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·经验交流·

免疫印迹法与放射免疫法检测抗谷氨酸脱羧酶抗体结果的比较

陈美才，张　玲，王雯娟，肖　晗，韦丽丽，李　玲

（广州金域医学检验中心，广东广州５１０１００）

　　摘　要：目的　比较免疫印迹法和放射免疫法测定抗谷氨酸脱羧酶抗体（ＧＡＤＡｂ）的结果。方法　分别采用免疫印迹法和

放射免疫法检测５０例２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）患者和５０例健康对照者血清中的ＧＡＤＡｂ。结果　免疫印迹法检测ＧＡＤＡｂ的灵敏

度为６％，特异度为１００％，放射免疫分析检测 ＧＡＤＡｂ的灵敏度为２０％，特异度为９８％。２种方法灵敏度差异有统计学意义

（犘＜０．０５），但特异度差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　不同的方法学之间，检测结果差异较大，临床医生应结合患者临床表

现及其他检查项目综合分析做出正确的判断。

关键词：谷氨酸脱羧酶；　糖尿病自身抗体；　糖尿病
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　　糖尿病是胰岛素分泌或胰岛素作用缺陷引起的一组以高

血糖为特征的代谢性疾病，在我国有较高的发病率，及时诊断、

合理治疗、控制并发症的发生对糖尿病患者具有重要意义。本

研究通过分析免疫印迹法与放射免疫分析法检测２型糖尿病

（Ｔ２ＤＭ）患者及健康人血清中抗谷氨酸脱羧酶抗体（ＧＡＤＡｂ）

的结果，探讨其方法学之间的差异，为临床医生正确使用、解读

报告，诊断与治疗糖尿病提供了依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年６月至２０１２年６月送至本中心检测

ＧＡＤＡｂ、临床诊断为 Ｔ２ＤＭ 的患者血清标本５０例（Ｔ２ＤＭ

组），糖尿病的分型与诊断标准均符合１９９７年美国饮食协会及

１９９９年世界卫生组织推荐的Ｔ２ＤＭ诊断标准。选取健康体检

人群血清标本５０例作为对照组。

１．２　仪器与试剂　免疫印迹法ＧＡＤＡｂ检测试剂盒由深圳

伯劳特公司生产，放射免疫法ＧＡＤＡｂ试剂盒由德国 Ｍｅｄｉｐａｎ

公司生产，放射免疫分析仪是ＧＣ２０１６放射免疫计数器。

１．３　方法　每例研究对象均抽取静脉血３ｍＬ，分离血清置于

２～８℃冰箱保存待检，在同一工作日内，用分别用免疫印迹法

与放射免疫分析法进行检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，率

的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２种方法检测ＧＤＡＡｂ的阳性率比较　对照组中，免疫

印迹法与放射免疫分析法检测 ＧＡＤＡｂ的阳性率都非常低，

二者之间的阳性率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在 Ｔ２ＤＭ

组中，免疫印迹法与放射免疫分析法检测 ＧＤＡＡｂ的阳性率

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　２种方法检测ＧＤＡＡｂ的灵敏度与特异度比较　放射免

疫法和免疫印迹法检测 ＧＡＤＡｂ的灵敏度分别为２０％（１０／

５０）、６％（３／５０），特异度分别为９８％（４９／５０）、１００％（５０／５０），２

种方法的灵敏度差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明若用免疫

印迹法检测ＧＡＤＡｂ，有可能会造成假阴性的结果，需提醒临

床医生注意。但２种方法的特异度差异无统计学意义（犘＞

０．０５），说明２种方法检测ＧＡＤＡｂ的阴性符合率好。

表１　　２种方法检测ＧＤＡＡｂ的阳性率比较［狀（％）］

组别 狀 免疫印迹法 放射免疫法

对照组 ５０ ０（０） １（２）

Ｔ２ＤＭ组 ５０ ３（６） １０（２０）

３　讨　　论

糖尿病是一组以慢性血葡萄糖水平增高为特征的代谢疾

病群，存在不同程度胰岛素β细胞分泌不足和外周组织对胰岛

素的生物效应降低。目前，糖尿病自身抗体的诊断项目有抗胰

岛细胞抗体、抗胰岛素抗体、ＧＤＡＡｂ，其中ＧＤＡＡｂ是１种针

对胰岛６５×１０３ 蛋白的特异抗体
［１］。谷氨酸脱羧酶（ＧＡＤ）是

抑制性神经递质氮基丁酸（ＧＡＢＡ）的酶，存在于人和动物的

脑、胰岛等组织。现在发现ＧＡＤ有２种异构形式，分别为相对

分子质量为６５×１０３ 的ＧＡＤ６５和相对分子质量为６７×１０３ 的

ＧＡＤ６７。人胰岛组织中主要表达 ＧＡＤ６５，而 ＧＡＤ６７浓度甚

微，一般方法不易测出。糖尿病患者血清中的 ＧＡＤＡｂ绝大

多数为抗ＧＡＤ６５抗体，只识别ＧＡＤ６５，但抗ＧＡＤ６７抗体也能

与ＧＡＤ６５结合。所以将 ＧＡＤ６５作为抗原，可以检测出几乎

所有的ＧＡＤＡｂ
［２］。由于 ＧＡＤＡｂ出现较早，并且持续时间

长，阳性率高，所以ＧＡＤＡｂ诊断糖尿病的价值优于抗胰岛细

胞抗体，ＧＡＤＡｂ是迄今被公认的诊断成人糖尿病的最敏感的

免疫学指标［３］。

免疫印迹法是一种将高分辨率凝胶电泳和免疫化学分析

技术相结合的杂交技术，只能进行定性检测。不同研究之间采

用免疫印迹法所得的 ＧＡＤＡｂ结果差异较大。有研究报道，

免疫印迹法检测 Ｔ１ＤＭ 患者血清中 ＧＡＤＡｂ的阳性率为

·２３１３· 国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２



７７．３％
［４］。也有文献报道该法检测 ＧＡＤＡｂ的阳性率高达

６７．４％
［５］。本研究中，免疫印迹法检测 ＧＡＤＡｂ的阳性率结

果则相对偏低，只有６％，与文献报道的结果相差较大，考虑是

由于不同研究之间样本数量差异造成的。

Ｂｕｒｂｅｌｏ等
［６］采用放射免疫法对４９例 Ｔ１ＤＭ 患者检测

ＧＡＤＡｂ，结果阳性率为７７．６％。本研究中，放射免疫分析法

检测ＧＡＤＡｂ的阳性率为２０％，与文献［６］报道的结果相差较

大，可能与本研究检测的是Ｔ２ＤＭ 患者有关。由于放射免疫

分析法能对ＧＡＤＡｂ进行定量分析，所以其结果可用于临床

的疗效判断。目前临床上用于检测 ＧＡＤＡｂ的方法学有很

多，包括ＥＬＩＳＡ法、免疫印迹法、放射免疫法、免疫层析法等，

不同的方法学之间，结果差异较大，临床医生在看报告单时，应

了解其方法学差异性，正确解读报告单，并结合患者临床表现

及其他检查项目综合分析，才能做出正确的判断。
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联合应用细胞化学染色诊断急性混合型白血病临床研究

李清元

（吉林市中心医院检验科，吉林吉林１３２０１１）

　　摘　要：目的　应用细胞化学染色诊断急性混合型白血病（ＡＨＬ）。方法　６种细胞化学染色方法。结果　ＡＨＬ过氧化物酶

（ＰＯＸ）染色和苏丹黑Ｂ（ＳＢＢ）染色可表现阳性，但阳性率均较低。糖原（ＰＡＳ）染色可呈粗颗粒、珠状和块状或部分细胞呈细颗粒，

部分粗颗粒、小珠。双克隆型髓系粒细胞和单核细胞的鉴别主要观察ＰＯＸ阳性物分布及单核反应较强的α丁酸萘酚酯酶（α

ＮＢＥ）染色和酸性磷酸酶（ＡＣＰ）染色。结论　联合应用细胞化学染色方法，应用髓系标志物检测，可以提高ＡＨＬ的诊断率。

关键词：急性混合型白血病；　细胞化学染色；　诊断
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　　急性混合型白血病（ＡＨＬ）是急性白血病中髓细胞和淋巴

细胞系共同累及的一组疾病，占急性白血病的１．２％～１．５％。

根据细胞来源与表达不同可分为：双表型、双克隆型和双系列

型［１２］。单纯形态学检查可以部分诊断后２种类型，但对双表

型根本无法确定，应用细胞化学染色方法，同时应用髓系标志

物检测，可以提高 ＡＨＬ的诊断率。本研究对２０１２～２０１４年

在本院住院并确诊的３５例ＡＨＬ患者的细胞化学染色结果进

行了分析，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　３５例 ＡＨＬ患者均为本院住院的初诊患者，

按积分法经形态学、白血病免疫分型、骨髓电镜分析和分子生

物学检查而确诊，其中双表型９例，双克隆型２６例。双克隆型

ＡＨＬ中包括粒细胞／淋巴细胞混合型１８例，单核细胞／淋巴细

胞混合型８例。本组病例除具有一般急性白血病的表现外，其

较为突出的临床特点为外周血白细胞计数升高，循环原始细胞

计数升高，髓外浸润多（包括肝、脾、淋巴结、皮肤、纵隔及浆膜

腔等），易发生脑膜白血病。由于 ＡＨＬ起病早，来势凶险，广

泛浸润，高肿瘤负荷导致其治疗困难，预后不良。

１．２　方法
［３］

１．２．１　过氧化物酶（ＰＯＸ）染色（联苯胺法）　于新鲜涂片滴加

复方联苯胺染液３～８滴，使之盖满涂片１～２ｍｉｎ后加入等量

过氧化氢溶液，５ｍｉｎ后用水冲洗，用瑞氏染液复染后进行

观察。

１．２．２　苏丹黑Ｂ（ＳＢＢ）染色　新鲜干燥涂片用１０％甲醛生

理盐溶液固定１０ｍｉｎ，流水冲洗２ｍｉｎ，蒸馏水漂洗，在室温彻

底晾干。在１％ＳＢＢ染液中孵育１ｈ（密封染色缸盖）。涂片用

７０％乙醇浸泡２～３ｍｉｎ，去除过多的染液。流水冲洗２ｍｉｎ，蒸

馏水洗１ｍｉｎ。用１％伊红复染５ｍｉｎ，蒸馏水洗２ｍｉｎ。用２％

亚甲蓝复染１ｍｉｎ，蒸馏水洗２ｍｉｎ，干后镜检。

１．２．３　糖原（ＰＡＳ）染色　干燥血片或骨髓片入９５％乙醇固

定１０ｍｉｎ，自然风干水洗后，２％高碘酸引流扑片１５ｍｉｎ，用滤

纸吸干入雪夫试剂染缸１ｈ，３７℃水浴核固红复染２０ｍｉｎ，干

后油镜观察。

１．２．４　酸性磷酸酶（ＡＣＰ）染色　用相同方法制备２份基质

液，１份加入适量的Ｌ酒石酸，另外１份不加酒石酸。取２张

相同标本的涂片，分别用这２种不同的基质液做酸性磷酸酶染

色。如果血细胞内的ＡＣＰ耐酒石酸，则２张均涂片呈阳性；如

不耐酒石酸，则不加Ｌ酒石酸的涂片呈阳性，加Ｌ酒石酸的涂

片呈阴性反应。

１．２．５　α丁酸萘酚酯酶（αＮＢＥ）染色　血细胞内的αＮＢＥ在

ｐＨ碱性条件下，水解基质液中的α丁酸萘酚并释放出α萘

酚，后者与基质液中的重氮盐偶联形成不溶性的有色沉淀，定

位于细胞质内酶所在的部位。本试验常用的重氮盐为固紫酱

ＧＢＣ盐，形成的有色沉淀为红色。单核细胞系的阳性可被氟

化钠抑制，所以通常同时做氟化钠抑制试验。

１．２．６　酯酶（ＳＥ）染色　血细胞内的氯乙酸 ＡＳＤ萘酚酯酶
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