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1 实验采用测序分型方法对 650 例临床移植配型本进行移植前高分辨确认，使用测序分析软件分析分型

时发现有 4 例供者或受者携带罕见等位基因。在以往人类白细胞抗原分型过程中通常借鉴美国骨髓库统计的

等位基因频率表，罕见等位基因往往被忽视，这将导致某些结果被错误分析。这次实验结果将提醒业界同行

重视频率较低的等位基因。 
2 作者认为，中华骨髓库 2013 年工作会议将库内志愿者的人类白细胞抗原分型高分辨结果采用统计学

方法进行等位基因频率计算制作了《中国常见及确认的人类白细胞抗原等位基因表(CWD)(1.01 版)，具有很

高的参考价值。 
关键词： 
器官移植；器官移植临床实践；人类白细胞抗原；罕见等位基因；测序分型；基因组 DNA；SSP；常见等位

基因；B*27:15；B*51:39；C*07:66；C*08:22 
主题词： 
HLA 抗原；等位基因；骨髓；器官移植；细胞移植 
 
摘要 
背景：虽然国内与国外关于新等位基因的报道较多，但是，因某些等位基因首次发现较晚，而后却再次被检

测到，并且等位基因频率很低，此类相关文章报道甚少，这些等位基因往往被忽视。 
目的：检测与确认 4 例临床移植配型供受者携带的罕见等位基因。 
方法：采用快速 DNA 提取试剂盒从全血样本中提取基因组 DNA，经人类白细胞抗原基因商品化测序分型试

剂盒检测和 SSP 高分辨试剂盒验证，得到人类白细胞抗原高分辨分型结果。 
结果与结论：被检测到的 4 个罕见等位基因分别为 B*27:15、B*51:39、C*07:66 和 C*08:22。对于以上 4 个

等位基因虽被美国骨髓库列为罕见等位基因，但在中国可能并不罕见。事实证明，被美国骨髓库列为罕见等

位基因的 C*08:22 为中国汉族人群常见等位基因。 
 
Result analysis of four human leukocyte antigen rare alleles    
 
Wang Da-ming, He Liu-mei, Zou Hong-yan, Gao Su-qing (Shenzhen Blood Center, Shenzhen  518020, 
Guangdong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Many articles concerned novel alleles reported in China and outside China, but some alleles 
were detected lately. After that, these alleles were tested again. Because frequencies of these alleles are very low, 
few relevant articles are reported, so these alleles are ignored easily.  
OBJECTIVE: To test and identify four human leukocyte antigen rare alleles that patients and donors carries.  
METHODS: Genomic DNA was extracted automatically from blood samples using quick DNA purified kit, typed 
by human leukocyte antigen locus commercial sequence-based typing kits and confirmed by sequence-specific 
primers high-resolution kits.  
RESULTS AND CONCLUSION: Four detected rare alleles are B*27:15, B*51:39, C*07:66 and C*08:22. The four 
above-mentioned human leukocyte antigen rare alleles defined by National Marrow Donor Program are not rare 
in China. The facts prove that C*08:22 which was defined a rare allele by National Marrow Donor Program before 
is a common allele in Chinese Han nationality. 
 
Subject headings: HLA antigens; alleles; bone marrow; organ transplantation; cell transplantation 
 
Wang DM, He LM, Zou HY, Gao SQ. Result analysis of four human leukocyte antigen rare alleles. Zhongguo 
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0  引言  Introduction 
 

人类白细胞抗原复合体遗传区位于人类第6号染色

体，全长4 000 kb，其功能与免疫反应有关。截至2013
年1月更新的国际免疫遗传IMGT/人类白细胞抗原数据

3.11.0(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.htmL) 显 示

已发现人类白细胞抗原A、B 、C、DRB1和DQB1基因

各2 132个、2 798个、1 672个、1 196个和179个。其

中，某些等位基因在美国国家骨髓库(National Marrow 
Donor Program，NMDP)网站(http://bioinformatics. nmdp. 
org/HLA/Rare_Allele_Lists/Biannual_Rare_Allele_Lists. 
aspx)公布的罕见等位基因资料[Rare Allele List File. 
Version 3.9.0(08/2012)]中被列为罕见等位基因。作者

在为临床移植配型供/受者对做人类白细胞抗原-A，-B，
-C，-DRB1和-DQB1位点高分辨水平结果分型时，发现

4例供者或受者携带罕见等位基因。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

 
设计：随机样本检测，单一样本观察。 
时间及地点：实验于2010年10月至2013年3月在深

圳市血液中心免疫遗传室完成。 
材料： 
全血样本：来源于参加临床移植配型无关供/受者共

650例，其中4例携带罕见等位基因。采用5%EDTA抗凝

外周全血，备用。 
4例人类白细胞抗原罕见等位基因实验研究的主要试剂

及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

基因组DNA制备：取5 mL抗凝外周血，采用全血基因

组DNA提取试剂盒中的0.3 mL全血制备基因组DNA的
实验程序，剩余全血置-30 ℃冰箱冻存备用。DNA浓度

调节在50 µg/L左右，纯度A260/A280值控制在1.80左右。

琼脂糖电泳显示无降解。 
人类白细胞抗原，A、B、C、DRB1和DQB1五个位点高

分辨水平基因测序分型：人类白细胞抗原A、B、C(检测第

2，3和4外显子)、DRB1(检测第2外显子)以及DQB1 (检
测第2，3外显子) 位点PCR扩增：严格按照AlleleSEQR 
人类白细胞抗原测序试剂盒说明书操作。PCR加样及扩

增反应：①将相关试剂从冰箱取出，置于加样洁净台上。

人类白细胞抗原A、B、C位点在1只容量为1.5 mL的离

心管内每人份加入16 µL PCR反应缓冲液和0.3 µL Taq
酶，人类白细胞抗原-DRB1、人类白细胞抗原-DQB1
位点在1只容量为1.5 mL的离心管内每人份加入8 µL 
PCR反应缓冲液和0.1 µL Taq酶，混匀后，离心。②人

类白细胞抗原A、B、C位点每人份取16 µL混合液加入

反应管中，混合液中加入4 µL基因组DNA，人类白细

胞抗原DRB1、人类白细胞抗原-DQB1位点每人份取  
8 µL混合液加入反应管中，混合液中加入2 µL基因组

DNA，混匀后，离心。③将反应板封盖后放入9700 PCR
扩增仪中，扩增反应采用20 µL反应体系，按照如下循

环参数进行扩增：95 ℃  10 min→36个循环：96 ℃ 
20 s→60 ℃ 30 s→72 ℃ 3 min，扩增反应产物板置

于4 保存。  
PCR 产 物 的 直 接 测 序 ： PCR 产物的纯化采用

ExoSAP-IT酶处理。去除多余的游离PCR引物和底物

dNTPs；即在反应管中加入3 µL ExoSAP-IT，低速离心

混合后，置PCR仪37 ℃ 30 min→80 ℃ 15 min，纯化

后的扩增产物板置于4 ℃保存。纯化处理后的产物作为

测序反应模板。采用试剂盒配有的测序引物对人类白细

胞抗原C位点第2，3和4外显子的正向和反向进行序列

测定。测序反应采用10 µL反应体系，该体系由8 µL测
序引物和2 µL经ExoSAP-IT处理过的PCR产物组成，反

应条件为：25个循环：96 ℃ 20 s→50 ℃ 30 s→60 ℃  
2 min，4 ℃保存。测序反应产物采用乙醇/醋酸钠/EDTA
沉淀法。加入15 µL超纯甲酰胺溶液(Hi-Di Formamide)，
在PCR扩增仪上95 ℃变性2.5 min。经纯化后的测序反

应产物于ABI PrismTM 3730型基因测序仪电泳检测并收

集电泳后的序列数据信息。 
结果分析：将ABI PrismTM 3730型基因测序仪电泳检

测并收集电泳后的序列数据信息导入Assign-SBT 
3.5.1.45(Conexio Genomies，Western Australia)分析

软件，分析受检者人类白细胞抗原-A、-B、-C、-DRB1、
-DQB1位点的等位基因型。 

高分辨PCR-SSP基因分型：对于含有模棱两可和罕见

等位基因的标本采用高分辨PCR-SSP方法进行精确分

型，按照试剂盒说明书进行操作。扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳，特异性阳性条带与说明书的阳性条带图谱比

对，基因分型结果即可确认。 
   
2  结果  Results 
 

来源 试剂及仪器 

全血基因组 DNA 提取试剂盒  
人类白细胞抗原 A、B、C、DRB1 和 

DQB1 位点测序试剂盒  
PCR-SSP 高分辨试剂盒  
Biophotometer 紫外分光光度仪、 

高速低温离心机  
9700 型 PCR 扩增仪、ABI 3730 型序列

分析仪   
紫外凝胶成像系统  

美国 QIAGEN 公司 
Atria Genetics，South 

SanFrancisco，CA(美国加州)
美国 olerup 或 Onelamda 公司 
德国 Eppendorf 公司 
 
美国 ABI 公司 
 
日本 BIO-RAD 公司 

2.1  B*27:15结果分析  将测序仪电泳后的序列数据
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信息导入到Assign-SBT 3.5.1.45(Conexio Genomies，
Western Australia)分析软件，得到的人类白细胞抗原B
位点的分型结果，见图1。SSP琼脂糖电泳图，见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  B*51:39结果分析  将测序仪电泳后的序列数据

信息导入到Assign-SBT 3.5.1.45(Conexio Genomies，
Western Australia)分析软件，得到的人类白细胞抗原-B
位点的分型结果，见图3，SSP琼脂糖电泳图见图4。 
2.3  C*07:66结果分析  将测序仪电泳后的序列数据

信 息 导 入 到 Assign-SBT 3.5.1.45(Conexio 
Genomies，Western Australia)分析软件后，得到的

人类白细胞抗原C位点的分型结果，见图5，SSP琼脂

糖电泳图见图6。 
2.4  C*08:22结果分析  将测序仪电泳后的序列数据

信息导入到Assign-SBT 3.5.1.45(Conexio Genomies，
Western Australia)分析软件后，得到的人类白细胞抗原

C位点分型，结果见图7，SSP琼脂糖电泳图见图8。 

  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
  
  
  
  
  

注：得到人类白细胞抗原 B 位点的分型结果为：B*40: 01, 51: 
39。 

图 3  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

B*51:39 测序分型序列图 

Figure 3  One sample carrying rare allele human leukocyte 
antigen B*51:39 sequence-based typing sequence  

注：得到的人类白细胞抗原 B 位点分型结果为：B*27：XX，
58：XX。 

图 1  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

-B*27:15 测序分型序列 

Figure 1  One sample carrying rare allele human leukocyte 
antigen B*27:15 sequence-based typing sequence  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  

注：第 1，2，22，24，27，29，40，56 孔显示清晰的特异性

阳性条带，对照B*51 SSP高分辨试剂(Olerup SSP 15K说明

书)，结合测序分型结果可以确定其中一个等位基因为B*51: 
39[2]

。 

注：第 5，6，8，9 孔显示清晰的特异性阳性条带(21 孔为非

特异性条带)，对照B*27 SSP高分辨试剂(Olerup SSP 09F说
明书)，结合测序分型结果确定其中一个等位基因为B*27：
15[1]

。 
图 4  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

B*51:39 SSP 琼脂糖电泳图 

Figure 4  Agarose gel electrophoresis of one sample carrying 
rare allele human leukocyte antigen B*51:39 
sequence-specific primers    

图 2  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

B*27:15 SSP 琼脂糖电泳图 

Figure 2  Agarose gel electrophoresis of one sample carrying 
rare allele human leukocyte antigen B*27:15 
sequence-specific primers    

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

注：得到人类白细胞抗原 C 位点分型结果为：C*07: XX, 15: 
XX。 

图 5  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

C*07:66 测序分型序列图 

Figure 5  One sample carrying rare allele human leukocyte 
antigen C*07:66 sequence-based typing sequence  
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2.5  人类白细胞抗原A、B、C、DRB1和DQB1各位点

基因分型结果  依次列举出4例携带罕见等位基因的样

本其他4个位点的人类白细胞抗原基因分型结果，为相

关研究提供重要的参考数据，见表1。 
 
 
 
 
 

表 1  四例罕见等位基因样本人类白细胞抗原A、-B、-C、-DRB1
和-DQB1 五个位点基因分型结果 

Table 1  Results of five loci genotype of four rare alleles human 
leukocyte antigen-A, -B, -C, -DRB1 and -DQB1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论  Discussion 
 
人类白细胞抗原基因位于人类第6号染色体短臂。

人类白细胞抗原基因测序分型技术是人类白细胞抗原

基因分型的“金标准”[6-7]。目前，人类白细胞抗原SBT
基因测序分型技术被业内公认为器官移植前和造血干

细胞移植前人类白细胞抗原高分辨配型的最佳方法[8]。

自1998年以来，等位基因的数量急速增长，有些等位基

因经美国骨髓库(简称NMDP)频率统计已经被确定为常

见和确定的(CWD)等位基因[9]，而有些等位基因则被暂

时划为罕见等位基因。截至2013年1月更新的国际免疫

遗 传 IMGT/ 人 类 白 细 胞 抗 原 数 据 3.11.0 版

(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.htmL)显示已发现

人类白细胞抗原A、B 、C、DRB1和DQB1基因各2 132
个、2 798个、1 672个、1 196个和179个。美国国家骨

髓库(National Marrow Donor Program，NMDP)网站

(http：//bioinformatics.nmdp.org/)公布的罕见等位基因

资料[Rare Allele List File. Version 3.9.0(08/2012)]显
示，自1987年至2012年8月检测出的2 523 247个人类

白细胞抗原-B等位基因中B*27:15被检测出29次，其中

26次是从亚洲或太平洋地区的标本中检出的，B*51:39
被检测出2次，亚洲或太平洋地区及高加索人中各检出

一次[10]。自1987年至2012年8月检测出的919 984个人

类白细胞抗原-C等位基因中C*07:66被检出0次，

C*08:22被检测出8次，亚洲或太平洋地区检出7次。

ASHI(American Society for Histocompatibility and 

注：4 例携带罕见等位基因的样本其他 4 个位点的人类白细胞抗原基因分型

结果，为相关研究提供重要的参考数据。 

序

号

人类白细

胞抗原 A
人类白细

胞抗原 B
人类白细

胞抗原 C 
人类白细胞

抗原 DQB1
人类白细胞

抗原 DRB1
 
1 

 
11:02，
33:03 

 
27:15，
58:01 

 
03:02， 
12:02 

 
02:01， 
05:03 

 
03:01， 
14:05 

2 02:01，
02:06 

40:01，
51:39 

03:04， 
15:02 

03:01， 
06:02 

12:02， 
15:01 

3 02:07，
11:01 

40:01，
40:02 

07:66， 
15:02 

03:01， 
06:02 

12:02， 
15:01 

4 02:01，
26:01 

40:01，
40:02 

03:04， 
08:22 

03:03， 
06:01 

08:03， 
09:01 

注：第 2、4、5、19、32 孔显示清晰的特异性阳性条带(因为

此标本人类白细胞抗原 -C 位点其中一个等位基因为

C*15:02:01，导致 19 孔出现清晰的阳性特异性条带)，对照

C*07 SSP高分辨试剂(Onelambda SSP Lot#005)说明书，结

合测序分型结果确定结果为C*07: 66[3]
，15: 02。 

图 6  一例携带罕见等位基因样本的人类白细胞抗原

C*07:66 SSP 琼脂糖电泳图 

Figure 6  Agarose gel electrophoresis of one sample carrying 
rare allele human leukocyte antigen C*07:66 
sequence-specific primers     

注：得到人类白细胞抗原 C 位点分型结果为：C*03: XX，08：
XX。 

图 7  一例携带罕见等位基因样本人类白细胞抗原 C*08:22 
测序分型序列图 

Figure 7  One sample carrying rare allele human leukocyte 
antigen C*08:22 sequence-based typing sequence  

注：第 2、3、14、22 孔显示清晰的特异性阳性条带，21、24
孔清亮的条带为此孔的内对照条带。对照C*08 SSP高分辨试

剂(Lot#003)说明书，结合测序分型结果确认此标本的分型结果

为C*03:04，08:22[4-5]
。    

图 8  一例携带罕见等位基因样本人类白细胞抗原 C*08:22 
SSP 琼脂糖电泳图 

Figure 8  Agarose gel electrophoresis of one sample carrying 
rare allele human leukocyte antigen C*08:22 
sequence-specific primers     
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Immunogenetics)规定，人类白细胞抗原A、B和C位点

等位基因频率小于1/50 000，即为罕见等位基因。由此

看来，以上提到的4个等位基因已经定义为罕见等位基

因。 
由于近3年骨髓库入库数据刚刚从低分辨水平转为

高分辨水平，中国在判定等位基因是否常见时，通常借

鉴美国骨髓库频率统计的相关资料，一些在中国首次被

发现后再次被检测到而在美国国家骨髓库公布的数据

中却显示发现次数极少或被划为罕见的等位基因也陆

续浮出水面，例如B*51:39，C*07:63，C*07:66，C*08:22
等[11-13]。由于国内骨髓库高分入库数据总数量仍在持续

增长阶段，并未进行系统统计计算，对于以上4个等位

基因虽被美国骨髓库列为罕见等位基因，但在中国可能

并不罕见[14]。随着高分数据入库的逐渐增加，并进行有

效地统计计算，相信一些被美国骨髓库划为罕见的等位

基因在中国汉族人群中极有可能成为CWD(常见和确定

的)等位基因[15]。2013年3月中国造血干细胞库召开工作

会议，其中，将库中检出的人类白细胞抗原分型结果涉

及的等位基因进行统计学计算，在业界曾经被广泛认为

罕见的等位基因，在表中均可见较高的频率。例如，

C*08:22是本实验室此文作者在2008年采用自行研制的

人类白细胞抗原C位点地1-7外显子试剂盒对中国汉族

人群全血样本进行筛查发现的，虽然被发现较晚，但此

等位基因为中国汉族常见等位基因[15]，在那份频率表中

等位基因频率为0.945 3。B*51:39[2]和C*07:63的等位基

因频率分别为0.001 8和0.100。B*35:30本实验室在进

行临床移植配型标本高分辨确认时[16]，经2种方法核实，

检测到供者携带此基因，在频率表中此等位基因的频率

为0.001 5。人类白细胞抗原C*03:100是2011年首次被

发现[17]，此等位基因的携带者为中国人，2012年在做临

床移植配型高分确认时被再次检测出。短短不到1年时

间被检测到2次，向这些虽然被发现较晚的等位基因排

名比较靠后，但频率不一定低，2013年中华骨髓库工作

会议下发的“中国常见及确认的人类白细胞抗原等位基

因表 (CWD)(1.01 版 ) 中 C*03:100 频率为 0.004 7 。

C*03:17[18]、DRB1*12:10[19]、C*07:66和C*04:82的等

位基因频率均显示为中国常见等位基因[3，20-21]。 
 随着每个位点等位基因的数量逐年增多，模棱两

可结果的比例也随之增高，2013年1月18日IMGT/人类

白细胞抗原 (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/ambig. 
html)关于模棱两可结果组合的统计数据充分证实了这

点[22]。形成原理主要为2种：一是常规检测区序列完全

相同导致的，即差异碱基在检测区外；二是由于PCR产

物的杂合性，有时不同等位基因的组合可得到相同的杂

合子序列，即检测区内杂合序列一致。因此，当对临床

移植配型样本进行人类白细胞抗原基因测序分型时，人

类白细胞抗原B、C位点均为第1-4和第5-7外显子的扩

增产物，依据模棱两可结果形成原理，对于差异碱基在

检测区外的，例如，C*08:01:01/08:22除了可以采用

PCR-SSP 高 分 试 剂 中 的 C*08 来 解 决 外 ， 由 于

C*08:01:01/08:22的差异碱基为第6外显子的1034碱基

位分别为C*08:01:01为G, C*08:22为A[4-5]，所以可以加

做C6F，即第6外显子的正向引物测序，即可将两个等

位基因区分开；对于检测区杂合序列一致的，例如，

C*03:04/03:28，14:02/14:06这个组合出现时，可以采

用PCR-SSP高分试剂中的C*03或者C*14来确认，或者

加做C位点的检测区外外显子测序进一步解决。当前，

大多数模棱两可结果可用高分辨水平PCR-SSP试剂盒

进行进一步确认，但随着等位基因的继续增多，模棱两

可结果的比例也不断提高，PCR-SSP方法已经不能完

全解决高分确认精确分型的问题，这将给高分确认带来

挑战，商品化的检测区外测序试剂非常昂贵，直接影响

到检测成本，建立高效、低耗、快速的精确分型解决策

略具有重要意义[23-24]。本实验室根据GenBank(http：
//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)中公布的人类基因组

人类白细胞抗原全序列的参考序列，由于人类白细胞抗

原-C位点商品化试剂盒扩增产物包括了第5-7外显子特

异性产物，因此成功地设计了人类白细胞抗原-C位点检

测区外的测序引物，并且对200份已知基因型的样本进

行测试结果一致[25]。美国国家骨髓库(National Marrow 
Donor Program，NMDP)网站(http：//bioinformatics. 
nmdp.org/)公布的罕见等位基因资料[ Rare Allele List 
File. Version 3.9.0(08/2012)]显示，自1987年919984份
标本检测人类白细胞抗原C基因C*03:100被发现的次

数为零。查阅大量国内和国外文献后，自首次报道后尚

未见再次被报道。虽然C*03:100发现比较晚[21]，但在1
年左右的时间在中国同一地区被检测到2次，此基因有

可能在中国人群中为较常见基因，SSP高分辨试剂盒还

无法进行鉴定，为节省时间只能采用加做第5-7外显子

测序进行进一步鉴定，为发放报告争取宝贵时间。 
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