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抗中性粒细胞胞浆抗体检测在肺纤维化疾病中应用研究

赵　春，符布清△，杨　丽，陈秋霞

（江苏省中医院检验科，江苏南京２１００２９）

　　摘　要：目的　探讨肺纤维化疾病患者的抗中性粒细胞胞浆抗体（ＡＮＣＡ）与血清胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）和高敏Ｃ反应蛋白等指标

之间的变化规律。方法　检测６９例肺间质纤维化伴感染患者和３０例健康对照组的ＡＮＣＡ及血尿素氮、肌酐、ＣｙｓＣ和高敏Ｃ反

应蛋白等指标。ＡＮＣＡ检测先应用间接免疫荧光法，并用免疫印迹法确定靶抗原。生化指标用全自动生化分析仪测定。白细胞

和血小板用血细胞分析仪测定。结果　肺纤ＡＮＣＡ（＋）组ＣｙｓＣ水平明显高于肺纤ＡＮＣＡ（－）组与健康对照组（犘＜０．０５），而肺

纤ＡＮＣＡ（－）组与健康对照组的ＣｙｓＣ比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；肺纤ＡＮＣＡ（＋）组与肺纤ＡＮＣＡ（－）组ＣＲＰ水平明

显高于与健康对照组（犘＜０．０１），其他指标各组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　肺纤 ＡＮＣＡ（＋）可能伴有肾功能损

伤，应注重肺纤ＡＮＣＡ（＋）患者的肾功能监测。
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　　肺纤维化是由于多种原因引起肺泡壁炎症，继之肺间质形

成大量纤维结缔组织和肺结构紊乱的一组异型疾病。近年来

研究表明抗中性粒细胞胞浆抗体（ＡＮＣＡ）相关系统性血管炎

多累及肾脏及肺等多种器官。肺受累表现为肺泡出血、间质炎

症及纤维化［１２］。肾脏受累多表现为急进性肾炎综合征，少数

患者肾功能呈缓慢性减退［３５］。本研究对６９例肺纤维化的患

者进行研究发现，肺纤维化 ＡＮＣＡ阳性者肾功能损伤指标明

显异常，提示ＡＮＣＡ阳性肺纤维化患者可能由小血管炎累及

导致的肺纤维化，同时伴有肾功能损伤。具体研究如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院２０１１年１１月至２０１３年８月江苏省中

医院呼吸科肺间质纤维化伴感染住院患者共６９例。肺间质纤

维化伴ＡＮＣＡ阳性者［肺纤 ＡＮＣＡ（＋）组］２９例，其中男１１

例，女１８例，年龄４４～８４岁，平均年龄６８岁。肺间质纤维化

ＡＮＣＡ阴性者［肺纤ＡＮＣＡ（－）组］４０例，其中男２０例，女２０

例，年龄４６～８６岁，平均年龄６５．９岁。肺纤维化均通过高分

辨率ＣＴ诊断所证实。健康对照组为本院体检健康者３０例，

其中男１８例，女１２例，年龄５５～７９岁，平均年龄６３．２７岁。

１．２　方法

１．２．１　ＡＮＣＡ检测　用间接免疫荧光法（ＩＩＦ）及免疫印迹法。

间接免疫荧光法试剂由德国欧蒙公司提供以 Ｈｅｐ２细胞、猴

肝、甲醛和乙醇固定的中性粒细胞共４种生物基质片组成的

检测试剂，可排除抗核抗体干扰，提高结果的准确性。受检血

清用ＰＢＳＴＷＥＥＮ１∶１０稀释，每批均设阴阳性对照。每孔加

２０μＬ的血清到基质上，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴＷＥＥＮ洗涤１次，

浸泡５ｍｉｎ，加荧光二抗孵育３０ｍｉｎ洗涤同上。缓冲甘油封

片。结果在荧光显微镜下观察荧光模型。免疫印迹法检测

ＡＮＣＡ靶抗原 采用欧蒙（德国）医学实验诊断股份公司提供

ＭＰＯ、ＰＲ３（ＩｇＧ）试剂盒，检测的 ＡＮＣＮ的靶抗原共２种，分别

是蛋白酶３（ＰＲ３）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）。将 ＭＰＯ、ＰＲ３抗原

包被于检测膜条上，膜条放置温育槽（室温）中，加入１．５ｍＬ

ＰＢＳＴＷＥＥＮ液，孵育振荡１５ｍｉｎ，弃液，加入１∶１００缓冲液

稀释血清１．５ｍＬ，孵育振荡１５ｍｉｎ，用洗涤液清洗３次，每次５

ｍｉｎ，加入酶标记抗人ＩｇＧ 再孵育振荡１５ｍｉｎ，同上清洗后加

ＮＢＴ显色，以实际公司提供的阳性条带位置标准图判定膜条

上阳性结果。也可用ＥＵＲＯＬｉｎｅＳｃａｎ软件进行判读结果，条

带浓度大于或等于１个 “＋”为阳性。

１．２．２　肌酐、尿素氮和胱抑素Ｃ测定　空腹抽血２ｍＬ于生
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化常规管中，等血液自然凝固后离心分离血清，用 Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ２７００自动生化仪测定肌酐、尿素氮和胱抑素Ｃ指标，试剂

均为厂家配套试剂。白细胞、血小板用ＣｏｕｌｔｅｒＬＨ７５０全自动

血细胞分析仪检测。试剂均为厂家配套试剂。ＩＭＭＡＧＥ８００

双光径免疫浊度仪检测高敏Ｃ反应蛋白。试剂均为厂家配套

试剂。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析统计，数据分

析均数采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺间质纤维化伴感染者中 ＡＮＣＡ检测结果阳性率比较

　用ＩＩＦ方法检测６９例肺间质纤维化伴感染者中ＡＮＣＡ阳性

者共２９例（４２％）。用欧盟印迹法进行验证，结果 ＰＡＮＣＡ抗

性阳 性 者 １６ 例 （５５．２％）、抗 ＭＰＯＡＮＣＡ 阳 性 １１ 例

（３７．９％）；ＣＡＮＣＡ阳性者３例（１０．３％）、抗ＰＲ３ＡＮＣＡ阳性

者３例；ＰＡＮＣＡ敏感１１例（３７．９％）。ＰＡＮＣＡ、ＣＡＮＣＡ双

阳性者１例。３０例健康对照者中未发现ＡＮＣＡ阳性者。

２．２　ＡＮＣＡ与肺间质纤维化伴感染患者的实验室指标检查

关系　见表１～２。

表１　　肺纤患者不同ＡＮＣＡ结果相关指标比较（狓±狊）

组别 狀 ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＣＲ（ｍｍｏｌ／Ｌ） 胱抑素Ｃ（ｍｇ／Ｌ）

肺纤ＡＮＣＡ（＋）组 ２９ ６．９１±３．２１ １８２．８６±６５．１５ ４３．２４±７５．０７ ６．１４±３．００ ８４．３５±７６．５３ １．６３±２．０４

肺纤ＡＮＣＡ（－）组 ４０ ７．７２±３．９０ １８０．６９±６６．３５ ２８．０３±４６．１５ ５．３９±２．５３ ６４．４３±１９．００ １．０１±０．３３＃

健康对照组 ３０ ５．９１±１．２４ ２０７．９３±４９．４１ ３．２６±２．０９ ５．４３±０．８９ ７１．６８±１１．６５ ０．８６±０．１１

　　：犘＜０．０１，：犘＜０．０５，与健康对照组比较；＃：犘＜０．０５，与肺纤ＡＮＣＡ（＋）组比较。

表２　　各项相关指标比较（狓±狊）

组别 狀 ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） ＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＣＲ（ｍｍｏｌ／Ｌ） 胱抑素Ｃ（ｍｇ／Ｌ）

肺纤ＰＡＮＣＡ抗性阳性 １６ ７．３８±３．７６ １８８．５０±６９．１７ ６３．７０±９５．６５ ７．２３±３．４３ １０２．３６±１００．１４ ２．００±２．６５

肺纤ＰＡＮＣＡ敏感 １１ ５．７９±１．７６ １７７．１０±５８．６５ １６．９２±２０．６１ ４．７９±１．３３ ６２．８９±１３．５０ １．１８±０．３４

健康对照组 ３０ ５．９１±１．２４ ２０７．９３±４９．４１ ３．２６±２．０９ ５．４３±０．８９ ７１．６８±１１．６５ ０．８６±０．１１

　　：犘＜０．０５，与健康对照组比较。

３　讨　　论

间质性肺纤维化是一组异型的疾病。主要发生于肺间质，

亦可累及肺泡上皮细胞、肺毛细血管内皮细胞和肺动静脉。

ＡＮＣＡ检测是原发性小血管炎患者诊断的敏感性血清学指

标，存在于多种自身免疫性疾病中。系统性血管炎是指以血管

壁的炎症和纤维素样坏死为病理特征的一组系统性疾病，可分

为原发性和继发性系统性血管炎。其中原发性系统性血管炎

与ＡＮＣＡ 密切相关，又 称 为 ＡＮＣＡ 相 关 系 统 性 血 管 炎

（ＡＡＳＶ）
［６１０］。ＡＮＣＡ相关性肾炎的病理改变系统性血管炎

病理特点是白细胞对血管壁的浸润和血管壁的坏死性变化。

近年来研究证实肺病患者中也存在自身抗体。本文对 ＡＮＣＡ

的检测采用ＩＩＦ法，对 ＡＮＣＡ检测联合应用 Ｈｅｐ２细胞、猴

肝、甲醛和乙醇固定的中性粒细胞基质片作对照，进行区分。

应用乙醇固定的白细胞可产生两种荧光形态：在胞浆内呈粗大

颗粒，均匀分布在整个中性粒细胞胞浆中的颗粒型荧光，细胞

核无荧光为胞浆型ＡＮＣＡ（ＣＡＮＣＡ），主要靶抗原为蛋白酶３

（ＰＲ３）；荧光围绕中性粒细胞核的平滑的带状荧光为核周型

ＡＮＣＡ（ＰＡＮＣＡ），而ＰＡＮＣＡ阳性仅在肝血窦的中性粒细胞

出现荧光，甲醛固定的粒细胞荧光阳性称为甲醛抵抗型，靶抗

原为髓过氧化物酶（ＭＰＯ）。甲醛固定的粒细胞荧光阴性为甲

醛敏感型［１１１４］。本文统计的６９例肺间质纤维化患者中 ＡＮ

ＣＡ阳性率分别是４２．０２％，ＰＡＮＣＡ抗性者１６例（５５．２％），

抗 ＭＰＯＡＮＣＡ者１１例（３７．９％）；ＣＡＮＣＡ者３例（１０．３％），

抗ＰＲ３ＡＮＣＡ者３例。肺纤ＡＮＣＡ（＋）组ＣｙｓＣ水平明显高

于肺纤ＡＮＣＡ（－）与健康对照组（犘＜０．０５），肺纤ＡＮＣＡ（＋）

组与肺纤ＡＮＣＡ（－）组ＣＲＰ水平明显高于与健康对照组（犘

＜０．０１）。当肺纤维化患者出现ＡＮＣＡ阳性，尤其是特异性很

高的抗 ＭＰＯ抗体或抗ＰＲ３抗体阳性，肺纤 ＡＮＣＡ抗性的高

敏ＣＲＰ和ＣｙｓＣ水平明显高于健康对照组，同时合并肾或其他

脏器损害，应首先考虑ＡＮＣＡ相关性血管炎
［１５］。特发性肺纤

维化和显微镜下多血管炎均多见于老年人［１６］，本实验肺间质

纤维化２９例ＡＮＣＡ阳性者平均年龄６８岁。与 ＡＮＣＡ相关

的肾小球肾炎ＰＲ３ＡＮＣＡ也直接损害肾血管内皮细胞导致进

行性肾功能损害，本文因抗ＰＲ３ＡＮＣＡ阳性者３例，就未同健

康对照组进行统计。临床若高度怀疑为血管炎，只要诊断不

明，就应检测 ＡＮＣＡ，只要 ＡＮＣＡ阳性强烈提示坏死性血管

炎。因此对于拟诊特发性肺纤维化的患者常规进行ＡＮＣＡ的

检查具有重要意义，可能先于肾脏损害出现前发现显微镜下多

血管炎，并指导患者定期进行尿常规和肾功能定期监测。间质

性肺纤维化炎性和免疫细胞的效应功能有关，中性粒细胞分泌

炎性介质：如溶菌酶、人白细胞弹性蛋白酶、组织蛋自酶Ｄ和

透性杀菌蛋白、乳铁蛋白等。本文统计的６９例肺间质纤维化

患者中ＰＡＮＣＡ敏感１１例占２９例 ＡＮＣＡ阳性３７．９％，表明

除存在ＡＮＣＡ阳性 ＭＰＯ、ＰＲ３以外的靶抗原外，还有溶菌

酶、人白细胞弹性蛋白酶靶抗原等。两者和在一起是 ＡＮＣＡ

自身抗体的总称［１７］。而且 ＰＡＮＣＡ 敏感者的高敏 ＣＲＰ和

ＣｙｓＣ水平也明显高于健康对照组。所以同样引起机体的炎症

和肾的早期损伤。

研究发现肺间质纤维化 ＡＮＣＡ（＋）组、ＰＡＮＣＡ抗性和

ＰＡＮＣＡ敏感高敏 ＣＲＰ 水平明显高于健康对照组（犘＜

０．０５），研究结果表明肺纤维化疾病均存在炎症反应，高敏Ｃ

反应蛋白是急性时相蛋白，是血管炎症反应更敏感的指标，

ＣＲＰ水平明显增高加速血管的坏死。肺纤维化 ＡＮＣＡ（＋）阳

性者肾功能指标胱抑素 Ｃ明显增高，说明肺纤维化 ＡＮＣＡ

（＋）患者伴有肾早期损伤。ＣｙｓＣ是一种糖基化碱性蛋白质，

能在所有有核细胞上进行表达，中性粒细胞表面抗原与 ＡＮ

ＣＡ结合，诱导中性粒细胞释放部分黏附分子结合在小血管表

面，导致血管坏死［１８］。而且ＣｙｓＣ与血清肌酐相比，更具有敏

感性和特异性。推测ＡＮＣＡ（＋）的肺纤维化可能是由系统性

血管炎累及肺脏所致，同时伴有肾功能损伤。联合血 ＡＮＣＡ

与ＣｙｓＣ检测可提高其诊断特异性，联合检测的阳性率明显高

于单项检测。因此，对于肺纤维化患者应进行ＡＮＣＡ检测，以

排除系统性血管炎累及肺脏所致，本实验仅对２９例ＡＮＣＡ阳

性的肺间质纤维化患者相关性小血管炎进行了分析，因此所得

结论可能有一定的局限性，如有可能会进行更多样本的分析，

观察更多种类的靶抗原与各种疾病之间的关系。
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握使用甲状腺素的剂量，尽量避免使用过量所造成患者甲状腺

功能亢进或其他副作用的发生。目前无症状亚甲减患者是否

治疗没有统一的推荐指南，亚甲减需要治疗的指征为［１５］：高胆

固醇血症、血清 ＨＳＴＳＨ＞１０ｍＵ／Ｌ、甲状腺自身抗体阳性。

其目的是针对心脑血管疾病和阻止发展为临床甲减，对于血清

ＨＳＴＳＨ＜１０ｍＵ／Ｌ，甲状腺自身抗体阴性和伴有冠心病者不

宜给予甲状腺素治疗，需定期观察上述指标的变化。
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