
·短篇论著·

两种方法联合检测自身免疫性疾病中ＡＮＣＡ的临床意义


陈维蓓，向　瑜，张莉萍

（重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　评价间接免疫荧光法（ＩＩＦ）和免疫印迹法检测抗中性粒细胞胞质抗体（ＡＮＣＡ）的临床意义。方法　采用ＩＩＦ

和免疫印迹法联合对１２６例自身免疫性疾病患者的血清进行ＡＮＣＡ检测。结果　在１２６例患者中类风湿关节炎（ＲＡ）、韦格纳

肉芽肿瘤（ＷＧ）、皮肌炎（ＤＭ）和过敏性紫癜患者血清检测ｃＡＮＣＡ阳性与ＰＲ３ＡＮＣＡ阳性是一一对应的；而在５１例ＳＬＥ患者

中，有１７例（３３．３％）ｐＡＮＣＡ阳性，７例（１３．７％）骨髓过氧化物酶（ＭＰＯ）ＡＮＣＡ阳性；在２９例ＲＡ中３例（１０．３％）ｐＡＮＣＡ阳

性，而４例（１３．７％）ＭＰＯＡＮＣＡ阳性。ＷＧ和ＡＮＣＡ相关性血管炎患者检测ＡＮＣＡ阳性率较高，分别为８７．５％和９３．７％。结

论　ＩＩＦ一般情况下可以作为临床常规检测ＡＮＣＡ的筛选试验，免疫印迹法可以作为特异ＡＮＣＡ确证试验。二者联合应用可以

提高ＡＮＣＡ的检出率，减少ＡＮＣＡ的误诊率。
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　　抗中性粒细胞胞质抗体（ＡＮＣＡ）是以中性粒细胞和单核

细胞胞质成份为靶抗原的自身抗体，其中以丝氨酸蛋白酶３

（ＰＲ３）和髓过氧化物酶（ＭＰＯ）与血管炎相关密切。ＡＮＣＡ最

初发现于原发性小血管炎患者血清中，随着研究的深入，对疾

病的诊断鉴别及预后判定受到了医学界的重视［１］。本研究应

用间接免疫荧光法（ＩＩＦ）和免疫印迹法检测了１２６例自身免疫

性疾病患者血清中的ＡＮＣＡ，探讨ＩＩＦ和免疫印迹法联合检测

ＡＮＣＡ的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年４月至２０１２年６月本院肾内科和中

西医结合科的住院患者且明确诊断为自身免疫性疾病的患者

（符合美国风湿病学会ＡＣＲ诊断标准）。１２６例自身免疫性疾

病患者［５１例系统性红斑狼疮（ＳＬＥ），２９例类风湿性关节炎

（ＲＡ），１６例ＡＮＣＡ相关性血管炎，１１例结缔组织病，８例韦格

纳氏肉芽肿（ＷＧ），２例皮肌炎（ＤＭ），３例过敏性紫癜，１例干

燥综合征，２例强直性脊柱炎，１例硬皮病，２例自身免疫性肝

炎］。其中男３６例（占２８．５％），年龄１４～８４岁，平均（５３．３±

１７．８）岁；女９０例（占７１．４％），年龄１６～７８岁，平均（４８．２±

１７．９）岁。

１．２　试剂　ＩＩＦ检测 ＡＮＣＡ：采用德国欧蒙公司的滴定平板

ＴＭ技术，以马赛克生物技术薄片载片（基质含甲醛、乙醇固定

的中性粒细胞、猴肝组织、Ｈｅｐ２细胞）进行检测中性粒细胞特

异抗体。免疫印迹法检测ＡＮＣＡ：试剂盒来自德国欧蒙公司，

试剂盒含平行包被高度纯化抗原的检测膜条。

１．３　试验方法

１．３．１　ＩＩＦ法检测ＡＮＣＡ的主要步骤　加１∶１０稀释的患者

血清和试剂盒里的阴阳对照血清，２５μＬ于生物薄片上，室温

反应３０ｍｉｎ，用ＰＢＳＴｗｅｅｎ缓冲液浸泡至少１ｍｉｎ，加ＦＩＴＣ

标记羊抗人ＩｇＧ，避光放置３０ｍｉｎ，再用ＰＢＳＴｗｅｅｎ缓冲液浸

泡至少１ｍｉｎ，之后用甘油封片，荧光显微镜下判读荧光模型。

均匀分布于整个胞质中的颗粒性荧光，细胞核无荧光，为ｃＡＮ

ＣＡ；围绕中性粒细胞核的平滑带状荧光为ｐＡＮＣＡ。

１．３．２　免疫印迹法检测 ＡＮＣＡ的主要步骤　将放有膜条的

槽中加１．５ｍＬ封闭液，室温摇１５ｍｉｎ去除液体，加１∶１０１稀

释的患者血清和试剂盒里的阴阳对照血清，１．５ｍＬ于各槽内

摇１５ｍｉｎ去除液体，用１．５ｍＬ通用缓冲液清洗膜条３次，每

次５ｍｉｎ，再加入１．５ｍＬ已稀释的酶标记结合物（碱性磷酸酶

标记的羊抗人ＩｇＧ）温育１５ｍｉｎ，用通用缓冲液同样清洗后，加

入１．５ｍＬ底物液，室温摇１５ｍｉｎ后去除液体，用蒸馏水洗膜

条３次，待膜条风干后判断结果。将干的检测膜条上出现的与
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参照膜条上的标志对应的清晰可见的条带记录在结果判定板

上，在相应抗原的位置出现白色条带为阴性。用 ＥＵＲＯＬＩ

ＮＥＳｃａｎ软件自动判断结果，条带浓度大于或等于１个＋为

阳性。

２　结　　果

２．１　１２６例患者的一般临床特征　在１２６例患者中，５１例

ＳＬＥ患者，年龄１６～７３岁，平均（４２．５±１６．２）岁，抗核抗体

（ＡＮＡ）阳性者３５例，阳性率为６８．６（３５／５１），ＳＬＥ患者检测

ＡＮＡ阳性率较高。２９例 ＲＡ 患者，年龄１６～７８岁，平均

（５１．４±１６．８）岁，ＡＮＡ阳性者４例，阳性率为１３．８（４／２９）。８

例 ＷＧ患者，年龄３９～７４岁，平均（５４．０±１０．８）岁，ＡＮＡ阳性

者１例，阳性率为１２．５（１／８）。１６例 ＡＮＣＡ相关性血管炎患

者，年龄１６～８４岁，平均（５９．８±１７．１）岁，ＡＮＡ阳性者３例，

阳性率为１８．７（３／１６）。１１例其他疾病，年龄１４～７８岁，平均

（４６．５±２０．４）岁，ＡＮＡ阳性者３例，阳性率为２７．２（６／２２）。

１２６例自身免疫性疾病男女患者比例，女性所占百分比均大于

男性所占的百分比。

表１　　ＩＩＦ法和免疫印迹法检测ＡＮＣＡ结果（狀）

疾病 狀
ＩＩＦ阳性

ｐＡＮＣＡ ｃＡＮＣＡ

免疫印迹法阳性

ＭＰＯＡＮＣＡ ＰＲ３ＡＮＣＡ

ＳＬＥ ５１ １７ ０ ７ ０

ＲＡ ２９ ３ ２ ４ ２

ＭＣＴＤ １１ ７ ０ ４ ０

ＷＧ ８ １ ６ １ ６

ＡＮＣＡ相关性血管炎 １６ １３ ２ １３ ２

过敏性紫癜 ３ ０ １ ０ １

皮肌炎 ２ １ ０ １ ０

强直性脊柱炎 ２ ０ １ ０ ０

硬皮病 １ ０ ０ ０ ０

干燥综合征 １ ０ ０ ０ ０

自身免疫性肝炎 ２ ０ ０ ０ ０

表２　　ＩＩＦ法和免疫印迹法检测ＡＮＣＡ阳性率的比较

疾病
ＩＩＦ法

ＡＮＣＡ阳性率（％）

免疫印迹法阳性

ＡＮＣＡ阳性率（％）

ＳＬＥ ３３．３ １３．７

ＲＡ １７．２ ２０．６

ＭＣＴＤ ６３．６ １３．７

ＷＧ ８７．５ ８７．５

ＡＮＣＡ相关性血管炎 ９３．７ ９３．７

过敏性紫癜 ３３．３ ３３．３

皮肌炎 ５０．０ ５０．０

强直性脊柱炎 ５０．０ ５０．０

硬皮病 ０．０ ０．０

干燥综合征 ０．０ ０．０

自身免疫性肝炎 ０．０ ０．０

２．２　１２６例患者 ＡＮＣＡ 检测结果　在１２６例患者中 ＲＡ、

ＷＧ、ＤＭ 和过敏性紫癜患者血清检测ｃＡＮＣＡ阳性与ＰＲ３

ＡＮＣＡ阳性是一一对应的；而在５１例ＳＬＥ患者中，有１７例

（３３．３％）ｐＡＮＣＡ阳性，骨髓过氧化物酶（ＭＰＯ）ＡＮＣＡ阳性

者７例（１３．７％）；在２９例 ＲＡ中３例ｐＡＮＣＡ阳性，而４例

ＭＰＯＡＮＣＡ阳性。在８例 ＷＧ患者和１６例ＡＮＣＡ相关性血

管炎患者中，ｃＡＮＣＡ 和 ＰＲ３ＡＮＣＡ 同时阳性，ｐＡＮＣＡ 和

ＭＰＯＡＮＣＡ同时阳性。ＷＧ和 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者检

测ＡＮＣＡ阳性率较高，分别为８７．５％和９３．７％，见表１、２。

３　讨　　论

ＡＮＣＡ是一种以中性粒细胞和单核细胞胞质成分为靶抗

原的自身抗体［１３］。检测 ＡＮＣＡ的方法有：ＩＩＦ、放射免疫法、

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、流式细胞术分析法和免疫印迹法。

最常用的是ＩＩＦ法，也是较好的初筛方法，被称为金标准法。

ＡＮＣＡ在检测中会与其他抗体如抗核抗体的发生交叉反应，

因此要采用标准的技术，利于获得可重复的结果。同时需进一

步做特异性抗原的分析才能有助于临床诊断。应用免疫印迹

法检测ＡＮＣＡ，采用了纯化的特异性抗原作包被，可改善反应

的特异性；结果不受抗核抗体等其他自身抗体的干扰，结果容

易判断，有利于临床监测病情或疗效。

ＩＩＦ法检测 ＡＮＣＡ 时，有２种荧光分布模型：胞质型

（ｃＡＮＣＡ）胞质内成大颗粒不均匀分布的荧光，核周型（ｐＡＮ

ＣＡ）细胞核周围呈现条状分布。免疫印迹法检测 ＡＮＣＡ时，

试剂盒平行包被高度纯化抗原的检测膜条，用ＥＵＲＯＬＩＮＥＳ

ｃａｎ软件自动判断结果。ｃＡＮＣＡ的靶抗原主要为蛋白酶３，其

相对分子质量为２９×１０３；ｐＡＮＣＡ的靶抗原主要为髓过氧化

物酶（ＭＰＯ），其相对分子质量为１２０×１０３
［４５］。在检验标本中

ＲＡ、ＷＧ、ＤＭ 和过敏性紫癜患者血清检测ｃＡＮＣＡ 阳性与

ＰＲ３ＡＮＣＡ阳性是一一对应的，与文献报道相似
［６］。

ＳＬＥ是一种侵犯多系统器官的自身免疫性疾病，可由遗

传、免疫功能异常、内分泌异常和环境因素等引起。其免疫功

能异常在ＳＬＥ的发病中具有重要地位
［７］。由表１可知，５１例

ＳＬＥ患者，有１７例ｐＡＮＣＡ阳性，７例 ＭＰＯＡＮＣＡ阳性。由

此我们可以看出ＰＡＮＣＡ和 ＭＰＯＡＮＣＡ并不一一对应关

系，ＡＮＣＡ在ＳＬＥ患者中的阳性率为３３．３％，主要为ｐＡＮＣＡ

抗体，与文献报道一致［８］。Ｓａｖｉｅｒ等
［９］报道ｐＡＮＣＡ的靶抗原

有９０％是 ＭＰＯ，其他靶抗原的作用还不太清楚。ＡＮＣＡ阳性

且滴度高患者可迅速出现脑肾、脏病变和神经系统症状。因此

ＡＮＣＡ是ＳＬＥ患者神经系统受累的一种标志性抗体
［１０］，也可

作为临床上判断ＳＬＥ疾病活动的一个有用指标
［１１］。

ＲＡ和ＳＬＥ的ＡＮＣＡ的相关靶抗原主要为乳铁蛋白（ＬＦ）

和组织蛋白酶Ｇ（ＣＧ），ＡＮＣＡ可能参与ＳＬＥ血管炎的发病，

可能与 ＲＡ的血管损害有关。本文 ＲＡ中 ＡＮＣＡ阳性率为

２０％左右。

ＡＮＣＡ相关性血管炎病因未明，研究认为该类疾病的发

生有可能是在某些遗传背景下由某些环境因素诱发的。ＷＧ

可能与人类白细胞抗原 ＨＬＡＢ５０、ＨＬＡＢ５５、ＨＬＡＤＲ１、

ＨＬＡＤＱｗ７等基因表达有关。ＡＮＣＡ在血管炎或严重感染

的发展过程中激活中性粒细胞，活化的中性粒细胞胞内原静止

的ＰＲ３移向细胞表面进而被 ＡＮＣＡ所识别。而经正常调节

的内皮细胞内的ＰＲ３也可移位到胞膜与ＡＮＣＡ结合，并激活

循环中的补体产生补体介导的细胞毒损伤［１２］，导致释放大量

的溶酶体酶而引起局部微血管损伤，这是 ＡＮＣＡ介导的与小

血管炎的发病机制之一。抗 ＭＰＯ和抗ＰＲ３自身抗体还可使

活化的中性粒细胞产生脱颗粒反应，释放大量有害的蛋白水解

酶和氧自由基，抗ＰＲ３还具有分解和灭活人补体Ｃ１抑制剂

的能力［１３］，有利于促进补体活化而导致小血管损害造成血管
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炎。在ＡＮＣＡ相关疾病性血管炎损害过程中，被活化的中性

粒细胞胞浆蛋白酶可致血管内皮损伤和细胞溶解。研究表明，

不同的ＡＮＣＡ类型和靶抗原往往与临床不同疾病相关
［１４］，其

中ＰＲ３ＡＮＣＡ与 ＷＧ密切相关，而抗 ＭＰＯ阳性则少见，活动

期的 ＷＧ患者其ＡＮＣＡ阳性率可达８０１００％
［１５］，本文中 ＷＧ

活动期阳性率为８７．５％，ＡＮＣＡ 相关性血管炎病阳性率为

９３．７％，与文献报道相同。

随着ＡＮＣＡ所识别的靶细胞抗原不断增加，与其相关的

疾病也不断被发现。因此用ＩＩＦ和免疫印迹法两种联合检测

ＡＮＣＡ更加可靠、客观，同时提高ＡＮＣＡ的检出率。不同的荧

光模式和不同的靶抗原对疾病诊断和鉴别及预测具有重要的

意义。
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低三水平质控物原料的方法，从而解决了实验室在制备中、高

水平质控物时遇到的困难。与此同时，液态质控物所使用的

３０％ ＥＧ，其价格低廉，且具有高渗和抗氧化性质，可防止细菌

生长和某些被测物的氧化，还能够降低自制液态质控物的凝固

点，减小了冻融对血清的影响［８１０］。在收集血清过程中，严格

按照标准进行样品收集，同时最后一步采用离心去除颗粒物的

方法以确保质控物的物理性状满足中国卫生部临床检验中心

对所配液性质控物的一般性状，如ｐＨ、细菌菌落数、吸光度和

基质效应等的要求。

从表１和２的数据可以看出，自制的质控血清在观察的时

间范围内是稳定的。在实验中，以ＢＩＯＲＡＤ冻干质控物作为

参照，自制的质控血清的标准差和变异系数与ＢＩＯＲＡＤ质控

的实测值相近，甚至有些项目比ＢＩＯＲＡＤ质控的更理想。在

自制质控血清和ＢＩＯＲＡＤ质控作配对狋检验，差异无统计学

意义，表明了两者的相关性良好，两者的ＣＶ％变化都在１５％

以内［１１］。从总的情况分析，自制液性质控物的标准差和变异

系数是比较理想的。但要制成一种稳定的质控品，还需要进行

更长时间的检测，以观察其时间稳定性。

综上所述，自制液性质控物取材于日常废旧的检测标本，

成本低，稳定剂价格低廉，容易购得。因此，自制质控品可以基

本替代昂贵的进口质控品，适合于各大、中医院的室内质控，也

特别适合于广大的基层医院使用。
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［１０］高云朝，顾建英，陆汉魁，等．血清反复冻融对肿瘤标志物浓度的

影响［Ｊ］．中国实验诊断学，２００７（０１）：１１９１２０．

［１１］ＷｉｌｓｏｎＪＦ．Ｓｕｒｖｅｙｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｒａｎｇｅｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ

ｆｏｒｐｓｙｃｈｏａｃｔｉｖｅｄｒｕｇｓｉｎｓｅｒｕｍ［Ｊ］．ＴｈｅｒＤｒｕｇＭｏｎｉｔ，２００３，２５

（２）：２４３２４７．

（收稿日期：２０１３０６１７）
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