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【摘) 要】目的：用流式芯片以及 KHS 技术检测 MIR#,$%"’，

"* 亚型，提供临床诊断强直性脊柱炎的新方法. 方法：对 !$’
例强直性脊柱炎患者及 *" 例正常人采用流式细胞方法检测

MIR#,$%，采用流式芯片方法检测 MIR#,$% 亚型. 结果：!$’
例强直性脊柱炎患者 MIR#,$% 阳性数 !!= 例，阳性率 &’W ，

其中 MIR#,$%"’ 亚 型 =+ 例，占 总 阳 性 数 的 *+. =W ，MIR#

,$%"* 亚型 ’+ 例，占总阳性数的 ’!. ’W . *" 例正常人的亚型

检测结果均为 MIR#,$%"’ 阳性. 结论：强直性脊柱炎患者的

发病机制与各亚型的特异序列无关，仅与 MIR#,$% 各亚型共

有序例有关，流式芯片技术可以快速准确地对 MIR#,$% 相关

亚型作出分析，为深入探讨强直性脊柱炎发病机制奠定工作

基础，并提供强直性脊柱炎临床诊断的新方法.
【关键词】背柱炎，强直性；MIR#,$% 抗原；流式芯片
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(K 引言

强直性脊柱炎（RCU81>65CO -@>CG815B56，R-）是一

种原因不明的以中轴关节慢性炎症为主要表现的全

身性疾病，主要侵犯骶髂关节、髋关节、脊柱旁软组织

及外周关节等. 该病早期进展较慢，但后期发展较

快，很短时间内形成驼背畸形，髋、膝等关节强直，待

诊断明确时再予以正确治疗效果较差，故早期诊断尤

为重要. MIR#,$% 分子由 $ 条多肽链组成，一条 ! 链

或重链，<A 约 ’’ """. 它们与另一条 " 链或轻链即

"$ 微球蛋白（<A 约 !$ """）结合共同组成 ,$% 分

子［!］. 迄今已检出 $* 个 MIR#,$% 等位基因（亚型）.
可编码 $( 种蛋白质（,$%"!#,$%$(）［$］. 随着 MIR 基

因分型性技术的成熟和发展，从亚型水平探讨 R- 的

发病机制已成为可能. 我们采用的流式芯片技术是

近年来新发展的分子生物学研究方法，可以快速准确

地对 MIR#,$% 的相关亚型进行快速准确的检测，可

以进一步深入探讨 R- 的发病机制，提供临床上早期

诊断 R- 的新方法.

LK 材料和方法

L. LK 材料K 研究样本为 $""( X $""* 年苏北人民医院

骨科门诊或病房 R- 患者（ 按 !&&% 年 2CO1030C 提出

的诊断标准［(］）外周血，共 !$’（男 ++，女 (=）例，全部

为汉族，年龄分布为 !% Y *’ 岁，另有 *" 例正常人门

诊样本. 流式细胞仪 VRH-H4157JA 及所用 MIR#,$%
检测试剂盒均为 ,? 公司产品，H415@0A!""" 微流芯

片分析仪来自德国安捷伦公司.
L. &K 方法

!. $. !) 流式细胞方法检测 MIR#,$%) # 取专用试
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管 ! 支，加入"#$ %& !’，再加入肝素(& !’ 抗凝血，充

分混匀后置暗处于 )(* + ,,* ,& -./01 " 荧光染色

后，加入溶血剂, "’，充分混匀，准确放置暗处!& "/01
# 以 !(&& - 2 "/0 离心 ( "/01 弃上清，用 345 洗涤 !
次，加入 345 液 &1 ( "’，混匀，上流式细胞仪分析1
!1 ,1 ,6 流式芯片方法检测 7’#84,9 亚型

!1 ,1 ,1 !6 引物设计6 7’#84,9 亚型引物序列为：上

游 (:8;;# ;<; ;#< =#= =<# <<< ;;8%:，下游 (:8
=<; <=< =;; <<= =;; <<= ; 8%:（由上海捷倍恩基

因公司合成）1
!1 ,1 ,1 , 6 基因组 >?# 提取6 抽取静脉血 &1 ( "’，

@><# 抗凝，盐析法提取 >?#，并用紫外分光光度计

读取 ,A& 0"，,B& 0" 两个波长下的吸光度检测 >?#
浓度1
!1 ,1 ,1 %6 3;C 反应6 3;C 反应体系中含 &1 , ""D) 2
’ E#<3 双侧引物各 &1 ( !"D) 2 ’，>?# 模板 &1 ! !F，

<.G>?# 多聚酶 ! + !1 ( H，总体积 (& !’，3;C 反应

在全自动 3;C 仪上进行，IAJ %& K 变性，A(J (& K
退火，9&J ! "/0 延伸，%& 个循环，9,J延伸 ( "/01
!1 ,1 ,1 L 6 流式芯片确定 7’#84,9 亚型6 扩增产物

混匀，取 ! !’ 加入芯片样品孔中，再加入染色胶，将

芯片平稳置于 ;.)/MN- !&&& 微流芯片分析仪上，应用

分析软件读取 7’#84,9 各亚型峰图形1
统计学分析：#5 患者和正常人两组间的阳性率

比较采用 !, 检验1

!" 结果

!# $" %&’()!*" 采用流式细胞技术共检测 #5 患者

外周血 !,L 例，结果阳性 !!A（男 IL，女 ,,）例1 另外还

检测正常人外周血 (& 例，仅发现 7’#84,9 阳性 ! 例1
!# !" %&’()!* 亚型" 对所有 7’#84,9 阳性样本应

用流式芯片技术，进一步确定 7’#84,9 的亚型1 典

型的 7’#84,9 &L，&( 亚型流式芯片检测结果见图

!#，41 在 !,L 例 #5 患者中：7’#84,9&L 亚型阳性

AB 人，占 7’#84,9 阳性总数的 (B1 A*，7’#84,9&(
亚型阳性为 LB 人，占 7’#84,9 阳性总数的 L!1 L*；

(& 例正常人对照组中仅有 ! 例 7’#84,9 阳性，且亚

型检测结果为 7’#84,9&L1 #5 患者组与正常人对照

组 的 7’#84,9 阳 性 率 有 显 著 性 差 异（ I%1 (* !"
&1 (*，# $ &1 &(）1

+" 讨论

7’#84,9 是一种$类组织相容复合体（O7;）基

因即人类白细胞抗原基因，其表达产物即 7’#84,9
抗原分子［L］1 7’#84,9 是第一个被发现的人类某一

#：7’#84,9&L 阳性峰；4：7’#84,9&( 阳性峰1

图 !6 7’#84,9 亚型流式芯片检测结果

疾病与一种 O7; 分子相关的抗原1 !I9% 由 4-NPN-8
QD0［(］报道了 7’#84,9 与 #5 的密切相关性，这在迄

今已知的 7’# 与疾病的关联中是最强和最典型的1
7’#84,9 传统检测方法为免疫学和血清学技术（ 微

量淋巴细胞毒试验），现渐为流式细胞技术替代［A］1
我们采用流式细胞技术对临床 #5 患者和正常人进

行研究，所得结果也进一步验证上述这种相关性，在

所研究的 !,L 例 #5 患者中，有 !!A 例 7’#84,9 阳

性，阳性率为 I%1 (*，(& 例正常人中有 ! 例 7’#84,9
阳性，阳性率为 &1 (* 1 但是，因为普通人群 7’#8
4,9 阳性率达 L* + 9*，而 #5 的患病率仅 &1 %* 左

右［9］，即 L& +9& 名 7’#84,9 阳性的个体中，只有 % 名

左右可能是 #51 #5 患者中，还有 !&* 左右 7’#84,9
阴性1 因此单凭 7’#84,9 阳性不能确诊 #5，而 7’#8
4,9 阴性也不能排除 #51 因此进一步研究 #5 患者

7’#84,9 的亚型分布具有十分重要的临床价值1
随着 7’# 基因分型技术的成熟和发展，从亚型

水平探讨 #5 的发病机制成为可能1 目前的研究显

示，不同亚型可表现出对 #5 的正相关和负相关，所

以在亚型水平上对疑为 #5 的患者作 7’#84,9 检测，

对 #5 的诊断和鉴别诊断具有重要价值［B］1 目前检测

7’#84,9 亚型的主要方法有 >?# 限制性片段长度

多态性分析，3;C8单链构象多态性及 3;C8>?# 测序

等方法，这些方法通常是结果判读复杂，定量分析困

难，不利于临床诊断上的推广普及1 我们采用先进的

流式芯片技术，可以快速准确地对 7’#84,9 相关亚

型作出分析，但由于抗体的交叉反应，有产生假阳性

结果的可能［I］，我们在后面的分型实验中，由于采用

灵敏度和特异性更高的 3;C 加流式芯片方法，从而

对第一步的结果进一步加以确定，试验结果证明不存

在假阳性1 通常采用基因分型技术鉴定 7’#84 时，

约有 !*的样本因 >?# 抽提失败而致假阴性［!&］1 我

们在采用 3;C 加流式芯片方法进行基因分型时，在

扩增之前对所有样本 >?# 都进行了含量检测，避免

了因 >?# 抽提失败而致的假阴性结果1
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总之，本研究为分析 !"#$%&’ 阳性 #( 患者的亚

型分布关系提供临床资料，也为进一步深入探讨 #(
的发病机制以及与 !"#$%&’ 的确切关系奠定基础，

并为临床 #( 疾病诊断提供辅助性的新方法)
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#$ 临床资料$ &III$I* \ &IIC$*I 我院收治结核性脓胸 DK（ 男

JS，女 *J）例，年龄 *D ] CS 岁) 局限性脓胸 DI 例，全脓胸 K
例，合并肺结核或既往有肺结核病史者 &S 例，合并支气管胸

膜瘘者 D 例，有结核性渗出性胸膜炎者 JJ 例) 手术均采用气

管插管复合全麻方式，其中胸膜纤维板剥脱术 JK 例，胸廓成

形术 C 例，胸膜全肺切除术 & 例，瘘修补术 D 例，胸腔病灶清

除术 J 例) 全组术前采用胸腔闭式引流术 JS 例) 术后均行胸

腔持续引流，其中 S 例行胸腔碳酸氢钠、生理盐水反复灌洗

脓腔得以闭合) 结果本组均临床治愈，术后脓腔全部消灭，支

气管胸膜瘘闭合，追踪随访 * ] *) S 1，患者肺结核病灶稳定，

全身情况良好，无死亡病例)

%$ 讨论$ 近年来结核病发病率明显回升，慢性结核性脓胸亦

逐渐增多) 结核性脓胸多由结核性渗出性胸膜炎继发而来，

也可由肺结核病灶破裂，脊柱、肋骨和胸骨结核侵及胸腔所

致) 结核性脓胸起病 D ] C T4 后即形成难以吸收的增厚纤维

板，包裹肺组织，肺顺应性严重下降，内科保守治疗难以治愈，

应尽早行外科手术治疗) 徐志全等［*］认为结核性脓胸病程超

过 C T4 者都可行胸膜纤维板剥脱术) 脓腔较大，临床症状较

重，或形成支气管胸膜瘘时，应先行胸腔闭式引流，待症状缓

解、每天引流量 ^ SI >" 时，方可开胸手术治疗)
胸膜纤维板剥脱术创伤小，能够较好地保持胸廓的完整

性，最大限度保护和改善肺功能，是治疗慢性结核性脓胸的首

选方法和最佳术式) ! 对肺内无病变的单纯脓胸，应尽可能

行全胸膜剥脱术，肺及胸膜的纤维粘连较轻，纤维包囊较小

者易剥离) 对病史较短，脓腔较大甚至全脓胸病例，可先试行

剥开部分脏层纤维板，如患肺经加压充气复张良好，全部剥开

后可以膨满患侧胸腔容积的 * \ & 以上，肺内无活动性结核病

灶，即可选择胸膜纤维板剥脱术) 不但要剥脱构成脓腔的增

厚纤维板，肺与纵膈、膈面应充分剥离、松解，肋膈角区纤维板

剥离尤为重要，术后较长时间留置胸腔引流管，大部分病肺可

复张膨满胸腔［&］) 本组采用胸膜剥脱术 JK 例，均临床治愈，

术后无复发) " 对估计不能耐受全胸膜纤维板剥脱术，或剥

脱术后可能遗留残腔者，可采用保留壁层的纤维板剥脱术)
清创后的壁层纤维板作为充填脓腔的良好材料并不引起脓胸

复发［J］) 保留壁层的纤维板剥脱术后仍遗留残腔者，可一期

附加局部胸廓成形术)
胸廓成形术适用于合并肺部严重不可逆结核病灶或复杂

性支气管胸膜瘘者) 我们采用改良的 !0660+ 胸廓成形术，术

中根据脓腔范围，充分切除覆盖脓腔的肋骨，肋骨两端要超过

脓腔两边 J ,> 以上，以使胸壁萎陷充分，彻底消灭残腔；同时

清除脓腔中的脓汁、干酪物、坏死组织，保留肋间肌和壁层增

厚的纤维板，充分堵塞脓腔，但脏层纤维板尽量切除，不能切

除的做“井”字切开，以松解肺组织，使肺膨胀) 对复杂性支

气管胸膜瘘，可用肩胛岗下切除的带蒂肩胛下肌瓣填塞修补

于瘘口表面，其肌肉瓣体积大，血运丰富，为支气管胸膜瘘的

愈合提供了最佳条件) 本组支气管胸膜瘘修补 D 例，效果满

意，无复发) 胸膜肺切除术创伤大、并发症多，临床治疗中已

很少采用) 但对耐药结核杆菌感染的脓胸并发肺内较大结核

灶者，应采用胸膜肺切除，否则术后肺部遗留病灶难以用药物

控制，从而导致术后肺部病灶浸润进展) 可同时加用胸廓成

形术或带蒂大网膜移植术)
本组有 J 例术中发现脓胸局限、相应肺组织内病灶较多，

身体条件差，予以胸腔病灶清除术，术后用碳酸氢钠、生理盐

水反复灌洗脓腔得以闭合，但胸管引流时间较长) 术后肺破

口漏气影响肺复张往往是手术失败的主要原因，应根据肺破

口漏气情况充分引流，必要时上、下胸腔各安放一粗胸管引

流，还可加用负压吸引)
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