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提 要 从 20 例人类白细胞抗原
~

D R ( H L A
~

D R )血清学特异性不同的血痕样本中抽提荃因组 D N A
,

经

代R 扩增 H L A
一

D R B 墓因第二外显子的高度多态区域
.

咒R 产物在 50 写甲酸胺存在下加性获得单链 D N A

片段后
,

经 8沁中性聚丙烯酞胺凝胶电泳
、

银染显色分析
.

结果显示
,

D R 血清学特异性不同的个体具有不同的

电泳图型
,

而 D R 相同血清不同的个体却具有相同的电泳带型
。

在稳定条件下
,

单链电泳图型有着 良好的重复

性
。

与聚合醉链反应
一

制性片段长度多态性 (咒 R
一

R F L )P 或聚合酶链反应
一

序列特异寡核昔酸 ( P C R
一

5 50 )探针

法相 比
,

聚合酶链反应
一

单链构象多态性 (P C R
一

SS C P )分析简单
、

快速
、

经济
,

不僻探针和限制性内切酶
,

并可

望成为临床上器官和骨髓移植寻找合适的 H L A 配型的一种工具
.

关键词 聚合酶链反应
一

单链构象多态性 , 人类白细胞抗原 , 基因 , 墓因分型

中图号 R 5 2 7
.

3 .
D 9 1 9

在 同种移植排斥及某些疾病的易感性

中
,

人类白细胞抗原
一

D R 抗原的作用十分重

要
,

肾移植能否成功
,

最重要的是依赖于合适

的 D R 配型 1[]
。

传统的人类 白细胞抗原
一

D R

血清学定型方法
,

繁琐
、

耗时
,

甚至有时因缺

乏特异 抗血 清 或标准分 型细 胞而 无法分

型【’ 〕
。

在临床器官和骨髓移植上确需一种快

速可靠的分型技术
。

近年来
,

国 内外常用的

P C R
一

5 5 0 ( A SO )
,

即聚 合酶链反应
一

序列特

异寡核昔酸 (等位基因特异寡核昔酸 )探针法

或 聚 合酶 链反 应
一

限制性片段 长度 多态性

( P C R
一

R F L P )法
,

虽有诸多优点
仁3 〕 ,

但因大量

探针设计和合成或大量使用限制性内切酶
,

使实验既费时又昂贵
。

近年来
,

国外报道了用

聚 合 酶链 反 应
一

单 链构 象 多 态 性 ( P C R
-

S S C P )技术作 H L A
一

D P 分型 [ 4〕
。

现将 P C R
-

S S C P 技术对 20 例 H L A
一

D R 血清学特异性

不同的样本进行基因分型报告如下
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

已知 H L A
一

D R 血清学特异性的人血痕

标本 由北京红十字会器官
、

骨髓移植配型中

心提供
。

T a q D N A 聚合酶
、

dN T P (德国 BM

公 司 ) L a d d e r D N A m a r k e r
(美 国 B R L 公

司 )
,

丙烯酞胺 (重结 晶
,

浙江黄岩生化试剂

厂 )
,

其它试剂均为国产分析纯
。

1
.

2 方 法

L .2 1 血雍基 因组 D N A 的制备 按孙光

云等图介绍的方法进行
。

l
·

2
·

2 P C R 扩增 5 0 拼 I P C R 反应体系中

含有
:

基因组 D N A 约 0
.

5 拜g ,

5 拌1 l o x P C R

b u f f e r , 6 拜1 2 m m o l / L d N T P
,

3 0 pm o l 引物

D R B
一

l ( 5
` 一
C C C C A C A G C A C G T T T C T T G

-

3` )和 D R B
一

2 ( 5
, 一

T C G C C G C T G C A C T G T G

A A G
一

3
`
)

。

9 8 ,C变性 5 m i n 后
,

加入 1
.

S U

T a q D N A 聚合酶
,

液体石蜡 5 0 拜l
,

置 D N A

扩增仪 ( C A
一

3 3 0Y 型
,

西 安 正 信公司 ) 中
,

9 4℃ 6 0 5 ,

5 5℃ 6 0 5 ,

7 2℃ 9 0 5
循环 30 次

。

最

后 l 次延伸 ( 7 2℃ ) 1 0 m i n
。
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