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比较不同血清稀释滴度对儿童抗核抗体间接免疫荧光分析"

(X(2TTP

#结果的影响!探讨降低血清起始稀释度

必要性$方法
!

以间接免疫荧光法检测
""#

例健康儿童系列稀释度血清标本抗核抗体"

(X(

#!并与特异性
(X(

线性免疫

"

(X(2VT(

#结果相比较&同时分析一组
(X(2TTP

阴性的临床患儿标本
(X(2VT(

结果$结果
!

健康组标本随着稀释度从
"l

I#

%

"l$#

%

"l&#

逐步减低!

(X(2TTP

阳性检出率有所上升!分别为
1+,a

%

%+"a

%

"#+%a

!但差异无统计学意义"

G

%

#+#!

#!弱阳

性分别为
1+,a

%

"!+!a

%

,"+Ia

!差异有统计学意义"
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$
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例健康体检儿童中
I

例标本检测出特异性
(X(

!阳性率为

1+,a

$

I

例
TTP

法稀释度
"lI#

阳性者中!特异性
(X(

阳性者
&

例&稀释度
"l$#

%

"l&#

新增的
$

例荧光
(X(

阳性标本中!有

"

例特异性
(X(

阳性$若视
(X(2TTP

"

"lI#

#或
(X(2VT(

任一阳性为
(X(

阳性!

(X(

阳性率从
1+,a

上升到
"&+1a

$

&%

例

(X(2TTP

"

"lI#

#为阴性的自身免疫肝病相关自身抗体检测患儿临床标本中!特异性
(X(2VT(

检测出
!

例阳性"

"1+&a

#$结论

!

降低儿童血清起始滴度并不能明显提高
(X(2TTP

阳性检出率!反而增加了非特异的弱阳性!因此!临床实验室不需改变儿童

(X(

常规标本稀释滴度!联合特异性
(X(2VT(

的检测有利于
(X(

的发现$
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抗核抗体$

(X(

%是风湿免疫病诊断*疗效监测和预后的

重要指标#在临床医疗工作中发挥着越来越重要的作用)以

*Q

)

2&

细胞为基质的间接免疫荧光分析$

TTP

%则为临床上最为

常用的
(X(

初筛方法)自身抗体检测一般都需要采用稀释

血清#只有在一定的稀释度上的阳性结果才具有临床参考意

义#尤其是
TTP

#其阳性滴度越高#越表明自身免疫性疾病的可

能)传统系统的
(X(

滴度达
"l"-#

阳性才被视为具有诊断

意义#而
"lI#

滴度阳性往往很少发现有诊断相关的特异性

/

&11"

/

国际检验医学杂志
&#"-

年
1

月第
,1

卷第
",

期
!

T07UV9GM6>

!

UB?

A

&#"-

!

W4?+,1

!

X4+",

"

基金项目!广东省广州市卫生局西医类重点项目$

&#""#&(&"&#&,

%)

!!

作者简介"庞舒尹#女#技师#主要从事临床医学检验工作)

!

#

!

通讯作者#

Q2C9/?

!

@/90

8

?/B:9/

A

/0

8"

9?/

A

B0+<4C

)



(X(

#从而被作为临界线#相应地#临床上将血清
"lI#

稀释

度当作
(X(

筛查的起始稀释度'

"

(

)因此#

(X(

的起始稀释

度直接决定了结果的阴阳#影响着临床的判断)目前#

(X(

的

标本稀释度一般是建立在成人数据基础之上#这个工作稀释度

是否适用于儿童人群有待研究)大多数儿童自身免疫性疾病

发生在
,

!

",

岁#该年龄段包括免疫系统在内各个系统尚处于

发育成熟过程)以自身抗体常见的免疫球蛋白亚类
T

8

]

为例#

其血液浓度在
!

岁时只达到成人的一半#

I

岁时为
I#a

#

",

岁

以后才接近成人水平'

&2,

(

)众多临床医生怀疑#对于自身免疫

性疾病患儿#其血清滴度并不能以成人的水平去要求#于是有

人提出在临床高度疑似患儿#如常规稀释度$

"lI#

或
"l$#

%

为阴性时#可降低稀释度#有些还被纳入疾病诊断标准中#如儿

童自身免疫性肝炎#在其简化积分制诊断标准中将
(X(

阳性

滴度降为
"l&#

'

$2!

(

)尽管目前没有研究数据证明降低稀释度

究竟能有多大幅度提高诊断阳性率#在实际工作中#也没有评

估过降低稀释度对由于非特异染色增高而影响结果判断*带来

假阳性的负面干扰'

-

(

)本研究拟采用健康体检的正常儿童血

清标本进行不同稀释度的
(X(

检测#并结合特异性
(X(

的

线性免疫分析#以探讨为提高儿童
(X(

检测灵敏度而降低工

作起始稀释度的必要性)

=
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资料与方法

=+=

!

一般资料
!

$

"

%健康组为
,

!

",

岁*半年内无疫苗接种*

无病毒感染史的学校统一体检或门诊健康体检儿童
""#

例#以

"

岁为
"

个年龄段#每个年龄段男女各
!

例#排除患有系统性

红斑狼疮*幼年特发性关节炎*川崎病*脉管炎*肾炎*干燥综合

征*硬皮病*重症肌无力*幼年皮肌炎*多发性皮肌炎*混合结缔

组织病*韦格纳肉芽肿等自身免疫性疾病以及发热*关节疼痛

等风湿免疫相关临床症状)抽取清晨空腹静脉血#按常规方法

离心分离血清#剔除有明显浑浊*黄疸*溶血等标本)按时检测#

体检标本则在常规检测完毕后#及时分装剩余血清储于
F1#c

待用)每个标本进行
(X(2TTP

和特异性
(X(

线性免疫$

(X(2

VT(

%#试剂盒均购自德国欧蒙实验诊断公司)$

&

%观察组为住院

或门诊进行自身免疫性肝病相关自身抗体检测的患儿标本#其

中自身免疫性肝病相关自身抗体均为阴性的
&%

例标本)

=+>

!

(X(2TTP

筛查
!

采用包含
*Q

)

2&

细胞和鼠肝组织冰冻

切片等
&

种抗原基质)遵循试剂盒说明书的血清标本起始稀

释度#按照操作步骤进行实验)结果判读采用试剂盒说明书推

荐的定性判断#细胞核无特异性荧光视为阴性#有弱的特异性

荧光模型为弱阳性#呈现中等强度清晰可辨的荧光模型时则为

阳性#呈现强荧光模型为强阳性)根据核型的荧光强弱#检测

结果报告为弱阳性*阳性或强阳性)除常规检测外#另采用试

剂盒标本稀释液对血清进行系列稀释$

"l&#

#

"l$#

#

"lI#

%#

之后操作*判断均同前述)

=+?

!

特异性
(X(2VT(

!

采用可同时检测
"&

种常见特异性抗

体$

0OXK

"

LC

*

LC

*

LL2(

*

O42!&

*

LL2̂

*

L<?21#

*

U42"

*

HQXK^

*

>'RX(

*核小体*组蛋白*核糖体
K

蛋白%膜条)按照试剂盒说

明书进行实验操作和检验结果解释判断#在相应抗原线处出现

明显蓝紫色条带为阳性反应#根据抗原带着色的深浅将结果报

告为阴性*临界阳性$弱阳性%*阳性*强阳性)

=+@

!

统计学处理
!

采用
LKLL"-+#

软件进行统计分析#健康

体检者不同稀释滴度阳性检出率的比较采用
O`H

表的
!

& 检

验#两组间率的比较则采用四格表
K69='40

或
P/':6=i'

精确
!

&

检验)以
G

$

#+#!

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>+=

!

健康组
(X(2TTP

检测结果
!

""#

例健康体检儿童中#血

清稀释滴度为
"lI#

时#阳性
I

例$颗粒型*核仁型各
$

例%#弱

阳性
I

例$颗粒型
"

例*胞浆颗粒型
1

例%&稀释滴度为
"l$#

时#阳性
"#

例$颗粒型
!

例*核仁型
$

例*胞浆颗粒
"

例%#弱阳

性
"1

例#新增
%

例弱阳均为胞浆颗粒型&稀释滴度为
"l&#

时#阳性
"&

例$颗粒型
!

例*核仁型
$

例*胞浆颗粒
,

例%#弱阳

性
,!

例#新增
"%

例弱阳胞浆颗粒型)标本随着稀释度从
"l

I#

*

"l$#

*

"l&#

逐步提高#阳性检出率分别为
1+,a

$

I

"

""#

%*

%+"a

$

"#

"

""#

%*

"#+%a

$

"&

"

""#

%#差异无统计学意义$

!

&

b

#+II

#

G

%

#+#!

%#而弱阳性的检出率分别为
1+,a

$

I

"

""#

%*

"!+!a

$

"1

"

""#
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%#差异有统计学意义$

!

&

b

&,+"

#

G

$

#+#"

%)

>+>

!

健康组
(X(2VT(

检测结果
!

""#

例健康体检儿童中
I

例标本检测出特异性
(X(

#阳性率为
1+,a

#具体为抗组蛋白

&

例*抗
>'RX(&

例*抗
0OXK"

例*抗
LC"

例*抗
LL̂ "

例*

抗
O42!&"

例)

I

例
TTP

法稀释度
"lI#

阳性者中#特异性

(X(

阳性者
&

例$颗粒型"抗组蛋白*核仁型"抗组蛋白%&稀释

度提高的
"l$#

*

"l&#

新增的
$

例阳性标本中#仅有
"

例
"l

&#

胞浆颗粒阳性"抗
0OXK

&其余
TTP

阳性者特异性
(X(

均为

阴性#余下
!

例特异性
(X(

阳性者其
TTP

法在不同稀释度呈

弱阳性)若视
TTP

法
"lI#

或特异性
(X(

任一阳性为
(X(

阳性#则阳性检出率从
1+,a

上升到
"&+1a

#差异无统计学意

义$

!

&

b,+-!!

#

G

%

#+#!

%)

>+?

!

观察组线性免疫检测结果
!

&%

例
TTP2(X("lI#

为阴

性的临床患儿标本中#特异性
(X(2VT(

检测出
!

例阳性

$

"1+&a

%#分别为抗
2

组蛋白
"

例*抗
>'RX("

例*抗
LL(&

例*抗核糖体
K

蛋白
"

例)

?

!

讨
!!

论

无论是
"%%%

年积分诊断系统#还是
&##I

年简化诊断标

准#

(X(

一直被纳为自身免疫性肝病$

(T*

%诊断中的一项重

要积分依据'

$2!

(

)

!#a

!

1#a

的
*

型
(T*

患者
(X(

阳性#均

质型*斑点型为
(T*

最为常见的荧光模型#但都不具备
(T*

特异性#目前为止尚未发现特异性
(X(

#其主要靶抗原为单链

RX(

$

!1a

!

I!a

%*双链
RX(

$

#

!

!#a

%*组蛋白$

&!a

!

$#a

%*染色质$

,%a

%*核糖体核蛋白$

&#a

!

!Ia

%等)

*

型

(T*

中
(X(

阳性率
1#a

#其中与
LM(

共同阳性
-#a

#另有

"!a

仅为
(X(

阳性'

1

(

)

(X(

滴度对可疑患者是可能或确定

的
(T*

诊断积分有用)

(X(

也在其他肝脏疾病中存在#如病

毒性肝炎*药物性肝炎*酒精性肝病*肝细胞肝癌以及某些肝外

疾病)抗
O4!&

在
*

型
(T*

中阳性率达
11a

'

1

(

)

(X(

最常用以及最常规的方法是大鼠肝*肾*胃组织的冰

冻切片#筛查方法可为
*Q

)

2&

细胞基质片#而诊断积分则组织

切片的价值要高)

(T*

诊断的积分系统是否适用于儿童
(T*

的诊断标准#有学者提议了专门用于儿童
(T*

诊断标准#采用

了基于包括临床*生化*免疫和组织学的积分系统#其中自身抗

体滴度要比成人低
"

个稀释度#如成人
(X(

或
LM(

临界值

为
"l$#

#而儿童则为
"l&#

'

I2%

(

)尽管如此#有研究评价得到

现用的简化标准其灵敏度低而特异性稍高)美国临床和实验

室标准协会提出#对于
TTP

#在每个实验室建立自己的参考区间

后#应以适当的质控和参考物确立筛查稀释度&并且#结果分析

需综合荧光模型*抗体水平和患者年龄)老年人#尤其女性#易

于产生低滴度$低于
"lI#

%的自身抗体但没有临床自身免疫

性疾病症状#而对于年幼患者#筛查稀释度可降至
"l$#

'

"#

(

)

TTP

筛查稀释度的高低与试验特异性*敏感性存在辩证关

系#非特异荧光干扰随血清稀释度减小而增加#当筛查稀释度

越大时#敏感性降低而特异性增加#当稀释度越小#敏感性增加

/

,11"
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但特异性降低)因此#排除不必要的非特异干扰#实验室必须

确定正确的稀释度#在大多数健康人群血清标本检测时呈阴性

结果#又能保证患者群众最低稀释度的特异性自身抗体#对阳

性结果判断和平衡敏感性*特异性方面具有重要价值)本研究

比较了健康儿童不同稀释滴度的
TTP

检测结果#显示随着稀释

度的提高#阳性检出率从
1+,a

提高到
"#+%a

#差异无统计学

意义$

G

%

#+#!

%&但是#由稀释度提高导致弱阳性的胞浆颗粒

染色而导致非特异干扰却明显加强$

,"+Ia

%)因此#提高患儿

(X(

检测稀释度#提高阳性检出率有限#反而大大增加了结果

观察的干扰)

当然#儿童免疫系统发育尚未完全#血循环免疫球蛋白水

平与成人有一定差距#这也是降低稀释滴度提高阳性检出率的

客观依据)但是#这并不是提高
(X(

阳性检出率*避免漏诊

的唯一手段)近年来#随着研究的不断深入#

(X(

所针对的靶

抗原逐一得到鉴别#在其基因工程重组抗原基础上发展了灵敏

度更高*特异性更强的特异性
(X(

检测方法#如酶免疫测定

$

QT(

%*

VT(

)

(X(

特异性抗体的
QT(

法可自动化*成本效益

比高#是国外实验室首选方法)

VT(

因技术*设备要求低*可肉

眼判断结果#在我国应用较为广泛)特异性
(X(

检测是
TTP

的补充#许多
TTP

阴性患者#其特异性
(X(

可检出阳性)因此

对于临床疑似
(TR

的患者#无论
(X(

初筛试验阴性与否#均

需进行各种针对特异性抗体的确认试验#但是各种特异性抗体

的确认试验不能完全替代筛查试验)当然这也与
TTP2(X(

选

取的基质有关#如果选用转染了
O4-#<RX(

的
*Q

)

2&###

细

胞为基质则可提高检测灵敏度#从而减少
TTP2(X(

阴性与

VT(2(X(

阳性不符的发生)在健康组
VT(2(X(

阳性率与

TTP2(X(

一致#不过阳性者不完全重叠#而
&%

例临床标本
TTP2

(X(

为阴性的患儿中#

"1+&a VT(2(X(

阳性)因此研究提

示#不需提高抗体滴度#增加特异性
(X(

的检测也可以提高

(X(

的阳性检出率#这点也符合
(X(

检测中-临床高度怀疑

时无论
(X(

结果如何#建议医生申请
QX(

特异性抗体检测.

国内外专家共识及建议)
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原进行定性和定量测定可作为抗
2H

阳性患者应用直接抗人球

蛋白实验及自身对照#其意义在于筛选临床以外的免疫现象#

以判断是否存在自身抗体而与真正由特异性抗体引起的相区

别)此外#可以检测近期输血免疫反应早期表现#尤其是近期

形成的同种抗体被输入红细胞完全吸收而检测不出的病例#尤

其是多次输血的肿瘤患者)单纯由于自身抗体引起的阳性结

果时#交叉配血中选择比自身凝集反应弱的成分血液进行输

注)凝聚胺实验可能会漏检一些特异性抗体#所以要采用更加

灵敏的方法以保障实验准确性)在输血科要建立此类患者检

测结果的可追溯资料#为患者日后诊疗提供参照#保障输血

安全)

参考文献

'

"

(

?̂BC60;6?>ee

#

K9709/gLS+(??6?/<

8

606'4;G?44>

8

=4B

)

907/

8

60'

!

9'4B=<64;:BC90CB797/40'90><LXK'>4<B2

C6076>/07:6 ?̂44>]=4B

)

(07/

8

60]606MB797/40R9792

G9'6

'

U

(

+*BC MB797

#

&##$

#

&,

$

"

%!

I2"-+

'

&

(

Q5>4g/4B(

#

_6GG]H

#

K676=']̂

#

679?+V4<9?/D97/404;

7:6:BC90

8

=4E7:9==6'72'

)

6</;/6

8

606

$

](L"

%

74<:=42

C4'4C6G90>'%

[

&"+,2

[

&&

#

9=6

8

/40;=6

[

B607?

A

>6?676>/0

C

A

6?4/>C9?/

8

090</6'

'

U

(

+]604C/6'

#

"%%,

#

"I

$

,

%!

1,"2

1,,+

'

,

( 孙晓春#龚道元
+

临床输血检验技术'

M

(

+

北京!人民卫生

出版社#

&#"$

!

"$,+

'

$

( 吕鹏#王培华
+

最新输血技术学'

M

(

+

北京!人民卫生出版

社#

"%%$

!

&"%2&&!+

'

!

(

V/0HM

#

=̂49>G6==

A

OQ

#

H:90

8

PU+3:6>/'7=/GB7/404;

G?44>

8

=4B

)

907/

8

60'90>9??4907/G4>/6'9C40

8

H:/06'6/0

39/E90

'

U

(

+3=90';B'/40

#

"%II

#

&I

$

$

%!

,!#2,!&+

'

-

( 杨天楹
+

临床输血学'

M

(

+

北京!北京医科大学*中国协和

医科大学联合出版社#

"%%,

!

-I+

'

1

( 林甲进#朱碎永#张瑛#等
+

输血前受血者血清抗体筛检及

临床价值'

U

(

+

临床检验杂志#

&##,

#

&"

$

"

%!

&$+

$收稿日期!

&#"-2#&2&1

!

修回日期!

&#"-2#!2#I

%

/

$11"

/

国际检验医学杂志
&#"-

年
1

月第
,1

卷第
",

期
!

T07UV9GM6>

!

UB?

A

&#"-

!

W4?+,1

!

X4+",




