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两种方法检测抗着丝点抗体比较

韩　峰，荀春华（江西省九江学院附属医院检验科　３３２０００）

　　【摘要】　目的　评估免疫印迹（ＩＢ）和间接免疫荧光（ＩＩＦ）法检测抗着丝点抗体（ＡＣＡ）的临床应用价值；观察

ＡＣＡ检测的ＩＩＦ法与斑点印迹法之间的相关性。方法　收集经ＩＩＦ法和（或）欧盟印迹法检测 ＡＣＡ和着丝点蛋白

Ｂ抗体阳性患者血清，同时检测５０例健康人血清为对照。结果　ＩＩＦ法和ＩＢ法检测７６份不同自身免疫病患者血

清差异无统计学意义（犘＞０．０５），且呈明显的正相关（犽犪狆狆犪＝０．８７１，犘＜０．０１）。５０份健康人血清两种方法检测均

无阳性。ＩＩＦ／ＩＢ阳性符合率是９１．９％（６８／７４），ＩＢ／ＩＩＦ阳性符合率是９７．１％（６８／７０）。结论　两种方法检测 ＡＣＡ

效果几乎等价，但ＩＩＦ法检测ＡＣＡ简单、快速、准确，适用于临床ＡＣＡ的常规检测。
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　　抗着丝点抗体（ＡＣＡ）其靶抗原为着丝点蛋白，位于在细

胞分裂时与纺锤体相互作用的动原体（动粒体）的内板与外板

上。目前已知与ＡＣＡ反应的着丝点蛋白通常有多种：着丝点

蛋白 Ａ（ＣＥＮＰＡ，１７×１０３）、着丝点蛋白 Ｂ（ＣＥＮＰＢ，８０×

１０３）、着丝点蛋白 Ｃ（ＣＥＮＰＣ，１４０×１０３）、着丝点蛋白 Ｄ

（ＣＥＮＰＤ）等系列。近年来陆续发现了识别着丝点蛋白 Ｅ

（ＣＥＮＰＥ）、着丝点蛋白Ｆ（ＣＥＮＰＦ）、着丝点蛋白 Ｇ（ＣＥＮＰ

Ｇ）等多种抗着丝点抗体，但比较少见
［１４］。ＡＣＡ的检测方法

包括免疫印迹（ＩＢ）和间接免疫荧光（ＩＩＦ）、酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）等方法。以培养细胞为实验基质的ＩＩＦ法，是目前检

测ＡＣＡ常用的方法。人喉癌上皮细胞株（ＨＥｐ２）细胞抗原底

物要求应至少含有少量分裂期细胞（分裂中期或后期细胞），

ＨＥｐ２细胞抗原底物富含分裂期细胞，适合于 ＡＣＡ检测。采

用分子生物学技术克隆、表达、纯化的ＣＥＮＰＢ能够被 ＡＣＡ

抗血清识别［５］，ＡＣＡ主要靶抗原ＣＥＮＰＢ能与含有各种抗着

丝点抗体的血清起反应［３４］，因此欧盟公司 ＡＮＡ谱试剂盒中

多以提纯或重组的ＣＥＮＰＢ为包被抗原。本文分析ＩＩＦ法和

ＩＢ法检测 ＡＣＡ的符合性，旨在评估两种方法检测 ＡＣＡ 的

价值。

１　材料与方法

１．１　标本　收集２０１０年９月至２０１１年６月在本院检查的７６

份经临床诊断和欧盟 ＡＮＡ谱印迹法免疫学检测为不同类型

的自身免疫病的患者血清，包括系统性红斑狼疮、干燥综合征、

多发性皮肌炎等，符合美国风湿病协会（ＡＲＡ）１９９７年修订的

诊断标准，以及５０份健康人血清，均为本科室保存。

１．２　仪器与试剂　仪器采用荧光显微镜和转移脱色摇床。

ＡＣＡ检测采用 ＨＥｐ２为抗原底物的ＩＩＦ法检测，ＩＩＦ法检测试

剂盒和ＡＮＡ谱检测试剂盒均购自德国欧盟公司。

１．３　结果判断标准

１．３．１　ＩＩＦ法检测ＡＣＡ　将血清按１∶１００稀释，按试剂说明

书操作。荧光显微镜下在非分裂期 ＨＥｐ２细胞的细胞核内散

在分布相同大小的颗粒荧光（每个细胞核为４６或９２个不等），

在有丝分裂期，荧光颗粒聚集在细胞中板上或于两侧呈带状排

列，ＡＣＡ为阳性。

１．３．２　ＩＢ法检测ＡＣＡ　将血清在反应槽中按１∶１００稀释，

按试剂说明书操作。试剂条显色区带与质控带进行对照，显紫

色为阳性，不显色为阴性。

２　结　　果

２．１　ＩＩＦ和ＩＢ法检测ＡＣＡ模式　ＨＥｐ２细胞抗着丝点荧光

图形为有丝分裂期细胞染色体区呈现棒状或带状与浓缩染色

体相应排列的着丝点荧光染色，分裂中期细胞呈现位于细胞中

央的密集棒状排列的着丝点荧光染色，分裂后期浓缩的着丝点

以２条连接中心的平行带形式出现；可呈现４６～９２个荧光颗

粒；ＩＢ法每条带质控带均出现紫色条带，ＣＥＮＰＢ对应位置出

现条带为阳性。见图１。

２．２　两种方法结果分析　ＩＩＦ法检测 ＡＣＡ阳性通常伴有其

他核型的出现，如胞浆型、核模型、核仁型、均质型、斑点型、均

质斑点型等。６８例 ＡＣＡ和ＣＥＮＰＢ同时阳性，６例ＣＥＮＰＢ
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阳性而ＡＣＡ阴性的抗核抗体荧光核型为４例颗粒型，２例均

质型均是强阳性；２例 ＡＣＡ阳性而ＣＥＮＰＢ阴性。５０例健康

对照组均无１例阳性，特异性均高达１００％。两种方法吻合程

度良好（犘＜０．０１）。ＩＩＦ／ＩＢ阳性符合率是９１．９％（６８／７４），ＩＢ／

ＩＩＦ阳性符合率是９７．１％（６８／７０）。见表１。

图１　两种检测方法的模式

表１　两种方法检测ＡＣＡ结果

ＩＩＦ法
ＩＢ法

＋ －

合计
犕犮犖犲犿犪狉χ

２检验

χ
２ 犘

犓犪狆狆犪一致性检验

犽犪狆狆犪 犘

＋ ６８ ２ ７０

－ ６ ５０ ５６ １．１２５ ０．２８９ ０．８７１ ０．０００

合计 ７４ ５２ １２６

　　注：ＭｃＮｅｍａｒχ
２检验两种试验方法阳性率之间差异，犘＞０．０５，差

异无统计学意义。犓犪狆狆犪表示一致性检验两种实验结果间的吻合程

度，犘＜０．０１，二者之间吻合程度好。

３　讨　　论

本研究结果显示ＩＩＦ法检测出的ＡＣＡ荧光模式符合文献

报道，ＩＢ法所检测的ＡＣＡ阳性条带符合说明书的要求。７６例

患者血清中有６８例两种方法均为阳性，６例仅斑点印迹法测

出ＡＣＡ阳性标本，其抗核抗体均强阳性，众所周知，血清低稀

释倍数时，多种自身抗体可能相互掩盖。应将该样本进一步稀

释再确定核型。２例ＩＩＦ法测出阳性而ＣＥＮＰＢ阴性，可能是

该样本特异性的靶抗原不含ＣＥＮＰＢ。

ＡＣＡ是系统性硬化症皮肤僵硬综合症（ＣＲＥＳＴ）的特异

性抗体，阳性率可达８０％～９８％
［６］。ＣＲＥＳＴ综合征属系统性

性硬化症中的一种良性变异型，临床表现主要包括钙质沉着、

雷诺现象、食管运动障碍、指（趾）硬皮病和毛细血管扩张（ｔｅｌ

ａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｓ，Ｔ）等。ＡＣＡ阳性往往预示患者较少涉及内脏损

害，是预后较好的一个指标。此外，原发性雷诺现象患者（无其

他ＣＲＥＳＴ症状或体征）中ＡＣＡ的阳性率为２５％，抗体阳性患

者易发展成系统性硬化症局限型，此类患者可能是ＣＲＥＳＴ综

合征的早期变异型或顿挫型。弥漫型性硬化症中 ＡＣＡ较为

少见，阳性率仅为８％。ＡＣＡ很少与抗ＳＣＬ７０抗体同时存

在。ＡＣＡ除主要与局限型系统性硬化症相关外，还偶见于局

限性肺动脉高压、其他结缔组织疾病、关节痛和原发性甲状腺

炎拌雷诺现象等患者中。此外，ＡＣＡ还见于原发性胆汁性肝

硬化（ＰＢＣ）患者中，阳性率１０％～２０％。ＡＣＡ阳性的ＰＢＣ患

者常同时存在ＣＲＥＳＴ综合征的临床症状。ＰＢＣ患者中 ＡＣＡ

阳性常伴ＰＢＣ其他相关自身抗体，最常见的是抗线粒体抗体

（ＡＭＡ），ＰＢＣ 患者中约２０％的 ＡＭＡ 阳性伴 ＡＣＡ 阳性。

ＡＣＡ伴抗核点抗体、抗核包膜蛋白抗体的荧光染色模型也可

见到［６８］。最近研究表明ＡＣＡ阳性自身免疫性肝病患者血清

ＩｇＧ水平低于 ＡＣＡ 阴性患者，提示 ＡＣＡ 可能与免疫水平

相关［９］。

综上所述，ＡＣＡ的检测临床意义重大。但是采用何种方

法能够准确且经济适用检测出 ＡＣＡ是检验人员考虑的问题。

欧盟ＡＮＡ谱免疫印迹操作繁琐，且必须１４项检测同时做，试

剂昂贵，给患者带来不必要的经济负担；而ＩＩＦ法不仅可以得

出ＡＣＡ的结果，也可以看出是否有其他核型的存在。因此，

两种方法检测ＡＣＡ效果几乎等价，但ＩＩＦ法经济适用、快速、

准确，适用于临床ＡＣＡ的常规检测。
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［４］ ＭａｈｌｅｒＭ，ＭｉｅｒａｕＲ，ＢｌｕｔｈｎｅｒＭ．Ｆｉｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅ

ａｎｔｉＣＥＮＰＡＢｃｅｌｌａｕｔｏｉｍｍｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ，

２０００，７８（８）：４６０４６７．

［５］ ＲｏｂｉｔａｉｌｌｅＧ，ＨéｎａｕｌｔＪ，ＣｈｒｉｓｔｉｎＭＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅａｒ

ａｕｔｏａｎｔｉｇｅｎＣＥＮＰＢｄｉｓｐｌａｙｓｃｙｔｏｋｉｎｅｌｉｋｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｔｏ

ｗａｒｄｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，

２００７，５６（１１）：３８１４３８２６．

［６］ ＧｏｎｚáｌｅｚＢｕｉｔｒａｇｏＪＭ，ＧｏｎｚáｌｅｚＣ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏ

ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅａｎｔｉｇｅｎｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙａｎａｕｔｏｍａｔｅｄｅｎｚｙｍｅ

ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍ Ａｃｔａ，２００３，３２８（１２）：１３５

１３８．

［７］ＣａｖａｚｚａｎａＩ，ＣｅｒｉｂｅｌｌｉＡ，ＴａｒａｂｏｒｅｌｌｉＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉ

ａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎａｌａｒｇｅｃｏｈｏｒｔｏｆｉ

ｔａｌｉａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈｓｙｓｔｅｍｉｃｓｃｌｅｒｏｓｉｓ．Ｊ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ，

２０１１，３８（１０）：２１８０２１８５．

［８］ ＯｋａｄａＴ，ＯｈｚｅｋｉＪ，ＮａｋａｎｏＭ，ｅｔａｌ．ＣＥＮＰＢｃｏｎｔｒｏｌｓ

ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｉｎｇｏｎｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｉｎｃｏｎｔｅｘｔ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００７，１３１（７）：１２８７１３００．

［９］ ＨｉｍｏｔｏＴ，ＭｕｒｏｔａＭ，ＹｏｎｅｙａｍａＨ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓｓｅｒｏｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｆｏｒａｎｔｉｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＨｅｐａｔｏｌＲｅｓ，２０１０，

４０（８）：７８６７９２．

（收稿日期：２０１２０６１５）

·２５９２· 检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３




