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间接免疫荧光法与蛋白质免疫印迹试验 
检测自身免疫性肝炎抗体的效果

张婷

【摘要】 目的 分析采用间接免疫荧光法与蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测自身免疫性

肝炎（AIH）抗体的效果。方法 选择 2017 年 2 月— 2018 年 6 月云南省滇南中心医院（红河哈尼族彝族自

治州第一人民医院）收治的 231 例肝炎患者作为研究对象，包括 AIH 组（33 例）、病毒性肝炎组（136 例）、 

原发性胆汁性肝硬化（PBC）组（59 例）和原发性硬化性胆管炎（PSC）组（3 例）；另选择同期 63 名健康体检

者作为健康对照组。采用间接免疫荧光法检测 AIH 中抗核抗体（ANA），采用 Western blotting 检测抗线粒体

抗体 M2（AMA-M2）、抗肝 / 肾微粒体抗体Ⅰ型（LKM-1）、抗可溶性肝抗原抗体 / 肝胰抗原抗体（SLA/LP）、抗 

平滑肌抗体（ASMA）与抗肝细胞溶质抗原Ⅰ型抗体（LC-1）等。结果 ANA 在 AIH 组、PBC 组、PSC 组的阳性

检出率明显高于病毒性肝炎组和健康对照组〔72.73%（24/33）、88.14%（52/59）、66.67%（2/3）比 30.15%（41/136）、 

6.35%（4/63），均 P＜0.05〕；AIH 组中 LKM-1、LC-1、SLA/LP、ASMA 的阳性率以及 PBC 组中 AMA-M2 的阳

性率均明显高于病毒性肝炎组和健康对照组〔LKM-1：15.15%（5/33）比 0.74%（1/136）、0.00%（0/63），LC-1：

9.09%（3/33）比 0.00%（0/136）、0.00%（0/63），SLA/LP ：3.03%（1/33）比 0.00%（0/136）、0.00%（0/63），ASMA ：

57.58%（19/33）比 0.74%（1/136）、0.00%（0/63），AMA-M2：93.22%（55/59）比 4.41%（6/136）、0.00%（0/63），均 

P＜0.05〕。结论 临床上针对 AIH 抗体采用间接免疫荧光法联合 Western blotting 检测，具有较高的诊断

效率，值得推广应用。

【关键词】 自身免疫性肝炎 ； 抗体 ； 蛋白质免疫印迹试验 ； 间接免疫荧光法
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【Abstract】 Objective To analyze the effect of indirect immunofluorescence and Western blotting in 

detection of autoimmune hepatitis (AIH) antibodies. Methods The patients with hepatitis admitted to Yunnan 

Diannan Central Hospital (the First People's Hospital of Honghe Hani Yi Autonomous Prefecture) from February 

2017 to June 2018 were selected as research objects, including AIH group (33 cases), viral hepatitis group  

(136 cases), primary biliary cirrhosis (PBC) group (59 cases) and primary sclerosing cholangitis (PSC) group (3 cases). 

In addition, 63 healthy people in the same period were selected as the healthy control group. The antinuclear antibody 

(ANA) test was carried out using indirect immunofluorescence, and anti-mitochondrial M2 antibody (AMA-M2), 

anti-liver/renal microsomal antibody type-Ⅰ(LKM-1), anti-soluble liver antigen antibody/liver pancreatic antigen 

antibody (SLA/LP), anti-smooth muscle antibody (ASMA) and anti-hepatocyte solute antigen typeⅠantibodies (LC-1)  

detection was performed by Western blotting. Results The positive rates of ANA in AIH group, PBC group and 

PSC group were significantly higher than those in viral hepatitis group and healthy control group [72.73% (24/33), 

88.14% (52/59), 66.67% (2/3) vs. 30.15% (41/136), 6.35% (4/63), all P < 0.05]. The positive rates of LKM-1, LC-1,  

SLA/LP, ASMA in AIH group and AMA-M2 in PBC group were significantly higher than those in viral hepatitis 

group and healthy control group [LKM-1: 15.15% (5/33) vs. 0.74% (1/136), 0.00% (0/63), LC-1: 9.09% (3/33) vs. 

0.00% (0/136), 0.00% (0/63), SLA/LP: 3.03% (1/33) vs. 0.00% (0/136), 0.00% (0/63), ASMA: 57.58% (19/33) 

vs. 0.74% (1/136), 0.00% (0/63), AMA-M2: 93.22% (55/59) vs. 4.41% (6/136), 0.00% (0/63), all P < 0.05].  

Conclusion The clinical use of indirect immunofluorescence and Western blotting to detect AIH antibodies has 

a high diagnostic efficiency and is worthy of popularization.
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 自 身 免 疫 性 肝 炎（autoimmune hepatitis，AIH）

是临床常见的一种肝脏炎性病变，以肝实质细胞损

害为主要症状［1］，但具体发病原因尚不明确。AIH

可分为 1 型和 2 型，女性患者多于男性患者。有研

究表明，AIH 可能与人类白细胞抗原 -DR4（human 

leukocyte antigen-DR4，HLA-DR4）和 HLA-DR3 等有

关，临床特征是高丙种球蛋白血症和一系列自身免

疫反应，患者的肝脏汇管区会出现碎屑样坏死［2-3］。 

有研究表明，AIH 患者血清中可检出一种或多种自

身抗体，检测自身抗体对 AIH 的诊断有重要意义。

为做好 AIH 的防控工作，本院采用间接免疫荧光法

联合蛋白质免疫印迹法（Western blotting）检测 AIH

患者自身抗体，获得了良好成效，现报告如下。

1 资料与方法 

1.1 研究对象与分组　选择 2017 年 2 月—2018 年 

6 月本院收治的 231 例肝炎患者作为研究对象，所

有患者均接受常规治疗 ；排除合并肝硬化或肝肿瘤

患者、对本次实验不配合患者以及精神障碍和沟通

障碍患者［4-5］。根据不同疾病类型将患者分为病毒

性肝炎组（136 例）、AIH 组（33 例）、原发性胆汁性肝

硬化（primary biliary cirrhosis，PBC）组（59 例）以及

原发性硬化性胆管炎（primary sclerosing cholangitis， 

PSC）组（3 例）；另选同期 63 名健康体检者作为健

康对照组。

1.2 检测方法

1.2.1 仪器与试剂　EURO Blot MASTERⅡ免疫印

迹仪购自欧蒙医学诊断（中国）有限公司，AIH IgG

类抗体检测试剂盒以及其他试剂均为德国高规格实

验医学临床诊断公司生产的统一规格试剂。

1.2.2 抗核抗体（antinuclear antibody，ANA）检测　

采用间接免疫荧光法，选择相同标准检测试剂进行

检测，选用的抗原基质为猴肝组织细胞和人喉癌上

皮细胞（HEP-2 细胞），操作严格按照试剂盒上对于

检测项目的执行要求与步骤进行，制片后利用甘油

完全封闭，以防检测结果发生改变。在荧光显微镜

下观察，若在组织与细胞内部可见特异性荧光，则判

定为阳性［6］。

1.2.3 抗肝抗原自身抗体检测　采用 Western blotting 

测定抗线粒体抗体（anti-microsomal antibody，AMA）、 

抗线粒体抗体 M2（anti-mitochondrial antibody M2，

AMA-M2）、抗肝 / 肾微粒体抗体Ⅰ型（anti-liver/renal 

microsomal antibody type-Ⅰ，LKM-1）、抗可溶性肝

抗原抗体 / 肝胰抗原抗体（anti-soluble liver antigen 

antibody/liver pancreatic antigen antibody，SLA/LP）、抗

平滑肌抗体（anti-smooth muscle antibody，ASMA）与

抗肝细胞溶质抗原Ⅰ型抗体（anti-hepatocyte solute 

antigen typeⅠantibodies，LC-1）。主要步骤为 ：将合

适的膜条置于印迹检测仪中，将仪器设置为可自动

运行的参数标准，并与符合标准的对照条带图进行

比较，尤其注意特定观察区条带情况，若可见色带且

色带清晰，则判定检测对象为阳性，反之为阴性［7］。

1.3 伦理学　本研究符合医学伦理学标准，并通过

本院伦理审批（审批号 ：20201012），对受试者的检

测均获得过本人或家属的知情同意。

1.4 统计学方法　采用 SPSS 22.0 统计软件对数据

进行处理，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准

差（x±s）表示，采用 t 检验；计数资料以例（%）表示，

采用 χ2 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果 

2.1 采用间接免疫荧光法对各组 ANA 的检出率

比较　AIH 组、PBC 组、PSC 组的 ANA 阳性率均明

显高于病毒性肝炎组和健康对照组（均 P＜0.05）。 

见表 1。

2.2 采用 Western blotting 对各组抗肝抗原自身抗体

的检出率比较　在 AIH 组中，LKM-1、LC-1、SLA/LP 

和 ASMA 的阳性率均明显高于病毒性肝炎组和健

康对照组，PBC 组中 AMA-M2 的阳性率明显高于病

毒性肝炎组和健康对照组（均 P＜0.05）。见表 2。

表 1 间接免疫荧光法对各组 ANA 的检出率比较

组别
例数

（例）
ANA 检出率
〔%（例）〕

ANA 类型〔例（%）〕

核颗粒 均质 细胞质 核仁 核点 核膜

AIH 组   33 72.73（24） ab 12（50.00） 5（20.83）   6（25.00） 1（4.17） 0（0.00） 0（0.00） 

PBC 组   59 88.14（52） ab 20（38.46） 4（  7.69） 23（44.23） 2（3.85） 2（3.85） 1（1.92）

PSC 组     3 66.67（  2） ab   1（50.00） 1（50.00）   0（  0.00） 0（0.00） 0（0.00） 0（0.00）

病毒性肝炎组 136 30.15（41） 25（60.96） 7（17.07）   9（21.95） 0（0.00） 0（0.00） 0（0.00）

健康对照组   63   6.35（  4）   3（75.00） 0（  0.00）   1（25.00） 0（0.00） 0（0.00） 0（0.00）

　注：ANA 为抗核抗体，AIH 为自身免疫性肝病，PBC 为原发性胆汁性肝硬化，PSC 为原发性硬化性胆管炎；与病毒性肝炎组比较，aP＜0.05；
与健康对照组比较，bP＜0.05 
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 我国作为慢性肝病的高发地区，需要加大防控

力度。近几年数据调查显示，虽然病毒性肝炎仍旧

占较大比例，但非病毒性肝病的患者数也在不断上

升，AIH 就是其中一种［8-9］。AIH 患者最主要的临床

表现为肝脏损伤，还有可能出现和急性肝病与慢性

肝病相似的非特异性症状，因此常与病毒性肝炎混

淆，易出现误诊和漏诊［10］。但是这两种疾病的治疗

方法截然不同，因此及时辨别诊断并给予针对性治

疗对改善患者预后十分重要。AIH 为实质性肝脏病

变，多发于青年女性，患者肝小叶周围会逐渐出现碎

屑样坏死，肝细胞呈气球样变和水肿变性，肝小胆管

在此期间并未发生明显损伤［11］。而在一段时间后

若未能给予有效的干预措施，肝小叶组织就会异常

增生，逐渐发展为肝硬化［12］。老年 AIH 患者常伴有

一种或多种肝外自身免疫疾病，如系统性红斑狼疮、

类风湿关节炎、干燥综合征等，需引起临床重视［1］。

 AIH 在临床上不具备典型特征，既往由于对

AIH 认识不足以及检测水平限制，常出现漏诊和误

诊［13］。除了食欲减退、乏力、腹胀等临床表现外，

医师通常根据患者的多种自身抗体（包括 ASMA、

ANA、LC-1、SLA/LP、LKM-1 等）检测结果对 AIH 进

行诊断［14］。其中 ANA 是最常见的一种自身抗体，

但并不是特异性诊断指标，ANA 也可能出现在其

他自身免疫疾病患者体内。本研究结果显示，AIH

组的 ANA 阳性率达到了 72.73%，核型主要为核颗

粒型和细胞质型，PBC 组患者的 ANA 阳性率高达

88.14%，且 AMA-M2 阳性率高达 93.22%。根据自

身抗体的不同种类，国际相关组织将 AIH 分为 3 种

亚型，其中Ⅰ型 AIH 以 ANA 和 ASMA 阳性为主要

特征；Ⅱ型 AIH 以 LC-1 和 LKM-1 阳性为主要特征，

Ⅲ型 AIH 以 SLA/LP 阳性为主要特征［15］。

 由于临床诊断 AIH 存在较多的漏诊和误诊，因

此可以采用间接免疫荧光法联合 Western blotting 进

行检测，不仅能提高诊断的准确率，还能帮助临床进

行疾病分型，具有十分广阔的应用前景。
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表 2 Western blotting 对各组抗肝抗原自身抗体的
检出率比较

组别
例数

（例）

抗肝抗原自身抗体检出率〔%（例）〕

LKM-1 LC-1 SLA/LP

AIH 组   33 15.15（5） ab 9.09（3） ab 3.03（1） ab

PBC 组   59   0.00（0） 0.00（0） 0.00（0）
PSC 组     3   0.00（0） 0.00（0） 0.00（0）
病毒性肝炎组 136   0.74（1） 0.00（0） 0.00（0）
健康对照组   63   0.00（0） 0.00（0） 0.00（0）

组别
例数

（例）

抗肝抗原自身抗体检出率〔%（例）〕

AMA-M2 ASMA

AIH 组   33   0.00（  0） 57.58（19） ab

PBC 组   59 93.22（55） b   0.00（  0）
PSC 组     3   0.00（  0）   0.00（  0）
病毒性肝炎组 136   0.00（  0）   0.00（  0）
健康对照组   63   0.00（  0）   0.00（  0）

　注 ：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，AIH 为自身免疫性
肝病，PBC 为原发性胆汁性肝硬化，PSC 为原发性硬化性胆管炎，
LKM-1 为抗肝 / 肾微粒体抗体Ⅰ型，LC-1 为抗肝细胞溶质抗原Ⅰ
型抗体，SLA/LP 为抗可溶性肝抗原抗体 / 肝胰抗原抗体，AMA-M2
为抗线粒体抗体 M2，ASMA 为抗平滑肌抗体；与病毒性肝炎组比较， 
aP＜0.05 ；与健康对照组比较，bP＜0.05


