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  [摘 要] 目的 探讨抗核抗体(ANA)DNA拓扑异构酶Ⅰ(TopoⅠ)型的核型特点及临床应用价值。方

法 选取2020年5月至2022年8月该院TopoⅠ型阳性患者24例,并分为SSc组(18例)和非SSc组(6例)。
分析ANA、抗核抗体谱(ANAs)检测结果,并比较2组TopoⅠ型滴度分布情况。结果 TopoⅠ型为包含5种

要素的HEp-2复合染色模式,包括细胞核染色、分裂中期染色体染色、核仁组织区染色、细胞质染色和核仁染

色,HEp-2细胞分裂中期染色体可出现不一致的染色特征,高滴度标本在高倍稀释下才能辨认。24例患者抗

Scl-70抗体检测均为阳性。SSc组TopoⅠ型滴度以≥1∶1
 

000为主,显著高于非SSc组,差异有统计学意义

(P<0.05)。结论 TopoⅠ型是一种特征明显、包含5种要素的HEp-2
 

IIF复合染色模式,与抗Scl-70抗体联

系密切。TopoⅠ型滴度越高,对SSc诊断的临床意义越大。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

characteristics
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

antinuclear
 

antibody(ANA)
 

DNA
 

topoisomerase
 

Ⅰ(Topo
 

Ⅰ).Methods A
 

total
 

of
 

24
 

Topo
 

Ⅰ
 

positive
 

patients
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

May
 

2020
 

to
 

August
 

2022
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

SSc
 

group(18
 

cases)
 

and
 

non-SSc
 

group(6
 

cases).The
 

test
 

results
 

of
 

ANA
 

and
 

ANAs
 

were
 

analyzed,and
 

the
 

distributions
 

of
 

Topo
 

Ⅰ
 

titer
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

com-
pared.Results Topo

 

Ⅰ
 

was
 

a
 

HEp-2
 

composite
 

staining
 

mode
 

containing
 

five
 

elements,including
 

nuclear
 

staining,metaphase
 

chromosome
 

staining,nucleolus
 

organizer
 

region
 

staining,cytoplasmic
 

staining
 

and
 

nucle-
olar

 

staining.HEp-2
 

cells
 

might
 

exhibit
 

inconsistent
 

chromosomal
 

staining
 

characteristics
 

during
 

metaphase
 

division,and
 

high
 

titer
 

specimens
 

needed
 

to
 

be
 

identified
 

at
 

high
 

dilution.All
 

24
 

patients
 

tested
 

positive
 

for
 

an-
ti

 

Scl-70
 

antibodies.The
 

Topo
 

I
 

titer
 

in
 

the
 

SSc
 

group
 

was
 

mainly
 

≥1:1
 

000,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

non-SSc
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

difference(P<0.05).Conclusion Topo
 

I
 

is
 

a
 

dis-
tinctive

 

HEp-2
 

composite
 

staining
 

pattern
 

that
 

contains
 

five
 

elements
 

and
 

is
 

closely
 

associated
 

with
 

anti
 

Scl-70
 

antibodies.The
 

higher
 

the
 

Topo
 

Type
 

I
 

titer,the
 

greater
 

the
 

clinical
 

significance
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

SSc.
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Ⅰ

  抗核抗体(ANA)作为自身免疫性疾病最常见的

自身抗体,已在国内外得到广泛应用,以 HEp-2细胞

为实验基质的间接免疫荧光法(IIF)被认为是 ANA
检测的参考方法[1-2]。2014年8月,在第12届自身抗

体和自身免疫国际研讨会上,形成了ANA荧光模型

国际共识(ICAP),定义了28种 HEp-2
 

IIF荧光模型

(AC1~AC28)[3];2017年,在第4届ICAP会议上增

加并定义了与DNA拓扑异构酶Ⅰ(TopoⅠ)抗体相

关的荧光模型:TopoⅠ型,编码为AC-29[4]。TopoⅠ
型对系统性硬化症(SSc)具有高度特异性,特别是对

弥漫型SSc和进行性SSc[5]。2018年,中国医师协会

风湿免疫科医师分会自身抗体检测专业委员会发布

了《抗核抗体检测的临床应用专家共识》[7],将28种

荧光报告模型引入国内并进行了详细解读,但尚未纳

入最新的TopoⅠ型(AC-29),国内关于此核型的报道

较少见。本院检验科在2020-2022年检出24例
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ANA
 

TopoⅠ型阳性患者,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 2020年5月至2022年8月,本院共

有11
 

133例住院患者 ANA 检测标本,其中24例

ANA(IIF)检测为TopoⅠ型阳性。24例患者中,男5
例,女19例;年龄31~80岁。根据患者入院时间依

次对病例编号为1~24号,其中18例患者临床诊断

为SSc(SSc组,根据2013年美国风湿病学会及欧洲

抗风湿病联盟联合制定的SSc分类诊断标准),其余6
例为非SSc(非SSc组,包括系统性红斑狼疮、间质性

肺炎、系统性血管炎、IgA肾病、溶血性贫血、糜烂性

胃炎)。
  

1.2 方法 (1)ANA检测:采用IIF,严格按照试剂

盒说明书进行操作,血清起始稀释度为1∶100,采用

3.2倍稀释系统,最后在EUROStar
 

Ⅲ
 

Plus荧光显

微镜下(40×)观察是否出现特征性荧光染色,出现特

异性荧光且滴度大于或等于1∶100判为阳性。(2)
抗核抗体谱(ANAs)检测:用免疫印迹法检测ANAs,
采用欧蒙ANAs(IgG)检测试剂盒在全自动免疫印迹

仪EUROBlotOne上进行检测和结果判读。ANAs
包括抗核糖核酸蛋白/Sm抗体、抗Sm抗体、抗SS-A

抗体、抗Ro-52抗体、抗SS-B抗体、抗Scl-70抗体、抗

PM-Scl抗体、抗Jo-1抗体、抗着丝点蛋白B抗体、抗
增殖细胞核抗原抗体、抗dsDNA抗体、抗核小体抗

体、抗组蛋白抗体、抗核糖体P蛋白抗体和抗线粒体

M2抗体共15种。IgG型 ANA 检测试剂盒(IIF)、

ANAs(IgG)检测试剂盒(免疫印迹法)均购自欧蒙(杭
州)医学实验诊断有限公司。

1.3 统计学处理 采用SPSS26.0软件进行统计分

析,计数 资 料 以 率 或 百 分 比 表 示,组 间 比 较 采 用

Fisher确切概率法,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ANA检测结果 分裂间期细胞核呈细颗粒荧

光染色;分裂中期细胞浓缩染色体呈细颗粒样增强荧

光;分裂期细胞与浓缩染色体相关的核仁组织区域

(NOR)有离散的点状荧光;分裂间期细胞质有较弱的

网状结构染色,核周模糊;核仁染色不一致。见图1。

TopoⅠ型分裂中期,细胞浓缩染色体一般呈细颗粒样

增强荧光,但也 有患者呈减弱的颗粒样荧光[6例

(25%)患者出现此特征]。见图2。对于高滴度标本,
在起始稀释度为1∶100时,TopoⅠ型的部分特征可能被

掩盖或发生改变,容易被误判为其他核型。见图3。

  注:细颗粒样增强荧光(大箭头);离散的点状荧光(小箭头);标本稀释度为1∶100。

图1  TopoⅠ型一般染色特征(400×)

  注:标本稀释度为1∶100,在同一张 HEp-2细胞片中,分裂中期染色体可出现不一致的染色特征,有的呈阳性(白色箭头),有的呈阴性(蓝色

箭头)。

图2  TopoⅠ型特殊染色特征(400×)

2.2 ANAs检测结果 24例患者 ANAs检测结果

如下:抗SS-A 抗体阳性3例,抗 Ro-52抗体阳性3
例,抗SS-B抗体阳性3例,抗Scl-70抗体阳性24例,
抗PM-Scl抗体阳性1例,抗着丝点蛋白B抗体阳性2

例,抗核小体抗体阳性2例,抗组蛋白抗体阳性1例,
其余0例,其中抗Scl-70抗体阳性率为100%。24例

抗Scl-70抗体阳性患者中,10例合并有其他特异性自

身抗体。
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2.3 SSc组与非SSc组 TopoⅠ型滴度分布情况比

较 SSc组 TopoⅠ型滴度以≥1∶1
 

000为主,占
66.7%,显著高于非SSc组的1.7%,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表1。

  注:11号患者按1∶100稀释时表现为核均质型,按1∶1
 

000稀释时表现为TopoⅠ型;17号患者按1∶100稀释时表现为核颗粒型,按1∶

1
 

000稀释时表现为TopoⅠ型。

图3  高滴度标本在起始稀释度时的染色变化(400×)

表1  SSc组与非SSc组TopoⅠ型滴度分布情况

   比较[n(%)]

组别 n 1∶100 1∶320 ≥1∶1
 

000

SSc组 18 0 6(33.3) 12(66.7)*

非SSc组 6 2(33.3) 3(50.0) 1(1.7)

  注:与非SSc组比较,*P<0.05。

3 讨  论

以 HEp-2细胞为基质的IIF作为 ANA检测的

参考方法,在自身免疫性疾病的筛查中具有重要作

用,HEp-2
 

IIF荧光模型可提示标本中可能存在相关

特异性自身抗体,ICAP目前共定义了29种阳性荧光

模型,并在ICAP网站(www.ANApatterns.org)归纳

了不同荧光核型所对应的临床意义[5],其中TopoⅠ
型即为最新的 HEp-2

 

IIF荧光模型。抗DNA
 

Topo
Ⅰ抗体于1979年首次在SSc患者血清中经免疫印迹

法发现,其可识别70
 

kDa的Scl-70抗原[7]。随后,

Scl-70抗原被证明是100
 

kDa
 

DNA
 

TopoⅠ的1个片

段[8-9],因此抗 TopoⅠ抗体又称为抗 Scl-70抗体。

2009年,DELLAVANCE等[10]重新定义了Scl-70
 

IIF
模式,并论证了其与抗DNA

 

TopoⅠ抗体产生的复合

荧光模式相关。该荧光模式包含5个细胞区域的染

色:(1)分裂间期细胞核呈细颗粒染色;(2)分裂中期

浓缩 染 色 体 持 续 染 色;(3)分 裂 中 期 染 色 体 类 似

NOR,有散在增强的点状荧光;(4)细胞质有微弱的网

状染色,从核周区域延伸到细胞膜;(5)核仁染色微弱

且荧光增强不一致。2017年,DNA
 

TopoⅠ型终于得

到专家们的一致认可,并将其纳入ANA模型国际共

识体系。
本研究中,24例患者的 ANA 荧光表现均符合

TopoⅠ型特点,且患者ANAs检测结果显示,抗Scl-
70抗体阳性率为100%,与 ANA检测结果相吻合。
本研究结果显示,TopoⅠ型除了满足上述5个一般特

征外,还有1个特殊的现象:HEp-2细胞分裂中期,浓

缩染色体并不总是出现增强的荧光染色,有时还会呈

减弱的荧光染色,甚至为阴性。本研究中,25%的患

者中期染色体呈减弱的颗粒样荧光,排除手工操作不

当的原因,从5号患者与7号患者的HEp-2细胞片中

可清楚地看到在同一个高倍镜视野中,分裂中期染色

体可出现不一致的染色特征,有的呈阳性,有的呈阴

性,在其他ANA核型中很少见到。其可能原因有以

下3个方面:(1)抗原因素。TopoⅠ为存在于细胞核

的一类酶,HEp-2细胞分裂中期染色体的浓缩可能影

响TopoⅠ的分布,也可能是细胞分裂的某一过程中,

TopoⅠ水平减少。(2)抗体因素。抗DNA
 

TopoⅠ抗

体可识别TopoⅠ上的多个位点,对不同位点的亲和

力可能存在差异。(3)试剂生产厂家因素。不同厂家

生产工艺的差别也可导致荧光染色的变化。陶月

等[11]也介绍了新核型 AC-29的特点,提到分裂中期

浓缩染色体呈均一、细斑点样荧光染色,但未提及浓

缩染色体可能呈阴性的情况,这或许是TopoⅠ型的

另一个特征性表现。
作为ANA最新的荧光核型,对于TopoⅠ型的判

读具有一定的挑战性,在其5个核型特征中,间期细

胞浆网状染色不易被观察到,这主要是由于胞浆染色

较弱,在1∶80或1∶100稀释度下不易被观察到[12]。
另外,当染色体染色强度较高时,NOR区点状染色不

易发现,镜检时缓慢上下微调有助于观察 NOR区染

色。当滴度较高时,TopoⅠ型的部分特征会发生改变

或被掩盖,如NOR区点状染色不可见,浓缩染色体可

呈阴性,给判读带来困难,容易导致核型判断错误。
本研究结果显示,在起始稀释度时,11号患者表现为

核均质型,17号患者表现为核颗粒型,当进一步稀释

1
 

000倍时,TopoⅠ型的5个特征才表现出来,这或许

与抗原抗体反应的前带效应有关,抗原与抗体的结合

具有比例性[13],当标本中抗体浓度过高时,反而不能

与HEp-2细胞中相应的抗原牢固结合,从而导致荧光
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染色特征发生变化。胡琼文等[14]研究显示,采用IIF
检测高滴度ANA标本时,在低稀释度时容易产生前

带效应,从而导致错误的判断。这与本研究结果一

致,因此应引起临床检验实验室的重视。本研究结果

显示,SSc组 TopoⅠ型滴度以≥1∶1
 

000为主,占

66.7%,显著高于非SSc组的1.7%,差异有统计学意

义(P<0.05)。提示TopoⅠ型滴度越高,对SSc诊断

的临床意义越大。TEBO等[15]研究认为,单独采用抗

TopoⅠ抗体可能不足以诊断SSc,有63%的抗TopoⅠ抗
体阳性患者被诊断为非SSc,ANA

 

IIF检测阳性且抗

TopoⅠ抗体水平显著升高时可支持SSc的诊断。
综上所述,TopoⅠ型是一种特征明显、包含5种

要素的HEp-2
 

IIF复合染色模式,与抗Scl-70抗体联

系密切,可提示临床进一步进行抗Scl-70抗体的检

查。TopoⅠ型滴度越高,对SSc诊断的临床意义越

大。但是,对于高滴度标本,在起始稀释度较低时,

TopoⅠ型容易被误判为其他核型。准确判读TopoⅠ
型还具有一定的挑战性,国内医学免疫检验人员应加

强对ANA新型荧光模式TopoⅠ型的学习。
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