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酶联免疫吸附法与胶体金免疫层析法检测

抗环瓜氨酸肽抗体方法学的比较和性能评估

瞿国英

（上海市潍坊社区卫生服务中心　２００１２２）

　　摘　要：目的　探讨酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法与胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）法在检测抗环瓜氨酸肽（ＣＣＰ）抗体的方法学差异，

并评估性能差异。方法　按照美国风湿病学会于１９８７年定义为类风湿关节炎的依据，筛选１５０例患者。同时选取１５０例健康体

检者作为对照。用两种方法学进行检测，结果用统计软件ＳＰＳＳ１５．０进行对比分析。计算检测结果的阴性符合率、阳性符合率、

总符合率及Ｋａｐｐａ值。取高、低浓度标本验证ＧＩＣＡ法重复性。结果　两种方法检测结果比较，阴性符合率、阳性符合率、总符合

率和Ｋａｐｐａ值分别为１００．０％、９９．３３％、９９．６７％和０．９６；ＧＩＣＡ法高浓度标本结果阳性数为１０次，阳性率１００％；低浓度标本结

果阳性数为６次，阳性率为６０％。结论　ＥＬＩＳＡ法和ＧＩＣＡ法检测抗ＣＣＰ抗体结果一致性良好，而且ＧＩＣＡ法操作简单，敏感性

和特异性高，整个实验过程仅需１０ｍｉｎ，较为适合大批量的初筛检查。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种慢性全身

性自身免疫性疾病，以关节滑膜炎症为特征。１８５８年英国内

科医生Ｇａｒｒｏｄ首先提出了类风湿关节炎这一病名，并阐述了

该疾病是一种以关节病变为主的全身性疾病，主要表现为关节

滑膜炎，其次为全身各结缔组织广泛性炎症，造成关节各种组

织如软骨、韧带、骨髓和多脏器损害。ＲＡ的发病特征主要表

现为关节滑膜炎反复发作，并导致关节软骨及骨质破坏，最终

导致关节畸形及其功能障碍［１］。ＲＡ作为一种较为常见的多

发性疾病，好发年龄段为２０～５５岁，我国的发病率为０．３２％～

０．３６％
［２］，且女性发病率高于男性，男女之比约为１∶３

［３］。

ＲＡ在发病两年之内即可出现不可逆的骨关节破坏，造成

关节功能丧失［４］，对患者无论在生理和心理上都是极度消极

的，其生存质量严重下降。所以能及早发现病情、及时有效地

治疗就显得尤为重要了。一旦错过治疗窗口期，则只能缓解症

状，很难阻止病情的恶化［５］。

抗环瓜氨酸肽（ｃｙｃｌｉｃｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＣＰ）抗体：

１９９８年Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ等根据类风湿关节炎特异相关蛋白抗体识

别表位的必需组成，合成了一种瓜氨酸，并证明该瓜氨酸是

ＲＡ 患者血清中相关抗体识别的主要成分。在２０００年，

Ｓｃｈｅｌｌｅｋｅｎｓ合成环瓜氨酸肽，并用其为抗原基质检测ＲＡ患者

血清中的抗ＣＣＰ抗体。经多年的试验论证和临床数据显示：

抗ＣＣＰ抗体对 ＲＡ 的临床确诊具有较高的特异性和敏感

性［６８］。

１　资料与方法

１．１　入选与排除标准

１．１．１　入选标准　根据美国风湿病学会于１９８７年定义的类

风湿关节炎标准：（１）晨僵超过１ｈ；（２）３个或３个以上的关节

发炎；（３）掌指、手腕和近端指间等关节出现关节炎；（４）对称性

的关节炎；（５）类风湿结节；（６）类风湿因子阳性；（７）放射线学

（Ｘ线）检测发现关节有侵蚀，达到最少任何以上４项情况）进

行筛选。

１．１．２　排除标准　患者患有风湿性关节炎，或者其他自身免

疫性疾病的应予以排除。

１．２　一般资料　选择２０１２年１～７月于本院就诊的，且根据
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上述标准，通过筛选、监测和评估合格的，共计１５０例ＲＡ患者

（其中男６０例，女９０例）入选此项研究调查，并作为病例组。

取同一时间段本院健康体检者１５０例（其中男６０例，女９０例）

作为对照组，两组一般特征均相同。

１．３　方法

１．３．１　标本收集　素食３ｄ后取空腹静脉血３ｍＬ，３０００ｒ／

ｍｉｎ高速分离血清置－２０℃保存待测，防止反复冻融。

１．３．２　检测方法　ＥＬＩＳＡ法：（１）ＥＬＩＳＡ试剂盒由上海科新

生物技术公司出品，均有国家药品生物制品鉴定所批示的检验

合格证书。（２）试剂与样本在室温（２０～２５℃）平衡３０ｍｉｎ，将

经由１∶５０比例稀释的样本取１００μＬ加入反应孔内，室温温

育１ｈ，同时做好阴、阳性对照；将反应孔内的溶液倒出后洗板，

每孔加入洗涤液３００μＬ，震荡１ｍｉｎ后倒出，将板条拍干，同步

骤重复３次，每孔加入酶标液１００μＬ，室温（２０～２５℃）温育

０．５ｈ后再次洗板５次；每孔加入显色液１００μＬ，避光反应３０

ｍｉｎ；最后每孔加入５０μＬ终止液，轻轻震荡混匀，终止反应，并

于２０ｍｉｎ内选６３０ｎｍ波长测吸光度值。ＧＩＣＡ法：（１）ＧＩＣＡ

法试剂盒由上海科新生物技术公司提供，均有国家药品生物制

品鉴定所批示的检验合格证书。（２）试剂与样本在室温平衡

３０ｍｉｎ，用一次性塑料吸管吸取样本，逐滴入４滴至加样孔内，

５ｍｉｎ后判读结果。

１．３．３　方法学比较　将两组各１５０例样本严格按照说明书，

进行 ＥＬＩＳＡ 法和 ＧＩＣＡ 法检测，将所有检测结果汇总，以

ＥＬＩＳＡ法为参考方法，进行犓犪狆狆犪检验，评价一致性。同时

计算两种方法阳性、阴性符合率以及总符合率。

１．３．４　重复性试验　以ＥＬＩＳＡ法作为参考数值分别取高浓

度值为５８４．９ＲＵ／ｍＬ、低浓度值为５３．６ＲＵ／ｍＬ的标本，用

ＧＩＣＡ法连续检测１０次，严格按照说明书操作（ＧＩＣＡ法临界

值为５０．０ＲＵ／ｍＬ）。

１．３．５　性能验证标准　两种方法一致性验证标准犓犪狆狆犪值

大于０．７５表示具有优秀的一致性；犓犪狆狆犪值为０．４～０．７５，认

为具有相当好的一致性；犓犪狆狆犪值低于０．４，表示一致性很差。

１．４　统计学处理　所有数据通过ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计学

处理，采用非参数检验方法，计量资料以狓±狊表示。两均数间

的比较用两独立样本资料的狋检验，两种方法一致性比较采用

犓犪狆狆犪值检验。

２　结　　果

２．１　一般资料　经统计分析后发现，病例组与对照组在年龄

段上差异并无统计学意义（犘＞０．０５）。针对 ＲＡ的好发年龄

段为２０～５５岁，本次试验对象的男性病例组与女性病例组的

年龄均值分别为４０．５岁及３７．５岁（见表１），也均符合ＲＡ的

发病年龄段特性。

表１　　两组患者的资料分析

组别 狀 性别（男／女，狀／狀） 年龄（岁）

病例组 １５０ ６０／９０ ４０．５０±５．３５

对照组 １５０ ６０／９０ ３５．７０±６．２３

２．２　两种方法一致性　两种方法检测３００例血清抗ＣＣＰ抗

体结果：ＥＬＩＳＡ法检出１５０例阳性，１５０例阴性；ＧＩＣＡ法检出

阳性１４８例，阴性１５２例。可算出两种方法检测抗ＣＣＰ抗体，

阴性符合率为１００．００％，阳性符合率为９９．３３％，总符合率为

９９．６７％。犓犪狆狆犪值等于０．９６，两种方法具有高度的一致性，

见表２。

表２　３００例血清标本ＥＬＩＳＡ法和ＧＩＣＡ法检测结果比较（狀）

方法
ＥＬＩＳＡ法

阳性 阴性
合计

ＧＩＣＡ法 阳性 １４８ ０ １４８

阴性 ２ １５０ １５２

合计 １５０ １５０ ３００

２．３　ＧＩＣＡ法重复性　由表３可见，用ＧＩＣＡ法重复检测１０

次高浓度值，１０次均为阳性，阳性率为１００％；重复１０次检测

低浓度值，阳性６次，阴性４次，阳性率为６０％。

表３　　抗ＣＣＰ抗体ＧＩＣＡ法重复性试验结果

检测项目 阳性（次） 阴性（次） 阳性率（％） 阴性率（％）

高浓度值 １０ ０ １００ ０

低浓度值 ６ ４ ６０ ４０

３　讨　　论

目前临床上检测抗ＣＣＰ抗体多采用ＥＬＩＳＡ法，其特异性

和敏感性都比较高，但ＥＬＩＳＡ法需时较长，其最主要的原因是

由于液相中的抗原或抗体需经扩散才能与固相上的抗体或抗

原发生反应，此外还有包括标记抗原、抗体过程，进行酶或荧光

标记过程等。根据此特性，如果在基层医疗单位、单个应急标

本检测或者临床实验室人员配备不足等情况下，ＥＬＩＳＡ法就

显得操作过程繁琐，检测时间长，不适合常规操作，较难以实

行。而ＧＩＣＡ法具有简单、快速、准确和无污染等优点。可单

份测定，特别适合标本量少、人手紧张、设备有限的中小医院广

泛使用，便于临床推广。

本研究以ＥＬＩＳＡ法作为参考方法，与ＧＩＣＡ法进行比较，

研究结果显示两种方法一致性良好。此外，ＧＩＣＡ法检测１５０

例阳性标本，有２例呈弱阳性，ＥＬＩＳＡ法检测值分别为５３．６

ＲＵ／ｍＬ与５６．７ＲＵ／ｍＬ，而 ＧＩＣＡ法未能有效检测出，说明

ＧＩＣＡ法可能有假阴性产生。所以临床应用过程中，要结合临

床症状，综合分析。

ＧＩＣＡ法重复性试验显示，高值浓度标本重复性为１００％，

说明用该方法检测浓度较高的结果准确性较一致。而对低值

浓度的标本，用该方法检测，却不一定能得到一致结果。这也

是定性试验的缺陷。临界值附近浓度的标本可出现假阳性或

假阴性的结果。自２０世纪７０年代初，ＧＩＣＡ法被建立并开始

逐步作为一种免疫标记技术在各个领域使用。各种金标检测

条、检测卡开始被广泛应用。这说明 ＧＩＣＡ法的特异性、重复

性和稳定性均得到广泛认可，只是敏感性较ＥＬＩＳＡ法略差。

主要还是因为它们检测限的差异，ＧＩＣＡ法为１．０ｎｇ／ｍＬ，而

ＥＬＩＳＡ法可以准确到０．５ｎｇ／ｍＬ，这是造成误差的主要原因

之一。

抗ＣＣＰ抗体作为ＲＡ早期诊断的金标准，在临床上的运

用也越来越广泛。大量研究已证实了抗ＣＣＰ抗体对ＲＡ具有

高特异性，有助于与其他风湿性疾病相区别［９１０］。抗ＣＣＰ抗

体不但能及早提示ＲＡ的发病，且对已明确诊断的ＲＡ患者，

和其他自身免疫性疾病患者，检测抗ＣＣＰ抗体也是有临床意

义的，它的阳性可能提示患者易发生或已发生骨侵蚀破坏，治

疗时，应注重联合治疗，且预后效果往往较差。因此，常规体

检，尤其是中老年人的体检可以在原有血清学检测项目中加入

抗ＣＣＰ抗体检测，以达到早筛查、早诊断、早预（下转第８７页）
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果数据准确，确保有临床实际价值，避免荒诞数据报出。

ＡＭＲ必须至少每年验证２次，在仪器大修、更换试剂厂

家或批号改变时就要求重新验证［１２］。如果验证未通过，应认

真总结，分析原因，重做实验，看是否上限不行需要降低或延

伸，还是下限不行需要确定系统低值的精密度。若有需要，应

寻求技术支持以更好地解决问题。

ＥＰ６Ａ指南采用多项式回归分析
［１３］，更优于ＥＰ６Ｐ方案，

是目前公认的分析测量范围评价中最好的统计学方法。ＥＰ６

Ａ指南推荐用高值和低值浓度的样本按比例精确配成等间距

的不同浓度样本，但等间距不是必需的，只要知道各样本间的

关系，用配成特殊浓度的样本也可以作为验证的材料。

本次实验顺序为最大稀释度试验、功能灵敏度试验、线性

试验。用最大稀释倍数去稀释样本来指导功能灵敏度试验、线

性试验。本次试验得到的结果为：最大允许稀释度为（１∶１６），

功能灵敏度为（２．０Ｕ／Ｌ），分析测量范围在２．０～１０００Ｕ／Ｌ

之间呈良好线性，与厂家声明基本相符，最终得出本实验室的

检测系统ＣＫ项目的临床可报告范围为２．０～１６０００Ｕ／Ｌ。
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防、早治疗及改善预后的目的。

通过对两种方法学的比较，发现ＧＩＣＡ法检测抗ＣＣＰ抗

体，性能可靠，操作简便、快速，完全能够满足对ＲＡ的初步筛

查，值得在临床上推广使用。

４　结　　论

ＧＩＣＡ法作为一种简单又有效的方法，能很好地提高临床

实验室操作人员的工作效率，并能节约成本。根据本次实验研

究发现，ＧＩＣＡ法的敏感性略差，有待进一步提高，同时建议厂

家对试剂加以改进，使其受客观因素的影响降到最低，这将更

有利于ＧＩＣＡ法在实际工作中的应用。ＥＬＩＳＡ法具有特异性

强、敏感性高、可信度高的特性，临床确诊检查应首选ＥＬＩＳＡ

法。同时，笔者建议根据实际情况，将两种方法联合起来，特别

是在大批量检测时可用ＧＩＣＡ法作为初筛，对疑似患者或者需

要确诊的患者进行ＥＬＳＩＡ法检查。这样可以大量地节约时

间，并且能更快速、准确地为患者服务。
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