
PCR-SSP法HLA-A、B基因分型与血清学分型的比较  

    近年来，随着HLA等位基因数目的不断发现，血清学方法的局限性和不足越来越明显地表现出来[1]。但由于HLA-Ⅰ 类基因

间存在高度序列同源性和相似性，多态性分布于外显子2和3，有些还扩展到外显子4，同时有一定数量的假基因、断裂基因及基因

片段，因此，这一类等位基因的DNA分型要比Ⅱ 类滞后很多[2]。为了提高临床移植配型水平，我们采用单克隆抗体血清学和序列

特异引物聚合酶链反应 (PCR-SSP)技术，对HLA-A、B等位基因进行了比较分析，现报道如下。 

    

1  材料与方法 

    1.1  对象 

    本院门诊和住院病人34例的血液样本。其中地中海贫血、拟行骨髓移植者30例，慢性肾功能不全、拟行肾移植者 2 例，无

关供者 2例，均为汉族广东籍人群。 

    1.2  淋巴细胞制备 

    采用免疫磁珠法分离T淋巴细胞，使其终浓度达到2×106/ml，试剂由美国One Lambda Inc提供。 

    1.3  基因组DNA制备 

    参照第12届国际组织相容性会议推荐的盐析法制备样本DNA(DNA纯度260/280 =1.68，达到试剂盒要求标准)。 

    1.4  试剂和方法 

    1.4.1  试剂   HLA-A、B等位基因定型试剂盒由美国PEL-FREEZ公司提供，该试剂设计合成130个特异性引物和1对阳性对照

引物，其中A位点引物 44 个，组成 22 个PCR反应体系，B位点引物86 个，组成 43 个PCR反应体系。每个反应体系13 μl，包

括4种dNTP-buffer缓冲体系、特异性引物、内对照引物和石蜡油。引物端、产物、被扩增的等位基因及对应血清学特异性见表

1。HLA-A、B单克隆抗体血清学定型试剂由美国One Lambda Inc提供。 
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    1.4.2  方法   采用免疫磁珠法分离T淋巴细胞，参照一步法[3]对34例患者进行HLA-A、B单克隆抗体血清学分型。荧光倒



置显微镜下观察细胞(红色为死亡细胞、绿色为活细胞)，并按美国国立卫生院的标准评分(具体标准为：阴性、弱阴性、弱阳性、

阳性、强阳性所对应的死细胞数的百分比依次为0%~10%、11%~20%、21%~40%、41%~80%、81%~100%)。同时采用PCR-SSP法对34

例样本DNA进行HLA-A、B等位基因分型。操作步骤按试剂说明进行。 

    1.5  统计学处理 

    采用配对设计的χ2检验。 

    

2  结果 

    2.1 HLA-A、B等位基因PCR-SSP分型结果 

    34份临床样本DNA，共检出A位点等位基因总数58个，其中纯合子5例(占14.7%)，杂合子29例；B位点等位基因总数61个，其

中纯合子1例 (占2.9%)，杂合子33例。无假阳性和假阴性出现，HLA-A、B等位基因特异性扩增产物大小与序列特异性引物设计的

碱基(bp)片段完全相同，每批扩增均设有内源性阳性对照(1 200 bp)引物，以确保实验的准确稳定。本方法可辨别的A抗原特异

性23个，B抗原特异性 38个。 

    2.2  HLA-A、B血清学分型结果 

    血清学共检出A位点抗原总数55个，其中纯合子11例(占32.4%)，杂合子23例；B位点抗原总数58个，其中纯合子8例 (占

23.5%)，杂合子25例，有1例无法判断。34份样本单克隆抗体法血清学显示，26份样本记分6~8分，细胞活性强，结果易判断；8

份样本记分在4分以下，细胞活性弱，结果难以判断。 

    2.3  HLA-A、B血清学分型与PCR-SSP分型结果比较 

    34份样本中有15例血清学分型与PCR-SSP分型不符，不符合率为44.12%(15/34例)。两种方法进行HLA-A、B分型的结果如

下：(1)两法同时检出HLA-A双抗原23例、单抗原5例；PCR-SSP法检出单抗原、单抗法检出双抗原0例；PCR-SSP法检出双抗原、

单抗法检出单抗原6例。(2)同时检出HLA-B双抗原25例、单抗原1例；PCR-SSP法检出单抗原、单抗法检出双抗原0例；PCR-SSP法

检出双抗原、单抗法检出单抗原7例。(3)2例血清学A、B位点分型结果与DNA分型结果不同，经重复性实验验证血清学分型错误。

配对X2检验结果显示两种方法检出HLA-A和B抗原有显著性差别(XA2=4.2，P<0.05；XB2=5.1，P<0.01)。 

    

3  讨论 

    良好的供受体HLA配型可减少急性排斥的发生，并可降低移植受体对供体HLA抗原的致敏性，有利于移植肾的长期存活，并对

再次移植受体更有益。目前，人类HLA-Ⅰ类 DNA分型技术取得显著进展，并已经应用于HLA数据库[4]。 

    本实验34份血样本的血清学和DNA分型结果显示：A位点不一致者8例，占23.5%，包括6例血清学空白位点(血清学仅分辨出1

个A位点)，经DNA分型证实存在另1个A位点。B位点不一致者9例，占26.5%，包括7例血清学空白位点(血清学仅分辨出1个B位

点)，经DNA分型证实存在另1个B位点。美国1993~1997年间国家骨髓捐赠计划注册登记的42 160份个体样本报告中[5]，HLA-Ⅰ

血清学和DNA分型结果不一致达24%(其中8%仅为A，13%仅为B，3%为A和B)。Schaffer等[6]的HLA-Ⅰ血清学和PCR-SSP分型研究

结果发现，血清学A、B分型较DR分型更易出现错误，错误率在10%~25%。Zafar等[7]发现，HLA-A、B、DR血清学错误率分别为

24%、16%和35%；谭建明等[8]的525份样本比较结果显示，A、B血清学误差率分别为9.0%和12.2%。 

    目前明确的 A位点特异性高达 61种之多，而HLA-B位点各等位基因间高变区核苷酸顺序差别往往只有1至几个碱基，分型比

其它位点困难。作者分析认为，血清学发生错误的原因主要有以下几个方面：(1)繁多的交叉反应。如本次实验中有2例样本血清

学检出A24，而PCR-SSP检出A23。还有2例血清学检出B51，而PCR-SSP检出B52。B15中的62和75更是难以区分(另文报道)。(2)受

实验条件影响血清学反应偏弱或漏检，本实验室的经验已经报道[9]。(3)受检者自身因素。如疾病使HLA抗原表达减弱、药物等干

扰；34份血清学记分4分以下的8份样本中，2例是白血病完全缓解慢性期患者，2例是肾功能不全长期透析患者，是很好的佐证。 

    34份临床样本的结果分析显示，PCR-SSP进行HLA-A、B等位基因分型，既能分辨出血清学所能分辨出的所有抗原位点，又能

对血清学存在明显交叉反应的抗原位点或漏检的空白位点作出准确分型。统计学结果显示，两种方法对HLA-A、B位点分型存在显

著性差异，PCR-SSP优于血清学方法。本方法根据设计引物的反应格局组合引物混合物，一步法、一次扩增，具有分辨率高、特异

性强、重复性好以及简便、快速、省时 (总耗时3 h) 等优点。 

    (责任编辑：杨金星) 
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