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■背景资料
H pylori 感染与慢
性胃炎、消化道
溃疡和胃癌等密
切相关, 而这些疾
病的发生与宿主
的免疫遗传因素
可能有关. 研究H 
pylori 感染与患儿
的HLA-DQA1等
位基因位多态性
的相关性, 寻找与
H pylori 感染相关
的基因, 有助于今
后采取可行的免
疫防治策略.
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Abstract 
AIM: To find the susceptible or resistant genes of 
H pylori  infection in Bai-ethnic children of Kun-
ming, and to explore the immunogenetic mecha-
nism of H pylori  infection.

METHODS: Polymerase chain reaction-sequence 
specific primers (PCR-SSP) technique was used 
to detect the allelic distribution of HLA-DQA1 in 
Bai-ethnic children with or without H pylori  in-
fection (n  = 32, 34, respectively) from Kunming. 
H pylori  infection was identified by combination 
of dot-immunogold filtration assay and immu-
nobloting technique.

RESULTS: The allelic frequency of HLA-
DQA1 *010401 or *0402 was significantly lower 

in children with H pylori  infection than that in 
children without H pylori  infection (0 vs  15%, 
χ2 = 0, P  = 0.001, P c = 0.014, OR  = 1.172, 95%CI: 
1.062-1.294). 

CONCLUSION: HLA-DQA1*010401 or *0402 
may be resistant gene of H pylori  infection in 
Bai-ethnic children from Kunming.

Key Words: Bai-ethnic children; Helicobacter pylori ; 
HLA-DQA1
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摘要

目的: 探讨昆明白族儿童HLA-DQA1等位基
因位点上是否存在幽门螺杆菌(H pylori )感染
的易感基因或抵抗基因, 研究H pylori 感染的
免疫遗传机制.

方法:  应用聚合酶链反应-序列特异性引物
(P C R-S S P)方法对应用胶体金标疫渗滤法
(D I G FA)和免疫印迹法联合诊断的32例H 
pylor i 感染昆明白族儿童(实验组)和34例无
H pylor i 感染的昆明白族儿童(对照组)进行
HLA-DQA1基因分型检测.

结果: 实验组HLA-DQA1*010401或*0402基
因频率明显低于对照组, 两组比较差异存在
显著性(0 vs  15%, χ2 = 0, P  = 0.001, P c = 0.014, 
OR  = 1.172, 95%CI: 1.062-1.294).

结论: HLA-DQA1*010401或*0402基因可能
对H pylori感染具有免疫抵抗作用.

关键词: 白族儿童; 幽门螺杆菌; HLA-DQA1
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是世

界各地最常见的感染性疾病病原之一, 全球约

有50%人口感染了H pylori . 儿童又是H pylori
感染的易感人群, 但是H pylori感染后大多数无

临床症状, 仅极少数表现出明显的临床疾病症

状. 具体的机制尚不清楚, 许多研究认为这种临

床结局的差异除与细菌毒力的高低、环境有关

外, 部分可从宿主因素特别是人类白细胞抗原

(HLA)免疫反应基因多态性上得到解释[1-2], 即
宿主遗传因素可以影响对感染的免疫炎性反

应. 而HLA-DQAl属于经典的HLA Ⅱ类基因DQ
亚区. 近年来, 国内外对人类白细胞抗原的免疫

分析显示, HLA-DQAl等位基因分布对H pylori
感染具有抵抗或易感作用并与临床结局有一定

关系, 并在不同种族、民族与地域间存在较大

差异[3-9]. 我们应用先进和成熟的HLA DNA基因

分型技术-聚合酶链反应序列特异性引物(PCR-
sequence specifiprimers, SSP)对32例H pylori阳性

及34例H pylori阴性的昆明白族儿童HLA-DQAl
等位基因位点进行检测分析, 以探讨昆明白族

儿童HLA-DQAl位点上是否存在H pylori感染的

易感基因或抵抗基因, 了解宿主的免疫遗传差

异性.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-07采用整群抽样方法, 将昆明市

某民族小学8-12岁双亲3代均为白族的141例学

龄儿童列为研究对象, 且每个研究对象必须符

合以下条件: (1)在当地出生且生活4 a以上; (2)
无严重的心、肺、脑、肾、皮肤、营养、内

分泌疾病及免疫缺陷病史; (3)近４wk内无抗生

素、铋剂、质子泵阻滞剂和激素使用史.
1.2 方法

1.2.1 资料的收集 征得家长的同意每位儿童采

取外周静脉血2 mL于EDTA抗凝管中分离血浆

与细胞, 并放置于-70℃冰箱中保存.
1.2.2 H pylori 感染的相关检测 采用金标免疫渗

滤法检测141例昆明白族儿童血浆H pylori -IgG
抗体(试剂盒由福建省蓝波生物技术研究有限

公司提供, 批号: 200304016); 根据H pylori -IgG
抗体检测结果将儿童分为H pylori -IgG抗体阳

性组(51例)和H pylori  -IgG抗体阴性组(90例), 
从以上两组中各抽起40例儿童血浆采用免疫

印迹法进行H pylori空泡毒素(CagA)、毒素相

关蛋白抗体(VacA)、尿素酶A及B抗体(UreA、 

UreB)检测(试剂盒由深圳市伯劳特生物技术研

究有限公司提供, 批号: 20050519). 结果判读严

格按说明书操作. 若两种方法均为阳性者诊断

为H pylori感染, 列为实验组(32例), 两者均为

阴性者诊断为非H pylori感染, 列为对照组(34
例), 实验组的平均年龄为9.98±1.54岁, 男女之

比1︰1.45, 对照组平均年龄为9.89±1.34岁, 男
女之比1︰0.56, 两组年龄、性别无差异性(P＞

0.05). H pylori感染的诊断标准: 根据1999-04召
开的全国第1次H pylori专家共识会议上提出的

H pylori流行病学诊断标准[10].
1.2.3 血液基因组DNA制备 采用血液基因组

DNA提取试剂盒(由美国Promega公司提供, 批
号 204337), 在常温下快速提取实验组和对照

组儿童基因组DNA. 提取方法严格按试剂盒所

附说明进行. 提取的DNA用分光光度仪测定浓

度和纯度. 纯度应在1.6-1.8之间, 浓度不低于60 
mg/L, 提取的DNA放置于-20℃冰箱保存备用.
1.2.4 H L A-D Q A1基因分型 采用美国H L A-
D Q A1 S S P U n i t r a y基因分型试剂盒扩增

H L A-D Q A1基因片段 (试剂盒由美国P E L-
FREEZE CLINICAL SYSTEMS公司提供, 批号: 
003-17283), PCR反应体系为23 µL, 扩增程序表1
所示: 扩增产物进行含溴乙锭的20 g/L琼脂糖凝

胶电泳(条件为150 V, 12 min), 结果判断借助其

提供的专用读板纸在凝胶成像仪和紫外灯判读

并成像. 要求: 除污染对照外, 其他各电泳道内

    

   表 1  HLA-DQA1基因分型PCR-SSP扩增程序
	

  循环数 步骤 温度 (℃) 时间 (秒)

  1 1 96 60

  5 1 96 25

2 70 50

3 72 45

  21 1 96 25

2 65 50

3 72 45

  21 1 96 25 

2 65 50

3 72 45

  4 1 96 25

2 55 60

3 72        120

  Hold 1 12 Forever

■创新盘点
本文通过对HLA-
DQA1基因分型
检测, 发现HLA-
D Q A1*010401
或*0402基因可
能对H pylori 感
染具有免疫抵抗
作用.
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控带必须存在, 各阳性条带必须与规定的相应分

子量对应(图1). 全图共48个泳道, 内控带的分子

量为796 bp, 标本1和标本2的第24泳道为污染控

制孔, Mark: 由下到上分别是100 bp、250 bp、
500 bp、750 bp、1 000 bp、2 000 bp.

统计学处理 用直接法统计实验组和对照

组HLA- DQA1各等位基因的基因频率. 样本分

布经过Hard- Weinberg平衡检验, P >0.05, 组间

HLA- DQA1等位基因的比较用2×2表χ2检验. 

P值经等位基因多项比较校正(同一位点需比较

的等位基因数乘P值, 即P C)

2  结果

实验组和对照组HLA- DQA1基因位点共检出14
种等位基因, 两组等位基因频率(AF)比较(表2). 
如表2显示实验组白族儿童HLA-DQA1*010401
或*0402等位基因频率较对照组低(0 vs  15%, χ2 

= 0, P  = 0.001, P c = 0.014 , OR  = 1.172, 95%CI= 
1.062-1.294).

3  讨论

HLA抗原系统即主要组织相容性复合物, 全长

约4 000 kb,由一群密切连锁的基因组成, 包括

100多个基因座共554个等位基因,是目前所知人

类基因组中最复杂、最具多态性的遗传体系, 
他不仅具有个体差异而且还有不同民族的差

异. 他分为三类基因, 从着丝点一侧起, 依次为

Ⅱ类基因、Ⅲ类基因和Ⅰ类基因区域所在.Ⅱ类

基因区又称HLA Ｄ区, 长约1 100 kb, 分为DR、
DQ、DP、DO、DN、DM等亚区, 其多态性决

定于第二外显子区域DNA核苷酸序列. 而HLA- 
DQA基因属DQ区, 编码α1链的则为DQA1基
因, 其基因序列已被克隆、测序, 定位于6p21.3. 
HLA分子具有递呈抗原、参与细胞分化、调节

免疫应答、诱导同种免疫应答等作用.

    

   表 2  白族儿童H pylori 感染实验组和对照组HLA- DQA1的等位基因频率 (AF)
     

   HLA- DQA1 实验组 n  = 64 对照组 n  = 68
χ2 P P 

   等位基因 n AF (%) n AF (%)      
         

  *0101 2 3 1 1 0.406 0.524 -

  *010 9 14 9         13 0.019 0.089 -

  *0103 9 14 6 9 0.898 0.343 -

  *010401/0402 0 0         10         15        0 0.001 0.014

  *0201 4 6 5 7 0.063 0.802 -

  *030101 6 9 2 3 2.397 0.122 -

  *0302         11 17 5 7 2.994 0.084 -

  *0303 6 9 9 14 0.488 0.485 -

  *040101 3 4 5 7 0.411 0.521 -

  *040102 1 1 0 0        0 0.485 -

  *050101 2 3 1 1 0.406 0.524 -

  *0503 0 0 1 1        0        1 -

  *0505 2 3 3 4 0.150 0.699 -

  *060101 9 14         11         16 0.115 0.735 -

Mark

{
2 000 bp
1 000 bp750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

标本1

{标本2

内控带

引物二聚体

阳性带

1      2      3      4      5       6      7      8

9     10    11     12    13     14    15     16

17    18     19    20     21    22    23    24

1      2      3      4      5       6      7      8

9     10    11     12    13     14    15     16

17    18     19    20     21    22    23    24

图 1  昆明白族儿童HLA-DQA1基因分型PCR-SSP分型图. 标

本1: 第1, 2, 5, 6, 8, 13, 14, 15, 17, 21泳道可见阳性带; 标本2: 

第3, 4, 8, 13, 17, 22, 23泳道可见阳性带.

■同行评价
该研究采用分子
生物学的方法证
实了昆明白族儿
童H p y l o r i 感染
与非H p y l o r i 感
染 者 相 比 H L A -
DQA1*010401或
*0402基因频率明
显降低. 提示: 在
HLA-DQA1以上
两位点, H pylori
感染白族儿童与
非感染儿童可能
存在免疫遗传学
差异. 该结果对阐
述少数民族儿童
H pylori感染机制
提供了实验依据.
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HLA的DNA分型方法很多, 各有其特点. 目
前常用的方法大致可分为五大类:⑴限制性片段

长度多态性分析(PCR-RLFP); ⑵聚合酶链式反

应寡核苷酸探针杂交方法(PCR-SS0); ⑶聚合酶

链式反应单链构象多态性分析(PCR-SSCP); ⑷ 
DNA序列测定(sequencing ); ⑸序列特异性引物

聚合酶链反应技术(PCR-SSP).
我们采用了PCR-SSP技术对昆明白族儿童

实验组和对照组进行HLA-DQA1基因分型, 我
们发现在实验组中HLA-DQAI*010401或*0402
等位基因的频率明显比对照组低(0  vs  15%,
χ2 = 0, P  = 0.001, P c = 0.014 , OR  = 1.172, 95%CI= 
1.062-1.294), 提示该基因在昆明白族儿童中可

能为H pylori感染的抵抗基因, 具有免疫抵抗作

用,当其频率降低时, 容易发生H pylori感染.
目前, HLA基因与H pylori感染的易感性问

题, 国内外学者针对了不同背景人群的研究报

道, 黄永坤et al [5-6]分别对昆明汉族、彝族儿童

H pylori感染HLA-DQA1免疫遗传学特征分析

发现, HLA-DQA1*0103基因可能是昆明汉族儿

童H pylori感染的易感基因, HLA-DQA1*0302
基因可能是昆明彝族儿童抵抗H pylori感染的

保护基因; Wang et al [7]对广西壮族、仫佬族和

越南中部京族儿童H pylori感染与HLA-DQA1
相关性的研究发现, 三个民族中H pylori阳性组

的HLA-DQA1*0104基因高于H pylori阴性组,  
DQA1*0104可能是H pylori感染的易感基因, 即
携带有DQA1*0104基因者易发生H pylori感染. 
但也有国外学者认为, HLA-DQA1等位基因与H 
pylori感染无关[11-14].. 这些不同的结果是否提示

HLA基因多态性与H pylori致病性无必然性联系, 
还是提示HLA基因多态性与H pylori致病性的联

系具有种族特异性, 需要进一步进行广泛研究.
我们的研究结果与国内外报道不完全相同

甚至相反, 我们分析认为, 首先可能与HLA的多

态性在不同的种族、地区人群中差别有关; 其
次, H pylori感染的致病机制是多方面的, 仅就

免疫因素而言,可能也是多相关基因所致,可能

QR、DP的某些基因座也起了一定的作用; 第三, 
由于某些HLA等位基因频率较低, 故样本量过

小而造成实验误差. 因此, 有必要扩大样本量并

在多个不同种族、不同人群、不同区域进行深

入的研究.
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