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　　摘　要：目的　探讨系统性红斑狼疮患者抗双链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）抗体与免疫学指标的相关性。方法　收集７７例系统性红斑

狼疮患者血清，采用短膜虫间接免疫荧光法（ＣＬＩＦＴ）及酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测血清抗ｄｓＤＮＡ抗体、总补体、补体Ｃ３、补

体Ｃ４水平。结果　７７例系统性红斑狼疮患者５０例抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性，２７例抗ｄｓＤＮＡ抗体阴性。抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性组和阴

性组患者血清ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ水平的差异没有统计学意义（犘＞０．０５），抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性组患者血清总补体、补体Ｃ３、补体Ｃ４水

平明显低于阴性患者（犘＜０．０５）。抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者血清抗ｄｓＤＮＡ抗体水平与总补体、补体Ｃ３显著相关（犘＜０．０５）。结

论　抗ｄｓＤＮＡ抗体可能通过补体旁路途径而非经典途径抑制补体生成。
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　　系统性红斑狼疮是一种多系统自身免疫性疾病，抗双链

ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）抗体是该病标志性抗体
［１２］。血清自身抗体与

疾病活性相关，组织中发现ＤＮＡ抗ＤＮＡ免疫复合物，提示抗

ｄｓＤＮＡ抗体自身抗体参与了系统性红斑狼疮发病过程
［３］。狼

疮疾病的生化检测标志物较少，狼疮血清学指标有抗ｄｓＤＮＡ

抗体、补体Ｃ３和补体Ｃ４，是监测狼疮疾病活动指标
［４５］。然

而，抗ｄｓＤＮＡ抗体作用机制及其与补体相关性仍然尚未阐

明。本文比较抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性和阴性的系统性红斑狼疮

患者血清中免疫学指标，分析抗ｄｓＤＮＡ抗体抗体阳性患者中

抗ｄｓＤＮＡ抗体与免疫学指标的相关性，以阐明ｄｓＤＮＡ的可

能作用机制。

１　材料与方法

１．１　标本来源　７７例经美国风湿病学会（ＡＣＲ）
［１２］制订的诊

断标准确诊的系统性红斑狼疮患者，其中，男１１例，女６６例；

年龄１２～６０岁，平均３３岁。统一时间清晨空腹抽取静脉血，

分离血清于－８０℃保存。本次研究经九江学院附属医院医学

伦理委员会同意，并获得患者的知情同意。

１．２　抗ｄｓＤＮＡ 抗体检测　采用短膜虫间接免疫荧光法

（ＣＬＩＦＴ）
［６７］进行检测，阳性标本采用酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ）检测抗ｄｓＤＮＡ抗体水平。

１．３　ＣＬＩＦＴ检测抗ｄｓＤＮＡ抗体　采用绿蝇短膜虫为基质的

间接免疫荧光法检测抗ｄｓＤＮＡＩｇＧ抗体
［８］，严格按照试剂盒

说明书进行。将加样板放在泡沫塑料板上，加２５μＬ稀释后血

清至加样板，将载片覆有生物薄片的一面朝下，盖在加样板的

凹槽里，室温（１８～２５℃）３０ｍｉｎ；磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）吐温

缓冲液流水冲洗载片，然后立即将其浸入装有ＰＢＳ吐温缓冲

液的洗杯中浸泡至少５ｍｉｎ。滴加２５μＬ异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）标记的抗人球蛋白（荧光第二抗体）至洁净加样板的反

·４１１３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３
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应区，从洗杯中取出载片，吸水纸擦洗背面和边缘的水分后，立

即盖在加样板的凹槽里。室温（１８～２５℃）温育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ

吐温缓冲液冲洗载片，然后立即将其浸入装有ＰＢＳ吐温缓冲

液的洗杯中浸泡至少５ｍｉｎ后封片，最后显微镜下观察荧光模

型。临界（ＣＯ）值为１∶１０。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测抗ｄｓＤＮＡＩｇＧ抗体　ＥＬＩＳＡ按说明书进

行。将校准品、阳性和阴性对照品及已稀释的患者血清分别加

入微孔板，所有样本均做复孔，室温（１８～２５℃）温育３０ｍｉｎ后

洗涤，再加过氧化酶标记的ＩｇＧ抗体，室温（１８～２５℃）温育

３０ｍｉｎ后洗涤，加底物显色３０ｍｉｎ后加入终止液。然后在酶

标仪比色，记录ＯＤ值，结果以样本ＯＤ值（ＲＵ／ｍＬ）代入标准

曲线计算样本浓度。

１．５　免疫学指标的检测　采用全自动生化分析仪检测血清

ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、总补体、补体Ｃ３和补体Ｃ４水平。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，两样本计量资料比较采用独立样本狋检

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　ＣＬＩＦＴ法检测抗ｄｓＤＮＡ抗体　７７例系统性红斑狼疮患

者５０例抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性，２７例抗ｄｓＤＮＡ抗体阴性。抗

ｄｓＤＮＡ抗体阳性率为６４．９％（５０／７７）。绿蝇短膜虫动基体呈

现绿色荧光为抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性。

２．２　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性和阴性组患者血清免疫学指标的比

较　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性组和阴性组患者血清ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ

水平的差异没有统计学意义（犘＞０．０５），抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性

组患者血清总补体、补体Ｃ３、补体Ｃ４水平明显低于阴性组

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性和阴性组患者血清免疫学指标的比较

组别 总补体（Ｕ／ｍＬ） 补体Ｃ３（ｇ／Ｌ） 补体Ｃ４（ｇ／Ｌ） ＩｇＧ（ｇ／Ｌ） ＩｇＡ（ｇ／Ｌ） ＩｇＭ（ｇ／Ｌ）

抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性组 ３９．７６±１６．１２ ０．７４±０．２８ ０．１３±０．０７ １６．７３±７．６１ ２．９４±１．４１ ０．９０±０．４４

抗ｄｓＤＮＡ抗体阴性组 ５３．９３±１３．９４ １．０８±０．３３ ０．２２±０．１０ １４．６３±６．０６ ２．８３±１．４５ １．１１±０．７５

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．２２１ ０．７５２ ０．１２０

２．３　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者血清免疫学指标的相关性分析

　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者血清抗ｄｓＤＮＡ抗体水平与补体

Ｃ４、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ无显著相关性（犘＞０．０５）；而与总补体、补体

Ｃ３显著相关（犘＜０．０５），见表２。

表２　　抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者血清免疫学

　　　指标的相关性分析

指标 狓±狊 ＣＯ值（ＲＵ／ｍＬ） 犘

总补体 （３９．７６±１６．１２）Ｕ／ｍＬ －０．３０５ ０．０３２

补体Ｃ３ （０．７４±０．２８）ｇ／Ｌ －０．３０４ ０．０３２

补体Ｃ４ （０．１３±０．０７）ｇ／Ｌ －０．２５３ ０．０７７

ＩｇＧ （２９９．００±１９７．００）ｇ／Ｌ ０．１７６ ０．２２１

ＩｇＡ （２．９４±１．４１）ｇ／Ｌ ０．１７３ ０．２３０

ＩｇＭ （０．９０±０．４４）ｇ／Ｌ ０．２３８ ０．０９６

３　讨　　论

血清抗ｄｓＤＮＡＩｇＧ自身抗体、补体Ｃ３和 补体Ｃ４临床上

用来监测系统性红斑狼疮患者病情，抗ｄｓＤＮＡ自身抗体和补

体与系统性红斑狼疮患者疾病活动指数相关［９］。众多研究者

检测了自身免疫性疾病患者循环血液中抗ｄｓＤＮＡＩｇＧ自身抗

体且阐明了其对自身免疫性疾病的诊断价值。ＣＬＩＦＴ法检测

抗ｄｓＤＮＡＩｇＧ抗体是一种简单且具备高度特异性的方法，但

缺乏定量检测系统；而ＥＬＩＳＡ法检测该抗体简易、安全，且可

快速定量分析，适于临床推广和应用［６，８，１０］。因此，笔者首先采

用ＣＬＩＦＴ法检测，如果是阳性，再采用ＥＬＩＳＡ法进行定量。

补体激活级联反应是一种重要的先天性免疫反应，补体系

统在３种激活途径（经典途径、替代途径和旁路途径）中起着重

要的作用［１１１２］。补体系统涉及的自身免疫性疾病存在争议。

然而，补体失调和系统性红斑狼疮的关系被广泛报道［１３］，补体

Ｃ３、补体Ｃ４、抗ｄｓＤＮＡ抗体与狼疮疾病活性相关，因此，采用

补体Ｃ３、补体Ｃ４和抗ｄｓＤＮＡ抗体评估系统性红斑狼疮患者

病情［１４］。本研究表明，抗ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者血清总补体、

补体Ｃ３和补体Ｃ４水平明显低于阴性患者，且与补体Ｃ３水平

与抗ｄｓＤＮＡ抗体存在明显负相关，而与补体Ｃ４没有明显的

相关性。使用血清补体Ｃ３和补体Ｃ４水平作为狼疮生物诊断

指标仍然存在争议，而补体Ｃ３和补体Ｃ４已被广泛用于临床，

一些其他研究表明，可溶性补体激活产物，如补体Ｃ３ｄ和补体

Ｃ４ｄ对于监测狼疮疾病活性具有重要价值
［１５１６］，然而，它们仍

然不能代替补体Ｃ３和补体Ｃ４的价值，补体Ｃ３ｄ和补体Ｃ４ｄ

的检测需要流式细胞仪进行检测，在临床上很难开展，而补体

Ｃ３和补体Ｃ４只需要常规生化仪即可进行检测，方便可行。抗

ｄｓＤＮＡ抗体阳性患者中，其血清检测水平与补体Ｃ３呈明显负

相关，而与补体Ｃ４不相关，提示该抗体可能通过旁路途径抑

制补体的激活，而补体系统不仅参与机体的免疫防御功能，而

且参与免疫清除功能，结合既往研究成果，笔者认为补体Ｃ３

可作为系统性红斑狼疮的生物学标志物之一，这需要大量样本

来证实。
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显著差异（犘＞０．０５）；对比 ＡＬＴ轻、中度升高的Ｃ组和Ｅ组、

以及ＡＬＴ正常的Ａ组和Ｂ组的Ｃ３ｂ水平，发现差异无统计学

意义（犘＞０．０５），但这４组患者血清Ｃ３ｂ水平均高于对照组

（犘＜０．０５），提示Ｃ３ｂ可能与肝细胞的损伤有关，可作为慢性

乙型肝炎患者疾病预后的一个监测指标。其可能通过直接活

化补体导致感染病毒的肝细胞死亡，而引起 ＡＬＴ、ＡＳＴ升高，

也可通过调理作用活化巨噬细胞等免疫细胞，导致更严重的肝

细胞损伤；而且，由于 ＨＢＶ活跃复制，在患者体内产生抗病毒

抗体，继而在循环中形成特异性免疫复合物，大量免疫复合物

沉积于肝内，导致毛细胆管栓塞、激活补体、趋化炎症细胞、激

活多种炎症因子，导致更广泛的细胞损伤或坏死，免疫复合物

引起Ⅲ型超敏反应所致的组织损伤在慢性乙型肝炎的发病机

制中也不容忽视［９］。

本研究发现，Ｃ３ｂ的水平分别与 ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＨＢｓＡｇ水

平呈正相关（犘＜０．０５），而与 ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶＤＮＡ水平无显著

相关性（犘＞０．０５），进一步提示Ｃ３ｂ的升高与病毒感染有关，

与肝细胞损伤程度有关，但与病毒复制的水平无关。这可能是

由于病毒复制和ＤＮＡ合成是在肝细胞内完成，ＨＢｅＡｇ在血

液中属于游离的可溶性抗原，其并不是病毒体的结构蛋白，即

使可以活化补体也难以形成稳定的Ｃ３ｂ产物，Ｃ３ｂ容易灭活；

而 ＨＢｓＡｇ是 ＨＢＶ的重要结构蛋白，且位于 ＨＢＶ表面，病毒

复制后大量病毒颗粒从肝细胞内释放，激活补体后容易形成稳

定的Ｃ３ｂ，并继续活化补体的其他成分，最终清除抗原并导致

超敏反应。研究说明，补体，尤其是补体Ｃ３，参与了ＨＢＶ的抗

感染免疫和由其导致的肝细胞损伤。Ｃ３ｂ虽与 ＡＬＴ、ＡＳＴ、

ＨＢｓＡｇ存在正相关，但相关系数并不高，最大ｒ值仅为０．４７５。

分析其原因可能是由于Ｃ３ｂ属于补体，其水平相对较为恒定，

个体间的变异度较小，且导致补体的活化和Ｃ３ｂ水平变化的

原因很多，与特异性抗体相比，研究的干扰因素复杂。

综上所述，很多学者都认为慢性感染的乙型肝炎与Ｃ３ｂ

表达水平高度相关，但是慢性 ＨＢＶ的不同感染程度与Ｃ３ｂ的

表达水平之间的相关性还需要进一步的研究来验证，本研究认

为乙型肝炎病变程度的加重可促进病毒抗原或特异性免疫复

合物激活补体系统，促进Ｃ３被Ｃ３转化酶裂解成Ｃ３ｂ片段，使

Ｃ３ｂ的水平增高并结合到病毒上，引起一系列肝组织损害的免

疫效应。高表达的Ｃ３ｂ与肝细胞损伤有关，也与 ＨＢＶ的病变

程度的加重和疾病不良预后有关系，有关Ｃ３ｂ表达和肝细胞

受损程度之间的关系还需要进行更多的研究。
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ｍａｔｏｌｏｇｙ（Ｏｘｆｏｒｄ），２００７，４６（７）：１０５２１０５６．

［１１］ＭｕｎｏｚＬＥ，ＧａｉｐｌＵＳ，ＨｅｒｒｍａｎｎＭ．ＰｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅｏｆａｎｔｉｄｓＤ

ＮＡａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｔｈｅａｓｓａｙ［Ｊ］．ＡｕｔｏｉｍｍｕｎＲｅｖ，

２００８，７（８）：５９４５９７．
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ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，２００９，１１７３：４２７４３４．

［１３］ＫａｌｌｅｌＳｅｌｌａｍｉＭ，ＬａａｄｈａｒＬ，ＺｅｒｚｅｒｉＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ：ｃｏｎｓｅｎｓｕｓａｎｄｄｉｌｅｍｍａ

［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，４（５）：６２９６３７．

［１４］ＮａｓｉｒｉＳ，ＫａｒｉｍｉｆａｒＭ，ＢｏｎａｋｄａｒＺＳ，ｅｔａｌ．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＥＳＲ，
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ＲｈｅｕｍａｔｏｌＩｎｔ，２０１０，３０（１２）：１６０５１６０９．

［１５］ＹａｎｇＤＨ，ＣｈａｎｇＤＭ，ＬａｉＪＨ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

ｂｏｕｎｄＣ４ｄａｓａｂｉｏｍａｒｋｅｒｔｏｐｒｅｄｉｃｔｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２００９，４８

（９）：１０８３１０８７．

［１６］ＬｉｕＣＣ，ＫａｏＡＨ，ＨａｗｋｉｎｓＤＭ，ｅｔａｌ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｂｏｕｎｄｃｏｍｐｌｅ
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（收稿日期：２０１３０６１４）
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