
 

        人类白细胞抗原 B27 核酸检测试剂盒(荧光 PCR 法)说明书 

【产品名称】  

人类白细胞抗原 B27 核酸检测试剂盒(荧光 PCR 法) 

【包装规格】  

32 测试/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于定性检测人全血样本中人类白细胞抗原 B27 基因（包括 B2702、B2704、B2705 亚型）。 
强直性脊柱炎(ankylosing spondylitis， AS)是以中轴和外周关节受累为特点，慢性炎症和新骨的形成为主要病变的风湿性疾病。发

病者多见于青少年，起病 10 年内即可出现严重的关节功能障碍，当脊柱、骶髂关节和髋关节发生病变后，病变不可逆转。其中人类白
细胞抗原 B27 (human leukocyte antigen-B27，HLA- B27)被认为与 AS 有着强相关性，即 AS 患者 HLA- B27 的阳性率高达 90% 。
本公司开发的试剂盒可以检出跟 AS 有关的 B2702、B2704、B2705 亚型，但并不能区分不同基因亚型，本试剂仅用于强直性脊柱炎的
辅助诊断，检测结果不得作为患者病情评价的唯一指标，必须结合患者临床表现和其他检测方法对病情进行综合分析。 

【检验原理】 

本试剂盒选用一对 HLA-B27 特异性引物，结合特异性探针，该探针能与引物扩增区域中间的一段 DNA 模板发生特异性结合，在
PCR 延伸反应过程中，Taq 酶的外切酶活性将 5’端荧光基团从探针上切割下来，使之游离于反应体系中，从而脱离了 3’端荧光淬灭基
团的屏蔽，即能接受光刺激而发出可供仪器检测的荧光，本试剂盒选用 FAM 通道，从而实现在全封闭反应体系中对 HLA-B27 核酸的
自动化检测。 

试剂盒中的内标选用一对管家基因特异性引物，结合特异性探针，该探针能与引物扩增区域中间的一段 DNA 模板发生特异性结
合，在 PCR 延伸反应过程中，Taq 酶的外切酶活性将 5’端荧光基团从探针上切割下来，使之游离于反应体系中，从而脱离了 3’端荧光
淬灭基团的屏蔽，即能接受光刺激而发出可供仪器检测的荧光，内标选用 VIC 通道，从而实现在全封闭反应体系中对检测过程的监控，
可有效监控假阴性的发生。 

【主要组成成分】 

组成 主要成分 规格 

核酸提取液 含 Triton-100、Chelex-100 1.8 mL×1 

10×红细胞裂解液 含 NH4Cl、NaHCO3、EDTA-Na2 5 mL×1 

B27 反应混合液 含 Tris-HCl、KCl、MgCl2、dNTP、引物、探针 1.2 mL×1 

Taq 酶 含 Taq DNA 酶及抗体 28 μL×1 

B27 阳性对照 

 

主要成分为 B2704 基因组 DNA(重组克隆)，浓度≥1.0×10
3 
copies/mL 

 

100 μL×1 

 阴性对照 主要成分为 NaCl 

 

100 μL×1 

 
                        注：本试剂盒采用煮沸法提取核酸，不同批号试剂盒中各组分不可以互换。 

【储存条件及有效期】 

-20℃±5℃保存，有效期 12 个月。 
未使用完的试剂继续冷冻保存不影响其稳定性，试剂反复冻融三次后，-20℃±5℃下可保存 30 天；试剂开瓶后，在室温条件下

放置时间不超过 8 小时；本产品应以冰盒或者冷藏车进行运输，模拟运输实验表明，运输条件不会影响产品的稳定性和有效期，但
运输时间不应超过 7 天。生产日期及失效日期见包装标签。 

【适用仪器】  

扩增检测仪器为具有 FAM 和 HEX/VIC 荧光通道的 ABI 7500 荧光 PCR 扩增仪和西安天隆公司的天隆 TL988-IV 四通道荧光定量
PCR 扩增仪。 

【样本要求】 

1.  标本：全血。 
2.  采集：用一次性无菌注射器抽取受检者静脉血 3~5mL，注入含 EDTA 抗凝剂的玻璃管，立即轻轻颠倒玻璃管混合 5~10 次，使
抗凝剂与静脉血充分混匀。 
3.  存放：2~8℃保存，不超过 24 小时；-20℃以下保存，不超过 3 个月；-70℃以下长期保存，但应避免反复冻融。 
4.  运输：采用泡沫箱加冰密封进行运输。 

【检验方法】   

1.  样本处理【样本处理区】 
1.1 取 5mL 的 10×红细胞裂解液中加入 45mL 的无菌去离子水稀释成 1×红细胞裂解液； 
1.2 1.5mL 离心管，加入抗凝血 500μL； 
1.3 加入 1000μL的 1×红细胞裂解液，颠倒混匀，室温静置 5min； 
1.4 室温下离心，5000rpm 离心，5 分钟，弃上清，保留沉淀； 
1.5 加入 500μL的 1×红细胞裂解液，颠倒混匀，室温静置 5min； 
1.6 室温下离心，5000rpm 离心，5 分钟，弃上清，保留沉淀，尽可能吸除残存液体； 
1.7 沉淀中加入 50μL 核酸提取液(内含固体沉淀颗粒物，为使颗粒均匀分布，每次取样时请用吸头反复吸打)，混匀后 2000rpm 离心
10sec，100℃水浴或干浴 10min，12000rpm 离心 10min，上清供 PCR 扩增用(如样本裂解产物当天不使用，请于-20℃保存)； 

注意：核酸提取液内含固体沉淀颗粒物，为使颗粒均匀分布，每次取样时请用吸头反复吸打。 
2.  试剂配制【试剂准备区】 

从试剂盒中取出 B27 反应混合液，在室温下融化并振荡混匀后，2000 rpm 离心 10 sec。计算需准备反应试剂测试数[n=样本数+对
照品数(2)]。每人份反应体系配制如下：  

试剂 B27 反应混合液 Taq 酶 

用量 35.2μL 0.8μL 

按 n 测试计算上述各试剂的用量，加入一适当体积的离心管中，充分混匀后，按 36μL量分装到 PCR 反应管中，转移至样本处理
区。 
3.  加样【样本处理区】 

按一定顺序向反应液中分别加入 4μL的阴性对照(无需抽提)、B27 阳性对照(无需抽提)、样品处理上清液，盖紧反应管，转移至扩
增区。 
4.  PCR 扩增及荧光检测【扩增区】 

将各反应管按一定顺序放入 PCR 仪上，按以下程序进行 PCR 扩增： 
步  骤 循 环 数 温  度(℃) 反应时间 

1 1 95 3min 

2 40 
94 15sec 

60 30sec 

检测荧光选择：目的基因(FAM)、内标(VIC)，荧光数据采集在 60℃。 



【阳性判断值】  

FAM 通道检测 Ct 值小于或等于 38 时，则判断该样本为 HLA-B27 阳性。 

【检验结果的解释】 

阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性对照品的最高点。阳性对照 FAM 通道 Ct 值应小于 38，阴性对照 FAM 通道 Ct 无数值；
在阈值以上的荧光曲线应当是具有明显的 S 型曲线，否则该次实验视为无效，应检查仪器、试剂、扩增条件等方面的误差。 
1.  检测样本 FAM 通道 Ct 值≤38.0 者判为阳性。 
2.  检测样本 FAM 通道 Ct 值＞38.0 的样本建议重做，重做结果 FAM 通道 Ct 值＜40 者为阳性，否则为阴性。 
3.  检测样本 FAM 通道 Ct 无数值且 VIC 通道 Ct 值应小于 39 者判为阴性。 

【检验方法的局限性】 

检测结果不能直接作为临床确诊或排除病例的依据，仅供临床医生参考使用。同时，检测结果和样本的采集、保存和运输条件
有关，其中任何环节失误都可导致假阴性的结果；如果在样本处理过程中发生交叉污染，则可能出现假阳性的结果。 

【产品性能指标】 

1.  外观：试剂盒包装完好，盛装各试剂的冻存管或离心管无破损，标签完好。 
2.  分析特异性：本试剂盒与 HLA-A1、HLA-DRB1、EB、HLA-B58、HLA-DQ、HLA-B8、HLA-DPB1、HLA-B2703、HLA-B2707、
B2709、B2711、B2706 无交叉反应；或检测国家阴性参考品，检验结果均应为阴性。 
3.  阳性符合率：8 份阳性参考品(包括 HLA-B2704 亚型 3 份，HLA-B2705 亚型 3 份，HLA-B2702 亚型 2 份)，检验结果均应为阳性，
符合率(+/+)为 8/8；或检测国家阳性参考品，检验结果均应为阳性。 
4.  检测限：浓度为 500copies/mL 的检测限参考品 L1~L3(分别为 HLA-B2704 亚型、HLA-B2705 亚型、HLA-B2702 亚型)，分别重
复 20 次，至少 17 次检测结果为阳性，检测结果符合率应≥17/20；或检测国家检测限参考品，检验结果均应为阳性。 
5.  精密度：精密度参考品 J 高(HLA-B2704)、J 低(HLA-B2705)，分别重复测试 10 次，Ct 值的变异系数(CV,%)≤5.0％。 
6.  干扰物： 500mg/mL 的游离血红蛋白、18mM 甘油三酯和 0.8mg/mL EDTA 抗凝剂对结果无明显影响；750mg/kg 的消炎痛、
500mg/mL 的波尼松和 15g/kg 的柳氮磺吡啶对结果无明显影响。 

【注意事项】 

1.  本试剂盒为体外检测试剂，操作人员应经过专业培训并具有一定经验。 
2.  为保证实验结果的准确性和可靠性请使用已校准的移液器，选用合格的一次性使用的 PCR 反应管、离心管、枪头等进行样本处理
及配液等操作，所有用具应不含 DNA 酶。 
3.  实验请严格分区操作：第一区：试剂准备区-准备扩增所需试剂；第二区：样本处理区-待检测样本和对照品的处理；第三区：PCR
扩增区-PCR 扩增检测，各区物品均为专用，不得交换使用，避免污染，每次实验完后立即清洁工作台。 
4.  本产品使用前应在室温充分融化，混匀并瞬时低速离心。 
5.  样本处理应在生物安全柜中进行，以保护操作人员安全和防止对环境的污染。 
6.  每次实验应设置阴性对照和阳性对照，不同批号的试剂请勿混用，在有效期内使用试剂盒。 
7.  待测样本尽可能新鲜，提取过程应严防 DNA 酶污染及操作不当导致的 DNA 降解。 
8.  -70℃保存的样本，加样前应在室温充分融化、混匀并瞬时低速离心后使用。 
9.  分装有反应液的反应管应扣盖或装入密实袋内再转移至样本处理区。 
10. 加样时应使样品完全加入反应液中，不应有样品粘附于管壁上，加样后应尽快盖紧管盖。 
11. 反应液分装时尽量避免产生气泡，上机前注意检查各反应管是否盖紧，避免泄露污染仪器。 
12. 扩增完毕取出反应管，密封在专用塑料袋内，丢弃于指定地点。 
13. 实验中用过的枪头请直接打入盛有 10%次氯酸钠的废物缸内，并与其他废弃物品一同丢弃。 
14. 工作台及各种实验用物品经常用 10%次氯酸钠、75%酒精和紫外灯进行消毒。 
15. 实时荧光 PCR 仪需经常校正和清洁载样板板孔。 
16. 本试剂盒涉及的待测样本应视为具有传染性物质，操作和处理均需符合卫生部《微生物生物医学实验室生物安全通用准则》和《医
疗废物管理条例》相关要求。 
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【基本信息】 

注册人/生产企业名称：苏州天隆生物科技有限公司     
住所：苏州工业园区金鸡湖大道 99 号苏州纳米城西北区 07 栋 501 室 
联系方式：0512-62525631    传真： 0512-62956337     网址：www.medtl.cn 
售后服务单位名称： 苏州天隆生物科技有限公司        
联系方式：0512-62525631     传真：0512-62956337     网址：www.medtl.cn 
生产地址：苏州工业园区金鸡湖大道 99 号苏州纳米城西北区 07 栋(NW-07)501 室、苏州工业园区金鸡湖大道 99 号苏州纳米城西北区
06 栋(NW-06)504 室 
生产许可证编号：苏食药监械生产许 20140001 号 
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