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１２０例肝功能损伤患者线粒体抗体及其 Ｍ２亚型检测结果分析


邹　麟，肖　然，陈　瀑

（重庆医科大学附属第一医院检验科　４０００１６）

　　摘　要：目的　检测肝功能损伤患者血清中抗线粒体抗体（ＡＭＡ）、ＡＭＡＭ２水平，探讨肝功能损伤患者抗线粒体抗体、抗线

粒体抗体 Ｍ２检测对诊断原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）的重要性。方法　应用酶联免疫法检测丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）高于

７０Ｕ／Ｌ的患者血清样本中的ＡＭＡＭ２，阳性者同时用免疫印迹法进行 ＡＭＡＭ２检测，间接荧光免疫法（ＩＩＦ）检测 ＡＭＡ。结果

　１２０例血清样本中ＥＬＩＳＡ法、免疫印迹法ＡＭＡＭ２阳性６例，间接免疫荧光法ＡＭＡ均为阳性。结论　临床上应重视对血清

ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２抗体测定，有助于早期ＰＢＣ的诊断。
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　　抗线粒体抗体（ＡＭＡ）由 Ｍａｏｋｅｙ等于１９５８年首次于原

发性胆汁性肝硬化（ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＰＢＣ）患者血清中

发现，是一种无器官特异性也无种属特异性的自身抗体。根据

靶抗原不同，ＡＭＡ可被分为 Ｍ１～Ｍ９共９个亚型
［１］。ＰＢＣ是

一种由自身免疫机制导致的慢性进行性胆汁淤积性肝脏疾病，

好发于３５～６５岁妇女
［２］。ＰＢＣ并无特异性临床症状，多数患

者仅表现为不明原因的肝功能异常，病程持续数年至数十年，

最后进展为胆汁性肝硬化。目前，诊断依赖于临床表现、病理

组织学检查和特异性自身抗体检测。在ＰＢＣ患者中发现４种

类型的抗线粒体抗体（抗 Ｍ２、Ｍ４、Ｍ８和 Ｍ９抗体）。ＡＭＡ

Ｍ２是ＰＢＣ最为灵敏和最为特异的诊断标志，疾病早期即可出

现，在９４％ＰＢＣ患者血清中检测到 ＡＭＡＭ２
［３．４］。本研究旨

在通过对肝功能损伤患者血清中ＡＭＡ及ＡＭＡＭ２水平回顾

性分析，强调检测血清ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２抗体水平，能为临床医

生早期鉴别诊断ＰＢＣ提供重要依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年１１月至２０１１年２月于重庆医

科大学附属第一医院病毒性肝炎标志物（甲、乙、丙、戊）检测均

为阴性，丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）高于７０Ｕ／Ｌ的１２０例住院

患者血清进行回顾性分析，收集２０例２０～６０岁健康体检者

（男、女各１０例）血清作为健康对照血清，进行 ＡＭＡ、ＡＭＡ

Ｍ２检测。

１．２　试剂　欧蒙公司提供自身抗体ＩｇＧ检测试剂盒（间接免

疫荧光法）检测线粒体抗体，抗 Ｍ２３Ｅ抗体ＥＬＩＳＡ法、抗核抗

体谱（ＩｇＧ）检测试剂盒（欧蒙印迹法）检测线粒体抗体 Ｍ２。

１．３　方法

１．３．１　酶联免疫法　检测线粒体抗体ＡＭＡＭ２，按照试剂说

明书标准操作程序，分别以３份标准血清的浓度（相对单位数）

和其吸光度为横、纵坐标（线性／线性）以点对点的方式做标准

曲线，并根据标准曲线点对点求出患者血清中抗体浓度，以大

于或等于２０Ｕ／ｍＬ为阳性。

１．３．２　欧蒙线性免疫印迹法　检测线粒体抗体 ＡＭＡＭ２。

将高纯度的包括ＡＭＡＭ２等１４种抗原分别平行包被于检测

膜条上，试验时将膜条放置于温育槽中，按照试剂说明书提供

标准操作程序，进行孵育、清洗、加入碱性磷酸酶标记第二抗体

再孵育，清洗、显色后，运用欧蒙厂家提供ＥＵＲＯＬＩＮＥＳＣＡＮ

软件进行扫描分析。

１．３．３　间接免疫荧光法检测线粒体抗体ＡＭＡ　采用 ＨＥＰ２

细胞和三种组织（猴肝脏、大鼠肾和胃组织）的冰冻切片作为抗

原，采用生物薄片马赛克技术将带有细胞和组织的３种切片组

合成一个反应区。血清稀释度为大于或等于１∶１００为阳性。

以上３种方法均阳性的６例标本结果见表１。
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１．３．４　对３种方法测定为阳性的患者肝功能进行比较分析　

判断血清肝功能异常指标采用重庆医科大学附属第一医院检

验科制定的正常值参考范围：ＡＬＴ为０～４０Ｕ／Ｌ，门冬氨酸氨

基转移酶（ＡＳＴ）为０～４０Ｕ／Ｌ，γ谷氨酰基转移酶（γＧＴ）为

０～４０Ｕ／Ｌ，碱性磷酸酶（ＡＬＰ）为４０～１５０Ｕ／Ｌ。

２　结　　果

２．１　２０例健康体检者血清用上述试剂检测ＡＭＡＭ２抗体水

平分布在 ０．２～１５．９ Ｕ／ｍＬ 范围内，均值为 ３．９ Ｕ／ｍＬ

（ＳＤ＝±３．２Ｕ／ｍＬ），间接免疫荧光法，印迹法结果均为阴性。

ＡＬＴ高于７０Ｕ／Ｌ的１２０例血清样本中ＡＭＡ阳性样本６例，

间接免疫荧光法检测滴度在１∶１００～１∶１００００，ＡＭＡＭ２抗

体浓度在２３．１～４００．７，印迹法 Ｍ２抗体检测，阳性程度在＋～

＋＋＋＋之间，结果见表１。

２．２　６例ＡＭＡＭ２阳性患者均有不同程度的 ＡＬＴ、γＧＴ升

高，５例患者ＡＳＴ升高，５例患者ＡＬＰ升高，结果见表２。

表１　　ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２检测结果

编号
ＡＭＡＭ２

抗体浓度（ＲＵ／ｍＬ）

ＡＭＡＭ２

（线性免疫印迹法）

ＡＭＡ

（ＩＩＦ法）

１ ３０．３ 阳性２＋ 阳性１∶１００

２ ４００．７ 阳性４＋ 阳性１∶３２０００

３ ３１．９９ 阳性２＋ 阳性１∶３２０

４ ８５．７３ 阳性３＋ 阳性１∶３２０

５ ２７．９ 阳性１＋ 阳性１∶１００

６ ２６３．４５ 阳性４＋ 阳性１∶１００００

表２　　ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２阳性患者肝功能指标情况

编号 诊断 性别 年龄（岁） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ） γＧＴ（Ｕ／Ｌ）

１ 胆道感染 女 ７７ ７５ ９４ １０７９ ９１４

２ 胸膜栓压缩性骨折 女 ７５ ９７ ７５ １２６ １５６

３ 多器官功能衰竭 男 ２０ ２３３ ８３ １７０ ３６０

４ 原发性胆汁性肝硬化 男 ７３ １６９ １８９ １２６ ２２５

５ 原发性高血压 女 ７２ １０１ １５１ ４３８ ４６２

６ 药物性肝炎 女 ３９ １９７ ３０ １７５１ ２３０

２．３　将 ＡＭＡＭ２阳性患者与阴性患者的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ、

γＧＴ分别进行统计，以狓±狊表示，虽然由于阳性组的例数太

少，不能将两组数据进行统计学分析，但可以清楚看出 ＡＭＡ

Ｍ２阳性组的患者ＡＬＰ、γＧＴ有明显高于阴性组患者的趋势，

这与其他相关报道一致［５］，结果见表３。

表３　　ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ、γＧＴ结果比较（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

实验室指标
ＡＭＡＭ２阴性患者

检测值

ＡＭＡＭ２阳性患者

检测值

ＡＬＴ １７３．９±１９５．７ １４５．３±６３．５

ＡＳＴ １１８．９±１４９．１ １０３．６±５７．１

ＡＬＰ １１９．８±６９．９ ６１５．０±６６５．３

γＧＴ １３３．７±１２６．９ ３９１．１±２７８．７

３　讨　　论

美国肝脏病学会２００９年制定的有关ＰＢＣ的诊断标准包

括［６］：（１）存在胆汁淤积的生化证据；（２）ＡＭＡ阳性；（３）组织

学上存在非化脓性破坏性胆管炎以及小叶间胆管损伤的表现。

当满足以上三条标准中的两条可诊断ＰＢＣ。由此可见，如果

ＡＭＡ阳性，可以不做肝脏穿刺活检，如果 ＡＭＡ阴性，则一定

要有肝脏穿刺组织病理学证据才能诊断为ＰＢＣ。其他众多研

究者提出的ＰＢＣ诊断标准都将ＡＭＡ作为诊断ＰＢＣ的重要实

验室指标［７］，但ＡＭＡ阳性并不等于一定是ＰＢＣ。研究者发现

ＰＢＣ患者中有４种类型的抗线粒体抗体（抗 Ｍ２、Ｍ４、Ｍ８和

Ｍ９抗体），其中 Ｍ２亚型是ＰＢＣ患者早期血清中 ＡＭＡ反应

的主要成分，其本质是线粒体内膜上的丙酮酸脱氢酶和α酮酸

脱氢酶的复合体，对ＰＢＣ诊断最具特异性
［８］。本研究１２０例

肝功能损伤患者，用酶联免疫法检测发现有６例 ＡＭＡＭ２抗

体阳性，其次用免疫印迹法和ＡＭＡ间接免疫荧光法验证均为

阳性。虽然ＡＭＡＭ２为ＡＭＡ的亚型，但间接免疫荧光法检

测ＡＭＡ诊断ＰＢＣ的敏感性低于ＥＬＩＳＡ法检测ＡＭＡＭ２，会

漏掉部分ＡＭＡ阴性而 ＡＭＡＭ２阳性的患者
［９］，因而本实验

对１２０例标本均先采用酶联免疫法测定其 ＡＭＡＭ２抗体。

ＡＭＡＭ２靶抗原主要有３个：ＰＤＣＥ２、ＢＣＯＡＤＣＥ２和 ＯＧ

ＤＣＥ２ｌ２
［１０］。本实验采用抗ＡＭＡ、Ｍ２３Ｅ抗体ＥＬＩＳＡ法试剂

进行检验，与经典抗 Ｍ２抗体ＥＬＩＳＡ相比，人工多肽ＢＰＯ与

天然ＰＤＨ组合作为基质的抗 Ｍ２３Ｅ抗体ＥＬＩＳＡ敏感性提高

了１４％，特异性基本相同
［１１１２］。

本研究６例ＡＭＡ阳性患者中，其病毒肝炎标志物均为阴

性。１例入院初期诊断为酒精性肝硬化，检测 ＡＭＡ为阳性后

为明确诊断为ＰＢＣ提供了重要依据。其余５例阳性患者均未

进行过ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２检测，也并未诊断为ＰＢＣ，但其生化指

标以反映胆汁淤积的血清γＧＴ、ＡＬＰ升高为突出表现，尤以

γＧＴ最为突出，均大于３倍参考值，ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平仅为轻

至中度升高，其ＡＭＡＭ２水平升高明显，且以大于３５岁女性

居多，这与其他相关报道一致［５］。Ｍｅｔｃａｌｆ等对２９例 ＡＭＡ

Ｍ２亚型阳性而无临床表现患者进行肝穿刺病理研究，发现

９３％患者表现提示或符合ＰＢＣ，经随访，７６％的患者在２年内

出现ＰＢＣ临床表现
［１３］。病理检查为ＰＢＣ诊断的“金标准”，但

患者对肝穿刺活检的依从性差，且肝穿刺活检不一定能取到病

变典型部位，临床实用价值有限。因而有学者认为 ＡＭＡＭ２

抗体阳性者，即使无相应的临床症状和生化指标改变，也应考

虑为ＰＢＣ，而不必进行病理检查
［９］。通过对本实验结果的分

析，认为此６例ＡＭＡＭ２阳性的病例如果当时进行了 ＡＭＡ、

ＡＭＡＭ２检测，会为医生诊断提供重要的思路，也应该被诊断

为ＰＢＣ。
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ＰＢＣ有一个漫长的疾病过程，可分为４个阶段：（１）ＡＭＡ

Ｍ２阳性，肝功能正常，无症状；（２）ＡＭＡＭ２阳性，肝功能异常

（特别是碱性磷酸酶），无症状；（３）出现慢性胆汁淤积的临床表

现；（４）肝硬化。ＰＢＣ患者初起无典型症状，易误诊为病毒性

肝炎等［１４］。因此，对肝功能常规检查时发现 ＡＬＰ和ＧＧＴ增

高的高危人群，应及时检测 ＡＭＡＭ２抗体，有助于早期诊断

和治疗。一般来说，ＰＢＣ患者从无症状到出现症状，平均约

６～８年或更长时间。血清 ＡＭＡ、ＡＭＡＭ２阳性是ＰＢＣ最突

出的异常免疫学指标，在肝功能正常和无症状时即可出现，其

阳性率可达９５％以上，是重要的早期诊断手段
［１５］。因此，对于

无症状患者，早期作ＡＭＡ的检查是十分必要的，无症状阶段

不易诊断，一旦肝脏损害进入失代偿期阶段病情则难以控制，

可以引起多系统受损，通过本实验的分析发现，对于原因不明

的肝功能损伤，临床上重视ＡＭＡ及ＡＭＡＭ２的检测，能提高

对疾病诊断及鉴别诊断的临床应用价值，使更多患者得到早期

的正确治疗。
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