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型糖尿病肾病的发生进展&
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碳酸酐酶'
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(是一组含锌的金属酶#可以催化

KU

)

和
K̀U
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h之间的相互转化并广泛参与机体的多

种生理过程$
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&目前碳酸酐酶
#
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(抗体在自

身免疫性疾病)

(

型糖尿病等疾病中已有较多的检测

报道$

#;3

%

#但国内对于无自身免疫性疾病的肾病患者

和健康人群的血清
K<

#

抗体水平报道极少&本研

究旨在建立一种灵敏)准确)快捷的应用于临床
K<

#

抗体检验的方法#并对此方法进行初步的应用

评价&
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资料与方法
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一般资料
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选取
)+("

年
(+

月至
)+(,

年
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月在

本院肾内科住院患者
((,

例为研究对象&其中#高血

压肾病患者'

`'.

组(

)7

例#男
(#

例#女
(,

例*年龄

"+

$

6+

岁#中位数年龄
"7

岁*慢性肾小球肾炎患者
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例#男
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例#女
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例*年龄
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岁#

中位数年龄
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岁*
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型糖尿病肾病患者'
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组(
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例#男
((

例#女
("

例*年龄
"#

$

6)

岁#中位数年龄
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岁*另选取同期体检健康者
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例为对照组#男
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女
(,

例*年龄
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6+

岁#中位数年龄
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岁*对照组

排除急性感染)自身免疫性及肿瘤疾病等&所有受试

者均对本研究知情同意&
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仪器与试剂
"

酶标板'

KD/ABI

(*酶标仪'

Z9D;

'<.L2BIJ

(*重组人
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#

蛋白 '

=9

O

>B

公司#

K,,)3

(*重组人
K<[

蛋白'

=9

O

>B

公司#

<3(()

(*兔

抗人
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#

单克隆抗体'

<MFB>

公司#

BM()3,46

(*

<VX

标记的酶标二抗及底物
1XX

'

dXV

公司(*配制

缓冲液等其他试剂为国内分析纯试剂&
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"

方法

D*F*D

"

操作步骤
"

用包被缓冲液稀释
K<

#

至

"

"

O

"

>V

后包被酶标板#包被的酶标板密封置于
3_

过夜*洗涤缓冲液清洗
#

次#加
"+

"

V

封闭缓冲液#室

温
)+_

放置
#+>9:

*洗涤缓冲液洗板
#

次#每孔加

"+

"

V

经
(\)++

稀释的待测血清样品及阴性对照#

#6_

放置
(P

*然后洗涤缓冲液清洗
#

次#每孔加入封

闭缓冲液稀释的酶标二抗
"+

"

V

#

#6_

放置
(P

*加入

6"

"

V1XX

底物缓冲液#

#6_

避光反应
#+>9:

*每孔

加入
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终止液#读取
3+":>

处吸光度'

*

(值&

D*F*E
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最佳稀释倍比的确定
"

抗原包被浓度为

"

"

O

"

>V

#标准样品按照
(\(+++

$

(\#)+++

倍比

稀释#在每个标准样品倍比稀释孔分别使用不同的稀

释倍数'

(\3++

$

(\,3++

(的酶标二抗#其他实验条

件一致#对比各孔
3+":>

处吸光度'

*

(值#确定酶标

二抗最佳稀释倍数#并建立直线回归方程&

D*F*F
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灵敏度)精密度及稳定性
"

灵敏度$

"

%

!使用公

式
*灵敏度f*零剂量bA

+*7"

aG

"

1

计算
7"5

可信区间下

的灵敏度'

1f)+

(&精密度$

,

%

!取高'

(\(+++

()中

'

(\4+++

()低'

(\#)+++

(

#

个浓度的标准品#每份

样品同一酶标板上检测
"

次#计算批内变异*每份样

品在不同的酶标板上检测
"

次#计算批间变异&稳定

性$

,

%

!新鲜配制的试剂储备于
3_

冰箱#高)中)低
#

个浓度的标准品分别于第
+

)

#

)

"

)

6

天分
3

次取出#按

照操作程序检测同一浓度标准品#由检测的数值计算

变异系数&

D*F*G

"

干扰实验
"

分别使用黄疸)乳糜)溶血的血清

标本及
K<[

同工酶以
"+5

比例混入
K<

#

抗体的标

准品#与相同浓度的标准品进行检测对比&

D*G

"

统计学处理
"

采用
=X==(7*+

软件进行数据分

析#计量资料采用
Jg>

表示#两组间比较采用
8

检验&

以
!

$

+*+"

为差异有统计学意义&

E

"

结
""

果

E*D

"

回归方程的建立
"

以
K<

#

抗体标准品稀释倍

数'

0

(的自然对数'

V:0

(为自变量
N

#以对应的吸光

度'

*

(值为因变量
.

#使用
=X==(7*+

软件建立回归

方程#所得模型检验的方差分析结果
!

$

+*++(

#

H

)

f

+*743

#表明建立的
*

值与
V:0

直线回归方程有效#

回归方程为
.fh+*#",Nb+*+43

&
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"

方法学试验结果
"

本实验的灵敏度经计算为

+*+#)

&精密度测定的结果为批内和批间的变异系数

均小于
(+*+5

'见表
(

(&稳定性试验中#各个时间点

的测定结果之间的变异系数也均小于
(+*+5

&

表
(

""

不同浓度标准品的批内和批间变异$

5

%

统计学指标
批内变异

低浓度 中浓度 高浓度

批间变异

低浓度 中浓度 高浓度

变异系数
"*4 "*3 ,*6 4*3 6*7 7*,

E*F

"

干扰试验结果
"

分别使用胆红素
34"

"

>D@

"

V

的黄疸标本)三酰甘油
(7*4>>D@

"

V

的乳糜标本)血

红蛋白浓度
(3

O

"

V

的溶血标本及
K<[

抗体进行干

扰试验#结果显示均不能对
K<

#

抗体标准品的结果

造成明显影响&

E*G

"

临床样本检测的应用
"

`'.

组血清
K<

#

抗

体水平'

+*+6g+*+)

(与对照组'

+*+,g+*+(

(比较#差

异无统计学意义'

!

%

+*+"

(*

K%1

组血清
K<

#

抗体

水平'

+*34g+*+,

(明显高于对照组'

+*+,g+*+(

(#差

异有统计学意义'

!

$

+*+"

(*

);.1

组血清
K<

#

抗体

水平'

+*43g+*(3

(明显高于对照组'

+*+,g+*+(

(#差

异有统计学意义'

!

$

+*+"

(#见图
(

&

""

注!与对照组比较#

!

!

$

+*+"

图
(

""

对照组#

'̀.

组#

K%1

组和
);.1

组
*

值的

检测结果

F

"

讨
""

论

""

K<

#

抗体作为一种自身抗体已经得到很多科研

工作者的认同和实际应用$

3

#

6

%

&自身抗体的临床检测

方法目前主要采用的是间接免疫荧光法'

SS&

(和免疫

印迹法'

SZ0

(&

SS&

方法使用具有较大核仁细胞的组

织或者
C̀

!

;)

作为抗原来源#用于细胞内抗原的定位

或相应抗体的检测#该方法能够区别不同的荧光类

型#特异性较高#但此实验主要基于手工操作#结果判

断主观因素较大#容易造成结果判断的个人差异和室

间差异$

4

%

&

$VS=<

法与
SS&

法相比#以吸光度
*

值代

替滴度#以特异性抗体取代荧光模式#酶标记试剂相

对稳定#相对而言#对结果的判定主观因素减少#更加

客观&而且#

SS&

法检测主要基于扫描自身抗核抗体#

更多地应用于常规普查#疾病诊断特异性差&

SZ0

法

是通过将特定抗原固化在膜条的特定位置#以待测血

清或血浆样品为第一抗体的检测方法#抗原纯度较

高#免疫反应特异性也较强#且可在膜条的不同位置

固化不同特定抗原#实现同时对多种抗体的检测$

4

%

&
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与
$VS=<

法相比#

SZ0

法是一种定性检测#对于自身

免疫性疾病活动期的动态监测需求难以实现&这两

种方法虽然灵敏度和可靠性不错#但是操作复杂#主

观影响因素多#在目前临床检验信息化)自动化及分

子生物学技术方向的发展趋势下$

7

%

#不适宜广泛应

用&展望前景#随着新的筛选特异性抗原优势表位技

术的应用如蛋白质组学技术和噬菌体展示技术的开

发#会更加迅速提升
$VS=<

法对特异性抗体的检测

能力$

7

%

#

$VS=<

法对于自身抗体检测的潜力优势会愈

发明显&本研究成功建立了人血清
K<

#

抗体的

$VS=<

检测方法#其灵敏度)精密度)稳定性及抗干扰

能力等指标都能满足
$VS=<

常规检测的要求#操作

简单快捷#优化以后可以进行批量检测#能满足临床

检验的需求#具备进入临床应用的潜质&同时#

$VS=<

方法操作简单#易于自动化#检测结果受人主

观经验影响因素少#易于和各种信息化设备对接#能

够非常好地适应未来临床检验的发展趋势&

本研究选取的高血压肾病)慢性肾小球肾炎和

)

型糖尿病肾病为临床上的常见病&在慢性肾小球肾

炎的病变进展中#肾小球毛细血管被破坏#造成肾组

织损伤#导致隐蔽抗原暴露#在部分易感人群中可以

诱导机体自身免疫应答#产生自身抗体$

(+

%

&自身抗体

免疫反应可以产生免疫复合物#而慢性肾小球肾炎的

发病与免疫复合物在肾单元的沉积有很大关系$

((

%

&

免疫复合物沉积在肾小球后可激活补体系统#肾脏组

织由于肾小球和肾小管上皮细胞低表达补体调节蛋

白而易受到补体介导的肾脏损伤$

()

%

&本研究结果显

示#

K<

#

抗体在慢性肾小球肾炎组比对照组明显升

高#提示
K<

#

抗体可能作为一种自身抗体参与了慢

性肾小球肾炎的疾病发展过程&

)

型糖尿病肾病是
)

型糖尿病的慢性并发症之

一&随着肾活检的开展#研究人员发现
)

型糖尿病除

高血糖直接损伤肾脏导致糖尿病肾病以外#原发性高

血压)脂蛋白)免疫复合物等也是导致糖尿病肾病肾

损伤的重要因素$

(#

%

&免疫复合物能够通过吸引外周

血中的炎性细胞或者激活肾小球细胞释放血管活性

物质)细胞因子#以及激活补体系统后促进
K"M;7

攻

膜复合物的形成等一系列途径损伤肾小球单位$

(3

%

&

本研究中
)

型糖尿病肾病血清中
K<

#

抗体水平与

健康对照组相比有明显差异#提示
K<

#

抗体可能作

为自身抗体的一种#以形成免疫复合物的方式参与了

)

型糖尿病肾病的进展&高血压肾病患者血清
K<

#

抗体水平与对照组没有明显差异#从另一角度佐证了

)

型糖尿病肾病具有自身免疫的特征&

慢性肾小球肾炎和
)

型糖尿病肾病在病因上有

很大的不同#本研究发现在这
)

种疾病发展过程中都

有自身抗体形成免疫复合物导致损伤的共性#而高血

压肾病没有体现这一点#希望这对于后续研究探讨慢

性肾小球肾炎和
)

型糖尿病肾病影响因素时有所提

示&目前#自身抗体的研究已经越来越得到广大研究

人员的重视#通过自身抗体这个方向能够拓展研究人

员对于疾病的探索思路&
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