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·临床研究·

酶联免疫斑点直接法与预孵育法检测
胰岛抗原特异性T细胞反应的比较
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【摘要】 目的 探讨酶联免疫斑点（ELISPOT）加速树突状细胞成熟的预孵育法（acDCs）和直接

检测法检测1型糖尿病（T1DM）患者外周血中胰岛全长抗原特异性T细胞反应的优劣。方法 选取

2012年 3月至 2014年 8月中南大学湘雅二医院代谢内分泌科就诊的 T1DM患者 16例（男 9例，

女 7例），年龄（28.5±9.4）岁，病程 6.0（2.8~8.3）个月；另纳入年龄、性别匹配的健康对照 12名；

ELISPOT‐acDCs法和直接检测法检测3种胰岛抗原谷氨酸脱羧酶65（GAD65）、C肽、胰岛素（INS）特异

性干扰素‐γ（IFN‐γ）分泌性CD4+ T细胞反应的斑点数，比较不同检测方法下各种胰岛抗原及联合3种
抗原特异性T细胞反应的阳性比例。结果 ELISPOT‐acDCs法检测T1DM患者GAD65特异性 IFN‐γ分
泌性CD4+ T细胞反应的阳性比例为 1/16，INS反应阳性比例为 6/16，C肽反应阳性比例为 4/16，其中

INS反应阳性比例高于健康对照组的0/12（P=0.024）；联合3种抗原的T细胞阳性比例为9/16，明显高

于健康对照组的1/12（P=0.016）。ELISPOT直接法检测GAD65特异性T细胞反应阳性比例为2/16，INS
反应阳性比例为1/16，C肽反应阳性比例7/16，其中C肽反应阳性比例高于健康对照组的1/12，但差异

无统计学意义（P=0.088）。联合 3种抗原检测T细胞反应阳性比例 8/16，高于健康对照组的 1/12（P=
0.039）；与直接法比较，仅acDCs法检测下的 INS特异性T细胞反应阳性比例较高（P=0.041）；两种方法

在余各抗原间比较差异均无统计学意义（均P>0.05）。结论 多种全长胰岛抗原ELISPOT‐acDCs法及

直接法检测胰岛抗原特异性 T细胞反应均可为 T1DM患者提供细胞免疫学分型诊断价值；

ELISPOT‐acDCs法检测 INS特异性T细胞反应的灵敏度优于ELISPOT直接检测法。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of enzyme‐linked immunospot (ELISPOT) on
accelerated co‐cultured dendritic cells (acDCs) and direct detection of islet full‐length antigen‐specific T cell
response in peripheral blood of patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM). Methods Sixteen patients
with T1DM[9 males, 7 females, mean age(28.5±9.4)years] and 12 age‐and sex‐matched healthy controls were
selected in the Department of Metabolism and Endocrinology, the Second Xiangya Hospital between March
2012 and August 2014. The numbers of IFN‐γ secreting CD4+ T cells responding to glutamic acid
decarboxylase 65 (GAD65), C‐peptide (CP) and insulin (INS) were detected by ELISPOT‐acDCs and
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ELISPOT‐direct assays, respectively. The positive rate of islet autoantigen and associated antigen reactive T
cells under different detection assays were compared. Results The positive rate for GAD65, INS, and CPantigen reactive T cells detected by ELISPOT‐acDCs was 1 /16, 6 /16 and 4 /16, respectively, and T cells
positive for INS in T1DM patients were higher than that in the controls (0/12) (P=0.024). Combining GAD65,CP and INS‐ELISPOT‐acDCs detection, the positive rate for CD4+ T cells in T1DM patients was higher than
that in the controls (9/16 vs 1/12, P=0.016). The positive rate for GAD65, INS, and CP antigen reactive Tcells detected by ELISPOT‐direct detection was 2/16, 1/16 and 7/16, respectively, and T cells positive for
CP was higher than that in the controls (1/12), but the difference was not statistically significant (P=0.088).
Likewise, the positive rate for CD4+ T cells was higher in T1DM patients than that in the controls by
combined GAD65, CP and INS‐ELISPOT‐direct detection (8 / 16 vs 1 / 12, P=0.039). Compared with theELISPOT‐direct assay, the positive rate of INS antigen specific T cell response detected by ELISPOT‐acDCs
was higher (P=0.041). No statistical differences of other antigens were found between the two groups (all P>
0.05). Conclusions Both multiple islet antigens‐combined CD4+‐ELISPOT‐acDCs and direct assays could
provide diagnostic value of cellular immunology for T1DM patients. The ELISPOT‐acDCs assay is superior to
the ELISPOT‐direct assay in the detection of INS antigen‐specific T cell response.
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经典 1型糖尿病（T1DM）是在遗传易感基础

上，由环境因素触发，从而引发的 T细胞介导的

胰岛β细胞自身免疫破坏的疾病。研究表明，从发

病机制角度使用高敏感的酶联免疫斑点法

（ELISPOT）检测胰岛谷氨酸脱羧酶65（GAD65）反应

性 T细胞，可以有效地提高该病的诊断效率［1］，基
于人类白细胞抗原（HLA）‐Ⅱ类易感基因与 T1DM
之间的密切关系，CD4+ T细胞在T1DM发病中的核

心作用。而外周血中自身反应性T细胞的数量极

少，限制了T细胞检测的发展。ELISPOT是目前国

际上公认的灵敏度及特异度均高的T细胞检测方

法，既能反映细胞频率，又能兼顾其免疫活性［2］。
全长的胰岛抗原蛋白可以覆盖更多的表位信息，可

同时检测各种基因型的患者，显著扩大了检测人

群；由于传统的ELISPOT对某些全长的胰岛抗原蛋

白敏感性低，多限于抗原肽段的检测［3］。近年来新

兴的ELISPOT预孵育法即细胞因子鸡尾酒法加速

树 突 状 细 胞 成 熟 的 预 孵 育 方 法（accelerate
co‐cultrue dendritic cells assays，acDCs）［4］，较传统的

预孵育法大大提升了检测的灵敏度，具备较好的应

用前景。本研究比较了两种方法检测 T1DM患者

胰岛抗原特异性干扰素‐γ（IFN‐γ）分泌性CD4+ T细
胞反应的差异，旨在探讨何种方法更利于T1DM的

细胞免疫分型诊断。

对象与方法

一、研究对象

1. T1DM患者：16例，来源于 2012年 3月至

2014年 8月中南大学湘雅二医院代谢内分泌科就

诊的患者。其中男9例，女7例，年龄（28.5±9.4）岁，

病程6.0（2.8~8.3）个月。纳入标准：（1）根据1999年
世界卫生组织（WHO）提出的诊断标准诊断为糖尿

病；（2）胰岛自身抗体阳性；（3）胰岛素（INS）依赖治

疗。排除特殊类型糖尿病及妊娠糖尿病，急性感染

及其他自身免疫相关性疾病。

2. 健康对照：12名，来源于健康体检者，其中

男7名，女5名，年龄（29.0±5.7）岁，无糖尿病及自身

免疫性疾病家族史，75 g口服葡萄糖耐量试验

（OGTT）空腹血糖<6.1 mmol/L，糖负荷后 2 h血糖<
7.8 mmol/L，胰岛自身抗体阴性。

本研究为基于横断面研究的诊断试验，通过中

南大学湘雅二医院伦理委员会批准，批件号：

2010‐S（001），所有研究对象均签署知情同意书。

二、研究方法

1. 谷氨酸脱羧酶抗体（GADAb）、酪氨酸磷酸

酶抗体（IA2Ab）及锌转运体 8抗体（ZnT8Ab）检测

及阳性判定：采用中南大学代谢内分泌研究所建立

的放射配体法［5‐6］。
2.人外周血中单个核细胞（PBMC）的分离纯化

及培养：抽取空腹新鲜肝素抗凝血10 ml，利用密度

梯度离心法，淋巴细胞分离液（美国Sigma公司）分

离 PBMCs，加入 AIM‐V培养基（美国 Invitrogen公
司）重悬细胞浓度到 3.8×106 /ml，用于接下来的

ELISPOT检测。

3. IFN‐γ分泌性 CD4+ T细胞 ELISPOT检测：

（1）直接检测法：IFN‐γ 抗体包被聚偏氟乙烯
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（PVDF）膜板（荷兰U‐CyTech公司）4 ℃过夜，加入

200 μl/孔的RPMI1640（美国Gibco公司）+10%人血

清封闭，分别加入每孔 20 μl的 GAD65、内对照

（25 μg/ml；瑞典Diamyd 公司），C肽［0.1 μmol/ml，
吉尔生化（上海）有限公司］，INS（25 μg/ml，丹麦诺

和诺德公司）及阳性对照Pentaxim五联疫苗（1 μg/ml，
法国赛诺菲公司），每孔加入3×105个PBMC及白细

胞介素（IL）‐2（2.5 U/ml，美国R&D公司），设2~3个
平行孔。37 ℃、5% CO2培养箱孵育20~24 h。充分

洗板后先后加入 90 μl/孔生物素标记的二抗及酶

标记的抗生物素抗体（荷兰U‐CyTech公司），孵育

洗板后加入显色剂（德国Roch公司），室温至斑点

出现；ELISPOT读板仪自动计算斑点数及其他参

数。（2）预孵育检测（acDCs法）：第 1天 48孔 PVDF
膜板加入AIM‐V+粒细胞‐巨噬细胞集落刺激因子

（GM‐CSF）（1 000 U / ml）+ IL‐4（500 U / ml）重悬的

PBMC（1.0×106/100 μl，100 μl/孔），分别加入1 μl/孔
的抗原GAD65、内对照、INS（10 μg/ml）及阳性对照

Pentaxim五联疫苗（1 μg/ml），37 ℃培养箱过夜；第

2 天加入 100 μl/孔的 AIM‐V +肿瘤坏死因子 α
（TNF‐α）（1 000 U/ml）+IL‐1β（10 ng/ml）+前列腺素

E2（PGE2）（1 μmol/ml）+IL‐7（0.5 ng/ml），加入抗原

C肽（10 μmol/ml），培养箱继续过夜；第 3天收集离

心非贴壁细胞，加至 IFN‐γ抗体包被过夜的 96孔
PVDF膜板，培养箱孵育 6 h，洗板、显色、斑点读数

同直接检测法。

T细胞反应阳性的判定方法：净斑点数>自身

内对照的均数+3个标准差。净斑点数=实验抗原

孔斑点数－内对照孔斑点数。

三、统计学方法

采用SPSS 16.0软件包完成所有数据分析。计

量资料若服从正态分布采用 x̄ ± s表示，不服从正态

分布采用中位数（范围）表示；计数资料用阳性数或

构成比表示，两组间比较采用 Fisher确切概率法

（n<40）。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. ELISPOT‐acDCs法检测各胰岛抗原特异性

T细胞反应的阳性比例：ELISPOT‐acDCs法检测

GAD65特异性T细胞反应阳性比例为1/16，INS特异

性T细胞反应阳性比例为 6/16，C肽特异性T细胞

反应阳性比例为 4/16；健康对照组GAD65和 INS特
异性T细胞反应阳性比例均为 0/12，C肽阳性比例

为 1/12。与健康对照组相比，T1DM组 INS特异性

T细胞反应阳性比例较高（P=0.024）。T1DM组中

针对任一种抗原阳性，即联合3种抗原联合检测的

T细胞阳性反应比例为 9/16，明显高于健康对照的

1/12（P=0.016），其中GAD65、C肽及 INS 3种抗原特

异性T细胞反应均阳性患者1例。因此，联合抗原

ELISPOT‐acDCs法检测的灵敏度及特异度分别为

0.563（9/16）及0.917（11/12）。
2. ELISPOT直接法检测各胰岛抗原特异性

T细胞反应的阳性比例：ELISPOT直接法检测

GAD65特异性T细胞反应阳性比例为2/16，INS特异

性T细胞反应阳性比例为 1/16，C肽特异性T细胞

反应阳性比例为 7/16；健康对照组直接法检测

GAD65和 INS特异性T细胞阳性反应比例均为0/12，
C肽阳性比例为1/12；与健康对照组相比，T1DM组

C肽抗原特异性T细胞阳性反应比例较高，但差异

无统计学意义（P=0.088）。在T1DM组，ELISPOT直接

法3种抗原联合检测的T细胞阳性反应比例为8/16，高
于健康对照组的 1/12（P=0.039），其中GAD65、C肽

及 INS 3种抗原特异性T细胞均阳性反应患者1例。

因此，联合抗原ELISPOT直接法检测的灵敏度及特

异度分别为0.500（8/16）及0.917（11/12）。
3. 两种ELISPOT检测方法下 T细胞阳性反应

比例的比较：在 16例 T1DM患者中，ELISPOT直接

法有 8例呈任一抗原 T细胞反应阳性（8 / 16），

ELISPOT‐acDCs法有9例呈任一抗原T细胞反应阳

性（9/16），二者比较差异无统计学意义（P=0.723）。

acDCs法检测 INS特异性 T细胞阳性反应比例为

6/16，高于直接法中的 INS特异性T细胞阳性反应

比例1/16（P=0.041）。GAD65及 C肽的 T细胞阳性

反应比例在两种方法间差异均无统计学意义

（均P>0.05）。

讨 论

T1DM是胰岛自身抗原反应性T细胞介导的胰

岛遭受特异性破坏所致的自身免疫疾病。胰岛自

身抗体只是胰岛免疫破坏的体液免疫学标志物，而

T细胞是核心致病因素［7］。其中CD4+ T细胞在抗

原识别、激活过程中通过分泌炎性细胞因子，活化

吞噬细胞吞噬及直接细胞毒性作用导致胰岛β细

胞损害。自身反应性T细胞的检测在发病机制层

面反映了患者体内的免疫状态，在免疫诊断分型、

免疫耐受评估及预测胰岛功能等科研中广泛应
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用［8‐10］。ELISPOT直接检测法具备用时少、需血量

少、操作相对简单的优势，但检测抗原限制在胰岛

抗原上的HLA‐Ⅱ类分子肽段，检测人群有限［3］，故
诊断灵敏度亦报道不一。而全长的胰岛自身抗原

可以覆盖更广的表位信息，对基因型的不限制性可

显著扩大检测人群，有效地提高检测的灵敏度。从

方法学上进一步提高ELISPOT灵敏度和特异度关

键还在于提高信噪比，即增加特异性斑点数，减少

非特异性斑点数。传统的预孵育法虽然能促进

ELISPOT特异性斑点的形成，提高T细胞对全长抗

原的识别，但其费时、耗材、需血量多。近年提出的

acDCs，克服了传统树突状细胞预孵育法的缺陷，其

在加入的细胞因子刺激下加速树突状细胞的成熟，

经过 48 h的预孵育即可使得树突状细胞成熟从而

发挥递呈抗原作用，增加了抗原识别位点，在提高

检测灵敏度的同时可增加特异性斑点，不仅检测人

群不受限，需血量较少，而且明显缩短了细胞培养

时间［4］。
INS原（proinsulin，PI）及其裂解产物 INS及

C肽抗原，是胰岛自身抗原中特异性最高的靶抗

原［11］。Mallone等［12］在创建的 CD8+T细胞‐IFN‐γ
ELISPOT基础上首次探讨了 acDCs法检测胰岛全

长抗原自身反应性CD4+ T细胞‐IFN‐γ ELISPOT，其
研究表明联合 GAD65、PI、C肽及 INS等抗原对

T1DM的诊断灵敏度可达 83.3%［4］。该法的优势在

于对基因型的不限制性，可明显扩大检测的人群。

本课题组前期研究探讨了ELISPOT直接检测法检

测全长胰岛抗原自身反应性 CD4+ T细胞对我国

T1DM患者的免疫分型诊断价值，并在方法学上进

行了优化方案探讨，研究结果显示T1DM患者无论

是联合抗原还是针对单独的GAD65、C肽，其T细胞

反应阳性率均明显高于健康对照组，具备较高的灵

敏度及特异度［13‐15］。运用此法本课题组在抗体阴

性的 T2DM患者中筛查出了一部分呈胰岛自身抗

原T细胞反应阳性的患者，这部分患者胰岛功能更

差。本研究结果再次表明联合抗原检测的情况下，

无论是 acDCs法还是直接法，其T细胞阳性比例均

明显大于健康对照组，这提示 acDCs法与直接法一

样具有对T1DM患者细胞免疫学分型的诊断价值，

同时本研究发现仅 1例患者表现为两种检测方法

下，对 3种胰岛抗原的T细胞反应均呈阳性。进一

步分析该患者的临床资料，发现该患者具有病程很

短、胰岛功能极差及GAD‐Ab滴度高等特点，是否

提示该临床特征人群表现为更明显的细胞免疫紊

乱有待扩大样本量进一步探讨。

ELISOPT直接检测法 INS特异性T细胞阳性比

例仅 1/16，acDCs法检测的 INS反应性 T细胞阳性

比例（6/16）明显高于直接检测法，与Martinuzzi等［4］

报道结果相似（40.9%），依据此研究结果推测改良

的acDCs法在检测包括 INS在内的全长胰岛抗原蛋

白上可能占有优势，分析可能与ELISPOT直接检测

法中采用的 INS抗原大多为十几个氨基酸长度的

INS肽段有关。作为相对较为复杂的全长胰岛蛋

白抗原，INS中含有 51个氨基酸，远超过C肽的长

度，而直接检测法略过了48 h的预孵育及细胞因子

刺激树突状细胞增殖成熟时间，可能在某种程度上

限制了抗原提呈细胞对胰岛抗原的充分提呈，短时

间内尚不足以将全长的复杂蛋白 INS的表位信息

提呈供胰岛自身反应性 T细胞识别，故检出率偏

低。有待扩大研究对象比对后进一步验证。

综上所述，多种胰岛抗原ELISPOT‐acDCs法检

测胰岛自身反应性 T细胞作为新型的 T细胞检测

方法，亦可为T1DM细胞免疫学分型诊断提供一定

价值；且ELISPOT‐acDCs法在检测 INS反应性 T细
胞上可能优于ELISPOT直接检测法，但联合3种抗

原检测的情况下，两种方法的灵敏度及特异度差异

无统计学意义，且 acDCs法在试剂成本和耗材上花

费较多，操作时间和工序均明显较直接法繁琐复

杂，故总的性价比仍以直接法更优。若将该技术推

广应用于临床糖尿病的免疫分型诊断，仍然首推

ELISPOT直接检测法。
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本刊“医药卫生策略探讨”栏目征稿

该栏目主要对我国医药卫生事业的现状、存在的问题

和发展趋势并结合本单位的工作提出评论和探讨。通过本

栏目的交流为我国医药卫生事业的发展与改变提出新思路、

新方法和新经验，以进一步推动我国医药卫生事业的发展。

1.撰稿内容：（1）临床诊疗模式、医院管理模式的探索

和创新；（2）医疗政策、法规及医学哲学、伦理学的研究与阐

述；（3）临床医学与公共卫生如何整合，基础研究与临床实

践如何结合；（4）医学教育、科研管理、医疗保险、社区医疗、

农村医疗改革等；（5）医学教学和临床诊治与信息和工程

技术的结合；（6）重大疾病或灾难发生时的预防应急问题；

（7）药物开发、药事管理；（8）中西医结合研究的新思路和新

经验；（9）医疗服务与医疗事故等。

2. 写作要求：（1）文题要醒目，有针对性，避免立题太

泛，可以设立副标题；（2）根据国内外现状开门见山提出见

解进行论述，要结合本单位的实际工作提出建设性措施，提

出解决问题的方法；（3）文章要有个人的独特见解，进行导

向性指引或提出理论假说；（4）侧重政策性、方向性或者改

革方面的内容和变化；（5）文章要求简洁明了，观点鲜明，语

言精炼，避免泛泛而谈；（6）字数一般不超过4 000字。

欢迎广大医药卫生工作者踊跃投稿和提供组稿线索。

··1860




