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  摘 要:目的 建立rs144012689位点的焦磷酸测序方法,从多个角度评估其预测芳香族类抗癫痫药物严

重皮肤不良反应的性能。方法 筛选最优的聚合酶链反应(PCR)扩增体系,评估该研究建立的rs144012689位

点焦磷酸测序方法的检测限、灵敏度、特异度,并分析其与Sanger测序、商品化试剂盒的一致性。收集该院

2019-2021年确诊为史蒂文斯-约翰逊综合征(SJS)的患者,评价该方法对确诊病例的检出性能。结果 该方

法检测rs144012689位点筛选出人类白细胞抗原(HLA)-B*15∶02基因型的灵敏度和特异度均为100%,检测

限为0.4
 

ng/μL基因组DNA。60份标本焦磷酸测序结果均与Sanger测序及商品化试剂盒检测结果一致。2
份SJS确诊患者标本的焦磷酸测序和HLA-B高分辨分型结果均提示携带HLA-B*15∶02基因型。结论 该

研究建立的方法具备快速、检测限低、灵敏度高和特异度高的优点,可用于芳香族类抗癫痫药物不良反应高危

基因HLA-B*15∶02的筛查。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

pyrosequencing
 

method
 

of
 

rs144012689
 

site
 

and
 

to
 

evaluate
 

its
 

efficacy
 

in
 

predicting
 

severe
 

skin
 

antiepileptic
 

adverse
 

drug
 

reaction
 

in
 

aromatic
 

family
 

from
 

multiple
 

perspectives.
Methods The

 

optimal
 

PCR
 

amplification
 

system
 

was
 

screened
 

and
 

established.The
 

detection
 

limits,sensitivi-
ty,and

 

specificity
 

of
 

the
 

pyrosequencing
 

method
 

at
 

rs144012689
 

site
 

established
 

in
 

this
 

study
 

were
 

evaluated.
Meanwhile,this

 

method
 

was
 

validated
 

with
 

Sanger
 

sequencing
 

and
 

commercial
 

kit.Patients
 

diagnosed
 

with
 

Stevens-Johnson
 

syndrome
 

(SJS)
 

from
 

2019
 

to
 

2021
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

collected
 

to
 

evaluate
 

the
 

detection
 

performance
 

of
 

this
 

method.Results The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

method
 

for
 

detecting
 

human
 

leuko-
cyte

 

antigen
 

(HLA)-B*15∶02
 

genotype
 

at
 

rs144012689
 

were
 

100%
 

and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

0.4
 

ng/μL
 

genomic
 

DNA.The
 

pyrosequencing
 

results
 

of
 

60
 

samples
 

were
 

consistent
 

with
 

those
 

of
 

Sanger
 

sequencing
 

and
 

commercial
 

kit.Pyrosequencing
 

and
 

HLA-B
 

high
 

resolution
 

typing
 

results
 

of
 

2
 

samples
 

of
 

confirmed
 

SJS
 

pa-
tients

 

indicated
 

that
 

they
 

carried
 

HLA-B*15∶02
 

genotype.Conclusion The
 

method
 

established
 

in
 

this
 

study
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

rapid
 

detection,low
 

detection
 

limit,high
 

sensitivity
 

and
 

high
 

specificity,and
 

it
 

could
 

be
 

used
 

for
 

the
 

screening
 

of
 

high
 

risk
 

gene
 

HLA-B*15∶02
 

of
 

antiepileptic
 

adverse
 

drug
 

reaction
 

in
 

aromatic
 

fam-
ily.
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  卡马西平是常用的抗癫痫药物,史蒂文斯-约翰逊

综合征(SJS)和中毒性表皮坏死松解症(TEN)是这种

药物可能引起的致死性皮肤不良反应。VigiBase数

据库中单一药物引起
 

SJS
 

排名前三的药物中就包括
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苯妥英钠和卡马西平[1]。此外,奥卡西平作为卡马西

平的酮基衍生物也会发生类似的严重不良反应。卡

马西平、苯妥英钠、奥卡西平同属于芳香族类抗癫痫

药物。近年发现携带人类白细胞抗原(HLA)-B*

15∶02基因的亚洲人群服用上述药物发生SJS/TEN
的风险显著高于不携带人群,因此,HLA-B*15∶02
基因携带者应考虑避免使用上述3种药物作为替代

药物[2]。常规的HLA分型方法有低分辨的聚合酶链

反应-等位基因特异性引物法(PCR-SSP)[3]、聚合酶链

反应-序列特异寡核苷酸探针法(PCR-SSOP)[4]及高

分辨的聚合酶反应-直接测序法(PCR-SBT)[5]等,上
述方法操作烦琐、需要专用软件、检测成本高、耗时

长[6],陆续有研究人员发现可以用单核苷酸多态性位

点(SNP)表征特定的HLA基因型。本研究拟采用操

作简便、灵敏度高、无须荧光标记的焦磷酸测序法建

立rs144012689位点多态性分析方法,分析其与San-
ger测序、商品化试剂盒的一致性,并采用已确诊为

SJS的病例进行验证,初步评估本研究建立的测序方

法的临床适用性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 验证标本来源于本科室标本库中已

完成HLA-B分型的40例患者的核酸标本(40份)及
随机核酸标本(20份),采用中国台湾世基生物公司

HLA-B位点
 

1502
 

基因检测试剂盒(简称世基试剂

盒)完成检测的核酸标本40份。2019-2021年在本

院确诊为芳香族类抗癫痫药物诱发的SJS不良反应

患者2例。
1.2 仪器与试剂 焦磷酸测序试剂盒及缓冲液购自

德国QIAGEN公司,HLA-B位点
 

1502
 

基因检测试

剂盒购自中国台湾世基生物公司,Taq酶购自日本

TaKaRa公司,全血基因组提取试剂盒购自美国Pro-
mega公司,实验用水为灭菌蒸馏水,其他试剂均为分

析纯。Q24焦磷酸测序仪购自德国 QIAGEN公司,
SLAN96S实时荧光定量PCR仪购自上海宏石公司,
A200基因扩增仪购自杭州朗基科学仪器公司,微量

紫外分光光度计购自南京伍义公司。
1.3 方法

1.3.1 全血基因组DNA提取 本研究采用 Wizard
 

Genomic
 

DNA
 

Purification
 

Kit提取全血中基因组

DNA,对提取的基因组DNA进行纯度和浓度测定,
确保A260/A280 在1.8~2.0,按照说明书将世基试剂

盒检 测 的 基 因 组 DNA 标 本 的 质 量 浓 度 控 制 在

12.5~50.0
 

ng/μL。
1.3.2 焦磷酸测序引物的设计和合成 采用Assay

 

Design
 

Software
 

2.0进行引物设计,使用Primer
 

5.0
进行筛选,所有引物由Invitrogen公司合成,引物序

列见表1。
1.3.3 PCR体系优化和焦磷酸测序 PCR反应体

系和焦磷酸测序方法参考作者已发表的文章所述[7]。
测序推注碱基的顺序为“GTAGCA”,其中第2个碱基

“T”为rs144012689位点的野生信号峰,第3个碱基

“A”为rs144012689位点的突变信号峰,根据测序图

谱“A”信号峰的有无判别是否携带 HLA-B*15∶02
基因。将引物组进行配对后,根据单碱基峰高和比例

筛选最佳引物。分别考察55
 

℃、60
 

℃、65
 

℃退火温

度下的扩增效率,根据单碱基峰高评价最适的退火温

度。梯度稀释人基因组 DNA 至10.0
 

ng/μL、2.0
 

ng/μL、0.4
 

ng/μL及空白对照4个梯度平行扩增并

测序3次,根据单碱基峰高和比例评价本方法的检

测限。
 

表1  rs144012689位点的焦磷酸测序引物

引物 引物序列(5'-3')

正向引物1 CCACAACCATCAAGGTGATACAT

反向引物1 Biotin
 

AAGTGTTCCCTGCCTCATTACTG

测序引物1 CTGCGTTAGCCCCTG

正向引物2 CATTGTCACATGTGCTGCACAA

反向引物2 Biotin
 

TCAAGCCCCAGGTAGAAGTGTT

测序引物2 CTGCGTTAGCCCCTGTG

1.3.4 灵敏度和特异度考察 HLA-B基因PCR-
SBT高分辨分型是鉴别该基因分型的金标准。为了

评价本研究建立的rs144012689位点焦磷酸测序法表

征HLA-B*15∶02基因型的性能。对40份已完成

HLA-B基因PCR-SBT高分辨分型的标本采用焦磷

酸 测 序 检 测 进 行 rs144012689 位 点 检 测,评 估

rs144012689位点的灵敏度(采用焦磷酸测序检测

rs144012689正确判定检测标本含有 HLA-B*15∶02
基因型 的 比 例)和 特 异 度(采 用 焦 磷 酸 测 序 检 测

rs144012689正确判定检测标本不含有
 

HLA-B*15∶
02基因型的比例)。
1.3.5 焦磷酸测序与Sanger测序和商品化试剂盒

的一致性评价 本研究使用的焦磷酸测序技术属于

边合成边测序的酶联级联测序技术,Sanger测序基于

双脱氧链终止法进行测序属于一代测序,是验证测序

结果准确性的金标准。因此本研究从标本库中选择

20份标本,同时采用焦磷酸测序和Sanger测序对

rs144012689位点进行检测,比较两种测序方法的一

致性。选择标本库中的40份标本,按照世基试剂盒

说明书要求进行 HLA-B*15∶02基因检测,同时将

40份标本进行焦磷酸测序,比较本研究建立方法与商

品化试剂盒检测的一致性,将筛查出的阳性标本外送

进行HLA-B基因的高分辨分型,检测结果使用Kap-
pa分析进行一致性评价。
1.3.6 建立的方法对SJS综合征患者的临床应用 
收集本院2019-2021年确诊为芳香族类抗癫痫药物

所致 SJS 的 患 者,同 步 进 行 PCR-SBT 分 型 和
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rs144012689位点焦磷酸测序检测。评价本方法对确

诊病例的检出性能。
2 结  果

2.1 PCR体系优化结果 根据单碱基峰高和测序峰

比例筛选出上游引物1、下游引物1、测序引物2为最

优引物组,55
 

℃、60
 

℃、65
 

℃退火温度下,单碱基峰

高分别为240
 

mV、275
 

mV和170
 

mV,因此60
 

℃为

最佳退火温度。本方法的检测限为0.4
 

ng/μL,见
图1。

  注:图中灰色区域为
 

SNP
 

的判别区域。

图1  不同浓度基因组DNA
 

rs144012689位点的焦磷酸测序结果

2.2 灵敏度和特异度结果 40份标本中,HLA-B高

分辨分型含有HLA-B*15∶02型的标本有2份,分别

为HLA-B*15∶02及 HLA-B*44∶03型标本1份

和HLA-B*15∶02及HLA-B*51∶01型标本1份,
不含有 HLA-B*15∶02型的标本有38份,包括与

HLA-B*15∶02型 相 近 的 HLA-B*15∶01型、
HLA-B*15∶11型、HLA-B*15∶18等型别。焦磷

酸测序结果为TA型的标本有2份,TT型标本有38
份,见表2。表明使用rs144012689位点表征 HLA-
B*15∶02基因型的灵敏度和特异度均为100%。
表2  40标本焦磷酸测序和 HLA-B高分辨分型结果(n)

焦磷酸测

序结果

HLA-B高分辨分型结果

不含有HLA-B*15∶02型 含有HLA-B*15∶02型
合计

TT型 38 0 38

TA型 0 2 2

AA型 0 0 0

合计 38 2 40

2.3 一致性评价结果 20份标本rs144012689位点

Sanger测序和焦磷酸测序检测得到TT型16份,TA
型4份,2种方法一致性比较的Kappa值为1,见表3;
40份标本焦磷酸测序结果显示有4份为TA型,与商

品化试剂盒检测出的4份阳性标本一致;2种方法一

致性比较的Kappa值为1,见表4。2019-2021年共

计对89例考虑服用芳香族类抗癫痫药物和已经发生

药物性皮炎(药疹)的患者进行rs144012689位点的检

测,共计筛查出12份“A”型基因携带者,其中2例为

SJS确诊患者,1例为服用卡马西平后诱发的药疹,1

例有奥卡西平过敏史,在服用丙戊酸钠和托吡酯时发

生了交叉过敏反应[8],2例患者rs144012689位点检

测结果为TA型。将上述10份TA型标本外送进行

HLA-B基因的高分辨分型,结果显示10份标本均含

有HLA-B*15∶02基因型。上述验证结果说明本研

究建立的方法与另外两种方法的一致性良好,具有良

好的临床应用潜力。
表3  20标本焦磷酸测序和Sanger测序结果(n)

焦磷酸测

序结果

Sanger测序结果

TT型 TA型 AA型
合计

TT型 16 0 0 16

TA型 0 4 0 4

AA型 0 0 0 0

合计 16 4 0 20

表4  40标本焦磷酸测序和世基试剂盒结果(n)

焦磷酸测

序结果

世基试剂盒结果

不含有HLA-B*15∶02型 含有HLA-B*15∶02型
合计

TT型 36 0 36

TA型 0 4 4

AA型 0 0 0

合计 36 4 40

3 讨  论

  我国已经在一些地区施行了按疾病诊断相关分

组(DRGs)完成支付的试点改革,对细化临床用药方

案,提升合理用药水平和提高医疗质量做出了更高的

要求。药物的不良反应是造成患者住院时间延长、住
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院和药品费用增加的重要因素[9]。用药前进行HLA-
B*15∶02基因型筛查将为避免不良反应发生,降低

患者治疗成本,实现个体化给药提供技术支撑。本研

究结果表明,rs144012689位点“A”等位基因与 HLA-
B*15∶02基因型存在100%的连锁关系,与前期中国

香港 汉 族 人 群 和 美 国 亚 洲 人 群 中 的 研 究 结 果

(96.7%~100.0%)相 近[10-11]。因 此,可 以 使 用

rs144012689位点的分型检测代替传统的 HLA分型

方案。rs144012689位点附近的rs2596496多态性会

影响rs144012689位点的分型结果,尤其干扰以杂交

原理为基础的TaqMan探针法、芯片法等技术的灵敏

度和特异度,直接测序可以克服这一缺点,常见的一

代测序方法中焦磷酸测序法因其操作简单、检测时间

短、通量高的优点更适用于SNP分型。本研究基于

焦磷酸测序建立的rs144012689位点检测方法,检测

限低至0.4
 

ng/μL基因组DNA,高于商品化试剂盒

的12.5~50.0
 

ng/μL基因组DNA,检测时间从获得

标本采集到测序完成仅需要3
 

h,远低于HLA高分辨

分型3~5
 

d的检测时间,与 HLA 高分辨分型和

HLA-B位点基因检测试剂盒阳性和阴性的筛查结果

一致。该方法较高分辨分型方法[12]的检测成本低,是
实现成本效益优势的一个可行手段。但是本研究也

存在一些不足,需要进一步增加样本量和阳性病例数

对本方法的检测性能进行进一步评价。
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