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意义%方法
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例新入院且未经治疗的慢性丙型病毒性肝炎患者!

利用间接免疫荧光和免疫印迹方法检测患者自身抗体谱的表达状况!同时使用流式细胞术计数患者外周血
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例慢性丙型病毒性肝炎患者自身抗体谱表达均为阴性%自身抗体阳性组
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感染患者进行
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丙型肝炎病毒$

R1[

&可引起患者的免疫耐受机制失衡#

常表现为丙型肝炎患者机体自身抗体的产生和自身免疫疾病

的发生+

"!?

,

)自身免疫性肝病相关的自身抗体在
R1[

感染者

中检出的频率较高#但其与肝脏损伤*预后*药物治疗反应性的

相关性和临床意义尚未完全阐明+

#

,

)有效而持久的
A

淋巴细

胞反应是患者
R1[

感染后#病毒得以清除的一项重要决定因

素+

5

,

)
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b调节性
A

细胞$

A;-

E

&是近年发现的一种

具有免疫抑制功能的细胞亚群#以负调节方式来抑制
A

细胞

的作用#其在维持机体内环境稳定和维持自身免疫耐受方面起

重要作用+

2!6

,

)而
R1[

感染者机体自身抗体的产生正是这种

免疫耐受被打破#机体不能维持内环境稳定的结果+

H

,

)近年来

的相关自身免疫疾病的研究报道
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细胞的功

能缺陷很可能是导致自身免疫疾病发生和发展的重要原因

之一+

&!"%

,

)

本研究利用间接免疫荧光和免疫印迹方法检测慢性丙型

病毒性肝炎$

1R1

&患者的自身抗体表达情况#同时使用流式

细胞术检测慢性丙型肝炎患者外周血
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数量#根据两者的变化情况探讨其相关性及变化趋势#以此辅

助临床医师监测丙型肝炎患者可能发生的免疫耐受情况#为丙

型肝炎患者的治疗提供更多的依据)报道如下)

$
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资料与方法
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一般资料
!
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年
"%

月至
#%"2

年
#

月该院收治的
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例新入院且未经治疗的慢性丙型肝炎患者#男
"&#

例#女
"5#

例#年龄
"5

"

H2

岁)丙型肝炎的诊断符合0全国病毒性肝炎防

治方案1丙型肝炎诊断标准防治方案+

""

,

)且甲*乙*丁*戊型肝

炎病毒感染血清标志物阴性#排除人类免疫缺陷病毒$
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&

-
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感染及乙醇性肝病)患者丙型肝炎感染前#未发现自身免疫性

疾病*甲状腺疾病*糖尿病*肾病等)

$$/

!

实验分组
!

根据自身抗体谱的表达情况#分为自身抗体

阳性组和自身抗体阴性组#自身抗体阳性组至少有
"

项自身抗

体表达为阳性)

$$'

!

检测方法

$$'$$

!

丙型肝炎抗体检测
!

采用增强化学发光法$

'19

&#仪

器为强生
[WAĈ T?6%%

全自动化学发光免疫分析仪#同时使

用强生原装配套试剂*校准物和质控物#具体操作均按照说明

书进行)丙型肝炎抗体
T

"

1̂

值大于或等于
"

判为阳性)

$$'$/

!

R1[C\G

检测
!

采用实时荧光定量
S1C

$

CA!S1C

&

方法定量检测患者血清丙型肝炎病毒核酸$

R1[C\G

&#试剂

购自上海科华生物工程股份有限公司%仪器为
T9G\!I6S

实

时荧光定量
S1C

扩增仪#购自上海宏石医疗科技有限公司)

R1[C\G

检测下限为
#2%d

"

39

#操作严格按照试剂盒和仪

器说明书进行)

$$'$'

!

间接免疫荧光法自身抗体检测
!

采用间接免疫荧光法

$

WWZ

&#检测项目包括抗核抗体$

G\G

&*抗线粒体抗体$

G\AW!

GBG

&*抗平滑肌抗体$

G\AW!GTBG

&*胃壁细胞抗体$

G\AW!

S1G

&*抗肝"肾微粒体抗体$

G\AW!9:B

&#使用仪器有
T

+

;*DJ!

-;.9

全自动荧光操作系统和
GU*8,X8

+

5%

蔡司荧光显微镜#

试剂为德国欧蒙$

'dĈ WBBd\

&原装配套试剂#操作严格按

照试剂盒和仪器说明书进行#抗体滴度大于
"="%"

为阳性)

$$'$1

!

免疫印迹法自身抗体检测
!

采用免疫印迹法$

i0

&#检

测项目包括线粒体
B#

抗体$

<DJ*!GBG!B#

&*抗重组
B#

融合

蛋白抗体$

<DJ*!B#!?'

"

0Ŝ

&*核点型靶抗原蛋白
"%%4"%

?

$

T

+

"%%

&*抗早幼粒细胞白血病蛋白抗体$

SB9

&*抗核孔复合

物糖蛋白
#"%

抗体$

E+

#"%

&*抗肝"肾微粒体
"

型抗体$

9:B!

"

&*抗肝细胞溶质抗原
"

型抗体$

91!"

&*抗可溶性肝抗原"肝胰

抗原抗体$

T9G

"

9S

&*抗
2#4"%

? 核颗粒蛋白抗体$

C8!2#

&#仪

器为
'dĈ 0)8JB<,J-;

全自动免疫印迹分析仪#试剂为德国

欧蒙原装配套试剂#操作严格按照试剂盒和仪器说明书进行#

样本稀释度为
"="%"

)

$$'$2
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细胞的检测
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采用流式细胞术检测

慢性丙型肝炎患者外周血
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细胞数量#检测

试剂盒购自美国
0/

公司#仪器为流式细胞仪
0/ZG1T

)受试

者于早晨空腹时采用肝素钠抗凝管抽取外周静脉血
239

#轻

轻混匀)分别取
#

组抗人
1/5!ZWA1

"

1/#2!S'

单克隆抗体及

其同型对照
W

E

Y#K!ZWA1

"

W

E

Y"!S'

各
"%

!

9

#分别加入
"%%

!

9

抗凝全血#混匀后避光放置%室温储存
#%3*D

后#加入
"%%

!

9

固定剂#孵育
"%3*D

%分别加入免洗溶血素
#39

#室温下放置

"%3*D

#待溶血完全后#使用
0/ZG1T

流式细胞仪检测)

$$1

!

统计学处理
!

应用
TSTT"H$%

统计软件进行数据分析#
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细胞百分数多组间比较采用单因素方差分

析#

#

组间比较使用
?

检验#

#

%

%$%2

为差异有统计学意义)慢

性丙型肝炎患者外周血
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细胞分布与自身抗

体相关性采用
T

+

-<;3<D

秩相关的统计方法分析)

/

!

结
!!

果

/$$

!

#

组患者外周血
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细胞数量结果比较
!

慢性丙型肝炎患者自身抗体阳性组
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E

细胞水

平为$

?$I5c#$%5

&

F

#阴性组为$

I$#%c#$&6

&

F

#自身抗体阳

性组
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b

A;-

E

细胞水平明显低于阴性组#差异有统

计学意义$

?_#$H&?

#

#

%

%$%2

&)见图
"

)

/$/

!

自身抗体的阳性表达量与外周血
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细

胞的相关性
!

自身抗体阳性患者至少
"

项自身抗体表达阳性#

最多表达的患者有
2

项自身抗体为阳性)其中#

"

项抗体阳性

者
&6

例#

#

项
?6

例#

?

项
"%

例#

5

项和
2

项阳性者各
#

例)对

自身抗体阳性表达数分别检测其对应的慢性丙型肝炎患者外

周血
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1/#2

b

A;-

E

细胞百分数)

1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞

百分数随着自身抗体阳性数的增加而降低#两者呈负相关关系

$

>_%$62?

#

#

%

%$%2

&)见图
#

)

图
"

!

#

组患者外周血
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b

A;-

E

细胞

数量结果比较

图
#

!

自身抗体阳性数与
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b

A;-

E

细胞

百分数的相关性

'

!

讨
!!

论
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R1[

除了造成肝组织局部的坏死性炎性外#与自身抗体

发生*发展紧密联系+

"#

,

)目前研究认为
R1[

可直接干扰患者

机体的自身免疫耐受机制#主要表现为
R1[

活化作为
0

细胞

辅助受体的
1/"I!1/#"

复合物#使有自身抗原反应性的
0

细

胞数量增多*感染淋巴细胞并在其中复制#以及与宿主细胞存

在共同的
0

细胞受体表位引起交叉反应等+

"?!"2

,

)慢性丙型肝

炎患者病程较长#治疗周期也相对较长#患者机体的一系列免

疫改变均较大增加了患者自身抗体产生的概率#而慢性丙型肝

患者自身免疫耐受状况的出现也是影响其临床治疗效果*加重

患者病情的重要影响因素)

持续而有效的
A

淋巴细胞免疫反应是
R1[

病毒得以清

除和控制的重要因素+

"6

,

)作为一种新近发现的免疫抑制性调

节细胞#
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1/#2

b

A;-

E

细胞在维持机体内环境稳定和维

持自身免疫耐受方面起重要作用+

6

,

)而
R1[

感染引起慢性

丙型肝炎患者自身抗体的产生#是免疫耐受被打破使患者机体

不能维持内环境稳定的结果)高表达转录因子
Z8U

+

?

是目前

公认的
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞的特征标志#其表达情况与

A;-

E

细胞的功能密切相关+

"H!"&

,

)有学者发现去除
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞会引起小鼠自发产生多种自身免疫性疾病#

而回输该细胞则阻止疾病发生+

"I!#%

,

)

ZP

j

*8

等+

#"

,也认为特定

亚群的
0

细胞和
A

细胞可以控制自身抗体产生)

]<;-

等+

##

,

研究表明活动性类风湿关节炎患者外周血中
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞水平虽无明显低于健康对照组#但
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞功能显著降低)

L̂)

等+

#?

,研究报道系统性红斑狼

疮的狼疮鼠模型中#

1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞能够介导免疫控

制自身抗体的产生)众多研究表明
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞

可控制自身抗体的产生和发展#

R1[

感染患者
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞在调节免疫耐受控制自身抗体的产生也发挥了重

-
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要的作用)

本研究根据患者是否产生自身抗体分为自身抗体阳性组

和自身抗体阴性组#通过比较
#

组患者
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细

胞数量#发现自身抗体阳性组
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞百分比

显著低于自身抗体阴性组)

Z*-)M,

等+

#5

,和
0;*<D

等+

#2

,研究表

明#标记跟踪
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞能够抑制自身抗体的成

熟#从而可利用
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞控制自身免疫性疾病

的早期发病)提示分泌
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞较多的慢性丙

型肝炎患者抑制
R1[

感染诱导的自身抗体的成熟能力较强#

可更好地控制并避免慢性丙型肝炎患者免疫耐受的发生和发

展#因此
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞分泌较多的慢性丙型肝炎患

者产生自身抗体的概率相对较低)

本研究基于慢性丙型肝炎患者自身抗体阴阳性的基础上#

又比较了自身抗体阳性的表达数与患者外周血
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞数量的相关性#结果显示自身抗体阳性表达数与外

周血
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞数量呈负相关)一项
5"

例儿童

自身免疫性肝炎$

GWR

&的研究显示#

1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞数

量与疾病严重程度的标志性抗体#如抗可溶性肝抗原$抗
!

T9G

&*抗肝肾微粒体$抗
!9:B

&滴度呈负相关+

#6

,

)

S*8J;

等+

#H

,

和
S*8J;

等+

#&

,利用体外扩增的
1/5

b

1/#2

b

1/"#H

细胞来治

疗经造血干细胞移植的患者发生的移植物抗宿主病$

Y[R/

&#

成功地治愈了
"

例免疫抑制剂不能控制的慢性
Y[R/

患者#

创下了首次使用
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞成功治疗免疫性疾病

的记录)由此可见#通过提前检测慢性丙型肝炎患者
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞数量#能够有效预判患者发生免疫耐受的可

能性)对于
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞数量较低的患者#可选择

更改治疗方案#降低免疫耐受产生的可能性)同时#对于具有

免疫性疾病和免疫缺陷的患者#以及早期发现
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

数量一直较低有发展为免疫耐受倾向的病毒性肝炎患

者#采用体外输注
1/5

b

1/#2

b

A;-

E

细胞也可能是很好的治

疗手段#为预防免疫耐受和提高治疗效果提供新的方向)
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梗死均为心肌损伤的一种表现#是急性冠状动脉综合征的不同

类型#主要原因是患者存在冠状动脉粥样硬化病变#这种病变

斑块一般都不稳定#继而发生斑块破裂*出血*血栓形成等现

象#引发冠状动脉不完全或完全堵塞#导致冠状动脉内血流量

减少#从而引发心肌缺血+

2

,

)患者一般表现为突发的胸痛或胸

部不适#若不能及时就医和诊断#可能造成更加严重的后果)

R!ZG0S

是一种重要的小分子细胞内脂肪酸结合蛋白质#是可

溶性蛋白质#相对分子质量仅为$

"#

"

"6

&

4"%

?

#是心肌细胞中

最丰富的蛋白质之一#骨骼肌中含量仅为心肌细胞含量的
"

"

"%

左右#在大脑中含量更少#因此
R!ZG0S

具有很强的心肌特异

性+

6

,

)

R!ZG0S

在血浆中的含量较少#当心肌细胞受到损伤

时#

R!ZG0S

能够快速释放至血液#其升高速度甚至比
Bk̂

还快#在心肌缺血发作后
?%3*D

即可检测出来#并能保持非常

稳定水平#其不仅能迅速发现心肌损害状况#反映心肌梗死含

量#并推测心肌梗死范围#可作为判定冠状动脉再通与否及心

外科手术中心肌保护指标+

H

,

)有研究报道在超早期诊断急性

冠状动脉综合征灵敏度高#特异度强#诊断正确率高#成为近年

来受到关注的心肌损伤的早期指标+

&

,

)

WBG

也是一种小分子

蛋白#目前已有相关研究报道其在心肌损失早期的辅助诊断具

有较好的临床应用价值+

I!"%

,

)

Bk̂

*

1:

*

1:!B0

都是临床常

见的心脏功能评价指标#对心肌损伤的辅助诊断具有一定的临

床价值)

本研究结果显示#与健康对照组比较#患者组患者在入院

早期$

?

"

6L

&和中晚期$

'

6

"

"#L

&

#

次检测血清
R!ZG0S

*

WBG

*

Bk̂

*

1:

*

1:!B0

浓度均明显升高#差异有统计学意义

$

#

%

%$%2

&#但
R!ZG0S

指标在
G

*

0

*

1?

组间差异并无统计

学意义$

#

'

%$%2

&#说明血清
R!ZG0S

与
WBG

*

Bk̂

*

1:

*

1:!

B0

一样都能在患者出现心肌损伤时反映明显的浓度变化#对

临床疾病的辅助诊断具有一定的临床意义)本组
R!ZG0S

早

期和中晚期检测结果对比表明#其浓度能够在升高后保持稳定

水平#但
R!ZG0S

在早期和中晚期对不稳定型心绞痛*非
TA

段抬高心肌梗死*

TA

段抬高心肌梗死
?

种疾病均无鉴别诊断

的价值%阳性检出率结果提示#患者组
?

个组在入院早期检测

血清
R!ZG0S

*

WBG

*

Bk̂

阳性率均超过
&%$%%F

#明显高于

1:

和
1:!B0

的阳性率#差异均有统计学意义$

#

%

%$%2

&#但

血清
R!ZG0S

*

WBG

*

Bk̂ ?

组间的阳性率差异无统计学意义

$

#

'

%$%2

&%患者组
?

个组患者在入院中晚期检测
2

项指标#

阳性率均超过
&%$%%F

#

2

项指标阳性率分别两两比较#差异均

无统计学意义$

#

'

%$%2

&#说明在患者入院早期进行疾病筛查

时#检测
R!ZG0S

*

WBG

*

Bk̂

临床价值更高#能够有效降低

漏诊率#由于
1:

和
1:!B0

灵敏度与这
?

项指标无明显差别#

在中晚期检测
2

项指标均有临床意义)以临床患者确诊结果

作为金标准#早期和中晚期
R!ZG0S

检测结果与临床患者确

诊结果的
:<

++

<

一致性分析#结果分别为
%$&%

和
%$I2

#证实

R!ZG0S

的检测结果与临床确诊结果不论是早期还是中晚期

都具有较好的一致性#能够有效降低误诊率)

综上所述#

R!ZG0S

对心肌损伤患者的早期诊断具有一定

的临床价值#较高的灵敏度和特异度适用于心肌损伤筛查#能

有效降低漏诊率和误诊率)本研究样本例数有限#仅对
R!

ZG0S

在辅助诊断心肌损伤方面进行初步研究#有待更深入的

探讨)
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