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A

NN

%自身抗体的评价及应用&方法
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+/

例!用多重微球流式免疫荧光发光法检测
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种自身抗体&结果
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多重微珠流式免疫荧光发光法检测
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种抗体

的批内差异及批间差异均较小$检测
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组的
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种抗体水平与非
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组'健康组比较!差异均有统计学意义"
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%$诊断
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的总敏感度可达
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!总特异性可达
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&结论
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多重微球流式免疫荧光发光法检测
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自身抗体方法可以一次同时进

行
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种自身抗体的联合检测!为
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NN

及其他自身免疫病的确诊创造了一种准确'便捷的检测新方法&

关键词"原发性干燥综合征$
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多重微球芯片流式免疫荧光发光法$
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血清生物标志物$
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原发性干燥综合征$
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&属于慢性炎性自身免疫病#该病

侵及多系统特别是外分泌腺'血清中可检出多种自身抗体#以

具有较高敏感性的
NN0

抗体和较高特异性的
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抗体而备受

关注'近年新发现的与干燥综合征$
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&有关且有较高敏感性

和特异性的胞衬蛋白$
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抗

体后#辅助诊断
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的另一个生物标记物)
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受体抗体是

新近研究发现的
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中唯一一个器官特异性抗体)
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'其引导

了对
NN

的发病机制及用药治疗的新思路'另外一些继发性
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同时存在其他相关抗体#对于其他抗体的检测#如
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抗体的测定也大量的应用于临床'

国内测定
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抗体的方法很多#例如酶联

免疫吸附法$
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&(双向免疫扩散法(间接免疫荧光法等#但

因为各类检测方式都存在利弊而导致检测结果存在误差'另

外#目前对
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受体抗体检测的试剂盒在国内尚未商品化

生产'

多重微球芯片流式免疫荧光发光技术是在流式细胞术的

基础上发展起来的新技术'该技术是将多个单抗包被在以聚

苯乙烯为反应界面的微球上#可同时检测样本中多种可溶性抗

体'为此本课题组在国内外首次通过使用多重微球流式免疫

荧光发光技术#检测
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敏感性及特异性强的
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种抗体#并对其进行了方法
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原理及方法
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检测原理
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微球悬浮液$简称微球悬液&温育'聚苯乙烯微球由不同荧光

标记#各种颜色微球上有相应的单抗'待测血清中对应的一种

或几种抗体可特异性的结合于各色微球表面'洗去血清中未
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天分别应用
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统计学处理
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间比较#采用独立样本
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特异性采用行
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批间精密度
!

取
$

份标本进行每天
$

次测定#连测
%)

天'

%)

天测定结果!

NN0

$

+)MS

&(

NNV

(

'

1=3?B45

(

X*

(

?81ST0

(

5GT"

"

ND

(

ND

(

X%

测定的
XRO

的
*O

分别为
*&)+.

(

%&--.

(

%&/).

(

*&%$.

(

'&$+.

(

*&+-.

(

*&%+.

和
%&/-.

'

/&1

!

多重微球流式免疫荧光发光法检测三组抗体水平比较
!

结果显示#
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种抗体水平的
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在
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组与非
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组(
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组

与健康组间存在差异#差异均有统计学意义$
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$
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组与健康组比较差异无统计学意义$
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&#详见表
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交叉反应
!

为评价本方法与其他
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抗体的潜在交叉反

应#共测试了
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例对不同自身免疫和感染性疾病的抗体阳性

的样本'这
'+

例对本试剂的各个分析物检测都为阴性'研究

试验表明本方式同上述
O

:

H

抗体无交叉反应'

/&)

!

三组抗体联合检测的敏感度和特异度
!

对
A

NN

组(非

A

NN

组和健康组进行
NN0

$

+)MS

&(

NNV

(

'

1=3?B45

(

X*

(

?81

ST0

(

5GT"

"

ND

(

ND

(

X%

抗体的敏感度和特异度的检测#结

果显示#

A

NN

组(非
A

NN

组和健康组各单抗之间及
-

种单抗联

合检测总敏感性为
/(&%.

%总特异性为
/+&*'.

'见表
%

'

表
%

!!

-

种单抗联合检测的敏感度及特异度

分析物 相对灵敏度$

.

& 相对特异性$

.

& 相对符合率$

.

&

NN0 $))&) /*&( /,&$

NNV /,&* /-&* /+&/

'

1=3?B45 $))&) /-&- /-&,

X* $))&) //&* //&'

?81ST0 /+&+ /*&- /+&%

5GT"

"

ND /+&% /*&- /,&%

ND /*&+ /+&/ /(&/

X% /,&/ /+&$ /+&*

+
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自身抗体广义上指人体免疫系统因某种原因功能紊乱#从

而对本身正常或变性的抗原类物质发生错误的免疫应答#并由

V

淋巴细胞产生相应的抗体'不同自身免疫病可具有一种或

几种特异性的自身抗体#因此自身抗体可谓是自身免疫病的特

异性标志'血清中出现高效价的自身抗体可以为临床医师诊

断相关自身免疫病(确定治疗方案及判断预后提供有力依据'

自身抗体检测常用的方法如酶联免疫吸附法(双向免疫扩

散法(间接免疫荧光法等大多有操作繁琐#耗费时长的缺点'

近年新兴的多重微球液态芯片技术将微球与双抗夹心法结合

应用于自身抗体的检测#可实现多种抗体同时快速检测#弥补

了传统方法的弊端'

目前#国际上
G3C

e

C7997

等)

'

*对
/

种自身抗体$

?8ST0

#

ND

#

ND

"

GT"

#

N>E1()

#

J31$

#

NN0

#

NNV

#

B4P383D7

#

;5?>751

9B3D7B7V

&进行检测便是利用了液态芯片技术#此技术的灵敏

度为
//&$.

#特异性达到
$)).

#变异系数
$).

'

N<36D;5

等)

,

*则利用
09<7T0

液相芯片技术检测
/

项抗核抗体#其中

'$-

份标本分别为
/,

份健康标本(

-+

份抗核抗体标本(

%*+

份

自身免疫患者样本'与
ZFON0

相比#抗核抗体标本和自免疾

病患者标本吻合度分别为
/(&(.

(

/%.

!

/(&(.

#健康标本吻

合度为
//.

'

0<B7C

等)

+

*对比
ROSON

液相芯片技术和
ZFON0

方法分别检测人和动物类风湿因子$

GR

&发现#

ROSON

法检测人

GR

特异性
/)&%.

(敏感性
/-&/.

#检测动物
GR

特异性

-'&/.

(敏感性
/(&,.

%

ZFON0

法检测人
GR

特异性
/'&+.

(

敏感性
--&,.

#检测动物
GR

特异性
($&/.

(敏感性
/-&'.

'

目前#国外的液相芯片技术发展迅速且日益成熟#

FCD41

57c

公司)

(1-

*等已形成多色微球配套检测及销售系统#

V431G;?

公司等)

/1$)

*进一步完成了临床检验实验并研发出了商品化试

剂盒'相比国内#该技术渐渐受到人们关注#却仍处于初步研

究探索阶段'

本文采用半定量$多重微球流式免疫荧光发光法&检测

A

NN

患者血清中
-

种不同分析物的
O

:

H

抗体'还可用于各种

自身免疫病的体外辅助诊断#如类风湿关节炎(系统性硬皮病(

系统性红斑狼疮(混合型结缔组织疾病$

XI2S

&(药物诱导的

红斑狼疮和干燥综合征等自身免疫病'虽然目前自身免疫病

的确切病因不详#但此类疾病的患者存在特异性的自身抗体是

确定的'对疑似各类结缔组织病患者#要联合和经常检测这些

自身抗体'

本研究采用多重微球流式免疫荧光发光法技术检测抗核

抗体及
A

NN

#结果显示#在
'[

时保存被包被的微球稳定性好#

可存储
$))

天#同时精密度试验也显示该方法反复检测变异较

小#具有很好的重复性'检测
A

NN

组与非
A

NN

组(健康组
-

种

抗体的
XRO

比较#差异均有统计学意义$

E

$

)&)$

&#非
A

NN

组

与健康组比较#差异无统计学意义$

E

&

)&),

&'其检测的抗体

的总敏感度和总特异度分别为
/(&%.

(

/+&*'.

#同文献报道

基本一致)

(

*

'说明同时联合检测多种自身抗体可增加对自身

免疫病筛选的阳性率#以免漏诊#适合临床应用'传统固相芯

片法配套设备价格昂贵#检测时间长#且只有一种分子处于游

离状态可以自由移动#而多重微球液相芯片技术大大降低了成

本#检测过程缩短至
*<

#且整个反应在液体中进行更接近生物

自然反应状态'

另外可以同时在复合免疫分析中提供几种不同的分析#操

作人员可以在同一时间同一孔内对一个患者样本做多个自身

抗原的检测#为临床提供了一个有效的实验室检测手段'
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