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摘要 目的
:

探讨系统性 红斑狼疮 ( S L E )中医基本证型与人类

白细胞抗原 (H LA )
一
D Q 基 因分型的相关性

。

方法
:

以广东籍健

康者及 SI E 患者全血 为研究标本
,

D N A 的提取用快速盐析法
,

H L A
一
D Q 基因分型用序列特异性引物 (S S P ) 法

。

结果
:

SI
J

E 患

者组 中 DQ A I *
01 01 的检出率 明显 高于 正 常组

,

D Q A I ,

03 02
、

D Q BI
`
03 0] 的检 出率明显低于正常组

;
阴虚 内热型 的

D Q A I * 。 5 l() 基因频率
、

脾肾阳虚型及 阴虚内热型 的 D Q A I *

0 1 ()1 基因频率高于其他各型 (尸 < 。
.

0 5 )
;
其他等位基 因在各型

间比较无统计学意义 (尸 > 。
.

0 5 )
。

结论
:

广东籍汉族 S L E 患者

中
,

疾病 的易感基 因表现为 D Q A I 关 0 101
,

而疾病 的保护性基

因在本研究 中表现 为 I )Q A I * 0 3 0 2
、

D Q B I 关 0 3 0 1 ;
中医证型有

一定的遗传倾向
,

与 H l
_

A
一
D Q 基 因有 一定 的内在联系

。

本研究

提示 D Q 八 1 * 。 1 0 1 与脾肾阳虚及阴虚内热相关连
,

提示 阴虚内

热
、

脾 肾阳虚型休质是广东籍 SI E 患者 的易感体质
,

广东籍汉

族人 爪 :.1 患者阴虚 内热体 质还与 D Q A I * 0 5 0 1 基 因相 关连
,

说 明中医 证 型不是与单一的基因相关连
,

可 能与一组或多组基

因群关系更为密切
。

主题词 红斑狼疮
,

系统性 /遗传学 辨证分型 @ H L A
一
D Q
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人类 白细胞抗原 ( H L A )在机体的免疫识别及免

疫反应中均有重要作用
,

H L A 是迄今发现最具多态性

的遗传系统
,

与系统性红斑狼疮 (S L E ) 有关 的主要是

H L A
一

五类基因川
。

H L A
一

I 类基因座在 H L A
一

D 区
,

包

括 H I A
一

D Q
、

D R
、

D P 三个 亚区
,

其中某些 H L A
一

D Q
、

D R 位点间存在较强的连锁不平衡关系
。

对于 S L E 遗

传 易 感性 与 H l
一

A
一

亚 类基 因相 关性 的认 识 随着 对

H L A 本身的了解而不断深人
,

应用聚合酶链 (P C R )等

现代分子生物学技术 已能够对 多数 H L A 基 因
,

尤其

是 H L A
一
n 类 基 因进行 分 子 克 隆 和核 昔 酸序列 测

定川
,

从而可以从 D N A 水平上对 H L A 分型
。

近年来

随着分子生物学技术的发展
,

进一 步揭示 了 S L E 与

lH
、

A
一

I 类基因特别是 D Q 亚区的关系川
。

已有学者川

提 出
“

共有表位
”

假说
,

认 为 S L E 中不同 H L A
一

D Q 等

基金项 目
:

国家自然科学基金资助项 目 ( 3 9 83 0 4 6 0)

1 广州 中医药 大学第一 附属医院皮肤科
,

广州市机场路 16 号

( 5 10 4 0 5 )

2 广州中医药大学第二 附属 医院皮肤科

收稿 FJ 期
:
2 0 0 2一 1 1一 18 ;

修回 日期
: 2 00 3一 0 1一 2 7

位基因所共有的多态性序列可能在导致某些 白身抗体

的产生中起重要作用
。

已有研究表明
,

H I A
一

)I Q 基因

多态性与 SI
一

E 的种族易感性及临床特征有关沐泥
。

鉴

于以上研究的基础
,

我们试图就 H I
J

A
一

D Q 基因分型与

SI
J

E 的中医辨证分型间的关系进行进一步探讨
,

旨在

揭示证的本质
。

1 资料与方法

1
.

1 研究对象
:

拟选广东籍 (连续三代出生居住在广

东省 )汉族 SI
一

E 患者 42 例
.

51 王 患者均符合 1 9 9 2 年

美国风湿病协会修订的诊断标准
,

且辨证后确定其中

医证型属于基本证型之一
。

其中男性 2 例
,

女性 40 例
.

年龄 9一 62 岁
,

平均 3 2
.

5士 6
,

3 1 岁
,

自愿做 H L A 基因

分型检测
。

选取连续三代均为广东籍无亲缘关系的健

康者 1 10 例作 为对照组
,

其 中男 43 例
,

女 6 7 例
.

年龄

1 6 ~ 5 0 岁
,

平均 31
.

4士 8
.

24 岁
。

1
.

2 样本来源及处理
:
以广东籍健康者及 SI 一 患 者

全血为研究标本
。

人选者均取外周静脉血 4 一 1 ()n 飞l
,

A C D B 抗凝
,

离心 ( 1 S O Or /m i n ) s m i n 后用毛细管吸取

白细胞层
,

加 20 m l 红细胞裂解液
,

洗 3 次备用
。

分离 自

细胞用改良的盐析法提取基因组 D N A
,

建立 D N A 资

源库
。

1
.

3 D N A 的提取用快速盐析法
:

参照 M ill c r

等的方

法改进
。

上述备用白细胞的一半加 l m l 白细胞核裂解

液
,

8 0拼g / I
才

S D S 和蛋白酶 K (终浓度 4 0 0 m g / z
,

)
,

5 6 C

恒温水浴消化 l h 后
,

加人 6m o l / I
、

N a C 13 (。()尽 l剧烈震

荡 1 5一 3 0 5
,

离心 ( 1 0 0 0 r /m访 ) I Om i n
,
l及取 1几清液 ( )

.

8

一 1
.

om l 到另一管中
,

加入冰无水乙 醇 2 m l
,

摇动至絮

状 DN A 沉淀析出
,

挑 出 D N A 放人另一管中
,

用 7 5%

的冰乙醇洗一次
,

自然于燥
,

加 1 0。川T E 缓冲液
。

用紫

外分光光度计测浓度和纯度
,

其 0 D
2、 n m (/ ))r

: 、 。 n m 值

须在 1
.

6一 1
.

8 之间
。

1
.

4 序 列特 异性 引物 ( S S P )
:

根据 1 9 9 5 年公 布 的

H L A
一

I 类等位基 因核昔酸序 列
,

参照 l()
e r 。 p 等设计

序列
,

由北京大学附属人 民医院中心实验室提供
。

1
.

5 P C R
一

S S P 方法
:
S S P 只能与等位基因特 异性 片

段的碱基序列互补性结合
,

从而通过 P C R 反应特异性

的扩增 该基因片段
。

在 P C R
一

S S P 反应体系 中
,

每一

D N A 标本均做 3 2 支反应管 ( D Q A I 用 12 管
,

D Q B I
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.

9 4 ( )
· J T C M

.

D e e
.

2 0 0 3
,

V o
l

.

4 4
,

N o
.

1 2

用 2 0 管 )
,

每管反应液 1。川
,

每一 P C R 反应管中含有

待测基 因组 D N A 7 5 n g
,

.0 25 U T ap D N A 聚合 酶
,

5 又

P C R b u f f e r
巨S Om m

o l K C I
,

1
·

s m m o lM g C I
。 ,

I Om m o l /

L T r i s
一

H C I ( p H S
.

3 )
,

0
.

0 0 1% ( w / v ) G e la t i n 〕
,

T r i s
一

H C I

( p H S
.

3 )
,

0
.

0 0 1% ( w / v ) G e la t i n ]
,

T r is
一

H C I ( p H S
.

3 )
,

0
.

0 0 1% ( w / v ) G e la t i n 口
,

1% B S A
,

2 0 0拜m o l D T P s

( d A T P
,

d G T P
,

d C T P )
,

0
.

2 5拼m o l 特异性 引物
。

P C R

反应条件为
:

预变性 94 C sm in
,

然后变性 94
一

C 30
5
~

退火 6 5 C l m i n ~ 延伸 7 2 C l m i n 共 3 0 个循环
。

P C R

扩增产物经含嗅化乙锭的 2%琼脂糖凝胶
,

在 100 V 电

压下进行电泳 15 m in
,

紫外灯下观察 电泳结果并照相

后直接判断结果
。

1
.

6 统计学方法
:

基因频率以直接计算法统计各等位

基因的百分率
,

用 丫 检验或确切概率法统计
。

尸 值用

B o n f e r r o n i 法校正
。

相对危险度 ( R R )用 W o o l f 法计算
:

R R 一 a d / b c
。

式 中 a 为群体中携带某一特定 H L A 型的

患者人数
,

b 为群体中不携带某一特定 H L A 型的患者

人数
, c 为群体 中携带某一特定 H L A 型的正常人数

,

d

为群体中不携带某一特定 H L A 型的正常人数
。

R R 值

显著性检验采用精确概率 P 值法
,

并经校正 (P
C )

。

P 值

计算按下列公式
:

表 1 S L E 患者与正常对照组 D Q A I
、

D Q B I 等位

基因频率 ( % ) 比较

等位基因
S L E 患者

( 4 2 例 )

正常对照
( 1 10 例 )

X2 P P e R R

l )Q A I
爷

0 1 0 1

0 1 0 2

0 1 0 3

0 2 0 1

0 3 0 1

0 3 0 2

0 4 0 1

0 5 0 1

0 6 0 1

D Q B I

0 2 0 1

0 3 0 1

0 3 0 2

0 3 0 3

0 4 0 1

0 5 0 1

0 5 0 2

0 50 3

0 50 4

0 60 1

0 60 2

1 9
.

0 4 ( 16 )

2 5
.

0 0 ( 2 1 )

7
.

1 4 ( 6 )

4
.

7 6 ( 4 )

2 2
.

6 2 ( 1 9 )

1
.

1 9 ( l )

7
.

1 4 ( 3 )

1 5
.

4 8 ( 1 3 )

O

8
.

1 8 ( 18 )

1 8
.

1 8 ( 40 )

1 0
.

4 5 ( 23 )

2
.

2 7 ( 5 )

2 8
.

6 3 ( 63 )

1 0
.

4 5 ( 23 )

3
.

1 8 ( 7 )

13
.

6 4 ( 3 0 )

0
.

4 ( 1 )

8 2 1 0
.

0 0 4 0
.

0 3 6 3
.

1 2

7
.

7 9 0
.

0 0 5 0
.

0 4 5 0
.

0 9

17
.

8 6 ( 1 5 )

O

O

9
.

5 2 ( 8 )

O

7
.

14 ( 3 )

11
.

9 0 ( 1 0 )

1
.

1 9 ( 1 )

2
.

3 8 ( 2 )

20
.

2 4 ( 1 7 )

8
.

3 3 ( 7 )

10
.

9 1 ( 2 4 )

19
.

0 9 ( 4 2 )

2
.

宁3 ( 6 )

9
.

0 9 ( 2 0 )

4
.

5 5 ( 1 0 )

3
.

18 ( 7 )

9
.

5 5 ( 2 1 )

1
.

3 6 ( 3 )

2
.

2 7 ( 5 )

1 0
.

9 1 ( 2 4 )

5
.

4 5 ( 1 2 )

2 2
.

0 1 0
.

0 0 0 0
.

0 0 0

5 3峨 0
.

0 1 9 0
.

2 1 2
.

4 5

P
( a 十 b ) ! ( e + d ) ! ( a十 e ) ! ( b + d ) !

a ! b ! e ! d ! N

不同证型间基因频率 比较用 丫 检验
。

2 结果

SI 卫 患 者 与 正 常 人 及 SI
一

E 不 同 中 医 证 型 的

H I
J

A
一

D Q A I
、

D Q B I 分型结果如表 1
、

表 2
。

DQ A I :

与正常组 比较
,

SI 王 患者 组 中 D Q A I 、

0 1 0 1 等 位 基 因 频 率 显 著 升 高 ( R R 一 3
.

12
,

P c -

O
·

0 3 6 )
,

D Q A I ` 0 1 0 2 在 5 1
、
E 患者组 中检 出率最高

,

但 与 正常组 比较 差 异无显 著性
; 而 SI 王 患 者组 中

D Q A I
关

03 02 的检出率明显低于正常组 ( R R 一 0
.

09
,

P e = 0
.

0 4 5 )
。

D Q B I
:
S I

J

E 患者组 中 D Q B I
关 0 6 0 1 频率最 高

,

但 与正常组 比较差异无显著性 ( P > 0
.

05 ) ; D Q B I
关

。 3 01 的检出率 明显低 于正常组
,

两者 比较有显著性

差异 ( P < 0
.

0 1 )
。

不 同 中医 证型 比较
,

脾 肾阳虚
、

阴虚 内热 型 的

D Q A I
*

01 01 基 因频率高于其他各型 (尸 < 0
.

0 5 )
,

以

脾肾阳虚型最高
; 阴虚内热型 D Q A I

关 0 5 01 基 因频率

高于其他各型 ( P < 0
.

0 5 )
,

其他各等位基因在各型间

比较无统计学意义 ( P > 0
.

05 )
。

3 讨论

汉族的形成和发展无疑经历了十分复杂的融和
、

表 2 S L E 患者不 同中医证型 D Q A I
、

D Q B I

基因频率 ( % ) 比较

等位 热毒炽盛 阴虚内热 脾肾阳虚 风湿热痹 肝肾阴虚

基因 型 ( 8 例 ) 型 ( 1 4 例 ) 型 ( 6 例 ) 型 ( 7 例 ) 型 ( 7 例 )

等位

义Z P

D Q A I
势

0 10 1 1 8
.

7 5 ( 3 )

0 1 02 2 5
.

0 0 ( 4 )

0 10 3 1 8
.

7 5 ( 3 )

0 2 0 1 0

0 3 0 1 3 1
.

2 5 ( 5 )

0 3 0 2 6
.

2 5 ( l )

0 4 0 1 0

0 5 0 1 1 2
.

5 ( 2 )

0 6 0 1

D Q B I
决

0 2 0 1 12
.

5 ( 2 )

0 3 0 1

0 3 0 2

0 3 0 3 1 8
.

7 5 ( 3 )

0 3 0 4

0 4 0 1

0 5 0 1 6
.

2 5 ( 1 )

0 5 0 2 18
.

7 5 ( 3 )

0 5 0 3

0 5 04 1 2
.

5 0 ( 2 )

0 6 0 1 2 5
.

0 0 ( 4 )

0 6 02 0

0 60 7

0 60 8

2 1
.

4 3 ( 6 )

2 1
.

4 3 ( 6 )

10
.

7 1 ( 3 )

7
.

14 ( 2 )

2 1
.

4 3 ( 6 )

O

7
.

14 ( 2 )

2 8
.

5 7 ( 8 )

6 7 ( 5 ) 1 4
.

2 9 ( 2 ) 0 9
.

92 0
.

0 4

3 3 ( 4 ) 2 8
.

5 7 ( 4 ) 2 1
.

4 3 ( 3 ) 2
.

5 9 0
.

6 3

封33

8
.

3 3 ( l )

1 4
.

2 8 ( 2 )

2 1
.

4 3 ( 3 ) 2 8
.

5 7 ( 4 ) 3
.

3 9 0
.

4 9

3 0 ( 1 )

3 3 ( 1 ) 7
.

14 ( 1 ) 9
.

5 7 0
.

0 5

1 7
.

8 6 ( 5 ) 1 6
.

6 7 ( 2 ) 2 8
.

5 7 ( 4 ) 14
.

2 9 ( 2 ) 1
.

24 0
.

8 3

10
.

7 1 ( 3 ) 1 6
.

6 7 ( 2 )

l 4

14 ( 2 )

.

2 8 ( 4 ) 8
.

3 3 ( 1 ) 7

7

1 4 ( 1 ) 7
.

14 ( l ) 1
.

8 7 0
.

7 6

1 4 ( 1 )

l41425 0 0 ( 7 )

14 ( 2 )

3 3 3 3 ( 4 )

33 ( 2 )

2 9 ( 2 )

2 9 ( 2 )

0 7
.

7 1 0
.

1 0

7
.

14 ( 1 )
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迁移的过程
,

不同地域的汉族人群又有各 自的特点
。

我

们对 1 10 例广东籍正常汉族人进行 H L A
一

D Q 基因分

型
,

发现以 D Q A I 关 0 3 0 1 的频率 ( 2 8
.

6 3旦石)最高
,

其 次

为 DQ B I
* 0 3 0 1 ( 1 9

.

0 9写 )
,

与文献中其他 2 组华人群

体 6[,
7」的资料 比较总体检验有显著性差异 (尸 < 0

.

05 )
,

但均以 1〕Q A I * 0 3 01 的频率最高
,

显示华人的遗传 系

统既具有共性亦有各 自的特点
。

这些资料为进一步研

究广东籍汉族人的免疫遗传背景
、

疾病关联以及与其

他群体比较提供了有价值的参考资料
。

国内外近年来的研究表明
,

SI
,

E 中确实存在着易

感 的 H L A
一

l 类等位基因
,

但存在种族差异
。

H L A
一

D Q

多态性在 自身免疫性疾病的遗传易感 中的作用已受到

国内外学者的高度重视
。

D Q 亚区 中 D Q A I
、

D Q B I 等

位基 因有 高度 的 多态性
,

因而 成 为研 究 的焦 点困
。

R e v e il le 等巨9〕研究发现 D Q 亚型 D Q 6
、

D Q 2
.

1 与 5 1
矛

E

中抗 R 。 、

L a 自身抗体关联
。

我们研究发现广东籍汉族

S L E 患者中
,

D Q A I 、 0 10 1 等位基因频率均显著高于

正常对 照 组 (尸 < 0
.

0 5 )
,

与 国 内报 道有 所 不 同 l0[ 〕
。

H L A
一

D QB I 基因中 H L A
一

D Q B I
关 05 02 虽升高

,

但 与

正常组 比较无 显著 性差 异 (尸 > 0
.

05 )
,

即未发 现与

S L E 易感的 H L A
-

D Q B I 基因 (尸> 。
.

05 )
。

这表明广东

籍汉族 S L E 与 H L A
一

D Q 的关联性方面
,

D Q A I ` 0 1 0 1

起主导作用
。

而 D Q A I
* 0 3 0 2

、

D Q B I
* 0 3 0 1 等位基 因

频率在本研究 中明显低于正常组 (p < 0
.

0 5 )
,

说 明疾

病的保护性 基 因在本研究 中表 现为 D Q A I
, 0 30 2

、

D Q B I
* 0 3 0 1

,

而 非 江 浙 地 区 的 H L A
一

D Q A I *

0 6 0 1仁̀ 0
,

“ 」
,

这提示 H L A
一

D Q A I 关 0 3 0 2
、

D Q B I
* 0 3 0 1

对 S L E 发病可能有一定保护作用
。

另外
,

部分等位基

因如 D Q A I * 0 6 0 1
、

D Q B I
* 0 30 2

,

D Q B z
关 0 4 0 1 等虽

在正常对照组 中检出
,

但无统计学意义
。

随着 医疗实践 的不断发展
,

我国古代已有医家依

稀感觉到
,

体质的遗传是有物质基础的
,

如《类经 》中指

出
: “
夫人之器质

,

既察于有生之初
,

则具一定之数
。 ”
这

里说的
“

器质
”

在受生之初 已有
“

定数
”

说的是体质的遗

传
,

古人认为他是一种靠
“

元气
”

来完成的
“

先天察赋之

气
” ,

虽然我们不能将其与现代遗传学的染色体相类

比
,

但说明数百年前 中医对遗传的物质性已有了一个

初步的认识
。

S L E 的治疗至今仍是世界难题之一
,

结

合中医药治疗 S L E 有一定 的优势
,

它可明显减少激素

样副作用
,

提高 SI
J

E 患者的生存质量
。

中医认为先天

肾阴不足
、

肾之阴阳失衡以致本虚标实是 S L E 的主要

病因病机
。

一方面由于 SI 卫 病情复杂
,

临床表现变化

多端
,

整个病程中可能出现热毒炽盛
、

风湿热痹
、

肝 肾

阴虚
、

脾肾阳虚等证型
,

但其辨证分型至今尚无统一标

准
,

给 S L E 证 的标准化研究带来 困难
,

因此有必要收

集大样本的资料
,

确定其基本证型
,

以便使证的研究规

范化
、

科学化 ;另一方面
,

虽然 SI
J

E 的发病中可能出现

热毒炽盛
、

风湿热痹
、

肝肾阴虚
、

脾肾阳虚等证型
,

但都

是在本虚的基础上演变而来
,

故 SI 王 有一定的易感体

质 (证型 )
。

近年研究表明
,

遗传因素在 SI 王 的发病 中

起决定性作用
,

H L A 是与 S L E 发生
、

发展关联的主要

基 因座位
,

S L E 的遗传易感性 主要与 H L A
一
R类多态

性基 因有关
。

证 的多变性和基因的多态性具有认识上

的一致性
,

辨证论治恢复阴阳平衡与基因治疗具有 目

的上的一致性
,

如果能发现
“

证
”
的易感基因

,

则可将基

因治疗引入
“
证

”
的治疗中

,

这将为中医辨证论治提供

新的方法
,

对中医现代化具有重要意义
。
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