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两种方法联合检测抗核抗体结果分析
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　　摘　要：目的　探讨间接免疫荧光法检测抗核抗体（ＡＮＡ）结果与蛋白质印迹法检测ＡＮＡ结果之间的相关性，以及两种方法

联合检测在自身免疫性疾病中的诊断价值。方法　收集２０１１年４月至２０１３年４月同时用间接免疫荧光法与蛋白质印迹法检测

ＡＮＡ的患者资料，并对检测结果进行对比分析。结果　间接免疫荧光法检出ＡＮＡ阳性率明显低于蛋白质印迹法（χ
２＝１５８．６９，

犘＜０．０１）。间接免疫荧光法检测ＡＮＡ阳性标本中，有２０例蛋白质印迹法检测为阴性；蛋白质印迹法检测ＡＮＡ为阳性的７７５例

标本中，有２９５例（３８．０６％）间接免疫荧光法检测为阴性。间接免疫荧光法检测ＡＮＡ的荧光模型与特异性 ＡＮＡ之间没有绝对

的规律。结论　蛋白质印迹法检测ＡＮＡ的敏感性较高，间接免疫荧光存在假阴性的可能，选择一个敏感性较高的检测组合十分

必要。
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　　抗核抗体（ＡＮＡ）是最常出现于自身免疫性疾病（ａｕｔｏｉｍ

ｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅ，ＡＩＤ）患者血清中的一组自身抗体的总称，其靶

抗原为真核细胞的核成分，但也包括某些细胞质和细胞骨架成

分。核抗原有３个组成部分，组蛋白、ＤＮＡ、可溶性核抗原，后

者是一组可溶于磷酸盐缓冲液（或生理盐水）中的多肽抗原，故

名可提取的核抗原（ｅｘｒｔａｃａｂｌｅｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＥＮＡ），现已发

现的有临床诊断价值的ＡＮＡ超过１０种，如：抗尿嘧啶１低分

子量核糖核蛋白（Ｕ１ｎＲＮＰ），Ｓｍｉｔｈ抗原（ｓｍ），可溶性物质Ａ、

Ｂ（ＳＳＡ／ＳＳＢ），ＤＮＡ拓扑异构酶１（Ｓｃｌ７０）、细胞质组酰ｔＲ

ＮＡ合成酶（Ｊｏ１）等
［１］，最常用的 ＡＮＡ检测方法有间接免疫

荧光法、免疫扩散法、酶联免疫吸附法和蛋白质印迹法等［２］，

ＡＮＡ和特异性自身抗体的检测在自身免疫性疾病的诊断中起

重要作用［３］，目前已有多家医院开展了自身抗体谱的联合检

测。为探讨间接免疫荧光法与蛋白质印迹法对特异性 ＡＮＡ

检测结果之间的相关性，以及两种方法联合检测在自身免疫性

疾病诊断中的价值与优缺点。作者对２０１１年４月至２０１３年４

月在本院皮肤科门诊就诊，且同时用上述两种方法检测 ＡＮＡ

的患者资料及检测结果进行统计和对比分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有标本均来２０１１年４月至２０１３年４月在

本院皮肤科门诊就诊且同时用间接免疫荧光法与蛋白质印迹

法联合检测ＡＮＡ的患者，共１０１８例，其中，女性８１０例，男性

２０８例，男女比例为１∶３．８９；患者年龄１４个月至８４岁。

１．２　标本采集　严格按全国临床检验操作规程采集静脉血

２ｍＬ，待凝后分离血清，置于２～８℃冰箱保存待检。

１．３　仪器与试剂　仪器：日本ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２ＲＦＣＡ荧光显微

镜，江苏海门麒麟医用仪器厂生产的ＴＳ８型转移脱色摇床，台

式扫描仪及配套评价软件（由德国欧蒙医学实验诊断股份公司

提供）。试剂：间接免疫荧光法检测试剂盒与蛋白质印迹法检

测试剂盒均由德国欧蒙医学实验诊断股份公司生产。

１．４　检测方法与结果判断　（１）间接免疫荧光法ＡＮＡ检测：

采用人上皮细胞（ＨＥｐ２）和灵长类肝脏冰冻组织切片两种基

质联合检测患者血清中的 ＡＮＡ，通过特异性荧光模式判断荧

光模型，根据血清样本稀释度及荧光强弱判断抗体滴度，检测

过程均按试剂盒要求严格执行。（２）蛋白质印迹法 ＡＮＡ检

测：试剂膜条包被有ｎＲＮＰ／ｓｍ（天然 Ｕ１ｎＲＮＰ）、ｓｍ、ＳＳＡ、

ＳＳＢ、ＳＣＬ７０、１１１６多肽复合体抗原（ＰＭＳＣＬ）、Ｊｏ１、着丝粒

蛋白Ｂ（ＣＥＮＰＢ）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、抗双链脱氧核糖

核酸（ｄｓＤＮＡ）、核小体、组蛋白、核糖体Ｐ蛋白和Ｅ２酶和丙

酮酸脱氢酶复合体蛋白Ｘ（ＡＭＡＭ２）等抗原及质控带，可用于

检测这１４种不同抗原ＩｇＧ类特异性抗体。检测过程严格按试

剂说明书要求进行，实验完成后将膜条固定在绿色纸的黏性塑
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料膜上，干透后，用台式扫描仪扫描，并采用配套软件评价

结果。

１．５　统计学处理　利用Ｅｘｃｅｌ２００３建立数据库进行数据处理

及资料分析，计数资料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　间接免疫荧光法检测ＡＮＡ结果　（１）１０１８例标本共检

出ＡＮＡ阳性标本５００例（４９．１２％），其中，２０８名男性患者共

检出ＡＮＡ阳性７６例（３６．５４％），８１０名女性患者共检出ＡＮＡ

阳性４２４例（５２．３５％），女性患者 ＡＮＡ阳性率明显高于男性

患者（χ
２＝１６．５５，犘＜０．０１）。（２）间接免疫荧光法检出的５００

例ＡＮＡ阳性标本荧光模型分布情况见表１。

表１　　间接免疫荧光法检出的５００例ＡＮＡ阳性标本

　　　　荧光模型分布情况

ＡＮＡ荧光模型 阳性例数（狀） 阳性率（％）

核颗粒型 ３６２ ７２．４０

均质型 ６３ １２．６０

核仁型 ２８ ５．６０

胞浆颗粒型 ８ １．６０

着丝点型 ４ ０．８０

核点型 １ ０．２０

波型蛋白抗体 １ ０．２０

混合型 ３２ ６．４０

不确定型 １ ０．２０

２．２　蛋白质印迹法检测 ＡＮＡ结果　１０１８例标本共检出１

９２４项特异性ＡＮＡ阳性，至少一项特异性 ＡＮＡ阳性的标本

７７５例，阳性率为７６．１３％，见表２。

表２　　蛋白质印迹法检测ＡＮＡ结果

特异性ＡＮＡ 阳性例数（狀） 阳性率（％）

抗ｎＲＮＰ／ｓｍ抗体 ３０６ ３０．０６

抗ＳＳＡ抗体 ４５３ ４４．５０

抗ＳＳＢ抗体 １１３ １１．１０

抗ＳＣＬ７０抗体 ６０ ５．９４

抗ＰＭＳＣＬ抗体 ４６ ４．１９

抗Ｊｏ１抗体 ３６ ３．３６

抗ＣＥＮＰＢ抗体 ２３ ２．２６

抗ＰＣＮＡ抗体 ７２ ７０．７３

抗ｄｓＤＮＡ抗体 １３６ １３．３６

抗核小体抗体 １４１ １３．８５

抗组蛋白抗体 １５１ １４．８３

抗核糖体Ｐ蛋白抗体 ２１４ ２１．０２

抗ＡＭＡＭ２抗体 １７３ １６．９９

合计 １９２４ １００．００

２．３　两种方法检测结果比较　间接免疫荧光法检出ＡＮＡ阳

性率明低于蛋白质印迹法（χ
２＝１５８．６９，犘＜０．０１）。间接免疫

荧光法检测ＡＮＡ阳性标本中，有２０例蛋白质印迹法检测为

阴性。蛋白质印迹法检测 ＡＮＡ为阳性的７７５例标本中，有

２９５例间接免疫荧光法检测为阴性（３８．０６％）。两种方法检测

结果比较见表３。

表３　　两种方法检测结果比较

特异性ＡＮＡ

［狀（％）］

核颗粒型

［狀（％）］

均质型

［狀（％）］

核仁型

［狀（％）］

胞浆颗粒

型［狀（％）］

着丝点型

［狀（％）］

核点型

（狀）

波型蛋白

抗体（狀）

混合型

［狀（％）］

不确定型

［狀（％）］

阴性［狀（％）］ 合计

（狀）

抗ｎＲＮＰ／ｓｍ抗体 ２０２（６６．０１） ３４（１１．１１） ８（２．６１） ２（０．６５） ０（０．００） ０ ０ １６（５．２３） １（０．３３） ４３（１４．０５） ３０６

抗ＳＳＡ抗体 ２６４（５８．２８） ３８（８．３９） １６（３．５３） ２（０．４４） ２（０．４４） ０ ０ ２５（５．５２） ０（０．００） １０６（２３．３９） ４５３

抗ＳＳＢ抗体 ７１（６２．８３） ４（３．５４） ８（７．０８） ０（０．００） １（０．８８） ０ ０ １０（８．８５） ０（０．００） ２０（１７．７０） １１３

抗ＳＣＬ７０抗体 ２７（４５．００） ６（１０．００） ２（０．３３） ２（０．３３） ０（０．００） ０ ０ ４（６．６７） ０（０．００） １９（３１．６７） ６０

抗ＰＭＳＣＬ抗体 １５（３２．６１） １（２．１７） ０ １（２．１７） ０（０．００） ０ ０ ３（６．５２） １（２．１７） ２５（５４．３５） ４６

抗Ｊｏ１抗体 ８（２２．８６） ３（８．５７） １（２．８６） ０（０．００） ２（５．７１） ０ ０ ０（０．００） ０（０．００） ２０（５７．１４） ３５

抗ＣＥＮＰＢ抗体 ４（１７．３９） １（４．３５） ０（０．００） ０（０．００） ２（８．７０） ０ ０ ０（０．００） ０（０．００） １６（６９．５７） ２３

抗ＰＣＮＡ抗体 ２８（３８．８９） ５（６．９４） ４（５．５６） １（１．３９） ０（０．００） ０ ０ １（１．３９） ０（０．００） ３３（４５．８３） ７２

抗ｄｓＤＮＡ抗体 ７２（５２．９４） ２６（１９．１１） ３（２．２１） ０（０．００） ０（０．００） ０ ０ １１（８．０９） ０（０．００） ２４（１７．６５） １３６

抗核小体抗体 ９９（７０．２１） ２６（１８．４４） １（０．７１） ０（０．００） １（０．７１） ０ ０ ６（４．２６） ０（０．００） ８（５．６７） １４１

抗组蛋白抗体 ８６（５８．９６） ２５（１６．５６） ３（１．９９） ０（０．００） ０（０．００） ０ ０ ５（３．３１） ０（０．００） ３２（２．１２） １５１

抗核糖体Ｐ蛋白抗体 １５２（７１．０３） ２１（９．８１） ６（２．８０） ３（１．４０） １（０．４７） ０ ０ １４（６．５４） ０（０．００） １７（７．９４） ２１４

抗ＡＭＡＭ２抗体 ７６（４３．９３） １５（８．６７） ８（４．６２） １（０．５８） １（０．５８） ０ ０ １３（７．５１） ０（０．００） ５９（３４．１０） １７３

３　讨　　论

在皮肤科较常见的自身免疫性疾病有系统性红斑狼疮、皮

肌炎与多发性皮肌炎、局限性和系统性硬皮病、混合性结缔组

织病、干燥综合征等［４］。自身抗体是自身免疫性疾病的重要标

志，患者血清中存在高效价的自身抗体是自身免疫性疾病的特

征之一，也是临床确诊自身免疫性疾病的重要依据［５］。狭义的

ＡＮＡ指抗细胞核抗原成分的自身抗体的总称，广义的 ＡＮＡ

是一组针对多种细胞核、细胞质成分的自身抗体，包括细胞核、

细胞质、细胞骨架、细胞分裂周期物质［６］。

本研究中，间接免疫荧光法检测 ＡＮＡ结果显示，女性患

者ＡＮＡ阳性率明显高于男性患者（χ
２＝１６．５５，犘＜０．０１），这

与国内报导自身免疫性疾病以女性多见基本相符［４，７］。本研

究中，间接免疫荧光法检测ＡＮＡ荧光模型分布与邓学新等
［８］

的报道均存在一定的差异，可能是因为接受调查人群不同的原

因；另一方面目前ＡＮＡ的检测还没有一个较为统一的质量控

制体系［９１０］，各实验室由于使用的荧光显微镜、检测试剂盒、检

测人员的操作和结果判断经验等差异，也是导致各实验室间结

果差异的一个重要原因。

本研究发现，间接免疫荧光法检出ＡＮＡ阳性率明低于蛋

白质印迹法（χ
２＝１５８．６９，犘＜０．０１）。间接免疫荧光法检测

ＡＮＡ阳性标本中，有２０例蛋白质印迹法检测为阴性，可能是

因为蛋白质印迹法没有包被相应特异性抗原而无法检出。蛋

白质印迹法检测ＡＮＡ为阳性的７７５例标本中，有２９５例间接

免疫荧光法检测为阴性（３８．０６％），提示间接免疫荧光检测

ＡＮＡ可能存在假阴性的可能性，因而选择一个敏感性较高的

检测组合显得得十分必要。

本研究发现，几乎每一种特异性ＡＮＡ阳性的标本都或多

或少有间接免疫荧光法检测阴性的结果，其中以抗ＣＥＮＰＢ抗
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体出现阴性的情况最高，其次是抗Ｊｏ１抗体、抗ＰＭＳＣＬ抗

体，抗ＰＣＮＡ抗体、抗ＡＭＡＭ２抗体、抗ＳＣＬ７０抗体，国内邓

学新等［８］、吴庆等［１１］、魏方等［１２］也有类似报道。本研究发现，

间接免疫荧光法检测ＡＮＡ的荧光模型与特异性ＡＮＡ之间没

有绝对的规律可言，尽管荧光模型具有一定的提示作用，但一

种自身抗体可以出现不同的荧光模型，不同的自身抗体可以出

现不同的荧光模型，仅依靠荧光模型很难推断特异性ＡＮＡ的

种类。蛋白质印迹法所使用的包被抗原必须是纯化的抗原，才

能保证被测定抗原的准确性和特异性，但目前许多自身抗体的

确切抗原尚不明确，许多抗原不易被纯化，故仅有少部分抗原

有纯化的产品能用于特异性检测［２］；另外，一条检测膜条也很

难做到包被所有特异性抗原，膜条检测项目的增加引起的成本

增加，也会相应加重患者负担，因此，临床应根据患者的实际情

况选择针对性的初筛试验与确认试验检测组合，在保证实验质

量的情况下尽量减少患者的负担。

自身免疫性疾病的诊断除依赖于临床症状、体征及相应辅

助检查外，很大程度取决于免疫学诊断，特别是自身抗体的检

测结果，目前新的自身抗体还在不断涌现，各种新的检测方法

被用于自身抗体的检测，这些变化一方面为医务工作者提供了

更多的选择和诊断指标，另一方面也带来困惑，如何根据患者

的病情选择针对性的自身抗体的检测组合十分必要。检验工

作者应在了解各种测定方法的特性情况下尽量向临床宣传解

释有关自身抗体及各种技术在临床检测的价值与优缺点，为临

床合理地选择自身抗体及检测方法提供帮助。
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抗体是检测的重要工具，虽然现在国内市场有许多 ＡＤ

ＭＡ试剂盒在出售，但抗体都是依靠进口，成本较高。本文设

计了３种抗原，包括：免疫原（ＫＬＨｎＡＤＭＡ）和两种筛选抗原

（ＢＳＡｎＡＤＭＡ和ＢＳＡＡＤＭＡ）。在筛选杂交瘤细胞株的过

程中，首先经过间接ＥＬＩＳＡ双筛，免疫原为ＫＬＨｎＡＤＭＡ，利

用ＢＳＡｎＡＤＭＡ包板进行ＥＬＩＳＡ阳性筛选的同时，还用ＢＳＡ

蛋白包板进行阴性筛选，这样得到的杂交瘤细胞株只是针对

ｎＡＤＭＡ多肽段，再用ＢＳＡＡＤＭＡ和ＢＳＡ进行筛选，最后得

到的杂交瘤细胞只是针对单个 ＡＤＭＡ。Ｊｕｒｋａｔ细胞株属急性

Ｔ细胞白血病细胞系，含有ＡＤＭＡ蛋白。

本文获得的ＡＤＭＡ单克隆抗体不仅使 ＡＤＭＡ抗体国产

化，并为ＡＤＭＡ的临床检验应用奠定了基础。
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