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摘要

目的:離別在血管史和自體免疫疾病的病人血清中，自現的嗜中性白血

球細胞質抗體(Anti關neutrophil cytoplasmic antibody)所對抗之抗擇。

方法:將收黨來自不同臨床鐵饒、懷疑有血管吏的 160 支血清及 40 克

正常血清，首先利用間接螢光免疫分析法(Indirect immunofluorescence) 

瀾試是否會有嗜中性白血球細胞質抗體，然後再進一步使舟酵牽連結

免疫分析法(Enzyme linked immunosorbent assay)分析 Proteinase 3 

(PR3)抗體、 Myeloperoxidase (MPO)說韓、 Lactoferrin 弘的抗體及

Lyso月rme (LZ)抗體的表現。除比之外， 110 支來自全身性紅軍壞性換通告

(Syste臨ic lupus erythematosus)病人血清和劉文來自類風濕性關節支

(Rheumatoid arthritis)病人血清，亦使用酵素連結免疫分析法去分析

PR3抗體、 MPO 抗體、 LF 抗體及 LZ 抗體的表現。

結果:在 160 丈懷疑有血管吏的血清中，以間接免疫螢光分析發現，其

中 60 克表現核周閣型嗜中性白血球細胞質抗體(Perinuclear anti-

neutrophil cytoplasmic antibody) , 21 文表現細胞質型嗜中性白血球細

胞質抗體(Cytoplasmic anti-neutrophil cytoplasmic antibody) 。而在 60

支表現核周閣型嗜中性白血球細胞質抗體的血清中，典 MPO 反應有時

文、與 PR3反應有 8 文、典 LF 反應有 8 文、與 LZ 反應有 4 丈;在 21

文表現細胞質型嗜中性白血球細胞質抗體的血清中，與 PR3反應有 12

克、與 LF 反應有 4 文、典 LZ 反應有 4 文、與 MPO 反應有 3 丈。

在 110 文全身性紅距性換發病人血清中，嗜中性白血球細胞質拭

體之各種特異性抗原出現之比1JtJ分別為 PR3抗髓。%、 MPO 抗體

1% 、 LF 抗體 27.2% 、 LZ 抗體 29.1% 。在 51 文類風濕性鵑節炎病人

血清中，嗜中性白血球細胞質抗體之各種特異性抗原出現，之比制分別

為 PR3 抗體 5.9% 、 MPO 抗體 2% 、 LF 抗體 7.8% 、 LZ 抗體 3.92% 。

摘要



結論:核周圍型嗜中性白血球細胞質抗體和細胞質型嗜中性白血球細胞

質抗體會與不同的嗜中，挂白血球細胞質抗原反應。全身性紅雄性狼蜂

病人血清與類風濕，性關節。東蜻人血清，並不常出現 PR3 和 MPO 抗體，

其中在全身性紅雄性狼瘡藏人血清中， LF 抗體、 LZ 抗體出現，的比倒

高，而 PR3 抗體、 MPO抗體出現的比飼低。兔子經MPO 免疫注射，

螢光表現 pANCA; 經 LF 免疫注射，螢光亦表現 pANCA; 經 HMGl&2

免疫注射，螢光表現 cANCA 0 

- II-
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Abstract 

Objective. To characterize antigens recognized by classic anti輛

neutrophiJ cytoplasmic antibody (cANCA) and perinuclear anti岫

neutrophil cytopIasmic antibody (pANCA) in vasculitis and 

autoimmune disease. 

Methods. A total of 160 serum samples from patients with different 

clinical manifestations in whom systemic vasculitides were suspected 

and 40 control samples were tested for cANCA and pANCA by indirect 

immunofluorescence (草的. All available sera were further tested by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the presence of 

antibodies to proteinase 3 (PR3), myeloperoxidase (MPO), lactoferrin 

(LF) and lysozyme (LZ). In addition, sera from 110 patients with 

systemic lupus erythematosus (SLE) and 51 patients with rheumatoid 

arthritis (RA) were also tested by ELISA for antibodies to PR3, MPO, 

LF and LZ. 

Results. ANCA were detected in 81 ofthe 160 sera by llF. A cANCA 

pattern of fluorescence was detected in 21 sera and a pANCA pattern 

was observed in 60 sera. By ELISA testing, ofthe 21 sera with cANCA, 
12 sera reacted to PR3, 4 to LF, 4 to LZ and 3 to MPO. Ofthe 60 sera 

with pANCA, 15 sera reacted with MPO, 13 to PR3, 8 to LF and 4 to 

LZ. 

The prevalence of ANCA antigenic specificities in SLE were anti-PR3品

。%; anti-MPO= 1 %; anti-LF= 27.2%; anti也Z= 29.1 %. The prevaIence 

of ANCA antigenic specificities in RA were anti-PR3= 5.9兮兮; anti-

MPO= 2%; anti-LF= 7.8%; anti-LZ= 3.9%. 

-1II-
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Conclusion. cANCA and pANCA are reacted witb diverse cytoplasmic 

antigens of the neutropbils. Antibodies to PR3 and 1\生PO are not 

common in sera from patients witb SLE and RA. Sera from patients 

witb SLE contain more anti-LF and anti-LZ antibodies than anti-PR3 

and anti-MPO antibodies. Rabbits anti-MPO and anti-LF antiserum 

botb sbowed pANCA staining pattern and anti-HMG 1&2 sbowed a 

cANCA staining pattern in indirect immuno:fluorescence. 

- IV-
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第一輩前言

第一章前言

嗜中性白血球細胞質抗體(Anti-neutrophil cytoplasmic antibody, 

ANCA)是搞一群對抗嗜中性顆粒球(NeutrophiI granulocytes)及單核球

仰宜。nocytes)的細胞質成份的抗體[1] 0起初於 1982 年由 Davies [2]和 HaH

[3]從分館的壞死性腎離球腎堯(Segmental necrotizing glomer叫oneph-

ritis)的疾病中覓得，到 1985 年 Van der Woude[4]提出韋格納氏肉芽腫

痛(明legener's granulomatosis，嗎lG)和 ANCA 有所關聘。自此， ANCA 

抗原特異性與疾病之間的關疇，關始大暈被研究[5-7] ·而 ANCA 撿驗

的運用，使得各種血管支持以診斷與治療悶，對各種血管吏的分類和

臨床診斷極富價值悶。

使用間接免疫螢光方法(Indirect immunofluorescence t的t，盯)檢查

ANCA' 於螢光顯微鏡下呈現之強式可分為三種，第一種為細胞質

(Cytoplasmic ANCA, classic ANCA, cANCA)型式，此種型式通常與韋

格納氏肉芽腫端是較少部分的顯微鏡下的多血管炎(Microscopic poly

angii呦， MPA)有聞聯。第二種為核周圈 ANCA(Perinuclear ANCA, 

pANCA)型式，通常典器官峭界限血管炎(Organ-limited vasculitis) 、特

殊的新月形(par說cular crescentic)或缺速進行性腎轉球腎史(Rapidly

progressive glomerulonephritis) 、丘闢史特勞斯氏症候群(Churg-Stra uss 

syndrome)有騙。第三種為發夾住腸道瘓痛 ANCA (Inflammatory bowel 

disease ANCA)進稱非典型 ANCA (AtypicaI ANCA, xANCA)呈現暴風

寧(Snowdrift， snow-storm)型式[5，10]典潰囑性結腸炎(Ulcerative colitis) 

及原發性硬化性膳道史(primaηr sclerosing cholangitis)有關。

典 cANCA 有關的主要抗原為 Proteinase 3 (PR3)[5-6，11-凹，13-

15J 0 cANCA 的敢情，隨著病程直是解而下降，而於疾病復發峙，效纜



第一輩前言

亦隨之增加，所以 cANCA 通常用來監瀾韋格納氏肉芽腫病病人的挨

病活性(Disease ac討vity)fl 6-17] 0 pANCA 的主要目標抗原為

Myeloperoxidase 甘甜0)口，日，17幽的，20-22] ·但也和 Human leukoctye 

elasta閱 (HLE) , Lactoferrin (LF)等有關。腎鯨球腎究(Glomerulo-

nephritis)的病人，將近 90% pANCA 躇性的血清與 MPO 反應，其它

非背離球背吏的疾痛也會出現 pANCA' 但甚少典 MPO 反應[18-19] , 

pANCA 對臨床痕搞並無專一性，但在很多義搞中串現，如全身性紅斑

性狼讀音(Systemic lupus erythematosus, SLE)[口，23-34] 、現濕痛

(Rheumatic disease)[1l,25] 0 進些痕病的目標抗原通常不是很清楚，可

能是 LF 、 HLEALyso月rme (LZ) 戶的，此點顯示 pANCA 的自標抗尿

不單只有 MPO' 尚有其他抗潭、 [4，27] 0 與 cANCA 不同 'pANCA 效價

對疾病活性監瀾並無幫助 [1月。既然 pANCA 、 cANCA 此二種螢光型

態的目標抗原包含數種，如 MPO 、 PR3、 LF 等等，聞此本篇論文想

找也不同的自體免疫痕病{如全身性紅斑性狼癒、類Jil.濕性關節炎

(Rheumatoid arthritis, RA)]典血管炎病人，其所對抗的 ANCA 專一性

抗原為何，以及 ANCA 抗體也現的比伽j情形。

今
中



第二章研究背景

第二章研究背景

第一節血管夷之命名與 ANCA 有關之血管美分類

1-1 血管夷之命名

Names and definitions ofvasculitides adopted by the Chapel Hill 

Consensus Conference on the N omenclature of Systemic Vasculitis 

Large vessel vasculitis 

Giant ceU (temporal) arteritis 

Takayasu arteritis 

Medium-sized vessel vasculitis 

Polyarteritis nodosa (classic poIyarteritis nodosa) 

Kawasaki disease 

SmaH vessel vasculitis 

明'egener's granulomatosis 

Churg-Strauss syndrome 

Microscopic polyangiitis 

Henoch-Schönlein purpura 

Essential cηroglobuline盟ic vasculitis 

Cutaneous leukocytoclastic angiitis 

(摘錄自 Arthritis & Rheumatism 1994, Vol. 37, p187-192) 

句
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第二章研究背景

1-2 典 ANCA 有關之血管失簡介

1. 丘"史特勞斯氏症候群(Churg-Strauss syndrome, CSS) 

丘"史特勞斯氏症模群為一全身性血管炎(Systemic vasculitis) ，具有

氣喘(Asthma) ，嗜伊紅球增加(Hyper的sinophilia)及多動服裝

(Polya吋eritis)的特性，另外可能出現新月形的腎絲球腎支(Crescentic

glomerulonephritis)或吟吸道的肉芽遍性發爽(Granulomatous

inflammation) ，此種壞死性血管炎(Necroti噩噩g vasculitis)影響小至中

型的血管， CSS 典 pANCA/anti品IPO 抗體有關，報告指出 70--75%的

藏人為陽性[9，13] 。

2. 顯微鏡下的多血管炎(Microscopic polyangiit尬， MPA)

顯敏銳下的多血管失為一種中或小型肌肉動脈(Muscular arteries)的

血管炎，其特徵為不具有或只有非常少量的免疫沉澱物的壞死性血管

炎(Necrotizing vasculitis) ·影響小血管(如微血管、小靜草脈龐、擻d小、動脈)ν。

嚷死性腎絲球腎炎(仰Ne閃crot伽i扭zi旭n且g glomer叫on帥且時ep恤hr此i詰ti鷗s吋)非曹少見，而蹄微

血管炎(Pulmonary capiHaritis)則常見[9，2呵，臨來症狀如震顫、體重流

失、發撓、肌肉衰弱、胡節炎、皮膚裂損及神鐘炎等。大部分 MPA 的

病人(90%)為 ANCA 陽性，其中對抗的抗原可能是 PR3或 MPO

[9，日，2月，但尚未有報告指出故慣與痕病活性之闊的關像。

3. 韋格納氏肉芽腫病(Wegener's granulomatosis, WG) 

韋格納氏肉芽腫病包括吟吸道的肉芽腫性發炎(Granulomatous in恥，

-4 輛



第二章研究背景

mmation) ，此種壞死性血管炎(Necrotizing vasculitis)影響小至中型血

管(如擻血管、小靜脹、擻小動脈) ，常見壞死怯腎轍球腎炎(Necrotizing

glomel叫onephritis) 。具有監威性的徵棋。nactive ini討al phase)的痛人，

如%為 cANCA 陽性，而經免疫抑制治療後完全緩解的病人，太多為

ANCA 陰性，在急性擴散期(Active generalized phase)的藏人幾乎 100%

有cANCA!PR3 ANCA[30] 0 

4. 結締組織痕病(Connective tissue disease) 

全身性紅軍延性狼瘡搞人中，有對抗 MPO 、 HLE 、 LF 的抗體[13，26] 。

此外 Anti-LF 抗體與類嵐濕性關節支(Rheumatoid arthritis)中的血管炎

(v asculitides)及費爾提氏症饒群(Fel句句 syndrom)[13]有關。報告指出

ANCA 的發生率有多種不同數雄，而且似乎與藏病種類無闕， ANCA 

在遠學系搞可能是次發的現象，對臨來診斷並不是很有幫撈。

5. 發史性腸道是肝攤痕痛(Inflammatory bowel and hepatobiliary 

disease) 

自從 ANCA 在發炎性腸道義病(Inflammatory bowel disease) ·如清

瘖性結掛炎(Ulcerative colitis)及原發性硬化性騰道失(Primary

sclerosing cholang輿論發現後，立甜苦!發 ANCA 在腸買界

(Gastrointestinal field)科學家的鑽研[31-3月，而 Cathepsin-G和各

gIucuronidase 皆可能是目標抗尿。 ANCA~潰瘖性結串串爽的發生率為

5恥，80% '而在克睡氏痛(Crohn's disease)的發生率為 10-40%[1月。除

此之外 'ANCA 亦在的-70%慢性活動性肝克(Chronic active hepatitis) 
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第二章研究背景

的搞人是 35%源發性膳汁性硬化(primary bHiary cirrhosis)的病人中發

現，雖然 ANCA 對進些男腸病的病人分類很有幫助，但卻不是最有用

的穆斯試驗。

6. 結節性多動腺炎(polyarteritis nodo嗨， PAN)

結節性多動服裝此種壞死性血管炎(Necrotizing vasculitis)影響中費或

較小動脈的壞死性發支(Necrotizing inflammation) ，不包括腎鵡球腎

炎，亦沒有種小動脹、小靜脈或擻血管的血管炎[9，28] ·小於 20%的病

人與 pANCA 有關，但 pANCA 實質發生率仍有帶進一步研究。

第二節 ANCA 特異性抗原

血液中的賴親球以嗜中性白血球。olymorphonuclear leukocytes, 

neutrophils)佔絕大多數，它具有高貴的顆組成分，顆栽搜蘊含有多葷

的韓素，可抵禦細麓的入傻，但亦會進或組織的傷害。迫些韓素包括

殺齒酵章(Microcidal 個月rmes)(如 MPO 及 LZ). 中性龔自路(如臨JE) • 

破性水解蜂(如 Cathepsin-G， CaG)[26] 0 於吞噬微生物期筒，顆粒會不

見，一部份典吞噬體(Phagosomes)融合，一部份以鮑站方式進行釋出、

去顆粗作用 (Exocytos誨， degranulation) 。

嗜中性白血球之顆粒可盛分烏拉)初級顆粒(Primary， alpha, 
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第二章研究背景

azuropbilic granules) (D)次離顆粒(Secondary， specific granules) 。初級

顆親所令的主要蛋白質包括 Myeloperoxidase (MPO) 、 Serine protease 

、 Human leukocytes elastase (HLE)、 Cathepsin-G (CaG)及 Proteinase 3 

(PR3) ，兩次說顆粒含有 Lyso月rme(LZ) 、 Lactoferrin (LF)及 Vitamin

B12圖binding protein[6,26] 0 單核球仰1onocyt的)亦會有類似的顆粒，其

中 MPO 、 PR3、 HLE 、 LF 、 CaG 及 Cationic protein 57 (CAP-57)均已

確認為 ANCA 之目標抗原 [33] 。

2-1 Myeloperoxidase (MPO)之正會生理功能

多形核顆教球(Polymorpbonuclear granulocytes, PMNs)活化峙，

MPO 主要生理功能在吞噬溶小體區閱(Pbagolysosomal compartment) 

產生會氯氧化物(Chlorinat叫 oxygen species)' 釋放五周聞組織[20，3呵。

其過程如下:在未發裝組織中如血流，藍胞漿素(Ceruloplasmin)藉生

理性的交互作舟而抑制 MPO[3旬，但在發爽的部位 'MPO 從侵潤的

嗜中性白血球中釋放，在有過氧化氫(Hydrogen peroxide, H202)的存在

下，催化毒性氧化物(Toxic oxidants)的產生[6] 0 Ac討veMPO 分子黏階

至噓僻(Coated) C3 fragments 的微生物表面，比時MPO 會典 C3

frag臨en組交互作用，但比交互作用並不影響 MPO 催化能力，而使得

MPO 活性直接作用於已吸附 C3 fragments 微生物的表面[20] 0 

AW 
刊
川

Ceruloplasmin 

趴
川1

MPO - 7 -



第二章研究背景

(摘錄自 Clin. Exp. Immunol. 1997, Vol. 108, p167-174) 

2-2 Proteinase 3 (PR3)之正常生理功能:

Proteinase 3 包會了共通的三個催化基曲(Conserved triad of 

catalytic residues)包括 S缸-195、His-57 .&. Asp-1 02 '活化位置(Active-site)

絲胺輯是(Serine)具有親核的特性(Nucleophilic) 。

PR3存於嗜中怯白血球的初級賴親，對吞噬及時禦外來微生物的

成柴極為重要，利用蛋白切割活性(Proteolytic activity)破壞外來入侵

者。 PR3能使彈力蛋白(Elastin)分解，相較於HLE 及 CaG' PR3 史晏

使倉鼠(Hamsters)產生肺氣攏，啼示可能誘發背離球傷害β6] 0 等電點

(Iso electric point)為 9.1 能與腎鯨球基底廳(Glomerular basement 

membrane, GBM)交互作用，可和特異的絲路電車蛋白晦抑制劑(Specific

serine protease inhibitor)如 Affinity-Iabeled diiso pro pylfluoro phos. 

phate (DFP) 、 phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) 、 3，4-dichloro

isocoumarin 結合的特性，暗示其為 serine protease[28] 0 

在正常生理情況下，可藉由區楠作用(Compartmentalization)或者

天然的血漿蛋白勝抑制劑(Natural circulating plasma protease inhibitor) 

加以調節，但如控制不當， PR3能破壞許多結締組織蛋白。當 PR3封

違血液循環，能快速和夭熱抑制劑(Natural inhibitors)αl-protease inhi

bitor (αl-antitηpsin)及α2-macroglobulin 形成複合物，此復合物藉由肝

臟及巨噬細胞由血漿中清除，然後進行分解。
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不平梅(Imbalance)可能由於αt-protease inhibitor 缺搗成者 PR3出

現，異常高濃度，此時可能自現，嚴重的組織傷害。嗜中性白血球之 PR3

典肺氣腫。ulmonaryemphysema) 、急性呼吸窘迫症候群(Acute

respiratory distress syndrome) 、肺休克(Shocked lung) 、腎鵡球腎堯

(Glomerulonephritis) 、類風濕性關節史很heumatoid arthritis)及其它

費支性疾病(Other inflammatory disorders)有關。

2-3 Lactoferrin 弘的之正，常生王軍功能

Lactoferrin 在血清的濃度含量低，於牛妨及結液分融物中濃度高

[37] ，具有抗微生物及抗發吏的功能， LF 可從血液中快速清除，主要

由肝撞車攝入[38] 0 除此之外 'LF 由於胺基端令蛤性區域(Basic region) , 

所以可和酸性的細胞表面分子結合，茵此可和淋巴球、吞噬細胞交互

作縛，避免造些細胞遭受由損傷組織所釋放，然後組織調節而生成的

自由基破壞。當 LF 典鐵站令，能使 LF 本身對蛋白分解具抗性，也使

得微生物織的可用費減少，因此在發吏的情況下，循環中的 LF 進行聲

令(CheIation)而造成低鐵血症(Hyposideraemia)[3月。穩定的 LF州鐵籠

合物，能轉錄調控某些典對抗"禁有關的基圈，亦可調控其它抗議柴

分子如 NKcells 毒殺作用。 Anti-LF 抗體能抑制由 LF 所調節，防止氮

氧自由基(Hydroxyl radical，。亞)之生成的抗發裝作用，因此對抗 LF

的自體抗體可能會進成慢性發失[4呵，可於血管炎、潰擋住結腸炎、活

動性關節炎(Reactive arth吋說s)等疾痛中也現[4月。
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2-4 High mobility group 1&2 (草MGl&2)之正常生理功能

HMG1 典 HMG2 皆是帶正電持(positive charged)蛋白，轉腰酸

(Arginine)加離聽聽(Lysin吟的比倒分別為 23.8%.&. 23.6% '由於帶陽

性電椅，國此可和帶陰性電持之接聽結合，層於 non-histone chromo

somal proteins ' HMG 1 能剝歡轉錄作用 ;HMG2 可對敵細胞分裝，

其功能為一種轉錄筒子(transcription factors)[4月。
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2-5 Lyso月Tme (LZ)之正常生理功能

溶菌跨出現於職淚、鼻黏液、痕、實分槌液、妨汁及蛋清中，分子

賣大的為 14.5 kDa '藉由分解細菌細胞壁之多睡成分(polysaccharide) , 

可摧毀空氣中革鸝氏陽性輯(Gram positive bacteria) 。溶商晦可催化蛋

白多聽(proteoglycan)及蔔萄糖按眾塘(glucosa磁inoglycan)內 N﹒乙磁神

經接酸叭-acetyl neuraminic acid)的ß-1，4-鍵結的水解反應。

第三節 ANCA patterns 與 Antigen specificity 及 Disease 之

闊的關聯

目前已知 ANCA 間接免疫螢光表現迫態與各種 ANCA 抗原及痕病

之間的關聯，如下表:

IIF pattern Target Antigen Associated Disease 

pANCA 晶質yeloperoxidase Churg-Strauss Syndrome(CSS) 
Microscopic Polyangiitis (MPA) 

Lactoferrin Lupus Erythematosus(SLE) 

Unknown antigens Rheumatoid Arthritis(RA) 

Unknown antigens Chronic Hepatitis 

cANCA Proteinase3 Wegener's Granulomatosis 

Microscopic Polyangiitis 
Unknown antigens 盟昂r

xANCA Lactoferrin Crohn's Disease 
Cathepsin-G Ulcerative Colitis 

L一一一

(摘錄自 J. For闊的.悶ed. Assoc. 1994, Vol.呀， p54弘561)
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巷口 cANCA 有關的抗原最主要為 PR3戶，呵 'cANCA 陽性血清典會

有 PR3抗體的韋格納氏肉芽腫病，是其她型式的全身性血管炎(Systemic

vasculitis)的病人之間有高度關連，但此種相關並非 100% '在大多數

狀況下，抗體結合至 PR3 '將導致韓最活性樂失。

大多數 pANCA 陽性血清會和 MPO 反應但其它和 HLE 、 CaG 、 LF

及 LZ 反應的抗髓，亦會表琨 pANCA 0 An吋且此肘t討i-批

特勞斯氏症候群、原發性壞死性血管吏。討maη， necrot垃ing vasculi

tides) 、藥物誘發狼瘡(Drug-induced Iupus)是藥物誘發血管裝有關連

[11，打開19，2呵。而實驗發現抗體結合至 MPO' 並不會干擾MPO 酵索

活性。

La倪ct紛ofer叮Yγ吋ri站n-吐.

Ulcerative Colitis 尊痕病中出現。 30% SLE 病人尤其是盤狀缸斑性狼

搶痛人(Discoid LE)表現 pANCA' 其抗原乃是對抗嗜中性白血球之特

異性顆粒蛋白 p28(Specific granule protein p28) ，另外 10% SLE 病人，

擁有 ANCA 直接對說嗜中性白血球之次教顆艇的 25 kDa Neutrophil 

gelatinase-associated lipocalin 0 RA 病人具有對抗嗜中性白血球蛋白的

“/67 kDa doublet 及 54/63 kDa doublet 之未如說祿的說艘，常進一步

進行 ANCA 特異性(Speci自cities)之研究以揭聞其臨床意義。 HIV if.蜂

的痴人，有時會表現 pANCA 或 cANCA' 但目標抗原仍未知。
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第四節 ANCA 臨床檢驗之判者實

使用間接免疫螢光方法撿壺 ANCA' 於螢光顧敏銳下呈現之聲式可

分成四種:

(1). Cytoplasmic ANCA (cANCA): <D細胞質可見顆攏紮色(Granular

staining) ，且按黨處(Nuclear areas)有相對空白(Relative sparing)<î>抗

原大部分為位於 α 顆粒的 29 kDa serine proteinase (PR3)。

(2). Perinuclear ANCA (pANCA): <D核黨處具有均質柴色(Homogene

ous staining)通常在核罵閱(perinuclear)處有加強的畸形@抗原通常為

myeloperoxidase '其它尚有 LF 、 LZ 、 CaG 等等。

(3). Atypical ANCA (xANCA, aANCA): <D通常於細胞質呈現雪花狀螢

光@抗原通常為 LF 、 CaG 等等。

(4). Negative reaction:不具有特異性黛色。

一般認為 pANCA 典 ANA 不易區分[6呵，目 MPO 之 PI 大的為帥，

揖於驗性(Basic)蛋白，而盟LE 、 LF 、臨時他2 也多居於驗性蛋白，

所以易被吱引車帶負電持(Negative charged)DNA 處[2月，再由於細胞

離心製備之就水邊成膜的通通性增加，使得可溶顆粒成分之釋典是飽

再水化(Rehydrated)製館時如圈定液，使得帶正電荷(positively charged) 

蛋白質轉位至核，產生輯用圓型態，品和 ANA 混講，為防止比種轉位，

可用禍馬林固定，藉由共價交叉連結(Cross-linking)而使得蛋白無法移

動，聽此 pANCA 典 ANA 之區別可屑福馬林圈定細胞(Formalin-fIxed

cell)前者於細胞質染色，而復者於細胞按黛色[1月;另外 'ANCA 敢價

強須高於 ANA 二個轉釋梯度才算陽性，發東腸道。nflammatory bowel) 

或非典強(Atypi悅。 ANCA' 80%於潰瘖性結軍費吏的病人發現H呵 '70%

於潭、發性硬化性廳道吏的病人發現[41] 。
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相繭的抗原仍未知，此種抗體所產生的 pANCA pattern '於乙轉鷗定

的人類嗜令性白血球具有非常明顯的核緣(Nuclear rim)華色，此種抗

體可典真實 pANCA 區尉，國其在搞為林商定的人類嗜中性白血球不

具JjJ惡性，但一些報告指出此種抗體於福馬林圈定的人類嗜中性白血

球，具有細胞質型態的東色，但是比起由 myeloperoxidase 所謂節的

pANCA 顯然有較少的顆粒;拭親緣聽抗體(Anti-mitochondrial Ab)於

嗜中性白血球並不會出現，不會交叉反應(Crossreactivity) ;但平滑肌

(Smooth muscle)或其他放縮蛋白，會造成細胞質的均質型態(Homoge

nous pattern) ，典章格納氏肉芽腫病的典型顆粗細胞質業色(Typical

granular cytoplasmic staining)並不會混淆[64-65] 。

一些E鼠藥及有增生情況之病人，於閱接免疫螢光會出現類似 ANCA

Jj.J龍(ANCA-like reactivity) ，而且經熱處理所造成 IgG 眾禁或免疫投

合物，可能增加非典型 ANCA 反應(Atypical ANCA幽like reactions)之二

出現，顯示單有間接免疫螢光投術並不足以證實 ANCA 的存在[72] 。

cANCA 鴿陽性(False positive)非常少見， Gross et al.， [5] 搞自

cANCA 常於很難歸類的徵候群中發現，如實支(Sinusitis) 、土鞏騏史

(Episcleritis) 、腎離球腎炎(Glomerulonephritis) ，往往只呈現韋格納氏

肉芽腫病之單一症候。cANCA 亦在~柴痕痛如人類免疫缺陷病毒(HI\守

嬴藥、肺炎、惡性族病中找封，但是此結果只有非常少數人的報告，

而且所描述的 cANCA 螢光型式是並未根據 1st International Workshop 

onANCA 的標單方法。
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第五節 ANCA 之臨床診斷章義

韋格的氏肉芽腫痛仰'egener's granulomatos函， WG)首先被提是與

PR3-ANCA 有關 [30，43] 0 過去韋格納氏肉芽腫病的會斷乃根攘臨床表

徵典活體切片的發現，但由於韋格納氏肉芽腫搞被視為是一種極少的

疾病，若僅依靠單一切丹的組織學檢壺，追樣的診斷非常勉強也不精

確。兩現今結合免疫螢光的 cANCA 禎樹典 PR3-ANCA ELISA 方法能

拱述兩正確診斷韋格納氏肉芽腫病，以掌握治療時機[44-45] ，使患者

腎融機能仍得以回復，連免因診斷錯誤而延議病情，導致或腎的命運。

囡此結合 cANCA 典 PR3-ANCA ELISA 偵瀾對韋格納氏肉芽腫病的診

斷極富價值，其特異性高速(Specificity) 86-100% '每{~性高達(Sensi

tivity) 78-96% 。

除了韋格納氏肉芽腫病，尚有其它血管炎亦典 ANCA 有繭，如顯

微鏡下的多血管炎仰fPA) ，此種多血管吏。僻的太多被提及為 MPO

ANCA 陽性(70%)只有少數 PR3-ANCA 陽性抄，29] 。

自發性(Idiopathic form)是全身性臨床徵候(Systemic clinical picture) 

二種強式的快速進行性腎絲球腎炎(Rapidly progressive glomerulo翩

nephritis, RPGN)大約有 70%的病人有 B甜O-ANCA' 此典 ANCA 有

騁的快速進行性腎鯨球腎炎由於免疫缸織學為陰性，所以極措施為缺

兔疫沉澱物壞死性血管炎(pauci-immune necrotizing vasculitis) ，其它

型式的壞死性血管竟可能是免疫搜合物調節( Immune complex medi

ated) (15-50%)或腎絲球基底膜抗體調節(Antibasement membrane 

antibody-mediated) (2-20%) ，比二種典 ANCA 無關，囡比 ANCA 本

身不僅可幫助血管吏的錯定，亦可幫助壞死性血管東種類的區分。
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第六館 ANCA 之致病機轉

韋格納氏肉芽聽病典 PR3抗體濃度之間的密切關餘，晴示比種自

體免疫反應的鼓搗生理角色。 cANCA 的 IgG 亞群(IgG su bclass)分佈

以 IgG4亞群抗體也現率最高(濃度亦相對增加) ，伴隨整個 IgG4 及 IgE

濃度上升典只侷限於 IgGl .a. IgG3 之抗核抗體(Antinuclear antibodies) 

比較悍的，暗示此種 T-ceU 依賴免疫反應中存在著重稜抗尿的刺激，可

能有外來抗尿(Exogenous antigens)如交叉反應的微生物抗原(Microbial

antigens)參與此過程，但卻未偵測到。在韋格納氏肉芽腫痛中，一艦

認為痕病的發生通常典iU長或先前之處業有闕，尤其是上呼吸道的風

靡， co-trimoxazol 龍骨止韋格納氏肉芽腫搞復發的致力，亦暗示微生

物圈子的存在兩誘發疾病活性。

自前文獻提出之假設機轉，歸納如下:

(均在體內(In vivo) ，嗜中性白血球﹒蛋白跨(Protease) (ANCA 目標抗原)

轉位並表現在紐細胞激素活化的嗜中性白血球的細胞表面[47-48] ，由

此嗜中性白血球成為自體免疫反應的抗尿，細胞通史最[49-50]亦能誘發

內皮細胞土吱附分子(Adhesion molecules)的表現，通過吸時分子

(LFA-l , ICAM-l)[51-52] ，嗜中性白血球吸俯至極細胞敢索活化的內皮

細胞， ANCA 結合至嗜中性白血球[53] ，活化嗜中桂白血球，產生呼

現碎發(Respiratoηburst)結果，誘發去賴親(Degranulation)及其毒性

的氧自由基(Toxic oxygen radicals)生成[54] ，隨後使內皮細胞搜壤誘發

血管損借[5呵。

(11)蛋白勝表現在內皮細胞麒表面， ANCA 直接結合至內皮細胞，隨

後成為自體免疫反腐的直接目標，囡此內皮街跑損傷，血管壁的破壞

[56] 。
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(即)活化的嗜中性白血球釋出蛋白腸進入血管內間隙，緝令五內皮細

胞膜表面，使得內處細胞釀成為自體免疫反應的直接目標[57] 0 
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第三章材料與方法

第一節血清來源

本實驗使用之血清，包括 40 丈正常血清及饒過臨床風濕搞專科醫

師確立診斷其自體免疫痕病痴人之血清共 290 支，包括全身性紅距怯

狼瘡(SLE) 110 支血清、類風濕性關節炎(RA) 51 文血清、重接口腔潰

揚(ROU) 10 支血清、修格達氏徵候群(SS) 25 文血清、原發性朧汁性硬

化(PBC) 8 文血清、多戚，竟(PM) 11 丈血清、抗中節抗體陽性(ACA) 拙

文血清、核點狀抗體陽性(Nuclear dot) 21 文血清。以成 160 支懷疑有

血管裝而欲進行 ANCA 檢驗之連續檢體。

第二節實驗方法

一.細胞培養

來自 ATCC CCL-240 之HL-60(Promyelocytic leukemia ceUs)細胞

株，培串串在令 20% fetal calf serum(胎牛血清)、 1% Antibiotic Anti-

mycotic 及的10 PSN Antibiotic Mixture 之 RP聾啞 1640 培驀浪中 [58] , 

於 37
0

C ' 5%C02之培養箱培養。此細胞 doubling 時間的需 48-72 小

時。科用相位差顯微鏡觀察細胞生長情形，若長滿則直接分裝至其它

flasks ·若尚未長滿則繼續培養。當細胞繪養大量後，全部故無至無撞

離心管內，以 1500rpm 離心 10 分鐘，之後取細胞沉澱直接 suspend 在

不會胎牛血清的 RPMI1640繪養浪中，混合均勻後取一滴於計算盤計

算數目。另外取 3x1(ti細胞置於新的 flask ·加入 1.25% Dimetbyl 
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sulfoxide (DMSO)[58]於含胎牛血清及抗生素之 RPMI1640 培驀撓，

於 37
0

C ' 5% COz 培養 48 小時，之後收取細胞，於 1500rpm 離心 10

分鐘，取沉澱直接 suspend 在不令胎牛血清的 RPMI1640 培養液中，

滴一滴於計算盤計算數目。

二.從全血中分離嗜中性白血球

A. FicoH-paque 法

全血抽出後，以肝索作抗議摺劑， 1200rpm 室溫離心 10 分鐘，取

血球部分，加入尊貴的 2% dextran '混合後靜輩輩溫 25 分鐘，取上

清波，扭扭加互尊葷的 FicoH-Paque 上[5月， 2000rpm 室溫離心 25 分

錯，之後可見明顯四層，由土而下分別為 dextran 、 mononuclearcyte 、

Ficoll-paque ..白血球典紅血球，取紅、白血球混合層，加入等量之冰

水，均勻混合，加入尊貴 10 倍濃措 Hank's Balanced Salt Solution 

(HBSS) ，均勻混合， 1500rpm 室溫離心 10 分鐘，取一滴至玻丹觀察，

若無紅血球則直接 suspend 在原倍 HBSS; 若尚有紅血球，則受禮上述

二步驟，直到沒有紅血球出現為止，最後以計算盤計算數目。

B. Histopaque 法

首先加入 3ml Histopaque-119 於 15m} 離心瞥，之復加入 3ml
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Histopaque-1077 於 Histopaque-119 之上層 [6峙，並小心加入以肝素作

拉提閱輔之全血 6ml 掛土主義 gradient 之土層， 700g 室溫離心 30 分籬，

結果由土而下可分四層，中悶不透明層分別為單核球(Monoclear ceUs) 

是顆租珠(Granulocytes) ，僅將顆粒球吸血，放入另一支試管，加入等

量之冰水均勻混合，加入等量 10倍濃縮臨鉤，均勻混合， 200g 離心

10 分鐘，將上清液移啥，取一滴至坡丹觀察，若無紅血球則直接 suspend

在原倍 HBSS; 若尚有紅血球，別重稜土述二步驟，直至沒有紅血球為

止，以計算盤計算數目。

三.抗1泉之製鑄

取嗜中性白血球 2x1OS個或 HL-60 細胞 2x109個懸浮(suspend)在

PBS 溶液中，加入會 5mMPMSF 之 1M NaCI ，超音波振聾(Sonicated) 3 

次，每次 10 秒 '10000g 4
0

C離心 10 分鐘[2呵，取上清波裝入通析釀中，

覆蓋 Polyethylene GIycol 6000 (PEG 6000)濃錯，之後加入尊貴之 Lae

mmli sample buffer (LSB) ，沸水煮 5 分鐘. -20
o

C冷凍備用。

四. Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Eletrophoresis (SDS

PAGE) 

組合電泳器具，製備 10%-15% running gel (29.2g acη'1: 0.8g bis, 
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1.5M Tris pH 8.6, d-H20 , 20% SDS, 10% AP, TEMED) ，製備 5%

stacking gel (29.2g acryl: 0.8g bis, 0.51\宜 Tris pH 6.8, d-H20 , 20% SDS, 

10% AP, TEMED) , Loading running gel 豆槽的八分滿，用Isobutyl

alcohol 塵平並去除氣池，水平靜置 40 分鐘符擬聘後，以品H20 移去

Isobutyl alcohol 0 Loading stacking gel 至全滿，馬上插入 comb' 水平

靜置 10 分錯符壽是膠後，取自 comb' 製備撿艘，取所須之輩加 sample

buffer' 沸水煮 5 分鐘，將 running buffer 加於 chamber 中， loading 

檢體a蛋白質分子量標車液， 120 彼特通電 1.5 小時， j支JlH吾料完全跑

到電泳槽之電解液中，即完成電泳[6月。

五.轉潰(Transfer)

將離戴纖維麟、過紙是 gel 漢泡在 transfer buffer 中，由負極星正

極分別攝土棉捷、講紙、膠、醋瞌纖維麟、講紙、棉塊， 0.23 安培， 4 

oc transfer 1 小時[6月。

六. Western Blot 

將醋暖纖維膜取出，切割成的長條，浸泡在 5%脫脂奶粉之 PBS

溶液中，搖晃 30 分鐘，此時將 4μI 正常或痴人血清加入 400μ1 含 5%

脫脂牛姆的 PBS 溶液中(轉釋 100 倍) ，然後將一條條醋醜纖維聽取出
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排於 paraffin 土，加入扭轉釋的檢體呈甜酸纖維麟，保持濕潤狀態，

室溫1.5 小時，以 PBS-Tween 清洗 10 分鐘，共三次。將一條條醋瞌纖

維聽取出排於 paraffin 上，加入接有轍性磷種晦之山羊對抗人類免疫

球蛋白之二次說髓，保持濕潤狀態，室混 1 小時，以 PBS-Tween 清就

30 分鐘，共六次。星色，如 100μlBCIP 及時0μI NBT substrates 於

substrate buffer 中，看到清楚的 band' 即用 d-HzO 清洗以終止反應

[61] 0 

七.En月rme-linked immunosorbent assays (ELISA) 

A. 申售Kit (INOVA, QUANTA ™ PR3 IgG ELI鈕， 870233 ;到OVA，

。UANTA™MPO IgG ELISA ' 870252) 

分新前，先將所有試劑回溫，將 25 ml HRP wash concentrate 加入

975ml 蒸續本或去離子水，檢體先輔釋 1014語 (500ul HRP sample 

diluent 加 5抖血清) ，各加 100，.11 low positive 、 high positive 、 negative

control 、槍體互不闊的 wel尬，如蓋，室溫 30 分鐘(從加入最後槍體算

起)。清流，將 wells 裡的東西完全嘎盒，加入20弘300μI HRP wash buffer 

至每個 well '熱復吸掉，重建此動作三次，但j轉 plate 用吸水紙吸去多

餘放艘，直到完全吸乾，加 100μI HRP conjugate 至每個 wel恕，窒混

30 分鐘。清洗，向上之清洗步驟，加 100μI TMB chromgen 至每個 weUs'

置於黑睹中，室溫 30 分鐘，加 100 J.11 HRP stop solution 至每個 wells ' 
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均勻報蟲混合，在 1 小時肉，以波長 450n盟與讀嘎光值，參考法長 620

nm 0 

計算

Sample ratio = SampleOD x ELISA Low positive U nits 

(Units) ELISA Low positive OD 

B. 自行製備法

抗潭、 LF 、 LZ2μglI00μJjweU 或直MG1&21μglI00μJjwell 進行 Pre

coa站時，保持潤濕 4
0

C 楠夜，使用 gelatin 進行 Post“coating200抖，

保持潤濕 4
0

C 揣在。清洗，將 wells 梭的東西完全吸蠢，加入 200--300μl

d-HzO 至每個 well ·然後吸掉，重搜此動作二次，餌轉 plate 用吸水紙

吱去多餘液體，直至可完全吸乾'檢體先稀釋 2011吾 (500μ1 BGG diluent 

加 2.5μl 血清) ，加入組稀釋的檢體 200J.l.l 互不同的 welIs '每個檢體做

二個 wells '保持濕潤狀態 '37
0

C 1.5 小時，清洗五次，間上述之清洗

步驟加入經 1000 皓稀釋，接有過氧化晦之山羊對抗人類免疫球蛋白之

二次抗體 200抖，保持濕潤狀態 '37
0

C 1 小時，清洗六次，肉上述之

清就步騁。草色，加 3臨1 ABTs a 1 %HzOz150μ1 至 27m) Mcllvain's 

buff肘，以渡長 410 ~倍j讀吸光值，最持*'1讀時悶 1.5 小疇。結呆*'1讀

Positive> normal 磁ean + 2SD[62] 。
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入. HL-60 ceUs 進行 cytospin 之製鑄就程

現丹漢地 Pol)吐...I抖ine (ceU adbesion solution)或 Albumin 30 分錯

至 1 小時，碌乾'趣標示後位於玻丹金中保存備用，用 PBS 調整盟r

60 ceUs 數目至 106 ceUsI訓，組裝 cytospin 器具，將 0.5ml 細胞鞏於

cytospin 之漏斗的OOrpm 離心 5 分鐘，玻丹取出後，以 95% Ethanol 0 

oc 5 分鐘閏定或 0.5% Paraformaldehyde 室溫 20 分鐘函定，噱乾，故

丹 4
0

C保存備用 [63] 。

九. lndirect lmmunofluor的cence (llF) 

撿趙先轉釋 111吾 (50μlPBS 加 5μl 血清) .如 50，..1檢體於 slideweU

中，保持濕潤狀態，室還 30 分錯，以 PBS 將檢體沖掉，搖晃清洗 10

分鐘，加入 50μi 接有 FITC 之山羊對抗人類兔疫球蛋白之二次抗體，

保持濕潤狀態，室溫避光 30 分鐘，以 PBS 將抗體沖掉，搖晃清洗 10

分鏈，換上新的 PBS' 如 counter stain(Evan bIue)於 PBS' 搗晃 10 分

鐘，換土新的 PBS. 搖晃清洗 10 分鐘， 3堂接土述步驟二次[64] 。

十.兔子抗血清之製備

購買年齡 2 個月，體重 l Kg兔子，分別標記 MPO 、 LF 及 HMG.
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先飼養一周適應環境， Bleeding 全血 25訓，得到正會兔血清，製備

抗原

(1). MPO 51μglml 加於 600則無萬 PBS' 然復加入的OJ.l. I complete 

adjuvant 

(2). 凹'400μgl80J.l.I 加於“。μi 無齒 PBS' 然後加入 600J.l.l complete 

adjuvant 

(3). HMG 1&2 300μgl300J.l.l 加於 600J.l.I 無菌 PBS' 然後加入 600μi

complete adjuvant ' 1:1 均勻混合乳化

皮下注射豆兔子，三遍後， Bleeding 全血泊剖，第一次免疫後抽血，

製備抗原

(1). MPO 51J.1.glml 加於 600J.l.l 無菌 PBS' 然復加入 600J.l. I incompIete 

adjuvant 

(2). LF 400μgl80J.l.I 加於“OJ.l.I 無菌 PBS' 然復加入 600μ1 incomplete 

adjuvant 

(3). HMG 1&2 300μgl300μl 加於“OJ.l.l 無菌 PBS' 然復加入 600μl

incomplete adjuvant ' 1:1 均勻混合乳化

皮下注射至兔子，三週後， Bleeding 全血泊剖，第二次免疫後抽血，

製鑽抗原

(1). MPO 51μglml 加於 600μi 無菌 PBS' 然復加入 600J.l.l incomplete 

adjuvant 

(2). LF 400J.l.gl80J.l.l 加於 600J.l.l 無菌 PBS' 熱復加入 600J.l.l incomplete 

adjuvant 

(3). HMG 1&2 300μgl300J.l.l 加於 600J.l.J 無鵲 PBS' 然復加入 600μi

inco朋plete adjuvant • 1: 1 均勻混令乳化
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處下注射至兔子，三過後， Bleeding 全血泊剖，第三次免疫復第一

次抽血。組一週聾， Bleeding 全血泊ml '第三次免疫復第二次抽血。

再趙一過後，甜甜ding 全血泊剖，第三次免疫後第三次抽血。再桶

一週後，卸的ding 全血泊剖，第三次免疫復第四次抽血，全血離，心

後，取血清品。℃冷凍保存[42] 0 
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第四章結果

一.從全血分離嗜中性白血球

本實驗室使用二種不同方法分離嗜中性白血球，第一種為 FicoH-

pagque 方是，比方法先利用 dextran 況時紅血球後，再利用 Ficoll-paque

比重介於白血球典單核球之間，經離心佳能有效闊偏在白血球典單蟻

球間，而將白血球加以分離，吸出白血球層，以計算盤計算數目，比

方法的四位率只有 20--30% 。另一種為 Histo團paque 方法，科舟 Histo

paque 1119 及時77 二種不同比重之試劑。 Histo-paque 1119 其比重介

於缸血球與白血球之間，而 Histo-paque 1077 其比重介於白血球典單

核球之間，起離心後 Histo-paque 1077 能有效問騎在白血球與單核球

間， Histo-paque 1119 能有敢問隔在紅血球典白血球之間，而將白血球

加以分離，吸血白血球層，以計算盤計算數目，此方法的回故率為

60--70% 。回收率之計算:實際拿封的白血球數目/本來預估能拿到的白

血球數百x100% '即為回故亭。

二.兔子經 MPO 、 LF 、 HMG1&2 免疫注射後之抗體表現

1.閱接免疫螢光法分析

(1).經 MPO 免疫注射之兔子:以乙蹲揖定的嗜中性白血球當作受

質，加入鐘 400 倍稀釋之兔子對抗MPO 的抗血清，其螢光型式為輯

用閱(Perinuclear) ，螢光集中在核周聞處，但核分黨處(Segment)亦有，

均勻沿著核周聞 E如闡 1A] 。若改以福馬林圈定的嗜中性白血球當作

受賀，同樣加入握 400 倍稀釋之兔子對抗 MPO 抗血清，其螢光會從

接用聞處跑封細胞質，此為典型的 pANCA 特徵{如圈 1B] 。

用
/

勻
心
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(2).經 LF 免疫注射之兔子:以乙蹲商定的嗜中性白血球當作受質，

加入搜 400 倍稀釋之兔子對抗 LF 的抗血清，其螢光發式為粗點狀

(Coarse speckled) ，非常多點，集中在核周聞處，某些地方強某些地方

不強，通常只有一、二點強 E如鷗 2A] 0 若改獄禍馬林問定的嗜中性

白血球當作受賀，同樣加入經 400倍稀釋之兔子對抗 LF 抗血清，其螢

光亦會從輯用摺A跑Jll細胞質，但膜罵聞(Perimembrane)處明顯，跑

車邊緣比 MPO抗血清多，在膜的地方不均勻，一點一點迪在一起，

或一段一段迪在一起，因此也是層於 pANCA [如闡 2B] 0 

(3).鍾的fG1&2 免疫注射的兔子:以乙轉回定的嗜中性白血球當作

受賀，加入原悔之兔子對抗HMG1&2 的抗血清，其螢光型式為點狀

(Spec拙ed) ，非常多點，表現在細胞質{如圖 3A] 0 若改以福馬林固

定的嗜中性白血球當作受賀，同樣加入原倍之兔子對抗HMG1&2 說

血清，其螢光仍然表現在細胞質，所以是屬於 cANCA [如醋 3B] 。

2.酵索連結免疫分析法分析

(1).經 MPO 兔疲注射之兔子:此兔子未擺免疫注射諧，血清經 100

4吾稀釋，其吸光值為 0.781 0 組三次 MPO 免疫後，化兔子抗血清銀 100

倍締釋，其吸光值為1.207 '組 1000倍轉釋其吱光值為 0.843 '織 2000

4學稀釋其吸光值為 1.024 '問此判定比抗血清的故續為>10001奮{如表

1] 。

- 28-



第四章結果

(2).控 LF 免疫注射之兔子:此兔子未經免疫注射諧，血清紐 100 皓

轉釋，其吸光值為-0.084 0 鐘三次 LF 免疫後，此兔子抗血清經 100 倍

締釋，其吸光值為 3.0俏，經 10001吾締釋其吱先值為 1.781 '銀 2000

倍稀釋共現光值為 0.990 '聞此判定比抗血清的故價為>1000 -1奮【如表

1] 0 

(3).經 HMG1&2 免疫注射之兔子:此兔子未鎧免疫注射前，血清

經 100 皓稀釋，其吸光值為 0.311 0 經三次勘查G1&2 兔疫後，此兔子

抗血清經 100 錯稀釋，其吸光值為 2.257 '鐘 1000 倍稀釋其吸光值為

0.021 '組 2000 倍稀釋其現光艦為 0.023 '國此判定比抗血清的故價為

>100 梅 E如表 1] 。

3.西方墨點法分析

(1).鍾 MPO 兔痠注射之兔子:以培養細胞 HL-60cells 溶解產物

(Lysate)當作受質，跑 SDS-PAGE 後轉印豆醋輯是纖維膜(NitroceHular

paper, NC-paper)作西方基點分析， MPO抗血清會自現三條(Bands) , 

分別品的， 59 及 89 kDa '其中 15 kDa 為 MPO 之韓鏈，而 59 kDa 為

MPO 的重鏈， 89 kDa 可能為 apo-proMPO 即尚未切都之 B甜O[如

閹 8] 。

(2).經 LF 免疫注射之兔子:以純化的市瞥 LF 當作受賀，跑 SDS戶

PAGE 後轉印至踏破鐵雄旗作西方墨點分析， LF 抗血清會出現二條帶

(Bands) ，分別為 70.&. 140 kDa '其中 70 kDa 為 LF' 而 140 kDa 可能

為 LF 雙體(Dimer) [如圖的豆。
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(3).蝕勘查G1&2 免疫注射之兔子:以純化的市售 HMG1&2 當作

受賀，路 SDS-PAGE 後轉印豆躇曬纖維旗作西方墨點分析，臨時 1&2

抗血清會出現二條帶(Bands)' 分別為 28及 55 kDa' 其中 28 kDa 為 HMG

1&2' 而仿kDa 可能為臨時 1&2 雙體(Dimer) [~闡 1月。

三.連續收集 160 支血清之抗體表現

1.間接免疫螢光法分析

從 83 年至 87 年四年間，共收集 160 支懷疑有血管夷之血清，利用

間接免疫螢先法篩檢是否具有嗜中性白血球細胞質抗體，不管是以嗜

中性白血球或 HL-60 cells 當作受質，發現其中 81 文血清為陽性，啼啼

文血清為陰性。在 81 支陽性血清中· 60 支表現 pANCA 型式 E如輯

4A，4B，5A，5B] 而且文表現 cANCA 型式【如攝 6，7] 。

2.間接免疫螢光為陽性之 81 丈血清疾病之分類

81 文陽性血清中· 60 文為 pANCA 陽性· 21 文為 cANCA 陽性。

其中的文 pANCA 陽性血清分別來自不同痕病，以來自快速進行性腎

鯨球腎炎疾病者最多，估 17 文，自體免疫系病次之估 11 丸，其餘急

性呼吸窘迫痕候群佑 8 克，少數為背職令僻肺部疾病佔 3 文，其它佔 21

文，又 21 文中有 13 文未知臨床診斷 E如表呵。 21 文cANCA 陽性

血清亦來自不闊的疾病，其中來自自體免疫疾痛佑 5 文，來自韋格納
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氏肉芽腫菇、腎臟瘓痛、時部族痛響亮起病各佔 3 克，其它佔 7 文，又 7

文中有 6 文未知臨床診斷 E如表 2] 。

3.酵索連結兔疫分析法分析

60 支 pANCA 陽性血清，血清與 MPO 反應有的文佑 25.0% '與

PR3反應有 13 文佔 21.67% '與 LF 反應者有 8 支佔 13.33% '與 LZ

反應有 4 文仿 6.67% '典 HMG1&2 反應有 2 支佑 3.33% 【如表呵。

但文 cANCA 陽性血清，血清典 PR3 反應有 12 支估計.1釣台，與 LF

反應有 4 文估 19.的%.與 LZ 反處有 4 支佔 19.05% '與 MPO 反應有

3 文估 14.29% '典 HMG1&2 反應有 1 支仿 4.76% [如表 3] 。

4西方墨點法分析

(1).60 支 pANCA 陽性血清:0)以培養細胞HL-60 cells 溶解產物

(Lysate)當作受賞，作西方墨點分析，發現其中只有 1 支來自腎臟痕痛

的血清呈現陽性反應，表現 1 條 59 kDa 帶(Band) 【如圖呵，其餘血

清均為陰性反應。

@若以純化的市售 MPO 當作受質，則有 5 文血清呈陽性反應，表

現 1 條 89 kDa 禮爭(Band) [如揖呀，其餘血清均為陰性反應。

@若以純化的市瞥 LF 當作受賞，全部血清均為陰性反應【如闡 10] 0 

- 31 司



第四室主結果

@若以純化的前售 LZ 當作受質，只有 2 .t.血清呈弱陽性反應，表

現 1 錄 13 kDa 帶(Band) 缸"鸝 11] ，其餘血清均為陰性反應。

@若以純化的可T售 HMG1&2 當作受質，則有 5 文血清革時性反應，

表現 1 鋒 28 kDa 帶(Band) [如闡 12] ，其餘血清均為陰性反應。

@以嗜中性白血球溶解產物(Lysate)當作受賀，全部血清均為陰性反

應。

(2).21 文 cANCA 陽性血清:0)以培養細胞 HL-60cells 溶解產物

(Lysate)當作受賀，作西方墨點分析 v 全部血清均為陰性反應。

@若以純化的市售 MPO 當作受質，員才有 3 文血清呈陽性反應，表

現一餘的kDa 帶(B個d) 【如揖呀，其餘血清均為陰性反應。

@若以純化的前售 LF 當作受質，全部血清均為陰性反應【如圈 10] 。

@若以純化的市售 LZ 當作受賀，只有 1 支血清呈陽性反應，表現

1 錄 13 kDa 帶(Band) 巨如輯 11] ，其餘血清均為陰性反應。

@若以純化的市售 HMG1&2 當作受質，則有 2 支血清皇弱曙性瓦

攏，表現一條 28 kDa 帶(Band) 【如圈 12] ，其餘血清均為陰性反應。

@以嗜中性白血球溶解產物(Lysate)當作受質，全部血清均為陰性Ji...

~o 

四.各種不同自體兔疫疾病病人血清產生 ANCA 抗體之分析

E如表巷，可

1.酵素連結免疫分析法分析
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@全身性缸現性狼瘡(SLE)搞人之血清:總共篩檢 110 支血清典

MPO 反應有 1 支佔1.0% '典 PR3反應有 o 文蝕。.00/0 '典 LF 反應者

有 30 支佔 27.2% ·典 LZ 反應有 32 支佑 29.1% '典帥iGl&2 反應

有 2 支估1.8% 。

@數風濕性關節支(踐的病人之血清:總共篩撿到文血清典 MPO 反

應有 1 丈佑 2.0% '典 PR3反應有 3 丈佑 5.9% '典 LF 反應者有 4 文

佑 7.8%'與 LZ .&.4有 2 支佔 3.9%. 典 HMG1&2 反應有 0 支佑。.0% 。

@重搜口股清瘖(ROU)病人之血清:總共篩撿 10 支血清與 LF 反應

者有 2 支佑 20.0% ·與 LZ 反應有 1 文佑 10.0% 。

@修格達氏徵候群(SS)病人之血清:總共篩檢 25 文血清與 LF 反應

者有 o 文佔 0.0% ·與 LZ 反應有?文佔 28.0% 。

@原發性膳道硬化(PBC)搞人之血清:總共篩檢 8 丈血清與 LF .&.應

者有 o 丈佔 0.0% ·典 LZ 反應有 1 丈佔 12.5% 。

@多肌炎(PM)病人之血清:總共篩檢 11 文血清典 LF 反應者有 o 文

拈 0.0% '與 LZ 反應有 2 支佔 18.18% 。

@抗中節抗體陽性(ACA)藏人之血清:總共篩檢 54 支血清與 LF 1主

龐者有 1 文佔1.9% '典 LZ 反應有 12 支佔 22.22% 。

@核點狀拉罐蜻性(Nuclear dot)病人之血清:總共篩撿 22 克血清與

LF 反應者有 0 支佔 0.0% ·典 LZ 反應有 5 文佔 22.7% 。

2.西方墨點法分析

若以市瞥純化的 LZ 當作受賀，全身性缸雄性狼瘡(SLE)病人之血清

總共篩檢 165 文血清，只有 6 文血清呈現賜姓{如鸝 13] ·其餘血清
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均為陰性反應。類風濕性關節炎悍的病人之血清總共篩檢 66 丈血清，

共有 2 支血清呈現，帶攏，其餘血清均為陰性反應。重棧口腔司贊揚(ROU)

痴人之血清總共篩檢 10 支血清，共有 2 支血清呈現陽性，其餘血清均

為陰性反應。修格達氏徵模群(88)病人之血清總共篩檢 25 文血清，共

有 3 文血清呈現，陽性，其餘血清均為陰性反應。原發性臆道硬化(PBC)

病人之血清總共轉撿 8 文血清，全部血清均為陰性反應。多服，竟扭M)

藏人之血清總共篩檢 11 克血清，全部血清均為陰性反應。說中節抗體

陽性(ACA)病人之血清總共篩撿到文血清，只有 1 文血清呈現弱陽性，

其餘血清均為陰性反應。核點狀抗體陽性(Nuclear dot)藏人之血清總共

篩捨 21 文血清，只有 1 支血清呈現弱陽性，其餘血清均為陰性反應，

其中陽性反應者皆表現 1 條 13kDa 帶(Band) 。
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Figure lA Result of ITF on ethanol rued polymorphonuclear leukocytes i踐

rabbit antiserum against human myeloperoxidase 但1000).

Figure lB Result of ITF on formalin 誼xed polymorphonuclear leukocytes in 

rabbit antiserum against human myeloperoxidase (x1000). Anti-myeloperoxidase 

antiserum showed a pANCA staining pattern in indirect i瞌睡unofluorescence.
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Figure 2A Result of盟F on ethanoI fixe晶 polymorphonuclear leukocytes in 

rabbit antiserum against human lactoferrin (x1000). 

Figure 2B Result of誼F on formalin fixed polymorph。那lclear leukocytes in 

rabbit antiserum against human lactoferrin 但1000). Anti-Iactoferrin antiserum 

showed a pANCA staining pattern in indirect immunofluorescence. 
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Figure3A J主.esult of誼F on ethanol 自xed polymorphonuclear leukocytes i過

rabbit a泡在iserum against calf high 臨obility group 1晶2 但1000).

Figure3B 蠶esult of llF on for臨alin fIxed polymorphonuclear leukocytes in 

rabbit anti掰開臨 against calf high mobility 蠶roup 1&2 但1000). Anti- high 

mobility group 1&2 antiserum showed a cANCA staining pattern in in晶irect

immuno盟uorescence.
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Table 1 The result of immunofluorescence presentation, ELISA and Western 

blot in rabbits antiserum against myeloperoxidase, lactoferrin, high mobility 

group 1&2 

Rabbit PMN PMN ELISA WB 

Anti-sera Type ETHANOL Formalin Absorbance kDa 

Non-immunized: 0.781 

Myeloperoxidase pANCA pANCA Immunized 15, 
100x dilution: 1.207 59, 
1000x dilution: 0.843 89 

2000x dilution: 1.024 

Non-immunized: -0.084 
PANCA Immunized 70, 

Lactoferrin pANCA 100x dHution: 3.004 140 

1000x dilution: 1.781 

2000x dilution: 0.990 

Non-immunized 0.311 

Immunized 28, 
High mobility cANCA cANCA 100x dilution: 2.257 55 

group 1&2 1000x dilution: 0.021 

20OOx diIution:O.023 

Rabbits anti-sera against MPO, LF show pANCA pattern an"d the titer of them 

both >100Ox dilution. Rabbit anti-sera against 誼MG 1&2 shows cANCA pattern 

and the titer>10Ox dilution. In western blot, rabbit anti-sera against MPO 

represent three bands approximately 15, 59, 89 kDa, rabbit anti-sera against LF 

represent two bands approximately 70, 140 kDa and rabbit anti-sera against 

HMG1&2repr的ent 何'0 bands approximateJy 28, 55 kDa. 
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Figure 4A pANCA de趟。訟strated by indirect immuno誼uorescence using 1: 10 

dilution of ser磁盤 fro血 a patie師 witb. pANCA positive examined on etb.anol 說xed

nor臨al peripb.er總1 blood neutropb.Hs 個1000).

Figure 4B pANCA demonstrated by indirect im臨uno自uorescence using 1:10 

dilution of serum from a patient witb. pM可CA positive exa臨ined on formaHn 

自xed nor盟al peripb.eral blood neutropb.ils 但1000).
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Figure 5A pANCA de趣。nstrated by i到direct immuno:fluorescence using 1:10 

拉ilution of seru臨 fro觀 a patient wit區 pANCA positive exa臨ined on etha踐晶晶xed
聽L-臨驅直靜靜靜).

Figure 5B pA1可CA 通emonstrated by indirect i瞌睡uno:fluorescence using 1:10 

dilution of serum fr。那 a patient with pANCA positive exa臨ined on formalin 

frxed cuItured 蠶L的 ceHs 和1000).
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Figure 6 cANCA de盟onstrated by indirect i翻鹽u尬。扭扭orescence 認sing 1:10 

dilution of serum fro臨 a patient with cANCA positive exa臨ined on ethanol 誼xed

non鼠aI peripheral 制oodne的rophiIs 但1000).
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Figure 7 cANCA demonstrated by in謹irect i驅臨unofluorescence usÎn車 1:10

通Hution of seru盟 fro臨 a patient wit區 cANCA positive examined on et區anol 品xe過

CUltul吋蠶豆.r60 ceUs 但1000).
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Table 2 Relationship between the finding of IIF on neutrophils for ANCA and 

Disease in the ANCA positive patients. 

I ANCA Type Dia~nostic categories Patients N 0.(兮兮)

pANCA(+) RPGN 17(28.33~名)

patients ARDS 8(13.33%) 

(totaI60) Renal & Lun~ disease 3(5.0%) 

Autoimmune disease 11(18.33%) 

Other 21(35.0兮的

cANCA(+) 明Tegener's granulomatosis 3(14.29%) 

patients Renal disease 3(14.29%) 

(totaI21) Lung disease 3(14.29%) 

Autoimmune disease 5(23.8%) 

Other 17(33.33兮兮)

The pANCA positive patients 盟ost come from Rapidly Progressive 

Glomel叫onephritis， Autoimmune disease, Acute Respiratory Distress Syndrome, 

Jesser in Renal & Lung disease and others are uncJear. The cANCA positive 

patients most come from Autoimmune disease，嗎'egener's granulomat俯拾， Renal 

disease, Lung disease and others are uncJear. 
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Table 3 The prevalence of ANCA antigenic specificities in sera from patients 

with ßF positive. 

ANCA Total Anti-MPO Anti-PR3 Anti-LF Anti-LZ Anti-HMGl&2 

TYDe No. No. positive(%) No. positive(耳的 No. positive(~的 No. Dositive們的 No. positive(吟的

cANCA 21 3(14.29%) 12(57.14%) 4(19.的%) 4(19.的%) 1(4.76%) 

pANCA 60 15(25.0%) 13(21.67%) 8(13.33%) 4(6.67%) 2(3.33%) 

The most target antigens in pANCA patients are MPO, PR3, in cANCA patients 

are PR3, LF, and LZ. 
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Table 4 Tbe occurrence of increase levels of antibodies against myeloper

oxidase, proteinase 3, lactoferrin, Iyso月rme and bigb mobility group 1&2 in 

sera from patients witb SLE, RA. 

Disease To個1 Anti唷MPO Anti-PR3 Anti-LF Anti-LZ 
AN曲o.p回osith叫e(叫2 No. No. positive(%) No. positive(%) No. positive(%) No. positive(%) 

SLE 110 1(1.0%) 。(0%) 30(27.2%) 32(29.1%) 2(1.8兮兮)

RA 51 1(2.0%) 3(5.9兮兮) 4(7.8%) 2(3.9%) 。(0%)

Tbe anti-MPO, anti翩PR3 and anti-HMG 1&2 autoantibody bas low prevalence in 

SLE, RA. Tbe anti-LF and anti-LZ autoantibody bas bigb prevalence in SLE but 

Jower in RA. SLE: Syste血ic Lupus Erytbematosus, RA: Rheumatoid Artbritis. 
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Table 5 The occurrence of increase levels of antibodies against lactoferrin and 

Iyso月rme in sera from patients with ROU, 88, PBC, PM, ACA and nuclear dot 

positive. 

Disease Total Anti-LF Anti-LZ 

No. No. positive(%) No. positive(%) 

ROU 10 2(20.0%) 1(10.0%) 

88 25 。(0%) 7(28.0兮的

PBC 8 。(0%) 1(12.5%) 

PM 11 。(0兮兮) 2(18.18%) 

ACA 54 1(1.9%) 12(22.22%) 

Dot 22 。(0%) 5(22.7%) 

The anti“ LF autoantibody has high prevalence in ROU however anti-LZ 

autoantibody has high prevaIence in 88,Dot and ACA and lower in ROU and 
PBC 0 ROU: Repeative Oral Ulcer, 88: 8jogren's 8yndrome, PBC: Primary 

BiIliary Cirrhosis, PM: Polymyosit函， ACA: Anti-centromere antibody positive, 
Dot: Nuclear dot positive. 
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Figure 串 蓋章esult of鴨restern BIot of 蠶豆1""60 cells in sera fro臨 patients wit矗

ANCA positive. Lane 1: 1\直arker， Lane 2: Rabbit antiseru臨 a草ainst 1\直PO， Lanes 

3-4: Sera with pANCA, Lane 5: Sera with cANCA, Lane 6: 蠶ealthy individual. 

Only lane 3 appears one band approximates 59 kDa and lane 2 appear three 

bands approxÎI股ate 89, 59, 15 匙Da， and the others are negative reaction. Antigen: 

8.56x108 盟L-60 ceUs, Antibo冉r: p蝠， sera diIute 100x. 
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轟?聶華 1 4 ;} 2 1 

Figure 9 Result of明Tester.n Blot of 1\直yeloperoxidase i.n sera fro盟 patie.nts with 

ANCA positive. La.ne 1: 1\直arker， La.nes 2-3: Sera with pANCA, La.ne 4: Sera 

with cANCA, La.nes 5-6: Sera with pANCA, La.ne 7: Rabbit a.ntiseru臨 agai.nst

盟yeIoperoxidase， La.ne 8: Healthy i.ndividual. La.nes 4-6 appear o.ne ba.nd 

approxi臨別的 89 社Da， lane 7 appears three ba.nds approximate 89, 59, 15 kDa 

and the others are negative reaction. Antigen: 2μg淵yeloperoxidase， Antibody: 

pts' sera dilute 100x. 
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議草

點
輔
為訊事

Figure 10 Result of鴨'estern Blot ofLactoferrin in sera from patients with 

ANCA positive. Lane 1: 1\直arker， Lanes 2-3: Se:ra with pANCA, Lanes 4-6: Se:ra 

with cANCA, Lane 7: Rabbit antise:rum against Jactofe:r:r蝠， Lane 8: Healthy 

individual. Lane 7 appea:rs two bands app:ro甜甜甜e 140 and 70 kDa and the 

othe:rs a:re negative :reaction. Antigen: 60f!g Lactofe:r:rin, Antibody: p蝠， sera 

dilute 100x 
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Figure 11 ResuIt of鴨Testern Blot ofLyso月f臨ei設 sera from patients with 

ANCA positive. Lane 1: 1\直arker， Lane 2: Sera with cANCA, Lanes 3-5: Sera 

with pANCA, Lane 6: HeaIt盈y individual. Lanes 2, 5 appear one ban通

approximates 13 kDa and the others are negative reaction. Antigen: 30J,1g 

Lysozyme, Antibody: pts' sera dilute 100x. 
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Figure 12 Result of Western Blot of蠶服G 1&2 in sera from patients with 

ANCA positive. Lane 1: Marker, Lanes 2-3: Sera with pANCA, Lanes 4-5: Sera 

with cANCA, Lane 6: Rabbit antiserum against H服G 1&2, Lane 7: Healthy 

individual. Lanes 2, 4 appear one band approxi臨僻的 28 匙Da， Lane 6 appears 

制70 ban謹s approximate 55, 28 孟Da and the others are negative reaction. Antigen: 

30μ富起igh 髓。bility group 1&2, Antibody: pts' sera dilute 100x. 
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Figure 13 Result of明'estern Blot of Lysozy臨e in sera from patients with SLE. 

Lane 1: 1\直arkel可 Lanes 2-5: Sera with SLE, Lane 6: 盟ealthy individual. Lanes 2, 
5 appear one band approximates 13 kDa and the others are negative reaction. 

Antigen: 60μgLyso月rme會 Antibody: pts' sera 晶ilute 100x. 
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第五章討論

第五章討論

一.從全血分離嗜中性白血球

本實遍全奎利用 Ficoll-paque 方法，分離嗜中性白血球，回校率的

2。可30%' 而使用 Histo-paque 方法，四位亭的為 60--70% ol.Ficoll-paque 

方法回怯辜的 20-30% '回故車偏4龍之原閣，可能聞為比種分離方法只

利用 dextran 況時紅血球，並利用 Ficoll-paque 麗隔在白血球典單核球

之前，此時仍會有大葷的紅血球殘留在白血球介面，闊此必須用大量

的低張溶液冰水來接壤紅血球，清洗的次數愈多，白血球溝失也愈多，

所以回校學一直不理想，而且在冰水沖洗的過程中，容易造成白血球

眾集，~干擾計數，使得計算數自偏低。 2.若改用比重分別為1.077 是

1.119 之Histo-paque 比二種試劑[62] ，回收幸的為 60-70% 。比重1.077

之 Histo-仰que 能有成隔離在社血球與白血球之筒，而比重 1.119 之

Histo-paque 能有效隔離在自h球與單核球之間，利用各種血球比重不

同兩加以分間，此時紅血球的干擾使降低了很多，但是仍鈴須用大量

的低張溶液冰水來雄蟻缸血球，進成白血球跟著漏失，所以回故率並

無法達到 100% '所以可能需減做紅血球之污發卒，減低沖洗衣數才能

有效留住白血球。自此我們認為使用 Histo-paque 方法，分離嗜中性白

血球，能得JlJ較高的田說卒，有助於我們拿封史多的白血球，以利於

往後的實驗步驟。

二.兔子經 MPO 、 LF 、誼MG1&2 免疫注射後之抗體表現

1.間接免疫螢光法分析

- 53 -



第五章討論

(1) 悶PO 抗血清:本實驗室所製備的兔子對抗MPO 之抗血清，表現

典型的 pANCA 特徵。以乙轉圈定的嗜中性白血球當作受質[6呵，加

入紐 400 {學轉釋之兔子對就MPO 的抗血清，其螢光盤式為核周曲

(perinuclear) ;若改以福馬林固定的嗜中性白血球當作受質，其螢光

會從核周聞處跑到街跑賞一此點典 E. C. 誼agen et al., [33]所發表快

速進行性腎鯨球腎炎病人，血清中之MPO抗髓，若以乙酵固定的

嗜中性白血球當作受賀，會表現核罵聞型式的螢光;而以福馬林臨

走的嗜中性白血球當作受賞，會表現細胞質型式的螢光是一致的

(2)LF 抗血清:本實駿室製鑽的兔子對抗 LF 之抗血清，亦表現 pANCA

的特敏。以乙酵閣定的嗜中怯白血球當作受質，加入經 400 倍稀釋

之兔子對抗 LF 的抗血清，其螢光型式為核周盟(peJ:恤uclear) ;若改

以搞馬林間定的嗜中性白血球當作受質，其螢光會從核周圍處跑封

細胞賞一比點典 1. Green et al., [71]所發表潰瘖性結歸吏的病人，血

清中之 LF 抗艘，華以乙蹲固定的嗜中性白血球當作受賀，會表現

核周眉型式的螢光;而以福為林盟定的嗜中性白血球當作受賀，會

表現細胞質盤式的螢光是一致的。

(3)HMG1&2 抗血清:本實輯室製備的兔子對抗恥臨時2 之抗血清，

表現 cANCA 特徵。以乙蹲商定的嗜中桂白血球當作受賀，加入原

悔之兔子對抗 HMG1&2 的抗血清，其螢光型式為點狀(Speckled) , 

表現在細胞質;若說以禍馬林周定的嗜中性白血球當作受賀，其螢

光仍織表現在細胞賞一此點典 J. Sobajima et 鼠， [42]發表不舟，比作

者認為兔子血清中對抗H閱Gl&2 之抗噓，息表琨典型 pANCA 的特
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徵，即以乙蹲固定的嗜中位白血球當作受賀，會表現核周鸝型式的

螢光;而以搞馬林固定的嗜中性白血球當作受質，會表現細胞質型

式的螢光。但本實驗室卻發現，不論是以乙轉或是構為林國定的嗜

中性白血球當作受質，螢光皆表現在細胞質。本實驗案兔子對抗 HMG

1&2 之抗血清典 J. Sobajima et al吋製備之兔子對抗 HMG1&2 抗血

清聲先表現不同可能原因@免疫注射兔子時所攝取的方法不間，所使

用的抗原量不同。 J. Sobajima et 祉，採單次皮下注射方法去免疫兔

子，而此作者所使用的說原來自豬，抗原最為 20mg[42] ;而本實輸

室採三次皮下注射方法去免疫兔子，每次注射兔子的抗原量為 300

峙，拭原來自牛的胸躁。@由於受質中那時的分布不呵，問 HMG

本身為轉錄圈子，所以在軸胞過期不間階段會表現在不同位置，如

進行轉錄時會表現在細胞核中，其餘階段表現在細胞質，所以會看

j1J螢光位置表現之美異。基掛土述免疫注射方法不閥、抗原來源不

同、免疫注射所使用的抗原量不同及臨時本身為轉錄圈子的特性

等等喝素，造成螢光表現不同。

2.酵索連結兔疫分析法分析

兔子鐘 MPO 、四、國直G1&2 免疫注射後，韓素免疫分析法定效

償的結果，顯示 MPO 、 LF 抗血清之安全價曹大於 1000 倍稀釋，而勸他

1&2 抗血清之效價為大於 100 倍締釋，間直G1&2 抗血清致價較弱之

原圈，可能為只進行免疫注射三次，最後未追加一劑，使得抗體妓價

停留在 100倍縛釋之間，無法組續爬升，亦有可能是比兔子的免疫反

應不夠激澈，閻牛典兔子的 HMG 具有同源性(Homology) ，所以不易

起免疫反應 [4月。
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3.西方墨點法分析

(1) 1\館。抗血清:以血.r60 ceHs 的溶解產物(Lysate)或純化的 MPO 當

作受賀，兔子 MPO 抗血清呈現三條帶(Bands) ·分尉誨的、 59 及時

kDa 0 理論上 MPO 饒過變性(Denatured)後，會重鏈與報鏈分閥，

目比兔子 MPO說血清會認識 59 kDa 的重鍵典 15 kDa 的報鏈。蜍

此之外，但尚有一僚 89 kDa 的禮爭(Band)出現，務湖此帶(Ba遁的可能

是未經切割的 apo pro-MPO '此為成熟的 MPO 前身 [6旬，因此亦會

被兔子抗血清所認識，但仍需進一步作定序的確認，以便了解此帶

(Band)所掛潰之角色及功能。

(2) 以純化的 LF 當作受賀，兔子 LF 抗血清呈現二僚帶(Bands) ，分別

為 140 及 70 kDa 0 兔子 LF抗血清會認識 70 kDa 的 LF[2呵，但尚

有一條 140 kDa 的帶(Band) ·此條替(Band)可能為 LF 雙體，所以亦

會被兔子 LF 抗血清所認識，亦或者為雜帶(Band) ，奮進一步確定。

(3) 以純化的 HMG1的當作受賀，兔子臨時他2 抗血清呈現二條

華(Bands)' 分別為 55晨 28 kDa o兔子由臨時2抗血清會認識28 kDa

的臨時 1&2[42] ，但尚有一條 55 kDa 的帶(Band) ，比餘帶(Band)

可能為臨時 1&2 雙麓，所以亦會被兔子 HMG1&2 抗血清所認識，

亦或者為雜帶(Band) ·需進一步確定。

三.連續收集 160 支血清之抗體表現
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1.螢光表現 pANCA 型式

利用酵素連結免疫分析法分析其專一性抗原之表現，典其它實戰輩

分析結果之比較(如下表)

pANCA 陽性搞人 Anti組MPO Anti-PR3 Anti-LF Anti-LZ 

Positive% Positive吵色 Positive兮兮 Positive兮兮

中山醫學院 回5.0% 21.67% 13.33% 6.67今色

tR. J. Falk et al [67] ~0-90% Rare Not done Not done 

回. F. Wen et al [6] 60-80% 10-20% Not done Not done 

iA. Schnabel et al [5] Common Uncommon Rare Rare 

J. J. Yang et al [7月 ~2.2% 1.1% Not done Not done 

A. 明'iik et al [7] Not done Not done Not Rare 

determined 
L一一

實驗顯示(1)對抗 MPO抗原之 pANCA 時性血清佔 25.0% '此點

較其它作者如R. J. Falk et al., [67]發表 pANCA 躊性血清對說 MPO

的比倒估 80-90%顯然較低，可能原因為血清來源不間，疾病活性

不悶，實驗敏成度不同等原園。我們實駿葷的血清來自快速進行性

腎絲球腎炎(RPGN)只佔 28.33% ·來自 8 種免疫系搞估 18.33% '來

自急性呼現窘迫症模群(ARDS)佑 13.33% '其餘血清未知診斷，典

其他實輯室比較血清幾乎來自壞死性腎轉球腎炎有很大的差別，所

以對抗 MPO 出現的比倒不盡相同。

(2)若將 pANCA 中，求自快速進行性背離球腎炎患者單獨分類曲，則

MPO抗體自現的比例為 52.9% '相當接近於 M. Ulmer et al吋 [68]所

發表 60-70%之數轉，自比血清呆頭長是影響各種抗原出現也街之重
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要國素。另外，壞死性骨離球腎炎會有高比伽1MPO 抗體出現，是

否暗示 ANCA 所掛演組織損傷的角色，聞此 ANCA 不使其診斷鏽

蝕，也可幫助決定起蛤免疫抑制治療之時機，防止患者腎職職能離

續惡化。

(3)除此之外，在本實驗室 pANCA 構性血清中，尚有一部份與祖PO

以外之抗原反應如 PR3、 LF 、 LZ' 顯示閉接免疫螢光呈現 pANCA

並非全由 MPO 造成，有一部份由其它找原造成如 PR3 、 LF .&.LZ' 

此點典 A. Wiiket 鈍， [7]發表 pANCA 抗原為多元化之結果一致。

(4)pANCA 陽性血清，對抗 PR3 抗原的比倒佔 21.67% '此點與 M.

Segelmark et 祉， [70]提由一些具 MPO抗體的病人卻表現 cANCA'

其相同意義，此作者認為 MPO 具有不同之抗原法定位(Epitope) , 

所以可能表現 pANCA 或 cANCA ，此點正好可以解釋何以具有 PR3

抗體卻表現 pANCA 0 

(5)另外 'pANCA 陽性血清，對抗 LF 抗尿的比倒估 13.33% '對抗 LZ

拭尿的比例拈 6.67% '此結果與 A. Schnabel et al.，開發表 pANCA

陽性血清，對抗 LF抗尿的比倒佑非常少量(rare) ，對抗 LZ 拉原的

比例佑非常少量(rare)之結果吻合，顯示連接抗體只仿次要角色。

2. 螢光表琨 cANCA 型式

利用酵牽連結免疫分析法分析其專一性抗原之表現，與其它實驗室

分析結果之比較(如下表)
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~ANCA 陽性病人 IAnti-MPO Anti-PR3 /Anti-LF Anti-LZ 

\positive% Positive吵b lPositive% Positive吵b

中山醫學院 14.29今色 57.14今色 19.的% 19.05% 

當. J. Van der Woude Rare 80-90% Not done Not done 

慘t al [4] 

片. Wiik et al [7] Rare Not done Rare Rare 

回. W. Cohern Terva吋 16.7% 81.8% lNot done Not done 

知t al [18] 

回. J. Yang et al [73] 5.1% 80.8% lNot done Not done 

國. F. Wen et al [6] 10-20兮兮 60-90% HO% Rare 

iA. Schnabel et al [5] Uncommon Common IRare Rare 
L..呵呵

一一

實驗顯示(1)於 cANCA 陽性血清，對抗 PR3抗原估計.14% '此

點較其它作者如 F. J. Van der Woude et al吋開發表 cANCA對抗PR3

的比劍佔 80句.90%顯然較低，可能原周為血清來源不舟，瘓搞

活性不同，實輸敏風度不同等原鹿，我們實驗室的血清來自自體兔

液挨病伯 23.8% '來自腎職痕病只估 14.29% '來自韋格納氏肉芽腫

病疾病佑 14.29% '來自蹄部痕痴佑 14.29% '其餘血清未知診軒，

典其他實惡食堂比較血清幾乎來自韋格納氏肉芽腫病有很大的差別，

所以對抗 PR3出現的比4持不鑫相同。

(2)除此之外，在本實驗室 cANCA 躇性血清中，尚有一部份典 PR3以

外之抗原反應如 LF 、 LZ 、 MPO' 顯示闊接免疫螢光呈現 cANCA

立在非全由 PR3造成，有一部份由其它說原造成如 LF 、 LZ 及聾甜O'

比點典 F. J. Van der Woude et aJ叫開發表 cANCA 主要抗原為 PR3
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很少有其它抗原之論點不間，原因可能為本實驗室的 cANCA 血清

過少，而且血清來源並非只有韋格納氏肉芽腫痛，聞比對抗的抗原

呈現多樣性。

(3)於 cANCA 陽性血清，對抗 MPO抗原佔 14.29% '對抗 LF 抗潭、佑

19.05% '對抗 LZ 抗原佔 19.05%此結果與 S. F. Wen et al., [向發表

cANCA 陽性血清，對拉 MPO 抗厚、的比制佑 10-20% '對抗 LF 抗

尿的比例佔少費5-40% '對抗 LZ 抗尿的比劍估非常少量(rare)之結

果吻合，顛示述些說艦只彷次要角色。

3. 螢光表現 pANCA 型式

利用西方墨點法分析 pANCA 陽性血清中，專一性抗原之表現。

(1) 以嗜中性白血球溶解產物當作受質，全部血清均為陰性反應。可

能是國為拿到的嗜中性白血球數目不夠，因嗜中性白血球取得不晃，

加上分離嗜中性白血球期間，常會造成白血球活化，使得抗原之製

備困難重重，因此改周培養細胞 HL-60cells 作常規ANCA 分析[6月。

其優點<DHL-60 ceHs 降低檢瓷者於操作全血期間暴露於~柴物的機

會 0 (2)阻....60 ceHs 提供較閏定的受質，但嗜中性白球來自不同揖贈

者;而且 HL-60ceHs 較方便取得，但嗜中怯白球常受限於摺贈者，

靜脈採血及使用之前須與其它細胞種類分離[63] 。

(2) 以 HL-60 cells 溶解車輛當作受賀，其中只有 1 丈血清呈現陽性反

慮，表現 1 條 59 kDa band '其餘血清均為陰性反應。此點可能國

抗原製備的問題，由於HL-60 celIs 每個細胞含多寡不同之顆攏，所
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以可能細胞數目夠，但所會的顆粒卻不多，而造成抗尿不足 e 又比

如胞培轟數目達到一定壺，會進行凋謝死亡，但屍體仍保留在培養

瓶(Flask)中，造成計數失誤，使得拿到的細胞不足。

4. 發光表現 cANCA 型式

利用西方墨點法分析 cANCA 陽性血清中，專一性找原之表現。

不管是以嗜中性白血球溶解產物或HL-60 cells 溶解產物當作受質，

全部血清均為陰性反應。此可能在抗原製鑽過程中加入 PMSF 有闕，

周其為 se討ne proteinase 的抑制劑[28] ，可能影響一些酵豪之活性如

PR3 '自此看不見帶(Bands)出現，或者血清找體本身所對抗的抗原

決定點典製備的抗厚、不間，所以不會認識，摺此看不見帶(Bands)由

現。

所以根據以上之實驗結果，我們認為班....60 cells 可以取代嗜中

性白血球，作常規 ANCA 試睡袋。但是，由於臨....60 cells 缺乏次級

顆粒成份，國此與 HL-60ceHs 反應之 ANCA' 絕不會與次教顆親抗

原反應如 lactoferrin 或 vitamin B12 binding protein '但此不能排除

一些 ANCA subsets 可能典次級顆粒的成分反應，若將此細胞加入

1.25 % DMSO' 則比細胞可分化成 myelocyte 、 metamyelocyte 、 band

及 segment ·造些史成熟的街跑使令有次報顆粒足以去偵瀾 ANCA

的存在[5呵。

四.各種不聞自體兔疫疾病病人血清產生 ANCA 抗體之分析
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1.全身性紅雄性嶽瘡病人

利用酵牽連結免疫分析法分析其專一性抗原之表現，與其它實驗室

分析結果之比較(如下表)

~LE 病人 Anti品質PO ~nti幽PR3 Anti-LF Anti-LZ 

Positive% tpositive% Positive兮兮 Positive兮兮

中山醫學院 1% 問% 27.2% 29.1 兮兮

J. W. Cohern Not iNot Not done Not done 

Terva吋 et al [18] determined ~etermined 

A. Schnabel et al [1月 。% 間% Not done Not done 

S. F. Wen et al [6] 5-25% /Not done 5-40% Not done 

A. 明'iik et al [7] Rare 間的 done Inter嘲 Common 

盟ediate

A. Schnabel et al [5] Not done Not done Uncommon Rare 

A. Wiik et al., [7]發表 Lysozyme (LZ)-ANCA 並不具疾搞專一

性，典痕病活性亦無相關，可於 1β 的全身性缸斑性狼瘡病人中出

現，而本實驗室全身性紅斑性狼瘡病人，出現LZ抗體之比例為

29.1兮兮，二者數據接近。 A. Schna bel et 祉， [5]提出 Lactoferrin-ANCA

很少於原發性血管炎。吋maηr vasculitides)出現，但可於類風濕性關

節炎或全身性缸雄性狼瘡次發的血管史中發現，亦在清瘖性結歸失

[4月及初級硬化性膳道東中發現。 S. F. Wen et al吋開發表全身性缸

斑性狼瘡藏人，自現 LF 抗體之比倒為5-40% '兩本實驗室全身性

紅斑性猿瘡病人，自現 LF $i，體之比倒為 27.2% '顯示 LF 、 LZ 抗
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體在全身性紅雄性狼瘖掛演重要角色，但仍持華清。而本質輸室 SLE

捕入 MPO 典 PR3抗體出現此少j低，典 A. Schnabel et al [12]所發表

的數據相近，顯示此二者抗體在全身性缸雖性猿瘡病人並不是那麼

重要。

2. 類風濕性關節支病人

利用酵素連結免疫分析法分析其專一性抗原之表現，與其它實鞍室

分析結呆之比較(如下表)

~病人 Anti-MPO Anti-PR3 Anti國LF Anti-LZ 

Positive兮兮 Positive吵色 Positive。令 Positive今色

中山醫學院 2% 5.9~名 7.8~名 3.9兮兮

\1\. Mustila et al [11] 1.6兮兮 。.4% 2.4兮兮 1.2今b

民 W. Cohern Terva的 Not Not Not done Not done 

et al [18] determined determined 

ß. F. Wen et al (6) Unknown Not done 20-40% Not done 

~. Schnabel et al [5] Uncommon 。兮兮 Uncommon Uncommon 

A. 明Tiik et al [7] Rare Not done Rare Inter-

mediate 

類風濕性關節東捕人，各種 ANCA 出現的比今j均低，與 J. A. 

Savige et al., [25]發表類風濕性蹄節支搞人不常自現 ANCA ·二者結

果顯椒，亦顯示 ANCA 在類風濕性時節炎病人並不是那麼重要，可

能只扮演次要角色。
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3. 其它自費量免疫義搞

科周轉牽連結兔疫分析法分軒其專一性抗原之表現，除了重建口腔

潰瘖病人外，修格達氏徵候釋、原發性臆道硬化、多瓶，夷、抗中節

抗體時性及接點狀抗體陽性等病人血清，出現 LF 抗體之比例均很

低，顯示此抗體在進些病人並不是那麼重要，重稜口腔潰瘖痛入雖

20.0%具 LF 抗艘，但由掛人數過少很難下定魯智，重接口腔墳播、

修格迫氏徵候群、 l象發性臆道硬化、多瓶，夷、抗中節抗體腸挂及接

點狀抗體陽恤尊病人血清，出現 LZ 抗體之比例為 1恥28% '但 LZ

拭體並不具疾病專一性，與挨病活性亦無相輔[呵，國此蹲了解 LZ

抗體在遠些疾病所扮演的角色是出現之意義，但可作為復續研究目

標。

4. 各種自體免疫疾病

利用西方墨點法分輛自體兔疫疾病病人血清中，專一性抗厚、之表現。

若以市售純化的 LZ 當作受質，全身性紅起性狼瘡(8LE)病人之血清

總共篩檢 165 文血清，只有 6 文血清呈現陽性，其餘血清均為陰性

反應。類風濕性關節支恨的病人之血清總共篩撿 66 丈血清，共有 2

支血清呈現陽性，其餘血清均為陰性反應。重接口腔清瘖(ROU)病

人之血清總共轉檢 10 丈血清，共有 2 支血清呈現陽性，其餘血清均

為陰性反施。修格連氏徵候群(88)病人之血清總共篩檢 25 克血清，

共有 3 文血清呈現陽性，其餘血清均為陰性反應。原發性臆道硬化

。BC)藏人之血清總共轉撿 8 丈血清，全部血清均為陰性反應。多瓶，
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東(PM)痛人之血清總共篩槍口文血清，全部血清均為陰性反應。

抗中節抗體構性(ACA)痴人之血清總共篩按 54 丈血清，只有 1 支血

清呈現弱陽性，其餘血清均為陰性反應。按點狀抗體陽性(Nuclear dot) 

病人之血清總共篩檢討支血清，只有 1 文血清呈現，請陽性，其餘取

清均為陰性反應，其中陽性反應者皆表現.1 條 13kDa 帶(Band) 。

LZ 抗體在連接痕搞自現的比制並不高，而且所掛潰的角色是出現之

意義並不清楚，但可作為復鑽研究目標。

結論:

綜合以上研究結果，我們得知在血管竟是自體免疫疾病等病人當

中，所 th 現的 ANCA 抗體直接對抗不同的嗜中性白血球細胞質說尿。

在全身性紅軍壞性我瘡病人與類風濕性關節炎藏人的血清篩檢當中，我

們發現 PR3和 MPO 抗體並不常出現;而其中全身性紅斑性狼瘖病人

血清之中， LF 抗體與 LZ 抗體出現的比制較 PR3抗體和 MPO 抗體祟

的禹。兔子鐘 MPO 免疫注射後，開接免疫螢光表現 pANCA 型態;經

LF 免疫注射後，間接免疫螢光亦表現 pANCA 型態;組 LZ 免疫注射

後，間接免疫螢光表現 cANCA 型態。

也 65 -



第六章參考文獻

第六章參考文獻

1.明'. L. Gross and E. Csernok, 1995: Immunodiagnostic and 

pathophysiologic aspects of antineutrophil cytoplasmic antibodies in 

vascuIitis. Curr. Opin. Rheumatol. 7: 11-19. 

2. D. J. Davies, J. E. Moran, and J. F. Niaii. 1982: Segmental necrotizing 
glomerulonephritis with anti-neutrophil antibody: possible arbovirus 
aetiology? Br. Med. J. 285: 606. 

3. J. B. Hall, B. McN. 明'adha血， C. J. Wood, V. Ashton, and 明'. R. Ada咽，

1984: Vasculitis and glomerulonephritis: A subgroup with an 

antineutrophil cytopIasmic antibody. Aust N. Z. J. Med. 14:277-278. 

4. F. J. Van der Woude, N. Rasmussen, S. Lobatto, A. Wiik, H. Permin, L. 

A.Van Es, M. Van der Gissen, G. K. Van der Heen, And T. H. The, 
1985: Autoantibodies against neutrophil and monocytes: tool for 

diagnosis and marker for disease activity in Wegener's granulomatosis. 

Lancet 1: 425-429. 

5. A. Schnabel, S. Hauschild，明'. L. Gross, 1996: Anti-Neutrophil 

Cytoplasmic Antibodies in Generalized Autoimmune Diseases. Int. 

Arch. Aller的r Immunol. 109: 201-206. 

6. Sung Feng 明惟恐， 1994: Antineutrophil cytoplasmic antibody“ associated 

glomerulonephritis: potentiaHy reversibIe disease. J. Formos. Med. 

Assoc. 93: 545-561. 

7. A. 明'iik， L. Stummann, L. Kjeldsen, N. Borregaal吭 S. un珊an， S. 

Jacobsen and P. Halberg, 1995: The diversity of perinuclear 

antineutrophil cytoplasmic antibodies (pANCA) antigens. Clin. Exp. 

Immunol. Supp. 1: 15-17. 

8. J. A. Goeken, 1991: Antineutrophil cytoplasmic antibody - a useful 

serological marker for vasculitis. J. Clin. Immunol. 11:161-174. 

- 66-



9. J. C. Jennette, and R. J. Falk, 1995: Clinical and pathological 

classification of ANCA-associated vasculitis: what are the 
cotroversies ? Clin. Exp. Immuno. 101, Supp. 1: 18-22. 

第六章參考文獻

10. C. G. M. Kallenberg, A. H. L. Mulder, J. W. Cohen Tervaert, 1992: 
Antineutrophil cytoplasmic antibodies: A still值growing class of 

autoantibodies in inflammatory disorder. Am. J. Med. 93: 675-682. 

11. Anu 姬的tila， Markku Korpela, Jukka Mustoonen, Heikki Hel妞， Heini 

Huhta妞， Esa Sop抖， Amos Pasterna恤， and Ari Miettinen, 1997: 

Perinuclear antineutrophiJ cytoplasmic antibody in Rheumatoid 

Arthritis: A Marker of Severe Disease with Associated Nephropathy. 

Arthritis & Rheumatism 40: 710-717. 

12. A. Schnabel, E. Csernok, D. A. Isenberg, C. Mrowka and W. L. Gross, 
1995: Antineutrophil cytoplasmic antibodies in systemic lupus 

erythematosus. Arthritis & Rheumatism 38: 633-637. 

13. C. G. M. KaHenberg, E. Brouwer, J. J. Weening and J. 明'. Cohen 

Tervaert.1994: Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies: Current 

diagnostic and patho-physiologicaJ potential. Kidney Int. 46: 1-15. 

14. R. C. WiIliams, J. R. Stal肘， c. C. Malone, J. Paya峙的， L. Byres and D. 

Underwood, 1994: Epitopes on proteinase-3 recognized byantibodies 

fro咽 patients with 明'egener's Granulomatosis. J. Immuno. 152: 4722輸

4737. 

15. H. Szymkowiak, T. W. Johnston, E. Csernok and W. L. Gross, 1999: 

Expression ofthe human autoantigen ofWegener's Granulomatosis 

(PR3) in a baculovirus expr的sion system. Bioch. and Bioph. Resea. 

Communi. 219: 283-289. 

- 67-



第六章參考文獻

16. J. W. Cohern Tervae肘， F. J. Van der Wou啦， A. S. Fa闕， A. L. Ambn峙，

J. Velosa, W. F. Keane, S. Meijer, M. van der Giessen, T. H. The, G.Iι 
van der Hem, C. G. M. KaUenberg, 1989: Association between active 

明Tegener's granulomatosis and anticytoplasmic antibodies. Arch. Intern. 

品直ed. 149: 2461-2465. 

17. J. W. Cohen Tervart, R. Goldschmeding, J. D. Ele血a， M. van der 

Giessen, M. G. Huitema, G. K. van der Hem, T. H. The, A. E. G. K. von 

dem Borne, C. G. M. KaHenberg, 1990: Autoantibodies against myeloid 

Iysosomal enzyme in crescentic glomerulonephritis. Kidney Int. 37: 799-

806. 

18. J. W. Cohen Tervart, R. Goldschmeding, J. D. Elema, P. C. Limburg, 
M. van der Giessen, M. G. Huitema, M. L Koolen, R. J. Hene, T. H. The, 
G. K. van der 誼em， A. E. G. K. von dem Borne, C. G. M. Kallenberg, 
1990: Association of autoantibodies to myeloperoxidase with different 

form ofVasculitis. Arthritis Rheum. 33: 1264-1272. 

19. J. W. Cohen Tervart, P. C. Limburg, J. D. Elema, M. G. Huitema, G. 

Horst, T. H. The, C. G. M. Kallenberg, 1991: Detection of 

autoantibodies against myeloid lysosomal en勾rmes: a useful adjunct to 

classiflcation of patients 、lVith biopsy- proven necrotizing arteritis. Am. J. 

Med. 91: 59-66. 

20. M. Segelmark, B. Persson, T. Hellmark and J. 明Tieslander， 1997: 

Binding and inhibition of myeloperoxidase (MPO): a major function of 

ceruloplasmin ? Clin. Exp. Immunol. 108:167-174. 

21. 明T. L. Gross, E. Csernok, U. Helmche尬， 1995: Antineutrophil 

cytoplasmic autoantibodies, autoantigens, and systemic vasculitis. 

APMIS 103: 鈍-97.

- 68-



第六章參考文獻

22. J. C. Jenntte, A. S. 明'Ukman， R. J. Falk, 1989: Anti國neutropbil

cytoplasmic antibody associated glomerulonepbritis and vasculitis. 

Amer. J. Patbol. 135: 921-930. 

23. M. Waldendorf, M. Schneider, 1993: Antineutrophil cytoplasmic 

antibodies in patients witb systemic lupus erytbematosus, In ANCA

Associated Vasculitis: Immunological and Clinical Aspects. Edited by 

明九 L Gross. London Plenum. 

24. P. E. Spronk, H. Bootsma, G. Horst, M. G. Huitema, P. C. Limburg, J. 

W. Coben Tervaert and C. G. M. KaUenberg, 1996: Antineutropbil 

cytoplasmic antibodies in systemic lupus erytbematosus. Britisb J. of 

Rheumatology 35: 625-631. 

25. J. A. Savige, M. C. Gallicbio, A. Stockman, T. J. Cunningba曲， M. J. 

Rowley, T. Georgiou, D. Davies, 1991: Anti-neutropbil cytoplasm 

antibodies in rbeumatoid artbritis. Clin. Exp. Immunol. 86:92-98. 

26. E. C. Hagen, B. E. B. P. BaUieux, L. A. van Es, M. R. Daba, F. J. van 

der 明'oude， 1993: anti-neutropbil cytopIasmic autoantibodies: a review 

of tbe antigenes involved. Tbe assay and tbe clinical and possible 

patbogenetic consequences. Blood 81: 1996-2002. 

27. U. Specks, C. L. Wbeatey, T. J. M. C. McDona闕， M. S. Robrbacb, R. A. 

De Remee, 1989: Anticytoplasmic autoantibodies in tbe diagnosis and 

follow-up of明'egener's graulomatosis. Mayo. Clin. Proc. 64: 28-36. 

28. G. C. M. Kallenberg, J. W. Coben Tervae肘， F. J. van der Woude, R. 

Goldscbmeding, A. E. G. Kr. Von dem Borne and J. J. Weening, 1991: 

Autoimmunity to lysosomaJ en均'mes: new clues to vasculitis and 

glomerulonepbritis. Immuno. Today 12:“-64. 

- 69-



第六章參考文獻

29. J. C. Jennette, 1991: Antineutrophil cytoplasmic antibody-associated 

disease: a pathologist's perspective. Am. J. Kidney Dis. 18: 164-170. 

30. B. Nolle, U. Specks, J. Ludemann, M. S. Rohrbach, R. A. Deremee and 
W.L. Gross, 1989: Anticytoplasmic autoantibodies: their immuno

diagnostic value in Wegener's granulomatosis. Ann. Intern. Med. 111: 

28戶40.

31. S. Hardarson, D. 民. Labrecque，趴 A. Mitros, G. A. Neil and J. A. 

Goeken, 1993: Antineutrophil cytoplasmic antibody in inflammatory 

bowel and hepatobiliary diseases. Am. J. Clin. Pathol. 99: 277-281. 

32. M. O. Pool, G. Bouma, S. G. M. Meuwissen, B. M. E. von Blomberg, J. 

P.DeMerwe，嗎T. L. J. M. Deville, J. C. M. Fonk and A. S. Pena, 1995: 

Serological markers to differentiate between ulcerative colitis and 

Crohn's disease. J. Clin. Pathol48: 346-350. 

33. E. C. Hagen, B. E. P. B. Ballieux, M. R. Daha, L. A. van Es, F. J. van 

der 明'oude， 1992: Fundamental and clincal aspects of antineutrophil 

cytoplasmic antibodies (ANCA). Autoimmunity 11: 199品。7.

34. S. V. Shah, W. H. Baricos and A. Basci, 1987: Degradation of human 

glomerular basement membrane by stimulated neutrophils. J. Clin. 

Invest. 79: 25-31. 

35. R. J. Johnson，明'.G. Couser, E. Y. Chi, S. Adler and S. J. Klebanoff, 
1988: New mechanism for glomerular injury. Lab. Invest. 58: 294-301. 

36. R. C. Kao, N. G. Wehner, K. M. Skubi妞， B. H. Gray and J. R. Hoid剖，

1988: Proteinase 3, A distinct human polymorphonuclear leukocyte 

proteinase that produces e血physema in hamsters. J. Clin. Invest. 82: 

1963-1973. 

- 70-



第六章參考文獻

37. A. Kijstra, 1991: The role oflactoferrin in the n侃-specfic immune 

response on the ocular surface. Reg. Immunol. 3: 193-7. 

38. G. J. Ziere, M. C. M. van Dijk, M. K. Bijsterbosch, T. J. C. van Berkel, 
1992: Lactoferrin uptake by the rat liver. Characterization ofthe 

recognization site and effect of selective modification of arginine 

residues. J. Biol. Chem. 267: 11229-35. 

39. J. L. van Snick, P. L. Msaaon, J. F. Heremans, 1974: The involment of 

Iactoferrin in the hyposideremia of acute inflammation. J. Exp. Med. 

140: 1068-84. 

40. T. Skogh, E. Peen, 1993: Lactoferrin and anti-Iactoferrin antibodies in 

inflammatory disease. Adv. Exp. Med. BioI. 336: 533-8. 

41. E. Peen, S. Almer, G. Bodemar, B. O. Ryde血，c. Sjol妞，K. Tej峙， T. 

Skogh, 1993: Anti-Iactoferrin antibodies and other types of 'ANCA' in 

Crohn's diseae, ulcerative colitis, and primary sclerosing cholangitis. 

Gut. 34: 56-62. 

42. J. Sobajima, S. Ozaki, F. Osakada, H. Uesugi, H. Shirakawa, M. 

Yoshida and K. Nakao, 1997: Novel autoantigens ofperinuclear anti

neutrophil cytoplasmic antibodies (P-ANCA) in ulcerative colitis: non

histone chromosomal proteins, HMGl & HMG2. Clin. Exp. Immunol. 

107: 135-140. 

43. J. C. Jennette, A. S. Wilkman, R. J. Falk, 1989: Anti-neutrophil 

cytoplasmic autoantibody國associated glomerulonephritis and vasculitis. 

Am. J. Pathol.135: 921-930 

44. C. M. Lockwlld, S. Thiru, S. Stewart, G. Hale, J. Issacs, Pwraig恤， J. 

EHi。“ and H. WaldmaI帥， 1996: Treatment of refract。可 Wegener、

Granulomatosis with humanized monoclonal antibodies. Q. J. M. 89(12): 

903-912. 

“ 71 -



第六章參考文獻

45. H. P. Strunz, E. Csernok and 明九L. Gross, 1997: Incidence and disease 

associations of a proteinase 3 antineutrophil cytoplasmic antibody 

idiotype (5月 Id) whose antiidiotype inhibits proteinase 3-antineutrophil 

cytoplasmic antibody antigen binding activity. Arthritis and 
Rheumatism. 40(1): 135-421. 

46. R. L. Rub妞， F. L. Tang, E. K. L. Chan, L. M. PoUard, G. Tsay and E. 

M. Tan, 1986: IgG subclasses of autoantibodies in systemic lupus 

erythematosus， sjogreI壘 's syndrome and drug-induced autoimmunity. J. 

Immuno. 137: 2528-2534. 

47. A. H. L. Mulder, G. Horst, P. C. Limburg, C. G. M. KaHengerg, 1994: 

Activation of granulocytes by an祉-neutrophil cytoplasmic antibodies 

(ANCA): a FcyRII“ dependent process. Clin. Exp. Immunol. 98: 270-8. 

48. A. J. Proges, P. B. Redecha，嗎'. T. Kimbel旬， E. Csernok，明'. L. Gross, 

R. P. Kimbery, 1994: Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies engage 

and activate human neutrophils via FcyRll. J. Immunol. 153: 1271-80. 

49. 明T. L. Gross, W. H. Schmitt, E. Csernok, 1993: ANCA and associated 

disease: immunodiagnostic and pathogenetic aspects. Clin. Exp. 

Immunol.91:1-12. 

50. J. C. Jennette, R. J. Falk, 1994: The Pathology ofvasculitis involving 

the kidney. Am. J. Kidney Dis. 24:130-141. 

51. M. P. Bevilacqua, R. M. Nelson, 1993: Selcetins. J. Clin. Inverst. 91: 
379. 

52. T. M. Carlos, J. M. Harlan, 1994: Leukocyte-endothelial adhesion 

molecules. Blood 84, 2068. 

- 72-



第六章參考文獻

53. R. J. Falk, R. S. Terrell, L. A. Charles, J. C. Jennette, 1990: Anti闡

neutrophil cytopIas盟ic autoantibodies induce neutrophils to degraI卜，

ulate and produce oxygen radicals in vitro. Proc Natl Acad Sci USA 87: 

4115-4119. 

54. C. O. Savage, B. E. Pottinger, G. Gaskin, C. D. Pusey, J. D. Pearson, 
1992: Autoantibodies developing to myeloperoxidase and proteinase 3 in 

systemic vasculitis stimulate neutrophil cytotoxicity towards cultured 

endothelial cells. Am. J. Pathol. 141: 335-342. 

55. 明T. L. Gross, E. Csernok，嗎'. H. Schmitt, 1991: Antineutrophil 

cytoplasmic autoantibodies: Immunobiological aspects. Klin. 

Wochenschr 69圓的: 558-66. 

56. 明T. J. Mayet, E. Hermann, E. CsernQk，嗎T. L. Gross and Meyer Zum 

Buschenfelde K宜， 1993: In vitro interactions of c-ANCA (antibodies to 

Proteinase 3) with human endothelial cells. In: W. L. Gross, ed. ANCA 

assiciated vascilitides: Immunodiagnostic and pathogenetic value of 

antineutrophil cytoplasmic antibodies. London: Plenum Press (in press). 

57. C. Savage, G. Gaskin, C. D. Pusey and J. D. Pearson, 1993: 

品質yeloperoxidase binds to vascular endothelial cells, is recognized by 

ANCA and can enhance complement dependent cytotoxicity. In: 明T. L. 

Gross, ed. ANCA associated vasculitides: Immunodiagnostic and 

pathogenetic value of antineutrophil cytoplasmic antibodies. London: 

Plenum Press (in press). 

58. Steven J. Collins, Francis 明T. Ruscettei, Robert E. Gallagher, and 

Robert C. Gallo, 1978: Terminal differentiation of human promye

locytic leukemia cells induced by dimethyl sulfoxide and other polar 

compounds. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 75: 2458-24652. 

- 73 -



第六軍參考文獻

59. N. Borregaard, J. M. Heiple, E. R. Simons and R. A. Clark, 1983: 

SubceHular localization of the b-cytochrome component of the human 

neutrophil microbicidal oxidase transIocation during activation. J. CeU 

Biol. 97: 52-60. 

后O. M. Slifkin and R. Cumbie, 1992: Comparison ofthe Histopaque-1119 

Method with Plasmagel Method for Separation of Blood Leukocytes for 

Cytomegalovirus Isolation. J. Clin. Micro. 30: 2722-2724. 

61. H. Towb妞， T. Stacheli眩， J. Gordon, 1979: Electrophoretic transfer of 

proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure 

and some applications. Proc. Natl. Acas. Sci. USA 76:435恥4354.

62. E. C. Hagen, 1995: Development and standardization of solid-phase 

assays for the detection of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies 

(ANCA) for clinical application: report of a large clinical evaluation 

study. Clin. Exp. Immunol. 101, supp.1: 29. 

63. L. A. Charles, R. J. Falk and J. C. Jennette, 1989: Reactivity of Anti-

neutrophil cytoplasmic autoantibodies with HL-60 ceHs. Clin. Immunol. 

and Immunopathology 53: 243-253. 

64. A. Wiik, 1989: Delineation of a standard procedure for indirect 

immunofluorescence detection of ANCA. Acta. Pathol. Microbiol. 

Immunol. Scand. 97: 12-13. 

65. A. Wiik, 1980: Granulocyte-specific antinuclear antibodies. Allergy 35: 

263-289. 

66. W. M. Nauseef, M. Cogley and S. McCor血ick， 1996: Effect of the 

R569W Missense Mutation on the Biosynthesis of Myeloperoxidase. The 

J. Biol. Chem. 271: 9546-9549. 

- 74-



第六章參考文獻

67. R. J. Falk, J. C. Jennette, 1988: Anti-neutrophil cytopIasmic autoanti

bodies with specifici句， for myeloperoxidase in patients with systimic 

vasculitis and idiopathic necrotizing and crescentic glomerulonephritis. 

N. Eng. J. Med. 318: 1651-1657. 

68. M. Ulmer, A. Rautmann and 明T. L. Gross, 1992: 1血munodiagnostic

aspects of autoantibodies against myeloperoxidase. Clin. Nephrology 37: 

161-168. 

69. H. K. Ch肘， P. A. Merkel, J. W. Cohen Tervaert, R. M. Black, R. T. 

McCluskey and J. L. Niles, 1999: Alternating antineutrophil 

cytoplasmic antibody specificity. Arthritis & Rheumatism 42: 384-388. 

70. M. Segelmark, B. Baslund and J. 明'ieslander， 1994: Some patients with 

anti-myeloperoxidase autoantibodies have a C幽ANCA pattern. Clin. 

Exp. Immunol. 96: 458-465. 

71. 1. Green, H. Kirkpatrick and D. C. Da缸， 1971: Lactoferrin specific 

localization in the nuclei of human polymorphonuclear neutrophilic 

leukocytes. Proc. Soc. Exp. Biol. Med.137: 1311-1317. 

72. B. Baslund, A. 明Tiik， 1994: Anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies 

(ANCA) and vasculitis. Clin. Rev. AHergy 12: 297-304. 

73. J. J. Yang, R. Tuttle, R. J. Falk and J. C. Jennette, 1996: Frequency of 

anti-bactericidallpermeability-increasing protein (BPI) and anti

azurocidin in patients with renal disease. Clin. Exp. Immunol. 105: 125-

131. 

- 75 -


