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核抗体荧光免疫检测质量控制方法的建立和应用研究

徐吟亚（武汉市华润武钢总医院检验科　４３００８１）

　　【摘要】　目的　研究核抗体荧光免疫检测质量控制的方法及临床应用。方法　质控品标准的确定，同批号质

控品在常规抗核抗体检测时，与待检患者的血清标本分别平行检测９次，计算出各质控品的荧光强度值和变异系

数，根据结果作为质控品标准进行分析。质控分析标准的确定，在３种不同荧光强度下，模拟实验室条件调整荧光

图像的采集时间，分别测定Ａ组３００份待检测血清的荧光强度结果进行比较。针对检测方法在实施质量分析过程

中，主要是通过血清稀释法以及荧光强度法完成Ｂ组（３００份）抗核抗体阳性血清标本的具体检测。其中荧光强度

分析法主要指的是对荧光强度进行有效控制，使其有效确保在患者血清平行检测质控品需要控制的荧光强度的具

体范围之内，检测血清标本中抗核抗体的滴度。血清稀释法，抗核抗体阳性的血清标本按照１００、１０００、１００００稀释

判断荧光可见的最高稀释滴度。结果　质控品标准：同一批号的质控品各９次检测荧光强度的平均值为１０６．７±

１０．２，变异系数的平均值为４．５％。在质控有效控制的范围之内，常规组、强光组以及弱光组三种情况下测定的荧

光强度值差异无统计学意义（犘＞０．０５）。同时采用荧光检测法和血清稀释法检测Ｂ组的３００份血清标本，其中荧

光强度分析法用质控品标准范围内的荧光强度１０６．７±１０．２，两种方法测定抗核抗体的滴度符合率较高，均在９９％

以上。结论　荧光强度分析法在对血清标本进行检测的过程中表现了非常高的重复性，并且最终的结果也能有效

完成测定。
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　　自身免疫性疾病（ＡＩＤ）是机体对自身抗原发生的一系列

免疫反应的疾病［１］。抗核抗体在自身免疫性疾病的患者血清

中可检出，检测血清中抗核抗体的水平是诊断自身免疫性疾病

的重要手段，同时也可反映在治疗过程中疗效情况，也是自身

免疫性疾病患者预后评估的重要指标［２］。荧光免疫检测法

（ＩＩＦ）是检测抗核抗体最早应用于临床的方法，通常实验室都

会采用荧光免疫检测法作为筛查试验。但是当前仍然没有有

效的质量控制体系，在进行实验室的相关操作方面，都表现了

显著的差异。本次研究主要采用荧光强度分析法针对荧光强

度实施数字化处理，分析在进行荧光免疫检测质量控制的过程

中，荧光强度对其产生的影响，以获得最有效的质量控制方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本次研究对象为收集２０１３年１～１２月来本

院就诊的抗核抗体阳性的患者血清标本６００份，入选标本均为

荧光核型且为均质型、斑点型和均质型斑点混合型，每型标本

２００份；６００份标本分为 Ａ组、Ｂ组两组，每组标本３００份。采

用不加附加剂的真空采血管抽取患者静脉血，低速离心机离心

１５ｍｉｎ，提取５０μＬ加入卵育缓冲液，所有标本在－２０℃环境

中冷冻保存。

１．２　仪器与试剂　仪器为荧光显微镜由日本 ＮＩＫＯＮ提供，

连接荧光显微镜的电脑需安装数码成像系统和专用图像分析

软件，数码成像系统由美国ＳＰＯＴ３２提供。研究试剂为抗核抗

体检测试剂盒为 ＡＮＡ检测试剂盒，批号为Ｔ３０２２２Ｄ，并采用

同批号的ＡＮＡ质控品，抗核抗体质控品。整个仪器和试剂操

作均严格按照仪器和试剂说明书的要求进行。

１．３　研究方法　质控品标准的确定，同批号质控品在常规抗

核抗体检测时，与待检患者的血清标本分别平行检测９次，计

算出各质控品的荧光强度值和变异系数，根据结果作为质控品

荧光强度标准进行分析。质控分析标准的确定，在３种不同荧

光强度下，模拟实验室条件调整荧光图像的采集时间，分别测

定Ａ组３００份待检测血清的荧光强度结果进行比较。常规

组：激发滤光片 ＮＤ４和 ＮＤ１６，曝光时间４ｓ。强光组：激发滤

光片ＮＤ１６，曝光时间１．５ｓ。弱光组：激发滤光片 ＮＤ４、ＮＤ８、

ＮＤ１６，曝光时间６ｓ。检测方法的质量分析，采用血清稀释法

和荧光强度分析法对Ｂ组（３００份）抗核抗体阳性血清标本完

成相关的检测。荧光强度分析法，荧光强度控制在与待检血清

平行检测的质控品的荧光强度范围内，检测血清标本中抗核抗

体的滴度。在质控的环境下，对比在三种情况下完成测定后荧

光强度值的情况，主要分为常规组、强光组以及弱光组，对三组

的荧光强度进行系统分析。血清稀释法，抗核抗体阳性的血清

标本按照１００、１０００、１００００稀释判断荧光可见的最高稀释

滴度。并比较荧光检测法和血清稀释法检测抗核抗体的滴度符

合率。

１．４　统计学处理　本次研究数据录入ＳＰＳＳ１９．０软件中进行

统计学分析，荧光强度值采用狓±狊表示，比较采用ｔ检验；计

数资料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　质控品标准　同一批号的质控品各９次检测荧光强度的

平均值为１０６．７±１０．２，变异系数的平均值为４．５％。

表１　各组荧光强度结果比较（狓±狊）

组别 狀 常规 强光 弱光 犘

Ａ组 ３００ １０６．５±１０．４ １０６．６±１０．２ １０７．０±１０．３ ＞０．０５

Ｂ组 ３００ １０５．７±４５．２ １０５．４±４７．３ １０５．３±４８．８ ＞０．０５

２．２　荧光强度结果的比较　同时采用荧光检测法和血清稀释

法对Ｂ组的血清标本进行相关检测，在实施荧光强度分析的
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过程中，主要利用质控品荧光强度值１０６．７±１０．２范围内的荧

光强度，Ａ、Ｂ两组在常规、强光、弱光情况下测定的荧光强度

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．３　荧光检测法和血清稀释法检测抗核抗体的滴度符合情

况　见表２，结果显示差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　荧光检测法和血清稀释法检测抗核抗体的滴度符合率

组别 份数 符合份数 符合率（％）

均质斑点型 ２００ １９９ ９９．５

均质型 ２００ １９９ ９９．５

斑点型 ２００ １９８ ９９．０

３　讨　　论

自身免疫性疾病临床症状多种多样，且症状表现复杂，主

要为感染性疾病和系统性疾病的相似性，该种疾病在诊断和鉴

别上存在许多难点［３］。抗核抗体在血清中的滴度成为诊断自

身免疫性疾病的金标准，能否精准地检测抗核抗体滴度是检验

学专家面临的重大问题。

抗核抗体是可识别的细胞核组分，其在某些特定疾病中具

有特征性。抗核抗体过去被认为是抗细胞核抗原成分的自身

抗体。有报道显示，抗核抗体通常可以分为下列几种类型（按

细胞内）：抗ＤＮＡ抗体，具体包括抗单链以及抗双链ＤＮＡ抗

体；抗组蛋白抗体以及抗非组蛋白抗体，主要包括抗着丝点抗

体、抗ＥＮＡ抗体以及抗核仁抗体；其余细胞成分的抗体
［４］。

抗核抗体血清阳性与多种自身免疫性疾病具有相关性［５６］。

检测抗核抗体的方法较多，目前实验室多采用的检验模式

为先通过荧光免疫法进行筛选实验，再通过酶联免疫法和免疫

印迹法完成二次的实验确认［７］。荧光免疫检测法在检测抗核

抗体中的应用是最早的也是临床应用最广泛的，但是由于每个

实验室内的荧光显微镜、操作人员技术、结果判定等存在很多

差异，会给荧光检测抗核抗体滴度的准确性带来许多困难，现

急需解决的是建立和完善荧光检测抗核抗体滴度的质量控制

体系，保证荧光免疫检测法检测抗核抗体在血清中滴度的结果

准确性和可重复性。有国外学者曾经报道，可通过建立荧光强

度分析针对荧光图像完成具体的定量分析，最终能够有效确定

抗核抗体的滴度，在完成数字化处理的过程中站在荧光强度的

角度，可以有效将质量控制系统具有的准确性以及重复性排

除［８］。实验室间结果可比性的基础被判定为质量控制标准，完

成实验室标准的建立后，有效完成实验室间荧光免疫法的质量

控制体系的建立，能够有效避免实验室中产生诸多的误差，将

实验室间结果表现的差异有效缩小，最终成功将抗核抗体血清

滴度检测结果表现出的准确性以及重复性提高［９１０］，从而有效

将实验室之间具有的可比性增强，临床意义极其广泛。

本次研究通过质控品荧光强度值标准确定，同批号质控品

在实施常规抗核抗体检测的过程中，同将要实施检测患者的血

清标本完成检测９次（平行检测），最终准确计算出各质控品次

检测荧光强度的平均值为１０６．７±１０．２，变异系数的平均值为

４．５％，根据结果作为质控品标准进行分析。结果证实荧光强

度分析法在对血清标本进行检测的过程中，表现了较高的重复

性，并且最终获得的结果表现了准确稳定的特点，利用质控品

对荧光强度值进行控制的做法可在实验室间质量控制中大范

围推广。使用不同的荧光显微镜造成了实验室间荧光免疫检

测法结果的差异性，本次研究设计了不同荧光显微镜的条件，

并且采用抗核抗体阳性的血清标本采用血清稀释法进行对比

检测。本次研究结果证明，虽然实验室内的荧光显微镜在型号

配置上存在差异，或者在同一实验室内荧光显微镜的使用寿

命、激发光强弱存在差异。但检验人员可根据质控品的荧光强

度调节具体的曝光时间，在质量控制标准的调整下荧光免疫法

测定血清中抗核抗体滴度在不同实验室的结果应该是相同的。

为了进一步验证质量控制方法的可行性，本次研究采用荧光分

析法和血清稀释法分别检测抗核抗体血清滴度，结果显示同时

采用荧光检测法和血清稀释法对Ｂ组血清标本（３００份）进行

检测，其中荧光强度分析法用质控品荧光强度值１０６．７±１０．２

范围内的荧光强度，两种方法测定抗核抗体的滴度符合率较

高，均在９９％以上。大量的标本检测证实采用质控品可以得

到客观准确的结果。避免了重复检查导致过多的浪费资源，与

此同时还能够有效将检查的经济费用降低，站在卫生经济学角

度来看，表现了重要的意义。
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