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运用全长序列鉴定ＨＬＡＣ罕见基因的实验研究
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　　摘　要：目的　检测与分析２例骨髓志愿捐献者携带的罕见等位基因。方法　用快速ＤＮＡ提取试剂盒从全血样本中提取

基因组ＤＮＡ，经ＨＬＡＣ基因商品化测序分型试剂盒扩增，纯化后的扩增产物作为模板用试剂盒配套的第２、３、４外显子正反向测

序引物及自行研制的第５外显子正反向、第６外显子正向和第７外显子反向测序引物进行测序，结果导入 ＡｓｓｉｇｎＳＢＴ３．５．１．４５

软件分析，并用ＰＣＲ序列特异性引物技术（ＳＳＰ）对标本进行确认。结果　分型结果显示其中一例为 ＨＬＡＣ０７∶６３，另一例为

ＨＬＡＣ０１∶２４。结论　临床移植配型遇罕见基因时应测定全长序列以提高分型结果的准确性，此两例罕见等位基因为中华骨

髓库建立 ＨＬＡ高分辨数据库提供了有效依据。
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　　ＨＬＡＣ属于经典的 ＨＬＡⅠ类基因，位于 ＨＬＡＡ、Ｂ位

点之间，于１９７０年被发现，１９７５年确定了Ｃ座位。ＨＬＡＣｗ

抗原为移植相关的抗原，与自然杀伤（ＮＫ）细胞相互作用，在细

胞免疫反应中起重要作用［１］。国际免疫遗传ＩＭＧＴ／ＨＬＡ数

据库３．９．０版（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｍｇｔ／ｈｌａ／ｓｔａｔｓ．ｈｔｍｌ）

显示截至２０１２年７月已发现 ＨＬＡＣ基因１５５１个，其中Ｃ

０１组的等位基因为８７个，Ｃ０７组的等位基因为３４１个。美

国国家骨髓库（ＮＭＤＰ）网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｍｄｐ．

ｏｒｇ／）公布的罕见等位基因资料３．７．０版（０３／２０１２）显示，１９８７

年１月至２０１２年３月，８７３７５７份标本中尚未发现过有 ＨＬＡ

Ｃ０７∶６３及 ＨＬＡＣ０１∶２４基因存在。Ｃ０７∶６３首次报

道时间为２００８年，Ｃ０１∶２４首次报道时间为２００９年，此２

例罕见基因均在亚洲人群中首次发现，但自上报基因库后未见

有再次报道或发现，笔者在为临床移植配型供／受者 ＨＬＡＡ、

Ｂ、Ｃ、ＤＲＢ１和ＤＱＢ１位点进行高分辨水平分型时，发现１例

供者携带Ｃ０７∶６３基因，另１例供者携带Ｃ０１∶２４基因，

报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　标本来源于参加临床无关供／受者对移植配

型的２例骨髓库志愿捐献者，均为男性。静脉血标本用ＥＤＴＡ

抗凝。

１．２　仪器与试剂　全血基因组ＤＮＡ提取试剂盒（美国 ＱＩＡ

ＧＥＮ公司），ＨＬＡＣ位点测序试剂盒（美国 ＡｔｒｉａＧｅｎｅｔｉｃｓ公

司），ＨＬＡＣ０７序列特异性引物（ＳＳＰ）检测试剂盒（瑞典

Ｏｌｅｒｕｐ公司），Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ紫外分光光度仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司），ＥｍｂｉＴｅｃ电泳槽、９７００型 ＰＣＲ扩增仪（美国 ＡＢＩ公

司）；高速低温离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），紫外凝胶成像系

统（日本ＢＩＯＲＡＤ公司）及ＡＢＩ３７３０型基因分析仪（美国ＡＢＩ

公司）。

１．３　基因组ＤＮＡ制备　取５ｍＬ抗凝外周血，严格按照全血

基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书中０．３ｍＬ全血制备基因组

ＤＮＡ的实验程序进行操作，剩余全血于－３０℃冰箱冻存备

用。ＤＮＡ浓度调节到５０ｎｇ／μＬ左右，Ａ２６０／Ａ２８０值控制在１．８０

左右，琼脂糖电泳显示无降解。

１．４　ＨＬＡＣ位点高分辨水平基因测序分型

１．４．１　ＨＬＡＣ位点外显子ＰＣＲ扩增　严格按照 ＨＬＡＣ位

点测序试剂盒说明书操作。ＰＣＲ加样及扩增反应：（１）将相关

试剂从冰箱取出，置于加样洁净台上。在１只容量为１．５ｍＬ

的离心管内加入１６μＬＰＣＲ反应缓冲液和０．３μＬ犜犪狇酶，混

匀后离心。（２）取１６μＬ混合液加入反应管中，混合液中加入

４μＬ基因组 ＤＮＡ，混匀后，离心。（３）将反应板封盖后放入

ＰＣＲ扩增仪中，扩增反应采用２０μＬ反应体系，ＰＣＲ反应条

件：９５℃变性１０ｍｉｎ后，按９６℃２０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ

进行３６个循环。

１．４．２　ＰＣＲ产物的直接测序　ＰＣＲ产物的纯化采用 Ｅｘ

ｏＳＡＰＩＴ酶处理，在反应管中加入３μＬＥｘｏＳＡＰＩＴ，去除多余
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的游离ＰＣＲ引物和底物ｄＮＴＰｓ。低速离心混合后，置ＰＣＲ仪

３７℃３０ｍｉｎ，８０℃１５ｍｉｎ。纯化处理后的产物作为测序反应模

板。采用试剂盒的测序引物对 ＨＬＡＣ位点第２、３、４外显子

的正向和反向进行序列测定。测序反应采用１０μＬ反应体系，

该体系由８μＬ测序引物和２μＬ经ＥｘｏＳＡＰＩＴ处理过的ＰＣＲ

产物组成，反应条件为：９６℃２０ｓ，５０℃３０ｓ，６０℃２ｍｉｎ，共

２５个循环。测序反应产物采用乙醇／醋酸钠／ＥＤＴＡ沉淀法。

加入１５μＬ超纯甲酰胺溶液，在 ＰＣＲ扩增仪上９５ ℃变性

２．５ｍｉｎ。经纯化后的测序反应产物于基因分析仪检测并收集

电泳后的序列数据信息。ＨＬＡＣ位点的第５外显子正反向，

第６外显子正向和第７外显子反向测序采用本实验室自行研

制的测序引物进行［３］，测序的ＰＣＲ反应采用１０μＬ反应体系，

含８μＬ测序引物和２μＬ经ＥｘｏＳＡＰＩＴ处理过的ＰＣＲ产物

组成，反应条件：９５℃变性１ｍｉｎ后，按９５℃１０ｓ，５０℃５ｓ，

６０℃４ｍｉｎ进行２５个循环，产物于４℃保存。

１．４．３　结果分析　采用ＡｓｓｉｇｎＳＢＴ３．５．１．４５（ＣｏｎｅｘｉｏＧｅｎ

ｏｍｉｅｓ）分析软件，分析受检者 ＨＬＡＣ位点的等位基因型。

１．５　ＨＬＡＳＳＰ方法确认结果

１．５．１　采用 ＨＬＡＣ０７的ＳＳＰ试剂盒对此标本结果进行确

认　按ＳＳＰ试剂盒说明书操作。每个 ＰＣＲ管反应体系为

１０μＬ，包括：２μＬ基因组ＤＮＡ，３μＬＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．０８μＬ

犜犪狇酶及０．０４２μＬ去离子水。混匀后按如下循环参数进行扩

增：９４℃ 变性２ｍｉｎ后，按９４℃１０ｓ，６５℃６０ｓ循环１０次，

再按９４℃１０ｓ，６１℃５０ｓ，７２℃３０ｓ循环２０次。由于没有

商品化的用于检测 ＨＬＡＣ０１∶２４的ＳＳＰ试剂盒，因此该项

检测未进行。

１．５．２　琼脂糖电泳　ＰＣＲ扩增产物经ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染色，

用２％琼脂糖凝胶电泳，根据产物有无及特异性条带的片段大

小，与 ＨＬＡＣ０７的结果对照表进行比对，判断最终结果。

２　结　　果

２．１　ＨＬＡＣ０７∶６３等位基因的序列分析　将电泳后的数

据导入ＡｓｓｉｇｎＳＢＴ３．５．１．４５（ＣｏｎｅｘｉｏＧｅｎｏｍｉｅｓ）分析软件，

通过与数据库中第２７外显子的数据进行比对，得出的分型结

果为Ｃ０４∶０１，０７∶６３，见图１。

２．２　ＨＬＡＣ０７ＳＳＰ确认结果　由基因序列分析图可看出，

数据库中无Ｃ０７∶６３的全长比对序列，因此，加做ＳＳＰ进行

结果验证，ＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝胶电泳，与 ＨＬＡＣ

０７的结果对照表进行比对，孔１，６，１６，１７及３７为阳性，与

ＨＬＡＣ０７∶６３的结果一致，见图２。

２．３　ＨＬＡＣ０１∶２４等位基因的序列分析　将电泳后的数

据导入ＡｓｓｉｇｎＳＢＴ３．５．１．４５（ＣｏｎｅｘｉｏＧｅｎｏｍｉｅｓ）分析软件，

得出的分型结果为Ｃ０１∶２４，０７∶０２，第２７外显子的结果

与数据库中Ｃ０１∶２４的全长比对序列完全一致。

图１　　 ＨＬＡＣ０７∶６３基因序列分析图

图２　　ＨＬＡＣ０７ＳＳＰ结果电泳图

３　讨　　论

ＨＬＡＣ基因位于人类第６号染色体短臂。已有的临床研

究资料表明，接受造血干细胞移植的供、受者 ＨＬＡＣ基因的

匹配程度与移植效果相关［２５］。一项调查显示无关供者造血干

细胞移植 ＨＬＡＡ和 ＨＬＡＢ位点相合时 ＨＬＡＣ位点不相合

的概率约为３５％，说明Ａ和Ｂ位点相合不能预期Ｃ位点相合。

Ｐｅｔｅｒｓｄｏｒｆ等
［６］研究认为Ｃ不相合是ＣＭＬ无关供者造血干细

胞移植失败的危险因素之一（犗犚＝４．０，犘＝０．０３）。Ｌｅｅ等
［７］

报道，造血干细胞移植供受者 ＨＬＡ位点相合程度越高移植效

果越好。此外，ＨＬＡＣ与疾病相关性研究，在抗病毒、抗肿瘤

免疫中的作用也日益受到重视。准确地指定 ＨＬＡＣ等位基

因对于明确其可能作用具有重要的意义。ＨＬＡＳＢＴ基因测

序分型技术被业内公认为造血干细胞移植前 ＨＬＡ高分辨配

型的“金标准”，但由于商品化试剂盒通常只提供第２、３和４外

显子的正、反向测序引物，只能检测此区域内的多态性，区域外

的多态性无法检测，这就使部分分型结果模棱两可，不能得到

最终确认。为保证结果的准确性，笔者加做了第５、第６和第７

外显子的测序，并与国际免疫遗传ＩＭＧＴ／ＨＬＡ数据库提供的

全长序列比对，结果完全相符，以此判定本研究的检测正确。

ＰＣＲＳＳＰ分析法是使用能够特异识别特定等位基因的引物通

过ＰＣＲ扩增检测序列多态性的方法，也称作等位基因特异性

引物ＰＣＲ法，可通过电泳直接分析带型决定 ＨＬＡ型别。因

此，两种方法结合能更准确进行 ＨＬＡ分型。

ＭｏｙａＱｕｉｌｅｓ等
［８］指出，ＨＬＡＣ０７对肝移植手术中的急

性排斥反应起保护作用。爱尔兰学者的最新研究认为［９］，

ＨＬＡＣ０１∶０２是精神分裂症的危险因子。截至２０１２年７

月，Ｃ０７组的等位基因为３４１个，Ｃ０１组的等位基因为８７

个。ＨＬＡ具有高度的多态性，并且等位基因的数量也在逐年

增加。其中，在中国乃至整个亚洲人群中最常见的基因是

ＨＬＡＣ０７∶０２，其次为 ＨＬＡＣ０１∶０２。美国国家骨髓库

·０２５· 国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５



公布的罕见等位基因资料显示，１９８７年至２０１２年３月，囊括

大部分人群的８７３７５７份标本中尚未发现有 ＨＬＡＣ０７∶６３

及 ＨＬＡＣ０１∶２４基因存在。自Ｇｅｎｅｂａｎｋ首次公布并命名

此２例基因后，未再见有文献报道此基因，近３年中华骨髓库

入库数据刚刚从低分辨水平转为高分辨水平，骨髓库高分辨数

据正在不断补充之中，一些首次被发现后再次出现而在美国国

家骨髓库公布的数据中却显示，发现次数极少或被划为罕见的

等位基因也陆续在中国被发现，例如Ｂ５１∶３９，Ｃ０３∶１００，

Ｃ０８∶２２，ＤＲＢ１１２∶１０等，且发现次数逐渐增多。以往大

家判断高分结果都是根据基因频率，取常见等位基因作为最终

结果，直接舍弃罕见等位基因。随着以前被认为是罕见的等位

基因发现的次数越来越多，有必要对结果进行再次确认。此次

发现的Ｃ０７∶６３及Ｃ０１∶２４为 ＨＬＡＣ的相关研究及中

华骨髓库建立ＨＬＡ高分辨数据库都提供了有效依据。至于Ｃ

０７∶６３及Ｃ０１∶２４等位基因频率是否会大于１／５００００，

并与相关科学研究发生关联，还需要 ＨＬＡＣ基因高分辨入库

数据数量的逐渐提高［１０］，才能进行进一步的验证。
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作为捕获抗原的的则获得了很好的检测效果，在血清稀释８０

倍后仍能很好的检测到类鼻疽伯克霍尔德氏菌的鞭毛抗体。

有台湾的研究者克隆并表达犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛基因用

于对患者的血清检测，结果得到了９３．８％的敏感度和９６．３％

的特异度，从而证明了鞭毛是犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的一个非常特

异的抗原［１３］。本研究用犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的鞭毛抗原作为检测

抗原来检测血清中的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻抗体，并应用于ＥＬＩＳＡ

试剂盒的研制中，获得了很好的检测结果。

本试剂盒的研制是为了用于出入境人员类鼻疽的筛查，检

测的标本为人血清标本。由于本实验室不能获得人类鼻疽的

病例材料，所以用新西兰大白兔作为模式动物，人为感染的兔

血清作为检测样品，进行了本检测方法的研制，若要实际应用

于人血清标本的检测还有待于进一步的研究。
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