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摘 要 重症肌无力与HI Al类基目关联性在不同人种和民族中具有不同遗传易感性。为探 

讨中国人重症肌无力(MG)与 HLA—DQ分子关联性，采用聚合酶链式反应～限制性 片段长度 

态性(PCR—RFLP)方法，分析了5O例 中国正常人厦 49倒重症肌无力患者的 HLA—DQA1 

和一DQB1座位的基因型。结果：共检出正常人DQAI等住基因8种·DQBI等住基因i0种，重 

症肌无力患者DQA1等位基目8种．DQB1等位基固9种。结果分析表明DQA1 0501与MG 

成负相关．DQBI 0302与MG成正相关。从基因水平首次用PCR—RFI P方法得出中国人重症 

肌无力DQ分子的易意基因型。 
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重症肌无力(Myasthenia gravis，MG)是一种自身免疫性疾病(Autoimmune diseases，AID)，在世 

界各国均有一定的发病率，严重危害人类健康。 

病理学研究认为，烟碱型乙酰胆碱受体(nAChR)是造成MG自体免疫应答的抗原。实验证明MG 

患者胸腺上皮细胞台肌样纤维。胸腺细胞与骨骼肌存在共同抗原．该抗原致敏T细胞，产生抗乙酰胆碱 

受体的抗体(nAChR—Ab)，与骨骼肌 nAchR发生交叉免疫应答，使受体被阻滞、降解，因而出现无力症 

状。MG发病与人类主要组织相容性复合物(Major histocompatibmty complex，MHG)I类抗原有关。 

HLAII类抗原(包括 D区的DP，T)Q，DR等基因产物)在发生自身免疫过程中起着重要作用。一DQ比一 

DR等位基因对自身免疫性疾病更具敏感性 ]。I类抗原产物能提呈抗原给CD4 细胞，激活B细胞，使 

其增殖分化成浆细胞，释放 AChR—Ab。 

大量研究结果表明，HLA分子与MG的差联性在不同人种和民族中存在差异。找出这种差异的遗 

传因素，对于确定致病基因，明确致病机理都是至关重要的 有关 MG与HLA关联性的研究，欧美学者 

起步较早。过去傲 HLA—I，I类抗原分型所采用的方法为血清学和混台淋巴细胞培养的方法，常常因 

基因表达过低而出现假阴性或困交叉反应及细胞生理功能改变而里假阳性。 

从 80年代开始，国内外先后建立了以PCR为基础的HI A—DNA分型方法，如：PCR—RFLP，PCR— 

sso。PCR—SSP，PCR—SSCP序列测定及其他技术。检索表明，在大陆、香港和中国台湾具有从血清学水 

平和DNA水平对MG与 HI A的关联性进行研究的报道，尚未见到用PCR—RFLR方法对华人 MG与 

HLA—DQ分子关联性进行研究的报道，探讨华人 HLA—DQ分子与 MG的关联性，不仅有助于了解遗传 

因素在疾病发病机理中的作用，而且可以促进MG诊断精疗。因此我们采用HI A基因分型的一种新的 

PCR—RFI P方法，即以等位基因特异性的限制酶消化基因座位特异的PCR扩增产物的方法，对江浙沪 

地区正常人及中国汉人 MG的HI A—DQA1一DQB1基因进行了研究。现将结果报道如下。 
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1 材料和方法 

1．1 研究对象 

MG患者由上海长海医院神经内科诊断，胸腺组织病理根据 CT检查并结合术后病检确定。样本共 

49例．籍贯分布于江浙沪地区。正常人 DNA标本：来自病例相同地区，共 5O例，身体健康，无 AID病史 

或家族史 。 

1．2 基因组 DNA的制备 

用真空采血管(Nipora，日本产品)抽取静脉血 5 ml，，依照 Miller法抽提基因组 DNA。 

1．3 引物设计 

HLA—DQA1基因的第二个外显子用 GH26和GHZ7一对引物扩增；HLA—DQB1基因的第二个外 

显子用QB3Ol，QB302。QBSOl扩增 。 

1．4 PCR扩增 DQA1，DQB1目的基因 

按照第 l1届国际组织相容性会议(1991)推荐的方法进行。变性、退火和延伸温度 DQA1分别为 

94℃，56℃和 72~C；DQB1则分别为 94℃，59~C和 72℃。在 DNA扩增仪(上海复 日生物实验技术研制 

所)FR一800上扩增 32个循环。对 PCR产物以 12 PAGE进行检测。 

1．S RFLP分型 

DQA】扩增产物分别用 ApaI，I，Hph J，BsaJ J，Fok J(Biolabs，美国)，Mbo I(Toyobo，日本)酶 

切，用Mnl I(Biolabs，美国)以2O PAGE区分 OlOl和 0102。扩增产物分别用 HaeⅢ，Bsp1286 I， 

BssH I，BsaH I，HaeⅡ(Biolabs，美国)，Apa I，Hpa 1，Rsa I(Toyobo，日本)酶切。DQA1，DQB1均以 

12 PAGE确定酶谱，并均按 H．1noko研究组分型标准确定样品的基因型 ]。 

1．6 统计分析 

MG与 HLA—DQA1，一DQBl各等位基因的关联通过相对危险率(relative risk，RR)和 P值来确定， 

RR依照Haldane公式计算。当RR的显著性确定后，为进一步明确表示相关等位基因对 MG的作用， 

计算病因分数EF(RR>1时)和预防分数 PF(RR<1时)。P值用Fisher exact test计算(Halbau soft— 

wai'~e，1988)当P<0．05时具有显著差异。 

2 实验结果及讨论 

2．1 实验结果 

用 PCR—RFLP方法鉴定 出了正常人和 MG患者 HLA—DQA1及 DQB1的各等位基 因．比较了 

DQA1和DQB1各等位基因在正常人和MG患者中的分布情况．全部结果列于表 1，表 2 

表 1 中国汉人 MG患者HLA-DQA1等位基园的分布及与正常人的比较 

Tab．1 Comparison of Gene Frequencies of HLA-DQA1 Alleles 

In M G Patients with Normal 14an Chinese 
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(1)由表 1可见，HI A—DQA1 0301等位基因虽然在 MG患者中频率较高，但与正常人比较并无显 

著差异(Pc=0．235 8)。而 0501则与 MG成负相关(RR=0．41 6 6。Pc=0．031 5，PF=2．011 0)，可能为 

保护基因。 

表 2 中国汉人 MG患者HLA—DQB1等位基因的分布及与正常人的比较 

Tab．2 Comparison of Gene Frequencies of HLA—DQBI Alleles 

in MG Patients with Normal Han Chinese 

注： ：等位基因总致 IPcorr：Fisher涮验修正值(Halbau software，1988)； 

RR；相对危险率；EF；病因分致IPF：预防分致I*：PF值 

(2)由表 2可见，HLA—DQB1 0302等位基因在患者中和正常人中的分布有较明显的差异和相对高 

的危险率(RR=2．990，Pc=0．030 7，EF一0．n0 9) DQB1 0402和 0604的RR值分别为 0．126 2和 

0．233 1。所以推断 0302为易感基因，而’0402和 0604可能为保护基因。 

2．2 讨 论 

重症肌无力是一种累及神经肌肉接头处突触后膜上乙酰胆碱受体的自身免疫性疾病。其可能有遗 

传(如：家族性 MG))、免疫系统功能异常以及体内外环境等因素引起 而免疫系统功能的异常涉及 

MHC(在人中即为HLA)抗原、Ig和TCR等的编码基因。目前对 HLA基因的研究多集中在通过血清 

学或基因分型分析HLA与 MG的关联性上，其中研究较多的是 HLA I类基因和 I类基因的 HLA— 

DQ，DR位点，对 HI A—DP位点与MG的关联性研究则相对较少，其原因可能和 DP与其他位点之间 

的关联不是很密切有关+Baiseh等认为研究 HLA—DP位点与自身免疫性疾病的关联性对于HLA单体 

型的疾病遗传易感性研究意义不大[“。然而已有大量实验证明 HLA—DPB1与多种自身免疫性疾病(至 

少 50种)相关联，如 Hodgkin病、Graves病、类风湿性关节炎、多发性硬化症等。而且 HLA—DPB1的多 

态性仅次于最富多态性的一DRB1；在抗原呈递过程中起着重要作用；一DP与一DR以及其他重要基因之间 

的连锁不平衡也曾报道口]，因此并不能轻易否认 DPB1与 MG的关联性的研究意义。 

近年来，国内外从血清学和基因水平对 MG与 HI A的关系的研究为本研究结果提供了有意义的 

比较。大量研究结果表明，HLA分子与 MG的关联性在不同人种和民族中存在差异。国内外学者曾从 

血清学角度研究了HI A与 MG的关联性，Jawahar认为，自种人 MG与 HLA—A1。B8，DR3显著相关， 

推测易感基因可能在 B8附近“ 。Dawkins报道，香港中国人的 MG与 HIJA—Bw46，Bfs，C4A4，C4B2， 

DR9显著相关 。国内学者报道 MG患者与 HI A—Bw46，DR9有显著关联E 。这一发现与香港中国人 
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MG患者的结果十分相似，而与白种人完全不同 J。 

Spurkland报道了挪威白种人非胸腺瘤型MG与 DQB1 0201有相关性并进而推测与DQA1’0501 

相关[1o]。Hjelmstrom等研究了瑞典人的MG患者，认为不同的HI A—DQ分子与MG具有重要相关性， 

其中 DQB1 0201与 MG成正相关，DQA1 0103与 MG成负相关，而 DQA1 0501一DQB1 0201和 

DQAI 0201一DQB1 0201则为易感单体型⋯]。KhaliI等研究高加索人的MG，发现 DQA1 01一DQB1 

0201或 DQA1’01一DQBI 0301基因所决定的异源二聚体为 MG致病分子。因而推测这两个单体型为 

疾病易感单体型0]。Inoko等发现 DPB1 0201和DR53与 日本人MG密切相关 ，且 DQB1 03( 0301， 

0302， 0303)与 MG显著相关，这一结果与本实验结果相似。Inoko等还提出如果研究清楚 HIA 基因 

与 MG关联的碱基序列的对应关系，将有利于找出阻止 AChR—Ab与 AChR结台的多肽，对于临床治 

疗 MG具有重要意义 。对于不同人种和民族易感基因的差异，一种解释认为 MG发生是由MHC区 

域的几个相关基因引起的，而不同群体，相关基因可能有所不同 

本实验结果说明MG病人的 DQBI 0302为易感基因，这一结果与FI本人 MG病人的研究结果一 

致r”]。DQ分子易感单体型为 DQA1 0301’DQB1 0302。保护基因可能为DQA1 0501，DQB1 0402， 

D604，其RR值分别为0．416 6，0．126 2和0．233 1。这一结果为疾病相关性研究提供了有意义的理论依 

据。 

尽管MG已得到广泛研究，但有些问题仍然没有得到解决。为什么不同种族和民族对 MG有不同 

的易感性。为什么有些病人投有抗乙酰胆碱受体的抗体?为什么遗传因素与疾病易感性有关?当 AGhR 

被自身抗体攻击时怎样调节 AChR表达? HLA对MG易感性不同，可能影响AChR—Ab及自身免疫 

状况，进而影响临床表现。但HLA与 MG疾病之间的具体联系，亦即在何种机制，何种遗传背景的情况 

下，导致机体正常的 AChR成为自身抗原，触发临床不同类型、不同程度的MG 自身免疫病，仍是今后 

有待于进一步探索的课题。 

总之，对不同人种和民族的MG与HI A的关联性进行研究，有助于致病基因的定位。随着分子遗 

传学技术向医学、免疫学的不断深入，在分子水平上揭示 MG的发病机理，必将为 MG的临床及基因治 

疗提供重要的理论依据。 
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Genetic Susceptibility Of M yasthenia Gravis in Chinese Patients 
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Abstraet Myasthenia Gravis(MG)is an autoimmune disease which is about a neuromuscular disorder 

of autoimmune origin．M G in different races or ethnic groups has different genetic susceptibility．To 

search for the aSSOCiations of MG in Chinese patients with HLA—DQ molecules，PCR—RFI method 

was employed for genotyping HLA—DQA1 and-DQB1 genes of MG patients and normal Chinese．The 

distribution of alleles of—DQA1 and—DQB1 genes of MG patients and normal Chinese．The distribu— 

tion of alleles of DQA1 and DQB1 in normal Chinese and MG patients were listed．The DQB allele． 

DQB1 0302 was positively associated with MG(RR=2．990，Pc一0．0307)，and a negative association 

wasfoundforDQA1。0501(RR一0．416 6，Pc—O．031 5)．DQ haplotypeDQA1 0301一DQB1 0302was 

significantly increased in patients when compared to controls(RR一7．727，Pc：0．010 9)． 

Key words myasthenia gravis lHLA class I genes Igenetic susceptibbility 
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