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文题释义： 

人类白细胞抗原：是分布在组织细胞表面的一组膜蛋白，它们的基本生物学功能是将抗原信息提呈给 T 细胞

识别，从而启动和调节特异性免疫应答。根据分子结构、组织分布和生物学功能的差异，人类白细胞抗原抗

原可以分为人类白细胞抗原Ⅰ类抗原(包括人类白细胞抗原 A，B，C)和人类白细胞抗原Ⅱ类抗原(人类白细胞

抗原 DR，DQ，DP)2 类。人类白细胞抗原由第 6 染色体短臂上一组紧密连锁的基因群编码。在群体中，其编

码基因均表现出高度的遗传多态性，人类白细胞抗原多态性的检测称为人类白细胞抗原分型。人类白细胞抗

原分型可用于器官或组织移植的组织配型、疾病遗传易感性的研究和法医学鉴定等方面。 

基因测序：是一种新型基因检测技术，能够从血液或唾液中分析测定基因全序列，预测罹患多种疾病的可能

性，如癌症或白血病。 

 

摘要 

背景：随着测序技术被广泛应用，器官移植配型的高分辨确认工作逐渐深入开展，人类白细胞抗原新等位基

因不断涌现，但由于发现较晚，基因频率还不能准确计算，相关报道甚少，这些基因常被忽视，有时单纯根

据基因频率判断分型结果，易造成分型结果的误判。 

目的：检测与分析 1 例造血干细胞移植志愿捐献者携带的罕见等位基因人类白细胞抗原 C*08:99。 

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 C 基因商品化测序分型

试剂盒扩增，纯化后的扩增产物作为模板由试剂盒配套的第 2，3 和 4 外显子常规检测区正反向测序引物及自

行研制的非常规检测区第 5 外显子正反向、第 6 外显子正向和第 7 外显子反向测序，经乙醇/醋酸钠/EDTA 纯

化的测序反应产物于 ABI PrismTM 3730 测序仪电泳检测，相关的 Assign 3.6+分析软件予以人类白细胞抗原

高分辨水平基因分型。 

结果与结论：①将电泳后的数据导入 Assign-SBT 3.6+分析软件，得出的分型结果为 C*07:04，08:99。②结

果证实，临床移植配型人类白细胞抗原 C 基因分型增加第 5，6，7 外显子区域外的多态性检测可提高分型结

果的准确性，对临床组织配型工作具有重要意义。 
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Sequencing analysis of a rare human leukocyte antigen, C*08:99, from a volunteer 

donor of hematopoietic stem cell transplantation    

 

Abstract 

BACKGROUND: As the sequencing technology has been widely used and high-resolution confirmation of organ 

transplant matching has been gradually developed, new human leukocyte antigen (HLA) alleles are emerging. 

However, the gene frequency of some genes cannot be calculated accurately, and there are rare reports. These 

genes are often ignored, and it is easy to misjudge their genotypes only according to gene frequency.   

OBJECTIVE: To test and analyze a rare allele, HLA-C*08:99, from a volunteer donor of hematopoietic stem cell 

transplantation.  

METHODS: Genomic DNA was extracted automatically from the blood sample by using quick DNA purified kit and 

amplified by HLA-C locus commercial sequence-based typing kit. The purified PCR product was utilized as the DNA 

template in the sequencing reaction, and six direct sequencing reactions of PCR product covering exons 2, 3 and 4 in 

both directions were performed using commercial kit. Four direct sequencing reactions of PCR product covering exon 

5 in both directions, exon 6 in forward direction and exon 7 in reverse direction were performed using in-house BigDye 

terminator cycle sequencing reaction kit. Sequencing reaction products purified by ethanol/sodium acetate/ 

ethylenediaminetetraacetic acid method were sequenced by ABI PrismTM3730 DNA Sequencer. 

RESULTS AND CONCLUSION: The allele assignment was analyzed with Assign-SBT 3.6+ software, and the 

sample HLA-C typing result was C*07:04, 08:99. Increasing the sequencing analysis at exons 5, 6 and 7 of 

HLA-C locus will help to make clear the ambiguous SBT result and improve the accuracy of HLA-C typing when it 

is necessary, which shows important significance in clinical tissue matching. 

Cite this article: Wang DM, Zou HY, Nie DM, Gao SQ, Wang F. Sequencing analysis of a rare human leukocyte 

antigen, C*08:99, from a volunteer donor of hematopoietic stem cell transplantation. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 

Yanjiu. 2016;20(1):102-106. 

 

0  引言  Introduction 

人类白细胞抗原C基因(HLA-Cw)抗原为经典的HLA-I

类分子，为移植相关的抗原，与自然杀伤细胞(NK cell)相

互作用，在细胞免疫反应中起重要作用[1]。2015年7月已更

新的国际免疫遗传 IMGT/HLA数据库3.21.0(http://www. 

ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html)显示已发现HLA-C基因2 740

个，C*08组的等位基因为162个。C*08:99于2013年11月

首次被某一地区报道，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显示,自1987年近百

万份标本中检测HLA-C基因C*08:99被发现的次数为零。查

阅大量国内和国外文献后，自首次报道后尚未被再次报道。 

文章在为临床移植配型供/受者对HLA-A，-B，-C，-DRB1

和-DQB1位点做高分辨水平结果分型时，发现供者携带

HLA-C*08:99基因。此样本的HLA基因分型结果为：HLA- 

A*02:03，24:02；B*18:01，48:01；C*07:04，08: 99；DQB1* 

03:03，06:01；DRB1*09:01，15:01。现分析报告如下。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机样本检测，单一样本观察实验。 

1.2  时间及地点  于2005年1月至2015年12月在深圳市

血液中心免疫遗传室完成。  

1.3  材料 

标本：来源于参加临床造血干细胞移植配型骨髓库志

愿捐献者1 500例，其中女性志愿者1例携带罕见等位基因。 

1.4  实验方法 

1.4.1  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(美国QIAGEN)0.3 mL全血制备基因

组DNA，剩余全血置-30 ℃冰箱冻存备用。DNA质量浓度

调节在50 mg/L，纯度A260 nm/280 nm值控制在1.80。琼脂糖电

泳显示无降解。 

1.4.2  HLA-C位点高分辨水平基因测序分型  HLA-C位

点第2，3，4外显子PCR扩增：按AlleleSEQR HLA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。在一只1.5 mL的离心管内

加入16 µL PCR反应缓冲液和0.3 µL Taq酶，混匀、离心。

②取16 µL混合液加入反应管中，混合液中加入4 µL基因组

DNA，混匀，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，→ 4 ℃。 

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，置于PCR仪37 ℃ 30 min→80 ℃ 15 min→4 ℃。 

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HLA-C位点第2、第3和第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，包含

8 µL测序引物和2 µL经ExoSAP-IT处理过的PCR产物，反

应条件为：25个循环：96 ℃ 20 s→50 ℃ 30 s→60 ℃  

2 min，→ 4 ℃。HLA-C位点的第5正反向、第6外显子正

向和第7外显子反向采用实验室自行研制的测序引物[3]进

行测序，同为10 µL反应体系，包含8 µL测序引物和2 µL经

ExoSAP-IT处理过的PCR产物，反应条件为：95 ℃ 1 min 

→25个循环：95 ℃ 10 s→50 ℃ 5 s→60 ℃ 4 min，→

4 ℃。 
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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。测序反应产物用ABI Prism
TM

 3730

型基因测序仪电泳检测并收集电泳信息。 

1.4.3  结 果 分 析   采 用 Assign-SBT 3.6+(Conexio 

Genomies，Western Australia)分析软件分析受检者

HLA-C位点的等位基因型。见图1。 

1.5  主要观察指标  HLA-C基因测序分型C*08:99基因的

分析结果。 

 

2  结果  Results  

HLA-C基因测序分型C*08:99基因的分析结果：将电泳

后的数据导入Assign-SBT 3.6+分析软件，得出的分型结果

为C*07:04，08: 99。见图2。 

 

3  讨论  Discussion 

HLA-C基因位于人类第6号染色体短臂。已有的临床研

究资料表明，造血干细胞移植供/受者对HLA-C基因的匹配

程度与受者移植结果有直接相关性[4-7]。HLA基因测序分型

技术是HLA基因分型的“金标准”。目前HLA-SBT基因测

序分型技术被业内公认为造血干细胞移植前HLA高分辨配

型的最佳方法，但由于商品化试剂盒通常只提供第2、第3

和第4外显子的正反向测序引物，只能检测此区域内的多态

性，区域外的多态性无法检测。 

为彻底解决HLA-Cw基因模棱两可的结果，曾有研究

报道应用分子克隆和测序方法，但该方法需扩增全长序列、

载体连接、转化、提取质粒、挑选阳性克隆和克隆测序等

繁多环节，适合鉴定新等位基因，但不适合临床需及时报

告基因分型结果的常规检测。因C*08:99发现较晚，现有的

序列特异性引物(SSP)试剂盒不能鉴定C*08:99，实验利用

HLA-C基因商品化测序分型盒中剩余的PCR产物，针对

HLA-C基因第5，6，7外显子进行直接测序，可解决HLA-C

第2，3，4外显子区域外出现的模棱两可结果和确认少见

或罕见等位基因，为临床移植配型提供了一个有效、便捷

和低耗的实验方法。 

等位基因C*08:99于2013年11月在某一地区发现，因此

为准确地判定此结果的正确性，文章加做了第5，6，7外显

子的测序，与国际免疫遗传IMGT/HLA数据库提供的全长序

列比对，完全相符，判定此结果正确。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显示，

自1987年近百万份标本检测HLA-C基因C*08:99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*08:99发现比较晚，但在2年内的时间在

中国被检测到第2次。此基因是否有可能在中国人群中为较

常见基因，由于近6年骨髓库入库数据刚刚从低分辨水平转

为高分辨水平，一些在中国继首次被发现后再次出现而在美

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*08:22，C*03:100，DRB1*12:10等[8]，这几年骨髓库随着

图 2  人类白细胞抗原 C 基因第 5 外显子差异碱基图 

Figure 2  Differential basic groups of HLA-Cw at exon 5 

图注：C*08: 99 与 C*08: 01:01 的差异碱基在第 5 外显子的 934 位，其他标记为“-”，表示 C*08: 99 与 C*08: 01:01 的其他碱基均相同。 

 

图 1  受检者 HLA-C 位点基因分型结果序列图 

Figure 1  Sequence genotyping of the HLA-C locus  
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各分库上传数据经过统计学分析等位基因频率发现C*08:22

和DRB1*12:10为中国常见等位基因。至于C*08:99等位基因

频率是否会大于1/50 000，需要HLA-C基因高分辨入库数据

逐渐提高到一定数量[9]，才可定论。 

大量国外文献表明，造血干细胞移植时同一位点某些

等位基因可以错配，而某些等位基因错配会导致严重的不

良反应 [10]。近些年，罕见等位基因及新等位基因层出不   

穷[11-12]，其基因频率正逐渐被重视，尤其是对于患者检索

无关(无血缘关系)造血干细胞移植的供者及研究患者移植

后愈后生存情况有着十分重要的意义。虽然C*08:99发现比

较晚(2013年11月首次宣布发现此基因)，自首次发现到再

次被检测到约两年左右，其基因频率待HLA-C高分数据积

累到一定程度方可知晓。国内外大量研究表明，人类白细

胞抗原的在异基因造血干细胞移植的高分辨组织配型方面

有着非常重要的作用[13-50]，尤其是某些基因位点的高分辨

分型结果可允许错配，可为患者争取最佳移植时间及提高

生活质量起到极其重要作用。 
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