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不孕相关抗体检测女性不孕症的实验研究

邓世英，石　姜，聂　红

（重庆医科大学附属第二医院检验科，重庆４０００１０）

　　摘　要：目的　探讨６种自身免疫抗体与女性不孕症间是否存在相关性。方法　采用蛋白微阵列技术联合检测１４０例不孕

症患者血清中抗精子抗体（ＡＳＡｂ）、抗子宫内膜抗体（ＡＥｍＡｂ）、抗卵巢抗体（ＡＶｏＡｂ）、抗透明带抗体（ＡＺｐＡｂ）、抗滋养层抗体

（ＡＴＡｂ）和抗人绒毛膜促性腺激素抗体（ＡｈＣＧＡｂ），并评价这６种抗体与女性不孕症的相关性。结果　与对照组相比，不孕组中

除ＡＶｏＡｂ外，其他５种抗体检测的阳性率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。不孕组中，６种抗体联合检测的阳性率与单独检

测比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。原发不孕组和继发不孕组中６种自身抗体的阳性率与对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；不同病因引起的继发不孕中６种自身抗体的检测阳性率间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。不孕组中ＡＮＡ的阳性率

与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），但实验者ＡＮＡ抗体滴度多大于或等于１∶１００（６／７），核型多为核颗粒型（５／７），与

对照组中阳性滴度较低不同。不孕相关性抗体阳性患者和抗体阴性患者中ＡＮＡ阳性率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结

论　ＡＳＡｂ、ＡＺｐＡｂ、ＡＥｍＡｂ、ＡｈＣＧＡｂ和ＡＴＡｂ与女性不孕症存在相关性，６种自身免疫抗体的联合检测可明显提高实验的灵

敏度。
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　　不孕不育一直是困扰夫妻双方身心健康的世界性问题。

世界卫生组织（ＷＨＯ）调查资料显示，全世界约有１０％～１５％

已婚夫妇患有不孕不育症，其中女性因素占２５％～３７％。国

内目前定义不孕症为婚后两年，同居、有正常性生活，未采取任

何避孕措施而不能生育［１］。导致女性不孕的原因很多，如卵

巢、内分泌紊乱等引起的排卵障碍；子宫结构和功能异常；输卵

管、腹腔等病理原因；免疫性因素；原因不明等。本研究采用蛋

白微阵列检测技术，联合检测不孕症患者血清中的６种不孕不

育相关自身免疫抗体，包括抗精子抗体（ＡＳＡｂ）、抗子宫内膜

抗体（ＡＥｍＡｂ）、抗卵巢抗体（ＡＶｏＡｂ）、抗透明带抗体（ＡＺ

ｐＡｂ）、抗滋养层抗体（ＡＴＡｂ）和抗人绒毛膜促性腺激素抗体

（ＡｈＣＧＡｂ），并分析其与女性不孕症的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　确诊不孕症的女性１４０例（不孕组），２０～３５

岁，按病史分为原发不孕组１４例和继发不孕组１２６例。继发

不孕组中包括多囊卵巢综合征、高泌乳素血症、卵巢功能障碍、

月经不调和习惯性流产患者。选择无自然流产史、正常体检孕

妇２５例作为对照组，年龄２０～３５岁。不孕相关抗体阳性组和

阴性组的年龄及其他疾病患病率比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　标本采集　肘静脉采集凝固血２ｍＬ，常温下分离血清

（３０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），－２０℃冰箱保存备用。

１．３　仪器与试剂　不孕不育微阵列芯片（微孔渗滤法）和ＬＥ

０１Ｂ型生物微矩阵（芯片）分析仪均为西安联尔科技有限公司
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产品。抗核抗体ＩｇＧ检测试剂盒（间接免疫荧光法）购自欧蒙

（杭州）医学实验诊断有限公司。荧光显微镜为ｌｅｉｃａ公司

产品。

１．４　操作步骤　蛋白微阵列芯片联合检测６种自身免疫抗体

严格按试剂说明书操作，待充分反应后，在１５ｍｉｎ内将芯片放

入分析仪中扫描，判读方式见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。核抗体的检测操作严格按抗核抗体ＩｇＧ

检测试剂盒说明书进行，在荧光显微镜下观察结果，主要核型

模式见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。阳

性率比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　６种自身抗体在不孕组与对照组中的阳性率比较　ＡＳ

Ａｂ、ＡＺｐＡｂ、ＡＥｍＡｂ、ＡｈＣＧＡｂ和 ＡＴＡｂ阳性率与对照组比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＡＶｏＡｂ阳性率与对照组

比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图３（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　单一自身抗体的阳性率与６种抗体联合检测的阳性率比

较　在１４０例不孕患者中，ＡＳＡｂ阳性为［１８（１２．９％）］；ＡＥｍ

Ａｂ阳性为［６（４．３％）］；ＡＶｏＡｂ阳性为［０（０％）］；ＡＴＡｂ阳性

为［１８（１２．９％）］；ＡＺｐＡｂ阳性为［２（１．４％）］；ＡｈＣＧＡｂ阳性为

［１０（７．１％）］；６种自身抗体联合检测阳性为［３８（２７．１％）］。

单个抗体的阳性率与６种抗体联合检测的阳性率比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　各组中自身抗体阳性率比较　原发不孕组、继发不孕组

自身抗体阳性率与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。原发不孕组抗体阳性率与继发不孕组比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　各组中不孕相关性自身抗体的检出情况

组别 病例数（狀） 自身抗体阳性数（狀） 自身抗体阳性率（％）

原发不孕组 １４ ２ １４．３

继发不孕组 １２６ ３６ ２８．６

对照组 ２５ １ ４．０

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．４　自身抗体阳性的继发不孕患者中病因构成比　在不同病

因引起的继发不孕中，６种自身抗体的阳性率比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。

２．５　抗核抗体（ＡＮＡ）不孕组与对照组阳性率比较　见表２，

与对照组相比，不孕组中 ＡＮＡ的阳性率差异无统计学意义

（犘＞０．０５），但抗体滴度多大于或等于１∶１００（１２／１４），核型多

为核粗颗粒（１０／１４）。ＡＮＡ阳性率在不孕相关性抗体阳性患

者和抗体阴性患者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表２　　ＡＮＡ在不孕组与对照组中的阳性率比较

组别 病例数（狀）
自身抗体

阳性数（ｎ）

自身抗体

阳性率（％）

不孕相关抗体阳性组 ３８ ８ ２１．１

不孕相关抗体阴性组 １０２ １ ５．９

不孕组 １４０ １４ １０．０

对照组 ２５ １ ４．０

　　：犘＜０．０５，与不孕相关抗体阴性组比较。

３　讨　　论

ＡＳＡｂ、ＡＥｍＡｂ、ＡＶｏＡｂ、ＡＴＡｂ、ＡＺｐＡｂ和 ＡｈＣＧＡｂ是

目前国际上公认与不孕不育相关的自身免疫抗体，某些刺激因

素能激活机体免疫应答，产生抗自身成分的抗体，通过免疫介

导的方式破坏正常组织、器官的生理功能［２］。Ｐｈｉｌｉｐ等
［３］曾通

过对１３个国家免疫性不孕不育患者１４年的追踪调查研究证

实，不孕患者血清中存在高水平的 ＡＳＡｂ。而 Ｎａｒａｙａｎａｎ等
［４］

也曾报道，与ＡＶｏＡｂ阴性患者相比，ＡＶｏＡｂ阳性患者存在明

显的低受孕率。可见，自身免疫抗体与女性不孕存在密切

关联。

ＡＳＡｂ作为不孕不育患者体内常见的自身抗体，通过影响

精子获能等一系列精子受精过程，影响正常生育［５］。ＡＥｍＡｂ

以子宫内膜为靶细胞，引起子宫内膜免疫病理损伤，导致子宫

内膜发育不良、分泌功能障碍、内膜和基底膜细胞结构改变等，

从而影响孕卯着床，出现不孕或流产。ＡＥｍＡｂ往往与子宫内

膜异位症并存，是子宫内膜异位症的标志性抗体［６］。ＡＺｐＡｂ

通过与透明带结合，干扰精子和卵泡间的信号交流，增加了母

体对胎儿胎盘的免疫损伤作用，加速了对胚胎的免疫排斥反

应。加之ＡＺｐＡｂ对含透明带的孕卵产生直接损伤作用，使得

孕卵即使着床也因前期损伤而不能正常发育，最终导致不

孕［７］。ＡｈＣＧＡｂ与ｈＣＧ结合后，使ｈＣＧ活性和浓度均降低，

不能有效支配合子着床和维持妊娠。由于ＡｈＣＧＡｂ长期存在

体内，故易导致习惯性流产［８］。卵巢组织成分复杂，每一种成

分都可能因感染、手术等原因异常表达，产生 ＡＶｏＡｂ，影响卵

巢的正常功能，引起较强的抗生育作用。滋养层在整个孕期为

胎儿提供特殊的植入保护。当体内 ＡＴＡｂ水平增加后，存在

于血液及生殖道内的抗体活化巨噬细胞，对配子及胚胎产生毒

性作用，造成胎盘组织和功能的改变，导致流产［９］。

本次 研 究 发 现，ＡＳＡｂ、ＡＺｐＡｂ、ＡＥｍＡｂ、ＡｈＣＧＡｂ 和

ＡＴＡｂ的检测阳性率与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），可认为这５种抗体与不孕症间存在相关性。在不孕组

中，单一抗体的阳性检出率与６种抗体联合检测的阳性率比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），显示多种抗体的联合检测

可提高试验的灵敏度。本实验应用蛋白微阵列技术联合检测

替代了传统的酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）蛋白检测手段。蛋白微阵

列技术，又称蛋白芯片技术，它是一种在固相支持物表面按照

预先设计的方法固定大量探针蛋白，形成高密度排列的蛋白阵

点，可用于免疫检测、疾病诊断等多个方面。与传统的蛋白定

量技术ＥＬＩＳＡ比较，蛋白微阵列具有高通量、使用样品少、重

复性好、可定量检测等特点［１０１１］。故建议临床采用联合检测

多个不孕相关性抗体的方法辅助诊断不孕症，以降低对该病的

漏检率和误诊率。对于ＡＶｏＡｂ与女性不孕是否存在相关性，

国际上也存在争议［１２］。由于刺激产生 ＡＶｏＡｂ的抗原成分复

杂，例如颗粒细胞、卵母细胞等成分，机体内可存在多种类型的

ＡＶｏＡｂ。目前并未完全掌握该类抗体组成，故诊断中有可能

漏检，同时因本次实验标本量有限，故无法明确判断 ＡＶｏＡｂ

对不孕症是否具有特异性。

原发不孕组、继发不孕组自身抗体阳性率与对照组比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），而原发不孕组自身抗体阳性率

与继发不孕组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），与张建平

等［１３］的研究结果一致，说明不论是原发不孕者还是继发不孕

者体内都可能存在某种损伤或者自身成分异常表达，并引起较

强的免疫应答，刺激机体产生相应的自身抗体。Ａｋｈｔｅｒ等
［１４］

曾报道，双侧输卵管堵塞、盆腔炎症性疾病（ＰＩＤ）等易导致继
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发性不孕，而原发性不孕患者体内自身抗体的产生机制目前还

尚未完全明确。

如图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）所

示，比较不同病因引起的继发性不孕患者自身抗体阳性率，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），表明不孕相关抗体的表达与患者

的基础病因无直接相关性。

ＡＮＡ广义上是针对细胞内所有抗原成分的自身抗体的总

称，与前述抗体比较，无器官特异性和种属特异性［１５］。本研究

发现，虽然不孕组中ＡＮＡ的阳性率与对照组比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），但抗体滴度多大于或等于１∶１００，而且不

孕相关性抗体阳性患者的ＡＮＡ阳性率与抗体阴性患者比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。表明患者体内自身抗体的产

生可能与器官特异性抗体的异常表达，激活体内免疫应答，诱

导ＡＮＡ基础水平升高有关。同时，Ｒｅｉｍａｎｄ等
［１６］的研究也证

实多囊卵巢综合症等引起的继发性不孕患者，ＡＮＡ水平升高，

有发展为自身免疫疾病的倾向，应该引起临床医生的重视。

总之，女性不孕症与自身免疫抗体存在密切关系。应用蛋

白微阵列技术同步联合检测多种不孕不育自身抗体，可以提高

诊断方法的特异性和灵敏度，更适用于临床的辅助诊断。研究

者需加强认识自身免疫抗体对女性不孕的影响，不孕原因不明

确时，应考虑到免疫性因素的影响。
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ＨｂｓＡｇ诊断人体 ＨＢＶ感染的指标已成常规，但因测定技

术不够灵敏度等原因导致呈现低水平或不能检出而至灵敏度

不理想。呈现低水平可能原因包括以下方面［４］：（１）ＨＢＶＳ基

因的变异导致 ＨＢｓＡｇ结构和抗原性发生变化，从而引起抗原

抗体结合异常，反应信号下降，而出现假阴性或者弱阳性，而实

际上体内 ＨＢｓＡｇ仍处于高水平表达。（２）因个体的免疫应答

水平低下、抗病毒治疗等原因，使得Ｓ基因表达低下，而出现实

际的低水平。由此可见ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ出现现低水平或

不能检出是不可避免的。另外，当机体被 ＨＢＶ感染后产生的

ＨＢｃＡｂ不是保护性抗体，可伴随乙肝病毒存在且 ＨＢｃＡｂ可以

不随乙肝病毒感染的康复而消失，ＨＢｃＡｂ的阳性率达２０％，

Ｃｈｅｖｉｒｉｅｒ等
［５］研究发现 ＨＢｃＡｂ滴度与 ＨＢＶ隐匿性感染有一

定的相关性，不仅可以作为既往 ＨＢＶ感染的标志，也可以提

示隐匿性 ＨＢＶ 感染的可能。说明 ＨＢｃＡｂ阳性可以佐证

ＨＢＶ感染的指标。显然在理论上ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果联

合 ＨＢｃＡｂ可以增加对 ＨＢＶ感染的诊断性能是可能的，这与

本研究结果一致。

我国仍是 ＨＢＶ高流行区域，隐匿性 ＨＢＶ感染多见。为

减少因ＥＬＩＳＡ灵敏度不高而导致的隐匿性ＨＢＶ感染，根据研

究成果，试制定如下程序：（１）严格规范ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ检

测的每一环节，强化操作责任心；（２）结果处于“Ｓ／ＣＯ 值为

０．５１～１．００”并伴 ＨＢｃＡｂ阳性的样本用ｉ２０００定量复检，如是

阴性发出。（３）如果定量阳性的样本与临床沟通，并建议进行

ＨＢＶＤＮＡ检测或定期复查。本程序于２０１３年１２月试行以

来收到的临床正面的反馈信息。
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ｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｍｕｔａｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，

２００６，７８Ｓｕｐｐｌ１：Ｓ６６７０．

［３］ 李金明．临床酶免疫测定技术［Ｍ］．北京：人民军医出版杜，２００５：

１０４．

［４］ 王蕾，刘华，王雯静，等．低水平乙型肝炎表面抗原的检测及其临

床价值评估［Ｊ］．微生物与感染，２００９，４（１）：９１２．

［５］ＣｈｅｖｒｉｅｒＭＣ，ＳｔＬｏｕｉｓＭ，ＰｅｒｒｅａｕｌｔＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｏｆａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎｒｅａｃ

ｔｉｖｅｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓｉｎＱｕｅｂｅｃｗｉｔｈａｎｉｎｈｏｕｓｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｔｅｓｔｉｎｇ

ａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００７，４７（１０）：１７９４１８０２．

（收稿日期：２０１４０２２４）
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