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毛细管免疫固定电泳血清分型技术的临床应用
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　　摘　要：目的　研究毛细管免疫固定电泳血清分型技术在临床肾病、血液病诊疗中的应用。方法　 对临床疑似由单克隆免

疫球蛋白增多引起的肾病、血液病的患者９６０例做免疫固定电泳血清分型检测。结果　阳性病例１６１例，占１６．８％（主要指单克

隆免疫球蛋白ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭκ或λ型增多）并将其中阳性２０例主要典型代表性病例与传统琼脂糖凝胶免疫固定电泳作比较，证

实了其方法的可靠性。结论　毛细管免疫固定电泳血清分型技术有助于单克隆免疫球蛋白增多性疾病的早期诊断，治疗效果和

预后的判断，与传统琼脂糖凝胶免疫固定电泳比较具有更好的可靠性。
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　　电泳技术能够较好的将人体血清蛋白质主要组份分离开

并进行定量分析，从而为临床诊断提供帮助，但是普通电泳不

能提供某些疾病诊断的直接证据。１９６９年 Ａｌｐｅｒ首先利用免

疫固定电泳技术进行蛋白质多态性分析，从而很好解决了人类

某些疾病诊断治疗及预后。本研究利用的毛细管固定电泳技

术对本院就诊的９６０例患者作血清免疫分型分析并与传统的

琼脂糖凝胶电泳作对比分析，结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院住院及门诊患者，主要为肾病和血液病

专科的患者。

１．２　仪器与试剂　法国Ｓｅｂｉｃｅ公司 Ｈｙｄｒａｓｙｓ、Ｃａｐｉｌｌａｙｓ电泳

仪器及其配套的试剂盒

１．３　方法

１．３．１　将分离好的血清标本与试剂放在待测架上，由Ｃａｐｉｌ

ｌａｙｓ自动扫描进样、吸样、反应６ｍｉｎ后显示结果图，由仪器自

动完成。

１．３．２　琼脂糖凝胶固定电泳　（１）电泳，将待测血清适当稀释

后分别加入样梳的六个孔内于 Ｈｙｄｒａｓｙｓ电泳仪上２０ ℃，

２７０Ｖ，９ｍｉｎ。（２）孵育，于电泳后区带上加入抗ＩｇＧ、ＩｇＡ、

ＩｇＭ、κ、λ抗体２０℃，５ｍｉｎ。（３）干燥，用滤纸吸干多余的抗血

清４０℃，８ｍｉｎ。（４）冲洗、染色及脱色，取出琼脂糖凝胶胶片

置于染色舱内选择相应程序仪器自动完成。

２　结　　果

２．１　毛细管电泳仪上结果的判断　在电泳图谱上球蛋白区位

置出现相应的ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、κ或λ型单克隆免疫球蛋白增多

时有一条窄而高的峰出现（阳性），本院检测的９６０例患者中阳

性１６１例，阳性率１６．８％，经骨髓穿刺及其他诊断技术确诊这

些患者都为多发性骨髓瘤、巨球蛋白血症、轻链型肾病，其中男

６５例，女９６例，６０岁以上的１２０例，６０岁以下４１例，见表１。

表１　　各种类别单克隆免疫球蛋白增多的分布（狀）

ＩｇＧ ＩｇＡ ＩｇＭ 游离

κ型 ５４ ２４ ６ ０

λ型 ３０ １８ １２ １６

合计 ８４ ４２ １８ １６

２．２　琼脂糖凝胶电泳来验证　将其具有典型性的２０例阳性

标本用琼脂糖凝胶电泳来验证结果发现有４例标本为阴性即

没有电泳蛋白带或者电泳很模糊无法判断。这４例标本在

Ｃａｐｉｌｌａｙｓ分析为ＩｇＧ、ＩｇＭκ型，游离的κ型、游离的λ型。前２

例ＩｇＧ、ＩｇＭ含量较高，后２例较低，笔者分析认为仪器的检出

量和人工加样的问题引起。后经硫基乙醇处理有多倍稀释后

ＩｇＧ、ＩｇＭ 在琼脂糖凝胶电泳胶片上显示蛋白带，而后两型游

离的κ、λ却没有。

３　讨　　论

多发性骨髓瘤是老年人常见的恶性肿瘤，老年患者的单克

隆免疫球蛋白异常可能与老龄化出现某些免疫系统异常相关。

而多发性骨髓瘤容易出现误诊，漏诊，主要是因为多发性骨髓

瘤患者早期临床表现在肾脏、心脏等疾病上。多因为蛋白尿、

肾功能不全、心血管疾病而入住肾内科或者心血管内科。本文

有５例确诊的骨髓瘤病例即是如此。其中，４例以肾炎住在肾

内科，１例心肌梗死入住心血管内科。早期生化检查免疫球蛋

白定量多正常或略高，毛细管免疫固定电泳结果为３例为ＩｇＧ

κ型单克隆免疫球蛋白增多，２例为ＩｇＡλ型增多。本室的报告

提示多发性的骨髓瘤，临床医生认为报告与患者的病情不符，

经沟通后由血液病专家会诊，骨髓穿刺涂片镜检证实为多发性

骨髓瘤。这表明仅凭免疫球蛋白定量、血清蛋白电泳作出判断

也不准确。有报道血清蛋白电泳可作为 Ｍ 蛋白筛查试验，从

本文结果看该结论存在不妥之处［１］。因为有些 Ｍ蛋白患者血

清蛋白电泳图是正常或球蛋白略增高，仅从图上不易判断。而

免疫球固定电泳更加直观可靠表明单克隆抗体的存在，是某些

单克隆疾病最有力的证据。

毛细管免疫固定电泳血清分型技术在临床的应用能为临

床诊断 Ｍ蛋白血症、恶性淋巴瘤、巨球蛋白血症等疾病提供最

直接的证据。它比尿本周氏蛋白更敏感，发现更早。骨髓穿刺

虽然是诊断某些血液病恶性肿瘤（主要指多发性肿瘤）金标准，

但是多在发作期易见到骨髓瘤细胞，早期更多的表现是在免疫

球蛋白及单克隆抗体的增高。因此免疫固定电泳技术在即时

准确筛查血液病恶性肿瘤具有无比独特的优势，可作为临床筛

查 Ｍ蛋白血症常规方法。

免疫固定电泳技术作为临床诊断某些恶性肿瘤、肾脏疾

病、血液病等主要方法之一。其检出率高低直接关系某些疾病

的漏诊、误诊，本研究显示毛细管免疫电泳血清分型方法对单

克隆免疫球蛋白增多患者检出率是１００％，琼脂糖凝胶固定电

泳检出率只有８０％。这与文献［２］的报道有差异。琼脂糖凝

胶固定电泳虽然是目前最常用、传统、经典的方法，具有直观、

易懂、普遍被临床医生接受，但是操作繁琐。人工操作的熟练

程度、加样的准确性、冲洗、染色、脱色中液体ＰＨ值，染料的好
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坏、放置时间的长短等都对结果有影响，人为干扰因素较多。

样本含量的高低都对结果有影响（即浆细胞分泌免疫球蛋白抗

体的多少都有影响）。毛细管免疫固定电泳技术相比较而言，

则操作简便、全自动化操作，结果快速准确、准确率高，检出单

克隆抗体含量仅为５０ｍｇ／ｄＬ。缺点是结果判断上需要有丰富

的临床知识经验，对电泳技术图谱较为了解。曲线图没有电泳

带直观，虽然同样为抗原抗体反映，曲线图出现窄而高的峰即

可判断，峰值出现同样有主客观因素的影响。客观的原因是偶

尔少数的交叉反映，这主要是由于免疫学的同一性：单克隆免

疫球蛋白具有同样的抗原决定簇，主要有３种即为同种型、同

种异型和单独型。偶尔可见它们具有同样的抗体反映，在γ球

蛋白区会出现多克隆增殖免疫球蛋白区形成较宽区带（例如某

些肾病综合征、自身免疫性疾病、红斑狼疮）或寡克隆蛋白带，

对结果的判断带来影响；人为主观判断为阳性或阴性。另外由

于免疫固定电泳只是定性的分析，所以结果上没有一个客观的

定量指标，比如什么区带即为单克隆抗体阳性，区带多宽、多高

即可判断为某一类型的单克隆抗体增多，游离的κ、λ抗体轻链

是否确定，因为本方法无法检测ＩｇＤ、ＩｇＥ（琼脂糖凝胶固定电

泳技术亦存在上述问题），虽然它们含量极低且少见，但并不排

除。本文中有一例λ型轻链骨髓瘤患者后用其他方法证实为

ＩｇＥλ型免疫球蛋白增多，这些都是今后工作、研究中值得探

讨、商榷之处。另外，毛细管电泳技术的试剂成本较高也是这

一技术在临床不易推广普及原因之一。
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溶血和黄疸标本对不同核酸提取方法影响的比较

林志芳，李成德，梁结玲

（肇庆市第一人民医院，广东肇庆５２６０２１）

　　摘　要：目的　比较溶血和黄疸标本对磁珠法、一步法和沉淀煮沸法三种不同核酸提取方法 ＨＢＶＤＮＡ检测结果的影响。

方法　制备含有不同浓度梯度血红蛋白或总胆红素的血清，使其 ＨＢＶＤＮＡ浓度相同；检测过程中除核酸提取方法不同外，其余

操作完全相同，进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，比较三种核酸提取方法对不同程度的溶血和黄疸标本的抗干扰能力。结果　当

Ｈｂ≤０．５ｇ／Ｌ时，３种方法均不受影响，Ｈｂ＝５．０ｇ／Ｌ时，一步法与沉淀煮法呈假性升高，磁珠法受影响不明显；Ｈｂ＝５０．０ｇ／Ｌ

时，３种方法均受影响明显，一步法与沉淀煮沸法可被抑制呈阴性。不同浓度的总胆红素对磁珠法与沉淀煮沸法无明显影响，对一

步法产生的影响显著，其检测结果可通过调整结果判断部分参数得到修正。结论　在相同检测条件下，磁珠法对溶血和黄疸的抗

干扰能力最好，沉淀煮沸法次之。

关键词：核酸提取；　磁珠法；　一步法；　沉淀煮沸法；　溶血；　黄疸
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　　临床血液标本中，溶血和黄疸标本十分常见，研究表明血

红蛋白及其代谢产物可能与 Ｔａｑ酶相互作用，进而抑制 Ｔａｑ

酶的活性，使ＰＣＲ扩增效率明显降低，导致定量测定结果偏

低［１］。在核酸提取过程中，抑制物清除能力的大小将直接影响

检测结果的质量。溶血和黄疸是临床实验室常见的干扰因素，

为此，笔者采用磁珠法、一步法和沉淀煮沸法３种方法提取不

同程度的溶血和黄疸标本核酸，在相同条件下扩增检测，比较

３种核酸提取方法的抗干扰能力，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本制备

１．１．１　溶血血清　取体检正常者（ＨｂｓＡｇ阴性）ＥＤＴＡＫ２ 抗

凝血１支，离心去上清，用生理盐水洗涤３次后与 ＨＢＶＤＮＡ

阴性血清混合，经血细胞分析仪ＣＤ１７００测定 Ｈｂ浓度３次取

均值，再取适量稀释用血清（取自本院体检正常者，ＨＢＶＤＮＡ

阴性且总胆红素小于１７．０μｍｏｌ／Ｌ）将 Ｈｂ浓度分别稀释至

１００．０ｇ／Ｌ、１０．０ｇ／Ｌ、１．０ｇ／Ｌ、和０．１ｇ／Ｌ，置－２０℃冻融成

溶血标本。

１．１．２　黄疸血清　选取非乙肝患者的高浓度黄疸标本数份混

匀，取稀释用血清将总胆红素浓度稀释至３５２．０μｍｏｌ／Ｌ、

１７６．０μｍｏｌ／Ｌ、８８．０μｍｏｌ／Ｌ和４４．０μｍｏｌ／Ｌ。

１．１．３　实验血清　（１）取适量阳性血清（购自中国药品生物制

品检定所的 ＨＢＶＤＮＡ标准血清稀释至１．５×１０７ＩＵ／ｍＬ）与

稀释用血清等体积混匀作为实验对照。（２）取适量阳性血清分

别与含干扰成分的血清等体积混匀成分别含０．０５ｇ／Ｌ、

０．５ｇ／Ｌ、５．０ｇ／Ｌ和５０．０ｇ／ＬＨｂ和含２２．０μｍｏｌ／Ｌ、４４．０

μｍｏｌ／Ｌ、８８．０μｍｏｌ／Ｌ和１７６．０μｍｏｌ／Ｌ总胆红素的阳性血清。

１．２　仪器与试剂　试剂包括一步法和磁珠法核酸提取试剂及

ＨＢＶＤＮＡ定量扩增试剂；磁珠分离器由湖南圣湘生物科技有

限公司提供；沉淀煮沸法提取试剂盒购自上海科华生物工程股

份有限公司）；实时荧光ＰＣＲ扩增仪 ＭＪＯＰＴＩＣＯＮ Ⅱ购自美

国 ＭＪ公司。

１．３　方法

１．３．１　一步法　吸取５．０μＬ血清与５．０μＬ提取试剂混合，

加入ＰＣＲ扩增试剂即可进行扩增，总反应体系５０μＬ。

１．３．２　沉淀煮沸法　５０μＬ实验血清与 ＨＢＶＤＮＡ阴性血清

５０μＬ混匀与等体积浓缩液混合离心，弃上清液，加入１００μＬ

裂解液震匀，１００℃煮沸１０ｍｉｎ后离心，取１０μＬ上清液与４０

μＬ扩增试剂混匀。

１．３．３　磁珠法　取５０μＬ实验血清与 ＨＢＶＤＮＡ阴性血清

１５０μＬ按试剂说明提取后，加１００μＬ洗脱液洗脱，取１０μＬ
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