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３种方法测定变应性鼻炎患者的变应原试验结果比较
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　　摘　要：目的　通过斑点免疫印迹法（ｄｏｔＩＢＴ）、荧光酶联免疫法（ＦＥＩＡ）测定变应性鼻炎患者血清的变应原特异性ＩｇＥ

（ｓＩｇＥ），皮肤点刺试验（ＳＰＴ）检测变应原，比较分析体外ｄｏｔＩＢＴ、ＦＥＩＡ与体内ＳＰＴ的结果，为临床提供准确可靠的ｓＩｇＥ实验数

据。方法　３７例变应性鼻炎患者采用ｄｏｔＩＢＴ、ＦＥＩＡ检测ｓＩｇＥ、ＳＰＴ测定变应原，分别分析ｄｏｔＩＢＴ、ＦＥＩＡ的特异度和灵敏度，

通过Ｋａｐｐａ检验分析ｄｏｔＩＢＴ、ＦＥＩＡ与ＳＰＴ结果的一致性。结果　ｄｏｔＩＢＴ法测定变应原灵敏度均较高，其中树花粉、杂草花粉、

真菌、尘螨和动物毛灵敏度都在９０．００％以上，特异度指标中，杂草花粉、尘螨和动物毛的特异度最好（＞９０．００％），一致性分析中

杂草花粉、尘螨和动物毛一致性较高（Ｋａｐｐａ系数＞０．９）。ＦＥＩＡ法测定变应原的特异度较高，树花粉、杂草花粉、霉菌、动物毛均

在９０．００％以上，灵敏度指标中最好的是尘螨（１００．００％）和动物毛（１００．００％），一致性分析中显示变应原的一致性均较高（Ｋａｐｐａ

系数＞０．６）。结论　ｄｏｔＩＢＴ总体灵敏度较高，快速，需要血清量少，可用于变应原ｓＩｇＥ的筛查。ＦＥＩＡ法结果特异度较高，灵敏

度尚可，有利于变应原的确定。综合ｄｏｔＩＢＴ、ＦＥＩＡ两种方法ｓＩｇＥ的结果，并结合ＳＰＴ及临床过敏症状共同确定变应原。
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　　变应性鼻炎是接触变应原后，由Ｔｈ２细胞介导的免疫炎

症。Ｔｈ２细胞产生细胞因子，如白细胞介素（ＩＬ）４，ＩＬ１３，诱

导变态反应炎症的发生，并诱导产生ＩｇＥ抗体
［１］。诊断变应性

鼻炎的基础是看是否有过敏，临床怀疑变应性鼻炎需要了解患

者的变态反应病史，而找到变应原是确诊变应性鼻炎的有力证

据［２］。变应原检测的皮肤点刺试验（ＳＰＴ）是目前诊断变态反

应病中寻找变应原推荐的试验，然而其常受药物、皮肤划痕症

等条件的限制［２］。体外血清学检测特异度ＩｇＥ（ｓＩｇＥ）不受身

体等条件的限制弥补了ＳＰＴ试验的不足，斑点免疫印迹法

（ｄｏｔＩＢＴ）和荧光酶联免疫法（ＦＥＩＡ）是目前体外检测ｓＩｇＥ应

用较广泛的两种方法。ＦＥＩＡ法是自１９８９年生产以来因其较

好的灵敏度和特异度，目前公认为较可靠的ＩｇＥ试验方法
［３］，

但其成本较高，需要血清量较大，使其临床应用受到较大限制。

ｄｏｔＩＢＴ是近年来兴起的具有简单、快速、用血量较少的特点

的ｓＩｇＥ试验，可同时测定多种变应原组合，成本较低。但临床

试验中常发现ｓＩｇＥ结果与ＳＰＴ结果不符的情况，为了解体外

ｓＩｇＥ不同检测方法与ＳＰＴ结果的符合情况，本文比较了ｄｏｔ

ＩＢＴ、ＦＥＩＡ分别与ＳＰＴ结果的异同。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年３月至２０１３年８月北京大学第一医

院就诊于耳鼻喉科确诊的变应性鼻炎患者３７例，男１８例，女

１９例，年龄４～７０岁，中位年龄３６岁。主诉有变应性鼻炎病

史或接触变应原后出现相关变态反应病症状，皮肤点刺试验

（ＳＰＴ）或（和）特异度ＩｇＥ阳性。

１．２　仪器与试剂　ｄｏｔＩＢＴ采用德国欧蒙医学实验诊断股份

公司的ＥＵＲＯＢｌｏｔＭａｓｔｅｒ印迹法自动操作仪以及特应性变应

·９２４３·国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４



原 （中国组合）检测试剂盒，佳能Ｃａｎｏｓｃａｎｌｉｎｅ１００扫描判读

系统。

１．３　方法　ＳＰＴ将变应原液点于患者前臂屈侧皮肤，持点刺

针将针尖垂直点压在液滴中，一液一针，不重复使用，破皮而不

出血，且深度一致。ＳＰＴ点刺２０ｍｉｎ后观察抗原的皮肤反应。

ｄｏｔＩＢＴ：用ｄｏｔＩＢＴ法检测５类血清变应原ｓＩｇＥ，操作严

格按试剂盒说明书步骤如下：（１）加样。复融血清至室温，充分

混匀后加入血清１５０μＬ至预先加有１．０ｍＬ通用缓冲液及检

测膜条的温育槽内，摇床温育１６ｈ；（２）清洗。吸取温育槽内液

体，用１．０ｍＬ通用缓冲液清洗膜条３次，每次５ｍｉｎ；（３）加酶

结合物。于各温育槽加入１．０ｍＬ酶结合物，摇床温育６０ｍｉｎ

后重复上述清洗步骤１次；（４）加底物。每个温育槽中加入底

物１．０ｍＬ，避光摇床温育１０ｍｉｎ后终止反应；（５）取出检测膜

条自然风干，采用专门软件自动判读结果。

ＦＥＩＡ：ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ系统使用纤维素固相载体，该固相载

体是装存小胶囊内的亲水性的多聚纤维素，经溴化氧活化后与

过敏原共价结合，过敏原预先结合在固相帽状物的Ｉｍｍｕｎｏ

ＣＡＰ中，３７℃孵育，如患者血清中有针对该变应原的ｓＩｇＥ，即

形成抗此变应原抗体复合物，洗脱，加酶标记的兔抗人ＩｇＥ抗

血清（酶标二抗），形成固相载体变应原ｓＩｇＥ酶标二抗的结合

物，再次洗脱，加入底物，产生酶催化荧光产物，终止液终止反

应；测定荧光值。根据荧光吸光度的大小换算成ｓＩｇＥ的含量。

ｓＩｇＥ的定量结果以ＫＵ／Ｌ为单位。

１．４　结果判断　ＳＰＴ：变应原风团反应与阴性对照相同为阴

性；变应原分团反应范围为标准组胺分团反应范围的１／４

为＋；变应原分团反应范围为标准组胺分团反应范围的１／２为

＋＋；变应原分团反应范围为标准组胺分团反应范围为

＋＋＋；变应原分团反应范围为标准组胺分团反应范围的２倍

为＋＋＋＋。

　　ｄｏｔＩＢＴ：结果用扫描仪收集数据后，由专用软件根据条带

着色强度自动判读结果。条带着色强度＜３为阴性，着色强

度≥３为阳性。

ＦＥＩＡ：检测结果根据吸光度的大小换算成ＩｇＥ 结果。

ｓＩｇＥ＜０．３５ＫＵ／Ｌ为阴性，≥０．３５ＫＵ／Ｌ为阳性。

１．５　统计学处理　所有数据录入Ｅｘｃｅｌ中建立数据库。以

ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，以 ＳＰＴ 为比对方法，ｄｏｔ

ＩＢＴ、ＦＥＩＡ与其进行一致性检验，Ｋａｐｐａ系数≥０．６表示一致

性较好，０．４＜Ｋａｐｐａ系数＜０．６为中度一致，Ｋａｐｐａ系数≤０．４

表示一致性较差。

２　结　　果

２．１　ｄｏｔＩＢＴ方法评价　以ＳＰＴ为比对方法，评价ｄｏｔＩＢＴ

与ＳＰＴ测定结果的符合率见表１。

２．２　ＦＥＩＡ 方法评价　以ＳＰＴ为比对方法，评价 ＥＥＩＡ 与

ＳＰＴ测定结果的符合率见表２。

表１　　ｄｏｔＩＢＴ法检测变应原ｓＩｇＥ的性能

变应原
ＳＰＴ

阴性（狀）阳性（狀）

ｄｏｔＩＢＴ

阴性（狀）阳性（狀）

阴性符合

（ｎ）

阳性符合

（ｎ）

灵敏度

（％）

特异度

（％）
ＰＰＶ ＮＰＶ

Ｋａｐｐａ

系数

总符合率

（％）

树花粉 ２２ １５ １６ ２１ １６ １５ １００．００ ７２．７３ ７１．４３ １００．００ ０．６８４ ８３．７８

杂草 １８ １９ １９ １８ １８ １８ ９４．７４ １００．００ １００．００ ９４．７４ ０．９４６ ９７．３０

霉菌 ３０ ７ １８ １９ １８ ７ １００．００ ６０．００ ３６．８４ １００．００ ０．３６２ ６５．５７

尘螨 １８ １９ １７ ２０ １７ １９ １００．００ ９４．４４ ９５．００ １００．００ ０．９４６ ９７．３０

动物毛 ２７ １０ ２６ １１ ２６ １０ １００．００ ９６．３０ ９０．９１ １００．００ ０．９３４ ９７．３０

表２　　ＦＥＩＡ法检测变应原ｓＩｇＥ的性能

变应原
ＳＰＴ

阴性（狀）阳性（狀）

ＦＥＩＡ

阴性（狀）阳性（狀）

阴性符合

（狀）

阳性符合

（狀）

灵敏度

（％）

特异度

（％）
ＰＰＶ ＮＰＶ

Ｋａｐｐａ

系数

总符合率

（％）

树花粉 ２２ １５ ２６ １１ ２２ １１ ７３．３３ １００．００ １００．００ ８４．６２ ０．７６６ ８９．１９

杂草 １８ １９ ２４ １３ １８ １３ ６８．４２ １００．００ １００．００ ７５．００ ０．６７８ ８３．７８

霉菌 ３０ ７ ３２ ５ ３０ ５ ７１．４３ １００．００ １００．００ ９３．７６ ０．８０２ ９４．６０

尘螨 １８ １９ １４ ２３ １４ １９ １００．００ ７７．７８ ８２．６１ １００．００ ０．７８２ ８９．１９

动物毛 ２７ １０ ２５ １２ ２５ １０ １００．００ ９２．６０ ８３．３３ １００．００ ０．８７１ ９４．５９

表３　　变应原不同方法ＲＯＣ曲线下面积

变应原 方法 约登指数 ＲＯＣ曲线下面积

树花粉 ｄｏｔＩＢＴ ０．７２７ ０．７６７

ＦＥＩＡ ０．７３３ ０．８３９

杂草花粉 ｄｏｔＩＢＴ ０．９４７ ０．８６８

ＦＥＩＡ ０．６８４ ０．８４２

霉菌 ｄｏｔＩＢＴ ０．６００ ０．７４３

ＦＥＩＡ ０．７１４ ０．８５７

尘螨 ｄｏｔＩＢＴ ０．９４４ ０．９４７

ＦＥＩＡ ０．７７８ ０．９１５

动物毛 ｄｏｔＩＢＴ ０．９６３ ０．９５０

ＦＥＩＡ ０．９２６ ０．９７８

２．３　变应原不同方法ＲＯＣ曲线下面积　各种类变应原ｄｏｔ

ＩＢＴ、ＦＥＩＡ法ＲＯＣ曲线下面积结果见表３。

３　讨　　论

　　ＳＰＴ检测是将多种变应原刺入皮肤，模拟变应原接触的

过程，诱发Ⅰ型变态反应的发生，是直接观察机体对于变应原

的反应，反映患者对变应原的真实情况，但结果易受到操作者

的技术和经验影响，且标准变应原的含量和纯度也会有所不

同［２］。ｄｏｔＩＢＴ是根据某些固相载体具有较强吸附蛋白能力

的特点建立起来的，是将经分离的变应原提取物吸附到膜条上

作为固相。ＦＥＩＡ是将变应原固定在亲水性的多聚纤维素上，

经溴化氟活化后与变应原共价结合。两种方法的ｓＩｇＥ检测结

·０３４３· 国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４



果不尽相同，王美玲等［４］对ｄｏｔＩＢＴ与ＦＥＩＡ两种方法进行了

ｓＩｇＥ结果的比对，表明两者之间具有良好的一致性。但与

ＳＰＴ结果是否一致需进一步阐述。

本研究以变应性鼻炎患者为研究对象，选取了吸入性变应

原中最常见的五类变应原，根据ｄｏｔＩＢＴ与ＳＰＴ结果比对得

出，ｄｏｔＩＢＴ法测定变应原灵敏度较高，五类吸入性变应原灵

敏度都在９０．００％以上，特异度指标中，杂草花粉、尘螨和动物

毛的特异度最好（＞９０．００％），一致性分析中杂草花粉、尘螨和

动物毛一致性较高（Ｋａｐｐａ系数＞０．９）。加之ｄｏｔＩＢＴ实验使

用小型仪器，也可手工操作，操作过程简单，易于推广和普及，

因此，ｄｏｔＩＢＴ用于筛查试验结果较为理想。

ＦＥＩＡ法与ＳＰＴ结果比对得出，ＦＥＩＡ法测定变应原的特

异度较高，树花粉、杂草花粉、真菌、动物毛均在９０．００％以上，

灵敏度指标中最好的是尘螨（１００．００％）和动物毛（１００．００％），

杂草花粉和霉菌的灵敏度较低，一致性分析中显示变应原的一

致性均较高（Ｋａｐｐａ系数＞０．６），总符合率高于 ｄｏｔＩＢＴ。

ＦＥＩＡ法中变应原的特异度较高，可用于确诊具体变应原的种

类，但是ＦＥＩＡ使用大型仪器，价格较昂贵，普通实验室推广较

为困难。

ＲＯＣ曲线分析中显示，ＦＥＩＡ法对于测定树花粉、霉菌、动

物毛变应原优于ｄｏｔＩＢＴ法，杂草、尘螨两种检测方法ｄｏｔＩＢＴ

法的ＲＯＣ曲线下面积大于ＦＥＩＡ法，两者曲线下面积均大于

０．７，说明两种方法检测结果与ＳＰＴ一致性均较好，然而两种

方法与ＳＰＴ对于霉菌变应原的测定均较其他组低，自然界中

可引起变态反应的霉菌变应原种类繁多，空气中大多为曲霉

菌、链格菌、枝孢菌、念珠菌等，ＳＰＴ霉菌变应原提取物由多种

霉菌组成，ｄｏｔＩＢＴ中霉菌变应原中仅包括点青霉、分枝孢霉、

烟曲霉菌和交链孢霉菌组成，而ＦＥＩＡ中霉菌变应原组成包括

青霉、多住分枝孢霉、烟曲霉、白色假丝酵母菌、交链孢霉、长蠕

孢霉菌，均无ＳＰＴ中所包含的霉菌类型多，由此可能会漏掉某

些霉菌变应原。可能是造成符合率低的原因之一；其二可能是

由于人体产生的抗交叉反应性糖类决定簇（ａｎｔｉＣＣＤＩｇＥ）的影

响，而抑制实验可提高变应原的符合率［６］。

３种不同方法检测变应原中各类变应原所包含的具体变

应原种类不尽相同，需要指出的是３种变应原检测方法所用的

变应原提取物有的为天然变应原，有的为重组变应原［７８］，有

些是根据欧洲人群变应原设计的，有些是本国特有的变应原，

并且同一类变应原中的变应原组分也不尽相同，提取制备的方

法差别也较大［８９］。现在对变应原主要组分研究相对成熟，是

否可以制备标准化变应原提取物，有待进一步研究。

ｄｏｔＩＢＴ与ＦＥＩＡ检测ｓＩｇＥ各有优缺点。ｄｏｔＩＢＴ由于包

被变应原种类较多，可一次测定多种类型，总体灵敏度较高，可

用于变应原的筛查试验，快速、需要血清量少、成本适中。

ＦＥＩＡ法则结果特异度较高、灵敏度尚可，可用于变应原的确

定，对具体变应原种类有较好的指示作用。因此，对于变应原

的确定需结合ＳＰＴ和血清ｓＩｇＥ结果综合判断，根据患者的情

况先进行ＳＰＴ及血清ｄｏｔＩＢＴ法进行筛选变应原，再根据结

果使用ＦＥＩＡ法进行变应原确诊。
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