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【摘要】 　 目的　 探讨采用时间分辨荧光免疫分析技术(TRFIA)检测血清磷脂酶 A2 受体(PLA2R-IgG)抗体及其亚型

PLA2R-IgG4 水平以及两者联合检测在特发性膜性肾病( IMN)诊断及病情评估中的价值。 方法　 选取经肾活检病理检查确诊

的 150 例肾小球疾病患者及 20 例健康志愿者。 根据检查结果分为 IMN 组(n=62)、其他肾小球疾病组(n= 88)及健康组(n=
20)。 采用 ELISA 和 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG 水平,TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG4 水平,免疫荧光法检测肾组织 PLA2R、
IgG 亚型及补体表达情况。 结果　 ELISA 和 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG 诊断 IMN 的敏感性分别为 61． 29% 和 69． 35% ,特异

性为 97． 22% 和 99． 07% ,差异均无统计学意义(P>0． 05)。 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG4 诊断 IMN 的敏感性和特异性为

77． 42%与 99． 07% ,TRFIA 联合检测血清 PLA2R-IgG 和 PLA2R-IgG4 诊断 IMN 的敏感性和特异性为 83． 87%与 99． 07% 。 IMN
组血清 PLA2R-IgG、PLA2R-IgG4 与 24 h 尿蛋白定量均呈正相关,与血清 Alb 均呈负相关(P<0． 05)。 结论　 TRFIA 检测血清

PLA2R-IgG 和 PLA2R-IgG4 对于 IMN 的诊断具有良好的敏感性和高度的特异性,两者联合检测有助于提高 IMN 诊断的准确

性;血清 PLA2R-IgG 和 PLA2R-IgG4 测定值均与 IMN 患者疾病活动度相关。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the use of time-resolved fluoroimmunoassay (TRFIA) in the detection of serum phospho-

lipase A2 receptor antibody (PLA2R-IgG) and its subtype PLA2R-IgG4 as well as their combined detection for the diagnosis and dis-
ease evaluation of idiopathic membranous nephropathy (IMN). Methods　 A total of 150 patients with glomerular diseases confirmed by
renal biopsy and 20 healthy controls were selected. Participants were divided into IMN group (n=62), other glomerular disease group
(n=88) and health group (n=20) according to detection results. Serum PLA2R-IgG levels were detected by ELISA and TRFIA. Ser-
um PLA2R-IgG4 levels were detected by TRFIA. Immunofluorescence was used to assess the expression of PLA2R-IgG subtypes and
complement in renal tissues. Results　 The sensitivity of ELISA and TRFIA for serum PLA2R-IgG in diagnosing IMN was 61. 29% and
69. 35% , respectively. Their specificity was 97. 22% and 99. 07% , respectively. The differences were not statistically significant (P>
0． 05). The sensitivity and specificity of TRFIA detection of serum PLA2R-IgG4 for IMN diagnosis were 77. 42% and 99. 07% , re-
spectively. The combined detection of serum PLA2R-IgG and PLA2R-IgG4 by TRFIA had a sensitivity of 83. 87% and a specificity of
99. 07% for IMN diagnosis. In the IMN group, levels of serum PLA2R-IgG and PLA2R-IgG4 were positively correlated with 24 h urine
protein quantity (P<0． 05), and negatively correlated with serum albumin levels (P<0． 05). Conclusions　 The detection of serum
PLA2R-IgG and PLA2R-IgG4 by TRFIA has good sensitivity and high specificity for the diagnosis of IMN. The combined detection of
both can improve the diagnosis accuracy of IMN. Serum PLA2R-IgG4 and PLA2R- IgG levels are correlated with disease activity in
IMN patients.

【Key words】　 Idiopathic membranous nephropathy; Serum phospholipase A2 receptor; PLA2R-IgG4;Time-resolved fluorescence im-
munoassay

　 　 特发性膜性肾病 ( idiopathic membranous ne-
phropathy,IMN)约占成人 MN 中的 80% ,约 1 / 3 的

患者可进展为终末期肾病[1],其诊断的金标准为肾

脏病理活检,但肾穿刺活检术为有创性检查。 关于

IMN 特异性生物标志物的研究是人们关注的热点。
2009 年 Beck 等[2] 发现 70% 的 IMN 患者足细胞表

面存在靶抗原-M 型磷脂酶 A2 受体( phospholipase

A2 receptor,PLA2R)。 这一开创性的发现使血清抗

PLA2R 抗体在 IMN 发病机制、疾病监测及预后预测

中的价值研究迅速展开。 近年来,研究者们致力于

建立一种灵敏度高、可定量检测抗 PLA2R 抗体的方

法。 随着免疫分析方法高速发展,时间分辨荧光免

疫 分 析 技 术 ( time-resolved fluoroimmunoassay,
TRFIA)开始用于临床多种指标的检测,其具有检测

灵敏度高、测量范围宽、稳定性强、以及无放射性污

染及试剂有效期长等优点。 目前仅有极少量的关

于 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG 和 PLA2R-IgG4 对
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IMN 诊断价值的研究[3,4]。 本研究通过采用 TRFIA
和酶联免疫吸附试验(enzyme-Linked Immunosorbent
assay,ELISA)两种方法测定受试者血清 PLA2R-IgG
浓度,比较两种检测方法诊断 IMN 的灵敏度和特异

度,并采用 TRFIA 检测所有研究对象血清 PLA2R-
IgG 和 PLA2R-IgG4 水平,探索单独及两者联合检测

在 IMN 诊断和病情评估中的价值。
1　 资料与方法

1. 1　 一般资料　 2017 年 5 月至 2024 年 1 月在我院

经肾穿刺病理检查确诊为肾小球疾病患者 150 例及

同期的健康志愿者 20 例。 纳入标准:①经肾穿刺病

理检查诊断为 IMN;②年龄≥18 岁。 排除标准:①
继发性膜性肾病或病理表现不典型。 ②已经给予

激素及免疫抑制剂治疗者。 ③合并严重心、脑、肝
及胃肠疾病者。 ④存在活动性感染的患者。 肾小

球疾病患者按照病理诊断分为 IMN 组与其他肾小

球疾病组。 IMN 组男 37 例,女 25 例。 其他肾小球

疾病组,男 45 例,女 43 例;包括狼疮性肾炎 17 例

(其中膜性狼疮性肾炎 8 例)、IgA 肾病 21 例、微小

病变性肾病 22 例、局灶节段性肾小球硬化 7 例、糖
尿病肾病 9 例、紫癜性肾炎 5 例、ANCA 相关性肾炎

7 例;健康组男 4 例,女 16 例。 本研究获得医院伦

理委员会批准(NO. 2023 015),所有参试者均知情

并同意。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 血清生化及尿蛋白检测　 采集所有肾小球

疾病患者肾穿前或者肾穿后 1 天的静脉血,以及健

康志愿者的静脉血。 使用罗氏 cobas 6000 全自动生

化分析仪检测血清生化、 24 小时尿蛋白定量

(24hUPro)。
1. 2. 2　 血清 PLA2R-IgG 和 PLA2R-IgG4 检测 　 采

用 ELISA 检测血清 PLA2R-IgG,试剂盒购自于德国

欧盟 公 司。 应 用 TRFIA 测 量 血 清 PLA2R-IgG、
PLA2R-IgG4 抗体含量,检测仪器为嘉兴凯实生物科

技有限公司生产的全自动时间分辨荧光免疫分析

仪 TRF-1000。 由成都新生命霍普医学检验实验室

完成检测。 ELISA 结果判定[5]:血清 PLA2R 抗体测

定值≥20 RU / ml 为阳性,14 ~ 20 RU / ml 为可疑,<
14 RU / ml 为 阴 性。 TRFIA 结 果 判 定[6]: 血 清

PLA2R-IgG 测定值<7 RU / ml 为阴性,7 ~ 14 RU / ml
为可疑,≥14 RU / ml 为阳性;血清 PLA2R-IgG4 测

定值<100 ng / ml 为阴性,100 ~ 200 ng / ml 为可疑,
≥200 ng / ml 为阳性[4]。
1. 2. 3 　 肾活检组织病理检测　 B 超引导下行经皮

肾穿刺活检术,所穿刺的肾组织染色后在光镜、电

镜和荧光显微镜下观察。 肾组织 IgG 亚型、C3、Clq
的表达情况使用直接免疫荧光方法检测。 采用间

接免疫荧光法检测肾组织中的 PLA2R 及 THSD7A。
检测由成都华银医学检验所完成。
1. 3　 观察指标 　 ①三组研究对象生化指标、血清

PLA2R-IgG 以及 PLA2R-IgG4 抗体测定值;②ELISA
和 TRFIA 两种方法检测受试者的血清 PLA2R-IgG
抗体水平;③以受试者工作特征(ROC)曲线评估血

清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 及联合检测诊断 IMN
的价值;④血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 抗体水平

与 IMN 患者临床指标和肾脏病理参数的相关性。
1. 4　 统计学方法　 应用 SPSS 27. 0 统计学软件分

析数据。 符合正态分布的计量资料以均数±标准差

表示,两组比较行 t 检验,三组比较行单因素方差分

析,非正态分布数据以 M(P25,P75)表示,行非参数

秩和检验;计数资料以例数(% )表示,行卡方检验

或 Fisher 检验;相关分析若变量不服从正态分布则

采用 Spearman 相关分析;诊断价值采用 ROC 曲线

评估。 P<0． 05 为差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 三组患者基线资料比较 　 IMN 组年龄、24 h
UPro、LDL、TC 均高于其他肾小球疾病组及健康组

(P<0． 05),IMN 组血清 Alb 低于其他肾小球疾病组

及健康组(P<0． 01);IMN 组与其他肾小球疾病组比

较,eGFR、Scr、TG、HDL、性别差异无统计学意义(P
>0． 05)。 见表 1。
2. 2　 两组血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 检出情

况的比较　 将患者分为 IMN 组(n=62)和非 IMN 组

(n=108,其他肾小球疾病组+健康组),结果显示

IMN 组血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 抗体测定值及

阳性率明显高于非 IMN 组(P<0． 01)。 见表 2。
2. 3　 两种检测方法对 IMN 诊断价值的比较　 分别

采用 TRFIA 与 ELISA 检测受试者血清 PLA2R-IgG,
结果显示 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG 诊断 IMN 的

敏感性和特异性与 ELISA 检测比较,差异均无统计

学意义(P>0． 05)。 见表 3。
2. 4 　 TRFIA 检测血清 PLA2R-IgG、PLA2R-IgG4
对 IMN 诊断效能的比较 　 血 清 PLA2R-IgG、
PLA2R-IgG4 及两者联合检测诊断 IMN 的曲线下面

积(AUC)分别为 0． 881 (95% CI:0． 819 ~ 0． 942)、
0． 893( 95% CI: 0． 824 ~ 0． 962 )、 0． 912 ( 95% CI:
0． 862 ~ 0． 963),敏感性分别为 69． 35% 、77． 42% 、
83． 87% ,特异性均为 99． 07% ,提示血清 PLA2R-
IgG 和 PLA2R-IgG4 联合检测诊断 IMN 价值更高。
见表 4 和图 1。
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表 1　 IMN 组、其他肾小球疾病组及健康组基线资料比较

组别 IMN 组(n=62) 其他肾小球疾病组(n=88) 健康组(n=20) 统计量 P

年龄(岁) 54. 6±10. 22 44. 15±16. 94 35. 45±11. 49 F=15. 81 <0. 001

男[n(% )] 37(59. 70) 45(51. 10) 4(20. 00) χ2 =9. 55 0. 002

24hUPro(mg) 2819. 30(1224. 10,7082. 90) 657. 00(175. 00,1690. 00) 47. 00(39. 00,54. 50) H=60. 92 <0. 001

Scr(μmol / L) 73. 50(66. 00,96. 50) 78. 00(68. 00,99. 40) 66. 00(61. 00,67. 75) H=18. 91 0. 014

eGFR(ml / min) 83. 30±26. 57 79. 82±34. 33 108. 28±11. 38 F=8. 00 0. 001

Alb( g / L) 31. 92±8. 04 39. 85±7. 71 50. 21±8. 91 F=43. 78 <0. 001

TC(mmol / L) 7. 04±2. 10 5. 52±2. 17 4. 71±2. 01 F=9. 25 <0. 001

TG(mmol / L) 2. 05(1. 45,2. 99) 1. 68(1. 18,2. 36) 1. 20(0. 99,1. 26) H=25. 40 <0. 001

HDL(mmol / L) 1. 93±0. 61 1. 70±0. 47 1. 71±0. 12 F=2. 17 0. 329

LDL(mmol / L) 4. 28±1. 82 3. 21±1. 68 3. 05±0. 31 F=8. 65 0. 001

表 2　 两组患者血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 检出情况比较

指标 IMN 组(n=62) 非 IMN 组(n=108) 统计量 P

PLA2R-IgG 测定值(RU / ml) 36. 21(6. 53,107. 63) 0. 03(0. 01,0. 23) Z= -8. 65 <0. 001

PLA2R-IgG4 测定值(ng / ml) 1262. 31(130. 17,8000. 13) 0. 86(0. 35,1. 31) Z= -8. 09 <0. 001

PLA2R-IgG 阳性率[n(% )] 43(69. 35) 1(0. 93) χ2 =96. 14 <0. 001

PLA2R-IgG4 阳性率[n(% )] 48(77. 42) 1(0. 93) χ2 =112. 34 <0. 001

PLA2R-IgG 可疑阳性率[n(% )] 6(9. 68) 1(0. 93) χ2 =5. 59 0. 018

PLA2R-IgG4 可疑阳性率[n(% )] 4(6. 45) 1(0. 93) χ2 =2. 50 0. 114

表 3　 TRFIA 与 ELISA 检测血清 PLA2R-IgG 的比较

项目 TRFIA ELISA 统计量 P

PLA2R-IgG 测定值(RU / ml)(n=62) 36. 21(6. 53,107. 63) 26. 78(1. 91,101. 21) Z= -0. 21 0. 838

PLA2R-IgG 阳性率[n(% )](n=62) 43(69. 35) 38(61. 29) χ2 =0. 89 0. 345

PLA2R-IgG 特异性[n(% )](n=108) 107(99. 07) 105(97. 22) χ2 =0. 26 0. 614

PLA2R-IgG 可疑阳性率[n(% )](n=62) 6(9. 68) 5(8. 06) χ2 =0. 10 0. 752

表 4　 血清 PLA2R-IgG、PLA2R-IgG4 诊断 IMN 的 ROC 曲线分析

变量 AUC 标准误 95% CI 敏感性(% ) 特异性(% ) 约登指数

PLA2R-IgG 0. 881 0. 031 0. 819 ~ 0. 942 69. 35 99. 07 0. 68

PLA2R ~ IgG4 0. 893 0. 035 0. 824 ~ 0. 962 77. 42 99. 07 0. 76

联合检测 0. 912 0. 026 0. 862-0. 963 83. 87 99. 07 0. 83

图 1　 血清 PLA2R-IgG、PLA2R-IgG4 及两者联合诊断 IMN
的 ROC 曲线

2. 5　 IMN 组肾组织 PLA2R 抗原与血清 PLA2R-
IgG4 抗体联合检测结果　 62 例 IMN 患者中肾小球

PLA2R 抗原阳性 53 例 (85． 48% ),血清 PLA2R-
IgG4 抗体阳性 48 例(77． 42% )。 血清 PLA2R-IgG4
抗体和肾组织 PLA2R 抗原任一阳性即诊断 IMN 的

敏感性为 93． 55% 。 见表 5。
2. 6　 IMN 患者血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 与

临床指标相关性分析 　 Spearman 相关分析显示,
IMN 组血清 PLA2R-IgG4 与血清 Alb 呈负相关 ( r
= -0． 403,P = 0． 002 ),与 24hUPro 呈正相关 ( r =
0． 524,P<0． 001);血清 PLA2R-IgG 与血清 Alb 呈负

相关( r= -0． 419,P<0． 001),与 24hUPro 呈正相关( r
= 0． 504, P < 0． 001 ), 两者均与 Scr、 eGFR 无 相
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关性(P>0． 05)。
表 5　 IMN 组患者肾组织 PLA2R 抗原及血清 PLA2R-IgG4 抗体检测结果 [n(% )]

项目 血清 PLA2R-IgG4 抗体(+) 血清 PLA2R-IgG4 抗体(-) 总计

肾组织 PLA2R 抗原(+) 43(69. 35) 10(16. 13) 53(85. 48)

肾组织 PLA2R 抗原(-) 5(8. 06) 4(6. 45) 9(14. 52)

总计 48(77. 42) 14(22. 58) 62(100. 00)

3　 讨论

目前研究证实,血清抗 PLA2R 抗体的发现和检

测为膜性肾病的诊断提供了一个理想的标志

物[2,7],但其检出率受不同地区、人群疾病状态以及

检测方法的影响。 对于血清抗 PLA2R 抗体,主要的

检测方法有免疫印迹法(Western blot,WB)、ELISA、
间接免疫荧光法( IIFT)、TRFIA 及新型标准化化学

发光免疫测定(ChLIA)5 种[8],其中,WB 方法因不

易操作而未能在临床广泛开展;IIFT 敏感性较高,
但是其属于定性或半定量的检测;ELISA 应用较为

广泛,既可定量又可定性,但检出率较低[9],TRFIA
采用解离增强技术可以将荧光信号放大 100 万倍,
与现有 WB、 ELISA、 IIFT、 ChLIA 检测技术相比,
TRFIA 技术的敏感性最高且可定量。 本研究比较了

TRFIA 及 ELISA 两种方法检测血清抗 PLA2R 抗体

对 IMN 的诊断价值,结果显示,TRFIA 和 ELISA 检

测血清 PLA2R 抗体诊断 IMN 的敏感性分别为

69． 35%和 61． 29% ,特异性为 99． 07% 和 97． 22% 。
本研究 ELISA 检测的结果与 Yanna 等[10] 的报道血

清 PLA2R 抗体诊断 IMN 的敏感性为 60． 2% ,特异

性为 97． 3%相符。 目前有少量的研究报道[3,11,12]使

用 TRFIA 检 出 血 清 PLA2R 抗 体 的 阳 性 率 在

71． 32% ~ 86． 5% ,本研究的阳性率为 69． 35% ,比
报道略低,分析造成这种情况的原因,其一与本研

究诊断 IMN 所采用的临界值与报道的不同有关,其
二可能与本研究纳入的样本量较小有关。 在上述

几项研究中[3,11,12],血清 PLA2R 抗体诊断 IMN 的临

界值分别为 0． 984 μg / ml、0． 91 mg / L 和 13． 23 RU /
ml,均低于本研究诊断 IMN 的临界值 14 RU / ml。
Huang [10]等报道采用 TRFIA 方法检测血清 PLA2R-
IgG,对 IMN 的检出率从 66． 7%提高到了 89． 7% ,远
好于进口的 PLA2R-IgG 的 ELISA 试剂。 本研究也

显示 TRFIA 检测血清 PLA2R 抗体诊断 IMN 的敏感

性和特异性与 ELISA 检测比较,差异无统计学意

义。 分析原因主要与本研究中 TRFIA 检测诊断

IMN 所取的临界值更高有关。
有研究[13] 证实 IgG4 是 IMN 患者 PLA2R-IgG

的主要亚型。 本研究采用了 TRFIA 检测受试者血

清 PLA2R-IgG4 浓度,结果显示,血清 PLA2R-IgG4
诊断 IMN 的敏感性为 77． 42% ,特异性为 99． 07% ,
AUC 为 0． 893,比既往报道的[14] 单独检测肾组织

IgG4 诊断 IMN 的敏感性 76% 、特异性 86% 及 AUC
为 0． 82 均有提高。 与温玉等[15]采用 ELISA 检测血

清 IgG4 诊断 IMN 的 AUC 为 0． 867, 敏感性 为

83． 90% 、特异性为 74． 00% 相比,本研究显示检测

血清 PLA2R-IgG4 较血清 IgG4 诊断 IMN 特异性明

显增高,温玉等[15] 研究中检测的血清 IgG4 不是特

指 PLA2R-IgG4,而是血清的总 IgG4,两者并不相

同。 此外,本研究显示,TRFIA 检测血清 PLA2R-
IgG4 比血清 PLA2R-IgG 诊断 IMN 的敏感性高

(77． 42% vs 69． 35% ),这与 Huang 等[4] 的报道一

致。 Huang 等[4] 采用 TRFIA 检测血清抗 PLA2R-
IgG4,发现 PLA2R-IgG4 临界值在 161． 2 ng / ml 时诊

断 IMN 的 AUC 为 0． 956,敏感性为 90． 0% ,特异性

为 100% 。 由此可见,与总 PLA2R-IgG 相比,其亚型

血清 PLA2R-IgG4 是诊断 IMN 的一种更准确的无创

性生 物 标 志 物。 另 外, 本 研 究 进 一 步 将 血 清

PLA2R-IgG4 和 PLA2R-IgG 进行联合检测,结果其

诊断 IMN 的 AUC 从 0． 893 提高至 0． 912,敏感性从

77． 42%提高至 83． 87% ,表明二者联合诊断 IMN 的

价值更大,本研究结果与 Ting[3] 的报道相一致。 既

往有研究显示,IMN 患者肾小球 PLA2R 抗原的阳性

率显著高于血清 PLA2R-IgG 抗体阳性率[16]。 分析

原因可能在于血清 PLA2R-IgG4 抗体检出率与 IMN
病情轻重程度、疾病处于不同时期以及检测方法等

等因素有关,本研究采用 TRFIA 检测血清 PLA2R-
IgG4 抗体,其阳性检出率较既往研究中通常采用的

ELISA 检测血清 PLA2R 抗体更高,且本研究纳入的

IMN 患者均为未经激素及免疫抑制剂治疗者,故血

清 PLA2R-IgG4 抗体阳性率与肾小球 PLA2R 抗原

的阳性率无统计学差异。
Qiu-Hua 等[16] 研究提示,血清 PLA2R-IgG4 与

血清肌酐及 GFR 呈显著相关。 在本研究未发现血

清 PLA2R-IgG4 与血清肌酐及 GFR 有相关性,但是

本研究显示,血清 PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 均与血

清 Alb 呈负相关,与 24hUPro 呈正相关,提示血清
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PLA2R-IgG4、PLA2R-IgG 滴度越高,蛋白尿越多,疾
病活动度越高,这与其他学者[17,18] 的报道一致。 Yi
等[19]的研究发现,血清 PLA2R-IgG 与血清 PLA2R-
IgG4 呈显著正相关,本研究也同样显示两者存在显

著相关性,提示检测血清 PLA2R-IgG 和 PLA2R-
IgG4 都是诊断 IMN、判断疾病活动度的良好标

志物。
综上,采用 TRFIA 技术检测血清 PLA2R-IgG 和

其亚型 PLA2R-IgG4 对 IMN 的诊断具有良好的敏感

性和高度特异性,血清 PLA2R-IgG4 诊断 IMN 的敏

感性高于 PLA2R-IgG,是 IMN 诊断与鉴别诊断、疾
病活动度判断更有前景的无创性生物标志物,值得

临床推广应用。 本研究的不足之处为样本量较小,
未单独设立继发性膜性肾病组以探讨继发性膜性

肾病患者血清 PLA2R-IgG 及 PLA2R-IgG4 的阳性

率,后期拟扩大样本量进一步验证本研究所得出的

结论。
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