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目的
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调查广西人群
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基因测序分型中模棱两可结果的分布状况!提出解决方案%方法
!

采用聚

合酶链反应
.

直接测序分型方法对
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名中华骨髓库广西分库供者的
=;A.A
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基因进行测序分型!分析
'

个基因座模棱

两可分型结果的分布情况!并分别采用高分辨聚合酶链反应
.

序列特异性引物法和组特异性测序引物法进行解决%结果
!
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份标本中!
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的标本
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基因至少有
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个位点出现模棱两可结果!其中
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各位点出现模棱两可

结果的比例分别为
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%对于检出的模棱两可结果标本!单独采用组特异性测序引物法可以解决
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和
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的
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基因模棱两可分型结果!使用高分辨聚合酶链反应
.

序列特异性引物法解决

$1&)'] =;A.A

&

0&-)]=;A.8

和
$2&1(]=;A.<@8$

基因模棱两可分型结果!剩余
$&-%]=;A.8

和
10&11]

的
=;A.<@8$

基因模棱两可分型结果联合使用组特异性测序引物法和高分辨聚合酶链反应
.

序列特异性引物法解决%结论
!

组特异性测序引

物法和高分辨聚合酶链反应
.

序列特异性引物法分别对位于
=;A.A
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8

和
=;A.<@8$

基因检测区内&外的模棱两可分型结果具

有较高的解决能力!二者互为补充!可有效解决
=;A

高分辨基因分型结果模棱两可问题%
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人类白细胞抗原$
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%是迄今所知人类最复杂的免疫遗

传多态性系统#并具有显著的种族特性)准确的
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分型技

术和分型数据#已被广泛用于器官和造血干细胞移植中寻找
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相匹配的供者*
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与疾病相关性的研究等应用领域)
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基因是造血干细胞移植中的
'

个最重要功

能基因#供受者间
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等位基因的配合程度与移植效果密切

相关#精确的
=;A

分型有助于提高移植疗效&

$.1
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)近年来随

着基因测序仪的普及和临床移植配型的要求#聚合酶链反应
.

直接测序分型法$

T4@.R8:

%在大规模
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高分辨率分型工

作中逐渐被广泛采用&
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)但与其他分型方法一样#

T4@.R8:

并非完美#其中一个固有的问题是在分型判断时存在较高比例

的模棱两可组合的结果&

0

'

#给
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分型数据的精确判断带来

了很大程度的困扰)

本文通过调查广西壮族自治区人群的
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基因直接测序分型中的模棱两可结果的分布状况#采用高分辨

率聚合酶链反应
.

序列特异性引物法$

T4@.RRT

%和组特异性测

序引物法$
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'分别解决两类模棱两可分型结果#探讨
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直接测序分型模棱两可分型结果的解决方案)

?

!

材料与方法

?&?

!

标本来源
!

$%%%

名造血干细胞捐献者乙二胺四乙酸盐

抗凝血液各
2M;

#全部来自中华骨髓库广西分库#所有供者按

照中华骨髓库要求签署知情同意书)

(2-$

重庆医学
1%$-

年
2

月第
0)

卷第
$'

期

"

基金项目$广西壮族自治区南宁市科学研究与技术开发计划项目$

1%$%%'%0/4.'

%#广西壮族自治区卫生厅科技研究计划项目

$

i1%$%$(/

%)

!

作者简介$李恒聪$

$(-(W

%#硕士#助理研究员#主要从事输血医学研究)

!

#

!

通信作者#

X.MF#H

!

E

QF,

E

OQ

"

+U",H#,C&,CD

)



?&@

!

仪器与试剂
!

bC,CAM

K

(-%%

型
T4@

扩增仪$美国
A83

公司%(

'-'%

型基因测序仪$美国
A83

公司%)

<>A

提取试剂

盒$批号!

$'('%(/-(

%购自美国
h#F

E

C,

公司(

=;A.A

*

8

和

<@8$

基因的
R8:

分型试剂$批号!

A

位点
$%11$'0

#

8

位点

$%'0'-1

#

<@8$

位点
$%'-(0)

%购自美国
3,B#DJ"

E

C,

公司(高分

辨聚合酶链反应
.

序列特异性引物法分型试剂$批号!

$1)'1/$

%

购自美国
3,B#DJ"

E

C,

公司(组特异性测序引物法引物$批号!

$1)'1/1

%购自美国
3,B#DJ"

E

C,

公司)

?&A

!

基因组
<>A

制备
!

采用
<>A

提取试剂盒从全血中提

取制备基因组
<>A

#调节
<>A

浓度为
0%

#

2%,

E

"

&

;

#纯度

$

A

1)%

"

A

1/%

值%要求在
$&)2

#

$&/%

#置
W1%Z

冰箱冻存备用)

?&B

!

=;A.A

*

8

*

<@8$

基因的直接测序分型
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引物和底物
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外显子%的模棱两可

结果#用
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进行鉴定#按照试剂盒说明书操作)对于常规

检测区外的模棱两可结果#用高分辨
T4@.RRT

方法进行鉴定#

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#确定分型结果)
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=;A.A

*

8

*

<@8$

位点模棱两可结果的种类及比例)

@

!

结
!!

果

@&?

!

=;A.A

*

8

*

<@8$

基因直接测序分型模棱两可结果分布
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基因直接测序分型结果显
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的标本其
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基因至少有
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现模棱两可结果)从单个
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位点来看#
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位点模棱两可结果的比例分别为
)2&-]

*

2/&/]

*

--&1]

#见

表
$

)

表
$

!!

=;A.A

(

8

(

<@8$

基因直接测序分型模棱

!!!

两可结果分布
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基因的直接测序模棱两可分型结果的

种类分布
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根据产生模棱两可分型结果的碱基序列是否在常

规检测区内将所有模棱两可分型结果分为
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模棱两可结果的分类分布情况见表
1

)

=;A.

A

*

8

*

<@8$

基因检测区内的模棱两可比例都高于检测区外)
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基因测序分型模棱两可结果解决
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特异性测序引物法分型结果显示!位于检测区内的模棱两可分

型标本
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由于现有组

特异性测序引物法无法解决#采用高分辨聚合酶链反应
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特异性引物法予以解决)
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=;A

基因测序分型技术是
=;A

基因分型的金标准#被

公认为器官移植前和造血干细胞移植前
=;A

高分辨配型的

最佳方法)供受者间
=;A

高分辨水平匹配相合程度对移植
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效果具有显著影响&

$.1

'

#精确的
=;A

分型有助于提高移植

疗效)

=;A

模棱两可等位基因组合按形成原因主要分为两种!

$

$

%常规检测区序列完全相同#差异碱基在常规检测区外导致

$常规检测区外模棱两可%($

1

%由于
T4@

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$检测区内模棱两可%

&

)

'

)目前用于解决
=;A

基

因分 型 模 棱 两 可 的 方 法 有 主 要 有
T4@.RRT

法*

bRRT

*

bRA

&

-./

'

*基因克隆测序法&

(

'

*单倍型分离法&

$%

'

*焦磷酸测序

法&

$$

'

*参照链介导构象分析法$

@R4A

%

&

$1

'等实验性方法#此外

还有非实验性的统计学方法&

$'

'

)

本文对
$%%%

名广西人群
=;A.A

*

8

*

<@8$

的直接测序

分型结果显示#仅有
'&']

的标本未出现模棱两可分型结果#

()&-]

的标本至少有
$

个位点出现模棱两可结果#表明
T4@.

R8:

方法存在较高比例的模棱两可分型结果)

=;A.A

*

8

*

<@8$

位点模棱两可结果的比例分别为
)2&-]

*

2/&/]

*

--&1]

#其中
=;A.A

#

8<@8$

位点的检测区范围内的模棱两

可比例 $

/-&'-]

#

('&20]

#

)%&0(]

%明显高于检测区外

$

$1&)']

#

0&-)]

#

$2&1(]

%)

组特异性测序引物法是一种简单快捷*准确可靠*易实现

高通量的解决模棱两可分型结果的方法)本文数据显示其解

决位于检测区内的模棱两可分型结果的能力达到
((]

#总体

能解决
/-&'-]

的
=;A.A

基因#

('&'-]8

基因和
)%&1']

的

=;A.<@8$

基因的模棱两可分型结果#因此需要采用聚合酶

链反应
.

序列特异性引物法等其他方法来补充)

T4@.RRT

从理论上可以解决所有的模棱两可分型结果#

但该方法本身存在如引物设计工作量大*难以实现高通量等明

显缺点#使其难以作为大规模分型实验中解决模棱两可分型结

果的主要方法#但可作为辅助方法少量应用#以弥补其他方法

的不足)其他如组特异性扩增法存在未能解决同个扩增组内

的模棱两可*实验工作量大等缺点#而基因克隆测序法*单倍型

分离法等方法操作更为繁琐#部分存在与聚合酶链反应
.

序列

特异性引物法相同的缺点#难以作为解决模棱两可分型结果的

常规方法)

综上所述#在
=;A.A

*

8

*

<@8$

基因测序分型中#存在较

高比例的模棱两可分型结果#影响了分型结果的准确性)

bRRT

和
T4@.RRT

分别对
=;A.A

*

8

和
=;A.<@8$

基因的模

棱两可分型结果具有较高的解决能力#两种方法互为补充*共

同发挥作用#可较好解决基因测序分型模棱两可问题#为临床

移植配型和骨髓库供者分型提供更好的技术保障)
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