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摘要"目的 探讨间接免疫荧光法!##/%"和酶联免疫吸附试验!!"0$%"检测抗核抗体!%’%"和抗双链 &’%!123&’%"
抗体的异同#方法 抽取确诊或疑为自身免疫性疾病患者血清 (,. 例$同时采用 ##/% 法和 4"#$% 法检测 %’%56, 例$抗

123&’% 抗体检测 .7 例$其中 (8 例同时检测 %’% 和抗 123&’% 抗体# 对两种方法检测结果不符者采用免疫印迹法复

查抗可溶性核抗原 !4’%"# 结果 6, 例 %’% 阳性率 00/% 法与 4"0$% 法分别为 6796:和 7*9+7:; 差别有统计学意义

<!=-9-+>%.7 例血清中抗 123&’% 抗体检测阳性率 00?% 法与 !"0$% 法分别为 779+@:和 7+9@*:$ 差别 无 统 计 学 意 义

!!A-9-."# 采用不同 BCDEFF 值时两种方法符合率比较$%’%&抗 123&’% 抗体检测结果差别均有统计学意义<!=-9-+># 两

法对一些稀有核型 %’% 检测符合率较低$而抗 123&’% 抗体的符合率在不同核型上没有差异# %’% 检测以 +!+-- 为

BCDEFF 滴度$抗 123&’% 抗体以弱阳性为 BCDEFF 值时$两种方法可获得较高的符合率$但在检测滴度 +!+--5%’%&弱阳性

抗 123&’% 抗体时两种方法存在明显的不一致#结论 ##/% 法检测总 %’%&抗 123&’% 抗体的敏感性均高于 4"#$% 法;5
##/% 法作为 %’% 的筛查方法$阳性标本再进行 4"#$% 法检测$可在获得荧光核型信息同时观察抗体滴度的变化情况$

并且更快捷经济# 两种或多种不同方法学原理的实验互相佐证$有助于减少实验误差#
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55555555抗核抗体!%’%"是抗细胞内所有抗原成分的自

身抗体的总称’+(# 将 %’% 作为自身免疫疾病的筛查

检测项目早已得到公认# 抗双链 &’%!123&’%"抗体

与细胞核的反应位点在于 &’%!外围区"脱氧核糖磷

酸框架上$被认为是红斑狼疮的重要诊断依据# 虽然

有多种方法来检测自身抗体的存在$ 但 00/% 法为这

两种抗体最常用的检测方法#其中$%’% 的检测常用

核质丰富的培养细胞 QK]3, 为抗原$而抗 123&’% 抗

体则多用马疫锥虫或绿蝇短膜虫为基质抗原#目前国

内有不少实验室开始使用 4"0$% 法进行 %’% 和抗

123&’% 的检测# 不同检测方法必定导致实验室间检
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!!!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"#$%&& 值为阳性 ’ !!!!!!!!!!!!!"#$%&& 值为弱阳性 (
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!符合例数 不符例数 符合率 符合例数 不符例数 符合率

)*) +!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!,- !!!!!!!./ ++++++01+++++++++++1/20-3 ++++++4,+ +++++5.++++++++++ ,-2603
抗 789:*) 抗体 1/ ;++++++0- ++++++-1 ++++++++++.-255< ++++++1=++ +++++++/ +++++++++++652-0<

>??@)法 )*)A#$%&& 滴度 B5C0-=!抗 789:*) 抗体 ??@) 法的 A#$%&& 值为阳性D;
E??@) 法 )*)A#$%&& 滴度 B5C5==!抗 789:*) 抗体 ??@) 法的 A#$%&& 值为弱阳性

表 5++不同 A#$%&& 值时两种方法检测结果符合情况

项目 !

测结果的差异!而对弱阳性标本的检测结果更是成为

争议的焦点" 为客观评价 ??@) 法与 FG?H) 法检测

)*) 和抗 789:*) 抗体的异同! 本文对确诊或疑为

自 身 免 疫 性 疾 病#)?:$的 患 者 血 清 5-1 例!同 时 用

??@) 法与 FG?H) 法检测 )*)I789:*)I现报告如下%

5;;对象和方法

525;;标本来源

-==/ 年 J 月至 0 月到我院确诊或疑为 )?: 患者

5-1 例!男性 56 例!女性 5=4 例!年龄 /K,= 岁!平均

0121 岁"清晨空腹抽取患者血液!离心分离血清!当日

检 测 I ;同 时 采 用 ??@) 法 和 FG?H) 法 检 测 )*);,-
例!抗 789:*) 抗体检测 1/ 例 I其中 5. 例同时检测

)*) 和抗 789:*) 抗体"
52-;方法

52-25;仪器和试剂 LF?HH 型荧光显微 镜!MH9, 型 转

移脱色摇床!MNOPQ% 型 酶 标 仪&??@) 法 试 剂 盒 购 自

德国欧蒙公司!批号’@=/=-=.@O&FG?H) 法试剂盒购

自美国 LO#8 公司!批号’F=/=5-=RG% 试剂均在有效

期内使用% F*) 试剂盒购自德国欧蒙公司! 批号’
:=/=5=.)S%
52-2-!检测方法 同时采用 ??@) 法和 FG?H) 法检测

)*)!,- 例!抗 789:*) 抗体检测 1/ 例I!其中 5. 例同

时检测 )*) 和抗 789:*) 抗体% 对两种方法检测结

果 不 符 者 采 用 免 疫 印 迹 法 复 查 抗 可 溶 性 核 抗 原

#F*)$% 每种方法都严格按照说明书操作完成%
520!!结果判断

52025!!??@) 法判读 )*) 结果 荧光显微镜下 TFU9-
细胞无荧光染色为阴性& 荧光较弱则可判为弱阳性!
即滴度 5!5==& 有荧光染色并可辨荧光模型则判为阳

性!阳性血清按 5!0-=(5!4.=(5!5=== 滴度系统报告抗

体最终滴度及荧光模型%
??@) 法判读抗 789:*) 抗体结果’荧光显微镜下

绿蝇细胞短膜虫动基体无荧光染色为阴性&荧光弱则

判为弱阳性&动基体均质或部分有荧光染色则判为阳

性%
5202-!!FG?H) 法判读 )*)! 抗 789:*) 抗体结果 酶

标仪测定反应板 V: 值!计算标本的 V: 值 W#标准液

平均 V: 值"校正因子$!!=26 判为阴性!"525 判为

阳性!=265K52=6 判为可疑%
52020X!免疫印迹法判读 F*) 结果 对照评价手册!根

据膜条上条带标记位置判断结果%与非抗原包被区相

比! 阳性反应将在相应的抗原处呈现蓝紫色条带!抗

原位置出现白色条带判为阴性%
52.!!统计学分析

使用 HYHH5.2= 统计软件分析!对 )*)(抗 789:*)
抗体不同 A#$%&& 值时两种方法符合率比较采用 !- 检

验% 两种方法的阳性检出率比较采用配对 ZA*OQ[P
检验%

-!!结果

-25!!??@) 和 FG?H) 检测结果

)*) 阳性率 ??@) 法与 FG?H) 法分别为 ,/2,<
和 /025/<!差别有统计学意义#"\=2=5$&抗 789:*)
抗体检测阳性率 ??@) 法与 FG?H) 法分别为 //256<
和 /5260<! 差别无统计学 意 义 #"]=2=1$&)*)(抗

789:*) 抗体 ??@) 法弱阳性标本中分别有 /.2.-<和

,.24-<的血清 FG?H) 法检测为阳性%
-2- ??@) 和 FG?H) 结果符合情况

不同 A#$%&& 值两组间两种方法符合率比较I)*)
检测结果差别有统计学意义^"\=2=5_% 抗 789:*) 抗

体检测结果差别有显著统计学意义^"\=2=5!表 5_%

-20XX??@) 和 FG?H) 结果不符分析

两种方法不符合的标本进行 F*) 复检!5 例??@)
法 检 测 )*) 与 抗 789:*) 抗 体 均 为 阴 性 的 标 本

FG?H) 法检测两种抗体均为阳性!其 F*) 检测 HH9)
抗体阳性% 两种方法不符结果 F*) 检测结果见表 -%
-2. ??@) 法检测不同荧光模型与 FG?H) 法检测结果

分析

)*) 检测 A#$%&& 滴度为 5!5==!抗 789:*) 抗体

临 界 值 判 断 水 平 定 为 弱 阳 性 时 不 同 荧 光 模 型 与

FG?H) 法检测结果!见表 0%

0XX讨论

025XX??@) 法与 FG?H) 法的特点

??@) 法已逐渐成为国内外实验室检测 )*)(抗
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!"! ###############################抗 $%&’"! 抗体

(()! 法 *+(,! 法 (()! 法 *+(,! 法
阳性例数 阳性例数 阳性例数 阳性例数

颗粒型 -. #################/0 ###########102.34 ##5 ############5 ######.336
胞浆型 .. 7################.3## 8328.6 ##5 ############5 ######.336
均质型 .5 #################./ #############096 /3 ##########.1 #######836
其他型 ./ ##################5 #############936 .. ############8 #####1.21/6

表 -##不同荧光模型与 *+(,! 法检测结果分析

其他型包括着丝点!高尔基!核仁!核膜和两种以上的混合核型

(()!
荧光模型 符合率 符合率

!"! #############抗 $%&’"! 抗体

例数 *"!阳性例数 例数 *"!阳性例数

(()!:;<*+(,!:&< ##/ ##########. #3 ##########3
(()!:;=&<*+(,!:&< .. ##########- #> 7777777777/
(()!:&<*+(,!:;< 7. 7777777777. 7/ 77777777773

表 /77两种方法不符结果 *"! 检测结果

不符情况

$%&’"!抗体最常用的方法" 被认为是检测细胞内抗

原自身抗体的金标准 #.?7/$% (()! 法筛查 !"! 的优点

是&实验基质制备容易’基质(@*A&/ 细胞和猴肝片)
中含抗原谱完整’特异性高"产生特征性的荧光模型’
但 (()! 法读片耗时" 而且结果的正确性和精确度很

大程度上取决于阅片人的知识技术% *+(,! 法以 B’
值代替滴度"以特异性抗体取代荧光模式%相对而言"
*+(,! 法更客观!快捷!易于自动化%不少学者认为这

种现已投放市场的检测 方 法 有 望 填 补 (()! 法 的 空

缺"甚至取而代之#-?7>$%
-2/77(()! 法与 *+(,! 法符合情况分析

武永康等 #/$报道 *+(,! 法检测 !"! 具有较高

的检测效能"与 (()! 法检测结果的符合率较高%!"!
滴度大于 .!.33"尤其在小于 >3 岁女性人群中具有临

床意义 #9$% 而抗 $%&’"! 抗体滴度和疾病活动度相

关" 该抗体弱阳性为监控治疗提供了有效的依据#5$%
在此意义上" 将 !"! 检测 CDEFGG 滴度定为 .!.33"抗

$%&’"! 抗体临界值判断水平定为弱阳性时两种方

法在本次研究中获得较高的符合率%但我们发现两种

方法检测结果符合率不能一概而论% !"! 检测中滴

度为 .!.33 时两种方法检测的结果符合率较低% 并

且" 采用不同 CDEFGG 值两组间符合率比较"!"!!抗

$%&’"! 抗体检测结果差别有统计学意义"说明两种

方法在检测血清中弱阳性 !"! 和抗双链 ’"! 抗体

时 结 果 存 在 不 一 致% 在 本 研 究 中" 我 们 还 发 现 抗

$%&’"! 抗体的检测也出现两种方法检测低滴度标

本时符合率低的结果% 表 . 结果显示&(()! 法检测

!"! 阳性率高于 *+(,! 法’(()! 法检测抗 $%&’"!
抗体与 *+(,! 法比较"差别无统计学意义% (()! 法检

测 !"!! 抗 $%&’"! 抗体的弱阳性标本中" 而采用

*+(,! 法检测阳性率分别是 0>2>/4!1>25/4" 说明

(()! 法 较 *+(,! 法 敏 感" 更 容 易 检 出 血 清 中 总 的

!"! 和抗 $%&’"! 抗体% 这些可能与 (()! 法使用的

@HA&/ 细胞!绿蝇短膜虫细胞所含抗原种类!抗原量

及其对应的 *+(,! 法不匹配有关%
两种方法不符合的标本进行 *"! 检测"

一例 (()! 法 检 测 !"! 与 抗 $%&’"! 抗 体 均

为阴性的标本 *+(,! 法检测两种抗体均为阳

性" 其 *"! 检 测 ,,&! 抗 体 阳 性% *"!!抗

$%&’"! 抗 体 属 于 !"! 众 多 组 分 中 的 一 部

分" 理论上 *"! 或抗 $%&’"! 抗体检测为阳

性时"!"! 也应该为阳性% 然而 (()! 法 !"!
阴性的病人血清进行抗 $%&’"! 抗体!*"! 分

析"或以不同底物的荧光法筛查时可出现阳性

结果#0$"并且 (()! 法检测 !"! 抗 IF&. 抗体和

抗 ,,&!=JF 抗 体 方 面 敏 感 性 欠 佳 #1? 7 8$"而

*+(,! 法因包被抗原种类不同可能因其较 (()! 法敏

感而检出其中的 ,,&! 抗体% 另外"大多数具有临床

价值的 !"! 为 (KL 型"低亲和力的 (KM!(K! 可在健

康个体中检测到"其检测通常无意义% 当部分患者的

抗核抗体表现为 (KM 或 (K! 型时"(KL 荧光二抗就无

法与其结合而产生假阴性或弱阳性%这些都可能成为

两法检测低滴度标本时符合率低的原因%
-2-77(()! 法不同荧光核型与 *+(,! 法检测结果的分

析

不符的 !"! 血清中". 例 (()!:;<*+(,!:&<血清

其荧光模型为着丝点型"滴度 .!-/3% 以 *"! 抗体谱

进行复查"检测结果为着丝点 N 蛋白阳性% 表 9 结果

也显示"*其他型+ 统计中包括了一些不常见核型"
!"! 检测结果中*其他型+的两种方法符合率均低于

颗粒型!胞浆型!均质型核型%人工重组所有细胞抗原

极其困难"某些人工抗原因不具备天然构象而无抗原

性或抗原性很弱#.$% 因此"*+(,! 法检测某些稀有核

型 !"! 的标本时可能出现假阴性% 而本次使用的

*+(,! 法反应板所包被抗原中的着丝点蛋白有可能

缺乏或不足%
含 有 均 质 型 的 高 滴 度 的 !"! 标 本 检 出 的 抗

$%&’"! 抗体机率高?含量与荧光强度成正比#..$"本次

检 测 的 抗 $%&’"! 抗 体 标 本 中 也 有 >529.6的 标 本

!"! 检测其荧光核型为均质型"高于其他核型%但未

发现检测抗 $%&’"! 抗体时两法符合率在不同核型

上的明显差异% 对于 *+(,! 这种平面抗原包被方法"
抗原种类超过十种以上" 则会产生抗原位点相互遮

蔽"从而影响检测的敏感性% 可能因为抗 $%&’"! 抗

体 所 使 用 的 *+(,! 抗 原 板 理 论 上 只 包 被 有 单 一 抗

原"其检测的抗体单一"故符合率较 !"! 的检测结

果要好%
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!"#$$总结

自身抗体的检测由于缺少适合的参考标准物而

使实验室间的标准化极差!而对于临界滴度标本的检

测最具争议" %%&’ 法结果的主观解释标准#荧光片洗

涤#荧光二抗的浓度#荧光显微镜的光强和分辨率都

对结果产生重要影响" ()%*’ 法的标本稀释#抗原板

的洗涤!酶标仪的校准等方面也可造成结果差异" 本

次 研 究 证 实 ()%*’ 法 和 %%&’ 法 在 检 测 临 界 滴 度

’+’#抗 ,-./+’ 抗体方面的确存在不一致" 上述分

析原因都可能导致这两种方法结果的差异"()%*’ 优

点是实验要求不高!但缺点是由于所能包被的抗原有

限!不能检测到全部的 ’+’"%%&’ 法具有较好的敏感

性!可以作为主要几种 ’+’ 成分的筛查方法!阳性

标本再进行 ()%*’ 法检测! 在获得荧光核型信息同

时观察抗体滴度的变化情况!并且更快捷经济" 而抗

,-./+’ 抗体通常存在高#低亲和力的两种!一种方

法学的检测不利于抗 ,-./+’ 抗体的检出!不同实验

室之间对同一项目采用不同的检测方法必定会导致

检测结果的差异" 因此!两种或多种不同方法学原理

的实验互相佐证!有助于减少实验误差"对于 %%&’ 法

的研究! 寻找含有更丰富抗原的细胞底片将是提高

%%&’ 法检出能力的方向! 有学者提出使用人活化的

淋巴细胞而作为底物检测 ’+’ 可能比瘤细胞具有

更多优越性$0!%" 而更丰富#更接近天然抗原的 ()%*’
抗原板将具有更高的使用价值"
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