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要"目的
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观察慢性荨麻疹血清对嗜碱粒细胞
@R!'.8

表达的影响%以建立流式细胞术检测慢性荨麻疹血清中自身抗体

的方法&方法
!

以
@5AG!3JSA@

'

@R!'.8_%

和
@R._?L3@_.

种抗体标记白细胞%建立嗜碱粒细胞活化试验%用流式细胞仪测定

细胞活化及荧光强度&结果
!

自身血清皮肤试验!

7##A

#阳性组
@R!'.8

阳性细胞的百分率为
&(-!)g"-!!

%与
7##A

阴性组!

.-

..g(-!)

#及健康对照组!

.-'6g(-'2

#比较具有明显差异 !

!

"

'-'(

#$

7##A

阴性组与健康对照组比较无显著差异&

7##A

阳性

组
@R!'.8

平均荧光强度!

IJS

#为
64-!g(!-66

%显著高于
7##A

阴性组!

.-2'g(-.!

%

!

"

'-'(

#和健康对照组!

.-!'g(-!&

%

!

"
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#%

7##A

阴性组与健康对照组的
IJS

比较无显著差异&结论
!

用
@5AG!3JSA@

'

@R!'.83_%

和
@R._?L3@_.

种抗体%可以

观察嗜碱粒细胞表面的
@R!'.8

表达程度%以判断荨麻疹血清对嗜碱粒细胞的活化&
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大部分慢性荨麻疹患者找不到明确的过敏原及病因"部

分患者血清存在组胺释放活性!这种组胺释放活性是由自身抗

体所致!大部分为抗高亲和力
S

F

%

受体*

J8

.

5(

+自身抗体!少

部分为抗
S

F

%

或其他抗体(

(3&

)

"自身血清皮肤试验*

=DE+:+

F

+D0

0?LD>0N,1E?0E

!

7##A

+%嗜碱粒细胞组胺释放试验和嗜碱粒细

胞活化试验*

T=0+

;

<,:=8E,[=E,+1E?0E

!

T7A

+可以对上述的自身

抗体进行检测"嗜碱粒细胞活化后!

@R".

分子表达增强!并从

细胞内转移至细胞表面!很多文献以
@R".

分子的表达为
T7A

检测指标!但
@R".

除在肥大细胞和嗜碱粒细胞表达外!在血

小板及单核细胞等均可表达(

('

)

"

@R!'.8

分子特异性地表达

在肥大细胞和嗜碱粒细胞表面!本研究探讨以
@R!'.8

分子为

T7A

的观察指标!判断慢性荨麻疹外周血清对嗜碱粒细胞的

活化情况!并以求判断慢性荨麻疹的自身免疫性质"

!

!

资料与方法

!-!

!

病例与分组
!

按文献(

((3(!

)选择本科室*

!'('

年
(

月至

!'('

年
"

月+来就诊的慢性荨麻疹患者!随机选取
7##A

阳性

患者血清
!"

例*

7

组+%

7##A

阴性患者血清
!)

例*

T

组+和健

康对照血清
!'

例*

@

组+"

!-"

!

试 剂 与 仪 器
!

抗 人
@R!'.8_%

%

@5AG!3JSA@

及

@R._?L3@_

为美国
?T,+08,?18?

公司产品!其他试剂均为进口

或国产分析纯!流式细胞仪为美国
TR

公司产品!激光共聚焦

显微镜为德国
$%S@7

公司产品,光学显微镜为日本
C,N+1

产

品"

!-#

!

实验方法

!-#-!

!

标本处理及嗜碱粒细胞悬液制备
!

从
(

个健康自愿者

肘静脉采血
.'>$

!肝素抗凝备用"每批标本均设阴性和阳性

对照!在阳性对照管中加入经磷酸盐缓冲液*

_T#

+

(j('

稀释

的
'-)>>+:JI$_(''

&

$

!阴性对照管中以
_T#(''

&

$

替代

JI$_

!在检测管中加入
(''

&

$

待检测血清!各管中加入肝素

抗凝全血
(''

&

$

!

.2a

水浴
(6>,1

!随后用含依地酸*

%RA7

!

'-'!>+:

'

$

+的
_T#! >$

终止反应!离心弃上清液!加入

@5AG!3JSA@

'

@R!'.83_%

'

@R._?L3@_

预混合的单克隆抗体

''!.

重庆医学
!'('

年
(!

月第
.&

卷第
!.

期

#

基金项目&国家自然科学基金资助项目*

.'&2!")2

+,第三军医大学科研基金资助项目*

!''4B\(2&

+"
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&

$

!置室温
('>,1

后用溶血素处理
('>,1

!以溶解红细胞!

继用含
'-(U

牛人血清蛋白的
_T#!>$

洗涤
!

次!加
_T#2''

&

$

重悬待用"

!-#-"

!

检测分析
!

每次检测前均用
J:+X@<?8N

荧光微球

T?8N>=1@+D:E?L

校准仪器!标本上机后!先以前向角散射光

*

J#@

+和侧向角散射光*

##@

+参数大致观察细胞形态"然后在

@R.

和
##@

双参数点图上选取排除了
@R.

阳性的有核细胞!

排除细胞碎片和杂质"在
@R!'.8

和
@5AG3!

双参数点图上

选取有核细胞中
@R!'.8

阳性的细胞"将纯的嗜碱粒细胞用

@R!'.8

参数图进行分析!以未激活阴性为对照!观察
@R!'.8

抗原表达上调比例和幅度"以
@R!'.8

表达上调细胞数的比

例达到
('U

作为嗜碱粒细胞脱颗粒试验阳性的判断标准"染

色细胞样品在流式细胞仪上用
@?::

P

D?0E

软件进行检测!经

@?::

P

D?0E

或
],1IRS!-4

软件分析!获取直方图!以平均免疫

荧光强度*

IJS

+表示表达强度"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##(.-'

软件进行统计数据分析!

计量资料以
Jg@

表示!采用方差分析和
71+[=

检验"以
!

"

'-'6

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果
!

见表
(

"

表
(

!

慢性荨麻疹患者血细胞
@R!'.8

表达结果#

Jg@

$

组别
2 @R!'.8

表达百分率*

U

+

@R!'.8

表达强度*

IJS

+

7

组
!" &(-!)g"-!!

#

64-!g(!-66

#

T

组
!) .-..g(-!) .-2'g(-.!

@

组
!' .-'6g(-'2 .-!'g(-!&

!!

#

&

!

"

'-'(

!与
T

%

@

组比较"

#

!

讨
!!

论

慢性特发性荨麻疹患者血清中能发现功能性抗
J8

.

5S

或

抗
S

F

%

自身抗体!这些患者
G$73R5

等位基因频次增多!这种

现象是自身免疫性疾病的特征"有研究表明!在具有自身抗体

的慢性荨麻疹组!有充分的证据证明它们具有致病性!自身抗

体的血浆水平与疾病活动性有密切的联系,清除自身抗体可以

缓解症状"对该抗体进行部分纯化!可以在
S

F

\(

和
S

F

\.

的成

分中发现抗体"另外一个自身免疫现象也出现在该组中!包括

出现抗甲状腺抗体%呈斑点图案的抗核抗体等!但没有发现系

统性红斑狼疮(

(

!

(.

)

"定义自身免疫性疾病的标准除上述情况

外!还要求在实验动物身上能够复制疾病!尽管目前还没有用

抗
J8

.

5S

自身抗体来进行动物试验!但检测出慢性荨麻疹外周

血中的自身抗体!可以避免过多的过敏原检测费用!并为医师

使用免疫调节剂治疗该类疾病提供依据"

抗
J8

.

5S

自身抗体主要有自身血清皮肤试验%嗜碱粒细胞

组胺释放试验%免疫印迹方法和基于重组蛋白
0J8

.

5S

"

的

%$S#7

试验等检测方法"本课题组应用这几种检测方法并对

其进行了系统比较研究!认为免疫印迹方法稳定性好!实验结

果可靠,嗜碱粒细胞组胺释放试验可以检测出功能性的抗

J8

.

5S

自身抗体!但操作步骤繁琐,

7##A

方法虽较简单!但无

菌要求严格!测试前需要患者停用抗组胺药物(

((

!

()3(6

)

"通过比

较发现!

.

种方法可相互借鉴和弥补!供临床诊断自身免疫性

荨麻疹时使用"

嗜碱粒细胞组胺释放试验要求纯化嗜碱粒细胞!

T7A

使

用全血标本!通过流式细胞仪测定表面分子的变化判断靶细胞

的活化!因此试验周期短"由于嗜碱粒细胞活化后!针对
@R".

分子变化检测的信号敏感性强!大多数文献采用
@R".

分子判

断嗜碱粒细胞的活化!在本研究中使用了特异性强的
@R!'.8

分子!通过
.

次设门!排除淋巴细胞%单核细胞%嗜酸粒细胞等!

检测荨麻疹血清对嗜碱粒细胞的活化信号"本实验结果证明!

使用的
.

种抗体标记白细胞!

.

次设门可以有效判断嗜碱粒细

胞的活化情况"本实验中有
!

例
7##A

阳性血清呈现阴性反

应!可能为凝血因子导致的
7##A

阳性反应!而非抗
J8

.

5S

抗

体所致"由于荧光标记抗体的价格因素可能会限制该方法的

临床推广应用"
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