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[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]摘要 目的：探讨基于特征细胞和特异性标记物的新型诊断方法在类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）中的诊断优势。方法：选取2023年1月至2024年10月我院收治的60例RA患者作为观察组，另选取同期进行相同检查的同性别比例60例健康人员作为对照组。比较两组基本资料、风湿四项指标[类风湿因子（rheumatoid factor，RF）、抗环瓜氨酸肽（cyclic citrullinated peptide，CCP）抗体、C反应蛋白（C-reactive protein，CRP）、抗链球菌溶血素“O”（Antistreptolysin O，ASO）]水平、CD25+在CD4+、CD8+T淋巴细胞中的表达水平（CD25+CD4+、CD25+CD8+）及[抗正五聚蛋白3（Pentraxin，PTX3）抗体、抗双特异性磷酸酶11（dual-specificity phosphatases，DUSP11）阳性率差异，分析上述指标诊断RA的效能。结果：观察组血样中各检测指标水平均高于对照组（P＜0.05）；ROC曲线显示：血清RF、抗CCP抗体、CRP、ASO、CD25+CD4+及CD25+CD8+水平诊断RA的AUC分别为0.894、0.797、0.847、0.800、0.961、0.967；抗PTX3抗体及抗DUSP11抗体诊断RA的敏感度分别为6.67%、10.00%，特异度为73.33%、70.00%，准确度为40%、40%。结论：采用基于特征细胞和特异性标记物的新型诊断方法在RA的诊断中均具有一定价值，能够在一定程度上反映出RA患病风险，可为临床诊治提供重要支持。
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Application of a new diagnostic method based on characteristic cells and specific markers in RA
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Abstract Objective: To explore the advantages of a new diagnostic method based on characteristic cells and specific markers in the diagnosis of rheumatoid arthritis (RA). Methods: 60 patients with RA admitted to our hospital from January 2023 to October 2024 were selected as observation group, and 60 healthy people with the same gender ratio who received the same examination were included in control group. The basic data, levels of four rheumatic indicators [rheumatoid factor (RF), anti-cyclic citrullinated peptide (CCP) antibody, C-reactive protein (CRP), antistreptolysin O (ASO)], expression levels of CD25+ in CD4+ and CD8+ T lymphocytes (CD25+CD4+, CD25+CD8+) and positive rates of Pentraxin (PTX3) antibody and anti-dual-specificity phosphatases (DUSP11) were compared between groups, and the efficiency of the above indicators in the diagnosis of RA was analyzed. Results: The levels of RF, anti-CCP antibody, CRP, ASO, CD25+CD4+ and CD25+CD8+ in blood samples in observation group were higher than those in control group (P<0.05). ROC curve analysis revealed that the AUCs of serum RF, anti-CCP antibody, CRP, ASO, CD25+CD4+ and CD25+CD8+ for RA diagnosis were 0.894, 0.797, 0.847, 0.800, 0.961 and 0.967, and the sensitivities were 90.00%, 76.67%, 83.33%, 73.33%, 93.33% and 93.33%, and the specificities were 75.00%, 91.67%, 71.67%, 80.00%, 91.67% and 93.33% respectively. The sensitivities of anti-PTX3 antibody and anti-DUSP11 antibody in diagnosing RA were 6.67% and 10.00%, the specificities were 73.33% and 70.00%, the positive predictive values were 20.00% and 25.00%, the negative predictive values were 44.00% and 43.75%, and the accuracy rates were 40% and 40%. Conclusion: The new diagnostic method based on characteristic cells and specific markers has certain value in the diagnosis of RA, and it can reflect the risk of RA to a certain extent and provide important support for clinical diagnosis and treatment.
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类风湿关节炎（RA）是因自身免疫所引发患者各小关节炎症性损伤并逐渐发展为周围各关节受累的一种慢性炎症疾病，会持续造成患者关节结构破坏及功能下降，且因其发展过程中伴有反复性的关节肿痛，对患者的正常劳作与生活造成严重的负面影响[1-3]。因此，在临床早期对RA进行准确诊断对于患者疾病的控制及关节正常结构的保护均具有重要意义。
类风湿因子（RF）、抗环瓜氨酸肽（CCP）抗体等指标是临床诊断RA的常用参考指标，但其分别在特异度和敏感度上有所欠缺[4-5]，为尽早发现RA患者并给予治疗则需要具有更高特异度的指标以进行准确诊断。相关研究发现淋巴细胞会参与RA的发病过程，且RA患者中的免疫球蛋白会通过T细胞刺激并使B细胞活化[6-7]，故检测B细胞及T细胞等特征细胞水平可为RA的诊断提供一种全新路径选择。此外，有研究指出，RA在血清抗正五聚蛋白3（PTX3）抗体及抗双特异性磷酸酶11（DUSP11）抗体水平较高的患者中具有较高的检出率，可作为新型的特异性标记物，有助于RA的早期诊断[8-9]。但临床上目前缺少该类特征细胞及新型特异性标记物在RA诊断中所具有的特异性的相关报道，
因此，本研究基于特征细胞和特异性标记物的新型诊断方法对RA患者与健康人员进行诊断并将其结果进行比较，从而分析该方法在RA诊断中所拥有的临床价值，现汇报如下。

1  资料与方法
1.1  一般资料
将景德镇市第二人民医院在2023年1月～2024年10月收治的RA患者共60例纳入观察组，并将在相同时间段内进行同样项目检查的健康人员共60例纳入对照组。观察组纳入标准：年龄18～70岁；首次诊断为RA[10]，且于我院以基于风湿四项的诊断方式确诊，并未接受过免疫抑制剂或生物制剂治疗，以确保疾病状态的初发性和检测结果的代表性。对照组纳入标准：年龄18～70岁；性别比例与观察组匹配，且为同期在我院进行健康体检的成人；临床资料完整且依从性良好。两组临床资料完整且患者依从性良好，签署知情同意书。排除标准：合并恶性肿瘤或传染性疾病；患其他自身免疫性疾病或全身感染性疾病；妊娠或哺乳期妇女；在3个月内 m内有接受免疫抑制剂治疗或参与其他相关研究。将两组一般资料差异不显著（P＞0.05），具有可比性。见表1。本研究已通过景德镇市第二人民医院伦理审批。

表1  两组一般资料比较（±SD或n(%)，总例数=60）
	组别
	年龄（岁）
	BMI（kg·m-2）
	性别

	
	
	
	男
	女

	对照组
	54.18±9.61
	22.02±1.85
	25（41.67）
	35（58.33）

	观察组
	53.76±10.39
	22.43±2.17
	25（41.67）
	35（58.33）


1.2  方法与观察指标
1.2.1 一般资料收集
收集两组纳入对象的一般临床信息（年龄、BMI、性别）、临床诊断指标信息（病理信息，如风湿四项指标等）、相关实验室检查（临床血液学检测等）信息等资料。
1.2.2 样本采集与处理
采集两组纳入对象的外周血样本4 mL并均分为2份，其中一份用于特征细胞检测，另一份用于特异性标记物检测。于3000 r·min-1离心10 min后，得到上清，并置于-80℃冰箱中保存待测。
1.2.3 特征细胞检测
取其中一份血样利用密度梯度离心等方法将外周血中的单个核细胞（Peripheral blood mononuclear cells，PBMCs），如B细胞、T细胞等进行分离，使用磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffered Saline，PBS）洗涤外周血淋巴细胞2次，用荧光素标记染色单抗，置于4℃阴暗环境下30 min后，用PBS再次洗涤2次以去除未结合抗体，利于3%多聚甲醛5 mL固定细胞，并利用流式细胞仪[贝克曼库尔特生物科技（苏州）有限公司，型号：DxFLEX，苏械注准20182220262]、酶联免疫吸附试验（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）及免疫组化等技术检测两组血样中特征细胞的表达水平。
1.2.4 特异性标记物检测
对另一份血样，将待测血清样本及标准品加入预包被相应抗原的微孔板中，温育、洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的检测抗体，再次温育、洗涤后加入底物显色，最后用终止液终止反应。立即使用酶标仪在450 nm波长下测量各孔的吸光度。根据标准品浓度和吸光度绘制标准曲线，并计算各样本中目标抗体的具体浓度，评估阳性水平。
1.2.5 特异性标记物检测与观察指标
检测以下指标：①风湿四项指标：包括血清中RF、抗CCP抗体、C反应蛋白（CRP）及抗链球菌溶血素“O”（ASO）4种特异性标记物的水平，比较两组水平差异。②特征细胞及新型特异性标记物：对两组外周血内CD25+在CD4+、CD8+T淋巴细胞中的表达水平（CD25+CD4+、CD25+CD8+）进行检测，检测两组血清中抗PTX3抗体及抗DUSP11抗体阳性率，比较两组阳性率差异。
1.2.5 数据分析
对检测结果进行统计分析，比较RA患者和健康对照组中特征细胞和特异性标记物的表达差异。
1.3  统计学方法

[bookmark: OLE_LINK3]用Excel建立数据库，并应用SPSS 26.0软件分析研究采集数据，对于符合正态分布的计量资料均用±SD表示，如两组年龄、BMI等，均采用t检验；计数资料以n（%）表示，如两组性别分布及指标阳性情况等，均采用χ2检验；计量资料通过绘制受试者工作（Receiver operating characteristic，ROC）曲线，并计算曲线下面积（Area under curve，AUC）评估其诊断RA的价值，组间AUC对比采用DeLong检验；计数资料通过诊断试验四格表评估其诊断RA的价值；检验水准α=0.05。

2  结果
2.1  风湿四项指标水平
对比观察组与对照组RF、抗CCP抗体、CRP及ASO水平，观察组指标水平均较对照组高（P＜0.05），见表2。

表2  两组血清RF、抗CCP抗体、CRP及ASO水平比较 （±SD, ，n=60）
	组别
	RF（IU·mL-1）
	抗CCP抗体（IU·mL-1）
	CRP（mg·L-1）
	ASO（IU·mL-1）

	对照组
	17.95±3.62
	4.68±0.94
	7.61±1.46
	177.13±34.16

	观察组
	24.04±4.13#
	8.39±3.47#
	10.26±1.74#
	225.31±41.45#


注：与对照组相比，#P＜0.05。
2.2  基于风湿四项指标诊断RA的价值分析
[bookmark: OLE_LINK2]ROC曲线分析显示，血清RF、抗CCP抗体、CRP及ASO水平诊断RA的AUC分别为0.894（95% CI：0.825～0.943）、0.797（95% CI：0.714～0.865）、0.847（95% CI：0.770～0.906）、0.800（95% CI：0.717～0.867），敏感度分别为90.00%、76.67%、83.33%、73.33%，特异度分别为75.00%、91.67%、71.67%、80.00%。见图1、表3。
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图1  风湿四项诊断RA的ROC曲线图
表3  血清RF、抗CCP抗体、CRP及ASO水平诊断RA的价值分析
	指标
	AUC
	95% CI
	截断值
	敏感度（%）
	特异度（%）
	约登指数

	RF
	0.894
	0.825～0.943
	20.084
	90.00
	75.00
	0.650

	抗CCP抗体
	0.797
	0.714～0.865
	5.969
	76.67
	91.67
	0.683

	CRP
	0.847
	0.770～0.906
	8.638
	83.33
	71.67
	0.550

	ASO
	0.800
	0.717～0.867
	199.51
	73.33
	80.00
	0.533


2.3  特征细胞水平
对比观察组与对照组CD25+在CD4+、CD8+T淋巴细胞中的表达水平，观察组的表达水平均较对照组高（P＜0.05），见表4。

表4  两组外周血T淋巴细胞表达CD25+水平比较 （±SD，%，n=60）
	组别
	CD25+CD4+
	CD25+CD8+

	对照组
	5.24±2.72
	3.97±1.18

	观察组
	10.96±2.63#
	9.13±2.37#


注：与对照组相比，#P＜<0.05。
2.4  基于特征细胞水平诊断RA的价值分析
ROC曲线分析显示，CD4+、CD8+T淋巴细胞表达CD25+的水平诊断RA的AUC分别为0.961（95% CI：0.909～0.988）、0.967（95% CI：0.917～0.991），敏感度分别为93.33%、93.33%，特异度分别为91.67%、93.33%。见图2、表5。
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图2  特征细胞诊断RA的ROC曲线图
表5  特征细胞诊断RA的价值分析
	指标
	AUC
	95% CI
	截断值
	敏感度（%）
	特异度（%）
	约登指数

	CD25+CD4+
	0.961
	0.909～0.988
	7.644
	93.33
	91.67
	0.850

	CD25+CD8+
	0.967
	0.917～0.991
	5.789
	93.33
	93.33
	0.867


2.5特异性标记物阳性率比较
观察组抗PTX3、DUSP11抗体阳性率分别为26.67%、30.00%，明显高于对照组的
6.67%、10.00%（P＜0.05）。见表6。
表6  抗PTX3抗体、抗DUSP11抗体诊断RA的阳性情况比较 （n(%)，总例数=60）
	组别
	抗PTX3抗体
	抗DUSP11抗体

	
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性

	对照组
	4（6.67）
	56（93.33）
	6（10.00）
	54（90.00）

	观察组
	16（26.67）#
	44（73.33）
	18（30.00）#
	42（70.00）


[bookmark: _GoBack]注：与对照组相比，#P＜<0.05。
2.6  基于特异性标记物诊断RA的价值分析
基于抗PTX3抗体、抗DUSP11抗体诊断RA的敏感度分别为6.67%（4/60）、10.00%（6/60），特异度为73.33%（44/60）、70.00%（42/60），阳性预测值为20.00%（4/20）、25.00%（6/24），阴性预测值为44.00%（44/100）、43.75%（42/96），准确度为40%（48/120）、40%（48/120），Kappa值为-0.200、-0.200，见表7、表8。
表7  基于抗PTX3抗体诊断RA的价值分析 （n）
	抗PTX3抗体
	临床诊断
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	4
	16
	20

	阴性
	56
	44
	100

	合计
	60
	60
	120


表8  基于抗DUSP11抗体诊断RA的价值分析 （n）
	抗DUSP11抗体
	临床诊断
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	6
	18
	24

	阴性
	54
	42
	96

	合计
	60
	60
	120



3  讨论
目前RA诊断中，实验室检查（尤其是风湿四项）因特异度较高，成为临床常用指标。然而，由于这些指标在其他自身免疫病或感染性疾病中也可能异常，其诊断特异性仍存在一定局限性[11-14]。本研究旨在通过应用基于特征细胞和特异性标志物的新型诊断方法，提升RA早期诊断率，减少误诊和漏诊，为患者提供更及时有效的治疗。
本研究结果显示，通过使用风湿四项指标诊断RA患者，发现AUC均超过0.700，说明血清四项在RA的诊断中具有一定的价值，但或多或少存在着误诊、漏诊的风险。究其原因：血清抗CCP抗体、RF对于RA的早期诊断具有重要意义。RF是以变性免疫球蛋白作为靶抗原的自身抗体，在各类疾病中表现出较高的敏感性，是导致RA漏诊、误诊的一项重要因素[15-16]；血清CRP、ASO在多种炎症疾病中均有较高表达[17-18]，因此在RA诊断中的特异度仍有所欠缺。而通过观察本研究基于特征细胞和特异性标记物的诊断方法在RA诊断中的情况，其效能反映出基于CD25+CD4+、CD25+CD8+等特征细胞表达水平诊断RA的敏感度及特异度均可高达90.00%以上，而基于抗PTX3抗体、抗DUSP11抗体诊断RA的敏感度及特异度均处于较低水平。表明采用基于特征细胞的诊断方法在RA的诊断具有更高的效用价值，从而能够在一定程度上减少RA诊断不良事件的发生，而基于特异性标记物诊断RA则有所欠缺，存在一定的误诊、漏诊风险。究其原因，在患RA时，患者T细胞表面所表达的Toll样受体可非特异性识别并诱导免疫应答，促使T细胞激活，其上辅助信号分子CD25+表达，并分泌各种促炎因子加剧组织损伤，其中尤其以CD4+及CD8+T细胞表达明显[19]。因此，采用基于特征细胞的新型诊断方法能够弥补血清抗CCP抗体等传统诊断标志物在RA诊断中的不足，并且在技术上进行创新：利用机器学习算法对大量临床数据进行挖掘和分析、结合多学科学技术从而有力揭示RA疾病的发展机制，进而提高其诊断效能，为临床治疗RA提供客观参考依据。
综上所述，采用基于特征细胞的新型诊断方法得较高敏感度与特异度，可准确反映RA阳性情况，有利于患者RA疾病的准确检出。
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