
０．９９７９，表明两台仪器间具有良好的相关性。从４０例健康体

检者的检测结果分析，其参考个体符合厂家提供的参考区间的

比率Ｒ（％）＝９５％，说明厂家推荐的参考区间适用。

通过对ＳｔａｇｏＳＴＡＲ全自动血凝仪的性能评价，初步确

定该仪器采用免疫比浊法检测血浆Ｄ二聚体具有良好的分析

性能，其正确度、不精密度、携带污染率、抗干扰性、线性范围、

相关性等均符合质量目标要求，推荐的参考区间也适用，可以

满足临床检测要求。
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·检验仪器与试剂评价·

４种检测试剂对３５０例临床标本ＥＮＡ多肽抗体谱检测结果分析

刘　春△，马　云，王　彬

（深圳市人民医院，广东深圳５１８０２０）

　　摘　要：目的　通过４种检测试剂对３５０例临床标本ＥＮＡ多肽抗体谱检测结果的对比，探讨最佳检测方案。方法　选取

２０１２年１～６月，在深圳人民医院、北大深圳医院肾内科、风湿免疫科门诊及住院的患者ＡＮＡ阳性（ＩＩＦ法），并疑似自身免疫性疾

病的患者，共３５０例，其中男１４２例，女２０８例，年龄１８～７０岁，平均４６．５岁。采用４种不同检测试剂对上述患者血清进行检测。

结果　３５０例临床标本中，４种试剂检出的阳性标本数分别为：试剂１阳性率为６２．９％（２２０／３５０）；试剂２阳性率为６３．７％（２２３／

３５０）；试剂３阳性率为６５．７％（２３０／３５０）；试剂４阳性率为４５．１％（１５８／３５０），差异有统计学意义（犘＜０．０５）；４种试剂一致性最高

的为ＳＳＢ，８３．３％，一致性最低的为Ｓｃｌ７０，４５．５％。结论　４种检测试剂对这组抗体检测结果均有不一致的情况出现，如果不能

对ＥＮＡ自身抗体谱的抗体特征充分了解以及应用多种检测试剂联合互相验证、互相补充势必出现对这组抗体检测结果的错误

判断，导致为数不少的患者被误诊、漏诊。

关键词：实验室技术和方法；　ＥＮＡ多肽抗体谱；　敏感性与特异性

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０５．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０５０６０４０３

　　ＥＮＡ多肽抗体谱是指不含ＤＮＡ和组蛋白，但可被盐水

提取的可溶性核抗原的一类核蛋白的总称，主要成分为核酸和

蛋白质。ＥＮＡ抗体的出现是自身免疫性结缔组织疾病诊断的

主要血清学指标，其抗体的存在和滴度通常与疾病的活动性不

明显相关，因此它并不代表疾病的严重程度，而常常做为回顾

性诊断的重要依据［１２］。常用的检测ＥＮＡ抗体的方法有ＩＢＴ，

ＥＬＩＳＡ、ＣＩＥ及ＩＤ等，近几年在ＩＢＴ的基础上又区分出斑点印

迹、传统免疫印迹两种检测模式的试剂。不同的抗原、不同的

检测试剂，会导致不同的检测结果。本文通过两种斑点印迹试

剂、一种ＥＬＩＳＡ法试剂和一种传统免疫印迹试剂，四种检测试

剂对３５０例临床标本的的检测结果进行分析、对比，探讨最佳

检测方案。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年１～６月在深圳人民医院、北大

深圳医院肾内科、风湿免疫科门诊及住院的患者 ＡＮＡ阳性

（ＩＩＦ法），并疑似自身免疫性疾病的患者，共３５０例，其中男

１４２例，女２０８例，年龄１８～７０岁，平均４６．５岁。留取上述患

者的空腹静脉血，取血清，体积不少于１５０μＬ，排除溶血和高

脂血标本，－２０℃保存。

１．２　方法　用４种试剂对抗 ＥＮＡ 抗体进行检测，包括

ＵＩＲＮＰ、Ｓｍ、ＳＳＡ５２、ＳＳＢ、Ｓｃｌ７０、ＪＯ１，ｒＲＮＰ７种。试剂１为

欧蒙医学实验诊断有限公司生产的抗ＥＮＡ抗体ＩｇＧ检测试

剂盒（斑点印迹）。试剂２为深圳伯劳特生物制品有限公司提

供的风湿病自身抗体检测试剂盒（斑点印迹）。试剂３为美国

ＩＮＯＶＡ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ．Ｉｎｃ公司生产的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒。试

剂４为深圳伯劳特生物制品有限公司提供的风湿病自身抗体

检测试剂盒（传统免疫印迹）。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据处理，计

·４０６· 国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５



数资料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验，并计算方法一致性

犓犪狆狆犪值。

２　结　　果

２．１　３５０例ＡＮＡ（ＩＩＦ法）阳性标本的核型　颗粒型占６７．１％

（２３５／３５０）、核均质型占１７．１％（６０／３５０）、核仁型占７．１４％

（２５／３５０）、核点型和着丝点型占８．５７％（３０／３５０）。

２．２　４种试剂检测一致性比较　最高的是ＳＳＢ，一致性为８３．

３％，最低的是Ｓｃｌ７０，一致性为４５．５％，见表１。Ｕ１ＲＮＰ：共计

３５例ＥＬＩＳＡ阳性，传统免疫印迹阴性的标本。３５例标本中，

两种斑点印迹试剂共同阳性８例，阴性１５例，其余１２例标本，

试剂１出现５份阳性，试剂２出现７份阳性。Ｓｍ：共计６例

ＥＬＩＳＡ阳性，传统免疫印迹阴性的标本。６例标本中，两种斑

点印迹试剂共同阳性３例，阴性１例，其余２例标本，试剂１出

现１份阳性，试剂２出现１份阳性。ＳＳＡ５２：共计２５例ＥＬＩＳＡ

阳性，免疫印迹阴性的标本。２５例标本中，两种斑点印迹试剂

共同阳性８例，阴性１２例，其余５例标本，试剂１出现２份阳

性，试剂２出现３份阳性。ＳＳＢ：共计１２例ＥＬＩＳＡ阳性，传统

免疫印迹阴性标本。１２例标本中，两种斑点印迹试剂共同阳

性２例，阴性７例，其余３例标本，试剂１出现１份阳性，试剂２

出现２份阳性。Ｓｃｌ７０：共计１２例ＥＬＩＳＡ阳性，传统免疫印迹

阴性标本。１２例标本中，两种斑点印迹试剂共同阳性５例，阴

性５例，有２例标本，试剂１出现１份阳性，试剂２出现１份阳

性。ＪＯ１：共计５例ＥＬＩＳＡ阳性，传统免疫印迹阴性标本。５

例标本中，两种斑点印迹试剂共同阳性１例，阴性２例，有２例

标本，试剂１出现１份阳性，试剂２出现１份阳性。ｒＲＮＰ：共

计１０例ＥＬＩＳＡ阳性，传统免疫印迹阴性标本。１０例标本中，

两种斑点印迹试剂共同阳性１例，阴性６例，有３例标本，试剂

１出现２份阳性，试剂２出现１份阳性。

２．３　４种试剂检测阳性标本数　见表２，由大到小依次为试剂

３、试剂２、试剂１、试剂４，最高的阳性率为６５．７％（２３０／３５０），

最低阳性率为４５．７％（１５８／３５０）。前三种试剂阳性率明显高

于后一种试剂，符合ＥＬＩＳＡ法、免疫印迹法与对流免疫电泳法

检测抗ＥＮＡ抗体的比较中，ＥＬＩＳＡ法检测敏感性最高的相关

文献报道［５］，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；各单项中，尤以

Ｕ１ＲＮＰ、Ｓｃｌ７０、ＪＯ１，这３项中前３种试剂阳性率明显高于后

一种试剂，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　　４种试剂检测结果一致性比较

ＥＮＡ抗体 Ｕ１ＲＮＰ Ｓｍ ＳＳＡ５２ ＳＳＢ Ｓｃｌ７０ ＪＯ１ ｒＲＮＰ

结果一致例数（狀） ７５ ３４ １１５ ５０ １０ １０ ３２

总例数（狀） １１０ ４０ １４０ ６２ ２２ １５ ４２

总符合率（％） ６８．２ ８２．５ ８２．１ ８３．３ ４５．５ ６６．７ ７６．２

表２　　３５０例标本ＥＮＡ多肽抗体谱检测结果［狀（％）］

狀 Ｕ１ＲＮＰ Ｓｍ ＳＳＡ５２ ＳＳＢ Ｓｃｌ７０ ＪＯ１ ｒＲＮＰ

试剂１ ２２０（６２．９） １０１（２８．９） ３９（１１．１） １２８（３６．５） ５５（１５．７） １９（５．４２） １４（４．００） ３８（１０．８）

试剂２ ２２３（６３．７） ９５（２７．１） ３８（１０．９） １３０（３７．１） ５７（１６．２） １８（５．１４） １４（４．００） ３６（１０．３）

试剂３ ２３０（６５．７） １１０（３１．４） ４０（１１．４） １４０（４０．０） ６２（１７．８） ２２（６．２８） １５（４．２８） ４２（１２．０）

试剂４ １５８（４５．１） ７５（２１．４） ３４（９．７） １１５（３２．９） ５０（１４．３） １０（２．８５） １０（２．８５） ３２（９．１４）

３　讨　　论

ＥＮＡ是可提取核抗原总称，属非组蛋白的核蛋白，为酸性

蛋白抗原。依赖细胞功能的不同状态存在于细胞核和细胞桨

内，由许多小分子ＲＮＡ与各自对应的特定蛋白质组成的核糖

蛋白颗粒，分子中不含ＤＮＡ。主要功能是参与细胞内ＤＮＡ的

复制、转录以及蛋白的翻译合成［２］。不同的自身免疫性疾病可

产生不同的抗ＥＮＡ抗体，因此抗ＥＮＡ抗体的检测为自身免

疫系疾病的协助诊断、鉴别诊断、疗效观察提供了重要依据［３］。

ＥＮＡ抗体的检测以前常采用对流免疫电泳法（ＣＩＥ）和免疫双

向扩散法（ＩＤ）法，随着分子生物学和基因工程技术的飞速发展

和应用，免疫印迹技术（ＩＢＴ）和酶联免疫测定法（ＥＬＩＳＡ）被较

多应用［４］，而在免疫印迹技术的基础上又衍生出两种检测方

法：斑点印迹和传统免疫印迹。传统免疫印迹是在抗原不同表

位，从分子水平识别各种抗体所作用的抗原在蛋白多肽分子量

上的差别、从抗原的蛋白多肽水平上识别不同抗核抗体的方

法。ＥＩＩＳＡ和斑点印迹方法则建立在基因重组抗原的基础上，

因此非常依赖于抗原制备的纯度，抗原纯化程度往往影响其检

测的特异性［５］。

抗Ｕ１ＲＮＰ抗体：抗 Ｕ１ＲＮＰ抗体是混合性结缔组织病

（ＭＣＤＴ）的重要血清学特征。Ｕ１ＲＮＰ是Ｕ１ＲＮＡ和蛋白质组

成，Ｕ１ＲＮＰ 抗 体 所 针 对 的 主 要 多 肽 表 位 在 Ｍｒ７３０００、

Ｍｒ３２０００和 Ｍｒ１７５００以及 Ｍｒ２９０００／Ｍｒ２８０００多肽上。其

中以 Ｍｒ７３０００或者７３０００和（或）３２０００、１７５００的组合与ＩＤ

法的符合率较高，对判断抗Ｕ１ＲＮＰ抗体最特异
［６］。本研究中

四种检测试剂一致性为６８．２％，偏低的原因可能为：Ｕ１ＲＮＰ

抗体最具多态性，４个抗原表位可以不同排列组合的连接，也

说明在自身免疫中是多克隆、多位点的。采用部分抗原表位连

接会出现假阴性，而连接抗原表位过多会出现假阳性。

抗Ｓｍ抗体：Ｓｍ抗体是诊断系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）的特

异性指标。在ＳＬＥ中阳性率为２０％～３０％．它和 Ｕ１ＲＮＰ属

于同一分子复合物中的不同位点，因此常与 Ｕ１ＲＮＰ抗体共

存［２］。由５个ＵＲＮＡ（Ｕ１、２、４、５、６ＲＮＡ）和多肽组成，抗原表

位在Ｍｒ２９０００、Ｍｒ２８０００和Ｍｒ１３５００多肽上，从与ＩＤ法检测

结果所对应的多肽条带来看，以２８０００、２９０００、１３５００三条带

的阳性符合率最高。而 Ｍｒ２９０００、Ｍｒ２８０００则与 Ｕ１ＲＮＰ抗

体存在交叉反应，并非是Ｓｍ抗体的标记条带
［４，６］。本研究中
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四种检测试剂一致性为８２．５％。试剂１单独出现的一份阳性

标本中，试剂２和试剂３均为阴性，线性印迹则仅出现 Ｍｒｌ３

５００阳性，说明试剂１中Ｓｍ抗原的构建是单以 Ｍｒ１３５００为

主，也会造成假阳性结果。

抗ＳＳＡ抗体：抗ＳＳＡ／ＳＳＢ抗体为干燥综合征（ＳＳ）主要指

标。ＳＳ是一种自身免疫病，主要侵犯外分泌腺体，其中泪腺和

唾液腺受累最为常见，形成干燥性角膜炎和口腔干燥症，同时

也可累及其他器官形成多种临床表现［７］。国内张乃峥等报道

发病率为０．３３％～０．７７％
［８］。ＳＳＡ抗原组分中最重要的是分

子质量为５２×１０３ 和６０×１０３ 的两种蛋白，为抗体识别的靶

点。５２×１０３ 与６０×１０。３在ＳＳ及ＳＩＥ患者血清中出现的频

率不同。ＳＬＥ倾向于抗６０×１０３ 抗体阳性，而ＳＳ倾向于抗

５２×１０３ 抗体阳性。线性印迹由于采用兔胸腺丙酮粉为抗原，

而分子质量为６００００多肽上的ＳＳＡ 抗原为天然构象表位，因

此线性印迹并不能检出抗ＳＳＡ６０抗体
［９１０］。本研究中四种检

测试剂一致性为８２．１％。

ＳＳＢ抗原属于ＳｎＲＮＰ，抗原表位在分子质量为４５０００、

４７０００和４８０００多肽上，其中分子质量为４５０００、４７０００是检

测抗ＳＳＢ抗体最主要的蛋白条带
［４，６］。目前各种检测方法中

抗ＳＳＢ抗体总是和抗ＳＳＡ抗体伴随出现，未见单独出项的纪

录。对临床而言，抗ＳＳＢ抗体在ＳＳ的诊断中较ＳＳＡ抗体更为

特异［１１］。本研究中四种检测试剂一致性为８３．３％。

ＤＮＡ拓朴异构酶１，抗Ｓｃｌ７０抗体是硬化症（ＳＳｃ）标记性

抗体。在ＳＳｃ中阳性率为２５７５％，而且抗Ｓｃｌ７０抗体阳性者

较阴性者肺间质变的发生增加１０倍
［１１］。本研究中四种检测

试剂一致性为４５．５％。偏低的原因可能为：（１）从抗Ｓｃｌ７０抗

体检测结果所对应的多肽条带来看，除了分子质量为８６０００、

７００００条带均阳性之外，在这两条带之间还会出现分子质量为

７５０００、７８０００条带均阳性，则四种试剂检测一致性最高。不

同的试剂采用不同的四种蛋白多肽组合，导致检测结果的差

异。（２）抗Ｕ１ＲＮＰ抗体有一个多肽表位在 Ｍｒ７３０００，重组抗

原构建过程中不排除混入这一序列，则导致假阳性结果。

ＪＯ１是组氨酰ｔＲＮＡ合成酶，抗ＪＯ１抗体为皮肌炎和多

发性肌炎（ＰＭ／ＤＭ）的标记抗体，在 ＰＭ／ＤＭ 中阳性率为

２５％，在合并肺间质变的ＰＭ／ＤＭ 患者中抗ＪＯ１抗体阳性率

可以高达７０％
［２］。在多肽抗体检测中，抗ＪＯ１抗体显示为抗

分子质量为５５０００条带，而在部分肺纤维化的患者中常出现

抗分子质量为５５０００条带合并抗分子质量为５２０００条带阳

性［１１］。本研究中四种检测试剂一致性为６６．７％。偏低的原

因：差异化的检测结果均出现在低值标本上，因此对低值标本

的检测结果应反复确认。

抗ｒＲＮＰ抗体是诊断系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）的特异性指

标，在ＳＬＥ中阳性率为１０％～３０％。抗ｒＲＮＰ抗体常与ｄｓＤ

ＮＡ相关并且伴有ＳＬＥ患者肾脏损害
［１２］。抗原表位在大亚基

上的Ｍｒ３８０００，Ｍｒ１６５００和Ｍｒ１５０００上，从与ＩＤ法检测结果

所对应的多肽条带来看，以３８０００、１６５００、１５０００３条带都阳

性符合率最高［４，６］。本研究中４种检测试剂一致性为７６．２％。

随着风湿免疫疾病研究的不断深入，ＥＮＡ多肽抗体谱的

检测已经纳入到常规检测中来，而使用不同的抗原构建、不同

的检测方法学、不同的检测模式，都将使检测结果存在一定差

异。检测试剂在个别关键指标上检测的一致性略差，更加提示

临床检验中对某项异常检测结果必要时该应用多种方法联合

加以互相验证、互相补充。采用高敏感性试剂初筛联合高特异

性的试剂复核确认，互相弥补，综合评判，确保检测结果可靠性

的同时提高风湿免疫疾病的实验室诊断水平，使之更好的配合

临床诊断。当然任何时候都不能孤立地看待某个检测或者检

查结果．而应将其置于临床指征或病情中综合分析和全面衡

量，以免本末倒置，这也是临床医疗应遵循的基本原则。
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