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组织相容性抗Ⅱ类 HLA-DRB71等位基因与原发性胆汁性
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摘要 目的：探讨组织相容性抗Ⅱ类 HLA-DRB71等位基因与原发性胆汁性肝硬化患者人群的相关性。方法：资料选自 2011年 3

月 -2013年 3月在我院就诊的原发性胆汁性肝硬化患者 95例，健康人群 203例，分为原发性胆汁性肝硬化组与健康人群组，皆予

以序列特异性引物 PCR分析，对两组的等位基因进行分析研究。结果：原发性胆汁性肝硬化组 DRB71* 07基因频率为 36.84%，

高于健康人群组 13.79%，差异具有统计学意义（P<0.05）；原发性胆汁性肝硬化组其他基因低于健康人群组，差异无统计学意义

（P>0.05）；DRB71* 07 OR值是 2.67，表明原发性胆汁性肝硬化组 DRB71* 07阳性率与健康人群组相比较，是其 2.67倍，比值差

异具有统计学意义（P<0.05）；原发性胆汁性肝硬化患者易感性与 DRB71* 0701高度相关。结论：中国原发性胆汁性肝硬化患者可

能同 DRB71* 0701较易感染有密切关系，为其临床的治疗提供线索。
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HistocompatibilityⅡ Resistance Class a DRB71 HL A Alleles and the
Correlation of Primary Biliary Cirrhosis Patient Population Ptudies

To study the histocompatibility of Ⅱ class a DRB71 HLA alleles and the correlation of primary biliary

cirrhosis patient popurlation. 95 cases of primaryliver juice cirrhosis patients and 203 cases of healthy people in our hospital

from March 2011 to March 2013 were divided into primary liver juice cirrhosis group and healthy group, sequence specific primer PCR

analysis was conducted to analyze the alleles of the two groups. Primaryliver juice cirrhosis group DRB71*07 gene frequency

was 36.84%, 13.79% higher than that of the healthy group, and the difference was statistically significant ( P< 0.05); Primaryliver juice

cirrhosis group of other genes was lower than the healthy group, but there was no statistically significant difference ( P>0.05); DRB71

* 07 OR value was 2.67, which indicates that primary liver juice cirrhosis group DRB71 * 07 positive rate compared with healthy group,

is the 2.67 times ratio difference statistically significant (P<0.05); Suscep tibility to primary liver juice cirrhosis patients with DRB71 *

0701 highly correlated. Chinese patients with primary biliary cirrhosis may have close relationship with infection more

easily DRB71*0701, which may provide a clue for its dinical treatment.
HLA DRB71; Primary biliary cirrhos; Correlation; Research
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原发性胆汁性肝硬化（PBC）是一种自身免疫性疾病，好发

于中年以上女性，多数病例明确诊断时并无临床症状[1]。血清

AMA阳性率很高，但并非 100%。虽然 PBC通常是缓慢的，但

存活率是性别和年龄组是低的。临床上可以表现出弱点，皮肤

瘙痒，门脉高压症,骨质疏松，黄色皮肤疣、脂溶性维生素缺乏，

与复发性尿路感染的症状。此外,可能导致非肝自体免疫异常
[2]。近年来，PBC的检出率越来越高，但其发病机制仍端完全阐

明，治疗也缺乏具体的预防和控制措施。最近美国协会发起了

PBC的诊断和治疗指南，旨在帮助医生了解和评估诊断，疾病

严重程度的 PBC及其相关的与其他异常，可能是一些治疗，对

患者有益建议的预防措施[3-5]。据相关报道显示，原发性胆汁性

肝硬化的易感基因集中为 HLA-Ⅱ类 DRB71上，因此，本研究

通过采取序列特异性引物聚合酶链反应，对中国东部汉族人群

原发性胆汁性肝硬化患者同易感基因相关性进行研究。

1 资料与方法

1.1 一般资料

资料选自 2011年 3月 -2013年 3月在我院就诊的原发性

胆汁性肝硬化患者 95例，健康人群 203例，分为原发性胆汁性

肝硬化组与健康人群组。其中原发性胆汁性肝硬化组男 12例，

女 83例，比例为 1:8.55，年龄为 31-66岁，皆与美国肝病学会

发表于 2000年的原发性胆汁性肝硬化诊断指南相符合。
1.2 诊断与排除标准

M2抗体或者血清抗线粒体抗体阳性；肝功能异常，具胆
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汁淤积生化改变，主要为 酌-谷胺酰转肽酶以及碱性磷酸酶升

高，且不具其他原因可解释；排除庚、戊、丙、乙、甲型的病毒性

肝炎。

1.3 基因分型的方法
1.3.1 提取外周血基因组的 DNA 提取 250 mL受者枸橼酸钠

抗凝血，采取柱分离法以及固相亲法对外周血 DNA进行提取，

测定 DNA纯度以及浓度采取 Beckman紫外分光光度仪。/比

值的范围为 1.6-1.8，浓度是 75-200 mmHg，并且在零下 20℃的

冰箱保存，等待测量。

1.3.2 序列特异性引物的基因分型 对 HLA-DRB71等位基因

进行分型，采取低分辨 HLA-AB-DR分型试剂盒。序列特异性

引物的反应条件是预变性 63℃ 60秒、94℃ 10秒，总共包括 10

个循环；延伸 72℃ 30秒、退火 59℃ 50秒、变性 94℃ 10秒，总共

包括 20个循环。选取具有统计学意义等位的基因标本，鉴定其

亚型可继续的使用该公司高分辨 SSP-PCR的试剂盒。关联的

强度用 OR，即比数比表示。OR=原发性胆汁性肝硬化组等位

基因百分比 /健康人群组等位基因百分比。
1.3.3 进行 PCR-SSP检测 按照标准的 PCR-SSP检测的方法，
PCR反应条件是（1）在 94℃下预变性 5 min，再保持该温度继
续变性 30 s，（2）55-59℃退火 50 s，（3）72℃延伸 40s，（4）重复

循环 30次。（5）进行第 30个循环后需在 72℃下延伸 7 min。该
PCR反应体系所需的原料有：2 滋L DNA模板, 加入 25 mmoL

的 MgCl2 3.5 滋L，10 mmol 的 dNTP 1 滋L，再混入 l 滋 的 Tag

酶，还有必不可少的 10× Buffers 5 滋L，所以引物各加入 0.5 滋L

即可，最后加水补足到 50 滋L。
等位基因特异性引物设计：从 CenBank下载 HLA DRBI各

等位基因序列,其碱基差异多在第 2 外显子。参照文献[5]设计

DRB71* 03、* 07、* 09、* 11、* 13、* 14等 6个如下表[5]。

将 PCR产物放在 1.5%的琼脂糖中电泳,经电泳缓冲液（本

实验用的电泳缓冲液中放入了溴化乙锭(EB)）染色 20 min后，

即可用分析系统得出扫描结果。见表 3。
1.3.4 结果的判断 经过序列特异性引物的扩增后，对琼脂糖

凝胶进行电泳。20分钟之后依据扩增阳性 DNA条带，且参照

格局表，对 DRB71的等位基因或者亚型结果进行判断。
1.4 统计学方法

数据采用 SPSS 17.0软件包进行处理，组间计量资料用
x± s表示，用 t检验，计数资料用 x2检验，如 P<0.05，差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 两组 HLA-DRB71等位基因的分布情况

原发性胆汁性肝硬化组 DRB71* 07基因频率为 36.84%，
高于健康人群组 13.79%，差异具有统计学意义（P<0.05）；原发

性胆汁性肝硬化组其他基因低于健康人群组，差异无统计学意

义（P>0.05）；DRB71* 07 OR值是 2.67,表明原发性胆汁性肝硬

化组 DRB71* 07阳性率与健康人群组相比较，是其 2.67倍，比

值差异具有统计学意义（P<0.05），如表 2。

2.2 原发性胆汁性肝硬化组 HLA-DRB71* 07亚型分析情况

采用高分辨序列特异性引物试剂盒对具统计学意义的原

发性胆汁性肝硬化患者 HLA-DRB71* 07 基因进行亚型的分

析，结果显示所有的原发性胆汁性肝硬化患者皆具

HLA-DRB71* 0701，却未见 HLA-DRB71* 0706、HLA-DRB71*

0705、HLA-DRB71*0704、HLA-DRB71* 0703，表明患者易感性

与 DRB71* 0701高度相关。
2.3 原发性胆汁性肝硬化组及健康人 PCR-SSP检测结果

3 讨论

原发性胆汁性肝硬化属于胆汁淤滞性的一种慢性肝疾病，

诊断原发性胆汁性肝硬化特异性的指标为血清抗线粒体抗体，

等位基因 扩增片段长度（bp）

DRB71* 03

DRB71* 07

DRB71* 09

DRB71* 11

DRB71* 13

DRB71* 14

212

206

222

223

171

260

表 2 两组 HLA-DRB71等位基因的分布情况[n(%)]

Table 2 Distribution two sets of HLA-DRB71 alleles[n(%)]

基因

Gene

健康人群组

(n=203)

Health group

(n=203)

原发性胆汁性

肝硬化组

（n=95）

Primary biliary

cirrhosis group

(n=95)

比数比（OR）

ratio (OR)

DRB71* 03

DRB71* 07

DRB71* 09

DRB71* 11

DRB71* 13

DRB71* 14

34(16.75)

28(13.79)

71(34.98)

29(14.29)

31(15.27)

31(15.27)

15(15.79)

35(36.84)

32(33.68)

4(4.21)

4(4.21)

3(3.16)

0.94

2.67

0.96

0.29

0.28

0.21

基因

Gene

原发性胆汁性肝

硬化组（n=95）

Primary biliary

cirrhosis group

(n=95)

健康人群组

(n=203)

Health group

(n=203)
X2 P值

DRB71* 03

DRB71* 07

DRB71* 09

DRB71* 11

DRB71* 13

DRB71* 14

0.653

1.802

0.96

0.748

0.040

0.400

>0.05

<0.005

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

阳性数 阳性率% 阳性数 阳性率%

1

5

0

0

2

3

5.26

26.32

0

0

10.52

15.79

1

3

3

1

4

3

2.1

7.1

7.1

2.3

9.5

7.1

注：所有 PCR产物电泳槽内的参照均为阳性。

表 1 等位基因上游引物，扩增片段长度(bp)

表 3 原发性胆汁性肝硬化组及健康人 PCR-SSP检测结果
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而唯一经过临床试验证实对该病治疗安全有效的药物为熊去

氧胆酸[6-9]。虽然原发性胆汁性肝硬化发病的机制可能同自身免

疫相关，但是免疫抑制剂疗效至今未被证实，并且药物相关的

一些不良反应导致其临床的运用受限制。原发性胆汁性肝硬化

常同慢性淋巴细胞性甲状腺炎、硬皮病等免疫性疾病并存[10-13]。

中年妇女是其多发群体，该病具有经过缓慢、早期症状轻微、起

病隐袭、病人的一般情况较为良好，体重以及食欲无明显的下

降，大约 10%患者无任何症状等特点。对伴有脂肪泻且原因不

明的慢性进行性梗阻性黄疸病人，应该对其起病诱因以及病情

进展的情况进行详细了解。

近年来，越来越多临床资料显示导致原发性胆汁性肝硬化

发生的原因为环境因素以及遗传易感性[14-17]。综合该病患者临

床的资料，没有发现疾病的进程、复发、治疗与基因频率的关

系。该病是由多种遗传因子所导致的疾病，基因多态性基础上，

加上部分附加因子作用，形成多因子性的疾病因素。通过检测

遗传因子，其可分为影响疾病进展因子以及决定疾病易感性因

子。此两种因子如果可以被完全的阐明，对该疾病预防以及治

疗具重要意义。目前，经研究证实染色体 2q以及 6p21.3上的

一些遗传因子同原发性胆汁性肝硬化相关 [18]，包括 CASP-8、
IL-1RN-IL-1B、CTLA-4*G、HLA-DRB71*08。

在本次研究中，原发性胆汁性肝硬化组 DRB71* 07基因

频率为 36.84%，高于健康人群组 13.79%，差异具有统计学意

义；原发性胆汁性肝硬化组其他基因低于健康人群组，差异无

统计学意义；DRB71* 07 OR值是 2.67,表明原发性胆汁性肝硬

化组 DRB71* 07阳性率与健康人群组相比较，是其 2.67倍，比

值差异具有统计学意义；原发性胆汁性肝硬化患者易感性与

DRB71* 0701高度相关。

虽然到目前为止，PBC与 MHC即主要组织相容性抗原复

合体的关系尚不十分明了，但笔者查阅到的临床资料均显示

PBC的发生与环境因素和遗传易感性的共同作用密切相关[19]。

目前，虽未发现 HLA-1类基因与 PBC 的相关性[20]，但在美国、

英国等的报道中，PBC与 HLAⅡ类基因中的 DRBI*08及其与

其他等位基因组成的单倍体具有相关性[4-5]，还有研究报道指出

位于染色体 6p的控制抗原表达的 MHCⅡ类基因可能仅独自

作用导致相关疾病的发生。本研究结果表明 DRB71* 07等位
基因频率在原发性胆汁性肝硬化患者组明显高于健康人对照

组,百分率分别为 26.32%和 7.1%(P<0.005)，RR 7.15。

综合上述实验方法的统一结果，在中国原发性胆汁性肝硬

化患者可能同 DRB71* 0701，较易感染有密切关系，为其临床

的治疗提供线索。
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