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Реферат
Актуальность. Определение резус-принадлежности обязательно для доноров и реципиентов, хирургиче-
ских пациентов, беременных и др. Существуют варианты антигена D, которые сложно идентифицировать 
серологическими методами, например слабый антиген D. 
Цель. Определение резус-принадлежности с помощью генотипирования в сложных случаях, когда исполь-
зование серологических методов не позволяет получить достоверный результат.
Материал и методы исследования. Исследовали образцы крови доноров (n=18), беременных (n=17) и па-
циентов с гематологическими заболеваниями (n=15): 22 мужчин и 28 женщин, медиана возраста 36 лет (от 
25 до 54 лет). Серологически антиген D определяли гелевой технологией в ID-картах и в непрямом анти-
глобулиновом тесте с реактивом анти-D-IgG. Диагностику вариантов слабого антигена D и определение 
фенотипа проводили с использованием полимеразной цепной реакции с помощью аллель-специфических 
праймеров. Для достоверности различий частоты типов слабого антигена D применяли непараметрический 
статистический метод с использованием двустороннего точного критерия Фишера. Различия рассматрива-
ли как статистически значимые при p <0,05.
Результаты. Использование генотипирования позволило выявить присутствие слабого антигена D в 41 ис-
следуемом образце. Его специфичность была представлена следующими типами: 1; 1.1; 2; 3. Остальные 
типы слабого антигена D [4; 4.0; 4.1; 4.2 (DAR); 5; 11; 14; 15; 17] отсутствовали. Исследование фенотипа ан-
тигенов эритроцитов системы резус с использованием генотипирования выявило преобладание фенотипа 
Ссее у людей со слабым антигеном D. Выявлены достоверные различия по частоте типов этого антигена.
Вывод. Применение молекулярно-генетического типирования позволило определить типы слабого анти-
гена D и точно установить резус-принадлежность обследуемых.
Ключевые слова: антиген D, D слабый, D парциальный, фенотип, моноклональные антитела, резус-при-
надлежность, серологические методы, генотипирование.
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Abstract
Background. Determination of Rh-affiliation is mandatory for donors and recipients, surgical patients, pregnant women, 
etc. There are variants of the D antigen that are difficult to identify by serological methods, for example, a weak D antigen.
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Aim. Determination of Rh-affiliation using genotyping in difficult cases, when the use of serological methods does 
not allow obtaining a reliable result.
Material and methods. We studied blood samples from donors (n=18), pregnant women (n=17) and patients with 
hematological diseases (n=15): 22 men and 28 women, median age 36 years (25 to 54 years). Serologically, antigen D 
was determined by gel technology in ID-cards and in an indirect antiglobulin test with anti-D-IgG reagent. Weak 
D antigen variants were diagnosed and phenotype determined using polymerase chain reaction with allele-specific 
primers. For significance of differences in the frequency of types of weak antigen D, a nonparametric statistical 
method using a two-tailed Fisher's exact test was used. Differences were considered statistically significant at p <0.05.
Results. The use of genotyping made it possible to detect the presence of a weak antigen D in 41 samples. Its 
specificity was represented by the following types: 1; 1.1; 2; 3. Other types of weak antigen D [4; 4.0; 4.1; 4.2 
(DAR); 5; 11; 14; 15; 17] were absent. The study of the phenotype of erythrocyte antigens of the Rhesus system 
using genotyping revealed the predominance of the Ccee phenotype in people with a weak D antigen. Significant 
differences in the frequency of types of this antigen were revealed.
Conclusion. The use of molecular genetic typing made it possible to determine the types of the weak antigen D and 
to accurately determine the Rh-affiliation of the subjects.
Keywords: D antigen, D weak, D partial, phenotype, monoclonal antibodies, Rh-affiliation, serological methods, 
genotyping.
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Актуальность
Определение антигена D при исследовании ре-
зус-принадлежности крови — важная составля-
ющая тестирования доноров и реципиентов для 
профилактики посттрансфузионных осложне-
ний гемолитического типа [1, 2]. Несмотря на то 
обстоятельство, что использование реактивов 
на основе моноклональных антител в последние 
годы значительно улучшило качество типиро-
вания антигенов эритроцитов, в сложно диагно-
стируемых случаях, связанных с выявлением 
антигена D, встречаются затруднения. Это обу-
словлено наличием разновидностей антигена D, 
количество которых по данным отечественных 
и зарубежных авторов превышает 160 [1, 3].

Количество сайтов антигена D на эритроци-
тах у «слабых типов D» варьирует от 70 до 4000 
по сравнению с 13 000–24 000 для нормально 
выраженного антигена D [4, 5]. Снижение коли-
чества эпитопов антигена D на мембране эри-
троцитов приводит к слабой агглютинации или 
её отсутствию при тестировании образца кро-
ви серологическими методами [6]. Кроме того, 
при определении резус-принадлежности кро-
ви возможны расхождения результатов, полу-
ченных при использовании различных методов 
исследований или реагентов разных произво-
дителей [2].

Это может затруднять интерпретацию резус- 
принадлежности, что приводит к проблеме под-
бора донорских эритроцитов для трансфузии. 
В таких случаях достоверный результат можно 
получить только с помощью молекулярно-гене-
тического анализа [7].

Распространённость слабых вариантов D за-
висит от расы и этнической принадлежности 
населения. Наиболее часто слабые фенотипы 
серологическими методами выявляют в Европе 
и США. От 0,2 до 1,0% европеоидов наследуют 
гены RHD, которые кодируют серологические 
фенотипы слабого антигена D, и большинство из 
них связано со слабым типом D 1, 2 или 3 [3, 6–9].

В настоящее время за рубежом разработаны 
и успешно применяются методы генотипирова-
ния, позволяющие достоверно определять при-
сутствие тех или иных вариантов антигенов на 
клетках крови [10]. В России молекулярно-гене-
тические методы при иммуногематологических 
исследованиях используют редко. Публикации 
с описанием случаев диагностики данных вари-
антов антигена немногочисленны [2, 3, 11–13].

Цель
Цель исследования заключалась в использо-
вании генотипирования в сложных случаях 
диагностики антигена D для уточнения резуль-
татов серологического типирования при опре-
делении резус-принадлежности, выявлении 
у обследуемых слабого антигена D и определе-
нии его типа.

Материал и методы исследования
Материалом исследования служили 25 образ-
цов крови доноров и пациентов ФГБУ «Рос-
сийский научно-исследовательский институт 
гематологии и трансфузиологии Федерально-
го медико-биологического агентства» (ФГБУ 
РосНИИГТ ФМБА России) и 25 образцов, 



327

Казанский медицинский журнал, 2023 г., том 104, №3Kazan Medical Journal 2023, vol. 104, no. 3

 направленных из учреждений здравоохранения 
г. Санкт-Петербурга и других городов Россий-
ской Федерации для консультации, в которых 
при определении резус-принадлежности с ис-
пользованием типирующих реактивов на осно-
ве моноклональных антител были расхождения 
результатов определения резус-принадлежно-
сти у одного и того же человека в разных меди-
цинских учреждениях и у доноров при разных 
кроводачах.

Всего было тестировано 50 образцов, взя-
тых от 22 мужчин и 28 женщин, медиана воз-
раста 36 лет (от 25 до 54 лет). Обследованные 
были разделены на три группы: 17 беременных, 
18 доноров крови и 15 пациентов с гематологи-
ческими заболеваниями.

Проведение исследования было одобре-
но локальным этическим комитетом ФГБУ 
РосНИИГТ ФМБА России (протокол №48 от 
20.10.2022).

Первичное определение резус-принадлежно-
сти 25 образцов, доставленных в лабораторию 
для консультации, проводили в различных уч-
реждениях здравоохранения с использованием 
моноклональных антител анти-D-IgM агглюти-
нацией на плоскости (данные о производителях 
реактива анти-D-IgM не были предоставлены).

Повторное исследование данных образцов, 
а также 25 сложно диагностируемых образцов, 
выявленных в процессе обследования доноров 
и пациентов ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России, 
осуществляли с использованием метода агглю-
тинации в геле в ID-картах DiaClon AB0/D + 
Reversе Grouping, содержащих анти-D-IgM 
(BioRad, США), и в непрямом антиглобули-
новом тесте (НАГТ) с реактивом ID-DiaClon 
анти-D-IgG (BioRad, США). Фенотип опре-
деляли в ID-картах DiaClon Rh-Subgroups+K 
(BioRad, США).

Характер агглютинации эритроцитов оцени-
вали в интервале от 1+ до 4+. При отсутствии 
агглютинации в НАГТ резус-принадлежность 
образца идентифицировали как отрицатель-
ную. Слабая агглютинация в НАГТ (от 1+ до 
3+) была критерием отбора образцов для моле-
кулярно-генетического типирования.

Генетические исследования проводили с ис-
пользованием молекулярной системы детекции 
на анализаторе FluoVista (Inno-Train, Германия) 
в полимеразной цепной реакции с помощью ал-
лель-специфических праймеров (SSP: Sequence 
Specific Priming). Аллели генов RHD и RHCE, 
опосредующие антигенные свойства эритро-
цитов, определяли с использованием наборов 
реактивов RBC-FluoGene vERYfy (Inno-Train, 
Германия). Набор позволяет определять экзо- 1 ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота.

ны 1, 5, 10 и psi (инсерция внутри 4-го экзона) 
гена RHD, а также аллельные варианты гена 
RHCE. Для определения наличия слабого вари-
анта антигена D использовали набор RBC-Gene 
D weak/variant (Inno-Train, Германия), позволя-
ющий идентифицировать наиболее распростра-
нённые слабые аллельные варианты D типов 1; 
1.1; 2; 3; 4; 4.0; 4.1; 4.2 (DAR); 5; 11; 14; 15, 17.

Выделение геномной дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (ДНК) осуществляли с  помощью 
комплекта реагентов для выделения ДНК 
из клинического материала «ДНК-сорб-В» 
( AmpliSens, Россия) из цельной крови, взятой 
в пробирку с 5% K2ЭДТА1.

Частоту различных типов D weak оценивали 
с помощью непараметрического статистическо-
го метода с использованием двустороннего точ-
ного критерия Фишера. Различия рассматрива-
ли как статистически значимые при p <0,05.

Результаты
Результаты тестирования методом агглютина-
ции в геле в ID-картах DiaClon AB0/D + Reversе 
Grouping, содержащих анти-D-IgM, и в НАГТ 
в ID-картах LISS/Coombs с реактивом ID-
DiaClon анти-D-IgG приведены в табл. 1.

Всего методом агглютинации в геле 
в ID-картах с реактивами анти-D-IgM и анти-
D-IgG в НАГТ обследовано 46 образцов. Ха-
рактер агглютинации эритроцитов колебался 
от 1+ до 4+. Антиген D не был выявлен у 11 па-
циентов при использовании реактива анти-D-
IgM и 4 пациентов при использовании реактива 
анти-D-IgG. В 4 случаях образцы не были ис-
следованы в ID-картах, так как в лабораторию 
были доставлены только образцы ДНК, кото-

Таблица 1. Характер агглютинации эритроцитов 
при определении антигена D в ID-картах

Характер 
 агглютинации

Количество образ-
цов, тестирован-
ных в ID-картах 
DiaClon AB0/D + 
Reversе Grouping, 

содержащих 
анти-D-IgМ

Количество об-
разцов, тестиро-
ванных в НАГТ 

в ID-картах, 
LISS/Coombs 
с реактивом 
ID-DiaClon 
анти-D-IgG

1+ 6 3
2+ 21 21
3+ 6 18
4+ 2 —
Агглютинация 
отсутствует 11 4

Итого 46 46
Примечание: НАГТ — непрямой антиглобулиновый тест.
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рые и были включены в молекулярно-генети-
ческие исследования.

Примеры слабой агглютинации антигена D 
при определении фенотипа антигенов эритро-
цитов системы резус агглютинацией в геле 
в ID-картах приведены на рис. 1.

Характер агглютинации эритроцитов иссле-
дуемых образцов при использовании метода 
агглютинации в геле позволил предположить 
наличие слабого антигена D, но не определить 
его тип.

Для уточнения типов слабого антигена D 
использовали метод молекулярного геноти-
пирования. Из 50 образцов, включённых в ис-
следование, в 41 образце был выявлен сла-
бый антиген D четырёх типов: 1; 1.1; 2; 3. Из 
них RHD*D weak typе 1 обнаружен у 5 че-
ловек, RHD*D weak typе 1.1 — у 5 человек. 
У 7 обследуемых выявлен RHD*D weak typе 2. 
RHD*D weak typе 3 встречался чаще всего, он 
диагностирован у 24 (58,5%) человек. В 7 об-
разцах был обнаружен ген RHD, но аллель 
RHD*D weak отсутствовал; в 2 случаях не об-
наружен ген RHD, установлена отрицатель-
ная резус-принадлежность. Другие типы анти-
гена RHD*D weak [4, 4.0, 4.1, 4.2 (DAR), 5, 11, 
14, 15, 17] в образцах выявлены не были. При-
мер результата генотипирования образца, име-
ющего слабый антиген D тип 1, представлен  
на рис. 2.

Распределение типов слабого антигена D 
среди выделенных групп доноров, беременных 

Рис. 1. Характер агглютинации в геле в ID-картах при 
определении фенотипа и антигена D: а — сила реак-
ции агглютинации при определении антигенов С и е (4+) 
и антигена D в непрямом антиглобулиновом тесте с ан-
ти-D-IgG (1+) в карте LISS/Coombs; б — сила реакции аг-
глютинации при определении антигенов С, с, е, K (4+) 
и в непрямом антиглобулиновом тесте с анти-D-IgG (3+) 
в карте Coombs Anti-IgG

Рис. 2. Результат генотипирования образца крови паци-
ента, имеющего слабый антиген D тип 1, на анализаторе 
FluoVista; зелёным цветом обозначено наличие аллеля 
гена, кодирующего вариант слабого антигена D, крас-
ным — отсутствие2

и пациентов с гематологическими заболевани-
ями представлено в табл. 2.

Результаты были обработаны с помощью не-
параметрического статистического метода с ис-
пользованием двустороннего точного критерия 
Фишера. В группе беременных чаще встречал-
ся D weak type 3 по сравнению с остальными 
типами (p=0,021); в группе обследованных па-
циентов с гематологическими заболеваниями 
частота D weak type 3 была выше по сравне-
нию с D weak type 1.1 (p=0,020) и D weak type 1 
(p=0,003). В группе доноров D weak type 3 
встречался чаще, чем D weak type 1.1 (p=0,069).

Кроме того, во всех образцах проведе-
но определение фенотипа антигенов систе-
мы резус C, c, Е, e серологическими методами 
и с помощью генотипирования. Результаты ге-
нотипирования совпали с результатами серо-
логического фенотипирования на 100%. На 
рис. 3 приведён пример результата определе-
ния антигенов C, c, Е, e на эритроцитах па-
циента со слабым антигеном D с помощью 
генотипирования.

Распределение фенотипов антигенов эри-
троцитов С, с, Е, е, выявленных в образцах 
с разными типами слабого антигена D, приве-
дено на рис. 4.

В 5 образцах со слабым антигеном D тип 1 
и 4 образцах с антигеном тип 1.1 обнаружен 
фенотип антигенов эритроцитов Ссее. В 1 об-
разце со слабым антигеном D тип 1.1 выявлен 
фенотип ССее. В 7 образцах со слабым антиге-
ном D тип 2 идентифицирован только фенотип 
ссЕе. Большинство исследуемых с выявлен-
ным слабым антигеном D тип 3 имели фенотип 
Ссее (87 %), в 3 случаях обнаружен фенотип 
ССее (13%).

2 Рисунки в цвете представлены в электронной версии  статьи.

а
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Обсуждение
Серологические методы выявления антигенов 
эритроцитов с использованием реактивов на 
основе моноклональных антител широко ис-
пользуют многие годы, они эффективны для 
определения групп крови, резус-принадлеж-
ности, фенотипирования антигенов эритро-
цитов. Однако при наличии неспецифической 
агглютинации эритроцитов, слабой экспрессии 
каких-либо антигенов вследствие различных 
заболеваний и в других сложно диагностиру-
емых случаях неоднозначность результатов 
серологического типирования делает целесо-
образным применение методов молекулярной 
генетики [14, 15].

Данное исследование посвящено изучению 
сложно диагностируемых вариантов слабого 
антигена D в тех случаях, когда использование 
реактивов на основе моноклональных антител 
не позволило определить наличие и/или вари-
анты антигена D, что привело к разногласиям 
в интерпретации результатов.

В нашем исследовании проведён анализ 
50 образцов крови, при тестировании которых 
на плоскости моноклональными антителами 
анти-D-IgM, а также методом агглютинации 
в геле с реактивом анти-D-IgМ зарегистриро-
вано отсутствие агглютинации или наличие 
слабовыраженной агглютинации с характером 
от 1+ до 2+. Типирование антигена D с реакти-
вом анти-D-IgG (BioRad, США) в НАГТ показа-
ло результат, в котором характер агглютинации 
колебался в пределах от 1+ до 3+. Такой харак-
тер агглютинации не обязательно свидетель-
ствует о наличии слабого антигена D, так как 
у пациентов возможно снижение экспрессии 
антигена при некоторых заболеваниях (особен-
но гематологического характера) или на фоне 
беременности [1]. Использование серологиче-
ских методов не позволило определить наличие 

Таблица 2. Распределение типов слабого антигена D 
среди доноров, беременных и пациентов с гематологи-
ческими заболеваниями

Варианты 
D weak

Люди, имеющие варианты D weak

Доноры 
(n=16)

Бере-
менные 
(n=15)

Пациенты с гема-
тологическими 
заболеваниями 

(n=10)
RHD*D weak 
type 1.1 2 2 1

RHD*D weak 
type 1 3 2 0

RHD*D weak 
type 2 3 2 2

RHD*D weak 
type 3 8 9 7

Рис. 3. Результат генотипирования эритроцитов реципи-
ента на анализаторе FluoVista у пациента со слабым ан-
тигеном D; зелёным цветом обозначено наличие аллелей 
гена RHCE, кодирующего антигены С, с, е, красным — 
отсутствие

Рис. 4. Распределение фенотипов антигенов эритроци-
тов, выявленных в образцах с разными типами слабого 
антигена D; по оси X — типы антигена, по оси Y — коли-
чество образцов с выявленным типом слабого антигена D
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При генотипировании в 41 сложном случае 
было установлено наличие слабого антигена D, 
идентифицировано только 4 типа — 1, 1.1, 2 и 3. 
Получены достоверные различия в частоте неко-
торых типов слабого антигена D среди доноров, 
беременных и пациентов с гематологически-
ми заболеваниями. Наиболее часто у обследо-
ванных встречался слабый антиген D тип 3.

Люди, имеющие указанные типы, D-поло-
жительны и не могут вырабатывать анти-D-ан-
титела [1, 16], поэтому при необходимости 
трансфузии допустимо использовать гемо-
компоненты от D-положительных доноров, 
что облегчит подбор пары донор/реципиент 
и  позволит экономить заготовленную резус- 
отрицательную донорскую кровь.

Важно, что беременные со слабым антиге-
ном D типов 1, 2, 3 также резус-положительны 
и не нуждаются в профилактике иммуноглобу-
лином анти-Rh0 (D), так как в данном случае при 
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беременности резус-положительным плодом ан-
титела к антигену D не вырабатываются, риска 
гемолитической болезни новорождённого нет.

Другие варианты слабого антигена D [4.0, 
4.1, 4.2 (DAR), 5, 11, 14, 15, 17] при генотипиро-
вании выявлены не были.

По результатам достоверно определить ча-
стоту слабого антигена D в популяции не пред-
ставляется возможным, так как 25 образцов, 
доставленных для консультации из различ-
ных лечебных учреждений, являются случай-
ной выборкой, и данные об общем количестве 
проведённых исследований, из которых был 
выбран образец для консультации, представ-
лены не были. Тем не менее, за 2018–2021 гг. 
 резус-принадлежность исследована в 12 719 об-
разцах крови доноров и пациентов ФГБУ Ро-
сНИИГТ ФМБА России, и в 25 образцах был 
идентифицирован слабый антиген D. Предпо-
лагаемая частота составила 0,19%, что корре-
лирует с европейскими данными.

Генотипирование образцов для определе-
ния фенотипов антигенов эритроцитов систе-
мы резус выявило высокую частоту фенотипа 
Ccеe у обследованных со слабым антигеном D. 
 Частота такого фенотипа среди резус-по-
ложительных доноров и пациентов ФГБУ 
 РосНИИГТ ФМБА России составляет 22,6%, 
однако среди людей со слабым антигеном D та-
кой фенотип был выявлен нами в 70,7% образ-
цов. При этом он чаще присутствовал у иссле-
дуемых со слабым антигеном D тип 3. Фенотип 
ссЕе был выявлен только у имеющих слабый 
антиген D тип 2. Частота типов слабого антиге-
на D в популяции и определение возможной за-
висимости конкретного типа от фенотипа тре-
бует дальнейших исследований.

Выводы
1. Молекулярно-генетическое типирование 

служит альтернативой серологическим мето-
дам при определении резус-принадлежности 
крови доноров и реципиентов для диагностики 
вариантов антигена D и позволяет определить 
тип слабого антигена D.

2. Применение молекулярно-генетическо-
го типирования позволило точно установить 
резус-принадлежность обследуемых в 100% 
сложных случаев, выявить слабый антиген D 
и определить его тип.

3. В данном исследовании были идентифици-
рованы только четыре типа слабого антигена D: 
типы 1, 1.1, 2 и 3. Чаще всего встречался тип 3.
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