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【摘要】 视神经脊髓炎是主要累及视神经和脊髓的自身免疫性炎性脱髓鞘疾病。自 2004 年在视

神经脊髓炎患者血清中发现特异性抗体 NMO⁃IgG 以来，相继发现其作用靶点是广泛分布于视神经、脊

髓、脑室周围区域的水通道蛋白 4（AQP4），故亦称之为 AQP4 抗体。NMO⁃IgG 对视神经脊髓炎的诊断与

鉴别诊断，以及对疾病活动性、药物疗效和预后评价均具有重要临床意义。近年基于组织、细胞和蛋白

质测定的多种方法应用于血清或脑脊液 NMO⁃IgG 检测，本文拟对不同检测方法之进展和临床意义进行

概述。
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【Abstract】 Neuromyelitis optica (NMO) is an inflammatory demyelinating disease of the central
nervous system (CNS) of autoimmune etiology which predominantly affects the optic nerves and spinal cord.
In 2004, a highly specific serum antibody, NMO ⁃ IgG, was found in the sera of NMO patients.
Subsequently, the target antigen of NMO ⁃ IgG was identified as aquaporin 4 (AQP4), a water channel
densely expressed in optic nerves, spinal cord and area around cerebral ventricles. NMO ⁃ IgG/AQP4
antibody has demonstrated extreme importance for the diagnosis and differential diagnosis, the evaluation of
disease activity, therapeutic effect and prognosis of NMO. In recent years, different techniques have been
used to examine NMO⁃IgG in serum and cerebrospinal fluid, including tissue⁃based, cell⁃based and protein⁃
based assays. In this review, the authors give an overview of the tests currently available for the detection
of NMO⁃IgG and their clinical significance.
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视神经脊髓炎（NMO）是一种主要累及视神经

和脊髓的严重中枢神经系统自身免疫性炎性脱髓

鞘疾病，约 90%患者呈复发⁃缓解病程，具有高度致

残性。自 19 世纪首次报道以来，在相当长的时间内

该病都被认为是多发性硬化（MS）的特殊临床亚

型。2004 年，Lennon 等［1］在视神经脊髓炎患者血清

中发现一种高度特异性自身抗体 NMO⁃IgG，后经研

究进一步证实其作用靶点广泛分布于视神经、脊

髓、脑室周围区域的水通道蛋白 4（AQP4），故亦被

称为 AQP4 抗体。NMO⁃IgG 在视神经脊髓炎、复发

性视神经炎、复发性横贯性脊髓炎等疾病中呈高表

达，证实视神经脊髓炎谱系疾病（NMOSDs）是一类

不同于多发性硬化的自身免疫性疾病。NMO⁃IgG
除可作为诊断视神经脊髓炎谱系疾病的支持条件

外，对评价疾病活动性、药物疗效和预后等均具有

重要临床意义。笔者拟就 NMO⁃IgG 检测方法及其

临床意义进行概述。

一、NMO⁃IgG 检测方法

1. 基 于 组 织 测 定 法 （1）间 接 免 疫 荧 光 法

（IFA）：鼠脑组织切片间接免疫荧光法最早应用于

检测 NMO⁃IgG，主要以成年小鼠小脑和中脑冰冻组

织切片为抗原，荧光标记物结合山羊抗人 IgG 为Ⅱ

抗，根据 NMO⁃IgG 对微脉管系统、Virchow⁃Robin 间

隙和软脑（脊）膜邻近结构的结合性不同，经 Hoescht
染色后在荧光显微镜下对上述结构进行鉴别，其灵

敏度为 37.50% ~ 95%、特异度 93.33% ~ 100% ［1 ⁃ 2］。

NMO⁃IgG 检测及其临床意义
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间接免疫荧光法的优势是可在临床免疫试验中广

泛应用，但部分患者或正常对照者血清中可能出现

其他类似 NMO⁃IgG 的结合物，故存在一定的主观性

判断偏倚，因此，应用豚鼠肝脏粉末预处理患者血

清以减少 IgG 与非神经性抗原结合从而避免假阳性

结果是十分重要的［3］。此外，相对于其他方法，间接

免疫荧光法诊断视神经脊髓炎的敏感性较低，可能

与以小鼠或灵长类动物脑组织作为检测底物有

关。而且，间接免疫荧光法仅能获得半定量检测结

果，时间和人力消耗极大，不利于大样本血清标本

分析。（2）传统免疫组织化学染色：传统免疫组织化

学染色以非荧光染料进行标记，主要用于一些副肿

瘤相关自身抗体的检测，至今仅有一项视神经脊髓

炎和多发性硬化的研究采用该方法检测 NMO⁃IgG，

表明生物素⁃卵白素免疫组织化学染色与间接免疫

荧 光 法 具 有 相 似 的 敏 感 性 ［4］。 在 此 基 础 上 ，

Höftberger 等［5］采用优化免疫组织化学染色（即一种

类似检测细胞表面抗原相对应抗体的方法）检测

NMO⁃IgG，与基于细胞测定法进行对比分析，发现优

化免疫组织化学染色的灵敏度约为 74.80%，与内部

基于细胞测定法的 75.70%和商业基于细胞测定法

的 73.80%相似，特异度达 100%。

2. 基于细胞测定法 主要以表达转染抗原细胞

株如人胚肾细胞 293（HEK293）或中国仓鼠卵巢细

胞（CHO）为底物，若受检血清与细胞株特异性结合

即表明该血清中存在针对靶抗原的特异性抗体。

（1）免疫细胞化学检测：Lennon 等［6］于 2005 年首次

采用重组免疫细胞化学染色检测 NMO⁃IgG，应用融

合于人类 AQP4 的转基因编码绿色荧光蛋白（GFP）
成功转染 HEK293 细胞株，证明 NMO⁃IgG 与 AQP4
抗体的表达位点相同。此后，众多研究均显示该项

实验室检测技术具有较高的诊断敏感性和特异性；

Takahashi 等［7］报告的检测灵敏度为 91%、特异度达

100%，Liao 等［8］报告的灵敏度为 76.60%、特异度为

97%。在此基础上，有学者将大批量的 AQP4 转染

细胞储存于毫米大小的液氮保护瓶中［9］，在理论上

避免了由于细胞长时间保存而使抗原表达率降低

的弊端，对于长期观察研究十分重要。经此改良

后，该方法检测灵敏度达 50% ~ 90% 、特异度为

95.45% ~ 100%［2］。免疫细胞化学染色敏感性和特

异性均优于传统的免疫组织化学染色，推测可能与

传统免疫组织化学染色采用的鼠脑组织存在氨基

酸序列差异有关。支持这一观点的研究结果显示，

小鼠 AQP4 转染细胞与 AQP4 抗体的结合能力明显

低于人类 AQP4 转染细胞［10］。另一可能原因是，

AQP4 在转染细胞中的表达水平高于其在组织中的

表达水平。然而，免疫细胞化学染色存在一定局限

性，首先 AQP4 与绿色荧光蛋白结合除改变蛋白质

结构外，可能也妨碍 AQP4 正交粒子阵列异构体

（OAPS）的形成，从而直接影响抗原识别能力、降低

检测敏感性。Pisani 等［11］对基于细胞测定法中哺乳

细胞表达 AQP4 的有效性进行分析，结果显示，

AQP4⁃M23 在氨基末端（N 末端）标记的绿色荧光蛋

白可使 AQP4 超结构变性，继而影响其与 NMO⁃IgG
的结合和检测敏感性。此外，免疫细胞化学染色是

一种半定量检测方法，存在观察者偏倚，可出现假

阳性结果，但由于设有对照，其出现假阳性的可能

性小于传统免疫组织化学染色方法。（2）流式细胞

术：Kalluri 等［12］以慢病毒为载体转染人星形细胞瘤

细胞株 LN18，将视神经脊髓炎患者血清按 1∶100
稀释后体外培养转染细胞，经流式细胞术检测显

示，其与 NMO⁃IgG 结合之灵敏度约为 69%。而 De
Vidi 等［13］采用流式细胞术检测 AQP4 转染 HEK293
细胞的敏感性则低于上述结果。在一项针对视神

经脊髓炎谱系疾病、多发性硬化及其他自身免疫性

疾病的新的流式细胞术研究中，采用 AQP4⁃M23 与

增强绿色荧光蛋白（EGFP）配对并转染 HEK293 细

胞株，与传统免疫组织化学染色、基于细胞测定法、

免疫沉淀法（IP）相比，其具有较高的检测敏感性，由

于样本量较小，目前尚难以评价该方法检测的敏感

性和特异性［14］。Jiao 等［15］采用间接免疫荧光法对

12 例血清 NMO⁃IgG 呈阴性反应的复发性纵向延伸

横贯性脊髓炎（rLETM）患者进行复测，6 例血清

NMO⁃IgG 阳性，表明流式细胞术、免疫细胞化学染

色和酶联免疫吸附试验（ELISA）均可以提高血清

NMO⁃IgG 阳性检出率，其中以流式细胞术最高，适

用于大样本和定量分析，以及长期随访研究和监测

治疗过程中血清 NMO⁃IgG 变化。

3. 基 于 蛋 白 测 定 法 （1）放 射 免 疫 沉 淀 法

（RIPA）：Paul 等［16］于 2007 年首次公布采用放射免

疫沉淀法检测视神经脊髓炎谱系疾病患者血清

NMO⁃IgG 的研究结果，以放射性 35S⁃甲硫氨酸标记

人类 AQP4 形成重组人 AQP4，与患者血清共培养，

加入蛋白 A 免疫磁珠，使其与 IgG 和 AQP4 形成的免

疫复合物相结合，以荧光粒子计数器检测到的放射

性 AQP4 数目即作为血清 AQP4 抗体的间接计数指
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标。该研究为全球首项大样本放射免疫沉淀法的

临床研究，结果显示：大多数视神经脊髓炎谱系疾

病患者血清 NMO⁃IgG 之靶抗原为 AQP4。放射免疫

沉淀法能够定量分析实验结果且不受观察者的主

观影响，可同时检测大样本血清标本，但该方法灵

敏度较低，仅为 63%，而特异度可高达 98.30%［2］。

（2）荧光免疫沉淀法（FIPA）：系 Waters 等［17］从转染

的 HEK293 细 胞 中 提 取 增 强 绿 色 荧 光 蛋 白 标 记

AQP4 而建立的一种敏感性和特异性均较高的检测

方法。具体实施步骤为将细胞裂解液与视神经脊

髓炎患者血清共同培养，经蛋白 A 免疫磁珠捕获抗

原⁃抗体复合物后，通过荧光读板机计数增强绿色荧

光蛋白标记的 AQP4 作为 NMO⁃IgG 间接指标，其灵

敏度为 52% ~ 76%、特异度高达 97.73% ~ 100%［2］，

适用于大样本和长期随访研究。荧光免疫沉淀法

与基于细胞测定法对比分析发现，前者敏感性低于

后者，推测可能与大分子增强绿色荧光蛋白对

AQP4 形成正交粒子阵列异构体有关［14］。（3）蛋白印

迹法（Western blotting 法）：将视神经脊髓炎患者血

清 与 经 转 染 的 含 绿 色 荧 光 蛋 白 标 记 AQP4 的

HEK293 细胞株裂解液共培养，通过蛋白 G 免疫磁

珠⁃琼脂糖磁珠结合 NMO⁃IgG 阳性标本中绿色荧光

蛋白标记的 AQP4，电泳分离、转移至固相载体，抗

绿色荧光蛋白抗体和辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗

检测绿色荧光蛋白，放射自显影检测绿色荧光蛋白

结合物，并以此作为 NMO⁃IgG 间接指标［6］。蛋白印

迹法操作简单、易行，可广泛应用于各种自身抗体

的检测。但在实验过程中，变性的 AQP4 可导致

AQP4 与 NMO⁃IgG 非特异性结合。近期研究显示，

部分视神经脊髓炎患者血清 NMO⁃IgG 具有识别变

性 AQP4⁃M1 和 M23 单体的能力，但其检测灵敏度

（68%）明显低于对天然四聚体（90%）的识别和对细

胞膜结合 AQP4（100%）的识别［18］。（4）ELISA 法：有

学者通过杆状病毒表达系统培养经组氨酸标记的

大 鼠 AQP4 ⁃ M23 的 S2 细 胞 体 系，首 次 纯 化 提 取

AQP4 并与视神经脊髓炎患者血清孵化，采用 ELISA
法检测血清 AQP4 抗体滴度，灵敏度为 71.40%、特异

度达 97.60%［19］。采用 ELISA 法检测视神经脊髓炎

及其高风险患者血清 AQP4 表达水平，其敏感性相

似，但特异性略优于上述研究［20］。目前，ELISA 法

广泛应用于视神经脊髓炎谱系疾病的研究，其检测

NMO⁃IgG 的灵敏度为 48.50% ~ 75.08%、特异度达

97.73% ~ 100%［2］。此外，有研究发现，ELISA 法检

测视神经脊髓炎谱系疾病 NMO⁃IgG 的敏感性高于

传统免疫组织化学染色，而特异性略下降，但两种

方法相对于基于细胞测定法均有假阴性结果［14］。

ELISA 法简便、省时，可提供定量分析结果，适用于

血清 AQP4 抗体水平的长期监测，对疾病活动性或

疗效具有指导作用。

二、NMO⁃IgG 检测的临床意义

1. NMO⁃IgG 对评价疾病活动性以及判断疗效和

预 后 的 价 值 近 年 来，大 量 研 究 业 已 证 实 血 清

AQP4 抗体滴度可反映疾病活动性和治疗方案有效

性。在一项为期 5 年的回顾性纵向随访研究中，采

用荧光免疫沉淀法检测 8 例视神经脊髓炎谱系疾病

患者（6 例神经脊髓炎、2 例复发性纵向延伸横贯性

脊髓炎）复发期血清 AQP4 抗体水平。其结果显示：

AQP4 抗体水平明显高于缓解期，且其升高早于临

床症状的出现，急性发作期后该抗体水平会逐渐降

低；然而，复发期不同病例之间及患者本身 AQP4 抗

体水平波动较大，无法统计可能触发临床复发的抗

体滴度阈值［21］。对视神经脊髓炎患者的随访研究

也表明，血清 AQP4 抗体表达变化与疾病活动性存

在明显关联性［20］。另有研究表明，视神经脊髓炎复

发期可于脑脊液中检出 AQP4 抗体［22］；经免疫抑制

剂治疗后，血清 AQP4 抗体水平显著降低［20 ⁃ 21］。对

经利妥昔单抗治疗的视神经脊髓炎患者进行观察

发现，B 细胞再现与 AQP4 抗体水平升高和高复发风

险具有明显的关联性［21］。另有临床试验显示，经血

浆置换疗法治疗后，视神经脊髓炎谱系疾病患者血

清 AQP4 抗体水平明显下降［23］。Pisani 等［11］发现，

视神经脊髓炎患者疾病加重期血清 AQP4 抗体水平

显著升高，而经血浆级联滤过治疗后血清 AQP4 抗

体水平下降，临床症状明显改善。但近年研究亦提

示，血清 AQP4 抗体表达水平与视神经脊髓炎疾病

活动性无明显关联性。而 Hinson 等［24］则认为，视神

经脊髓炎严重临床复发与补体依赖性细胞毒性特

点更具关联性；Dujmovic 等［25］发现，视神经脊髓炎

疾病活动性与脑脊液 AQP4 抗体表达变化密切相

关。Chanson 等［26］采用基于细胞测定法对 10 例血清

NMO⁃IgG 阳性的视神经脊髓炎患者血清 AQP4 抗体

表达水平，以及由补体介导的细胞毒性特点进行为

期 5 年的随访，结果显示：血清 AQP4 抗体表达水平

与由补体介导的细胞毒性存在明显关联性，但二者

在复发期或加重期并未表现出该抗体表达水平或

细胞毒性明显升高。Isobe 等［27］对 12 例视神经脊髓
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炎患者进行长期随访，其中 4 例于复发期出现血清

NMO⁃IgG 水平升高，其余 8 例未显示疾病复发与血

清 NMO⁃IgG 表达变化有关；4 例 NMO⁃IgG 稳定升高

患者中 2 例未出现临床复发。Liao 等［8］也认为，血

清 AQP4 抗体表达水平与视神经脊髓炎复发次数、

脊髓病灶长度和扩展残疾状态量表（EDSS）评分无

明显关联性，但急性期血清 AQP4 抗体阳性患者经

糖皮质激素冲击治疗 1 个月后该抗体表达水平明显

下降。

2. NMO⁃IgG 对视神经脊髓炎谱系疾病亚型的鉴

别价值 复发性视神经脊髓炎患者比单相型者血

清 AQP4 抗体阳性检出率更高［28］。Jarius 等［9］指出，

仅有脊髓炎或视神经炎单相表现者血清 AQP4 抗体

阳性检出率高于两种症状兼有者；以单侧视神经炎

发病者阳性检出率高于双侧发病者；合并其他自身

免疫性疾病者阳性检出率高于单纯视神经脊髓炎

者。但上述特点并不能明确区分血清 NMO⁃IgG 阳

性型或阴性型患者。采用其他实验室技术检测视

神经脊髓炎谱系疾病患者血清 NMO⁃IgG 表达水平

的研究显示，NMO⁃IgG 阳性的视神经脊髓炎、纵向

延伸横贯性脊髓炎和孤立性视神经炎患者血清

NMO⁃IgG 表达水平无明显差异［20，29］。Isobe 等［27］对

38 例视神经脊髓炎谱系疾病患者进行临床观察，发

现视神经炎患者血清 AQP4 抗体水平明显高于无视

神经炎者。Jiao 等［15］对复发性纵向延伸横贯性脊髓

炎患者的复发率进行研究，结果提示：NMO⁃IgG 阴

性者男女比例为 3∶2、阳性者男女比例为 1∶5；而
AQP4 抗体阳性的复发性纵向延伸横贯性脊髓炎患

者与以复发性纵向延伸横贯性脊髓炎发病的视神

经脊髓炎患者的性别、发病年龄、病情严重程度、复

发率和病残率均无明显差异。

3. NMO⁃IgG 对自身免疫性疾病的鉴别价值 临

床研究发现，视神经脊髓炎患者易罹患其他自身免

疫性疾病如系统性红斑狼疮（SLE）、干燥综合征

（SS）等，但 NMO⁃IgG 却极少出现在风湿病患者中。

一项针对结缔组织病和血管炎的临床研究结果表

明，AQP4 抗体仅在结缔组织病合并视神经脊髓炎

谱系疾病患者的血清中呈阳性，而在合并风湿病的

视神经脊髓炎和单纯视神经脊髓炎患者中无明显

差异［30］。对 76 例伴中枢神经系统症状的系统性红

斑狼疮患者的临床观察显示，间接免疫荧光法仅发

现 1 例合并横贯性脊髓炎的患者血清 NMO⁃IgG 呈阳

性反应［31］。

4. 妊娠期 NMO⁃IgG 变化的预测价值 已有部

分临床研究提示，视神经脊髓炎临床发作风险于产

后 3 个月内最高，但鲜有关于妊娠期视神经脊髓炎

对孕妇和胎儿影响的报道。英国的一项流行病学

调查研究显示，约 13%的血清 AQP4 抗体阳性的妊

娠期女性易发生流产，血清 NMO⁃IgG 阳性的妊娠期

女性可以正常分娩［32］。最近的一项动物实验结果

显示，人类和小鼠胎盘合体滋养层均有 AQP4 表达，

以孕中期表达水平最高，并可随孕期进展而呈逐渐

下降趋势。孕鼠腹腔注射 NMO⁃IgG 可导致胎盘炎

和胎儿死亡，但外周血中性粒细胞弹性蛋白酶抑制

剂和 NMO⁃IgG 竞争性抗体可减少胎盘炎和胎儿死

亡发生率［33］。

5. NMO⁃IgG 与新抗体的发现 视神经脊髓炎病

因和发病机制十分复杂，目前仍未确定 NMO⁃IgG 阴

性患者是由于其他抗体致病还是由于检测方法的

限制未检出低滴度的 NMO⁃IgG。然而，NMO⁃IgG 阴

性患者并不能排除视神经脊髓炎的诊断。近期研

究表明，血清 AQP4 抗体阴性的视神经脊髓炎谱系

疾病患者可检出 MOG⁃ IgG 和副肿瘤相关抗体如

CV2/CMRP5［34⁃35］。Sato 等［36］研究发现，约有 21.10%
的 AQP4 抗体阴性患者 MOG⁃IgG 呈阳性，而在 AQP4
抗体阳性和未检出 MOG⁃IgG 的 AQP4 抗体阴性患者

中，男性阳性检出率更高，视神经炎高于脊髓炎，以

双侧视神经炎更常见，并以低位脊髓病灶者多见且

预后良好。

三、结语与展望

视神经脊髓炎谱系疾病和多发性硬化是发病

机制不同的两种独立疾病，其诊断的混淆可导致治

疗方案的完全不同，因此二者的鉴别诊断至关重

要。NMO⁃IgG 对鉴别诊断具有一定的指导作用，因

此需要高敏感性、高特异性的检测方法。迄今为

止，各项研究结果显示，基于细胞测定法的敏感性

和特异性均优于其他方法，而敏感性较低的方法如

传统免疫组织化学染色可能更适用于再次确认性

检测，NMO⁃IgG 检测仍需大样本、多中心、多实验方

法的对比研究。推荐采用两种独立方法同时对

NMO⁃IgG 进行检测以明确诊断，尤其对临床症状不

典型的视神经脊髓炎谱系疾病患者。对 NMO⁃IgG
的长期随访监测有助于观察疾病活动性和疗效评

价，但仍需结合影像学和实验室检查结果进行综合

分析，并需对疾病活动期的血清或脑脊液 AQP4 抗

体滴度阈值进行分析。视神经脊髓炎谱系疾病不
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同亚型及不同形式发病可能与 NMO⁃IgG 有一定关

联性，尚待进一步研究加以证实。新型血清学标志

的探索及其与 NMO⁃IgG 关系的研究对视神经脊髓

炎谱系疾病的诊断、分型和机制探讨具有深远的临

床意义。
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进展复发型多发性硬化
progressive relapsing multiple sclerosis（PRMS）

经颅磁刺激 transcranial magnetic stimulation（TMS）
抗单链 DNA 抗体

anti⁃single stranded DNA antibody（ssDNA）
抗癫 药物 anti⁃epileptic drugs（AEDs）
抗干燥综合征 A 型抗体

A type Sjögren's syndrome antibody（SSA）
抗干燥综合征 B 型抗体

B type Sjögren's syndrome antibody（SSB）
抗核抗体 anti⁃nuclear antibody（ANA）
抗磷脂抗体 anti⁃phospholipid antibody（APL）
抗内皮细胞抗体 anti⁃endothelial cell antibody（AECA）
抗溶血性链球菌素 O antistreptolysin O（ASO）
抗双链 DNA 抗体

anti⁃double stranded DNA antibody（dsDNA）
抗胃壁细胞抗体 anti⁃parietal cell antibody（APCA）
抗线粒体抗体 anti⁃mitochondria antibody（AMA）
抗心磷脂抗体 anti⁃cardiolipin antibody（ACA）
抗中性粒细胞胞质抗体

anti⁃neutrophil cytoplasmic antibody（ANCA）
快速自旋回波 turbo spin echo（TSE）

扩展残疾状态量表
Expanded Disability Status Scale（EDSS）

辣根过氧化物酶 horseradish peroxidase（HRP）
朗格汉斯细胞组织细胞增生症

Langenhans cell histiocytosis（LCH）
类风湿因子 rheumatoid factor（RF）
Cochrane 临床对照试验中心注册库

Cochrane Central Register of Controlled Trials（CENTRAL）
临床孤立综合征 clinically isotated syndrome（CIS）
磷酸丙糖异构酶 triose⁃phosphateisomerase（TPI）
绿色荧光蛋白 green fluorescent protein（GFP）
卵圆孔未闭 patent foramen ovale（PFO）
迈⁃格⁃姬染色 May⁃Grunwald⁃Giemsa（MGG）staning
慢性发作性偏头痛 chronic paroxysmal hemicrania（CPH）
慢性淋巴细胞性甲状腺炎

chronic lymphocytic thyroiditis（CLT）
酶联免疫吸附试验

enzyme⁃linked immunsorbent assay（ELISA）
美国东部肿瘤协作组

Eastern Cooperative Oncology Group（ECOG）
美国东部肿瘤协作组行为状态评分

Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
Rating（ECOG⁃PSR）

·小词典·

中英文对照名词词汇（三）
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