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电化学发光法检测抗环瓜氨酸肽抗体的临床应用评价

李珍萍１，郭庆昕２，林宜昭１
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　　摘　要：目的　比较增强化学发光酶联免疫分析（ＥＣＬＩＡ）法和酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测抗环瓜氨酸肽（ＣＣＰ）抗体

的相关性，评价ＥＣＬＩＡ定量检测试剂盒的性能。方法　将８７例类风湿关节炎（ＲＡ）患者作为ＲＡ组；另选择强直性脊柱炎患者

３５例，干燥综合征患者５例，骨性关节炎患者２５例，系统性红斑狼疮患者３例，痛风患者１２例作为疾病对照组；正常对照组为健

康体检人群。将疾病对照组和正常对照组儿童的血清合为对照组，分别采用ＥＬＩＳＡ检测试剂盒及ＥＣＬＩＡ检测２１５份血清标本

的抗ＣＣＰ抗体。结果　ＥＣＬＩＡ法试剂盒的敏感度为７１．２６％，特异９７．６６％；ＥＬＩＳＡ法试剂盒敏感度为６８．９７％，特异性９６．８８％。

分两种方法测定２１５份血清标本，２种方法检测均为阳性的患者有６１例，均为阴性的有１４７例。二者检测结果的总体符合率为

９６．７４％。２种方法间有显著相关性（犘＜０．００５）。结论　ＥＣＬＩＡ法检测抗ＣＣＰ抗体试剂盒与ＥＬＩＳＡ法试剂盒检测结果的相关

性良好。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种以关节软

骨慢性进行性侵蚀为早期特征的全身性自身免疫性疾病，以慢

性、对称性、多滑膜关节炎和关节外病变为主要临床表现。滑

膜炎持续反复发作可导致关节内软骨和骨的破坏，继而引起关

节畸形而成为该病的标志。目前，ＲＡ的治疗策略主要是改善

疾病早期的关节侵蚀，因而早期诊断显得尤为重要。抗环瓜氨

酸肽（ｃｙｃｌｉｃｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＣＰ）抗体是目前临床使用最

广泛的ＲＡ早期诊断的自身抗体。第１代抗ＣＣＰ抗体检测采

用酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）法，但是该方法具有检测灵敏度、精密度都相对较低，

较难采用仪器自动化，整个检测过程所需时间较长，手工影响

因素较多等缺点。近年出现的增强化学发光酶联免疫分析

（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＣＬＩＡ）

检测抗ＣＣＰ抗体的全自动检测试剂盒，弥补了ＥＬＩＳＡ法检测

的不足，实现了灵活、快速，检测试剂稳定，易于质量控制等优

点。本研究拟评价ＥＣＬＩＡ法全自动试剂的性能，为该试剂的

临床应用提供技术支持。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有病例均来自２０１１年１２月至２０１２年７

月于泉州市正骨医院风湿科门诊和住院患者，其中，ＲＡ患者

８７例（ＲＡ组），其中，男２３例，女６４例；年龄２９～７５岁，平均

（４８．６±１５．６）岁，均符合１９８７年美国风湿协会修订的ＲＡ分

类标准。另选择强直性脊柱炎患者３５例，干燥综合征患者５

例，骨性关节炎患者２５例，系统性红斑狼疮患者３例，痛风患

者１２例作为疾病对照组，均符合相应国际诊断标准，其中，男

４２例，女３８例；年龄１９～６７岁，平均（４０．１±２０．６）岁。正常

对照组选择德化县医院健康体检人群，其中，男２６例，女２２

例；年龄１８～７２岁，平均（４５．１±１６．７）岁。疾病对照组和正常

对照组患者的血清作为对照组。

１．２　标本采集　所有研究对象均于清晨空腹用真空采血管抽

取静脉血４ｍＬ，并于３０ｍｉｎ内以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分

离血清后置于－４５℃冰箱保存，一次溶解后测定。

１．３　主要试剂与仪器　抗ＣＣＰ抗体ＥＬＩＳＡ法检测试剂盒由

德国欧蒙医学实验诊断有限公司提供，批号为Ｅ１１２５１７ＡＤ，在

瑞士ＴＥＣＡＮ酶标仪上检测。ＥＣＬＩＡ法抗ＣＣＰ抗体检测试剂

由罗氏诊断产品有限公司提供，批号为１６９６８０１，在瑞士罗氏

（Ｒｏｃｈｅ）公司 Ｅｌｅｃｓｙｓ２０１０全自动电化学发光免疫分析仪上

检测。

１．４　结果判定　数据检测结果定性判断标准参照试剂说明

书，≥１７Ｕ／ｍＬ为阳性，＜１７Ｕ／ｍＬ为阴性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

数资料用χ
２ 检验，率比较采用χ

２ 检验，相关分析应用Ｐｅａｒｓｏｎ

相关系数法，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＣＬＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法检测抗ＣＣＰ抗体的灵敏度和特异

性　收集８７例ＲＡ患者血清，评价２种试剂盒的灵敏度及特

异性。ＥＣＬＩＡ法试剂盒的敏感度为７１．２６％，特异性９７．６６％；

ＥＬＩＳＡ法试剂盒敏感度为６８．９７％，特异性９６．８８％，见表１。

表１　　ＥＣＬＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法检测抗ＣＣＰ抗体的

　　　　灵敏度和特异性

组别
检测结果（狀）

阳性 阴性 合计

灵敏度

（％）

特异性

（％）

ＲＡ组

　ＥＣＬＩＡ法 ６２ ２５ ８７ ７１．２６ －

　ＥＬＩＳＡ法 ６０ ２７ ８７ ６８．９７ －

对照组

　ＥＣＬＩＡ法 ３ １２５ １２８ － ９７．６６

　ＥＬＩＳＡ法 ４ １２４ １２８ － ９６．８８

　　－：此项目无数据。

２．２　ＥＣＬＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法检测抗ＣＣＰ抗体相关性分析　本

研究分别用ＥＣＬＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法同时测定２１５份血清标本，

２种方法检测均为阳性的患者有６１例，均为阴性的有１４７例。

两种方法检测结果的总体符合率为 ９６．７４％［总体符合

率（％）＝２种方法均为阳性与均为阴性例数的和／总样本数×

１００％］。经χ
２ 检验，提示２种方法间有显著相关性（犘＜

０．００５）。

３　讨　　论

ＲＡ是一种危害人们健康的常见病，在自身免疫性结缔组

织病中其患病率居首位，该病如不能及时诊断和治疗，既可发

展为关节僵直、畸形、致残而严重影响劳动力。长期以来，ＲＡ
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的临床诊断缺乏特异性实验室指标，所以国际上通用的美国风

湿病学诊断标准中主要以临床症状和Ｘ线诊断为主，从而导

致ＲＡ漏诊和误诊
［１３］。自从２０００年抗 ＣＣＰ抗体被发现以

来，国内、外学者对其检测方法和临床应用进行了多方面的评

估，证实其对ＲＡ的早期诊断具有很好的敏感性和特异性
［４８］。

随着抗ＣＣＰ抗体临床应用价值的日渐清晰，对其检测手

段的准确性和高效性提出了新的要求。ＥＣＬＩＡ是一种在电极

表面由电化学引发的特异性化学发光反应技术，包括了电化学

和化学发光２个部分，目前都是采用发光技术与免疫反应和计

算机技术相结合的自动化仪器分析，由于其操作的智能化程度

高、敏感度高、特异性强，特别是检测灵活性高、快速、检测试剂

稳定并易于进行质量控制，已在很多免疫检测项目中逐步取代

了ＥＬＩＳＡ法
［９］。

本研究以较早上市且已广泛应用于临床的欧蒙ＥＬＩＳＡ检

测试剂盒为参比试剂，对ＲｏｃｈｅＥＣＬＩＡ试剂进行了相关性、一

致性分析。ＥＣＬＩＡ试剂盒与ＥＬＩＳＡ试剂盒的灵敏度、特异性

相近，２种试剂的总体符合率达９６．７４％，且２种检测试剂的相

关性良好。因此，ＥＣＬＩＡ法可，弥补ＥＬＩＳＡ法的不足，成为新

一代抗ＣＣＰ抗体检测方法。

参考文献

［１］ 贺联印，粟占国．类风湿性关节炎的自身免疫异常及研究进展

［Ｊ］．复星诊断，２００３，１（３）：１２１９．

［２］ 蔡文虹，孙保东，张宝凤，等．类风湿性关节炎病因学概述［Ｊ］．中

国当代医药，２０１２，１９（５）：１１１２．

［３］ 古洁若．类风湿性关节炎研究进展［Ｊ］．实用医学杂志，２００５，２１

（１３）：１３６７．

［４］ＳｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓＧＡ，ＶｉｓｓｅｒＨ，ｄｅＪｏｎｇＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｒｏｐｅｒ

ｔｉｅｓｏｆｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｒｅｃｏｇｎｉｚａｃｙｃｌｉｃｃｉｔｕｌｌｉｎａｔｄｅ

ｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２０００，４３（１）：１５５１６３．

［５］ＢｉｚｚａｒｏＮ，ＭａｚｚａｎｔｉＧ，ＴｏｎｕｔｔｉＥ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅ

ａｎｔｉｃｉｔｒｕｌｌｉｎｅａｎｔｉｂｏｄｙａｓｓａｙｆｏｒｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００１，４７（６）：１０８９１０９３．

［６］ 许超尘，饶华春，游玉权，等．联合检测 ＡＫＡ、抗ＣＣＰ抗体与ＲＦ

在类风湿性关节炎诊断中的应用［Ｊ］．中国现代医药杂志，２００７，９

（１１）：４３４５．

［７］ 范列英．类风湿性关节炎血清早期诊断指标的研究进展［Ｊ］．中华

检验医学杂志，２００３，２６（１０）：６３２６３４．

［８］ 顾籦丽，吕玲，陈宇明，等．用受试者工作曲线评价抗环瓜氨酸肽

抗体对诊断类风湿关节炎的价值［Ｊ］．中华风湿病学杂志，２００５，９

（１）：４１４５．

［９］ 王兰兰，吴健民．临床免疫学与检验［Ｍ］．４版．北京：人民卫生出

版社，２００７．

（收稿日期：２０１３０５２８）

·检验技术与方法·

１６ＳｒＤＮＡ序列测定在采血耗材污染细菌鉴定中的应用


肖　洁，宋　建，彭　涛△

（中国人民解放军成都军区总医院输血科，四川成都６１００８３）

　　摘　要：目的　探讨１６ＳｒＤＮＡ基因测序方法在鉴定采血耗材中未知细菌污染方面的应用价值。方法　对１５例采血原辅耗

材样本进行采样、分离、纯化培养。可疑阳性标本进一步采用１６ＳｒＤＮＡ基因测序检测，同时用表皮葡萄球菌标准菌株作为实验

阳性对照。结果　１５例样本中有３例细菌培养可疑阳性，ＰＣＲ扩增其１６ＳｒＤＮＡ片段，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ比对，分别与犕犪犮狉狅

犮狅犮犮狌狊犮犪狊犲狅犾狔狋犻犮狌狊狊狋狉犪犻狀（巨型球菌）、犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（肺炎克雷伯菌）与犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊（苏云金芽孢杆菌）的同源性

为９９％。表皮葡萄球菌标准菌株１６ＳｒＤＮＡ基因测序结果与来源一致。结论　１６ＳｒＤＮＡ基因测序方法可用于血制品耗材中未

知细菌的污染检测，在菌株鉴定方面有快速、特异的优势。

关键词：序列分析；　细菌鉴定；　采血耗材；　１６ＳｒＤＮＡ

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０４４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２８８３０３

　　血液及血液制品的微生物污染是影响输血安全的重要因

素之一。通过输血或注射血制品传播的病原微生物种类繁多，

其中细菌污染已经越来越引起人们的重视。血液及血制品细

菌污染按来源可分为内源性和外源性两种，外源性细菌污染包

括采血耗材质量、献血员皮肤、采血者双手消毒不彻底、空气中

细菌超标、血袋破损、血袋被污染等情况。如果采血耗材生产

线被细菌污染，将直接给血液质量安全带来严重后果。传统的

培养基检测方法由于培养周期长，敏感性不高，检出率较低等

缺点，难于对生产线各监控点的微生物情况进行实时检测和控

制。１６ＳｒＤＮＡ为所有细菌共有，是细菌进化过程中最为保守

的基因。基于１６ＳｒＤＮＡ基因分析的聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术，可为快速检测采血耗材中未知

菌污染提供一种新颖、有效、可行的手段。本研究采用该方法

对某采血耗材生产厂家生产线上的可疑细菌污染样本进行检

测，结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂　主要仪器：生物安全柜ＢＢＳ１５００Ⅱ

ＡＺＸ（ＢｉｏＢａｓｅ）、ＬｉｆｅＥｘｐｒｅｓｓ基因扩增仪（杭州博日科技有限

公司）。主要试剂：革兰染液（南京建成生物工程研究所）、细菌

基因组ＤＮＡ提取试剂盒（宝生物工程有限公司）、ＰＣＲ扩增试

剂（宝生物工程有限公司）。

１．２　标准菌株与培养基　犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊（表皮

葡萄球菌标准菌株：ＡＴＣＣ３５９８４）来源于军事医学科学院输血

研究所。ＴＹ液体培养基按《分子克隆实验指南》（第３版）由

本实验室自行配制。普通琼脂平板、血平板、血培养瓶（厌氧）

购自郑州安图绿科生物工程有限公司。
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