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·检验技术与方法·

ＳＳＰＰＣＲ法与流式细胞仪检测ＨＬＡＢ２７的相关性比较
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　　摘　要：目的　比较序列特异性引物聚合酶链式反应（ＳＳＰＰＣＲ）法和流式细胞术（ＦＣＭ）法两种方法对人类白细胞抗原Ｂ２７

（ＨＬＡＢ２７）的检测结果，为实验室检测提供参考。方法　将１００份待测标本分别采用ＳＳＰＰＣＲ法和ＦＣＭ 法检测 ＨＬＡＢ２７，用

χ
２ 检测统计这两种方法的结果有无差异。结果　两种方法检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＳＳＰＰＣＲ法与ＦＣＭ

法均适用于实验室对 ＨＬＡＢ２７的检测。
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　　强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种类风湿

因子阴性、累及中轴关节和肌腱韧带骨附着点的慢性炎性反应

疾病，被认为是一种复杂性疾病，也称为多基因遗传病［１］。研

究表明，ＡＳ与人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎＢ２７，

ＨＬＡＢ２７）具有很高的关联性，ＭＨＣⅠ编码的 ＨＬＡＢ２７是迄

今所知的、与疾病相关性最强的 ＨＬＡ抗原
［２３］。目前，检测

ＨＬＡＢ２７常用的方法有：淋巴细胞毒法、流式细胞术（ＦＣＭ）法

和序列特异性引物聚合酶链式反应法（ＳＳＰＰＣＲ）等
［４］。ＦＣＭ

法测定淋巴细胞表面ＨＬＡＢ２７蛋白的表达，而ＳＳＰＰＣＲ法则

是扩增 ＨＬＡＢ２７基因片段，为了比较这两种检测方法有无差

异，本研究对１００例临床疑似ＡＳ患者的外周血标本同时进行

这两种方法的检测，统计并分析检测结果。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年１～１２月从苏州大学第一附属医院

取得疑似 ＡＳ男性患者标本１００例外周血２ｍＬ，ＥＤＴＡＮａ２

抗凝。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　ＦＣＭ　ＨＬＡＢ２７ＦＩＴＣ及相应的同型对照、红细胞裂

解液，均由美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产。流式细胞仪为美

国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司ＥＰＩＣＳＸＬ型流式细胞仪。

１．２．２　ＳＳＰＰＣＲ　采用美国 ＴＢＧ公司生产的ＢｉｏＧｅｎｅＥｘ

ｐｕｚｅＴＭＤＮＡ提取试剂盒，所用ＰＣＲ仪为美国ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公

司生产的Ｏｐｔｉｃｏｎ型实时荧光定量ＰＣＲ仪。ＤＹＹⅢ型电泳

槽，ＷＤ９４１３Ｂ型凝胶成像分析仪，均由北京六一仪器厂生产。

１．３　ＳＳＰＰＣＲ检测 ＨＬＡＢ２７表达　根据已公布的 ＨＬＡ

Ｂ２７基因序列，设计ＨＬＡＢ２７序列特异性引物，并用人生长激

素基因作内对照，引物由上海博亚生物有限公司合成。ＨＬＡ

Ｂ２７基因引物序列为：上游引物５′ＣＡＧＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴＧＧ

ＣＧＴＴＧＣ３′，下游引物５′ＧＣＴＡＣＧＴＧＧＡＣＧＡＣＡＣＧＣ

Ｔ３′，扩增片段１４４ｂｐ。人肌动蛋白基因（βａｃｔｉｎ）引物序列

为：上游引物５′ＧＣＣＴＴＣＣＣＡＡＣＣＡＴＴＣＣＣＴＴＡ３′，下游

引物５′ＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＣＴＧＴＴＧＴＧＴＴＴＣＦ３′，扩增片

段４２９ｂｐ。用ＴＢＧ公司ＤＮＡ提取液，完全溶解ＤＮＡ。取６

μＬＰＣＲ产物加样至含２ｍｇ／ｍＬ溴乙锭的２％琼脂糖凝胶上，

１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ，以１００ｂｐＬａｄｄｅｒ作标准相对分子质量，于

凝胶成像系统中分析电泳结果。根据是否出现１４４ｂｐ特异性

区带判定样本中是否具有 ＨＬＡＢ２７基因。

１．４　ＦＣＭ 检测 ＨＬＡＢ２７表达　在试管中加全血标本１００

μＬ，抗体试剂３０μＬ，充分混匀，避光孵育１５ｍｉｎ。加溶血剂２

ｍＬ，避光孵育１５ｍｉｎ，待完全溶血后，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５

ｍｉｎ，弃去上清液。加ＰＢＳ２ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃

去上清液，加入０．５ｍＬＰＢＳ上流式细胞仪测定，用 ＨＬＡＢ２７

自动检测分析软件测定。

１．５　临床确诊标准　依据１９８８年４月昆明全国中西医结合

风湿类疾病学术会议修订通过的诊断标准。

１．６　统计学处理　敏感性＝真阳性／（真阴性＋假阴性）；特异

性＝真阴性／（真阴性＋假阴性）；阳性预测值＝真阳性／（真阳

性＋假阳性）；阴性预测值＝真阴性／（真阴性＋假阴性）。采用

χ
２ 检验比较差异性，α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＡＳ确诊结果　依据依据１９８８年４月昆明全国中西医结
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合风湿类疾病学术会议修订通过的诊断金标准，１００例男性疑

似患者经自主症状陈述、家族史调查，Ｘ线检查骶髋关节、脊

柱、髋关节改变情况，室验室内血沉等相关检查，确诊 ＡＳ患者

４１例，非ＡＳ者５９例。

２．２　ＳＳＰＰＣＲ法检测结果　从图１可见，在４２９ｂｐ的位置所

有泳道中均出现阳性，在１４４ｂｐ的位置１、３、５泳道为阳性，２、

４泳道为阴性。根据实验设计可以得出，图中１、３、５号标本为

ＨＬＡＢ２７阳性，２、４号标本为 ＨＬＡＢ２７阴性。ＳＳＰＰＣＲ法检

测１００例标本结果为４０例阳性，６０例阴性。

图１　　电泳结果示意图

２．３　ＦＣＭ法检测结果　分析结果如图２所示，在图２２中分

析软件自动圈出ＣＤ３阳性的Ｔ淋巴细胞，图２１显示所圈定

的细胞均出现在ＦＳＣＳＳＣ散点图淋巴细胞的位置。

图２　　ＦＣＭ法检测示意图

２．４　两种检测方法与金标准的结果比较　两种方法检测结果

见表１，两种检测方法的敏感度、特异性、预测值比较见表２。

经统计学检验比较，两种方法均具有较高的敏感度和特异性，

两者相比差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　两种方法检测结果

金标准
ＳＳＰＰＣＲ

＋ －

ＦＣＭ

＋ －

＋ ４０ １ ３２ ９

－ ０ ５９ ０ ５９

表２　　两种检测方法敏感度、特异性、阴、阳性预测值比较

方法 敏感度 特异性 阳性预测值 阴性预测值

ＳＳＰＰＣＲ ０．９７６ １．０００ １．０００ ０．９８３

ＦＣＭ ０．７８１ １．０００ １．０００ ０．８６８

３　讨　　论

ＡＳ是一种慢性、进行性和炎性疾病，其主要累及骶髂关

节、脊柱骨软组织及四肢关节，又名类风湿性脊柱炎、畸形性脊

柱炎、类风湿中心型等。本病一般类风湿因子呈阴性，故与

Ｒｅｉｔｅｒ综合征、牛皮癣关节炎、肠病性关节炎等统属血清阴性

脊柱病［５］。ＨＬＡ复合体位于第６号染色体短臂上，该区ＤＮＡ

片段长度为３０００～４０００ｋｂ，占整个基因长度的１／３０００，

ＨＬＡＢ２７是 ＨＬＡⅠ类基因中Ｂ位点上的一个等位基因
［６８］。

大量研究证实，ＡＳ与 ＨＬＡⅠ类基因中Ｂ位点等位基因Ｂ２７

密切相关［９］。当临床根据症状、体征及Ｘ线检查怀疑为ＡＳ或

其他脊柱关节病时，ＨＬＡＢ２７阳性可作为早期诊断及支持临

床的重要指标。

本文对１００例临床疑似 ＡＳ患者的全血标本分别进行

ＦＣＭ与ＳＳＰＰＣＲ检测，统计其敏感度、特异性和阴阳性预测

值，结果显示差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＳＳＰＰＣＲ检测阳性率高于ＦＣＭ，其原因可能在于ＳＳＰ

ＰＣＲ检测的是 ＨＬＡ２７的基因型，而ＦＣＭ 检测的是 ＨＬＡ２７

的表型，两者所反映情况并不一致，即携带Ｂ２７基因并不等于

细胞表面一定有Ｂ２７抗原的表达。本实验中经ＳＳＰＰＣＲ检测

为阳性，ＦＣＭ 法测定阴性的标本可能与某些患者细胞表面

ＨＬＡＢ２７抗原不表达有关。样本可能为携带有 ＨＬＡＢ２７基

因而抗原不表达或弱表达者。

ＦＣＭ阳性、ＳＳＰＰＣＲ阴性的结果可能是由于 ＨＬＡＢ２７

等位基因较多，不除外未能进行正确扩增的可能性。现知

Ｂ２７、Ｂ７抗原均属于交叉反应的Ｂ７群，Ｂ２７单抗在识别Ｂ２７抗

原时可与Ｂ７抗原发生交叉反应，造成假阳性结果。一些文献

中有记载，大量实验证明，用 ＦＣＭ Ｂ２７／Ｂ７双标法检测的

ＨＬＡＢ２７阳性的标本，ＳＳＰＰＣＲ 均为阳性
［１０］。也可证明

ＦＣＭ阳性、ＳＳＰＰＣＲ阴性的结果大部分均由于Ｂ２７、Ｂ７抗原

的交叉反应造成的假阳性。ＦＣＭ 检测 ＨＬＡＢ２７的单克隆抗

体时单克隆抗体不同程度与其他 ＨＬＡＢ等位基因产物发生

交叉反应，其中以 ＨＬＡＢ７的交叉最为多，而出现假阳性。

ＦＣＭ与ＳＳＰＰＣＲ的检测差异还可能是由于ＰＣＲ手工操

作步骤多而复杂，易引起诸多不可控的人为操作失误，从而导

致结果不准确。

两种方法检测敏感度、特异性、阴、阳性预测值差异虽无统

计学意义（犘＞０．０５），但各有特点：ＳＳＰＰＣＲ法具有结果准确、

成本低、标本可长期保存，便于进行实验室间质量评价，临床应

用时需要实验人员和实验室标准化等特点；ＦＣＭ 具有简便快

捷、自动化程度高、结果判断客观性强，标本要求新鲜等特点。

各实验室在进行 ＨＬＡＢ２７检测时，可根据本单位条件，选择

合适的检测方法。
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２．２　表２为实验组脂血异常标本处理前后各生化项目的部分

结果，其中脂血影响较大的项目有Ｃａ、Ｐ、Ｃｒ、ＵＡ、ＴＰ、ＡＬＢ、

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＴＧ等，经处理后结果明显得到改善，能反映

患者机体内的真实水平。

３　讨　　论

脂血的产生多见于脂类代谢异常、淋巴管阻塞、急性胰腺

炎以及治疗性输注脂肪乳制品等。特别是严重脂血者，由于血

浆中含有大量的乳糜微粒，而乳糜微粒的大小范围可在７０～１

０００ｎｍ之间，其不同个体在大小分布及数量上差异很大。因

此，会对入射光产生光散射作用，此时如采用以光传导部分检

测方法检验，脂血就可能会造成干扰［５］。尽管目前由于生化分

析仪不断改进，采用了双波长、双试剂检测等措施［６７］，可避免

轻、中度脂血的影响，但重度脂血如乳糜血标本则会使检测结

果出现负值或检测失败，因此消除脂血对检测结果的影响并为

临床提供正确的结果十分重要。

对脂血干扰的消除方法，国内有不少报道，并各有其优缺

点。如采用最多的是利用高速离心来消除乳糜微粒的干扰［８］，

但另有学者报道［９］，经离心后某些生化指标的结果会有差异，

如ＣＫ、ＣＫＭＢ、ＬＤＨ、ＨＢＤＨ、ＣＲＥ、ＵＡ、ＴＰ等，并且认为高速

离心的速度、时间、取下层清澈液体的方式、体积等均可能影响

测定结果，即没有相应的标准操作程序。而采用乙醚分离仅能

对部分生化项目进行测定［１０］。另有作者采用磷钨酸镁ＰＥＧ

法消除脂血的干扰［１１］，结果较好，但操作相对繁琐，且ＰＥＧ不

能用于酶类及甲状腺类激素的测定［１２］。

Ｌｉｐｏｃｌｅａｒ
?脂质清除剂是一种无毒非离子聚合物，去脂效

果好，对测定的项目影响较小。从本实验的研究中发现，对照

组中除Ｐ、ＴＰ、ＴＧ项目外，其他生化项目检测结果相对偏差均

小于１／２ＣＬＩＡ′８８犜犈犪，说明Ｌｉｐｏｃｌｅａｒ?脂质清除剂对该项目

的干扰较小，去脂能力强，属临床可接受范围。其中总蛋白的

结果处理前后影响最大，这是因为血浆中的脂类不溶或微溶于

水，因此无论是外源性或内源性脂类均以溶解度较大的脂蛋白

复合体的形式在血液中运输，故在除脂过程中有少量的蛋白质

的丢失；另外Ｐ项目也有一定的差异，原因有待进一步研究，

但其相关系数较高为０．９５９，故各实验室可根据自身实验条件

设置校准系数，以保证该项目准确。对照组加入的是脂肪乳，

即形成人工模拟脂血，其乳糜微粒的大小较恒定，与正常人体

形成的脂血有一定差异。而实验组选择的是人体病理性脂血

标本，可以更好地反映Ｌｉｐｏｃｌｅａｒ?脂质清除剂的去脂能力。从

实验组的结果分析看，电解质结果在处理前后差异较小，主要

是因为脂血对ＩＳＥ法的测定一般无干扰
［１３］；而其他多数生化

项目的结果差异较大，由于部分项目如 ＡＬＴ、ＡＳＴ等在实测

中有负值出现或检测失败，因此不便于统计处理，故表２仅列

出了部分标本的生化结果；ＴＧ平均浓度为１７．３８ｍｍｏｌ／Ｌ，经

Ｌｉｐｏｃｌｅａｒ
?处理后降为１．５７ｍｍｏｌ／Ｌ，去脂率达到９０％，且处

理后的血清明显变得澄清，其各种常规生化结果均得到较好的

改善。

因此，Ｌｉｐｏｃｌｅａｒ?脂质清除剂消除脂血的干扰效果较好，

且操作简单、快速，对于临床常规生化项目，特别是危急值项目

的测定无明显干扰现象，故值得在临床中推广应用。
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