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  摘 要:目的 比较两种人类白细胞抗原B27(HLA-B27)检测试剂盒临床检测效果与异常结果分析,为临

床提供可靠的检测报告。方法 采用 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE和 HLA-B27-FITC/CD3-PE两种检测试

剂盒检测1
 

208例腰椎病、颈椎病、关节痛、脊柱僵硬和强直性脊柱炎患者标本中 HLA-B27的表达,结合临床

诊断分析比较两种方法的检测结果。结果 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE检测试剂盒在检测1
 

208份标本中

有12份(0.99%)HLA-B7+HLA-B27+ 细胞群的百分比≥90%,判读为 HLA-B27疑似阳性,而 HLA-B27-
FITC/CD3-PE试剂盒检测结果显示均为阳性结果;另外,淋巴细胞群分群不清晰易导致 HLA-B27-FITC/
HLA-B7-PE试剂盒将HLA-B27阳性结果判读为假阴性,而HLA-B27-FITC/CD3-PE试剂盒利用CD3设门可

以避免假阴性的出现。结论 两种检测试剂盒检测HLA-B27结果均准确可靠,且各具特点。
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Abstract:Objective To
 

compare
 

the
 

clinical
 

detection
 

effects
 

and
 

abnormal
 

results
 

analysis
 

of
 

two
 

human
 

leucocyte
 

antigen
 

(HLA)-B27
 

detection
 

kits
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

reliable
 

laboratory
 

report
 

for
 

clinical
 

diagno-
sis.Methods A

 

total
 

of
 

1
 

208
 

samples
 

were
 

tested
 

by
 

two
 

reagents,including
 

HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE
 

kit
 

and
 

HLA-B27-FITC/CD3-PE
 

kit,and
 

combined
 

with
 

clinical
 

diagnosis,the
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

compared.Results Totally
 

12(0.99%)
 

of
 

1
 

208
 

patients
 

detected
 

by
 

HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE
 

de-
tection

 

kit
 

showed
 

the
 

percentage
 

of
 

HLA-B7+HLA-B27+
 

cell
 

population
 

≥90%,and
 

they
 

were
 

interpreted
 

as
 

HLA-B27
 

suspected
 

positive,while
 

HLA-B27-FITC/CD3-PE
 

kit
 

test
 

results
 

were
 

all
 

positive.In
 

addition,
unclear

 

lymphocyte
 

grouping
 

was
 

easy
 

to
 

cause
 

HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE
 

kit
 

to
 

interpret
 

HLA-B27
 

posi-
tive

 

results
 

as
 

false
 

negative,while
 

the
 

HLA-B27-FITC/CD3-PE
 

kit
 

could
 

avoid
 

false
 

negative
 

by
 

using
 

CD3
 

gate.Conclusion The
 

results
 

of
 

HLA-B27
 

detection
 

by
 

the
 

two
 

detection
 

kits
 

are
 

accurate
 

and
 

reliable,and
 

each
 

has
 

its
 

own
 

characteristics.
Key

 

words:human
 

leucocyte
 

antigen-B27; flow
 

cytometry; ankylosing
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  强直性脊柱炎(AS)是一类以脊柱和骶髂关节慢

性进行性炎症为主要特征的自身免疫性疾病,发病机

制主要与遗传、免疫反应和微生物感染等有关[1]。目

前研究证实,人类白细胞抗原B27(HLA-B27)与 AS
发病具有很强的相关性,其阳性率在AS患者中高达

90%,而在健康人群中阳性率仅为2%~7%[2]。有研

究报道,HLA-B27介导 TNAP磷酸酶活化促进 AS
中软骨组织的生成[3]。目前,HLA-B27已成为临床

上辅助诊断AS的重要检测指标。在 HLA-B27的检

测方法中,流式细胞术因其具有检测速度快、灵敏度

和特异度高等优点在临床上被广泛应用[4]。本研究

主要比较美国贝克曼库尔特公司生产的 HLA-B27-
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FITC/HLA-B7-PE检测试剂盒和美国BD公司生产

的 HLA-B27-FITC/CD3-PE 检 测 试 剂 盒 在 临 床

HLA-B27检测过程中影响结果准确性的关键因素与

异常结果分析,期望为临床提供可靠的检测报告。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集来自徐州市中心医院2019年8
月至2020年7月门诊及住院的1

 

208例临床初诊为

腰椎病、颈椎病、关节痛、脊柱僵硬和AS患者的外周

血标本,采用肝素抗凝管抽取5
 

mL,所有标本均于当

天应用流式细胞术完成HLA-B27的检测。
1.2 仪器与试剂 CytoFLEX流式细胞仪为美国贝

克曼库尔特公司生产,FACS
 

Calibur流式细胞仪为美

国BD公司生产。HLA-B27-FITC/CD3-PE试剂盒

(货号:340183)和溶血素(货号:349202)为美国BD公

司生产;HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒(货号:
A07739)和溶血素(货号:A11895)为美国贝克曼库尔

特公司生产。
1.3 方法

1.3.1 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE检测试剂盒检

测方法 向编号的检测管中依次加入10
 

μL检测抗

体和50
 

μL肝素抗凝外周血,振荡混匀后置于室温避

光处孵育20
 

min,然后每管加入0.5
 

mL 货号为

A11895溶血素,混匀避光孵育15
 

min,加入0.5
 

mL
磷酸盐缓冲液,避光孵育平衡5

 

min,每管加2
 

mL磷

酸盐缓冲液,1
 

600
 

r/min离心5
 

min,弃掉上清液,每
管加0.5

 

mL磷酸盐缓冲液,振荡混匀后采用Cyt-
oFLEX流式细胞仪上机检测分析。
1.3.2 HLA-B27-FITC/CD3-PE检测试剂盒检测方

法 向编号的检测管中依次加入10
 

μL检测抗体和

50
 

μL肝素抗凝外周血,振荡混匀后置于室温避光处

孵育20
 

min,随后加入1
 

mL货号为349202的溶血

素,涡旋振荡混匀后避光5
 

min,每管加入1
 

mL磷酸

盐缓冲液混匀后1
 

600
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,
再用2

 

mL磷酸盐缓冲液洗涤1次后,加入0.5
 

mL
磷酸盐缓冲液,振荡混匀后采用FACS

 

Calibur流式

细胞仪检测分析。
2 结  果

2.1 两种试剂盒检测原理 美国贝克曼库尔特公司

生产的 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE检测试剂盒主

要通过FSC和SSC双参数图圈定淋巴细胞亚群设

门,然后分析淋巴细胞中
 

HLA-B7-HLA-B27+ 细胞

群的百分比,比例≥90%判读为阳性,见图1;美国BD
公司生产的 HLA-B27-FITC/CD3-PE试剂盒首先通

过FSC和SSC双参数图圈定淋巴细胞亚群设门,然
后分析淋巴细胞群中CD3+淋巴细胞中 HLA-B27的

平均荧光强度,通过试剂盒自设平均荧光强度(MFI)
临界值≥145判读为阳性(不同试剂批号 MFI值略有

差异),见图2。
2.2 淋巴细胞亚群分群不清晰对两种试剂盒检测结

果的影响 结果发现,淋巴细胞亚群分群不清晰会导致

HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE检测试剂盒将 HLA-B7-

HLA-B27+细胞群≥90%的阳性结果判读为阴性结

果(<90%),见图3;而 HLA-B27-FITC/CD3-PE检

测试剂盒利用FSC和SSC双参数图圈定淋巴细胞亚

群,同 时 继 续 采 用 CD3-PE 抗 体 进 一 步 圈 定 表 达

CD3+淋巴细胞,可以避免淋巴细胞亚群分群不清晰

导致的假阴性。

  注:A为利用FSC和SSC双参数显示的免疫细胞散点图,B为对

A图中圈定的淋巴细胞分析 HLA-B7和 HLA-B27表达水平散点图。

图1  HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒检测示意图

2.3 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE 试 剂 盒 检 测

HLA-B27异常结果统计与结果分析 采用 HLA-
B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒检测1

 

208份标本结

果发现,除了标准的阴性标本和阳性标本之外,还存

在两种异常的标本类型,异常标本1为淋巴细胞表达

HLA-B7且细胞群主要分布于第一和第二象限之间;
异常标本2为淋巴细胞表达 HLA-B7且细胞群分布

于第二象限或第二和第四象限之间,见图4。统计结

果显示,阴性标本887份,占73.43%;阳性标本225
份,占18.63%;而异常标本1共有84份,占6.95%;
异常标本2共有12份,占0.99%。

随后,笔者对上述两种类型的异常标本采用美国

BD公司生产的 HLA-B27-FITC/CD3-PE检测试剂

盒进行复测,结果显示,HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE
试剂盒检测的阴性和阳性标本与 HLA-B27-FITC/
CD3-PE试剂盒的检测结果一致;而异常标本1的

MFI值介于阴性和阳性标本的数值之间,仍然判读为

阴性标本;然而,12份异常标本2的 MFI值均高于阳

性临界值145,判读为阳性标本,见图5和表1。
2.4 HLA-B27检测结果与临床诊断之间的关系 
对1

 

208份临床标本检测结果与临床诊断之间的关系

分析结果显示,887份 HLA-B27阴性标本中有32份

临床诊断为 AS患者,占3.16%;225份 HLA-B7-

HLA-B27+淋巴细胞比例≥90%的阳性标本中有52
份临床诊断为AS患者,占23.11%;84份异常标本1
中有1份临床诊断为AS患者,占1.19%;而12份异

常标本2中有3份临床诊断为AS患者,占25.00%,
见表2。异常标本1临床检测结果可判读为阴性,而
异常标本2存在较高比例的AS患者。
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  注:A为利用FSC和SSC双参数显示的免疫细胞散点图,B为对A图中圈定的淋巴细胞进一步分析CD3+淋巴细胞散点图,C为对B图中圈

定的CD3+淋巴细胞分析 HLA-B7的表达强度峰形图。

图2  HLA-B27-FITC/CD3-PE试剂盒检测示意图

  注:A、B为初次检测中淋巴细胞分群不清晰 HLA-B27的检测结果,A为利用FSC和SSC双参数显示的免疫细胞散点图,其中淋巴细胞群分

群质量较差,B为对A图中圈定的淋巴细胞分析 HLA-B7和 HLA-B27表达水平散点图;C、D为复检中淋巴细胞分群清晰 HLA-B27的检测结果,

C为利用FSC和SSC双参数显示的免疫细胞散点图,其中淋巴细胞分群质量较好,D为对C图中圈定的淋巴细胞分析 HLA-B7和 HLA-B27表达

水平散点图。

图3  淋巴细胞亚群分群不清晰对 HLA-B27检测结果判读的影响

  注:从左往右依次为阴性标本、阳性标本、异常标本1、异常标本2。

图4  HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒检测 HLA-B27常见结果图

  注:从左往右依次为阴性标本、阳性标本、异常标本1、异常标本2。

图5  HLA-B27-FITC/CD3-PE试剂盒检测 HLA-B27常见结果图
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表1  两种试剂盒检测 HLA-B27结果比较

组别 n

HLA-B7-

HLA-B27+

[M(P25,P75),%]

CD3+

HLA-B27+

(x±s,MFI)

阴性标本 5 0.31(0.25,0.40) 74.84±5.21

阳性标本 5 94.35(91.27,94.61) 156.16±8.02

异常标本1 12 0 120.37±13.43

异常标本2 12 0.24(0.12,0.37) 157.85±10.39

表2  各组标本中临床诊断为AS患者所占比例

组别 n AS患者[n(%)]

阴性标本 887 32(3.61)

阳性标本 225 52(23.11)

异常标本1 84 1(1.19)

异常标本2 12 3(25.00)

3 讨  论

  流式细胞术因为具有快速、灵敏度高和特异度高

等特点已成为临床常用检测 HLA-B27表达的方法,
但是该方法也存在一定的不足之处[5]。有文献报道,
HLA-B27

 

的单克隆抗体会与其他
 

HLA-B
 

等位基因

编码的抗原发生不同程度的交叉反应,其中以
 

HLA-
B7抗原的交叉反应最常见[6-7]。因此,采用 HLA-
B27-FITC/CD3-PE两种抗体组合的试剂检测分析

CD3+淋巴细胞表达HLA-B27时,对同时表达 HLA-
B7抗原的标本,HLA-B27单克隆抗体会与 HLA-B7
抗原发生交叉反应导致一定比例的标本检测结果呈

假阳性;当采用 HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE双抗体

组合的试剂检测分析淋巴细胞群中 HLA-B7-HLA-
B27+细胞的比例时,可以排除因 HLA-B27抗体与

HLA-B7抗原交叉反应引起的假阳性。
在HLA-B27检测过程中,经常遇到一些可能由

于溶血效果不好或细胞碎片等因素导致上机检测时

淋巴细胞群分群不清晰的标本,本研究结果发现,
HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒检测 HLA-B27
的方法会导致部分淋巴细胞群分群不清晰的阳性标

本被误判为阴性标本,因此该检测方法对淋巴细胞群

分群有较高的要求,对检测过程中遇到分群不清晰的

标本一定要进行复检,而HLA-B27-FITC/CD3-PE试

剂盒利用CD3-PE抗体进一步圈定表达CD3+淋巴细

胞,可以避免淋巴细胞群分群不清晰导致的假阳性。
HLA-B27-FITC/CD3-PE 试 剂 盒 检 测 方 法 容 易 将

HLA-B7表达的标本误判为假阳性标本,而 HLA-
B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒可以将此类标本区分

出来,但对于淋巴细胞同时表达 HLA-B27抗原与

HLA-B7抗原的标本检测结果仍无法准确判断,这类

标本结果的判读只能结合病历资料或与临床医生沟

通进行判断。为了能对本研究中异常标本2结果进

行准确判断,后期笔者将收集该类标本并采用引物特

异性聚合酶链反应(SSP-PCR)对 HLA-B7和 HLA-
B27的表达情况进行检测[8],然后结合临床诊断进一

步分析,为今后提高临床AS患者的诊断率和结果的

可靠性提供依据。
综上所述,两种 HLA-B27试剂盒检测结果均准

确可靠;HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE试剂盒能区分

出HLA-B7/HLA-B27双阳性的疑似 AS患者,但检

测过程对淋巴细胞亚群分群要求较高;而 HLA-B27-
FITC/CD3-PE试剂盒利用CD3设门可以避免淋巴

细胞亚群分群不清导致的假阴性结果的出现,但不能

区分 HLA-B7/HLA-B27双阳性标本且在结果判读

中存在一定比例的假阳性。
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