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·检验技术与方法·

２种ＨＬＡＢ２７检测方法在强直性脊柱炎诊断中的比较

侯　伟，许晓东△

（卫生部北京医院血液科，北京１００７３０）

　　摘　要：目的　通过比较２种中国药监局（ＣＦＤＡ）批准的人类白细胞抗原（ＨＬＡ）Ｂ２７体外诊断试剂盒，探讨荧光聚合酶链式

反应（ＰＣＲ）体外诊断试剂盒在 ＨＬＡＢ２７检测中的临床应用价值。方法　收集该院５７３例临床血液样本，分别采用基于荧光

ＰＣＲ技术和流式细胞法的２种上市获批试剂盒进行 ＨＬＡＢ２７检测，对于２种方法检测结果不一致的样本采用ＰＣＲ测序方法进

行确认，同时随机抽取５％的荧光ＰＣＲ法检测结果为阳性的样本进行复验。结果　５７３例样本，采用流式细胞法试剂盒检测出阳

性１９１例，阴性３８２例；相同样本使用荧光ＰＣＲ试剂盒检测 ＨＬＡＢ２７基因阳性共１９４例，阴性３７９例。最终结果以流式细胞法

作为参照，２种试剂盒阳性符合率为９６．３３％（１８４／１９１），阴性符合率为９４．７６％（３６２／３８２），２７例样本不符（占总样本数的

４．７１％），２种方法的总符合率为９５．２９％［（１８４＋３６２）／５７３］，Ｋａｐｐａ值为０．８９６，（犘＝０．０２）；四格表资料卡方检验犘＝０．０２１，２种

方法检测结果一致性较高，但检测结果存在差异。复测标本中（包括２７例检测结果不一致标本）ＨＬＡＢ２７基因测序结果与荧光

ＰＣＲ试剂盒检测判断结果一致。结论　相比临床 ＨＬＡＢ２７检测的权威方法流式细胞方法，荧光ＰＣＲ法试剂盒在保证较高结果

一致性的基础上，在 ＨＬＡＢ２７检测上可能具有更为准确的判断能力，且相比标本制备和操作更为简单，具有较强的临床应用价

值和前景。
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　　强直性脊柱炎（ＡＳ）是一种病因尚不明确的自身免疫性疾

病［１］，诊断主要建立在影像学检查基础上，因缺乏实验室特异

性诊断指标给早期诊断带来困难［２］。多年来人们一直致力于

寻找一种早期诊断的方法。１９７３年Ｂｒｅｗｅｒｔｏｎ和Ｓｅｈｌｏｓｓｔｅｉｎ

第一次提出ＡＳ与人类白细胞抗原（ＨＬＡ）Ｂ２７相关
［３］，此后

的大量研究证明 ＡＳ与 ＨＬＡＢ２７具有很强的相关性，并将

ＨＬＡＢ２７检测作为临床上诊断强直性脊柱炎的重要依据。

ＨＬＡＢ２７是 ＨＬＡＢ座上的一组重要等位基因，属主要

组织相容性复合体（ＭＨＣ）Ⅰ类分子，其主要生理功能是递呈

内源性抗原肽给ＣＤ８＋ Ｔ细胞，通常被认为参与Ｔ细胞限制性

识别［４］。ＨＬＡＢ２７与ＡＳ相关性的发现对于强直性脊柱炎的

早期预防、诊断具有重要意义。

目前，临床上检测 ＨＬＡＢ２７常用的方法有针对抗原检测

的淋巴细胞毒法、流式细胞法和针对基因序列检测的普通聚合

酶链反应（ＰＣＲ）法等，基于的原理和检测操作步骤判断标准各

不相同，检测结果相关性缺乏数据支持。在国内，基于大规模
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临床试验数据获中国药监局（ＣＦＤＡ）批准进入国内临床诊断

市场的试剂盒包括美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司（ＢＤ公司）生产

的 ＨＬＡＢ２７检测试剂盒（流式细胞法）和博奥生物有限公司

生产的 ＨＬＡＢ２７核酸扩增荧光检测试剂盒（荧光ＰＣＲ法）。

２种试剂盒所基于的技术原理差异较大。ＢＤ公司生产的

ＨＬＡＢ２７检测试剂盒（流式细胞法）在国内资金技术条件较强

的三级甲等医院已得到较为广泛认可和使用。而 ＨＬＡＢ２７

核酸扩增荧光检测试剂盒（荧光ＰＣＲ法，还未得以在临床大规

模推广使用。因此，为探讨 ＨＬＡＢ２７核酸扩增荧光检测试剂

盒的临床应用价值，本研究以流式细胞法检Ｂ２７测试剂盒为

标准，对５７３例临床疑似强直性脊柱炎患者血样进行双试剂盒

ＨＬＡＢ２７检测，通过对检测结果的比较和分析，讨论基于荧光

ＰＣＲ法的体外诊断试剂盒在临床检测强直性脊柱炎中的临床

应用价值及前景。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集卫生部北京医院门诊及住院疑似ＡＳ病

例５７３例，男３２０例，女２５３例，年龄２～８１岁。取上述人员

ＥＤＴＡ抗凝静脉血２ｍＬ。

１．２　仪器与试剂　流式细胞法采用美国 ＢＤ公司生产的

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪。其试剂购自美国ＢＤ公司，ＨＬＡ

Ｂ２７检测试剂盒（流式细胞法）［国食药监械（进）字２０１０第

３４０２０５６号］。

　　荧光ＰＣＲ法所用ＰＣＲ仪为美国ＡＢＩ公司生产的７５００型

荧光定量ＰＣＲ仪。其试剂购自博奥生物有限公司，ＨＬＡＢ２７

核酸扩增荧光检测试剂盒（ＰＣＲ染料法）（国食药监械（准）字

２０１１第３４０１５１２号）。

１．３　方法

１．３．１　流式细胞法　在检测之前，仪器已经ＦＡＣＳＣｏｍｐＣａｌ

ｉＢＲＩＴＥｂｅａｄｓ和 ＨＬＡＢ２７Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｂｅａｄｓ调试成功。用乙

二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝的真空管收集外周血２ｍＬ，调整白

细胞浓度０．５×１０９～１×１０
９／Ｌ。取５０μＬ全血加ＨＬＡＢ２７异

硫氰酸荧光素（ＦＩＦＣ）／ＣＤ３ＰＥ荧光标记抗体３０μＬ，混匀，室

温避光静置２０ｍｉｎ，再加入２ｍＬ１×的溶血素，混匀，室温避

光静置１０ｍｉｎ，３００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，以磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）洗涤２遍。上机获取细胞１５０００个检测。结果使

用ＢＤ公司专用 ＨＬＡＢ２７分析软件进行分析。以ＣＤ３ＰＥ标

记的Ｔ淋巴细胞设门，检测门内细胞抗 ＨＬＡＢ２７ＦＩＴＣ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

ＨＬＡＢ２７阳性，小于则为 ＨＬＡＢ２７阴性。

１．３．２　荧光 ＰＣＲ 法　采用 ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎＢｌｏｏｄＱｕｉｃｋＰｕｒｅ

ＤＮＡ提取试剂盒（德国 ＭＮ公司）对血液标本进行核酸提取，

按照试剂盒说明书进行操作。之后使用紫外分光光度计对所

提取的核酸标本进行定量。将定量后且满足要求的核酸样本

加入试剂盒提供的反应管中，根据说明书进行扩增。使用该试

剂盒包含两对引物，同一反应管中，可同时扩增内对照（管家基

因）和 ＨＬＡＢ２７基因，该试剂盒使用荧光染料法进行荧光

ＰＣＲ检测，通过熔解曲线对 ＨＬＡＢ２７扩增产物进行分析，计

算内对照（管家基因）与 ＨＬＡＢ２７熔解曲线荧光信号峰值的

比值，比值大于试剂盒说明书中提供的参考值即为阴性；反之

即为阳性（见图１）。

１．３．３　测序法　对 ＨＬＡＢ进行扩增并测序分析。对荧光

ＰＣＲ法检测结果与流式细胞法检测结果不相符的标本进行测

序确认，同时在检测结果一致的标本中随机抽取５％（５％阳性

样本＋５％阴性样本）进行测序验证，确保ＰＣＲ检测结果的可

靠性。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行χ
２ 检验以及

Ｋａｐｐａ值计算分析。根据犘值进行判断，在０．０５显著性水准，

犘＜０．０５为比较差异有统计学意义，反之则差异无统计学意

义。一致性检验采用 Ｋａｐｐａ值评价（Ｋａｐｐａ值＞０．７５认为有

很强的一致性）。

图１　　ＨＬＡＢ２７核酸扩增荧光检测试剂盒（ＰＣＲ染料法）

检测结果示意图

２　结　　果

２．１　流式细胞法和荧光ＰＣＲ法检测结果的比较　北京医院

５７３例临床标本，流式细胞法检测阳性１９１例，阴性３８２例，相

同标本使用荧光ＰＣＲ技术检测ＨＬＡＢ２７基因阳性共１８４例，

阴性３６９例，其中２７例标本不符（占总样本数的４．７１％）。以

流式细胞法试剂盒检测结果作为参照，２种试剂盒阳性符合率

为９６．３３％（１８４／１９１），阴性符合率为９４．７６％（３６２／３８２），两法

的总符合率为９５．２９％［（１８４＋３６２）／５７３］，Ｋａｐｐａ值为０．８９６，

（犘＝０．０２）；四格表资料卡方检验犘＝０．０２１，２种方法检测结

果的一致性较高，但检测结果存在差异。

２．２　测序法验证结果　针对２７份２种方法检测结果不一致

的标本进行测序确认，结果显示２７份标本测序及荧光ＰＣＲ检

测结果一致。同时，在２０４例荧光ＰＣＲ检测为 ＨＬＡＢ２７阳性

样本中随机抽取１１例，进行测序复检，结果显示１１例标本测

序及荧光ＰＣＲ检测结果一致（符合率１００％，排除污染因素及

假阴性结果）；在３６９例荧光ＰＣＲ检测为 ＨＬＡＢ２７阴性样本

中随机抽取１９例，进行测序复检，结果显示１９份标本测序及

荧光ＰＣＲ检测结果一致（符合率１００％，排除假阴性结果）。

３　讨　　论

强直性脊柱炎是一种慢性、进行性和炎性疾病，主要累及

骶髂关节、脊柱骨软组织及四肢关节，也可累及内脏和其他组

织的慢性疾病，严重危害人体健康［５］，且不易早期诊断。进行

ＨＬＡＢ２７检测已成为临床辅助诊断强制性脊柱炎的重要手

段。ＰＣＲ技术的出现使人们能从更为微观的基因角度了解事

物本质，该技术在检测领域的应用也为提高 ＨＬＡＢ２７检测的

准确性和精确性提供可能，其中新兴的荧光ＰＣＲ技术克服传

统ＰＣＲ技术易污染劣势的同时又较其对结果的判定更为

直观。

本研究共对５７３例临床标本进行 ＨＬＡＢ２７荧光 ＰＣＲ检

测，并与流式细胞检测结果进行对比，结果显示，２种方法检测

结果具有很强的一致性。本结果与陈建华等［６］研究结果一致。

从检测结果中可知，７份流式细胞检测阳性的标本，ＰＣＲ

方法检测为阴性；２０份流式细胞法检测为阴性的样本，ＰＣＲ检

测为阳性，不相符的样本占总样本数的４．７１％，２种方法检测
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结果虽说有很高的一致性，但检测结果间仍存在差异。采用基

因检测金标准ＰＣＲ测序法对部分标本（包括检测结果不一致

样本）复检的结果显示与荧光ＰＣＲ检测结果完全一致。这与

２种检测方法所基于的方法学和原理不同有关，荧光ＰＣＲ技

术检测的是 ＨＬＡＢ２７的基因型，而流式细胞技术检测的是

ＨＬＡＢ２７的表型。复检结果的一致性说明该荧光ＰＣＲ试剂

盒在检测 ＨＬＡＢ２７基因上具有较高的准确度和灵敏度。

对于２种检测试剂盒检测结果不一致的更进一步原因分

析如下：对于流式细胞检测阳性，荧光ＰＣＲ方法检测为阴性的

标本。从实验技术本身，流式细胞技术是一种免疫学方法，主

要是根据直接荧光染色和抗原与抗体特异性结合的原理，使鼠

抗人的Ｂ２７单克隆抗体与人淋巴细胞表面Ｂ２７抗原结合。由

于使用了单克隆抗体，因此无法摆脱免疫学技术所固有的缺陷

交叉反应。有研究显示流式细胞法试剂盒尽管使用鼠源抗

ＨＬＡＢ２７单克隆抗体以提高 ＨＬＡＢ２７的特异性，但仍然存

在不同程度的交叉反应，其中以 ＨＬＡＢ７的交叉反应最为常

见［７９］。现已有厂商（如ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＩＮＣ）采用２种单克

隆抗体组合的方法以排除Ｂ７的干扰，其判断标准为当 ＨＬＡ

Ｂ２７ＭＦＩ超过８，且 ＨＬＡＢ２７和 ＨＬＡＢ７细胞百分比超过

９０％ 时，判断此标本为阳性
［２］。

对于流式细胞检测阴性，荧光ＰＣＲ方法检测为阳性的样

本可能与以下原因有关：（１）流式细胞法检测时既要求标本为

新鲜标本，同时要求根据试剂盒说明书在加入 ＨＬＡＢ２７ＦＩＦＣ

#ＣＤ３ＰＥ荧光标记抗体后尽快检测。而实际工作中发现检测

荧光信号值会随着标记样本暴露时间增加而衰减，这种标本制

备、仪器检测时间的矛盾在大样本检测中可能会因为荧光信号

的衰减造成漏检［１０］；（２）流式细胞技术检测的是淋巴细胞表面

的 ＨＬＡＢ２７抗原，该表面的抗原可受感染等因素影响而改变

ＨＬＡＢ２７抗原的数量或结构继而出现假阴性结果
［８］。

此外，临界值的设定也可能是造成检测结果不符的因素之

一，目前国内医院所使用的ＢＤＨＬＡＢ２７检测试剂盒，其阴、

阳临界判定值主要是以白种人 ＨＬＡＢ２７的表达量为标准设

定，该标准未经矫正直接用于东方人群也可能造成检测结果的

误差［１１］。

综上，比较２种试剂盒最大的争议还是在于采用抗原还是

基因型作为检测标准。目前，ＡＳ发病机制存在多种假说，具体

机制并不明确。多项研究表明 ＡＳ的发病与细胞表面Ｂ２７抗

原的表达量并无直接关系，抗原的表达量不会随着治疗和临床

症状的改善而发生变化［１２］。另一方面 ＡＳ较强的家族遗传性

特点提示将 ＨＬＡＢ２７作为一种遗传标志而非与疾病体征相

关的表型特征更为合理［１３］。

相比，荧光ＰＣＲ具有设备通用性强、试剂耗材价格低廉、

特异性好、准确性高、对样本要求低、样本制备简单、高通量等

特点，更适合进行大规模样本集中检测且有利于实验室间数据

的横向比较。在 ＨＬＡＢ２７大规模检测和筛查上具有较好的

临床应用价值和前景。

针对 ＨＬＡＢ２７检测标准的设定和２种试剂盒检测参数

及参考值设定还需以临床上确诊ＡＳ患者作为研究对象，开展

更为严格设计的对比试验加以确证，同时，由于专利等因素，国

外尚无获批在临床使用的 ＨＬＡＢ２７核酸检测试剂盒。因此，

学界尚无基于 ＨＬＡＢ２７基因分型的强直性脊柱炎流行病调

查数据及相关报告，目前普遍认为，存在近１０％的 ＡＳ患者

ＨＬＡＢ２７检测为阴性，这部分ＡＳ患者 ＨＬＡＢ２７基因的携带

情况尚需进一步的研究。
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