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Abstract
AIM: To investigate the association between 
HLA-DRB1*08/16 alleles and familial aggrega-
tion of hepatocellular carcinoma (HCC) in a 
high-incidence area in Guangxi, China.

METHODS: Two hundred subjects from families 
which have had two or more than two patients 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

HLA-DRB1*08/16等位基因与广西肝癌家族聚集性的相
关性

刘 芳, 李国坚, 吴继周, 吴健林, 陈务卿, 马莎莎, 胡蝶飞, 宁秋悦, 庞 裕

®

■背景资料
目前公认肝癌的
发生与环境及遗
传等因素相关. 流
行病学调查发现
肝癌的发生常存
在显著的家族聚
集现象, 且暴露在
同样的环境危险
因素下, 最终只有
少数人患肝癌, 提
示肝癌的发生可
能与遗传密切相
关. 而HLA基因多
态性被认为与肝
癌等某些疾病的
遗传易感性密切
相关. 

with hepatocellular carcinoma (FHHC group) 
and another 200 subjects from families which 
have not had patients with any malignant tumor 
(FNC group) were selected. Polymerase chain 
reaction/sequence specific primer was used to 
determine the frequencies of HLA-DRB1*08/16 
alleles.

RESULTS: There was no statistical difference in 
the frequency of HLA-DRB1*08 allele between 
the FHCC group and the FNC group (6.0% 
vs 5.5%, χ2 = 0.046, P = 0.830). The frequency 
of HLA-DRB1*08 allele did not significantly 
increase with the increase in the number of 
patients with HCC in the FHCC group (5.4% 
vs 6.5%, χ2 = 0.120, P = 0.729). However, the 
frequency of HLA-DRB1*16 allele in the FHHC 
group was significantly higher than that in the 
FNC group (24% vs 15.5%, χ2 = 4.559, P = 0.033), 
and the frequency of HLA-DRB1*16 allele rose 
significantly with the increase in the number of 
patients with HCC in the FHCC group (17.2% vs 
29.9%, χ2 = 4.401, P = 0.036).

CONCLUSION: There may be a significant cor-
relation between HLA-DRB1*16 allele and fa-
milial aggregation of hepatocellular carcinoma. 
However, HLA-DRB1*08 allele may not be as-
sociated with familial aggregation of hepatocel-
lular carcinoma.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要 
目的: 探讨广西肝癌高发区HLA-DRB1*08/16
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■研发前沿
H L A 等 位 基 因
多态性与乙型肝
炎病毒感染及原
发性肝癌发生的
关系一直是研究
热 点 .  广 西 是 我
国肝癌高发区之
一 ,  同 样 存 在 显
著的肝癌家族聚
集现象 ,  而HLA-
D R B 1 * 0 8 / 1 6分
别 是 广 西 地 区
的 低 频 率 和 高
频 率 等 位 基 因 , 
因 此 探 讨 H L A -
DRB1*08/16位点
与广西肝癌家族
聚集是否存在密
切关系成为本文
研究重点.

等 位 基 因 与 广 西 原 发 性 肝 细 胞 肝 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)家族聚集性的
关系.  

方法: 在广西肝癌高发区配对选择肝癌高发
家族成员、无癌家族成员各200例作为研究
对象 .  应用聚合酶链反应 /序列特异性引物
(polymerase chain reaction/sequence specific 
p r i m e r, P C R-S S P)检测研究对象中H L A-
DRB1*08/16等位基因的频率, 分析其与广西
肝癌高发区肝癌家族聚集性的关系.  

结果: (1)HLA-DRB1*08等位基因在肝癌高
发家族成员组携带率(6.0%)及无癌家族成员
组的携带率(5.5%)经比较差别无统计学意义
(χ2 = 0.046, P  = 0.830), 而HLA-DRB1*16等
位基因在肝癌高发家族成员组携带率(24%)
明显高于无癌家族成员组(15.5%), 该基因
在两组中分布有显著差异(χ2 = 4.559, P = 
0.033); (2)随着高发家族中肝癌患者人数的
增加, HLA-DRB1*08等位基因的表达频率无
差别(5.4% vs  6.5%, χ2 = 0.120, P = 0.729), 而
HLA-DRB1*16等位基因的表达频率明显升高
(17.2% vs  29.9%, χ2 = 4.401, P = 0.036).  

结论: HLA-DRB1*08可能与广西肝癌家族聚
集无明显关系, HLA-DRB1*16可能与广西肝
癌家族聚集有关.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 广西具有其独特的民族、地域特点, 
本研究认为HLA-DRB1*16可能与广西肝癌家族

聚集有关, 而HLA-DRB1*08可能与其无关. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是原

发性肝癌的主要类型, 约占95%[1]; 同时也是全

球第6大常见肿瘤之一, 导致全球癌症死亡的第

3大主因[2]. 目前乙型、丙型肝炎病毒感染, 黄
曲霉毒素摄入, 饮水污染, 过量饮酒, 遗传等[3-5]

均被认为是肝癌致病的危险因素. 流行病学调

查证实, 暴露在同样的环境危险因素下, 如同一

地区饮用相同水源、食用同样黄曲霉毒素污

染粮食的人群中, 最终发现只有少数人罹患肝 
癌[6], 此外, 流行病学调查同样发现肝癌的发生

存在显著的家族聚集现象[7], 以上均提示肝癌的

发生可能与机体的易感基因密切相关. HLA基因

多态性已被研究表明与炎症、病毒感染、肿瘤

等相关[8], 其基因组中最具有多态性的基因HLA-
DRB1与某些疾病的遗传易感性密切相关[9]. 广西

是我国肝癌高发区之一, HLA-DRB1*08/16分别

是广西地区的低频率和高频率等位基因[10,11]. 近
年来HLA-DRB1的部分等位基因对与广西HBV
相关性肝病已有研究[12], 但尚无DRB1*08/16这
两个位点对广西肝癌家庭聚集的影响关系的 
报道.  

1  材料和方法	

1.1 材料 在广西肝癌高发区应用配对方法选择

研究对象: 即选择肝癌高发家庭成员和与之匹

配的无癌家族成员, 其中肝癌高发家族成员为

实验组、无癌家族成员为对照组; 配对条件为

相同性别、年龄(±5岁)、相同民族、相同HB-
sAg状况、相同生活环境、相同生活条件. 肝癌

高发家族成员入选标准为: 直系亲属中发生过

两例或以上HCC患者的家庭成员, HCC诊断符

合第四届全国肝癌学术会议修订的肝癌诊断标

准; 无癌家族成员入选标准为: 直系亲属中未发

生过任何恶性肿瘤病例的家族成员. 肝癌高发

和无癌家族成员各200例, 平均年龄分别为30.4
岁±18.7岁、31.3岁±18.6岁. 所有研究对象均

未检测出受丙型肝炎病毒感染.  
1.2 方法

1.2.1 标本采集及处理: 抽取研究对象空腹时肘

静脉血5 mL收集于普通血清试管, 2 mL收集于

依地酸二钠抗凝试管. 血清管中血样离心后送

血清于广西医科大学第一附属医院检验中心

检测乙型肝炎两对半、HBV DNA、丙型肝炎

抗体(若丙型肝炎抗体阳性则进一步检测HCR-
RNA)、肝功能等项目. 将抗凝管中血样混匀后

分装, 每管300 μL, 置于-80 ℃美国Thermo Fisher
超低温冰箱中保存, 待提取DNA.  
1.2.2 DNA的提取及质量监控: 使用购自美国

Promega公司的人基因组试剂盒并按其提供的

详细步骤对冻存血液提取DNA. 提取后用紫外

分光光度仪及电泳对DNA质量进行双重监控, 
选取纯度A 260/280比值在1.6-1.8之间、同时电泳条

带一、清晰、无杂质的DNA为合格样品. 将合
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■相关报道
H L A 等 位 基 因
多态性与原发性
肝癌、宫颈癌、
鼻咽癌、甲状腺
乳头状癌、白血
病、脑神经胶质
瘤等遗传易感密
切 相 关 .  同 时 马
莎莎等发现HLA-
DRB1*04等位基
因与广西肝癌高
发区原发性肝癌
家族聚集性存在
相关性.

格的DNA浓度调整为30-50 ng/μL, 放置于-20 ℃
澳柯玛冰柜中保存备用.  
1.2.3 引物的制备: 以Olerup等[13]、Bunce等[14]文

献作为参照设计HLA-DRB1*08/16等位基因的

特异性引物各一对(表1). 另再设计一对人类生

长因子引物(human growth factor primer, HGH)
作为内参照来判断PCR反应体系是否正常. 各等

位基因的引物序列及人类生长因子内参序列均

由上海生工生物工程有限公司合成.  
1.2.4 PCR反应体系及反应条件: (1)反应体系

为25 μL: TaKaRa公司的Premix Taq酶12.5 μL, 
DNA模板为2 μL, 目的基因引物上、下游各0.6 
μL(浓度均为10 μmol/L), 内参基因引物上、下

游各0.2 μL(浓度均为10 μmol/L), ddH2O 8.9 μL. 
(2)反应条件: 预变性94 ℃ 3 min→变性94 ℃ 
30 s, 退火具体温度及时间如表1, 延伸72 ℃ 1 
min(35次循环)→末次延伸72 ℃ 5 min.  
1.2.5 PCR产物的确定: 将PCR产物加于3%琼脂

糖凝胶孔中, 置胶于0.5×TBE液中进行电泳, 使
用凝胶成像系统仪观看结果并与Ma rke r条带

比较初步确定阳性产物. 将阳性产物送上海生

工生物工程有限公司进行测序, 测序结果与从

NCBI GenBank检索的相应基因序列进行比对

BLAST, 相似性达95%-99%, 进一步确定所扩增

的产物为目的基因片段.  

统计学处理 采用SPSS16.0对数据进行分析. 
对各等位基因的表达频率进行直接计算, 各组之

间等位基因表达频率的差异用χ2检验, 若理论频

数T<1或1<T<5的格子数大于总格子数的1/5时采

用Fisher确切概率法算P值, 取检验水准α = 0.05. 
关联强度采用比值比(OR)及其95%的可信区间

(95%CI)来表示, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果	

2.1 HLA-DRB1*08/16的电泳结果 PCR反应的质

控为: 标准阴性对照、标准阳性对照、无内参的

阳性对照、无目的基因的内参照(432 bp). Mark-
er由DNA片段为500、400、300、200、150、
100、50 bp组成共7条带. 结合Marker及PCR反应

的质控, 从而初步确定HLA-DRB1*08/16阳性扩

增产物及阴性扩增产物(图1).
2.2 HLA-DRB1*08/16的测序结果图 利用Chro-
mas软件查看HLA-DRB1*08/16测序结果(图
2A、B), 并将其与NCBI GenBank检索的相应基

因序列进行比对BLAST确定所扩增片段分别符

合HLA-DRB1*08/16等位基因(图2). 
2.3 HLA-DRB1*08/16等位基因在肝癌高发、

无癌家族成员组间的频率分布比较  肝癌高

发家族成员中H L A -D R B1*08 /16基因频率

分别6.0%(12/200)和24%(48/200); 无癌家族

表  1  引物序列、退火温度及时间、目的基因长度

     基因 引物序列(5'-3') 退火 目的片段(bp)

HLA-DRB1*08 上游 AGTACTCTACGGGTGAGTGTT 61 ℃, 40 s 214

下游 CTGCAGTAGGTGTCCACCAG

HLA-DRB1*16 上游 TCCTGTGGCAGCCTAAGAG 56 ℃, 40 s 137

下游 CTCCGTCACCGCCCGGT

HGH(内参) 上游 CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 与位点相同 432

下游 ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

图  1  HLA-DRB1*08和HLA-DRB1*16电泳图. A: HLA-DRB1*08, M: Marker; 1, 3, 5: 为阳性扩增产物; 2, 4: 阴性扩增产物; 

6: 标准阴性对照; 7: 标准阳性对照; 8: 无内参的阳性对照(214 bp); 9: 无目的基因的内参照(432 bp); B: HLA-DRB1*16, M: 

Marker; 1, 3, 5: 阳性扩增产物; 2, 4: 阴性扩增产物; 6: 标准阴性对照; 7: 标准阳性对照; 8: 无内参的阳性对照(137 bp); 9: 无目

的基因的内参照(432 bp).
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■创新盘点
本研究非传统的
病 例 - 对 照 研 究 , 
通过对肝癌高发
家族成员及无癌
家族成员的HLA-
D R B 1 * 0 8 / 1 6位
点 的 检 测 ,  研 究
HLA-DRB1等位
基因在广西肝癌
高发区肝癌家族
聚集中的作用.

成员中H L A -D R B1*08 /16基因频率分别为

5.5%(11/200)、15.5%(31/200); HLA-DRB1*08/16
在两组中的总表达频率分别是5.8%(23/400)、
19.8%(79/400). 经统计学分析HLA-DRB1*08等
位基因在肝癌高发、无癌家族成员组间的分布

频率比较无明显差别(表2), 而HLA-DRB1*16等
位基因在肝癌高发、无癌家族成员组间的分布

频率比较差别具有统计学意义, 肝癌家族组明显

高于无癌家族组(表2).  
2.4 HLA-DRB1*08/16等位基因与高发家族中患

肝癌个数的关系 将肝癌高发家族成员按家族中

患肝癌人数分组, 分析结果显示随着高发家族

中肝癌患者人数的增加, HLA-DRB1*08等位基

因的表达频率无差别(表3). 而HLA-DRB1*16等
位基因的表达频率随着高发家族中肝癌患者人

数的增加而增加(表4).  

3  讨论

HLA复合体是人类多态性极其丰富的遗传系统, 
其Ⅱ类基因区域中尤以HLA-DRB1等位基因多

肽性最复杂, 且是机体免疫基因Ⅰr所在区域, 因
此与免疫应答关系非常密切[15]. 目前HLA-Ⅱ类

基因与肝癌相关性具体机制尚不清楚, 大多数

学者[16]认为HLA与原发性肝细胞癌的关联机制

很可能是通过影响机体的肿瘤免疫反应, 使肿

瘤具有逃避免疫监视的能力来实现的. HLA-Ⅱ
类分子参与细胞外抗原呈递, 抗原提呈细胞提

呈的HLA-Ⅱ-肽复合物与CD4分子直接相结合

后CD4+ T细胞分泌不同的细胞因子激活B淋巴

细胞、CD8+ T淋巴细胞、NK细胞、CTL(细胞

毒性T细胞)等发挥各自的效应功能共同控制肿

瘤细胞的免疫应答. 遗传背景不同的HLA-Ⅱ基

因型个体所介导的免疫识别和激活能力及使肝

癌逃避免疫监视的能力是不一样的, 与肝癌的

发生可表现出促进、无关、抑制作用. 因此, 不
同的HLA-Ⅱ基因型家族中可表现出肝癌家族聚

集或者与肝癌家族聚集无关.  
HLA-Ⅱ类基因与原发性肝细胞癌之间的关

联已经被国内外学者进行了大量的研究报道. 埃
及学者EI-Chennawi等[17]研究发现HLA-DRB1*04
和DQB1*02等位基因在50例肝细胞癌患者组中

的频率明显高于50例正常人对照组,从而推测

HLA-DRB1*04和DQB1*02可能为埃及人肝癌易

感基因; Donaldson等[18]认为HLA-DRB1*1501、
D Q A1*0102、D P B1*0503三个等位基因是

香港人群肝癌的易感基因 ,  而D Q A1*03、
DQB1*0302、DPB1*0201是其人群的肝癌拮抗

基因; 陈兰羽等[19]研究上海汉族人群发现HLA-
DRB1*17等位基因阳性的慢性乙型肝炎和乙型

肝炎肝硬化患者容易转变为肝细胞癌; 罗双艳

图  2  HLA-DRB1*08和HLA-DRB1*16测序结果. A: HLA-DRB1*08; B: HLA-DRB1*16.

A B

表  2  HLA-DRB1*08/16在肝癌高发、无癌家族组间的频率分布比较 [n  = 200, n (%)]

     分组 HLA-DRB1*08 HLA-DRB1*16

肝癌高发家族成员 12(6.0)  48(24.0)

无癌家族成员 11(5.5) 31(15.5)

χ2值 0.046 4.559

P值 0.830 0.033

OR(95%CI) 1.097(0.472-2.547) 1.722(1.042-2.844)
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等和黄爱春等[20,21]研究发现HLA-DRB1*07及13
等位基因可能是广西地区原发性肝癌的拮抗基

因, HLA-DRB1*14等位基因可能是易感基因; 韩
国学者Jin等[22]发现HLA-DRB1*140101可能存

在增加慢性乙型肝炎患者发展成肝癌的潜在风

险. 广西是全国肝癌高发区, 且存在明显的肝癌

家族聚集现象. 本文选择广西高频率基因HLA-
DRB1*16、低频率基因HLA-DRB1*08进行研

究, 探讨其与肝癌家族聚集性的关系. 实验结

果显示HLA-DRB1*08/16总表达频率为5.8%、

19.8%, 进一步证实其为低频率及高频率基因. 
HLA-DRB1*08基因在肝癌高发家族成员组及

无癌家族成员组的分布频率分别为6.0%、5.5%; 
HLA-DRB1*16基因在肝癌高发家族成员组及无

癌家族成员组的分布频率分别为24%、15.5%; 
经统计学分析HLA-DRB1*08等位基因在肝癌

高发、无癌家族成员组间的分布频率比较无明

显差别(P  = 0.830＞0.05), 而HLA-DRB1*16等位

基因在肝癌高发、无癌家族成员组间的分布频

率比较差别具有统计学意义(P  = 0.033<0.05), 肝
癌家族成员组明显高于无癌家族成员组(OR = 
1.722, 95%CI: 1.042-2.844). 将肝癌高发家族成

员按家族中患肝癌人数分为2-3例组、4例及以

上组, HLA-DRB1*08等位基因的表达频率在两

组中的分别为5.4%、6.5%, HLA-DRB1*16等位

基因在上述两组中的表达频率分别为17.2%、

29.9%.  分析结果显示随着高发家族中肝癌患者

人数的增加, HLA-DRB1*08等位基因的表达频

率无差别(P  = 0.729>0.05), 而 HLA-DRB1*16等
位基因的表达频率明显升高(P  = 0.036<0.05, OR 
= 0.487, 95%CI: 0.247-0.960). 以上研究结果共同

表明, HLA-DRB1*08等位基因可能与广西肝癌

家族聚集无明显关系, 而HLA-DRB1*16等位基

因可能与广西肝癌家族聚集有关联.  
广西壮族自治区具有其独特的民族、地域

特点, 本研究认为HLA-DRB1*16可能与广西肝

癌家族聚集有关, 而HLA-DRB1*08可能与其无

关. 然而肝癌家族聚集性相关基因可能并不是

由单一位点孤立发挥作用, 可能是多个位点表

现出相互协同或拮抗的作用所导致. 后续研究

中有必要针对HLA-DRB1等位基因扩大样本量

进行更深入的研究. 

志谢: 感谢万裴琦、韦柯利在本试验中给予的
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■同行评价
本 文 发 现 H L A -
DRB1*16等位基因
的高检出率与广西
肝癌家族聚集有
关. 本研究说明肝
癌的发生与遗传具
有一定关系.


