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１Ｕ。总反应体积２０μＬ（其中模板液５μＬ）。ＰＣＲ扩增产物大

于５００ｂｐ热循环参数均为：９３℃预变性２ｍｉｎ，然后９３℃６０

ｓ→５５℃６０ｓ→７２℃６０ｓ，循环３５周期，最后一个７２℃延长

至５ｍｉｎ，其余均为：９３℃预变性２ｍｉｎ，然后９３℃３０ｓ→５５℃

３０ｓ→７２℃６０ｓ，循环３５周期，最后一个７２℃延长至５ｍｉｎ。

产物经２％琼脂糖凝胶电泳，出现与阳性对照分子相当的目的

条带为阳性。基因检测试剂盒、靶基因ＰＣＲ引物序列和阳性

对照ＤＮＡ由无锡市克隆遗传技术研究所提供。

１．５　菌株亲缘性分析　为多基因聚类分析法（邻接法）。以耐

药基因以及质粒、转座子、Ⅰ类整合子遗传标记为分子标记作

检测结果的样本聚类分析。

２　结　　果

２０株 ＭＤＲＡＢＡ菌中ＴＥＭ阳性５株（２５％），ＯＸＡ２３群

阳性１０株 （５０％）；ａａｃ（３）Ⅰ阳性４株（２０％）、ａａｃ（３）Ⅱ阳性

８株（４０％）、ａａｃ（６′）Ⅰｂ阳性４株（２０％）、ａｎｔ（３＂）Ⅰ阳性４

株（２０％）、ａｎｔ（２＂）Ⅰ阳性１株（２０％）；ｔｎｐＵ阳性５株（２５％）、

ｉｎｔⅠ１阳性４株（２０％）、ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因阳性７株（３５％）。

其余基因均阴性。以耐药基因以及质粒、转座子、Ⅰ类整合子

遗传标记为分子标记作检测结果的样本聚类分析，见图１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

不动杆菌为条件致病菌，可以引起医内感染，在重症监护

病房中分离率最高，主要与患者接受各种侵袭性操作有关。由

于不动杆菌在环境中极强的生存能力为多药耐药鲍曼不动杆

菌在院内的克隆传播造就了良好的生物学基础。在欧洲已经

发现同一克隆株突破国界在不同国家流行传播［３８］。本院近４

个月临床分离的医院感染鲍曼不动杆菌主要来自ＩＣＵ，怀疑存

在医院感染的院内流行，故分析其耐药机制和同源性。本研究

以３６种基因以及质粒、转座子、Ⅰ类整合子遗传标记为分子标

记作检测结果的样本聚类分析，结果显示２０株 ＭＤＲＡＢＡ菌

可分二群。并存在多个克隆传播，其中１３６１４克隆（Ａ克隆）

携带ＴＥＭ、ａａｃ（３）Ⅰ、ａａｃ（６′）Ⅰｂ、ａｎｔ（３＂）Ⅰ、ｔｎｐＵ、ｉｎｔⅠ１、

ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因；２１２１５１６１７１８１９２０克隆（Ｂ克隆）携带

ＯＸＡ２３、ａａｃ（３）Ⅱ基因；８１３克隆（Ｃ克隆）携带 ＯＸＡ２３基

因。Ａ、Ｂ克隆已为院内感染流行株存在，是本院医院感染鲍

曼不动杆菌多药耐药迅速发生的一个重要原因。在此次多重

耐药鲍曼不动杆菌流行的控制中，用分子标记作检测结果的样

本聚类分析，可判断医院感染较方便简单的方法同时可明确耐

药株传播来源，而且对研究者有针对性采取控制措施有重大

意义。
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·检验技术与方法·

全自动毛细管电泳技术在多发性骨髓瘤诊断及分型中的应用

朱红艳 ，欧阳红梅△，张　芹，甸自金，宋建新，杨　曦，蒋雅先

（云南省第一人民医院／昆明理工大学附属昆华医院检验科，云南昆明６５００３２）

　　摘　要：目的　探讨全自动毛细管电泳技术在多发性骨髓瘤（ＭＭ）诊断及分型中的应用。方法　利用全自动毛细管电泳仪

对６１例 ＭＭ患者进行血清蛋白电泳及免疫分型电泳；同时利用免疫散射比浊法进行免疫球蛋白含量测定。结果　６９例 ＭＭ患

者中有６５例在血清蛋白电泳中检出 Ｍ蛋白峰，血清蛋白电泳检出率为９４．２％。６９例 ＭＭ患者中ＩｇＧ型２９例（４２．０％），ＩｇＡ型

２３例（３３．３％），轻链型１７例（２４．６％），不分泌型１例（１．４５％）。血清蛋白免疫分型电泳检出率为９５．７％。Ｍ蛋白所属免疫球蛋

白显著增高，非 Ｍ蛋白所属免疫球蛋白下降或正常，轻链型免疫球蛋白均减低。血清免疫球蛋白定量检出率为８４．１％。结论　

血清蛋白电泳、免疫球蛋白及轻链定量可对 ＭＭ 进行初步筛查，血清蛋白免疫分型电泳则是 ＭＭ 的诊断及分型的重要手段，而

全自动毛细管电泳技术是一种简便的技术，能为临床快速提供可靠的结果。

关键词：多发性骨髓瘤；　Ｍ蛋白；　血清蛋白电泳；　血清蛋白免疫分型电泳；　毛细管电泳技术

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１８．０４４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１８２４４５０３

　　多发性骨髓瘤（ＭＭ）是一种骨髓浆细胞恶性增殖性疾病，

发病以中老年人为主。由于该病起病隐匿，临床表现复杂多

样，极易漏诊或误诊。因此，对 ＭＭ 的早期诊断和鉴别显得极

其重要。本文通过对６９例 ＭＭ 患者进行血清蛋白电泳及血

清蛋白免疫分型电泳、血清免疫球蛋白及尿本周蛋白定量检测

分析，旨在探讨毛细管电泳技术在 ＭＭ诊断及分型中的应用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　全部病例来自２０１０年７月至２０１２年６月本

·５４４２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８



院住院或门诊患者６９例，男４２例，女２７例，年龄３１～８２岁，

平均６２．８岁。全部患者临床表现及实验室检查均符合 ＭＭ

诊断标准［１］。

１．２　方法　（１）血清蛋白电泳及血清蛋白免疫分型电泳：利用

法国ＳｅｂｉａＣａｐｉｌｌａｒｙｓ全自动电泳分析系统及原装配套试剂盒

进行测定。（２）免疫球蛋白含量测定：采用美国德灵公司生产

的ＢＮＰＩＩ型特种蛋白分析仪及原装配套试剂盒，利用免疫散

射比浊法进行测定。

１．３　统计学处理　计量资料以例数表示，计数资料以中位数

表示。运用ＳＰＳＳ１３．０进行统计。以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　血清蛋白电泳结果　在６９例 ＭＭ患者中，有６５例血清

蛋白电泳谱中出现 Ｍ蛋白峰，其中ＩｇＧ型多位于γ区，ＩｇＡ型

多位于β区，轻链型也多位于γ。另４例未见 Ｍ 蛋白峰，结合

骨髓穿刺涂片、血清蛋白免疫分型电泳及尿轻链测定３例考虑

为轻链型，１例为未分泌型。见表１。

２．２　血清蛋白免疫分型电泳结果　６９例 ＭＭ 患者中ＩｇＧ型

２９例（４２．０％），ＩｇＡ型２３例（３３．３％），轻链型１７例（２４．６％），

不分泌型１例（１．４５％）。血清蛋白免疫分型电泳检出率为

９５．７％（６６／６９）。见表２。

２．３　血清免疫球蛋白、轻链及尿本周蛋白定量测定结果　见

表３。

表１　　血清蛋白电泳 Ｍ蛋白位置（狀）

免疫分型 狀
Ｍ蛋白位置

β γ β及γ

未见 Ｍ蛋白

ＩｇＧ ２９ １ ２８ ０ －

ＩｇＡ ２２ １４ ５ ３ －

ＩｇＭ ０ ０ ０ ０ －

轻链型 １７ ４ ９ １ ３

不分泌型 １ ０ ０ ０ １

合计 ６９ １９ ４２ ４ ４

　　－：未检出。

表２　　ＭＭ患者血清蛋白免疫分型电泳结果

免疫分型 κ型（狀） λ型（狀） 合计［狀（％）］

ＩｇＧ ９ ２０ ２９（４２．００）

ＩｇＡ １２ １１ ２３（３３．３０）

ＩｇＭ ０ ０ ０（０．００）

轻链型 ３△ １４※ １７（２４．６０）

不分泌型 － － １（１．４５）

合计 ２４ ４５ ６９（１００．００）

　　△：其中１例血清蛋白免疫分型电泳未检出 Ｍ 蛋白；※：其中１例

血清蛋白免疫分型未检出 Ｍ蛋白。－：未检出。

表３　　各型 ＭＭ患者血清免疫球蛋白、轻链及尿轻链定量测定结果中位数

免疫分型 ＩｇＧ（ｇ／Ｌ） ＩｇＡ（ｇ／Ｌ） ＩｇＭ（ｇ／Ｌ） Ｋａｐ（ｇ／Ｌ） Ｌａｍ（ｇ／Ｌ） Ｋ／Ｌ 尿Ｋａｐ（ｍｇ／Ｌ）尿Ｌａｍ（ｍｇ／Ｌ）

ＩｇＧ κ型 ６１．５０ ０．２９ ０．２６ ４９．０ １．６０ ３８．７ １８０ ＜５０

λ型 ７０．７０ ０．２５ ０．２３ １．４４ ６３．７ ０．０２ ＜１８．５ １８２０

ＩｇＡ κ型 ３．９５ ３２．３０ ０．１８ ２５．４０ １．２９ １４．３１ ７１７ ＜５０

λ型 ３．３２ ４７．４０ ０．１８ ２．６７ １０．９ ０．２４ ＜１８．５ ７８２

轻链型 κ型 ４．６２ ０．３４ ０．２２ ５．４８ １．５２ ６．８４ １７６００ ７３．５

λ型 ３．５１ ０．１８ ０．１５ ３．０４ ９．４０ ０．４２ ＜１８．５ ４９６０

不分泌型 ５．６８ ０．２１ ０．３２ ４．３４ ２．９１ １．４９ ＜１８．５ ＜５０

　　：正常参考值ＩｇＧ（７．５１～１５．６）ｇ／Ｌ；ＩｇＡ（０．８２～４．５３）ｇ／Ｌ；ＩｇＭ（０．４６～３．０４）ｇ／Ｌ；Ｋａｐ（６．２９～１３．５）ｇ／Ｌ；Ｌａｍ（３．１３～７．２３）ｇ／Ｌ；Ｋ／Ｌ

（１．５３～３．２９）；尿ＫＡＰ轻链（０～１８．５）ｍｇ／Ｌ；尿ＬＡＭ轻链（０～５０）ｍｇ／Ｌ。

３　讨　　论

多发性骨髓瘤血清中常出现大量单克隆免疫球蛋白（Ｍ

蛋白），尿中可有大量轻链溢出。血和（或）尿中 Ｍ 蛋白的检测

是 ＭＭ 的诊断的重要依据
［２］。

在本实验中血清蛋白电泳及免疫分型都是采用ＳＥＢＩＡ的

ＣＡＰＩＬＬＡＲＹＳ毛细管电泳系统，该系统的检测原理与自由溶

液毛细管电泳的检测原理相同。ＣＡＰＩＬＬＡＲＹＳ毛细管电泳

系统已经能够对异常蛋白（如 ＨｂＦ）
［３］进行全自动分析检测，

分离速度快，分辨率高。

血清蛋白电泳是分离蛋白质最简单的方法之一，可以获得

有关血浆蛋白质全貌的图谱，并对血清中异常蛋白质进行筛

选。本文研究结果显示，６９例 ＭＭ患者中有６５例在血清蛋白

电泳中检出 Ｍ 蛋白峰，血清蛋白电泳检出率为９４．２％（６５／

６９）。６９例 ＭＭ 患者其中 Ｍ蛋白出现的位置频率，与有关实

验室统计基本一致［４］。由此可知血清蛋白电泳中 Ｍ 蛋白的检

查是早期筛查多发性骨髓瘤的较敏感方法。本实验发现血清

蛋白电泳阴性的 ＭＭ 患者多为轻链型，与有关报道一致
［５］，因

此在血清蛋白电泳图谱中，未出现 Ｍ 蛋白峰也不能排除 ＭＭ

病，因为单纯轻链型和非分泌型 ＭＭ 的血液中可检不出 Ｍ 蛋

白，这类患者需进行进一步检查。

在 ＭＭ 的诊断中，免疫固定电泳也是一种特异、灵敏快速

分离及鉴别单克隆蛋白的直观方法。而且免疫固定电泳能对

Ｍ蛋白进行准确分型。实验中６９例 ＭＭ 患者各型所占比例

与有关报道［５６］略有差异，ＩｇＧ型比例稍低，ＩｇＡ型略高，可能

是本实验检测 Ｍ蛋白采用的毛细管电泳方法不同于传统的免

疫固定电泳，提高了ＩｇＡ的检出率，也可能是因为本实验病例

数太少而不具代表性。而轻链型的比例比以往报道的高，可能

是因为本实验中免疫固定的试剂中不包括测定ＩｇＤ型的抗体，

使得ＩｇＤ型也划入了轻链型。

本研究免疫球蛋白定量测定显示：Ｍ 蛋白所属免疫球蛋

白显著增高，非 Ｍ蛋白所属免疫球蛋白下降或正常，轻链型免

疫球蛋白均减低。研究者还发现ＩｇＡ型中有２例血清免疫球

蛋白定量结果正常或减低，但血清蛋白电泳及免疫固定电泳显

示为单克隆ＩｇＡ型。轻链型中２例κ型血清κ定量均减低，而
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血清蛋白电泳及免疫固定结果均示为单克隆型，且尿 Ｋａｐ明

显增高；轻链型中１４例λ型中有７例血清Ｌａｍ定量是增高

的，有７例是正常的，但血清蛋白电泳及免疫固定结果除１例

外均示为单克隆型，且尿Ｌａｍ含量显著增高。因此本研究中

血清免疫球蛋白检出率为８４．１％（５８／６９）。实验结果表明免

疫球蛋白定量可明确 Ｍ 蛋白所属免疫球蛋白类别及数量，也

是 ＭＭ 诊断较为敏感的方法。但由于 ＭＭ 患者存在免疫功能

障碍，免疫球蛋白定量检测可见一种或几种增高，而其他几种

相应降低。有部分患者免疫球蛋白及轻链在正常范围之内，仅

两种轻链比例失调。所以单凭免疫球蛋白定量不能很好地提

示 ＭＭ ，需用免疫分型电泳来鉴定有无单克隆成分的存在
［５］。

综上所述，采用血清蛋白电泳、免疫球蛋白及轻链定量可

对 ＭＭ 进行初步筛查，而血清蛋白免疫分型电泳则是 ＭＭ 的

诊断及分型的重要手段，且血清蛋白免疫分型电泳检出率高于

前两种方法。而全自动毛细管电泳技术是一种简便的电泳技

术，能为临床快速提供可靠的结果。因此，能为临床早期、快

速、准确诊断多发性骨髓瘤提供帮助。

参考文献

［１］ 张之南，沈悌．血液病诊断及疗效标准［Ｍ］．３版．北京：科学出版

社，２００７：２３２２３３．

［２］ 陈石．多发性骨髓瘤的实验室结果分析［Ｊ］．现代检验医学杂志，

２００６，２１（１）：２０．

［３］ 陈星，卢业成，初德强，等．全自动毛细管电泳系统在 ＨｂＦ检测中

的应用［Ｊ］．实用医学杂志，２００９，２５（１４）：２３５９２３６０．

［４］ 万唐，章敏，龚金莲，等．血清蛋白电泳对多发性骨髓瘤诊断的临

床应用［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２００７，１７（１０）；１８２５．

［５］ 刘汐盈，孙淑艳，宋媛媛．血清免疫固定电泳、蛋白电泳、免疫球蛋

白及轻链定量对多发性骨髓瘤临床诊断价值探讨［Ｊ］．中国实验

诊断，２０１０，１４（５）：６８０．

［６］ 王金行，赵越，刘柏新．血清免疫固定电泳在多发性骨髓瘤诊断中

的意义［Ｊ］．广东医学，２０１１，３２（１５）：２０１８．

（收稿日期：２０１２１１０８）

·检验技术与方法·

ＧＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ法检测抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体的比较

贾文魁，包军安，单宏伟，朱自平，徐海敏

（襄阳市传染病医院检验科，湖北襄阳４４１００３）

　　摘　要：目的　对胶体金免疫层析法（ＧＩＣＡ）和酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）检测发病初期手足口病（ＨＦＭＤ）患儿抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体

的结果进行比较。方法　采取９０例发病初期临床症诊断为 ＨＦＭＤ的患儿末梢血，采用ＧＩＣＡ法和 ＥＬＩＳＡ 法同时检测标本抗

ＥＶ７１ＩｇＭ抗体，利用统计软件ＳＰＳＳ１３．０对结果进行分析。结果　当ＥＬＩＳＡ法吸光度（Ａ）：Ａ＜０．０５０、０．０５０≤Ａ＜０．１５０和Ａ≥

０．１５０时，ＧＩＣＡ法阳性率分别为２５．００％、５０．００％和９５．８３％；ＧＩＣＡ法和 ＥＬＩＳＡ 法检测抗ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体的一致性 Ｋａｐｐａ检

测，Ｋａｐｐａ值为０．５２３，Ｐ＜０．０５，一致性一般；两法符合率为７６．７％（６９／９０）；进行两样本配对 ＭｃＮｅｍａｒχ
２ 检验，犘＜０．０５，两法检

验结果存在显著性差异。结论　对于发病初期的 ＨＦＭＤ患儿，抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体的检出阳性率ＧＩＣＡ法要明显高于ＥＬＩＳＡ 法

（犘＜０．０５），两法一致性一般（Ｋａｐｐａ＝０．５２３）；对于两种方法都是阴性标本，应对患者随后再次复查以免漏检。

关键词：胶体金免疫层析法；　酶联免疫法；　手足口病；　抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１８．０４５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１８２４４７０２

　　手足口病（ＨＦＭＤ）是一种主要有柯萨奇病毒 Ａ１６型引

起，也可由Ａ５、Ａ１０及肠道病毒７１（ＥＶ７１）经多种途径传播而

引起的以发热和手足口部皮疹为临床特征的急性传染病 ［１］。

近年来 ＨＦＭＤ引起的爆发流行越来越频繁，ＥＶ７１为重症和

死亡病例绝对优势病原［２］，ＧＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ法对抗ＥＶ７１

ＩｇＭ抗体抗体检测为ＥＶ７１感染的早期诊断，分类收治提供了

依据，特别是ＧＩＣＡ法更为方便、快速。本实验对这两种方法

进行比较。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者来源于襄阳市传染病医院２０１２年５～６

月发热门诊，依据卫生部发布的《手足口病诊疗指南（２０１０年

版）》诊断为 ＨＦＭＤ的患儿。９０例中，男５６例，女３４例，年

龄７个月至６岁，其中６４例处在发病２４ｈ内，２６例处在发病

４８ｈ内。

１．２　仪器与试剂　ＧＩＣＡ法采用北京万泰生物药业有限公司

生产抗ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体检测板［国食药监械（准）字２０１１第

３４０１１９７号；批号：ＪＥＩ２０１２０５０２］；ＥＬＩＳＡ 法采用北京万泰生

物药业有限公司生产生产的 抗ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体试剂［国食药

监械（准）字２０１０第３４００５２６号；批号ＥＩ２０１２０２０１］；采用山东

高密彩虹分析仪器公司生产的 ＧＦＷ３０００洗扳机和 ＧＦ

Ｍ３０００酶标仪。

１．３　样本收集和处理　采集患者的末梢血于ＥＤＴＡＫ２ 喷雾

０．５ｍＬ离心管中抗凝。标本离心后随即进行 ＧＩＣＡ检测，然

后存放于４℃冰箱次日进行ＥＬＩＳＡ检测。

１．４　方法　标本在检测前分离出血浆。ＥＬＩＳＡ法严格按试

剂说明书操作，于主波长４５０ｎｍ 和次波长６３０ｎｍ 测定吸光

度（Ａ）值，以０．１＋Ａ阴性对照均值为Ｃｕｔｏｆｆ值，Ａ阴性对照小于

０．０５按０．０５计算；ＧＩＣＡ法严格按试剂说明书操作，在规定时

间内进行目测判读，不论色带颜色深浅均按阳性记录。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行统计

学分析。利用列联表卡方分割对各组间进行两两比较；利用

Ｋａｐｐａ检测，检测两种方法的一致性，并进行配对设计的 Ｍｃ

Ｎｅｍａｒχ
２ 检验。

２　结　　果

２．１　９０份血浆抗ＥＶ７１ＩｇＭ抗体检测结果　列表统计见表１

（ＥＬＩＳＡ法Ａ阴性对照均小于０．０５）。ＥＬＩＳＡ法阳性２４（２６．７％）

份，ＧＩＣＡ法阳性４３（４７．８％），当ＥＬＩＳＡ法 Ａ≥０．１５０时，ＧＩ

ＣＡ法阳性率达到９５．８３％，比其他两组（分别为５０．００％，２５．

００％）有明显的提高（犘＜０．０５）。但观察发现ＧＩＣＡ试条显色

强度普遍不高。
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