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抗核抗体筛查试验阴性与特异性抗体确认试验阳性的

相关性研究
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　　【摘要】　目的　分析探讨抗核抗体（ＡＮＡ）筛查试验阴性与特异性抗体确认试验阳性的相关性。方法　用间

接免疫荧光法（ＩＩＦ）作为ＡＮＡ筛查试验，用免疫印迹法（ＬＩＡ）作为抗核抗体谱（ＡＮＡｓ）特异性抗体确认试验，对

４１０例ＡＮＡ筛查试验阴性的患者血清标本进行免疫印迹法检测分析。结果　４１０例ＡＮＡ筛查试验阴性患者的标

本有４６例（１１．２％）ＬＩＡＡＮＡｓ阳性。其中有１７例单个抗体阳性，有２１例２个抗体阳性，有６例３个抗体阳性，有

１例４个抗体阳性，有１例６个抗体阳性。且２１例患者经临床资料分析明确诊断自身免疫疾病（ＡＩＤ）。结论　对

于临床就诊的患者，无论ＡＮＡ初筛试验阴性与否，均需进行各种针对特异性抗体的确认试验。
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　　抗核抗体（ＡＮＡ）首先被发现与自身免疫疾病（ＡＩＤ）密切

相关，并在ＡＩＤ诊断中应用了５０多年。随着 ＡＮＡ的各种检

测技术在不断发展，除作为检测“金标准”的间接免疫荧光法抗

核抗体（ＩＩＦＡＮＡ）检测外，许多针对特异性抗体的检测方法也

不断被应用于临床，如酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、免疫扩散

法（ＤＩＤ）、免疫印迹法特异性抗核抗体谱（ＬＩＡＡＮＡｓ）检测等。

ＬＩＡＡＮＡｓ检测１５种特异性抗体对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具有重要的临床

应用价值。对于ＡＮＡ在临床中的检测应用，国内外许多实验

室常先进行总抗体的筛查试验，若检测结果阳性，再进行针对

特异性靶抗原的自身抗体确认试验［１２］。但是，在常规工作中，

作者发现有部分荧光法抗核抗体检测结果阴性的标本，免疫印

迹法检测结果为抗体阳性，二者的结果并不符合。作者对４１０

例ＩＩＦＡＮＡ阴性的标本进行ＬＩＡＡＮＡｓ检测分析，分析其不

符合性，探讨对ＡＩＤ的诊断价值。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集２０１１年４至２０１２年２月中国中医科学

院西苑医院门诊以及病房送检的４１０例ＩＩＦＡＮＡ阴性就诊患

者标本。其中男７５例，年龄４～９０岁；女３３５例，年龄７～

９０岁。

１．２　标本采集　抽取待检患者清晨空腹静脉血５ｍＬ，离心分

离血清。

１．３　ＩＩＦＡＮＡ检测　ＡＮＡ检测采用ＩＩＦ法，初筛试验试剂购

自德国欧蒙实验诊断公司，每个反应区包括２种抗原基质：

ＨＥｐ２细胞和鼠肝组织冰冻切片。在第一次温育时，已稀释

的血清（按试剂盒要求进行１∶１００稀释）标本与定在载片反应

区上生物薄片中细胞反应，如果标本阳性，特异性抗体与相应

抗原结合。在第二次温育时，结合的抗体与荧光素标记的羊抗

人ＩｇＧ抗体反应，然后在荧光显微镜下观察特异性的荧光模

式，严格按照试剂操作说明书操作。

１．４　ＬＩＡＡＮＡｓ检测　采用德国欧蒙公司提供的免疫印迹法

（ＬＩＡ），检测项目含以下１５种特异性抗体：ｎＲＮＰ／Ｓｍ、Ｓｍ、ＳＳ

Ａ、Ｒｏ５２、ＳＳＢ、Ｓｃｌ７０、ＰＭＳｃｌ、Ｊｏ１、着丝点蛋白Ｂ（ＣＥＮＰＢ）、

增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）、核小体（ｎｕ

ｃｌｅｏｓｏｍｅ）、组蛋 白 （ｈｉｓｔｏｎｅ）、核 糖 体 （ｒＲＮＰ）、线 粒 体Ｍ２

（ＡＭＡＭ２）抗体。膜条上平行包被经亲和层析纯化的天然抗

原（其中ＣＥＮＢ、ＰＭＳｃｌ、Ｒｏ５２、ＰＣＮＡ为重组抗原）。在第一

次温育时，经稀释的患者血清标本与膜条上靶抗原反应，如标

本阳性，则特异性抗体将与靶抗原结合，检测的是已结合的抗

体。加入酶标记抗人ＩｇＧ（酶结合物）行第二次温育，然后加入

加色原底物液以呈颜色反应，最后以蒸馏水清洗膜条后，终止

反应。
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２　结　　果

４１０例ＩＩＦＡＮＡ阴性标本中，有４６例（１１．２％）ＬＩＡＡＮ

Ａｓ阳性，其中有１７例单个抗体阳性，有２１例两个抗体阳性，

有６例３个抗体阳性，有１例４个抗体阳性，有１例６个抗体

阳性。从表１可以看出ＩＩＦＡＮＡ阴性标本几乎可以导致所有

种类的ＡＮＡｓ（除了抗核小体抗体和Ｓｍ抗体外）特异性抗体

漏检。ＩＩＦＡＮＡ阴性ＬＩＡＡＮＡｓ阳性的标本中，Ｒｏ５２、ＳＳＡ

抗体阳性率最高，分别是６２％和４２％，其次则是ｄｓＤＮＡ 和

Ｍ２，阳性率皆为１４％。

表１　４６例ＬＩＡＡＮＡｓ阳性（ＩＩＦＡＮＡ阴性）的特异性抗体分布［狀（狀）］

性别 ＳＳＡ Ｒｏ５２ ＳＳＢ ＲＩＢ Ｊｏ１ ＣＥＮＢ Ｍ２ Ｓｃｌ７０ ＰＭＳｃｌ ＰＣＮＡ ｄｓＤＮＡ ＨＩＳ ｎＲＮＰ／Ｓｍ

男 ６（４２） ８（５６） １（７） ０（０） １（７） １（７） ２（１４） １（７） ０（０） １（７） ２（１４） １（７） １（７）

女 １５（４７） ２３（７２） ３（９） １（３） ４（１２） １（３） ５（１５） １（３） １（３） １（３） ５（１５） ０（０） ２（６）

合计 ２１（４２） ３１（６１） ４（８） １（２） ５（１０） ２（４） ７（１４） ２（４） １（２） ２（４） ７（１４） １（２） ３（６）

３　讨　　论

近年来，随着对ＡＩＤ认识的提高，加之临床经验的积累和

实验室诊断技术的进步，ＡＩＤ发病率明显上升，其总体发病率

占世界人口的３％～５％
［１］。而以ＨＥｐ２细胞结合动物肝组织

建立的ＩＩＦ检测 ＡＮＡ方法，具有操作简单、敏感度高、特异度

好，且结果易于判断等优点，能适合临床实验室常规 ＡＮＡ的

检测［３］。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的特异性抗体确认试验

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
［４］。在临床实际

工作中，由于检测成本因素的影响，许多实验室仅对ＩＩＦＡＮＡ

阳性的标本再做进一步 ＡＮＡｓ特异性抗体确认，但是从本研

究中发现若ＩＩＦＡＮＡ阳性后再进行 ＡＮＡｓ特异性抗体检测，

则会导致１１．２％的患者假阴性，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患者漏诊、误诊。

本研究中４１０例ＩＩＦＡＮＡ检测结果为阴性的标本中有４６例

ＡＮＡｓ阳性，不符合率为１１．２％。４６例中的２１例患者经临床

资料分析明确诊断ＡＩＤ。荧光ＩＩＦＡＮＡ检测结果与ＬＩＡＡＮ

Ａｓ检测结果相互关系分析结果显示，４６例ＩＩＦＡＮＡ阴性而

ＡＮＡｓ抗体阳性的标本中，有２１例（４２％）ＳＳＡ抗体阳性，３１

例（６２％）Ｒｏ５２抗体阳性，４例（８％）ＳＳＢ抗体阳性，１例（２％）

ＲＩＢ抗体阳性，５例（１０％）Ｊｏ１抗体阳性，２例（４％）ＣＥＮＢ抗

体阳性，７例（１４％）ＡＭＡＭ２抗体阳性，２例（４％）Ｓｃｌ７０抗体

阳性，１例（２％）ＰＭＳｃｌ抗体阳性，２例（４％）ＰＣＮＡ抗体阳性，

７例（１４％）ｄｓＤＮＡ抗体阳性，１例（２％）ＨＩＳ抗体阳性，３例

（６％）ｎＲＮＰ／Ｓｍ抗体阳性。其中有１７例单个抗体阳性，有２１

例２个抗体阳性，有６例３个抗体阳性，有１例４个抗体阳性，

有１例６个抗体阳性。在本研究中除了抗核小体抗体和Ｓｍ

抗体外，其余的１３种抗体皆以不同的比例出现，Ｒｏ５２、ＳＳＡ抗

体阳性率最高，分别是６２％和４２％，说明ＩＩＦＡＮＡ 阴性而

ＬＩＡＡＮＡｓ阳性的特异性抗体以ＳＳＡ抗体、Ｒｏ５２抗体阳性为

主，符合文献中提及选择转染Ｒ０６０ｃＤＮＡ的 ＨＥｐ２０００细胞

基质可提高检测灵敏度［５６］的结论。有学者研究表明胞质型

ＳＳＡ抗体在采用 Ｈｅｐ２细胞作为抗原底物进行检测时容易导

致假阴性，这可能与胞质中ＳＳＡ含量较低有关
［７］。考虑是方

法学差异造成。在ＩＩＦＡＮＡ阴性ＬＩＡＡＮＡｓ阳性的其他特异

性抗体中，包括Ｊｏ１抗体、组蛋白抗体、ｒＲＮＰ抗体及ＳＣｌ７０

抗体、ＳＳＢ抗体 、ＲＩＢ抗体、ＣＥＮＢ抗体、ＰＭＳｃｌ抗体、ＰＣＮＡ

抗体、ＤＳＤＮＡ 抗体、ＡＭＡＭ２抗体。分析原因可能与部分

ＨＥｐ２细胞胞质中表达的靶抗原含量低（Ｊｏ１抗体、ＡＭＡ、ｄｓ

ＤＮＡ抗体、ｒＲＮＰ抗体等），或对于同一种特异性抗体（如Ｓｃｌ

７０抗体），除了针对 ＨＥｐ２细胞上典型的靶抗原外，还存在针

对细胞其他成分的靶抗原［８］。对ＩＩＦＡＮＡ阴性ＬＩＡＡＮＡｓ阳

性的各种特异性抗体确认试验方法中，ＬＩＡＡＮＡｓ检测出除了

抗核小体抗体和Ｓｍ抗体之外的１３种抗体。研究结果提示如

果实验室以ＩＩＦＡＮＡ作为过筛试验，初筛阳性后再进行ＬＩＡ

ＡＮＡｓ特异性抗体检测，则会导致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

漏诊，导致自身免疫疾病的误诊、漏诊。

总之，对于临床疑似自身免疫疾病的患者，应无论ＩＩＦ

ＡＮＡ初筛试验阴性与否，均需进行ＬＩＡＡＮＡｓ特异性抗体的

确认试验检测，以便为自身免疫疾病的早期诊断与及时治疗提

供有力的帮助。
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２．２　ｈｓＣＲＰ检测结果　手足口病患儿组超敏ＣＲＰ明显高于

健康对照组（犘＜０．０５或犘＜０．０１），异常率为５６．８％，测定结

果见表１。

２．３　心电图检测结果　手足口病患儿心电图有异常改变者

１８例，主要表现为Ｔ波倒置，ＳＴ段低平，心律不齐和心动过速

等，心电图检测异常者其心肌酶和ｈｓＣＲＰ改变亦较明显。

３　讨　　论

手足口病（ＨＦＭＤ）是１９５７年首次在新西兰发现的一种新

型传染病，我国１９８１年在上海首次发现该病。其主要由柯萨

奇Ａ１６型和肠道病毒７１型引起的，另外柯萨奇Ａ５、Ａ９和Ａ１０

也可致病，其中ＣｏｘＡ１６和ＥＶ７１感染对机体的损伤更大，不

但病程较长且并发症多［４］，多发生于学龄前儿童，多见于４岁

以下小儿，主要表现为发热、口腔炎和手足皮疹。该病的传染

源主要是人，包括患者和健康携带者，患者的唾液和鼻咽部分

泌物中的病毒可经空气飞沫传播，被带有病毒的疱疹液、唾液

或粪便污染的食物、餐具、玩具及床上用品、内裤等传播，通过

日常接触可经口感染。本病具有自限性，轻者可自愈，但部分

患儿常出现严重的并发症如急性心肌炎、脑干脑炎、急性脊髓

炎、肺水肿和类小儿麻痹症候群等。２０００年招远市王晓华
［５］

报道１６９８例手足口病患儿，３例死于暴发性心肌炎，故应引起

临床重视。

心肌酶谱ＡＳＴ、ＬＤＨ、ＣＫ、ＣＫＭＢ、ＬＤＨ１、αＨＢＤＨ的活

性与心脏的损伤密切相关，其中ＣＫＭＢ是心肌特异性同工

酶，在心肌细胞中含量最高，正常血清中含量极微，当心肌细胞

受损时释放入血，对判断心肌损害具有高度特异性［６］。血清中

ＣＫＭＢ升高是公认的诊断急性心肌梗死和确定有无心肌坏死

的重要指标。特别是对于心电图无Ｑ波的急性心肌梗死和再

发性心肌梗死，血清中ＣＫＭＢ升高具有决定性诊断的作用。

ＬＤＨ１是ＬＤＨ的一种同工酶，主要存在于心肌，当心肌

梗死和心肌炎时升高，ＣＫＭＢ和ＬＤＨ１的联合检测有助于心

肌方面疾病的诊断。ＣＲＰ是由肝细胞合成的一种急性时相反

应蛋白，不仅结合多种细菌、真菌及原虫等体内的多糖物质，在

钙离子的存在下，还可以结合卵磷酸和核酸，结合后的聚合物

具有对补体系统的激活作用，可引发对侵入细胞的免疫调节作

用和吞噬作用而表现出炎症反应［７］。超敏的方法检测到更低、

更精密的Ｃ反应蛋白浓度即称为ｈｓＣＲＰ，其半衰期仅５～７ｈ，

并且不受全血、抗炎药物和激素因素的影响，能与炎症同步变

化，在感染早期血清ｈｓＣＲＰ水平即迅速升高，升高程度与感

染程度呈正相关［８］。

手足口病为一种病毒感染，心肌酶谱和ｈｓＣＲＰ检测结果

显示，手足口病患儿组 ＡＳＴ、ＬＤＨ、ＬＤＨ１、ＣＫ及ＣＫＭＢ活

性均明显高于健康对照组，并且患儿组心肌酶谱升高的比率很

高。另外，心电图检查发现患儿组心电图异常率为３０％，且心

电图检查有异常者其心肌酶改变亦较明显。结果显示心肌酶

谱和ｈｓＣＲＰ的联合检测能及早发现心肌损伤，并且也提示

ＨＦＭＤ患儿切不可认为其是自限性疾病而轻率对待，对其要

仔细询问病史和查体，一旦出现心慌、气急、嗜睡或发现难以解

释的心音低钝、心律不齐和窦性心动过速等心肌受损表现，应

及时进行心肌酶谱检测和心电图检查，以便及早发现心肌损

害，并早期治疗，避免造成永久心肌损伤。
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