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抗核抗体谱的检测在自身免疫性疾病中的应用价值
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　　【摘要】　目的　探讨用间接免疫荧光法（ＩＩＦ）抗核抗体（ＡＮＡ）与免疫印迹法（ＬＩＡ）特异性抗核抗体谱（ＡＮＡｓ）

的联合检测在自身免疫性疾病（ＡＩＤ）中的应用价值。方法　４３６例患者，其中自身免疫病患者２７１例，非自身免疫

病患者１６５例，所有患者同时检测血清 ＡＮＡ和 ＡＮＡｓ，两种检测方法产生４种检出模式：ＩＩＦ（＋）／ＬＩＡ（＋）、ＩＩＦ

（－）／ＬＩＡ（－）、ＩＩＦ（＋）／ＬＩＡ（－）和ＩＩＦ（－）／ＬＩＡ（＋）。结果　４３６份标本中ＩＩＦ（＋）／ＬＩＡ（＋）占４０．１５％，ＩＩＦ

（－）／ＬＩＡ（－）占２５．５２％，ＩＩＦ（＋）／ＬＩＡ（－）占１５．２７％，ＩＩＦ（－）／ＬＩＡ（＋）占９．８１％，ＩＩＦ与ＬＩＡ检测ＡＮＡ的结果

总体符合率为６５．６７％，ＡＮＡ和ＡＮＡｓ在自身免疫病患者中的阳性率分别是６５．３％和５７．９％，显著高于非自身免

疫病患者的１７．６％和２０．０％；ＡＮＡ和ＡＮＡｓ在自身免疫病组和非自身免疫病组间阳性率比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。两检测结果仅在 ＭＣＴＤ和ＳＬＥ患者中存在相关性（犘＜０．０１），在其他观察组中不存在相关性（犘＞

０．０５）。结论　ＩＩＦ检测ＡＮＡ容易导致ＡＩＤ患者部分具有临床意义的 ＡＮＡ特异性抗体漏检，而 ＡＮＡｓ检测因其

测定的抗体数量有限也容易导致ＡＩＤ患者的ＡＮＡ漏检。ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＡＡＮＡｓ检测不能相互代替，对需要通过

检测ＡＮＡ来排除ＡＩＤ的患者标本应同时进行ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＦＡＮＡｓ的检测，以避免仅采用一种方法进行检测时

导致ＡＩＤ患者漏诊。ＡＮＡ的ＩＩＦ法易导致以抗ＳＳＡ、抗ＳＳＢ和抗Ｒｏ５２为主要抗体的患者 ＡＮＡ假阴性，而ＬＩＡ

法特异性ＡＮＡｓ的检测因检测的抗体不全面也无法取代ＡＮＡ的ＩＩＦ法检测。在临床实际工作中两种 ＡＮＡ的检

测方法不能相互取代，应联合应用。
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ｓｅｓ

　　自身抗体是自身免疫性疾病（ＡＩＤ）的重要标志物。间接

免疫荧光法抗核抗体（ＩＩＦＡＮＡ）检测是 ＡＩＤ的筛选试验，而

免疫印迹法特异性抗核抗体谱（ＬＩＡＡＮＡｓ）检测对 ＡＩＤ诊断

和鉴别诊断、病情评估与治疗监测、病程转归与预后判断等都
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具有重要的临床应用价值［１］。以往文献大多对荧光法抗核抗

体与印迹法抗核可提取性核抗原抗体（ＥＮＡ）的相关性进行研

究，但是在常规工作中，作者发现荧光法抗核抗体检测结果有

时与免疫印迹法检测结果不符合。为探讨ＩＩＦＡＮＡ 与ＬＩＡ

ＡＮＡｓ的相关性，本文对４３６例检测结果进行对比研究，分析

其相关性，探讨对ＡＩＤ的诊断价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年４月至２０１２年４月，在本院门

诊及住院确诊为 ＡＩＤ 的患者２７１例，包括系统性红斑狼疮

（ＳＬＥ）９０例、混合性结缔组织病（ＭＣＴＤ）３５例、干燥综合征

（ＳＳ）２３例、类风湿关节炎（ＲＡ）３７例、系统性硬化症（ＳＳｃ）１８

例、自身免疫性肝炎（ＡＩＨ）２８例、其他 ＡＩＤ４０例；确诊为非

ＡＩＤ的患者１６５例，其中男１４３例，年龄１７～６５岁，平均４１．１

岁；女性２９３例，年龄１３～７０岁，平均３９．８岁；诊断均符合相

关疾病的国际诊断标准，所有患者均空腹采血分离血清直接

检测。

１．２　方法

１．２．１　ＩＩＦＡＮＡ检测　试剂盒来自于德国欧蒙医学实验诊

断有限公司。每个反应区同时有灵长类肝组织切片和 ＨＥＰ２

细胞。血清稀释后与抗原基质片反应３０ｍｉｎ同时设阳性和阴

性对照，浸泡５ｍｉｎ，加入荧光标记的二抗避光孵育３０ｍｉｎ，浸

泡５ｍｉｎ，加甘油封片后荧光显微镜下判读结果。以抗体滴度

大于或等于１∶１００为阳性。

１．２．２　ＬＩＡＡＮＡｓ检测　试剂来自于北京海瑞祥天生物有限

公司，采用ＬＩＡ检 ＡＮＡｓ特异性抗体，包括抗ＡＭＡＭ２、抗

Ｕ１ｎＲＮＰ、抗ＳｍＤ１、抗ＳＳＡ／６０ｋｄ、抗 ＳＳＡ／５２ｋｄ抗体、抗

ＳＳＢ、抗Ｓｃｌ７０、抗Ｊｏ１、ＣＢＮＰＢ（抗着丝点抗体）、抗ｄｓＤＮＡ、

抗Ｎｕｃ（核小体抗体）、抗Ｈｉｓ（组蛋白抗体）、抗ＰＯ（核糖体Ｐ

蛋白抗体）。１∶１００稀释的患者１Ｌ血清与膜条上的靶抗原

反应３０ｍｉｎ，洗涤３次加入１Ｌ酶标记的抗人ＩｇＧ（酶结合物）

反应３０ｍｉｎ，洗涤３次（每次５ｍｉｎ），加入底物液反应１０ｍｉｎ，

蒸馏水清洗膜条加入终止液终止反应，待膜干燥后，将实验结

果与试剂盒提供的ＬＩＡ特异判读卡比较，判定结果。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件分析，组间阳性

率比较用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。指标相关

性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析方法，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＦＡＮＡｓ在自身免疫病组与非自身免疫病

组之间存在明显差异（犘＜０．０１），ＡＮＡ在自身免疫病患者中

的阳性率（６５．３％）明显高于非自身免疫病患者（１７．６％），ＡＮ

Ａｓ在自身免疫病患者中的阳性率（５７．９％）明显高于非自身免

疫病患者（２０．０％）。但 ＡＮＡ和 ＡＮＡｓ检测结果仅在 ＭＣＴＤ

和ＳＬＥ患者中存在相关性（犘＜０．０１），在其他观察组中不存在

相关性（犘＞０．０５），表１。

表１　ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＦＡＮＡｓ在不同自身免疫

　　　疾病中的相关性［狀（％）］

组别 狀 ＩＩＦＡＮＡ ＬＩＡＡＮＡｓ

ＡＩＤ ２７１ １７７（６５．３） １５７（５７．９）

ＳＬＥ ９０ ６３（７０．２）△ ５５（６１．１）

ＭＣＴＤ ３５ ３０（５．７）△ ３１（８８．６）

ＳＳ ２３ ８（３４．８）＃ １６（６９．６）

续表１　ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＦＡＮＡｓ在不同自身免疫

　　疾病中的相关性［狀（％）］

组别 狀 ＩＩＦＡＮＡ ＬＩＡＡＮＡｓ

ＲＡ ３７ ２９（８．４）＃ ２０（５４．０）

ＳＳｃ １８ １２（６６．７）＃ １４（７７．８）

ＡＩＨ ２８ １３（４６．４）＃ ７（３５．０）

其他ＡＩＤ ４０ ２２（５５．０）＃ １４（５．０）

非ＡＩＤ １６５ ２９（１７．６）＃ ３３（２０．０）

　　注：与非 ＡＩＤ组相比，犘＜０．０１；在同一种疾病中与ＬＩＡＡＮＡｓ

比较，△犘＜０．０１，＃犘＞０．０５。

３　讨　　论

ＩＩＦ作为ＡＮＡ检测的标准方法，具有检测灵敏度高、操作

方便，且能针对细胞核、细胞质、细胞骨架、细胞周期等各种自

身抗体，具有检测范围广等优点［２］。自从以 ＨＥｐ２细胞为基

质的ＩＩＦＡＮＡ建立以后，国内外许多实验室均采用此方法作

为ＡＮＡ的筛查试验，但由于检测时干扰现象或人体正常免疫

反应等会出现假阳性，基质中部分靶抗原分布不均、含量低等

原因也会出现假阴性结果。而ＬＩＡ作为ＡＮＡｓ的特异性抗体

确认实验中的一种，在反应膜条上平行包被多种高度纯化或重

组的抗原物质，具有操作简单快速、易自动化，结果判读方便，

一次可检测 ＡＩＤ相关的多种特异性自身抗体，并且在方法学

上与ＥＬＩＳＡ比较有相似的灵敏度和特异性等优点
［３４］。

本研究结果显示两种方法检测结果的总体符合率仅为

６５．６７％。经统计分析，ＩＩＦＡＮＡ与ＬＩＡＡＮＡｓ检测结果的差

异有统计学意义（犘＜０．０１），从方法学角度分析，ＩＩＦＡＮＡ与

ＬＩＡＡＮＡｓ检测结果并不完全一致，不能相互替代。以ＨＥｐ２

细胞为抗原基质检测 ＡＮＡ 时，基质中的抗原存在分布不均、

含量过低以及不同固定方法对特定抗原的破坏等因素的影响，

可能导致部分特异性抗体的漏检［５６］。如果实验室以ＩＩＦ作为

ＡＮＡ初筛试验，初筛阳性后再进行 ＡＮＡｓ特异性抗体检测，

会导致１０％以上的患者ＡＮＡ假阴性，很容易造成部分具有重

要临床意义的ＡＮＡｓ特异性抗体漏检，导致ＡＩＤ患者的误诊、

漏诊［７］。另一方面，由于ＬＩＡＡＮＡｓ检测的特异性抗体数量

极其有限，而ＡＩＤ患者体内存在的自身抗体多达上百种
［８９］，

从理论上分析该方法不能代替针对总抗体的ＩＩＦＡＮＡ检测。

本实验ＡＮＡ和ＡＮＡｓ的阳性检测率在自身免疫病组与

非自身免疫病组间差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＡＮＡ在自

身免疫病患者中的检出率高于非自身免疫病患者，ＡＮＡｓ在自

身免疫病患者中的检出率亦显著高于非自身免疫病患者。

ＡＮＡ和 ＡＮＡｓ检测结果仅在 ＭＣＴＤ、ＳＬＥ患者中存在相关

性，在其他观察组中不存在相关性。本结果中ＳＬＥ患者的

ＡＮＡ阳性检出率为７０．２％，抗Ｓｍ、抗ｄｓＤＮＡ、抗ｈｉｓｔｏｎｅ作

为ＳＬＥ的特异性标志抗体，抗Ｓｍ对ＳＬＥ诊断特异性高，但敏

感性低，因此同时做 ＡＮＡｓ的检测可增加检测的敏感性。抗

ＳＳＡ和抗ＳＳＢ是诊断ＳＳ的标志性抗体，抗ＳＳＡ的敏感性高，

但抗ＳＳＢ 较 抗ＳＳＡ 诊 断 ＳＳ 更 为 特 异。抗 Ｕ１ｎＲＮＰ 是

ＭＣＴＤ的标志性抗体，但也存在特异性较差的不足，因此ＩＩＦ

ＡＮＡ与ＬＩＡＡＮＡｓ同时检测可以提高自身免疫病的检出率，

对患者病情的判定、追踪和预防也具有重要的作用。

本研究的ＩＩＦＡＮＡ（－）／ＬＩＡＡＮＡｓ（＋）结果表明，ＩＩＦ检

测ＡＮＡ可导致几乎所有种类的ＡＮＡｓ特异性抗体漏检，其中
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最容易漏检的特异性抗体为抗Ｒｏ５２、抗ＳＳＡ、抗ＳＳＢ，其次

为抗ＡＭＡＭ２、抗Ｓｍ和抗Ｊｏ１，这些漏检的特异性抗体都具

有重要的临床意义，因此，无论从不同检测方法的本质特征还

是从实际临床意义来看，ＩＩＦＡＮＡ的检测不能完全代替ＬＩＡ

ＡＮＡｓ的检测。

本实验中ＩＩＦＡＮＡ（＋）／ＬＩＡＡＮＡｓ（－）组常见的１３项

特异性抗体均为阴性，虽然 ＡＮＡ阳性可在许多疾病出现，结

合临床诊断发现抗体滴度与疾病活动有一定关系，即滴度越

高，疾病处于活动期可能性越大。ＡＮＡ不能作为某种ＡＩＤ的

特异性诊断指标，作为初筛实验，与 ＡＮＡｓ的联合检测，更有

利于提高诊断的准确率，使特异性、敏感性大大增强［１０１１］。

总之，ＡＮＡｓ特异性抗体检测具有疾病特异度和较高的检

测敏感度，而ＩＩＦＡＮＡ筛查具有抗体检测的全面性。无论是

从方法学角度还是实际临床意义分析，本次统计的结果均表明

ＩＩＦＡＮＡ和ＬＩＡＡＮＡｓ特异性抗体检测不能相互代替，临床

应对需要通过检测 ＡＮＡ来排除 ＡＩＤ患者的标本同时进行

ＩＩＦＡＮＡ和ＡＮＡｓ特异性抗体的检测，以避免仅用一种方法

检测导致的ＡＩＤ患者漏诊。

参考文献

［１］ｖｏｎＭüｈｌｅｎＣＡ，ＴａｎＥＭ．Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓ

ｏｆｓｙｓｔｅｍｉｃｒｈｅｕｍａｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｓｅｍｉｎ Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

Ｒｈｅｕｍ，１９９５，２４（５）：３２３３５８．

［２］ ＫａｖａｎａｕｇｈＡ，ＴｏｍａｒＲ，ＲｅｖｅｉｌｌｅＪ，ｅｔａｌ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒ

ｃｌｉｎｉｃａｌｕｓｅｏｆｔｈｅａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙｔｅｓｔａｎｄｔｅｓｔｓｆｏｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎｓ．ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌ

ｌｅｇｅｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｉｓｔｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰａｔｈｏｌＬａｂＭｅｄ，２０００，１２４

（１）：７１８１．

［３］ ＭｅｈｅｕｓＬ，ＶａｎＶｅｎｒｏｏｉｊＷＪ，ＷｉｉｋＡ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ

ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ，ｎａｔｕｒａｌａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｎｔｉｇｅｎｓ

ｕｓｅｄｉｎａｓｉｎｇｌｅｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｅｒａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＲｈｅｕｍａｔｏｌ，１９９９，１７（２）：２０５２１４．

［４］ ＤａｍｏｉｓｅａｕｘＪ，ＢｏｅｓｔｅｎＫ，ＧｉｅｓｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａ

ｎｏｖｅｌｌｉｎｅｂｌｏｔｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｏｄ

ｉｅｓｔｏｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎｓ［Ｊ］ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，

２００５，１０５０：３４０３４７．

［５］ ＴａｎａｋａＮ，ＭｕｒｏＹ，ＳｕｇｉｕｒａＫ，ｅｔａｌ．ＡｎｔｉＳＳＡ／Ｒｏａｎｔｉ

ｂｏｄｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｏｆａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ：ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｕｔｉｌｉｔｙｏｆＨＥｐ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ６０ｋＤａＳＳＡ／Ｒｏａｓａｓｕｂｓｔｒａｔｅ［Ｊ］．Ｍｏｄ

Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ，２００８，１８（６）：５８５５９２．

［６］ ＢｏｓｓｕｙｔＸ，ＬｕｙｃｋｘＡ．Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅｎｕｃｌｅａｒ

ａｎｔｉｇｅｎｓｉｎａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００５，５１（１２）：２４２６２４２７．

［７］ＰｅｅｎｅＩ，ＭｅｈｅｕｓＬ，ＶｅｙｓＥＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（ＡＮＡ）ｉｎａｌａｒｇｅａｎｄｃｏｎ

ｓｅｃｕｔｉｖｅｃｏｈｏｒｔｏｆｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｒｅｆｅｒｒｅｄｆｏｒＡＮＡｔｅｓ

ｔｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎｎＲｈｅｕｍＤｉｓ，２００１，６０（１２）：１１３１１１３６．

［８］ ＨｕＣＪ，ＺｈａｎｇＦＣ，ＬｉＹＺ，ｅｔａｌ．Ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ：

ｗｈａｔｄｏａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｅｌｌｕｓ？［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎ

ｔｅｒｏｌ，２０１０，１６（２９）：３６１６３６２９．

［９］ＳｈｅｒｅｒＹ，ＧｏｒｓｔｅｉｎＡ，ＦｒｉｔｚｌｅｒＭＪ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙｅｘ

ｐｌｏｓｉｏｎｉｎｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ：ｍｏｒｅｔｈａｎ１００

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｆｏｕｎｄｉｎＳＬＥｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＡｒ

ｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００４，３４（２）：５０１５３７．

［１０］ＶｅｒｓｔｅｇｅｎＧ，ＤｕｙｃｋＭＣ，ＭｅｅｕｓＰ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉ

ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（ＡＮＡ）ｉｎａｌａｒｇｅ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｈｏｓｐｉｔａｌ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｌｉｎＢｅｌｇ，２００９，６４（４）：３１７

３２３．

［１１］ＴａｍｐｏｉａＭ，ＢｒｅｓｃｉａＶ，ＦｏｎｔａｎａＡ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｒａｔｉｏｎａｌｒｅｑｕｅｓｔａｎｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ａｎｔｉｂｏｄｙａｓｓａｙｓｉｍｐｒｏｖｅｓｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｉｎ

ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｒｈｅｕｍａｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰａｔｈｏｌＬａｂＭｅｄ，

２００７，１３１（１）：１１２１１６．

（收稿日期：２０１２０９０２　修回日期：２０１２１２３１）

（上接第６９０页）

的日常维护与保养，做好室内与室间质控，选择国内正规的（通

过ＩＳＯ认证）、可溯源的试剂商提供的试剂和校正物，严格按

照操作规程进行临床检测工作。当实验室内同一检测项目在

两套以上检测系统检测时，必须对其进行比对分析和偏倚评

估，保证了同一实验室检测结果的准确、可靠性，满足临床的需

要，更好地为临床服务。
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