
论著!临床研究

荧光定量
456

染料法检测强直性脊柱炎患者
$"!,'%>

基因及分型!

罗秀霞!尹志华!张春容!陈
"

杰!叶志中#

!黄进贤

"深圳市福田区风湿病专科医院!广东深圳
B&?*(*

#

""

摘
"

要"目的
"

探讨荧光定量
456

染料法检测强直性脊柱炎"

!7

#患者人类白细胞抗原
'%>

"

$"!,'%>

#基

因及亚型的临床应用价值$方法
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年
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和应用前景$
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人类白细胞抗原
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$是
'

基因座编

码的主要组织相容性复合体
%

类#

9$5

%

$表面抗

原%位于第
+

染色体上&研究发现
$"!,'%>

与强直

性脊柱炎#
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$高度相关%是迄今为止所知的与疾病相

关性中最强的白细胞抗原&在世界不同地区%约
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的强直性脊柱炎患者携带
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基

因(

%

)

%该病起病大多缓慢而隐匿%当影像学检查出现

痕迹确诊时%患者病情已经发展到比较严重的阶段%

因此病程早期是治疗的关键期&临床检测
$"!,'%>

为早期诊断疑似
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患者提供参考&本研究采用荧光

定量
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染料法检测
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基因及分型%并与流

式细胞术法进行比较%探讨荧光定量
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染料法检

测
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基因及亚型的临床应用价值&
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例%平均年龄#
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$岁&根据修订的纽约标

准#

&:?(

年$进行
!7

诊断!#

&

$下腰背痛的病程至少

持续
)

个月%疼痛随活动改善%但休息不减轻*#

%

$腰

椎在前后和侧屈方向活动受限*#

)

$胸廓扩展范围小

于同年龄和性别的正常值*#

(

$双侧骶髂关节炎
*$

,

级%或单侧骶髂关节炎
-$,

级&如果患者具备

#
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&

$

$

#

)

$条中的任何
&

条可确诊为
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仪器与试剂
"

流式细胞法检测
$"!,'%>

基因

采用美国
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公司生产的
T!575/G<FK1

流式细胞仪&

$"!,'%>

检测试剂盒#流式细胞法$(国食药监械

#进$字
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第
)(*%*B+

)购自美国
'#

公司&荧光定

量
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染料法检测
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基因及分型采用美国
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公司生产的荧光定量
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仪#

>)**

型$%血液基

因组
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提取试剂盒#离心柱法$购自天根#北京$生

化技术有限公司*
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基因分型测定试剂盒#荧

光定量
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染料法$(国食药监械#进$字
%*&)

第

)(*&B+(

)购自天津市秀鹏生物技术开发有限公司&
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方法
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#R!

提取
"

取乙二胺四乙酸#

-#C!

$抗凝血

)**

"

"

%按试剂盒说明提取
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%

#R!

产物
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保存备用&
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荧光定量
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染料法检测
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及分

型
"

按试剂盒说明进行操作&
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>%W(B=

采集荧光*

>%W%;<3

*最后加上一个
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溶解曲线&按说明

书进行结果判断&
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流式细胞法检测
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"

在测定管中加

入
)*

"

"

抗
$"!,'%>TXC5

"

5#)4-

抗体和
+*

"

"

抗凝血%混匀后室温避光染色
&B;<3

*加入
%;"

溶

血素%

%***1

"

;<3

离心
B;<3

后弃上清%用磷酸盐缓

冲液#

4'7

$洗两次后%再用
4'7

混悬后上机检测&上

机获取细胞
&B***

个检测%结果使用
'#

公司专用

$"!,'%>

分析软件进行分析&以
5#),4-

标记的
C

淋巴细胞设门%检测门内细胞抗
$"!,'%>TXC5

信号

的平均荧光强度%并与参考值相比较%大于或等于此

值判定为
$"!,'%>

阳性%小于则为
$"!,'%>

阴性&

B@E

"

统计学处理
"

采用
7477&)@*

统计学软件进行

分析%根据资料类型采用
!

% 检验进行统计分析%

F

'
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表示差异有统计学意义&

C

"

结
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果

C@B

"

流式细胞检测结果
"

流式细胞检测结果显示
()

例
!7

患者中
(*

例
$"!,'%>

阳性#

:)@*%S

$%

)

例阴

性*

B+

例健康体检者中
&

例阳性%
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例阴性&
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荧光定量
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染料法检测
!7

患者
$"!,'%>

及其分型
"

荧光定量
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染料法结果显示
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例
!7

患者中
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例
$"!,'%>

阳性#

:*@>*S

$%

(

例阴性*

B+

例健康体检者全部阴性&

):

例
$"!,'%>

阳性者中%

$"!,'%>*(

亚型的有
)%

例#

?%@*BS

$%

$"!,'%>*B

亚型的有
>

例#

&>@:BS

$%未检测出其他亚型&

C@D

"

两种方法检测
$"!,'%>

的一致性
"

两种方法

检测
$"!,'%>

%只有
&

例流式细胞法阳性%而荧光

456

法阴性%其余相同&以流式细胞法试剂盒检测结

果作为参照%两种试剂盒阳性符合率为
:>@B*S

#

):

"

(*

$%差异有统计学意义#

!

%

g)&@(((

%

F

'

*@*B

$%两种

方法具有高度的一致性%见表
&

&

表
&
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两种方法检测
$"!,'%>

比较$

+

'

流式细胞法
荧光定量

456

染料法

阳性#

e

$ 阴性#

V

$

合计

阳性#

e

$

): & (*

阴性#

V

$

* ) )

合计
): ( ()
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两种方法灵敏度'特异度'阳性预测值和阴性预

测值比较
"

流式细胞检测的灵敏度为
:)@*%S

%特异

度为
:?@%&S

%阳性预测值为
:>@B+S

%阴性预测值为

:(@?)S

*荧光定量
456

染料法检测的灵敏度为

:*@>*S

%特 异 度 为
&**@**S

%阳 性 预 测 值 为

&**@**S

%阴性预测值为
:)@))S

&两种方法差别不

明显%见表
%

&

表
%

""

两种检测方法的灵敏度#特异度#阳性

"""

预测值和阴性预测值$

S

'

检测方法 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

流式细胞法
:)@*% :?@%& :>@B+ :(@?)

荧光定量
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染料法
:*@>* &**@** &**@** :)@))

D

"

讨
""

论

""

$"!,'%>

是
$"!'

座上的一组重要等位基因%

在免疫系统中主要负责细胞间的相互识别%诱导免疫

反应和调节免疫应答&大量的研究证明
!7

与
$"!,

'%>

强相关(

&

)

&

目前%检测
$"!,'%>

的方法主要有微量淋巴细

胞毒试验检测法'流式细胞法'聚合酶链反应
,

序列特

异性引物#

456,774

$法与荧光定量
456

染料法

等(

%

)

&微量淋巴细胞毒试验检测法'流式细胞术法的

检测对象是人类白细胞表面的
$"!,'%>

抗原%其检

测结果受细胞纯度'补体差异'单抗效价及
$"!

高度

多态性的影响%并且会因抗体交叉性反应的影响而可

能出现假阳性(

)

)

%目前在临床上最常用的就是流式细

胞法(

(,B

)

&

456,774

法与荧光定量
456

等分子生物

学检测方法具有特异度强'灵敏度高'稳定性好%标本

可保存及可重复鉴定的特点(

+

)

&荧光定量
456

染料

法因无需电泳而具有简单%快速的优势*并且试验中

不需要取出
456

产物%因此可防止
456

产物污染(

>

)

&

本研究采用了流式细胞法和荧光定量
456

染料

法同时对已经确诊的
!7

患者进行检测%结果流式细

胞法的阳性率为
:)@*%S

#

(*

"

()

$%而荧光定量
456

染料法的阳性率为
:*@>*S

#

):

"

()

$%两种方法阳性符

合率达到
:>@B*S

%具有高度的一致性%这与侯伟

等(

?

)

'白世杰等(

:

)

'刘巧灵等(

&*

)及叶阿里等(

&&

)的结果

+
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相似&

人类白细胞抗原是已知人类最复杂的显性多态

遗传系统%近年来随着基因分型技术的发展%证实

$"!,'%>

不是单一抗原%而是由多种等位基因所构

成的亚型构成%现已确定有
((

个等位基因%这些亚型

存在着人种和地区的差异%同时不同的亚型虽然可能

只相差
&

个或几个氨基酸%但却显示出对
!7

的易感

性和抗性%因此对疑似
!7

患者进行
$"!,'%>

分型

检测%有助于
!7

的诊断和鉴别诊断&本研究对
):

例

$"!,'%>

阳性标本检测结果显示
$"!,'%>*(

亚型

占
?%@*BS

%

$"!,'%>*B

亚型占
&>@:BS

&国内不同

地区#包括湖南'上海'陕西'四川$

(

&%,&B

)的相关报道结

果均显示
!7

患者
$"!,'%>

的亚型以
'%>*(

和

'%>*B

为主%其中
'%>*(

占大多数*而山东地区
$"!,

'%>*B

亚型占
+)@))S

%

$"!,'%>*(

占
)+@+>S
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&+

)

*内

蒙古地区
$"!,'%>*B

亚型占
(:@(*S
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*有可能存在南北地区的差异&而深圳

地区外来人口很多%大多数来自中国南方地区%因此

本研究结果与上述的
(

个南方地区的结果相符%主要

以
$"!,'%>*(

为主&由于本研究的样本数太少%临

床资料不是很全%未进行亚型与临床特征的相关性分

析%根据已有的研究暂未发现亚型与临床特征如病

程'活动度'分期等有明显的相关性&
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染料法和流式细胞法都是检测
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的好方法%特异度好'准确度高&相比之下%

荧光定量
456

染料法还具有设备通用性强%对样本要

求低%制备简单%高通量等特点%加上还能同时进行分型

检测%因此具有很好的临床推广价值和应用前景&
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