
·临床检验研究论著·

序列特异引物聚合酶链反应在ＨＬＡＢ２７检测中的应用
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　　摘　要：目的　探讨序列特异引物聚合酶链反应（ＰＣＲＳＳＰ）方法在人类白细胞抗原Ｂ２７检测中的应用。方法　对经流式细

胞术分析定型的２７９例疑似强直性脊柱炎患者样本采用ＰＣＲＳＳＰ法检测 ＨＬＡＢ２７的表达。以流式细胞术检测结果为判断标

准，对结果不一致样本，进一步应用ＰＣＲ直接测序法进行Ｂ２７测序分析。结果　与流式细胞术结果相比，只有１例结果不一致。

经测序分析，其碱基序列与ＰＣＲＳＳＰ法特异性引物３′末端错配；且发现该样本序列存在多个杂合碱基，经与 ＨＬＡＢ２７等位基因

数据库比对，该杂合序列与最相近Ｂ２７３３亚型存在２个碱基差异。结论　ＰＣＲＳＳＰ法可适用于 ＨＬＡＢ２７的临床检测。
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　　强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种以骶髂

关节及中轴关节病变为主要特征的自身免疫性疾病。诊断主

要建立在影像学检查基础上，缺乏早期实验室特异性诊断指

标。现已证实 ＨＬＡＢ２７与 ＡＳ的发病密切相关，ＡＳ患者的

ＨＬＡＢ２７的阳性率高达９６％以上，并有明显家族聚集倾向，

而正常人群的 ＨＬＡＢ２７阳性率则为４％～７％
［１］。对疑似ＡＳ

患者进行 ＨＬＡＢ２７检测已成为临床重要的辅助诊断手段。

本文应用序列特异引物聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎｕｓｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ，ＰＣＲＳＳＰ）方法检测人类

白细胞抗原Ｂ２７的表达情况，并对与流式细胞术检测不一致

结果应用 ＰＣＲ直接测序法（ｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄｔｙｐｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，

ＳＢＴ）分别扩增该样本的Ｂ２７基因的外显子２和３，且进行测

序分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集从２００９年９至２０１２年３月间来本院就

诊的２７９例临床疑似 ＡＳ患者，男１８８例，女９１例，抽取 ＥＤ

ＴＡ抗凝外周血２ｍＬ。所有样本经流式细胞仪分析定型，其

中 ＨＬＡＢ２７阳性样本２５６例，阴性样本２３例。

１．２　主要试剂与仪器　２７２０型ＰＣＲ热循环仪（美国 ＡＢＩ公

司），全血ＤＮＡ提取试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ公司），ＤＮＡ胶回收

试剂盒和ＤＮＡ分子量标准（上海生工生物工程有限公司）犜犪狇

酶（日本ＴａＫａＲａ公司）。

１．３　引物设计　ＨＬＡＢ２７序列特异引物参照文献
［２］，针对

Ｂ２７基因外显子３位点特异性序列设计，上游引物为５′ＧＧＧ

ＴＣＴＣＡＣＡＣＣＣＴＣＣＡＧＡＡＴ３′，下游引物为５′ＣＧＧＣＧＧ

ＴＣＣＡＧＧＡＧＣＴ３′，ＰＣＲ扩增产物为１３５ｂｐ。内参为β珠

蛋白基因特异性引物，上游引物为５′ＣＴＣＡＧＧＡＧＴＣＡＧ

ＡＴＧＣＡＣＣＡ３′，下游引物为５′ＡＣＴＣＣＴＡＡＧＣＣＡＧＴＧ

ＣＣＡＧＡ３′，ＰＣＲ扩增产物为２３４ｂｐ。ＨＬＡＢ２７ＰＣＲＳＢＴ法

扩增及测序引物参照文献［３］，见表１。所有引物序列均由上海

生工生物工程有限公司合成。

表１　　ＨＬＡＢ２７外显子２和３扩增和测序引物

片段名 引物名 引物序列（５′→３′）
预期长度

（ｂｐ）

Ｅｘｏｎ２ Ｅ２Ｆ ＧＧＧＡＧＧＡＧＣＧＡＧＧＧＧＡＣＣＧＣＡＧ ５３０

Ｅ２Ｒ ＡＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＣＣＧＧＧＴＡＡＡＣ

测序引物ＳＦ１ ＧＣＴＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＧＡ
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续表１　　ＨＬＡＢ２７外显子２和３扩增和测序引物

片段名 引物名 引物序列（５′→３′）
预期长度

（ｂｐ）

Ｅｘｏｎ３ Ｅ３Ｆ ＴＡＣＣＣＧＧＴＴＴＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＴＧ ４３２

Ｅ３Ｒ ＧＧＡＧＧＣＣＡＴＣＣＣＣＧＧＣＧＡＣＣＴＡＴ

测序引物ＳＦ２ ＧＧＧＣＴＧＡＣＣＧＣＧＧＧＧ

１．４　方法

１．４．１　基因组ＤＮＡ的提取　使用 ＯＭＥＧＡ公司血液ＤＮＡ

提取试剂盒提取基因组ＤＮＡ，具体步骤严格按试剂盒说明书

进行。

１．４．２　ＰＣＲＳＳＰ法检测ＨＬＡＢ２７表达　在２５μＬＰＣＲ反应

体系中，基因组ＤＮＡ１００ｎｇ，引物各２０ｐｍｏｌ、４种ｄＮＴＰ各

０．２ｍｍｏＬ／Ｌ，２．５ＵｒＴａｑ酶。９４℃预变性５ｍｉｎ后，按下列

参数：９４℃１ｍｉｎ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个循环，最后一

个循环７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳后，

在凝胶成像仪上成像。所有反应均在 ＡＢＩ２７２０型ＰＣＲ扩增

仪进行。

１．５　ＨＬＡＢ２７基因外显子２、３测序分析　针对发现的结果

不一致样本，分别采用等位基因特异性引物扩增 ＨＬＡＢ２７基

因第２、３外显子。在５０μＬＰＣＲ反应体系中，基因组 ＤＮＡ

１００ｎｇ，引物各２０ｐｍｏｌ、４种ｄＮＴＰ各０．２ｍｍｏＬ／Ｌ，２．５Ｕ

ｒＴａｑ酶。９６℃预变性２ｍｉｎ后，按下列参数：９４℃３０ｓ，６３℃

１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环，最后一个循环７２℃延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经胶回收并送上海生工生物工程有限公司

进行测序，测序引物见表１。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５软件对数据进行χ
２ 检验。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲＳＳＰ法扩增产物分析　对经流式细胞仪分析的２７９

份样本 ＨＬＡＢ２７基因进行ＰＣＲ扩增。ＨＬＡＢ２７阳性样本可

以同时扩增出１３５ｂｐ和２３４ｂｐ两个片段；而 ＨＬＡＢ２７阴性

样本只能扩增出２３４ｂｐ一个片段（图１）。与流式细胞仪检测

结果相对比：２７８例Ｂ２７结果完全相同；１例结果不一致，流式

细胞术检测阳性，而ＰＣＲ扩增为阴性，两者经χ
２ 检验无统计

学意义（犘＞０．０５）。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（从上至下为：２０００，１０００，７５０，５００，２５０，

１００ｂｐ）；１：ＨＬＡＢ２７阴性结果；２：ＨＬＡＢ２７阳性结果。

图１　　ＨＬＡＢ２７ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　ＨＬＡＢ２７基因测序分析　对上述１例结果不致样本进

行 ＨＬＡＢ２７基因第２、３外显子等位基因特异性扩增及测序

分析。测序结果经 ＯＭＥＧＡ 软件比对，该样本碱基序列与

ＰＣＲＳＳＰ法 ＨＬＡＢ２７基因扩增上游引物序列３′末端两个碱

基错配，提示该样本无法扩增出目的片段，与２．１结果相符。

（图２）同时，测序发现该样本序列存在多个杂合碱基，与ＩＭ

ＧＡ／ＨＬＡＤａｔａｂａｓｅＲｅｌｅａｓｅ３．９．０ＨＬＡＢ２７等位基因序列相

比对，其中一杂合序列与最相近 ＨＬＡＢ２７３３亚型存在２个

碱基差异（２７２Ａ＞Ｇ，３６３Ｃ＞Ｇ），见图３。

　　图中黑色方框显示引物３′末端两个碱基与模板序列相错配。

图２　　ＨＬＡＢ２７基因与引物序列的比对

　　Ａ：外显子２杂合碱基序列；Ｂ：外显子３杂合碱基序列。其中箭头

指示部分杂合碱基位置，带数字的箭头表示与最相近 ＨＬＡＢ２７３３

序列不同的两个碱基。

图３　　ＨＬＡＢ２７基因杂合测序结果

３　讨　　论

ＨＬＡＢ２７抗原与 ＡＳ具有强相关性，ＨＬＡＢ２７阳性在

ＡＳ诊断中具有较高的价值。目前，ＨＬＡＢ２７检测方法主要有

流式细胞术、微量淋巴细胞毒法和ＰＣＲＳＳＰ法。流式细胞术

检测 ＨＬＡＢ２７已在各大型医院使用，但其缺点是需要昂贵的

仪器和试剂，且需要新鲜的样本，不利其推广应用及重复检测。

而ＰＣＲＳＳＰ法与其他ＨＬＡＢ２７检测方法相比，它对样本的要

求不高，血样及提取的ＤＮＡ可长期保存，便于重复检测；而且

加入内对照引物，降低了假阳性和假阴性结果的发生，使检测

结果更可靠，重复性更好。在本研究中，对流式细胞术分析定

型的２７９例疑似 ＡＳ患者样本应用 ＰＣＲＳＳＰ法进行检测

ＨＬＡＢ２７，结果只有１例不相符，说明ＰＣＲＳＳＰ法与流式细胞

术有较高的一致性。

ＰＣＲＳＳＰ法的基本原理是ＰＣＲ扩增时引物是否能延伸，

主要取决于引物３′端的１～２个碱基是否与模板配对，若不配

对则引物不能延伸，因而设计适当的等位基因特异性引物，即

可区分不同的 ＨＬＡＢ２７亚型
［１，４］。本研究中，ＰＣＲＳＳＰ法检

测到的一例不相符样本，经ＰＣＲ直接测序分析Ｂ２７基因外显

子２和３，该样本序列确因与所采用的Ｂ２７特异性上游引物３′

端序列存在两个错配碱基，因而引物无法延伸，未能扩增出目

的片段。

目前，依据ＩＭＧＡ／ＨＬＡＤａｔａｂａｓｅＲｅｌｅａｓｅ３．９．０ＨＬＡ

Ｂ２７等位基因数据库
［５］，ＨＬＡＢ２７亚型的数目已由１９９４年的

７个增加到现在的９２个。因此，面对快速增加的新的 ＨＬＡ

Ｂ２７等位基因，应用单一ＰＣＲＳＳＰ法进行 ＨＬＡＢ２７检测有一

定的局限性。为应对日益复杂的 ＨＬＡ多态性序列，有学者采

用多对等位基因特异性引物的ＰＣＲ方法来检测 ＨＬＡＢ２７基

因，并用ＰＣＲ－直接测序法鉴定新的等位基因。
［６７］针对本研

究中的不相符样本，直接测序还显示该样本Ｂ２７基因外显子２

和３序列存在多个杂合碱基，经与ＩＭＧＡ／ＨＬＡＤａｔａｂａｓｅＲｅ

ｌｅａｓｅ３．９．０ＨＬＡＢ２７等位基因序列比对，其（下转第１６４８页）
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表２　　２２株鲍氏不动杆菌对常用抗菌素药物的药敏率

抗菌药物

耐药

株数

（狀）

耐药率

（％）

中介

株数

（狀）

中介率

（％）

敏感

株数

（狀）

敏感率

（％）

头孢他啶 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

环丙沙星 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

亚胺培南 １１ ５０．０ ７ ３１．８ ４ １８．２

庆大霉素 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

阿米卡星 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢吡肟 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢噻肟 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢哌酮／舒巴坦 １２ ５４．６ ７ ３１．８ ３ １３．５

磺胺甲唑／甲氧苄啶 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

美罗培南 ９ ４０．９ ８ ４０．９ ５ ２２．７

　　Ｍ：相对分子质量标志；从上而下分别是１５００、１０００、９００、８００、

７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ；Ｎ：阴性对照；数字：分离株编号。

图１　　ＰＤＲＡｂ携带的ＡＡＣ（６）Ｉｂ基因的琼脂糖

凝胶电泳图谱

　　Ｍ：相对分子质量标志；从上而下分别是１５００、１０００、９００、８００、

７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ；Ｎ：阴性对照；数字：分离株编号。

图２　　ＰＤＲＡｂ携带的ＡＡＣ（３）Ｉａ基因的琼脂糖

凝胶电泳图谱

２．２　ＭＤＲＡＢ氨基糖苷类修饰酶基因检测结果　２２株

ＭＤＲＡＢ均携带ＡＡＣ（６）Ｉｂ型基因（１００％），有１９株分离株

携带了ＡＡＣ（３）Ｉａ型基因（８６．３％）。ＡＡＣ（３）ＩＩａ、ＡＡＣ（６）

Ｉｂ等修饰酶基因均为阴性。见图１、图２。

３　讨　　论

氨基糖苷类药物因抗菌谱广、疗效显著，在临床医学和畜

牧兽医业得到广泛应用，因此研究氨基糖苷类修饰酶基因是否

是本院鲍氏不动杆菌对氨基糖苷类的耐药主要机制，对了解鲍

氏不动杆菌的耐药现象具有一定的可行性。２２株 ＭＤＲＡＢ对

阿米卡星、庆大霉素等氨基糖苷类药物不敏感，不敏感率达到

１００％。研究表明，携带氨基糖苷类修饰酶耐药基因是导致本

组多药耐药鲍氏不动杆菌是氨基糖苷类抗生素耐药重要机制。

氨基糖苷类修饰酶按功能可分成乙酰转移酶、磷酸转移酶、核

苷转移酶３大类，其中前者最常见
［２］。实验结果显示，ＡＡＣ

（６）Ｉｂ、ＡＡＣ（３）Ｉａ氨基糖苷类修饰酶编码基因携带率分别

为，１００％、８６．３％，且２２株 ＭＤＲＡＢ却对两类氨基糖苷类药物

全部耐药，这说明本组 ＭＤＲＡＢ对氨基糖苷类药物的全耐药

与携带ＡＡＣ（３）Ｉａ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ修饰酶基因相关。其中 ＡＡＣ

（３）Ｉａ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ两种基因已在本组 ＭＤＲＡＢ中流行
［３］。
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中一条杂合序列与最相近 ＨＬＡＢ２７３３亚型存在２个碱基

差异，但具体的杂合型别还有待进一步研究。

总之，应用ＰＣＲＳＳＰ法进行 ＨＬＡＢ２７检测，虽然面对新

增加的ＨＬＡＢ２７基因具有一定的局限性，但较其他ＨＬＡＢ２７

检测方法，具有样本要求低、检测效率等优点，故可适用于

ＨＬＡＢ２７的临床检测需要。
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