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流式细胞术检测 98例献血者外周血 HLA-B27的临床意义

李　维 ,府伟灵 ,王　芳 ,王蓉感　　(第三军医大学附属西南医院检验科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　通过对 98 例献血者外周血 HLA-B27 的检测 ,建立并优化测定 HLA-B27 的流式细胞术 , 并评价 B27 在

早期辅助临床诊断以强直性脊柱炎为代表的脊柱关节病中的应用价值。方法　分别采用 EDTA 和肝素钠两种不同的抗凝

剂 ,以及加单抗不同的量(7～ 30μl)检测 2 个 B27 阳性和 9 个 B27阴性个体的全血 ,采用 EDTA抗凝和 15μl的单抗剂量检

测献血者外周血 ,探寻流式细胞术检测 HLA-B27的最佳实验条件;另以微量淋巴细胞毒实验分别对 2 例阳性标本和 9 例

阴性标本进行验证。结果　通过微量淋巴细胞毒和流式细胞术两种方法检测 98 例献血者外周血 HLA-B27 中 2 例为阳

性 , 96例为阴性 ,且 EDTA和肝素钠两种不同的抗凝剂 , 以及加单抗不同的量(7 ～ 30 μl)对流式细胞术检测 HLA-B27 无任

何影响 。结论　优化并建立了一种简便省时 、稳定性和重复性皆好的流式细胞仪用于检测 HLA-B27 的方法;HLA-B27 与

强直性脊柱炎高度相关 , HLA-B27 检测已成为临床支持以强直性脊柱炎为首的脊柱关节病的诊断与鉴别诊断的重要依

据 ,具有重要的临床意义。
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Clinical significance for the detection of HLA-B27 in 98 donors' peripheral blood
LI Wei , FUWei-ling , WANG Fang , WANG Rong-gan(Department of Clinical Laboratories , Southwest Hospital , Third Military Universi-

ty , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To establish and optimize flow cytometry method for the detection of human leukocyte an-

tigen B27(HLA-B27)and compare it with serological method.Methods　A total of 98 samples from blood donors

were entered into the study.HLA-B27 was detected with ethylenediaminetetra-aceticacid(EDTA), heparin sodium

and different dosages of B27 monoclonal antibody , respectively.Other 30 samples were typed by microlymphocy-
totoxicity test(serological method).Results　Genotyping for HLA-B27 was successfully performed in 98 samples by

flow cytometry , containing 2 cases with B27-positive , 96 cases with B27-negative.The types of anticoagulant agents

and dosages of monoclonal antibody(7 ～ 30 μl)had no remarkable effect on the results.The results of serological

method for the detection of 30 samples were consistent with those by flow cytometry method.Conclusion　Genotyp-

ing for HLA-B27 by flow cytometry is a rapid and accurate technique with high-sensitivity , suitable for clinical appli-
cation.Detection of HLA-B27 , a very important basis for the diagnosis and differential diagnosis of ankylosing spon-

dylitis(AS)and other joint diseases of the vertebral column , is of a remarkable clinical significance.
　　Key words:HLA-B27;flow cytometry;ankylosing-spondylitis

　　人类白细胞抗原(Human leucocyte antigen , HLA)是
机体内具有高度多态性的抗原系统 ,它不仅在器官移

植 、输血 、民族调查等领域具有广泛的应用 ,而且与许
多疾病呈密切关联。B27是 HLA-B位点上的一个重要

的等位基因 ,实验与研究证实:它与强直性脊柱炎(An-
kylosing spondylitis ,AS)密切相关 ,而且这种相关是迄今

已知的HLA与疾病的关联中是最强和最典型的。由
于二者的强相关性 ,HLA-B27的检测已成为临床诊断

和鉴别诊断 AS 的重要辅助手段 , 因此 , 改进实验条
件 、提高实验的精确度 、杜绝漏检和假阳性的发生率 ,
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是实验室为临床提供实验依据的关键。目前检测HLA-
B27的主要方法有补体依赖性微量淋巴细胞毒试验 、玫

瑰花法 、ELISA法 、流式细胞术 、PCR法等 ,其中以标准的
NIH 微量细胞毒法最为常用 ,这种方法尽管其操作简便

准确性尚可 ,但仍受细胞纯度 、补体差异 、单抗效价及
HLA高度多态性的影响 ,易出现漏诊或假阳性(错判 、误

判)。我们用流式细胞术对 98例献血者 HLA-B27进行
检测 ,并探讨了不同抗凝剂 ,单抗的不同量 ,流式细胞术

与经典的血清学方法的比较 ,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　标本来源　　98 例献血者均来自我血液中心 , 其中男

性 61例 , 女性 37例;年龄 19～ 55 岁;其血液检查指标均在正常
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范围 ,取上述人员静脉血 1 ml ,分别以肝素和 EDTA-Na抗凝。

1.1.2　试剂　　美国 Becton Dickinson 公司 HLA-B27 kit(HLA-

B27 FITC CD3 PE), Cat No.&Kat Nr.为 340183 , Lot ID为 26370:
143;HLA-B27 Calibration Beads(标准), Lot ID 为 26371 141;溶血

剂(Lysing solution , lys S), 批号为 340183;鞘液为 BD 公司 , 批号
为 342003。

1.1.3　仪器　美国 BD公司 FACS Calibur双激光四色分选流式

细胞仪。

1.2　方法
1.2.1　标本处理　　处理标本前先将 10×lys S 用蒸馏水稀释

成1×l ys S ,然后用 50 μl的外周血加 7～ 30 μl的单抗 , 室温反

应15 ～ 30 min ,加 2 ml 1×lys ,室温反应(10±2)min , 300×g 离心

5 min , 弃上清液 , 以 2 ml PBS 洗涤 2 遍 , 最后以 1%的甲醛

(PMA)固定 30 min , 2～ 8℃保存 ,上机获取细胞 15 000 个 , 检测。

1.2.2　检测与结果判断　　使用专用 HLA-B27 分析软件进行

分析 ,以 CD3-PE 标记的 T 淋巴细胞设门并检测这群细胞 HLA-

B27+的平均荧光强度(Sample FL1 Median), 与标准物道数值

(FL1Marker)比较 , 大于或等于此值为阳性 ,否则为阴性性。

1.3　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　98例献血者 HLA-B27检测结果
　　96 例献血者 HLA-B27 为阴性 ,其 Sample FL1 Median的均值

为82.04±6.28 , 与 FL1 Marker 值 143 相比 , 具有显著的统计学

差异(P <0.01)。 2 例为阳性 , 其 Sample FL1 Median 值均大于

FL1 Marker 值(143),分别为 152 和 165 , 见图 1～ 6。

图 1　HLA-B27阴性结果报告

Fig 1　Report of HLA-B27 negative sample

图 2　HLA-B27阳性结果报告

Fig 2　Report of HLA-B27 positive sample

图 3　肝素抗凝样本 HLA-B27结果报告

Fig 3　Report of HLA-B27 sample anti-coagulated with heparin

图 4　EDTA 抗凝样本 HLA-B27结果报告

Fig 4　Report of HLA-B27 sample anti-coagulated with EDTA

图 5　单抗 15μl样本 HLA-B27结果报告

Fig 5　Report of HLA-B27 sample with 15μl monoclonal antibody

图 6　单抗 30μl样本 HLA-B27结果报告

Fig 6　Report of HLA-B27 sample with 30μl monoclonal antibody
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3　讨论

　　HLA-B27基因是人类MHC Ⅰ类分子 B位点上的等

位基因 ,它位于人第 6号染色体的短臂上 ,由 8个外显

子和 7个内含子组成 ,编码分子量为 43×10
3
的糖蛋

白。早在 20多年前 ,人们就已发现HLA-B27抗原的表

达与强直性脊柱炎有着高度相关性
[ 1 ～ 3]

,超过 90%的
强直性脊柱炎患者其 HLA-B27抗原的表达为阳性 ,普
通人群中仅 5%～ 10%的为阳性 。除了强直性脊柱炎

以外 ,还有许多其它疾病与 HLA-B27抗原的表达有着
或多或少的相关性。比如 Reiters综合征 ,HLA-B27 阳

性率为70%～ 90%;关节炎性银屑病 ,HLA-B27阳性率
为50%～ 60%;葡萄膜炎(眼色素层炎),HLA-B27阳性

率为 40%～ 50%;溃疡性结肠炎伴有关节病 ,HLA-B27
阳性率为 5%～ 10%等 ,因此 HLA-B27 的检测在这些

疾病的诊断中是一个非常有价值的指标。本实验结果
表明 98例献血者经流式细胞术和微量淋巴细胞毒法

两种方法检测 HLA-B27的结果符合率为 100%。不同
抗凝剂对该实验无影响 ,2个 B27阳性和 9个阴性个体

的全血分别用 EDTA 和肝素钠抗凝 ,结果没有发现 2

种抗凝剂对实验结果有何影响 。另外 ,我们对加单抗
的不同量进行了比较 ,对 2个 B27阳性和 9 个阴性个

体分别加 7 、10 、15 、30μl ,结果显示无影响 ,当然我们并
不提倡将单抗的量减至最低。虽然 B27已能被血清学

方法很好的检测 ,且过去一直认为 B27只有一种型别 ,
但是利用单克隆抗体技术或同种异型反应的细胞毒性

T 淋巴细胞或通过等电聚焦电泳分析 B27 分子重链电

菏的方法证明 B27代表至少 22种以上不同的同种异

型基因型(亚型:B
▲
2701 ～ B

▲
2722)组成的家族

[ 4]
。

　　流式细胞术是根据直接荧光染色的原理 ,利用荧

光标记的抗 B27的单克隆抗体和淋巴细胞表面的 B27

抗原结合 ,使细胞具有一定的荧光强度 ,这种荧光的强
度可被流式细胞仪测得的通道值反映 。根据通道值的

高低判断 B27抗原阳性或阴性 。Kellner等
[ 5]
将P3X63-

Ag8.653鼠的骨髓瘤细胞和被 B27 阳性细胞免疫过的

CB6F1鼠的脾细胞采用常规的细胞融合技术获得一个

抗B27单克隆抗体(FD705),利用 FD705根据直接荧光

染色的原理建立了一种分型 B27方法:D705用亲合层

析法提纯 ,标记异硫氢酸荧光磺(FD705-FITC)。分别
将 EB病毒转化的 B2701 ,B2702 , B2703 ,B2704 , B2705 ,

B2706 ,B2707亚型的 B 淋巴细胞和 FD705-FITC 作用 ,
流式细胞术结果显示 FD705-FITC 能和 B27 所有的亚

型反应 。Lee 等
[ 6]
以 CD3设门检测了 61例 AS患者的

HLA-B27 ,这些患者包括 AS和 SPA ,结果显示 HLA-B27
的荧光强度AS>SPA。

　　我们对本院风湿中医科及骨科门诊怀疑强直性脊

柱炎等脊柱关节病的 80 例临床病例分别以流式细胞

术和微量淋巴细胞毒法两种方法检测 HLA-B27 ,其结

果符合率为 97.5%, 有 2 例流式细胞术检测值临近

Marker值 ,微量淋巴细胞毒法计分结果显示为阴性 ,拟

以 PCR法来判定;另 38例临床明确符合诊断标准的强

直性脊柱炎患者其 HLA-B27检测均为阳性 ,两种方法

的符合率为 100%。本实验表明流式细胞术快捷 、简

便 、省时且稳定性和重复性皆好 ,当临床根据症状 、体

征及X线检查怀疑为 AS 时 ,HLA-B27阳性可作为早期

诊断及支持临床的重要指标
[ 7]
。
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讨论

　　幼儿支气管异物常见 , 而成人支气管异物较少见 , 存留达

13 年者更是少见。临床常因肺部并发症而就诊。虽然异物可

以自行咳出 ,但咳出机会极少 , 国外报道为 2.2%, 国内报道在

0.6%～ 4%[2] 。本例患者有较明确的异物吸入史 , 且吸入时反

应剧烈 , 就诊时临床医师对其病史询问不够 , 未进行必要的相

关检查 , 以及 X线胸片阅读不仔细而导致延误治疗 13 年。 故

临床医师对有可疑异物吸入的患者应详细询问病史 , 及时进行

X线及纤支镜检查等 ,确定异物部位 ,及时行异物取出术 ,避免

因异物长期存留导致局部感染 、阻塞性肺炎 、肺不张 、肺脓肿及

大咯血等严重并发症。

　　关键词:支气管异物;误诊;治疗
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