exon-specifi c primers of the RHD gene. M — DNA molecular weight marker containing fragments of between 100 to 1000 bp

Рисунок 7. Фрагмент электрофореграммы 9-го экзона гена RHD с нуклеотидной 
заменой с.1203Т>А
Figure 7. Fragment of electrophoregram of exon 9 of RHD gene with nucleotide substitu-
tion c.1203T>A
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или его вариантной формы. Данные первичного ге-
нотипирования методом АСП-ПЦР также оказались 
неоднозначными, поскольку наборы для АСП-ПЦР 
имеют ограничения за счет того, что праймеры на-
целены на определенные регионы и не учитыва-
ют потенциальные редкие нуклеотидные вариации 
или гибридные аллели [20, 21]. Анализ результатов 
секвенирования по Сэнгеру позволил выявить на-
личие варианта нуклеотидной последовательности 
ДНКс. 1203T>A в экзоне 9 гена RHD (NM_016124.6), 
приводящего к образованию стоп-кодона Tyr401Ter 
(rs759513820). Данный генетический вариант соответ-
ствует аллелю DEL (RHD*01EL.17) [22]. Впервые этот 
аллель был описан в публикации С. Gassner и соавт. 
[19] в 2005 г. при исследовании резус-отрицательного 
донора из Кировской области. Аллель характеризует-
ся образованием стоп-кодона и терминацией синтеза 
полипептидной цепи в 401 позиции, укорачивая по-
липептид RhD с 417 до 400 а. к. По всей видимости, 
терминация трансляции полипептидной цепи на кар-
боксильном конце не приводит к полной утрате экс-
прессии антигена D, но существенно снижает ее.
Несмотря на то что во многих источниках указыва-
ется на возможность обнаружения Del только с помо-
щью метода адсорбции-элюции, выявленный в настоя-
щей работе вариант показал положительную реакцию 
с анти-D-антителами IgM и IgG в тесте «D weak» 
на иммуногематологическом анализаторе «Immucor 
Galileo Neo». В работе S. Dajak и соавт. [23] было вы-
явлено 6 случаев фенотипа Del с помощью НАГТ, 
впоследствии подтвержденных генотипированием. 
По видимости, аллели DEL демонстрируют различ-
ные серологические профили, которые отличаются 
по плотности антигена D и отсутствию эпитопов [12]. 
Таким образом, необходимы дополнительные иссле-
дования, направленные на оценку диагностической 
чувствительности и специфичности методов микроко-

лоночной агглютинации и твердофазной микроплан-
шетной технологии «Capture» для определения анти-
гена D у лиц с фенотипом Del.
Большинство фенотипов Del ошибочно интерпрети-
руют как D-отрицательные из-за ограничений рутин-
ного серологического типирования. По этой причине 
у реципиента с истинно D-отрицательным фенотипом 
может развиться анти-D аллоиммунизация после пе-
реливания эритроцитсодержащих компонентов крови 
с фенотипом Del [24]. Имеются сообщения о случаях 
как первичной, так и вторичной алло-D иммуниза-
ции, сопровождающейся нарастанием титра антител. 
В этой связи некоторые банки крови ввели программу 
генетического скрининга аллелей DEL у резус-отри-
цательных доноров, чтобы исключить их из категории 
D- и квалифицировать их эритроциты как D+ [25–27].
Несмотря на то что не все исследователи считают та-
кую меру оправданной, необходимо помнить, что ан-
ти-D антитела являются лидирующей причиной тяже-
лой гемолитической болезни плода и новорожденного. 
Таким образом, обеспечение совместимых трансфузий 
резус-отрицательным реципиентам, в особенности 
женского пола, является весомым аргументом в поль-
зу ДНК-тестирования резус-отрицательных доноров 
[28]. Полученные данные свидетельствуют о необхо-
димости комплексного подхода при решении вопроса 
о наличии или отсутствии антигена D в образце до-
норской крови. Сочетание иммуногематологических 
и молекулярно-генетических методов исследования 
представляется целесообразным и надежным подхо-
дом для определения истинно резус-отрицательных 
доноров при первичной донации. Создание програм-
мы скрининга варианта Del у доноров на территории 
Российской Федерации является перспективным на-
правлением для предотвращения анти-D аллоимму-
низации реципиентов и связанных с ней гемолитиче-
ских посттрансфузионных реакций.
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