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$检测抗核抗体"
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$中的前带效应对
.W.

荧光滴度的影

响&方法
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将
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荧光滴度
*

!o!'''

的样本分别以
!o

!''

%

!o!'''

%

!o!''''
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全自动荧光分析仪检测
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稀

释$!与手工法检测
.W.
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!o!''

稀释$进行比较!检测前带效应样本的特异性自身抗体!分析其荧光模型%荧光

滴度及阳性特异性自身抗体的分布特点&结果
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全自动荧光加样仪检测均

发现前带效应!其荧光模型及荧光滴度相似!值得注意的是!

0g*e)A@@?F6

只能选取图片中间区域判读&在有

前带效应的血清样本中!以荧光滴度
*

!o!''''

最常见"

:&$&"+

$&在荧光模型方面!以斑点型最为多见
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&3$%!+

$&在特异性自身抗体的分布方面!以抗核糖核蛋白"

*W)

$抗体最多见"

3"$:7+

$!其次为抗双链
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抗体"
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$和抗
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抗体"
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检测高滴度
.W.

样本在低稀释度时容易产生前

带效应!从而导致错误的
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荧光滴度判断!临床检验实验室应引起重视&
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抗核抗体$

.W.

%是自身免疫性疾病$

.P-

%非常

重要的血清自身抗体#欧洲自身免疫标准化促进会

$

0.YP

%推荐
.W.

作为
.P-

诊断的必要检测项

目'

!

(

)

.W.

检测已被纳入了一些
.P-

如系统性红斑

狼疮&未分化结缔组织病&原发性干燥综合征的诊断

指南'

"/&

(

)目前#以
0̂)/"

细胞为基质的间接免疫荧

光试验$

PPR.

%仍然被美国风湿病学会$

.,*

%&

0.YP

&

中国免疫学会临床免疫分会等专业学会推荐为
.W.

检测的,参考方法-

'

!

#

%/3

(

)

.W.

检测结果推荐以滴度

值表示#即阳性血清恰好呈阳性反应的最大稀释倍数

的倒数'

3

(

)

PPR.

检测
.W.

的荧光滴度越高#患者与

.P-

的相关性越大#而低滴度的
.W.

可见于其他非

.P-

患者甚至健康人群'

!

#

3

(

)因此#

PPR.

检测
.W.

荧光滴度的准确性对于
.P-

患者的诊断尤为重要)

然而#目前国内外尚无研究报道
PPR.

检测
.W.

中的

前带效应对
.W.

荧光滴度的影响)本研究通过对

&#

例高浓度
.W.

血清样本倍比稀释实验#探讨
PPR.

检测
.W.

中的前带效应对
.W.

荧光滴度的影响#

从而尽可能避免前带效应对高滴度标本的影响)

A

"

材料与方法

A$A

"

标本来源
"

收集北京协和医院风湿免疫实验室

"'!(

年
"

月
"3

日至
"'!(

年
"

月
"(

日常规检测

.W.

的
(('

例新鲜血清样本)

A$B

"

仪器与试剂

A$B$A

"

仪器
"

欧蒙
Y

C

F56@?F[U

全自动荧光加样仪&

0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪&

0g*eY@AF

)

)DH9

欧蒙之星荧光显微镜及成像系统&欧蒙
0g*e/

U56?VA9@?F)DH9

全自动免疫印迹仪&

<0,.W/9H6F59?

酶标仪&

<B?F4=

洗板机&

!'

!

!''

$

U

加样枪)

A$B$B

"

试剂
"

德国欧蒙医学诊断$中国%有限公司提

供的成套商品试剂盒!

.W.P

2

Q

检测试剂盒$间接免

疫荧光法%&

.W.

谱$

P

2

Q

%检测试剂盒$欧蒙印迹法%&

抗
I9-W.

$

I9-W.

%抗体
P

2

Q

检测试剂盒$间接免疫

荧光法%&抗
I9-W.

抗体$

P

2

Q

%酶联免疫吸附试验

$

0UPY.

%检测试剂盒)

A$C

"

方法

A$C$A

"

.W.

检测
"

将
(('

例血清样本以
!o!''

稀

释进行手工检测#操作步骤按
.W.P

2

Q

检测试剂盒

$间接免疫荧光法%说明书进行)在荧光显微镜下观

察荧光模型及荧光滴度#根据试剂盒说明书的滴度判

断标准及阳性判断标准$荧光滴度
*

!o!''

判为阳

性%进行结果判断#并统计
.W.

阳性样本数量和高

.W.

滴度$

*

!o!'''

%样本数量)

A$C$B

"

有前带效应的样本筛选
"

将上述检测的高

.W.

滴度 $

*

!o!'''

%样本分别以
!o!''

&

!o

!'''

&

!o!''''

稀释进行手工检测#步骤按
.W.

P

2

Q

检测试剂盒$间接免疫荧光法%说明书进行)在

荧光显微镜下观察荧光模型及荧光滴度#根据.临床

免疫学与检验/等全国高等学校教材中前带效应的定

义#本研究将
!o!'''

稀释后荧光亮度反而比
!o!''

稀释后荧光亮度更强的样本定义为有前带效应的样

本#并选取荧光片的中央区域$

1&''

%拍照保存)将

有前带效应的样本采用欧蒙
Y

C

F56@?F[U

全自动荧光

加样仪和
0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪检测

.W.

$

!o!''

稀释%#与手工法检测
.W.

$

!o!''

稀

释%进行比较#并选取荧光片的中央区域和边角区域

$

1"''

%拍照保存)

A$C$C

"

特异性自身抗体检测
"

选取上述有前带效应

的血清样本
&#

例#采用
.W.

谱$

P

2

Q

%检测试剂盒$欧

蒙印迹法%检测其的特异性自身抗体#抗
I9-W./P

2

Q

抗体采用
PPR.

与
0UPY.

同时检测)

B

"

结
""

果

B$A

"

前带效应样本分析
"

检测
.W.

的
(('

例血清

样本中#

.W.

阳性$滴度
*

!o!''

%样本数为
&7"

例

$

%%$7!+

%#高
.W.

滴度 $

*

!o!'''

%样本数为
!!%

例$

!#$':+

%)将高
.W.

滴度$

*

!o!'''

%的样本

分别以
!o!''

&

!o!'''

&

!o!''''

稀释进行手工检

测#在荧光显微镜下观察其是否存在前带效应)研究

发现有前带效应的样本$

!o!'''

稀释比
!o!''

稀

释荧光亮度更强%数为
#&

例#占总样本数的
#$(3+

#

占高滴度
.W.

样本$

*

!o!'''

%数的
"7$%:+

)前

带效应的镜下结果见图
!

#可以发现其荧光亮度随着

血清样本稀释度的增加而增强)

B$B

"

手工与
Y

C

F56@?F[U

检测对比
"

将有前带效应

的样本采用欧蒙
Y

C

F56@?F[U

全自动荧光加样仪和

0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪检测
.W.

$

!o!''

稀释%#与手工法检测
.W.

$

!o!''

稀释%进行比较#

手工检测和欧蒙
Y

C

F56@?F[U

全自动荧光加样仪检测

其荧光模型及荧光滴度相似#在
!o!''

稀释度时均

存在边缘区域荧光亮中间区域荧光暗的情形#值得注

意的是#

0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪判读只能选

取图片中间区域拍照判读)见图
"

)
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注!

3

号&

!&

号&

!7

号样本分别以
!o!''

&

!o!'''

&

!o!''''

稀释

图
!

""

.W.

荧光滴度对比图$

1&''

%

""

注!

.

为
0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪检测+

]

为手工检测

图
"

""

手工检测与欧蒙
Y

C

F56@?F[U

全自动荧光

加样仪和
0g*e)A@@?F6

全自动荧光分析仪

检测
.W.

的荧光对比图$

1"''

%

B$C

"

特异性自身抗体分析
"

选取
&#

例有前带效应

的血清样本检测其特异性自身抗体#分析其荧光模

型&荧光滴度及阳性特异性自身抗体的分布特点)所

有
&#

例前带效应的血清样本荧光滴度均
*

!o#"''

#

其中#以荧光滴度
*

!o!''''

最常见$

:&$&"+

%)而

在荧光模型方面#以核斑点型最为多见$

&3$%!+

%)

在特异性自身抗体的分布方面#以抗核糖核蛋白

$

*W)

%抗体最多见$

3"$:7+

%#其次为抗
I9-W./P

2

Q

抗体$

%!$!3+

%和抗
YY.

抗体$

%!$!3+

%)见表
!

&

"

)

表
!

""

有前带效应的
&#

例血清样本荧光模型与

"""

荧光滴度分布

荧光模型
'

占比$

+

%

核均质型
% !!$3#

核斑点型
"' &3$%!

核仁型
! "$##

核均质与斑点混合型
7 "'$7#

核均质与细胞质颗粒混合型
" &$3%

核斑点与细胞质颗粒混合型
% !!$3#

核均质&斑点与细胞质颗粒混合型
! "$##

荧光滴度

"

!o#"'' !! "%$%(

"

!o!'''' "7 3:$&&

"

!o#"''' # 3$7(

表
"

""

有前带效应的
&#

例血清样本阳性特异性抗体分布

抗体
I9-W.

$

PPR

%

I9-W.

$

0UPY.

%

Y4 *W) YY. YY] F*W) .^. *=%" .WH.

.V.

$

V"

%

T=/!

' !% "" ( ": "" : !# !# "' !# " !

占比$

+

%

#&$(( %!$!3 !($3 3"$:7 %!$!3 !3$"( #'$"# #'$"# &3$%! #'$"# &$3% "$##

""

注!

I9-W.

为抗
I9-W.

抗体+

Y4

为抗
Y4

抗体+

*W)

为抗
*W)

抗体+

YY.

为抗
YY.

抗体+

YY]

为抗
YY]

抗体+

F*W)

为抗核糖体抗体+

.^.

为抗组蛋白抗体+

*=%"

为抗
*=%"

抗体+

.WH.

为抗核小体抗体+

.V.

$

V"

%为抗线粒体
V"

型抗体+

T=/!

为抗组氨酰
/@*W.

合成酶抗体

C

"

讨
""

论

""

"'

世纪初免疫学家发现在抗原抗体反应中#抗体

数量的增加反而会减少抗原抗体复合物沉淀数量)

之后#人们观察到有一个超出最佳抗原抗体反应浓度

的抗体浓度范围是无效的#并将其称为,前带-#这个

相关的现象被称为前带效应或钩状效应'

:/(

(

)前带效

*

"!"

*
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卷第
"

期
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应是生物化学复合物形成中存在的普遍现象#它通常

发生在双位点免疫测定中#即当一种蛋白质在免疫复

合物中起,桥接-作用时'

(/7

(

)目前#免疫比浊法&化学

发光法&液相芯片法&凝集法等各类免疫测定方法均

有前带效应的报道'

!'/!#

(

)然而#

PPR.

中的前带效应

国内外尚鲜有研究报道)

本研究将
!o!'''

稀释比
!o!''

稀释荧光亮的

样本判为有明显前带效应#发现有明显前带效应的样

本数占高滴度
.W.

样本$

*

!o!'''

%的
"7$%:+

#说

明前带效应在高滴度
.W.

样本中发生率不低#应得

到检验工作人员的重视)本研究观察到有明显前带

效应的血清样本采用手工法检测与全自动荧光加样

仪检测#其荧光模型及荧光滴度均无差别#且它们均

存在边缘区域荧光亮中间区域荧光暗的情形#这种

,边缘现象-在抗体浓度高的
!o!''

稀释时最明显#

随着血清样本稀释比例增加而逐渐减弱),边缘现

象-产生的原因不清楚#但应该不是因为血清或酶标

二抗孵育过程中压片或接触不良所致#因为采用欧蒙

Y

C

F56@?F[U

全自动荧光加样仪检测是将生物薄片朝

上平放#血清或酶标二抗直接滴于生物薄片表面#液

滴上无任何覆盖#不存在挤压问题)分析
&#

例前带

效应的血清样本荧光模型&荧光滴度及阳性特异性自

身抗体的分布特点发现#有前带效应的血清样本荧光

滴度均
*

!o#"''

#其中#荧光滴度
*

!o!''''

的占

:&$&"+

#说明
.W.

荧光滴度越高越容易发生前带效

应)荧光模型以核斑点型最多见$

&3$%!+

%#阳性特

异性自身抗体以抗
*W)

抗体最多见$

3"$:7+

%#可能

因为核斑点型与抗
*W)

抗体容易出现高滴度阳性#

未发现前带效应与荧光模型及阳性特异性自身抗体

种类具有相关性)

由于经济水平限制#国内大多数实验室
.W./

PPR.

检测时仅做起始稀释度#根据荧光强度粗略判断

滴度#而不进一步稀释)由于前带现象存在#可能导

致强阳性的结果误报为中等阳性结果#甚至弱阳性结

果#最终影响患者的及时准确的诊断和治疗)在人工

判读时#观察视野比较完整#有经验的工作人员可根

据荧光基质片中部和边缘染色不均一#判断可能存在

前带现象#通过进一步稀释来确认#从而避免前带现

象对滴度判读的干扰)虽然
V0U0Q.*P

等'

!&

(的研

究表明#人眼判读
.W./PPR.

与
.\UP-0Y

自动判读

系统判读相比具有高达
7($7+

的一致性#但是#对于

具有前带效应的样本#由于仪器选取视野的局限性#

采集的图像可能位于荧光基质片中部#当工作人员通

过仪器采集图片确认结果时#误判滴度的可能性就大

大增加)因此#了解前带现象对于
.W./PPR.

检测的

影响具有重要价值)

D

"

结
""

论

""

PPR.

检测高滴度
.W.

样本在低稀释度时容易

产生前带效应#从而导致错误的
.W.

荧光滴度判断#

临床检验实验室应引起重视)
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