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要#目的
"

研究全自动(全定量和随机上样的化学发光法"

E1DA

%在针对抗可提取核抗原抗体"

=97B$

VFA

%检测结果在结缔组织病"

E3%

%的临床诊断价值!为临床实验室检测
=97B$VFA

的方法学选择提供参考&

方法
"

同时利用
E1DA

(免疫斑点法"

D%

%和多重流式免疫分析法"

2CD

%对
&"&

例
E3%

患者(

!"&

例非结缔组织

病组"

F/9$E3%

%及
H-

例健康对照组"

FE6

%开展针对抗核糖核蛋白'史密斯"

JF?

'

'.

%抗体(抗史密斯"

'.

%抗

体(抗干燥综合征抗原
A

"

''A

'

J/,-

%抗体(抗干燥综合征抗原
;

"

'';

'

1=

%抗体(抗组氨酰
7JFA

合成酶"

X/$!

%

抗体(抗硬皮病
H-

"

'<0$H-

%抗体和抗核糖体
?

蛋白"

JB:$?

%抗体的平行检测$分析
E3%

患者各抗体与
D%

和

2CD

检测结果一致性&使用
V1D'A

方法就比对不同方法学差异样本进行复测验证&结果
"

在
FE6

组中!

E1DA

法检测
=97B$VFA

的阳性检出率均低于
"[

$在
F/9$E3%

组中!各抗体阳性检出率均低于
!-[

&在
E3%

中!

E1DA

分别与
D%

和
2CD

开展方法学比对分析&与
D%

相比!除抗
''$A

抗体"

H!*"![

%外!其他抗体一致性

均大于
+#[

$与
2CD

相比!除抗
'';

抗体"

,@*,,[

%和抗
'.

抗体"

H&*-H[

%外!其他抗体一致性均大于
H#[

&

针对抗
'.

抗体!不同方法学差异样本进行
V1D'A

方法学的重复验证!以其结果作为参考依据!再次开展一致

性分析!总体一致性分别提升至
@,*"+[

$

E1DA

及
2CD

诊断效能分析中!抗
'.

抗体的曲线下"

AgE

%面积分别

为
-*#!,&

及
-*+!I@

!抗
'';

抗体
AgE

面积分别为
-*H&+-

及
-*HIH-

&结论
"

与
D%

和
2CD

相比较!

E1DA

在

FE6

中检测
=97B$VFA

时具有最好的检测特异度!且与上述两种检测方法在
E3%

中的检测结果具有较好的一

致性和符合率&由于不同检测方法在检测
=97B$VFA

时灵敏度及特异度均存在一定差异!未来实验室方法学的

选择时!应结合样本的临床诊断信息及方法学的具体特点"包括自动化程度(检测线性范围(样本随机上样和检

测项目灵活组合%等方面综合判断&
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抗可提取核抗原抗体对于诊断结缔组织病

$

E3%

%'如系统性红斑狼疮$

'1V

%*混合性结缔组织

病$

2E3%

%*干燥综合征$

''

%及多肌炎$

?2

%*皮肌炎

$

%2

%等有较高的临床诊断价值(

!

)

&然而'这些抗体

在健康老年人群及肝病*传染性疾病等非自身免疫性

疾病中亦可出现(

"

)

&我国现有针对抗可提取核抗原

抗体$

=97B$VFA

%检测方法'仍以定性检测为主'其优

势在于可大范围开展'无需特定仪器设备'但手工方

法操作繁琐'无法实现更加完善的实验质控'且实验

结果为人为判定'势必会带来各实验室之间判读结果

的不一致&在自身抗体检测技术日益发展的今天'单

纯定性的检测结果已经不能满足临床需求'新的定量

检测技术层出不穷(

&

)

&目前'化学发光法$

E1DA

%及

多重流式免疫分析法$

2CD

%已经逐步开始应用在自

身检测领域&这两种方法为临床针对
=97B$VFA

开展

全自动*高通量*快速和定量的检测提供了良好的途

径和解决方案'且配备较为完善的试剂校准及质控&

与之前一系列手工法相比'不仅很大程度上减轻检验

工作人员的劳动强度'同时还全面提升了临床实验室

针对自身抗体检测的质量控制水平&本文旨在比较

E1DA

这种全自动*全定量和随机上样等显著特点的

检测方法与传统手工免疫斑点法$

D%

%及
2CD

在检测

=97B$VFA

时的一致性'从而探讨其临床实际应用价

值'为临床实验室在
=97B$VFA

检测方法学的选择提

供必要的参考&

E

"

资料与方法

E*E

"

一般资料
"

本研究收集从
"-!,

年
!

月至今'在

上海交通大学医学院附属仁济医院南院风湿科就诊

且住院治疗的
E3%

患者血清样本共计
&"&

例&其

中'

'1V

患者
!+&

例$

'1V

组%'平均年龄为$

II*@d

!,*H

%岁'女性患者比例为
@@[

+

2E3%

患者
!!

例

$

2E3%

组%'平均年龄为$

&I*@d!&*+

%岁'女性患者

比例 为
HH[

+

?2

"

%2

患 者
&H

例'平 均 年 龄 为

$

#I*@d"-*@

%岁'女性患者比例为
,"[

+

''

患者
#-

例$

''

组%'平均年龄为$

&#*&d!+*!

%岁'女性患者比

例为
#+[

+

''<

患者
H

例 $

''<

组%'平均年龄为

$

I#*Hd!+*"

%岁'女性患者比例为
H![

+

JA

患者
&#

例$

JA

组%'平均年龄为$

I@*Id"!*I

%岁'女性患者比

例为
+@[

&所有入组样本的临床诊断均符合
"--@

年

美国风湿病协会$

AEJ

%诊断标准(

I

)

&健康对照组则

选取
"-!,

年
!

月至今到同济大学附属第一妇婴保健

院健康体检人员'共
H-

例&

F/9$E3%

对照组选取明

确诊断为非风湿类疾病的其他系统疾病患者'同时排

除艾滋病*肿瘤*结核*自身免疫性肝病及使用免疫抑

制剂的患者'共
!"&

例&

E*F

"

仪器与试剂
"

E1DA

自身抗体检测系统'包括全

自动化学发光分析仪$

1K.BJ=

M

!",-

%及配套
=97B$

VFA

检测试剂由苏州浩欧博生物医药有限公司生

产&

A97B$VFA

检测项目包括抗核
JF?

抗体*

'.

抗

体*抗
''A

"

J/,-

抗体*抗
'';

"

1=

抗体*抗
X/$!

抗

体*抗
'<0$H-

抗体和抗
JB:$?

抗体等
H

种常见抗体&

D%

自身抗体检测试剂盒购于德国欧蒙医学诊断股份

公司&

2?D

自身抗体检测系统'包括全自动
;B/$?05>

""--

及配套
AFA'<8559!!

项试剂盒均由美国伯乐

$

;B/$J=L

%生产&不同方法间的差异样本采用
V1D'A

检测试剂盒$德国欧蒙医学诊断股份公司%进行复测

验证&

'gFJD'V

酶标仪由瑞士
3VEAF

公司生产&

E*G

"

方法

E*G*E

"

血清收集
"

无菌促凝采血管采血
&.1

'静置

!N

后'

I_

'

I---8

"

.B9

'离心
#.B9

$

3N58./g'A

%'

#

&-I"

#
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将血清收集至
!*#.1V?

管中'放置
i+-_

备用&

E*G*F

"

全自动
E1DA

靶抗原"抗体检测
"

抗
JF?

"

'.

*

'.

*

''A

"

J/,-

*

'';

"

1=

*

'<0$H-

*

X/$!

和
JB:$?

抗

体检测试剂$购于苏州浩欧博生物医药有限公司%均

严格按照产品说明书步骤进行操作'所有检测均在配

套的全自动化学发光分析仪$

1K.BJ=

M

!",-

%上检测&

所有抗体的检测临界值均为
"-Jg

"

.1

&

E*G*G

"

D%

自身抗体检测
"

采用
D%

检测试剂盒对抗

JF?

*

'.

*

''A

"

J/,-

*

'';

"

1=

*

'<0$H-

*

X/$!

和
JB:$?

抗体开展多项联检&血清样本
!a!-!

稀释'在反应

孔中加入
#-

"

1

'室温反应
&-.B9

'洗涤浸泡
!#.B9

后'每反应孔加入
#-

"

1

酶标记的抗人
D

O

\

抗体'室

温反应
&-.B9

'再次洗涤浸泡
!#.B9

'每反应孔加入

#-

"

1

底物液'室温反应
!-.B9

'用蒸馏水清洗
&

次终

止反应&待反应膜条充分晾干后'通过肉眼开展人工

判读'当抗原包被区域出现着色均匀和清晰可见的颜

色反应时'结果判为阳性&

E*G*H

"

2CD

自身抗体检测
"

采用全自动
;B/$?05>

""--

对对抗
JF?

*

'.

*

''A

"

J/,-

*

'';

"

1=

*

'<0$H-

*

X/$!

和
JB:$?

抗体开展多项联检&检测原理为在探

测器模块中检测磁珠荧光时以接受两个激光器$

,&+

9.

激光及
#&"9.

激光%的检测&一个激光器激发的

信号用于检测磁珠分类$特定的分析物磁珠或质控磁

珠%'另一激光器激发的信号用于检测报告荧光$样本

反应性%&检测中使用原厂提供的有效期内的校准品

及质控品&检测方法严格按照制造商说明书进行&

所有抗体的检测临界值均为
!AD

&

E*H

"

统计学处理
"

采用
'?''"!*-

软件进行统计学

分析&不同方法检测结果的比较'采用四格表的
!

"

检验'两种方法检测结果一致性的分析采用
=̂

PP

=

检

验'一致性强度的判断!当
=̂

PP

=

$

-*I-

'一致性强度

较差+

-*I-

&

=̂

PP

=

$

-*H#

'一致性一般+

=̂

PP

=

'

-*H#

'一致性良好&

E1DA

与
D%

两种方法分别比较的

差异样本经
V1D'A

复测的结果后'再开展一致性分

析&

JYE

曲线计算各类方法测定的特异度及敏感性&

F

$

-*-#

表示差异有统计学意义&

F

"

结
""

果

F*E

"

E1DA

针对
=97B$VFA

在不同样本组中的抗体检

出率分析
"

在健康人群组中'除抗
''A

"

J/,-

抗体检

出率为
!*I"[

外'余抗体均为阴性+在
F/9$E3%

组

中'各抗体阳性率均小于
!-[

+在各类
E3%

中'各抗

体的检出率见表
!

&

F*F

"

E1DA

与
D%

方法的符合率分析
"

同时应用

E1DA

和
D%

对
&"&

例
E3%

样本开展平行检测'并分

别比较
E1DA

与
D%

在检测
=97B$VFA

时的一致性&

结果显示!

E1DA

法与
D%

比较时'除抗
''A

"

J/,-

抗

体的总符合率为
H!*"![

'其余抗体的总符合率均高

于
+#[

以上&见表
"

&

F*G

"

E1DA

与
2CD

方法的符合率分析
"

定量法比较

中'抗
'';

抗体及抗
'.

抗体在阳性一致性分别为

&#*I,[

*

"@*I,[

+两种抗体总体一致性分别为

,@*,,[

*

H&*-H[

&见表
&

&

表
!

""

(Y;$E1DA

检测
=97B$VFA

在不同样本组中的阳性率分析$

[

&

组别
% X/$! JF?

"

'. JB:$? ''A

"

J/,- ''; '. '<0$H-

健康对照组
H- -*-- -*-- -*-- !*I" -*-- -*-- -*--

F/9$E3%

对照组
!"& -*+! &*"# &*"# +*-! I*++ !*," -*--

'1V

组
!+& -*#I II*+- "+*I! ,@*@# !I*H# "!*&! -*##

?2

"

%2

组
&H !-*+! #*I! -*-- "@*H& !-*+! -*-- -*--

''

组
#- -*-- I*-- -*-- +"*-- I+*-- -*-- -*--

2E3%

组
!! -*-- @-*@- -*-- I#*I# -*-- -*-- -*--

''<

组
H -*-- "+*#H -*-- #H*!I -*-- -*-- #H*!I

JA

组
&# -*-- #*H! -*-- &I*"@ #*H! "*+, -*--

表
"

""

E1DA

与
D%

检测
=97B$VFA

的一致性分析

样本例数
D%

阴性$

%

%阳性$

%

%

阴性符合率$

[

% 阳性符合率$

[

% 总符合率$

[

%

=̂

PP

= F

E1DA$JB:/$?

"

阴性
"## !! +H*&& ,I*#" +#*!I -*&HH

$

-*-!

"

阳性
&H "-

E1DA$''A

"

J/,-

"

阴性
+- #+ ,@*#H H"*!" H!*"! -*&@@

$

-*-!

"

阳性
&# !#-

#

I-I"

#
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续表
"

""

E1DA

与
D%

检测
=97B$VFA

的一致性分析

样本例数
D%

阴性$

%

%阳性$

%

%

阴性符合率$

[

% 阳性符合率$

[

% 总符合率$

[

%

=̂

PP

= F

E1DA$'';

"

1=

"

阴性
"#I !" @&*&+ ,@*,I @-*H! -*,,H

$

-*-!

"

阳性
!+ &@

E1DA$'.

"

阴性
"+! & @"*!& +&*&& @!*,I -*I+H

$

-*-!

"

阳性
"I !#

E1DA$JF?

"

'.

"

阴性
"!- !" @!*&- +H*!- @-*-@ -*H,I

$

-*-!

"

阳性
"- +!

E1DA$'<0$H-

"

阴性
&!@ ! !--*-- H#*-- @@*,@ -*+#,

$

-*-!

"

阳性
- &

E1DA$X/$!

"

阴性
&!+ - !--*-- !--*-- !--*-- !*---

$

-*-!

"

阳性
- #

F*H

"

E1DA

与
2CD

诊断效能验证
"

定量法比较中'

分别进行了
;B/$?05>2CD

与
(Y;$E1DA

在抗
'.

抗

体诊断
'1V

*抗
'';

抗体诊断
''

的效能分析'结果显

示'在
'1V

中'抗
'.

抗体使用
(Y;$E1DA

诊断灵敏

度为
I!*--[

'特异度为
,@*@-[

'

;B/$?05>2CD

灵敏

度为
,H*+-[

'特异度为
@I*--[

'

AgE

面积分别为

-*#!,&

及
-*+!I@

+在
''

中'抗
'';

抗体使用
(Y;$

E1DA

诊断灵敏度为
#H*!-[

'特异度为
+I*I-[

'

;B/$

?05>2CD

灵敏度为
#+*--[

'特异度为
@!*+-[

'

AgE

面积分别为
-*H&+-

及
-*HIH-

&结果见图
!

*

"

&可见'针对
'1V

患者抗
'.

抗体'

;B/$?05>2CD

在

诊断灵敏度及特异度方面均优于
(Y;$E1DA

+

''

患

者中的抗
'';

抗体检测效能'两种方法表现相当&

表
&

""

E1DA

与
2CD

检测
=97B$VFA

的一致性分析

样本例数
2CD

阴性$

%

%阳性$

%

%

阴性符合率$

[

% 阳性符合率$

[

% 总符合率$

[

%

=̂

PP

= F

E1DA$JB:$?

"

阴性
"I, !@ @"*+& ,H*"I ++*"I -*,-!

$

-*-!

"

阳性
!@ &@

E1DA$''A

"

J/,-

"

阴性
!-- "" H@*&H ++*+& +#*!I -*,+#

$

-*-!

"

阳性
", !H#

E1DA$'';

"

1=

"

阴性
!H# @! @,*!# &#*I, ,@*,, -*&&@

$

-*-!

"

阳性
H #-

E1DA$'.

"

阴性
"-& H@ @,*"! "@*I, H&*-& -*&-"

$

-*-!

"

阳性
+ &&

E1DA$JF?

"

'.

"

阴性
!H! #I @"*I& ,-*+H H+*@# -*##&

$

-*-!

"

阳性
!I +I

E1DA$'<0$H-

"

阴性
&!+ - !--*-- !--*-- !--*-- !*---

$

-*-!

"

阳性
- #

E1DA$X/$!

"

阴性
&!+ - !--*-- !--*-- !--*-- !*---

$

-*-!

"

阳性
- #

#

#-I"

#
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图
!

""

抗
'.

抗体
JYE

曲线分析

图
"

""

抗
'';

抗体
JYE

曲线分析

G

"

讨
""

论

""

E3%

患者针对自体多种核靶抗原产生大量的自

身抗体&目前市场上仍大范围使用
D%

和免疫印迹法

$

1DA

%膜等上世纪七十年代的技术开展
=97B$VFA

检

测(

#

)

&上述方法不仅手工做法繁琐'且实验结果为定

性'人为因素影响较大&

V1D'A

方法作为国际认为较

为可靠的
=97B$VFA

定量检方法'具有较好的特异

度(

,$H

)

'但其同样存在检测线性范围有限*严格样本批

处理及重复性较低等现实问题&目前'越来越多的免

疫学检测技术和方法逐步运用到
=97B$VFA

的临床检

测实践中'例如
2CD

技术可一次同时实现
=97B$VFA

的多项联检'这不仅大大缩短了检测时间'且该仪器

可实现自动化*高通量'无疑是在通过对
(5

P

$"

细胞

进行间接免疫荧光筛查后'实施进一步鉴定特异度自

身抗体较为快捷的检测方法之一(

+$@

)

&但从检测原理

分析'由于
2CD

采用多项联检的方式针对多种不同

抗体同时检测'因此很难能够确保在同样的二抗且均

一的反应时间和条件下'实现每个抗原抗体的最优反

应&而且由于不同抗原和抗体以液相的方式存在整

个反应体系中'交叉反应或相互干扰发生的概率大大

提高&

E1DA

作为目前临床免疫检测的主流技术'已

经逐步开始应用到自身抗体检测领域&该方法学具

有全自动*全定量*随机上样*灵活组合及检测线性范

围更宽等优点&借助该方法学可实现针对多种自身

抗体的独立检测*单独定量和分别质控'因此更加适

合对于已知抗体的定量检测和复查随访&本研究应

用
E1DA

*

D%

和
2CD

等
&

种方法学同时对临床样本开

展平行检测'除了研究
E1DA

检测
=97B$VFA

在各类

结缔组织病的临床应用价值外'还同时比较
E1DA

与

D%

和
2CD

等方法学的检测一致性&

研究结果显示'在健康人群组中'

E1DA

检测各抗

体阳性检出率均小于
#*--[

+在
'1V

患者组中'抗

JB:$?

抗体及抗
'.

抗体阳性检出率分别为
"+*I![

*

"!*&![

'与
AEJ

研究报道针对
'1V

患者抗
JB:$?

抗

体$

!#[

&

&-[

%及抗
'.

抗体$

"-[

&

I-[

%的阳性检

出率基本一致(

!-$!!

)

+在
''

患者组内'

E1DA

检测抗

''A

"

J/,-

抗体阳性率为
+"*--[

'抗
'';

抗体阳性

率为
I+[

+在
2E3%

组中'抗
JF?

"

'.

抗体检出阳

性率为
@-*@-[

+在
''<

组中'抗
6<0$H-

抗体阳性率为

#H*!I[

&这些抗体的检出率与
%V'?1A3$XV\Y

等(

!"

)及
ÂZAFAg\(

等(

!&

)的研究结果基本一致&

在与
2CD

比较中'抗
'';

抗体及抗
'.

抗体在阳

性一致性均小于
I-[

'同样针对这两种抗体'使用

JYE

曲线进行抗体的诊断性能验证&在
'1V

中'抗

'.

抗体使用
(Y;$E1DA

诊断灵敏度为
I!*--[

'特

异度为
,@*@-[

'

;B/$?05>2CD

灵敏度为
,H*+-[

'特

异度 为
@I*--[

'

AgE

面 积分别 为
-*#!,&

及

-*+!I@

+在
''

中'抗
'';

抗体使用
(Y;$E1DA

诊断

灵敏度为
#H*!-[

'特异度为
+I*I-[

'

;B/$?05>2CD

灵敏度为
#+*--[

'特异度为
@!*+-[

'

AgE

面积分

别为
-*H&+-

及
-*HIH-

&可以看出!

2CD

与
E1DA

在

检测抗
'';

抗体效能上'表现相当+

E1DA

在抗
'.

抗

体的诊断效能上略显不足&

(Y;$E1DA

作为我国首

家自主研发的'针对自身抗体检测的新方法'与进口

同类定性及定量产品性能相比'均具有较高的一致

性&

E1DA

检测结果的稳定性及重复性验证'本课题

组将继续收集大量临床样本'展开后续研究&

H

"

结
""

论

""

目前针对
=97B$VFA

检测仍然缺乏标准方法'各

厂家*各种方法学之间的检测结果无法实现标准化'

如何使其规范化'势必会成为自身抗体检测领域中的

重中之重&随着临床疾病表现的愈发复杂'定性的检

测方法已无法满足临床需求'定量检测无疑会成为未

来发展的趋势&此法不仅能对实验结果做出准确判

读'更易实现自动化*高通量检测&但如何针对特定

人群检测结果做出准确解读'不仅需要大量实验数据

积累'针对不同方法学设置最适
<K7$/QQ

值'同时也需

要实验室与临床及时沟通'才可能将自身抗体检测推

上一个新台阶&
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ÂZAFAg\( A

'

3Y2AJJ

'

JVZVD11VX

'

57=0*\KBL5$

0B956Q/8<0B9B<=0K65/Q7N5=97B9K<05=8=97B:/L

M

7567=9L

75676Q/86

P

5<BQB<=K7/=97B:/LB567/9K<05=8=97B

O

596

(

X

)

*

A8<N?=7N/01=:25L

'

"---

'

!"I

$

!

%!

H!$+!*

$收稿日期!

"-!+$-!$""

"

修回日期!

"-!+$-I$"!

%

$上接第
"I-!

页%

(

,

)

1Dg)2

'

h(AF\C)

'

h(AF\h;

'

57=0*(B

O

N5>

P

856$

6B/905R506/QE

M

8,!=9LZV\C=85=66/<B=75LUB7N

P

//8

P

8/

O

9/6B6B9/675/6=8</.=

(

X

)

*?=7N/0J56?8=<7

'

"-!H

'

"!&

$

+

%!

+@#$+@@*

(

H

)

4DF̂ V1'J 2

'

(VDFV$;JkJDF\ J E

'

ZAF hg3$

?(VF 2

'

57=0*3N5EY1YF67KL

M

!

E/0/85<7=0<=9<58

!

1/9

O

B7KLB9=0

'

Y:658R=7B/9=067KL

M

/9FK78B7B/9=0=9L0BQ5$

67

M

05Q=<7/867N=72=

M

B9Q0K59<5</0/85<7=07K./K885<K8$

859<5

'

6K8RBR=0=9L

S

K=0B7

M

/Q1BQ5

(

X

)

*;2EE=9<58

'

"-!I

'

!I

$

!

%!

&HI*

(

+

)

?gVJ3A$\AJEDAV

'

EAFA%A'$\AJJV 2

'

AF\V1

EA11VXA$(VJFAF%Vh 2*2/05<K0=8:B/.=8W586B9

</0/85<7=0<=8<B9/.=

(

X

)

*?N=8.=</

O

59/.B<6

'

"-!#

'

!,

$

!-

%!

!!+@$!""!*

(

@

)

4g?

'

2A\

'

h(gb

'

57=0*E

M

8,!

"

EEF!B6B9R/0R5LB9

7N5

P

=7N/

O

5956B6/Q

P

6/8B=6B6RK0

O

=8B6RB=

P

8/./7B9

O

D1$+

P

8/LK<7B/9:

M

W58=7B9/<

M

756B9=XF̂

"

FC$W=

PP

=;

P

=7N$

U=

M

(

X

)

*E0B9D..K9/0

'

"-!H

'

!HI

$

!

%!

#&$,"*

(

!-

)

'AFY 2

'

%JD'EY11%J

'

%VXV'g'$2YF\V 4 V

'

57

=0*A<7BR=7B/9/Q4F3

"

:57=$E=759B9'B

O

9=0B9

O

V9N=9<56

?=9<85=7B<E=9<58%5R50/

P

.597=9L7N52=0B

O

9=97?/759$

7B=0ZB=g

P

$85

O

K0=7B/9/QE

M

8,!

(

X

)

*F5/

P

0=6B=

'

"-!,

'

!+

$

!"

%!

H+#$H@I*

(

!!

)

1A%4AJ

'

?JDF\1V(

'
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