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"
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#的临床应用价值$方法
!

分别采用实时荧光
@DY

法和流式细胞术两种方法检测
%%1

例疑似强直性脊柱炎患者血中
LO/.Z%$

!比较和分析两种方法的检

测结果$结果
!

(1'&&R

样本检测结果相同!差异不具有统计学意义"

!

(

#'#1

#!将存在差异的标本进行基因测序后!结果与实时

荧光
@DY

的检测结果一致$结论
!

两种方法检测
LO/.Z%$

均具有较高的灵敏度和特异度!实时荧光
@DY

法在结果的准确性上

更优于流式细胞术$
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人类白细胞抗原
Z%$

$

LO/.Z%$

%为一种主要组织相容性

复合体$

NLD

%

(

类分子#是位于
LO/Z

座位上的一组等位基

因#具有极高的多态性'现代研究表明#

LO/.Z%$

与强直性脊

柱炎$
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C3,+-

7

,

B

3;+:

I

C+6+,

#

/P

%的发生密切相关'

/P

为主

要侵犯脊柱#并可不同程度地累及骶髂关节和周围关节的慢性

进行性炎性疾病#是以骶髂关节和脊柱附着点炎症为主要症

状#类风湿因子阴性#发病原因尚不明确的自身免疫性疾病#有

一定遗传性'

/P

可侵犯全身多个系统#并伴发多种疾病#因

此#对
/P

的早期诊断尤显重要'目前#已明确
/P

与
LO/.

Z%$

强关联#所以快速(准确的检测
LO/.Z%$

#对辅助临床诊

治尤为重要)

&."

*

'目前检测
LO/.Z%$

的常见方法有!流式细

胞术检查法(微量细胞毒试验(酶联免疫法#以及
@DY

方法'

微量细胞毒试验#需新鲜血至少
%AO

#要有足够数量及活力的

淋巴细胞#对于不同厂家(不同批号的血清定型板#检验结果会

有一定的差异#实验操作近
19

#实验结果的判断很大程度上依

赖于检验者的经验和主观评价#很难实现标准化#影响实验结

果的准确性'酶联免疫法检测的灵敏度和特异度均不理想'

流式细胞术检查法是将单克隆抗体$

A/<

%与外周血共孵育#

裂解红细胞#洗涤固定后#上机检测'本法为抗原检测#检测需

要新鲜血#且需具备流式细胞仪'而流式细胞仪本身费用较

高#不适合多数医院'传统的
@DY

方法如
@DY.PP@

法等需要

在扩增后进行凝胶电泳#检测时间较长#

@DY

扩增后需开盖加

样检测#具有一定的污染性#染料具有致癌性#致使其应用受

限'近年来发展迅速的实时荧光
@DY

技术#可实时监测
@DY

扩增的每一循环荧光信号的变化#无需扩增后的处理#直接分

析结果#已越来越多的应用于实验检测)

!

*

'本研究采用实时荧

光
@DY

法和流式细胞术检测
LO/.Z%$

#比较和分析两种方法

的结果#探讨其临床应用价值'

@

!

资料与方法

@'@

!

一般资料
!

收集
%#&1

年
%K&#

月北京协和医院门诊和

住院患者
[G2/

抗凝血标本
%%1

例#其中男
&""

例#女
(%

例#

年龄
!

!

)0

岁#平均
"1'"

岁'

@'A

!

仪器与试剂

@'A'@

!

荧光
@DY

法所用仪器为
Y3>95

公司的
O+

7

96D

I

>C5;

!0#

#

#试剂为江苏默乐生物科技有限公司生产的
LO/.Z%$

核酸检测试剂盒$荧光
@DY

法%'

@'A'A

!

流式细胞法采用美国
ZG

公司生产的
e/DPD8C+<=;

流

式细胞仪#其试剂购于美国
ZG

公司#

LO/.Z%$

检测试剂盒

$流式细胞法%'

@'B

!

方法

@'B'@

!

实时荧光
@DY

法
!

采用江苏默乐生物科技有限公司

生产的
LO/.Z%$

核酸检测试剂盒中配套的提取试剂#对样本

-

%(0

-

国际检验医学杂志
%#&$

年
!

月第
"0

卷第
$

期
!
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/
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;+C%#&$
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!
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进行核酸提取#经过紫外分光光度计测定核酸浓度及纯度#确

保提取的核酸符合实验要求'按说明书步骤进行扩增'该试

剂在第
"

外显子上设计
Z%$#!

和
Z%$#1

特异度引物和探针#内

标设计于
a.;8,

基因保守区域#为非竞争性内标'其中目的基

因检测探针使用
e/N

荧光标记#内标基因检测探针使用

L[M

荧光标记'

@'B'A

!

流式细胞术
!

反应管中加入
&1

"

O

的
eJ2D

"

DG"@[

抗体试剂和
1#

"

O

的全血#混匀后室温避光静置
&#A+-

#加入

%AO

稀释为
&T

的溶血素#混匀后室温避光静置
&#A+-

后#立

即
"##T

7

离心
1A+-

#弃上清加入
%AO@ZP

洗涤#加入
#'%1

AO

含
&R

多聚甲醛的
@ZP

#混匀后上机检测'用
LO/.Z%$

的

自动分析软件分析结果'

@'B'B

!

测序
!

将两种检测方法结果不同的
&&

例标本进行测

序分析'测序公司为生工生物工程$上海%股份有限公司'

@'B'C

!

[ZE.GQ/

检测
!

将测序结果为
LO/.e

型的标本进

行
[ZE.GQ/

的检出测定'

[ZE.GQ/

检测试剂为中山大学

达安基因股份有限公司生产#检测仪器
Y3>95

公司的
O+

7

96D

I

.

>C5;!0#

#

'

@'C

!

统计学处理
!

采用
[X>5C%##$

及
P@PP&$'#

统计软件#

进行
a8

BB

8

一致性分析'

A

!

结
!!

果

A'@

!

两种方法比较
!

%%1

例标本#用实时荧光
@DY

法检测#

LO/.Z%$

基因阳性
&##

例#阴性
&%1

例&用流式细胞术检测#

阳性标本
((

例#阴性
&%!

例#结果可疑标本
%

例$按阴性计

算%'有
&&

例结果不一致'两种方法的总符合率为
(1'&&R

#

a8

BB

8

值为
#'(1

#两种检测方法的一致性较高#见表
&

'

表
&

!!

实时荧光
@DY

与流式细胞术检测法四格表#

0

$

实时荧光
@DY

检测法
流式细胞术检测法

阳性 阴性
合计

阳性
(! ) &##

阴性
1 &%# &%1

合计
(( &%) %%1

A'A

!

不同结果的测序验证
!

将两种方法
&&

例结果不一致的

样本进行测序确认#

)

例样本$

!

例流式细胞术检测为阴性及
%

例流式细胞术检测为可疑的样本%

@DY

方法结果均为阳性#测

序结果基因型为
LO/.Z%$

型'另外
1

例样本$流式细胞术检

测阳性#

@DY

结果阴性%#测序结果基因型为
LO/.e

型'结果

显示
&&

例样本测序结果与荧光
@DY

法完全一致'

A'B

!

将测序结果基因型为
LO/.e

型的
1

例标本进行
[ZE.

GQ/

的检出测定
!

其中
&

例为阳性#

$##>3

B

+5,

"

AO

#

&

例可

疑#

&1#>3

B

+5,

"

AO

#

"

例阴性$

[ZE.GQ/

的参考范围!

*

1##

>3

B

+5,

"

AO

为阳性#

#

!&

1##>3

B

+5,

"

AO

为可疑#

#>3

B

+5,

"

AO

为阴性%'

B

!

讨
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/P

是一种慢性(进行性和炎性疾病#主要累及骶髂关节和

脊柱软组织及四肢关节#严重侵犯了人体健康'

/P

的早期诊

断对
/P

患者非常重要#目前该病的确诊方法主要依靠临床表

现#影像学和实验室的检查结果#进行
LO/.Z%$

检测已成为

辅助临床诊断强直性脊柱炎的重要手段'自
&($"

年
Z;5H5;.

63-

等)

"

*首次报道
LO/.Z%$

和
/P

相关
!#

余年以来#大量研

究报道证实了
/P

和
LO/.Z%$

的强相关性'

/P

患者
LO/.

Z%$

阳性率为
(#R

以上#而在健康人群中仅为
)R

!

0R

'目

前最常见检测
LO/.Z%$

的两种方法!实时荧光
@DY

法和流式

细胞术)

!.0

*

'本研究将这两种方法进行比对分析#以期为临床

提供更有效(准确的检测方法'通过对
%%1

例临床样本进行分

析比对#结果显示#两种方法的符合率为
(1'&&R

#特异度和灵

敏度均符合临床检测需要'

分析
&&

例检验结果不同的样本#两种方法检测结果不相

符的样本数占总数的
!'0(R

'测序结果与荧光
@DY

方法检

测结果一致'荧光
@DY

技术检测的是
LO/.Z%$

的基因型#而

流式细胞术检测的是
LO/.Z%$

的表型#两种方法检测的原理

不同'如果样本携带
LO/.Z%$

基因#但抗原不表达或表达较

弱#则会造成荧光
@DY

法检测结果阳性#而流式细胞术结果阴

性'测序复检结果与荧光
@DY

检测法的一致#说明该试剂盒

在检测
LO/.Z%$

基因上具有较高的准确度和灵敏度'另外#

流式细胞术检测是基于抗原抗体反应#对单个细胞或生物粒子

进行分析#荧光标记的单克隆抗体与细胞表面的
LO/.Z%$

抗

原相结合#被荧光染色的细胞形成的荧光信号强度代表了所测

细胞膜表面抗原的强度'流式细胞术较方便#检测时间不长#

但需要特定的仪器设备#对检测样本要求较高#需要新鲜血标

本#以确保其表面标志不丢失#但易受感染(抗体交叉反应等因

素影响#易出现假阳性或假阴性'已知
LO/.Z%$

与
LO/.Z$

#

LO/.Z!!

等存在交叉反应#多数文献报道流式细胞术测定

LO/.Z%$

的假阳性结果#大多是由于
LO/.Z$

的干扰)

0.(

*

'本

研究结果显示#流式细胞术检测阳性#

@DY

结果阴性的
1

例样

本#其测序结果基因型均为
LO/.e

型#这与大多数的报道有

所不同'

LO/.e

是具有生物活性的
NLD.J<

类分子#具有相

对较低的多态性#与
NLD.J8

类分子在各有核细胞上均有表达

不同#

LO/.e

仅表达在少数细胞上'目前公认的仅
[ZE

转染

的
Z

淋巴细胞系能在细胞表面表达
LO/.e

抗原'

LO/.e

能

在
Z

淋巴细胞的胞内表达#体外转染的
[ZE

病毒在细胞内增

殖可能改变了
LO/.e

的结构#从而使
LO/.e

抗原转运到细

胞表面)

(.&#

*

'将本实验中
1

例
LO/.e

型的样本进行
[ZE.

GQ/

检测#

&

例阳性#

&

例可疑#

"

例阴性#部分与上述研究一

致'但是否因此导致流式细胞术检测结果阳性而
@DY

方法检

测为阴性的样本#还需要大量数据进一步的验证'研究证明!

抗原肽转运相关蛋白$

2/@

%曾经与
LO/.e

结合#但后又分

离#在此过程中它可能与
2/@

的某些特殊蛋白结合#这些蛋白

只有在某些免疫原刺激下才会产生#因而
LO/.e

只有在一定

条件下才会在细胞表面表达)

&&

*

'

O55

和
\5;8

7

96

I

用
LO/.e

重链免疫
LO/.Z%$

转基因鼠产生抗
LO/.e

的单克隆抗体

$

"G&&

(

!/&&

和
"G&%

%#发现在膀胱(皮肤(肝细胞系和
Z

淋巴

细胞系胞内均表达
LO/.e

#而
[ZE

转染的
Z

细胞和一些单核

细胞表面能检测到
LO/.e

的表达'

LO/.e

是否和
LO/.Z$

一样与
LO/.Z%$

存在抗原交叉反应#从而导致流式细胞术检

测结果阳性1 目前没有相关的报道#可以进一步的研究分析'

实时荧光
@DY

技术日臻成熟#对样本要求低#操作简单#

操作规范#几乎无污染#可高通量#已被越来越多的检测机构接

受'

LO/.Z%$

基因型不受细胞状态及表面构象影响#且能够

避免与
LO/.Z$

的交叉反应'尽管
LO/.Z%$

的检测结果不
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阳性提示发生
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的可能性大'
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的灵敏度和特异度上均具有较高的临床适用性'实时荧
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技术易于标准化#准确性高#更具优势'
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