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［摘要］　目的：初步探讨中国北方汉族人群原发性胆汁性肝硬变（ＰＢＣ）患者与人类白细胞抗原（ＨＬＡ）!ＤＲＢ等位基因的相

关性。方法：利用基因芯片技术对４０例中国北方汉族ＰＢＣ患者和６７例健康对照人群进行了 ＨＬＡＤＲＢ等位基因的分型检

测。两组年龄构成和男、女比例均无统计学差异。结果：本组ＰＢＣ患者中 ＨＬＡＤＲ７的出现频率为５０％，远高于健康对照组

的１０．４％（χ
２＝２０．７７，Ｐ＝０．０００，ＲＲ＝８．５７），同时也高于文献报道的两组中国北方健康人群中的出现频率［分别为２３．２％

（Ｎ＝３４２，Ｐ＝０．０００）和２９％（Ｎ＝２５５，Ｐ＝０．００８）］。本组ＰＢＣ患者中 ＨＬＡＤＲ８的检出率为２２．５％，明显高于健康对照组

的７．５％（χ
２＝４．９８０，Ｐ＝０．０２６，ＲＲ＝３．６０），同时也高于文献报道的两组中国北方健康人群中的出现频率［１１．２％（Ｎ＝３４２，

Ｐ＝０．０３８）和１０．２％（Ｎ＝２５５，Ｐ＝０．０２５）］。结论：ＨＬＡＤＲ７和ＤＲ８基因可能与中国北方人群的ＰＢＣ发病有一定的相关

性，其中ＤＲ７在国外文献中尚未见报道。
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　　原发性胆汁性肝硬变（ＰＢＣ）是一个原因不明的

慢性炎症性和胆汁淤积性的肝脏疾病，以免疫介导

的小叶内和间隔的小胆管受到渐进性的和不可逆转

的损伤为特征，并可进一步导致肝硬变和肝功能衰

竭。近年来国内该病的发病率和（或）就诊率呈上升

趋势，逐渐引起人们的重视。ＰＢＣ病因及发病机制

目前尚未明确，其免疫遗传学方面的研究越来越引

起人们的兴趣。ＰＢＣ患者多见于妇女，有家庭聚集

现象，其第一代亲属的发病率高于普通人群近１００
倍［１，２］，提示了基因遗传因素在其发病中所起的重要

作用。

　　人类主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）是目前国

外对ＰＢＣ研究中涉及最多的人类基因区段，其与

ＰＢＣ发病的相关性在欧美及日本人群中已有较多报

道［３～８］，国内仅有两组上海及其周边地区南方人群

的研究报道［９，１０］，尚无中国北方人群的研究资料。

为此，我们利用基因芯片技术，检测了中国北方人群

中４０例ＰＢＣ患者的 ＨＬＡＤＲ型别，以寻找可能的

致病相关基因。
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１　材料和方法

１．１　研究对象　４０例ＰＢＣ患者为２００１～２００４年

解放军第３０２医院住院患者，均为汉族，籍贯为北京

及周围地区（冀、豫、晋、辽、鲁、内蒙等），诊断参照

２０００年ＡＡＳＬＤ（美国肝病学会）ＰＢＣ指导建议［１１］，

并除外ＰＢＣ／自身免疫性肝炎重叠综合征的患者。

其中女性３６例，男性４例，年龄２４～７２岁，平均

（４７．７±９．７）岁，３７例线粒体抗体（ＡＭＡ）和（或）

ＡＭＡＭ２阳性，１０例行肝穿刺病理检查证实。正

常人对照为６７例健康献血员，同样选自北京及周围

地区，其中女性５２例，男性１５例，年龄１８～４４岁，

平均（３４．２±８．４）岁，均为汉族。本研究除外移居上

述北方地区的南方人群。

１．２　自身抗体检测　ＡＭＡ采用间接荧光法检测

（德国Ｅｕｒｏｉｍｍｕｎ公司产品）。ＡＭＡＭ２同时使用

我国中颐瑞康生物技术研究所和德国Ｅｕｒｏｉｍｍｕｎ
公司的ＥＬＩＳＡ试剂盒检测。

１．３　基因组ＤＮＡ提取　患者和对照人群的冻存

外周血淋巴细胞或抗凝全血中 ＤＮＡ 提取使用

ＱＩＡＧＥＮ试剂盒。

１．４　ＨＬＡＤＲ区分型　由联合基因集团上海博星

基因芯片有限责任公司负责完成。具体方法如下。

１．４．１　引物和分型探针　ＰＣＲ引物根据 ＨＬＡＤＲ
的ｅｘｏｎ２区域设计：ｓｅｎｓｅ：５′ｃｃｃｃｃａａｇｃａｃｇｔｔｔｃｃｔ

ｇ３′；ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ｃｃｇｃｔｇｃａｃｔｇｔｇａａｇｃｔｃｔ３′。同

时根据 ＨＬＡＤＲ不同基因亚型的独特序列设计探

针４５条，经氨基修饰后，用于芯片的点样。

１．４．２　主要试剂和仪器　ＰＣＲ所用相关试剂分别

购自ＴａＫａＲａ和上海生工生物技术工程服务有限公

司；３氨丙基三甲氧基硅烷（ＡＰＳ）、ＤＭＦ（Ｓｉｇｍａ公

司）；１，４苯二异硫氰酸盐（１，４ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉｉｓｏｔｈｉｏ

ｃｙａｎａｔｅ，Ａｌｄｒｉｃｈ．Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．）；Ｃｙ５ｄＣＴＰ（Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ）；２×杂交液（１０×ＳＳＰＥ，１％ ＳＤＳ）。其他化

学试剂均为分析纯。ＰＣＲ扩增仪（ＧｅｎｅＡｍｐ○ＲＰＣＲ

Ｓｙｓｔｅｍ９６００），点样仪（ＣａｒｔｅｉａｎＰｉｘｓｙｓ７５００），扫描

仪ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００（ＧｅｎｅｒａｌＳｃａｎｎｉｎｇＩｎｃ．）均由博

星基因芯片公司提供。

１．４．３　标记ＰＣＲ反应　在２５μｌ的反应体系中含

引物：荧光引物２μｌ，模板ＤＮＡ５０～１００ｎｇ，１×缓

冲液，Ｍｇ２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ及２．５

Ｕ 的 Ｔａｑ 酶。程序：９５℃×５ｍｉｎ；９５℃×３０ｓ，

５８℃×３０ｓ，７２℃×２０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。

１．４．４芯片的制备　用点样液溶解合成好的寡核苷

酸探针，终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ，将探针加在３８４孔

板里，启动点样仪点成所要的矩阵；而后３０ｍｉｎ水

合，１ｈ室温放置干燥，０．２％的ＳＤＳ、双蒸水依次冲

洗，自然晾干，４℃保存。

１．４．５　杂交　取１０μｌＰＣＲ产物，加经４８℃预热的

杂交液４μｌ，混匀离心后置９９℃变性３ｍｉｎ，迅速移

至冰上，取１２μｌ点样，加盖玻片，放入杂交舱，４８℃
水浴１ｈ。

１．４．６　洗片　从杂交舱取出芯片，放入盛有１×洗

脱液的染色缸，室温放置５ｍｉｎ，用ｄｄＨ２Ｏ冲洗２
遍，室温下干燥。

１．４．７　扫描　用ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００扫描仪在７５或８０
扫描强度扫描。

１．４．８　结果分析　使用 ＨＬＡＤＲＢ软件分析（自

制）或人工分析［注：上述标本由博星公司使用ＳＳＰ

ＰＣＲ方法（略）同时检测，结果与芯片检测结果一

致］。

１．５　统计学处理　组间比较采用Ｐｅａｒｓｏｎ卡方检

验和Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率计算法，均由Ｓｔａｔａ统计软

件完成。

２　结　果

２．１　两组患者 ＨＬＡＤＲＢ等位基因分型检测结果

　在本组ＰＢＣ患者 ＨＬＡＤＲＢ１区段的各种等位基

因中（表１），ＤＲ７的出现频率最高，为５０％，明显高

于健康对照组的１０．４％，卡方检验表明两组间差异

有统计学意义（χ
２＝２０．７７，Ｐ＝０．０００，ＲＲ＝８．５７）。

ＤＲ８的出现频率为２２．５％，也明显高于健康对照组

的７．５％，且两组间差异有统计学意义（χ
２＝４．９８０，

Ｐ＝０．０２６，ＲＲ＝３．６０）。ＰＢＣ患者中ＤＲ１２的出现
频率较低，为１５％，与健康对照组的３５．８％相比，差

异同样有统计学意义（χ
２＝５．３８２，Ｐ＝０．０２０，ＲＲ＝

０．３２）。此外，从表 １ 中还可看出，ＰＢＣ 患者中

ＤＲ１、ＤＲ１１及ＤＲ５３（ＤＲＢ４）等的出现频率均相对

高于健康对照组，而ＤＲ９、ＤＲ１６和ＤＲ１７等出现频

率低于健康对照组，但组间差异均无统计学意义。

２．２　本组结果与既往报道结果的比较　将本组结

果与文献报道［１２，１３］的中国北方健康人群 ＨＬＡ

ＤＲＢ１区段的等位基因分布进行比较，可以发现本

组ＰＢＣ患者中ＤＲ７、ＤＲ８基因的出现频率同样明显

高于文献报道的健康人群中的出现频率，统计学分
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析表明其与两组间的差异均有统计学意义（表２）。

其他ＤＲ基因的出现频率，包括ＤＲ１２、ＤＲ１、ＤＲ１１、

ＤＲ１６、ＤＲ１７等，与文献报道的两组健康人群中的频

率相比，则无显著性差异（Ｐ值均大于０．０５）。

表１　ＰＢＣ和健康对照人群中ＨＬＡＤＲＢ
基因出现频率及统计学分析结果

Ｔａｂ１　ＨＬＡＤＲＢａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎ

ＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

ＤＲＢａｌｌｅｌｅ
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（％）

ＰＢＣ
（ｎ＝４０）

Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ＝６７）

ＲＲ Ｐｖａｌｕｅ

ＤＲＢ１： ＤＲ１ １０．０ ０３．０ ３．６１ ０．１２７
ＤＲ４ １７．５ ２６．９ ０．５８ ０．２６８
ＤＲ７ ５０．０ １０．４ ８．５７ ０．０００
ＤＲ８ ２２．５ ７．５０ ３．６０ ０．０２６
ＤＲ９ １７．５ ３１．３ ０．４７ ０．１１５
ＤＲ１０ ２．５０ ０３．０ ０．８３ ０．８８３
ＤＲ１１ ２２．５ ９．００ ２．９５ ０．０５１
ＤＲ１２ １５．０ ３５．８ ０．３２ ０．０２０
ＤＲ１３ ２．５０ ０９．０ ０．２６ ０．１９１
ＤＲ１４ ２．５０ ７．５０ ０．３２ ０．２８０
ＤＲ１５ ２５．０ ２０．９ １．２６ ０．６２２
ＤＲ１６ ０．００ ０６．０ ０．００ ０．１１５
ＤＲ１７ ２．５０ １１．９ ０．１９ ０．０８９
ＤＲ１８ ２．５０ ０６．０ ０．４０ ０．４１１

ＤＲＢ３： ０１ １０．０ １６．４ ０．５７ ０．３５５

０２／０３ ４０．０ ５０．７ ０．６５ ０．２８１
ＤＲＢ４： ＤＲ５３ ７７．５ ６１．２ ２．１８ ０．０８２
ＤＲＢ５： ＤＲ５１ ２５．０ ２９．９ ０．７８ ０．５８９

表２　ＰＢＣ患者与文献报道的中国北方

健康人群ＨＬＡＤＲ基因出现频率（％）的比较

Ｔａｂ２　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ（％）ｏｆＨＬＡＤＲａｌｌｅｌｅｓｉｎ

ＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｏｓｅｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎｈｅａｌｔｈｙ
ｎｏｒｔｈｅｒｎＣｈｉｎｅｓｅｃｉｔｉｚｅｎｓ

ＨＬＡ
ＤＲａｌｌｅｌｅ

ＰＢＣ
（ｎ＝４０）

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ１２
（ｎ＝３４２）

Ｐａ
ｖａｌｕｅ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ１３
（ｎ＝２５５）

Ｐｂ
ｖａｌｕｅ

ＤＲ１ １０ ６．４ ０．３９７ ３．９ ０．０９３
ＤＲ７ ５０ ２３．２ ０．０００ ２９ ０．００８
ＤＲ８ ２２．５ １１．２ ０．０３８ １０．２ ０．０２５
ＤＲ９ １７．５ ２８．９ ０．１２６ ２４．７ ０．３１９
ＤＲ１１ ２２．５ ３５．８ ０．０９７ １１．８ ０．０６２
ＤＲ１２ １５ １５．２ ０．９７３ １６．４ ０．８１５
ＤＲ１６ ０ ４．６ ０．１６２ ５．１ ０．１４４
ＤＲ１７ ２．５ ５．２ ０．４４７ ８．６ ０．１７９

　Ｐａ：ＰＢＣｖｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ１２；Ｐｂ：ＰＢＣｖｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅ１３

３　讨　论

　　由于在不同民族和地理环境中，ＭＨＣ基因型

别分布差异较大，因此在 ＭＨＣ与疾病相关性的研

究中，病例组和对照组中研究对象的背景一致性十

分重要。本研究两组人群均选自北京及周围地区，

为中国汉族人群，两组之间男女性别比例无统计学

差异（Ｐ＝０．１０４）。

　　从国内外现有的研究结果来看，ＰＢＣ与 ＭＨＣ

Ⅰ类基因的关系不大［３，４］，ＭＨＣⅡ类基因中报道较

多的为 ＨＬＡＤＲ８分子（ＤＲＢ１０８），它在对德国、

北美、英国、美国和意大利等西方人群［３，５～７］以及日

本人群［８］的调查中均被发现与ＰＢＣ起病有一定相

关性。姜小华等［９］关于一组中国南方人群ＰＢＣ的

研究资料也提示ＤＲＢ１０８与ＰＢＣ易感性高度相

关。本组资料中，ＤＲ８基因的出现频率为２２．５％，明

显高于健康对照组的７．５％，同时也明显高于文献

报道的其他两组健康人群的１１．２％和１０．２％，且差

异均有统计学意义，同样提示 ＤＲ８为可能的ＰＢＣ
易感基因。

　　本组研究中ＤＲ７基因的出现频率最高，检出率

达５０％，远高于健康对照组的１０．４％，同时也明显

高于文献报道的其他两组中国北方健康人群中的出

现频率（分别为２３．２％和２９％），统计学分析均有显

著性差异。提示ＤＲ７基因在中国人群中可能为潜

在的ＰＢＣ易感基因，这与国内刘海英等［１０］关于一组

中国南方人群ＰＢＣ的研究报道类似。但在国外其

他文献中尚未见报道，其原因在一定程度上可能是

因为ＤＲ７本身在中国汉族人群中分布较多，而在包

括日本人群在内的其他种族中分布相对较少［１３］，加

上检测的样本不够充足，以至于被掩盖。

　　ＤＲ１１ 的出现频率在本组 ＰＢＣ 患者中为

２２．５％，高于本组健康人群的９％，卡方检验Ｐ值为

０．０５１，接近于０．０５的检验水准，但ＤＲ１１在文献报

道的其他两组健康人群中的出现频率相差较大，分

别为３５．８％和１１．８％，无法得出一致的结论。此

外，在意大利人群的研究中［７，１４］，ＤＲ１１甚至被认为

是可能的保护性基因，因此其在不同人群的真实分

布情况还有待进一步研究，初步考虑其与中国人群

ＰＢＣ的相关性不大。

　　ＤＲ１２的出现频率在本组ＰＢＣ患者中为１５％，

明显低于本组健康人群的３５．８％，并且两组差异有

统计学意义（Ｐ＝０．０２０），提示可能为ＰＢＣ保护性基

因，但是在与文献报道的其他两组健康人群中出现

频率的比较中未能得到进一步证实。此外，ＤＲ１３、

ＤＲ１４、ＤＲ１６、ＤＲ１７等在本组ＰＢＣ患者中出现频率

均较低，但与健康人群相比无统计学差异。
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　　在本组研究中，我们未发现特殊的 ＨＬＡＤＲＢ
的单倍体组成与 ＰＢＣ 疾病易感性有关。ＨＬＡ

ＤＲＢ１与ＤＲＢ３、ＤＲＢ４或ＤＲＢ５的单倍体组成均为

常见的５种单倍体型。ＤＲ５３在本组ＰＢＣ患者中的

检出率为７７．５％，高于疾病对照组的５７．７％和健康

对照组的４１％，考虑主要是由于ＤＲ５３与ＤＲ７之间

存在单倍体连锁不平衡造成，而并非ＤＲ５３单独与

ＰＢＣ易感性有关。

　　ＰＢＣ患者易感型别的确定将对ＰＢＣ的病因和

发病机制的研究有较大的帮助。ＭＨＣ分子对于机

体的免疫反应是必不可少的，ＭＨＣⅡ类分子与

ＣＤ４＋的Ｔ细胞免疫密切相关，而有报道在ＰＢＣ患

者肝内损伤胆管周围浸润的淋巴细胞以ＣＤ４＋的Ｔ
细胞为主［１５］，并且在患者的胆管上皮细胞中有

ＨＬＡＤＲ分子的异常表达［１６］，因此对ＰＢＣ的 ＭＨＣ

Ⅱ类易感基因或其抗原分子、自身靶抗原和淋巴效

应细胞的相互作用关系的进一步研究，有可能帮助

阐明ＰＢＣ患者胆管损伤的具体机制。此外从目前

的资料来看，ＰＢＣ患者基因易感性可能并不决定于

某单一基因，而是依赖于多个基因的相互作用，同时

可能存在种族特异性，或者 ＨＬＡ基因并不是真正

的致病基因，只是与致病基因处于一种连锁不平衡

状态，但通过对ＨＬＡ与ＰＢＣ关联的研究，可进一步

寻找与 ＨＬＡ连锁的其他或真正的致病基因。

　　由于本组研究中ＰＢＣ患者仅４０例，其研究结

论还有待于进一步扩大检测样本数量来进行验证。

总之，对ＰＢＣ易感基因的进一步研究可为ＰＢＣ病

因学研究打下基础，并为疾病的预测、诊断和预防提

供帮助。
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