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　　摘　要：目的　评价酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）用于大疱性皮肤病血清学诊断的临床应用及意义。方法　用ＥＬＩＳＡ 法检测

３４例天疱疮患者、３２例大疱性类天疱疮患者和３３例非大疱性皮肤病患者血清，分别检测血清中的Ｄｓｇ１、Ｄｓｇ３和ＢＰ１８０的表达。

结果　ＥＬＩＳＡ法检测大疱性皮肤病抗体的特异度为９３．９４％，敏感度为８７．８８％。结论　ＥＬＩＳＡ法对大疱性疾病具有诊断价值，

在疾病的分型上有重要意义。
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　　大疱性皮肤病是一类慢性、复发性、严重性表皮内棘层松

解或表皮下大疱的皮肤病，临床常见的大疱性皮肤病主要为天

疱疮和大疱性类天疱疮（ｂｕｌｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ，ＢＰ），好发于中老

年人，此类疾病诊断的主要方法依赖皮肤活检。随着分子生物

学的进展，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）成为大疱性疾病新的诊

断方法。本研究评价ＥＬＩＳＡ用于大疱性皮肤病血清学诊断的

临床应用及意义，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采集２０１０年３月至２０１２年１２月来重庆市

中医院就诊患者。其中天疱疮３４例，包括寻常型天疱疮

（ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ，ＰＶ）２５例，落叶型天疱疮（ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｆｏ

ｌｉａｃｅｕｓ，ＰＦ）９例；ＢＰ３２例，非大疱性皮肤病患者３３例（对照

组）。所有病例均经临床、组织病理和免疫病理确诊。ＰＶ的

诊断标准为皮肤出现松弛性水疱或糜烂，可累及黏膜，尼氏征

阳性。组织病理表现是基底层上水疱或裂隙形成并出现棘刺

松解细胞，直接免疫荧光显示表皮细胞间ＩｇＧ和Ｃ３的沉积。

ＰＦ的诊断标准为头面及躯干出现的红斑、糜烂、结痂，无黏膜

受累，尼氏征呈阳性，组织病理表现是颗粒层及其下方出现棘

刺松解水疱，直接免疫荧光显示表皮细胞间ＩｇＧ和Ｃ３的沉

积。ＢＰ的诊断标准为躯干、四肢出现厚壁、紧张的水疱，尼氏

征阴性，组织病理表现是表皮下水疱，免疫荧光显示基底膜带

有ＩｇＧ和Ｃ３的沉积。

１．２　主要仪器与试剂　试剂盒由 Ｍｅｄｉｃａｌ＆ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＬａｂｏ

ｒａｔｏｒｙＣｏ．Ｌｔｄ．提供，按照试剂盒说明进行操作。分别加入

１００Ｌ标准液１（阴性对照）、标准液２（阳性对照）、ＰＢＳ（空白对

照）和稀释后（１∶１０１）的患者和对照组血清，均设复孔，取１００

μＬ加入包被有桥粒芯糖蛋白１ （Ｄｓｇ１）、Ｄｓｇ３、ＢＰ抗原２

（ＢＰ１８０）抗原的微孔条带，置２５℃孵育６０ｍｉｎ。用ＰＢＳ清洗４

次，每孔加入结合有辣根过氧化物酶小鼠抗人ＩｇＧ１００ｍＬ，２５

℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗４次，并加入过氧化物酶底物（ＴＭＢ）

１００ｍＬ，２５℃孵育３０ｍｉｎ，最后加入终止液１００ｍＬ，将反应板

置于酶标仪４５０ｎｍ波长下读取各孔吸光度（犃值），以２个孔

的平均值作为每份样本的结果，计算ＥＬＩＳＡ值。

１．３　实验质控　Ｄｓｇ１、Ｄｓｇ３ＥＬＩＳＡ阳性对照犃 值需大于或

等于０．７０，阴性对照犃值需小于或等于０．１０，否则实验结果无

效。ＢＰ１８０阳性对照犃值需大于或等于０．５０，阴性对照犃值

需小于或等于０．１０，否则实验结果无效。

１．４　结果判断　Ｄｓｇ３ＥＬＩＳＡ≥２０为＋，≥７～＜２０为±，＜７

为－。Ｄｓｇ１ＥＬＩＳＡ≥２０为＋，≥１４～＜２０为±，＜１４为－。

ＢＰ１８０ＥＬＩＳＡ≥９为＋，＜９为－。

２　结　　果

３４例天疱疮患者，３２例ＢＰ患者临床表现、组织病理及直

接免疫荧光作为诊断的金标准，对９９例血清标本进行检测，见

表１，如果血清抗Ｄｓｇ１结果阳性而抗Ｄｓｇ３为阴性，则诊断落

叶型天疱疮。如果抗Ｄｓｇ３为阳性，不论抗Ｄｓｇ１为阴性还是

阳性则诊断寻常型天疱疮。ＥＬＩＳＡ法检测在大疱性皮肤病抗
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体的特异度为９３．９４％，敏感度为８７．８８％。

表１　　天疱疮患者Ｄｓｇ１、Ｄｓｇ３和ＢＰ１８０的表达情况

病例 狀
Ｄｓｇ１

＋ －

Ｄｓｇ３

＋ －

ＢＰ１８０

＋ －

ＰＶ ２５ ２ １ ２２ ３ ０ ０

ＰＦ ９ ７ ２ ０ ０ ０ ０

ＢＰ１８０ ３２ ０ ０ ０ ０ ２９ ３

对照组 ３３ ０ ０ ２ ０ ０ ０

３　讨　　论

天疱疮和ＢＰ是临床上常见的大疱性皮肤病，诊断主要依

赖临床表现、组织病理及免疫荧光检测，但组织病理及直接免

疫荧光检测均需要有创的皮肤活检，且因需做免疫荧光获取的

皮肤组织大于一般的皮肤病患者，患者以中老年为主，由于使

用激素和免疫抑制剂，活检伤口愈合时间较长，感染风险增加，

且免疫荧光检测的准确性与取材部位、发病时间等相关，易受

标本染色及诊断者主观判定的多种影响，因此随着分子生物学

的进展，应用ＥＬＩＳＡ检测天疱疮患者血清中抗桥粒芯糖蛋白

（ｄｅｓｍｏｇｌｅｉｎ，Ｄｓｇ）及ＢＰ血清的ＢＰ１８０的特异性抗体应用于临

床，并与直接免疫荧光法（ＤＩＦ）进行比较，以评价检测ＥＬＩＳＡ

检测作为诊断大疱性皮肤病的意义［１］。天疱疮抗原的Ｄｓｇ是

位于桥粒中的一种糖蛋白，在皮肤中，Ｄｓｇ１通常表达于整个表

皮层，但在表皮上部表达最强烈，Ｄｓｇ３表达于表皮的下半部

分，尤其是基底层及靠近基底层的部位，在黏膜部位，Ｄｓｇ１和

Ｄｓｇ３主要表达于鳞状上皮细胞，Ｄｓｇ３ 的表达通常高于

Ｄｓｇ１
［２３］。寻常型天疱疮的抗原为相对分子质量１３０×１０３ 的

Ｄｓｇ３，落叶型天疱疮的抗原为相对分子质量１６０×１０
３ 的

Ｄｓｇ１，当天疱疮抗体与Ｄｓｇ１或Ｄｓｇ３结合后，引起表皮细胞产

生并释放纤维蛋白溶酶原激活因子，它将纤维蛋白溶酶原转化

为纤维蛋白溶解酶，导致细胞间粘合物质破坏，而发生棘层细

胞松解，出现临床上的大疱［４５］。抗Ｄｓｇ１ＩｇＧ的血清能使正常

皮肤出现表皮内水疱，有学者提出当Ｄｓｇ１和 Ｄｓｇ３同时表达

于细胞中会有协同作用，认为抗Ｄｓｇ１ＩｇＧ能引起皮肤病变而

抗Ｄｓｇ３ＩｇＧ引起黏膜病变，血清中同时存在抗Ｄｓｇ１ＩｇＧ和抗

Ｄｓｇ３ＩｇＧ，因此引起皮肤和黏膜的病变。认为以皮肤病变为主

的天疱疮检测到Ｄｓｇ１的概率更大，而以黏膜为主的病变Ｄｓｇ３

更易检出［６］，皮肤黏膜都受累的病变两者均可检出。在本次检

测结果中，ＰＦ主要累及皮肤，主要检出Ｄｓｇ１，对于ＰＶ而言，

两者均检出，但以Ｄｓｇ３为主。近年的研究还显示ＰＶ的易感

性与Ｄｓｇ３的多态性密切相关
［７］，Ｄｓｇ３的表达可影响表皮的分

化和角质细胞的黏附。天疱疮和将患者的血清放在经重组

Ｄｓｇ１或Ｄｓｇ３蛋白包被的板子上进行ＥＬＩＳＡ检测，这样就可

以检测出直接抗Ｄｓｇ１或抗Ｄｓｇ３的特异性抗体。有学者在对

２３２例寻常型天疱疮的回顾性研究表明Ｄｓｇ３的特异性为９８．

７％，敏感性为９０．５％，认为对ＰＶ具有诊断价值
［８］。有报道认

为检测者可以通过此方法在血清学上鉴别寻常型和落叶型天

疱疮这两个亚型，而且ＥＬＩＳＡ的评分与疾病活动程度有关，并

有利于监测病情活动、制定激素减量计划、在临床表现出现前

预测疾病的复发［９１０］。但有人认为ＥＬＩＳＡ检测抗体的滴度与

疾病的严重程度、复发等不一定呈正相关，在ＰＶ的消退期检

测到相关抗体，而在疾病发作期间未检测到，认为桥粒芯蛋白

仅是细胞间黏附作用的一方面，电镜发现即使在棘刺松解的状

态下，细胞桥粒仍然是完整的，且近年来又发现新的抗原和自

身抗体结合引起表皮松解，用ＥＬＩＳＡ方法查出的抗原仅为一

个“结果”而不是天疱疮棘刺松解的始发原因［１１］。

ＢＰ患者血清中自身抗体的靶抗原主要是 ＢＰ２３０ 和

ＢＰ１８０，原来认为ＢＰ１８０是自身抗体的直接靶点，ＢＰ１８０与疾

病严重程度及瘙痒呈正相关［１２］，而抗ＢＰ２３０自身抗体则被认

为是其继发产物，目前认为抗ＢＰ２３０抗体加重炎症反应，同时

对ＢＰ１８０和 ＢＰ２３０抗体检测能增加实验的敏感性
［１３１４］。

ＢＰ１８０的主要表位位于接近细胞膜的区域，称为 ＮＣ１６ａ，大多

数患者的血清对重组的ＮＣ１６ａ蛋白起反应，有少数ＢＰ患者用

ＮＣ１６ａ试剂盒检测为阴性反应。本实验３２例患者有３例为阴

性，其原因是这些患者的抗原表位在ＮＣ１６ａ之外
［１５］。

本实验表明ＥＬＩＳＡ方法对大疱性皮肤病的诊断具有重要

的价值，敏感性和特异性分别为８７．８８％和９３．９４％，对于老年

或者内科疾病严重的患者，没有条件做皮肤活检或患者拒绝皮

肤活检的，此方法能被广泛接受。作者认为该法可作为大疱性

疾病的筛查方法，如结果与临床吻合则无需进一步检测，如结

果与临床诊断有争议，进一步做病理及免疫荧光检测，这不仅

减轻患者痛苦，也降低了医疗负担。
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Ｃｍｙｃ作为重要的转录调节因子，其表达产物是调控细胞

增殖过程中基因转录的反式作用因子，参与细胞内多种信号传

递和基因表达的启动，是细胞增殖中信号传导的必须调节因

子，其基因内含多个转录因子的结合位点，同时细胞内多种信

号通路也对其进行调控［１０１１］。影响细胞增殖是ｃｍｙｃ的主要

生物学功能，同时它也与细胞生长、分化、增殖、凋亡、周期调控

关联密切，其调节方向取决于外界信号对细胞的刺激以及细胞

所处的周围生理环境［１２１３］。ｃｍｙｃ可影响细胞周期，减少 Ｇ０／

Ｇ１ 期细胞数量，促进更多细胞进入Ｓ期，使静息细胞进入分裂

周期，因此，降低ｃｍｙｃ基因的表达可引起细胞周期阻滞
［３］。

猜测阻断ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路引起的 ＨＳＣＳ增殖受抑制与ｃ

ｍｙｃ因子作用于 ＨＳＣ周期调控有关。为证实以上猜测，我们

进一步检测了 ＨＳＣＳ周期分布以及ｃｍｙｃ基因的表达阳性率。

结果表明，ＳＢ２０３５８０阻断ｐ３８信号通路能使 ＨＳＣ细胞的增殖

活性受到抑制，同时处于周期Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞所占比例上升，

Ｓ期的细胞所占比例下降，而且ｃｍｙｃ基因表达阳性的细胞减

少。提示阻断ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路能使大鼠 ＨＳＣ的增殖活性

降低，其作用机制可能与引起 ＨＳＣ中ｃｍｙｃ基因表达的下调

以及减少细胞由Ｇ０／Ｇ１ 期进入Ｓ期的ＤＮＡ合成有关。

通过抑制 ＨＳＣ的活性，能减少其细胞外基质分泌，阻止以

及逆转肝纤维化的发生。本实验初步研究了ｐ３８ＭＡＰＫ信号

通路影响 ＨＳＣ活性的相关机制，证实了ｃｍｙｃ因子在其中发

挥的调控作用。结果对进一步阐明肝纤维化发生的信号机制，

寻找防治肝纤维化的可能途径以及抗肝纤维化新药的开发均

有重要意义。
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ｎｅｅｄｔｏｍｏｄｉｆｙｔｈｅｄｅｓｍｏｇｌｅｉｎｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎｔｈｅｏｒｙｉｎ

ｐｅｍｐｈｉｇｕｓｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＤｓｇＥＬＩＳＡｄａｔａａｎｄａｌｔｅｒｎａ

ｔｉｖｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＢｒＪＤｅｒｍａｔｏｌ，２０１３，１６８

（３）：６６９６７４．

［１２］ＷｏｎｇＭＭ，ＧｉｕｄｉｃｅＧＪ，ＦａｉｒｌｅｙＪＡ．Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｂｕｌ

ｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ［Ｊ］．ＧＩｔａｌＤｅｒｍａｔｏｌＶｅｎｅｒｅｏｌ，２００９，１４４

（４）：４１１４２１．

［１３］ＭｕｔａｓｉｍＤＦ．ＬｅｖｅｌｓｏｆａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏＢＰ１８０ｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈ

ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂｕｌｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ［Ｊ］．ＡｒｃｈＤｅｒｍａ

ｔｏｌ，２０００，１３６（２）：２５３２５４．

［１４］ＹａｎｇＢ，ＷａｎｇＣ，ＣｈｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉ

ｎａｔｉｏｎｏｆＢＰ１８０ＮＣ１６ａｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙａｎｄＢＰ２３０ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｉｎ

ｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｂｕｌｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＤｅｒｍａｔｏｌ

ＶｅｎｅｒｅｏｌＬｅｐｒｏｌ，２０１２，７８（６）：７２２７２７．

［１５］ＦａｉｒｌｅｙＪＡ，Ｂｒｅａｍ Ｍ，ＦｕｌｌｅｎｋａｍｐＣ，ｅｔａｌ．Ｍｉｓｓｉｎｇｔｈｅ

ｔａｒｇｅｔ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｕｌｌｏｕｓｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｈｏａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｕｓｉｎｇｔｈｅＢＰ１８０ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂａｎｔａｓｓａｙ［Ｊ］．ＪＡｍＡｃａｄＤｅｒｍａｔｏｌ，２０１３，６８（３）：

３９５４０３．

（收稿日期：２０１４０４１７　修回日期：２０１４０６２０）

０１３３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２５期


