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　　摘　要：目的　分析重庆地区汉族人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１在高分辨基因分型水平上多态性及分布特征。方法　采用聚合

酶链反应序列特异性寡核苷酸探针（ＰＣＲＳＳＯＰ）基因分型以及基因序列分型（ＳＢＴ）技术，对重庆地区２０６７例无关供者的

ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１位点上的等位基因进行高分辨分型，直接计数法计算等位基因频率，应用Ａｒｌｅｒｑｕｉｎ３．１软件进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ平衡检验。结果　共检出了１６８种 ＨＬＡ高分辨等位基因。其中 ＨＬＡＡ位点４２种，频率大于０．０５有 Ａ１１：０１，Ａ

２４：０２，Ａ０２：０７，Ａ０２：０１，Ａ３３：０３；ＨＬＡＢ位点８１种，频率大于０．０５有Ｂ４６：０１，Ｂ４０：０１，Ｂ５８：０１，Ｂ１３：０１，Ｂ

１５：０２；ＨＬＡＤＲ位点４５种，频率大于０．０５有 ＤＲＢ１０９：０１，ＤＲＢ１１５：０１，ＤＲＢ１１２：０２，ＤＲＢ１０８：０３，ＤＲＢ１１１：０１。

结论　获得了重庆地区汉族人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１高分辨等位基因频率数据，为人类学、法医学、移植配型及疾病相关性等研

究提供可靠的参考数据。
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　　人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）作为人

体细胞表面的重要标志之一，位于人类第６号染色体短臂

６ｐ２１．３区域，在免疫应答及免疫调节中具有重要作用，是迄今

为止人类最复杂的显性多态性遗传系统，ＨＬＡ是临床移植配

型的基础，可靠的 ＨＬＡ基因频率尤其是高分辨基因频率数

据，是预计找到 ＨＬＡ匹配供者可能性的重要依据
［１２］。ＨＬＡ

基因具有高度的遗传多态性，不同地区和种族基因频率分布存

在明显的不同，本文采用聚合酶链反应序列特异性寡核苷酸

探针（ＰＣＲＳＳＯＰ）技术和基因序列分型（ＰＣＲＳＢＴ）技术对重

庆地区汉族人群中２０６７例进行了进行高分辨分型，在高分辨

的水平积累重庆地区 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１等位基因频率资料具

有很重要的医学价值，为进行造血干细胞移植的患者寻找到健

康相配的造血干细胞供者、法医学个体识别、疾病相关性及人

类学等研究提供基础资料。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０６７例血样均采自中国造血干细胞捐献者

资料库重庆分库登记的无关供者，捐献者均现为重庆地区人

群，相互间无血缘关系，符合捐献者健康征询表的要求，年龄在

１８～４５岁。收集所有研究对象的外周血标本５～８ｍＬ，用ＥＤ

ＴＡ抗凝并－８０℃冷冻保存。

１．２　主要的设备　ＧｅｎｅＱｕａｎｔＰｒｏ型ＤＮＡ 浓度测定仪（英

国），Ｃ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ、ＰＴＣ２２５ＰｅｌｔｉｅｒＴｈｅｒｍａｌＣｙ

ｃｌｅｒ和ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００型扩增仪（美国），ＰＯＷＥＲ

ＰＡＣ３０００型电泳仪（美国），ＫＳＴ５５００型凝胶成像分析系统

５５４３重庆医学２０１４年９月第４３卷第２６期

 基金项目：重庆市卫生局科研项目（２０１１２４０５）。　作者简介：王芳（１９７７－），本科，主管技师，主要从事输血医学的研究。　△　通讯

作者，Ｔｅｌ：（０２３）６３６９２２０６；Ｅｍａｉｌ：１４９９７１３７３７＠ｑｑ．ｃｏｍ。



（北京东迅），ＬｕｍｉｎｅｘＩＳ２００流式分析仪（美国）、ＡＢＩ３７３０基

因测序仪（美国）。

１．３　主要的试剂　ＤＮＡ提取试剂采用ＴＩＡＮａｍｐＢｌｏｏｄＤＮＡ

Ｋｉｔ血液基因组ＤＮＡ提取试剂（天根生化科技北京有限公司）

和ＰｕｒｅｇｅｎｅＢｌｏｏｄＣｏｒｅＫｉｔＢＤＮＡ提取试剂（德国 Ｑｉａｇｅｎ公

司），ＰＣＲ／ＳＳＯＰＬＡＢＴｙｐｅ分型试剂盒（美国 Ｏｎｅｌａｍｂｄａ公

司），ＰＣＲＳＢＴ测序试剂由ＳｅＣｏｒｅＴＭ 测序试剂盒（美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）和 ＨＬＡＳＢＴＴｙｐｉｎｇＫｉｔ（北京ＲＯＳＥ公司）。

１．４　实验方法　采用ＴＩＡＮａｍｐＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔ血液基因组

ＤＮＡ提取试剂（天根生化科技北京有限公司）和 Ｐｕｒｅｇｅｎｅ

ＢｌｏｏｄＣｏｒｅＫｉｔＢＤＮＡ提取试剂（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）从冻存

（－８０ ℃）的全血标本中提取 ＤＮＡ。浓度大于２０ｎｇ／μＬ，

犗犇２６０／犗犇２８０比值在１．６～１．９的标本可用于实验，根据

ＰＣＲ／ＳＳＯＰＬＡＢＴｙｐｅ分型试剂盒、ＳｅＣｏｒｅＴＭ 测序试剂盒和

ＨＬＡＳＢＴＴｙｐｉｎｇＫｉｔ分型试剂盒的说明书进行 ＨＬＡＡ、Ｂ、

ＤＲＢ１等位基因高分辨检测。对模棱两可的结果，采用不同厂

家给出的解决方案和文献［２］进行，获得真正高分辨结果。

１．５　统计学处理　根据直接计数法计算 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１等

位基因频率，应用 Ａｒｌｅｒｑｕｉｎ３．１软件进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡检验，犘＞０．０５为期望值与观察值差异无统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＬＡＡ位点等位基因频率和特征　共检出Ａ位点等位

基因４２种。其中常见的等位基因是 Ａ１１：０１，Ａ２４：０２，

Ａ０２：０７，Ａ０２：０１，Ａ３３：０３，Ａ０２：０３，Ａ０２：０６，Ａ

３１：０１，Ａ２６：０１，Ａ３０：０１，Ａ０１：０１，Ａ１１：０２，（频率大

于０．０１，累计频率为９５．６９％），见表１。Ａ２和 Ａ２４组呈现较

高的多态性，分别检出１０个和８个等位基因。

表１　　重庆汉族人群 ＨＬＡＡ常见高分辨等位

　　　　基因频率（＞０．０１）分布

ＨＬＡＡ位点等位基因 数量 频率

０１：０１ １００ ０．０２４１９

０２：０１ ３６３ ０．０８７８１

０２：０３ １７５ ０．０４２３３

０２：０６ １６０ ０．０３８７０

０２：０７ ５２４ ０．１２６７５

０３：０１ ７０ ０．０１６９３

１１：０１ １１２５ ０．２７２１３

１１：０２ ９０ ０．０２１７７

２４：０２ ６８６ ０．１６５９４

２６：０１ １２７ ０．０３０７２

３０：０１ １１７ ０．０２８３０

３１：０１ １３６ ０．０３２９０

３３：０３ ２８３ ０．０６８４６

总计 ３９５６ ０．９６５９０

２．２　ＨＬＡＢ位点等位基因频率和特征　共检出Ｂ位点等位

基因８１种。其中常见的等位基因是Ｂ４６：０１，Ｂ４０：０１，

Ｂ５８：０１，Ｂ１３：０１，Ｂ１５：０２，Ｂ５１：０１，Ｂ１５：０１，Ｂ５５：

０２，Ｂ１３：０２，Ｂ３８：０２，Ｂ５４：０１，Ｂ５２：０１，Ｂ３５：０１，Ｂ

４０：０６，Ｂ３９：０１（频率大于０．０１，累计频率为８７．７１％），见表

２。Ｂ４０和Ｂ１５组呈现较高的多态性，分别检出７个和１８个等

位基因。

表２　　重庆汉族人群 ＨＬＡＢ常见高分辨等位

　　　　基因频率（＞０．０１）分布

ＨＬＡＢ位点等位基因 数量 频率

０７：０２ ５６ ０．０１３５５

１３：０１ ２５３ ０．０６１２０

１３：０２ １３０ ０．０３１４５

１５：０１ １７３ ０．０４１８５

１５：０２ ２０９ ０．０５０５６

１５：１１ ６８ ０．０１６４５

３５：０１ ９８ ０．０２３７１

３７：０１ ６２ ０．０１５００

３８：０２ １１３ ０．０２７３３

３９：０１ ８７ ０．０２１０４

４０：０１ ５２８ ０．１２７７２

４０：０２ ７３ ０．０１７６６

４０：０６ ９４ ０．０２２７４

４４：０３ ６４ ０．０１５４８

４６：０１ ６４０ ０．１５４８１

４８：０１ ６５ ０．０１５７２

５１：０１ ２０６ ０．０４９８３

５１：０２ ４９ ０．０１１８５

５６：０１ ４２ ０．０１０１６

５８：０１ ２７３ ０．０６６０４

总计 ３６２６ ０．８７７１０

２．３　ＨＬＡＤＲＢ１位点等位基因频率和特征　共检出 ＤＲＢ１

位点等位基因４５种。其中常见的等位基因是ＤＲＢ１０９：０１，

ＤＲＢ１１５：０１，ＤＲＢ１１２：０２，ＤＲＢ１０８：０３，ＤＲＢ１１１：０１，

ＤＲＢ１０３：０１，ＤＲＢ１０７：０１，ＤＲＢ１１４：５４，ＤＲＢ１１６：０２，

ＤＲＢ１０４：０５，ＤＲＢ１１３：０２，ＤＲＢ１０４：０６，ＤＲＢ１１２：０１，

ＤＲＢ１１５：０２，ＤＲＢ１１４：０５（累计频率为９０．８１％），见表３。

ＤＲ４和ＤＲ１４组呈现较高的多态性，分别检出１０个等位基因。

表３　　重庆汉族人群 ＨＬＡＤＲＢ１常见高分辨等位

　　　　基因频率（＞０．０１）分布

ＨＬＡＤＲＢ１位点等位基因 数量 频率

０１：０１ ６７ ０．０１６２１

０３：０１ ２０６ ０．０４９８３

０４：０３ ６７ ０．０１６２１

０４：０５ １５５ ０．０３７４９

０４：０６ １１３ ０．０２７３３

０７：０１ ２０４ ０．０４９３５

０８：０３ ２８０ ０．０６７７３

０９：０１ ７４４ ０．１７９９７
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续表３　　重庆汉族人群 ＨＬＡＤＲＢ１常见高分辨等位

　　　　基因频率（＞０．０１）分布

ＨＬＡＤＲＢ１位点等位基因 数量 频率

１０：０１ ７３ ０．０１７６６

１１：０１ ２６３ ０．０６３６２

１２：０１ １０６ ０．０２５６４

１２：０２ ３９１ ０．０９４５８

１３：０２ １１５ ０．０２７８２

１３：１２ ７９ ０．０１９１１

１４：０５ ９２ ０．０２２２５

１４：５４ １９７ ０．０４７６５

１５：０１ ４５６ ０．１１０３０

１５：０２ １０２ ０．０２４６７

１６：０２ １５７ ０．０３７９８

总计 ３７５４ ０．９０８１０

２．４　ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１基因座 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验　

结果犘值均大于０．０５，结果表明本次调查对象来源群体的基

因分布符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，见表４。

表４　　重庆汉族人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１高分辨等位基因

　　多态性的 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验

基因座位 观察值 期望值 犘

Ａ ０．８４２７７ ０．８６２５０ ０．０６８６５

Ｂ ０．９２７４３ ０．９３７１３ ０．４３９０２

ＤＲＢ１ ０．９１５３４ ０．９２３２５ ０．０５０９３

３　讨　　论

ＨＬＡ基因复合体是人类的主要组织相容性复合体

（ＭＨＣ），ＨＬＡＩ类基因区靠近染色体顶端，长约１５００ｋｂ，编

码移植抗原；ＨＬＡⅡ类基因区靠近染色体着丝点，长约１０００

ｋｂ，该区域基因多与免疫反应有关。不同地域和种族基因多态

性差异较大，作为个体组织细胞的遗传标志，在抗原识别、递

呈、免疫应答与调控等方面都起着非常重要的作用。根据

ＩＭＧＴ／ＨＬＡ２０１２年１月发布最新数据库３．７显示目前已确

定的 ＨＬＡ等位基因数已达７２６９个，其中 ＨＬＡＡ位点１７５７

个，ＨＬＡＢ位点２３３８个，ＨＬＡＤＲＢ１位点１０６７个，而中国人

群的ＣＷＤ表也于２０１１年７月正式公布，各位点的等位基因

数目分别为 ＨＬＡＡ 位点７８个，ＨＬＡＢ位点１１８个，ＨＬＡ

ＤＲＢ１位点５９个。目前有关中国人群的 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１的

高分辨等位基因频率分布已有较多报道，但重庆地区的 ＨＬＡ

Ａ、Ｂ、ＤＲＢ１高分辨等位基因频率未见报道，本研究首次报道

了重庆地区的 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１高分辨等位基因的频率，也是

对中国人群高分辨等位基因频率数据的一个补充。

本研究采用 ＰＣＲＳＳＯＰ与 ＰＣＲＳＢＴ 方法对重庆地区

２０６７名汉族健康无关供者进行了 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢＩ的高分辨

等位基因分型检测，结果检出的 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１等位基因分

别为４２、８１、４５种，占现有中国人群 ＨＬＡＣＷＤ各位点等位基

因数量的５３．８５％（４２／７８）、６８．６４％（８１／１１８）和７６．２７％（４５／

５９），共１６８种等位基因，说明重庆地区汉族人群的 ＨＬＡ高分

辨等位基因多态性较丰富，基本上涵盖了中国人的 ＨＬＡＡ、Ｂ

和ＤＲＢｌ高分辨等位基因，在高分辨水平上提供了一套重庆汉

族人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１等位基因频率数据。

中国汉族人群主要包括两大组群：北方汉族人群和南方汉

族人群，这两组人群在 ＨＬＡ 基因多态性分布上呈现出不

同［１，３６］，而重庆地处于中国的西南部，通过与中国地区其他省

市报道的基因频率进行分析比较，重庆地区 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１

高分辨等位基因的分布特征基本符合南方汉族人群特征，这一

结论与毛伟等［７］报道的重庆地区人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１基因

多态性研究相一致。重庆地区 ＨＬＡＡ频率大于０．０５有Ａ

１１：０１，Ａ２４：０２，Ａ０２：０７，Ａ０２：０１，Ａ３３：０３（频率从高

到低），与南方汉族人群、北方汉族人群的高分辨基因频率的研

究结果相一致，而被认为是区分南北方汉族人群的遗传标记之

一的Ａ０２：０７和 Ａ０２：０３，在南方汉族人群中的频率要明

显地高于北方汉族人群［８］，在重庆汉族人群里检出频率分别为

０．１２６７５和０．０４２３３，明显高于河南、陕西、山东半岛等北方汉

族人群。对于 ＨＬＡＢ高分辨等位基因，共检出８１个，常见的

ＨＬＡＢ高分辨等位基因（频率大于０．０５）为Ｂ４６：０１，Ｂ

４０：０１，Ｂ５８：０１，Ｂ１３：０１，Ｂ１５：０２，与台湾人群
［９］、南方汉

族人群［３，６］的研究结果相一致，与北方汉族人群相比，差异在

于北方汉族人群Ｂ１３：０１和Ｂ１５：０２较低，而Ｂ５１：０１较

南方汉族人群高。对于 ＨＬＡＤＲＢ１高分辨等位基因，共检出

４５个等位基因，常见的等位基因（频率大于０．０５）为ＤＲＢ１

０９：０１，ＤＲＢ１１５：０１，ＤＲＢ１１２：０２，ＤＲＢ１０８：０３，ＤＲＢ１

１１：０１与南方汉族人群的研究结果相一致，其中ＤＲＢ１１２：０２

在所有中国人群中均常见［９１３］，而ＤＲＢ１０９：０１是所有汉族

人群中常见的等位基因［９１１］，在此次的研究中未发现最常见的

ＤＲＢ１０９和ＤＲＢ１０７组呈现出多态性，只检出ＤＲＢ１０９：

０１和ＤＲＢ１０７：０１高分辨等位基因。

通过以上分析表明重庆地区汉族人群 ＨＬＡＡ、Ｂ、ＤＲＢ１

高分辨等位基因多态性与中国南方汉族基本一致，具有南方汉

族的特点。这将有助于为本地区需要进行造血干细胞移植的

血液患者快速寻找无关供者和选择适合的供者提供基础资料，

同时也为法医学个体识别、疾病相关性及人类学等研究提供可

靠的参考数据。

参考文献：

［１］ 刘晓华，冯智慧，胡彬，等．山东半岛地区汉族人群 ＨＬＡ

Ａ、Ｂ、ＤＲＢ１高分辨等位基因及单体型多态性的研究［Ｊ］．

中国输血杂志，２０１０，２３（８）：５９２５９５．

［２］ 邹红岩，程良红，金士正，等．中国南方汉族人群 ＨＬＡＡ，

Ｂ，ＤＲＢ１基因测序分型模棱两可结果的分布及其解决方

案［Ｊ］．中国组织工程研究与临床康复，２００８，１２（５３）：

１０４８１１０４８６．

［３］ 朱为刚，鲍自谦，蓝欲晓，等．中国南方汉族人群 ＨＬＡＡ、

Ｂ、ＤＲＢ１基因的序列分析和单体型分布［Ｊ］．中国输血杂

志，２００９，２２（１１）：８９３８９７．

［４］ 王小芳，刘孟黎，刘晟，等．陕西籍汉族造血干细胞献血者

ＨＬＡＡ，Ｂ，ＤＲＢ１高分辨多态性分析［Ｊ］．中国输血杂志，

２０１１，２４（７）：５８４５８７．　　　　　　　（下转第３４６０页）
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能够有效地保护ＢＢＢ结构，降低其通透性。通过对脑组织含

水率的研究发现，ＴＢＩ大鼠脑组织含水率在造模后整个变化过

程呈抛物线样改变，这种脑组织含水率的变化规律与脑组织内

ＮＥ浓度的变化规律一致，而通过西维来司钠的干预后，脑组

织含水率虽然仍明显高于对照组，但在４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ

组，说明了西维来司钠可以通过抑制 ＮＥ的生物活性和降低

ＮＥ浓度来减轻脑组织水肿，对脑组织起到一定的保护作用，

这种在ＴＢＩ过程中的保护作用与在脑组织缺血／再灌注损伤

中研究结果基本一致，这种保护作用可能与抗炎、抗氧化、抗凋

亡有关［１２］。

本研究结果提示：ＴＢＩ大鼠脑组织内 ＮＥ浓度明显高于对

照组。这表明创伤后，中性粒细胞释放的ＮＥ参与了脑组织损

伤的病理过程，ＮＥ在ＴＢＩ的病理生化机制中可能起着重要作

用，ＮＥ可能是ＢＢＢ通透性和脑组织含水率的增高重要因素之

一，是ＴＢＩ继发性脑水肿形成的重要原因。西维来司钠可抑

制ＮＥ浓度的增高，降低 ＮＥ的生物活性，可显著性降低 ＴＢＩ

大鼠的ＢＢＢ通透性和脑组织含水率，表明西维来司钠能够减

轻ＴＢＩ导致的继发性脑水肿。这一发现可能将为治疗ＴＢＩ后

脑水肿开辟一条新的途径。但目前对于西维来司钠减轻脑水

肿的具体机制仍不明确，值得研究者继续探索。
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