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  摘 要:目的 Allergy
 

Lateral
 

Flow
 

Assay
 

(ALFA)是一种便捷、小巧的过敏原检测新技术,本研究以荧

光酶联免疫全定量ImmunoCAP法为“金标准”,旨在探讨ALFA的检验效能及在中国南方地区的应用价值。
方法 利用ALFA技术与ImmunoCAP技术检测100例过敏性疾病患者血清屋尘螨、粉尘螨、热带无爪螨、猫

毛皮屑、狗毛皮屑、蟑螂和艾蒿sIgE水平。结果 以ImmunoCAP法为“金标准”,结果显示,ALFA检测粉尘

螨的一致性最高(κ=
 

0.56,P<0.05),其次是屋尘螨(κ=
 

0.43,P<0.05);同时,ALFA检测粉尘螨(87.6%)、
猫毛皮屑(73.7%)和屋尘螨(87.6%)的总一致率均较高。经受试者工作特征曲线分析显示,ALFA诊断螨类

过敏原的曲线下面积均大于0.90
 

(P<0.05)。对于屋尘螨、粉尘螨和猫毛皮屑过敏原,ALFA与ImmunoCAP
系统的sIgE检测结果具有强相关性

 

(rI>0.8,P<0.05)。结论 ALFA具有良好的诊断效能,可满足临床检

测要求,因其无须昂贵的检测仪器和检测费用,可为基层医院临床筛查应用提供新的选择。
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Abstract:Objective Allergy

 

Lateral
 

Flow
 

Assay
 

(ALFA)
 

is
 

a
 

convenient
 

and
 

compact
 

new
 

allergen
 

de-
tection

 

technology.This
 

study
 

uses
 

the
 

fluorescent
 

enzyme-linked
 

immunoquantitative
 

ImmunoCAP
 

method
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

to
 

explore
 

the
 

efficacy
 

of
 

ALFA
 

and
 

its
 

application
 

value
 

in
 

southern
 

China.
Methods ALFA

 

technique
 

and
 

ImmunoCAP
 

technique
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

sIgE
 

in
 

serum
 

dust
 

mites,dust
 

mites,tropical
 

gnaws,cat
 

fur,dog
 

fur,cockroaches
 

and
 

mugwort
 

in
 

100
 

patients
 

with
 

allergic
 

disea-
ses.Results Based

 

on
 

the
 

ImmunoCAP
 

system,the
 

results
 

showed
 

that
 

ALFA
 

detected
 

the
 

highest
 

consisten-
cy

 

of
 

dust
 

mites
 

(κ=0.56,P<0.05),followed
 

by
 

house
 

dust
 

mites
 

(κ=0.43,P<0.05).At
 

the
 

same
 

time,
ALFA

 

detected
 

dust
 

mites(87.6%),cat
 

fur
 

shavings
 

(73.7%)
 

and
 

house
 

dust
 

mites
 

(87.6%)
 

had
 

higher
 

o-
verall

 

compliance
 

rates.ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

ALFA
 

diagnosis
 

of
 

mites
 

allergens
 

was
 

greater
 

than
 

0.90
 

(P<0.05).For
 

household
 

dust
 

mites,dust
 

mites
 

and
 

cat
 

litter
 

allergens,AL-
FA

 

had
 

a
 

strong
 

correlation
 

with
 

the
 

sIgE
 

test
 

results
 

of
 

the
 

ImmunoCAP
 

system
 

(rI>0.8,P<0.05).Con-
clusion ALFA

 

has
 

good
 

diagnostic
 

performance
 

and
 

can
 

meet
 

the
 

requirements
 

of
 

clinical
 

testing.It
 

can
 

pro-
vide

 

new
 

choices
 

for
 

clinical
 

screening
 

applications
 

in
 

primary
 

hospitals
 

because
 

it
 

does
 

not
 

require
 

expensive
 

testing
 

instruments
 

and
 

testing
 

costs.
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  由IgE介导的过敏反应尤为常见,如哮喘、过敏

性鼻炎和食物过敏等[1-3]。目前,过敏的检测主要有

体内 皮 肤 试 验 和 体 外 血 清 学 检 测 2 种,1959 年

EBRUSTER首次报道使用皮肤点刺试验作为Ⅰ型过

敏反应的一线检测方法[4],至今在许多国家仍被医生

首选为可靠的检测方法。但皮肤点刺的使用较为受

限,如易受操作者技术熟练程度的影响,结果判读带

有主观性而不能标准化及易使患者出现不良反应,包
括皮疹、肿胀、恶心,甚至过敏性休克等[5-6]。而体外

sIgE试验不受皮肤、药物的影响,且安全性较好[7],因
此,体外检测sIgE是寻找临床相关过敏原的安全快

捷手段,对于过敏性疾病的诊断、治疗和预防有着重

要作用。体外ImmunoCAP系统(Thermo
 

Fisher,
Uppsala,Sweden),因其良好的可靠性、重复性及全自

动的技术,被视为体外sIgE检测方法的“金标准”[8],
但该系统需要精密的仪器与熟练的操作技术,这不仅

增加了患者的检测费用,还难以在医疗条件落后的地

区开展。因此,寻找简单、快速及性价比高的过敏原

sIgE筛查技术,使基层易于建立并减轻患者的经济负

担有着重要的帮助。胶体金法已经广泛用于资源缺

乏或非实验室环境中的定性、半定量和定量监测,监
测范围包括生物医学、植物检疫、兽医、饲料/食品、环
境中的病原体、药和代谢物等。作为过敏原检测胶体

金法 新 工 艺 的 代 表,
 

Allergy
 

Lateral
 

Flow
 

Assay
 

(ALFA,Dr.Fooke
 

Laboratorien
 

GmbH,Neuss,Ger-
many)具有小巧、价廉等特点,且能根据需求灵活地替

换过敏原并包被在一个开放式结构的Basis
 

Set侧流

装置上[9]。由于该技术较新且国内外这方面的研究

较少,因此,本研究以ImmunoCAP系统为“金标准”,
使用ALFA技术对中国南方地区过敏性疾病患者进

行过敏原检测,探讨ALFA的检验效能及在中国南方

的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2017年8-12月广州医科大

学附属第一医院变态反应科/呼吸疾病国家重点实验

室生物资源库100例过敏性疾病患者为研究对象,所
有患者均签署知情同意书,经广州医科大学附属第一

医院伦理委员会批准,伦理号为 GYFYY-2016-73。
患者纳入标准为:(1)年龄1~75岁;(2)具有过敏相

关病史或临床症状,如喘息、呼吸困难,慢性的咳嗽,
过敏性鼻炎如打喷嚏、流鼻涕、鼻塞或鼻痒,皮肤过敏

如出现风团、瘙痒或荨麻疹;(3)经ImmunoCAP检测血

清屋尘螨、粉尘螨、热带无爪螨、猫毛皮屑、狗毛皮屑、蟑
螂和艾蒿sIgE至少1种为阳性(≥0.35

 

kU/L)。排除

标准:正在进行特异性免疫治疗,或合并有免疫缺陷、寄
生虫感染、恶性肿瘤及免疫相关疾病的患者。
1.2 方法 所有患者均使用含分离凝胶的真空采血

管抽取静脉血5
 

mL,3
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上

层血清标本置于-80
 

℃冰箱长期存储待测。分别同

时使用ImmunoCAP
 

和ALFA技术对患者血清进行

屋尘螨、粉尘螨、热带无爪螨、猫毛皮屑、狗毛皮屑、蟑
螂及艾蒿过敏原sIgE的检测,均根据厂家的仪器说

明书进行操作。2种检测系统根据sIgE水平划分等

级区间:0级(≤0.34
 

kU/L)、1级(0.35~0.69
 

kU/L)、2级(0.70~3.49
 

kU/L)、3级(3.50~17.49
 

kU/L)、4级(17.50~49.99
 

kU/L)、5级(50.00~
99.99

 

kU/L)和6级(≥100.0
 

kU/L)。
1.3 统计学处理 使用SPSS23.0

 

(IBM
 

Corp.,Ar-
monk,NY)

 

进行数据分析。ALFA诊断效能如特异

度、灵敏度、阳性和阴性预测值的计算是以Immuno-
CAP为“金标准”。总一致性=(两者均阳性数+两者

均阴性数)×100/总测试数。由于检测例数较少时,
会影响总体一致性比率,因此,检测的总体一致性结

果通过Cohen's
 

Kappa
 

Analysis检测一致性,Kappa
指数解读如下:一致性很好(0.80~1.00)、一致性好

(0.60~0.79)、中等(0.40~0.59),一般(0.20~
0.39)和差(<0.20)。Weighted

 

Cohen's
 

Kappa分析

用于sIgE等级之间的一致性检测,一致性系数分别

以“κ”和“κw”表示;Intra-class
 

Correlation
 

Analysis
和Kendall's

 

Tau
 

Analysis分 别 用 于sIgE 水 平 和

sIgE等级之间关系的分析;相关系数分别以“rI”和
“rK”表示,P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 一般资料 研究入组了100例过敏性疾病患

者,年龄8.3~41.0岁,平均年龄为24.5岁,女性占

39%。其中27%为哮喘患者,30%为过敏性鼻炎患

者,22%为同时合并鼻炎和哮喘患者,19%为食物过

敏患者,2%为过敏性皮炎患者。
2.2 ALFA与ImmunoCAP定性检测结果一致性情

况 以ImmunoCAP为“金标准”,粉尘螨(92.7%,
κ=0.56)的总一致率最好,其次为猫毛皮屑(73.7%,
κ=0.43),最差的为蟑螂(50.0%,κ=0.07)。见表1。

 

表1  ALFA与ImmunoCAP定性检测结果一致性情况

过敏原 总一致率(%) κ(95%CI)

屋尘螨 87.6 0.27(0.02~0.56)a

粉尘螨 92.7 0.56(0.18~0.94)a

热带无爪螨 66.0 0.26(0.04~0.49)

猫毛 73.7 0.43(0.20~0.67)a

狗毛 55.6 0.13(0.12~0.38)

蟑螂 50.0 0.07(0.09~0.23)

艾蒿 55.8 0.09(0.21~0.38)

  注:一致性分析,aP<0.05。

2.3 ALFA检测过敏原的诊断效能 0.35
 

kU/L做

阳性临界值时,ALFA检测粉尘螨的Youden指数最

高,这时灵敏度为94.1%,特异度为75.0%,而热带

无爪螨、猫毛皮屑和屋尘螨的 Youden指数范围在
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0.40~0.48。另外,ALFA检测尘螨的阳性预测值均

在90%以上(96.2%~98.0%),且在检测猫毛皮屑时

有较高的阴性预测值(85.3%)。绘制受试者工作特

征曲线分析显示,粉尘螨、屋尘螨的曲线下面积均大

于0.90(P<0.05);而热带无爪螨和猫毛皮屑的曲线

下面积分别为0.86和0.79(P<0.05)。见表2。

表2  ALFA检测过敏原的诊断效能

项目 灵敏度(%) 特异度(%) Youden指数 阳性预测值(%) 阴性预测值(%) 曲线下面积

屋尘螨 90.1 50.0 0.40 96.5 25.0 0.90a

粉尘螨 94.1 75.0 0.69 98.0 50.0 0.93a

热带螨 62.5 85.7 0.48 96.2 28.6 0.86a

猫毛 72.2 74.4 0.47 56.5 85.3 0.79a

狗毛 66.7 46.7 0.13 50.0 63.6 0.67a

蟑螂 25.0 82.4 0.07 64.7 45.9 0.56

艾蒿 61.5 47.1 0.09 64.0 44.4 0.53

  注:aP<0.05。

  注:A表示屋尘螨;B表示粉尘螨;C表示热带无爪螨;D表示猫毛;E表示狗毛;F表示蟑螂;G表示艾蒿。

图1  ALFA与ImmunoCAP定量检测sIgE水平散点图

2.4 ALFA 与ImmunoCAP 检 测 结 果 相 关 性 分

析 分析ALFA与ImmunoCAP检测各过敏原的等

级相关性显示,两方法学检测粉尘螨、屋尘螨过敏原

sIgE的相关性最强(rk>0.8,P<0.05),其次为热带

无爪螨(rk=0.72,P<0.05),而猫毛皮屑(rk=0.55)

和狗皮屑(rk=0.43)相关性较弱(P<0.05)。同时,
ALFA与ImmunoCAP检测屋尘螨、粉尘螨和猫毛皮

屑时sIgE水平相关性均较好(rI>
 

0.8),而热带无爪

螨(rI=0.69,P<0.05)相关性稍差,狗毛皮屑(rI=
0.58,P<0.05)相关性最弱。见图1、表3。
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表3  ALFA与ImmunoCAP检测结果相关系数

过敏原 Kendall分析(95%CI) Intra-class分析(95%CI)

屋尘螨 0.82(0.76~0.87)a 0.89(0.83~0.92)a

粉尘螨 0.81(0.71~0.87)a 0.86(0.77~0.92)a

热带无爪螨 0.72(0.50~0.80)a 0.68(0.49~0.81)a

猫毛 0.55(0.28~0.72)a 0.97(0.94~0.98)a

狗毛 0.43(0.13~0.62)a 0.58(0.37~0.73)a

蟑螂 0.11(-0.07~0.31) 0.002(-0.22~0.23)

艾蒿 0.15(-0.12~0.44) 0.37(0.08~0.60)a

  注:经Kendall及Intra-class相关性分析,aP<0.05。

3 讨  论

  ALFA技术在检测过敏原时仅使用少量的血清/
血浆,且能在面板上灵活更换个性化的多种过敏原进

行快速检测。基于以上特点,使用胶体金法的ALFA
检测系统已在欧洲地区广泛使用,且欧洲地区已有研

究对梯牧草、蜜蜂毒液和大黄蜂毒液过敏原sIgE的

诊断效能评价,研究显示,与ImmunoCAP法比较,
ALFA系统诊断以上3种过敏原均有良好的灵敏度

和 特 异 度 (98.2%/100.0%,100.0%/83.0%,
82.0%/97.0%)[10-11]。sIgE致敏谱可由于地域、种
族、文化、饮食和生活方式等出现差异[12],因此,本研

究评价ALFA系统对中国南方地区常见的吸入性过

敏原sIgE的诊断效能。
ALFA与ImmunoCAP在诊断粉尘螨和猫毛皮

屑过敏原sIgE致敏的总一致率(92.7%、73.7%)、阳
性符合率(94.1%、72.2%)及阴性符合率(75.0%、
74.4%)最好,而屋尘螨的总一致率也高达87.6%,但
κ值仅为0.27,由于屋尘螨是亚洲地区的优势过敏

原,多数患者均合并屋尘螨阳性,导致该研究纳入的

屋尘螨阴性例数少,这可能导致κ值下降。
目前,国际习惯将sIgE的阳性临界值定义为

0.35
 

kU/L[13],以ImmunoCAP作为“金标准”对照,
评价新型检测系统在该临界值的诊断效能有一定必

要性,ALFA系统在该临界值下诊断屋尘螨、粉尘螨、
热带无爪螨和猫毛皮屑sIgE致敏的 Youden指数

均>0.40,其中以粉尘螨效果最佳(Youden指数=
0.67),且这4种过敏原曲线下面积均在0.80~0.95
(P<0.05),提示ALFA系统对以上过敏原具有较好

的诊断价值。
相比ImmunoCAP系统,ALFA系统对狗皮屑、

蟑螂和艾蒿的诊断效能较差。分析原因有2点:(1)
 

由于过敏原粗提物,都是来自于自然界中的动物、植
物或微生物,而地域及自然环境的差异都会导致来源

于自然界的过敏原致敏蛋白成分含量和活性的不同,
如本研究使用中的狗过敏原,ALFA系统中过敏原粗

体物主要致敏蛋白为狗皮脂,而ImmunoCAP主要为

狗毛,所以导致检测出现差异。(2)过敏原提取物没

有国际化标准,各原料和诊断试剂生产商都靠建立自

己的室内参考品来进行质量控制,如蟑螂目前缺乏单

一具有免疫显性的过敏原,而且多种蟑螂过敏原的

IgE应答模式复杂,导致蟑螂提取物难以标准化生

产[14-15]。因此,临床医生对患者进行诊断时不能仅仅

依赖过敏原检测结果,应结合患者病史及体格检查等

进行综合性诊断,减少漏诊及误诊情况的出现。
粉尘螨、屋尘螨和猫毛皮屑有较好的等级一致性

(κ>0.60),但当以±1个级别视为是一致等级时,狗
毛皮屑等级一致率达87.0%,而艾蒿和蟑螂也有

62.8%和57.7%,提示 ALFA定位是快速筛查型的

检测方法,应用±1级别的解读更有意义。在实际临

床应用中,解读过敏原等级探讨致敏严重程度时,应
根据临床需求场景进行具体解读,如需要进行特异性

免疫治疗的患者,结合具体的特定等级显得十分必

要,而对于仅是筛查过敏原的患者,等级的一致性重

视程度可以弱化。要注意的是,对于解读低阳性等级

时,则需考虑结果对患者临床症状及病史进行综合性

判定。
本研究首次应用ALFA系统检测中国南方地区

患者致敏情况,并与ImmunoCAP系统进行比较,对
推动我国过敏原检测技术的发展具有重要意义,但该

研究也存在不足之处,由于某些过敏原标本的高阳性

级别
 

(>5级)在临床上难以获取,使得样本以低阳性

为主。
4 结  论

  综上所述,ALFA作为一种快速方便的筛查型检

测方法,由于无须昂贵的检测仪器,小巧便捷,易于建

立,价廉可靠,非常适合在社区医院、乡村医院等医疗

条件不足的地区推广,使过敏原诊断在落后区域得以

应用,让这些地区的患者能及时了解自身过敏情况,
做到早诊断早预防,避免发展为更严重的慢性疾病如

哮喘等。
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