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广西地区壮族 瑶族人群人类血小板抗原基因的多态性分析

杨　兰，梁秀云，曾江辉（广西医科大学第三附属医院暨南宁市第二人民医院检验科　５３００３１）

　　【摘要】　目的　研究广西地区壮族、瑶族人群人类血小板抗原 （ＨＰＡ）１～１７ｂｗ基因的表达差异。方法　采用

序列特异引物聚合酶链反应（ＰＣＲＳＳＰ）方法对广西地区１００例壮族和１００例瑶族健康个体进行 ＨＰＡ１～１７ｂｗ系

统基因分型，比较壮族和瑶族的 ＨＰＡ基因频率。结果　等位基因ａ是广西地区壮族、瑶族健康个体主要的 ＨＰＡ１

～１７ｂｗ基因型别。在 ＨＷ平衡检验中，瑶族健康人群 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性中除 ＨＰＡ１、２、６外，其他均符合

ＨＷ群体遗传平衡法则（犘＞０．０５）；壮族健康个体中，所有 ＨＰＡ各系统符合 ＨＷ 群体遗传平衡法则（犘＞０．０５）。

瑶族和壮族 ＨＰＡ系统抗原不配合率分析中，ＨＰＡ３和 ＨＰＡ１５不配合率最高，皆超过３０％。比较两个民族的基因

频率，发现瑶族的 ＨＰＡ３和 ＨＰＡ１５的基因多态性明显低于壮族（χ
２＝１２．２４２，犘＝０．００２；χ

２＝６．２０９，犘＝０．０４５）。

结论　广西地区壮族和瑶族 ＨＰＡ基因多态性分布存在明显的种族差异，特别是 ＨＰＡ３和 ＨＰＡ１５系统杂合度最

高，抗原分布不配合比例相对高，在临床配合性血小板输注中必须加以重视。
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　　人类血小板抗原（ＨＰＡ）多态性可导致血小板输注无效、

输血后紫癜、免疫性血小板减少症等情况。而 ＨＰＡ的基因多

态性具有地域和民族差异性，是遗传标志之一。广西地区居住

着２５个少数民族，研究广西地区最大的两个少数民族（壮族和

瑶族）的 ＨＰＡ基因多态性，对指导临床血小板的输注和研究

某些疾病易感性具有重要意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１００例广西瑶族和１００例广西壮族健康个体

纳入研究。其中，壮族：男５９例，女４１例，年龄３～７５岁，平均

４８．３岁；瑶族：男６２例，女３８例，年龄５～７１岁，平均４６．９岁。

入选标准：（１）居住在广西瑶族主要分布区的瑶族个体或壮族

主要分布区的壮族个体；（２）三代中未有与外族通婚的瑶族家

族或壮族家族，选择第三代个体为研究对象，且尽可能确保研

究对象在其可追踪的历史上没有与外族通婚；（３）均无遗传性

疾病家族史及其他急、慢性疾病史。两组研究对象在年龄和性

别上差异无统计学意义（犘＞０．０５）。采样过程遵循知情同意

原则，通过询问确保样本间无血缘关系。所有研究对象取静脉

血２ｍＬ，加入乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝管中，充分混匀。

１．２　主要仪器和试剂　９７００扩增仪（美国ＡＢＩ公司）；人类血

小板抗原 ＨＰＡ１～１７基因分型试剂盒（中国江阴力通生命科

技公司）；低温高速离心机（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；凝胶成像仪

（珠海黑马生物公司）。

１．３　ＤＮＡ制备　应用深圳益生堂生物有限公司人类基因组

ＤＮＡ抽提试剂盒，采用离心柱法取２５０μＬＥＤＴＡ 抗凝外周

血，按说明书操作，最后将ＤＮＡ溶于ＴＥ缓冲液，－２０℃保存

备用。

１．４　序列特异引物聚合酶链反应（ＰＣＲＳＳＰ）　（１）反应体

系：ＰＣＲ在１５μＬ总体积中进行，每孔反应体系内含６μＬＰＣＲ

混合反应液（含ｄＮＴＰ、ｂｕｆｆｅｒ）、Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．０６μＬ、无菌

水７．４４μＬ和ＤＮＡ模板１．５μＬ，充分混合。（２）扩增条件：
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９６℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃２５ｓ，６５℃５０ｓ，７２℃３０ｓ，循环５

次；９５℃３０ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次；最后７２℃延

伸５ｍｉｎ，４℃保存。（３）扩增产物电泳：取７μＬ扩增产物，在

２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶上点样，电压１００Ｖ，电泳３０ｍｉｎ，自动凝胶

图像分析仪下观察电泳结果。（４）电泳结果判读：内对照引物

为人类生长激素基因特异性引物，长度为４２９ｂｐ。每孔出现内

参照带认为扩增成功，在相应碱基对位置观察有无特异性条带

出现，如果出现特异性条带判读为阳性，若未出现特异性条带

判断为阴性。

１．５　单基因测序　委托上海申工生物有限公司完成。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行数据处理，对每个

ＨＰＡ系统的１对等位基因频率进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ（ＨＷ）

平衡检验，犘＞０．０５即表明该基因频率符合 ＨＷ 遗传平衡。

各系统对偶抗原不配合率计算 ＭＰ＝２ａｂ（１－ａｂ）（ａ、ｂ分别代

表ａ和ｂ的基因频率）。壮族和瑶族 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因频率

分布的差异，采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　广西地区１００例瑶族个体和１００例壮族个体 ＨＰＡ基因

分型结果见表１。基因型别ａ是两个民族 ＨＰＡ１～１７ｂｗ的主

要型别，瑶族健康个体 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性中，具有最高

杂合度的是 ＨＰＡ１５，其次是 ＨＰＡ３。经 ＨＷ 平衡检验，比较

观察值和期望值，除了 ＨＰＡ１、２、６，其他 ＨＰＡ各系统差异均

无统计学意义（犘＞０．０５），符合 ＨＷ 群体遗传平衡法则。壮

族健康个体 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性中，具有最高杂合度的

是 ＨＰＡ１５，其次是 ＨＰＡ３。经 ＨＷ 平衡检验，比较观察值和

期望值，所以 ＨＰＡ各系统差异均无统计学意义（犘＞０．０５），符

合 ＨＷ 群体遗传平衡法则。

表１　广西瑶族、壮族健康人群 ＨＰＡ１１７ｂｗ的基因检测结果

ＨＰＡ

基因

壮族（狀＝１００）

ａａ ａｂ ｂｂ ａ ｂ

ＨＷ值

犘
ＭＰ

瑶族（狀＝１００）

ａａ ａｂ ｂｂ ａ ｂ

ＨＷ值

犘
ＭＰ

１ １００ ０ ０ １ ０ ９７ ２ １ ０．９８ ０．０２ ０．０００ ０．０３８

２ ９８ ２ ０ ０．９９０ ０．０１００．９１９ ０．０２０ ９６ ３ １ ０．９７５ ０．０２５ ０．０００ ０．０４８

３ ２２ ４８ ３０ ０．４６０ ０．５４００．７３５ ０．３７３ ４２ ４４ １４ ０．６４０ ０．３６０ ０．６５２ ０．３５５

４ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

５ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

６ ９８ ２ ０ ０．９９０ ０．０１００．９１９ ０．０２０ ９６ ３ １ ０．９７５ ０．０２５ ０．０００ ０．０４８

７ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

８ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

９ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１０ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１１ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１２ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１３ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１４ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１５ ２５ ５５ ２０ ０．５２５ ０．４７５０．４１４ ０．３７４ ４０ ３９ ２１ ０．５９５ ０．４０５ ０．０５６ ０．３６６

１６ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

１７ｗ １００ ０ ０ １ ０ １００ ０ ０ １ ０

２．２　广西壮族和瑶族 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性的比较　使

用χ
２ 检验比较壮族和瑶族人群中 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性

分布，发现瑶族的 ＨＰＡ３基因杂合程度明显低于壮族基因频

率，差异有统计学意义（χ
２＝１２．２４２，犘＝０．００２）；瑶族 ＨＰＡ

１５ａ基因杂合程度也显著低于壮族的 ＨＰＡ１５基因多系统，差

异具有统计学意义（χ
２＝６．２０９，犘＝０．０４５）。

３　讨　　论

ＨＰＡ是存在于血小板糖蛋白上的一类特异性抗原，是血

小板最重要的抗原之一。至今使用血清学方法已检出２４个血

小板抗原，其中有２２个抗原已被血小板命名委员会正式命名，

分布在糖蛋白 ＧＰⅠａ（ＨＰＡ５、１３）、ＧＰⅠｂα（ＨＰＡ２）、ＧＰⅠｂβ
（ＨＰＡ１２）、ＧＰⅡｂ（ＨＰＡ３、９）和 ＧＰⅢａ（ＨＰＡ１、４、６、７、８、１０、

１１、１４、１６）和ＣＤ１０９（ＨＰＡ１５）上
［１２］。而这些 ＨＰＡ的基因都

位于第５、６、１７和２２号染色体上的６个遗传位点，具有独特的

型特异性，属于双等位共显性遗传系统，且存在种族、地区差

异［３］；其多态性除 ＨＰＡ１４ｂｗ外，绝大多数是由于相应血小板

膜糖蛋白结构基因中的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）引起，从而导致

相应位置的单个氨基酸变异所致［４］。

作者采用ＰＣＲＳＳＰ方法检测广西地区壮族和瑶族健康人

群 ＨＰＡ１～１７ｂｗ基因多态性，发现 ＨＰＡ３、１５是 ＨＰＡ基因多

态性中杂合程度最高的，这与国内其他地区的研究结果一

致［４５］，是外源性血小板输注有效性及安全性最重要的 ＨＰＡ

系统［６］。ＨＰＡ１、２、６基因壮族和瑶族人群均有表达，但杂合程

度不高，主要以ａ基因型别为主。分析广西地区瑶族、壮族健

康人群血小板系统的基因频率，发现瑶族人群中的 ＨＰＡ３、１５

基因杂合程度明显低于壮族的，差异有统计学意义，表明两民

族间的 ＨＰＡ３、１５基因多态性具有民族差异性，临床血小板输

注时应高度重视。在随机血小板输注中，不配合概率的高低，

反映了抗原在输血治疗时刺激宿主免疫系统产生血小板同种

抗体概率的大小。本研究中广西地区壮族和瑶族 ＨＰＡ基因

频率分布结果均显示，ＨＰＡ３、１５是对于血小板同种免疫反应

发生最有意义的 ＨＰＡ系统，其不配合率均高达３０％以上，表

明 ＨＰＡ３、１５在两个民族人群中存在重要意义。但其他 ＨＰＡ

系统不配合率均小于２％，与邓燕玲等
［７］研究不一致。

综上所述，ＨＰＡ基因在广西地区最大的两个民族间存在

差异，因此建立一个血小板基因库，为临床输注成分血小板的

患者提供配型相合的成分血小板，对提高输血小板疗效，降低

免疫性血小板减少症发生有很大的帮助。　（下转第２６４７页）
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表１　胰腺癌肿瘤标志物在氩氦刀冷冻手术前的表达与Ⅳ期生存期比较（狓±狊）

项目 正常均值 Ⅳ期生存期（个月） 异常均值 Ⅳ期生存期（个月） 犘

ＣＡ１９９（Ｕ／ｍＬ） ７．４５±７．３４ ６．００±１．６７ ３５２９９．７０±４６０７８．１２ ５．８８±４．８１ ＞０．０５

ＣＥＡ（ｎｇ／ｍＬ） ２．７５±０．９１ ７．８７±６．１３ １２０．５７±４２７．４９ ５．４３±３．４２ ＜０．０１

表２　胰腺癌氩氦刀冷冻手术后肿瘤标志物的变化与

　　　Ⅳ期生存期比较

项目
上升

（％）

Ⅳ期生存期

（个月）

下降

（％）

Ⅳ期生存期

（个月）
犘

ＣＡ１９９（Ｕ／ｍＬ） ９２．５０ ８．６５±５．７１ ２４．８０ ７．０７±４．８６ ＞０．０５

ＣＥＡ（ｎｇ／ｍＬ） １１１．９７ ９．６７±６．５０ ２７．１４ ７．００±４．６６ ＞０．０５

３　讨　　论

３．１　癌胚抗原ＣＥＡ作为细胞表面蛋白，主要形成于胃肠道和

胰腺，ＣＡ１９９是胰腺癌的首选肿瘤标志物
［２３］。因此本研究探

讨此２项肿瘤标志物在氩氦刀冷冻治疗晚期胰腺癌时与患者

Ⅳ期生存期的关联。

３．２　术前ＣＥＡ值正常的病例，平均Ⅳ期生存期（７．８７±６．１３）

个月，ＣＥＡ值异常的病例，平均Ⅳ期生存期（５．４３±３．４２）个

月，两者差异有统计学意义（犘＜０．０１）。术前检测ＣＥＡ对手

术治疗患者的生存期预测有重要意义。术前ＣＡ１９９值正常

和异常的病例平均Ⅳ期生存期两者差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。这与中外学者的观点在高水平ＣＡ１９９提示胰腺癌的

生存期明显缩短，术前血清ＣＡ１９９水平与胰腺癌的预后密切

相关有所不同［４６］，证明了本院氩氦刀冷冻术＋碘粒子植入治

疗晚期胰腺癌患者的良好效果。

３．３　术后ＣＡ１９９值上升的病例和均值下降的病例，Ⅳ期生

存期差异无统计学意义（犘＞０．０５）；术后ＣＥＡ值上升的病例

和下降的病例相比，Ⅳ期生存期差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。因肿瘤细胞破坏数值可能升高，本院术后抽血检测肿

瘤标志物一般在１周内，这与国内其他学者的结论手术切除可

以引起ＣＡ１９９下降不同
［７］；因为手术方法不同，氩氦刀冷冻

手术主要作用是引起肿瘤组织的消融，细胞灭活坏死。但在原

发灶进行彻底的冷冻手术，肿瘤标志物水平可能降低。术前检

测肿瘤标志物一般在１周内，因患者个体差异有所不同，本研

究收集术前、术后１～４周内的数据。

３．４　研究总生存期、或以手术日期作为开始观察日期作生存

期评价的文章不少，但以转移时间开始计算生存期的不多，作

者回顾性研究７２例晚期胰腺癌病例，５０％的病例Ⅳ期生存期

大于或等于６个月，这要高于文献中位生存期不到６个月的报

道［８］。因病例不足够多，无法探讨不同手术部位肿瘤标志物的

表达及变化与生存期的关联，存在局限性。
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