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采用 PCR-SSP方法检测强直性脊柱炎患者HLA-B27亚型

Determination of HLA-B27 subtypes in patients with ankylosing spondylitis by PCR-SSP
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　　提　要:目的　建立序列特异性引物-聚合酶链方法(PCR-SSP)检测湖北地区人白细胞抗原 B27(Human leucocyte anti-

gen-B27 , HLA-B27)阳性强直性脊柱炎患者的HLA-B27 亚型组成。方法　盐析法提取 100 例 HLA-B27 阳性的强直性脊柱

炎患者外周血基因组 DNA , 采用 PCR-SSP技术分别进行HLA-B位点基因型检测和 HLA-B27 基因亚型分析。结果　100 例

标本 PCR-SSP扩增均获成功 , 历时 3 h。共检出 4 种亚型:HLA-B＊2704、HLA-B＊2711、HLA-B＊2715 、HLA-B＊2722。其中

HLA-B＊2704纯合子25例 、HLA-B＊2704杂合子 63例;HLA-B＊2711 杂合子 5 例;HLA-B＊2715 杂合子 6 例;HLA-B＊2722

杂合子 1例。四种亚型所占构成比分别为 90.4%、4%、4.8%和 0.8%。结论　PCR-SSP方法进行 HLA-B27 亚型分析 , 快

速 、经济 、简单;HLA-B＊2704 是湖北地区强直性脊柱炎患者 HLA-B27基因主要亚型。

　　强直性脊柱炎(Ankylosing spondylitis , AS)是一种

类风湿因子阴性 ,主要累及中轴关节和肌腱韧带骨附
着点的慢性炎症性疾病 ,是目前已知人白细胞抗原

(Human leucocyte antigen , HLA)与疾病具有最强关联性
的典型 。其发病机制尚不清楚 ,可能与免疫及遗传有
关。现已发现HLA-B27存在 25种亚型(等位基因),编

码23种蛋白质(B＊2701-B＊2723)
[ 1]
。在本研究中 ,

我们采用 PCR-SSP 技术检测湖北地区 HLA-B27阳性

AS患者的亚型组成 ,以期为进一步探讨 AS 的发病机

制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　100 例 , 为 2000-2003 年经华中科技大学同济医学院附属

同济 、协和医院确诊的 AS 患者(按修订的纽约标准诊断)。 其

中男 76 例 , 女 24 例 , 男女比例约为 3∶1 , 年龄 16～ 60 岁。均已

采用 PCR-SSP[ 2] 方法检测为HLA-B27 阳性。

1.2　基因组DNA的提取
　　抽取静脉血 0.5 ml(10%的 EDTA 抗凝), 盐析法提取外周

血基因组 DNA , 测定 DNA浓度及纯度。

1.3　引物
　　HLA-B位点序列特异性引物 48 对及 HLA-B27 亚型特异性

引物 24对[ 3] ,由上海博亚生物技术有限公司合成。

1.4　PCR-SSP 确定每个样本 HLA-B位点的基因型
　　按照文献[ 3] 的方法及反应体系进行 PCR反应 , 取5μl PCR

产物进行琼脂糖凝胶(含 0.5 μg ml 溴化乙锭)电泳 , 应用凝胶

分析系统摄像分析结果。按照条带的大小 、组合及内参照带

(人生长激素基因 , 扩增产物为 429 bp), 判断每个样本 HLA-B
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位点的基因型(HLA-B27 是纯合子还是杂合子)。

1.5　PCR-SSP 确定 HLA-B27亚型
　　按照下述条件检测 HLA-B27 亚型:96 ℃, 变性 2 min;96 ℃

30 s , 70 ℃56 s , 72 ℃56 s;5个循环 , 96 ℃30 s , 65 ℃55 s , 72 ℃

50 s;21 个循环 , 96 ℃ 30 s , 55 ℃ 1 min , 72 ℃ 2 min;4 个循环。

每个引物对作为一个独立的 PCR反应体系 , 每份样本 DNA 均

同时做 24 管 PCR 反应 , 每管均包含内参照引物对[ 4](HLA-

DRB1 内含子 ,扩增产物为 796 bp)。每个反应管取 5μl PCR 产

物进行琼脂糖凝胶(含 0.5 μg ml溴化乙锭)电泳 , 每份样品

DNA点样 24 孔 ,应用凝胶分析系统摄像分析结果。按照条带

的大小 、组合及内参照带 , 判断 HLA-B27 的亚型[ 5] 。

1.6　HLA-B27各亚型的组成比
　　直接计数法计算 HLA-B27 各亚型的构成比。

2　结果

2.1　HLA-B＊2704亚型 PCR产物琼脂糖凝胶电泳

　　结果见图 1。

泳道 1:52 bq;泳道 7:402bq;内参照:HLA-DRB1内含子 3扩增产

物 , 796 bq;M:100 bq DNA ladder

图 1　HLA-B＊2704亚型 PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果
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2.2　HLA-B＊2715亚型 PCR产物琼脂糖凝胶电泳

　　结果见图 2。

泳道 7:402 bq;泳道 8:552 bq;内参照:HLA-DRB1内含子 3扩增

产物 , 796 bq;M:100 bq DNA ladder

图 2　HLA-B＊2715亚型 PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果

2.3　HLA-B＊27各亚型的构成比
　　共检出 4 种亚型:HLA-B＊2704、HLA-B＊2715 、HLA-B ＊

2711和 HLA-B＊2722。各亚型的构成比见表 1。

表 1　HLA-B27亚型在 AS(HLA-B27阳性)病人中的组成比

纯合子(例数) 杂合子(例数) 合　计 构成比(%)

HLA-B＊2704 25 63 113 90.4

HLA-B＊2715 6 6 4.8

HLA-B＊2711 5 5 4.0

HLA-B＊2722 1 1 0.8

3　讨论

　　研究 HLA-B-27的亚型具有重要的理论和实践意

义。早在 1973年 Brewerton 即确定 AS 与 HLA-B27具

有强相关 ,但长期以来对 AS 发病机制的研究却止步

不前。随着 HLA基因分型技术的成熟和发展 ,从亚型

水平探讨AS的发病机制成为可能 。迄今已检出 25个

HLA-B27等位基因(亚型),可编码 23 种蛋白质(B＊

2701 ～ B＊2723)。不同的 HLA-B27亚型仅相差一个或

几个氨基酸 ,一般均位于其抗原肽结合槽处 ,却显示出

对AS的易感性或抗性 。提示人们研究这些不同亚型

的相同或不同之处 ,可能会得到 HLA-B27与 AS 关联

的关键性致病因素
[ 6]
。另外 ,由于不同亚型可表现出

对AS的正相关和负相关 ,所以在亚型水平上对疑为

AS的病人作 HLA-B27检测 ,对 AS 的诊断和鉴别诊断

会更具价值。

　　HLA-B27各亚型的分布在不同地区 、种群中存在

差异 ,这可能与历史上人群的不同迁徙路线有关。这

些亚型在种群分布不一 , B＊2705分布最广 ,并呈现从

北到南递减分布的特点
[ 5]
;B＊2702 主要存在于白种

人 、中东犹太人和北非人 , B＊2703 存在于西非人群

中;B＊2704主要限制在东方人中 ,尤以在中国人中分

布最为广泛 。B＊2722 被证实只存在于东南亚人中

(印尼 、台湾 、新加坡等)
[ 5]
,该亚型可能起源于中国的

B＊2704 ,随着人群迁徙至东亚和南亚 。我国上海地区

AS患者的亚型主要为 B ＊2704(76.8%)和 B ＊2705

(20.3%)
[ 7]
。本研究中 ,湖北地区 AS患者的主要亚型

为B＊2704(90.4%),其次为 B＊2715(4.8%)和 B＊

2711(4%),仅发现 1例 B＊2722(0.8%),基本与已知

人群资料相符 。本研究中未检出分布相对广泛的

HLA-B＊2705 ,可能湖北地区具有独特的分布特点 。

　　HLA-B27的传统检测方法为血清学技术(微量淋
巴细胞毒试验),但该方法并不能检测亚型。目前检测

HLA-B27亚型的主要方法为 PCR-SSO 、SBT(Sequencing
based typing)、PCR-SSCP 和 PCR-SSP。前几种方法的缺

点主要是:①需要特殊仪器设备(放射自显影及测序
仪);②检测所需时间长;③价格高昂。不适合做大规

模群体调查 。 ④结果判读复杂。本实验中我们应用
PCR-SSP 法检测 HLA-B27 亚型则完全克服了上述弊

端:①只需 PCR扩增仪和琼脂糖凝胶电泳设备;②实
验快捷简便 ,提取 DNA ,PCR约 2 h ,电泳 30 min ,半天
之内可出结果 ,适于临床常规;③费用中等 ,适合在我

国现有条件下开展。
　　本研究采用 PCR-SSP 技术分析了湖北地区 HLA-

B27阳性AS患者的亚型组成 ,为进一步深入探讨 AS

的发病机制奠定了工作基础。
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