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· 临 床 研 究 · 

中国汉族人群蚕蚀性角膜溃疡与 HLA等位基因 

的相关性研究 
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Ophthalmic Center，Sun Yat—sen University，Guangzhou 51 0060，China 

Abstract Objective Auto-immunology plays an important role in the patuogennesis of Mooren’s ulcer．Recently， 

researches showed that human leucocyte antigens(HLA)allele is related to Mooren’s ulcer．This study was to investigate the 

association between Mooren’s ulcer and HLA alleles in Chinese Han population． M ethods A total of 17 patients with 

Mooren’s ulcer were collected from the same ethnic group(Han nationality)and different parts of China．And the diagnosis of 

Mooren’s ulcer was determined based on the typical ulcer findings，history，and physical examination of eye and relavant 

laboratory tests．HLA typing(HLA—A，B，DR，DQ)was performed by polymerase chain reaction(PCR)using sequence specific 

primers(PCR—SSP)．Their HLA typing results were compared with published data from control populations of the same ethnic 

group． Results The frequency of HLA—DRI7(3)in Mooren’s ulcer patients was 29．41％ ，and that of control population was 

5．58％ with a statistically significant difference(RR：7．05，P<0．01)．The frequency ofHLA-DQ2 in Mooren’s ulcer patients 

was 29．41％ ．and that of controls was 12．34％ ，showing a considerable difference between them(RR=6．77，P=0．005)．The 

frequency of HLA-DQ5 in Mooren’s ulcer patients was 14．71％ without significant difference in comparison with controls 

(15．33％ )(RR=0．95，P=0．922)．The frequency of HLA—A33 was significantly increasesd in Mooren’s ulcer patients 

(23．53％)compared with controls(8．95％ )(RR=3．13，P：0．003)．A significant difference was also found in frequencies of 

HLA—B58 and HLA—DQ0303 between patients(20．59％ ，29．41％ )and controls(6．91％ ，5．79％ )(RR=3．49，P=0．002；RR 

= 2．96，P<0．001)． Conclusion Our data support the possible linkage of HLA—DR17(3)，HLA—DQ2 gene with Mooren’s 

ulcer．No significant association is found between HLA-DQ5 and Mooren’s ulcer in Chinese Han nationality．HLA—A33．HLA—B58 

and HLA—DQ0303 genes might be candidate genes of HLA associated with Mooren’s ulcer． 
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摘要 目的 探讨 中国汉族人群蚕蚀性角膜溃疡 与人类 白细胞 抗原(HLA)基 因的相关性 。 方法 根据典 型形 态 

特征，结合病史、体格检查和实验室检查确诊蚕蚀性角膜溃疡患者 ，提取 17例中国汉族蚕蚀性角膜溃疡患者基因组 

DNA。采用序列特异性 引物 一聚合酶链反应 (PCR—SSP)法进行 HLA基 因分 型。 结果 在蚕蚀性 角膜 溃疡 组和正常对 

照组 中，HLA—DR17(3)基因频率分别为 29．41％和 5．58％ (P<0．01，RR=7．05)；HLA—DQ2基因频率分别 为 29．41％ 和 

12．34％(P=0．005，RR=6．77)；HLA DQ5基 因频率分别为 14．71％和 15．33％(P=0．922，RR：0．95)；HLA-A33基因频 

率分别为 23．53％和 8．95％ (P=0．003，RR=3．13)。HLA—B58基 因频率 分别 为 2O．59％ 和 6．91％ (P=0．002，RR： 

3．49)；HLA．DQ0303基因频率分别为 29．41％和5．79％(P<0．01，RR=2．96)。 结论 中国汉族人群中 HLA—DR17(3) 

和HLA—DQ2与蚕蚀性角膜溃疡的致病密切相关，与 HLA-DQ5无相关性。研究同时发现 HLA—A33、HLA—B58和 HLA— 

DQ0303与蚕蚀性角膜溃疡致病可能密切相关 。 
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蚕蚀性角膜溃疡是一种慢性疼痛性角膜溃疡，病 

变起 自角膜边缘 ，渐向角膜中央和周边部发展，可累及 

巩膜。研究表明，自身免疫在蚕蚀性角膜溃疡发病过 

程中发挥着重要作用 ，但其确切的发病机制尚不 
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清楚 ，且无特异而高效 的治疗方案。我们前期 的研究 

证实了环孢素 A治疗 的有效性 。近期提示人 白细 

胞抗 原 (human leucocyte antigens，HLA)等 位 基 因 

DR17(3)、DQ2和 DQS可能与蚕蚀性角膜溃疡的发病 

相关 ，但仅检测了 2例 中国人 。本研究检测并 分 

析临床确诊蚕蚀性角膜溃疡 的中国汉族 患者 HLA—A— 

B—DRB1和 HLA—DQ等位 基因 ，分 析其与蚕蚀性 角膜 

溃疡的相关性。 

1 资料与方法 

1．1 一般资料 

进行性蚕蚀性角膜溃疡患者 l7例 ，其 中男 13例 ， 

女 4例 ，单眼患者 l2例，双眼患者 5例。17例均为中 

国汉族人 ；年龄 31～65岁 ，平均 (44．6 4-10．9)岁。根 

据患者角膜病灶的典型形态，即角膜周边部溃疡 ，向中 

央的浸润缘呈穿凿状 ，结合详细的病史采集 、体格检查 

和实验室检查(抗溶血性链球菌素 O、抗核抗体、抗双 

链 DNA抗体等)，并排除可引起周边 性角膜溃疡的系 

统性疾病后确诊为蚕蚀性角膜溃疡。 

1．2 主要试剂与仪器 

DNA快速抽提试剂盒 、人类基 因组 DNA提 取纯 

化试剂盒 (德 国 QiaGen公 司)；PCR扩增仪 、Syngene 

凝胶成像分析系统(美 国 PE公司)；PCR—SSP基因分型 

试剂盒、Clintyper分析软件(美国 PEL-FREEZ公司)。 

1．3 实验方法 

1．3．1 DNA的提取 按照人类基因组 DNA抽提 、纯 

化试剂 盒说 明提取 DNA。取 0．5％ EDTA 抗凝 全 血 

200 L置于 1．5 mL离心管中，加入 200 L AL缓冲液 

和 20 L蛋白酶 K混匀，56℃孵育 10 min，加入 200 IxL 

无水乙醇混匀，转移至树脂柱 ，10 000 r／min离心 1 min， 

力口人 500 L AW1，10 000 r／min离心 1 min，力口人 500 txL 

AW2，10 000 r／min离心 3 min。将树脂柱转移至 1．5 mL 

离心管 ，加入 200 L无 菌蒸馏水 ，室 温孵育 1 min， 

10 000 r／min离心 1 min。紫外分光光度计测 A26o／ 2 。 

为 1．6～1．9，符合 PCR反应的要求。 

1．3．2 PCR—SSP分型 采 用 美 国戴 诺 公 司提 供 的 

HLA—A—B—DRB1基因低分辨率分型试剂盒 和 HLA—DQ 

基因高分辨率分 型试剂盒行 PCR—SSP分型 。按照试 

剂盒说明将适量 DNA、蒸馏水 、Taq酶和 PCR缓冲液 

混合均匀 ，取 8 L混合液加人分型板 的反应孔中 ，阴 

性对照孔不加 ，用密封 条封 闭试剂板 ，并标记样品号。 

PCR扩增条件为：94℃变性 1 min；以 94 qC 25 S、70℃ 

50 S、72℃ 45 S为 1个循环，扩增 5个循环 ；再以 94℃ 

25 S、65 cC 50 S、72℃ 45 S为 1个循环 ，扩增 21个循 

环；最后以 94℃ 25 S、55℃ 60 S、72℃ 120 S为 1个循 

环，扩增 4个循环。取 PCR反应产物 8 L上样到 2％ 

琼脂糖凝胶 ，电泳 20 min(1×TBE，8 V／cm)后 ，在紫外 

线凝胶成像仪下观察结果 ，分析电泳 带，确定 HLA等 

位基因分型结果。如果 出现分型结果有疑问的样本 ， 

用与原分型试剂不同批号或其他厂家试剂进行复核。 

1．3．3 结果分析 HLA基 因频率采用直接计数法计 

数 ：pi=基因组数／2N(pi为相 应基 因频率 ，N为观察 

数) 。HLA—A—B—DRB1基 因频率正常对 照组采用 已 

知的20 596例健康 汉族 HLA基 因频 率资料 ，HLA— 

DQ基 因频率正常对照组采用已知 的 535例汉族 HLA 

基因频率资料 。 

1．4 统计学方法 

采用 SPSS 14．0统计学软件进行分析 ，采用 x 检 

验比较两组各位点等位基 因频率差异。P<0．05为差 

异有统计学意义。 

2 结果 

蚕蚀性角膜溃疡 

组 的 HLA-A-B-DRB1 

和 HLA．DQ等位基 因 

的频率分布见表 1和 

表 2。与健康对 照组 

相 比，HLA—DR17(3) 

和 HLA．DQ2的基 因 

频率差异均有统计学 

意义 (P <0．01)，其 

相对危 险度 (RR)分 

别为 7．05和 6．77(表 

3)。同时 ，与对 照 组 

相 比 ，HLA—A33、HLA— 

B58和 HLA—DQ0303的 

基因频率差异均有统 

计学意义(P=0．003、 

0．002、0．005，RR ： 

3．13、3．49、2．96)(表 

4)。 而 包 括 HLA— 

DQ5在 内 的其 他 基 

因，其 频率 和对 照组 

表 1 HLA-A-B-DRB1等位基因 

在蚕蚀性角膜溃疡组(n=17)和 

健康对照组 (n=20 596)的分布 

Table 1 Distribution of HLA—A—B． 

DRB1 alleles in Mooren’S ulcer 

patients and controls 

HLA 
Ge“ frequency o f G “ frequcocY of 

MU group(×10 )control(X10 ) 

20 47 

32．35 

17 65 

23．53 

5 88 

2．94 

2．94 

2 94 

20 59 

5 88 

2．94 

5 88 

2．94 

5 88 

2 94 

26．47 

2 94 

11 76 

5 88 

11 76 

29．42 

31 53 

22 68。 

17．33 

8 95 

1．76 

4 30 

2．80 

3 55 

6 91 

lO．12 

5．89 

5 08 

1．38 

12．78 

8．06 

18．78 

1 31 

l4 32 

4 82 

11 76 

5 58 

相 比，差异均无统计学意义 (表 1～3)。 

3 讨论 

HLA基因位于 6p21．3，是人体调控特异性免疫应 

答反应和决定病原体或者疾病易感性个体差异的主要 
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表 2 HLA-DQ等位基 因在蚕蚀性角膜溃疡组 ( =17) 

和健康对照组 (n=535)的分布 

Table 2 Distribution of HLA-DQ alleles in Mooren’s 
ulcer patients and controls 

P >0．05． P <0．05 

表 3 蚕蚀性角膜溃疡组和健康对 照组 HLA-DR17(3)、 

HLA-DQ2和 HLA-DQ5的基 因频率 

Table 3 Gene frequency of HLA-DR17(3)，HLA—DQ2 and 

HLA—DQ5 in Mooren’s ulcer patients and controls 

表 4 蚕蚀性角膜溃疡组和健康对照组 HLA．A33、 

HLA-B58和 HLA-DQ0303的基因频率 

Table 4 Gene frequency of HLA-A33，HLA—B58 and 

HLA—DQ0303 in Mooren’s ulcer patients and controls 

基因系统 ，具有高度多态性 ，其等位基因的分布具有显 

著的人种 、民族 、地域特异性。HLA基 因系统不仅是 

器官移植 和细胞移植 是否成功 的关 键 因素之 
一

，同时在疾病相关性研究 、群体遗传学 ” 、法 医 

个体识别  ̈等领域发挥着重要作用。 

蚕蚀性角膜溃疡是一种慢性疼痛性角膜溃疡 ，初 

发于角膜缘 ，向角膜 中央和周边部发展，可累及全角 

膜。其确切的发病机制 目前尚不清楚，有学者认 为角 

膜外伤、白内障、角膜手术、碱烧伤、单纯疱疹病毒感 

染、带状疱疹病毒感染、丙型肝炎病毒感染、梅毒螺旋 

体感染以及某些寄生虫感染是其可能的致病因素。我 

们的研究明确否定了丙型肝炎病毒感染与蚕蚀性角膜 

溃疡致病的相关性“ 。 

在前期研究中，Taylor等 研究了 12例蚕蚀性角 

膜溃疡患者的 HLA基 因频率 ，其 中包括欧洲 白人、非 

裔黑人、亚裔印度和印度尼 西亚人 ，提 出 HLA—DR17 

(3)和 HLA．DQ2可能与蚕蚀性角膜溃疡发病密切相 

关；Liang等 研究了中国台湾的2例蚕蚀性角膜溃疡 
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患者的 HLA基因频率，结果支持 HLA．DR17(3)和 

HLA—DQ2与蚕蚀性角膜溃 疡发病密切相关 ，并提示 

HLA—DQ5也 与蚕 蚀 性 角 膜 溃疡 发 病 相关 ；Zelefsky 

等  ̈研究了 38例印度南部蚕蚀性角膜溃疡患者的 

HLA—DR和 HLA—DQ的基因频率 ，研究结果再次支持 

HLA—DR17(3)与蚕蚀性角膜溃疡发病密切相关，但对 

HLA—DQ2与蚕蚀性角膜溃疡发病的相关性并不肯定。 

本研究结果表 明，在中国汉族人群中，HLA—DR17 

(3)和 HLA—DQ2与蚕蚀性角膜溃疡发病密切相关 ，其 

RR分别为 7．05和 6．77；HLA—DQ5与蚕蚀性角膜溃疡 

发病无相关性。本研究 同时发现 HLA．A33、HLA．B58 

和 HLA—DQ0303与蚕蚀性角膜溃疡发病可能也密切相 

关，其 RR值分别为 3．13、3．49和 2．96。由于 HLA基 

因系统的特点 ，不同人种 、民族、地域 以及更大样本条 

件下的研究结果与 目前研究结论是否吻合 ，尚有待进 
一 步的研究。 
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